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2. Einleitung

2. Einleitung

Der eukaryontische Organismus ist ein komplexes Gebilde, der aus einer Vielzahl
unterschiedlicher Zelltypen besteht, welche im Allgemeinen alle die gleiche genetische
Information beinhalten. Die verschiedenen Zellen unterscheiden sich jedoch hinsichtlich ihrer
Morphologie und ihrer Funktion voneinander. Diese Zelldiversitit ergibt sich aus einer
unterschiedlichen Zusammenstellung von Proteinen innerhalb einer Zelle.

Das menschliche Genom enthdlt schidtzungsweise 25.000 proteinkodierende Gene
(International Human Genome Sequencing Consortium, 2004). Dazu gehdren metabolische
und strukturelle Proteine, aber auch Proteine, die jede Zelle zur Erfiillung ihrer spezifischen
Aufgaben im Organismus benétigt. Die einzelnen Schritte der Proteinbiosynthese, d.h. von
der Expression der Gene bis hin zum funktionellen Protein, unterliegen einer strikten
Regulation. Diese erfolgt im wesentlichen auf Ebene der Transkription und Translation, aber
auch durch RNA-Splicing, mRNA-Transport, mRNA-Degradation und ubiquitinabhédngige
Proteolyse (siche Abb. 1).

inaktive
mRNA
Kontrolle
. KERN CYTOSOL des mRNA-
DNA p= Transkript p mRNA p mRNA ——
i . | Protein-
DO )00 Proce:i.ng | T]'ans']):(:rt ;;.(ktiviﬁiltls-
. = 3 3 - ontrolle
Bonixpile Kontrolle Kontrolle '
- inaktives
Protein > rotein

Abb. 1: Kontrollpunkte der Transkription/Translation bei Eukaryonten (Alberts et al., 1995)

Die Kontrolle der Transkription ist der entscheidende Schritt bei der Regulation der
Expression, da hier entschieden wird, welche Gene aktiv oder inaktiv sind und somit
exprimiert oder nicht exprimiert werden. Proteine, die die Transkription regulieren, werden
als Transkriptionsfaktoren bezeichnet. Die Analyse des menschlichen Genoms zeigte, dass
etwa 2000 Gene fiir Transkriptionsfaktoren kodieren (Venter et al., 2001). Generell wird
zwischen zwei Transkriptionsfaktorgruppen unterschieden: Transkriptionsaktivatoren und
Transkriptionsrepressoren. Das Zusammenwirken unterschiedlicher Transkriptionsfaktoren,

die entweder ubiquitir oder zellspezifisch exprimiert werden, sorgt dafiir, dass die
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2. Einleitung

entsprechenden Gene, welche flir die unterschiedlichen Funktionen der Zellen im Organismus

verantwortlich sind, exprimiert werden.

2.1 Regulation der Genexpression durch die Modifikation des Chromatins

In den letzten Jahren stellte sich heraus, dass die Regulation der Genexpression mit dem
Zustand des Chromatins in enger Verbindung steht. Als Chromatin bezeichnet man einen
Nukleinsdure-Protein-Komplex, bestehend aus DNA und die mit der DNA interagierenden
Proteine wie z.B. die Histone. Histone sind basische Proteine, die Aufgrund ihrer positiven
Ladung mit der negativ geladenen DNA interagieren. Je zwei Molekiile der Histone H2A,
H2B, H3 und H4 bilden ein Oktamer, um das jeweils 146 Basenpaare der DNA gewunden
sind. Das Histon H1 wird benétigt, um die Komprimierung der DNA weiter zu verstarken.
Der Komplex aus DNA und Histone wird als Nukleosom bezeichnet. Die Nukleosome
interagieren miteinander und bilden so eine kondensierte Chromatinstruktur aus.

Seit ungefdhr 30 Jahre weisen Studien darauf hin, dass Histone nicht nur als
Verpackungsmaterial, sondern auch als Informationsspeicher genutzt werden und somit direkt
an der Ausfiihrung biologischer Prozesse, wie z.B. der Transkriptionsregulation, beteiligt
sind. Die Histone im Nukleosom konnen posttranskriptionell durch Phosphorylierung,
Acetylierung oder durch Methylierung biochemisch modifiziert werden, was in einer
Verdnderung der Chromatinstruktur resultiert (van Holde, 1988; Zhang and Reinberg, 2001).
Ein Grofiteil der heutigen Studien beschiftigt sich mit der Rolle der Histon-
Acetylierung/Deacetylierung bei der Regulation der Genexpression. In Abb. 2 ist der
Mechanismus der Histon-Acetylierung/Deacetylierung schematisch  dargestellt. Die
iiberwiegend Lysin- und Arginin-reichen, und damit positiv geladenen N-terminalen Enden
der Histone binden an die negativ geladene Phosphate des DNA-Riickgrats. Histon-
Acetyltransferasen (HAT) tibertragen Acetylgruppen von Acetyl-CoA auf diese N-terminalen
Lysinreste der Histone H3 und H4, was zu einer Abnahme der positiven Ladung innerhalb der
Histone fiihrt und somit zu einer verminderten Affinitét fiir die negativ geladene DNA. Sind
viele Histonmolekiile im Nukleosom acetyliert, nimmt das Chromatin eine aufgelockerte,
offene Konfiguration an. Dies macht die DNA zuginglicher fiir Transkriptionsfaktoren.
Werden die Acetylgruppen durch die Histon-Deacetylasen (HDAC) entfernt, kommt es zu
einer Positvierung der Histone und zu einer hoheren Affinitit zur negativ geladenen DNA.
Das Chromatin wird dichter gepackt und somit weniger zuginglich fiir transkriptionelle

Regulatoren.
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Histonmodifikation durch Histon-Acetylierung/Deacetylierung

A. Histon-Acetyltransferasen (HAT) iibertragen die Acetylgruppen von Acetyl-CoenzymA (CoA) auf die
g-amino-Gruppe von Lysin. Die positive Ladung des Lysinrests geht somit verloren. Histon-Deacetylasen
(HDAC) entfernen die Acetylgruppe, was zu einer positiven Ladung des Lysinrestes fiihrt. B. Histon-
Acetyltransferasen iibertragen Acetylgruppen auf die Lysinreste der Histone, was zu einer verminderten
positiven Ladung der Histone fiihrt. Die negativ geladene DNA st66t sich ab und kann nicht mehr so dicht
gepackt werden. Sind viele Histonmolekiile im Nukleosom acetyliert, nimmt das Chromatin eine aufgelockerte,
offene Konfiguration an, was die DNA zugénglich fiir Transkriptionsfaktoren macht. Histon-Deacetylasen
konnen diese Acetylgruppen wieder entfernen. Die nun positive Ladung der Histone fiihrt zur Bindung an die
negativ geladenen Phosphate des DNA-Riickgrats. Das Chromatin wird dichter gepackt und somit unzugénglich
fiir transkriptionelle Regulatoren (Thiel et al; 2004).

Im Gegensatz zur Histon-Acetylierung gilt die Histon-Methylierung als eine vererbbare

Histon-Modifikation. Der N-Terminus des Histons H3 kann an den Lysinresten 4, 9 oder 27
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durch Histon-Methyltransferasen (HMT), wie beispielsweise SUV39H1 und G9a, mono-, di-
oder trimethyliert werden (Rea et al., 2000; Tachibana et al., 2001). Je nach Ort und Anzahl
der Methylgruppen entstehen "aktives" oder "inaktives" Chromatin (Strahl and Allis, 2000).
Die Methylierung des Lysinrests 4 am Histon H3 korreliert mit einer aktiven Genexpression,
wohingegen die Methylierung der Lysinreste 9 und 27 mit einer Repression der Gene
einhergeht (Bannister et al., 2002). Die Methylierung der Lysinreste 9 und 27 stellt eine
Bindestelle fiir das "silencing protein" Heterochromatin Protein 1 (HP1) dar (Bannister et al.,
2001). HP1 bewirkt durch Homo- und Heterodimerisierung die Bildung von Heterochromatin,
wodurch auch benachbarte Genabschnitte fiir Transkriptionsfaktoren unzugénglich werden
konnen. Die Gene auf diesen Chromatinabschnitten sind ,,inaktiv" und werden in diesem
Zustand an die Tochterzelle weitervererbt (Abb. 3).

Die Histon-Modifikation bietet somit die Moglichkeit die Genexpression epigenetisch zu
regulieren. So konnen zusétzliche Informationen iiber die Genregulation, die nicht in der
DNA-Sequenz kodiert sind, iiber den sog. ,,Histoncode* an die Tochterzelle weitergegeben

geben.
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Abb. 3 Bildung von Heterochromatin

(A) Histon-Deacetylasen werden von transkriptionellen Repressoren an die Transkriptionseinheit rekrutiert. Die
Deacetylierung der Histone bilden Substrate fiir Histon-Methyltransferasen, welche den Lysinrest 9 des Histons
H3 methylieren (B) Der methylierten Lysinrest 9 dient als Substrat fiir das Heterochromatin Protein 1 (HP1) (C)
Dimerisierung und Oligomerisation der HP1 fiihrt zu Bildung von Heterochromatin, die Nukleosome werden
fest zusammengepresst und unzugéinglich fiir Transkriptionsfaktoren (Thiel et al., 2004).
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2.2  Zellspezifische Genexpression des zentralen Nervensystems

Das zentrale Nervensystem (ZNS) besteht aus einer Vielfalt unterschiedlicher Zelltypen, die
entsprechend der Funktion des jeweiligen ZNS-Abschnitts, den verschiedenen Segmenten des
Gehirns und des Riickenmarks, in spezifischer Weise rdumlich angeordnet und verkniipft sein
miissen. Die Mechanismen, die die Entstehung dieser Zelldiversitidt und ihres rdaumlichen
Musters kontrollieren, sind noch weitgehend unverstanden. Die Entwicklung des ZNS beruht
auf einer strikten Kontrolle der Genexpression, die zur Ausbildung hochspezifischer Zellen
mit spezialisierten Aufgaben fithrt. Damit eine Nervenzelle die ihr zugewiesene Aufgabe
erfilllen kann, benétigt sie eine bestimmte Zusammensetzung an neuron-spezifischen
Proteinen. Die neuronale Differenzierung und die Aufrechterhaltung des differenzierten
Zustands werden durch neuron-spezifische Transkriptionsfaktoren reguliert. FEine
Expressionsanalyse des Méusegehirns identifizierte etwa 350 Transkriptionsfaktoren, die an
der Organisation und Entwicklung des Gehirns beteiligt sind (Gray et al., 2004). Die Klasse
der Zinkfinger-Proteine stellt dabei die grofte Anzahl an Transkriptionsfaktoren, die an der

Regulation der Genexpression im Gehirn beteiligt sind.

2.3 Der Transkriptionsfaktor REST

Das Zinkfingerprotein REST (,,RE-1 silencing transcription factor®), welches auch unter dem
Namen NRSF (,,neuron-restrictive silencer factor®) beschrieben wurde, ist ein Repressor
neuronaler Gene in nicht-neuronalen Geweben. REST wurde unabhingig von zwei
Arbeitsgruppen im Jahre 1995 kloniert (Chong et al., 1995; Schoenherr and Anderson, 1995).
Beide Arbeitsgruppen forschten an den neuron-spezifischen Genen, die fiir den
spannungsabhingigen Natriumkanal Typ II (NaV1.2) und fiir SCG10 (“super cervical
ganglion 10”) kodieren. Die regulatorischen Bereiche dieser Gene beinhalten eine spezifische
DNA-Sequenz, die als ,,neural-restrictive silencer element* (NRSE) bezeichnet wird. Dieses
Element ist fiir die neuron-spezifische Expression dieser Gene verantwortlich (Kraner et al.,
1992; Mori et al., 1992), da diese als DNA-Bindestelle fiir das Repressorprotein REST
fungiert. REST reprimiert die Transkription seiner Zielgene unabhidngig davon, ob die DNA-
Bindestelle NRSE in der 5’-flankierenden Region, in Introns oder 3" des offenen Leserasters

lokalisiert ist (Thiel et al., 1998).
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Das REST-Protein, bestechend aus 1096 Aminosduren, besitzt acht Zinkfinger, die fiir die
DNA-Bindung verantwortlich sind, wobei der Zinkfinger 7 fiir die Bindung essentiell zu sein
scheint (Shimojo et al., 2001). Die Zinkfinger 2-5 sind zudem an der Kernlokalisation und am
Eintritt des REST-Proteins in den Nukleus beteiligt (Shimojo et al., 2001, 2006). REST
besitzt zwei Repressordoménen, welche am N-, bzw. am C-Terminus lokalisiert sind (Tapia-
Ramirez et al., 1997; Thiel et al., 1998, Naruse et al., 1999). Ein einzelner Zinkfinger
befindet sich an der C-terminalen Repressordoméne. Die moduldre Struktur des

Transkriptionsfaktors REST ist in Abb. 4 dargestellt.

Repressor- Repressor-
domiine DNA-Bindungs- domiine
— domiine —
Zinkfinger Zinkfinger

Abb. 4: Modulére Struktur des Transkriptionsfaktors REST

Das Repressorprotein enthélt acht Zinkfinger in der Ndhe des N-Terminus und ein einzelner Zinkfinger am C-
Terminus. Die Repressordoménen und die DNA-Bindedomine sind markiert.

Da REST hauptséchlich in nicht-neuronalen Gewebe exprimiert wird (Chong et al., 1995,
Schoenherr and Anderson, 1995), bedeutet dies, dass REST die neuron-spezifische
Expression nicht durch Aktivierung der Transkription in neuronalen Zellen, sondern durch
Repression neuronaler Gene in nicht-neuronalen Zellen reguliert. Diese inverse Abhingigkeit
der Expression von REST und den REST-regulierten Genen fiihrte zu dem in Abb. 5

dargestellten Schema.

Nicht-neuronale Zelle Neuronale Zelle
Expression von REST Keine/geringe Expression
von REST
Neuronale Gene werden Neuronale Gene werden
reprimiert exprimiert
Keine Synthese Synthese neuronaler
neuronaler Proteine Proteine

Abb. 5: Abhéngigkeit der neuronalen Genexpression von der Expression des Repressors REST (Thiel et
al, 2003)
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2.4 Der Repressionsmechanismus von REST

Untersuchungen zum molekularen Repressionsmechanismus von REST zeigten, dass die
N-terminale Repressordomédne die Transkription iiber einen Komplex bestehend aus dem
Korepressorprotein mSin3A und Histon-Deacetylasen reprimiert (Naruse et al., 1999; Huang
et al., 1999). Uber die C-terminale Repressordomine rekrutiert REST ein weiteres
Korepressorprotein namens CoREST (Andrés et al., 1999). CoREST kann ebenfalls als
Komplex mit Histon-Deacetylasen vorliegen (Humphray et al. 2001). REST steht demnach
tiber die C-terminale Repressordomédne ein zusdtzlicher Histon-Deacetylase-abhingiger
Repressionsmechanismus zur Verfiigung (Ballas et al., 2001, Grimes et al., 2000; You et al.,
2000). Alternativ ist REST in der Lage iiber die C-terminale Repressordoméne die Histon-
Methyltransferase G9a an die Transkriptionseinheit heranzufithren (Roopra et al., 2004). Die
Methlytransferase G9a katalysiert bevorzugt mono- und di-Metylierungen der Lysinreste 9 und
27 des Histons H3 (Tachibana et al., 2001; Xiao et al., 2003), welche wiederum als Substrat
fiir das Heterochromatin Protein 1 (HP1) dienen. Der Korepressor COREST scheint bei der
Rekrutierung von G9a jedoch keine Rolle zu spielen (Roopra et al., 2004).

Ein weiterer Mechanismus, die Expression ganzer Genabschnitte zu regulieren ist, neben der

Histon-Modifikation, die DNA-Methylierung. Verdnderungen des Methylierungsgrads der

DNA ist meist mit transkriptioneller Reprimierung verbunden. Dies kann entweder durch die

Blockierung der DNA-Bindestelle transkriptioneller Aktivatoren geschehen oder durch das

Heranfiihren von Repressorproteinen an die Transkriptionseinheit. Die Methylierung des

Cytosins in CpG-Dinukleotiden durch DNA-Methyltransferasen spielt dabei eine

entscheidende Rolle. Die methylierten CpG-Dinukleotide (C"pG) bilden eine Bindestelle fiir

das Repressorprotein MeCP2 (methyl-CpG-binding Protein 2). MeCP2 reprimiert die

Gentranskription ~ durch  Rekrutierung  von  Histon-Deacetylasen  oder  Histon-

Methyltransferasen an die methylierten DNA-Abschnitte (Jones et al, 1998; Nan et al., 1998;

Fuks et al., 2003). REST wurde als duales Repressorprotein beschrieben (Thiel et al., 2004),

welches die Repression seiner Zielgene iiber die Rekrutierung von Histon-Deacetylasen

bewirkt, aber auch iiber Wechselwirkungen mit dem C"pG-bindenden Repressorprotein

MeCP2. Dabei dient das Korepressorprotein CoOREST als Protein-Briicke zwischen REST und

MeCP2 (Lunyak et al., 2002). Abb. 6 zeigt schematisch den durch REST rekrutierten

Repressionsapparat.
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DNA-Bindungs-

domiine

<
NHj — COOH

Zinkfinger Zinkfinger

Methyltransferase

Abb. 6: Schematische Darstellung der durch REST rekrutierten Korepressorproteine

Das Zinkfingerprotein REST hat am N-terminalen- und am C-terminalen Ende je eine Repressordoméne (hier
nicht gekennzeichnet). Am N-terminalen Ende wird die Transkriptionshemmung iiber einen Komplex aus Histon-
Deacetylasen (HDAC) und dem Korepressorprotein mSin3A vermittelt (Roopra et al., 2000). An der C-
terminalen Repressordomédne wird die Transkription der Gene ebenfalls durch einen Proteinkomplex bestehend
aus Histon-Deacetylasen und dem Korepressorprotein CoREST inhibiert (Ballas et al., 2001). Zusétzlich kénnen
entweder iiber Wechselwirkungen mit CoREST oder direkt liber die C-terminale Repressordoméne weitere
Kofaktoren rekrutiert werden, wie beispielsweise das Repressorprotein MeCP2 oder die Histon-Methyltransferase
G9a (Lunyak et al., 2002; Roopra et al., 2004).

Ein weiterer interessanter Repressionsmechanismus von REST wurde von Murai et al. (2004)
und Yeo et al. (2005) beschrieben. Danach erfolgt die REST-vermittelte Repression iiber
Protein-Protein-Wechselwirkungen zwischen den Repressordoménen von REST und
Proteinen des Transkriptionsapparats, wie zum Beispiel dem TATA-Box Bindeprotein (TBP)
oder der RNA-Polymerase II. So kann die Genrepression alternativ zur Modulation der

Chromatinstruktur auch auf der Ebene der Transkriptionsinitiation erreicht werden.

2.5 REST-regulierte Gene

Die vollstindige Sequenzierung des menschlichen Genoms machte es moglich unter
Zuhilfenahme der Dbekannten Konsensussequenz der REST-Bindestelle NRSE
(NNCAGCACCNNGCACAGNNNC, nach Schoenherr et al., 1996, Roopra et al., 2001,
Bruce et al., 2004) weitere REST regulierte Gene zu identifizieren. Bruce et al. (2004)
konnten in einer Genom-umfassenden Datenbankanalyse bei Maus und Mensch etwa 1900
Gene identifizieren, welche ein putatives NRSE beinhalten. (Die RE1-Datenbank ist unter
http://bioinformatics.leeds.ac.uk/group/online/RE1db/reldb_home.htm verdftentlicht). Hierzu
gehorten Gene, die z.B. fiir Neurotransmitterrezeptoren, Neurotrophine, synaptische
Vesikelproteine, lonenkanile, Adhdsionsmolekiile und Transkriptionsfaktoren kodieren (siche
Tabelle 1). Da REST an der Regulation vieler fiir den neuronalen Phianotyp essentieller Gene
beteiligt ist, wurde postuliert, dass es sich bei REST um einen ,,Masterregulator* der neuron-

spezifischen Genexpression handeln konnte (Schoenherr and Anderson, 1995).
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| REST-regulierte Gene

| Neurexin III (H)

| Paired box Gen 4 (M)

| Opioid Rezeptor Mu 1 (H,M,R)

| 5-Hydroxytryptamin (Serotonin) Rezeptor 1A (H,M,R)
| BDNF (R,M,H)

| Natriumkanal Typ II (R)

| Cholinazetyltransferase (H,M)

| Dynamin I (M)

| Glutamatrezeptor 2 (R,M)

| Glyzinrezeptor a3 (H,R)

| L1 Adhésionsprotein (H,R)

| muskarinischer Azetylcholinrezeptor M4 (R)
| Neuron-Glia Zelladhédsionsmolekiil (M)

| nikotinischer Azetylcholinrezeptor 32 (H,R,M)
| SCG10 (R)

| Secretogranin 11 (R,M)

| Synaptotagmin IV (H,R,M)

| Synapsin I (H,R,M)

| Synaptophysin (R)

| B3-Tubulin/N-Tubulin (M)

Tabelle 1: Beispiel einiger bekannter REST-regulierter Gene
(R=Ratte, H=Mensch, M=Maus) (teilweise iibernommen von Schoenherr et al., 1996; Roopra et al., 2001 und
Zhang et al., 2006).

2.6 Die REST-Genexpression in neuronalen Zellen

Eine Analyse der REST-Genexpression in verschiedenen menschlichen
Neuroblastomazelllinien durch Lietz et al. (1998) wies REST in geringen Konzentrationen in
den neuronalen Vorlduferzellen nach. Ein durchgefiihrter Vergleich der Genexpression von
REST und dem REST-regulierten Gen Synapsin | (Schoch et al., 1996) zeigte, dass trotz des
Vorhandenseins geringer REST-Konzentrationen das Zielgen Synapsin | exprimiert wird, und
dass die Expressionslevel von REST und Synapsin | in einem inversen Verhéltnis zueinander
stehen. Mit zunehmender Expression des REST-Gens nimmt die Synapsin | Genexpression ab
(Lietz et al., 1998). Mit Hilfe von in situ Hybridisierung und RNase Schutzexperimenten
untersuchte Palm et al. (1998) die REST-Expression im ZNS der Ratte. Sie fanden heraus,
dass REST auch in den adulten Neuronen des Hippokampus exprimiert wird, wenn auch in
deutlich geringeren Mengen, verglichen mit undifferenzierten neuronalen Vorliuferzellen.
Interessanterweise wird REST zu Beginn der neuronalen Differenzierung in hohen

Konzentrationen im Gehirn exprimiert (embryonaler Tag 13). Wahrend der fortschreitenden
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Entwicklung des Gehirns nimmt die REST-Genexpression ab (embryonaler Tag 19) (Palm et
al., 1998). Dies ldsst den Schluss zu, dass ein direkter Zusammenhang zwischen der

Konzentrationsabnahme von REST und der neuronalen Differenzierung besteht.

2.7  Analyse der Funktion von REST in transgenen Mausen

Um die Funktion von REST in vivo zu analysieren, untersuchten Chen et al. (1998) die
Genexpression in REST *~ Knock-out Méusen. Interessanterweise zeigten die Ergebnisse, dass
lediglich das neuronale Gen AllI-Tubulin in REST ~ Knock-out Musen in nicht-neuronalem
Gewebe exprimiert wurde. Da die Méuse durch den Knock-out von REST letal waren
(embryonaler Tag 9,5 — 10) und zu diesem Zeitpunkt viele neuronale Gene noch nicht
exprimiert werden, konnte der Einfluss eines Fehlens von REST in neuronalem und nicht-
neuronalem Gewebe nicht analysiert werden. Trotzdem zeigen die Daten der Knock-out
Maus, dass der Transkriptionsfaktor REST nicht der ,,Masterregulator der neuronalen
Differenzierung ist, da weder die Neurogenese frither oder starker vermittelt wurde, noch das
nicht-neuronales Gewebe zu Neuronen transformiert wurde. Diese Daten unterstellen, dass
REST nicht fiir die initiale Entscheidung zwischen neuronaler oder nicht neuronaler
Differenzierung, sondern eher fiir das Aufrechterhalten des neuronalen Differenzierungsstatus
verantwortlich ist. Zusammenfassend bedeutet dies, dass die neuronale Differenzierung und
die aktive Aufrechterhaltung des differenzierten Status (Blau, 1992) durch REST kontrolliert

wird.

2.8 Die Bedeutung von REST bei der neuro-degenerativen Erkrankung

Chorea Huntington

Die Huntington-Krankheit, auch Chorea Huntington genannt, ist eine genetisch bedingte und
autosomal dominant vererbbare Nervenkrankheit. Diese neuro-degenerative Erkrankung
duBert sich in der Fehlsteuerung des Gehirns und der Dysfunktion neuronaler Zellen. Ausldser
ist eine Mutation innerhalb der kodierenden Region des Huntingtin-Gens, wobei eine stark
vermehrte Abfolge des Basentripletts CAG im 1. Exon des Huntingtin-Gens auftritt (The
Huntington’s Disease Study Group, 1993). Das Basentriplett CAG kodiert fiir die Aminosédure
Glutamin. Durch die Expansion der CAG-repeats auf der mRNA entsteht ein Protein mit
einem ausgedehnten Poly-Glutamin Abschnitt, wodurch das Protein neue und toxische

Eigenschaften annimmt (Rubinszein, 2002).
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In gesunden neuronalen Zellen stimuliert das Wildtyp Huntingtin die Expression von BDNF
(brain-derived neurotrophic factor) (Zuccato et al., 2001), ein Protein, welches fiir das
Uberleben und die Entwicklung von Neuronen essentiell ist. Das BDNF-Gen enthilt eine
funktionelle REST-Bindestelle in der Promotor II-Region (Timmusk et al., 1999), iiber die
die Genexpression von BDNF durch REST reprimiert werden kann.

Im Zytoplasma der Zelle kommt es zur Bildung eines Proteinkomplexes, aus Wildtyp
Huntingtin und REST. Der Eintritt von REST in den Nukleus wird durch diese
Komplexbildung blockiert und so die Repression des BDNF-Gens verhindert. Das mutierte
Huntingtin-Protein ist nicht mehr in der Lage mit REST zu interagieren, so dass es zu einer
Anreicherung von REST im Zellkern kommt und somit zur Repression von REST-Zielgenen,

wie beispielsweise dem BDNF-Gen (Zuccato et al., 2003).

2.9 Neurale Stammzellen: Essentielles Element des ZNS

Neurale Stammzellen sind unreife Vorlduferzellen des zentralen Nervensystems. Sie zeichnen
sich durch ihre Fahigkeit aus, 1) sich zeitlebens zu teilen, 2) sich selbst zu erneuern und 3)
reife Nerven- und Gliazellen hervorzubringen (Gage, 2000; Taupin and Gage, 2002).
Aufgrund dieses Differenzierungspotentials sind diese Zellen therapeutisch fiir den Gen- und
Zellersatz bei neurodegenerativen Erkrankungen (z.B. M. Parkinson und multiple Sklerose)
vielversprechend. Die Entdeckung neuronaler Stammzellen im erwachsenen Gehirn (Gross,
2000) eroffnete die Moglichkeit, diese korpereigenen Zellen zu entnehmen, sie auflerhalb des
Korpers zu vermehren, zu Nerven- und Gliazellen reifen zu lassen und auf diese Weise die
zur Differenzierung notwendigen biochemischen Prozesse genau zu untersuchen.
Helix-Loop-Helix Transkriptionsfaktoren gelten als Regulatoren der frithen Differenzierung
neuraler Stammzellen von der Initiierung der Differenzierung liber Vorlduferzellen bis hin zur
Festlegung des ,,cell fate”. Signalmolekiile der Differenzierung sind Wachstumsfaktoren, wie
z.B. b-FGF (basic fibroblast growth factor) und EGF (epidermal growth faktor) (Morrison,
2001; Ross et al., 2003).

Die humane Neurale Stammzelle HNSC (human neuronal stem cell) bietet ein exzellentes
Modellsystem zur molekularen und zelluldren Erforschung der Entwicklung des zentralen
Nervensystems. HNSC-Zellen sind immortalisiert, pluripotent und exprimieren den
Stammzellmarker Nestin. Sie haben die Fahigkeit beibehalten sich aktiv und dauerhaft zu

teilen, um so den pool an Stammzellen in vitro stindig zu erneuern (siche Abb. 7).
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Pluripotente
Stammzelle

Undifferenzierte
Vorlauferzelle

Reife Zelle

Neuron Oligodendrozyt Astrozyt

Abb. 7: Schema zur Differenzierung neuraler Stammzellen

Neurale Stammzellen sind pluripotent und besitzen die Fahigkeit der Selbsterneuerung. Im undifferenzierten
Zustand teilen sich die Zellen und erneuern fortwéhrend den Zellpool. Erst bei Entzug der Wachstumsfaktoren
beginnen die Zellen zu differenzieren und bilden die drei wichtigsten Zelltypen des ZNS: Neurone, Astrozyten
und Oligodendrozyten. (Bild aus www.helpforheadaches.cony/.../life-neuron.htm)

Wihrend der Zellteilung behalten diese Zellen ihren undifferenzierten Phénotyp bei. Erst bei
Entzug der Wachstumsfaktoren EGF und bFGF stellen sie die Proliferation ein und
differenzieren sich zu Astrozyten, Neuronen oder Oligodrozyten (Villa et al., 2000).

Die Manifestation eines neuronalen Phénotyps setzt die Expression neuron-spezifischer Gene
voraus. Eine undifferenzierte Stammzelle zeigt einen hohen endogenen Level an REST
(Lorincz et al., 2004; Ballas et al., 2005), eine adulte Nervenzelle jedoch nur noch einen sehr
geringen REST-Level (Palm et al., 1998). Im Laufe der neuronalen Entwicklung muss die
Expression von REST nach und nach eingestellt werden, um die Expression neuron-
spezifischer Gene zu gestatten. Die neurale Stammzelllinie HNSC wurde in dieser Arbeit als
Modellsystem verwendet, um die Rolle von REST bei der neuronalen Differenzierung

untersuchen zu koénnen.
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2.10 Zielsetzung

In dieser Studie soll gekliart werden, ob die REST-vermittelte Repression neuronaler Gene in
verschiedenen Zellsystemen gleich verlduft, oder ob es zelltyp-spezifische Unterschiede gibt.
Im Mittelpunkt der Untersuchung steht dabei der Einfluss der Chromatinstruktur auf die
Regulation der neuronalen Genexpression. Ausgangspunkt war die Generierung von
Zelllinien, die dauerhaft eine induzierbare, Dominant-Positve REST-Mutante (DP-REST:ER)
exprimierten. DP-REST:ER ist ein spezifischer Aktivator REST-regulierter Gene und soll
zusétzlich zur Identifikation weiterer potentieller REST-Zielgene herangezogen werden. In
einem weiteren Projekt dieser Arbeit soll geklidrt werden, welche Rolle REST bei der
Initiation der Neurogenese und der Regulation der neuronalen Genexpression in der humanen

neuralen Stammzelllinie HNSC spielt.
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3. Material und Methoden

3.1 Chemikalien und Enzyme

Die in dieser Arbeit benutzen Verbrauchsmaterialien und Chemikalien wurden, wenn nicht

anders beschrieben, von folgenden Firmen bezogen:

Fluka (Neu-Ulm)
VWR (Merck) (Darmstadt)
PAA (Colbe)

Roche Diagnostics (Mannheim)
Roth (Karlsruhe)
Sigma (Deisenhofen)
Sarstedt (Niimbrecht)
Greiner bio-one (Frickenhausen)

Die in dieser Arbeit benétigten Enzyme wurden von folgenden Firmen bezogen:

MBI (St.Loen-Rot)
Promega (Heidelberg)

3.2 Radioisotope und Réntgenfilme
Die benutzte Radioaktivitit stammte von der Firma Amersham (Braunschweig) und die

verwendeten Rontgenfilme wurden von Fuji-Film bezogen.

3.3 Vektoren und Plasmide

3.3.1 Reporterplasmide

Bezeichnung Beschreibung Herkunft

pGL3-Basic Dieses Plasmid enthélt die kodierende | Firma Promega
Region des Luziferasegens aus P.

pyralis.

pGL3-Promotor Dieses Plasmid enthélt die kodierende | Firma Promega
Region des Luziferasegens aus P.
pyralis, die unter der Kontrolle des

SV40 Promotors steht.

pHIVTATAIuc Dieses Plasmid enthilt die kodierende | Laborkollektion
Thiel et al.,
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Region des Luziferasegens aus P.
pyralis unter der Kontrolle eines
Minimalpromotors, bestehend aus der
TATA-Box des ,,human
immunodeficiency virus® (HIV) und
dem Transkriptionsinitiationselement

des ,major late promoters* vom

1996

Adenovirus.
pSylluc Dieses Plasmid enthélt den | Laborkollektion
menschlichen Synapsin I Promotor (- géeotlz etal,

422/+47) vor der kodierenden Region

des Luziferasegens aus P. pyralis.

pSyINRSE?luc

Dieses Plasmid enthilt die kodierende
Region des Luziferasegens aus P.
pyralis unter der Kontrolle eines
Minimalpromotors. Zusitzlich wurden
proximal zur TATA-Box 2 Kopien des
Synapsin I  NRSE's (2 X
TTCAGCACCG CGGACAGTGCC)

inseriert.

Laborkollektion

Lietz et al.,
2001

pSyINRSE*luc

Dieses Plasmid enthélt die kodierende
Region des Luziferasegens aus P.
pyralis unter der Kontrolle eines
Minimalpromotors. Zusétzlich wurden
proximal zur TATA-Box 4 Kopien des
Synapsin I  NRSE's (4 X
TTCAGCACCGC GGACAGTGCCO)

inseriert.

Laborkollektion

Lietz et al.,
2001

pSyllucANRSE

Dieses Plasmid enthalt den
menschlichen Synapsin I Promotor (-
422/+47) ohne die REST
Bindungsstelle (-235/-199) vor der

kodierenden Region des

Laborkollektion

Lietz et al.,
2001
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Luziferasegens aus P. pyralis.

pSYP|ntron|uc

Dieses Plasmid enthilt die kodierende
Region des Luziferasegens aus P.
pyralis unter der Kontrolle des SV40
Promotors. Zusétzlich wurde die
Sequenz von 3 bis 427 des ersten
Introns des menschlichen
Synaptophysin Gens proximal zum

SV40 Promotor inseriert.

Laborkollektion

Lietz et al.,
2003

1.1 pSYPNRSE?SV40luc | Dieses Plasmid enthilt die kodierende

Region des Luziferasegens aus P.
pyralis unter der Kontrolle des SV40
Promotors. Zusétzlich wurden 2
Kopien des Synaptophysin NRSEs (2

x TCCAGCACCGTGGACAGAGCC)

Laborkollektion

Lietz et al.,
2003

proximal zum SV40  Promotor
inseriert.

3.3.2 Expressionsplasmide

Bezeichnung Beschreibung Herkunft

pCMV5 Dieses Plasmid ist ein eukaryontischer | M. Rubin (The
Expressionsvektor unter der Kontrolle des E?licxlf(:rfsiltl}irNew
Cytomegalie Virus IE Gen- | York, USA)
Promotors/Enhancers (NCBI accession #
AF239249)

pCMVtriBDNF Dieses Plasmid enthélt die kodierende Laborkollektion
Sequenz des BDNF-Gens unter Kontrolle
des Cytomegalie Virus IE Gen-
Promotors/Enhancers.

PCMVmyc-REST4 |Dieses Plasmid enthdlt die kodierende|Laborkollektion

Magin et al., 2001
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Sequenz des menschlichen REST4 Gens
unter der Kontrolle des Cytomegalie Virus
IE Gen-Promotors/Enhancers. REST4 ist
eine neuron-spezifische Spliceform des
REST Gens. Dariiber hinaus enthélt das
Plasmid die kodierende Region fiir ein myc-

Epitop proximal zur REST4 cDNA.

PCMVFLAG Dieses Plasmid enthédlt die kodierende|Laborkollektion
DP-REST Region fiir die REST DNA- | Lietz et al., 2003
Bindungsdomine von Ser'™ bis Pro**,
sowie flir die Aktivierungsdomédne des
Proteins VP16 von Ala*"” bis Gly* unter
der Kontrolle des Cytomegalie Virus IE
Gen-Promotors/Enhancers. Zusitzlich
wurden proximal zur kodierenden Region fiir
die REST DNA-Bindungsdomine, die
kodierende Region fiir ein FLAG-Epitop und

fiir ein Kernlokalisationssignal inseriert.

PCMVFLAG-REST |Dieses Plasmid enthdlt die kodierende | Laborkollektion
Sequenz des menschliche REST Gens unter Lietz et al., 2003
der Kontrolle des Cytomegalie Virus IE
Gen-Promotors/Enhancers. Dariiber hinaus
enthdlt das Plasmid die kodierende Region
fir ein FLAG-Epitop proximal zur
kodierenden Region fiir die REST cDNA.

3.3.3 Referenzplasmide

Bezeichnung Beschreibung Herkunft
pPRSVB Das Plasmid enthilt die Kodierregion der B-|Jingling et al.,
1994
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Galaktosidase aus E. coli unter der Kontrolle

des Promotors des Rous-Sarcoma-Virus.

1.1.1 pMFG lacZ |Das Plasmid enthélt die Kodierregion des fiir | Laborkollektion
die B-Galaktosidase kodierenden Gens aus E.
coli im retroviralen Vektor MFG
3.3.4 Plasmide zur Generierung stabiler Zelllinien
Bezeichnung | Selektions- | Beschreibung Herkunft
Marker
pMSCV AMP* Der retrovirale Vektor pMSCV (Hawley et al., | Hawley et al.,
PAC’ 1994) enthélt die Kodierregion fiir das 1994
Puromyzin-Acetyltransferase-Gen unter der
Kontrolle des Phosphoglyzerat-Kinase
Promotors (Ppkg) und das Verpackungssignal
Y+,
PLNCX AMP* Der retrovirale Vektor LNCX (Miller et al.,|Miller et al.,
NEO' 1989) enthélt die Kodierregion fiir das 1989
Neomyzin-Phosphotransferase-Gen unter der
Kontrolle des SV40 Promotors und das
Verpackungssignal ¢.
pMSCV- AMP’ Dieser retrovirale Vektor enthdlt die | Laborkollektion
FLAG-DP- |PAC Kodierregion  des  Expressionsplasmides 2H6)(§151 etal,
REST:ER pBSKII-FLAG-DP-REST:ER (Michael Lietz)

mit der REST DNA-Bindungsdomine von
Ser'** bis Pro*® und die Aktivierungsdomine
des Proteins VP16 von Ala*" bis Gly*" unter
der Kontrolle der ,long terminal repeats®
(LTR). Zusitzlich wurden proximal zur

kodierenden Region fiir die REST DNA-
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Bindungsdoméne, die Kodierregion fiir ein
FLAG-Epitop und fiir ein
Kernlokalisationssignal (NLS) inseriert. Distal
zur kodierenden Region fiir die VP16
Aktivierungsdoméne enthdlt das Plasmid die
kodierende =~ Region des  modifizierten
Ostrogenrezeptors  von  R*®'  bis 11"

(Littlewood et al., 1995).

pLNCX-
FLAG-DP-
REST:ER

AMP'
NEO'

Dieser retrovirale = Vektor enthdlt die
Kodierregion des Expressionsplasmides
pCMVFLAG-DP-REST:ER (Michael Lietz)
mit der REST DNA-Bindungsdomine von
Ser'** bis Pro*® und die Aktivierungsdomine
des Proteins VP16 von Ala*" bis Gly*" unter
der Kontrolle der ,long terminal repeats®
(LTR). Zusitzlich wurden proximal zur
kodierenden Region fir die REST DNA-
Bindungsdoméne, die Kodierregion fiir ein
FLAG-Epitop und fiir ein
Kernlokalisationssignal (NLS) inseriert. Distal
zur kodierenden Region fir die VP16
Aktivierungsdomine enthdlt das Plasmid die
kodierende =~ Region  des  modifizierten
Ostrogenrezeptors  von  R*®'  bis 11

(Littlewood et al., 1995).

Laborkollektion

Hohl et al.,
2005

3.3.5 Plasmide zur in vitro-Synthese von cRNA's

Bezeichnung

Beschreibung

Herkunft

pSP6
mp21WAF/CIP

Hierbei handelt es sich um ein Plasmid, dass zur Analyse

der Maus mRNA des ,,cyclin-dependent kinase inhibitore

Laborkollektion
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| WAFICIP oingesetzt wurde. Zur in vitro-Synthese wurde

p2
das Plasmid mit BamHI endonukleotytisch gespalten und
mit Hilfe der SP6-Polymerase eine 370 nt lange cRNA
erstellt. Das geschiitzte Fragment betrug nach der
Hybridisierung mit der mRNA und anschlieBendem RNase-

Verdau 329 nt.

pT3mp38

Hierbei handelt es sich um ein Plasmid, dass zur Analyse
der Maus mRNA von Synaptophysin eingesetzt wurde. Zur
in vitro-Synthese wurde das Plasmid mit BamHI
endonukleotytisch gespalten und mit Hilfe der T3-
Polymerase eine 374 nt lange cRNA erstellt. Das
geschiitzte Fragment betrug nach der Hybridisierung mit

der mRNA und anschlieBendem RNase-Verdau 282 nt.

Laborkollektion
Lietz et al., 2003

pT3mSgll-11

Hierbei handelt es sich um ein Plasmid, dass zur Analyse
der Maus mRNA von Secretogranin II eingesetzt wurde.
Zur in vitro-Synthese wurde das Plasmid mit BamHI
endonukleotytisch gespalten und mit Hilfe der T3-
Polymerase eine 374 nt lange cRNA erstellt. Das
geschiitzte Fragment betrug nach der Hybridisierung mit

der mRNA und anschlieBendem RNase-Verdau 289 nt.

Laborkollektion

pT3MGIuR2

Hierbei handelt es sich um ein Plasmid, dass zur Analyse
der Maus mRNA des Glutamat Rezeptors 2 eingesetzt
wurde. Zur in vitro-Synthese wurde das Plasmid mit ECORI
endonukleotytisch gespalten und mit Hilfe der T3-
Polymerase eine 360 nt lange cRNA erstellt. Das
geschiitzte Fragment betrug nach der Hybridisierung mit

der mRNA und anschliefendem RNase-Verdau 290 nt.

Laborkollektion

pT3MBDNF

Hierbei handelt es sich um ein Plasmid, dass zur Analyse
der Maus mRNA des ,,Brain derived nerve growth factor*
eingesetzt wurde. Zur in vitro-Synthese wurde das Plasmid
mit BamHI endonukleotytisch gespalten und mit Hilfe der
T3-Polymerase eine 298 nt lange cRNA erstellt. Das

Laborkollektion
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geschiitzte Fragment betrug nach der Hybridisierung mit

der mRNA und anschlieBendem RNase-Verdau 211 nt.

pPT7mCx36 |Hierbei handelt es sich um ein Plasmid, dass zur Analyse | Laborkollektion
der Maus mRNA von Connexin 36 eingesetzt wurde. Zur in
vitro-Synthese =~ wurde das Plasmid mit  Xbal
endonukleotytisch gespalten und mit Hilfe der T7-
Polymerase eine 250 nt lange cRNA erstellt. Das
geschiitzte Fragment betrug nach der Hybridisierung mit

der mRNA und anschlieBendem RNase-Verdau 245 nt.

PT7mREST |Hierbei handelt es sich um ein Plasmid, dass zur Analyse | Laborkollektion
der Maus mRNA von REST (RE1 silencing transcription
factor) eingesetzt wurde. Zur in vitro-Synthese wurde das
Plasmid mit EcoRI endonukleotytisch gespalten und mit
Hilfe der T7-Polymerase eine 367 nt lange cRNA erstellt.
Das geschiitzte Fragment betrug nach der Hybridisierung

mit der mRNA und anschlieBendem RNase-Verdau 314 nt.

pTRI- Hierbei handelt es sich um ein Plasmid, dass zur Analyse | Firma Ambion
GAPDH- der Maus mRNA der Glyceraldehyd-3-Phosphat
Rat Control o
Template Dehydrogenase (GAPDH) eingesetzt wurde. Zur in vitro-
Synthese wurde das Plasmid mit Xbal endonukleotytisch
gespalten und mit Hilfe der T7-Polymerase eine 383 nt
lange cRNA erstellt. Das geschiitzte Fragment betrug nach
der Hybridisierung mit der mRNA und anschlieBendem

RNase-Verdau 316 nt.

pT7hSyl-2 | Hierbei handelt es sich um ein Plasmid, dass zur Analyse | Laborkollektion
der Mensch mRNA von Synapsin I eingesetzt wurde. Das
Plasmid wurde mit HindIIl endonukleotytisch gespalten
und mit Hilfe der T7-Polymerase eine 168 nt lange cRNA
erstellt. Das geschiitzte Fragment betrug nach der
Hybridisierung mit der mRNA und anschlieBendem RNase-
Verdau 161 nt.

pT7hp38-2 | Hierbei handelt es sich um ein Plasmid, dass zur Analyse | Laborkollektion
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der Mensch mRNA von Synaptophysin eingesetzt wurde.
Das Plasmid wurde mit HindIIl endonukleotytisch
gespalten und mit Hilfe der T7-Polymerase eine 307 nt
lange cRNA erstellt. Das geschiitzte Fragment betrug nach
der Hybridisierung mit der mRNA und anschlieBendem
RNase-Verdau 237 nt.

pT7hGFAP |Hierbei handelt es sich um ein Plasmid, dass zur Analyse | Laborkollektion
der Mensch mRNA von GFAP eingesetzt wurde. Das
Plasmid wurde mit ECORI endonukleotytisch gespalten und
mit Hilfe der T7-Polymerase eine 287 nt lange cRNA
erstellt. Das geschiitzte Fragment betrug nach der

Hybridisierung mit der mRNA und anschlieBendem RNase-

Verdau 260 nt.
pSP6- Hierbei handelt es sich um ein Plasmid, dass zur Analyse | Firma Ambion
CH;3PDH- der Mensch mRNA der Glyceraldehyd-3-Phosphat
uman
Control Dehydrogenase (GAPDH) eingesetzt wurde. Das Plasmid

Template wurde mit Xbal endonukleotytisch gespalten und mit Hilfe
der Sp6-Polymerase eine 220 nt lange cRNA erstellt. Das
geschiitzte Fragment betrug nach der Hybridisierung mit

der mRNA und anschlieBendem RNase-Verdau 170 nt.

3.4 Eukaryontische Zellkultur

3.4.1 Nahrmedien zur Kultivierung eukaryontischer Zelllinien

Die verwendeten Zelllinien wurden mit Ausnahme der Zelllinie HNSC.100 in ,,Dulbecco’s
Modified Eagle Medium*“ (DMEM), 10% ,Fetal Calf Serum“ (FCS), 100 pg/ml
Penizillin/Streptomyzin kultiviert.

Die humane Stammzelllinie HNSC.100 wurde in HNSC-Proliferationsmedium kultiviert
(HNSC-Medium: DMEM-F12 [1:1] (Sigma, #D0547) / 0,5% N2-Supplements (GIBCO
#17502) / 1%BSA (5 mg/ml) (Sigma #A1470) / 20 ng/ml rekombinantes EGF (CHEMICON
#GFO001) / 20 ng/ml rekombinantes bFGF (CHEMICON #GF003) / 0,5% FCS / 100 pg/ml

Penizillin/Streptomyzin).

26




3. Material und Methoden

Alle Zellen wurden im Brutschrank bei 37°C und 5% CO; in einer feuchten Atmosphére

kultiviert.

3.4.2 Zelllinien

SHSYS5Y
Diese Neuroblastomazelllinie des Menschen wurde freundlicherweise von J. Biedler (Sloan-
Kettering Institute for Cancer Research, New York, USA) zur Verfiigung gestellt (Biedler et
al., 1973).

NS20Y

Diese murine Neuroblastomazelllinie wurde freundlicherweise von M. Nierenberg (National

Institut of Health) zur Verfiigung gestellt.

HepG2
Diese humane Hepatomazelllinie wurde bei der DSMZ-Deutsche Sammlung von

Mikroorganismen und Zellkulturen GmBH, Deutschland gekauft.

1.1.2 HNSC.100

Diese humane neurale Stammzelllinie (HNSC.100) (Villa et al, 2000) wurde
freundlicherweise von A. Martinez-Serrano (Center of Molecular Biology Severo Ochoa,
Madrid, Spain) zur Verfiigung gestellt. HNSC.100-Zellen wurden aus dem Diencephalon und
dem Telencephalon eines 10,5 Wochen alten fetalen menschlichen Aborts prépariert. Durch
eine retrovirale Transduktion mit dem gag-v-myc kodierenden Retrovirus konnte diese

Zelllinie immortalisiert werden (Villa et al., 2000).

SN56

Diese immortalisierte cholinerge murine Vorlduferzelle wurde freundlicherweise von B.
Wainer (The University of Chicago, USA) zur Verfiigung gestellt. Diese Zelllinie entstand
aus der somatischen Fusion von septalen Neuronen und der Neuroblastomazelllinie N18TG2

(Blusztajn et al., 1992).

1.1.3 AtT20
Diese murine pituitary cortikotrophe Zelllinie wurde bei ATCC gekauft
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1.2 LMTK-

Diese murine Fibroblasten Zelllinie wurde bei ATCC gekauft

BTC3

Diese murine pankreatische p—Zellline wurde von Douglas Hanahan, UCSF zur Verfiigung
gestellt.

aTC1-9

Diese murine pankreatische a—Zellline wurde von Douglas Hanahan, UCSF zur Verfiigung

gestellt.

293T/17

Diese menschliche embryonale Nierenzelllinie wurde freundlicherweise von D. Baltimore

(Rockefeller University, New York, USA) zur Verfiigung gestellt (Pear et al., 1993).

Phoenix-Eco

Diese retrovirale Verpackungszelllinie wurde von G. P. Nolan, (Department of Molecular
Pharmacology, Department of Microbiology and Immunology, Stanford University School of
Medicine, USA) zur Verfiigung gestellt.

Phoenix-Ampho

Diese retrovirale Verpackungszelllinie wurde von G. P. Nolan, (Department of Molecular
Pharmacology, Department of Microbiology and Immunology, Stanford University School of
Medicine, USA) zur Verfiigung gestellt.

3.4.3 Passagieren von Saugerzellen

Das Medium wurde abgesaugt, die Zellen mit 5Sml 1xPBS "phosphate-buffered saline" ( 170
mM NaCl / 3,35 mM KCI1/4 mM Na,HPO4 / 1,84 mM KH,PO4/ pH 7.2) gewachen und mit
1-2 ml Trypsin/EDTA (0.25% (w/v) Trypsin / 0.1% (w/v) EDTA) fiir kurze Zeit inkubiert.
Die abtrypsinierten Zellen wurden in einem entsprechenden Volumen Medium aufgenommen

und im Verhéltnis 2:8 ausgediinnt.
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3.4.4. Auftauen von Saugerzellen

Das Auftauen von Zellen erfolgt mdglichst rasch, indem die tiefgefrorene Zellsuspension in
einem 37°C warmen Wasserbad unter Schiitteln erwdrmt wurde. Die Suspension wurde
anschlieend in ein steriles 15ml Rohrchen, in dem das 10fache Volumen an Medium
vorgelegt wurde, tberfiihrt. Die Zellen wurden danach fiinf Minuten lang bei 400 x g
abzentrifugiert, in 5 ml DMEM + 10% FCS resuspendiert und in eine T25-
Gewebekulturschale tiberfiihrt.

3.4.5 Einfrieren von Saugerzellen

Die Zellen wurden mit Trypsin/EDTA vom Boden der Gewebekulturschale geldst, in DMEM
resuspendiert und fiinf Minuten lang bei 400 x g abzentrifugiert. Die sedimentierten Zellen
wurden danach in 1 ml eiskaltem FCS + 10% DMSO resuspendiert. Die Zellsuspension
wurde sofort in ein eisgekiihltes Kryo-Rohrchen (Greiner bio-one) liberfiihrt und iiber Nacht
bei —20°C zwischengelagert. Danach konnen die Zellen bei -80°C gelagert werden. Zur
Aufbewahrung iiber einen lingeren Zeitraum wurden die Zellen in fliissigem Stickstoff bei

-196°C gelagert.

3.4.6 Differenzierung der Neuralen Stammzelllinie HNSC.100

Zur Differenzierung der neuralen Stammzelle HNSC.100 wurde ein Protokoll von Villa et al.
(2000) verwandt. Hierzu wurden 100mm? Zellkulturschalen (Sarstedt # 83.1802) mit Poly-L-
Lysine (10pug/ml) (Sigma, #P6282) behandelt und darauf 1 x 10° Zellen/ml
Proliferationsmedium (siehe 3.4.1) ausgesét und iiber Nacht bei 37°C und 5% CO; inkubiert.
Zur Differenzierung der Zellen wurde das HNSC-Medium abgesaugt und durch HNSC-
Medium, dass die Mitogene EGF und bFGF nicht beinhaltet, ersetzt. Dieses Medium wurde
als astrozytires Differenzierungsmedium bezeichnet. Ein Mediumwechsel wurde alle 3 Tage
durchgefiihrt. Nach 2 Wochen Inkubation ohne die Mitogene EGF und bFGF, wurden die
Zellen geerntet und die zytoplasmatische RNA prépariert.
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3.4.7 Differenzierung der Neuralen Stammzelllinie HNSC.100 mit all-trans
Retinsaure

Zur Differenzierung der HNSC.100-Zellen mit all-trans Retinsdure (RA) wurde ein
modifiziertes Protokoll von Leypoldt et al. (2002) verwandt. All-trans Retinsdure wurde von
der Firma ICN Biomedicals Inc (# 302-79-4) bezogen und in Ethanol in einer Konzentration
von 10mM/ml EtOH geldst. Vorbereitend wurden 100mm?® Zellkulturschalen (Sarstedt #
83.1802) mit Poly-L-Lysine (10pug/ml) (Sigma, #P6282) behandelt. Es wurden 800.000
Zellen auf Zellkulturschalen ausgesdt und fiir 24 h in Proliferationsmedium kultiviert.
AnschlieBend wurde das Medium abgesaugt und durch Medium ohne bFGF und EGF ersetzt.
Diesem Medium wurde all-trans Retinsdure in einer Endkonzentration von 1uM zugegeben
und neuronales Differenenzierungsmedium genannt. Dieses Medium wurde alle drei Tage
erneuert. Nach 14 Tagen Inkubation mit RA, folgte die Selektion mittels dem mitotischen
Inhibitor Cytosine B-D-Arabinofuranosid (Ara-C ) (Sigma #C-6645). Ara-C wurde in
DMEM ohne FCS gelost und in einer Endkonzentration von 1uM zugegeben. Dies sollte
sicherstellen, daB3 ausschlieBlich nicht-proliferierende Zellen iiberleben. Das Medium wurde
alle 24 h abgesaugt und durch frisches Medium ersetzt. Nach 7 Tagen Inkubation mit Ara-C
wurden die Zellen geerntet und die RNA prépariert.

3.4.8 Inkubation der DP-REST:ER exprimierenden Zellen mit 4-
Hydroxytamoxifen (4-OHT)

Alle stabilen DP-REST:ER-Zelllinen, wurden 24 h nach dem Aussden mit 4-
Hydroxytamoxifen (4-OHT) induziert. 4-OHT wurde von der Firma Sigma (# H7904)
bezogen und in Ethanol in einer Konzentration von 1mM/ml EtOH gelost. Das Medium
wurde abgesaugt und frisches Medium zugegeben. Zusitzlich wurde dem Medium 4-OHT in
einer Endkonzentration von 1uM zugegeben und die Zellen fiir weitere 24-48 h bei 37°C
und 5% CO; inkubiert.

3.4.9 Inkubation der Zellen mit Trichostatin A

Es wurden zwischen 1,0-1,5x 10° Zellen auf 100mm’ Zellkulturschalen ausgesit. Am
folgenden Tag wurde das Medium abgesaugt, frisches Medium zugegeben und die Zellen mit
100 ng/ml Medium des Histon-Deacetylase-Inhibitors Trichostatin A (TSA) behandelt. Im
Fall der Zelllinie HNSC.100 wurde nur 25ng/ml TSA eingesetzt. TSA wurde von der Firma
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Sigma (# T8552) bezogen und in Dimethylsulfoxid (DMSO) in einer Konzentration von 1
png/ul geldst. Nach einer Inkubationszeit von 24-48 h wurden die Zellen geerntet und die
zytoplasmatische RNA pripariert.

3.4.10 Inkubation der Zellen mit 5-Azacytidine

Es wurden 1,0 x 10° Zellen auf 100mm? Zellkulturschalen ausgesit. Am folgenden Tag wurde
das Medium abgesaugt und den Zellen frisches Medium gegeben. Diesem Medium wurde der
DNA-Methyltransferase Inhibitors 5-Azacytidine (5-AzaC) in einer Endkonzentration von
SuM zugegeben. 5-Azacytidine wurde von der Firma Sigma (# A2385) bezogen und in
DMEM-Medium ohne FCS in einer Konzentration von 10mM gelost. Nach einer
Inkubationszeit von 72 h wurden die Zellen geerntet und die zytoplasmatische RNA

prépariert.

3.5 Manipulation eukaryontischer Zellen und deren Analyse

3.5.1 Transiente Transfektion eukaryontischer Zellen mit
Kalziumphosphat

1.2.1 Die zur Transfektion verwendeten Expressions-, Reporter- und Referenzplasmide sind
unter dem Abschnitt 3.3.1 bis 3.3.3 beschrieben.
Durch Messung der B-Galaktosidase Aktivitit und der Luziferaseaktivitit des
Reporterplasmids kann man die Transfektionseffizienz bestimmen. Hierzu wurde das
Referenzplasmid pRSVB, welches eine Transkriptionseinheit, die fiir das Enzym 8-
Galactosidase kodiert, enthilt in die Transfektionen eingesetzt. Je Transfektionsansatz wurden
vier 60mm-Kulturschalen mit je 400.000 Zellen ausgesit. Zunidchst wurde das vorhandene
Medium abgenommen, die Zellen 2 mal mit 1xPBS (170mM NaCl / 3,35mM KCL / 4mM
Na,HPO4 / 1,84mM KH,PO, / pH 7,2) gewaschen und 2 ml Trypsin-EDTA zugegeben.
Nachdem die Zellen sich vom Flaschenboden geldst hatten, wurde zur Vereinzelung der
Zellen die Zellsuspension 2-3 mal durch eine 22G 1 1/2 Kaniile gezogen. Danach wurde die
Zellzahl durch Auszidhlen in einer Neubauer Ziahlkammer bestimmt. Die Zellen wurden iiber

Nacht bei 37°C und 5% CO, inkubiert.

Material:
- 10 x HBSS-Puffer:
1,37 M NaCl
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50 mM KCL

7,5 mM NaHPO4x H,O
55,5 mM Glucose

210 mM HEPES

Zunichst wurde 2 x HBSS-Puffer hergestellt, auf einen pH-Wert von 7,1 eingestellt und steril
filtriert.

- Zusammensetzung von Ld6sung 1
1100ul 2x HBSS-Puffer

- Zusammensetzung von Ldsung 2
Expressionsplasmid: 1-3ug/Kulturschale
Reporterplasmid: 1-3pg/Kulturschale
Referenzplasmid: 1-3pg/Kulturschale

Losung 2 wurde tropfenweise zu Losung 1 gegeben, wobei Losung 1 vorsichtig besprudelt
wurde, bis eine Triibung des Gemisches zu erkennen ist. Von den Kulturschalen mit den
ausgesiten Zellen wird das Medium abgesaugt und jeder Schale wurden 500 pl des aus
Losung 1 und Losung 2 bestehenden Gemisches zugegeben, leicht geschwenkt und fiir 10
Minuten bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Danach wurden die Schalen erneut geschwenkt und
erneut inkubiert. Nach weiteren 10 min wurden 5 ml Medium zu den Zellen gegeben. Es folgt
eine Inkubation bei 37°C und 5% CO, fir vier Stunden. AnschlieBend wurde ein

Glycerolschock durchgefiihrt.
Zunidchst wurde 15%iges Glycerol (170 ml 1xPBS + 30ml Glycerol der Firma Biomol)

hergestellt und steril filtriert. Das Medium wurde abgenommen, die Kulturschalen 2 mal mit
1xPBS gewaschen, das PBS abgesaugt und 2 ml 15%iges Glycerol zugegeben. Nach einer
zweiminiitigen Inkubation wurde das Glycerol abgesaugt, die Kulturschalen 2 mal mit 1xPBS
gewaschen und jeder Kulturschale 4 ml frisches Medium zugegeben. Es folgte eine
Inkubation iiber Nacht bei 37°C und 5% CO,. Die Zellen wurden 24 h nach der Transfektion
mit Ethanol oder mit 4-Hydroxytamoxifen (4-OHT) induziert. Hierzu wurde zuerst das
Medium abgesaugt und anschlieend frisches Medium mit einer Konzentration von 1 uM 4-

OHT / EtOH auf die Zellen gegeben und fiir weitere 24 h bei 37°C und 5% CO, inkubiert.
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3.5.2 Proteinpraparation aus transfizierten Zellen und deren

Quantifizierung

Die transfizierten Zellen wurden nach 48 h geerntet und anschlieend in 100 pl Reporter-
Lysis-Puffer (Promega # E397A) aufgenommen. Nach einer 5 miniitigen Lyse auf Eis wurden
die Proben bei 16060 x g bei 4°C zentrifugiert. Zur B-Galaktosidaseaktivitits-Bestimmung
wurden 30 pl Extrakt mit Hilfe von 1 mM MgCl,, 45 mM B-Mercaptoethanol, 264 ng O-
Nitrophenyl-2-Differenzierung-Galaktopyranosid (ONPG) und 89 mM Natriumphosphat (pH
7,5) in einem Endvolumen von 300 pl eingesetzt. Nach einer Inkubationszeit von 30 bis 120
min bei 37°C wurde die Absorption der dann gelbgefdrbten Proben bei einer Wellenldnge von
415 nm im BioRad Reader gemessen (Messbereich ODy4s: 0,2 - 0,8). Die [-

Galaktosidaseaktivitidt wurde nach folgender Formel berechnet:

380 x OD415

B-Galaktosidaseeinheiten =

Reaktionszeit (min)

Um die Luziferaseaktivitit zu bestimmen, wurden 10 ul des Zellextraktes in 20 mM N-
[Tris(hydoxymethyl)methly]glycin (Tris, pH 7,8), 1,07 mM (MgCO;)sMg(OH), x 5 H,O,
2,67 mM MgSO,4 x 7 H,O, 0,1 Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA), 33 mM Dithiothreitol
(DTT), 270 uM Coenzym A, 530 uM ATP und 470 mM Luziferin aufgenommen
(Endvolumen 110 pl) und die Lumineszenz im Luminometer der Firma Berthold Detection
Systems gemessen.

Die relative Luziferaseaktivitit konnte mit folgender Formel errechnet werden:

Lichteinheiten

relative Luziferaseaktivitit =

B-Galaktosidaseeinheiten
Da die Transfektion im vierfachen Ansatz durchgefiihrt wurde, konnte ein Mittelwert mit

Standardabweichung angegeben werden. Jede Transfektion wurde im Minimum zweimal

durchgefiihrt, um das erhaltende Ergebnis zu bestitigen.
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3.5.3 Retrovirale Infektion zur Generierung stabiler Zelllinine

Die retrovirale Infektion der Zellen erfolgte nach einem modifizierten Protokoll von M.
Rothenberg und G. P. Nolan (Department of Molecular Pharmacology, Department of
Microbiology and Immunology, Stanford University School of Medicine, Stanford). Um
Mauszellen (AtT20, SN56, LMTK", BTC3 und aTC1-9) zu infizieren wurden Phoenix-Eco-
Zellen, bei der Infektion von Mensch-Zelllinien (SHSYSY, HepG2, HNSC.100) wurden
Phoenix-Ampho-Zellen verwendet. Phoenix-Eco bzw. Phoenix-Ampho-Zellen wurden
trypsiniert und anschlieBend 2,3 x 10° Zellen auf 60mm Schalen ausgesit und iiber Nacht bei
37°C inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Zellen mit Hilfe der Kalziumphosphat-
Methode transfiziert. Zu Beginn der Transfektion wurde das Medium abgesaugt und frisches
Medium mit der Konzentration von 25 uM Chloroquin auf die Zellen gegeben. Das
Kalziumphosphat-DNA-Gemisch mit 10 pg DNA wurde auf die Zellen gegeben und
anschlieBend fiir 6 h bei 37°C inkubiert. Dann wurde das Medium abpipettiert, die Zellen
einmal mit 1xPBS gewaschen und anschlieBend frisches Medium hinzugegeben. Nach
weiteren 72 h Inkubation der Zellen bei 37°C wurde der Uberstand, der die Viren enthielt,
von den Zellen abgesaugt. Nach Filtrierung des ,,Virusstocks* (Porengrosse 0,45 um,
Schleicher & Schuell) und Zugabe bis auf 18 ml mit frischem Medium wurde Polybren (1,5-
Dimethyl-1,5-Diazaundecamethylpolymethylbromid, Sigma # H-9268) in einer
Endkonzentration von 8 pg/ml hinzupipettiert. 4 x 10° der zu transfizierenden Zellen wurden
zusammen mit 8 ml des Virusstocks fiir 4 h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde das
Medium abpipettiert und durch frisches Medium ersetzt. Nach weiteren 3 Tagen wurden die
Zellen unter Antibiotika-Selektion gesetzt. Die Zellen wurden mit Neomyzin (G418) bzw
Puromyzin iiber einen Zeitraum von drei Wochen inkubiert. Im Anschluss daran wurden die
resistenten Zellen analysiert. Die zur Generation stabiler Zelllininen verwendeten Plasmide
und deren Selektionsmarker sind an dem Abschnitt

3.3.4 beschrieben.

3.6 Molekularbiologische Methoden
3.6.1 Bakterienstamme

E. coli DHSa, F- supE44 A (lacU169 (®80dlacZM15) hsd17 recAl endAl gyrA96 thi-1
relAl (Hanahan, 1983)
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3.6.2 Nahrmedien zur Kultivierung von Bakterien

- LB-Medium (lysogeny broth-Medium)

25 ¢ Hefeextrakt
50 g Trypton
25 g NaCl

51 H20 pigest.

Plasmidtragende E. coli-Stimme wurden in LB-Medium kultiviert, der Antibiotikum in einer
Endkonzentration von 100pg/ml zugesetzt wurde.

Zur Herstellung von LB-Agarplatten wurden zu 1000 ml LB-Medium vor dem Autoklavieren
20 g Agar (Fa. Roth) gegeben. Danach wurde das Nédhrmedium auf 55°C abgekiihlt und das
Antibiotikum zugesetzt. Die noch fliissige Agarlosung wurde schlielich unter sterilen
Bedingungen in 9.4 cm Petrischalen (Sarstedt) gegossen und nach Aushdrtung bei 4°C
gelagert.

- Antibiotika

Die Antibiotika wurden als 1000-fach konzentrierte Stammldsungen angesetzt, sterilfiltriert
und in 1 ml Aliquots bei —20°C gelagert.

Ampicillin: 100 mg/ml

3.6.3 Herstellung kompetenter E.coli Zellen

Die bei -80°C eingefrorenen Bakterien wurden in 20 ml LB-Medium geldst und den Tag iiber
bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. AnschlieBend wurden 2 ml der LB-Uber-Tag-Kultur in
250 ml LB tiberfiihrt. Wenn die Bakterien eine Dichte von ODgoonm = 0,5 erreicht hatten,
wurde die Kultur fiir 10 Minuten auf Eis gekiihlt, auf drei 50 ml Zentrifugenrohrchen verteilt
und in der Eppendorfzentrifuge bei 3500 x g 10 Minuten lang zentrifugiert. Anschlieend
wird das Pellet in 20 ml SEM-TB mit 1,5 ml DMSO langsam tropfend resuspendiert und 10
Minuten lang auf Eis inkubiert. AnschlieBend werden die Bakterien in 1ml-Aliquots in

fliissigem Stickstoff bei -196°C gelagert.
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SEM-TB
10 mM PIPES
15 mM CaCl,

250 mM KCL
- pH 6,78 mit KOH einstellen
Lagerung bei 4°C

3.6.4 Transformation von E. coli

Transformations-kompetente Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und davon 200 pl mit 2 pl
Plasmid-DNA vermischt. Danach erfolgte ein 30 sekiindiger Hitzeschock bei 42°C. Nach
einer zweiminiitigen Inkubation des Ansatzes auf Eis wurden 1 ml LB-Medium hinzu
gegeben und die Bakteriensuspension eine Stunde lang bei 37°C auf einem Schiittler
(Eppendorf Thermomixer comfort) inkubiert. Darauthin wurde die Bakteriensuspension mit
Hilfe von sterilen Einmal-Impfosen auf LB-Amp-Agarplatten ausplattiert. Die Platten wurden

uber Nacht in einem Brutschrank bei 37°C inkubiert.

3.6.5 Anlegen einer E. coli-Glycerinkultur

Material:

Glycerol 86%, steril

Zu 0,765 ml einer E. coli-Ubernachtkultur werden 0,235ml 86% Glycerol-Lésung gegeben.
Die Aufbewahrung erfolgt bei -70°C.

3.6.6. Plasmid DNA Mini-Préaparation

Grundlage dieser Methode ist die Trennung von Plasmid- und chromosomaler DNA aufgrund
ihres Konformationsunterschieds und dem daraus resultierenden unterschiedlichen Verhalten
bei alkalischer Denaturierung. Lineare DNA zerfillt bei pH-Werten iiber 12 in Einzelstringe,
wiéhrend sich die iiberwiegend als ccc-DNA (,,covalently closed circular®) vorliegenden
Plasmide inert gegeniiber solchen Bedingungen verhalten. Durch anschlieBendes schnelles
Absenken des pH-Wertes féllt die zu einem Netzwerk aggregierende chromosomale DNA aus

und kann durch Zentrifugation entfernt werden (Maniatis et al., 1989).

Material:
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P1: Glucose 50mM 9¢g
EDTA 10mM, pH 8 20ml EDTA 0,5M pH 8
Tris 25mM, pH 8 25ml Tris 1M, pH 8
—ad 11 A.d.
P2: NaOH 0,2N 4ml NaOH 10N
SDS 1% 20ml SDS 10%
— ad 200ml A.d. (unmittelbar vor Gebrauch ansetzen)
P3: Kaliumacetat-Lsg. 11,5ml Eisessig
28,5ml A.d.
60ml KAc 5SM

— vor Gebrauch auf Eis stellen

TE-Puffer: 10mM Tris, pHS,0
ImM EDTA

Die angegebenen Werte beziehen sich auf die Maxipraparation (Kulturvolumen 50ml), die in
Klammern nachgestellten Werte gelten fiir die Minipréparation (Kulturvolumen bis Sml).

Eine 50ml- (1,5ml-) Ubernachtkultur wird 10min (10sec) mit 3500 x g (9500 x g) bei RT
abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wird in 5ml (100ul) P1 resuspendiert
und 5Smin bei RT inkubiert. Anschliefend werden 10ml (200ul) P2 zugegeben, vorsichtig
durch Invertieren des Gefdlles gemischt und 10min (5min) auf Eis inkubiert. Danach gibt man
7,5ml (150ul) eiskalten P3 dazu, mischt erneut vorsichtig und inkubiert nochmals 10min
(5min) auf Eis. Es bildet sich ein weiller Niederschlag aus Proteinen, Zellwandbestandteilen
und chromosomaler DNA. Die Suspension wird 30min bei 3500 x g bei 4°C zentrifugiert
(5min bei 9500 x g bei RT), und der plasmidhaltige Uberstand wird in ein neues Gefil3
tiberfithrt. Die DNA wird, wie in Abschnitt 3.6.12 beschrieben, gefillt und das Pellet in ca.
500ul (20-50ul) TE-Puffer geldst.

3.6.7 Plasmid-DNA Maxi-Praparation

Plasmide, die in der Zellkultur eingesetzt wurden, wurden nach dem Standard-Protokoll von
Qiagen Second Edition durchgefiihrt.
Hierzu wurde das QIAgen Tip500-Kit (#A10063 ) verwendet.

3.6.8 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Basen der DNA und RNA besitzen ein Absorptionsmaximum bei 260 nm, Proteine bei
280 nm. Im Spektralphotometer (Eppendorf BioPhotometer) wurde in Quarzkiivetten die
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Absorption bei 260 nm und 280 nm gemessen. Aus diesen Werten ldsst sich zum einen die
Reinheit der DNA mittels des Quotienten Absorption OD260nm/OD280nm bestimmen und
zum anderen der DNA-Gehalt tiber die Beziechung 1/0D260 = 50 pg dsDNA/ul bei 1 cm
Schichtdicke der Kiivette. Bei sehr reinen DNA-Losungen liegt der Quotient
OD260nm/OD280nm zwischen 1.8 und 1.95. Niedrigere Werte sind ein Indiz fiir die
Anwesenheit von Proteinen. Quotienten iiber 2.0 in DNA-Priparationen sind ein Hinweis auf

die Anwesenheit von RNA oder zeigen an, dass die DNA denaturiert ist.

3.6.9 DNA-Restriktion

DNA kann mit Restriktionsendonukleasen (Restriktionsenzymen), die kurze DNA-Abschnitte
erkennen und DNA-Stringe durch Hydrolyse der Phosphodiester-Bindungen spalten,
geschnitten werden. Die Erkennungssequenzen sind in der Regel palindromisch aufgebaut
und 4 bis 8 Basenpaare lang. In Abhéngigkeit vom jeweiligen Restriktionsenzym entstehen
beim Verdau von DNA glatte, biindige Enden (blunt-ends) oder bedingt durch die versetzten

Schnittstellen komplementére, einzelstrangige Enden (sticky-ends).

Material:
Restriktionsenzyme mit entsprechenden Puffern

Beladepuffer: Bromphenolblau 0,05% 50mg
EDTA 200mM 4ml EDTA 0,5M
Glycerin 50% Sml Glycerin 100%
—ad 10ml A.d.

TE-Puffer: 10mM Tris, pHS8,0
ImM EDTA

Der Verdau von DNA mit Restriktionsenzymen wird nach den Angaben der entsprechenden
Hersteller durchgefiihrt (MBI Fermentas). Die optimale Inkubationstemperatur liegt fiir die
verwendeten Enzyme bei 37°C (auBler Smal, 30°C). Als Inkubationsdauer wird in der Regel
2h fiir Plasmid-DNA gewéhlt. Das Abstoppen der Reaktion erfolgt durch Inkubation bei
68°C, sofern vom Hersteller keine anderen Angaben vorliegen. Alternativ hierzu kann der
Restriktionsverdau durch Zugabe von 0,1Vol EDTA 0,25M abgestoppt werden. Wird im
Anschluf} eine weitere Restriktion mit einem anderen Puffersystem durchgefiihrt, wird eine
Phenol/Chloroform-Extraktion mit anschlieBender EtOH-Féllung durchgefiihrt und das Pellet
in TE aufgenommen. Zur Analyse mittels Agarose-Gelelektrophorese setzt man 0,1Vol

Beladepuffer (,,Jloading mix*) zu
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Zur Uberpriifung, ob die aus Bakterientransformanten isolierten Plasmide die korrekten
Inserts enthielten, wurden Kontrollverdaus durchgefiihrt und dazu folgende Ansétze pipettiert

und 2 h lang beim Temperaturoptimum der Enzyme inkubiert:

Ansatz:

5pul DNA Mini-Prep

0.3 pul Restriktionsenzym 1

0.3 ul Restriktionsenzym 2

2 ul 10x Puffer (passend zum jeweiligen Restriktionsenzym)
12.4 ul HOpigest.

20 pl gesamt

Die Restriktionsenzyme und die dazugehdrigen Puffer wurden von MBI Fermentas bezogen.
Bei der Durchfiihrung eines Doppelverdaus musste darauf geachtet werden, dass der Puffer
fiir beide Restriktionsenzyme geeignet ist. Die verdauten Fragmente wurden {iber ein

Agarosegel aufgetrennt.

Zur Priparation 'von Plasmid-DNA fiir eine anschliefende Ligation von DNA-Fragmenten

wurde folgender Ansatz gewahlt:

20 ul DNA Midi-Prep

2 ul Restriktionsenzym 1

2ul Restriktionsenzym 2

8 ul 10x Puffer (passend zum jeweiligen Restriktionsenzym)
68 L_ll HZObidest.

100 pl gesamt

Die verdauten Fragmente wurden iiber ein Agarosegel aufgetrennt und anschlieSend aus dem

Gel prépariert.

3.6.10 Phosphatase-Behandlung

Wenn ein Fragment mit zwei gleichen Enden in einen Vektor einkloniert werden soll,
empfiehlt es sich, den Vektor zu dephosphorylieren. Die Dephosphorylierung verhindert eine
Zirkularisierung des Kloniervektors wéhrend einer Ligation, was die Anzahl an
rekombinanten Molekiilen erhoht.

Das zur Dephosphorylierung verwendete Enzym ist die alkalische Phosphatase (CIAP),

welche die freien 5°-Phosphatgruppen der linearen DNA entfernt. Dadurch ist eine Ligation
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nur zwischen den freien 5°-Phosphat-Enden der Fremd-DNA und den 3°-OH-Enden des
Vektors moglich.

Material:
Alkalische Phosphatase CIAP von MBI Fermentas

mitgelieferter Puffer

TE-Puffer 10mM Tris, pHS,0
ImM EDTA
20ug DNA werden mit 10U CIAP in einem Gesamtvolumen von 100 pl mit einer

Konzentration von 1xDephosphorylierungspuffer versetzt und 30min bei 37°C inkubiert. Der
Ansatz wird erneut mit 10U CIAP versetzt und mit der entsprechenden Menge Puffer und TE
auf ein Gesamtvolumen von 120ul gebracht, dann erneut 30min bei 37°C inkubiert.
AnschlieBend erfolgt eine Phenol/Chloroform-Extraktion und eine DNA-Fillung
durchgefiihrt. Das Pellet wird in TE-Puffer gelost.

3.6.11 Ligation

Ligationen wurden mit der T4-DNA-Ligase von MBI Fermentas #EL.0014 durchgefiihrt. Das
Enzym katalysiert die Verkniipfung zwischen benachbarten 3°-OH-Enden und 5°-Phosphat-
Enden doppelstrangiger DNA-Ketten, wobei ATP als Coenzym und Energietridger benotigt

wird.

Material:
T4-DNA-Ligase von MBI Fermentas [1,5U/ul]
Ligationspuffer 10x

Insert-DNA und Vektor-DNA werden im Verhéltnis 1:1 bis 2:1 mit 1pl T4-DNA-Ligase in
15-20p1-Ansidtzen mit 1xLigationspuffer flir 12-16h bei 14°C inkubiert.

3.6.12 DNA-Reinigung durch Fallung

DNA-Féllungen werden zur Reinigung und Aufkonzentrierung von DNA durchgefiihrt. Die
geloste DNA kann sehr effizient durch Zugabe von 3Vol 100%igem EtOH prezipitiert
werden. Auch eine Féllung mit 100%igem Isopropanol ist moglich und kann in einem

kleineren Ansatzvolumen durchgefiihrt werden. Zum Féllen mit Isopropanol werden der
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gelosten DNA 1/10Vol 3M NaAc und 0,6Vol 100%iges Isopropanol zugesetzt. Wéahrend die
Féllung mit EtOH fiir 30min bei -70°C ablduft, benotigt die Féallung mit Isopropanol 2h bei -
20°C.

Material:
Isopropanol 100%
Ethanol 100%
Ethanol 70%

TE-Puffer 10mM Tris, pHS,0
ImM EDTA

Die Fillung erfolgt wie oben beschrieben entweder mit 100%igem EtOH oder alternativ mit
100%igem Isopropanol. Es folgt eine Pelletierung durch Zentrifugation fiir 10min bei 4°C
und 16060 x g. Der Uberstand wird verworfen und das Pellet mit 70%igem EtOH gewaschen,
erneut zentrifugiert und das Pellet auf einem Heizblock oder bei RT getrocknet.

AnschlieBend wird das Pellet in TE geldst.

3.6.13 Agarose-Gelelektrophorese

Agarose-Gelelektrophorese ist die Standardmethode zum Auftrennen, Charakterisieren und
Reinigen von DNA-Fragmenten. Sie beruht auf Wanderungseigenschaften der negativ
geladenen DNA-Molekiile in einem Feld konstanter, elektrischer Spannung, wobei die
Wanderungsgeschwindigkeit  proportional  zur  angelegten = Spannung ist. Die
Migrationseigenschaften der Molekiile werden sowohl von ihrer GroBe (-logip MW), wie
auch vom Salzgehalt des Puffers und der Beschaffenheit der Gelmatrix bestimmt. Die
Trigermatrix besteht aus Agarose, einem aus Algen gewonnenen linearen und neutralen
Polysaccharid. Die Wahl der geeigneten Gelkonzentration ermdglicht die Auftrennung von
Fragmenten in einem Bereich von 0,2-50kb. Die DNA wird im Gel durch interkalierende
Fluoreszenzfarbstoffe, wie z.B. Ethidiumbromid, gefarbt. Durch Anregung des Farbstoffs mit

UV-Licht der Wellenldnge 302nm ist es moglich, die DNA-Banden im Gel sichtbar zu

machen.
Material:
TAE-Puffer 50x: Tris 242¢g
Eisessig 57,1ml
EDTA 5mM, pH 8 100ml EDTA 0,5M, pH 8
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—ad 11 A.d.
Agarose: 0,5-1,5% in IxTAE-Puffer 0,5-1,5g/100ml
Laufpuffer: IxTAE-Puffer
Ladepuffer: Bromphenolblau 0,2% 20mg
EDTA 0,2M 4ml EDTA 0,5M, pH 8
Glycerin 50% 5ml Glycerin 100%
—ad 10ml A.d.

Verwendete Marker:

GeneRuler™ 100bp plus (# SM0321) von MBI Fermentas

Die Agarose wird in 1xTAE-Puffer aufgekocht, bis die Losung klar und schlierenfrei ist.
Nach Abkiihlen auf ,,Handwérme* wird sie in die Gelform gegossen. Nach Erkalten wird der
Kamm gezogen und das Gel in die Gelkammer {iberfiihrt.

Durch den DNA-interkalierenden Farbstoff Ethidiumbromid kénnen DNA-Fragmente im Gel
bei Anregung mit UV-Strahlung (302 nm) sichtbar gemacht werden.

3.6.14 Phenol/Chloroform-Extraktion

1.3 Diese Methode dient dem Aufreinigen von DNA. Dabei werden Proteine z.B. nach

einem Restriktionsverdau entfernt.

Material:

Phenol/Chloroform von Roth im Verhiltnis 1:1, pH 7,5, Tris geséttigt

Chloroform

TE-Puffer 10mM Tris, pHS,0
ImM EDTA

Methode:

Die DNA-Losung wird mit 1Vol Phenol/Chloroform versetzt, gevortext und Smin bei 16060
x g bei RT zentrifugiert. Die obere, wissrige Phase wird in ein neues Reaktionsgefdl3

iiberfiihrt. Die obere Phase wird dann mit 1Vol Chloroform versetzt, gevortext und wie zuvor

42



3. Material und Methoden

beschrieben zentrifugiert. Die obere, DNA-enthaltende Phase wird, wie unter Abschnitt

3.6.12 beschrieben, gefillt.

3.6.15 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierungen wurden von der Firma Sequence Laboratory Gottingen GmbH

(Gottingen) durchgefiihrt.

3.6.16 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, engl.: Polymerase Chain Reaktion) erlaubt eine
einfache Amplifikation beliebiger Nukleinsédure-Abschnitte in vitro. Bei diesem Verfahren
wird die Eigenschaft von DNA-Polymerasen ausgenutzt, an freie 3"-OH-Enden von kurzen
DNA-Stiicken, sogenannte Primer (Oligonukleotide), weitere Basen anzuhdngen. Die Primer
sind so entworfen, dass sie jeweils an einem der beiden DNA-Stringe an spezifische
Sequenzen upstream und downstream des gewiinschten, zu amplifizierenden DNA-Abschnitts
binden. Wéhrend der PCR durchléduft der jeweilige Reaktionsansatz einen dreistufigen
Temperaturzyklus. Im ersten Schritt wird die DNA, die als Vorlage dient (,,Template DNA®),
bei hoher Temperatur in Einzelstringe aufgeschmolzen (Denaturierung). Im zweiten Schritt
bei niedriger Temperatur hybridisieren die sequenzspezifischen Primer mit der Template
DNA (,,Annealing®). Bei mittlerer Temperatur erfolgt schlieBlich unter Katalyse durch die
Polymerase in Gegenwart von Desoxynukleotiden (ANTPs) die Polymerisation und damit ein
Auffiillen der Einzelstrang- zur Doppelstrang DNA (Elongation). Als Produkt entstehen zwei
neue doppelstringige DNA-Molekiile. Durch mehrfache zyklische Wiederholung der
einzelnen Reaktionsschritte erhdlt man eine exponentielle Anreicherung des zwischen den
beiden Primern liegenden DNA-Bereiches. Als Polymerase kommt aufgrund der hohen
Temperatur, die zur Denaturierung der Template-DNA nétig ist, nur eine thermostabile
Polymerase in Frage. Hier wurde die Tag-Polymerase der Firma MBI (#EP0402) verwendet.
Die PCR-Reaktionen wurden im ,Eppendorf Mastercycler gradient unter folgenden

Bedingungen durchgefiihrt:

Zusammensetzung eines 20 pl Ansatzes:

1 ul Primer 1 [10 uM]
I ul Primer 2 [10 uM]
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0,5 ul dNTPs (je 10 mM)
2 ul 10x PCR-Puffer (ohne MgCl,)
2 ul 25 mM MgCl,
2 ul Template DNA
0,125 pnl Polymerase [2.5 U/ul]
11 pl H3Opidest.

PCR-Protokoll:

Denaturierung 95°C S min. Denaturierung der Template DNA
30 Zyklen 94°C 45 sec. | Denaturierung
52°C 45 sec. | Annealing (Temperatur variabel je nach
Schmelztemperatur des Primers)
72°C 1 min. Elongation
Elongation 72°C 10 min. | Elongation nicht vollstdndiger Produkte

3.6.16.1 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden von Sigma Genosys (Steinheim) bezogen.

Human Annealing- Sequenz 5 2> 3 menschliche mRNA
Primer temperatur
Nr.:
G537 58°C GAG AGG GAG GAC AAA Nestin
GTC CC
G538 58°C TCC CTC AGA GAC TAG Nestin
CGC AT
G541 66°C CTG TTG CCA GAG ATG GFAP
GAG GTT
G542 66°C TCA TCG CTC AGG AGG GFAP
TCC TT
G409 64°C GCA CGT CCT GGC TGG Synapsinl
GTT TCT GGG
G408 64°C AGG CTA CCC GTC AGA Synapsinl
CAT CCG TCT C
G597 58 ATG CTG CTG CTG GCG Synaptophysin
GAC ATG G
G598 58°C TGG CCA CCA CCT CCC Synaptophsyin
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AGA GTC
G405 64°C CAC ACT GAG GAGTTT GluR2
GAA GAT GGA
G403 64°C TTA GTA CTG CGA GGT GluR2
TAA CCG CAT
G414 64°C TTT GAA GTT GCT TCT REST
ATC TGC TGT
G415 66°C GAA TCT GAA GAA CAG REST
TTT GTG CAT
G573 55°C TTC CAG GAG CGA GAT GAPDH
CCCT
G574 55°C CAC CCA TGA CGA ACA GAPDH
TGG G

Alle Primer wurden mittels BLAST unter www.ncbi.com auf ihre Richtigkeit tiberpriift.

Produktarofien der verschiedenen Primer:
Human GAPDH: 175nt

Human GFAP (glial fibrillary acidic protein): 382nt
Human GIuR2 (Glutamat Rezeptor 2): 600nt
Human Nestin: 195nt

Human REST: 626nt

Human Synapsinl: 248nt
Human Synaptophysin: 297nt

Eine Uberpriifung der amplifizierten Fragmente erfolgte mittels einer Agarosegel-

Elektrophorese.

3.6.17 Chromatin Immunoprazipitation (ChlP)

Die Chromatin Immunoprézipitation ermdglicht es Protein:DNA-Interaktionen im Zellkern
nachzuweisen. Das quervernetzt Chromatin wird isoliert, durch Ultraschall zerkleinert und
mit Antikdrpern immunoprézipitiert. Anschliessend wird die prazipitierte DNA gereinigt und
tiber PCR nachgewiesen, ob ein gesuchtes Zielgen prézipitiert wurde.

Formaldehyd cross-linking und Chromatin-Immunoprézipitation von Gewebekulturzellen

wurden in Anlehnung an das Protokoll von upstate.com durchgefiihrt.
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Verwendete Antikorper

Bezeichnung

1 anti di-methyl H3K9 (abcam #ab7312)

2 anti tri-methyl H3K4 (abcam #ab8580)

3 Anti-Flag M2 affinity gel (Sigma # A2220)

Es wurden 2 x 10" Zellen pro 100mm’ Schale in DMEM mit 10% FCS oder in
Proliferationsmedium bzw. DMEM ausgesit und ggf. mit 4-OHT fiir 24 h stimuliert. Die
Zellen wurden bis zur Konfluenz wachsen gelassen, und anschlieBend Formaldehyd (37%) in
einer Endkonzentration von 1% direkt in das Medium gegeben und fiir 10 min bei RT auf der
Wippe inkubiert. Um das cross-linking zu stoppen wurde Glycin in einer Endkonzentration
von 125 mM zupipettiert und weitere 5 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde das
Medium abgesaugt und der Zellrasen 3 x mit kaltem 1x PBS gewaschen. Die Zellen wurden
in 1 ml 1x PBS plus Protease Inhibitoren (Roche # 1697498) mit Hilfe eines Zellschabers
abgeschabt, in ein frisches 1,5ml Eppendorfgefa3 iiberfithrt und bei 700 x g fiir 5 min
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Zelllysis-Puffer [SmM Pipes (KOH), pH 8.0 / 85mM
KCl / 0,5% NP-40] plus Protease Inhibitoren (Roche # 1697498) und ImM PMSF
resuspendiert und fiir 10 min auf Eis inkubiert. Die Zellkerne wurden durch Zentrifugation bei
16060 x g fiir 5 min pelletiert und in Kernlysis-Puffer [ 50 mM Tris, pH 8.1/ 10mM EDTA/
1% SDS] plus Protease Inhibitoren (Roche # 1697498) und 1 mM PMSF resuspendiert und 10
min auf Eis inkubiert. Das Chromatin wurde anschlieBend mittels Ultraschall (Branson
Sonifier cell disrupter B15) auf eine grofle von etwa 600 bp zerkleinert. Fiir die verwendeten
Zellen wurden 3-4 mal pro Probe, je 1 min mit 30 sec-bursts sonifiziert und anschlieend 1
min auf Eis gekiihlt.

Die Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation bei 16060 x g fiir 10 min bei 4°C vom
Chromatin getrennt und in ein frisches 1,5ml EppendorfgefiB iiberfiihrt. Der Uberstand wurde
in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C aufbewahrt, oder in einem Verhéltnis
von 1:5 in Chip dilution Puffer [0,01% SDS / 1,1% Triton X-100 / 1,2mM EDTA / 16.7mM
Tris, pH 8.1 / 167mM NaCl, plus Protease Inhibitoren] verdiinnt. Zur Reduktion von
unspezifischen Background, wurden den Proben 80ul Protein-A-Sepharose (Amersham
Biosience # 17-0780-01) zupipettiert und fiir mindestens 30 min bei 4°C auf dem Rotator
(Faust GmBH, Koln) inkubiert. Die Sepharose wurde durch Zentrifugation bei 16060 x g fiir
1 min pelletiert und der Uberstand in ein frisches 1,5ml EppendorfgefiB iiberfiihrt. 20% des

Uberstandes wurden abgenommen und als spitere "Total Input Kontrolle" bei -20°C
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aufbewahrt. Der restliche Uberstand wurde in zwei Fraktionen geteilt und einer Fraktion 5ug
di-methyl H3K9 Antikorper oder tri-methyl H3K4 zupipettiert und tiber Nacht bei 4°C auf
dem Rotator inkubiert. Die Zweite Fraktion diente als negativ Kontrolle und enthielt kein
Antikorper. Um die Immunokomplexe zu sammeln wurden den Proben 60ul Protein-A-
Sepharose zugegeben und mind. 1 h bei 4°C auf dem Rotator inkubiert und danach fiir 1 min
bei 16060 x g bei 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet
nacheinander mit je 1 ml der folgenden Waschlosungen resuspendiert und fiir 3-5 min auf
dem Rotator gewaschen.
a) "Low salt" Waschpufter [0,1% SDS/ 1% Triton X-100/ 2mM EDTA/ 20mM Tris,

pHS8.1/ 150mM NaCl] bei 4°C
b) "high salt" Waschpuffer [0,1% SDS/ 1% Triton X-100/ 2mM EDTA/ 20mM Tris,

pH8.1/ 500mM NaCl] bei 4°C
¢) LiCl waschpuffer [ 0,25M LiCl/ 1% NP40/ 1% Deoxycholat/ ImM EDTA/ 10mM

Tris, pH 8.0] bei 4°C

d) zwei mal mit TE-Puffer (10mM Tris, pH8,0 / ImM EDTA) bei RT

Anschliefend wurde der pelletierte Immunokomlex in 250pul frischem Elutions Puffer [ 1%
SDS/ 0,1M NaHCOs] eluiert und mindestens 15 min bei RT auf dem Rotator inkubiert. Das
Pellet wurde bei 16060 x g fiir 3 min bei RT pelletiert und der Uberstand in eine frisches
1,5ml Eppendorfgefal pipettiert und das Pellet erneut in 250ul Elutions Puffer eluiert und fiir
mindestens 15 min auf dem Rotator inkubiert. Nach anschlieBender Zentrifugation wurden
beide Uberstinde vereint. Um das Formaldehyd-crosslinking riickgéingig zu machen wurden
die Proben mit 1ul 10mg/ml RNase und 5M NaCl in einer Endkonzentration von 0,3M
zugegeben und fiir 4-5 h bei 65°C inkubiert. Auch die "Total Input Kontrolle" wurde diesem
Schritt unterzogen. Es folgte die Prézipitation liber Nacht bei -20°C durch Zugabe von 2 1/2
Volumen 100%igem Ethanol.

Die DNA wurde durch Zentrifugation bei 16060 x g fiir 30 min bei 4°C pellettiert und in
100ul A.dest resuspendiert. Anschlieend wurde 10 mM EDTA, 40mM Tris, pH6,5 und 20pg
Proteinase K zugegeben und fiir 2 h bei 45°C inkubiert. Die DNA wurde durch Phenol-
Chloroform Extraktion gereinigt und durch Zugabe von 2 1/2 Volumen 100% Ethanol {iber
Nacht bei -20°C gefillt. Das DNA-Pellet wurde in 50ul A.dest resuspendiert und fiir die PCR
verwendet.

Um die Bindung von DP-REST:ER an die DNA zu detektieren wurde Anti-Flag M2-Agarose
verwendet welche das Flag-Epitop der REST-Mutante bindet. Vorbereitend wurde die M2-

Agarose drei mal in Chip dilution buffer gewaschen.
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Den Chromatin-Proben wurden 80ul Protein-A-Sepharose (Amersham Biosience # 17-0780-
01) zupipettiert und fiir mind. 30 min bei 4°C auf dem Rotator inkubiert. Die Sepharose
wurde durch Zentrifugation bei 16060 x g fiir 1 min pelletiert und der Uberstand in ein
frisches 1,5ml EppendorfgefdB iiberfiihrt. 20% des Uberstandes wurden abgenommen und als
spitere "Total Input Kontrolle" bei -20°C aufbewahrt. Der restliche Uberstand wurde in zwei
Fraktionen geteilt und einer Fraktion 40ul Anti-Flag M2 Gel-Suspension zupipettiert und liber
Nacht bei 4°C auf dem Rotator inkubiert. Die Zweite Fraktion diente als negativ Kontrolle
und wurde mit 60ul Protein-A-Sepharose behandelt und ebenfalls liber Nacht bei 4°C auf dem
Rotator inkubiert.

Die Beads wurden danach fiir 1 min bei 16060 x g bei 4°C abzentrifugiert, der Uberstand
verworfen und das Pellet nacheinander mit je 1 ml der oben genannten Waschlésungen
resuspendiert und fiir 3-5 min auf dem Rotator gewaschen. Die weitere Prozedur entspricht

dem oben beschriebenen Protokoll.

3.6.18.1  Oligonukleotide fiir ChIP

Mouse Annealing- |Sequenz 5 2> 3’ Zielgen

Primer temperatur

Chip-Assay

Nr.:

G585 60°C CCC TGC AAC CTC AGC CCA |GluR2

TAGC

G586 60°C CCG AGA AAG CGC GGC TCA |GIur2
GAG

G581 58°C AGG AGC TCG GCC ACC TGC |Connexin36

AC
G582 58°C AGA GGG GAG TGG GGG AAG | Connexin36
CA

G579 62°C TGC TGG CAG ACA TGG ACG |Synaptophysin
TGG

G580 62°C CAG CTC CAG CGA CCG TAT | Synaptophysin
CTC

Human

Primer

ChlP-Assay

Nr.:
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G601 60°C CCA GGT TGG AGC ATC TCC | GIuR2
GCA GC
G602 60°C TAG CCG CTG TCC CTC CGC | GIuR2
GAG A
G597 64°C ATG CTG CTG CTG GCG GAC | Synaptophysin
ATG G

G598 64°C TGG CCA CCA CCT CCC AGA | Synaptophysin
GTC

G599 62°C GGG GAA ACA GGA TGC GGC | Synapsinl
GAG

G600 62°C AAG GTG GCC GGG AAG GGG | Synapsinl
AGT

Alle Oligonukleotide wurden von Sigma Genosys (Steinheim) bezogen und mittels BLAST

unter www.ncbi.com auf ihre Richtigkeit iiberpriift.

ProduktgréRen der Maus ChIP-Primer:
Maus GluR2 (Glutamat Rezeptor 2): 115nt

Maus Connexin36: 165nt

Maus Synaptophysin: 144nt

Produktgrofien der Human ChIP-Primer:
Human GIuR2 (Glutamat Rezeptor 2): 150nt
Human Synaptophysin: 128nt

Human Synapsinl: 163nt

3.7 RNA

3.7.1 RNase-Schutzexperiment

Die zytoplasmatische RNA-Préparation fiir das RNase-Schutzexperiment wurde nach dem

Protokoll von Chirgwin et al. (1979) durchgefiihrt.

Die Methode des Rnase-Schutzexperimentes beruht auf der Herstellung sequenz-spezifischer

RNA-Proben die durch den Einbau von [0’P] UTP in die synthetisierte Antisense-RNA

radioaktiv markiert wird. Dazu wird eine Teilsequenz des zu untersuchenden Gens distal

eines SP6-, T3-, oder T7-Promotors einkloniert. Die einklonierte Sequenz dient den RNA-

Polymerasen als Matrize zur Synthese von Antisense-RNA. Die Detektion erfolgt durch die
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Hybridisierung der radioaktiven Antisense-RNA mit der zytoplasmatischen mRNA. Diese
148t sich nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proben auf einem denaturierenden
Polyakrylamidgel aufgrund der Radioaktivitét auf einem Fuji-Rontgenfilm nachweisen.

Zuerst wurde eine in vitro Transkription durchgefiihrt, um die Antisense-RNA (Riboprope) zu
synthetisieren. Dazu wurden die entsprechenden Plasmide mit den jeweiligen Restriktions-
endonukleasen geschnitten und bis zur Synthese der cRNA bei -20°C aufbewahrt. Zur
Synthese der *’P-radioaktiv markierten Antisense-RNA wurden folgende Transkriptions-

bestandteile zusammenpipettiert:

2ul 5x Transkriptionpuffer (200 mM Tris/HCI, 30 mM MgCl,, 50 mM DTT, 50 mM NacCl,
10 mM Spermadine)

lpl DTT 100mM

0,6ul rATP

0,6ul rCTP

0,6ul rGTP

0,6ul Ribonuklease Inhibitor (MBI Fermentas # EO0311 mit 40U/pul)

2,0ul Template

1-2 pl [o **P] UTP (40uCi)

1ul RNA-Polymerase (20U/ul)

Abhingig vom Promotor des Plasmids und Orientierung des einklonierten Genabschnitts
diente zur in-vitro-Synthese der Antisense-RNA entweder die T3-, die T7- oder die Sp6-
RNA-Polymerase von MBI Fermentas (siche Abschnitt 3.3.5).

Nach einstiindiger Inkubation bei 37°C wurde 1ul DNAse (MBI Fermentas # EN0521 mit
1U/ul) zugegeben und bei 37°C fiir 10min weiter inkubiert. AnschlieBend wurden 11pl
Formamid dye, sowie 0,5ul 10% SDS hinzupipettiert und die Proben {iber ein 4%iges

denaturierendes Gel aufgetrennt. Als Laufpuffer wurde 1 x TBE verwendet.

- Zusammensetzung des 4%igen Trenngels:
8ml Rotiphorese Gel 40
8ml 10x TBE (0,5 M Tris / 0,5 M Borsdure / 10 mM EDTA / pH 8,0)

40g Harnstoff
40ml A.dest

0,07g Ammoniumperoxidsulfat
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70ul TEMED

Nach einer Laufzeit von 2-3 h bei 400V wurden die radioaktiv markiert Antisense-RNA
mittels "Crush and Soak" aus dem Gel eluiert. Dazu wurden die entsprechenden Banden aus
dem Gel ausgeschnitten in ein 1,5ml Eppendorgefal} tiberfiihrt, zerkleinert und 400ul Crush
and Soak Solution (500 mM Ammoniumacetat / 10 mM Magnesiumacetat / 1 mM EDTA /
0,1% SDS (w/v) / pH 6,7) zupipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 2 Stunden bei 42°C
wurden die Polyacrylamidreste iiber Filtersdulen (Quiagen) 45 Minuten lang bei 4°C und
3220 x g abzentrifugiert und das Eluat einer Phenol-Chloroform Extraktion unterzogen. Die
obere, wissrige Phase wurde in ein frisches Eppendorfgefal pipettiert und mit Hilfe der
Ethanol-Fallung mit 40 pl Natriumacetat (3 M, pH 5,2), 60 pg Glycogen (MBI Fermentas #
R0561) und 1 ml 100% EtOH iiber Nacht bei -20°C gefillt.

Nach einstiindiger Zentrifugation bei 16060 x g wurde das Ethanol vorsichtig abgenommen,
das Pellet getrocknet und in 30 pl S1-Puffer (80% [v/v] Formamid, 40 mM Piperazin-1,4-
bis[2-ethansulfonsdure] [PIPES] pH 6,4, 400 mM NaCl, 1 mM EDTA) bei 37°C
resuspendiert. 2 ul dieses Ansatzes wurden in ein neues Eppendorfgefdl tiberfiihrt und mit
Hilfe des Packard ,Liquid scintillation analyzer die ,,Counts per Million® (cpm nach
Cerenkov) der verschiedenen Riboprobes gemessen. AnschlieBend wurde die gemessene
Probe mit 100ul Formamid dye (98% deionisiertes Formamid (v/v) / 0,05% Bromphenolblau
(w/v) / 0,05% Xylencyanol (w/v) / 10 mM EDTA, pH 8,0) versetzt und bei —20°C
aufbewahrt. Diese wurde spiter als unverdaute Riboprobe in das Gel eingesetzt. Die zu
untersuchende zytoplasmatische RNA wurde mit DEPC-Wasser auf ein Volumen von 175 pl
aufgefiillt und mit 25 pl Natriumacetat (3 M, pH 5,2) und 1 ml 100% Ethanol prézipitiert und
das Pellet nach einstiingiger Zentrifugation bei 16060 x g in 20ul S1-Puffer resuspendiert.
2,5-5 x 10° cpm der radioaktiv markierten Riboprobe wurde zu der zytoplasmatische RNA
zugegeben und das Gesamtvolumen mit S1-Puffer auf 30ul aufgefiillt und das Gemisch fiir
10min bei 95°C denaturiert. AnschlieBend wurden die Proben bei 44°C iiber Nacht
hybridisiert. Die Proben wurden danach mit dem sog. RNAse-Cocktail behandelt. Dazu
wurden 400 pl dieses RNAse-Cocktails zu den Proben zupipettiert und fiir 1 h bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend wurden zu jedem Ansatz 5 pl Proteinase K (10 pg/ul, Bohringer #
1029766) und 7 ul 10% SDS gegeben und mindestens 15 Minuten lang bei 37°C inkubiert. Es
folgte eine Phenol-Chloroform Extraktion und eine Fallung mit 6 pg Glycogen und 900 pl
100% EtOH iiber Nacht bei -20°C.
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RNAse Cocktail:

Fiir 40 ml

37,5 ml H,O

2,4 ml 5M NaCl

400ul 1M Tris-HCL

400ul 0,5M EDTA

bei 37°C den pH auf 7,5 einstellen

+ 2,46 ul RNAse A (10U) (Sigma #R 4642)

+ 3,36 ul RNAse T (8U) (Roche Mannheim # 10118021)

Am nichsten Tag wurden die Proben 1 h bei 4°C und 16060 x g zentrifugiert und das Ethanol
vorsichtig abgenommen. Das getrocknete Pellet wurde in 10 pl Formamid Dye resuspendiert.
Zusammen mit den Riboprobes wurden die Proben 5 Minuten lang bei 95°C erhitzt, kurz auf
Eis gelagert und anschlieBend auf einem 5%igem deanturierendem Gel aufgetragen. Fiir den
ersten Lauf wurden 3ul Marker, 2ul unverdaute Riboprobe und maximal 2ul der zu
untersuchenden Probe auf das Gel aufgetragen und mit Hilfe des Photoimager ausgewertet.
Anhand dieser Berechnung konnte der zweite Gellauf durchgefiihrt werden. Eine quantitative
Auswertung der Signale fand mit Hilfe eines Phosphorimagers der Firma FUJIFILM, Modell
BAS-2500, Diisseldorf statt. Als Analyseprogramme wurde Raw Data PC 1.1A7 und Aida 2.0

eingesetzt.

- Zusammensetzung des 5%igen Trenngels:
50ml A.dest

12,5ml Rotiphorese Gel 40

50g Harnstoff

10ml 10xTBE

0,08g Ammoniumperoxidsulfat

80ul TEMED

RPA-Marker:

Sul pUC 19 DNA / Mspl Marker 23 (MBI Fermentas # SM0221)
2ul [**P]- yYATP

1,2ul Polynukleotidkinase-Puffer B

1ul T4 Polynukleotidkinase (10 U/ul) (MBI # EK0031)
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Bei 37°C fiir 30min inkubieren, dann mit TE auf 50-100pul auffiillen und 1:1 mit Formamid

dye versetzen

3.7.2  Préaparation von zytoplasmatischer RNA fiir die reverse
Transkription

Material:

- Guadinium Losung:

100g Guanidiniumisothiocyanat
120 ml DEPC Wasser

5,3 ml 1M Natriumcitrat pH 7,0
10,6 ml 10% N-Laurylsarkosin

- DEPC Wasser:
1 Liter A. dest + 1 ml DEPC in einer sterilen 1L Schottflache ansetzen, {iber Nacht mit leicht

aufgedrehtem Deckel im Abzug schiitteln, dann autoklavieren.

- B-Mercaptoethanol

Es wurden 1 x 10° bis 1,5 x 10° ausgesit und fiir 24 h bei 37°C und 5% CO, inkubiert.
Gegebenfalls wurden die Zellen mit 4-OHT oder mit TSA behandelt und weitere 24 h
inkubiert. Um die Zellen zu ernten, wurde zundchst das Medium abgesaugt, die
Zellkulturschale (60mm) einmal vorsichtig mit kaltem A. dest. gewaschen und das A.dest.
umgehend abgesaugt. Pro Zellkulturschale wurde 0,5ml Guanidinisothiocyanatlosung (mit
72ul B-Mercaptoethanol/10ml Guanidinisothiocyanatlosung) zugegeben. Die Zellen wurden
mit einem Zellschaber abgelost, die Suspension vollstindig in ein Eppendorfgefal3 {iberfiihrt
und 3 x durch eine 22G 1 1/2 Kaniile auf und abgezogen. Im direktem Anschluf} folgte eine
Phenol-Chloroform Extraktion. Hierzu wurde pro 0,5ml Suspension 50ul 2M Na-Acetat
(pH4,0) zugegeben, kurz gevortext, dann 1 Volumen Phenol-Chloroform zupipetiert und
erneut gut gevortext. Die Proben wurden 30 min auf Eis inkubiert. Nach einer 30 miniitigen
Zentrifugation bei 4°C und 9500 x g wurde die wissrige Phase vorsichtig abgenommen und in
ein frisches, RNase freies Eppendorfgefd3 iiberfiihrt. Die Féllung der RNA erfolgte mit
600ul Isopropanol iiber Nacht bei -20°C. Zum Schlufl wurde die RNA Suspension fiir 20 min
bei 16060 x g und 4°C zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet mit 0,5 ml 70%
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Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zenrifugation wurde das Pellet getrocknet und in DEPC

Wasser gelost und bei -80°C aufbewahrt (Methode nach Chomocynski et al., 1987).

3.7.3 Reverse-Transkriptase Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR)

Bei dieser Methode erfolgt zuerst die cDNA-Erststrangsynthese (reverse Transkription) mit
RNA als Template. Danach wird die gebildete cDNA in der PCR-Reaktion als Template

eingesetzt. Die RT-PCR wurde nach dem Standardprotokoll zur MuLV-Transkriptase der

Firma MBI Fermentas (# EP0441) durchgefiihrt. Die hier verwendeten Random-Hexamer-
Primer wurden von der Firma Gibco (# 48190-011) bezogen. Die RT-PCR-Reaktionen

wurden im ,,Eppendorf Mastercycler Gradient™ unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

Tabelle : Zusammensetzung eines 20 pl Ansatzes

1,5 ul |RNA

1 ul Random Primer

8.5 ul |DEPC-H,0

> Inkubation bei 70°C fiir 10 min, auf Eis abkiihle lassen

- Auf EIS abkiihlen lassen

4 ul 5 x M-MuLV Reaktionspuffer (250 mM Tris-HCI (pH 8,3 bei 25°C), 250 mM KClI,
20mM MgCl,, 50 mM DTT)

2 ul dNTPs (10 mM)

I ul M-MuLV Reverse Transcriptase [200 U]

0,5 ul |RNase Inhibitor

1,5 ul |DEPC-H,O
Inkubation bei 20°C fiir 10 min

-> Inkubation bei 37°C fiir 59 min

> Inkubation bei 95°C fiir 5 min

> Abkiihlen auf 4°C fiir 10 min

Von der erhaltenen cDNA wurden 2 pl in PCR einsetzen und die verbleibende cDNA bei

-80°C gelagert.
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3.7.4 lsolation zytoplasmatischer RNA fur Affimetrix-Chip Assay
Die RNA wurde nach dem Protokoll des Qiagen RNeasy Midi Kit (# 75142) pripariert.

3.7.5 Affimetrix Chip Assay

Der Affimetrix Chip Assay wurde in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe um Franc Schuit
(Catholic University of Leuven, Belgium) durchgefiihrt.

Der DNA ,microarray* erlaubt eine Genom-umfassende Analyse der Genexpression. Auf
einem microarray (oder auch GenChip genannt) befinden sich mehrere tausend bekannte
Sequenzen des Genoms eines bestimmten Organismus. Um die Genom-umfassende Analyse
der Genexpression unter bestimmten Bedingungen untersuchen zu kdnnen, muss zunéchst die
Gesamt-RNA isoliert werden. Die RNA wird iiber reverse Transkription in cDNA
umgeschrieben und dabei mit einem Farbstoff markiert. Die markierten Fragmente werden
mit dem GenChip hybridisiert, wobei die cDNA Fragmente spezifisch die jeweilige
komplementdre Gensequenz auf dem Chip binden. AnschlieBend wird die Intensitdt des
Markersignals mit Hilfe eines Lasers gemessen und mit der entsprechenden Software
ausgewertet. Die in dieser Arbeit verwendeten GenChips wurden von der Firma Affymetrix

(Santa Clara/Kalifornien) hergestellt.

3.8 Proteine

3.8.1 Extraktion von Kernproteinen aus eukaryontischen Zellen

Puffer A: Puffer B:

10 mM HEPES, pH 7,9 20 mM HEPES, pH 7,9
10 mM KClI 0,4 M NaCl

0,1 mM EDTA 1 mM EDTA

0,1 mM EGTA 1 mM EGTA

1 mM DTT 1 mM DTT

0,5 mM PMSF 1 mM PMSF

Die Préparation der zytoplasmatischen- und Kernproteine wurde nach einem modifizierten
Protokoll nach Gerber et al. (1992) durchgefiihrt. 45 x 10° Zellen wurden geerntet, mit
I1xPBS gewaschen und in Eppendorfreaktionsgefdf3e iiberfiihrt. Nach 15 sec Zentrifugation
bei 16060 x g wurde der Uberstand abpipettiert und das Zellpelett in 400 pl Puffer A
resuspendiert. Nach einer Inkubationszeit von 15 min auf Eis wurden 25 pl 10% Nonidet (in
1xPBS) hinzugegeben und gut gemischt. Durch die anschlieBende Zentrifugation der Proben
fiir 30 sec bei 16060 x g konnte der Uberstand, der die zytoplasmatischen Proteine enthielt, in
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ein neues Eppendorfreaktionsgefdl} iiberfiihrt werden. Das verbleibende Kernpellet wurde in
50 pl eiskaltem Puffer B aufgenommen und fiir 15 min bei 4°C inkubiert und ab und zu
gevortext. Nach der Zentrifugation fiir 1 min bei 16060 x g und 4°C konnte der Uberstand,
der die Kernproteine enthielt, in ein neues Eppendorfreaktionsgefdl3 iiberfiihrt werden.
AnschlieBend konnte die Konzentration der Proteinfraktionen bestimmt werden oder die

Proben wurden sofort in SDS-STOP-Puffer gesichert.

- Zusammensetzung SDS-STOP-Puffer (Stockldsung):

125mM Tris/HCL, pH6,8

3mM EDTA

20% (v/v) Glycerol

9% SDS

0,05% Bromphenolblau

Vor Gebrauch wurden 9 Vol SDS-STOP-Puffer mit 1 Vol 3-Merkaptoethanol vermischt.

3.8.2 Proteingehaltsbestimmung

Zur Proteingehaltbestimmung wurde das Protokoll und die Losungen des BCL-System von

Pierce eingesetzt.

3.8.3 Denaturierende diskontinuierliche Gelelekrophorese

Die Auftrennung von Proteinen erfolgt mittels Gelektrophorese in denaturierenden
Polyacrylamidgelen (SDS-Gelen) mit unterschiedlichen Konzentrationen. Ein SDS-Gel
besteht aus einem Trenn- und einem Sammelgel. Das Trenngel wurde zuerst in eine
Minigelkammer gegossen und mit Wasser iiberschichtet, um eine scharfe Gelfront zu
erhalten. Nachdem das Gel auspolymerisiert hatte, wurde das Wasser abgeschiittet, das
Sammelgel gegossen und ein Gelkamm eingesetzt. Vor dem Auftragen auf das Gel wurden
die Proteinproben mit 5 pl SDS-Stop-Puffer (9 Vol. SDS-Stop-Puffer (Stocklosung), 1 Vol. B-
Mercaptoethanol) versetzt und fiir 5 min bei 95°C gekocht und bis zum Probenauftrag auf Eis
gelagert. Fiir den Gellauf wurde 1x SDS-Laufpuffer (250mM Tris/HCL, pH8,3 / 2,5M Glycin
/ 1% SDS) verwendet. Solange sich die Proben im Sammelgel befanden wurde eine Spannung
von 60V angelegt, sobald die Proben sich im Trenngel befanden wurde die Spannung auf 80V
erhoht. Als Marker wurde der Prestained Protein Molecular Weight Marker (MBI Fermentas
# SM0441) verwendet.
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- Zusammensetzung des 10%igen Trenngel:

4 ml H,O

3,3 ml 30% Acryl-Bisacrylamid Mix
2,5 ml 1,5M Tris pH8,8

0,01 ml 10% SDS

0,01 mlAmmonium Persulfat

0,002 ml TEMED

- Zusammensetzung des Sammelgel:
2,1 ml H,O

0,5 ml 30% Acryl-Bisacrylamid Mix
0,38 ml 1,5M Tris pH8,8

0,003 ml 10% SDS

0,003 mlAmmonium Persulfat

0,0002 ml TEMED

3.8.4 Western Blot von SDS-Gelen

3. Material und Methoden

Nach der Auftrennung der Proteine im SDS-Gel wurden diese im Fliissigtransfer-Verfahren in

einer Blottingapparatur (Hoefer Scientific Instruments, San Fancisco) bei einer Stromstérke

von 400 mA und einer Laufzeit von etwa 120 min auf eine Nitrocellulose-Membran mit einer

Porengrofle von 0,45 um (Schleicher und Schiill, Dassel) iibertragen. Fiir den Transfer wurde

ein ,,Sandwich® luftblasenfrei aus einem Schwamm, drei Lagen aus 3MM-Wattman-Papier,

der Nitrocellulose-Membran, dem SDS-Gel, erneut drei Lagen 3MM-Wattman-Papier und

einem Schwamm in die mit Transferpuffer befiillte Transferkammer gespannt. Die Membran

war zu der Anoden- und das SDS-Gel zu der Kathodenseite orientiert.

- Zusammensetzung des Transferpuffer
25 mM Tris

192 mM Glycin

0,1% SDS (w/v)

10% Methanol (v/v)

3.8.5 Immunologische Nachweis von Proteinen

57



3. Material und Methoden

Der Immunologische Nachweis von Proteinen wurde exakt nach der Vorschrift von Sigma

Anti-Flag M2 Monoclonal Antibody durchgefiihrt.
Es wurden folgende Antikorper verwendet:
Primarantikorper:

aFLAG-M2: (Sigma # F3165) Dieser Primérantikdrper wurde in der Verdiinnung von 1:5000

eingesetzt.
Sekundéarantikorper:

Anti-Maus 1gG ist ein polyklonaler Antikorper, der von der Firma Sigma (# A-4416)

bezogen und in einer Verdiinnung von 1:20.000 eingesetzt wurde.

Zum Nachweis des entstandenen Komplexes aus nachzuweisendem Protein, Primar- und
Sekundarantikérper wurde das ECLP“S-System (Firma Amersham Biosciences,
Buckinghamshire) verwendet. Hierzu wurde 1 ml der ECLplus-Gebrauchslésung gleichmaRig
auf der Nitrocellulose-Membran verteilt und 5 min inkubiert. Die Gebrauchsldsung setzt sich
wie folgt zusammen: 40 Teile Losung A + 1 Teil Lésung B (ECLplus-Kit). Danach wurde die
Membran mit Whatman-3MM-Papier abgetupft und unmittelbar danach wurde die durch die

Peroxidase katalysierte Chemilumineszenz durch Auflegen eines Réntgenfilms detektiert.
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4. Ergebnisse

Der Transkriptionsfaktor REST ist ein Repressor neuronaler Gene in nicht-neuronalem

Gewebe (Chong et al., 1995; Schoenherr et al, 1995). Die Rolle von REST besteht darin, die

Expression neuronaler Gene auf das zentrale Nervensystem (ZNS) zu beschrinken, indem es

diese Gene in nicht-neuronalen Zellen reprimiert.

Bisher wurden nur wenige durch REST regulierte Gene experimentell genauer untersucht.
Hierzu zéhlen Gene, die fiir Synapsin I, den Brain-derived Neurotrophic Faktor (BDNF), den
spannungsabhidngigen Natriumkanal Typ II (NaV.1.2) und den Glutamat-Rezeptor 2 (GluR2)
kodieren. Lietz et al. (1998) konnte zeigen, dass in menschlichen Neuroblastomazellen ein
direkter Zusammenhang zwischen der Expression des REST-regulierten Gens Synapsin | und
der Expression des REST-Gens besteht, wobei eine erhdhte Konzentration von REST mit einer
erniedrigten Konzentration des Vesikelproteins Synapsin 1 einher geht und umgekehrt.
Synaptophysin, ein weiteres Vesikelprotein, wird wadhrend der neuronalen Differenzierung
zeitgleich mit dem Synapsin I-Gen exprimiert (Knaus et al., 1986, LeClerc et al., 1989). Die
Hemmung der Histon-Deacetylasen mit dem Inhibitor Trichostatin A in P19 Teratocarcinoma-
Zellen resultierte in der Expression der beiden Gene Synapsin | und Synaptophysin (Lietz et
al., 2003), was auf eine Histon-Deacetylase-abhingige Expression beider Gene hinweist.
Daraus lies sich schlieen, dass die Regulation des Synapsin I-Gens und des Synaptophysin-
Gens moglicherweise tiber den gleichen Mechanismus erfolgt.

Ein Ziel dieser Studie war es, die Regulation des Synaptophysin-Gens in unterschiedlichen
Zellsystemen zu analysieren und weitere Gene zu identifizieren, die durch den

Transkriptionsfaktor REST reguliert werden.

4.1 Regulation der Synaptopysin-Genexpression

4.1.1 Eine REST-Bindestelle ist im ersten Intron des Synaptophysin-Gens

vorhanden

Aus bereits publizierten Daten zum Synaptophysin-Gen der Ratte (transiente Transfektionen,
DNA-Protein-Bindungsexperimente von Schoenherr et al., 1996) konnte geschlossen werden,
dass das Synaptophysin-Gen der Ratte durch REST reguliert wird. Die REST-Bindestelle
NRSE des Synaptophysin-Gens der Ratte ist im ersten Intron lokalisiert. Die NRSE Sequenz ist
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spezieniibergreifend hoch konserviert (Schoenherr et al., 1996). Ein Sequenzvergleich zeigte,
dass im ersten Intron des menschlichen Synaptophysin-Gens ebenfalls ein NRSE vorhanden ist
und mit dem der Ratte zu 100% identisch ist (Lietz et al., 2003). Ein Vergleich der NRSE
Sequenzen ist in Abb. 8 angegeben. Zudem wird ersichtlich, dass die regulatorische Sequenz
aus dem menschlichen Synapsin I-Gens nur drei abweichende Nukleotide zum NRSE aus dem

Synaptophysin-Gen aufweist.

TTCAGCACCACGGACAGCGCC Konsensussequenz

TTCAGCACCGCGGACAGTGCC Synapsin | NRSE

e rrrrrr
TCCAGCACCGTGGACAGAGCC Synaptophysin NRSE (Mensch)

AEEREREERENEREERRERN
TCCAGCACCGTGGACAGAGCC Synaptophysin NRSE (Ratte)

Abb. 8: Sequenzvergleich des NRSE aus dem Synaptophysin-Gens mit dem NRSE aus dem Synapsin I-Gen

Vergleich der NRSE-Konsensussequenz (nach Schoenherr et al., 1996) mit dem NRSE des menschlichen
Synapsin 1-Gens, dem NRSE des menschlichen Synaptophysin-Gens (Accession Nr: U93305) und dem NRSE des
Synaptophysin-Gens der Ratte.

Transfektionsexperimente sollten zundchst kldren, ob das NRSE des menschlichen
Synaptophysin-Gens regulatorisch funktionell ist. Hierzu wurde das Reporterplasmid
PSYPrronluc verwendet, welches das NRSE aus dem ersten Intron des menschlichen
Synaptophysin-Gens, den SV40-Promotor und die kodierende Sequenz des Luziferasegens
(luc) enthdlt. Da die REST-Bindestelle unabhingig zur Lokalisation innerhalb der
Transkriptionseinheit funktionell ist (Thiel et al., 1998), konnte die intronische Sequenz
5" zum SV40 Promotor inseriert werden (siche Abb. 9A). Als Kontrollplasmid wurde der
Vektor pGL3-Promotor eingesetzt, der lediglich den SV40-Promotor und die kodierende
Sequenz des Luziferasegens enthdlt. Als Expressionsplasmide dienten entweder
pCMVFLAG-REST, pCMVFLAG-DP-REST oder pCMVmyc-REST4. Diese Plasmide
kodieren fiir FLAG-REST, fiir die dominant-positive (DP) REST-Mutante FLAG-DP-REST,
und fiir myc-REST4, eine neuronspezifische Splicevariante von REST. Die modulére Struktur
von FLAG-REST, FLAG-DP-REST und myc-REST4 sind in Abb. 9B dargestellt. Michael
Lietz konstruierte und analysierte die dominant-positive Form von REST (DP-REST), welche
aufgrund einer starken Aktivatordomidne die Transkription von REST-regulierten
Reportergenen zu aktivieren vermag. DP-REST besteht aus der DNA-Bindedoméne von

REST, bindet also die gleiche Erkennungssequenz auf der DNA. Die Repressordoménen
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wurden deletiert und die starke Aktivatordoméne des Herpes Simplex Virus Proteins VP16 an
die DNA-Bindedoméne fusioniert. Die Fahigkeit von DP-REST, an DNA zu binden und die
Transkription zu aktivieren, wurde mehrfach in Transfektionsexperimenten gezeigt (Lietz et
al., 2001, 2003; Magin et al., 2002). myc-REST4 besteht aus der N-terminalen
Repressordomédne von REST und den ersten fiinf der acht Zinkfinger, sowie einem myc-
Epitop am N-terminus (Magin et al., 2002). Da REST4 weder ein transkriptioneller Repressor
ist, noch die Dereprimierung von REST-Zielgenen bewirkt (Magin et al., 2002; Gurolla-Diaz
et al., 2003), wurde myc-REST4 als Negativkontrolle eingesetzt.

Je eines der Reporterplasmide pSYPpgonluc oder pGL3-Promotor, sowie je eines der
Expressionsplasmide pCMVFLAG-REST, pCMVFLAG-DP-REST oder pCMVmyc-REST4
wurden in die menschliche Neuroblastomazelllinie NS20Y transfiziert. Als Kontrollplasmid
diente der Vektor pCMVS5. Um Unterschiede in der Transfektionseffizienz auszugleichen,
wurde das Referenzplasmid pRSV[, welches das B-Galaktosidase kodierende Gen enthilt,
kotransfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellextrakte prapariert und durch
Messung der Lichteinheiten und der B-Galaktosidaseeinheiten analysiert. Die transiente
Transfektion der beiden Reporterplasmide pSYPiyyonluc und pGL3-Promotor (Abb. 9C und
9D) fiihrte in den NS20Y-Zellen zu einer basalen relativen Luziferaseaktivitit. Die
Kotransfektion des Reporterplasmid pSYPiyronluc mit dem Expressionsplasmid pCMVFLAG-
REST hatte eine deutliche Reduktion der relativen Luziferaseaktivitdt zur Folge. Im Gegensatz
dazu konnte die relative Luziferaseaktivitit durch Kotransfektion des Expressionsplasmids
pCMVFLAG-DP-REST aufgrund der transkriptionellen Aktivatordomine, in der von dem
Plasmid kodierten Transkriptionseinheit, deutlich erhoht werden. Die Kotransfektion des
Expressionsplasmids pPCMVmyc-REST4 zeigte weder eine Reduzierung noch eine Erhéhung
der relativen Luziferaseaktivitit (Abb. 9C). Die Expression von FLAG-REST, FLAG-DP-
REST und myc-REST4 hatten keinen Einfluss auf das Reporterplasmid pGL3-Promotor (Abb
9D). Aus diesen Daten wird ersichtlich, dass die Genexpression des Synaptophysin-Gens {iber

das NRSE im ersten Intron reguliert wird.
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A Reporterplasmide

Intron I P
—rH sva0 H Lugiferae  |—  PSYPppgpgpluc

NRSE Promotor

——{sva Luziferase —  pGL3-Promotor

Promotor

B . Bind-ll}:;:um!ine i
o nmm i ] FLAG-REST
Repressi Represser
domine damine
E l|||||21’::> FLAG-DP-REST
G | | I myc-REST4

PSY P gponluc
o 5
- 4
I3
A
i ©
+ FLAG-REST
+ FLAG-DP-REST
+ myc-REST4
D pGL3-Promoter
5 _ 2
v 31

4+ FLAG-REST
+ FLAG-DP-REST
+ myc-REST4

Abb. 9: Funktionelle Aktivitat des NRSE aus dem ersten Intron des Synaptophysin-Gens

(A) Dargestellt sind die Reporterplasmide pSYPjygonluc und pGL3-Promotor. Das Reporterplasmid pGL3-
Promotor enthdlt den SV40-Promotor und die kodierende Sequenz des Luziferasegens (luc). Das
Reporterplasmid pSYPyygonluc enthilt zusétzlich das intronische NRSE des menschlichen Synaptophysin-Gens.
(B) Moduldre Struktur von REST, DP-REST und REST4. Ein FLAG-Epitop ist am N-Terminus von REST
vorhanden. DP-REST enthélt die REST DNA-Bindedomine und die Aktivierungsdomine des VP16 Proteins aus
dem Herpes Simplex Virus. Zusétzlich sind ein FLAG-Epitop und eine Kernlokalisierungssequenz (NLS) am N-
Terminus vorhanden. myc-REST4 enthélt die ersten fiinf Zinkfinger der DNA-Bindedomaine, sowie ein myc-
Epitop am N-Terminus (C) Bestimmung der relativen Luciferaseaktivitdt in NS20Y, welche mit dem
Reporterplasmid pSYPrgonluc (1 pg/Platte) oder (D) dem Vektor pGL3-Promotor (1 pg/Platte) transfiziert
wurden. Zusitzlich wurde eines der Expressionsplasmide pPCMVFLAG-REST (100ng/Platte), pPCMVFLAG-DP-
REST (100ng/Platte), pPCMVmycREST4 (100ng/Platte) oder der Vektor pCMVS5, sowie das Referenzplasmid
RSV (0,5ug/Platte) welches das fiir die P-Galaktosidase kodierende Gen enthédlt, in die NS20Y-Zellen
kotransfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellextrakte préapariert und die Luziferase-, sowie die -
Galaktosidaseaktivitit bestimmt. Die Daten zeigen das Verhiltnis zwischen der Luziferaseaktivitit

(Lichteinheiten) relativiert auf die B-Galaktosidaseaktivitidt (OD Einheiten), die in den Zellextrakten bestimmt
wurden.
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4.1.2 Funktioneller Vergleich der REST-Bindestelle NRSE aus dem
Synapsin I- und dem Synaptophysin-Gen

Ein Vergleich der REST-Bindestelle NRSE aus dem Synapsin 1-Gen mit der des
Synaptophysin-Gen wies Unterschiede innerhalb der Nukleotidsequenz der beiden NRSE auf
(Abb. 8). Um die regulatorische Funktion der NRSEs aus beiden Genen zu vergleichen,
wurden die Reporterplasmide pSYPNRSE’SV40luc und pSyINRSE’SV40luc verwendet
(Lietz et al., 2003), die entweder zwei NRSE-Kopien aus dem Synaptophysin-Gens
(pPSYPNRSE’SV40luc) oder zwei NRSE-Kopien aus dem Synapsin  I-Gens
(pSYINRSE?SV40luc) enthalten (Abb. 10A). Dariiber hinaus bestehen diese Reporterplasmide
aus dem SV40-Promotor und der kodierenden Region des Luziferasegens (luc). Als
Expressionsplasmide =~ wurden = pCMVFLAG-REST, pCMVFLAG-DP-REST sowie
pCMVmyc-REST4 eingesetzt. Die Neuroblastomazelllinie NS20Y wurde mit dem
Reporterplasmid pSYPNRSE’SV40luc oder pSyINRSE®SV40luc, dem Expressionsplasmid
pCMVFLAG-REST, pCMVFLAG-DP-REST oder pCMVmyc-REST4, sowie dem
Referenzplasmid RSV transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellextrakte
préapariert und durch Messung der Lichteinheiten und der -Galaktosidaseeinheiten analysiert.
Die Transfektion der Reporterplasmide fithrte zu einer basalen relativen Luziferaseaktivitét
(Abb. 10B). Die gleichzeitige Expression von FLAG-REST resultierte in einer deutlichen
Reduktion der relativen Luziferaseaktivitidt (Abb. 10B, oben zweiter Balken). Im Gegensatz
dazu wurde durch Kotransfektion des Expressionsplasmids pCMVFLAG-DP-REST die
relative Luziferaseaktivitit stark erhoht (Abb. 10B, unten zweiter Balken). Die Kotransfektion
des Plasmids pCMVmyc-REST4 zeigte weder eine Aktivierung noch eine Reprimierung der
Transkription des Reportergens. Die Reduktion bzw. Aktivierung der relativen
Luziferaseaktivititen zeigten keinen Unterschied zwischen den beiden Reporterplasmiden
pSYPNRSE?SV40luc und pSyINRSE*SV40luc.

Diese Daten machen deutlich, dass beide NRSE die gleiche funktionelle Aktivitdt besitzen
und als REST-Bindestelle fiir die Regulation der Gene Synaptophysin und Synapsin |

fungieren.
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A Reporterplasmide

NRSE
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TTCAGCACCGCGGACAGTGCC PSYIN RSE28V40luc
TCCAGCACCGTGGACAGAGCC pSYP NRSEZSV40luc

PSYINRSE2SV40luc PSYP NRSEZSV40luc

1

FLAG-REST

: 1 os0 50

+ FLAG-DP-REST

ELr
.
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Abb. 10: Funktioneller Vergleich der REST-Bindestelle NRSE aus dem Synapsin |- und dem
Synaptophysin-Gen

(A) Die beiden Reporterplasmide enthalten den SV40-Promotor und die kodierende Sequenz des Luziferasegens
(luc). Zusitzlich wurden proximal zwei NRSE aus dem Synapsin 1-Gen (pSyINRSE’SV40luc) oder dem
Synaptophysin-Gen (pSYPNRSE’SV40luc) inseriert. (B) Je eins der Reporterplasmide pSyINRSE*SV40luc
(2ng/Platte) oder pSYPNRSE*SV40luc (2pg/Platte), und je eines der Expressionsplasmid pPCMVFLAG-REST
(100ng/Platte), pCMVFLAG-DP-REST (100ng/Platte) oder pCMVmyc-REST4 (100ng/Platte), sowie das
Referenzplasmid RSV (1pg/Platte), welches das fiir die B-Galaktosidase kodierende Gen enthélt, wurden in
NS20Y Zellen transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellextrakte prépariert und die Luziferase-,
sowie die B-Galaktosidaseaktivitit bestimmt. Die Daten zeigen das Verhéltnis zwischen der Luziferaseaktivitit
(Lichteinheiten) relativiert auf die -Galaktosidaseaktivitit (OD Einheiten), die in den Zellextrakten bestimmt
wurden.

4.2 Analyse der Genexpression von REST und seiner Zielgene in

unterschiedlichen Zelllinien

Neuronalen Gene, wie bespielsweise Synapsin | und Synaptophysin werden nicht nur in
neuronalen und neuroendokrinen Zellen exprimiert, sondern auch in endokrinen, Insulin

produzierenden P-pankreatischen Zellen (Atouf et al., 1997; Navone et al., 1986; Thomas-
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Reetz et al., 1993) und wird auf die niedrige endogene REST-Konzentration in diesen Zellen
zuriickgefiihrt (Atouf et al., 1997; Martin et al., 2003; Abderrahmani et al., 2001; 2004).

In dieser Arbeit wurden die Gene Synaptophysin, Secretogranin IlI, Connexin36, BDNF
(brain-derived neurotrophic factor) und GIuR2 (Glutamat-Rezeptor 2) in neuronalen,
neuroendokrinen und pankreatischen Maus-Zellen auf ihre Expression hin untersucht. Wir
konnten bereits zeigen, dass das menschliche Synaptophysin-Gen eine funktionelle REST-
Bindestelle im ersten Intron besitzt (Lietz et al., 2003). Secretogranin II, ein weit verbreitetes
Protein in sekretorischem Granula, wird genau wie Synaptophysin in neuronalen und
neuroendokrinen Zellen exprimiert. Ebenso gibt es Hinweise darauf, dass das
Secretogranin 11-Gen eine potentieclle REST-Bindestelle aufweist und somit als REST-
Zielgen in Frage kommt (Roopra et al., 2001; Watanabe et al., 2004). Das Connexin36-Gen
kodiert ein gap-junction bildendes Protein, welches in pankreatischen Zellen exprimiert wird.
Das Connexin36-Gen enthélt eine REST-Bindestelle in der 5 untranslatierten Region. Es
wurde gezeigt, dass die Uberexpression von REST in B-Zellen zu einer Abnahme des
Connexin36 mRNA-Level in der Zelle fiihrte (Martin et al., 2003). BDNF (brain-derived
neurotrophic factor) ist ein Neurotrophin, welches fiir das Uberleben von Neuronen essentiell
ist. Das BDNF-Gen wird iiber eine palindromische REST-Bindestelle im Promotor II reguliert
(Timmusk et al., 1999; Zuccato et al., 2003). Die Untereinheit des Glutamat Rezeptors 2
(GluR2) wird in Neuronen und im ZNS exprimiert. GluR2 kontrolliert die Ca**-Permeabilitit
des AMPA-Glutamat Rezeptors. Das GluR2-Gen enthélt eine REST-Bindesequenz in der
proximalen Promotorregion (Myers et al., 1998).

In dieser Studie wurde zuerst die Expression des REST-Gens und seiner Zielgene in der
Neuroblastomazelllinie SN56, der Hypophysenzelllinie AtT20, den pankreatischen Zelllinien
aTC1-9 und BTC3 und der Fibroblastenzelle LMTK" analysiert und miteinander verglichen.
Als Kontrolle wurde die Expression des Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase-Gens
(GAPDH) analysiert, da dieses Gen ubiquitir exprimiert wird.

Die zytoplasmatische Gesamt-RNA wurde aus AtT20, SN56, LMTK", aTC1-9 und BTC3
préapariert und mit spezifischen, radioaktiv markierten cRNA-Sonden, den sog. ,,Riboprobes*
gegen die mRNA der Gene REST, Synaptophysin, Secretogranin 11, Connexin36, BDNF und
GIuR2 hybridisiert und mit Hilfe des RNase Schutzexperimentes (siche Material und
Methoden 3.7.1) analysiert. Als Kontrollen dienten Gene, die nicht durch REST reguliert
werden. Es wurden spezifische Riboprobes gegen die mRNA des GAPDH-Gens und gegen
die mRNA des p21WAF/C'P-Gen, welches fiir den Cyclin-abhidngigen Kinase Inhibitor kodiert.

Aus Abb. 11 wird ersichtlich, dass die Genexpression von REST am stdrksten in der
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Fibroblastenzelle LMTK™ war, wohingegen in der neuronalen Zelllinie SN56 und der
Hypophysenzelllinie AtT20 eine nur geringe Expression des REST-Gens detektiert werden
konnte. Eine Expression des REST-Gens konnte in den pankreatischen o - und 3-Zellen nicht
detektiert werden.

Das Expressionsmuster der Gene Synaptophysin und Secretogranin Il zeigte deutlich, dass
beide Gene in den neuronalen, neuroendokrinen und pankreatischen Zellen exprimiert
wurden, jedoch nicht in den Fibroblastenzellen. Der hochste Level an Synaptophysin-mRNA
konnte in der neuronalen Zelllinie SN56 gemessen werden. Secretogranin Il wurde stark in
AtT20 und den pankreatischen aTC1-9 exprimiert, und weniger stark in SN56 und der
Pankreaszelllinie BTC3. Connexin36-Gentranskripte konnten nur in den pankreatischen
Zellen nachgewiesen werden, wodurch eine pankreas-spezifische Expression des Connexin36-
Gens bestitigt wird (Martin et al., 2003). BDNF- bzw. GIuR2-mRNA wurde in keiner der
fiinf analysierten Zelllininen detektiert. Die fir GAPDH und p21"A7“ kodierenden Gene,

wurden in allen Zellen etwa gleich stark exprimiert.

66



4. Ergbnisse

2
g
=3
3
1

bl
! - < RESTmRNA
—

-

AtT20
SN56
LMTK"
oTC1-9
pTC3

Synaptophysin
l - - W | mRNA

A Secretogranin Il
. ! . l <« RNA

Connexin36
» ——

mRNA

- BDNF mRNA

-

-E < GluR2 mRNA

WAF/CIP

p21
L LA 14 Ipay

<« GAPDH mRNA

Abb. 11: Genexpression von REST und REST-Zielgenen

Die zytoplasmatische Gesamt-RNA wurde aus den Zelllinien SN56, AtT20, aTC1-9, BTC3 und LMTK"
prépariert und mit Hilfe des RNase Schutzexperimentes unter Verwendung von spezifischen cRNA-Sonden
gegen die mRNA von REST, Synaptophysin, Secretogranin I, Connexin36, BDNF, GIuR2, p21"AF°'® und
GAPDH hybridisiert und analysiert. Hierzu wurden 20pug zytoplasmatische Gesamt-RNA fiir die Analyse der
Genexpression von REST, Synaptophysin, Secretogranin Il und Connexin36, sowie 40ug zytoplasmatische
Gesamt-RNA zur Analyse der Genexpression von BDNF und GIUR2 und 2,5ug zytoplasmatische Gesamt-RNA
fiir das GAPDH-Gen eingesetzt.
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Um sicherzustellen, dass die spezifische cRNA-Sonde zur Detektion der BDNF-mRNA
funktionell ist, wurde das Expressionsplasmid pCMVtriBDNF, welches drei Kopien der
kodierende Sequenz des BDNF-Gens enthdlt, in die embryonale Nierenzelllinie 293T
transfiziert und fiir 24 h inkubiert. Im Anschluss daran wurde die zytoplasmatische Gesamt-
RNA prépariert und die RNA mit der spezifischen cRNA-Sonde gegen die mRNA von BDNF
hybridisiert und analysiert. Das Ergebnis zeigte, dass die BDNF-cRNA-Sonde, welche mit
der BDNF-mRNA hybridisiert, funktionell war (Abb. 12).

pCMV
tri-
BDNF

Riboprobe

<4BDNF

Abb. 12: Test zur Funktionalitat der BDNF-spezifischen cRNA-Sonde

Das Expressionsplasmid pCMVtriBDNF (1pg/Platte) wurde in 293T-Zellen transfiziert. 24 h nach der
Transfektion wurde die zytoplasmatische Gesamt-RNA aus der Zelllinien 293T prépariert und mit Hilfe des
RNase Schutzexperimentes mit der spezifischen cRNA-Sonde gegen die mRNA des BDNF-Gens hybridisiert
und analysiert. Hierzu wurden 20 pg zytoplasmatische Gesamt-RNA fiir die Analyse der BDNF -mRNA
eingesetzt.

4.3  Analyse der Genexpression REST-regulierter Gene durch Hemmung
der Histon-Deacetylasen mit Trichostatin A (TSA)

REST besitz zwei Respressordoménen, eine am N-Terminus und die Zweite am C-Terminus
(Tapia-Ramirez et al., 1997; Thiel et al., 1998). REST reprimiert die Genexpression durch das
Heranfilhren von Histon-Deacetylasen (HDAC) an die Transkriptionseinheiten seiner
Zielgene (Huang et al., 1999; Naruse et al., 1999; Ballas et al., 2001). Diese Arbeitsgruppen
zeigten, dass die HDAC-vermittelte Repression durch eine Behandlung mit dem HDAC-
Inhibitor Trichostatin A (TSA) aufgehoben werden konnte. Dariiber hinaus konnte von
Naruse et al. (1999) gezeigt werden, dass die nicht-neuronale Zelllinie NIH-3T3 nach
Inkubation mit TSA die neuronalen Gene SCG10, Cholinazetyltransferase (ChAT) und N-
Methyl-Differenzierung-Aspartat Rezeptor 1 (NMDARL1) exprimierte.

Die Frage, ob REST die Genexpression seiner Zielgene in jeder Zelllinie {iber den gleichen

Repressionsmechanismus reguliert, soll durch die Inhibition der Histon-Deacetylase mit TSA
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in verschiedenen Zellensystemen analysiert werden. Da die Expression von p21WAF/C'P als
Trichostatin A sensitiv beschrieben wurde (Sowa et al., 1999), diente dieses Gens als
Positivkontrolle. Die Zelllinien wurden 24 h mit Trichostatin A oder dem Losungsmittel
DMSO inkubiert und anschlieBend die zytoplasmatische Gesamt-RNA pripariert. Die zu
analysierende RNA wurde mit Hilfe spezifischer cRNA-Sonden gegen die mRNA der Gene
Synaptophysin, Secretogranin 11, Connexin36, BDNF und GIuR2, p21"*7“'"" und GAPDH
hybridisiert und durch RNase Schutzexperimente untersucht. Aus den erhaltenen Daten ging
hervor, dass die Expression der Gene Synaptophysin und Secretogranin Il in AtT20, SN56,
oTC1-9 und BTC3 durch die Behandlung der Zelllinien mit TSA verstirkt wurde (Abb. 13).
Der Expressionslevel des Gens Synaptophysin war in AtT20 um etwa das 4-fache erhoht, der
Secretogranin II-mRNA Level stieg in AtT20, SN56, aTC1-9 und BTC3 um das 2-2.5-fache.
Die Expression des Connexin36-Gens blieb weiterhin auf die pankreatischen o— und B-Zellen
beschrankt. Hier erhohte sich der Connexin36-mRNA Level um das 3.5 bis 4-fache. Die
Inhibition der Histon-Deacetylasen war jedoch nicht ausreichend, um die Expression des
Connexin36-Gens in den neuronalen SN56-Zellen oder der Hypophysenzelle AtT20 zu
induzieren. Auch konnte die Expression der Gene BDNF und GIuR2 in keiner der
untersuchten Zelllinien durch TSA dereprimiert werden.

Dies gab einen Hinweis darauf, dass weder die endogenen Konzentration von REST, noch die
Aktivitdit der Histon-Deacetylasen eine Rolle bei der Regulation der Genexpression von
BDNF und GIuR2 spielen. Die Inhibition der Histon-Deacetylasen zeigte keinerlei
Derepression der Gene Synaptophysin, Secretogranin 11, Connexin36, BDNF oder GIuR2 in
den LMTK" Fibroblasten, was darauf schliefen ldsst, dass diese Gene in LMTK"™ unabhéngig

LWAFICIP g

von Histon-Deacetylasen reprimiert werden. Die Expression des Kontrollgens p2
nach der Inkubation mit Trichostatin A in allen Zelllinien um das 2-2.5 fache an (Abb. 13).

Die gewonnen Daten machen deutlich, dass die Expression der neuronalen Gene
Synaptophysin und Secretogranin Il in den neuronalen-, neuroendokrinen-, und endokrinen
Zelllinien iiber Histon-Deacetylasen reguliert werden. Gleiches gilt fiir das Connexin36-Gen,
dessen Expression jedoch zelltyp-spezifisch reguliert zu sein scheint und nur auf die

pankreatischen Zellen beschrénkt ist.
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Abb. 13: Gesteigerte Expression von REST-Zielgenen in neuronalen, neuroendokrinen und endokrinen
Zellen durch Inkubation mit dem Histon-Deacetylase Inhibitor Trichostatin A (TSA)

Die Zellen wurden ausgesét und iiber einen Zeitraum von 24 h mit DMSO (-) oder mit Trichostatin A (+) (100
ng/ml Medium) inkubiert. Die zytoplasmatische Gesamt-RNA wurde aus den unbehandelten und den mit
Trichostatin A behandelten Mauszellen prépariert und mit Hilfe des RNase Schutzexperimentes und spezifischen
cRNA-Sonden gegen die mRNA der Gene Synaptophysin, Secretogranin Il, Connexin36, BDNF, GIuR2,
p21WAFIC® ynd GAPDH hybridisiert und analysiert. Hierzu wurden 20pug zytoplasmatische Gesamt-RNA fiir die
Analyse der Genexpression von Synaptophysin, Secretogranin II, Connexin36 und p21"“A7C" sowie 40pg
zytoplasmatische Gesamt-RNA fiir die Analyse der Genexpression von BDNF und GIuR2 und 2,5pg
zytoplasmatische Gesamt-RNA fiir das GAPDH-Gen eingesetzt.

70



4. Ergbnisse

4.4 Induzierte Genexpression von REST-Zielgenen

Um die REST-vermittelte, zelltyp-spezifische Regulation der neuronalen Genexpression in
verschiedenen Zelllinien besser analysieren zu kdnnen, wurde hier die dominant-positive
REST-Mutante (DP-REST) verwendet. Das DP-REST-Protein soll nicht nur die REST
vermittelte Repression der Transkription aufheben, sondern die Expression der jeweiligen
Gene zusitzlich aktivieren. Mittels einer induzierbaren Form von DP-REST, namens
DP-REST:ER, die durch Fusion von DP-REST mit der Hormonbindedoméine des
Ostrogenrezeptors (ER) konstruiert wurde, ldsst sich der Zeitpunkt der Aktivierung des
Proteins frei wihlen. Abb. 14A zeigt die moduldren Strukturen von REST, DP-REST und
DP-REST:ER. Abb. 14B zeigt schematisch den Induktionsmechanismus. Das DP-REST:ER-
Protein liegt zundchst inaktiv vor, da in Abwesenheit des Hormons das heat-shock-Protein
HSP90 an der hormonbindenden Domine des Ostrogenrezeptors bindet und so die
Aktivierung der Genexpression REST-regulierter Zielgene verhindert. Durch Zugabe des
Hormons kommt es zur Konformationsdnderung des Rezeptors, das HSP90 Protein dissoziiert
vom Ostrogenrezeptor ab und gibt die VP16 Aktivatordomiine frei. DP-REST:ER kann nun
das endogene REST von der DNA-Bindestelle NRSE verdringen und die Transkription
REST-regulierter Gene aktivieren. Die Verwendung der Ostrogenrezeptor-Mutante ER*"%/fe?
Mutant orlaubt die Verwendung des synthetischen Liganden 4-Hydroxytamoxifen (4-OHT) als
aktivierendes Hormon. Eine Mutation in der hormonbindenden Domine des
Ostrogenrezeptors (Aminosiureaustausch an Position 525: Glyzin — Arginin) verindert zwar
nicht die Affinitit des Rezeptors zu 4-OHT, die Affinitit zu Ostrogen reduziert sich jedoch
um das 1000-fache (Littlewood et al., 1995).
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Abb. 14: (A) Moduldre Struktur von REST, DP-REST und DP-REST:ER und (B) schematische

Darstellung der Induktion der dominant-positiven REST-Mutante mit 4-OHT
(A) Die funktionellen Doménen fiir die DNA-Bindung und die transkriptionelle Repression sind markiert. DP-
REST und DP-REST:ER fehlen jeweils die C- und N-terminale Repressordoméne von REST. Die Proteine DP-
REST und DP-REST:ER besitzen zusdtzlich am N-Terminus die spezifische Erkennungssequenz FLAG und ein
Kernlokalisationssignal (NLS), sowie am C-Terminus die Aktivatordoméne des Herpes Simplex Virus Proteins
VP16. DP-REST:ER besitzt zusitzlich die Liganden-Bindedomine des Ostrogenrezeptors. (B) Schematische
Darstellung des Aktivierungsmechanismus. DP-REST:ER wird als inaktive Form exprimiert und erst durch die
Zugabe von 4-OHT aktiv. In Abwesenheit des Hormonderivats bindet das heat-shock-Protein HSP90 an die
hormonbindende Domine des Ostrogenrezeptors und verhindert so die Transkription REST-regulierter Gene.
Durch Zugabe von 4-OHT kommt es zur Konformationsdnderung des Rezeptors und das HSP90 Protein kann
nicht weiter an den Ostrogenrezeptor binden. Das DP- REST:ER Protein kann nun die Transkription REST-
regulierter Gene aktivieren.
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4.4.1 Generierung von Zelllinien, die dauerhaft DP-REST:ER exprimieren

Als erstes wurde die dominant-positive REST-Mutante DP-REST:ER zur Generierung von
Zelllinien eingesetzt, die dauerhaft DP-REST:ER exprimieren. Mittels Retroviren wurde die
REST-Mutante in die Zelllinien AtT20, SN56, aTC1-9, BTC3 und LMTK' eingebracht. Dazu
wurde die kodierende Sequenz von DP-REST:ER in die retroviralen Vektoren pMSCV und
pLNCX kloniert und wird im folgendem als pMSCV-DP-REST:ER bzw. pLNCX-DP-
REST:ER bezeichnet. pMSCV-DP-REST:ER enthélt zusitzlich die kodierende Region des
Puromyzin-Acetyltransferase-Gens unter der Kontrolle des Phosphoglyzerat-Kinase
Promotors (Ppkg) und das virale Verpackungssignal y+. Die Expression des DP-REST:ER-
Proteins steht unter Kontrolle der long terminal repeats (LTR). pPLNCX-DP-REST:ER enthélt
zusdtzlich zur cDNA von DP-REST:ER die kodierende Region des Neomyzin-
Phosphotransgerase-Gens unter der Kontrolle des SV40-Promotors und das virale
Verpackungssignal ¢. Die Expression des DP-REST:ER-Proteins steht unter Kontrolle des
Zytomegalievirus IE Promotor/Enhancer. Die Konstrukte wurden in die Verpackungszelllinie
Phoenix-eco transfiziert und ein Virusstock erzeugt, der anschlieend zur Infektion der Zellen
benutzt wurde. 72 h nach Infektion wurden die Zellen mit Puromyzin (0,75pg/ml) bzw. mit
G418 (600ug/ml) iiber einen Zeitraum von drei Wochen selektiert und anschlieend die
resistenten Zellen analysiert. Zur Kontrolle wurden die Zelllinien mit dem Leervektor
pMSCV bzw. pLNCX infiziert und analysiert. Die Kernproteine wurden prapariert und mit
Hilfe eines Western-Blots immunologisch untersucht. Dazu wurden Antikorper verwendet,

die spezifisch gegen das FLAG-Epitop gerichtet sind (Abb. 15).

AtT20 SN56 oTC1-9 PTC3

kDA = * * * pac

*% ok *k x%  DP-REST:ER
119 =

—_— — — = | DP-RESTER
87 =

LMTK"

kDA x neo

x% DP-RESTER
119 =

e |« DP-REST:ER

87 =

Abb.15: Expression von DP-REST:ER in AtT20-, SN56-, aTC1-9-, BTC3- und LMTK-Zellen
Western-Blot Analyse der priparierten Kernproteine aus AtT20, SN56, aTC1-9, BTC3 und LMTK'. Die
Proteine wurden mit Hilfe des Anti-FLAG-Antikdrpers nachgewiesen. Als Kontrolle wurden solche Zellen
analysiert, welche nur den Selektionsmarker Puromyzin-Azetyltransferase (pac) bzw. Neomyzin-
Phosphotransferase (neo) exprimieren.
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Das detektierte Protein hat das Laufverhalten eines etwa 100 kDa Proteins im SDS-Gel (Abb.
15) und konnte nur in den Zellen nachgewiesen werden, die mit pMSCV-DP-REST:ER bzw.
LNCX-DP-REST:ER infiziert wurden, nicht jedoch in Zellen, die lediglich die Puromyzin-
Azetyltransferase (pac) bzw. Neomyzin-Phosphotransferase (neo) exprimierten. Aus dieser
Western-Blot-Analyse geht hervor, dass DP-REST:ER exprimiert wird. Die entstandenen
Zelllinien wurden im folgendem AtT20pp.rest:Er, SNS56pp.resT:ErR, OTC1-9ppRrESTER,
BTC3ppresT:er Uund LMTK pprest:rr  genannt. Die Kontrollzellen, die den Leervektor

beinhalten wurden AtT20pac, SN56pac, aTC1-9pac, BTC3pac und LMTK neo genannt.

4.4.2 Analyse der transkriptionellen Aktivitat von DP-REST:ER

Um zu priifen, ob das dauerhaft exprimierte DP-REST:ER in den Zellen in der Lage ist,
REST-regulierte Gene zu aktivieren, wurden zunichst die Reporterplasmide pSYPrgonluc und
pSYPNRSE’SV40luc in Transfektionsexperimente eingesetzt. Als Kontrolle diente das
Plasmid pGL3-Promotor (siche auch 4.1.1 und 4.1.2). Je eines der Reporterplasmide
PSYPnronluc oder pSYPNRSEZSV401uc und das Referenzplasmid pRSV wurden in die
DP-REST:ER exprimierenden Zelllinien transfiziert und 24 h nach der Transfektion mit
4-OHT induziert. Nach insgesamt 48 h wurden die Zellextrakte préapariert und durch Messung
der Lichteinheiten und der [-Galaktosidaseeinheiten analysiert. Die Ergebnisse der
Transfektion sind in Abb. 16 dargestellt. Die Transfektion des Reporterplasmids pSY Pryronluc
fiihrte nach Zugabe von 4-OHT =zu einer erhohten transkriptionellen Aktivitit des
Reporterplasmids in der GroBenordnung von 1.8-fach (AtT20pp.restEr-Zellen), 1.9-fach
(SN56pp.rest:Er-Zellen), 5.2-fach (aTC1-9pprest:er-Zellen) bzw. 10-fach (BTC3pp.rest:ER-
Zellen) (Abb. 16A). Die Transfektion des Reporterplasmids pSYPNRSE*SV40luc, welches
zwel REST-Bindestellen besitzt, fiihrte zu einer basalen relativen Luziferaseaktivitit, die nach
Induktion mit 4-OHT um den Faktor 20 (AtT20pprester-Zellen), 14.5 (SN56ppresT:ER-
Zellen), 12 (aTC1-9pprest:er-Zellen) bzw. 16 (BTC3pp-rester-Zellen) gesteigert wurde (Abb.
16B). Transfektionen mit dem Kontrollplasmid pGL3-Promotor zeigten keine Aktivierung der
relativen Luziferaseeinheiten (Abb. 16C). Anhand dieser Ergebnisse wird klar, dass das
integrierte Transgen aktiv ist und die Transkription der Reporterplasmide, die ein oder mehrere
NRSE besitzen, aktivieren kann. In LMTK pprest-er-Fibroblasten wurde die relative
Luziferaseaktivitit der Reporterplasmide pSYPuuonluc oder pSYPNRSE’SV40luc nicht
signifikant durch die Induktion mit 4-OHT erhoht. Dies 146t sich auf den hohen endogenen
REST-Level zuriickfiihren, welcher mit der dominat-positiven Mutante DP-REST:ER um die

74



4. Ergbnisse

Bindung an die REST-Bindestelle konkurriert. Die gleichen Transfektionen wurden ebenfalls
mit den Kontrollzellen AtT20pac, SN56pac, aTCl1-9pac, BTC3pac und LMTK'neo
durchgefiihrt. Wie erwartet konnten trotz 4-OHT Stimulation keinerlei Verdnderungen in den

relativen Luziferaseaktivitdten detektiert werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 16: Biologische Aktivitat des dominant-positiven REST-Proteins DP-REST:ER

Die Reporterplasmide (A) pSYPpuonluc (1pg/Platte), (B) pSYPNRSE’SV40luc (1pg/Platte) oder (C) das
Kontrollplasmid pGL3-Promotor (1 pg/Platte) und das Referenzplasmid pRSV (0,5ug/Platte) wurde in die
Mauszelllinien transfiziert und 24 h nach der Transfektion mit 4-OHT (1pM) behandelt. Nach weiteren 24 h
wurden die Zellextrakte prapariert und die Luziferase-, sowie die -Galaktosidaseaktivitit bestimmt. Die Daten
zeigen das Verhiltnis zwischen der Luziferaseaktivitdt (Lichteinheiten) und der B-Galaktosidaseaktivitat (OD
Einheiten).
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Das Reporterplasmid pSyINRSEluc enthilt vier NRSE Kopien aus der Promotorregion des
Synapsin I-Gens. Diese vier NRSE machen das Reporterplasmid sehr sensitiv fiir die Bindung
von REST oder DP-REST:ER. pSyINRSE4luc wurde zusammen mit dem Referenzplasmid
pRSVPB in LMTK pp.rest:er  transfiziert. Als Kontrolle dient das Reporterplasmid
pHIVTATAluc. Im Fall des Reporterplasmids pSyINRSE'luc konnten die relative
Luziferaseaktivitidt um den Faktor 9.8 durch die Aktivierung des DP-REST:ER Proteins mit 4-
OHT erhoht werden (Abb. 17A). Dies zeigte, dass das positiv-dominante REST-Protein in
LMTK" funktionell ist. Die Transfektion des Reporterplasmids pHIVTATAluc, welches keine
REST-Bindestelle enthilt, fiihrt zu einer basalen Luziferaseaktivitét, die durch Induktion mit
4-OHT nicht gesteigert werden konnte (Abb. 17B). Die gleichen Transfektion wurden
ebenfalls mit den Kontrollzelllinie LMTK™ neo durchgefiihrt. Wie erwartet konnten nach
4-OHT Stimulation keinerlei Verdnderungen in den relativen Luziferaseaktivititen detektiert

werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 17: Aktivitat des dominant-positiven REST-Proteins DP-REST:ER in LMTK™-Zellen

(A) Das Reporterplasmid pSyINRSE'luc (1pg/Platte) oder (B) pHIVTATAluc (lpg/Platte) und das
Referenzplasmid pRSV[ (0,5pg/Platte) wurde in die LMTK pprest.er Zelllinie transfiziert und 24 h nach der
Transfektion mit 4-OHT (1uM) behandelt. Nach weiteren 24 h wurden die Zellextrakte préapariert und die
Luziferase-, sowie die [B-Galaktosidaseaktivitit bestimmt. Die Daten zeigen das Verhiltnis zwischen der
Luziferaseaktivitit (Lichteinheiten) und der 3-Galaktosidaseaktivitdt (OD Einheiten).
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45 Transkription von REST-Zielgenen durch Stimulation von
DP-REST:ER mit 4-OHT

Da die Transfektionsergebnisse gezeigt haben, dass DP-REST:ER nach Induktion mit 4-OHT
die Transkription von NRSE-beinhaltenden Reporterkonstrukten aktiviert, wurde in den
folgenden Experimenten iiberpriift, ob DP-REST:ER auch die in ihre natiirliche
Chromatinstruktur eingebetteten REST-Zielgen zu aktivieren vermag.

DP-REST:ER exprimierende AtT20, SN56, aTC1-9, BTC3 und LMTK" Zellen wurden fiir
24 h mit Ethanol oder mit 4-OHT behandelt, die Zellen anschlieBend geerntet und die
zytoplasmatische Gesamt-RNA pripariert. Die zu analysierende RNA wurde mit spezifischen
cRNA-Sonden gegen die mRNA der Gene Synaptophysin, Secretogranin 11, Connexin36,
BDNF, GluR2, p21"A7“"" ynd GAPDH hybridisiert und mit Hilfe des RNase
Schutzexperimentes untersucht. Abb. 18 zeigt, dass die Expression der Gene Synaptophysin
und Secretogranin Il durch Stimulation mit 4-OHT mit Ausnahme der Fibroblastenzelllinie,
in allen Zelllinien induziert werden konnte. Die Expression des Synaptophysin-Gens konnte
durch die Aktivierung von DP-REST:ER in AtT20pprestier, SNS56pp-REST:ER,
oTC1-9pprester und BTC3pprestier um das 2-fache erhoht werden. Ebenso konnte die
Genexpression von Secretogranin Il deutlich gesteigert werden. So war der Secretogranin 11
mRNA-Level in den pankreatischen Zellen aTC1-9pp_rest-gr und BTC3pprest:Er um das 3.5-
fache bzw. um das 11-fache gesteigert. Die Stimulation mit 4-OHT bewirkte einen Anstieg
des Secretogranin Il mRNA-Levels in AtT20pp.rest:er um das 3-fache, in SN56pp_rest:Er um
das S-fache gegeniiber den mit Ethanol behandelten Zellen. Die Transkription des
Connexin36-Gens stieg dagegen in den Pankreaszellen um den Faktor 2 (aTC1-9pp.rest:ER)
und den Faktor 3 (BTC3pprest:r) an. In AtT20pprest:rr Und SNS56pp_resT:gr konnte nach
Induktion mit 4-OHT kein Connexin36-Transkript detektiert werden. BDNF- und GluR2-
Transkripte konnten in keiner der untersuchten Zelllinien detektiert werden. Auch bewirkte
die Aktivierung der DP-REST:ER Mutante keine Expression der REST-Zielgene in den
Fibroblastenzellen LMTK . Die Transkription des Kontrollgens p21WAF/ “P wurde durch
Induktion mit 4-OHT nicht beeinflusst, da dieses nicht durch REST reguliert wird.
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Abb. 18: Expression von REST-Zielgenen in neuronalen, neuroendokrinen und endokrinen Zellen durch
Aktivierung von DP-REST:ER mit 4-OHT

Die Zellen wurden ausgesét und iiber einen Zeitraum von 24 h mit Ethanol (-) oder mit 4-OHT (+) (1uM)
inkubiert. Die zytoplasmatische Gesamt-RNA wurde aus den unbehandelten und den mit 4-OHT behandelten
Mauszellen pripariert und mit Hilfe des RNase Schutzexperimentes und spezifischen cRNA-Sonden gegen die
mRNA der Gene Synaptophysin, Secretogranin I, Connexin36, BDNF, GluR2, p21"A¥“"" und GAPDH
hybridisiert und analysiert. Hierzu wurden 20 pug zytoplasmatische RNA fiir die Analyse der Genexpression von
Synaptophysin, Secretogranin I, Connexin36 und p21"¥A7C"" sowie 40 ug zytoplasmatische Gesamt-RNA fiir
die Analyse der Genexpression von BDNF und GIuR2 und 2,5 pg zytoplasmatische Gesamt-RNA fiir das
GAPDH-Gen eingesetzt.
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4.6 Additiver Effekt auf die Genexpression von Synaptophysin,
Secretogranin Il und Connexin36 durch gleichzeitige Inkubation mit
Trichostatin A und 4-OHT

Aus den bisherigen Daten geht hervor, dass die Zugabe von Trichostatin A bzw. 4-OHT die
Genexpression von Synaptophysin, Secretogranin Il und Connexin36 aktivierend beeinflusst.
Im weiteren Verlauf wurde nun iiberpriift, welchen Einfluss die Zugabe von TSA bei
gleichzeitiger Aktivierung von DP-REST:ER mit 4-OHT auf die Genexpression von
Synaptophysin, Secretogranin 1, Connexin36, BDNF und GIuR2 hat. Die Zelllinien
AtT20ppresT:ER, SNS6ppresTER, OATCI-9pprest:Er, BTC3pprester und LMTK pprest:ER
wurden fiir 24 h mit TSA oder DMSO inkubiert. Gleichzeitig wurde Ethanol oder 4-OHT
zugefiigt. Die zytoplasmatische Gesamt-RNA wurde isoliert und mittels RNase
Schutzexperimenten die Expression der Gene analysiert. Die Ergebnisse dieser Analyse sind
in Abb. 19A und 19B dargestellt. Die Inhibierung der Histon-Deacetylasen mit TSA und die
zeitgleiche Aktivierung des DP-REST:ER-Proteins mit 4-OHT zeigten einen additiven Effekt
auf die Expression von Synaptophysin und Secretogranin Il in AtT20, SN56 und den
pankreatischen o— und B-Zellen (Abb. 19A und 19B). Die Behandlung der Zelllinien mit
TSA oder 4-OHT bzw. die gleichzeitige Zugabe von TSA und 4-OHT erhohte den mRNA-
Level von Synaptophysin um 2.0, 2.5 und 5.0 im Fall von AtT20pprest:er und um 2.0, 4.0,
und 7.0 im Fall von SN56pp_rest:er. In der pankreatischen Zelllinie a TC1-9pp.rest:er Wurde
die Expression um die Faktoren 2.0, 3.5 und 5.0 erh6ht bzw. um die Faktoren 2.0, 2.5 und 4.0.
in BTC3pprest:er- Die Behandlung mit TSA, 4-OHT oder die gleichzeitige Zugabe von TSA
und 4-OHT verstéirkte den Secretogranin 1l mRNA-Level um die Faktoren 2.0, 3.0 und 5.5
(AtT20ppresT:ER), UM 2.5, 5.5 und 7.5 (SN56pp.rest:Er), um 2.0, 3.5 und 6.0 (aTC1-9pp.
resT:er) Und um 2.0, 3.0 und 4.5 (BTC3pprest:er). Die Zugabe von TSA, 4-OHT oder die
gleichzeitige Behandlung der Zellen mit TSA und 4-OHT verstarkte den Connexin36 mRNA-
Level in den pankreatischen Zelllinien um die Faktoren 2.0, 2.0 und 4.0 im Fall der Zelllinie
aTC1-9pprest:rr und um die Faktoren 2.0, 3.0 und 4.5 im Fall der Zelllinie BTC3pp_rest:ER,
zeigte jedoch keinen Einfluss auf die anderen Zelllinien. Die Genexpression von BDNF und
GluR2 konnte bei keiner der behandelten Zellen detektiert werden, auch konnte keines der
untersuchten REST-Zielgene in der Fibroblastenzelle LMTK™ durch die gleichzeitige
Behandlung mit TSA und die Aktivierung der Mutante mit 4-OHT beobachtet werden. Dies
zeigt, dass die Inhibition der Histon-Deacetylasen, sowie die gleichzeitige Aktivierung des
Aktivatorproteins DP-REST:ER nicht in jedem Zellsystem ausreicht, um die Expression von
REST-Zielgenen zu induzieren.
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Abb. 19A: Expression von REST-Zielgenen in DP-REST:ER exprimierenden Zelllinien, nach Inkubation

mit TSA, 4-OHT bzw. gleichzeitiger Zugabe von TSA und 4-OHT.

Die Zellen wurden ausgesit und iiber einen Zeitraum von 24 h mit TSA (100ng/ml), 4-OHT (1uM) oder beiden
Induktoren gleichzeitig inkubiert. Die zytoplasmatische Gesamt-RNA wurde aus den unbehandelten bzw. den
behandelten Mauszellen prapariert und mit Hilfe des RNase Schutzexperimentes und spezifischen cRNA-Sonden
gegen die mRNA der Gene Synaptophysin, Secretogranin Il, Connexin36, BDNF, GIuR2 und GAPDH
hybridisiert und analysiert. Hierzu wurden 20pg zytoplasmatische Gesamt-RNA fiir die Analyse der
Genexpression von Synaptophysin, Secretogranin I, Connexin36, sowie 40ug zytoplasmatische Gesamt-RNA
fiir die Analyse der Genexpression von BDNF und GIuR2 und 2,5ug zytoplasmatische Gesamt-RNA fiir das

GAPDH-Gen eingesetzt.
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Abb. 19B: Expression von REST-Zielgenen in den DP-REST:ER exprimierenden Pankreaszellen, nach
Inkubation mit TSA, 4-OHT bzw. gleichzeitiger Zugabe von TSA und 4-OHT

Die Zellen wurden ausgesét und iiber einen Zeitraum von 24 h mit TSA (100ng/ml), 4-OHT (1uM) oder beiden
Induktoren gleichzeitig inkubiert. Die zytoplasmatische Gesamt-RNA wurde aus den unbehandelten bzw. den
behandelten Mauszellen prépariert und mit Hilfe des RNase Schutzexperimentes und spezifischen cRNA-Sonden
gegen die mRNA der Gene Synaptophysin, Secretogranin Il, Connexin36, BDNF, GIuR2 und GAPDH
hybridisiert und analysiert. Hierzu wurden 20pg zytoplasmatische RNA fiir die Analyse der Genexpression von
Synaptophysin, Secretogranin I, Connexin36, sowie 40ug zytoplasmatische Gesamt-RNA fiir die Analyse der
Genexpression von BDNF und GIuR2 und 2,5 pg zytoplasmatische Gesamt-RNA fiir das GAPDH-Gen
eingesetzt.
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4.7  Einfluss des DNA-Methyltransferase-Inhibitors 5-Aza-Cytidine auf

die Expression REST-regulierter Gene

Wie bereits in der Einleitung (2.4) beschrieben, spielen Anderungen des Methylierungsgrads
der DNA bei der transkriptionellen Reprimierung eine grofe Rolle. Die Methylierung des
Cytosin in CpG-Dinukleotiden durch DNA-Methyltransferasen ist dabei der entscheidende
Schritt, da diese C"pG-Dinukleotide eine Bindestelle fiir das Repressorprotein MeCP2
(methyl-CpG-binding protein 2) bildet. MeCP2 reprimiert die Gentranskription durch
Rekrutierung von Histon-Deacetylasen an die methylierten DNA-Abschnitte (Jones et al,
1998; Nan et al., 1998). Auch fiir REST wurden Wechselwirkungen mit dem C"pG-
bindenden Repressorprotein MeCP2 beschrieben, wobei das Korepressorprotein CoREST als
Protein-Briicke zwischen REST und MeCP2 dient (Lunyak et al., 2002).

Hier wurde der Effekt des Methyltransferase-Inhibitors 5-Aza-Cytidine (5-AzaC) auf die
Expression der REST-Zielgene Synaptophysin, Secretogranin I, Connexin36, BDNF und
GIuR2 untersucht. Dazu wurden die Zelllinien AtT20, SN56, aTC1-9, BTC3 und LMTK" fiir
72 h mit 5-AzaC inkubiert. Die zytoplasmatische Gesamt-RNA wurde isoliert und mittels des
RNase Schutzexperimentes die Expression der Gene Synaptophysin, Secretogranin I,
Connexin36, BDNF und GIuR2 analysiert. Als Positivkontrolle diente in diesem Experiment
das als 5-Aza-Cytidine sensitiv beschriebene Gen p21"A7C'" (Zuh et al., 2004). Abb. 20 zeigt,
dass der DNA-Methyltransferase-Inhibitor 5-AzaC keinerlei Einfluss auf die Transkription
der untersuchten REST-Zielgene in den untersuchten Zelllinien hatte. Lediglich die
Genexpression von p21WAFCP konnte durch Inkubation mit 5-AzaC um den Faktor 2.0-3.0 in
AtT20, SN56, aTC1-9, BTC3 und LMTK stimuliert werden. Diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dass die Methylierung der DNA in SN56, AtT20, LMTK', aTC1-9 und BTC3 keine

essentielle Rolle bei der Regulierung der Genexpression dieser REST-Zielgene spielt.
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Abb. 20: Einfluss des DNA-Methyltransferase-Inhibitors 5-AzaC auf die Genexpression REST-regulierter
Gene

AtT20, SN56, LMTK', aTC1-9 und BTC3 Zellen wurden fiir 72 h mit dem DNA-Methyltransferase-Inhibitor
5-AzaC (1pM) inkubiert. Die zytoplasmatische Gesamt-RNA von unbehandelten (-) und mit 5-AzaC
behandelten (+) Zellen wurde prapariert und mittels RNase Schutzexperiment und spezifischen cRNA-Sonden
gegen die mRNA der Gene Synaptophysin, Secretogranin I, Connexin36, BDNF, GluR2, p21"A7°" und
GAPDH hybridisiert und analysiert. Die mRNA des Gens p21"¥A7“'" diente als Positivkontrolle. Hierzu wurden
20pg zytoplasmatische RNA fiir die Analyse der Genexpression von Synaptophysin, Secretogranin I,
Connexin36 und p21"YA7"" sowie 40ug zytoplasmatische Gesamt-RNA fiir die Analyse der Genexpression von
BDNF und GIuR2 und 2,5ug zytoplasmatische Gesamt-RNA fiir das GAPDH-Gen eingesetzt.
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4.8 Einfluss des DNA-Methyltransferase-Inhibitors 5-Aza-Cytidine auf
die Expression REST-regulierter Gene bei gleichzeitiger Inkubation
mit Trichostatin A und Aktivierung von DP-REST:ER mit 4-OHT

In einem weiteren Experiment wurde tiberpriift, ob durch Zugabe des DNA-Methyltransferase
Inhibitors 5-Aza-Cytidine, als auch des Histon-Deacetylase-Inhibitors TSA in Abwesenheit
und in Gegenwart von 4-OHT, eine zusdtzliche Induktion der Genexpression von
Synaptophysin, Secretogranin Il, Connexin36, BDNF und GIuR2 erreicht werden kann. Die
DP-REST:ER exprimierenden Zelllinien wurden 72 h mit 5-AzaC (1uM) inkubiert. Nach
48 h wurde zusitzlich der Histon-Deacetylase-Inhibitor TSA (100ng/ml) zugegeben und
gleichzeitig mit 4-OHT (1uM) stimuliert. Die zytoplasmatische Gesamt-RNA wurde
prapariert und die oben genannten Gene mittels RNase Schutzexperiment analysiert. Wie
Abb. 21A und Abb. 21B zeigen, hatte weder die gleichzeitige Inkubation mit 5-AzaC und
TSA noch die zusitzliche Aktivierung von DP-REST:ER durch 4-OHT eine Anderung der
Genexpression von BDNF und GIuR2 in den untersuchten Zelllinien zur Folge. Die
Fibroblastenzelllinie LMTK" exprimierte auch weiterhin keines der zu untersuchenden Gene,
und es konnte auch keine Aktivierung der Connexin36-Genaktivitit in den neuronalen SN56
oder in den kortikotrophen AtT20 detektiert werden. Diese Gene scheinen in den

entsprechenden Zelllinien génzlich abgeschaltet zu sein.
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Abb. 21A: Einfluss mehrerer Inhibitoren bei gleichzeitiger Stimulation von DP-REST:ER mit 4-OHT auf
die Expression REST-regulierter Gene

DP-REST:ER exprimierende AtT20, SN56 und LMTK -Zellen wurden fiir 72 h mit 5-AzaC (1uM) inkubiert.
Nach 48 h wurde zusétzlich der Histon-Deacetylase-Inhibitor TSA (100ng/ml) zugegeben und gleichzeitig mit
4-OHT (1uM) stimuliert. Die zytoplasmatische Gesamt-RNA von unbehandelten und behandelten (+) Zellen
wurde prépariert und mittels RNase Schutzexperiment und spezifischen cRNA-Sonden gegen die mRNA der
Gene Synaptophysin, Secretogranin Il, Connexin36, BDNF, GIuR2 und GAPDH hybridisiert und analysiert.
Hierzu wurden 20pg zytoplasmatische Gesamt-RNA fiir die Analyse der Genexpression von Synaptophysin,
Secretogranin 11, Connexin36, sowie 40ug zytoplasmatische RNA fiir die Analyse der Genexpression von BDNF
und GIUR2 und 2,5pug zytoplasmatische Gesamt-RNA fiir das GAPDH-Gen eingesetzt.
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Abb. 21B:Einfluss mehrerer Inhibitoren bei gleichzeitiger Stimulation von DP-REST:ER mit 4-OHT auf
die Expression REST-regulierter Gene

DP-REST:ER exprimierende aTC1-9 und BTC3-Zellen wurden fiir 72 h mit 5-AzaC (1pM) inkubiert. Nach
48 h wurde zusitzlich der Histon-Deacetylase-Inhibitor TSA (100ng/ml) zugegeben und gleichzeitig mit 4-OHT
(1uM) stimuliert. Die zytoplasmatische Gesamt-RNA von unbehandelten und behandelten (+) Zellen wurde
préapariert und mittels RNase Schutzexperiment und spezifischen cRNA-Sonden gegen die mRNA der Gene
Synaptophysin, Secretogranin Il, Connexin36, BDNF, GIuR2 und GAPDH hybridisiert und analysiert. Hierzu
wurden 20ug zytoplasmatische Gesamt-RNA fiir die Analyse der Genexpression von Synaptophysin,
Secretogranin 11, Connexin36, sowie 40pug zytoplasmatische Gesamt-RNA fiir die Analyse der Genexpression
von BDNF und GIUR2 und 2,5ug zytoplasmatische Gesamt-RNA fiir das GAPDH-Gen eingesetzt.
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4.9 Zelltyp-spezifische Bindung von DP-REST:ER an die REST-
Bindestelle auf der DNA

Die Aktivierung von REST-Zielgenen durch DP-REST:ER setzt die Bindung des Proteins an
die regulatorische Sequenz auf der DNA voraus. DP-REST:ER enthidlt die DNA-
Bindedoméne von REST und bindet daher an die gleiche, spezifische Erkennungssequenz
(NRSE). Kommt es nach Aktivierung von DP-REST:ER mit 4-OHT zu keiner Expression
von REST-regulierten Genen, konnte dies darauf hindeuten, dass das NRSE auf der DNA fiir
den Transkriptionsfaktor DP-REST:ER aufgrund einer geschlossenen Chromatinstruktur nicht
zuganglich ist.

Mittels Chromatin-Immunoprézipitation wurde experimentell untersucht, ob DP-REST:ER
an die regulatorische Sequenz NRSE bindet. Um eine zelltyp-spezifische Regulation der
Genexpression von REST-Zielgenen aufzuzeigen wurden die Zelllinien AtT20pp.rest:Er und
BTC3ppresT:er  Verwendet, da diese sich in der Expression des Connexin36-Gens
unterscheiden. Die Zelllinien wurden fiir 24 h mit 4-OHT stimuliert, anschlieBend ein "cross-
linking" zwischen DNA und Proteinen durchgefiihrt und das Chromatin durch Ultraschall
zerkleinert. Die Immunoprézipitation des Chromatins unter Verwendung von M2-Agarose,
die mit dem FLAG-tag von DP-REST:ER interagiert, sollte zeigen, ob DP-REST:ER an der
DNA gebunden vorliegt. Die prézipitierten Chromatinfragmente wurden einer PCR-Reaktion
unterzogen, wobei spezifische Oligonukleotide verwendet wurden, welche 5° und 3° die
NRSEs der Gene Synaptophysin, GIuR2 und Connexin36 flankieren. Abb. 22 zeigt die
Ergebnisse der PCR. Da die Region um das NRSE des Synaptophysin-Gens amplifiziert
werden konnte, scheint DP-REST:ER in beiden Zelllinien in vivo an das intronische NRSE
des Syaptophysin-Gens (Abb. 22, links) gebunden zu sein. Die PCR zeigte keine
Amplifikation der DNA fiir die Region um das NRSE des GIuR2-Gen (Abb. 22, mitte).
DP-REST-ER lag demnach nicht an der Transkriptionseinheit des GIuUR2-Gens gebunden vor.
Dies erkliart die Beobachtung, dass die Aktivierung von DP-REST:ER mit 4-OHT keine
Expression von GluR2-Gens zur Folge hatte. Im Fall des Connexin36-Gens zeigte sich hier
eine zelltyp-spezifische Regulation. In der pankreatischen Zelllinie BTC3 fand eine Bindung
der Mutante an das NRSE des Connexin36-Gens statt. In AtT20 hingegen wurde keine
Bindung von DP-REST:ER an die DNA detektiert (Abb. 22, rechts). Diese Daten spiegeln die
durch die RNase Schutzexperimente erhaltenen Ergebnisse wieder. In BTC3 bindet
DP-REST:ER an das NRSE des Connexin36-Gens und induziert dessen Genexpression. In
den AtT20 Zellen kommt es nicht zur Bindung des Proteins an das NRSE des Connexin36-
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Gens und daher auch zu keiner durch DP-REST:ER-vermittelten Genexpression (Vergleiche
Abb. 18).
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DP-REST:ER -
Synaptophysin GluR2 Connexin36

Abb. 22: Die Chromatin Immunoprazipitation zeigt eine zelltyp-spezifische Bindung von DP-REST:ER an
die DNA

Die Chromatin Immunoprazipitation wurde mit M2-Agarose durchgefiihrt, welche mit dem FLAG-tag von
DP-REST:ER interagiert. Das Chromatin wurde mittels Ultraschall zerkleinert, prazipitiert und durch PCR
amplifiziert. Dazu wurden spezifische Oligonukleotide verwendet, die komplementdr 5" und 3° zur REST
Bindungssequenz NRSE des Synaptophysin-, GluR2- und Connexin36-Gens hybridisieren. Als Negativkontrolle
(no Ab) wurde die Immunoprézipitation mit Sepharose A anstelle von M2-Agarose durchgefiihrt und ebenfalls
mittels PCR amplifiziert. Als Positivkontrolle (Input) wurde ein Aliquot des Gesamtchromatins fiir die
Immunoprézipitation verwendet und mittels PCR amplifiziert. (no Ab = no antibody)

4.10 Analyse der Chromatinstruktur

Um eine Erklirung fiir die zelltyp-spezifische Bindung von DP-REST:ER an die
Bindungsstelle NRSE zu finden, wurde das Chromatin der beiden Zelllinien néher untersucht.
Dabei wurden epigenetische Marker verwendet, die eine Unterscheidung zulassen zwischen
Genabschnitten, die aktiv transkribiert werden und solchen die "inaktiv" vorliegen. Der N-
Terminus des Histons H3 kann an den Lysinresten K4, K9 oder K27 durch Histone-
Methyltransferasen mono-, di- oder trimethyliert werden (Rea et al., 2000; Tachibana et al.,
2001). Je nach Ort und Anzahl der Methylgruppen entsteht "aktives" oder "inaktives"
Chromatin (Strahl and Allis, 2000). Die di-Methylierung am Lysinrest 9 (diMetK9) stellt eine
Bindestelle fiir das Heterochromatin Protein 1 (HP1) dar (Bannister et al., 2001) und fungiert
gleichzeitig als Marker fiir Regionen, die durch Bildung von Heterochromatin abgeschaltet
wurden (Nielsen et al., 2001).

Fiir die Chromatin Immunoprézipitation wurde ein Antikorper eingesetzt, der dimethyliertes

H3K9 (diMetK9) bindet, so dass diese Regionen prézipitiert und mittels PCR analysiert
88



4. Ergbnisse

werden konnten. Die Amplifikation des prazipitierten Chromatins wurde mit spezifischen
Oligonukleotiden, die 5" und 3" das NRSE der Gene Synaptophysin, GIuR2 und Connexin36
flankieren, durchgefiihrt. Fiir das NRSE des GluR2-Gens konnte ein starkes PCR-Signal fiir
diMetK9 sowohl in den AtT20-Zellen als auch in BTC3 detektiert werden. Die regulatorische
Sequenz des Gens scheint in einer geschlossenen Chromatinstruktur zu liegen und ist somit
abgeschaltet (Abb. 23 A, mitte), gleiches konnte auch fiir das NRSE des Connexin36-Gen in
AtT20 nachgewiesen werden (Abb. 23A, rechts). Im Gegensatz dazu konnte in AtT20 noch in
BTC3 der Marker diMetK9 fiir das intronische NRSE des Synaptophysin-Gens detektiert
werden (Abb. 23A, links). In den pankreatischen B-Zellen war fiir das NRSE des Connexin36-
Gens ebenfalls kein diMetK9 nachweisbar (Abb. 23 A, rechts).

Ein epigenetischer Marker fiir "aktiv" transkribierte Gene ist die tri-Methylierung des
Lysinrests 4 (K4) des Histons H3 (triMetK4) (Strahl et al., 1999; Santos-Rosa et al., 2002).
Ein Antikorper, der triMetK4 spezifisch bindet, wurde in den Chromatin
Immunoprizipitations-Assay eingesetzt und die prazipitierte DNA durch PCR amplifiziert.
Ein starkes PCR-Signals fiir den Marker triMetK4 zeigte, an der REST-Bindestellte NRSE
des Synaptophysin-Gens konnte in den Zelllinien AtT20 und BTC3 detektiert werden (Abb.
24B, links). Gleiches gilt fiir das NRSE des Connexin36-Gens in BTC3-Zellen (Abb. 24B,
rechts). Im Gegensatz dazu konnte kein PCR-Signal fiir triMetK4 fiir das NRSE des
Connexin36-Gens in AtT20 noch fiir das NRSE des GIuR2-Gens in AtT20 und BTC3
nachgewiesen werden. Diese Daten ergidnzen die Ergebnisse aus 4.9. Konnte beispielsweise
fiir das Synaptophysin-Gen in AtT20 eine offene Chromatinstruktur durch den epigenetischen
Marker triMetK4 detektiert werden, so wurde dies auch durch das Binden von DP-REST:ER
an das NRSE in vivo untermauert (vergleiche Abb. 22). Konnte dagegen der Marker diMetK9,
der auf eine geschlossene Chromatinstruktur hinweist, detektiert werden, wurde keine in vivo-
Bindung von DP-REST:ER an NRSE nachgewiesen, wie im Fall des NRSEs des Connexin36-
Gens in der Hypophysenzelle AtT20. Ob ein REST-Zielgen exprimiert wird oder nicht, hangt
von der Struktur des Chromatins ab, in welche das Gen eingebettet ist und der damit

verbundenen Zugénglichkeit fiir entsprechende Transkriptionsfaktoren.
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Abb. 23: Epigenische Modifikation von REST-Zielgenen in AtT20 und BTC3

Die Chromatin-Immunoprézipitation wurde unter Verwendung von Antikorpern, die gegen (A) diMetK9 und (B)
triMetK4 gerichtet waren. Das Prézipitat wurde mittels einer PCR unter Verwendung von spezifischen
Oligonukleotiden, die 5" und 3" der REST-Bindesequenz NRSE des Synaptophysin-, GIuR2- und Connexin36-
Gens komplementir hybridisiert, amplifiziert. Als Negativkontrolle wurde die Immunoprézipation mit Sepharose
A aber ohne Antikorper (no Ab) durchgefiihrt und ebenfalls mittels PCR amplifiziert. Als Positivkontrolle

(Input) wurde ein Aliquot des Gesamtchromatins fiir der Immunoprézipitation verwendet und mittels PCR
amplifiziert. No Ab = no antibody

4.11 Affimetrix GenChip-Assay

Die Eigenschaft von DP-REST:ER an REST-regulierte Gene zu binden und deren Expression
zu aktivieren, bietet eine gute Moglichkeit, liber den Affimetrix GenChip-Assay weitere
putative REST-Zielgene zu identifizieren. Dafiir wurden die Zelllinien AtT20pp.rpst:rr und
BTC3pp.rest:er fur 48 h mit Ethanol oder mit 4-OHT behandelt und die RNA mittels dem
RNeasy Kit (Qiagen) isoliert. In Zusammenarbeit mit der Gruppe um Frans Schuit (Catholic

University of Leuven, Belgium) wurde die Genexpression der stimulierten Zellen mit der

Genexpression der unstimulierten Zellen ausgewertet und verglichen.
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Eine kleine Auswahl der induzierten Gene und deren Bedeutung sind in Tabelle 2 und 3

aufgefiihrt.

BTC3ppREST:ER ATT20pp.REST:ER

ACCESSION NO. BESCHREIBUNG ACCESSION NO. BESCHREIBUNG
BC022954 Synapsin I BC022954 Synapsin I
AF387674 Neurexin 1 AF387674 Neurexin 1
NM_009497.1 Synaptobrevin 2 BC025207.1 Synaptotagmin 11
L31397.1 Dynamin [ AKO012468.1 RAB3C
AF375476.1 ATF5 NM_009946.1 Complexin 2
BB821035 survival motor neuron-1 BB274960 Neurexophilin I
AK14673 Nedd8 AA986379 Neurobeachin
AK035882 Lrrtm3 BC028288 GAP43

M81444 Connexin26 AK122203 Nedd4

BC016507 Connexin30 XM_358889 Synaptojanin |
AKO045561 Astrotactin [ U02982 Secretogranin 111

Tab. 2: Auszug aus dem Affimetrix-Chip-Assay
Die Zelllinien AtT20pp.rgst.er Und BTC3pp.rest.er Wurden fiir 48 h mit Ethanol bzw. mit 4-OHT behandelt und
die RNA mittels dem RNeasy Kit (Qiagen) isoliert. In Zusammenarbeit mir der Arbeitsgruppe um Frans Schuits
wurde die RNA revers transkribiert und mit dem Affimetrix-GenChip hybridisiert.

GEN BEDEUTUNG

Synapsin | Ein neuronales Phosphoprotein, welches, an der Oberfliche von synaptischen
Vesikel assoziiert ist. Wurde als REST-Zielgen beschrieben (Schoenherr et al.,
1996, Schoch et al., 1996)

Neurexin [ Neuronale zelloberflachen-Proteine, die an der interzelluldren Signalweiter-
leitung und bei der Bildung von interzelluldren gap-junctions involviert sind.

Neurexophilin Ligand von Neurexin. Neurexin-Neurexophilin Interaktionen scheinen bei der
Entwicklung von synaptischen Verbindungen eine wichtige Rolle zu spielen
(Clarris et al., 2002). Wurde als putatives REST-Zielgen beschrieben
(Zhang et al., 2006)

Synaptobrevin 2 Wird bei der Exo- und Endozytose von synaptischen Vesikeln benétigt.
Synaptobrevin ist essentielle fiir zwei Synapsen-spezifschen Membran-
Reaktionen: Neurotransmitter-release durch Exozytose und Endozytose
zur Wiederverwendung der synaptischen Vesikel (Deak et al., 2004).
Vamp2 wird auch in pankreatischen Zellen exprimiert (Rosado et al., 2004).

Dynamin 1 Ist an Endozytosis- und Exozytosis-Vorgiangen und am Recycling von
synaptischen Vesikeln beteiligt. Wurde von Yoo et al. (2001) als REST-
Zielgen beschrieben.

Neurobeachin Beteiligt an ,,synaptic vesicel trafficking®, Neurotransmitter-Freisetzung und
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synaptische Transmission (Su et al., 2004).

GAP-43

(growth associated protein 43)

Ist an der Ausbildung von Axonen, neuronaler Plastizitit und Lernféhigkeit

beteiligt (Metz G.A and Schwab M.E, 2004).

Survival Motor Neuron

Spiel eine Rolle bei der Ausbildung von Neuritauslédufern, der neuronalen

Differenzierung und Entwicklung (Fan L. and Simard L.R., 2002).

Complexin 2

Bindet und stablisiert SNARE-Komplexe an synaptischen Membranen und

fordert die Fusion von Vesikel. Ist an der Ausschiittung von Neurotransmitter

beteiligt.

ATF5 Gehort zur ,,activating transcription factor” (ATF) Familie. Spielt bei der
neuronalen Differenzierung eine Rolle.

Lrrtm3 “Leucin-rich repeat containing protein” sind an der Regulation zahlreicher
zellulérer Ereignisse wahrend der Entwicklung des ZNS beteiligt.

Rab3c GTP-bindendes Protein und ist an der Regulation synaptischer Transmission
und Plastizitdt beteiligt (Schluter et al., 2006)

Nedd4 Neural precursor cell expressed developmentally down-regulated gene 4 ist an

der Regulation von Rezeptoren und lonen-Transporter u.a. des Natruim-Kanals
1.2 beteiligt. Moglicherweise ist Nedd4 ein Schliisselregulator neuronaler

Natrium-Kanile (Fotia et al., 2004).

Secretogranin I11

In sekretorischem Granula in neuroendokrinen Zellen. Bindet an Chromogranin

A in kortikotrophen AtT20 Zellen (Hosaka et al., 2004)

Synaptojanin 1

Ist beim Recycling von synaptischen Vesikeln beteiligt (Kim et al., 2002)

Synptotagmin III

Ist bei der Aufrechterhaltung der synaptischen Funktionen von Bedeutung

Gap junction protein, beta 2

(Connexin 26)

Protein, dass an der Gap-junction Bildung beteiligt ist.

Gap junction protein, beta 6

(Connexin 30)

Protein, dass an der Gap-junction Bildung beteiligt ist.

Astrotactin 1

Ist an der Interaktion zwischen Neuronen und Glia-Zellen beteiligt. Spielt

bei der Migration von Glia-Zellen eine Rolle (Adams et al., 2002)

Tab. 3: Durch Affimetrix detektierte Gene und deren Bedeutung

Die Affimetrix-Daten zeigen, dass die Expression vieler Gene, die direkt oder indirekt mit

synaptischen Vesikeln in Verbindung stehen, verstarkt exprimiert wurden. Interessanterweise

konnten in den untersuchten Zelllinien lediglich zwei Gene gefunden werden, die in beiden

Zelllinien gemeinsam hochreguliert wurden, ndmlich die Gene Synapsin | und Neurexin 1. In

wie weit all diese Gene direkt durch REST reguliert werden, miissten weitere Analysen der

einzelnen Gene zeigen.
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4,12  Genexpression in der neuralen Stammzelllinie HNSC. 100

4.12.1 Zelltyp-spezifische Expression von Markergenen

Neurale Stammzellen sind unreife Vorlduferzellen des zentralen Nervensystems. Sie zeichnen
sich durch ihre Fahigkeit aus, 1) sich zeitlebens zu teilen, 2) sich selbst zu erneuern und 3)
reife Nerven- und Gliazellen hervorzubringen (Gage, 2000; Taupin and Gage, 2002). Auf
Grund dieser Eigenschaften wurde die humane neurale Stammzelllinie HNSC.100 als
Modellsystem verwendet, um den Einfluss von REST auf die Differenzierung zu Neuronen zu
untersuchen. Die Stammzelllinie HNSC.100 wurde freundlicherweise von der Arbeitsgruppe
um Alberto Martinez-Serrano (Center of Molecular Biology Severo Ochoa, Autonomous
University of Madrid, 28049 Madrid, Spain) zur Verfiigung gestellt.

Um eine Aussage iiber den Differenzierungsgrad der HNSC.100-Zellen machen zu konnen,
wurde der Expressionslevel des Stammzellmarkers Nestin und des Astrozytenmarkers GFAP
(glia fibrillary acidic protein) analysiert und die Genexpression in HNSC.100-Zellen mit dem
der menschlichen Neuroblastomazelllinie SHSYS5Y sowie dem der humanen embryonalen
Nierenzelllinie 293T miteinander verglichen. Dazu wurde zunichst die zytoplasmatische
Gesamt-RNA aus HNSC.100, SHSYSY und 293T prépariert und mittels RT-PCR revers
transkribiert. Die erhaltene ¢cDNA wurde in einer anschlieBenden PCR-Reaktion mit
spezifischen Oligonukleotiden gegen die Gene Nestin, GFAP und GAPDH amplifiziert, tiber
Gelelektrophorese aufgetrennt und durch Zugabe von Ethidiumbromid unter UV-Licht
sichtbar gemacht. Die Expression des housekeeping-Gens GAPDH diente hier als Kontrolle,
um sicher gehen zu konnen, dass die eingesetzte Menge an cDNA in allen PCR-Ansédtzen
gleich groB war. Abb. 24 zeigt, dass die Genexpression des Stammzellmarkers Nestin in den
neuralen Stammzellen am hochsten ist, daneben lieBen sich aber auch geringe Mengen an
Nestin in der Neuroblastomazelle SHSYS5Y und in den embryonalen Nierenzellen 293T
nachweisen. Der Astrozytenmarker GFAP war sowohl in HNSC.100, als auch in SHSYSY

messbar, in 293T dagegen konnte keine Expression von GFAP beobachtet werden.
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Abb. 24: Vergleich der Genexpression von Nestin und GFAP in HNSC.100, SHSY5Y und 293T-Zellen

Die zytoplasmatische Gesamt-RNA aus HNSC.100, SHSYSY und 293T-Zellen wurde mittels RT-PCR revers
transkribiert und die cDNA anschlieBend mit spezifischen Olidonukleotiden gegen die Gene Nestin, GFAP (je 30
Zyklen) und GAPDH (17 Zyklen) amplifiziert. GAPDH diente als Kontrolle um den Einsatz gleicher Mengen an
cDNA in die PCR sicherzustellen. Die PCR-Produkte wurden auf einem 2%igem Agarosegel aufgetrennt, das
Gel mit Ethidiumbromid geférbt und die DNA unter UV-Licht sichtbar gemacht. M = 100 bp Plus Marker (MBI-
Fermentas); Nestin = 195 bp, GFAP = 382 bp, GAPDH = 175 bp

Da der Schwerpunkt dieser Arbeit auf der Differenzierung der neuralen Stammzelle
HNSC.100 zu einer neuronalen Zelle lag und die Rolle des Repressorproteins REST in
diesem Prozess analysiert werden sollte, wurden nur solche Gene untersucht, deren
Expression charakteristisch fiir eine neuronale Zelle ist. Neurone unterscheiden sich von
anderen Zellen des Organismus durch ein zelltyp-spezifisches Set an Proteinen, welche die
Ausiibung der spezifischen Funktion einer Nervenzelle erméglicht, wie zum Beispiel die
Ausbildung von Axonen, Synapsen und synaptischer Vesikel. Als Markergene dienten die
durch REST-regulierten Gene Synapsin | und Synaptophysin und das fiir die Untereinheit des
AMPA Glutamat Rezeptors 2 (GIuR2) kodierende Gen (Schoch et al., 1996; Myers et al.,
1998; Lietz et al., 2003).

Zuniachst wurde die Expressionen der Gene REST, Synapsin I, Synaptophysin und GIuR2 in
HNSC.100, SHSYSY und 293T miteinander verglichen. Die zytoplasmatische Gesamt-RNA
wurde prépariert, revers transkribiert und die erhaltene cDNA mittels PCR mit spezifischen

Oligonukleotiden gegen REST, Synapsin I, Synaptophysin und GIuR2 amplifiziert. GAPDH

diente als Kontrolle der eingesetzten Menge an cDNA in den PCR-Ansétzen.
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Abb. 25 zeigt, dass die Genexpression des transkriptionellen Repressors in den embryonalen
Nierenzellen 293T am hochsten war. Die Stammzelle HNSC.100 weist ebenfalls eine starke
Expression des REST-Gens auf. Der hohe REST mRNA-Level in den beiden Zelltypen
korreliert mit der fehlenden Expression der neuronalen Markergene (siche Abb. 25). In der
Neuroblastomazelle SHSYSY konnte nur ein sehr geringer REST mRNA-Level nachgewiesen
werden. SHSHS5Y exprimiert die Gene Synapsin I, Synaptophysin und GIuR2. Die

Genexpression von REST steht also in einem umgekehrten Verhéltnis zum Expressionslevel

der neuronalen Markergene.
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Abb. 25: Zelltyp-spezifische Genexpression von REST und REST-Zielgenen

Die zytoplasmatische Gesamt-RNA wurde aus HNSC.100, SHSY5Y und 293T-Zellen pripariert und mittels RT-
PCR revers transkribiert, die cDNA wurde anschlieBend mit spezifischen Oligonukleotiden gegen die Gene
REST, Synapsin I, Synaptophysin, GluR2 und GAPDH amplifiziert. GAPDH diente als Kontrolle um den Einsatz
gleicher Mengen an cDNA in die PCR sicherzustellen. Die PCR-Produkte wurden auf einem 2%igem
Agarosegel aufgetrennt, das Gel mit Ethidiumbromid geférbt und die DNA unter UV-Licht sichtbar gemacht. M
= 100 bp Plus Marker (MBI-Fermentas), REST = 626 bp, Synapsin = 248 bp, Synaptohysin = 297 bp, GluR2 =
600 bp, GAPDH = 175 bp
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4.12.2 Analyse der basalen Expression neuronaler Gene mittels des RNase

Schutzexperimentes

Ein Teil der Ergebnisse aus 4.12.1 wurden durch RNase Schutzexperimente verifiziert, um
die Genexpression direkt auf RNA-Ebene zu untersuchen. Dazu wurde die zytoplasmatische
Gesamt-RNA aus HNSC.100, SHSYS5Y und 293T-Zellen pripariert und mit Hilfe des RNase
Schutzexperimentes mit spezifischen cRNA-Sonden gegen die mRNA der Gene Synapsin |,
Synaptophysin und GAPDH hybridisiert und analysiert.

Lediglich in den Neuroblastomazellen SHSY5Y konnte die Expression der Gene Synapsin |
und Synaptophysin nachgewiesen werden, was deren neuronalem Zellcharakter entspricht

(Abb. 26). Das Experiment bestitigte die bereits erhaltenen Ergebnisse aus der RT-PCR.

HNSC.100
293T
SHSY5Y

<« Synapsin |
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’ :

Abb. 26: Analyse der zelltyp-spezifischen Expression neuronaler Gene mittels des RNase
Schutzexperimentes

Die zytoplasmatische Gesamt-RNA wurde aus den Zelllinien HNSC.100, SHSYS5Y und 293T prépariert und mit
Hilfe des RNase Schutzexperimentes mit spezifischen cRNA-Sonden gegen die mRNA der Gene Synapsin I,
Synaptophysin und GAPDH analysiert. Hierzu wurden 20pg zytoplasmatische Gesamt-RNA fiir die Analyse der
Genexpression von Synapsin | und Synaptophysin und 2,5ug zytoplasmatische Gesamt-RNA fiir das GAPDH-
Gen eingesetzt.
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4.13 Induzierte Differenzierung von HNSC.100 durch verschiedenen

Kulturbedingungen

4.13.1 Induktion der neuronalen Genexpression in HNSC.100

Um sich einen pool aus sich teilenden und pluripotenten Zellen beizubehalten, miissen die
HNSC.100-Zellen in Proliferationsmedium kultiviert werden, welches mit den
Wachstumsfaktoren EGF und bFGF versetzt ist. Untersuchungen von Villa et al. (2000) und
Kramer-Himmerle (2004) zeigten, dass sich die humane neuronale Stammzelle HNSC.100
unter diesen Kulturbedingungen durch eine hohe Expression von Nestin und durch eine
fehlende Expression von neuronalen Markergenen auszeichnet. Erst bei Entzug der
Wachstumsfaktoren EGF und bFGF stellen sie die Proliferation ein und beginnen sich zu
differenzieren (Villa et al., 2000).

In dieser Arbeit wurde die Differenzierung der neuralen Stammzellen zu neuronalen Zellen
untersucht, wobei unter anderem der Einfluss von all-trans Retinsdure auf die Differenzierung
von HNSC.100 analysiert werden sollte. Retinsdure (RA), ein Derivat des Vitamin A, ist an
der neuronalen Differenzierung beteiligt (Maden, 2001). Es wurde gezeigt, dass Retinsiure
die Neurogenese in den neuronalen Vorlduferzellen NTera2 einleitet (Pleasure et al., 2001,
Younkin et al., 1993 und Leypoldt et al., 2001). Um die neuronale Differenzierung von
HNSC.100 zu induzieren, wurde dem Kulturmedium die Mitogene EGF und bFGF entzogen
und 1puM Retinsdure zugesetzt. Das Medium ohne die Mitogene EGF und bFGF wurde als
astrozytdres Differenzierungsmedium bezeichnet. Wurde dem Medium nach Entzug der
Mitogene 1uM  Retinsdure zugegeben, wurde das Medium als neuronales
Differenzierungsmedium  bezeichnet. Zunidchst wurde iberpriift, ob sich das
Differenzierungsprogramm der neuralen Stammzellen durch verschiede Kulturbedingungen
induzieren ldsst. Dazu wurden die HNSC.100-Zellen fiir 14 Tage in Proliferationsmedium, in
astrozytdrem Differenzierungsmedium und in neuronalem Differenzierungsmedium kultiviert
und zunéchst der Expressionslevel der Gene Nestin und GFAP analysiert. Hierfiir wurde die
zytoplasmatische Gesamt-RNA prépariert, revers transkribiert und die entstandene cDNA mit
spezifischen Oligonukleotiden gegen die Gene Nestin, GFAP und GAPDH amplifiziert. Das
PCR-Produkt wurde iiber ein 2%iges Agarosegel aufgetrennt, mit Ethidiumbromid gefarbt
und die DNA unter UV-Licht sichtbar gemacht. GAPDH diente als Kontrolle, dass die
eingesetzte Menge an cDNA in allen PCR-Ansétzen gleich grof3 war.

Die HNSC.100-Zellen, die in astrozytdrem Differenzierungsmedium kultiviert wurden, zeigen

eine starke Abnahme der Nestin-Genexpression im Vergleich zu Zellen, die in
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Proliferationsmedium kultiviert wurden (Abb. 27). Wurden die Zellen in neuronalem
Differenzierungsmedium kultiviert, war eine Genexpression von Nestin nicht mehr
detektierbar. HNSC.100-Zellen die in Proliferationsmedium gehalten wurden, zeigten eine
schwache Expression des Astrozytenmarker GFAP. Die Kaultivierung der Zellen in
astrozytdrem Differenzierungsmedium hingegen bewirkte eine verstirkte Genexpression von
GFAP. Im Gegensatz dazu konnte bei Zugabe von 1 pM Retinsdure in das

Differenzierungsmedium keine Expression von GFAP mehr nachgewiesen werden.

+ - - EGF/bFGF
M - .- + RA

<GAPDH

Abb. 27: Genexpression von Nestin und GFAP in HNSC.100 unter verschiedenen Kulturbedingungen
HNSC.100-Zellen wurden 14 Tage in Proliferationsmedium (+ EGF/bFGF, - RA), in astrozytirem
Differenzierungsmedium (- EGF/bFGF, - RA) und in neuronalem Differenzierungsmedium (- EGF/bFGF +
1uM RA) kultiviert. Die zytoplasmatische Gesamt-RNA wurde prépariert und mittels RT-PCR revers
transkribiert, die cDNA anschlieBend mit spezifischen Oligonukleotiden gegen die Gene Nestin, GFAP (je 30
Zyklen) und GAPDH (17 Zyklen) amplifiziert. GAPDH diente als Kontrolle um den Einsatz gleicher Mengen an
cDNA in die PCR sicherzustellen. Die PCR-Produkte wurden auf einem 2%igem Agarosegel aufgetrennt, das
Gel mit Ethidiumbromid gefarbt und die DNA unter UV-Licht sichtbar gemacht. . M = 100 bp Plus Marker
(MBI-Fermentas), Nestin = 195 bp, GFAP =382 bp, GAPDH = 175 bp

HNSC.100-Zellen, die in Abwesenheit der Wachstumsfaktoren EGF und bFGF kultiviert
wurden, differenzierten demnach verstirkt zu Astroglia-Zellen, die Zugabe von RA scheint
diesen Weg jedoch zu verhindern.

Um den Einfluss unterschiedlicher Kulturbedingungen auf die Differenzierung der HNSC.100
zu neuronalen Zellen zu iiberpriifen, wurde als néichstes die Expression der neuronalen
Markergene untersucht. Die cDNA wurde hierfiir mit spezifischen Oligonukleotiden gegen
die Gene REST, Synapsin I, Synaptophysin und GIuR2 amplifiziert und die PCR-Produkte
iiber ein 2%iges Agarosegel aufgetrennt, mit Ethidiumbromid gefdrbt und die DNA unter
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UV-Licht sichtbar gemacht. Abb. 28 zeigt die Ergebnisse dieses Versuches. HNSC.100-
Zellen, die in Proliferationsmedium kultiviert wurden zeigten eine hohe REST-Genexpression.
Die Kultivierung der Zellen in astrozytirem und neuronalem Differenzierungsmedium
bewirkte einen leicht erniedrigten Expressionlevel des REST-Gens. Eine Expression der
neuronalen Markergene konnte lediglich durch Zugabe von 1 uM Retinsdure induziert
werden. So konnte unter diesen speziellen Kulturbedingungen die Expression der Gene
Synapsin 1, Synaptophysin und GIuR2 nachgewiesen werden. Die Kaultivierung von
HNSC.100-Zellen in astrozytirem Differenzierungsmedium zeigte keine Expression der

neuronalen Marker.

+ - - EGF/bFGF
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Abb. 28: Expression neuronaler Markergene unter verschiedenen Kulturbedingungen in HNSC.100-
Zellen

HNSC.100-Zellen wurden 14 Tage in Proliferationsmedium (+ EGF/bFGF, - RA) in astrozytirem
Differenzierungsmedium (- EGF/bFGF, - RA) und in neuronalem Differenzierungsmedium (- EGF/bFGF + 1uM
RA) kultiviert. Die zytoplasmatische Gesamt-RNA wurde prapariert und mittels RT-PCR revers transkribiert,
die cDNA anschlieBend mit spezifischen Oligonukleotide gegen REST, Synapsin I, Synaptophysin, GIuR2 und
GAPDH amplifiziert. GAPDH diente als Kontrolle um den Einsatz gleicher Mengen an ¢cDNA in die PCR
sicherzustellen. Die PCR-Produkte wurden auf einem 2%igem Agarosegel aufgetrennt, das Gel mit
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Ethidiumbromid gefdrbt und die DNA unter UV-Licht sichtbar gemacht. M = 100 bp Plus Marker (MBI-
Fermentas), REST = 626 bp, Synapsin = 248 bp, Synaptohysin =297 bp, GluR2 = 600 bp, GAPDH = 175 bp

4.13.2 Analyse der Expression neuronaler Gene in HNSC.100-Zellen

mittels des RNase Schutzexperimentes

Die Expression der Gene GFAP, Synapsin I, Synaptophysin und GAPDH wurde zusétzlich
mittels eines RNase Schutzexperiment untersucht. Dazu wurden HNSC.100-Zellen 14 Tage in
Proliferationsmedium, in astrozytidrem und in neuronalem Differenzierungsmedium kultiviert,
anschlieBend die zytoplasmatische Gesamt-RNA prépariert und mit Hilfe des RNase
Schutzexperimentes mit spezifischen cRNA-Sonden gegen die mRNA der Gene GFAP,
Synapsin 1, Synaptophysin und GAPDH hybridisiert und analysiert. Dabei konnte gezeigt
werden, dass in HNSC.100-Zellen, die in astrozytirem Differenzierungsmedium kultiviert
wurden, ein stark erhohter GFAP mRNA-Level aufwiesen (Abb. 29). Die Ergdnzung des
Mediums mit 1uM Retinsdure zeigte keine Induktion der GFAP-Expression in HNSC.100-
Zellen. Die Expression der Gene Synapsin | und Synaptophysin konnte nur in HNSC.100-
Zellen detektiert werden, die in neuronalem Differenzierungsmedium gehalten wurden. Der
GAPDH mRNA-Level war in allen Proben gleich hoch, sodass davon ausgegangen werden
kann, dass auch die eingesetzte Gesamt-RNA fiir alle Proben gleich hoch war. Dies bestdtigt

die bereits durch die PCR erhaltenen Ergebnisse (siche 4.6.1).
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Abb. 29: Analyse der Expression neuronaler Gene mittels RNase Schutzexperiment
HNSC.100-Zellen wurden 14 Tage in Proliferationsmedium (+ EGF/FGF, - RA) in astrozytirem
Differenzierungsmedium (- EGF/bFGF, - RA) und in neuronalem Differenzierungsmedium (- EGF/bFGF +
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IpM RA) kultiviert und anschlieend die zytoplasmatische Gesamt-RNA préipariert und mit Hilfe des RNase
Schutzexperimentes mit spezifischen cRNA-Sonden gegen GFAP, Synapsin |, Synaptophysin und GAPDH
analysiert. Hierzu wurden 20ug zytoplasmatische Gesamt-RNA fiir die Analyse der Genexpression von GFAP,
Synapsin | und Synaptophysin und 2,5pug zytoplasmatische Gesamt-RNA fiir das GAPDH-Gen eingesetzt.

4.14 Expression neuronaler Gene in HNSC.100-Zellen nach Hemmung der

Histon-Deacetylasen

Wie bereits unter 4.3 beschrieben, vermittelt REST die Repression neuronaler Gene durch
Rekrutierung von Histon-Deacetylasen (HDAC) an die entsprechende Transkriptionseinheit.
Die Deacetylierung der Histone fiihrt zu einer kompakteren Konfiguration der DNA im
Nukleosom und bewirkt somit die Repression der Transkription, indem der Zugang zur DNA
fiir Transkriptionsfaktoren versperrt ist.

In dieser Arbeit wurde nun untersucht, ob eine Inhibierung der Histon-Deacetylasen durch
Trichostatin A (TSA) ausreichend ist, um die Expression neuronaler Gene zu induzieren. Da
die Behandlung mit TSA toxisch auf Stammzellen wirken kann (Hsieh et al., 2004) wurden
die Stammzellen mit 25 ng/ul TSA iiber einen Zeitraum von 24 h inkubiert. AnschlieBend
wurde die zytoplasmatische Gesamt-RNA isoliert und durch eine RT-PCR revers
transkribiert. Die cDNA wurde in eine PCR eingesetzt und mit spezifischen Oligonukleotiden
gegen die Gene Synapsin |, Synaptophysin, GIuR2 und GAPDH amplifiziert. Abb. 30 zeigt,
dass die Expression der REST-Zielgene Synapsin I, Synaptophysin und GIuR2 durch die
Inkubation mit TSA heraufreguliert wurden. Die bereits bekannten REST-Zielgene
Synapsin 1, Synaptophysin und GIuR2 werden demnach in HNSC.100 durch einen Histon-

Deacetylasen-abhingigen Mechanismus reguliert.
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Abb. 30: Neuronal Genexpression in HNSC.100 durch Hemmung der Histon-Deacetylase mit TSA

Die Zellen wurden in HNSC-Proliferationsmedium mit DMSO (-) oder mit Trichostatin A (25 ng/pl) (+) fiir 24
h inkubiert. Die RNA wurde isoliert und revers transkribiert. Die erhaltene ¢cDNA wurde mit spezifischen
Oligonukleotiden gegen die Gene Synapsin |, Synaptophysin, GIuR2 und GAPDH amplifiziert. Die Auftrennung
der PCR-Produkte erfolgte {iber ein 2%iges Agarosegel. Die DNA wurde nach der Farbung mit Ethidiumbromid
im UV-Licht dargestellt. . M = 100 bp Plus Marker (MBI-Fermentas), Synapsin = 248 bp, Synaptohysin = 297
bp, GluR2 = 600 bp, GAPDH = 175 bp

4,15 Auswirkung der Expression von DP-REST:ER in HNSC.100

4.15.1 Herstellung von humanen Zelllinien, die dauerhaft DP-REST:ER

exprimieren

Um den Einfluss von REST auf die neuronale Genexpression in HNSC.100 analysieren zu
konnen, wurden die Auswirkungen der dominant-positive REST-Mutante DP-REST:ER auf
die Expression neuronaler Gene tberpriift. DP-REST:ER soll nicht nur die durch REST
vermittelte Repression der Transkription autheben, sondern zusédtzlich die Expression dieser
Gene aktivieren. Dazu wurde die unter 4.4 beschriebenen REST-Mutante DP-REST:ER zur
Generierung humaner Zelllinien eingesetzt, die dauerhaft DP-REST:ER exprimieren. Der
retrovirale Vektoren pMSCV-DP-REST:ER, der zusitzlich die kodierende Region des
Puromyzin-Acetyltransferase-Gens (pac) als Selektionsmarker enthélt, sowie pLNCX-DP-
REST:ER, der als Selektionsmarker die kodierende Region des Neomyzin-

Phosphotransgerase-Gens (neo) enthdlt, wurden zur Infektion von HNSC.100 und der
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Neuroblastomazelllinie SHSYSY verwendet. pMSCV-DP-REST:ER und pLNCX-DP-
REST:ER wurden in die Verpackungszelllinie phoenix-Ampho transfiziert und ein Virusstock
erzeugt, der anschlieBend zur Infektion der Zellen genutzt wurde. 72 h nach Infektion wurden
die Zellen mit Puromyzin (0,75pg/ml) bzw. mit G418 (600ug/ml) iiber einen Zeitraum von
drei Wochen selektiert und anschlieBend die resistenten Zellen analysiert. Um eine
Kontrollzelllinie herzustellen, wurden HNSC.100 und SHSY5Y auch mit dem "Leervektor"
pMSCYV bzw. pLNCX infiziert und analysiert. Hierzu wurden die Kernproteine prapariert und
mit Hilfe des Western-Blots immunologisch untersucht. Es wurden Antikdrper verwendet, die

spezifisch das FLAG-Epitop erkennen (siche Abb. 31).

HNSC.100
kDA * pac
ctd DP-REST:ER
119 =
e | < DP-REST:ER
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SHSYS5Y
kDA * neo
Hk DP-REST:ER
119 =
s |-DP-REST:ER
87 =

Abb. 31: Expression des DP-REST:ER-Proteins in HNSC.100 und SHSY5Y

Western-Blot-Analyse der préparierten Kernproteine aus HNSC.100 und SHSYS5Y. Die Proteine wurden mit
Hilfe des Anti-FLAG-Antikorpers nachgewiesen. Als Kontrolle wurden die Zellen analysiert, welche nur den
Selektionsmarker Puromyzin-Azetyltransferase (pac) bzw. Neomyzin-Phosphotransferase (neo) exprimieren.

Fiir das detektierte Protein wurde das Laufverhalten eines etwa 100 kDa Proteins im SDS-Gel
bestimmt (Abb. 31) und es wurde nur in den Zellen detektiert, die mit DP-REST:ER infiziert
worden waren. In den Zellen, die mit dem Leervektor infiziert wurden, und die lediglich die
Puromyzin-Azetyltransferase (pac) bzw. Neomyzin-Phosphotransferase (neo) exprimierten,
konnte kein DP-REST:ER nachgewiesen werden. Die Western-Blot-Analyse zeigt, dass die
REST-Mutante DP-REST:ER in den Zelllinien HNSC.100 sowie SHSYSY exprimiert wird.
Diese Zelllinien wurden HNSC.100pprgst-er und SHSY5Y pprest:er genannt. Die Zellen, die
mit den Leervektoren infiziert wurde, erhielten den Namen HNSC.100pac und SHSY5Yneo.
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4.15.2 Analyse der Aktivitat von DP-REST:ER nach Induktion mit 4-OHT

Um zu dberpriifen, ob das synthetisierte DP-REST:ER-Protein in der Lage ist,
Reporterkonstrukte zu aktivieren, die eine REST-Bindestelle (NRSE) besitzen, wurden
Reporterplasmide  verwendet, die entweder kein NRSE (pSYIANRSEluc), eine
(pSYINRSEluc) oder zwei NRSE Kopien aus dem Synapsin I-Gen (pSYINRSE®luc) enthalten
(siche Material und Methoden 3.3.1). Eines der Reporterplasmide, pSYIANRSEluc bzw.
pSYINRSEIluc, und das Referenzplasmid pRSV wurden in die DP-REST:ER exprimierenden
Zellen transfiziert und 24 h nach der Transfektion mit 4-OHT induziert. Nach weiteren 24 h
wurden die Zellextrakte prépariert und durch Messung der Lichteinheiten und der
B-Galaktosidaseeinheiten analysiert. Die Ergebnisse der Transfektion sind in Abb. 32A
gezeigt. Die Transfektion des Reporterplasmids pSYINRSEluc fiihrte zu einer basalen
Luziferaseaktivitit, die durch Induktion mit 4-OHT um das 2.5-fache (HNSC.100-Zellen) bzw.
das 1.3-fache (SHSYS5Y-Zellen) erhoht werden konnte (Abb. 32A). Die Transfektion des
Reporterplasmids pSYIANRSEIuc, welches keine REST-Bindestelle enthilt, fiihrte nach 4-
OHT Zugabe zu keiner erhdhten Luziferaseaktivitit. In einem weiteren Transfektionsversuch
wurde entweder das Reporterplasmid pSYINRSEluc oder der Leervektor pHIVTATAluc und
zusdtzlich das Referenzplasmid pRSV in die DP-REST:ER exprimierenden Zellen transfiziert
und 24 h nach der Transfektion mit 4-OHT induziert. Die Zellextrakte wurden nach weiteren
24 h prépariert und die Lichteinheiten gegen die -Galaktosidaseeinheiten abgeglichen. Die
Ergebnisse der Transfektion sind in Abb. 32B gezeigt. Die Transfektion des Reporterplasmids
pSYINRSEluc fiihrte nach Induktion mit 4-OHT zu einer erhShten transkriptionellen Aktivitit
des Reporterplasmids um den Faktor 8.7 (HNSC.100-Zellen) bzw. 4.0 (SHSY5Y-Zellen). Die
Transfektionen mit dem  Kontrollplasmid pHIVTATAluc zeigten eine Dbasale
Luziferaseaktivitit, die nach Induktion mit 4-OHT keine Verdnderung zeigte. Die dargestellten
Ergebnisse beweisen, dass das integrierte Transgen DP-REST:ER funktionell war. Die
gleichen Transfektionsversuche wurden auch mit den Kontrollzelllinien HNSC.100pac und
SHSY5Yneo durchgefiihrt. Wie erwartet wurde nach Zugabe von 4-OHT kein Anstieg der

Luziferaseeinheiten gemessen (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 32: Aktivitat von DP-REST:ER nach Zugabe von 4-OHT

Die Reporterplasmide (A) pSYINRSEluc (1ug/Platte) oder pSYIANRSEIluc (1pg/Platte) und (B) pSYINRSE luc
(1pg/Platte) oder das Kontrollplasmid pHIVTATAluc (1pg/Platte), sowie das Referenzplasmid pRSVf
(0,5ug/Platte) wurde in die Zelllinien transfiziert und 24 h nach der Transfektion mit 4-OHT (1uM) induziert.
Nach weiteren 24 h wurden die Zellextrakte prapariert und die Luziferase-, sowie die f-Galaktosidaseaktivitét
bestimmt. Die Daten zeigen das Verhiltnis zwischen der Luziferaseaktivitit (Lichteinheiten) und der -
Galaktosidaseaktivitdt (OD Einheiten).

4.15.3 Expression neuronaler Gene in HNSC.100pprest:Er -Zellen nach
Zugabe von 4-OHT

Die Ergebnisse der Transfektion zeigten, dass DP-REST:ER in HNSC.100pp.rest:er nach
Zugabe von 4-OHT in der Lage ist, NRSE-beinhaltende Reporterkonstrukte zu aktivieren. Im
folgendem wurde nun tiberpriift, ob DP-REST:ER die Expression von REST-Zielgenen, die

in ihrer natiirlichen Chromatinstruktur eingebettet sind, einleiten kann.
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HNSC.100ppresT:ER Zellen wurden fiir 48 h entweder mit Ethanol oder mit 4-OHT behandelt,
die Zellen anschlieBend geerntet, die zytoplasmatische Gesamt-RNA pripariert und
anschlieBend revers transkribiert. Die cDNA wurde mittels spezifischen Oligonukleotiden
gegen die Gene Synapsin I, Synaptophysin, GIuR2 und GAPDH iiber PCR amplifiziert und
analysiert (Abb. 33).

HNSC.100
DP-REST:ER
M - +4-OHT
300 bp
200 bp Synapsin |

300b
P <Synaptophysin

200 bp

<GluR2

200 bp <GAPDH

2 Abb. 33: Induzierte Expression von REST-Zielgenen in HNSC.100-Zellen
HNSC.100pp.rest:er Wurden ausgesét und iiber einen Zeitraum von 48 h mit Ethanol (-) oder mit 4-OHT (+)
(1pM) inkubiert. Die zytoplasmatische RNA wurde aus den unbehandelten und den mit 4-OHT behandelten
Zellen préapariert und mit Hilfe der RT-PCR revers transkribiert. Die ¢cDNA wurden mit spezifischen
Oligonukleotiden gegen Synapsin I, Synaptophysin, GIuR2 und GAPDH iiber eine PCR amplifiziert, iiber ein 2
%iges Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefirbt. Die DNA wurde unter UV-Licht sichtbar
gemacht. . M = 100 bp Plus Marker (MBI-Fermentas), Synapsin I = 248 bp, Synaptohysin = 297 bp, GIuR2 =
600 bp, GAPDH = 175 bp

Abb. 33 zeigt, dass die Expression der Gene Synapsin | und Synaptophysin durch das
aktivierte DP-REST:ER eingeleitet werden konnte. Allerdings war die Aktivierung nicht
ausreichend, um die Expression des REST-Zielgens GIUR2 in HNSC.100ppresT:ER

auszulOsen.
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4.15.4 Analyse der Expression neuronaler Gene in HNSC.100pp.resT:ER

mittels des RNase Schutzexperimentes

Die Expression der Gene Synapsin I, Synaptophysin und GAPDH wurde zusitzlich mit Hilfe
eines RNase Schutzexperiments verifiziert. Dazu wurden HNSC.100pprest-pr-Zellen
ausgesat und fiir 48 h mit 4-OHT (1puM) inkubiert, anschlieBend wurde die zytoplasmatische
Gesamt-RNA prépariert und mit spezifischen cRNA-Sonden gegen die mRNA der Gene
Synapsin I, Synaptophysin und GAPDH hybridisiert und analysiert. Wie Abb. 34 zeigt, konnte
die Genexpression von Synapsin | und Synaptophysin durch die Aktivierung von
DP-REST:ER mit 4-OHT eingeleitet werden, was die Ergebnisse aus der PCR.

o
8
g HNSC.100
s DP-REST:ER
i - + 4-OHT
¥ |<«Synapsin|
" |<Synaptophysin
—
-<A«GAPDH

Abb. 34: Induktion der Genexpression von Synapsin | und Synaptophysin in HNSC.100pp_rest.er-Ze€llen

nach Aktivierung der REST-Mutante DP-REST:ER
HNSC.100pp_rest:ErR-Zellen wurden ausgesét und iiber einen Zeitraum von 48 h mit Ethanol (-) oder mit 4-OHT
(+) (1uM) inkubiert, die zytoplasmatische Gesamt-RNA wurde prépariert und mit Hilfe des RNase
Schutzexperimentes mit spezifischen cRNA-Sonden gegen die mRNA der Gene Synapsin |, Synaptophysin und
GAPDH hybridisiert und analysiert. Hierzu wurden 20ug zytoplasmatische Gesamt-RNA fiir die Analyse der
Genexpression von Synapsin | und Synaptophysin und 2,5ug zytoplasmatische Gesamt-RNA fiir das GAPDH-
Gen eingesetzt.
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416  Zelltyp-spezifische Bindung von DP-REST:ER an die REST-
Bindestelle auf der DNA

Die Aktivierung von REST-Zielgenen setzt die Bindung von DP-REST:ER an die DNA
voraus. Da DP-REST:ER die DNA-Bindedoméne aus REST enthélt, bindet die Mutante an
die gleiche spezifische Erkennungssequenz (NRSE) auf der DNA wie das endogene REST.
Zum Nachweis der DNA/Protein Wechselwirkungen in vivo, wurde die Methode der
Chromatin-Immunoprézipitation angewandt. Dazu wurden HNSC.100pprest:rr- und
SHSYS5Ypp-rest:Er -Zellen ausgesédt und fiir 24 h mit 4-OHT stimuliert, anschlieBend ein
"cross-linking" zwischen DNA und Proteinen durchgefiihrt und das Chromatin mittels
Ultraschall zerkleinert. Die DNA wurde unter Verwendung von M2-Agarose, welche mit dem
FLAG-tag von DP-REST:ER interagiert, immunopréazipitiert und liber PCR amplifiziert.
Dazu wurden spezifische Oligonukleotide verwendet, die 5" und 3" der REST-Bindesequenz
NRSE des Synapsin I-, des Synaptophysin-, und des GIuR2-Gens hybridisieren. Abb. 35 zeigt
die Ergebnisse dieser PCR. Die Neuroblastomazelllinie SHSYSY diente in diesem Fall als
Kontrolle, da sie bereits eine basale Expression der entsprechenden Gene aufzeigt und somit
das Chromatin fiir Transkriptionsfaktoren zugénglich sein muss. Dies bestétigt auch die
Ergebnisse der Chromatin-Immunoprazipation, da in SHSY 5Ypprest:er fiir alle untersuchten
Gene eine Bindung von DP-REST:ER an das NRSE auf der DNA nachgewiesen werden
konnte (Abb. 35, unten).

Im Fall der HNSC.100-Zellen konnte eine Bindung des DP-REST:ER-Proteins, nach
Aktivierung durch 4-OHT, in vivo an die REST-Bindestelle des Synapsin I-Gens (Abb. 35,
links) und an das intronische NRSE des Synaptophysin-Gens (Abb. 35, mitte) detektiert
werden. Fiir das GIuR2-Gen konnte nur ein sehr schwaches PCR-Signal gezeigt werden (Abb.
35, rechts).
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Abb. 35: Chromatin Immunoprazipitation zeigt eine zelltyp-spezifische Bindung von DP-REST:ER an die
DNA

HNSC-IOODP-REST:ER und SHSYSYDP-REST:ER wurden fiir 24 h mit 4-OHT stimuliert. Die Chromatin
Immunopréazipitation wurde mit M2-Agarose durchgefiihrt. M2-Agarose interagiert mit dem FLAG-tag von
DP-REST:ER. Das prézipitierte Chromatin wurde mittels Ultraschall zerkleinert und durch PCR amplifiziert.
Dazu wurden spezifische Oligonukleotide verwendet, die 5" und 3" der REST-Bindesequenz NRSE des Synapsin
I-, des Synaptophysin-, und des GIuR2-Gens hybridisieren. Die PCR-Produkte wurden iber ein 2%iges
Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid geféarbt. Als Negativkontrolle wurde die Immunoprézipitation
mit Sepharose A (no Ab) anstelle von M2-Agarose durchgefiihrt und ebenfalls mittels PCR amplifiziert. Als
Positivkontrolle (Input) wurde ein Aliquot des Gesamtchromatins fiir die Immunoprézipitation verwendet und
mittels PCR amplifiziert.

4.17 Analyse der Chromatinstruktur

Kommt es nach Aktivierung des DP-REST:ER-Proteins zu keiner Bindung an das NRSE der
REST-Zielgene, konnte dies darauf hindeuten, dass die DNA fiir den Transkriptionsfaktor
nicht zuginglich ist, da die entsprechenden Genabschnitte bereits durch Modifikation des
Chromatins ,,abgeschaltet wurden. Um zu kldren, in welchem Zustand sich das Chromatin
befindet, wurde wieder eine Chromatin-Immunoprézipitation durchgefiihrt. In diesem Fall
wurden epigenetische Marker verwendet, die eine Unterscheidung zwischen Genabschnitten
zulassen, die aktiv transkribiert werden, und solchen die "abgeschaltet" sind. Der
epigenetische Marker filir "aktiv" transkribierte Gene ist der tri-methylierte Lysinrest 4 (K4)
auf dem Histon 3 (triMetK4) (Santos-Rosa et al., 2002). Der Marker fiir ,,abgeschaltete” Gene
ist der di-methylierte Lysinrest 9 (K9) des Histon H3 (diMetK9) (Nielsen et al., 2001).
Antikorper, die gegen triMetK4, oder diMetK9 gerichtet sind, wurden in den Chromatin-
Immunopréazipitations-Assay eingesetzt und die prizipitierte DNA iiber PCR analysiert.

Die Amplifikation mit spezifischen Oligonukleotiden, die 5" und 3" des NRSEs der Gene
Synapsin |, Synaptophysin und GIuR2 hybridisieren, zeigte in den HNSC.100-Zellen ein
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starkes PCR-Signal fiir triMetK4 sowohl fiir das NRSE des Synapsin I-Gen, als auch fiir das
Synaptophysin-Gen (Abb. 36A, links und mitte). Demnach liegen diese REST-Bindestellen in
einer offenen Chromatinstruktur. Gleichzeitig konnte auch ein schwaches Signal fiir diMetK9
detektiert werden. Das Ergebnis der PCR zeigt fiir das NRSE des GIuR2-Gens ein Signal fiir
diMetKD9, also eine geschlossene Chromatinstruktur, und kein PCR-Signal fiir triMetK4 (Abb.
36A, rechts). Das erklirt, weshalb DP-REST:ER nach Aktivierung durch 4-OHT nicht in
Lage war die Transkription von GIuR2 in HNSC.100 einzuleiten, denn diese Region liegt in
einem inaktivem Genabschnitt. Die Neuroblastomazelle SHSYS5Y zeigte fiir alle untersuchten
Gene eine starke PCR-Bande fiir triMetK4 (Abb. 36B), doch kein Signal fiir diMetK9. Die
REST-Bindestellen der Gene Synapsin I, Synaptophysin und GIuR2 sind in SHSYS5Y in eine
offene Chromatinstruktur eingebettet, die den Zugang von Transkriptionsfaktoren an die
DNA erlaubt. Diese Daten ergéinzen die Ergebnisse aus 4.16 Konnte beispielsweise fiir das
Synapsin I-Gen in HNSC.100 eine offene Chromatinstruktur durch den epigenetischen
Marker triMetK4 detektiert werden, so konnte dies durch das Binden von DP-REST:ER an
das NRSE in vivo untermauert werden. War der Marker diMetK9, der fiir eine geschlossene
Chromatinstruktur steht, nachweisbar, lie8 sich keine in vivo-Bindung von DP-REST:ER an
das NRSE von GluR2 nachweisen.
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Abb. 36: Epigenetische Modifikation des Chromatins von REST-Zielgenen in HNSC.100 und SH-SY5Y

Die Chromatinstruktur wurde bei HNSC-IOODP-REST:ER (A) und bei SHSYSYDP-REST:ER (B) analysiert. Die
Chromatin Immunoprézipitation wurde unter Verwendung von Antikorpern, die gegen diMetK9 und triMetK4
gerichtet waren, durchgefiihrt. Das Préizipitat wurde mittels PCR unter Verwendung von spezifischen
Oligonukleotiden, die 5" und 3" der REST-Bindesequenz NRSE des Synapsin I- Synaptophysin- und GIuR2-
Gens komplementir hybridisieren, analysiert. Die PCR-Produkte wurden {iiber ein 2%iges Agarosegel
aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefirbt. Als Negativkontrolle wurde die Immunoprizipation ohne
Antikérper und nur mit Sepharose A (no Ab) durchgefiihrt und ebenfalls mittels PCR amplifiziert. Als

Positivkontrolle (Input) wurde ein Aliquot des Gesamtchromatins fiir die Immunoprézipitation verwendet und
mittels PCR amplifiziert.
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5. Diskussion

Der Transkriptionsfaktor REST ist ein Repressor neuronaler Gene in nicht-neuronalem
Gewebe (Chong et al., 1995; Schoenherr et al, 1995). Gene, die durch REST reguliert
werden, kodieren fiir neuronale Rezeptoren, lonenkandle, Neuropeptide, synaptische
Vesikelproteine und Transkriptionsfaktoren. In dieser Arbeit wurde die Regulation der
Synaptophysin-Genexpression und weiterer putativer REST-Zielgene in unterschiedlichen
Zellsystemen untersucht und miteinander verglichen. Dies sollte zur Klarung beitragen, ob es

zelltyp-spezifische Unterschiede bei der Regulation der Genexpression gibt.

5.1 REST reguliert die Expression des Synaptophysin-Gens

Synaptophysin ist ein Polypeptid, das als integrales Membranprotein in synaptischen Vesikeln
vorliegt. Es spielt eine bedeutende Rolle bei der Transmitterfreisetzung und wird in
neuronalen und neuroendokrinen Zellen exprimiert (Navone et al., 1986; Leube R.E., 1994).
In Zusammenarbeit mit Michael Lietz konnte gezeigt werden, dass ein funktionelles NRSE
im ersten Intron des menschlichen Synaptophysin-Gens lokalisiert ist. Die Ergebnisse der
Transfektions-Experimente zeigten klar, dass dieses NRSE in vitro als DNA-Bindestelle fiir
REST fungiert und fiir die Regulation der Genexpression essentiell ist. Zudem wurde
deutlich, dass die Funktionalitidt des NRSEs aus dem Synaptophysin-Gen sich nicht von der
des Synapsin I-Gens unterscheidet. Dies ldsst den Schluss zu, dass beide Gene {iber den

gleichen REST-vermittelten Mechanismus reguliert werden.

5.2 Zelltyp-spezifische Expression von REST-Zielgenen

Die Expression neuronaler Gene beschréinkt sich nicht nur auf neuronale und neuroendokrine
Zellen, auch in endokrinen, pankreatischen [-Zellen konnte die Expression der Gene
Synapsin I, SCG10 und Synaptophysin nachgewiesen werden (Atouf et al., 1997; Navone et
al., 1986; Thomas-Reetz et al., 1993). Dies ist auf die niedrige endogene REST-
Konzentration in diesen Zellen zuriickzufiihren (Atouf et al., 1997; Martin et al., 2003;
Abderrahmani et al., 2001; 2004).

In dieser Studie wurde die Genexpression von REST und die seiner Zielgene Synaptophysin,
Sekretogranin 11, Connexin36, BDNF und GIuR2 in verschiedenen Zelltypen untersucht und

miteinander verglichen. Fiir die ausgewdéhlten Gene wurden bereits REST-Bindestellen
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beschrieben und deren Regulation durch REST mittels transienter Transfektionen von
Reportergenkonstrukten nachgewiesen (Myers et al., 1998; Timmusk et al., 1999; Roopra et
al., 2001; Martin et al., 2001; Watanabe et al., 2004; Zuccato et al., 2003; Lietz et al., 2003).
Die transkriptionelle Regulation von Reporterplasmiden entspricht nicht ihrem endogenen
Gegenstiick auf der DNA, welches mit Nukleosomen verbunden und in unterschiedliche
Chromatinstrukturen eingebettet ist. Belyaev et al. (2004) beschrieben, dass ein REST-
Zielgen innerhalb eines Reporterplasmids unterschiedliche REST-Korepressorkomplexe
rekrutiert, verglichen mit dem gleichen Gen, welches auf dem Chromosom lokalisiert ist.
Deshalb wurde in dieser Arbeit die Expression der zu untersuchenden Gene direkt auf RNA-
Ebene nachgewiesen.

Die endogene REST-Konzentration ist von Zelltyp zu Zelltyp verschieden und fiir die
Regulation der Genexpression von entscheidender Bedeutung. Friihere Studien haben gezeigt,
dass ein hoher Expressions-Level des REST-Gens mit dem Grad der Reprimierung seiner
Zielgene korreliert (Atouf et al., 1997; Lietz et al., 1998; Palm et al., 1998; Kim et al., 2004).
Beispielsweise geht ein hoher Level von REST mit der Repression des Synapsin I-Gens
einher, ein niedriger endogener REST-Level hingegen gestattet die Genexpression von
Synapsin | (Lietz et al., 1998).

Auch in dieser Studie konnte fiir die analysierten neuronalen-, neuroendokrinen-,
pankreatischen- und Fibroblasten-Zellen unterschiedliche hohe Konzentrationen von REST-
mRNA nachgewiesen werden. Aus den Daten geht deutlich hervor, dass die Expression des
REST-Gens in einem umgekehrten Verhéltnis zum Expressionslevel seiner Zielgene steht. So
zeigte die Fibroblasten-Zelle LMTK' aufgrund eines hohen REST-Levels keine Expression
REST-regulierter Gene. Eine starke reduzierte REST-mRNA Konzentration, wie sie in den
neuronalen, neuroendokrinen und pankreatischen Zellen nachgewiesen werden konnte,
duBerte sich in einer Transkription der neuronalen Gene Synaptophysin und Secretogranin I1.
Die Genexpression von Connexin36 blieb auf die pankreatischen o und -Zellen beschrinkt,
was auf eine zelltyp-spezifische Regulation dieses Gens schlieBen ldsst. Eine niedrige
Konzentration an REST-mRNA, korrelierte hier zwar mit der Expression der Gene
Synaptophysin, Sekretogranin Il und Connexin36, scheint aber nicht ausreichend zu sein, um
die Genexpression von BDNF und GIuR2 auszuldsen. Dies legt die Vermutung nahe, dass
eine alleinige Verdnderung der REST-Konzentration nicht ausreichend ist, um die
Transkription neuronaler Gene zu regulieren, sondern dass dazu zusitzliche zelltyp-

spezifische Faktoren notwendig sind.
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5.3 Die Hemmung der Histon-Deacetylasen mit Trichostatin A zeigt
zelltyp-spezifische Auswirkungen auf die Genexpression von

Synaptophysin, Sekretogranin Il und Connexin36

Die N- und C-terminale Repressordomdne von REST rekrutieren unterschiedliche
Korepressor-Proteine, wobei der N-Terminus mit mSin3A und der C-Terminus mit CoREST
interagiert, welche ihrerseits mit Histon-Deacetylasen (HDAC) verbunden sind (Andres et al.,
1999; Leichter et al., 1999; Huang et al., 1999; Grimes et al., 2000; Roopra et al., 2000; You
et al., 2000).

Die Deacetylierung der Histone resultiert in der dichteren Packung des Chromatins. Dadurch
wird die Zuginglichkeit fiir Transkriptionsfaktoren an die regulatorischen Bereiche der Gene
vermindert. So ldsst sich durch Modifikation der Histone die Expression der Gene
reprimieren. Trichostatin A (TSA) ist ein Inhibitor der Histon-Deacetylasen (Yoshida et al.,
1990) und verhindert die Deacetylierung der Histone, wodurch eine offene Chromatinstruktur
entsteht, die den Zugang von Transkriptionsfaktoren an das genetische Material gestattet

(Abb. 37).

TSA

Acetylierung Deacetylierung

4——  Acetylgruppe

Kernhistone

DNA

Abb. 37: Schematische Darstellung: Hemmung der Histon-Deacetylase durch Trichostatin A (TSA)
Histon-Acetyltransferasen iibertragen Acetylgruppen, Histon-Deacetylasen kdnnen diese Acetylgruppen wieder
entfernen. Der Acetylierungsgrad der Histone spielt eine entscheidende Rolle bei der Strukturierung des
Chromatins. Sind viele Histonmolekiile im Nukleosom acetyliert, dann nimmt das Chromatin eine aufgelockerte,
offene Konfiguration an, was die DNA zugénglich fiir Transkriptionsfaktoren macht. Werden die Acetylgruppen
entfernt, dann wird das Chromatin dichter gepackt und somit unzugénglich fiir Transkriptionsfaktoren.
Trichostatin A (TSA) verhindert die Entfernung der Acetylgruppen durch Hemmung der Histon-Deacetylasen,
das Chromatin verbleibt in einer offenen Konfiguration.
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Untersuchungen von Naruse et al. (1999) an der Fibroblastenzelllinie NIH-3T3 zeigten, dass
die Inhibierung der Histon-Deacetylasen mit TSA die Expression der neuronaler Gene
SCG10, N-Methyl-D-Aspartat Rezeptor 1 (NMDAR1) und der Cholinzacetyltransferase
(CHAT) zur Folge hatte. Auch Daten von Lietz et al., (2003) zeigten, dass die Behandlung
von P19-Teratokarzinoma-Zellen mit TSA in der Expression der Gene Synapsin | und
Synaptophysin  resultierte. Basierend auf diesen Erkenntnissen wurde hier der
Repressionsmechanismus von REST in verschiedenen Zellsystemen untersucht. Die
Inhibierung der Histon-Deacetylasen mit TSA resultiert in einer verstirkten Expression des
Synaptophysin-  und Sekretogranin  1I-Gens in den untersuchten neuronalen-,
neuroendokrinen- und pankreatischen Zellen. Das Connexin36-Gen zeigt eine zelltyp-
spezifische Regulation und konnte lediglich in den pankreatischen Zellen durch die
Inhibierung der Histon-Deacetylasen dereprimiert werden. Die Gene Synaptophysin,
Secretogranin Il und Connexin36 unterliegen demnach dem gleichen HDAC-abhingigen
Repressionsmechanismus und werden iiber Verdnderungen des Chromatins reguliert. Eine
solche zelltyp-spezifische Regulation durch REST wurde auch fiir das Natrium-Kanals Typ 11
kodierende Gen (NaV.1.2) beschrieben. In L6-Skelettmuskelzellen der Ratte liegt REST,
CoREST und HDAC an der Transkriptionseinheit des Gens gebunden vor (Ballas et al.,
2001). Die Inhibierung der Histon-Deacetylasen mit TSA hatte eine Dereprimierung des Gens
zur Folge. In Ratl Fibroblastenzellen hingegen folgte der Inhibierung keine Expression des
NaV.1.2-Gens, da hier zwar REST und CoREST an der Transkriptionseinheit vorlagen,
jedoch wurden keine Histon-Deacetylasen an die Transkriptionseinheit rekrutiert (Lunyak et
al., 2002). In dieser Arbeit fiihrte die Inhibierung der Histon-Deacetylasen mit TSA in den
untersuchten Zelllinien zu keiner Derepression der Gene BDNF und GIuR2. Auch zeigte sich
die Fibroblastenzelle LMTK" insensitiv auf die Behandlung mit TSA, da keines der
untersuchten REST-Zielgene dereprimiert wurde. Die Gene werden hier bereits {iber einen
Repressionsmechanismus reguliert, der unabhingig von Histon-Deacetylasen funktioniert.
Die REST-vermittelte Repression scheint demnach zelltyp- und genspezifisch zu sein, und
geht in einigen Fillen nicht {iber die alleinige Rekrutierung von Histon-Deacetylasen

vonstatten.
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5.4 Synaptophysin, Sekretogranin Il und Connexin36 werden in den
neuronalen-, neuroendokrinen und endokrinen Zellen durch REST

reguliert.

Durch Aktivierung der REST-Mutante DP-REST:ER mit 4-OHT entsteht eine
Konkurrenzsituation mit dem endogen exprimierten REST-Protein um die Bindestellen auf
der DNA. Bindet das Protein DP-REST:ER an die NRSEs und verdringt dort das endogene
REST, sollte es aufgrund der starken Aktivatordoméne der Mutante zur Expression der
REST-Zielgene kommen. Die Ergebnisse aus den transienten Transfektionen zeigten, dass
DP-REST:ER nach Zugabe des Induktors 4-OHT die Transkription der Reporterplasmide, die
REST-Bindestellen beinhalten, stark zu aktivierten vermag. Ebenso wurde aus den Daten der
RNase Schutzexperimenten deutlich, dass die Transkription der Gene Synaptophysin und
Sekretogranin Il nach Aktivierung von DP-REST:ER in den neuronalen-, neuroendokrinen-
und endokrinen Zellen verstiarkt werden konnte. Dieser Effekt lie3 sich durch die gleichzeitige
Inkubation mit dem Histon-Deacetylase Inhibitor TSA noch verstdrken. Anhand dieser Daten
lasst sich eindeutig sagen, dass die Gene Synaptophysin und Sekretogranin 1l REST-
responsiv sind, und dass deren Transkription in SN56, AtT20, [1TC3 und [1TC1-9 durch
DP-REST:ER auf chromosomaler Ebene gezielt verstiarkt werden konnte. Die Transkription
des Connexin36-Gens wurde nur in den Pankreaszellen [1TC3 und [1TC1-9 verstirkt. Auch
hier lieB sich die Genexpression bei gleichzeitiger Zugabe von TSA noch steigern.
Connexin36 ist demnach ebenfalls ein durch REST reguliertes Gen, dessen Expression jedoch
auf die endokrinen Pankreaszelllinien beschrinkt ist. Die Transkription der Gene BDNF und
GIluR2 konnte durch DP-REST:ER nicht induziert werden, selbst bei gleichzeitiger
Inhibierung der Histon-Deacetylasen zeigte sich kein Einfluss auf die Genexpression. Die
Regulation von BDNF und GIuR2 wird in diesen Zelllinien nicht mehr direkt durch REST
vermittelt. Auch hat REST in der Fibroblastenzelllinie LMTK" keinen direkten Einfluss mehr

auf die Regulation der untersuchten Gene.
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5.5 Einfluss der DNA-Methylierung auf die Expression von REST-

Zielgenen

Die DNA-Methylierung stellt einen weiteren Mechanismus dar, die Expression ganzer
Genabschnitte zu regulieren. Die Methylierung von CpG-Dinukleotiden kann entweder zur
Blockierung der DNA-Bindestelle transkriptioneller Aktivatoren fiihren oder als Bindestelle
fiir Repressorproteine dienen, wie zum Beispiel fiir das Repressorprotein MeCP2 (methyl-
CpG-binding protein 2). MeCP2 bindet an solche methylierten CpG-Dinukleotide (C"pG)
und vermittelt die Genrepression liber die Rekrutierung von Histon-Deacetylasen oder Histon-
Methyltransferasen (Jones et al., 1998; Nan et al., 1998; Fuks et al., 2003).

Es ist bekannt, dass REST iiber das Korepressor-Protein CoOREST (Andres et al., 1999) ein
alternativer Repressionsmechanismus zur Verfiigung steht, wobei CoREST als Protein-
Briicke zwischen REST und MeCP2 dient (Lunyak et al., 2002). REST kann auf diese Weise
einen zusidtzlichen Repressor an die methylierten DNA-Abschnitte heranfiihren.
Untersuchungen des REST-Zielgens NaV.1.2 in Ratl-Fibroblasten von Lunyak et al. (2002)
machten deutlich, dass die Methylierung der DNA bei der Regulation des NaV1.2-Gens eine
wichtige Rolle spielt. REST, CoREST und MeCP2 lagen an der methylierten Promotorregion
des NaV1.2-Gens gebunden vor. Die Behandlung mit dem DNA-Methyltransferase-Inhibitor
5-Azacytidine fiihrte zur Dereprimierung des NaV1.2-Gens (Lunyak et al., 2002). In dieser
Arbeit hingegen hatte die Inkubation mit 5-Azacytidine (5-AzaC) in keiner der analysierten
Zelllinien eine Derepression der untersuchten REST-Zielgene zur Folge, auch die kombinierte
Behandlung mit 5-AzaC und TSA bei gleichzeitiger Aktivierung von DP-REST:ER zeigte
keine zusitzliche Verdnderung der Genexpression. Die analysierten Gene werden demnach
iiber einen Mechanismus reguliert, der unabhéngig von der DNA-Methylierung ist.

Wood et al. (2003) beschrieb einen vergleichbaren Fall. In JTC-19 Lungenfibroblasten liegt
das REST-regulierte muskarinischen Azetylcholin Rezeptor Typ IV-Gen inaktiv vor. Hier
kommt es durch Behandlung mit 5-AzaC zu keiner Derepression des Gens. Auch die
Behandlung mit TSA und 5-AzaC fiihrte in dieser Zelllinie zu keiner Genexpression. Die
Arbeitsgruppe fand heraus, dass REST keinen Zugang mehr zu seinem Zielgen hatte und
nicht an der Transkriptionseinheit gebunden vorlag (Wood et al., 2003). Die Repression von
REST-Zielgenen benétigt demnach nicht immer die permanente Bindung von REST an die

Transkriptionseinheit.

117



5. Diskussion

5.6 Die Modulation der Chromatinstruktur bestimmt die Genexpression

REST-regulierter Gene

Um die zelltyp-spezifische Regulation des REST-Zielgenes Connexin36 genauer zu
untersuchen, galt es herauszufinden, welche Rolle die Chromatinstruktur bei der Regulation
der Genexpression spielt. REST rekrutiert in vivo iiber die C-terminale Repressordoméne die
Methytransferase G9a an die Transkriptionseinheit (Roopra et al., 2004). Der Lysinrest 9 am
Histon 3 (H3K9) dient der Methyltransferase G9a als Substrat (Tachibana et al., 2001).
Dimethyliertes H3K9 ist wiederum eine Bindestelle fiir das Heterochromatin Protein 1 (HP1)
(Bannister et al., 2001). HP1 spielt eine essenticlle Rolle bei der Bildung von
Heterochromatin und somit bei der Entstehung und Aufrechterhaltung abgeschalteter
Chromatinabschnitte. Die tri-Methylierung des Lysinrestes 4 am Histon 3 gilt allgemein als
Marker fiir eine offene Chromatinstruktur (Santos-Rosa et al., 2002). Die Chromatin-
Immunoprizipitation sollte im weiteren Verlauf ein genaueres Bild iiber den Zustand des
Chromatins liefern. Hierzu wurde die Hypophysenzelle AtT20 mit der Pankreaszelle BTC3
verglichen, da diese sich in der Expression des Connexin36-Gens unterscheiden. Die
Ergebnisse machten deutlich, dass das die zelltyp-spezifisch Expression des Connexin36-Gen
auf eine unterschiedliche Konfiguration des Chromatins zuriickzufiihren ist. In PTC3 war die
Chromatinstruktur um die REST-Bindestelle NRSE des Connexin36-Gens in einem
»aktivem* Zustand und gestattete die Interaktion von DP-REST:ER mit der DNA-Bindestelle.
In AtT20 zeigte sich ein anderes Bild. Hier befand sich das NRSE des Connexin36-Gens in
einem transkriptionell inaktivem, geschlossenem Chromatinabschnitt, was eine Bindung von
DP-REST:ER an die DNA verhinderte. Die REST-Bindestelle des Synaptophysin-Gens war
in beiden Zelltypen in eine offene Chromatinstruktur eingebettet, DP-REST:ER lag am NRSE
gebunden vor und konnte dessen Transkription einleiten. Die REST-Bindesequenz des
GluR2-Gens befand sich in beiden Zelltypen in einer geschlossenen Chromatinstruktur. Somit
war das NRSE fiir DP-REST:ER unzuginglich. Die bisherigen Ergebnisse machten deutlich,
dass REST seine Zielgene iiber Verdnderungen der Chromatinstruktur zelltyp-spezifisch
regulieren kann. Das Expressionsmuster einer Zelle hingt also nicht nur von der endogenen
REST-Konzentration und zelltyp-spezifischen Aktivatoren ab, sondern vielmehr von der
zelltyp-spezifischen Modifikation der Chromatinstruktur. Eine "offene" oder eine
"geschlossene" Chromatinstruktur entscheidet letztendlich liber einen mdglichen Zugang der

Transkriptionsfaktoren an die Transkriptionseinheit.
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5.7 ldentifikation weiterer REST-Zielgene mittels Genchip
(Affymetrix-Assay)

Der DNA microarray erlaubt eine Genom-umfassende Analyse der Genexpression. Auf einem
microarray (oder GenChip) kdnnen bis zu mehrere tausend bekannte Sequenzen des Genoms

eines bestimmten Organismus vorhanden sein.

Die Eigenschaft von DP-REST:ER an REST regulierte Gene zu binden und deren Expression
zu aktivieren, bietet eine gute Moglichkeit iiber den Affimetrix GenChip-Assay weitere
putative REST-responsive Gene zu identifizieren. Mit Hilfe der induzierbaren REST-Mutante
DP-REST:ER konnen putative REST-Zielgene verstirkt exprimiert, und dadurch besser
identifiziert werden. Die Zelllinien AtT20pprest:rr Und BTC3pp.rest:pr Wurden mit 4-OHT
oder mit Ethanol behandelt, und die Genexpression iiber einen Affymetrix-Genchip
analysiert. Neben dem bekannten REST-Zielgen Synapsin | wurde auch das Gen Neurexin | in
beiden Zelllinien verstirkt exprimiert. Neurexine sind neuronale Zelloberflichen-Proteine, die
an der interzelluldren Signalweiterleitung und bei der Bildung von gap-junctions involviert
sind. Da die Expression dieses Gens in beiden Zelllinien durch die Aktivierung von DP-
REST:ER induziert wurde, wére eine genauere Analyse von Neurexin | als mogliches REST-
Zielgen sehr interessant. In BTC3 resultierte die Aktivierung von DP-REST:ER in einer
verstirkten Genexpression von Connexin26 und Connexin30, die beide in den gleichen gap-
junction-Plaques vorkommen und sich dort zusammenlagern (Ahmad et al., 2003). Da in
dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass Connexin36 ein REST-Zielgen ist und zelltyp-
spezifisch reguliert wird, wire eine weiterfilhrende Untersuchung der Connexin-
Genexpression interessant. Synaptobrevin 2 bzw. das ,,vesikel associated membrane protein
2% (Vamp?2) ist essentiell fiir zwei Synapsen-spezifische Membran-Reaktionen: Freisetzung
von Neurotransmitter durch Exozytose und Wiederverwendung der synaptischen Vesikel
durch Endozytose (Deak et al., 2004). Die Expression von Vamp2 wurde bereits in
pankreatischen Zellen beschriecben (Rosado et al., 2004). Vamp2 interagiert in der
Vesikelmambran mit dem synaptischen Vesikelprotein Synaptophysin (Calakos N. and
Scheller R., 1994; Washbourne et al., 1995). Die Genexpression von Synaptophysin wird
durch REST reguliert wird. Die GenChip-Daten deuten darauf hin, dass das Vamp2-Gen
ebenfalls durch REST reguliert wird. Es wire interessant zu untersuchen, ob die
Genexpression der beiden Proteine, die miteinander interagierenden um eine spezifische
Aufgabe zu erfiillen, durch den gleichen REST-vermittelt Mechanismus reguliert wird. Wie

aus den Affymetrix-Daten hervorgeht, wurde die Expression vieler Gene, die direkt oder
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indirekt mit der Bildung und Funktion von synaptischen Vesikeln in Verbindung stehen,
durch die Inkubation mit 4-OHT heraufreguliert. Weitere Untersuchungen miissten erst
zeigen, ob diese Gene durch REST oder iiber andere REST-unabhingige Faktoren reguliert
werden. Dazu muss die REST-Bindestelle NRSE der Gene lokalisiert und funktionell

analysiert werden.

5.8 Genexpression von REST und REST-regulierter Gene in der neuralen
Stammzelllinie HNSC.100

Neurale Stammzellen bieten die Moglichkeit den molekularen Mechanismus der
Zelldifferenzierung wihrend der Neurogenese genauer zu untersuchen. Die humane neurale
Stammezelllinie HNSC.100 besitzt die Fahigkeit der Selbsterneuerung und differenziert zu den
drei wichtigsten Zelltypen des ZNS: Neuronen, Astrozyten oder Oligodendrozyten.
Stammzellen zeigt einen hohen endogenen Level an REST (Lorincz et al., 2004; Ballas et al.,
2005), eine adulte Nervenzelle jedoch nur noch einen sehr geringen REST-Level (Palm et al.,
1998). Die Manifestation eines neuronalen Phinotyps setzt die Herabregulierung von REST
und die Expression neuron-spezifischer Gene voraus. Die HNSC.100-Zelllinie diente in dieser
Arbeit als Modellsystem, um die Rolle von REST bei der neuronalen Differenzierung
untersuchen zu kdnnen.

Ein Marker fiir undifferenzierte, pluripotente, sich teilende Stammzellen gilt im Allgemeinen
das Protein Nestin (Lehndahl et al., 1990), welches zu den intermedidren Neurofilamenten
gehort. Dahlstrand et al. (1995) zeigten anhand von Untersuchungen des zentralen
Nervensystems von Méiuseembryonen, dass Nestin bereits im frithen Embryonalstadium
exprimiert wird und gilt somit als charakteristisch fiir undifferenzierte Stammzellen. Es wird
nicht nur in neuronalen Stammzellen, sondern auch in undifferenzierten Gliazellen und in
multipotenten Stammzellen exprimiert (Shin et al., 2003). Als Marker fiir astrozytire
Vorlduferzellen und reife Astrozyten gilt das GFAP (glia fibrillary acidic protein). GFAP
wurde aber auch fiir neurale Stammzellen beschrieben (Doetsch et al., 1999; Sanai et al.,
2004; Seri et al., 2001). Die hier durchgefiihrten Expressions-Analysen zeigten, dass die
HNSC.100-Zelllinie sowohl den Stammzellmarker Nestin als auch den Astrozytenmarker
GFAP exprimieren. Dieses wurde ebenfalls von Villa et al. (2000) und von Kramer-
Hammerle (2004) beschrieben und gilt als charakteristisches Merkmal fiir diese Stammzellen-

Population (Villa et al., 2000; Vogel et al., 2003). Die Expression des Stammzellmarkers in
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der Neuroblastomazelle SHSYSY und der embryonalen Nierenzelllinie 293T macht deutlich,
dass es sich bei den Zelllinien noch um Vorlduferzellen handelt, die noch nicht vollstindig
ausdifferenziert sind. Ein Vergleich der Expression von REST und die der neuronalen
Markergene, Synapsin 1, Synaptophysin und GIluR2, die zugleich bekannte REST-Zielgene
sind (Schoch et al., 1996; Myers et al., 1998; Lietz et al., 2003) sollte zusitzlich
Informationen iiber den Differenzierungsstatus der Zellen liefern. Die HNSC.100-Zelle und
die Nierenzelllinie 293T weisen beide einen hohen Level an REST-mRNA auf, was in der
Repression der neuronalen Gene resultiert. Die Neuroblastoma-Zelle hingegen hat einen
niedrigen endogenen REST-Level, was mit der Expression von Synapsin |, Synaptophysin und
GIluR2 korreliert. Dieses Ergebnis zeigt deutlich das inverse Verhiltnis zwischen der
Expression von REST und die seiner Zielgene. Die Daten machten deutlich, dass sich die
HNSC.100-Stammzelllinie in einem sehr frilhen Stadium der Differenzierung befinden, in

dem das Stammzellmarkergen Nestin aber noch keine neuronalen Gene exprimiert werden.

5.9 Retinsaure 16st in HNSC.100-Zellen die Neurogenese aus

In dieser Arbeit wurden HNSC.100-Zellen in unterschiedlichen Medien kultiviert, um die
Induzierbarkeit der Zelldifferenzierung zu analysieren. Bei Zugabe der Mitogene bFGF und
EGF proliferieren die HNSC.100-Zellen und erneuern fortwéhrend den Zellpool. Erst der
Entzug der Wachstumsfaktoren EGF und bFGF aus dem Kultivierungsmedium leitet die
Umstellung vom proliferierenden Zellstadium zum Stopp der Proliferation und den Beginn
der Differenzierung ein (Villa et al., 2000). Die Kultivierung der HNSC:100-Zellen in
Medium ohne EGF und bFGF bewirkte die Differenzierung der HNSC.100-Zellen in
Richtung Astrozyten, was durch die erhéhte Expression des Astrozytenmarkers GFAP und
eine verminderte Expression des Stammzellenmarkers Nestin deutlich wurde. Die Zugabe von
luM Retinsdure loste in den HNSC.100-Zellen die Neurogenese aus und fiihrt zur
Transkription der Gene Synapsin |, Synaptophysin und GIuR2. Gleichzeitig nahm die
Genexpression von GFAP und Nestin deutlich ab. Die Abnahme des REST-Levels ist fiir die
Expression von REST-Zielgenen essentiell. Erst ein geringerer endogener Level an REST-
Protein ermoglicht die Ausbildung eines neuronalen Phinotyps. Die Kultivierung der
HNSC.100-Zellen in astrozytirem und neuronalem Differenzierungsmedium fiihrte zu einer
Abnahme der Genexpression von REST und gestattete so die Expression der untersuchten
neuronalen Markergene. Daraus geht eindeutig hervor, dass die Differenzierung der
HNSC.100-Zellen mit der Herunterregulierung der REST-Genexpression einhergeht.

Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen iiber den Einfluss von Retinsdure auf die Einleitung
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der Neurogenese ergaben dhnliche Ergebnisse. Die humane Teratocarzinoma-Zelle NTera-2,
die neuronalen Vorlduferzellen &hnelt, exprimierte nach Inkubation mit Retinsdure neuronale
Gene, wie beispielsweise Synapsin I, Il, 11l und Neurofilament H. Gleichzeitig wurde die
Genexpression von Nestin und der REST-Protein-Level vermindert (Leypoldt et al., 2001 und
2002; Lietz et al., 2003; Bai et al., 2003). In undifferenzierten embryonalen Stammzellen
(ES) liegt eine hohe Konzentration an REST-Protein vor (Lorincz et al., 2004; Ballas et al.,
2005). Wurden die Zellen mit Retinsdure behandelt, fiihrte dies zur Expression neuronaler
Gene wie Synapsin | und Synaptophysin (Guan et al., 2001; Bibel et al., 2004) und
gleichzeitig zur Abnahme der REST-Protein Konzentration in der Zelle (Ballas et al., 2005).

5.10 Histon-Deacetylasen-abhangige Repression von REST-Zielgenen in

der neuralen Stammzelle HNSC.100

In der adulten Hippocampus Stammzelllinie HCN A94 bewirkt die Behandlung mit
Trichostatin A die Derepression von neuronalen Markergenen, u.a. GIuUR2 und Synapsin |
(Kuwabara et al., 2004). Auch Ballas et al. (2005) konnte in undifferenzierten ES-Zellen
zeigen, dass die Inkubation mit TSA ausreichend war, um die Expression der putativen
REST-Zielgene Synaptotagmin IV und Calbindin zu dereprimieren.

Hier konnte gezeigt werden, dass die Inhibierung der Histon-Deacetylasen mit Trichostatin A
die REST-vermittelte Repression der Gene Synapsin |, Synaptophysin und GIuR2 in
HNSC.100 aufzuheben vermochte, diese Gene werden in HNC.100-Zellen tiber einen Histon-

Deacetylase-abhingigen Mechanismus reguliert.

5.11 Die Genexpression von REST-Zielgenen wird in HNSC.100 Uber die

Modulierung des Chromatins reguliert

Die Zelllinie HNSCpp.rest:rr exprimiert dauerhaft die REST-Mutante DP-REST:ER.
HNSCpp.rest:rr diente in dieser Arbeit als Modellsystem, um die Moglichkeit einer gezielten
Aktivierung von REST-Zielgenen in einer neuralen Stammzelle zu untersuchen und welche
Rolle die Chromatinstruktur bei der Regulation von REST-Zielgenen spielt.

Die Inkubation der HNSCpprest:er-Zellen mit 4-OHT leitete die Transkription des
Synapsin I- und des Synaptophysin-Gens ein, jedoch zeigte sich kein aktivierender Einfluss
auf die Genexpression des GIuR2-Gens. Ein Vergleich der HNSC.100-Zellen mit der
Neuroblastoma-Zelllinie SHSYSY  zeigte eine unterschiedliche Modulation der
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Chromatinstruktur an den REST-Bindestellen der Gene Synapsin I, Synaptophysin und
GIuR2. In den Neuroblastoma-Zellen liegen die NRSE in einer offenen Chromatinstruktur.
Das DP-REST:ER-Protein liegt am NRSE-Kontrollelement gebunden vor und die
untersuchten Gene werden aktiv transkribiert. In den HNSC.100-Zellen liegen die REST-
Bindestellen der Gene Synapsin | und Synaptophysin ebenfalls in einer offenen
Chromatinstruktur. Der Aktivator DP-REST:ER liegt am NRSE dieser Gene gebunden vor.
Gleichzeitig konnte aber auch der Marker fiir eine geschlossene Chromatinstruktur detektiert
werden. Dies spricht fiir die fehlende basale Expression dieser Gene in unbehandelten
HNSC.100-Zellen. Das NRSE des GIuR2-Gens war in den HNSC.100-Zellen noch in einem
geschlossenen, inaktiven Bereich des Chromatins eingebettet, wodurch die Bindung von
DP-REST:ER an die Transkriptionseinheit verhindert wurde. Die Behandlung der HNSC.100-
Zellen mit TSA 16st in HNSC.100 die Derepression des GIuR2-Gens aus. Darin zeigt sich ein
interessanter Unterschied zu den zuvor analysierten Mauszelllinien AtT20 und BTC3. Auch
hier konnte fir das NRSE des GIuR2-Gens der Marker fiir eine geschlossene
Chromatinstruktur detektiert werden. Dies blockierte die Bindung von DP-REST:ER an das
NRSE des Gens. Die Inkubation mit TSA war jedoch nicht ausreichend, um die
Genexpression von GIUR2 zu induzieren. Es muss demnach ein Unterschied im
Repressionsmechanismus zwischen Stammzellen und ausdifferenzierten Zellen geben. Ein
Erklarungsansatz konnten die Daten von Ballas et al. (2005) liefern. Die Arbeitsgruppe
verglich das Expressionsmuster des Synaptotagmin IV- und des Calbindin-Gens in
ausdifferenzierten Fibroblasten und in undifferenzierten embryonalen Stammzellen (ES). In
beiden Zelllinien lagen REST und seine Korepressoren an der Transkriptionseinheit der Gene
gebunden vor. Die Fibroblastenzelle exprimierte keines der neuronalen Gene. In den ES-
Zellen hingegen konnte trotz des Vorhandenseins von REST eine schwache Expression des
Synaptotagmin V- und des Calbindin-Gens nachgewiesen werden. Genauere Analysen
machten Unterschiede bei der Rekrutierung der Histon-Methyltransferase G9a an die
Promotorregion der Gene deutlich. In den Fibroblasten-Zellen lag eine wesentlich hohere
Konzentration der Histon-Methyltransferasse an der Transkriptionseinheit der Gene vor als in
den pluripotenten ES-Zellen (Ballas et al. 2005). Offenbar vermittelt der REST-Korepressor-
Komplex in Stammzellen zwar die Repression neuronaler Gene, gleichzeitig werden diese
aber in einem induzierbaren Zustand gehalten, sodass allein durch Abdissoziieren der
Repressors von der Transkriptionseinheit die Expression neuronaler Gene eingeleitet werden

kann.
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Die Chromatinstruktur der neuralen Stammzelllinie HNSC.100 rund um die REST-
Bindestelle NRSE wird derzeit im Labor von Prof. Dr. Thiel eingehend untersucht.

5.12 Ausblick

Diese Arbeit macht deutlich, wie eng die Beziehung zwischen der REST-vermittelten
Repression seiner Zielgene und der Konfiguration des Chromatins ist. Daher sollten
zukiinftige Expressionsstudien immer mit einer Analyse der Chromatinstruktur verbunden
werden. Untersuchungen iiber das Vorhandensein von REST, CoREST, Histon-Deacetylasen,
MeCP2, der Histon-Metyltransferase G9a und des Heterochromatin Protein HP1 an der
Transkriptionseinheit von REST-Zielgenen konnten zur Aufklarung der zelltyp-spezifischen
Genregulation beitragen.

Diese Arbeit verdeutlichte ebenfalls, dass sich die neurale Stammzelllinie HNSC.100 als
Modellsystem eignet, um den Einfluss von REST auf die Neurogenese zu untersuchen. Hier
konnte gezeigt werden, dass die Behandlung der HNSC.100-Zellen mit Retinsdure die
Neurogenese auslost und gleichzeitig der REST-Level abnahm. Die Herunterregulierung des
REST-Gens ist essentiell fiir die neuronale Differenzierung (Palm et al., 1998), doch bleibt die
Frage bis heute weitgehend unbeantwortet, wie die Regulation des REST-Gens vonstatten
geht. Die Identifikation von Transkriptionsfaktoren, die die Expression und Regulation des
REST-Gens wihrend der neuronalen Differenzierung koordinieren, ist daher von besonderem
Interesse.

Mit der Zelllinie HNSC.100pprest:Er Steht ein weiteres, induzierbares System zur Verfiigung.
Aus einer Studie von Watanabe et al. (2004) mit dem konstitutiv aktiven Aktivatorprotein
»REST-VP16%“ in C2C12-Myoblasten ging hervor, dass die Expression von REST-VP16 die
Ausbildung eines physiologisch aktiven, neuronalen Phédnotyps dieser Zellen zur Folge hatte.
Durch Verwendung der neuralen Stammzelllinie HNSC.100pp_rest-er kann liberpriift werden,
ob die durch DP-REST:ER induzierte Expression neuronaler Gene ausreichend ist, um die
Neurogenese auszulosen und welche Auswirkungen dies auf den endogenen REST-Level der

Zelle hat.
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6. Zusammenfassung

Der Transkriptionsfaktor REST ist ein Repressor neuronaler Gene in nicht-neuronalem
Gewebe und undifferenzierten Stammzellen. REST bindet an einer spezifischen
Erkennungssequenz auf der DNA und rekrutiert Histon-Deacetylasen und Histon-
Methyltransferasen an die Transkriptionseinheit seiner Zielgene. Die daraus resultierende
Verdnderung der Chromatinstruktur ldsst diese DNA-Abschnitte fiir Transkriptionsfaktoren

unzuginglich werden.

In dieser Studie wurde in verschiedenen Zelltypen die Regulation der Genexpression putativer
REST-Zielgene untersucht, die in ihre natiirliche Chromatinstruktur eingebettet sind. Dabei
konnte gezeigt werden, dass die Expression des Synaptophysin-, Sekretogranin Il- und des
Connexin36-Gens durch REST reguliert wird, wobei die Expression des Connexin36-Gens

iiber eine zelltyp-spezifische Modifikation des Chromatins gesteuert wird.

Des Weiteren wurde in dieser Arbeit die REST-vermittelte Regulation neuronaler Gene in der
neuralen Stammzelle HNSC.100 analysiert. Diese Stammzelllinie besitzt die Fahigkeit der
Selbsterneuerung und differenziert zu den drei wichtigsten Zelltypen des ZNS: Neuronen,
Astrozyten oder Oligodendrozyten. Die Behandlung dieser Zelllinie mit Retinsdure resultierte
in der Neurogenese und induzierte die Expression des Synapsin I-, Synaptophysin- und des
GluR2-Gens. Gleichzeitig nahm die Expression des REST-Gens ab. Fiir die untersuchten
neuronalen  Gene konnte in  HNSC.100 ein  Histon-Deacetylase-abhingiger
Repressionsmechanismus nachgewiesen werden, iiber den REST die Genexpression
reprimiert. Zudem wurde hier gezeigt, dass sich die Zelllinie HNSC.100 als Modellsystem
eignet, um die Frage zu kldren, welche Rolle REST bei der Einleitung der Neurogenese und

der Manifestation des neuronalen Phinotyps spielt.
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/. Summary

The transcription factor REST is a transcriptional repressor of neuronal genes in non-neuronal
tissue. REST binds to a specific recognition site on the DNA and recruits histone deacetylases

and histone methyltransferases to the transcription units of REST-target genes.

The Aim of this work was to investigate the regulation of putative REST-target genes, which
are embedded in their natural chromatin structure, and to compare the neuronal gene
expression in different cell-types. It was observed that the expression of the synaptophysin-,
secretogranin Il- and connexin36-gene is REST regulated by modification of the chromatin
structure. The connexin36-gene showed a cell type-specific structure of the chromatin,

indicating that transcriptional repression by REST functions in a cell type-specific manner.

Another topic of this work was to analyse the REST-mediated regulation of neuronal gene
expression in the neural stem cell lineage HNSC.100. This cell line has the capacity for self-
renewal and possesses the ability to differentiate into the three major cell lineages of the
nervous system, neurons, astrocytes and oligodendrocytes. We observed, that the treatment of
HNSC.100 with all-trans retinoic acid was sufficient to trigger the neurogenesis and to induce
the expression of the neuronal genes synapsin |, synaptophysin and GIuR2. The expression of
the REST encoding gene was reduced. HNSC.100 cells treated with a histone deacetylase
inhibitor started to express the neuronal genes Synapsin I, synaptophysin and GIuR2,
indicating that the repression of these genes depends on a mechanism in which histone
deacetylases are involved. The human neural stem cell HNSC.100 provides a mighty tool to
further investigate the role of REST during neurogenesis and manifestation of the neuronal

phenotype.
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