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2 Einleitung

2.1 Die Genexpression in Eukaryonten

Die Entwicklung vielzelliger Organismen ist ein bedeutender Schritt in der Evolution, der eine
Vielzahl struktureller und funktioneller Erneuerungen mit sich brachte. Hohere Eukaryonten
bestehen im Gegensatz zu niederen Organismen aus einer Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen,
die alle im Interesse des Gesamtorganismus eine spezifische Aufgabe erflllen. Alle Zelltypen
haben den gleichen Genotyp, was bedeutet, dass sie alle das gleiche genetische Material in
Form von DNA enthalten. lhren spezifischen Phanotyp bilden die einzelnen Zelltypen aus,
indem in ihnen ein spezifisches Genexpressionsprofil und damit ein bestimmtes Muster an
Proteinen vorliegt. Der jeweilige Entwicklungs- und Differenzierungszustand der einzelnen Zelle
wird durch ein spezielles Muster an Proteinen bestimmt, deren kodierende Gene in Abhéngigkeit
bestimmter Transkriptionsfaktoren exprimiert werden. Daraus wird die Bedeutung der Regulation
von Genen durch Transkriptionsfaktoren deutlich. Die Regulation der Genexpression erfolgt auf
allen Ebenen - von der DNA Uber die RNA bis hin zur Proteinsynthese (Abbildung 1) - und
umfasst verschiedene Mechanismen auf der Ebene der Transkription und der Translation.

Transkriptionsfaktoren sind aus unterschiedlichen Doméanen aufgebaut. Bei diesen Domanen
handelt es sich beispielsweise um eine DNA-Bindedoméne, die mit spezifischen DNA-
Sequenzen in Wechselwirkung tritt. AulRerdem konnen Transkriptionsfaktoren eine
Aktivierungsdomane enthalten, die zusammen mit anderen Proteinen die Transkription
stimuliert. Eukaryontische Transkriptionsfaktoren enthalten eine Vielzahl verschiedener
Strukturmotive, die mit bestimmten DNA-Sequenzen in Wechselwirkung treten. Der Typ der
DNA-Bindungsdoméne dient zur Klassifizierung der Transkriptionsfaktoren. Zu den wesentlichen
Motiven der DNA-Bindungsdomanen zahlen das Zinkfinger-Motiv, das Homdodomanen-Motiv,
das Helix-Loop-Helix-Motiv und das Leucin-Zipper-Motiv. Einige Transkriptionsfaktoren kénnen
Heterodimere ausbilden, wodurch sich die Méglichkeiten der Expressionsregulation erweitern.
Transkriptionsfaktoren werden generell in zwei Hauptgruppen unterteilt: aktivierende
Transkriptionsfaktoren und Transkriptionsrepressoren. Das genau aufeinander abgestimmte
Zusammenspiel der verschiedenen Transkriptionsfaktoren, die entweder Zelltyp spezifisch oder
ubiquitar exprimiert werden, bewirkt, dass Gene flr unterschiedliche Zellfunktionen exprimiert
werden. AulRerdem koordiniert das komplexe Netzwerk an Transkriptionsfaktoren verschiedene
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Entwicklungsprozesse miteinander. So wird die adaquate Spezifizierung von Vorlauferzellen in
den verschiedenen Keimschichten, deren Ausbreitung wahrend der Proliferation und letztlich die
korrekte Differenzierung aller verschiedenen Zelltypen eines spezifischen Organs erreicht. Die
Anzahl der Gene, die an der Transkriptionsregulation beteiligt sind, hat sich vom einzelligen
Organismus bis hin zum hoch entwickelten Vielzeller von 319 auf 1850 regulierende Gene
erhoht (Venter et al., 2001). Daraus wird deutlich, wie spezifisch die Transkription der Gene in

Vielzellern im Vergleich zu einzelligen Organismus reguliert wird.

_- Cytoplasm

Tranapnrt.i: cytoplasm ~ " =
LAY

Translation

Protein
Ribosome

Abbildung 1: Das zentrale Dogma der Molekularbiolog ie
Das zentrale Dogma der Molekularbiologie beschreibt den Informationsfluss von DNA zu RNA und dann zum Protein.
Im Zellkern wird die DNA zu mRNA transkribiert. Die mRNA wird ins Zytoplasma transportiert, wo die Translation zu

Proteinen erfolgt.

Die unterschiedliche Proteinexpression in den verschiedenen Zelltypen verleiht den Zellen ihren
spezifischen Charakter und wird entscheidend durch die Regulation der Transkription bestimmt.
Die Synthese der Proteine und deren Regulation erfolgt nach einem in allen Organismen
identischen Weg (Abbildung 1). Dieser beginnt mit der Transkription, bei dem die auf dem
kodierenden Bereich des Gens gespeicherte Information in einzelstrdngige RNA (mRNA)
umgeschrieben wird. Diese wird wiederum mehreren biochemischen Mechanismen unterzogen,
welche man als RNA-Prozessierung bezeichnet. Neben der RNA-Prozessierung stellen der
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Transport der mMRNA aus dem Zellkern ins Zytoplasma, die Beeinflussung der Translation durch
Aktivierung oder Inaktivierung von mRNAs oder die posttranslationelle Modifikation der Proteine
Kontrollmdglichkeiten der Genexpression dar.

Im Genom einer Zelle ist die Information zur Herstellung vieler Tausend verschiedener Proteine
gespeichert. Einige Proteine werden standig von den Zellen bendtigt, um die Aufrechterhaltung
von grundlegenden Stoffwechselwegen zu garantieren. Diese Gene werden konstitutiv
exprimiert und als ,Haushaltsgene” bezeichnet. Im Gegensatz dazu haben viele Gene eine
speziellere Aufgabe. lhre biologische Information bendtigt die Zelle in Abhangigkeit zum
jeweiligen Differenzierungszustand, indem sie sich gerade befindet. Zellen missen in der Lage
sein, in den jeweiligen Entwicklungsstadien adaquat auf auf3ere Signale zu reagieren.

2.2 Die Rolle der Chromatinstruktur bei der Regulat ion der

Genexpression

Im Zellkern der Eukaryonten liegt die DNA mit den Histonproteinen assoziiert in kompakter Form
vor und wird als Chromatin bezeichnet. Ein entscheidender Punkt in der Regulation
eukaryontischer Gene ist die strukturelle Organisation der DNA im Chromatin. Das Chromatin
besteht aus Nukleosomen, die in regelméRigen Abstdanden auf der DNA angeordnet sind.
Nukleosome bestehen aus je zwei Molekilen jedes Histons H2A, H2B, H3 und H4, welche das
Histon-Oktamer bilden (Kornberg und Lorch, 1999), wobei die internukleosomalen DNA-
Bereiche mit den Linker-Histonen H1 assoziiert sind (Wolffe, 1995). Um das Histon-Oktamer ist
die DNA gewunden (Abbildung 2). Die Nukleosome sind in regelméaRigen Abstédnden auf der
DNA angeordnet. Studien Uber die Zuganglichkeit von Genen fir die Transkriptionsmaschinerie
haben gezeigt, dass das Chromatin in einer hoch organisierten, kompakten Form vorliegend die
Transkription der Gene inhibieren kann. Das N-terminale Ende der Histone kann durch
Methylierung, Acetylierung oder Phosphorylierung modifiziert werden (van Holde, 1988; Zhang
and Reinberg, 2001).

In den letzten Jahren wurden immer mehr Faktoren entdeckt, die fur die Reorganisation der
Chromatinstruktur verantwortlich sind. Die Frage, wie diese Faktoren mit der im Chromatin
organisierten DNA interagieren, steht immer mehr im Fokus wissenschaftlicher Untersuchungen.
Bei der Regulation der Genexpression ist die Interaktion Gen spezifischer Transkriptionsfaktoren

mit Chromatin modifizierenden Faktoren von besonderer Bedeutung.
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Histonoktamer

H_iston H1

Abbildung 2: Modulare Darstellung des Chromatins
Jedes Nukleosom besteht aus einem Histonoktamer, das aus je zwei Histonen 2A, 2B, H3 und H4 gebildet wird. Das
Histon H1 dient als Linker zwischen den Histonoktameren, um die die DNA gewunden ist.

Modifizierte Abbildung aus: http://www.palaeos.com/Eukarya/Eukarya.Origins.

Etwa 25% der Proteinmasse der Histone machen die Aminosauren Arginin und Lysin aus. Diese
sind in den aus den Nukleosomen herausragenden N-terminalen Enden der Histone, die auch
als Histonschwéanze bezeichnet werden, lokalisiert (Arents et al., 1991). Diese N-terminalen
Enden sind Orte posttranslationaler Modifikationen, wobei die erste Assoziation von
Genaktivierung und Histonmodifikationen am Beispiel der Histonacetylierung gemacht wurde
(Alifrey et al., 1964). Am Mechanismus der Histonacetylierung und der Histondeacetylierung
sind zwei gegensatzlich arbeitende Proteine beteiligt: die Histonacetyltransferasen (HATS) und
die Histondeacetylasen (HDACs). HATs Ubertragen die Acetylgruppen vom Acetyl-Coenzym A
auf bestimmte Lysinreste in den aminoterminalen Enden der Histonproteine (Abbildung 3)
Dadurch kommt es zu einer Verminderung der positiven Ladung der Histone, die so zu einer
reduzierten Affinitat der Histone zur DNA flihrt. Hieraus resultiert eine lokale Destabilisierung der
DNA/Histon-Interaktion, so dass das Chromatin aufgelockert und den spezifischen
Transkriptionsfaktoren der Zugang an die nukleosomale DNA erleichtert wird (Grunstein, 1997;
Sterner und Berger, 2000). Dieser Vorgang kann durch reprimierende Transkriptionsfaktoren,
wie zum Beispiel REST wieder riickgangig gemacht werden (Urnov und Wolffe, 2001), indem
HDACSs rekrutiert werden. HDACs spalten die Acetylgruppen von den Lysinresten ab, so dass
die negative Ladung wieder hergestellt wird und eine starke Interaktion zwischen der negativ

geladenen DNA und den positiv geladenen Histonen entsteht (Abbildung 3).

8



2 Einleitung

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Histonmod ifikation durch HATs und HDACs

HATs Ubertragen Acetylgruppen auf die Lysinreste der Histone, was zu einer reduzierten positiven Ladung der
Histone flhrt. Die negativ geladene DNA st6éRt sich ab und kann nicht mehr so dicht gepackt werden. Sind viele
Histonmolekile im Nukleosom acetyliert, nimmt das Chromatin eine aufgelockerte, offene Konfiguration an, was die
DNA zugénglich fir Transkriptionsfaktoren macht. HDACs kdnnen diese Acetylgruppen wieder entfernen. Die nun
positive Ladung der Histone fiihrt zu einer starken Bindung an die negativ geladene DNA. Das Chromatin wird dichter

gepackt und somit unzuganglich fur transkriptionelle Regulatoren (Thiel et al; 2004).

Neben der Acetylierung ist auch die Methylierung der Histone bei der Transkriptionskontrolle
bedeutend. Die Histonmethylierung gilt im Gegensatz zur Histonacetylierung als eine vererbbare
Modifikation. Hierbei sind Histonmethyltransferasen (HMTs), wie zum Beispiel die
Methyltransferasen SUV39H1 und G9a aktiv, die spezifisch die Lysinreste 4, 9 oder 27 des
Histons H3 mono-, di- oder trimethylieren (Rea et al., 2000; Tachibana et al., 2001). Auch
Histondemethylasen wie die “Lysine Specific Demethylase 1 (LSD1) und SMCX kénnen den
Methylierungsgrad des Lysinrests 4 am Histon H3 reduzieren (Shi et al., 2004; Tahiliani et al.,
2007). Strahl und Allis (2000) haben den so genannten ,Histone code” postuliert, der je nach Ort
und Anzahl der Methylgruppen zwischen aktivem oder inaktivem Chromatin unterscheidet. 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). Methylierte Lysinreste 9 und 27 dienen als Bindestellen fir das
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Heterochromatin Protein 1 (HP1) (Bannister et al., 2001, Stewart et al., 2005), welches durch
Homo- und Heterodimerisierung die Bildung von Heterochromatin initiiert. So kénnen durch
Bindung von HP1 ganze Genabschnitte unzuganglich fur Transkriptionsfaktoren gemacht
werden. Die Gene auf diesen Chromatinabschnitten sind ,naktiv* und werden in diesem
Zustand an die Tochterzelle weitervererbt.

2.3 Der Transkriptionsfaktor REST

Die Regulationsmechanismen, die die Genexpression in Neuronen kontrollieren, sind
unentbehrlich fiir die Physiologie und die Funktion des zentralen Nervensystems. Die neuronale
Differenzierung und die Regulation des differenzierten Zustands werden durch
Transkriptionsfaktoren und durch von diesen rekrutierten Proteinen reguliert. Ein
Transkriptionsrepressor, der eine  Neuron spezifische Genexpression vermittelt, ist der
Transkriptionsfaktor REST (RE-1 Silencing Transcription Factor). REST ist auch unter dem
Namen NRSF (Neuron Restrictive Silencer Factor) bekannt.

Die REST cDNA wurde 1995 von zwei Arbeitsgruppen unabhangig von einander kloniert (Chong
et al., 1995; Schoenherr und Anderson, 1995) und wird hauptséachlich in nicht neuronalen
Geweben exprimiert, in denen das Protein die Expression neuronaler Gene verhindert. Erste
Studien Uber die reprimierende Funktion von REST wurden am Synapsin |-Gen durchgeftihrt.
Die Untersuchung unterschiedlicher neuronaler Gene zeigte, dass der negative
Regulationsmechanismus von REST fir die Neuron spezifische Transkription der REST-
regulierten Gene verantwortlich ist. Auch in undifferenzierten neuronalen Vorlauferzellen wird
REST stark exprimiert und verhindert hier die vorzeitige Expression des neuronalen Phanotyps
wahrend der Neurogenese (Palm et al., 1998; Ballas et al., 2005). Jedoch wird REST auch in
differenzierten Neuronen exprimiert, wenn auch in geringerem Umfang (Palm et al., 1998; Lietz
et al., 1998). Ein Vergleich der Genexpression von REST und dem REST-regulierten Synapsin I-
Gen in Neuroblastomazellen (Schoch et al.,, 1996) zeigte, dass das Synapsin I-Gen in den
Zellen trotz einer, wenn auch geringen Konzentration von REST, exprimiert wird. Hierbei steht
die Expression der beiden Gene in einem inversen Verhaltnis zueinander (Lietz et al., 1998).
Das heif3t, mit sinkender Konzentration an REST steigt die Menge an Synapsin | in den Zellen
und umgekehrt. Palm et al. (1998) haben die REST-Konzentration wahrend der neuronalen
Differenzierung analysiert und festgestellt, dass bei Beginn der Neurogenese das REST-Gen

stark exprimiert wird, wobei mit fortschreitender Differenzierung die Menge an REST immer
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weiter abnimmt. Es besteht also ein direkter Zusammenhang zwischen der neuronalen
Differenzierung und einer verminderten Konzentration an REST in den Zellen. REST kann
folglich in nicht neuronalen Zellen die Expression neuronaler Gene nicht nur hemmen,
stattdessen kann der Transkriptionsrepressor auch die Expression seines Zielgens in
neuronalen Zellen modulieren. Aus diesen Fahigkeiten hat sich fir REST die Bezeichnung als
.Masterregulator® der Neuron spezifischen Genexpression entwickelt (Schoenherr und
Anderson, 1995). Untersuchungen an REST Knock-out Mausen haben aber gezeigt, dass dies
eine Fehleinschatzung war, und REST zwar eine bedeutende Rolle bei der Entwicklung des
neuronalen Phanotyps besitzt, aber keineswegs als Masterregulator bezeichnet werden kann.
Es wurden von Chen et al. (1998) Untersuchungen an Mausen durchgefiihrt, bei denen das
REST-Gen ausgeschaltet war. Diese Mause zeigten zwischen den embryonalen Tagen 9,5 und
10 einen letalen Phaenotyp, wobei zu diesem Zeitpunkt die meisten neuronalen Gene noch
nicht exprimiert wurden. Jedoch haben diese Studien gezeigt, dass trotz des Fehlens von REST
die Neurogenese nicht friiher oder starker ausgeltst werden konnte, und dass mit Ausnahme
des neuronalen Gens g-llI-Tubulin in nicht neuronalen Zellen keine neuronalen Gene exprimiert
wurden. Dies ware jedoch zu erwarten gewesen ware, wenn REST tatsachlich als
Masterregulator fungieren wuirde. Hieraus wird gefolgert, dass REST zwar bei der
Aufrechterhaltung des neuronalen Status einer Zelle und fur den Ablauf der neuronalen
Differenzierung essentiell ist (Blau, 1992), der Transkriptionsfaktor alleine aber nicht maf3gebend

daflr ist, ob eine neuronale oder eine nicht neuronale Differenzierung ausgelost wird.

Abbildung 4 zeigt die moduldre Struktur von REST. Das Protein REST besteht aus 1096
Aminosauren und enthalt acht Zinkfinger in der Nahe des N-Terminus und einen Zinkfinger am
C-Terminus. Die N-terminal gelegenen Zinkfinger sind fir die DNA-Bindung verantwortlich. In
der C-terminalen Repressordoméne des Proteins befindet sich ein weiterer Zinkfinger. Neben
einer C-terminalen Repressordoméane verfiigt REST aulerdem (ber eine N-terminale
Repressordomane (Thiel et al., 1998; Thiel und Hohl 2006).

11
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repressor o repressor
domain DNA-binding domain
— domain —
zinc finger zinc finger

Abbildung 4: Modulére Struktur des Transkriptionsre pressors REST
Der transkriptionelle Repressor REST verfluigt Uber je eine Repressordomane am N-Terminus und am C-Terminus.

Die acht N-terminal gelegenen Zinkfinger sind fiir die Bindung an die DNA verantwortlich.

2.4 Die Identifikation REST-responsiver Gene

REST bindet an eine 21 bis 23 Basenpaar lange Sequenz, die als NRSE (Neuron Restrictive
Silencer Element) oder als Repressor-Element 1 (RE-1) bezeichnet wird. Diese Sequenz wurde
urspriinglich in der 5°-Region der SCG10- und des Natriumkanal-Typ II-(NaV1.2) Gens entdeckt
(Schoenherr und Anderson, 1995). Die Konsensussequenz der REST-Bindestelle wurde durch
Sequenzabgleiche von 25 neuronalen Genen ermittelt und lautet folgendermalRen:
NNCAGCACCNNGCACAGNNNC (Schoenherr et al., 1996, Roopra et al.,, 2001, Bruce et al.,
2004). Befinden sich in einem NRSE mehr als 6 Abweichungen von der Konsensussequenz,
kann REST nicht mehr binden (Schoenherr et al., 1996).

Neben Synapsin | sind viele weitere Gene bekannt, die durch REST reguliert werden. Diese
Gene kodieren fur Proteine, die fur die Bildung und den Erhalt des neuronalen Phéanotyps
verantwortlich sind. Zu diesen gehoren Gene, die fir lonenkandle (Kraner et al., 1992),
Neurotransmittersynthetasen (Ishiguro et al., 1993; 1995), neuronale Rezeptoren (Wood et al.,
1996), das neuronale Zytoskelett (Schoenherr et al., 1996), synaptosomale Proteine (Schoch et
al., 1996; Li et al., 1993), neuronale Adhasionsproteine (Kallunki et al., 1995; 1997; 1998),
neurotrophe Faktoren (Tabuchi et al.,1999; Timmusk et al., 1999), mit neuronalem Wachstum
assoziierte Proteine (Mori et al., 1990; 1992), Wachstumsfaktoren und Hormonen (Bruce et al.,
2004), aber auch fiur Faktoren, die eine Rolle bei der Erregungsleitung entlang des Axons und
beim Transfer der Vesikel spielen (Schoenherr et al., 1996), kodieren.

Bruce et al. (2004) haben in einer umfassenden Studie am Genom von Maus und Mensch mehr
als 1900 Gene identifiziert, die ein putatives NRSE tragen, und diese unter http:/
bioinformatics.leeds.ac.uk/group/online/RE1db/reldb_home.htm verdffentlicht. Belyaev et al.
(2004) zeigten aber, dass nicht alle Gene, die ein NRSE enthalten, auch tatsachlich durch REST

12
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reguliert werden. So wurden durch Datenbanksuchen NRSE-Motive auch in nicht neuronalen
Gensequenzen identifiziert, wie z.B. im Cytochrom P450-114- und im Aktin-Gen. Dies legt die
Vermutung nahe, dass der NRSF nicht ausschlie3lich die Expression neuronaler Gene reguliert,
sondern auch eine Funktion bei der Regulation nicht neuronaler Gene erfiillt (Garcia-Sanchez et
al., 2003; Schoenherr et al., 1996). Umgekehrt konnte aber auch in nicht neuronalen Geweben
wie z.B. in einigen Gliazelltypen und in embryonalem Herz- und Lebergewebe (Schoenherr und
Anderson, 1995) kein REST-Protein nachgewiesen werden.

Es ist auBerdem bekannt, dass REST auch in neuronalen Zellen synthetisiert wird und ebenfalls
die Transkription NRSE-haltiger Gene inhibieren kann, wie das z.B. beim NaV1.2-Gen in reifen

peripheren Neuronen der Fall ist (Chong et al., 1995).

2.5 Der Repressionsmechanismus von REST

REST bedient sich verschiedener Mechanismen, um die Transkription seiner Zielgene zu
reprimieren. So kann der Transkriptionsrepressor Uber seine N-terminale Repressordomane das
Korepressorprotein mSin3A und Histondeacetylasen rekrutieren (Naruse et al., 1999; Huang et
al., 1999). HDACs verandern den Acetylierungsgrad der Histone und haben so Einfluss darauf,
ob das Chromatin in einer offenen oder in einer geschlossenen Konfiguration vorliegt. Uber die
C-terminale Repressordoméne kann REST das Korepressorprotein CoREST rekrutieren
(Andres et al., 1999). Daraus wird ein vielseitiger Repressionsmechanismus zur Verfligung
gestellt, denn CoREST rekrutiert seinerseits HDACs und LSD1 (Humphray et al. 2001; Shi et al.,
2005).

LSD1 agiert substratspezifisch an methylierten Lysinresten 4 des Histons H3 und fungiert als
transkriptioneller Korepressor, der an dem Ausschalten von neuronalen Genen beteiligt ist (Shi
et al., 2004). Untersuchungen von Shi et al. (2005) schlagen vor, dass HDACs und LSD1 zur
Bildung einer repressiven Chromatinstruktur kooperieren. Ubereinstimmend hierzu zeigte eine
Behandlung mit Trichostatin A (TSA) eine Derepression von LSD1 Zielgenen. TSA hemmt
Histondeacetylasen und tragt folglich zu einer Auflockerung des Chromatins bei.

Zheng et al. (2009) haben herausgefunden, dass die Rekrutierung der verschiedenen Histon
modifizierenden Proteine durch REST sehr heterogen ist und sowohl vom nukleosomalen
Kontext als auch von der Affinitat von REST zu seiner Bindestelle auf der DNA abhéngig ist.
Hierbei wurden fir die verschiedenen Aminosaurereste unterschiedliche Repressorproteine

identifiziert, die Lysinreste der Histone H3 und H4 sind Ziele der Histondeacetylasen HDAC1
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und HDAC2 (Huang et al., 1999; Naruse et al., 1999; Grimes et al., 2000; Roopra et al., 2000).
LSD1 und SMCX demethylieren spezifisch den Lysinrest 4 am Histon H3 (Shi et al., 2004;
Tahiliani et al., 2007). Die Methyltransferase G9a wird von CoREST an die Transkriptionseinheit
herangefihrt und demethyliert spezifisch die Lysinreste 9 und 27 am Histon H3 (Tachibana et
al.,, 2001). BRG1 ist fur die Acetylierung des Lysinrests 8 am Histon H4 verantwortlich
(Battaglioli 2002; Ooi et al.,, 2006). AuRerdem haben Zheng et al. (2009) weitere Histon
modifizierende Proteine entdeckt, zu denen der als Histonmethyltransferase agierende
Polycomb Repressorkomplex gehort.

Der methylierte Lysinrest 9 am Histon H3 dient als Bindestelle fir das Heterochromatin Protein 1
(HP1) (Bannister et al., 2001), welches bei der Bildung von Heterochromatin essentiell ist. Durch
diesen Mechanismus kommt es zur Entstehung und auch zur Aufrechterhaltung ganzer
Bereiche auf dem Chromatin, die abgeschaltet und somit unzuganglich fir die
Transkriptionsmaschinerie sind. Demnach kann REST neben einer Repression von einzelnen
Genen auch ganze Genabschnitte langerfristig stilllegen.

Neben Modifizierungen der Histone kann REST auch die Struktur der DNA selbst modifizieren.
Hierbei handelt es sich um Mechanismen, die den Methylierungsgrad der DNA verandern, was
zur transkriptionellen Repression dieses REST-regulierten Gens fihrt (Abbildung 5).
Veranderungen des Methylierungsgrads der DNA sind meist mit transkriptioneller Reprimierung
verbunden. Eine Reprimierung der Transkription eines Gens kann durch eine Blockade der
Bindestelle fur Transkriptionsaktivatoren auf der DNA erfolgen, oder aber durch das
Heranflhren von Repressorproteinen an die Transkriptionseinheit. Hierbei ist das
Repressorprotein MeCP2 (methyl-CpG-binding Protein 2) von groRer Bedeutung. MeCP2 bindet
an methylierte Cytosine in CpG-Dinukleotiden und reprimiert durch Rekrutierung von
Histondeacetylasen oder Histonmethyltransferasen die Transkription der methylierten DNA-
Abschnitte (Jones et al, 1998; Nan et al., 1998; Fuks et al., 2003). Die Fahigkeit von REST,
seine Zielgene (Uber die Rekrutierung von Histondeacetylasen aber auch (ber
Wechselwirkungen mit dem Repressorprotein MeCP2 zu regulieren, haben Thiel et al. (2004)
dazu veranlasst, REST als duales Repressorprotein zu beschreiben.
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- DNA-binding

mSin3 domain CORESTCTsp1_ >
NH» COOH
zinc finger zinc finger

Abbildung 5: Schematische Darstellung von REST und seinen Korepressorproteinen

REST rekrutiert verschiedene Repressorproteine an seine N-terminale und seine C-terminale Repressordoménen. Es
handelt sich hierbei Proteine, die den Acetylierungsgrad (HDAC) oder den Methylierungsgrad der Histone (LSD1)
verandern. MeCP2 bindet an methylierte Stellen auf der DNA und kann weitere HDACs und Methyltransferasen

rekrutieren.

2.6 Ziel der Arbeit

Ein Ziel dieser Arbeit war, die Rolle von REST bei der Initiation der Neurogenese in neuralen
Stammzellen aufzuklaren. Hierbei wurden verschiedene neuronale Gene ausgewahlt, und der
Einfluss von REST auf die Expression dieser Gene untersucht. Um die Aktivitdt von REST in
neuralen Stammzellen mit der in neuronalen und in nicht neuronalen Zellen vergleichen zu
kénnen, wurden Neuroblastomazellen und Keratinozyten fir die Untersuchungen
herangezogen. Es sollte die epigenetische Konfiguration der neuronalen Gene in den
verschiedenen Zelltypen miteinander verglichen werden. Ein weiteres Ziel war, die Auswirkung
verschiedener epigenetischer Modifikationen auf die Aktivitdt von REST zu klaren.

Zur ldentifikation von REST-Zielgenen in den unterschiedlichen Zellsystemen wurde eine
induzierbare dominant-positive Mutante von REST, genannt DP-REST:ER, verwendet.

Das GIuR2-Gen, das fiir eine Untereinheit des AMPA-Rezeptors kodiert, konnte von Hohl und
Thiel (2005) im Gegensatz zu anderen Untersuchungen (Myers et al., 1998; Huang et al., 1999)
nicht als ein durch REST-reguliertes Gen identifiziert werden. Da diese friheren
Untersuchungen einen Einfluss von REST auf die Expression des GluR2-Gens zeigten, stellte
sich die Frage, ob REST bei der Expression von GIuR2 in Gliomazellen eine Rolle spielt, und
welchen Einfluss epigenetische Merkmale, wie die Konfiguration des Chromatins auf die Aktivitat
von REST haben.
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3 Material und Methoden

3.1 Gerate

Analysenwaage

Auflichtmikroskop (Stemi2000)

Autoklav

Behalter fir Flussigstickstoff
Blottingapperatur

Brutschranke

Elektrophoresekammern fir Agarosegele
Eismaschine

Entwicklermaschine Gevamatic 60 fir Rontgenfilme
Feinwaagen

Geldokumentationsanlage

Heizblock

Inkubationsschiittler

Luminometer

Magnetrihrer

pH-Meter, inoLab pH 720

Mikroskop (Durchlicht) Axiovert25
Mikrowellenherd

Milliporewasser-Anlage Milli Q
Mini-PROTEAN Il Electrophoresis Cell
(GieRapparatur fir SDS-Polyacrylamidgel,
Glasplatten, Kdmme, Apparatur zum Lauf von
SDS-Gelen

Neubauer Zahlkammer

PCR-Cycler Master Cycler Gradient
PCR-Cycler Labcycler

Photometer Microplate Reader Model 550
Photometer, bioPhotometer

Pipetten
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Sartorius, Géttingen
Zeiss, Gottingen
Schiitt, Géttingen
diverse Hersteller
Hofer, San Fransisco
diverse Hersteller

Eigenbau, Werkstadt Biochemie

diverse Hersteller
Agfa-Gevaert, Miinchen
Sartorius, Gottingen
Bio-Rad , Mliinchen
Eppendorf, Hamburg
Infors, Bottmingen, CH
Berthold Detection Systems
IKA Labortechnik, Staufen,
WTW, Weilheim

Zeiss, Gottingen

AEG

Millipore, Milford, USA
Bio-Rad, Minchen

Roth, Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg
Sensoquest, Gottingen
Bio-Rad, Minchen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg;
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Pipettus
Rotator

Rotoren fur Kihlzentrifuge J2-HS: JA.10, JA.20

Rontgenfilmkassette

Spannungsgerate fir Agarosegel-Elektrophorese

Spannungsgerate fur SDS-PAGE
Sterilbank

Tischzentrifuge Biofuge pico
Ultraschallgerat mit Micro- und Macrotip,
Sonifier Cell Disruptor B15
Ultrazentrifuge (Optima TL)

UV-Tisch

Vortex-Mixer

Wasserbader, temperierbar
Westernblot-Apparatur Mini Trans-Blot Cell
Wipptische

Zentrifuge 5810R

3.2 Verbrauchsmaterialien

Deckglaser 24 x 24 mm
Einmal-Spitzen

Kanulen

Kryoréhrchen

Klvetten UVette, 50-2000pl

Nitrocellulosemembran Biotrace NT

Objekttrager 76 x 26 mm
PCR-ReaktionsgefalRe

Plastikrohrchen (,Falcon“-R6hrchen): 15 ml
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Abimed, Langenfeld;
Gilson, Middleton, USA
Hirschmann, Eberstadt
Faust GmBH, KdlIn
Beckman, Minchen
Molecular Dynamics
Biometra, Goéttingen
Bio-Rad, Minchen
Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau
Branson, Danbury, USA

Beckman Coulter, Krefeld
Frobel, Wasserburg

IKA Labortechnik,
Staufen, Deutschland
diverse Hersteller
Bio-Rad, Miinchen
Biometra, Goéttingen

Eppendorf, Hamburg

Marienfeld, Lauda-Koénigshofen
Sarstedt, Nurnbrecht

B.Braun, Melsungen

Greiner Bio-one, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg

Pall Gelman Laboratory,
Pensacola, Mexiko

Marienfeld, Lauda-Kénigshofen
Thermo Scientific, Karlsruhe

Greiner Bio-one, Frickenhausen
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Plastikrohrchen (,Falcon“-Rdhrchen): 50 mli
Polystyren-Réhrchen

Quiagen-tip 500 Saule

ReaktionsgefaRe: 1.5 ml

Sterilfilter: 0.2 yum und 0,45um
Sterilfiltrationseinheiten

Whatman 3MM- Papier

Zellkulturflaschen (25, 75, 175 cm?)
Zellkulturschalen
Cell*-Zellkulturmaterialien

3.3 Chemikalien und Feinchemikalien

Acrylamid
Adenosin-5'-triphosphat (ATP)
Agarose ultra pure DNA Grade
Ammoniumchlorid
Ammoniumsulfat

Ampicillin

APS (Ammoniumperoxodisulfat)
bFGF

Bromphenolblau

BSA (Bovines Serum Albumin)
Calciumchlorid

Chloroquin

Chloroform

CoA

Complete Proteaseinhibitoren
dbcAMP

DEPC

DMSO

dNTPs (Na-Salze)

DTT
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Sarstedt, Nurnbrecht

Becton Dickensen, Heidelberg
Quiagen; Hilden

Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Niumbrecht

Sarstedt, Niumbrecht

Whatman, Maidstone, UK
Greiner Bio-one, Frickenhausen,
Greiner Bio-one, Frickenhausen
Sarstedt, Niumbrecht

Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Biochrom, Berlin

Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Mlnchen
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Fermentas, St.Leon-Rot
Roth, Karlsruhe
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Dulbecco‘s Modified Essential Medium (DMEM)
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Nutrient Mixture F-12 Ham (DMEM:F12)
EDTA

EGF

Essigséaure

Ethanol

Ethidiumbromid

FCS

Formaldehyd 37%

Formamid

Glutamin

Glycerin

Glycin

Guanidiniumisothiocyanat

HCI

HEPES

Hotstar Tag-Polymerase
4-Hydroxytamoxifen

IBMX

Immolase (Hot Start Taq Polymerase)
Isoamylalkohol

Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO4)
Kaliumhydrogenphosphat (K,HPO4)
Lachssperma-DNA

Lithiumchlorid

Luminol

Luziferin

M2-Agarose

Magnesiumchlorid

MEM non-essential Aminosauremix
MEM Vitamine

3-Mercaptoethanol
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PAA, Marburg
Sigma-Aldrich, Miinchen

Roth, Karlsruhe
Biochrom, Berlin

Merck, Darmstadt

VWR, Fontenay sous Bois, Frankreich
Roth, Karlsruhe
Biochrom, Berlin

Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
PAA, Marburg

Biomol, ????

Roth, Karlsruhe
Roth,Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Qiagen, Hilden
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Bioline, Lickenwalde
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Mlnchen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
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Methanol
Molekulargewichtsmarker
(Prestained Proteinmarker)
M-MuLV Reverse Transkriptase
Natriumacetat

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,)
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogenphosphat (Na,HPOy)
Natriumhydroxid
Natriumlauroylsarcosin

Nonidet P40

ONPG

para-Coumarsaure
Penicillin/Streptomycin

Phenol

PMSF

Polybrene

Poly-L-Lysin

Ponceau S

Primer

Protein A Sepharose
Puromycin

Random-Hexamer Primer
Reporterlysepuffer

Retinsaure

Ribonuklease Inhibitoren
RPMI 1640

Salzsaure

Schwefelsaure

SDS (Natriumdodecylsulfat)
Tag-Polymerase

TEMED

Trichostatin A
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Roth, Karlsruhe

Fermentas, St.Leon-Rot

Fermentas, St.Leon-Rot
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

PAA, Marburg

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Genosys, Steinheim
GE-Healthcare, Munchen
PAA, Marburg
Fermentas, St.Leon
Promega, Mannheim
Calbiochem-Novabiochem
corporation, Merck KGaA, Darmstadt
Fermentas, St.Leon-Rot
PAA. Marburg

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Fermentas, St.Leon-Rot
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
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Tris Roth, Karlsruhe
Triton X-100 (Octophenolpolyethylen-glykolether) Roth, Karlsruhe
Trypsin 10x PAA, Marburg
Tween20 Roth, Karlsruhe
X-gal Roche, Mannheim

(5-Bromo-4-Chloro-3indoyl-3-D-galaktopyranosid)

3.4 Kits

BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific, Karlsruhe
BrdU, Cell Prolifertation ELISA Roche, Mannheim

ECLplus GE-Healthcare, Minchen
InvisorboR® RNA Kit II Invitek, Berlin

Qiaquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden

3.5 Verwendete Plasmide

pHIVLTRIuc: enthélt die Sequenz von -120 bis +83 des LTR des HI-Virus vor der kodierenden
Region des Luziferasegens aus P. pyralis.

pFUW: lentiviraler Transfervektor ohne kodierende Region fir ein Transgen (Lois et al., 2002)

pFUWIuc: lentiviraler Transfervektor mit der kodierenden Region des Luziferasegens aus P.
pyralis

pFUWGIuR2luc: enthalt vor der kodierenden Region des Luziferasegens aus P. pyralis den
proximalen Bereich des humanen GluR2-Promotors. In dieser Promotorregion befinden sich das

NRSE und die Bindestelle fir den Transkriptionsfaktor Sp1.

pFWSylluc: enthalt einen Bereich (-422 bis +47) des menschlichen Synapsin | Promotors vor

der kodierenden Region des Luziferasegens aus P. pyralis
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pFUWSp1AN: Kodiert flr eine dominant-negative Mutante von Spl

Alle verwendeten Plasmide wurden freundlicherweise von Prof. Thiel zur Verfigung gestellt.

3.6 Zellkultur

Die verwendeten Zelllinien wurden im Brutschrank bei 5%CO, und 37 in einer feuchten
Atmosphare kultiviert. Die verschiedenen Zellen wurden mit den ihnen eigenen Medien und
entsprechenden Zusatzen kultiviert. Alle Zellkulturarbeiten wurden unter der Sterilbank
durchgefihrt. Die entsprechenden Medien und Zuséatze wurden vor ihrem Gebrauch auf 37C

vorgewarmt.

3.6.1 Zelllinien und Kultivierungsbedingungen

Sofern nicht anders beschrieben wurden die Zelllinien in folgendem Medium kultiviert;

DMEM

10% FCS

25 mM Glukose

2mM L-Glutamin

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

R28 Zellen wurden in folgendem Medium kultiviert:

DMEM

10% NCS

1 x MEM Vitamine

1 x MEM non-essential Aminosauremix
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0,37% Natriumbikarbonat
2mM L-Glutamin

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

HNSC.100 Zellen wurden in folgendem Medium kultivie  rt:

DMEM-F12

0,5% FCS

1% N2-Supplements

1% BSA

20ng/ml bFGF

20ng/ml EGF

69/l Glukose

1% 1 x MEM non-essential Aminosauremix

SH-SY5Y

Diese Neuroblastomazelllinie des Menschen ist ein Klon der SK-N-SH Zelllinie, die im Original
aus einem metastasierenden Neuroblastom eines 4-jahrigen Madchens gewonnen wurde
(Biedler et al., 1973). Die Zelllinie wurde freundlicherweise von J. Biedler (Sloan-Kettering
Institute for Cancer Research, New York, USA) zur Verfiigung gestellt. AuBerdem wurden die

Zellen von der American Type Culture Collection (ATCC) bezogen.

HepG2

Diese humane Hepatomazellinie wurde bei der DSMZ-Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmBH, Deutschland gekauft. HepG2 Zellen wurden 1979 von
Aden et al. aus einer Leberbiopsie eines Kindes, das an einem primaren Hepatoblastom

erkrankt war, isoliert.
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293T17

Diese menschliche embryonale Nierenzelllinie (293) wurde freundlicherweise von D. Baltimore
(Rockefeller University, New York, USA) zur Verfigung gestellt. Die Zellen wurden mit dem T-
Antigen SV40 transformiert (DuBridge et al., 1987; Graham et al., 1977).

HNSC.100

Diese humane neurale Stammzelllinie (Villa et al., 2000) wurde freundlicherweise von A.
Martinez-Serrano (Center of Molecular Biology Severo Ochoa, Madrid, Spain) zur Verfigung
gestellt. Die Zellen wurden aus dem Gehirn eines 10,5 Wochen alten humanen Fotus isoliert

und durch eine Infektion mit einem fiir einen fir v-myc kodierenden Retrovirus immortalisiert.

HNSC.100pac

Diese Zellen wurden von Gerald Thiel zur Verfigung gestellt. HNSC.100 Zellen wurden von
Gerald Thiel mit einem Retrovirus infiziert, der fir die Puromycinacetyltransferase (pac) kodiert.
Hierzu wurde der retrovirale Vektor pMSCVpac verwendet, der die Kodierregion fir das
Puromycinacetyltransferase-Gen unter der Kontrolle des Phosphoglyzerat-Kinase Promotors
und das Verpackungssignal y enthalt (Hawley et al., 1994).

HNSC.100 DP-REST:ER

HNSC.100 Zellen wurden von Gerald Thiel mit einem Retrovirus infiziert, der fir die dominant-
positive Mutante von REST kodiert. Der retrovirale Vektor pMSCV-DP-REST:ER enthalt die
kodierende Region fir die DNA-Bindungsdomdne von REST unter der Kontrolle des
Cytomegalievirus Gen-Promotors/Enhancers. Proximal zur kodierenden Region fur die REST
DNA-Bindungsdoméane wurde zusétzlich die kodierende Region fiir das Flag-Epitop und flr ein

Kernlokalisationssignal (NLS) angefiigt.
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HNSC.100 ARaf-1:ER

HNSC.100-Zellen wurden von Gerald Thiel mit einem Retrovirus infiziert, der fur das
Fusionsprotein ARaf-1 kodiert. ARaf-1 kann durch Hormonzugabe aktiviert werden (Thiel et al.,
20009).

HaCaT

HaCaT Zellen (human adult low calcium temperature keratinocytes) sind menschliche
Keratinozyten, die freundlicherweise von N.E.Fusenig (Deutsches Krebsforschungszentrum,
Heidelberg) zur Verfligung gestellt wurden.

R28

Die retinalen Vorlauferzellen R28 wurden freundlicherweise von Dr. Gail M. Seigel zur
Verfigung gestellt (Department of Ophtalmology, Physiology and Biophysics, SUNY Universitat
Buffalo, USA).

R28pac

R28 Zellen wurden von Gerald Thiel mit einem Retrovirus infiziert, der fur die
Puromycinacetyltransferase (pac) kodiert. Hierzu wurde der retrovirale Vektor pMSCVpac
verwendet, der die Kodierregion fur das Puromycinacetyltransferase-Gen unter der Kontrolle des

Phosphoglyzerat-Kinase Promotors und das Verpackungssignal y enthalt (Hawley et al., 1994).

R28DP-REST:ER

R28 Zellen wurden mit einem Retrovirus infiziert, der fir die dominant-positive Mutante von
REST, DP-REST:ER, kodiert. Die Zellen wurden von Gerald Thiel zur Verfligung gestellt.
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Rat-1

Rat-1 Zellen sind Fibroblastenzellen aus der Ratte. Diese Zelllinie wurde von Gerald Thiel zur

Verfligung gestellt.

U87MG

Die humane neuronale Glioblastom-Astrozytom Zelllinie U87MG stammt von einer 44 Jahre
alten weiblichen Patientin aus dem Kaukasus. Die Zellen wurden bezogen von der European
Collection of Cell Cultures (ECACC).

U87MGpac

U87MG Zellen wurden mit einem Retrovirus infiziert, der fir die Puromycinacetyltransferase
(pac) kodiert. Hierzu wurde der retrovirale Vektor pMSCVpac verwendet, der die Kodierregion
fur das Puromycinacetyltransferase-Gen unter der Kontrolle des Phosphoglyzerat-Kinase

Promotors und das Verpackungssignal y enthalt (Hawley et al., 1994).

U87MG Flag-REST

U87MG Zellen wurden von Gerald Thiel mit einem Retrovirus infiziert, der fur das Protein Flag-
REST kodiert. Dieses besteht aus der kodierenden Sequenz fir menschliches REST und einer
proximal gelegenen Sequenz fir das Flag-Epitop. Der retrovirale Vektor pMSCV-Flag-REST
wurde von Lietz et al. konstruiert (2003).

U87MG DP-REST:ER

U87MG Zellen wurden mit einem Retrovirus infiziert, der fir die dominant-positive Mutante von
REST kodiert. Der retrovirale Vektor pMSCV-DP-REST:ER enthélt die kodierende Region fiir die
DNA-Bindungsdoméane von REST unter der Kontrolle des Cytomegalievirus Gen-
Promotors/Enhancers. Proximal zur kodierenden Region fiir die REST DNA-Bindungsdomane
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wurde zusatzlich die kodierende Region fur das Flag-Epitop und fir ein Kernlokalisationssignal
(NLS) angefigt.

3.6.2 Passagieren von Saugerzellen

Je nach Zelltyp wurde nach einer lichtmikroskopischen Beurteilung der Zellen Uber eine weitere
Subkultivierung entschieden. Die Zellen wurden in beschichteten ZellkulturgefaRen (Flaschen
und Platten) kultiviert. Bei der neuralen Stammzelllinie HNSC.100 wurde entweder zuséatzlich
das Zellkulturmaterial mit Poly-L-Lysin (10ug/ml) beschichtet, oder es wurde speziell
beschichtetes Zellkultivierungsmaterial (Cell*, Sarstedt) verwendet. Zur Beschichtung von
ZellkulturgefaRen wurden die Gefal3e mit Poly-L-Lysin bedeckt und circa zwei Stunden bei RT
auf einer Wippe inkubiert. Danach wurde das Poly-L-Lysin abgenommen, die Gefale wurden
zweimal mit 1xPBS (170mM NacCl, 3,35mM KCL, 4mM Na,HPO, 1,84mM KH,PO, pH 7,2) und
einmal mit sterilem A.dest. gewaschen. Nachdem die GefalRe getrocknet waren, wurden sie
steril verpackt und bis zum Gebrauch aufgehoben. Zur Subkultivierung von adhéarenten Zellen
wurde das Kultivierungsmedium abgenommen, der Zellrasen einmal mit 1XPBS gewaschen und
mit 1xTrypsin/EDTA bei 37T inkubiert, bis die Zell en sich vom Boden geldst haben. Es wurde
frisches Medium zugegeben, die Zellaggregate in der Suspension wurden durch mehrmaliges
vorsichtiges Auf-und Abpipettieren geldst, und die Zellen wurden in neuen Kultivierungsgefalen
ausgesat.

Da die HNSC.100 Zellen auf Grund ihres neuralen Stammzellcharakters sowohl adhéarent als
auch als schwimmende Zellaggregate kultiviert wurden, wurde hier das gesamte Medium samt
schwimmender Aggregate abgenommen und bei 200 x g 3 min lang zentrifugiert. In der
Zwischenzeit wurde der verbleibende Zellrasen mit 1xPBS gewaschen und mit 1xTrypsin/EDTA
bei 37C inkubiert, bis die Zellen sich geloést haben. Die Zellen wurden in neuen
Kultivierungsgefalen ausgesat. Nach dem Zentrifugenlauf wurde der Uberstand der
zentrifugierten Stammzellen abgenommen, das Pellet mit 1xTrypsin/EDTA bei 37T inkubiert,

die Zellen durch vorsichtiges Pipettieren gel6st und in neuen Kultivierungsgefalien ausgesat.
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3.6.3 Auftauen von Saugerzellen

Das Auftauen von Zellen erfolgte mdglichst rasch. Hierbei wurde die gefrorene Zellsuspension in
einem 37C warmen Wasserbad erwarmt und unverziglic h in ein steriles Rohrchen Uberfihrt. In
das Rohrchen war zu Beginn der Prozedur schon 10 ml warmes Medium vorgelegt worden. Die
Zellsuspension wurde danach 3-4 Minuten lang bei 200 x g zentrifugiert, in 5 ml Medium
resuspendiert und in eine Gewebekulturflasche tberfihrt. Am anderen Tag sollte das Medium in

der Gewebekulturflasche abgesaugt und frisches Medium zugegeben werden.

3.6.4 Einfrieren von Saugerzellen

Die Zellen wurden mit 1xTrypsin/EDTA vom Boden der Gewebekulturschale geldst, in Medium
resuspendiert und vier Minuten lang bei 200 x g zentrifugiert. Die sedimentierten Zellen wurden
danach in 1,8 ml eiskaltem FCS mit 10% DMSO resuspendiert und sofort in ein eisgekihltes
Kryokonservierungsrohrchen  Uberfihrt, in  Papierticher  eingewickelt  (um  den
AbklUhlungsprozess zu verlangsamen) und (ber Nacht bei -20C zwischengelagert.
AnschlieBend wurden die Zellen bei -80C gelagert. Fir eine Lagerung Uber einen langeren
Zeitraum empfiehlt sich jedoch das Uberfiihren der Zellen in fliissigen Stickstoff (-196).

3.7 Antikorper
Fur die Western-Blot Analysen wurden folgende Antikdrper verwendet:

Priméarantikorper:

e Anti-FLAG-M2: (Sigma # F3165)
Der Antikdrper wurde in der Verdiinnung von 1:5.000 eingesetzt.

* Anti-ER (Santa Cruz, # sc-542)

Der Antikdrper wurde in einer Verdiinnung 1:1000 eingesetzt.
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Sekundarantikdrper:

Goat-Anti-Maus IgG HRP Konjugat ist ein polyklonaler Antikorper, der von der
Firma Sigma (#A-4416) bezogen und in einer Verdiinnung von 1:10.000 eingesetzt
wurde.

Goat-Anti-Kaninchen-lgG HRP Konjugat. Dieser polyklonale Antikérper wurde in
einer Verdinnung von 1:10.000 eingesetzt (Dianova, #111-035-003).

Fur die Chromatinimmunoprazipitationsanalysen wurden folgende Antikdrper verwendet:

Anti-Flag M2 affinity gel (Sigma, # A2220)
Der Antikdrper wurde entsprechend der Gebrauchsinformationen verwendet, wobei

pro Probe 40-50ul Antikdrperlésung eingesetzt wurden.

Anti-HDAC-1 (Upstate, # 05-100)

Fur die Analysen wurden 10ug des Antikorpers eingesetzt.

Anti-Histon H3 dimethyl K9 (Abcam, Cambridge, # ab7312)

Fur die Chroamtinimmunoprazipitationen wurden 5ug des Antikdrpers eingesetzt.

Anti-Histon H3 trimethyl K4 (Abcam, Cambridge, # ab8580)

Von diesem Antikdrper wurden 5ug eingesetzt.

Anti-Histon H3 dimethyl K4 (Upstate, # 07-030)
Von diesem Antikdrper wurden 5ug eingesetzt.
Anti-NRSF (Santa Cruz, # sc-25398)

Von diesem Antikdrper wurden 10 pg eingesetzt.

Anti-Sp1l (Santa Cruz, # sc-59)
Von diesem Antikorper wurden 20 pg eingesetzt.
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3.8 Primer

3.8.1 Primer fur die RT-PCR

Tabelle 1: Auflistung der Nukleotidsequenzen und de  r ProduktgréRen der Primer, die fur die RT-PCR
verwendet wurden.

Gen Primer ProduktgréRRe
GAPDH Forward Primer;: TTC CAG GAG CGAGATCCCT 175nt
(Mensch) Reverse Primer: CAC CCA TGA CGA ACATGG G

GAPDH Forward Primer; CCCTGCATCCACTGGTGCTGC 303nt
(Ratte) Reverse Primer: CATTGAGAGCAATGCCAGCCC

GFAP Forward Primer;: CTG TTG GCC AGA GAT GGAGGT T 382nt
(Mensch) Reverse Primer: TCA TCG CTC AGG AGG TCC TT

GluR2 Forward Primer;: CAC ACT GAG GAG TTT GAA GAT GGA 600nt
(Mensch) Reverse Primer: TTA GTA CTG CGA GGT TAA CCG CAT

Nestin Forward Primer: GAG AGG GAG GAC AAA GTC CC 195nt
(Mensch) Reverse Primer: TCC CTC AGA GAC TAG CGC AT

Ribeye(A)-domain  Forward Primer: TTT GAATTC TTATGC CGG TTC CCA GCA G 646nt
(Ratte) Reverse Primer: TTT CTC GAG TAG AGT CAACGG GTCTTTC

Ribeye(B)-domain  Forward Primer: TTT TTA AGC TTA GCC ACC AAT GAT CCC 661nt
/CtBp2 (Ratte) ATC TGC TGC AGT
Reverse Primer: TTT TTT GGA TCC TTG TGT ACC AGG CTG TGT

REST Forward Primer: TTT GAA GTT GCT TCT ATC TGC TGT 626nt
(Mensch) Reverse Primer: GAA TCT GAA GAA CAG TTT GTG CAT
Syanptotagmin | Forward Primer;: AGT CTT TGT GGG CTA CAACAG C 250nt
(Mensch) Reverse Primer: CAG GAT TCC AAG TAC CAC TGA
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Syanptotagmin |l
(Mensch)

Syanptotagmin IV
(Mensch)

Syanptotagmin VI
(Mensch)

Synaptobrevin 1
(Mensch)

Synaptobrevin 2
(Mensch)

Synapsin |
(Mensch)

Synapsin |
(Ratte)

Synaptophysin

(Mensch)

Synaptophysin

(Ratte)

Synaptoporin
(Mensch)

Forward Primer:

Reverse Primer:

Forward Primer:
Reverse Primer:

Forward Primer:

Reverse Primer:

Forward Primer:
Reverse Primer:

Forward Primer:

Reverse Primer:

Forward Primer:
Reverse Primer:

Forward Primer:

Reverse Primer:

Forward Primer:

Reverse Primer:

Forward Primer:

Reverse Primer:

Forward Primer:
Reverse Primer:

TGATGG CTG TGT GAG GAG AG 169nt
GCT GCAAGT TTG TGC CAG TA

CCAGCACTTCCCTTACTT CAG 400nt
TCC CGA GAG AGG AAT TAG AAC

GAT CGT CCATCA CCT GAC CT 179nt
GGC AGA GAAACCACAGCTTC

CCCCTG GCCCTC CTCCTAACA 265nt
CAC GAT GAT GGC ACA GAT GGT TCC

CAT CTT GGG AGT GAT TTG CGC 406nt
GGA GAG GGA CTATTG CAT AGC

CA CGT CCT GGC TGG GTT TCT GGG 248nt
AGG CTACCC GTC AGACATCCGTCTC

GCACGTCCTGGCTGGGTTTCTGGG 248nt
AGGCTACCCGTCAGACATCCGTCTC

TGC AGA ACA AGT ACC GAG AG 297nt
CTG TCT CCT TAAACA CGA ACC

CAGTGGGTCTTTGCCATCTT 222nt
TTCAGCCGACGAGGAGTAGT
GG CCC ACT CAT TGA CTT CAT 321nt

GAG TGCTTCTCCATTGGATCT G
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3.8.2 Primer fur die Chromatinimmunoprazipitation

Tabelle 2: Auflistung der Nukleotidsequenzen und de

wurden.

r ProduktgrofRen der Primer, die fir den ChIP verwen

Gen Primer ProduktgroRRe
GFAP Forward Primer: GAG AGG GTC CTC TTG CTT CAG 238nt
(Mensch) Reverse Primer:TGA AGG AGT GGG CTA GAC TGG

GluR2 Forward Primer: CCA GGT TGG AGC ATC TCC GCA GC 150nt
(Mensch) Reverse Primer: TAG CCG CTG TCC CTC CGC GAG A

Synapsin | Forward Primer: GGG GAA ACA GGA TGC GGC GAG 163nt
(Mensch) Reverse Primer: AAG GTG GCC GGG AAG GGG AGT

Synaptophysin Forward Primer;: ATG CTG CTG CTG GCG GAC ATG GG 128nt
(Mensch) Reverse Primer:TGG CCA CCA CCT CCC AGA GTC

Synaptotagmin |l Forward Primer; ATC CTT CCG TAG CAC CCT TGA 155nt
(Mensch) Reverse Primer:TCC ATC ACC CGA GCA CTC AGC

Synaptotagmin IV~ Forward Primer. GAG ACG AGC TTC TCA GAA GC 316nt
(Mensch) Reverse Primer: CAG TCC ACC CCA GAG TAT TCA

Synaptotagmin VIl Forward Primer: TGTTTCAGCACCAAGGACAA 174nt
(Mensch) Reverse Primer: GCTGGAATGCAGGGTCTAGA

Synapsin | Forward Primer: GAG CCT TAC TAC GGG TCC AG 246nt
(Ratte) Reverse Primer: GGT GAG GTA GGG GAG TTT GG

Synaptophysin Forward Primer;: ACG TGG TGA ATC AGG TAC GC 193nt

(Ratte)

Reverse Primer: TTC TCC ACC TCC CTC CTT CC
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3.9 Bestimmung der Proliferationsrate

Um die Proliferation von Zellen untersuchen zu kdnnen, wurde der Cell Proliferation ELISA,
BrdU (colorimetric) Kit der Firma Roche verwendet. Die Durchfiihrung dieses Assays erfolgte
nach den Angaben des Herstellers.

Die Proliferation von Zellen kann gemessen werden, indem statt des Nukleosids Thymidin bzw.
Desoxyuridin das chemische Analogon 5-Bromo-2°-desoxyuridin wahrend der S-Phase der Zelle
in die neu synthetisierte DNA eingebaut wird. Nach der dem jeweiligen Versuch entsprechenden
Stimulation oder Behandlung der Zellen, wurden diese fixiert und die DNA denaturiert. Die
Detektion des BrdU erfolgte mittels eines Peroxidase gekoppelten Antikérpers. Der erste
poyklonale und auch der erste monoklonale Antikérper gegen BrdU wurde von Gratzner et al.
(1982) entwickelt. Nach der Inkubation des Antikérpers wurde Wasserstoffperoxid zugegeben,
dieses wurde durch die Peroxidase gespalten. Die Peroxidasereaktion hatte eine Gelbfarbung
des Inkubationsmediums zur Folge. Hatte dieses sich kraftig gefarbt, wurde eine weitere
Farbung durch Zugabe von 1M Schwefelsdure gestoppt und der Farbungsgrad bei 450nm
gegen 650nm kolorimetrisch bestimmt.

In dieser Arbeit wurde das Wachstumsverhalten der neuralen Stammzellen HNSC.100 ARaf-
1:ER in Gegenwart beziehungsweise Abwesenheit von Wachstumsfaktoren im
Kultivierungsmedium untersucht. Es wurden 8.000 Zellen pro Well in eine 96-Lochplatte
ausgesat. Am folgenden Tage wurde das Medium der Zellen gewechselt, wobei es 3
voneinander abweichende Kultivierungsbedingungen gab: Ein Teil der Zellen wurde in DMEM-
F12 Kultivierungsmedium mit Wachstumsfaktoren, ein andere Teil wurde in DMEM-F12
Kultivierungsmedium ohne Wachstumsfaktoren kultiviert, und beim letzten Versuchsansatz
wurden die Zellen in DMEM-F12 Kultivierungsmedium ohne Wachstumsfaktoren aber mit 1uM
4-OHT kultiviert. Es wurde von jeder Versuchsbedingung ein vierfacher Ansatz analysiert, um
eine statistische Auswertung durchfiihren zu kénnen. Nach 48 Stunden wurde den Zellen das
BrdU-POD zugegeben und dieses 4 Stunden lang bei 37 €T inkubiert. Anschlielend wurden die
Zellen 30 min lang fixiert. Um eine unspezifische Bindung des Antikdrpers zu verhindern,
wurden die fixierten Zellen 30 min lang unter Wippen mit 2%igem BSA in H,O geblockt.
AnschlieBend erfolgte die Antikdrperinkubation. Hierflr wurde der Antikdrperldsung BSA in einer
Endkonzentration von 1% zugegeben, so dass erneut der unspezifische Hintergrund minimiert
werden konnte. Nach einer Inkubation von 90 min wurden die Zellen dreimal gewaschen, das
Substrat wurde zugegeben und dessen Umsatz wurde am Photometer (Microplate Reader
Model 550, Biorad) gemessen.
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3.10 Arbeiten mit RNA

3.10.1 Isolation von RNA aus eukaryotischen Zellen

Das Grundprinzip der RNA-Isolation besteht aus folgenden Schritten: Die Zellen werden lysiert,
schnellst moglich werden die schadlichen RNAsen inhibiert und die Gesamt-RNA wird isoliert.
Diese besteht aus ribosomaler RNA (rRNA), Transfer-RNA (tRNA), messenger RNA (mRNA)
und anderen RNA-Arten. Die mRNA hat dabei nur einen Anteil von ca. 2 %, was fur viele
Anwendungen, wie zum Beispiel RT-PCR und Northern Blot Hybridisierung ausreicht.

In dieser Arbeit wurde die Gesamt-RNA der Zellen aus Abschnitt 4.1. und 4.2. mittels der sauren
Guanidiniumisothiocyanat-Methode nach Chomcynski und Sacchi (1987) durchgefiihrt. Zur
Isolation der RNA aus den Zellen, die bei den Untersuchungen in Abschnitt 4.3. verwendet
wurden, wurde der Invitek RNA Isolationskit (Invisorb) verwendet.

Beim Aufschluss von RNA aus Zellen werden immer sehr viel RNAsen frei.
Guanidiniumisothiocyanat ist ein potenter RNAse Inhibitor. Bei der hier durchgeflhrten sauren
Guanidiniumisothiocyanat-Methode wurde die RNA aus den Zellen mittels eines Puffers, der
Guanidiniumisothiocyanat enthalt, isoliert und anschlieRend mittels einer Phenol-Chloroform
Extraktion von der DNA und den Proteinen getrennt. Eine Fallung der RNA mit Isopropanol
diente der Konzentrierung der RNA.

Es wurden je nach Versuch 1x10° bis 2x10° Zellen auf 60mm Zellkulturschalen ausgeséat. Nach
Beendigung der Applikation wurde das Medium abgenommen und der Zellrasen einmal
vorsichtig mit 1xPBS. gewaschen. Dieses wurde sofort wieder abgenommen, pro Kulturschale
wurden 500ul frisch hergestellte und Licht geschitzte Guanidiniumisothiocyanatlésung (4M
Guanidiniumisothiocyanat, 25mM Natriumcitrat pH 7,0, 0,5 % (w/v) N-Laurosylsarkosyl, 1 % R3-
Mercaptoethanol) zugegeben. Anschlieend wurden die Zellen mit einem Zellschaber von den
Schalen abgel6st und in einem 1,5ml Reaktionsgefal? aufgenommen. Nachdem die Suspension
3 xin einer 22G 1 1/2 Kanule auf- und abgezogen wurde, wurden pro 500ul-Ansatz 50ul 2M Na-
Acetat pH 4,0 zugegeben und kurz gevortext. Dann erfolgte eine Extraktion mit 500ul einer
Phenol/Chloroform/Isoamylalkoholldsung (1:1:24). Die Proben wurden gevortext und 30 min
lang auf Eis inkubiert. Nach einer 10 minitigen Zentrifugation (4C, 9500 x g) konnte die
wassrige Phase vorsichtig abgenommen und in ein frisches, RNase freies Reaktionsgefal
Uberfuihrt werden. Es folgte eine Fallung mit 0,8Vol Isopropanol tber Nacht bei -20C. Am
folgenden Tag wurde die Suspension erneut bei 16.000 x g zentrifugiert (20 min, 4C), das
Pellet wurde mit 500ul 70% Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert (20 min, 4C, 16.000 x
g). Nachdem das Pellet getrocknet war, wurde die RNA je nach Pelletgré3e in 50-100ul DEPC-
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H,O gelbst und im Spektralphotometer quantifiziert. Die isolierte RNA wurde bis zur weiteren
Verarbeitung bei -80T gelagert. Alle Losungen, die fir die Isolation oder die Weiterverarbeitung
von RNA verwendet wurden, wurden in DEPC-H,O angesetzt. DEPC inhibiert RNAsen durch
kovalente Modifikationen der Histidinreste. DEPC-H,O wurde hergestellt, indem Wasser mit
0,1% DEPC versetzt und bei RT unter Rihren inkubiert wurde. Nach mindestens 4 h wurde die
Ldsung fur mindestens 15 min autoklaviert.

3.10.2 RNA-Messung

Um die Konzentration und die Reinheit der extrahierten RNA bestimmen zu kdnnen, wurde die
optische Dichte (OD) der RNA gemessen. Es wurde eine 1:50 Verdiinnung der RNA hergestellt
und die Messung mit dem Photometer (Biophotometer, Eppendorf) bei Wellenlangen von 260nm
und 280nm in 2ml Plastikkivetten von Eppendorf durchgefiihrt. Als Gradmesser der Reinheit
sollte der Quotient von 260/280nm (ber 1,6 liegen. Quotienten unter 1,6 lassen auf eine
Kontamination der RNA mit Proteinen oder mit Phenol zuriick schlielen. Eine Extinktionseinheit
bei 260nm (E.so) entspricht etwa 40ug RNA.

3.10.3 Synthese von cDNA aus RNA

Die cDNA Synthese erfolgte durch eine reverse Transkription und wurde nach dem
Standardprotokoll zur M-MuLV-Transkriptase (Moloney-Maus-Leukamie-Virus) von Fermentas
durchgefiihrt. Es wurden 2ug RNA als Template eingesetzt. Dieser wurden 1ul Random-
Hexamer Primer zugesetzt und mit DEPC-H,O auf ein Volumen von 10ul aufgefillt. Nach einer
10 mindtigen Inkubation bei 70C wurde das Gemisch auf Eis kurz abkihlen gelassen.
AnschlieBend wurde der RNA ein Mix aus 5 x M-MuLV Reaktionspuffer (250mM Tris-HCI pH 8,3,
250mM KCI, 20mM MgCl,, 50mM DTT), 1mM dNTPs, 200U M-MuLV Reverse Transkriptase
[200 U], 20U RNAse Inhibitor und 1,5ul DEPC-H,O zugegeben. Dieser Mix wurde zunachst bei
20T fur 10 min, danach bei 37T fur 59 min und abs chlieBend 5 min lang bei 95T inkubiert.

Nach einem 10 minttigen Abkthlen bei 4C wurde die cDNA bis zur weiteren Verarbeitung in
der PCR (3.12.2) bei -20<C gelagert.
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3.11 Manipulation eukaryotischer Zellen

3.11.1 Gentransfer mittels Lentiviren

Lentiviren gehdren zur Gruppe der Retroviren. Unter diesen haben die Lentiviren die Fahigkeit,
gleichermal3en teilungsfahige sowie auch postmitotische Zellen infizieren kénnen. Aus diesem
Grund dienen Lentiviren als optimale Vehikel fir den Transfer von Genen in verschiedene
Zelllinien. Das Genom der Retroviren ist nur etwa 10.000 Basenpaare grof3 und weist folgende
drei Genbereiche auf: gag (group-specfic antigen; kodiert fir den Proteinmantel des Virus), pol
(polymerase; kodiert fur die virale Polymerase) und env (envelope; kodiert fir das Hullprotein).
Zusatzlich haben Lentiviren noch akzessorische Gene, die fur die Replikation nicht essentiell
sind. Die LTRs (long terminal repeats) sind repetitive DNA-Sequenzen, die sich am 5- und am
3’-Ende der Nukleinsaure von Viren befinden. Sie schiitzen die revers transkribierte DNA vor
hydrolytischem Abbau bevor es zum Einbau in das Wirtsgenom kommt und fordern die
Integration. Das am 5°-Ende der Nukleinsaure befindliche Repeat agiert als starker Promotor,
der bevorzugt die Transkription viraler Gene unterstlitzt. Das Verpackungssignal g sorgt dafur,
dass das retrovirale Genom in einen Proteinmantel gehillt wird. Damit das Virus die Zellen
verschiedener Spezies infizieren kann, wurden die lentiviralen Vektoren mit dem Glykoprotein
des Vesikularen Stomatitis-Virus (VSV) pseudotypisiert (Burns et al., 1993, Naldini et al., 1996).
Das Glykoprotein des VSV benutzt einen Phosphattransporter als Rezeptor, damit das Virus in
der Lage ist, Zellen von verschiedenen Spezies zu infizieren. Um das zum Gentransfer
notwendige lentivirale Grundgerist herstellen zu kdnnen, ist eine Kotransfektion mit den
folgenden drei Konstrukten nétig: Das Verpackungsplasmid enthélt die Gene gag und pol, das
VSV-G Expressionsplasmid enthdlt Gene fur die env-Proteine. Um die Wahrscheinlichkeit
zufélliger homologer Rekombinationen zu minimieren, werden die gag-, pol- und env-
Expressionskonstrukte auf zwei Plasmide aufgeteilt. Das dritte Plasmid wird als selbst
inaktivierender Transfervektor bezeichnet und enthélt die cONA des gewiinschten Gens. Dieses
wird von LTRs und vom Verpackungssignal g flankiert. Der verwendete lentivirale
Transfervektor steht unter der Kontrolle des humanen Ubiquitinpromotors (Lois et al., 2002). Er
enthalt auRerdem verschiedene regulatorische Elemente, die die Expression und die Stabilitat
des lentiviralen Transgens erhdhen. Hierzu gehoért das PRE (posttranscriptional regulatory
element) des Woodchuck Hepatitis B-Virus (Zufferey et al.,, 1998). WPRE ist ein
posttranskriptionelles, regulatorisches Element, das den Transport von Provirus-RNA ins Zytosol
fordert. Ein weiteres unterstiitzendes Element ist das HIV-flap, das den Kerntransport der Viren-
DNA katalysiert (Sirven et al., 2000) und damit den Virentiter erhoht.
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Um infektibse Partikel herstellen zu koénnen, werden die Verpackungszellen 293T mit den
genannten drei Plasmiden mittels einer Kalziumphosphat-Transfektion (3.11.2) kotransfiziert.
Nach 72 Stunden werden die sich im Uberstand befindlichen Virenpartikel auf die zu

infizierenden Zellen gegeben, so dass der eigentliche Gentransfer vollzogen werden kann.

3.11.2 Die Kalziumphosphat Transfektion

Die Virenpartikel werden mittels der Methode der Kalziumphosphat-Transfektion hergestellt.
Hierzu werden 24 h vor der Transfektion 2,1 x 10° 293T Zellen auf 60mm Zellkulturschalen
ausgesat und 24 h lang in DMEM mit 10% FCS kultiviert. Fir jeden Transfervektor wurde eine
Kalziumphosphat-Transfektion angesetzt. Hierzu wurde pro Transfervektor ein Ansatz aus zwei
Lésungen verwendet. Losung 1 besteht aus der bendtigten Menge an DANN in Form der
verschiedenen Plasmide, die mit der entsprechenden Menge Wasser auf 250ul aufgefillt
wurden. Zusatzlich wurde zur Lésung 1 27,5ul CaCl, (2,5mM) zugegeben. Es wurden 5ug des
Packungsplasmids, 2,3ug des VSV-G Expressionsplasmids und 6,6ug des Transfervektors zur
Transfektion verwendet. Losung 2 bestand aus 2xHBSS (274mM NacCl, 25mM KCI, 3,75mM
Na,HPQO,, 27,75mM Glukose und 105mM HEPES pH 7,05-7,12). Losung 2 wurde Losung 1
zugegeben, wobei Losung 1 vorsichtig besprudelt wurde.

Das Medium der 293T Zellen wurde abgenommen und durch Medium, das 25uM Chloroquin
enthielt, ersetzt. Dann wurden den Zellen 500ul des Gemisches aus Lésung 1 und Lésung 2
zugegeben. Es folgte eine Inkubation bei 37C und 5% CO, fur acht Stunden. Nach der
Inkubation wurden die Zellen zweimal mit 1XPBS gewaschen und mit frischem Medium versetzt.
Nach zwei bis drei Tagen konnten die Virenpartikel aus Mediumiberstand, geerntet und weiter

verwendet werden.

3.11.3 Lentivirale Infektion

Die zu infizierenden Zellen wurden 24 Stunden vor der Infektion in 60mm Zellkulturschalen
ausgesat. Am Tag der Infektion wurden die virenhaltigen Uberstande der Verpackungszelllinie
293T bei 1000rpm und 4C° 10min lang zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieRend durch
Zellulosefilter mit einer Porengréf3e von 45um (Sarstedt) filtriert, um eine Kontamination der
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Zielzellen mit den Verpackungszellen zu vermeiden. Nach Zugabe von 8ug/ml Polybrene zum
virenhaltigen Uberstand wurde dieser auf die am Tag zuvor ausgeséten Zielzellen gegeben.
Polybrene sollte die Adsorption der Virenpartikel an die Oberflache der Zielzellen erleichtern.
Nach 8-24 h Inkubation bei 37C und 5% CO , wurden die Vireniberstdnde abgenommen und
durch frisches Kultivierungsmedium ersetzt. Nach 24 Stunden waren die Zellen nicht mehr
infektios, die weiteren Versuche wurden 48 h nach der Infektion durchgefihrt.

3.11.4 Reportergenanalysen

Mit Hilfe von Reportergenanalysen kdnnen genregulatorische DNA-Sequenzabschnitte in
Saugerzellen untersucht werden (Alam und Cook, 1990). Hierzu werden bestimmte Enhancer-
und Promotorelemente vor sogenannte Reportergene kloniert, so dass bei Aktivitdt des
Promotors das Enzym Luziferase gebildet wurde. Gibt man nun das Substrat D-Luziferin hinzu,
wurde die Oxidation des Oxyluciferin durch die Luziferase katalysiert. Diese resultierte in der
Emission von Licht (A = 562 nm) dessen Intensitat bei Substratiiberschuss proportional zur
Luziferasekonzentration im Ansatz war (de Wet et al., 1987). Die bei der Reaktion frei
werdenden Photonen wurden in einem Luminometer (Berthold Detection Systems) gemessen.
Anhand der gemessenen Luziferaseaktivitat konnte ein Rickschluss auf die Promotoraktivitat
gezogen werden. Die zu untersuchenden Reportergene wurden in dieser Arbeit mittels
lentiviralem Gentransfers in das Genom der Wirtszelle integriert. So konnte die Transkription der
eingebrachten Gene im nattrlichen chromosomalen Umfeld untersucht werden. Die Infektionen
wurden in einem vierfachen Ansatz durchgefuhrt, und fir jede Einzelprobe wurde die
Luziferaseaktivitdt bestimmt. Die lentiviral infizierten Zellen wurden zweimal mit 1xPBS
gewaschen und anschlieBend in 50-100ul Reporterlysepuffer aufgeschlossen. Je 10ul des
erhaltenen Gesamtzellextrakts wurden in eine Vertiefung einer 96-Loch-Mikrotiterplatte pipettiert
mit 100ul Working Luciferase Assay Reagent (9Vol. Luciferase Assay Reagent Stock (22mM
Tricine pH 7,8, 1,177mM (MgCO3)4Mg(OH) 2x 5 H,0, 2,94mM MgSO, x 7 H,0, 0,11mM EDTA
(Natriumsalz), 36,3mM DTT, 297uM Coenzym A, 583uM ATP) +1Vol. 4,7mM Luziferin) versetzt.
Sofort wurde die Luziferaseaktivitdt im Luminometer der Firma Berthold Detection Systems
gemessen. Die gemessenen Lichteinheiten wurden mittels des Programms Simplicity-
Fotocounter erfasst. Die relative Luziferaseaktivitdt wurde bestimmt, indem die gemessenen
Luziferaseaktivitaten in Beziehung zur jeweiligen Proteinkonzentration der Probe gesetzt wurden.

Aus den vier gemessenen Werten pro Ansatz wurde ein Mittelwert gebildet und eine
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Standardabweichung errechnet. Die grafische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mittels

Balkendiagrammen.

3.12 Arbeiten mit DNA

3.12.1 ChIP (Chromatinimmunprazipitation)

Die Chromatinimmunoprazipitation ermaéglicht es, die Bindung bestimmter Proteine an die DNA
in vivo nachweisen zu kénnen. Zundchst wurden die Proteine mittels einer Fixierung durch
Formaldehyd an die DNA gebunden. AnschlieRend wurde das Chromatin samt der gebundenen
Proteine mittels Ultraschall in Fragmente einer GrofRe von 400-600bp zerkleinert. Eine
Inkubation mit spezifischen Antikérpern erlaubte nun eine Prazipitierung der DNA, an die das
gewiinschte Protein gebunden war. Durch einen Verdau mit Proteinase K konnte die
prazipitierte DNA von Proteinen befreit und in der PCR Reaktion amplifiziert werden.

Die Zellen wurden in 100mm Zellkulturschalen ausgesat und bis zu einer Konfluenz von etwa
80-90% wachsen gelassen. Hierbei wurden abhéngig von der jeweiligen Zelllinie unterschiedlich
viele Schalen verwendet: Von den HNSC.100 Zellen wurden 4 Schalen pro Ansatz verwendet.
Fur die ChlPs, die an U87MG Zellen durchgefiuihrt wurden, wurden zwei zu 80% konfluente
Schalen mit Zellen benétigt. Dies galt ebenso fur SH-SY5Y, HepG2, R28 und Rat-1 Zellen. Fur
ChIP-Assays, die mit HaCaT Zellen durchgefiihrt wurden, wurde nur eine Schale mit Zellen
verwendet, da bei diesen Zellen ansonsten der unspezifische Hintergrund zu grof3 war.
Nachdem die Zellen ausgesat und gemaly der durchzuflihrenden Untersuchungen behandelt
worden waren, wurde Formaldehyd (37%) in einer Endkonzentration von 1% direkt in das
Medium gegeben und fir 10 min bei RT inkubiert. Um das ,cross-linking“ zu stoppen, wurde
Glycin in einer Endkonzentration von 125mM hinzu pipettiert und weitere 5 min bei RT inkubiert.
AnschlieBend wurde das Medium abgesaugt und der Zellrasen 3 x mit kaltem PBS gewaschen.
Die Zellen wurden in 1ml 1xPBS mit Protease Inhibitoren mittels eines Zellschabers von der
Zellkulturschale gelést und in ein frisches 1,5ml Reaktionsgefal Uberfiihrt. Nach einer
funfmindtigen Zentrifugation bei 700 x g und 4T wu rde das Zellpellet in 1ml Zelllysepuffer (5mM
Pipes (KOH) pH 8.0, 85mM KCI, 0,5% NP-40) mit 1xProtease Inhibitoren resuspendiert und fur
10 min auf Eis inkubiert. Die Zellkerne wurden durch Zentrifugation bei 8000 x g fur 5 min bei
4C sedimentiert, in Kernlysepuffer (50 mM Tris pH 8.1, 10 mM EDTA, 1% SDS) mit 1x

Protease Inhibitoren resuspendiert und 10 min lang auf Eis inkubiert. Das Chromatin der Zellen
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wurde anschlieRend mittels Ultraschall auf eine GroéBe von etwa 400 bis 600 Basenpaaren
zerkleinert, indem die Zellen 3-4 mal pro Probe, je 30 Sekunden lang sonifiziert und dann eine
Minute lang auf Eis gekiihlt wurden. Das Chromatin wurden durch Zentrifugation bei 16.000 x g
fir 10 min und bei 4T von den Zelltrimmern und den groRReren Fragmenten getrennt und in ein
frisches 1,5ml ReaktionsgefaR uberfiihrt. Der Uberstand wurde in fliissigem Stickstoff schock
gefroren und bei -80C aufbewahrt oder sofort weite r verarbeitet. Hierzu wurde der Uberstand in
einem Verhaltnis 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 NacCl) plus Protease Inhibitoren verdinnt. Um den unspezifischen
Hintergrund zu reduzieren, wurde den Proben 80ul Protein A Sepharose zugegeben und fir
mindestens 2-3 Stunden bei 4C auf dem Rotator gedr eht. Anschlie3end wurde die Protein A
Sepharose sedimentiert (16.000 x g, 1 min, 4C) und der Uberstand in ein neues 1,5ml
Reaktionsgefal tberfiihrt. 20% des Uberstandes wurden abgenommen und fiir die spatere
Input Kontrolle" bei -20C gelagert. Der restliche Uberstand wurde in zwei oder drei Fraktionen
geteilt, wobei nicht mehr als zwei Antikorper gleichzeitig untersucht wurden. War dies doch der
Fall, wurde im Verhaltnis mehr Chromatin als Ausgangsmaterial eingesetzt. Es wurden eine bzw.
zwei Fraktionen gebildet, denen Antikdrper zugegeben wurde. Als Negativkontrolle diente eine
Fraktion des Chromatins, der kein Antikdrper zugegeben wurde. Sie wurde im Weiteren als no
Ab (no Antibody) Probe bezeichnet. Die Antikdrperinkubation erfolgte tber Nacht bei 4C auf
dem Rotator. Fir die Prazipitation wurde Protein A Sepharose verwendet. Protein A Sepharose
sind quervernetzte Agarosekiigelchen, die mit Protein A, einem 40-60 kDa grof3en Protein aus
der Zellwand des Bakteriums Staphylococcus aureus, beschichtet sind. Protein A bindet an die
F.-Region der Immunglobuline durch Interaktion mit der schweren Kette. Um die
Immunkomplexe zu sammeln, wurden die Proben mit 80ul Protein A Sepharose versetzt und bei
4C 1-2 Stunden auf dem Rotator inkubiert. Anschlie Rend wurden die Proben nacheinander je
dreimal je 5 min lang mit je 1ml des Low salt Waschpuffers (0,1% SDS, 1% Triton X-100, 2mM
EDTA, 20mM Tris pH 8.1, 150mM NacCl), des High salt Waschpuffers (0,1% SDS, 1% Triton X-
100, 2mM EDTA, 20mM Tris pH 8.1, 500mM NacCl), des LiCl Waschpuffers (0,25M LiCl, 1%
NP40, 1% Deoxycholat, 1ImM EDTA, 10mM Tris pH 8.0) und dann mit 1ml TE 2mal gewaschen.
Nach jedem Waschschritt wurden die Proben bei 4000 x g 1 min lang zentrifugiert, der
Uberstand wurde abgenommen und das Protein A Sepharose Pellet erneut gewaschen.
AnschlielBend wurden die sedimentierten Immunkomplexe von der Protein A Sepharose gelost,
indem sie mit 250ul Elutionspuffer (1% SDS, 0,1M NaHCO3) 30 min lang unter schiitteln
inkubiert wurden. Die Proben wurden bei 16.000g und bei RT 3 min lang zentrifugiert, die
Uberstande wurden in ein neues ReaktionsgefaR iberfuhrt und das Pellet erneut mit
Elutionspuffer versetzt. Die beiden Fraktionen wurden vereint, und um das Cross-linking der

40



3 Material und Methoden

Proteine an die DNA aufzulésen, wurden die Proben mit 1yl RNase A (10mg/ml) und 20ul 5M
NacCl in einer Endkonzentration von 0,3M versetzt und fir 5-6 Stunden bei 65T unter Schitteln
inkubiert. Auch die "Input Kontrolle" wurde diesem Schritt unterzogen. Es folgte die Prazipitation
Uber Nacht bei -20C durch Zugabe von 2,5Vol. 100%igem Ethanol. Die DNA wurde durch
Zentrifugation bei 16.000 x g fur 10 min bei 4C se dimentiert und in 100ul A.dest resuspendiert,
das 10mM EDTA, 40mM Tris pH 6,5 und 20ug Proteinase K enthielt. Die Proben wurden fir 2
Stunde bei 45 T unter Schitteln inkubiert, um die Proteine von der DNA zu l6sen. Die DNA
wurde mit Hilfe des QiaQuick Spin PCR Purification Kit (Qiagen) aufgereinigt. Die Amplifikation
der DNA erfolgte mittels PCR mit spezifischen Primer fir das jeweilige zu untersuchende Gen.
Es wurde das in 3.12.2. beschriebene PCR-Programm verwendet. Die Annealingtemperatur, die
Zyklenzahl und die Elongationszeit wurden an die ProduktgroRe, an die Primer und an die
Qualitat der Proben der jeweiligen Untersuchung angepasst. Konnten aufgrund unginstiger
Bindungsbedingungen fiir Primer, geringer Mengen an prazipitierter DNA und unspezifischer
Banden keine eindeutigen Ergebnisse durch die PCR ermittelt werden, wurde statt der Taq
Polymerase von Fermentas eine Hotstart Tag Polymerase (Qiagen, Bioline) eingesetzt, welche
aufgrund verschiedener chemischer Modifikationen der Polymerase eine hohere Effizienz und
Spezifitat der PCR erlaubte.

3.12.2 Die Reverse Transkriptase Polymerase Kettenr  eaktion

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur Amplifikation beliebiger
Nukleinsaure-Abschnitte in vitro (Saiki et al., 1988). Sie ermdbglicht, durch Amplifizierung
geringster Mengen an cDNA das Expressionsprofil von Genen genau zu analysieren. In dieser
Arbeit diente die in der reversen Transkriptionsreaktion (RT) in cDNA umgeschriebene RNA als
Template (3.10.3) in der PCR. Es wurde die Methode der semiquantitativen RT-PCR
durchgefihrt. Hierzu wurden 2ul cDNA mit 2,5mM MgCl,, 1xTaq Puffer (100mM Tris-HCI pH 8,8,
500mM KCI, 0,8% Nonidet P40), 500nM forward Primer, 500nM reverse Primer, 0,25mM dNTPs
und 0,5U Taq Polymerase in ein PCR-Reaktionsgefall pipettiert. Die PCR-Reaktionen wurden
im ,Eppendorf Mastercycler Gradient* und im ,Labcycler” (Sensoquest) unter folgenden

Bedingungen durchgefihrt:
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PCR-Programm:

Initiale Denaturierung 95T 5 min

Denaturierung 95T 45 sec

Annealing xT 45 sec X n Zyklen
Elongation 72C 60 sec

Finale Elongation 72C 10 min

Die verwendeten Primer wurden mit Hilfe des Programms ,Primer3 Input* des Whitehead
Institute Center for Genome Research (http://mww.genome.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer/primer3_www.cgi) hergestellt. Die Anzahl der Zyklen wurde bei den verschiedenen
Genen durch mehrere Test PCR-Laufe dahingehend optimiert, dass die Plateauphase der
Amplifikation nicht erreicht wurde. Jedoch musste die Zyklenzahl auch an das Expressionsprofil
der verschiedenen Gene angepasst werden. AuRerdem wurden die Zeiten fiir die Denaturierung,
das Annealing und die Elongation an die Produktgrof3e angepasst. Die amplifizierte DNA wurde

wie in 3.12.3.beschrieben elektrophoretisch in einem Agarosegel aufgetrennt.

3.12.3 Horizontale Agarosegel-Elektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer GroRRe erfolgte mit Hilfe der Agarosegel-
Elektrophorese. Agarosegele wurden durch Einwiegen einer entsprechenden Menge Agarose in
1XTAE-Puffer (40mM Tris, 20mM Essigsaure, 2mM EDTA pH 8.0) und Aufkochen hergestellt. Je
nach GroRRe der zu trennenden DNA-Fragmente wurden 1,5%ige bis 2,0%ige Agarosegele (w/v)
hergestellt. Nach Abkihlen der 50ml Agaroselésung auf ,handwarm“ wurden 3pl
Ethidiumbromid-Losung (10mg/ml) zugegeben, das Gemisch wurde danach in eine Gelkammer
mit Taschenkamm gegossen. Das Ethidiumbromid interkaliert mit der DNA, was zur Folge hat,
dass die DNA-Fragmente im Gel bei Anregung mit UV-Strahlung (254nm) sichtbar gemacht
werden konnen. Nach der Auspolymerisation wurde das Agarosegel mit 1xTAE-Puffer
Uberschichtet. Die DNA-Proben wurden mit einer entsprechenden Menge 6-fach konzentriertem
DNA-Probenpuffer versetzt (0,25% (w/v) Bromphenolblau, 0,25% (w/v) Xylencyanol FF, 40%
(w/v) Saccharose) und auf der Kathodenseite in die Geltaschen geladen. Danach wurde eine
Spannung von 70V angelegt, was zur Auftrennung der DNA-Fragmente fihrte. Als
Grolenmarker diente der 100bp DNA Ladder Plus (Fermentas).
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3.12.4 Dokumentation, Quantifizierung und Analyse d  er DNA

Die Agarosegele, welche die in der PCR amplifizierten DNA-Fragmente zeigten, wurden mittels
einer Polaroidkamera oder mittels eines Geldokumentationssystems (Biorad) fotografiert. Eine
Bearbeitung der Bilder erfolgte mit dem Bildbearbeitungsprogramm Adobe Photoshop 7.0. Alle
Versuche wurden mindestens dreimal unabhéngig voneinander durchgefuhrt. Im Fall der RT-
PCR Untersuchungen wurden Polaroids, die die Agarosegele mit der amplifizierten DNA zeigten,
mittels des Programms XnView von Pierre e.Gougelet eingescannt. Die Intensitdt der DNA-
Banden in den Agarosegelen wurde mittels LabWorks 4.6 von UVP Biolmaging Systems oder
mittels des Programms QuantityOne von BioRad gemessen. Die erhaltenen Daten wurden mit
dem Progarmm GraphPad Prism 3.02 (Prism) ausgewertet, wobei der Standardfehler in Form
des SEM (Standard Error of the Means) gezeigt wurde.

Des Weiteren wurden Plasmidpraparationen, enzymatische Reaktionen zur Uberpriifung der
Plasmide, Transformationen, Bestimmung der DNA-Konzentration, und andere Analysen nach

den allgemeinen Standardmethoden der Molekularbiologie durchgefihrt.

3.13 Proteinbiochemische Methoden

3.13.1 Kernextraktion

Um die Prasenz verschiedener Kernproteine zu analysieren, wurden zunachst die Kerne der
Zellen extrahiert. Hierzu wurden die Zellen am Ende des dem jeweiligen Versuchs
entsprechenden Behandlungszeitraums zweimal mit kaltem 1xPBS gewaschen, in 1ml 1xPBS
mit Protease Inhibitoren (Roche) mittels eines Zellschabers geerntet und resuspendiert. Die
Zellen wurden sedimentiert (Zentrifugation bei 4C, 16.000 x g, 5 min) und das Pellet wurde in
100ul kaltem Puffer A (10mM HEPES/KOH pH 7,9, 1,5mM MgCl, 10mM KCI) resuspendiert und
insgesamt 20 min lang auf Eis inkubiert. Zu dem Puffer A wurden vor Gebrauch 0,5mM DTT,
0,2mM PMSF, 2% Nonidet P40 und 1xProtease Inhibitoren frisch dazugegeben. Hierbei erfolgte
alle 5 min ein mechanischer Aufschluss der Zellen, indem diese mehrmals Uber ein Drahtgestell
gezogen wurden. Um die Zellhillle, das Zytoplasma und weitere Organellen von den Kernen zu

trennen, folgte eine Zentrifugation bei 16.000 x g, 4T und 5 min. Das Kernpellet wurde in 30ul
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kaltem Puffer C (10mM HEPES/KOH pH 7,9, 25% Glycerol, 20mM NacCl, 1,5mM MgCl, 0,2mM
EDTA und immer frisch dazu gegeben 0,5mM DTT und 0,2mM PMSF) resuspendiert und 20 min
lang auf Eis inkubiert. Auch hier erfolgte alle 5 min ein Aufschluss der Kerne durch mechanische
Scherkrafte. Nach einer 5 minitigen Zentrifugation bei 16.000 x g und 4T wurde der Uberstand

mit den Kernproteinen in ein neues Reaktionsgefall Uberfihrt. Nachdem eine
Proteinbestimmung durchgefihrt worden war, wurden die Proben mit 2xSDS-Stopppuffer (Stock:
125mM Tris/HCI pH 6,8; 3mM EDTA; 20% (v/v) Glycerol; 9% SDS; 0,05% Bromphenolblau.
(Gebrauchslésung: 9Vol. 2xSDS-Stopppuffer +1Vol. 3-Mercaptoethanol)) versetzt.

3.13.2 Proteinbestimmung

Um die Menge an préaparierten Proteinen quantifizieren zu kénnen, wurde ein BCA-Assay
durchgefiihrt. Dieser Assay besteht aus einer Kombination aus Biuret-Assay und
Bicinchonisdure (BCA). Hierbei reagieren zweiwertige Kupferionen mit Protein zu einwertigen
Kupferionen. Einwertige Kupferionen bilden mit zweiwertigen Kupferionen einen Farbkomplex,
dessen Absorption bei einer Wellenlange von 562nm kalorimetrische detektiert werden kann.
Die Absorption ist direkt proportional zur Proteinkonzentration. Zur Proteinbestimmung wurden
2,5l des Proteinextrakts mit 200ul BCA-LAsung versetzt und in eine 96-well Platte pipettiert.
Nach einer 30 minitigen Inkubation bei 37C sollten sich die Proben violett angefarbt habe.
Diese werden bei 562nm gemessen. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte durch
Interpolation der Standardkurve. Hierbei wurden BSA Lésungen in einer Konzentration von 0, 25,
125, 250, 500, 750, 1000, 1200 und 2000ug/ml verwendet.
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3.13.3 Denaturierende diskontinuierlich Gelelektrop  horese

In dieser Arbeit wurde eine diskontinuierliche SDS-PAGE durchgefiihrt, um die Proteine nach
ihrem Moleklargewicht auftrennen zu kdnnen. Als ein Vorteil der diskontinuierlichen
Gelelektrophorese gilt eine hohe Bandenscharfe. Die Bezeichnung ,Diskontinuierliche
Gelelektrophorese” bezieht sich auf die unterschiedlichen pH-Werte, die unterschiedlichen
PorengrolRen des Trenngels und des Sammelgels und die Art und Konzentration der lonen in
den verschiedenen Puffern.

Dazu wurden ein engporiges Trenngel und darliber ein weitporiges Sammelgel in eine
Minigelkammer gegossen. Aufgrund des entsprechenden Molekulargewichts der in dieser Arbeit
detektierten Proteine, wurden nur 10%ige Trenngele verwendet. Die mit 2xSDS-Stopppuffer
versetzten Proben wurden 5 min lang bei 95C gekocht. AnschlieRend wurden 10 -20ug Protein
auf die Gele geladen. Solange die Proteine sich noch im Sammelgel befanden, wurde eine
Spannung von 60V angelegt. Bei Erreichen des Trenngels wurde die Spannung erhéht auf 90V.
Fur den Gellauf wurde SDS-Laufpuffer verwendet (250mM Tris pH 8,3, 2,5M Glyzin, 1% SDS).

Als Marker wurden gefarbte Proteine bekannten Molekulargewichts verwendet.

Zusammensetzung des 10%igen Trenngel
4ml HZO

3,3ml 30% Acryl/Bisacrylamid Mix (Rotiphoresegel 30, Roth)
2,5ml 1,5M Tris pH 8,8

100pl 10% SDS

200ul APS

20ul TEMED

Zusammensetzung des Sammelgels
1,8ml HZO

750ul 30% Acryl/Bisacrylamid Mix (Rotiphoresegel 30, Roth)
350ul 0,5M Tris pH 6,8

30pul 10% SDS

30l Ammonium Persulfat

3ul TEMED
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3.13.4 Western Blot von SDS-Gelen

Nach der Auftrennung der denaturierten Proteine im SDS-Gel wurden die Proteine im Western
Blot Verfahren auf eine synthetische Membran Ubertragen. Ziel dieser Methodik war, von den
aufgetrennten Proteinen ein genaues Abbild des Elektrophoresemusters zu erhalten. So konnte
im weiteren Versuchsablauf ein immunologischer Nachweis der Proteine durchgefuhrt werden.
In dieser Arbeit wurde das Flussigtransfer-Verfahren in einer Blottingapparatur (Hoefer Scientific
Instruments, San Fancisco) durchgefiihrt. Bei einer Stromstarke von etwa 200mA und einer
Laufzeit von etwa 120 min wurden die Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran mit einer
Porengrol3e von 0,2 um Ubertragen. Fur den Transfer wurde luftblasenfrei ein ,Sandwich” aus
einem Schwamm, 3 Lagen 2 mm Wattman-Papier, der Nitrocellulose-Membran, dem SDS-Gel,
erneut 3 Lagen Wattman-Papier und einem Schwamm in die mit Transferpuffer (25mM Tris,
192mM Glyzin, 20% Methanol) befiillte Blottingapparatur gespannt. Die Membran war zu der
Anoden- und das SDS-Gel zu der Kathodenseite orientiert. Die Schwamme, Wattman-Papiere

und die Nitrocellulose-Membran wurden vor dem Zusammenbau mit Transferpuffer befeuchtet.

3.13.5 Immunzytochemischer Nachweis der Proteine

Nachdem der Transfer der Proteine auf die Nitrocellulose-Membran erfolgt war, wurde diese
mittels einer Ponceau-S-Farbelésung (Ponceau-S-Konzentrat, die Herstellung erfolgte gemaf
den Herstellerangaben von Sigma-Aldrich) angefarbt. Durch mehrmaliges Waschen der
Membran mit 1XTBS (10mM Tris-HCI pH 8.0, 150mM NaCl) wurde diese wieder entfarbt. Um
den unspezifischen Hintergrund maoglichst zu minimieren, wurde die Membran Uber Nacht bei
4<C in 5% Magermilchpulver in TBS inkubiert. Diesem Schritt folgte die Inkubation der Membran
mit dem in TBS verdiinnten Primarantikorper fir 2h bei RT oder Uber Nacht bei 4C unter
Schwenken. Danach wurde die Membran 3 x 5 min lang unter Schwenken mit TBS-Puffer
gewaschen, um ungebundene Primarantikdrper zu entfernen. AnschlieBend folgte die
Inkubation der Membran mit dem ebenfalls in TBS verdiinnten Sekundarantikérper fur 2h bei RT.
Dieser Antikorper war gegen den Fc-Teil des Primarantikdrpers gerichtet und mit dem Enzym
Meerrettichperoxidase gekoppelt. Nach diesem Inkubationsschritt wurde die Membran erneut 2
X 5 min lang unter Schwenken mit TBS-Puffer und einmal 5 min lang unter Schwenken mit
TBST-Puffer (TBS mit 0,1% Tween 20) gewaschen. Zum Nachweis des entstandenen
Komplexes aus dem zu detektierenden Protein, Primar- und Sekundarantikbrper wurde

entweder das ECL-System (Firma Amersham Biosciences, Buckinghamshire) oder selbst
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hergestelltes ECL verwendet. Bei Verwendung des ECL Systems von Amersham Biosciences
wurde 1 ml der ECLplus-Gebrauchslésung (40 Teile Lésung A + 1 Teil Lésung B ,ECLplus-Kit)
gleichmaRig auf der Nitrocellulose-Membran verteilt und 5 min inkubiert. Wurde das ECL selbst
hergestellt wurden die beiden Losungen ECL1 (100mM Tris pH 8,5) und ECL2 (5,4mM H,0,,
2,5mM Luminol, 100mM Tris pH 8,5, 400uM para-Coumarsdure (Roth)) im Verhaltnis 1:1
miteinander vermischt und ebenfalls gleichmaRig auf der Membran verteilt und fir 5 min
inkubiert. Das Prinzip der ,Enhanced Chemoluminescence Reaction* (ECL) besteht darin, dass
durch eine Peroxidase Kkatalysierte Oxidation von Luminol Licht emittiert wird. Diese
Chemilumineszenz kann durch Auflegen eines Rontgenfilms detektiert werden. Die Membran
wurde mit Wattman-Papier trocken getupft, und unmittelbar danach wurde die durch die
Peroxidase katalysierte Chemilumineszenz durch Auflegen eines Rontgenfilms detektiert. Die

Expositionszeit wurde an die jeweilige Signalstarke angepasst.

3.13.6 “Strippen” der Nitrozellulosemembran

Das Strippen von Membranen erlaubt es, einen Immunoblot entweder mit verschiedenen
Antikérpern zu untersuchen oder auch den Nachweis desselben Antikérpers erneut
durchzufuihren. Zundchst muss der gebundene Antikdrper des vorherigen Detektionsversuchs
von der Membran entfernt werden. Hierzu wird diese 30 min lang bei 50C mit Stripping-Puffer
(62,5mM Tris pH 6,7; 2 % SDS; 100ul 3-Mercaptoethanol) inkubiert und anschlieend 3 mal 10
min lang mit TBST gewaschen. Um die unspezifische Bindung des Antikdrpers zu minimieren,
wurde die Membran mit 5 % Magermilchpulver Uber Nacht geblockt. Im Folgenden konnte eine

erneute Inkubation der Membran mit einem Antikdrper der Wahl durchgefuhrt werden.
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4 Ergebnisse

4.1 REST reguliert die Expression neuronaler Gene i n humanen

neuralen Stammzellen

4.1.1 Expression von spezifischen Genen in der huma nen neuralen
Stammzelllinie HNSC.100

Neurale Stammzellen zeichnen sich dadurch aus, dass sie die Mdglichkeit zur stdndigen
Selbsterneuerung haben, sich dauerhaft teilen und zu Astrozyten, Oligodendrozyten und
Neuronen differenzieren kénnen (Cattaneo und McKay, 1991; Reynolds und Weiss, 1992;
Temple and Davis, 1994; Gage und Fisher, 1995; McKay, 1997; Gage et al., 2000). In dieser
Arbeit wurde die Expression verschiedener Gene in den humanen neuralen Stammzellen
HNSC.100 untersucht. Als Kontrollen dienten einerseits die embryonale Nierenzelllinie 293T, die
keine neuronalen Gene exprimieren sollte, und andererseits die Neuroblastomazelllinie SH-
SY5Y, die neuronale Gene exprimieren (Abbildung 6). HNSC.100 Zellen exprimieren den
Stammzellmarker Nestin (Abbildung 6), wobei eine schwache Expression von Nestin sowohl in
den 293T- als auch in den SH-SY5Y-Zellen beobachtet werden konnte. Nestin ist ein
Intermediarfilament-Protein, dessen Expression charakteristisch fur Vorlauferzellen ist (Messam
et al., 2000; 2002; Dahlistrand et al., 1995). Des Weiteren zeigten die Untersuchungen, dass die
neuralen Stammzellen HNSC.100 das fur das ,glial fibrillary acidic protein“ (GFAP) kodierende
Gen exprimieren. Um den Einfluss des Transkriptionsrepressors REST auf die Differenzierung
neuraler Stammzellen analysieren zu kénnen, wurde zunachst der mRNA Level von REST in
den verschiedenen Zellen verglichen. Den hochsten Level an REST mRNA zeigten die
embryonalen Nierenzellen 293T. Auch die neuralen Stammzellen HNSC.100 exprimierten
REST, wohingegen in den Neuroblastomazellen SH-SY5Y nur sehr geringe Mengen an REST
MRNA detektiert wurden (Abbildung 6).

HNSC.100 Zellen wurden in friheren Untersuchungen als Modellsystem flr neurale
Stammzellen verwendet (Villa et al., 2000). Um den Einfluss des Transkriptionsfaktors REST auf
die Differenzierung neuraler Stammzellen analysieren zu kénnen, wurden die Zellen zunachst
auf die Expression verschiedener REST-regulierter Gene untersucht. Hierzu gehérten die Gene

Synapsin | und Synaptophysin. RT-PCR Analysen zeigten, dass diese Gene nur in den
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Neuroblastomazellen SH-SY5Y und nicht in den neuralen Stammzellen oder in den

embryonalen Nierenzellen exprimiert wurden.

3 >
5 <
2 - ®
= S =
= = o~ [42]
— L Nestin
4 GFAP
s+ Synapsin |
4 Synaptophysin
o— 4 REST
W s e = GAPDH

Abbildung 6: Expression von spezifischen Genen in v erschiedenen Zellen

Die Gesamt-RNA der Zellen wurde isoliert, 2ug RNA wurden revers transkribiert und die cDNA mittels spezifischer
Primer amplifiziert. GAPDH diente als interne Kontrolle. Die Expression von Nestin und REST konnte in allen
untersuchten Zellen detektiert werden, wohingegen GFAP nur in HNSC.100 und sehr schwach in SH-SY5Y Zellen zu
finden war. Die beiden neuronalen Gene Synapsin | und Synaptophysin wurden nur in der Neuroblastomazelllinie SH-
SY5Y exprimiert.

4.1.2 Differenzierung der neuralen Stammzellen HNSC .100

In neuralen Stammzellen kann die Differenzierung der Zellen durch den Entzug der
Wachstumsfaktoren EGF und bFGF initiiert werden (Reynolds et al., 1992, Gage et al., 2000).
Dies haben Villa et al. (2000) in der neuralen Stammzelllinie HNSC.100. in Form einer starken
Morphologieveranderung und an einer verstarkte Expression der neuronalen Markergene R3-
Tubulin, MAP2 und dem Astrozytenmarker GFAP beobachtet.

In dieser Arbeit wurden die neuralen Stammzellen 12 Tage lang in Medium ohne die
Wachstumsfaktoren EGF und bFGF kultiviert. AnschlieRend wurde die Gesamt-RNA der Zellen

isoliert, revers transkribiert und PCR-Analysen mit spezifischen Primern durchgefiihrt. Die
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Abbildung 7 A zeigt, dass ein Entzug der Mitogene in einer verstarkten Expression des
Astrozytenmarkers GFAP und in einer verminderten Expression des Stammzellmarkers Nestin

resultierte. Gleichzeitig sank die Konzentration an REST mRNA in den ohne Mitogene
kultivierten Zellen, neuronale Markergene wurden aber nicht exprimiert (Abbildung 7 D). Nach

Behandlung der Zellen mit Retinsaure konnte keine mRNA der Gene Nestin und GFAP mehr
detektiert werden.

A

— < Nestin

S S wuone | REST
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+ - = EGF/bFGF

- - + RrA

Abbildung 7 A: Differenzierung neuraler Stammzellen

Die neuralen Stammzellen wurden 12 Tage lang ohne die Wachstumsfaktoren EGF/bFGF kultiviert. In einem weiteren
Versuchsansatz wurden die Wachstumsfaktoren dem Kultivierungsmedium entzogen, und die Zellen mit Retinséaure
(RA, 1uM) stimuliert. RT-PCR Analysen zeigen, dass der Entzug der Wachstumsfaktoren eine verminderte
Expression des Nestin-Gens und eine verstarkte Expression von GFAP zur Folge hatte. Die Behandlung der
HNSC.100 Zellen mit Retinséaure verhinderte die Expression dieser beiden Gene vollstdandig. Ebenso wurde die
Expression von REST durch die initiierte Differenzierung vermindert. Eine Analyse der GAPDH Expression diente als
interne Kontrolle.

Eine Stimulation von Stammzellen mit Retinsaure konnte die Differenzierung in eine neuronale
Direktion induzieren (McBurney, 1988; Takahashi et al., 1998). So konnte in adulten neuralen
Stammzellen die Expression der neuronalen Markergene TuJ1l und Map2ab durch eine
Behandlung der Zellen mit Retinsaure induziert werden (Takahashi et al., 1997). Abbildung 7 B
zeigt, dass in den neuralen Stammzellen HNSC.100 ein Entzug der Wachstumsfaktoren aus

dem Kaultivierungsmedium und eine gleichzeitige Behandlung der Zellen mit Retinsaure die
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Morphologie der Zellen stark verénderte. Im Gegensatz zu den undifferenzierten Stammzellen,
die vor allem als Neurosphéaren wachsen, setzten sich die Zellen vorwiegend ab und nahmen die
Morphologie neuronaler Zellen an.
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Abbildung 7 B: Neuritenwachstum nach Behandlung mit Retinséaure

HNSC.100 Zellen wurden 12 Tage lang ohne die Wachstumsfaktoren EGF/bFGF und mit Retinsaure (1uM) kultiviert.
Die Kontrollzellen (oberes Bild) zeigen vorwiegend frei schwimmende Neurospharen. Das untere Bild zeigt eine
deutliche Differenzierung der Zellen in Form von adharenten Zellen, die Neuriten unterschiedlicher Langen aufweisen.
In einer statistischen Analyse wurde sowohl die Anzahl der Neuriten bildenden Zellen als auch die Langer der
Neuriten und die Signifikanz in Form des p-Werts berechnet (rechtes Bild). Ein Wert unter 0,001 bedeutet, dass die
hier erhaltenen Daten stark signifikant sind.

Neben einer Morphologieveranderung konnte auch auf mRNA Ebene ein starker Anstieg der
Expression verschiedener neuronalen Markergene beobachtet werden. Die fir die synaptischen
Vesikelproteine Synapsin |, Synaptophysin, Synaptotagmin I, Il, IV und VII, Synaptobrevin 1 und
2 und Synaptoporin kodierenden Gene wurden durch die Zugabe von Retinsaure zum Mitogen
freien Medium in den neuralen Stammzellen HNSC.100 exprimiert (Abbildung 7 C).
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Abbildung 7 C: Expression neuronaler Gene in HNSC.1 00 nach Zugabe von Retinséaure

HNSC.100 Zellen wurden 12 Tage lang in Medium ohne Wachstumsfaktoren EGF/bFGF und mit Retinsaure (1pM)
kultiviert. RT-PCR Analysen zeigen, dass eine Kultivierung mit Retinsdure in den HNSC.100 Zellen die Expression
verschiedener neuronaler Markergene ausléste. Als interner Standard wurde die Expression des GAPDH-Gens
untersucht.
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Diese Abbildung zeigt eine statistische Analyse der Daten aus Abbildung 7 C. Die Bandenintensitat der amplifizierten

DNA wurde gemessen und der Mittelwert aus 3 u

nabhangigen Versuchen in einem Balkendiagramm gezeigt.

Die” Standardabweichung wurde in Form des SEM dargestellt.
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4.1.3 Hemmung der Differenzierung durch Blockade de s ERK
Signalwegs

Die Mitogene EGF und bFGF sind Liganden der Rezeptor-Tyrosin-Kinasen, die nach Bindung
zur Aktivierung der Mitogen Aktivierten Proteinkinasen (MAP-Kinasen), des PI3-Kinase- und des
Phospholipase C-Signalwegs fiihren. Zu den MAP-Kinasen gehoért auch die ,extracellular
signalrelated kinase* (ERK). Der ERK-Signalweg reguliert die Differenzierung, Proliferation und
das Zellwachstum. Auch bei der Differenzierung von Stammzellen wird dem ERK-Signalweg
eine Funktion zugesprochen. So wurde gezeigt, dass sowohl die Differenzierung
mesenchymaler Stammzellen (Salasznyk et al.,, 2004) als auch die Differenzierung von
Stammzellen aus dem Knochenmark (Xu et al., 2008) durch den ERK Signalweg reguliert
werden. Bei der Aktivierung des ERK-Signalwegs sind die Raf-Proteine (rapidly growing
fiborosarcoma oder rat fibrosarcoma) beteiligt. Raf-Proteine bilden eine Familie von
Proteinkinasen, welche die Isoformen A-Raf, B-Raf und C-Raf (oder Raf-1) umfassen. Werden
Raf-Proteine aktiviert, aktivieren diese selbst wiederum iber MEK den ERK-Signalweg (Pearson
et al., 2001) (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des ERK Signa  Iwegs

In dieser Abbildung wird das Zusammenspiel der verschiedenen Proteinkinasen, die zur Aktivierung des ERK
Signalwegs fiihren, schematisch dargestellt.

»The organisation and function of the Ras-Raf-MEK-ERK pathway.”

Expert Reviews in Molecular Medicine© 2002 Cambridge University Press
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Ich habe den Einfluss des ERK-Signalwegs auf die astrozytére Differenzierung neuraler
Stammzellen untersucht. Hierfiir wurde in den HNSC.100 Zellen die induzierbare Mutante ARaf-
1.ER, stabil exprimiert (Abbildung 9 A, B).
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Abbildung 9: Expression von  ARaf-1:ER in HNSC.100 Zellen.

A. Modulére Struktur von Raf-1 und  ARaf-1:ER.

Raf-1 besteht aus 2 regulatorischen Domanen und einer Kinase Doméane. Bei der induzierbaren Mutante von Raf-1
wurden die regulatorischen Doméanen von Raf-1 durch die Hormonbindungsdoméne des Ostrogenrezeptors (ERTM)
ersetzt.

B. Nachweis der Expression der Mutante ~ ARaf-1:ER in HNSC.100 Zellen.

Es wurden die Kernproteine aus HNSC.100ARaf-1:ER Zellen isoliert und eine SDS-PAGE mit anschlieRendem
Western Blot durchgefiihrt. Fir die Detektion des Transgens wurden Antikdrper verwendet, die gegen das Flag-Tag

gerichtet waren. Als Kontrolle wurden Wildtyp (wt) Zellen verwendet.

Neurale Stammzellen bendtigen die Mitogene bFGF und EGF, damit sie wachsen kénnen und
nicht differenzieren (McKay, 1997; Villa et al., 2000). Ein Entzug der Mitogene aus dem Medium
fuhrte zu einem Stopp des Zellzyklus und zur Differenzierung der Zellen zu Astrozyten
(Abbildung 7 A). Abbildung 10 A zeigt, dass auch in HNSC.100 ARaf-1:ER Zellen ein Entzug der
Wachstumsfaktoren aus dem Medium eine gesteigerte Expression des Astrozytenmarkers
GFAP und eine verminderte Expression des Stammzellmarkers Nestin bewirkte. Wurde das
Protein ARaf-1:ER durch Stimulation der Zellen mit 4-OHT aktiviert, konnte die Differenzierung
der Zellen auch in Abwesenheit von Mitogenen im Kultivierungsmedium blockiert werden. So
sank die Expression von GFAP, wahrend jedoch Nestin stark exprimiert wurde.

Da Differenzierung auch Wachstumsstopp bedeutet (Stein et al., 1996), wurde des Weiteren

untersucht, welchen Einfluss ein Entzug der Mitogene und eine Aktivierung von ARaf-1:ER auf
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das Wachstumsverhalten der HNSC.100 Zellen haben. Um das Proliferationsverhalten der
HNSC.100 ARaf-1:ER Zellen untersuchen zu kénnen, wurde die DNA-Syntheserate mittels
Inkorporation des Thymidinanalogon BrdU in die DNA untersucht. Hierbei diente die Menge an
eingebautem BrdU als Maf fur die DNA-Replikation. Abbildung 10 B zeigt, dass ein Entzug der
Wachstumsfaktoren zu einem stark verminderten Einbau an BrdU in die DNA fihrte,
wohingegen eine Stimulation der Zellen mit 4-OHT den Einbau von BrdU in die DNA erhéhen
konnte. Die Zellen stoppten demnach die Proliferation nach Entzug der Wachstumsfaktoren.
Wurde jedoch der ERK-Signalweg mittels Aktivierung von ARaf-1:ER durch 4-OHT angeschaltet,
proliferierten selbst die Zellen, denen Mitogene in ihrem Kultivierungsmedium fehlten.

Diese Daten zeigen, dass die Aktivierung des ERK- Signalwegs durch die Mutante ARaf-1:ER in
den HNSC.100 Zellen die Differenzierung zu Astrozyten hemmen konnte. Eine Blockade des

ERK-Signalwegs ist folglich wahrend der Differenzierung neuraler Stammzellen essentiell.
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Abbildung 10: Aktiviertes  ARaf-1:ER kann in HNSC.100 Zellen die Differenzierun g hemmen

A. Einfluss von ARaf-1:ER auf die Expression von Markergenen in Stam  mzellen.

HNSC.100ARaf-1:ER Zellen wurden in An-/Abwesenheit von Mitogenen mit und ohne 4-OHT kultiviert. Nach 3 Tagen
wurde die RNA der Zellen isoliert und eine RT-PCR durchgefuhrt. Der Entzug der Mitogen vestarkte die Expression
des Astrozytenmarkers GFAP, diese wurde jedoch durch aktiviertes ARaf-1:ER aufgehoben. Genauso wurde eine
verminderte Expression des Stammzellmarkers Nestin in den Zellen, denen Mitogene im Kultivierungsmedium fehlten,
durch eine Aktivierung von ARaf-1:ER ausgeglichen. Die Expression von GAPDH wurde als interner Standard
analysiert.

B. Hemmung der Differenzierung der HNSC.100 ARaf.ER Zellen durch Aktivierung des ERK- Signalwegs
HNSC.100 ARaf-1:ER Zellen wurden mit den Mitogenen EGF/bFGF, ohne Mitogene und ohne Mitogene aber mit
4-OHT (1uM) kultiviert. Nach 24 Stunden wurde das Wachstumsverhalten der Zellen ber die DNA-Syntheserate

ermittelt, indem der BrdU- Einbau in die DNA bestimmt wurde.
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4.1.4 Epigenetische Konfiguration neuronaler Gene i n den neuralen
Stammzellen HNSC.100

Embryonale Karzinomazellen der Maus wurden durch eine Behandlung mit Retinsaure zu
funktionellen Neuronen differenziert (McBurney et al., 1988). Auch eine Behandlung der neuralen
Stammzellen HNSC.100 Zellen mit Retinsaure konnte die Expression von Genen auslésen, die
fur synaptische Vesikelproteine kodieren (Abschnitt 4.1.2). In eukaryotischen Zellen ist die DNA
um die Histone gewunden, um mit weiteren modifizierenden Proteinen das Chromatin zu bilden.
Eine Modifizierung der Histone in Form von Methylierung, Phosphorylierung, Acetylierung und
Ubiquitinierung resultiert in einem bestimmten Muster, welches zur Formulierung des
hypothetischen Histon-Codes fiihrte (Stahl und Allis, 2000; Jennuwein und Allis, 2001). Diese
epigenetischen Mechanismen bewirken eine Konformationsédnderung des Chromatins und
regulieren so die Transkription von Genen. Hierbei sind unterschiedliche Modifikationen an den
Aminosaureresten charakteristisch flr geschlossenes oder offenes Chromatin. Am Histon H3
definiert die Methylierung der Lysinreste 4, 36 und 79 aktives Chromatin, wahrend die
Methylierung der Lysinreste 9 und 27 fir reprimierte Chromatinbereiche spezifisch ist (Fischle et
al., 2003; Lachner et al., 2003). Um die epigenetische Konfiguration der hier untersuchten
neuronalen Gene analysieren zu kénnen, wurden Chromatinimmunoprézipitationsanalysen
(ChIPs) durchgefuhrt. Diese ermdglichten, die Bindung verschiedener Proteine an die DNA zu
untersuchen, und die Modifikationen des Chromatins in undifferenzierten und differenzierten
Zellen miteinander zu vergleichen.

Zunachst wurde die epigenetische Konfiguration von REST-Zielgenen analysiert. Hierzu wurde
der Fokus auf Marker gelegt, die zwischen aktiv transkribierten und reprimierten Genen
unterscheiden. Abbildung 11 zeigt die epigenetische Konfiguration des Histons H3 in den
neuronalen Genen Synapsin |, Synaptophysin, Synaptotagmin I, IV und VII. Es wurden ChlPs
durchgefihrt, bei denen Antikérper verwendet wurden, die entweder gegen den dreifach
methylierten Lysinrest 4 (aH3K4me3) oder gegen den zweifach methylierten Lysinrest 9
(aH3K9mMe2) am Histon H3 gerichtet waren. Die prazipitierte DNA wurde mit Primern
amplifiziert, die die Bindestelle des Transkriptionsfaktors REST auf den fir die synaptischen
Vesikelproteine kodierenden Genen umspannten. In undifferenzierten neuralen Stammzellen
war der Lysinrest 9 des Histons H3 in allen analysierten neuronalen Genen zweifach methyliert,
was auf geschlossenes, nicht transkribiertes Chromatin deutet (Abbildung 11). Die Bindestelle
fir den Repressor REST lag also in allen untersuchten neuronalen Genen in einem
kondensierten, transkriptionell inaktiven Bereich des Chromatins. Jedoch kam es zu einer

Anderung des Methylierungsgrades des Lysinrests 4, sobald die HNSC.100 Zellen ohne
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Wachstumsfaktoren, aber mit Retinsédure kultiviert wurden: Die induzierte Differenzierung der
Zellen bewirkte eine Veranderung des Methylierungsmusters. Das zuvor kondensierte
Chromatin war in einen offenen, flr Transkriptionsfaktoren zugéanglichen Zustand
Ubergegangen, im Gegensatz zum Methylierungsmuster in undifferenzierten Zellen war der
Lysinrest 4 des Histons H3 nun dreifach methyliert (Abbildung 11).

Als Kontrolle wurde auRerdem der chromosomale Kontext des GFAP-Gens untersucht. GFAP
wurde in neuralen Stammzellen exprimiert, wohingegen eine durch Retinsaure induzierte
Differenzierung der Zellen, die GFAP Expression blockierte (Abbildung 7 A).

ChlPs machen deutlich, dass die Ergebnisse der RT-PCR Untersuchungen mit den
epigenetischen Studien korrelierten. In den undifferenzierten neuralen Stammzellen HNSC.100
war im distalen Promoterbereich des GFAP-Gens der Lysinrest 4 am Histon H3 dreifach
methyliert, wohingegen eine Differenzierung der Zellen mit Retinsaure eine Veranderung des
Methylierungsmusters in einer Methylierung des Lysinrests 9 des Histons H3 resultierte
(Abbildung 11).

Das epigenetische Profil der hier untersuchten REST Zielgene wurde zusatzlich in den humanen
Neuroblastomazellen SH-SY5Y und in den humanen Keratinozyten HaCaT analysiert. Diese
beiden Zelllinien wurden ausgewdahlt, da sie der Erwartung nach gegensatzliche
Methylierungsmuster in den neuronalen Genen aufweisen missten: die Neuroblastomazellen
exprimieren neuronale Gene, wobei in den Keratinozyten keine Expression neuronaler Gene zu
erwarten war. Demnach musste in den SH-SY5Y Zellen das Chromatin offen, der Lysinrest 4
also methyliert sein. Im Gegensatz hierzu sollten Keratinozyten keine neuronalen Gene
exprimieren, die Chromatinstruktur sollte geschlossen und der Lysinrest 9 methyliert sein. Wie
erwartet zeigen die Ergebnisse der ChlIP-Analysen, dass das Chromatin der verschiedenen
REST-Zielgene in den HaCaT Keratinozyten in einer geschlossenen Konformation vorlag, der
Lysinrest 9 war zweifach methyliert. Dagegen waren in den SH-SY5Y Zellen eine bivalente
Chromatinmodifikation zu beobachten: sowohl der Lysinrest 9 als auch der Lysinrest 4 des
Histons H3 waren methyliert (Abbildung 12). In den Neuroblastomazellen lag das Chromatin in
einer offenen Konfiguration vor, so dass die neuronalen Gene exprimiert werden konnten. Das
Methylierungsmuster undifferenzierter neuraler Stammzellen stimmte mit dem von Keratinozyten
und das von differenzierten neuralen Stammzellen stimmte mit dem Methylierungsmuster von

Neuroblastomazellen Uberein.
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Abbildung 11: Epigenetische Modifikationen von REST Zielgenen in differenzierten und undifferenzierten
humanen neuralen Stammzellen HNSC.100

HNSC.100 Zellen wurden entweder in Kultivierungsmedium mit den Mitogenen EGF/bFGF oder ohne Mitogene aber
mit Retinsédure (1uM) 12 Tage lang kultiviert. Es wurden ChiIPs durchgefiihrt, wobei Antikdrper verwendet wurden, die
entweder gegen den zweifach methylierten Lysinrest 9 oder gegen den dreifach methylierten Lysinrest 4 am Histon
H3 gerichtet waren. Die prazipitierten Chromatinfragmente wurden mit Primern amplifiziert, die den Bereich der
neuronalen Gene Synapsin |, Synaptophysin, Synaptotagmin Il, IV und VII, umspannten. Als Negativkontrolle (no Ab)
diente Chromatin, dem kein Antikdrper zugegeben wurde. Als Positivkontrolle wurde ein Aliquot des
Gesamtchromatins (Input) in der PCR amplifiziert. Des Weiteren wurde auch das Methylierungsmuster im
Promotorbereich des GFAP-Gens in differenzierten und in undifferenzierten neuralen Stammzellen miteinander
verglichen.
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Abbildung 12: Epigenetische Analyse von REST Zielge  nen in Neuroblastomazellen und in Keratinozyten

Das Chromatin der Zellen wurde prapariert und mit Antikdrpern, die spezifisch gegen den zweifach methylierten
Lysinrest 9 und gegen den dreifach methylierten Lysinrest 4 des Histons H3 gerichtet waren, inkubiert. Das
prazipitierte Chromatin wurde mittels spezifischer Primer fiir die Gene Synapsin I, Synaptophysin, Synaptotagmin II,
IV und VII amplifiziert. Als Negativkontrolle diente die no Ab Probe, als Positivkontrolle wurde ein Aliquot des
Gesamtchromatins analysiert.

4.1.5 Transkriptionskontrolle in HNSC.100 Zellen du rch
Histonacetylierung und Histondeacetylierung

Hsieh et al. 2004 haben gezeigt, dass eine Hemmung von Histondeacetylasen eine
Differenzierung neuraler Stammzellen ausléste. Eine verstarkte Histonacetylierung induzierte in
weiteren Untersuchungen die Expression verschiedener neuronaler Gene, wie Synapsin |,
NeuroD und SCG10 (Schoenherr et al., 1995; Roopra et al., 2001; Lunyak et al., 2002)
gehorten.

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob eine Hemmung der Histondeacetylasen mittels Trichostatin
A (TSA) eine Expression der fiir die verschiedenen synaptischen Vesikelproteine kodierenden
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neuronalen Gene in den neuralen Stammzellen HNSC.100 auslosen konnte. Abbildung 13 zeigt,
dass die neuronalen Gene Synapsin |, Synaptophysin, Synaptopbrevin 2 und auch die
Synaptotagmine II, IV und VII durch Hemmung von Histondeacetylasen in den neuralen

Stammzellen HNSC.100 exprimiert wurden.
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Abbildung 13 A: Expression neuronaler Gene in HNSC.100 Zellen nach  Hemmung von Histondeacetylasen
mittels TSA

HNSC.100 Zellen wurden 24 Stunden lang mit TSA (+) oder mit dem Lésungsmittel DMSO (-) kultiviert. AnschlieRend
wurde die RNA der Zellen isoliert, revers transkribiert, und es wurden PCR Analysen durchgefiihrt. Eine Behandlung
mit TSA fuhrte zu einer Expression der Gene Synapsin |, Synaptophysin, Synaptobrevin 2, Synaptotagmin Il, IV und
VII. Also Kontrolle diente das GAPDH-Gen.
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Abbildung 13 B: Quantitative Analyse der Genexpress

Histondeacetylasen mit TSA

+ TSA

ion in HNSC.100 Zellen nach einer Hemmung der

Es wurde eine statistische Analyse der in Abbildung 13 A erhaltenen Daten durchgefiihrt. Nach Durchfiihrung der RT-

PCR wurde die amplifizierte DNA in einem 2%igen Agarosegel dargestellt, die Intensitdt der Banden wurde

gemessen. Die Balkendiagramme stellen den Mittelwert aus drei unabhéngigen Versuchen dar. Die

Standardabweichung wurde in Form des SEM dargestellt.

62



4 Ergebnisse

4.1.6 In vivo Bindung von REST und HDAC1 an neuronale Gene in
HNSC.100 Zellen

Eine Behandlung der neuralen Stammzellen HNSC.100 mit Retinsaure hat die Expression
verschiedener neuronaler Gene initiiert. Die Expression neuronaler Gene korreliert mit einer
verminderten Expression von REST (Palm et al., 1998; Ballas et al., 2005), so dass zu erwarten
war, dass die REST-Bindung in den mit Retinsdure behandelten Zellen reduziert war. Zur
Verifizierung dieser Uberlegungen wurden ChiIPs durchgefiihrt, um unter physiologischen
Bedingungen die Bindung des Transkriptionsrepressors REST an die DNA der neuronalen Gene
Synapsin |, Synaptophysin, Synaptotagmin II, IV und VIl zu untersuchen. REST rekrutiert unter
anderem die Histondeacetylase 1 (HDAC1) zu seinen Zielgenen. Auf diese Weise wird die durch
REST ausgeloste Entfernung von Acetylgruppen an den Histonen katalysiert (Roopra et al.,
2000) und das Chromatin als Resultat einer Ladungséanderung enger verpackt. Daraus folgt,
dass eine Transkription der betroffenen Gene nicht mehr moglich ist.

HNSC.100 Zellen wurden entweder 12 Tage lang in Medium kultiviert, das die
Wachstumsfaktoren EGF und bFGF enthielt, oder es erfolgte eine Kultivierung der Zellen ohne
die Wachstumsfaktoren aber mit Retinsdure (1uM). Mittels ChlP-Analysen wurde der Bereich
der neuronalen Gene analysiert, der die REST-Bindestelle auf der DNA tragt. In
undifferenzierten neuralen Stammzellen HNSC.100 waren sowohl REST als auch HDAC1 an die
regulatorische Region der fiir die synaptischen Vesikelproteine kodierenden Gene Synapsin |,
Synaptophysin, Synaptotagmin I, IV und VII gebunden. Wurden die Zellen mit Retinsaure
differenziert, war eine deutliche Reduktion der REST-Bindung und ebenfalls eine verminderte
oder auch fehlende Bindung von HDAC1 zu beobachten (Abbildung 14). Dieser Zustand
begiinstigte die Expression der neuronalen Markergene Synapsin |, Synaptophysin,

Synaptotagmin II, IV und VII in den differenzierten HNSC.100 Zellen.
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Abbildung 14: In vivo Bindung von REST und HDAC1 in differenzierten und undifferenzierten neuralen
Stammzellen

Um die Bindung von REST und HDACL1 an die regulatorischen Regionen der neuronalen Gene zu untersuchen,
wurden Chromatinimmunoprézipitationsanalysen durchgefuhrt. Es wurden zwei Szenarien analysiert, wobei ein
Ansatz eine Kultivierung der HNSC.100 Zellen in Medium, das Mitogene enthielt, beinhaltete. Bei dem anderen
Ansatz dagegen wurden die Zellen 12 Tage lang in Medium kultiviert, das keine Mitogene, aber Retinsaure (1uM)
enthielt. Es wurden Antikdrper verwendet, die gegen REST und gegen HDAC1 gerichtet waren. Immunoprazipitierte
Chromatinfragmente wurden mit spezifischen Primern amplifiziert, die die REST Bindestelle auf den Genen Synapsin
I, Synaptophysin, Synaptotagmin I, IV und VII umspannten. Als Positivkontrolle wurde ein Aliqguot des gesamten
Chromatins, das nicht immunoprazipitiert wurde (Input), in der PCR eingesetzt, als Negativkontrolle diente mit Protein
A Sepharose aber ohne Antikdrper behandeltes Chromatin. Durch die Differenzierung der HNSC.100 mit Retinsdure

nahm die Bindung von REST und HDAC1 in den untersuchten neuronalen Genen stark ab.

4.1.7 Expression einer Mutante von REST in HNSC.100 Zellen

Die bisherigen Untersuchungen zeigten, dass eine verminderte Expression von REST in den
neuralen Stammzellen HNSC.100 essentiell fiir die Expression der untersuchten neuronalen
Gene war. Als nachstes hat sich die Frage aufgetan, ob es durch eine Mutante von REST, die
nicht hemmend sondern aktivierend wirkte, moglich sein kdnnte, die Expression der neuronalen
Gene Synapsin |, Synaptophysin, Synaptotagmin Il, IV und VII zu induzieren.
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Es wurden HNSC.100 Zellen verwendet, die eine dominant-positive Mutante von REST, das DP-
REST:ER exprimierten. Hierfir wurden HNSC.100 Zellen mit einem rekombinanten Retrovirus
infiziert, welcher fir DP-REST:ER kodiert (Hohl und Thiel, 2005). Als Kontrolle wurden
HNSC.100pac Zellen verwendet, welche durch Infektion von HNSC.100 Zellen mit einem fiur die
Puromycinacetyltransferase kodierenden Retrovirus, hergestellt wurden. Beide stabile Zelllinien
wurden von Gerald Thiel zur Verfigung gestellt. In Abbildung 15 A ist die modulére Struktur von
REST und von der Mutante DP-REST:ER schematisch dargestellt. In friiheren Untersuchungen
war die Mutante DP-REST:ER nach Aktivierung mittels 4-OHT in der Lage, die Expression
bestimmter REST-Zielgene auszul6sen oder zu verstarken (Hohl und Thiel, 2005). DP-REST:ER
enthielt die DNA-Bindedomane von REST, wodurch es an dessen Bindestelle NRSE auf der
DNA der Zielgene binden konnte. Die beiden N- und C-terminalen Repressordomanen von
REST wurden entfernt. Stattdessen befand sich am N-terminalen Ende von DP-REST:ER ein
dem immunzytologischen Nachweis dienendes Flag-Epitop und ein Kernlokalisationssignal
(NLS). Am C-terminalen Ende wurde an Stelle der Repressordomane die transkriptionelle
Aktivierungsdomane des Herpes-Simplex Virus Proteins VP16 angefligt. Um die Aktivitat von
DP-REST:ER regulieren zu koénnen, enthielt das Protein am C-terminalen Ende die
Hormonbindedoméne des Ostrogenrezeptors (ER). Da hier die Ostrogenrezeptor-Mutante
ERTamexfen Mutant yawendet wurde, konnte an Stelle des Ostrogens der synthetische Ligand 4-
OHT als aktivierendes Hormon verwendet werden. Die Mutation in der Hormon bindenden
Domaéane des Ostrogenrezeptors erfolgte durch einen Austausch der Aminosaure Glyzin gegen
Arginin an der Position 525 und reduzierte die Affinitat des Rezeptors zu Ostrogen um das
1000fache, wohingegen die Affinitat zu 4-OHT nicht beeinflusst wurde (Littlewood et al., 1995).
DP-REST:ER wird in einem inaktiven Zustand in den Zellen exprimiert, bei dem in Abwesenheit
des Hormons das Heat-shock-Protein HSP90 an der Hormonbindenden Domaéane des
Ostrogenrezeptors gebunden vorliegt. Die Expression des Proteins DP-REST:ER in HNSC.100
Zellen konnte immunologisch mit einem Antikdrper, der gegen das Flag-Epitop gerichtet ist,
nachgewiesen werden (Abbildung 15 B). Durch Zugabe von 4-OHT kam es zu einer
Konformationsanderung des Rezeptors, so dass das HSP90 Protein vom Ostrogenrezeptor
dissoziierte und die Aktivierungsdomane des VP16 frei gegeben wurde. Das aktive DP-REST:
ER konkurrierte nun mit dem endogenen REST um die Bindung auf der DNA und konnte die
Transkription der Zielgene von REST aktivieren. Der Aktivierungsmechanismus von DP-
REST:ER ist in Abbildung 15 C dargestellt.
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Abbildung 15 A: Schematische Darstellung der domina nt-positive Mutante DP-REST:ER

Endogenes REST besitzt eine DNA-Bindedoméne, eine N-terminale und eine C-terminale Repressordoméne. Diese
beiden Repressordoménen wurden bei der Mutante DP-REST:ER am N-terminalen Ende durch die spezifische
Erkennungssequenz Flag und durch ein Kernlokalisationssignal (NLS) ersetzt. Am C-terminalen Ende von DP-REST:
ER befindet sich die Aktivierungsdoméane des Herpes Simplex Virus Proteins VP16 und zusatzlich eine
Hormonbindedoméane des Ostrogenrezeptors.
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Abbildung 15 B: Expression von DP-REST:ER in HNSC.1 00 Zellen

Es wurden Zellkernextrakte von HNSC.100pac und HNSC.100 DP-REST:ER Zellen hergestellt und mit Antikorpern,
die gegen das Flag-Tag gerichtet waren, im Western Blot untersucht. Eine Detektion des Flag-Tags war nur in den
HNSC.100 DP-REST:ER Zellen méglich, die HNSC.100pac Zellen dienten hier als Kontrolle.
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Abbildung 15 C: Schematische Darstellung des Aktivi erungsmechanismus von DP-REST:ER

Das Protein DP-REST:ER wird in einem inaktiven Zustand exprimiert, bei dem das Heat-shock Protein HSP90 an die
Hormonbindedoméne des Ostrogenrezeptors bindet und die Aktivierungsdomane VP16 belegt. Durch Zugabe des
Hormonderivats 4-OHT kommt es zu einer Konformationsianderung des Ostrogenrezeptors (ER), das Heat-shock-
Protein HSP90 dissoziiert ab und gibt die Aktivierungsdomane frei. Das Protein DP-REST:ER befindet sich nun in

einem aktiven Zustand und kann die Transkription REST-regulierter Gene auslésen.

4.1.7.1 In vivo Bindung von DP-REST:ER an REST-regulierte
Gene in HNSC.100 Zellen

Um die Zielgene von REST zu aktivieren, muss DP-REST:ER an die regulatorische Sequenz auf
der DNA der Gene binden. ChlIP-Analysen wurden durchgefiihrt, um diese Bindung detektieren
zu koénnen. Hierzu wurden HNSC.100 DP-REST:ER Zellen 24 Stunden lang mit 4-OHT
stimuliert. AnschlieRend wurde ein Cross-linking zwischen der DNA und den Proteinen der
Zellen durchgefuhrt, das Chromatin  wurde mittels Ultraschall zerkleinert. Die
Immunoprazipitation selbst erfolgt mittels M2-Agarose, welche mit dem Flag-Tag des DP-
REST.ER interagieren sollte. Die prazipitierten Chromatinfragmente wurden mittels PCR
amplifiziert und in einem Agarosegel sichtbar gemacht. Es wurden spezifische Primer

verwendet, die das NRSE der jeweiligen Gene flankierten. Abbildung 16 zeigt, dass in den mit 4-
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OHT stimulierten Zellen das Protein DP-REST:ER an das NRSE der neuronalen Gene Synapsin
I, Synaptophysin, Synaptotagmin I, IV und VII binden konnte. In den unstimulierten Zellen fand
keine Bindung von DP-REST:ER statt. Das Hitzeschockprotein HSP90 blockierte im inaktiven
DP-REST:ER nicht nur die Aktivierungsdomane VP16 des Herpes Simplex Virus, sondern
wahrscheinlich auch die DNA-Bindedoméane von DP-REST:ER. Genauso wie das endogene
REST (Abbildung 14) hatte DP-REST: ER in undifferenzierten HNSC.100 Zellen trotz

geschlossener Chromatinstruktur (Abbildung 16) Zugang zur regulatorischen Region der Gene.
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Abbildung 16: In vivo Bindung von DP-REST:ER an REST-regulierte Gene in HNSC.100 DP-REST:ER Zellen

HNSC.100 DP-REST:ER Zellen wurden 24 Stunden lang mit 1uM 4-OHT inkubiert. Anschlieend wurde ein
Crosslinking zwischen DNA und Proteinen durchgefiihrt, das Chromatin wurde mittels Ultraschall zerkleinert und DP-
REST: ER bindende DNA wurde mittels M2-Agarose prazipitiert. Diese wurde mittels spezifischer Primer amplifiziert,
die die REST-Bindestelle NRSE auf den Genen Synapsin |, Synaptophysin, Synaptotagmin II, IV und VIl umspannten.
DP-REST:ER konnte in den mit 4-OHT inkubierten Zellen an die DNA der Gene Synapsin |, Synaptophysin,
Synaptotagmin I, IV und VII binden. Als Positivkontrolle wurde ein Aliquot nicht prazipitierten Chromatins verwendet

(Input), als Negativkontrolle diente Chromatin, das ohne Zugabe von Antikérpern diesen Versuch durchlief (no Ab).
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4.1.7.2 Transkription neuronaler Gene durch DP-REST :ERin

humanen neuralen Stammzellen HNSC.100

Da die bisherigen Versuche gezeigt haben, dass die Mutante DP-REST:ER durch Bindung an
das NRSE auf der DNA von REST Zielgenen die Transkription von Reportergenen ausldsen
konnte, wurde als nachstes untersucht, ob eine Aktivierung von DP-REST:ER in HNSC.100
Zellen auch die Transkription neuronaler Gene verstarken konnte.

HNSC.100 DP-REST:ER Zellen wurden 24 Stunden lang mit 4-OHT (+) oder mit Ethanol (-)
behandelt. AnschlieBend wurde die RNA der Zellen isoliert, revers transkribiert und PCRs
durchgefihrt. In Abbildung 17 sind die Resultate der Untersuchungen dargestellt. Die Gene
Synapsin |, Synaptophysin, Synaptotagmin Il, IV und VII wurden durch eine Aktivierung von DP-
REST:ER verstarkt exprimiert. Die Transkription der fir die synaptischen Vesikelproteine
kodierenden Gene Synaptobrevin 1 und Synaptotagmin | blieb jedoch unbeeinflusst. Diese
Gene werden in den humanen neuralen Stammzellen HNSC.100 Zellen also nicht durch den
Transkriptionsfaktor REST reguliert. Trotzdem spielt REST folglich eine entscheidende Rolle bei

der Kontrolle der Expression verschiedener neuronaler Gene in neuralen Stammzellen.
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Abbildung 17 A: Verstarkte Expression neuronaler Ge  ne in HNSC.100DP-REST:ER Zellen

Die Zellen wurden 24 Stunden lang mit 4-OHT (+) behandelt. Die RNA der Zellen wurde isoliert, revers transkribiert

und anschlieend mittels RT-PCR analysiert. GAPDH diente als interne Kontrolle, um sicher zu stellen, dass gleiche

Mengen an RNA bei der reversen Transkription eingesetzt wurden. Die Transkription der Gene Synapsin |,

Synaptophysin, Synaptotagmin I, IV und VII wurde nach Stimulation der neuralen Stammzellen mit 4-OHT verstérkt.
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Abbildung 17 B: Quantifizierung und statistische An
HNSC.100DP-REST:ER Zellen mit 4-OHT
Es wurde eine statistische Analyse der in Abbildung 17 A erhaltenen Daten durchgefiihrt. Nach der RT-PCR wurde
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alyse der RT-PCR Daten nach Behandlung von

die amplifizierte DNA in einem Agarosegel aufgetragen und die Bandenintensitat gemessen. Die Balkendiagramme

stellen den Mittelwert aus drei unabhéngigen Versuchen dar. Die Standardabweichung wurde in Form des SEM

dargestellt.
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4.2 Regulation der Expression der AMPA Untereinheit des
Glutamatrezeptors GIuR2 in den humanen Gliomazellen U87MG
durch REST und Spl

4.2.1 Epigenetische Konfiguration des  GluR2-Gens in verschiedenen

Zelllinien

In UB7MG Zellen wird die AMPA Untereinheit des Glutamatrezeptors 2 exprimiert (Yoshida et
al., 2006; Stepulak et al., 2009; van Vurden et al., 2009). Verschiedene Untersuchungen weisen
dem GIluR2-Gen eine Regulation durch REST zu (Kuwabara et al., 2004; Huang et al., 1999;
Myers et al., 1998), jedoch konnte weder in neuronalen SN56-Zellen, noch in den
Hypophysenzellen AtT20 oder in den pankreatischen BTC3-Zellen ein Einfluss von REST auf
die GluR2-Genexpression erkannt werden (Hohl und Thiel, 2005). Zunéchst wurde die
epigenetische Konfiguration des GIluR2-Gens untersucht. Es wurde eine ChIP-Analyse
durchgefihrt, bei der der Fokus auf Marker fir eine geschlossene oder eine offene
Chromatinstruktur gelegt wurde.

Abbildung 19 zeigt die Ergebnisse der Chromatinimmunoprazipitationen, die an humanen
Gliomazellen U87MG, humanen Neuroblastomazellen SH-SY5Y, humanen Keratinozyten
HaCaT und humanen Hepatomazellen HepG2 durchgefuhrt wurden. Es wurden Primer
verwendet, die die REST-Bindestelle auf dem GluR2-Gen umspannten. In Abbildung 18 ist eine
schematische Darstellung der Promotorregion samt Bindestellen fiir die Transkriptionsfaktoren
REST und Spl zu sehen. In den U87MG Zellen liegt das GluR2-Gen in einem offenen fir
Transkriptionsfaktoren zuganglichen chromosomalen Bereich, der Lysinrest 4 ist zweifach und
dreifach methyliert. Eine schwache Methylierung des Lysinrests 9 wurde ebenfalls detektiert.
Wie das GIuR2-Gen ist auch das fur GFAP kodierende Gen in einer offenen Chromatinstruktur
lokalisiert. Als Marker fur Gliazellen (Strakova et al., 2004) wird GFAP in den Gliomazellen
U87MG exprimiert, das chromosomale Umfeld des fiir GFAP kodierenden Gens ahnelt dem des
GluR2-Gens. Als Kontrolle wurde die epigenetische Konfiguration des GIuR2- und des GFAP-
Gens in Neuroblastomazellen, in Keratinozyten und in Hepatomazellen untersucht. Sowohl in
den Keratinozyten als auch in den Hepatomazellen sind am Histon H3 die Lysinreste 9 des
GluR2- und des GFAP-Gens methyliert, die Chromatinstruktur beider Gene ist demnach
geschlossen. Im Gegensatz hierzu ist das Chromatin des GIuR2-Gens in den
Neuroblastomazellen offen und zuganglich fur Transkriptionsfaktoren, was an einer Methylierung
des Lysinrests 4 des Histons H3 ersichtlich ist. Wie in den U87MG Zellen ist auch hier der
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Lysinrest 9 schwach methyliert, wohingegen das Chromatin des GFAP-Gens in den
Neuroblastomazellen in einer geschlossenen Konfiguration vorliegt. Im Gegensatz zu den
Ergebnissen aus 4.1.1. exprimieren die Neuroblastomazellen SH-SY5Y bei diesen Untersuchungen
kein GFAP. Die beiden Gene GIuR2 und GFAP als Marker fir Gliazellen werden also gleichzeitig nur

in den Gliomazellen U87MG exprimiert.
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Abbildung 18: Schematische Darstellung der 5°-Regio  n des GluR2-Gens

Dargestellt ist der Promotorbereich mit Transkriptionsstart des GluR2-Gens (+1). Die Primer, die fur den ChIP
verwendet wurden, umspannen das NRSE und sind als Pfeile (€&, ) dargestellt. Die Bindestelle fir den
Transkriptionsfaktor Sp1 liegt zwischen dem Transkriptionsstart und dem NRSE.
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Abbildung 19: Epigenetische Konfiguration der fir G luR2 und GFAP kodierenden Gene

Das Chromatin der Zellen wurde mit den an der DNA gebundenen Proteine durch Formaldehyd vernetzt, mittels
Ultraschall zerkleinert und anschlie@end mit Antikérpern, die gegen den zweifach methylierten Lysinrest 9
(aH3K9me2) und gegen den zweifach (aH3K4me2) und den dreifach (aH3K4me2) methylierten Lysinrest 4 am Histon
H3 gerichtet waren, immunprézipitiert. Die prazipitierte DNA wurde mit spezifischen Primern amplifiziert. Als Kontrolle

wurde die no Ab Probe verwendet. Als Positivkontrolle dient ein Aliqout des unbehandelten Chromatins (Input).
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4.2.2 Die GluR2-Genexpression wird durch den Acetylierungsgrad der
Histone reguliert

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass eine Hemmung von Histondeacetylasen zu einer
verstarkten Expression des GIuR2-Gens in C6 Gliomazellen, in Astrozyten (Huang et al., 1999)
und in der adulten Stammzelllinie HCN A94 aus dem Hippokampus (Kuwabara et al., 2004)
fuhren kann. Jedoch zeigten Huang et al. (1999) auch, dass in kortikalen Neuronen das basale
Acetylierungslevel der Histone H3 und H4 so hoch ist, dass der Histondeacetylasehemmer TSA
diesen nicht signifikant erhtéhen und auch die GIuR2 Expression nicht beeinflussen konnte. Auch
Hohl und Thiel (2005) konnten die Expression des GIuR2-Gens durch eine Hemmung der
HDACSs in den neuronalen Zellen SN56 und in verschiedenen neuroendokrinen Zellen nicht
verstarken. Da aber sowohl von Huang et al. (1999) als auch von Kuwabara et al.(2004) gezeigt
wurde, dass das GIluR2-Gen in einigen Zelllinien unter anderem durch den
Histonacetylierungsgrad reguliert wird, wurde im Weiteren untersucht, ob eine Hemmung der
HDACSs in den hier untersuchten Zelllinien die Expression des GluR2-Gens verstéarken konnte.
Die Zellen wurden 24 Stunden lang mit TSA behandelt. AnschlieRend wurde die RNA der Zellen
isoliert, revers transkribiert und mittels RT-PCR analysiert. In Abbildung 20 ist zu sehen, dass
durch eine Hemmung der Histondeacetylasen die Genexpression von GIuR2 in den
Gliomazellen U87MG und auch in den Neuroblastomazellen SH-SY5Y verstarkt werden konnte.
In diesen beiden Zelllinien spielt der Histonacetylierungsgrad demnach bei der Regulation der
GluR2-Genexpression eine bedeutende Rolle. Jedoch konnte eine Hemmung von
Histondeacetylasen weder in den Keratinozyten noch in den Hepatomazellen die Expression
des GIuR2-Gens induzieren. Hier scheint die Genexpression von GluR2 unabhangig vom

Acetylierungsgrad der Histone reguliert zu sein.
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Abbildung 20 A: Expression von GIuR2 nach Histondeacetylasehemmung mittels TSA

U87MG, SH-SY5Y, HaCaT und HepG2 Zellen wurden 24 Stunden lang mit TSA (100ng/ml) behandelt. Die RNA
wurde isoliert, revers transkribiert und mittels PCR analysiert. Als Kontrolle diente die GAPDH Expression. Die
Expression des GluR2-Gens wurde durch TSA in den U87MG und in den SH-SY5Y Zellen verstarkt. In HaCaT und in

HepG2 Zellen konnte eine Behandlung der Zellen mit TSA keine GluR2-Genexpression auslésen.

76



4 Ergebnisse

GluR2 i GAPDH

0,5 |

IoD
|
_
-

- - TSA
GluR2 GAPDH
4 1,57
3
| i : —r
O 2]
05
1] T
0 0
- + - + TSA
GluR2 GAPDH
1,5 1,5
1,04 1,0 T

0,5, 0,5

oD
o
+ -
o
+ l

TSA
GluR2 GAPDH

o T o

0,5

0,5

oD
o
+ -
(=]
+ -_|

TSA

Abbildung 20 B: Quantifizierung und statistische An alyse der RT-PCR Daten.
Die Bandenintensitat der Ergebnisse aus 20 A wurde gemessen. Die Balkendiagramme stellen jeweils den Mittelwert

aus 3 unabhéangigen Experimenten dar. Der Standardabweichung wurde in Form des SEM dargestellt.
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4.2.3 In vivo Bindung von REST und HDAC1 andas GluR2-Gen

Obwohl GIluR2 als REST-reguliertes Gen beschrieben wurde (Kuwabara et al., 2004; Huang et
al., 1999; Myers et al., 1998), konnten Hohl und Thiel (2005) die Expression des GluR2-Gens
durch Verwendung der dominant-positiven Mutante DP-REST:ER weder in neuronalen SN56
noch in neuroendokrinen oder pankreatischen Zellen auslésen. Dies zeigt, dass die Regulation
der Zielgene von REST in einer zelltypspezifischen Art und Weise ablauft. Um nun
herauszufinden, ob REST die Genexpression von GIUR2 in U87MG Glioblastomazellen reguliert,
wurde zunachst mittels ChlP-Analysen untersucht, ob REST an seine Bindestelle NRSE auf
dem GIuR2-Gen gebunden war. Es wurde neben der Bindung von REST auch die Bindung von
HDAC1 an das GluR2-Gen untersucht (Abbildung 21). Die Ergebnisse des ChIPs zeigen, dass
REST und HDAC1 auch in SH-SY5Y Neuroblastomazellen, in HaCaT Keratinozyten und in
HepG2 Hepatomazellen an das GIuR2-Gen gebunden waren. Die Bindung von REST und
HDAC1 an die DNA des GIuR2-Gens in den verschiedenen Zelllinien konnte erfolgen, obwohl
das chromosomale Umfeld von GluR2 und die Reaktion auf den Histondeacetylasehemmer TSA
so unterschiedlich waren (Abbildung 20). REST und HDAC1 hatten in keiner der Zelllinien an
den regulatorischen Bereich des GFAP- Gens gebunden.
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Abbildung 21: Bindung von REST und HDAC1 andas  GluR2-Gen in verschiedenen Zelllinien

Um die Bindung von REST und HDAC1 an die regulatorischen Regionen des GluR2-Gens und des GFAP-Gens zu
Untersuchen, wurden ChIP-Analysen durchgefiihrt. Die DNA der verschiedenen Zellen wurde mit gebundenen
Proteinen vernetzt, das Chromatin wurde mittels Ultraschall zerkleinert. Es wurden Antikérper verwendet, die gegen
REST und gegen HDAC1 gerichtet waren. Immunoprazipitierte Chromatinfragmente wurden mit spezifischen Primern
amplifiziert, die die REST Bindestelle auf dem GIluR2-Gen und die regulatorische Region des GFAP-Gens
umspannten. Als Positivkontrolle wurde ein Aliquot des gesamten Chromatins, das nicht immunoprazipitiert wurde, in
der PCR eingesetzt (Input), als Negativkontrolle diente mit Protein A Sepharose aber ohne Antikdrper behandeltes
Chromatin.
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4.2.4 GluR2 ist ein REST-responsoives Gen in US7MG Zellen

Die Mutante von REST, DP-REST:ER, konnte die Expression verschiedener neuronaler Gene in
humanen neuralen Stammzellen (Abbildung 17) und in neuronalen und neuroendokrinen Zellen

(Hohl und Thiel, 2005) aktivieren. Um feststellen zu kénnen, ob DP-REST:ER in der Lage war,
die Expression von GluR2 in den Glioblastomazellen U87MG zu verstarken, wurden diese
Zellen mit einem fir DP-REST:ER kodierenden rekombinanten Retrovirus infiziert. Zusatzlich
wurden die Zellen mit einem fir die Puromycinacetyltransferase (pac) kodierenden Retrovirus
infiziert. Die Zellen, die die Transgene exprimierten, wurden im Folgenden als U87MGpac und
U87MG DP-REST:ER Zellen bezeichnet (Abbildung 22). Die gleiche Prozedur erfolgte mit den
Hepatomazellen HepG2, welche kein GIuR2 exprimierten und folglich eine optimale Kontrolle

darstellten. Diese stabilen Zellen wurden von Gerald Thiel hergestellt.
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Abbildung 22: Expression von DP-REST:ER in U87MG un  d in HepG2 Zellen

Aus den infizierten U87MG und HepG2 Zellen wurden Kernextrakte hergestellt. Diese wurden mit Antikdrpern, die
gegen das Flag-Epitop gerichtet waren, im Western Blot untersucht. Eine Detektion des Flag-Epitops war nur in den
U87MG DP-REST:ER und in den HepG2 DP-REST:ER Zellen mdglich, die Puromycinacetyltransferase (pac)

exprimierenden Zellen dienten hier als Kontrolle.
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4.2.4.1 Bindung von DP-REST:ER an das GIluR2-Gen in vivo

Um die in vivo Bindung von DP-REST:ER an das GluR2-Gen untersuchen zu kénnen, wurden
ChlPs mit DP-REST:ER exprimierenden U87MG Zellen durchgefiihrt. Das Chromatin von
stimulierten und unstimulierten Zellen wurde mit den an der DNA gebundenen Proteinen
vernetzt und mit Ultraschall zerkleinert. AnschlieRend erfolgte die Immunoprazipitation mit M2-
Agarose. Die prazipitierte DNA wurde mit spezifischen Primern, die das NRSE auf dem GluR2-
Gen umspannten, amplifiziert. Aktiviertes DP-REST:ER war in den U87MG DP-REST:ER Zellen
an das GluR2-Gen gebunden (Abbildung 23). In unstimulierten U87MG Zellen konnte DP-REST:
ER nicht an das fiir GluR2 kodierende Gen binden; folglich maskiert das Hitzeschockprotein
HSP90 in unstimulierten Zellen nicht nur die VP16 Aktivierungsdomane von DP-REST:ER,
sondern auch die DNA-Bindedoméane des Proteins. Weitere Untersuchungen (unveréffentlichte
Daten) haben gezeigt, dass in HepG2 Zellen das aktivierte DP-REST:ER nicht an das GIluR2-
Gen binden konnte. Hier befand sich das fiir GIuR2 kodierende Gen in einer geschlossenen, flr
Transkriptionsfaktoren unzugéanglichen chromosomalen Umgebung, so dass das aktivierte DP-
REST:ER im Gegensatz zum endogenen REST (Abbildung 21) keinen Zugang zur DNA hatte.

U87MG
DP-REST:ER

= [GluR2

Input i

no Ab
- 4-OHT
+ 4-OHT

+ M2
Abbildung 23: Bindung von DP-REST:ER andas  GluR2-Gen in vivo
U87MG DP-REST:ER Zellen wurde 24 Stunden lang mit oder ohne 4-OHT behandelt. Das praparierte Chromatin der
Zellen wurde mit M2-Agarose inkubiert, bei der der gegen das Flag-Epitop gerichtete Antikbrper an Agarose
gekoppelt war. Die prazipitierte DNA wurde mit spezifischen Primern, die das NRSE auf dem GIluR2-Gen
umspannten, amplifiziert. Als Positivkontrolle diente der Input, die Negativkontrolle stellte ein Aliguot des gesamten
Chromatins dar, das mit Protein A Sepharose behandelt wurde, dem aber kein Antikdrper zugegeben wurde.
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4.2.4.2 Verstarkte GluR2-Genexpression durch die Mutante von REST

Um zu Uberprifen, ob DP-REST:ER die Expression von GIuR2 in den Zellen beeinflussen
konnte, wurden DP-REST:ER exprimierende U87MG Zellen und HepG2 Zellen 24 Stunden lang
mit 4-OHT stimuliert. AnschlieRend wurde die RNA der Zellen isoliert und revers transkribiert.
Die erhaltene cDNA wurde mit spezifischen Primern amplifiziert. Die Expression des GluR2-
Gens konnte in den Gliomazellen mittels der dominant-positiven REST-Mutante verstarkt
werden. In den Hepatomazellen konnte die Mutante DP-REST:ER jedoch auch nach Aktivierung
durch 4-OHT die GluR2-Genexpression nicht auslésen (Abbildung 24 A).
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Abbildung 24: Verstarkung der  GluR2-Genexpression durch die dominant-positive Mutante DP-REST:ER

A. U87MG DP-REST:ER und HepG2 DP-REST:ER Zellen wurden 24 Stunden lang mit 1yM 4-OHT (+) oder mit
Ethanol (-) kultiviert. Die RNA der Zellen wurde isoliert und revers transkribiert. Die cDNA wurde mit spezifischen
Primern amplifiziert. Als Kontrolle wurde die Expression von GAPDH analysiert.

B. Quantifizierung und statistische Auswertung der Daten

Die Bandenintensitat aus drei unterschiedlichen Experimenten wurde gemessen und ausgewertet. Die
Balkendiagramme stellen jeweils den Mittelwert aus 3 unabh&ngigen Experimenten dar. Die Standardabweichung
wurde in Form des SEM dargestellt.
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4.2.4.3 Transkription  eines GluR2 Luziferase  Reportergens
durch die Mutante von REST

Die aktivierte Mutante von REST konnte die Expression des GluR2-Gens in U87MG
Gliomazellen verstarken. Nun wurde der Einfluss von DP-REST:ER auf die Transkription eines
durch den GIuR2-Promotor kontrollierten Luziferase-Gens untersucht. Um die Daten aus 4.2.6
zu bestatigen, wurde mittels lentiviralem Gentransfer ein Luziferase-Gen, das unter der Kontrolle
des GluR2-Promotors stand, in das Chromatin von U87MG DP-REST:ER Zellen inseriert. Als
Kontrolle wurde auRerdem ein unter der Kontrolle des Ubiquitinpromotors stehendes Luziferase-
Reportergen (pFUWIuc, hier als mock bezeichnet) in das Chromatin der Zellen eingebracht. Die
U87MG DP-REST:ER Zellen wurden mit 4-OHT (1uM) stimuliert. Nach 24 Stunden wurden
Ganzzellextrakte prapariert, und es wurde die Luziferaseaktivitat gemessen. Die Aktivierung der
Mutante konnte die Transkription des Reportergens um das 2,8 fache steigern. U87TMG DP-
REST:ER Zellen, bei denen das Luziferase-Gen nicht unter der Kontrolle des GluR2-Promotors
stand, zeigten nach Stimulation mit 4-OHT keine transkriptionelle Aktivierung des Reportergens
(Abbildung 25).

s mock GluR2luc

[\
|

fold induction
relative luciferase activity
n

- + - + AOHT[1uM]

Abbildung 25: DP-REST:ER aktiviert die Transkriptio  n des Luziferase-Gens in den U87MG DP-REST:ER Zellen

U87MG DP-REST:ER Zellen wurden mit einem fiir ein GluR2-Promotor/Luziferase-Gen kodierenden Lentivirus
infiziert. Die Zellen wurden mit 4-OHT (1uM) oder mit dem L&sungsmittel Ethanol stimuliert. Als Kontrolle wurden
mock infizierten Zellen analysiert. Nach 24 Stunden wurden Ganzzellextrakte hergestellt, die Luziferaseaktivitéaten der
einzelnen Proben gemessen und ber deren Proteinkonzentrationen normalisiert (relative Luziferaseaktivitat (RLU)/ug
Protein). Der Versuch wurde in vierfacher Ausfiihrung durchgefiihrt, um eine statistische Auswertung der Ergebnisse

zu ermdglichen.
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4.2.5 Reduktion der Expression von GluR2 durch eine Uberexpression
von REST

Aus den bisherigen Ergebnissen hat sich die Frage gestellt, welche Auswirkungen eine
Uberexpression von REST auf die GIuR2 Expression haben kénnte. US7MG Zellen wurden von
Gerald Thiel mit einem rekombinanten Retrovirus infiziert, der fur ein Flag-REST Protein
kodierte. In Abbildung 26 A ist die Expression von Flag-REST in den U87MG im Western Blot
dargestellt. Um agieren zu kénnen, muss das Flag-REST Protein an das NRSE des GluR2-
Gens binden. ChIP-Experimente konnten zeigen, dass Flag-REST an das NRSE im GIuR2-Gen
der U87MG Wildtyp (wt) und der U87MG Flag-REST Zellen gebunden hatte (Abbildung 26 B).
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Abbildung 26: Uberexpression von REST in US7MG Zell en

A. Es wurden Kernextrakte aus U87MG wt und U87MG Flag-REST Zellen hergestellt. Western Blot Analysen mit
einem gegen das Flag-Epitop gerichteten Antikorper zeigen, dass das Protein Flag-REST in den Zellen exprimiert
wurde.

B. Es wurden ChlP-Analysen durchgefiihrt, um die Bindung von Flag-REST an das NRSE auf dem GIuR2-Gen zu
untersuchen. Das Chromatin der Zellen wurde mittels Ultraschall zerkleinert und mit M2-Agarose prazipitiert. Als
Kontrolle dienten U87MG Zellen. Die Negativkontrolle wurde durch die no Ab Probe und die Positivkontrolle durch die
Input-Probe dargestellt. Die immunoprazipitierte DNA wurde mit spezifischen Primern, die das NRSE auf dem GIluR2-

Gen umspannen, amplifiziert.
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In Abbildung 20 konnte gezeigt werden, dass in U87MG Zellen die GluR2-Genexpression durch
den Acetylierungsgrad der Histone reguliert wurde. Im Folgenden sollte untersucht werden, ob
auch bei einer verstarkten Expression von REST eine Hemmung von HDACs die GIluR2-
Genexpression verstarken konnte. U87MG und U87MG Flag-REST Zellen wurden mit TSA
inkubiert, die RNA der Zellen wurde isoliert und es wurden RT-PCRs durchgefihrt. Abbildung 27
zeigt, dass eine verstarkte Expression von REST den Expressionslevel von GIUR2 in US7TMG
Zellen reduzieren konnte, durch eine verstarkte Acetylierung der Histone konnte aber auch in

den REST Uberexprimierenden Zellen die GluR2-Genexpression erhdht weren (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Verstarkte GluR2-Genxpression durch eine TSA-Behandlung in U87MG FI  ag-REST Zellen

A. U87MG und U87MG Flag-REST Zellen wurden 24 Stunden lang mit 100 ng/ml TSA (+) oder mit dem
Ldsungsmittel DMSO (-) behandelt. AnschlieRend wurde die RNA der Zellen isoliert und eine RT-PCR durchgefiihrt.
B. Quantifizierung und statistische Auswertung der Daten. Die Bandenintensitat der DNA im Agarosegel aus drei
unterschiedlichen Experimenten wurde gemessen und der Mittelwert in Form eines Balkendiagramms dargestellt. Die

Standardabweichung wurde in Form des SEM dargestellt.
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4.2.6 Regulation des GluR2-Gens in U87MG Zellen durch den
Transkriptionsfaktor Sp1

Spl ist ein Transkriptionsfaktor, der die Transkription vieler Gene aktiviert, und an spezifische
GC-reiche DNA-Sequenzen verschiedener Gene bindet. Bindestellen fiir Spl sind in vielen
REST-regulierten Genen zu finden (Plaisance et al., 2005). Verschiedene Untersuchungen der
letzten Jahre haben dem Transkriptionsfaktor Spl eine Rolle bei der Expression von REST-
regulierten Genen zugeordnet (Myers et al., 1998; Plaisance et al., 2005; Park et al., 2007). Aus
diesem Grunde hat sich die Frage gestellt, welche Bedeutung Spl bei der Expression des
GluR2-Gens in den U87MG Gliomazellen hat.

Chromatinimmunoprazipitationsexperimente haben gezeigt, dass der Transkriptionsfaktor Spl
an das GluR2-Gen gebunden hatte (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Bindung des Transkriptionsfaktors Sp1 an das GluR2-Gen

Es wurden ChiIP-Analysen durchgefiihrt, um die Bindung von Spl an seine Bindestelle auf dem GIluR2-Gen zu
untersuchen. Hierzu wurde das Chromatin der Zellen prapariert und mit einem gegen Spl gerichteten Antikdrper
inkubiert. Als Negativkontrolle diente die no Ab Probe, die Input Probe stellte ein Aliquot des gesamten Chromatins
dar und wurde als Positivkontrolle verwendet. Die préazipitierte DNA wurde mit Primern amplifiziert, die das NRSE auf

dem GluR2-Gen umspannten und sehr nahe an der Sp1 Bindestelle lagen.

Um die Funktion einer Bindung von Spl an das GluR2-Gen analysieren zu kdnnen, wurde eine
dominant-negative Mutante von Spl verwendet. Dieser Mutante fehlte die N-terminale
Aktivierungsdoméane von Spl. Da die Mutante aber die als DNA-Bindedomane fungierenden
Zinkfinger des endogenen Spl enthielt, konnte sie mit diesem um die Bindung an die DNA
konkurrieren. Um den Eintritt des Proteins in den Zellkern zu ermdglichen, wurde im N-
terminalen Bereich eine Kernlokalisationssequenz (NLS) angefiigt. Sp1AN enthielt auRerdem
ein Flag-Epitop, was den immunologischen Nachweis des Proteins in lentiviral infizierten Zellen
ermdglichte (Abbildung 30). Um die biologische Aktivitdt von SplAN zu testen, wurden
Reportergenanalysen durchgefiihrt. Hierzu wurden U87MG Zellen mit einem Lentivirus infiziert,
bei dem das Luziferase-Gen unter der Kontrolle des HIV LTR Promotors stand. Aufl3erdem

wurden die Zellen mit einem fir Sp1AN und mit einem fir einen Leervektor (mock) kodierenden
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Lentivirus infiziert. RT-PCR Analysen zeigen, dass die Mutante Spl1AN die Transkription des
GluR2-Gens in U87MG Zellen stark reduzieren konnte (Abbildung 30 B, C). Vergleicht man die
Luziferaseaktivitaten in mock infizierten und in Sp1AN infizierten Zellen, ist zu sehen, dass auch

die Expression des Reportergens durch Sp1AN sehr stark vermindert wurde (Abbildung 30 D).
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Abbildung 29 A: Schamtische Darstellung von Sp1 AN und von dem Provirus
A. Das endogene Sp1l enthélt neben der Aktivierungsdomane die aus Zinkfingern bestehende DNA-Bindedomane.
Der Mutanten Sp1AN fehlt die Aktivierungsdoméne, sie enthalt jedoch eine Kernlokalisationssequenz (NLS) und ein

dem immunologischen Nachweis dienendes Flag-Epitop.
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Abbildung 29 B: Modulére Struktur des integrierten Proviruses, der fiir ein HIV LTR/Luziferase Reporter  gen
kodiert

Der Transfervektor pFWHIVLTRIuc enthélt die HIV LTR Promotorregion von -120 bis +83. In diesem Bereich befinden
sich zwei NFkB und drei Sp1 Bindestellen. Hinter der TATA-Box wurde ein fir Luziferase kodierendes Gen

angefugt.

87



4 Ergebnisse
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Abbildung 30: Die Expression einer dominant-negativ en Mutante von Spl hemmt die Expression Spl

regulierter Gene

A. U8B7MG Zellen wurden mit Lentiviren infiziert, die fir Sp1AN kodieren. Als Kontrolle dienten mock infizierte Zellen.
Kernextrakte wurden préapariert und das Transgen mittels spezifischer Antikdrper, die gegen das Flag-Epitop gerichtet
waren, im Western Blot detektiert.

B. UB7MG Zellen wurden mit einem Leervektor (mock) oder mit einem flir Sp1AN kodierenden Lentivirus infiziert.

48 Stunden nach der Infektion wurde die RNA der Zellen isoliert, und es wurden RT-PCR Analysen durchgefihrt. Als

Kontrolle wurde die Expression des GAPDH-Gens in mock infizierten und in Sp1AN infizierten Zellen untersucht.
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Abbildung 30 C: Die Bandenintensitat der DNA im Agarosegel aus drei unterschiedlichen Experimenten wurde
gemessen und der Mittelwert in Form eines Balkendiagramms dargestellt. Die Standardabweichung wird in Form des

SEM gezeigt.
Abbildung 30 D: U87MG Zellen wurden mit einem fir das HIV LTR Luziferase-Gen kodierenden Lentivirus infiziert.

Gleichzeitig wurden die Zellen mit einem Leervektor oder mit einem fir Sp1AN kodierenden Lentivirus infiziert. 48
Stunden nach der Infektion wurden die Zellen geerntet und Ganzzellextrakte hergestellt. Die gemessene Luziferase-

aktivitat wurde an der Proteinkonzentration der Proben normalisiert.
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4.2.7 Die Transkriptionsfaktoren REST und Spl agier en in U87MG

Zellen unabhangig voneinander

In friheren Untersuchungen haben Plaisance et al. (2005) gezeigt, dass einerseits eine
Hemmung der Expression von REST Zielgenen auch die Hemmung des Transkriptionsfaktors
Spl voraussetzt und, dass andererseits eine Uberexpression von REST die transkriptionelle
Aktivitdt von Spl hemmen konnte. Um nun herauszufinden, welche Bedeutung Spl bei der
Transkriptionsrepression durch REST zugesprochen werden kann, wurde in dieser Arbeit in
U87MG und in UB7MG Flag-REST Zellen mittels lentiviralem Gentransfer die Mutante Sp1AN
exprimiert. Reportergenanalysen zeigten, dass die Transkription eines HIV LTR Luziferase-
Reportergens unabhangig von der REST-Konzentration durch SplAN gehemmt wurde
(Abbildung 31 A). Ahnliche Beobachtungen wurden gemacht, wenn ein Luziferase-Reportergen
unter der Kontrolle des GluR2-Promotors selbst stand. Auch in diesem Fall wurde sowohl in
U87MG Zellen als auch in U87MG Flag-REST Zellen die Transkription des Luziferase-
Reportergens bei Expression der Mutante Sp1AN reduziert (Abbildung 32).

Die Expression des GluR2-Gens wird in U87MG Zellen durch ein Gleichgewicht von
Histonacetylasen und Histondeacetylasen reguliert (Abbildung 20). Auch in Zellen, die den
Transkriptionsrepressor REST Uberexprimieren, wurde das GIluR2-Gen verstarkt exprimiert,
wenn die Histondeacetylasen mittels TSA gehemmt wurden (Abbildung 27). RT-PCR Analysen
zeigen, dass eine Hemmung von Spl keinen Einfluss auf die Induzierbarkeit der Genexpression
von GIuR2 hat, wenn die Histondeacetylasen mittels TSA gehemmt wurden (Abbildung 31 B, C).
Wie in den U87MG Zellen konnte auch in U87MG Flag-REST Zellen eine verstarkte

Acetylierung der Histone die Expression des GIuR2-Gens verstarken.
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Abbildung 31 A: Der Transkriptionsfaktor Sp1 spielt keine Rolle bei der TSA induzierten Expression des

GluR- Gens in US7MG Zellen

U87MG und U87MG Flag-REST Zellen wurden mit einem Lentivirus infiziert, der fir ein Luziferase-Gen kodiert, das
unter der Kontrolle des HIV LTR Promotors steht. Gleichzeitig wurden die Zellen mit einem Leervektor (mock) oder
mit einem fir Sp1AN kodierenden Lentivirus infiziert. 48 Stunden nach der Infektion wurden die Zellen geerntet und

Ganzzellextrakte hergestellt. Die gemessene Luziferaseaktivitdt wurde an der Proteinkonzentration normalisiert.
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Abbildung 31 B: U87MG Flag-REST Zellen wurden mit einem fiir die dominant-negative Mutante von Spl (Sp1AN)
oder flr den Leervektor (mock) kodierenden Lentivirus infiziert. 48 Stunden nach der Infektion wurden die Zellen mit
(+) TSA in einer Konzentration von 100ng/ml oder mit dem Lésungsmittel DMSO stimuliert. Nach 24 Stunden wurde
die RNA der Zellen isoliert und revers transkribiert. RT-PCR Analysen wurden durchgefiihrt, um die GluR2-

Genexpression zu ermitteln.
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Abbildung 31 C: Quantifizierung und statistische Analyse der RT-PCR
Die Bandenintensitat der DNA aus drei unterschiedlichen Experimenten wurde gemessen und der Mittelwert in Form

Daten

eines Balkendiagramms dargestellt. Die Standardabweichung wurde in Form des SEM gezeigt.
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Abbildung 32: Sp1 reguliert die Genexpression von

-+

Sp1AN

TSA

GluR2 in U87MG Gliomazellen unabhangig von REST

U87MG Zellen und U87MG Flag-REST Zellen wurden mit einem Lentivirus infiziert, der fiir ein Luziferase-Gen kodiert,

das unter der Kontrolle des GluR2-Promotors steht. Gleichzeitig wurden die Zellen mit einem Leervektor (mock) oder

mit einem fiir Sp1AN kodierenden Lentivirus infiziert. 48 Stunden nach der Infektion wurden die Zellen geerntet und

Ganzzellextrakte hergestellt. Die gemessene Luziferaseaktivitat wurde an der Proteinkonzentration normalisiert.
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4.3 Regulation der Gene Synapsin | und Synaptophysin in den
retinalen Vorlauferzellen R28 durch den Transkripti  onsfaktor
REST

Da die Rolle von REST in der Regulation neuronaler Gene im visuellen System bisher noch
weitgehend unerforscht ist, war noch nicht bekannt, ob die Gene Synapsin | und Synaptophysin
in Zellen der Retina durch REST reguliert werden.

Die &uRere plexiforme Schicht (OPL) der Retina stellt die Verbindung zwischen den
synaptischen Enden der Photorezeptoren und den Bipolarzellen dar. Hier erfolgt eine erste
Verarbeitung der erzeugten Impulse innerhalb der Retina. Obwohl das Protein Synapsin | eine
tragende Rolle bei der Ausschittung von Neurotransmittern spielt (Rosahl et al., 1993), konnte
in der OPL der Retina der Ratte kein Synapsin | detektiert werden (von Kriegstein et al., 1999).
Im Gegensatz hierzu ist Synaptophysin in den terminalen Bereichen der Photorezeptoren des
OPL aber auch in denen der inneren plexiformen Schicht (IPL) zu finden (Brandstatter et al.,
1996).

Um die Regulation der fur die synaptischen Vesikelproteine Synapsin | und Synaptophysin
kodierenden Gene im visuellen System zu untersuchen, wurde die Expression dieser beiden
Gene in der retinalen Vorlauferzellen R28 aus der Ratte untersucht. R28 sind Ganglienzelle. Sie
bilden als Ausgang aus der Retina den Sehnerv und stellen ein ideales Modellsystem fir retinale
Vorlauferzellen dar.

4.3.1 Epigenetische  Konfiguration der Gene Synapsin | und

Synaptophysin in den retinalen Vorlauferzellen R28

Um einen ersten Einblick in die Regulation der Gene Synapsin | und Synaptophysin in der
retinalen Vorlauferzelle R28 zu bekommen, wurde die epigenetische Konfiguration dieser Gene
untersucht. Hierbei wurde durch Analyse des Methylierungsstatus des Lysinrests 9 und des
Lysinrests 4 am Histon H3 zwischen reprimiertem und aktiv transkribiertem Chromatin
unterschieden. Es wurden ChIP-Analysen durchgefihrt, wobei Antikérper verwendet wurden, die
entweder gegen den dreifach methylierten Lysinrest 4 oder gegen den zweifach methylierten
Lysinrest 9 am Histon H3 gerichtet waren. Die prazipitierte DNA wurde mit spezifischen Primern
amplifiziert, die so gelegt wurden, dass sie auf den Genen Synapsin | und Synaptophysin den
Bereich umfassten, der die Bindestelle fir den Transkriptionsfaktor REST auf der DNA enthielt
(Abbildung 33 A). Die Ergebnisse der Chromatinimmunoprazipitation zeigen, dass in R28 Zellen
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die Gene Synapsin | und Synaptophysin in dem Bereich, wo die REST-Bindestelle liegt, durch
eine dreifache Methylierung des Lysinrests 4 am Histon H3 gekennzeichnet sind (Abbildung 33
B). Das Chromatin liegt hier demnach in einer offenen, fur Transkriptionsfaktoren zuganglichen
Form vor. Im Gegensatz dazu liegt in der Fibroblastenzelllinie Rat-1 die Bindestelle fir REST auf
den Genen Synapsin | und Synaptophysin in einem chromosomalen kondensierten Bereich, der
Lysinrest 9 des Histons H3 ist zweifach methyliert (Abbildung 33 C).

A
Synapsin | Promotor Synaptophysin
_» NRSE ; Promotor
‘ Intron 1 Intron 2
-+ -

B C

R28

Rat-1

Synapsin | - Synapsin |
Synaptophysin _< Synaptophysin

Input
no Ab
Input
no Ab

o H3K9me2
o H3K4me3
o H3K9me2
o H3K4me3

Abbildung 33: Epigenetische Konfiguration der Gene Synapsin | und Synaptophysin in den retinalen
Vorlauferzellen R28

A. Schematische Darstellung der 5°-Bereich der Gene Synapsin | und Synaptophysin. Gezeigt wird
Promotorbereich mit Transkriptionsstart und Anfang des Exons 1 des Synapsin I-Gens. Die Bindestelle fir den
Transkriptionsfaktor REST (NRSE) wird in Form einer Raute, die Primer werden als Pfeile dargestellt. AuRerdem ist
der Promotorbereich des Synaptophysin-Gens zu sehen. Dargestellt sind die Exone 1 und 2 sowie der
Transkriptionsstart. Das NRSE liegt im Intron 1, die umfassenden Primer werden als Pfeile dargestellt.

B, C. Es wurden ChIP-Analysen der retinalen Vorlauferzellen R28 und der Fibroblasten Rat-1 mit Antikdrpern, die
gegen den zweifach methylierten Lysinrest 9 (aH3K9me2) oder gegen den dreifach methylierten Lysinrest 4 des
Histons H3 (aH3K4me3) gerichtet waren, durchgefiihrt. Die prazipitierten DNA Fragmente wurden mit spezifischen

Primern amplifiziert. Als Negativkontrolle diente die no Ab Probe, als Positivkontrolle wurde das Input verwendet.
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4.3.2 Die Hemmung von Histondeacetylasen erlaubt di e Transkription
der fur Synapsin | und Synaptophysin kodierenden Ge ne in R28
Zellen

Neben dem Methylierungsstatus spielt auch der Acetylierungsgrad der Histone eine tragende
Rolle bei der Regulation der Genexpression (Rice JC und Allis CD, 2001). Um die Histone
starker zu acetylieren, wurden im Folgenden die Histondeacetylasen mittels TSA gehemmt. So
sollte analysiert werden, ob durch eine verstarkte Acetylierung der Histone die Transkription der
Gene Synapsin | und Synaptophysin in der retinalen Vorlauferzelle R28 ausgeldst werden
konnte. Die retinalen Vorlauferzellen R28 wurden 24 Stunden lang mit TSA behandelt.
AnschlieBend wurde die RNA der Zellen isoliert und die Genexpression mittels RT PCR-
Analysen untersucht. In Abbildung 34 wird gezeigt, dass durch die Hemmung der
Histondeacetylasen die Expression der flr Synapsin | und Synaptophysin kodierenden Gene
gesteigert werden konnte. Zusétzlich wurde die Expression des Ribeye-Gens untersucht. Ribeye
ist eines der Hauptproteine der so genannten ,synaptic ribbons®, die eine Ansammlung von
synaptischen Blaschen darstellen und nur in Nervenzellen des sensorischen Systems zu finden
sind (Schmitz et al., 2000). Das Protein Ribeye besteht aus einer A-und einer B-Doméne, wobei
die A-Doméne nur in Photorezeptorzellen zu finden ist, die B-Doméne jedoch identisch mit dem
transkriptionellen Repressorprotein CtBP2 ist.

Eine Hemmung der Histondeacetylasen durch TSA hat in den R28 Zellen die Expression des
Ribeye-Gens nicht beeinflusst. In den Rat-1 Fibroblastenzellen wurden die fur Synapsin |
Synaptophysin und fir die A-Doméne von Ribeye kodierenden Gene auch nach Hemmung der
Histondeacetylasen nicht exprimiert. Die B-Doméne des Ribeye-Gens wird in Rat-1 Zellen zwar
exprimiert, eine Verstarkung der Expression konnte jedoch nach einer Behandlung der Zellen
mit TSA nicht induziert werden (Abbildung 35). Demnach wird in Rat-1 Zellen anders als in R28
Zellen die Expression der untersuchten Gene nicht durch den Acetylierungsgrad der Histone

reguliert.
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Abbildung 34 A: Verstarkung der Genexpression synap tischer Vesikelproteine nach Hemmung von

TSA

Histondeacetylasen

R28 Zellen wurden 24 Stunden lang mit TSA (100ng/ml) oder mit DMSO behandelt. AnschlieRend wurde die RNA der
Zellen isoliert und RT-PCR Analysen durchgefiihrt. GAPDH diente als interne Kontrolle, um zu zeigen, dass gleiche
Mengen an RNA fiir die reverse Transkription eingesetzt wurden. Die Abbildung zeigt, dass die Expression der Gene,
die fur Synapsin | und Synaptophysin kodieren, durch eine Hemmung der Histondeacetylasen verstarkt werden
konnte. Dagegen hatte eine Hemmung der Histondeacetylasen keinen Effekt auf die Expression des fir das Protein
Ribeye kodierenden Gens.
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Abbildung 34 B: Quantifizierung und statistische An
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Die Ergebnisse der RT-PCR Daten aus Abbildung 34 A wurden durch Messung der Bandenintensitat quantifiziert. Die

Balkendiagramme stellen den Mittelwert aus drei unabhéangigen Versuchen dar. Die Standardabweichung wurde in

Form des SEM dargestellt.
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Abbildung 35 A: Hemmung von Histondeacetylasen in R at-1 Fibroblastenzellen.

Rat-1 Zellen wurden mit TSA (100ng/ml) oder mit dem L&sungsmittel DMSO inkubiert. Nach 24 Stunden wurde die
RNA der Zellen isoliert und RT-PCR Analysen durchgefiihrt. Es konnte keine Expression der Gene, die fur Synapsin |,
Synaptophysin oder fiir die A-Domane von Ribeye kodieren, induziert werden. Ebenso hatte eine Hemmung von
Histondeacetylasen keinen Einfluss auf die Expression des fur die B-Doméne von Ribeye kodierenden Gens. Das
Expressionsprofil von GAPDH in den stimulierten (+) und in den unstimulierten Zellen (-) zeigt, dass gleiche Mengen
an RNA fir die reverse Transkription eingesetzt wurden.
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Abbildung 35 B: Quantifizierung und statistische An alyse der RT-PCR Daten
Die amplifizierte DNA der stimulierten (+) und der unstimulierten (-) Rat-1 Zellen wurde aufgetragen und die Intensitat
der DNA-Banden wurde gemessen. Die Balkendiagramme stellen den Mittelwert aus drei unabhéngigen Versuchen

dar. Die Standardabweichung wurde in Form des SEM dargestellt.
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4.3.3In vivo Bindung von REST an die Gene Synapsin | und
Synaptophysin in R28 Zellen und in Rat-1 Zellen

Es sollte untersucht werden, ob REST an seine DNA-Bindestelle auf den Genen Synapsin | und
Synaptophysin in R28 Zellen bindet. Damit ein Transkriptionsfaktor die Expression eines Gens
regulieren kann, ist eine Interaktion mit diesem Voraussetzung. Um diese Interaktion analysieren
zu konnen, wurde eine Chromatinimmunoprazipitation durchgefihrt. Die Ergebnisse der
Chromatinimmunoprazipitationen, die an den retinalen Vorlauferzellen R28 und den
Fibroblastenzellen Rat-1 durchgefihrt wurden, zeigen, dass REST in beiden Zelllinien an die

DNA der neuronalen Gene Synapsin | und Synaptophysin gebunden war (Abbildung 36).
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R28 Rat-1

< Synapsin|
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aREST
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Abbildung 36 : In vivo Bindung von REST an die Gene Synapsin | und Synaptophysin

Chromatin aus R28 Zellen (A) und aus Rat-1 Zellen (B) wurde verwendet, um eine Chromatinimmunoprazipitation
durchzufiihren. Das Chromatin der Zellen wurde mit den gebundenen Proteine vernetzt, zerkleinert und mit einem
Antikdrper, der gegen REST gerichtet war, immunoprazipitiert. Als Negativkontrolle diente die no Ab Probe. Sie stellt
Chromatin dar, das mit Protein A Sepharose behandelt wurde, dem aber kein Antikbrper zugegeben wurde. Die
Positivkontrolle stellte ein Aliquot des Inputs dar. Spezifische Primer, die die Bindestelle von REST auf der DNA
umspannten, wurden fiir die PCR eingesetzt. Die Ergebnisse zeigen, dass in beiden Zelllinien der Transkriptionsfaktor
REST an die Gene Synapsin | und Synaptophysin gebunden war.
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4.3.4 Regulation von Synapsin | und Synaptophysin durch REST in

den retinalen Vorlauferzellen R28

4.3.4.1 Expression und Bindung von DP-REST:ER

R28 Zellen wurden von Gerald Thiel mit einem rekombinanten Retrovirus, der fur die dominant-
positive Mutante von REST, DP-REST:ER, kodiert, infiziert. Als Kontrolle wurden R28 Zellen mit
einem Retrovirus infiziert, der fir die Puromycinacetyltransferase (pac) kodiert. Da sich im N-
terminalen Bereich von DP-REST:ER ein Flag-Epitop befindet, konnte die Expression des
Proteins durch Western Blot Analysen immunologisch in den R28DP-REST:ER Zellen

nachgewiesen werden (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Expression von DP-REST:ER in der reti  nalen Vorlauferzelle R28

Es wurden Kernextrakte aus R28pac und aus R28DP-REST:ER Zellen hergestellt. Western Blot Analysen mit einem
gegen das Flag-Tag gerichteten Antikdrper zeigten, dass das Protein DP-REST:ER in den R28DP-REST:ER Zellen
aber nicht in den R28pac Zellen exprimiert wurde.

In Abbildung 36 wurde gezeigt, dass REST an die DNA der Gene Synapsin | und Synaptophysin
in der retinalen Vorlauferzelle R28 gebunden hatte. Um die Expression dieser beiden Gene
beeinflussen zu kénnen, muss DP-REST:ER an die Bindestelle des endogenen REST auf der
DNA der beiden neuronalen Gene Synapsin | und Synaptophysin binden. Um die Bindung von
DP-REST:ER an die DNA unter physiologischen Bedingungen nachweisen zu kénnen, wurde
ein ChIP durchgefiihrt. R28 Zellen wurden 24 Stunden lang mit 4-OHT stimuliert. Anschlie3end
wurde das Chromatin stimulierter und unstimulierter Zellen mit den gebundenen Proteinen

vernetzt, zerkleinert und mit M2-Agarose immunoprazipitiert. In Abbildung 38 ist zu sehen, dass
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durch 4-OHT aktiviertes DP-REST:ER an die regulatorische Region der flr Synapsin | und
Synaptophysin kodierenden Gene bindet. Eine leichte Bindung ist auch in den unstimulierten

Zellen zu erkennen.

_4 Synaptophysin

Snl—l—
2 < I I
c o QO O
- o % <
1+
+ M2

Abbildung 38: Bindung von DP-REST:ER an die Gene  Synapsin | und Synaptophysin in R28 Zellen

Die R28DP-REST:ER Zellen wurden 24 Stunden lang mit 4-OHT (+) in einer Konzentration von 1uM oder mit Ethanol
(-) behandelt. AnschlieBend wurde eine Chromatinimmunoprazipitation durchgefiihrt. Als Negativkontrolle diente die
no Ab Probe. Diese stellt Chromatin aus R28 Zellen dar, die mit 4-OHT stimuliert wurden, denen aber kein Antikdrper

zugegeben wurde. Ein Aliquot des Input diente als Positivkontrolle.

4.3.4.2 Transkription eines Synapsin | Luziferase Reportergens durch
die Mutante von REST

Da sowohl die Expression (Abbildung 37) als auch Bindung (Abbildung 38) der Mutante von
REST in der retinalen Vorlauferzelle gezeigt werden konnte, wurde im Folgenden Uberprift, ob
DP-REST:ER auch biologisch aktiv war. Hierzu wurde die Transkription eines Luziferase-Gens
untersucht, das unter der Kontrolle des Synapsin | Promotors stand. Um testen zu kénnen, ob
DP-REST:ER die Transkription von REST-regulierten Genen beeinflussen kann, wurde mittels
lentiviralem Gentransfer ein Luziferase-Gen, das unter der Kontrolle des Synapsin | Promotors
stand, in das Genom von R28 Zellen und R28DP-REST:ER Zellen inseriert. Die R28 Zellen
sowie die R28DP-REST:ER Zellen wurden mit 4-OHT stimuliert, nach 24 Stunden wurden
Ganzzellextrakte prapariert und die Luziferaseaktivitat wurde gemessen. In den R28DP-REST:
ER Zellen wurde durch Stimulation der Zellen mit 4-OHT die Transkription des Reportergens um
das 4,2 fache gesteigert (Abbildung 39 B).
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Abbildung 39: Die Mutante DP-REST:ER aktiviert die  Transkription des Luziferase-Gens in den retinalen

Vorlauferzellen R28
A Schematische Darstellung des integrierten Proviru s, der fiur ein Synapsin I-Promotor/ Luziferase-

Reportergen kodiert. Vor den Transkriptionsstart des Luziferase-Gens wurden die Nukleotide -422 bis +47 des

humanen Synapsinl-Gens inseriert. In diesem Bereich befindet sich die REST-Bindestelle.
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B: R28wt Zellen und R28DP-REST:ER Zellen wurden mit einem Lentivirus infiziert, der fir ein Synapsin |
Promotor/Luziferase-Gen kodiert. Die Zellen wurden mit 4-OHT (1uM) oder mit Ethanol stimuliert. Nach 24 Stunden
wurden Ganzzellextrakte hergestellt, die Luziferaseaktivitdten der einzelnen Proben gemessen und Uber deren
Proteinkonzentrationen normalisiert. Der Versuch wurde in vierfacher Ausfiihrung durchgefiihrt, um ein statistische

Auswertung der Ergebnisse zu ermdglichen.
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4.3.4.3 DP-REST:ER verstarkt die Expression der Gen e Synapsin | und
Synaptophysin in R28 Zellen

Die Mutante DP-REST:ER konnte die Transkription eines Reportergens, das sich unter der
Kontrolle des Synapsin | Promotors befand, verstarken. Nun hat sich die Frage gestellt, ob das
Protein auch die Transkription der beiden REST-regulierten Gene Synapsin | und Synaptophysin
in den R28 Zellen verstarken konnte. Um dies zu untersuchen, wurden R28DP-REST:ER Zellen
24 Stunden lang mit 4-OHT stimuliert. AnschlieBend wurde die RNA der Zellen isoliert, revers
transkribiert und PCR-Analysen durchgefihrt. Zuséatzlich wurde untersucht, ob die Expression
der Gene, die fir die A- und die B-Domane von Ribeye kodieren, durch aktiviertes DP-REST:ER
beeinflusst werden konnte. Wahrend die Expression der Gene Synapsin | und Synaptophysin
durch Stimulation der R28DP-REST:ER Zellen gesteigert werden konnte, wurde die Expression
des fur Ribeye kodierenden Gens nicht beeinflusst (Abbildung 40).
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Abbildung 40: Regulation der Genexpression von Synapsin | und Synaptophysin in R28 Zellen durch REST

A: R28DP-REST:ER Zellen wurden mit 4-OHT (+) in einer Konzentration von 1uM oder mit Ethanol (-) 24 Stunden
lang stimuliert. Es wurden RT-PCR Analysen durchgefiihrt. Um sicher zu gehen, dass gleiche Mengen an RNA bei
der reversen Transkription eingesetzt wurden, wurde die Expression des GAPDH-Gens untersucht.
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B: Quantifizierung und statistische Analyse der RT- PCR Daten
Die amplifizierte DNA der stimulierten (+) und der unstimulierten (-) Zellen wurde in einem Agarosegel aufgetragen
und die Intensitat der DNA-Banden wurde gemessen. Die Balkendiagramme stellen den Mittelwert aus drei

unabhangigen Versuchen dar. Die Standardabweichung wurde in Form des SEM dargestellt.
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4.3.4.4 Differenzierung von R28 Zellen durch cAMP

R28 Zellen exprimieren sowohl neuronale als auch gliale Marker (Seigel et al., 1996). Barber et
al. (2001) zeigten, dass eine Kultivierung von R28 Zellen in der Gegenwart von cAMP die
Differenzierung von R28 zu neuronalen Zellen so weit verstarken konnte, dass diese Neuriten
ausbildeten und neuronale Marker wie die fir Neuronen spezifische y-Enolase und ein 250kDa
grof3es Neurofilament exprimierten.

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob eine mittels dem cAMP Analogon Dibuturyl-cAMP
(dbcAMP) induzierte Differenzierung der R28 Zellen, die Expression der Gene Synapsin | und
Synaptophysin verstarken konnte. Eine Kultivierung der neuralen Stammzellen HNSC.100 in
Gegenwart von Retinsdure hatte sowohl die Morphologie der Zellen stark veranderte, als auch
die Expression verschiedener neuronaler Gene induziert (Abbildung 7). Im Gegensatz hierzu
konnte eine Behandlung von R28 Zellen mit dbcAMP zwar die Ausbhildung von Neuriten
ausldsen, die Expression der Gene Synapsin | und Synaptophysin wurde jedoch nicht verstarkt
(Abbildung 41 A, B).

200x

- dbcAMP/IBMX + dbcAMP/IEMX

Abbildung 41: Differenzierung von R28 Zellen durch dbcAMP
A: Die R28 Zellen wurden 24 Stunden lang mit dbcAMP (1mM) und dem Proteaseinhibitor IBMX (0,5mM) stimuliert.

Die stimulierten Zellen zeigten eine starke Morphologieveranderung in Form einer Ausbildung von Neuriten.
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Synapsin |

Synaptophysin

GAPDH

+ dbcAMP/IBMX

B: R28 Zellen wurden 24 Stunden lang mit dbcAMP (1mM) und mit IBMX (0,5mM) stimuliert. Die RNA der Zellen

wurde mittels RT-PCR analysiert. Als Kontrolle wurde die Expression des GAPDH-Gens untersucht.
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Abbildung 41 C: Quantifizierung und statistische An alyse der RT-PCR Daten

Die Intensitat der im Agarosegel sichtbar gemachten DNA Banden wurde gemessen und quantifiziert. Die gezeigten

Balkendiagramme stellen den Mittelwert aus 3 unabhéngigen Experimenten dar. Die Standardabweichung wurde in

Form des SEM dargestellt.
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5 Diskussion

In dieser Arbeit wurde der Schwerpunkt auf die Regulation der neuronalen Genxpression in
verschiedenen Zellsystemen gelegt. Hierbei wurde analysiert, welchen Einfluss Zelltyp- und
Gen-spezifische Merkmale auf die Funktion des transkriptionellen Repressors REST bei der
Regulation neuronaler Gene hat.

Das zentrale Nervensystem besteht aus einer Vielzahl unterschiedlicher hoch spezialisierter
Zelltypen, die entsprechend ihrer Funktion in bestimmten Bereichen des ZNS exprimiert werden.
Um die ihr zugewiesene Aufgabe erflllen zu kénnen, bendtigt eine Nervenzelle eine bestimmte
Zusammensetzung an fur Neurone spezifischen Proteinen. Diese spezifische Genexpression
wird in Nervenzellen — wie in anderen Zellen auch- durch Transkriptionsfaktoren kontrolliert.
REST ist ein Transkriptionsfaktor, der eine Neuron spezifische Genexpression vermittelt. REST
wird in nicht neuronalen Zellen (Schoénherr et al.,, 1995) und in neuronalen Vorlauferzellen
(Chong et al.,, 1995) exprimiert und verhindert dort die Expression neuronaler Gene. Die
Ausbildung des neuronalen Phanotyps erfordert eine verminderte Expression von REST (Palm
et al.,, 1998), jedoch haben neben der REST-Konzentration auch andere Faktoren, wie die
Konformation des Chromatins und die Methylierung der DNA starken Einfluss auf die Expression
der Gene (Hohl und Thiel, 2005). Diese Beobachtungen haben den Anlass gegeben, in
verschiedenen Zelltypen den Einfluss epigenetischer Merkmale auf die Expression von REST-

Zielgenen zu untersuchen.
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5.1 Verwendete Zellsysteme

5.1.1 Neurale Stammzellen

Neurale Stammzellen sind als Vorlauferzellen essentielle Elemente des ZNS. Reynolds und
Weiss beschrieben 1992 erstmals die Isolation von neuralen Stammzellen aus der
subventrikularen Zone des adulten Saugerhirns. Diese Zellen kénnen sich durch Zellteilung
selbst erneuern und sind pluripotent, d.h. sie kdnnen als Reaktion auf intrinsische als auch
extrinsische Stimuli sowohl zu Astrozyten, als auch zu Oligodendrozyten oder zu Neuronen
differenzieren (San et al., 1997; Gage, 1995; 2000; Villa et al., 2000; Taupin und Gage, 2002;
Bibel et al., 2004; Hsieh et al., 2004).

In dieser Arbeit wurde als experimentelles Modellsystem fiir neurale Stammzellen die humane
neurale Zelllinie HNSC.100 verwendet. Diese ist eine immortalisierte Stammzelllinie, die aus
humanem Gehirngewebe eines 10,5 Wochen alten Fétus gewonnen wurde (Villa et al., 2000).
Ein Vorteil gegenuber primaren neuralen Vorlauferzellen ist, dass HNSC.100 Zellen unbegrenzt
in Kultur gehalten werden kénnen (Villa et al., 2000). Diese Fahigkeit ergibt sich aus der
Immortalisierung der Zellen mit dem v-myc Onkogen. Wenn Zellen differenzieren, erfolgt ein
Stopp des Zellzyklus und somit ein Wachstumsstopp (Stein et al.,, 1996). Ein Entzug der
Wachstumsfaktoren I6st in neuralen Stammzellen die Differenzierung aus, was fiir die neuralen
Stammzellen HNSC.100 in einer Differenzierung vor allem zu Astrozyten beobachtet wurde
(Villa et al., 2000). Eigene Untersuchungen konnten zeigen, dass flir diese Differenzierung eine
Blockade des ERK-Signalwegs essentiell ist (Ekici et al., 2008). Beziglich der Rolle des ERK-
Signalwegs bei der Differenzierung neuraler Stammzellen gibt es aber gegensatzlich
Beobachtungen: Wahrend einige Analysen ergaben, dass eine Hemmung des ERK-Signalwegs
fur die Differenzierung essentiell ist (Learish et al. 2000, Ekici et al., 2008), gibt es auch
Untersuchungen, die das Gegenteil zeigen. So hat die Arbeitsgruppe um Rueda et al. (2002)
beobachtet, dass eine Hemmung des ERK-Signalwegs wiederum den Differenzierungsprozess
der neuralen Stammzellen negativ beeinflusst. Auch in mesenchymalen Stammzellen konnte
dem ERK-Signalweg (Salasznyk et al., 2004; Xu et al., 2008) beziehungsweise dem Raf- Protein
eine tragende Rolle bei der Regulation der Differenzierung zugesprochen werden (McMahon et
al., 1996).

Interessant fur diese Arbeit ist, dass in HNSC.100 Zellen durch eine Stimulation mit Retinséure
die Expression neuronaler Gene initiiert werden konnte (Kramer-Hammerle, 2004). Diese
Beobachtung konnte in friheren Studien auch am Beispiel adulter neuraler Stammzellen
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(Takahashi et al., 1999) und an neuralen Vorlauferzellen gemacht werden (Leypoldt et al.,
2001).

HNSC.100-Zellen stellen demnach ein induzierbares System zur Analyse der Neurogenese dar.
Da eine Ausbildung des neuronalen Phanotyps die Expression neuronaler Gene voraussetzt,
wurde der Fokus auf die Rolle von REST bei der Differenzierung von neuralen Stammzellen
gelegt. Wahrend eine undifferenzierte neurale Stammzelle einen hohen Gehalt an REST-Protein
exprimiert, nimmt die REST-Konzentration im Laufe der Differenzierung bis hin zur
differenzierten neuronalen Zelle so weit ab, dass diese nur noch sehr geringe Mengen an REST
enthalt (Ballas et al., 2005). Diese Beobachtung wurde von Bai et al. (2003) an embryonalen
Stammzellen bestéatigt, in denen die REST-Konzentration bei Initiation der Differenzierung

sukzessiv gesunken ist.

5.1.2 Retinale Vorlauferzellen

In dieser Arbeit wurden die retinalen Vorlauferzellen R28 aus der Ratte verwendet. Diese Zellen
bilden als Ganglienzellen den Sehnerv und wurden hergestellt, indem retinale Zellen der Ratte
postnatal am Tag 6 mit einem fur 12S E1A kodierenden Adenovirus immortalisiert wurden
(Graham et al., 1977; Whyte et al., 1988; Brockmann und Esche, 1995). Entscheidend fur diese
Arbeit ist, dass R28 Zellen neben verschiedenen Markern fir Fotorezeptoren (Seigel, 1996)
auch Marker fir Gliazellen und neuronale Zellen exprimieren. Die Expression glialer und
neuronaler Marker lasst sich damit erklaren, dass die Zellen zu den glialen neuralen
Vorlauferzellen gehéren (Nakanishi et al., 2006) (Abbildung 42). So konnten als Marker fir
Gliazellen spezifische Proteine wie GFAP, Vimentin und S-100 detektiert werden, wohingegen
charakteristisch fir neuronale Zellen in den R28 Zellen Neurotransmitterrezeptoren flir NMDA,
Dopamin, GABA-A-Alpha 2, Kainat, Serotinin und Acetylcholin (Seigel et al., 1996; 2004)
exprimiert werden.

Die Rolle, die REST bei der Regualtion neuronaler Gene in der Retina spielt, ist Gegenstand
dieser Arbeit. Dabei wurden als neuronale Markergene die Gene Synapsin | und Synaptophysin
ausgewahlt, die in den neuralen Stammzellen HNSC.100 einer Regulation durch REST
unterliegen. (Ekici et al., 2008).
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Abbildung 42: Die Differenzierung neuraler Stammzel len

Aus der befruchteten Zygote entwickeln sich embryonale Stammzellen. Aus diesen differenzieren sich
gewebsspezifische Stammzellen, zu denen neurale Stammzellen gehdren. Aus den gewebsspezifische Stammzellen
bilden sich unter anderem neuronale und retinale Vorlauferzellen.

(Abbildung stammt von www.uke.de/kliniken/augenkliniken/index)

5.1.3 Neuroblastomazellen

Neuroblastomazellen gehen aus der embryonalen Neuralleiste hervor und sind nicht vollstandig
ausdifferenzierte Neurone (Lopez-Carballo et al., 2002). Als Vertreter fiir Neuroblastomazellen
wurden in dieser Arbeit SH-SY5Y-Zellen verwendet. Diese sind neuronale Zellen, die wéhrend
ihrer Differenzierung transformiert wurden und demnach auf dem Weg zu vollstandig
ausdifferenzierten Neuronen gestoppt wurden (Biedler et al., 1973). SH-SY5Y-Zellen
exprimieren als neuronale Zellen das Gen Synapsin | und weitere REST-regulierte neuronale
Gene. Trotz der Expression neuronaler Gene konnte aber auch die Expression von REST
gezeigt werden (Lietz et al., 1998). Interessant hierbei ist, dass ein inverses Verhaltnis zwischen

der Konzentration an Synapsin | und an REST in den Zellen vorliegt (Lietz et al., 1998).

110



5 Diskussion

Da friihere Untersuchungen gezeigt haben, dass Retinsdure in den Neuroblastomazellen SH-
SY5Y die Neurogenese ausléste (Simpson et al., 2001), wurde ein Vergleich
molekularbiologischer und epigenetischer Vorgange wéhrend der Neurogenese neuraler

Stammzellen und nicht ausdifferenzierter Neurone angestellt.

5.1.4 Gliomazellen

Gliomazellen stammen aus Hirntumoren, die histologisch den Gliazellen &hnlich sind und so
Zellen des ZNS darstellen.

In dieser Arbeit wurde die Gliomazelllinie U87MG ausgewahlt, um die Frage zu klaren, ob das
GluR2-Gen, das fur die AMPA-Untereinheit des Glutamatrezeptors kodiert, in den Zellen durch
REST reguliert wird. Diese Frage beruht auf unterschiedlichen Beobachtungen von Huang et al.
(1999) und Hohl und Thiel (2005). Wahrend Huang et al. (1999) in C6 Gliomazellen eine
Regulation des GIuR2-Gens durch REST beobachteten, konnten Hohl und Thiel (2005) weder in
der neuronalen Zelllinie SN56 noch in neuroendokrinen Zellen einen Einfluss von REST auf die
Expression des Gens detektieren. Diese kontroversen Beobachtungen gaben Hinweise darauf,
dass die Expression des GluR2-Gens in den unterschiedlichen Zellen nicht nur abhangig von
REST sondern auch von Zelltyp-spezifischen Merkmalen war. Dingledine et al. (1999) haben flr
das GIuR2-Gen eine eingeschrankte Regulation durch den Transkriptionsrepressor REST
gezeigt. Es wird dem Repressor zwar eine Beteiligung an der Regulation der Genexpression von
GIuR2 zugesprochen, da das Gen aber sowohl in Neuronen als auch in Gliazellen (Calderone et
al., 2003; Huang et al., 1999) exprimiert wird, scheint die Aktivitat von REST abhéngig von
zellularen Faktoren zu sein.

U87MG Zellen exprimieren das GIuR2-Gen (Stepulak et al., 2009; van Vurden et al., 2009) und
sollten in dieser Arbeit dazu beitragen, die Zelltyp-abhangige Repressoraktivitdt von REST zu

klaren.
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5.2 Die Bedeutung der REST-Konzentration fur die Tr  anskription

Der Transkriptionsfaktor REST ist ein Repressor neuronaler Gene in nicht neuronalem Gewebe
(Schoch et al., 1996; Otto et al., 2007). Jedoch werden neuronale Gene nicht nur in neuronalen
und neuroendokrinen Zellen exprimiert, sondern auch in endokrinen pankreatischen R-Zellen
(Navone et al., 1986; Atouf et al.,, 1997; Thomas-Reetz et al., 1993). Dies wird auf eine
erniedrigte Konzentration von REST in diesen Zellen zurtickgefiihrt (Martin et al., 2003;
Abderrahmani et al., 2001; 2004). Die endogene REST-Konzentration variiert von Zelltyp zu
Zelltyp, und ist bei der Regulation der Genexpression von grol3er Bedeutung. So haben Studien
gezeigt, dass die Reprimierung von REST-Zielgenen mit dem Grad der Expression des REST-
Gens selbst korreliert (Atouf et al., 1997; Lietz et al., 1998; Palm et al., 1998; Kim et al., 2004).
Auch in Lungenkrebszellen wird die Expression der Alpha Untereinheit des Glyzinrezeptors als
Folge einer verminderten Konzentration an REST verstarkt (Gurrola-Diaz et al., 2003; Neumann
et al., 2004). Jedoch ist die zelluldare Konzentration von REST alleine nicht immer maf3gebend
daflir, ob der Transkriptionsrepressor die Expression seiner Zielgene beeinflussen kann. So
konnten Hohl und Thiel (2005) die Expression der Synaptophysin- und Sekretogranin II- Gene in
neuronalen und neuroendokrinen Zellen detektieren. Aber obwohl die REST-Konzentration in
diesen Zellen sehr niedrig war, blieb die Expression des Connexin36-Gens auf die
pankreatischen 3-Zellen beschréankt. Das Connexin36-Gen wurde demnach unabhéngig von der
REST-Konzentration aber abhangig von Zelltyp-spezifischen Faktoren reguliert. Eine alleinige
Veranderung der REST-Konzentration ist also nicht immer ausreichend, um die Transkription
neuronaler Gene zu regulieren. In U87MG Gliomazellen dagegen war die REST-Konzentration
ausschlaggebend fiir die Transkriptionskontrolle des neuronalen Gens GIuR2. Die
Expressionskontrolle des GIuR2-Gens sowie die des Synaptophysin-Gens erfolgt in U87MG
Zellen durch REST, die Konzentration an REST-Protein lasst demnach die Expression dieser
beiden Gene zu. Ich aber konnte zeigen, dass in diesen Zellen eine erhthte Menge an REST-
Protein die Expression des GIuR2-Gens verminderte. Dieses inverse Verhaltnis zwischen der
Konzentration an REST und der seines Zielgens wurde von Lietz et al. (1998) am Beispiel des
Synapsin I-Gens in menschlichen Neuroblastomazellen beobachtet. Hier wurde ein inverses
Verhdltnis zwischen der Expression des REST-regulierten Gens Synapsin | (Thiel et al., 1994;
Schoch et al., 1996) und der Expression des REST-Gens selbst gezeigt. Auch in den neuralen
Vorlauferzelle NTERA-2cl.D1 und den embryonalen Teratokarzinomazellen P19 wurde eine
induzierte Expression verschiedener neuronalen Gene wie zum Beispiel Synapsin [, 1l und Il
von einer verminderten endogenen REST-Konzentration begleitet (Leypoldt et al., 2001 und
2002; Lietz et al., 2003; Bai et al., 2003).
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Meine Untersuchungen zur Retinsdure induzierten Differenzierung neuraler Stammzellen haben
ein inverses Verhaltnis zwischen der Konzentration an REST und der Expression verschiedener
neuronaler Markergene gezeigt. Die Initiation der Neurogenese resultierte hier in einer
Expression verschiedener neuronaler Gene, zu denen die REST-responsiven Gene Synapsin |,
Synaptophysin, Synaptotagmin Il, IV und VII gehérten. Die Neurogenese wurde sowohl begleitet
von einer verminderten Expression an REST als auch von einer Abnahme der REST-
Bindungsaktivitat an das NRSE neuronaler Gene. Die Expression der neuronalen Gene in den
neuralen  Stammzellen  unterliegt demnach einem durch REST  vermittelten
Regulationsmechanismus. Die Expression der Gene konnte nur erfolgen, wenn die REST-
Konzentration im Zuge der Differenzierung der Zellen gesunken war. Dies haben verschiedene
Arbeitsgruppen (Ballas und Mandel, 2005; Majumder; 2006; Coulson; 2005; Ooi und Wood,
2007) ebenso beobachtet und durch einen proteosomalen Abbau des REST-Proteins erklart.
REST spielt also bei der Differenzierung neuraler Stammzellen eine entscheidende Rolle. Eine
starke Expression von REST in embryonalen Stammzellen wurde in frhen Studien auch von
Lorincz et al. (2004) entdeckt. Ebenso zeigten Greenway et al. (2007) und Singh et al. (2008),
dass REST in neuralen Stammzellen zur Bildung einer repressiven Chromatinstruktur und so zur
Beibehaltung des Stammzellstatus der Zellen beitragt. Dies wird durch neuere Studien bestétigt.
So haben Johnson et al. (2008) herausgefunden, dass REST eine Schlisselfunktion beim
Zusammenspiel der Transkriptionsfaktoren Oct4, Sox2 und Nanog hat. Die Gene Oct4, Sox2
und Nanog liefern die transkriptionelle Grundlage fur die Beibehaltung des pluripotenten Status
embryonaler Stammzellen, indem sie sich gegenseitig regulieren, aber auch andere wichtige
transkriptionelle Regulatoren beeinflussen (Wang et al., 2006). Da aber nicht in allen Zelltypen
die REST-Konzentration ausschlaggebend fir die Expressionskontrolle von REST-responsiven
Genen war (Hohl und Thiel, 2005), wurde gefolgert, dass Zelltyp- und Gen-spezifische Faktoren
die Transkriptionskontrolle durch REST beeinflussen. Hierzu z&hlen unter anderem die
Konfiguration des Chromatins und auch die spezifische Rekrutierung von Repressorproteinen
durch REST. Auch ich habe beobachtet, dass REST zwar in den verschiedenen analysierten
Zelllinien an das NRSE aller untersuchten neuronalen Gene gebunden war, die Reaktion auf
eine Hemmung von Histondeacetylasen oder auf die aktivierende Mutante von REST von Zelltyp
zu Zelltyp aber Unterschiede zeigte. Der Repressionsmechanismus von REST erfolgt demnach
charakteristisch fur den jeweiligen Zelltyp. Zelltyp-spezifische Faktoren sind entscheidend daftir,
welche Korepressoren von REST rekrutiert werden und sie sind charakteristisch fir das
Genexpressionsmuster des Zelltyps. So kann ein endgiiltiges Stilllegen der betroffenen Gene

oder eine reversible Repression ausgeldst werden.
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Das Korepressorprotein COREST dient als Protein-Briicke zwischen REST und MeCP2 (Lunyak
et al., 2002; Andres et al., 1999). MeCP2 bindet an methylierte CpG-Dinukleotide und rekrutiert
wiederum Histondeacetylasen und Histonmethyltransferasen (Jones et al., 1998; Nan et al.,
1998; Fuks et al., 2003; Zheng et al., 2009). Auf diese Art kann REST weitere Korepressoren an
die methylierte DNA heranfihren. Dies resultiert in einer Bildung von Heterochromatin und
einem langerfristigen Stilllegen ganzer Genabschnitte. Untersuchungen von Lunyak et al. (2002)
haben gezeigt, dass das NaV.1.2-Gen in Fibroblastenzellen der Ratte durch eine Methylierung
der DNA aber nicht durch eine Deacetylierung der Histone reprimierte wurde. Also kann REST
eine aktive Repression mittels spezifischer Histondeacetylasen und ein ,Silencen” der Gene
mittels eines Uber den Co-REST-MeCP2-vermittelten Repressorkomplexes vermitteln. Auch
Ballas et al. (2005) haben gezeigt, dass neben der REST-Konzentration selbst auch weitere
Faktoren, wie zum Beispiel die vom jeweiligen Zelltyp abhéngige Rekrutierung verschiedener
Repressorproteine entscheidend fiir die Frage ist, ob die Expression eines Gens in einem

bestimmten Zelltyp durch REST beeinflusst wird oder nicht.

5.3 Die Rolle des Methylierungsmusters bei der Tran  skription

Neben der Acetylierung, Phosphorylierung oder Ubiquitinierung der Lysin, Arginin- und
Serinreste von Histonen resultiert die Methylierung der Histone in einem bestimmten Muster,
das letztlich zur Hypothese des ,Histon codes" fuhrte (Strahl und Allis, 2000; Jennuwein und
Allis 2001). Dabei wird zwischen epigenetischen Markern fir offenes oder fiir reprimiertes
Chromatin unterschieden, wobei eine Methylierung der Lysinreste 4, 36 und 79 am Histon H3
aktives Chromatin definiert, und eine Methylierung der Lysinreste 9 und 27 am Histon H3 flr
reprimierte Chromatinbereiche charakteristisch ist (Santos-Rosa et al., 2002; Fischle et al.,
2003; Lachner et al., 2003, Snowden et al., 2002).

Histonmodifikationen dienen als eine lokale Transkriptionskontrolle und entscheiden dariiber, ob
ein Gen transkribiert wird oder nicht (Kouzarides, 2002).

Arbeiten von Hohl und Thiel (2005) haben gezeigt, dass neben der zelluldren Konzentration von
REST auch die Chromatinstruktur der analysierten Gene von entscheidender Bedeutung fir die
Genexpression ist. Durch Rekrutierung von Histondemethylasen und Histonmethyltransferasen
(Rea et al., 2000) kann REST die Chromatinstruktur ,6ffnen“ oder ,schlieBen* und so die
Genexpression  regulieren.  Reprimiert REST seine Zielgene mit Hilfe von
Histonmethyltransferasen  oder  Histondemethylasen, sind typische  epigenetische
Methylierungsmuster fir geschlossenes Chromatin zu finden, was hier am Beispiel des
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methylierten Lysinrests 9 zu sehen sind. Untersuchungen haben gezeigt, dass
Chromatinmodifikationen, die durch eine Veranderung des Methylierungsmusters erfolgen,
stabiler sind als Modifikationen des Acetylierungsgrads der Histone (Rice und Allis, 2001; Zheng
et al., 2009). Dies ware eine Erklarung fur die Beobachtung, dass in dieser Arbeit in Zellen, in
denen das GluR2-Gen oder auch die Synapsin I-und Synaptophysin-Gene in einem offenen
chromosomalen Kontext liegen, eine Hemmung von Histondeacetylasen die Genexpression
verstarken kann. Dagegen kann eine Hyperacetylierung der Histone die Expression der Gene
nicht induzieren, wenn diese sich in einem chromosomalen Umfeld befinden, das geschlossen
und unzuganglich fur Transkriptionsfaktoren ist. Diesen Beobachtungen widersprechend habe
ich gezeigt, dass in neuralen Stammzellen HNSC.100 die neuronalen Gene zwar auch in einer
geschlossenen Konfiguration vorliegen, der Methylierungszustand der Gene scheint aber so
wenig stabil zu sein, so dass die Genexpression durch eine Veranderung des
Acetylierungsgrads induzierbar war.

Auch Hohl und Thiel (2005) konnten in neuronalen, neuroendokrinen und in pankreatischen R3-
Zellen durch eine verstarkte Acetylierung der Histone die Expression der Gene Synaptophysin
und Sekretogranin Il positiv beeinflussen, wobei die Chromatinstruktur der Gene in diesen Zellen
offen war. Dem gegenliber stand das GIuR2-Gen, das sich in einem geschlossenen
chromosomalen Kontext befand und durch Histondeacetylasenhemmung in keiner der
untersuchten Zellen induziert werden konnte. Das GluR2-Gen wurde in diesen Zellen also Uber
einen Repressionsmechanismus reguliert, der das Methylierungsmuster der Histone so
veranderte, dass eine Expression des Gens nicht induziert werden konnte.

Epigenetische Untersuchungen an den neuronalen Genen Synapsin |, Synaptophysin,
Synaptotagmin I, IV und VII haben gezeigt, dass diese neuronalen Gene in undifferenzierten
neuralen HNSC.100 Stammzellen von Markern fir eine geschlossene Chromatinstruktur
gekennzeichnet waren, was exakt der Konfiguration des Chromatins der Gene in nicht
neuronalen Keratinozyten entsprach. Wurde in den Zellen die Neurogenese initiiert, kam es zu
einer Umwandlung von geschlossenem zu aktiv transkribierbarem Chromatin, so dass die
Chromatinstruktur der Gene der Konfiguration der Gene in Neuroblastomazellen ahnelte.
Jedoch wies hier das Chromatin ein bivalentes Methylierungsmuster auf. Die Korrelation
zwischen den flir offenes, zugangliches und geschlossenes Chromatin verwendeten
epigenetischen Markern war sowohl in den differenzierten neuralen Stammzellen sowie in den
Gliomazellen und den Neuroblastomazellen demnach nicht eindeutig. So konnten bei der
Untersuchung des Methylierungsgrades des GIuR2-Gens ein methylierter Lysinrest 9 nicht nur
in Hepatomazellen und Keratinozyten, sondern auch in den Glioma- und in Neuroblastomazellen

detektiert werden.
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Diese bivalente Chromatinstruktur wurde ebenfalls in den durch Retinsaure differenzierten
neuralen Stammzellen und den Neuroblastomazellen detektiert. Es kdnnte sich hierbei um eine
Mischung unterschiedlich differenzierter Zellen handeln, da eine Methylierung des Lysinrests 4
und eine Methylierung des Lysinrests 9 gegensatzliche biologische Wirkungen haben. Jedoch
wurde eine bivalente Modifizierung des Chromatins auch in anderen Studien beobachtet und
verschieden erklart. Es wurde gezeigt, dass eine gleichzeitige Methylierung der Lysinreste 4 und
9 als Signal fur die aktive Transkription von Genen dienen kann (Beisel et al., 2002; Byrd und
Shearn, 2003; Vakoc et al., 2006). Diese doppelte Methylierung wird au3erdem mit der
Aktivierung von Genen in Verbindung gebracht, die normalerweise reprimiert sind (Ng et al.,
2003). Des Weiteren haben Untersuchungen von Sims et al. (2003) gezeigt, dass der Grad der
Methylierung des Lysinrests 4 am Histon H3 eine entscheidende Rolle spielt, diese Methylierung
durch Methylierung des Lysinrests 9 der Bildung von Heterochromatin entgegen wirken kann
(Nishioka et al., 2002). Um eine eindeutigere Aussage Uber die epigenetische Konfiguration des
Chromatins treffen zu kdnnen, missten weitere spezifische Marker fiir offenes beziehungsweise

geschlossenes Chromatin analysiert werden.

5.4 Die Zelltyp spezifische Regulation der Genexpre ssion durch
Histondeacetylasen

Die Modulation der Chromatinstruktur durch Acetylierung oder Deacetylierung der Histone gilt
als einer der bedeutendsten Mechanismen zur Regulation der Genexpression. Transkriptionell
aktives Chromatin ist assoziiert mit hypermethylierten Histonen, wogegen transkriptionell
inaktives Chromatin mit hypoacetyliertem Chromatin assoziiert ist.

REST kann sowohl Uber seine N-terminale als auch Uber seine C-terminale Repressordomane
Histondeacetylasen rekrutieren (Andres et al., 1999; Leichter et al., 1999; Huang et al., 1999;
Grimes et al., 2000; Roopra et al., 2000; You et al., 2000), und auf diese Art das Chromatin
enger verpacken. So wird Transkriptionsfaktoren der Zugang an die regulatorische Region der
Gene erschwert.

Histondeacetylasen konnen pharmakologisch durch den Histondeacetylasenhemmer TSA
inhibiert werden (Yoshida et al., 1990), wodurch es zu einer offenen fur Transkriptionsfaktoren
zugéanglichen Chromatinstruktur kommt. Die Hemmung von Histondeacetylasen durch TSA
bewirkte die Expression verschiedener neuronaler Gene, zu denen auch die REST Zielgene
Synapsin |, Synaptophysin, NeuroD, ANP und SCG10 (Schoenherr et al., 1995; Kuwahara et al.,
2000; Roopra et al., 2001; Lunyak et al., 2002; Lietz et al., 2003) gehorten. Jedoch Ubt REST die
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Reprimierung seiner Zielgene Zelltyp- und Gen-spezifisch aus, wobei die Repression nicht
immer Uber die alleinige Rekrutierung von Histondeacetylasen vonstatten geht. So wurde in C6
Gliomazellen aber nicht in neuronalen Zellen eine Regulation des GIuR2-Gens durch REST
gezeigt (Huang et al., 1999), wobei REST hier nicht als Hauptregulator des Gens gesehen wird,
sondern eher eine modulierende Funktion zugesprochen bekommt (Dingledine et al., 1999).
Hohl und Thiel (2005) aber haben weder in neuronalen, neuroendokrinen oder auch nicht
neuronalen Zelle eine Histondeacetylasen abhdngige Regulation des GluR2-Gens zeigen
kénnen. Im Gegensatz hierzu wurde in meiner Arbeit ein von Histondeacetylasen abhangiger
Regulationsmechanismus des GIuR2-Gens in Gliomazellen und in Neuroblastomazellen, aber nicht
in Hepatomazellen und Keratinozyten beobachtet. Da aber auch in Hepatomazellen und
Keratinozyten neben REST auch die Histondeacetylase 1 (HDAC1) an die regulatorische
Region des Gens gebunden war, muss die Reprimierung des GluR2-Gens hier durch andere
Repressorproteine erfolgen, die das Chromatin so eng verpackt haben, dass eine verstarkte
Acetylierung der Histone nicht ausreicht, das Chromatin zu lockern und die Transkription des
Gens zuzulassen. Auch die Untersuchungen beziiglich der Histondeacetylasen abhangigen
Regulation der neuronalen Genen Synapsin | und Synaptophysin in retinalen Vorlauferzellen,
neuralen Stammzellen und Fibroblasten zeigen, dass die Regulation eines Gens durch REST
nicht durch alle Zelltypen hindurch mittels desselben Repressionsmechanismus erfolgt, sondern
von Zelltyp-spezifischen und Gen-spezifischen Faktoren bestimmt wird.

Studien von Lunyak et al. (2002) und von Ballas et al. (2001) kdnnen diese Beobachtung am
Bespiel des fir den Natrium-Kanal Typ Il (NaV.l1l.2) kodierenden Gens erklaren. In L6-
Skelettmuskelzellen der Ratte konnte das Gen durch TSA dereprimiert werden, was in Rat-1
Zellen unmoéglich war. Der Unterschied zwischen beiden Genen bestand einzig in der
Rekrutierung des Repressorproteins HDAC: wahrend in den Skelettmuskelzellen neben REST
und CoREST auch HDAC an den Repressorkomplex gebunden war, hatten in den
Fibroblastenzellen nur REST und CoREST an die Transkriptionseinheit gebunden, HDAC wurde
von REST nicht rekrutiert. Eine Hemmung der HDACs konnte demnach durch Acetylierung der
Histone die Chromatinstruktur nicht auflockern. Jedoch kénnte es auch sein, dass eine
verstarkte Acetylierung der Histone zur Transkriptionsinitiation nicht ausreichend war, da die
entsprechenden Aktivatorproteine oder HATs fehlten, und so eine Expression der betroffenen

Gene nicht erfolgen konnte.
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Transkription

Abbildung 43: Schematische Darstellung von Histonac etylierung und Histondeacetylierung

Dargestellt sind hier die Histone, um die die DNA gewunden ist. Der Acetylierungsgrad der Histone ist
ausschlaggebend fur die Struktur des Chromatins und somit fur die Transkription der Gene. Histonacetyltransferasen
(HATs) Ubertragen Acetylgruppen auf die Lysinreste der Histone, Histondeacetylasen (HDACs) arbeiten

gegensatzlich und entfernen Acetylgruppen von den Lysinresten der Histone. TSA hemmt Histondeacetylasen.
Madifiziert nach Eberharter und Becker (2002).
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5.5 Regulation neuronaler Gene durch REST

Um REST-Zielgene identifizieren zu kénnen, wurde in dieser Arbeit eine dominant-positive
Mutante von REST, DP-REST:ER verwendet. DP-REST:ER konkurriert nach seiner
Aktivierung mit dem endogenen REST um die Bindung an das NRSE auf den Zielgenen von
REST und sollte die Expression REST-regulierter Gene auslésen kénnen. Dadurch stellt die
Mutante von REST einen induzierbaren Mechanismus dar, mit dem REST-responsive Gene
identifiziert werden kénnen.

Analysen von Hohl und Thiel (2005), in denen die Zugéanglichkeit von DP-REST:ER zum
Chromatin der Zielgene abhangig vom jeweiligen Zelltyp war, bestatigen die Beobachtung,
dass in verschiedenen Zelltypen die Repression von REST Zielgenen durch einen
Mechanismus erfolgt, der den DNA-Bereich um das NRSE so moduliert, dass fur das Protein
DP-REST:ER kein Zugang mehr moglich ist. So war die Mutante DP-REST:ER in der Lage,
die Expression der Gene Synapsin | und Synaptophysin aber nicht die des Gens GIUR2 in
den neuronalen und neuroendokrinen Zellen zu verstarken. Das Chromatin des GluR2-Gens
war im Gegensatz zu dem der Gene Synapsin | und Synaptophysin eng und geschlossen, so
dass die Mutante keinen Zugang mehr zur REST-Bindestelle NRSE auf der DNA hatte. In
den Untersuchungen von Hohl und Thiel (2005) wurde die Expression des GluR2-Gens
weder in neuronalen noch in neuroendokrinen Zellen durch REST reguliert. Untersuchungen
von Myers et al. (1998) zeigen dagegen, dass in Gliomazellen die Genexpression von GIuR2
der Ratte durch REST reguliert wird. Auch in dieser Arbeit konnte die Bindung der Mutante
von REST an das NRSE im GIuR2-Gen in Glioblastomazellen eine Verstarkung der
Genexpression induzieren. Die Identifikation von GIuR2 als REST-responsives Gen wird
zudem durch eine Uberexpression von REST mittels der Mutante Flag-REST bestétigt, die
die Expression von GIuR2 in den Gliomazellen reduzieren konnte. Eine fehlende
Transkriptionsaktivierung von GIuR2 in Hepatomazellen wird damit erklart, dass DP-REST:
ER hier nicht an das NRSE des GluR2-Gens binden konnte (Daten nicht gezeigt), da das
Chromatin des Gens sich in einem unzugénglichen, inaktiven Zustand befand. Die Mutante
von REST hatte also nur dann Zugang zur REST-Bindestelle, wenn diese in einem offenen
chromosomalen Kontext lag. Diese Beobachtungen werden bestétigt durch eine Studie von
Watanabe et al. (2004), die durch die Expression des Fusionsproteins REST-VP16 in
C2C12-Myoblasten einen physiologisch aktiven neuronalen Phanotyp ausbilden konnten.
Das Fusionsprotein REST-VP16 konnte eine Uberexpression von REST kompensieren
(Fuller et al.,, 2005), die Genexpression in differenzierten Muskelzellen aber nicht
beeinflussen. Die Chromatinstruktur der REST-regulierten Gene war also Ubereinstimmend
mit den in dieser Arbeit gezeigten Untersuchungen nicht mehr zuganglich fir die REST-

Mutante.
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Im Gegensatz hierzu konnte endogenes REST an das GIuR2-Gen unabhdngig vom
epigenetischen Kontext des Gens in allen hier untersuchten Zellen binden. So wurde die
Bindung von REST sowohl in den Glioblastomazellen und in den Neuroblastomazellen, wo
die Chromatinstruktur des GIluR2-Gens offen war, als auch in Hepatomazellen und
Keratinozyten, wo das GluR2-Gen sich in einem geschlossenen kompakten chromosomalen
Kontext befand, gezeigt. Eine aktivierende Mutante reicht demnach nicht aus, die Expression
neuronaler Gene in nicht neuronalen Zellen auszuldésen, und somit durch eine
Dereprimierung die Umwandlung einer nicht neuronalen Zelle in eine neuronale Zelle
auszuldosen. REST bindet demnach an das NRSE seiner Zielgene und moduliert das
Chromatin der Gene mittels einer Zelltyp-abhdngigen Rekrutierung verschiedener
Korepressoren so, dass ein Zugang weiterer Transkriptionsfaktoren oder Proteine an die

regulatorische Region der Gene nicht méglich ist.

Mittels der dominant-positiven Mutante von REST konnte ich erstmals zeigen, dass die
neuronalen Gene Synapsin | und Synaptophysin, in retinalen Vorlauferzellen und in neuralen
Stammzellen durch REST reguliert werden. Zusatzlich wurden in den neuronalen
Stammzellen HNSC.100 auch die Gene, Synaptotagmin II, IV und VIl als REST-responsiv
identifiziert. In HNSC.100 Zellen konnte die aktivierte Mutante DP-REST:ER an die REST-
Bindestellen der neuronalen Gene Synapsin |, Synaptophysin, Synaptotagmin Il, IV und VII
binden und deren Expression auslésen. Dies erfolgte, obwohl das Chromatin der Gene einen
methylierten Lysinrest 9 trug und somit als unzuganglich und geschlossen galt. Jedoch
korreliert die Methylierung des Lysinrests 9 nicht zwangslaufig mit stillgelegten Genen. Dies
zeigen sowohl frihere Arbeiten (Byrd und Shearn, 2003; Beisel et al., 2002; Vakoc et al.,
2006) als auch meine Untersuchungen, die zur Detektion einer bivalenten
Chromatinmethylierung in den durch Retinséure differenzierten neuralen Stammzellen, in
den Neuroblastomazellen und in den Gliomazellen fiihrten.

Entgegen der Resultate von Su et al. (2004) konnte kein Anhaltspunkt fur eine Regulation
des Synaptotagmin I-Gens durch REST gefunden werden. Die Arbeitsgruppe erlauterte
diese Behauptung nicht naher und zeigte keine Daten beziglich der Regulation des
Synaptotagmin |-Gens durch REST. Jedoch konnten in den von mir durchgefuhrten
Untersuchungen weder eine TSA-induzierte Hemmung von Histondeacetylasen noch die
aktivierende Mutante DP-REST:ER die Expression des Synaptotagmin I-Gens verstarken.

Im Gegensatz zu den Genen Synaptoporin und Synaptobrevin 1 scheint das Synaptobrevin
2-Gen in den neuralen Stammzellen durch REST reguliert zu werden. Synaptobrevin 2
interagiert mit dem REST-regulierten Synaptophysin (Washbourne et al., 1995; Calakos et

al., 1995) und hat seine Funktion in der Endozytose von synaptischen Vesikeln (Deak et al.,
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2004). Da aber bisher das NRSE im Synaptobrevin 2-Gen noch nicht lokalisiert werden
konnte, missen zunachst mit Hilfe bioinformatischer Analysen die Sequenz des NRSEs auf

dem Synaptopbrevin 2-Gen lokalisiert und REST-Bindungsanalysen durchgefuhrt werden.

5.6 Spl und REST: Abhangig oder unabhangig voneinan  der?

Der Transkriptionsfaktor Sp1 (specificity protein 1) gehdrt zur Familie der Sp-like/Krippel-like
Transkriptionsfaktoren. Spl bindet sequenzspezifisch an GC-reiche Sequenzen auf der DNA
und fungiert bei vielen Genen als transkriptioneller Aktivator (Kadonaga et al., 1987; 1988).
Studien von Plaisance et al. (2005) und Park et al. (2007) zeigen, dass die Regulation von
REST-Zielgenen durch eine Interaktion von REST und Spl erfolgt. Es wird behauptet, dass
REST seine Funktion als negativer Regulator der Transkription nur ausiiben kann, wenn Spl
gehemmt ist. Umgekehrt konne Spl die Transkription von REST Zielgenen nur dann positiv
beeinflussen, wenn REST gehemmt wére. Eine Uberexpression von REST hat in beiden
Studien die Spl vermittelte Aktivierung der Genexpression gehemmt. Myers et al. (1998)
haben im GluR2-Gen der Ratte im 5-Bereich des Promotor eine Bindestelle fur Spl
identifiziert und gezeigt, dass der Transkriptionsfaktor Spl die GluR2-Genexpression in
Neuronen und Gliazellen der Ratte positiv reguliert. Da in U87MG Gliomazellen das GIuR2-
Gen durch REST reguliert wird, wurde die These von Plaisance et al. (2005) und Park et al.
(2007) am Beispiel der Gliomazellen genauer analysiert. Da der 5 -Bereich des GIuR2-Gens,
indem sich auch die Spl-Bindestelle befindet, zwischen Mensch und Ratte hoch konserviert
ist (Myers et al., 2004), konnte eine putative Bindestelle von Spl identifiziert und dessen
Bindung an die DNA des GIuR2-Gens detektiert werden. Die Verwendung einer negativen
Mutante von Spl liel3 erkennen, dass das GluR2-Gen in den Gliomazellen nicht nur durch
REST sondern auch durch Sp1 reguliert wird. Jedoch konnte die Interaktion zwischen beiden
Transkriptionsfaktoren nicht bestéatigt werden. Im Gegensatz zu Beobachtungen von
Plaisance et al. (2005) und Park et al. (2007) zeigte eine Uberexpression von REST keine
Auswirkungen auf die biologische Aktivitat von Spl. Plaisance et al. (2005) zeigten, dass die
Hemmung von Spl durch REST mittels eines von Histondeacetylasen vermittelten
Mechanismus erfolgt. Jedoch konnte in meinen Untersuchungen keine Aktivitatsdnderung
von Spl nach Hemmung der Histondeacetylasen in den Gliomazellen erkannt werden. So

reguliert Spl die Expression des GIuR2-Gens in einer von REST unabhangigen Art.
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Der Transkriptionsfaktor REST reprimiert in nicht neuronalen Zellen die Expression vieler
neuronaler Gene, die fir die Ausbildung eines neuronalen Phé&notyps essentiell sind. In
Nervenzellen ist die Konzentration von REST so niedrig, dass neuronale Gene exprimiert
werden koénnen. Dagegen verhindert REST in neuralen Stammzellen die Expression
neuronaler Gene. Aus diesen Beobachtungen wird die immense Bedeutung, die REST bei
der Ausbildung des neuronalen Phanotyps hat, deutlich. Da eine Inaktivierung des REST-
Gens in Mausen zwischen dem embryonalen Tag 9,5 bis 10 einen lethalen Phanotyp ergab
(Chen et al., 1998), und zu diesem Zeitpunkt in der murinen Embryonalentwicklung noch
keine oder nur marginal neuronale Gene exprimiert werden, konnten keine Aussagen zum
neuronalen Genexpressionsmuster in Abwesenheit von REST gemacht werden.

Um den Einfluss von REST auf die neuronale Genexpression genauer analysieren zu
kénnen, wirden transgene Mause, die induzierbar REST Uberexprimieren, als optimales
Werkzeug dienen. Zusatzlich kdnnte eine Mutante von REST, DP-REST:ER genannt, durch
eine Aktivierung statt einer Hemmung REST-responsiver Gene (Hohl und Thiel 2005; Ekici et
al., 2008), die Abwesenheit von REST vorspielen. Interessant wéare hierbei, die Mutanten von
REST spezifisch in verschiedenen Zelltypen, wie Neuronen, glialen und pankreatischen
Zellen und aulBerdem in neuralen Stammzellen zu exprimieren, und mittels dieser
Zellspezifitat die Rolle von REST in den unterschiedlichen Zelltypen herausarbeiten zu
kénnen. Die daraus resultierenden Erkenntnisse kénnten den Ergebnissen aus den in vitro

Studien dieser Arbeit gegeniubergestellt werden.

Zu den von REST-regulierten neuronalen Genen gehdren viele Gene, auf denen die
Plastizitat von Synapsen beruht. Hierzu gehdren die neuronalen Gene, die flr die Proteine
SNAP-25, Synapsin |, Synaptophysin, Synaptotagmin IV und Rab3A kodieren (Stdhof 2004;
Ferguson et al., 2000, 2004; Hou et al., 2004; Castillo et al., 2007; Corradi et al., 2008; Liu et
al., 2009). Unter der synaptischen Plastizitat versteht man die aktivititsabhangige Anderung
der Starke der Ubertragung von Signalen an den Synapsen. Es wird angenommen, dass die
synaptische Plastizitat die Grundlage fir die Bildung von Gedachtnis und vom Lernen
darstellt, also von wichtigen biologischen Fahigkeiten, die zum Uberleben notwendig sind.
Bisher wurde noch nie die Rolle, die REST bei der Gedachtnisbildung und beim Lernen

spielen konnte, analysiert. Eine Uberexpression von REST oder die gezielte Expression von
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DP-REST:ER, kdnnte die Bedeutung von REST bei der Bildung von Gedachtnis und beim

Lernen klaren.

Obwohl REST als einer der Hauptregulatoren der neuronalen Genexpression gilt, sind die
Expression und die Regulation des REST-Gens selbst noch nicht vollstdndig analysiert.
Kojima et al. (2001) haben 2 basale Promotoren identifiziert und gezeigt, dass diese in
neuronalen und in nicht neuronalen Zellen eine vergleichbare Aktivitat mit ahnlichem Level
an REST-Transkripten zeigten. Daraus wird geschlossen, dass die Regulation der REST-
Genexpression Zelltyp-abhangig auf posttranskriptioneller Ebene in Form von RNA Splicing,
MRNA Abbau oder auch durch posttranslationelle Modifikationen erfolgt. Die Hypothese der
posttranslationellen Regulation wurde durch Untersuchungen an neuronalen Zellen und
Geweben bestatigt, in denen REST zwar prasent war, aber nicht an die Bindestelle auf der
DNA seiner Zielgene binden konnte. In friheren Studien wurden 3 unterschiedliche Exons
(A, B und C) im 5 untranslatierten Bereich vor dem eigentlichen Translationsstart (Exon D)
identifiziert (Palm et al., 1998; Kénigsberger et al., 2000). Aus diesen enstehen mRNAs, die
eine unterschiedliche Verteilung in neuronalen Vorlauferzellen, Neuronen und Astrozyten
zeigen. Es ware interessant zu klaren, inwiefern diese mRNAs sich bezlglich Funktion und
Lokalisation unterscheiden.

Ballas et al. (2005) haben zwei Mdglichkeiten der REST-Regulation wahrend der neuronalen
Differenzierung gezeigt: So wird zunachst von embryonalen Stammzellen ausgegangen, in
denen REST stark exprimiert wird, diese REST-Proteinkonzentration wird aber beim
Ubergang zu neuralen Vorlauferzellen durch posttranslationelle Modifikationen enorm
vermindert. Differenzieren die Vorlauferzellen nun zu Neuronen, wird das REST-Gen selbst
reprimiert. Neben der Detektion einer doppelstrangige mRNA (Kuwabara et al.; 2004), die an
das Protein REST bindet und somit dessen Interaktion mit anderen Repressorproteinen
verhindert, wurde der Isoform REST4 (Lee et al., 2000) ebenso eine die Aktivitdt von REST
beeintrachtigende Funktion zugesprochen.

Neben der Frage, wie das REST-Gen reguliert wird, stellt sich natirlich auch die Frage, ob
das Gen in allen verschiedenen Zelltypen auf die gleiche Art und Weise reguliert wird. Sind
hierbei dieselben Transkriptionsfaktoren verantwortlich oder gibt es Zelltyp spezifische

Unterschiede?

Eine gewebsspezifische Uberexpression von REST oder der aktivierenden Mutante DP-
REST:ER in B-Zellen des Pankreas waren ebenfalls im Mausmodell méglich und wirden
Einblicke in die Aktivitat von REST im endokrinen nicht neuronalen System geben.

REST wird im normalen endokrinen Pankreas nicht exprimiert (Atouf et al., 1997; Hohl und

Thiel 2005), was eine Expression neuronaler Gene, die flr synaptische Vesikelproteine, so
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z.B. Synapsin | (Matsumoto et al., 1999), Neurotransmitter und Neurotransmitter
synthetisierende Enzyme kodieren, erlaubt. In adulten differenzierten 3-Zellen des Pankreas
liegt REST in einer sehr niedrigen Konzentration vor, da REST hier die Expression
exzitatorischer Proteine reguliert, was bei einer verstarkten Expression von REST zu einer
verminderten Insulinausschittung fuhrt (Martin et al., 2008). In transgenen Mausen, die das
Transgen REST unter der Kontrolle des Insulin2-Promotors spezifisch in den [3-Zellen des
Pankreas exprimierten, wurde eine Glukoseintoleranz entdeckt, die auf einer geringeren
Insulinausschittung beruht (Martin et al., 2008). Hierbei kénnte das Connexin36-Gen
beteiligt sein, dass als REST- responsives Gen in 3-Zellen an der Insulinsekretion beteiligt ist
(LeGurun et al., 2003; Martin et al., 2003; Hohl und Thiel, 2005).

Folglich kénnte eine erhdhte Konzentration von REST in den [-Zellen die Anfalligkeit, an
Diabetes zu erkranken, erhéhen. Demnach wéare es aus therapeutischer Sichtweise
interessant, diese Hypothese von Martin et al. (2008) genauer zu beleuchten und auch die

Rolle, die die Regulation des Connexin36-Gens hier spielt, zu erkunden.

Da diese Arbeit deutlich macht, in welchem enormen Umfang Zelltyp-spezifische Merkmale
die Aktivitat von REST beeinflussen, ist es essentiell, die Interaktion von REST mit seinen
Korepressorproteinen genauer zu analysieren. Nur so kann der Repressionsmechanismus
von REST vollstandig verstanden werden. Es sollte geklart werden, welche molekularen
Gen-oder Zelltyp-spezifischen Faktoren bestimmen, welche Repressorproteine von REST

rekrutiert werden.
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7 Zusammenfassung

Hohl und Thiel (2005) haben gezeigt, dass REST die Expression seiner Zielgene nicht
Zelltyp unabhéngig steuert, sondern dass die Genregulation durch REST abh&ngig von fir
den Zelltyp charakteristischen Merkmalen ist.

Ich konnte zeigen, dass REST zwar in den von mir untersuchten Zellen an die DNA der
analysierten Gene gebunden war, seine Funktion aber mittels verschiedener Mechanismen
ausgedubt hatte. Wahrend in Zellen neuronalen oder glialen Ursprungs ein Histondeacetylase
abhangiger Repressionsmechanismus nachgewiesen werden konnte, erfolgte in nicht
neuronalen Zellen die Repression der Gene Uber einen Mechanismus, der das Chromatin
der Zellen so modifizierte, dass weder eine verstarkte Acetylierung der Histone noch eine
aktivierende REST-Mutante die Genexpression induzieren konnte. Hierbei konnte eine
Korrelation zwischen dem Methylierungsstatus der Histone und der Fahigkeit von REST, die
Genexpression zu beeinflussen, erkannt werden.

Des Weiteren konnte ich zeigen, dass REST an der Differenzierung neuraler Stammzellen
und an der Regulation der Expression neuronaler Gene in neuralen Stammzellen beteiligt ist.
Hierbei stehen die Biosynthese von REST und die neuronaler Proteine in einem inversen
Verhéltnis zueinander.

AuRerdem wurde am Beispiel der neuronalen Gene Synapsin | und Synaptophysin von mir
erstmals gezeigt, dass REST auch in retinalen Vorlauferzellen an der Regulation neuronaler

Gene beteiligt ist.
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8 Summary

Hohl and Thiel (2005) have shown, that REST does not direct the expression of its target
genes independently of the cell type, but that the gene regulation by REST relies on cell type
characteristic features.

I have shown the binding of REST on the DNA of the analyzed genes in all cell types,
however, REST used varied mechanisms to exercise its function. In cells of neuronal or glial
origin, a repression mechanism dependent on histone deacetylation has been detected,
whereas in non-neuronal cells the repression was achieved by a mechanism, that modified
the chromatin in that way, that neither an enhanced acetylation of the histones nor an
activating mutant of REST could induce the gene expression. In that case neither an
enhanced histone acetylation nor an activating instead of a repressing mutant of REST could
induce the gene expression. So, a correlation between the methylation pattern of the
histones and the ability of REST to influence gene expression, had to be recognized.
Furthermore, | showed the involvement of REST in the differentiation of neural stem cells
and in the regulation of neuronal gene expression in neural stem cells. Thereby, the
biosynthesis of REST and of neuronal proteins was in an inverse proportion to each other.
Moreover, using the example of the neuronal genes Synapsin | and Synaptophysin, first |
showed the involvement of REST in the regulation of neuronal genes in retinal precursor

cells.
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