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1 Einflihrung

1.1 Brd4

Das zellulare Protein Brd4 ist Mitglied der BET (Bromodoméanen und Extraterminaldoméane)
Familie, welche durch zwei Bromodomanen am N-Terminus (BDI und BDII) und einer
extraterminalen Domane mit bisher noch ungeklarten Funktionen charakterisiert sind
(Schweiger M., 2007).

BDI BDII ET CTD

1 58=169 349-461 HO0=HTR 1325-1362

hBrdd [ ~STA M 6] | @
280=2599 S02=547 SEED

lang (695=720)

I 722
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Abbildung 1 Schematische Darstellung der Isoformen von Brd4. Beide Isoformen zeigen die
fur die BET-Familie charakteristischen Bromodoménen BDI und BDII, die jeweils durch eine
Zellkernlokalisationssequenz (NLS) und ein A-Motiv getrennt werden. Der zweiten Bromodomane
folgen ein B-Motiv, die extraterminale Protein Domane (ET), sowie ein SEED-Motiv. Die
Isoformen unterscheiden sich untereinander durch ihr 3°-Ende, wobei der kurzen Isoform die C-
Terminale Domane (CTD) fehlt. (Wu. S.-Y., 2007)

Abbildung 1 zeigt schematisch den Aufbau des Brd4 Proteins. Es besteht aus circa 110
Aminosduren, die zu 4 a-Helices (az, o, op Und ac) gewunden werden. Diese Helices werden
uber zwei Schleifen miteinander verbunden, Uber die Brd4 an acetylierte Histone und andere
Proteine binden kann (Wu. S.-Y., 2007). Brd4 wird ubiquitér exprimiert und besitzt neben den
beiden Bromodomanen am N-Terminus und der extraterminalen Doméne, ein SEED-Motiv
zur Erkennung regulatorischer Sequenzen in der DNA sowie eine C-Terminale Doméne
(CTD) (Dey A., 2000). Brd4 existiert in zwei Isoformen, die sich in der Lange der 3" -Enden
unterscheiden und durch alternatives Spleilen entstehen. Die kirzere Variante ist auch oft
unter dem Synonym HUNK1 zu finden (Wu. S.-Y., 2007) und spielt eine Rolle bei der
Entstehung von Lungentumoren (French C. A., 2003).

In Vertebraten wurden bis heute vier Mitglieder der BET Familie identifiziert: Brd2, Brd3,
Brd4 und BrdT (Vollmuth F., 2009).
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Brd4, oder auch MCAP (,mitotic chromosomes-associated protein®) genannt, ist ein
nukleares Protein mit einer molekularen Masse von circa 200 kDa und ist auf Chromosom 19
lokalisiert (Schweiger M., 2007; Houzelstein D., 2002).

In Studien mit ,,Knock-Out*“ Mausen wurde gezeigt, dass ein Ausschalten des Brd4-Gens
nicht lebensfdhige Organismen zur Folge hat und bestatigen somit die wichtige Rolle von
Brd4 beim Zellwachstum (Houzelstein D., 2002). Ebenso zeigten in-vivo-Studien in Hefe-
und Sdugetierzellen, dass Proteine der BET-Familie acetylierte Chromosomen erkennen und

dadurch das Zellwachstum regulieren kénnen (Jang K., 2005).

1.2 Interaktionen des Brd4 Proteins

Wie bereits zuvor erwdhnt, ist Brd4 ein essentielles Protein der Zelle und spielt eine
entscheidende Rolle bei der Transkription sowie der Kontrolle des Zellzyklus. Der erste
Zusammenhang von Brd4 zur Transkription wurde bei Studien an dem papillomaviralen
Protein E2 identifiziert (Schweiger M., 2007).

Im Anschluss daran wurde gezeigt, dass tber die Bindung von Brd4 an Cyklin T1 und CDK9
(.Cyklin dependent Kkinase“), welche Untereinheiten des positiven Transkriptions-
Elongationsfaktors b (p-TEFb) sind, der p-TEFb-Komplex in seine aktive Form uberflhrt
wird. Diese Bindung erfolgt tber die Bromodoméne BDII. P-TEFb kann nun Uber eine
Phosphorylierung von Serin 2 am C-Terminalen Ende der RNA Polymerase 1l die
Transkription zelluldrer Gene stimulieren (Jang K., 2005). Ein mdgliches Modell ist, dass p-
TEFb durch die Bindung an Brd4 an mitotische Chromosomen gebunden wird, dadurch die
Expression von G; assoziierten Genen stimuliert und die Progression zur S-Phase fordert
(Yang Z., 2008).

Neben den genannten Interaktionen spielt Brd4 auch eine Rolle im Nf-xB (,,nuclear factor
'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells®) -Signalweg. Brd4 fungiert als Bindeglied
zwischen RelA (,,v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A*) und p-TEFb. Es
bindet Uber acetyliertes Lysin 310 an RelA, eine Untereinheit von Nf-kB und aktiviert damit
die Transkription p-TEFb abhé&ngige Nf-kB Gene (zum Beispiel E-Selectin, TNFa, 1I-8)
(Huang B., 2009).
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Uber die zweite Bromodomane bindet Brd4 auch an den Replikations- Faktor C (RFC),
welcher essentiell fur die DNA Replikation ist, und eine Rolle in der Regulation vom Eintritt
der G;- in die S-Phase des Zellzyklus spielt (Maruyama T., 2002). Bei einer Uberexpression
von Brd4 verursacht diese Bindung eine Inhibition der Replikationsfaktors C- abhé&ngigen
DNA-Replikation, welche zu einem Arrest der Zellen in der G1/S-Phase fihrt.

Eine stark verminderte Expression des zellularen Gens zieht einen Arrest des Zellzyklus in
der G,-Phase zur Mitose nach sich und bewirkt somit ein reduziertes Zellwachstum. Im
Gegenzug arretiert die Zelle bei einer Uberexpression des Brd4 im Ubergang Gi. zu S-Phase
(Maruyama T., 2002).

Des Weiteren bindet Brd4 an SPAL (,,signal-induced proliferation-associated proteinl) und
steigert dessen Rap GAP-Aktivitat, das wiederum wéhrend der G,-Phase fir die Zellteilung
von Bedeutung ist (Farina A., 2004).

Weiterhin wurde in einer Veroffentlichung von You et al. durch ,,Knock Down*“ und
Uberexpression von Brd4 gezeigt, dass es fir die Aufrechterhaltung der Aurora B Expression
von Bedeutung ist. Eine Dysregulation von Brd4 verursacht mitotische Defekte, die auch in

vielen Tumorzellen beobachtet werden kénnen (You J., 2009).

Brd4 selbst bindet Gber acetylierte Histone 3 und 4 an die DNA (Jang K., 2005). Aufgrund
dessen, dass Brd4 wahrend der Mitose an mitotische Chromosomen gebunden bleibt, es aber
andererseits auch wichtige Funktionen in der Transkription besitzt, ist es moglich, dass Brd4
einen Faktor des epigenetischen Geddachtnisses wéhrend der Zellteilung spielt. In diese
Richtung deuten auch Experimente in Mauszellen, bei denen Bindestellen von Brd4 in
Promotorregionen von G;-Genen identifiziert wurden. Damit kdnnte die Progression in die S-

Phase erleichtert werden.

Abbildung 2 zeigt eine schematische Ubersicht der beschriebenen Wechselwirkungen von

Brd4 und zellularen Mechanismen.
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Abbildung 2 Wechselwirkungen des Brd4 Proteins in der Zelle. Brd4 bindet an Cyklin T1 und CDKO,
welche Untereinheiten des p-TEFb darstellen, die dadurch in ihre aktive Form (berfiihrt werden. Die
phosphoryliert die RNA Polymerase Il und stimuliert dadurch die Transkription. Ebenso bindet Brd4 an
acetylierte Histone 3 und 4 und acetyliertes RelA, das seinerseits die Transkription p-TEFb abhé&ngiger Nf-
«kB-Gene fordert. Durch die Bindung an den Replikations Faktor C (RFC) und die Stimulation der Aurora B
Expression wirkt Brd4 direkt auf den Zellzyklus ein. Die Erhéhung der GTPase-Aktivitat durch die Bindung
von Brd4 an SPAL fordert die Zellproliferation.

1.3 Die Rolle von Brd4 bei der Entstehung von Krankheiten

Neben den eben erwdhnten Wechselwirkungen von Brd4 innerhalb der Zelle spielt Brd4
ebenso bei der Entstehung und dem Verlauf von unterschiedlichen Tumoren eine bedeutende
Rolle.

Brd4 wurde bei einigen Virusinfektionen als Interaktionspartner viraler Proteine ermittelt. Zu
diesen Virusinfektionen gehéren Infektionen durch das Humane Papillomavirus (HPV),
Kaposi’s Sarcoma-Associated Herpesvirus (KHSV) (auch Humanes Herpesvirus Typ 8
(HHV-8) genannt) und Epstein-Barr Virus (EBV). Brd4 ist bei diesen Infektionen fur die
Aufrechterhaltung der Infektion wéhrend der Zellteilung durch eine Bindung der viralen
Proteine an mitotische Chromosomen verantwortlich (M. Ottinger, 2006); (A. Lin, 2008); (J.
You, 2006).

Das E2-Protein, ein frihes virales Protein der Papillomaviren, beeinflusst die virale
Replikation und bindet ber seine N-Terminale Domane am C-terminalen Ende von Brd4.

Diese Bindung verankert das virale Genom an das Wirtsgenom, wodurch eine konstante
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Aufteilung der viralen DNA in die nachste Zellgeneration gewéhrleistet wird (Schweiger M.,
2007). Humane Papillomaviren gehoren zur Familie der Papillomaviridae und infizieren
Epithelzellen der Haut und verschiedener Schleimh&ute. Sie konnen dabei ein unkontrolliertes
Wachstum der Zellen induzieren und somit eine Tumorbildung hervorrufen. Besonders
betroffen ist die Gebarmutter bei Frauen, bei der auch zu mehr als 99% der Tumoren eine
papillomavirale Ursache aufzeigen lassen.

Ahnlich ist die Interaktion bei KHSV und EBV: (iber die Wechselwirkung zwischen Brd4 und
LANA1 (Latency-Associated nuclear Antigen 1) beziehungsweise EBNAL1 (Epstein-Barr
Virus nukleare Antigen 1) wird die Aufrechterhaltung der Virusinfektion gewahrleistet. Diese
Herpesviren gehoren zur Familie der Gammaherpesvirinae. Die Folge der HHV-8 Infektion

ist das Kaposi-Sarkom, eine EBV-Infektion kann zu Burkitt’s Lymphomen fiihren (A. Lin,
2008); (J. You, 2006); (M. Ottinger, 2006).

Neben diesen tumorassoziierten Virusinfektionen scheint Brd4 ebenso einen Einfluss auf die
Progression und Metastatisierung von Brustkrebs zu haben. Eine Dysregulation von Brd4
beziehungsweise Brd4-assoziierten Signalwegen, zeigt eine verénderte Progression der
Tumorbildung (N.. Crawford, 2008). Die Interaktion von Brd4 mit SPA1 koénnte dabei eine
entscheidende Rolle spielen (Farina A., 2004).
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1.4 Die Chromatin Immunprazipitation

Die Chromatin Immunoprazipitation (ChIP) ist eine sehr effektive Methode, um
Wechselwirkungen bzw. Assoziationen einzelner Proteine mit spezifischen DNA-Sequenzen
zu detektieren. Sie ist in der Molekularbiologie ein sehr hilfreiches Werkzeug um
Transkriptionsregulationen besser verstehen zu lernen. Sie basiert auf mehreren einzelnen
Schritten. Noch lebende Zellen werden mit Formaldehyd fixiert, welches die Vernetzung
(kovalente Bindung) der Proteine mit ihrer spezifisch gebundenen DNA verstarkt und den
Istzustand ,.einfriert”. Aus den nun fixierten Zellen wird ein Nukleusextrakt angefertigt und
die DNA durch sehr intensive Ultraschallstole auf eine gewilnschte Basenpaarlange
zerkleinert. Diese Zerkleinerung kann ebenfalls mit Restriktionsenzymen durchgefiihrt
werden. Das Chromatin wird im Anschluss Uber spezifische Antikorper gegen das
gewdlnschte Protein immunprézipitiert und kann Uber quantitative PCR (qPCR) oder auch
durch Sequenzierung genauer Untersucht werden. Die spezifisch an Brd4 gebundenen DNA-
Sequenzen werden in der Prazipitationsprobe selektiv angereichert. Abbildung 3 zeigt
schematisch den Ablauf der ChIP.

\‘k 2. Lyse - * .A Q
\ ~ — & P —
— o, —
— \"“-. ;I —_—
1. Fixierung mit 3. Zerkleinerung mittels 4. Detektion
Formaldehyd Ultraschall oder Enzymen mittels Antikorper
‘== e &
— Mt — A ] —
~ -~ & —
6. Reinigung
5. Prazipitation mittels Beads

Abbildung 3 Ablaufschema einer Chromatin Immunprézipitation. Zuerst werden die Zellen mit 1%igem Formaldehyd
fixiert und anschliefend ein Zellkernextrakt angefertigt. Dieser wird mittels Ultraschall behandelt um die DNA zu
fragmentieren. Die folgende Immunprézipitation wird mit spezifischen gegen das untersuchende Protein gerichteten
Antikorpern und Beads realisiert. Die prazipitierte DNA wird anschlieRend isoliert und gereinigt. Abbildung angelehnt aus
,.Current Protocols in Molecular Biology*.
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2 Aufgabenstellung

Ziel dieser Bachelorarbeit ist es, DNA-Bindesequenzen von Brd4 zu identifizieren und die
daraus folgenden regulatorischen Eigenschaften zu untersuchen.

Die Identifikation der Zielgene (,,Target“-Gene) von Brd4 wird nach dessen Uberexpression,
durch eine Chromatin Immunprazipitation (ChIP) und einer zur Analyse dienenden,
quantitativen PCR getestet. Im Zuge dieser Untersuchung wurde das Protokoll der Chromatin

Immunprézipitation individuell angepasst und optimiert.

Im Anschluss daran sollen daraus resultierende regulatorischen Verdnderungen auf
transkripitioneller Ebene untersucht werden. Dazu sollen quantitative Messungen der mMRNA

sowohl nach Uberexpression als auch ,,Knock Down* von Brd4 durchgefiihrt werden.
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3.1 Material

3.1.1 Verwendete Chemikalien

Chemikalie Hersteller
Acetat (Essigsaure) Merck, Darmstadt
30% Acrylamid/Bis Solution, 37,5:1 (2,6%) BIO-RAD, Miinchen
Ammoniumbicarbonat (NH,HCO3) Sigma-Aldrich, Miinchen
Bromphenolblau Carl-Roth, Karlsruhe

(3,3%,5,5°- Tetrabromphenolsulfonphtalein)

BSA (Bovine Serum Albumin) New England Biolabs, Frankfurt
Chloroform (Trichlormethan) (CHCls) Merck, Darmstadt
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPQO,) Merck, Darmstadt
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Biochrom, Berlin
ECL-Western Lightning Perkin Elmer Life Sciences, Rodgau
EDTA (Ethylendinitrilotetraessigsdure — C1oH16N>Og) Carl Roth, Karlsruhe
EGTA Sigma-Aldrich, Miinchen
(Ethylenglykol-bis(aminoethylether)-N-N’-tetraessigsdure -

C14H24N2010)

Ethanol Merck, Darmstadt
Ethidiumbromid Merck, Darmstadt
FBS (Fetal Bovine Serum) Biochrom, Berlin
Fugene 6 Transfektionsreagenz Roche Applied Sciences
Glycerin (Propan-1,2,3-triol) Biochrom, Berlin
HEPES Calbiochem/Merck, Darmstadt
Kaliumduhydrogenphosphat (KH,POy) Merck, Darmstadt
Kaliumchlorid (KCI) Merck, Darmstadt
LPA (Lineares Polyacrylamid) Sigma Aldrich, Miinchen
Magermilchpulver Gedimex, Gullegem (B)
Methanol (CH3;OH) Merck, Darmstadt
Natriumacetat AppliChem, Darmstadt
Natriumchlorid (NaCl) AppliChem, Darmstadt
NP-40 (Nonylphenylpolyethylenglycol/Nonidet® P40) AppliChem, Darmstadt
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Quick Start Bradford Dye Reagent (1x)

PBS-Dulbecco’s

Protease Inhibitor Cocktail (PIC)

BIO-RAD, Miinchen

Biochrom, Berlin

Roche Diagnostics, Mannheim

Phenol-Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1)

SDS ( Sodium Dodecyl Sulfat)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Triton X-100
Trizol

Tween 20 (Polysorbat 20) CsgH114026)

Uultra Pure Agarose
Ultra Pure TEMED
Isopropanol

3.1.2 Verwendete Gerate

Geriét
Real Time PCR

Blotting Kammer

Entwicklungsmaschine

Filkassette
Fluoreszenzmikroskop
Heizblock
Inkubator
Nanodrop
PVDF Membran
Tischzentrifuge
Mixer
Z&hlkammer
FACS

Qubit

Elektroporationsgerat

Typenbezeichnung

7900 HT Fast Real Time PCR System
Mini Protean

Curix 60

Hypercassette

Imager Z.1
Thermomixer Kompakt
Cytoperm 2

ND-100

Immobilion-P
Centrifuge 5424
Vortex Genie 2
Neubauer Improved
Calibur

Quantitation Platform

Gene Pulser™

AppliChem, Darmstad
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

Invirtogen

AppliChem, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Hersteller

Applied Biosystem
Biorad

Agfa

Amersham

Zeiss

Eppendorf

Heraeus Instruments
Thermo Scientific
Millipore
Eppendorf
Scientific Industries
Carl Roth GmbH
BD Biosciences
Invitrogen

Biorad
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3.1.3 Verwendete Kits

Kit

Qiaprep Spin Miniprep Kit (250)

Qiagen Plasmid Maxi Kit (25)

ECL-Kit

New England Biolabs Restriktionsenzym-Kit
Super-Script 11-Kit

SYBR Green PCR Master Mix

SYBR Green PCR Master Mix

Quant-iT dsDNA HS Assay Kit

RNase free DNase Set (50)

3.1.4 Losungen und Puffer

3.1.4.1 Agarose-Gelelektrophorese

TAE-Puffer (10x):

Tris-Acetat-EDTA-Puffer 04M
0,01 M
0,2M

4x Bromphenolblau-Ladepuffer 0,25 %
30 %

3.1.4.2 Proteinextraktion

Puffer A 10 mM
10 mM
3 mM
1mM

50 mi

Hersteller

Qiagen (Hilden)
Qiagen (Hilden)

Pierce (Rockford)
New England Biolabs (Frankfurt)
Invitrogen (Karlsruhe)

Applied Biosystem

Promega

Invitrogen (Karlsruhe)

Qiagen (Hilden)

Tris
EDTA

Acetat (Essigsaure)

Bromphenolblau

Glycerin

1 M Hepes, pH 7,4
5 M NaCl

1 M MgCl,
1MDTT

PIC

ddH,0

0,5 ml
100 pl
150 pl

50 pl

1 Tablette
49,2 ml
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Puffer B

3.1.4.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

SDS-PAGE Lauf Puffer:

4 x SDS-Ladepuffer

3.1.4.4 Western Blot

Transferpuffer:

Phosphatgepufferte Salzsdure

(PBS):

PBS-Tween

Blocking-Puffer:

10 mM
300 mM
20 mM
0,2U
1mM

50 ml

0,25 M
0,025 M
1%

1L

0,2M

8 % (w/v)
40 % (wiv)
0,4 % (wiv)

25 mM
192 mM

0,14 M
3,4 mM
10 mM
1,8 mM
1L

1L
0,05%

1 M Hepes, pH 7,4

5 M NaCl
1 M MgCl,
DNase
DTT

PIC
ddH,0

Glycin

Tris

100% SDS
ddH,0

Tris, pH 6,8
SDS
Glycerin

Bromphenolblau

Tris
Glycin

NaCl
KCI
Na,HPO,
KH,PO,
ddH,0

PBS

Tween20

BSA
PBS-T

0,5ml
3ml

1ml

5ul

50 pl

1 Tablette
45,45 ml

18,76 g
3,039
1g

39
1444

89
0,24g
144 ¢
0,24 g

500 pl

lg
50 mi
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Trisgepufferte Salzséure (TBS): 50 mM Tris, pH 7,4
150 mM NaCl
1L ddH,0
TBS-Tween: 1L TBS
0,05% Tween20 500 pl

3.1.45 Chromatin Immunpréazipitation

2,5 M Glycin Glycin 4,69 ¢
ddH,O 25 ml

11% Formaldehyd 50 mM 1 M Hepes-KOH, pH 7,6 0,5 ml
100 mM 5 M NaCl 200 pl
1mM 0,5M EDTA 20 pl
0,5 mM 0,5M EGTA 10 pl
11% 37% Formaldehyd 2,98 ml
10 ml ddH,O

Lysispuffer 1 (LB1) 50 mM 1 M Hepes-KOH, pH 7,6 5 ml
140 mM 5 M NaCl 2,8ml
1mM 0,5M EDTA 200 pl
10% 50% Glycerol 20 ml
0,50% 10% NP-40 5ml
0,25% 10% Triton X-100 2,5ml
100 ml ddH,0 64,5 ml

Lysispuffer 2 (LB2) 10 mM 1 M Tris-HCI, pH 8,0 1ml
200 mM 5 M NaCl 4 mil
1mM 0,5M EDTA 200 pl
0,5 mM 0,5M EGTA 100 pl
100 ml ddH,O 94,7 ml

Lysispuffer 3 (LB3) 10 mM 1 M Tris-HCI, pH 8,0 600 pl
100 mM 5 M NaCl 1,2ml

1 mM 0,5M EDTA 120 pl
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Blocking Solution

Waschpuffer

TE w NaCl

Elutionspuffer

3.1.5 Medien

3.1.5.1 Zellkultur

DMMEM (+ Glu, - FCS, -AB)

DMMEM (+ Glu, + FCS, -AB)

0,5 mM
0,10%
0,50%
60 ml

50 ml

50 mM
500 mM
1mM
1%
0,70%
100 ml

0,99%
50 mM

50 mM
10 mM
1%

15 ml

500 ml DMEM

0,5M EGTA

10% Na-Deoxycholate
30% N-lauroylsacrosine
ddH,0

10x PBS
BSA
ddH,0

1 M Hepes-KOH, pH 7,6
5 M LiCl

0,5M EDTA

10% NP-40

10% Na-Deoxycholate
ddH,0

IXTE
5 M NaCl

1 M Tris-HCL, pH 8,0
0,5M EDTA

10% SDS

ddH,0

2 mM Glutamin
500 ml DMEM
2 mM Glutamin
10% FCS

60 pl
600ul
1ml
56,4 ml

5ml
250 mg
45 ml

10 ml
20 ml
400 ul
20 ml
14 ml
135,6 ml

19,8 mi
200 pl

750 pl
300 pl
1,5ml
12,45 ml
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DMMEM (+ Glu, + FCS, +AB) 500 ml DMEM
2mM Glutamin
10% FCS
100 U Penicilin/Streptomycin

3.1.5.2 Bakterien

LB-Medium 59/l Hefeextrakt
10 g/l Trypton
0,5-10 g/l NaCL

LB-Selektionsmedium LB-Medium
1/1000 Antibtiotikum

LB-Medium-Selektionsplatte LB-Medium
15 g/l Bacto-Agar
1/1000 Antibiotikum

3.1.6 Mikroorganismen

Elektrokomponente DH5a wurden bei der Transformation der Plasmid-DNA verwendet.

3.1.7 Séaugerzellen

Humane embryonale Nierenzellen (HEK293T, engl.: human embryonic kidney) sind sehr
beliebte Zelllinien in der Zellbiologie fur Experimente in S&ugetiersystemen. Sie sind leicht in

der Handhabung und einfach zu kultivieren und transfizieren.

Die polypoiden Zellen sind eine Variante der Zelllinie, die ,,SV40 large T-Antigen"

exprimieren, welches die DNA-Replikation von Plasmiden erméglicht.
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3.1.8 Plasmide

3.1.8.1 pcDNA4/His C

poDNAd/Hia ©
5098 bp

Abbildung 4 Schematische Darstellung des
pcDNA4/His C Vektors. Dargestellt ist das 5096bp
umfassende Plasmid mit seinen
Restriktionsschnittstellen. Der Vektor besitzt das
Antibiotikaresistenzgen fur Ampicilin sowie einen 6
His- und  X-press-Tag.  (entnommen  aus:
http://www.lablife.org/p?a=vdb_view&id=g2%2e4sj
Ae8mkPxGSabg%2eUXLFpL%2etxqU%2d)

Der pcDNA4/His C Vektor wurde zur Transfektion in HEK293T-Zellen fir die spéatere

Chromatin Immunoprézipitation genutzt. Der Plasmid enthalt das vollstandige humane Brd4

Gen an dessen N-Terminus ein X-Press-Tag fusioniert wurde. Dieser enthdlt die

Aminosduresequenz —Asp-Leu-Tyr-Asp-Asp-Asp-Lys-. Ebenso enthdlt der Vektor als

Selektionsmarker das Resistenzgen gegen Ampicilin und wurde von der Arbeitsgruppe zur

Verfligung gestellt.
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3.1.8.2 pEGFP-C1

Abbildung 5 Schematische Darstellung des
PEGFP-C1 Vektor. Dargestellt ist der 4738 bp groRe
Vektor mit dem Kanamycinresistenzgen und
mehreren Restriktionsschnittstellen. (enthommen aus:
http://www.lablife.org/p?a=vdb_view&id=g2.jhM75
AFSGnfZ8WtEeOcS2bUKY8I-)

/ ¥4
{ pEGFP-C1

4731 bp

Der pEGFP-C1 Vektor beinhaltet eine

Fluoreszierneden Proteins (GFP), welche fir ein breiteres Fluoreszenzspektrum und die

ins Rot verschobene Variante des Grin

Expression in Saugerzellen optimiert wurde. (Anregung bei 488 nm und Emission bei 507

nm) Zusatzlich besitzt er das Kanamycinresistenzgen zur Selektion, sowie mehrere
Restriktionsstellen.

3.1.8.3 pcDNA3 N-TAP

Abbildung 6 Schematische Darstellung des pcDNA3

N-TAP Gateway
vector

ProtA
CMV

ProtA

~ TEV

< 0 CalMBdgS

] auR?2

AMP*

N-TAP Vektor. Dargestellt ist der 7737 bp groRe
Leervektor des pcDNA3 N-TAP Vektor. Er besitzt ein
Ampicilin- und Kanamycin-Resistenzgen, sowie die
Sequenzen fur ein Protein A und Calmodulin Tag fur
die Proteinexpression.
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Der Plasmid pcDNA3 N-TAP wurde in dieser Arbeit fur die Uberexpression des humanen
Brd4 in Sdugerzellen und der spateren Chromatin Immunprazipitation uber den fusionierten
Protein A-,,Tag“ verwendet. Er enthalt die Sequenzen fur eine Ampicilinresistenz, sowie eine

weitere Sequenz fir einen Calmodulin-,,Tag*.

3.1.8.4 pSuper.retro.puro

Abbildung 7 Schematische Darstellung des
pSuper.retro.puro Vektors. Dargestellt ist der
pSuper.retro.puro mit seinem Ampecilinresistenzgen,
den Schnitstellen Sall und Notl und dem Polymerase-
Il H1-RNA Gene Promoter. (enthommen aus:
http://www.lablife.org/p?a=vdb_view&id=g2..8._WZ
JWNUBuUkzLGT_JgOCROO0e0-)

PSUPER, retro,puro
6349 bp

Der pSuper.retro.puro Vektor wird genutzt um spezifisch Gene herunterzuregulieren. Dies
wird mittels der short hairpin RNA realisiert. Der pSuper.retro.puro Vektor besitzt
Polymerase-Il11 H1I-RNA Gene Promoter der die Synthese von shRNA Transkripten steuert.
Diese shRNA enthalten eine 19 NukleotidgroRe Sequenz die komplementér zu der mRNA des
untersuchenden Gens ist und werden in der Zelle Gber mehrere Enzyme in die regulierende
shRNA umgewandelt. pSuper.retro.puro besitzt ebenso ein Ampecilinresistenzgen, sowie

mehrere Restriktionsschnittstellen, unter anderen Sall und EcoRl.
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3.1.9 Antikorper

) . ) . Verdinnung
Antikorper Wirt Klonalitat Firma
ChipP Western Blot
1gG; a-XPress | mouse | monoclonal Invitrogen® 1:1500 1:2000
Dynabeads . ®
) - - Invitrogen 70 pl -
Protein G
Dynabeads - - Invitrogen® 30 pl -
Protein A
. Jackson
a-1gG rabbit | polyclonal 1: 750 1:1000
ImmunoResearch®
Jackson
a-Mouse-HRP goat - - 1:50000
ImmunoResearch®
) Jackson
a-Rabbit goat - - 1:10000
ImmunoResearch®
3.1.10 Enzyme
3.1.10.1 Restriktionsenzyme
Enzym Units Hersteller Schnittstelle
BamH1 20 U/ul New England Biolabs 5. ..GGATCC...&
3...CCTAGG...5
Notl 10 U/l New England Biolabs 5 ..GCGGCCGC...3
3...CGCCGGLG...5
Bglll 10 U/pl New England Biolabs 5. AGATCT... 3
3. . TCTAGA. . .5
Sall 20 U/l New England Biolabs 5 ..GTCGAC...3
3...CAGCTG...5
EcoRl 20 U/ul New England Biolabs 5 .. GAATTC...3
3...CTTAAG...5
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3.1.11 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion® hergestellt.

3.1.11.1 gPCR Primer fur ChIP-Analysen

Ccnd1: Forward: 5°...CGGGCTTTGATCTTTGCTTAAC...3*
Reverse: 5¢..CAACTTCAACAAAACTCCCCTGTA...3°
TiDpl: Forward: 5¢...GGGCATTTCCGTCTGGCGAA...3°

Reverse: 5¢... TGAGAGCGGAGCTGGCCAAAC...3°
Orc2L: Forward: 5...TCTGCCCCGCAGTTATAGGC...3
Reverse: 5...AACCAGAGGGCTTCGTAAGC...3
Mcm2: Forward: 5"...CGCCTACCTACCACTGACCTGG...3"
Reverse: 5... TCTGGGGCGCAGCTACTTTCT...3
Pop1: Forward: 5...GGGGATTCCTCACAGCGTC...3
Reverse: 5"...GCATCCTGGAAGGCACCAG...3"
SOD1: Forward: 5°...CGCGGAGGTCTGGCCTATAA...3
Reverse: 5°...CGTCGCCATAACTCGCTAGG...3"
GABPA: Forward: 5...TGTACGCATGCGCTCTTTGA...3’
Reverse: 5...ACGAACAGGACGCTGACTCG...3"
HMOX1: Forward: 5...GAAGGCGGATTTTGCTAGATTT...3
Reverse: 5...CTCCTGCCTACCATTAAAGCTG...3
13/14: Forward: 5...AGGTTTGCTGAGGAACCTTGA...3

Reverse: 5'...ACCGAAACATCCTGGCTACAG...3’
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3.1.11.2 cDNA-Primer flr Expressionsanalysen

Ccnd1:

TfDp1:

Orc2L:

Pop1:

SOD1:

GABPA:

HMOX1:

Brd4 Exon 18:Forward:

Brd4 Exon 5:

HPRT:

Forward :

Reverse:

Forward :

Reverse:

Forward :

Reverse:

Forward :

Reverse:

Forward :

Reverse:

Forward :

Reverse:

Forward :

Reverse:

Reverse:

Forward:

Reverse:

Forward:

Reverse:

5"...GAGGAGCTGCTGCAAATGGA...3

5. TTGTTCTCCTCCGCCTCTGG...3’

5"... CCCAGCACTCACTTTGCCTCT...3

5... TCTCCTTTCCTGTTGCGCTTC...3’

5"... GAGCCAGCAAATCATTGGTCA ...3°

5"... TCCCACATGAGAGGAGCATTG...3°

5"... CCATGAGCCACAACGTCAAAC ...3°

5"... GTACGGCTTTCTCCGCCTCTT...3"

5"... GCACACTGGTGGTCCATGAAA ...3°

5"... CAAACGACTTCCAGCGTTTCC...3"

5°... TGCGAAAGCAGCCAAAGTACA ...3°

5... GGATTTGGCCATTGTTTCCTG...3"

5"... AGACGGCTTCAAGCTGGTGAT ...3°

5... CCTTGTTGCGCTCAATCTCCT...3"

5'... GAAATGAAGCCTGTGGATGTCG...3’

5... TCGGCTCCTGTTTCTGTTTGTC...3"

5... AACCTGGCGTTTCCACGGTA ...3°

5"... GCCTGCACAGGAGGAGGATT ...3°

57... AGGAAAGCAAAGTCTGCATTGTT ...3°

5... GGTGGAGATGATCTCTCAACTTTAA ...3°
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur

3.2.1.1 Kultivierung von S&augerzellen

Das von den Zellen verbrauchte Medium wird aus der Kultivierungsflasche abgesaugt und die
in der Flasche verbliebenen Zellen einmal mit 10 ml PBS gewaschen, welches im Anschluss
wieder entfernt wird. Zum Abldsen der Zellen vom Flaschenboden wird 1 ml Trypsin an den
Rand der Flasche pipettiert, kurz ber die Zellen geschwenkt und wieder 0,5 ml des Trypsins
aus der Flasche entnommen. Die Flasche wird anschliefend fir 3-4 min in den 37°C-
Inkubator gestellt, bis sich alle Zellen vom Boden geldst haben. Um die Zellen nun besser zu
vereinzeln, wird 3-4 mal mit dem Handballen gegen die Kulturflasche geschlagen und das
Resultat unter dem Mikroskop begutachtet. Sind alle Zellen geldst und vereinzelt wird 12 ml
DMEM-Medium mit Glutamin, FCS (fotales Kéalberserum) und Antibiotikum auf die Zellen
gegeben und durch mehrmaliges auf- und abpipettieren die Zellsuspension durchmischt,
wobei das im Medium enthaltene FCS das Trypsin deaktiviert. Bei einer 1:3 Passage der
Zellen werden nun 4 ml entnommen, diese in eine neue Flasche Gberfiihrt und mit 9 mi
frischem DMEM-Medium aufgefillt, sodass sich in der neuen Flasche wieder 13 ml Medium
mit Zellen befindet. Bei einer 1:4 beziehungsweise 1:2 Passage werden dementsprechend 3 ml
beziehungsweise 6 ml Zellsuspension entnommen und diese auf 13 ml aufgefullt. Bis zur
weiteren Verwendung der Zellen werden diese in den Inkubator bei 37°C kultiviert, wobei der
Deckel, sofern er keine Luftlécher besitzt, zur Schaffung idealer Kulturbedingungen der

Zellen, leicht aufgedreht sein sollte.

3.2.1.2 Transfektion von Saugerzellen

Unter Transfektion wird die Einbringung von Fremd-DNA in eukaryotische Zellen
bezeichnet. Bei der zeitweiligen (transienten) Transfektion wird die DNA nicht in das
Wirtsgenom eingebaut, sondern verbleibt extrachromosomal im Zellkern und geht nach
einiger Zeit durch Zellteilungen wieder verloren. Jedoch geschieht dies langsam, sodass
genugend Zeit verbleibt, um Proteine, die auf der eingebrachten DNA kodiert sind, zu

exprimieren beziehungsweise endogene Proteine zu regulieren.
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Beim Einschleusen der Fremd-DNA in die Wirtszelle werden bestimmte
Transfektionsreagenzien bendtigt. Bei der hier angewandten Lipidtransfektion wird die DNA
mit einer Lipidhllle versehen, sodass diese durch die fir Lipide semipermeable Membran
hindurch diffundieren kdnnen.

Das verbrauchte Medium der eingesaten Zellen wird abgesaugt und mit entsprechender
Menge an frischem Medium mit FCS und Glutamin, jedoch ohne Antibiotikum ersetzt und
die Zellen bis zur anschlieBenden Transfektion wieder in den auf 37°C erwdrmten

Brutschrank gestellt.

Je nach Transfektionsreagenz weichen die einzelnen Durchfiihrungen leicht voneinander ab.
Bei den verwendeten HEK293T-Zellen, in 6 cm Platten, wird 6,9 pl des flr die Transfektion
bendtigte Fugene mit 223 pl DMEM-Medium ohne FCS und Antibiotikum vermengt, kurz
durchmischt und fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wird 2,302 pg
Plasmid-DNA zugegeben und fiir weitere 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. In dieser Zeit
bildet das Fugene die oben angesprochenen Lipidvesikel um die Plasmid-DNA. Nach der
Inkubationszeit wird das Gemisch tropfchenweise Uber die Zellen gegeben und leicht

geschwenkt.

3.2.2 Transformation elektrokompetenter E.coli (Escherichia coli)

Bakterien enthalten zusétzlich zu ihrem grofRen ringformigen DNA-Molekdl weitere, Kleinere
ringférmige, autonom replizierende DNA-Plasmide, die keine lebenswichtigen Gene
enthalten. Sie enthalten zum Beispiel Antibiotikaresistenzgene, die zum Uberleben in
feindlicher Umgebung von grolRer Bedeutung sind. Durch solche Plasmide kdnnen zwischen
Bakterium und AuRenwelt DNA-Fragmente Ubertragen werden, die das Bakterium dann

vermehren und weiter vererben kann.

Als Vektoren sind sie in der Molekularbiologie ein wichtiges Hilfsmittel um Proteine oder
Gene zu vervielfaltigen. Plasmide enthalten auf ihrem Ring eine Vielzahl von Genen, wobei
mindestens eine Sequenz als Replikationsursprung dient. Je nach seiner Lage werden vom
Plasmid wenige (,low-copy*) oder viele (,high-copy”) Kopien hergestellt. Durch
verschiedene Methoden der Molekularbiologie, wie der Klonierung, lassen sich bestimmte
DNA-Fragmente, sowie Antibiotikaresistenzen und Schnittstellen flr Restriktionsenzyme, in
den Vektor einbauen, die im spateren Verlauf zur Identifizierung und Selektion von Nutzen

sind.
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Um solche Plasmide in Bakterium einzuschleusen, benutzt man in der Forschung die
sogenannte Transformation. Unter ihr versteht man grundsatzlich das Einbringen von Fremd-
DNA in Bakterienzellen. Diese Transformation kann elektrisch oder auch chemisch
durchgefuhrt werden

Die elektrische Transformation geschieht tiber das Verfahren der Elektroporation. Bei diesem
Verfahren werden die Zellwande der Bakterien kurzzeitig durch eine hohe Spannungszufuhr
permeabel, wodurch die Plasmide in die Zelle diffundieren kdnnen. Nach dem elektrischen
Schock wird die Membran sofort wieder undurchlassig und die DNA bleibt in der Zelle
eingeschlossen. Die Transformationsrate héngt fast ausschlielich von der Reinheit der
transformierten Plasmide ab. Befinden sich Salzionen in der Lésung, kann dies zu kleineren

Explosionen flhren, die die Zellen komplett zerstoren.

40 pl elektrokompetenter E.coli-Zellen werden mit 0,5 pl Plasmid-DNA oder 1 pl
Ligationsansatz vermengt und in eine 1 ml Elektroporationskiivette tberfiihrt. Die Bakterien-
DNA-LOsung wird bei 1,5 kW, 200 Ohm und 25 pF fir ca. 2 Sekunden in dem BIO-RAD
Gene Pulser™ elektroporiert. Zum Ausspiilen der Kivette wird 800 pl LB-Medium
verwendet. Die Losung wird anschlieBend in eine 1,5 ml Eppendorf Kivette Gberfihrt und fur
30 min im 37°C-Schiittelinkubator gestelit.

10 pl der transformierten Zellen oder der gesamte Ansatz einer Ligation, werden steril Gber
Feuer mit Hilfe einer zum Drygalski-Spatel geformten Glas-Pasteur-Pipette auf einer LB-

Agar-Selektionsplatte ausplattiert und tber Nacht in einem 37°C-Inkubator aufbewahrt.

3.2.3 Plasmid-DNA Extraktion

Um die Plasmide, die in Bakterienzellen repliziert wurden, aus ihnen wieder zu extrahieren,
wird oft die sogenannte ,alkalische Lyse“ verwendet, bei der unter Verwendung von
Lysozym die Bakterien aufgeknackt werden und die Plasmid-DNA durch eine Anionen-

Austauscher-Saule von dem Bakterienchromosom und Proteinen isoliert wird.

Die Methode der Alkalischen Lyse ist die am haufigste benutzte Methode. Sie ist sehr schnell

und fihrt zu einem sehr hohen Reinheitsgrad der DNA.

Eine auf einer LB-Agar-Selektionsplatte gewachsenen Bakterienkolonie wird gepickt und fir
12-16 Stunden im LB-Selektionsmedium in einem Schittelinkubator bei 37°C herangezogen.

Die Bakterien werden anschlieBend mittels Zentrifugation (1 min, maximale Drehzahl)
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pelletiert, der Uberstand verworfen und das Pellet mit enthaltener Plasmid-DNA gemaR
Hersteller-Anleitung des QlAprep Spin Miniprep Kit (250) extrahiert, deren Prinzip auf der
alkalischen Lyse von Birnboim und Doly basiert.

Die Bakterien werden durch NaOH/SDS mit RNase lysiert. SDS 16st die Phospholipide und
proteonische Bestandteile der Zellmembran auf, wéhrend die Zugabe von NaOH den pH-Wert
in den Bakterien deutlich in den basischen Bereich verschiebt. Dadurch werden die
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den DNA-Doppelstrangen der chromosomalen
Bakterien-DNA, sowie der Plasmid-DNA aufgebrochen. Mit Hilfe einer Zentrifuge kdnnen
diese schwereren Bestandteile des Lysats abgetrennt werden. Proteine, genomische DNA-
Fragmente, sowie Zellmembranbestandteile befinden sich im Pellet, die Plasmid-DNA im
Uberstand.

Mittels der anionischen Austauschersaule wird die Plasmid-DNA durch verschiedene
Waschschritte gereinigt und die DNA mit Hilfe einer Eluationsldsung vom Filter geldst.

3.2.4 Plasmid-DNA Extraktion (Maxipraparation)

Die Maxipréparation entspricht der Plasmid-DNA-Extraktion im groen Ansatz. Sie wird
genutzt, wenn die zu extrahierende DNA fur weitere Versuche besonders rein sein muss
(endotoxin-frei) und groRere Mengen an DNA bendtigt werden. Die DNA wird tiber mehrere

Schritte aus DHS5a Bakterienzellen isoliert und gereinigt.

Die Maxipriparation wurde mit Hilfe des ,,QIAgen EndoFree Plasmid Maxi Kit*
durchgefuhrt.

3.2.5 Restriktion der DNA mit Hilfe von Endonukleasen

Das Schneiden der DNA mittels Restriktionsenzymen (Endonukleasen) wird zur
Identifizierung von Konstrukten verwendet. Hierfir werden bestimmte Enzyme benutzt, die
an spezifische DNA-Sequenzen binden und Doppelstrangbriiche erzeugen. Die
Erkennungssequenzen bestehen meist aus palyndromischen Nukleotidabfolgen (von vorne
und hinten identisch lesbar) von 4-8 Basenpaaren. Es kénnen sowohl glatte (engl.: blunt ends)

als auch versetzte (engl.: sticky ends) Doppelstrangbriiche entstehen, je nach verwendetem
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Enzym. Diese sticky ends finden besonders bei dem Klonieren von PCR-Produkten

Anwendung.

Restriktionsenzyme werden aus bestimmten Bakterien gewonnen und werden entsprechend
ihrer Erkennungssequenz so gewahlt, dass sie an den Stellen den Vektor schneiden, an denen
die gesuchten Basenabfolgen liegen. Die Enzyme lagern sich an ihrer Erkennungssequenz an
und spalten unter Wasserfreisetzung den DNA-Doppelstrang.

Reagenzien Volumen (ul) | Endangabe
Plasmid-DNA 5 1-2 pg

10 x New England Biolabs-Reaktionspuffer 2 1x

10 x BSA (10 pg/ul) (wenn von Enzym bendtigt) 2 1x
Restriktionsenzym 1 (Sall (20 U/ul)) 0,5 10U
Restriktionsenzym 2 )EcoRI (20 U/ul)) 0,5 10U
Doppelt destilliertes Wasser 10

Gesamtvolumen 20

Tabelle 1 Pipettierschema einer Restriktion mit Endonukleasen.

Die Materialien werden nach dem Pipettierschema in Tabelle 1 auf Eis zusammengefiligt und
danach fiir 60 min bei 37°C inkubiert.

Das Volumen der Restriktionsenzyme wird entsprechend ihrer Units pro pl angeglichen. Wird
nur ein Enzym verwendet, oder kein BSA von den Enzymen benétigt, wird das Volumen

durch doppelt destilliertes Wasser ersetzt.

3.2.6 Agarosegel -Elektrophorese

Die Agarosegel-Elektrophorese ist die einfachste Methode um unterschiedlich groRe DNA-
oder RNA-Fragmente zu trennen und zu identifizieren. Mit Hilfe eines elektrischen Feldes,
das an das Gel angelegt wird, werden die DNA-Fragmente ihrer GréfRe nach aufgetrennt,
indem sie unterschiedlich stark durch die Porenstruktur des polymerisierten Gels aufgehalten

werden. Die DNA ist aufgrund der enthaltenen Phosphatgruppe negativ geladen und bewegt
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sich dadurch bei einer angelegten Spannung von 50 bis 150 Volt auf die Anode, dem Pluspol,
zu. Kleinere Fragmente wandern schneller beziehungsweise weiter ins Gel hinein als groRere.
Mit Hilfe von Ethidiumbromid kdnnen spéter unter UV-Licht die Banden sichtbar gemacht
werden. Ethidiumbromid, das wéahrend des GelgieRens in das Gel eingearbeitet wird,
interkaliert in den DNA-Strang, indem es sich zwischen die einzelnen Basen schiebt. Aus
diesem Grund ist Ethidiumbromid auch hdchst toxisch. Durch diese Interkalierung kann es zu
Storungen bei der Replikation und Transkription kommen. Es sollten beim Umgang
besondere Vorsichtsmanahmen getroffen werden.

Die Agarose wird nach entsprechender Gelkonzentration, d.h. der vermuteten GroRRen der
DNA-Fragmente, siehe Tabelle 2, eingewogen und in 100 ml 1x TAE-Puffer durch
wiederholtes Aufkochen in einer Mikrowelle volistandig gelost. Die Lésung wird abgekihlt
und im Anschluss mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid versehen. Fir eine bessere Verteilung des
Farbstoffes wird das Gel leicht geschwenkt und Ethidiumbromid mit einer Pipette homogen
im Gel verteilt. Das Gemisch wird anschliel3end blasenfrei in einen Schlitten flir die Agarose-
Gelelektrophorese-Apparatur Gberfuhrt und der Kamm, flr die spéter zu befiillenden Taschen
eingesetzt. Nach vollstandiger Polymerisation des Gels, wird dieses mit 1x TAE-Puffer

bedeckt und vorsichtig der Kamm entfernt.

Die Taschen werden nun mit 30 pl DNA-Probe (die zuvor mit 4x Bromphenolblau-
Ladepuffer (1:4 Verdlinnung des Puffers) angefarbt wurden) und 5 pl des DNA-Markers
gefullt. Die Agarosegel-Elektrophorese wird mit 120 Volt gestartet und nach gewdinschter

Zeit gestoppt.

Zur Auswertung des Gels wird dieses mit UV-Licht bestrahlt und abfotografiert.

Agarose-Gel-Konzentration DNA-FragmentgroRe (bp)

0,8 % <1000
1,0% ~1000
1,2 % >1000

Tabelle 2 Gelkonzentration fiir unterschiedlich erwartete DNA-Fragmente
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3.2.7 DNA-Konzentrationsbestimmung

3.2.7.1 Nano-Drop Messung

Die Nano-Drop-DNA-Konzentrationsmessung ist eine einfache Methode um moglichst
prazise Konzentrationen zu ermitteln. Bei der Bestimmung der DNA-Konzentration wird die
optische Dichte der zu untersuchenden Probe bei 260 nm gemessen (Absorptionsmaximum
von DNA) und mittels einer Formel, bestehend aus der gemessenen optischen Dichte, der
DNA-Verdunnung und einem fiir DNA spezifischen Multiplikationsfaktors, errechnet:

C [ng/ul] = ODygo * Verdiinnungsfaktor * Multiplikationsfaktor

Um die Reinheit der Probe zu untersuchen, wird das Verhaltnis aus der optischen Dichte bei
260 nm und 280 nm (das Absorptionsmaximum von Proteinen) errechnet. Liegt der Wert um
den Zahlenwert 2, so kann von einer geringen bis keiner Proteinkontamination ausgegangen

werden.

Bei der Nano-Drop-Messung wird 1 pl der Probe auf die dafiir vorgesehene Vorrichtung
pipettiert, worauf anschliefend die Konzentration nach zuvor beschriebenem Prinzip ermittelt

wird.

3.2.7.2 Qubit®-Fluorometer Messung

Mit Hilfe der DNA-Konzentrationsmessung mit Qubit®-Fluorometer der Firma Invitrogen
konnen bereits wenige Nanogramm an DNA oder RNA ermittelt werden. Die zu messende
Probe wird geméR des Quant-iT™ dsDNA HS Assay Kit prépariert und anschlieend im

Fluorometer gemessen.

3.2.8 Proteinextraktion aus Zellkulturzellen

Um Proteine beispielsweise flr einen Western Blot nutzen zu kénnen, missen diese zuerst
aus den Zellen isoliert werden. Dabei werden Zellkulturzellen zuerst von ihrem

Wachstumsuntergrund abgeltst und anschlieRend tiber mehrere Schritte lysiert.

Zunéchst wird das verbrauchte Medium der, in den Platten befindlichen Zellen abgesaugt und
die Zellen mit 1-2 ml auf 37°C erwédrmten PBS gewaschen. Nach Absaugen des PBS wird 75

pl Lysepuffer A auf die gewaschenen Zellen gegeben und mit einem Spatel die Zellen vom
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Untergrund abgeschabt. Die im Lysepuffer A aufgenommenen Zellen werden mittels einer
Pipette in ein 1,5 ml Eppendorfgefal tberfiihrt und entweder in Trockeneis schockgefroren
oder bis zur weiteren Anwendung auf Eis gelagert. Nach 10 min Inkubation auf Eis wird das
Lysat 10-mal durch eine Nadel gezogen und im Anschluss 8,25 ul 5 molares NaCl
hinzugegeben. Die Zellsuspension wird fir 20 min bei 4°C rotiert und anschliefend flir 5 min
bei 5.000 rpm bei 4°C zentrifugiert.

Der Uberstand wird vorsichtig abgenommen und in eine neues EppendorfgefaR tberfiihrt. Das
verbleibende Pellet wird in Lysepuffer B (DNase enthaltener Puffer) resuspendiert und 30
min bei 37°C inkubiert. Nach Zentrifugation bei 4°C, 5 min, 5.000 rpm wird der Uberstand

erneut abgenommen und mit dem ersten vermengt.

3.2.9 Proteinkonzentrationsbestimmung nach der Bradford-Methode

Um die Proteinkonzentration nach der Isolation bestimmen zu kénnen, wird der sogenannte
Bradford-Test durchgefiihrt. Dieser ist eine sehr empfindliche photometrische Methode,

welcher die Proteinkonzentrationen bis zu 1 pg/ul detektieren kann.

Der in der Bradfordlésung enthaltene Triphenylmethanfarbstoff Coomassie-Brillant-Blau G-
250 besitzt in kationischer, ungebundener Form ein Absorptionsmaximum von 470 nm. Bildet
er mit Proteinen Komplexe, so verschiebt sich das Maximum aufgrund der Stabilisierung der
unprotonierten Form in den blauen Bereich, bei 595 nm. Dies ist auch visuell sichtbar, da sich
bei erhdhter Proteinkonzentration der rote Farbstoff sich immer stérker in seine blaue Form
verandert. Vor der eigentlichen Proteinkonzentrationsbestimmung ist eine Kalibrierung
notwendig. Als Standardprotein wird hierbei BSA (engl.: Bovine Serum Albumine)

verwendet, welches man in definierten Konzentrationen einsetzt.

Zuerst wird eine Eichreihe mit BSA gemal Pipettierschema Tabelle 3 zusammengefugt, 5
min bei Raumtemperatur inkubiert und anschliefend bei 595 nm vermessen. Die Werte

werden auf ein Diagramm aufgetragen und eine Ausgleichsgerade gezogen.

Parallel werden 18 ul doppelt destilliertes Wasser mit je 2 pl der Proteinprobe und 1 ml
Bradford vermischt und ebenfalls fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wird das
Gemisch in eine Glaskuvette Uberfihrt und ebenfalls bei 595 nm photometrisch untersucht.
Die Absorptionswerte werden in die Eichgeraden eingetragen und der entsprechende

Proteingehalt anhand der Geradenformel bestimmt.
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Eichreihe o124 ]6]|8/]10

BSAlug/ul[u| 0| 1|24 |68 /|10

ddH,O[ul] |20]19|18|16|14|12]10

Bradford[ml] |1 |1 |1 |1 ]|]1]|1]1

Tabelle 3 Pipettierschema fur die Bradford-Eichreihe

3.2.10 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Zur Analyse von Proteinen wird h&ufig die SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate —
Polyacrylamidgel-Elektrophorese) verwendet, die es moglich macht, Proteine nach ihrem
Molekulargewicht zu trennen. Die zu analysierenden Proteine werden mit Hilfe des
anodischen Detergenz SDS (engl.: Sodium dodecyl sulfate) entfaltet und mit einer negativen
Gesamtladung versehen. Um eine noch bessere Denaturierung zu erreichen, werden zusétzlich
zum Natriumdodecylsulfat die Proben bei grofRer Hitze gekocht. Das bei dieser Methode
verwendete polymerisierte Polyacrylamidgel weist eine Siebstruktur auf, die es ihm, mit Hilfe
eines am Gel angelegten elektrischen Feldes moglich macht, Proteine aufzutrennen. Da alle
Proteine eine gemeinsame negative Gesamtladung tragen, wandern diese zur Anode und
werden lediglich der GroRe nach getrennt, da kleinere Proteine schneller, und somit weiter

durch das Porengeflecht wandern.

Die Materialien fiir das Trenngel werden gemaR Tabelle 4 auf Eis zusammengefugt. Die
Gelkonzentrationen werden nach den zu erwartenden Molekulargewichten der zu

untersuchenden Proteine gewahlt.

Trenngel % 55 8 10 11,25 12,5 13,5 15

30% Acrylamid | ml | 0,85 1,38 1,63 1,85 2,09 2,25 2,5

1,5M Tris ml | 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25

dd Wasser ml | 2,88 2,38 2,09 1,85 1,63 1,5 1,25

10% APS pl | 16,25 | 16,25 | 16,25 | 16,25 | 16,25 | 16,25 | 16,25

TEMED pl 3,38 3,38 3,38 3,38 3,38 3,38 3,38
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Sammelgel % | 45 5 6 6,5 | 7,5

30% Acrylamid | ml | 0,3 | 0,34 | 0,4 | 0,45 | 0,5

1,5M Tris m |05 05 [05(| 05 |05

dd Wasser m | 12 (117 | 1,1 | 1,05 1

10% APS pl | 20 20 20 20 20

TEMED pl 2 2 2 2 2

Tabelle 4 Pipettierschema fiir SDS-Gelelektrophorese. Aufgetragen sind unterschiedliche Gelkonzentrationen und die
entsprechende Menge der dafiir notwendigen Chemikalien.

Die LoOsung des Trenngels wird nun zwischen zwei geséuberten Glasplatten der
Polyacrylamidgel-Elektrophorese-Apparatur bis ca. 2 cm unter dem Plattenrand gegossen und
mit ca. 0,5 ml Isopropanol oder Wasser tberschichtet, um eine glatte Kante des Gels zu
erzeugen. Nach der Polymerisation wird das Isopropanol beziehungsweise Wasser
abgeschiittet und das Sammelgel auf das Trenngel bis zur Glaskante gegossen. Zum Schluss
wird der Kamm fir die Taschenbildung (fur die Probenaufnahme), blasenfrei vor Aushérten

des Gels am oberen Rand platziert.

Ist das Gel polymerisiert, wird es in die daflr vorgesehene Polyacrylamidgel-Elektrophorese-
Kammer eingesetzt und diese mit 1x SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese-Laufpuffer
gefullt. Der Zwischenraum zwischen zwei gegentberliegenden Gelen sollte komplett, und der
aullere Raum bis zum einem Viertel mit SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese-Laufpuffer
gefullt sein. Nun kdnnen vorsichtig die Kdmme gezogen und notfalls mit einer Nadel alle
Taschen von stérenden polymerisierten Féden des Gels befreit werden. Zur Entfaltung der
Proteine mittels 4x SDS-Ladepuffer mischt man die Proteinprobe 3:1 mit SDS und kocht sie
bei 99°C fir 10 min. AnschlieBend werden die Taschen mit 30 pul oder eine definierte Menge
der Proteine gefiillt. Zur besseren Ubersicht und spateren Analyse wird 5 pl vorgefarbten
Proteinmarker in eine Tasche gefullt und noch leeren Taschen mit 5 pl 4x SDS-Ladepuffer
versehen. Die Polyacrylamidgel-Elektrophorese wird mit 80 Volt gestartet, bis die Lauffront
der Proteine in das Trenngel gewandert ist, woraufhin die Voltzahl auf 120 erhéht wird. Die

Elektrophorese kann nach gewtinschter Zeit beendet werden.
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3.2.11 Western Blot

3.2.11.1 Tank-Blot Verfahren

Die nach Molekulargewicht getrennten Proteine mittels SDS-PAGE konnen flr eine
einfachere Handhabung und Detektion mittels AntikOrper auf eine Membran, PVVDF oder
Nitrozellulose, ubertragen werden. Hierbei wird sich wieder einem elektrischen Feld beholfen

um die negativ geladenen Proteine auf die Membran zu tberfiihren.

Die PDVF-Membran wird auf die GroR3e des Polyacrylamidgels zu Recht geschnitten, kurz in
Methanol aktiviert und 10 min bei Raumtemperatur im Transferpuffer geschwenkt. Das
Polyacrylamidgel wird aus den Glasplatten vorsichtig entfernt und de Western Blot wie folgt

zusammengebaut:

e Schaumstoff

e 2 auf GelgroRe und in Transferpuffer geschwenkte Whatman-Papiere
e Polyacrylamidgel-Gel

e Membran

e 2 auf Gelgrél3e und in Transferpuffer geschwenkte Whatman-Papiere

e Schaumstoff

Dies wird in die Western Blotting-Apparatur gestellt, sodass sich das Gel auf der Seite der
Kathode und die Membran auf der der Anode befinden. Der Transfer der Proteine auf die
Membran wird nun bei 100 Volt beziehungsweise ca. 375 mA, und einer Temperatur von 4°C

fur 60 min durchgefihrt.

Nach dem Transfer baut man die Halterung wieder vorsichtig ab, l6st und markiert die
Membran. Diese wird kurz in Methanol geschwenkt, getrocknet und nochmals mit Methanol

aktiviert.

3.2.11.2 Entwicklung

Die auf die Membran Ubertragenen Proteine konnen nun flr weitere Analysen verwendet
werden. Bei der Detektion wird ein Antikdrper, der gegen das Protein selbst, oder einem
fusionierten ,,Tag®, gerichtet ist, auf die Membran gegeben. Der Primédrantikorper bindet fest
an das zu detektierende Protein und kann mittels eines zweiten Antikorpers, dem

Sekundérantikdrper, der wiederum an ein Enzym gekoppelt ist, detektiert werden. Dieses
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Enzym - wobei es sich meist um die Meerrettich-Peroxidase oder die Alkalische Phosphatase
handelt - macht unter Zugabe eines spezifischen Substrates eine Licht- oder Farbreaktion,
wodurch das gewdnschte Protein sichtbar wird. Um unspezifische Bindungen mit anderen
Proteinen zu vermeiden und ein noch Klareres Signal zu erzielen, wird vor der ersten
Antikorperinkubation die  Membran mit unspezifischen Proteinen (BSA oder
Magermilchpulver), die nicht von den Antikorper erkannt werden, benetzt. Somit wird eine
Protein-Antikorper-Reaktion ohne stérenden Hintergrund gewahrleistet.

Die PVDF-Membran wird nach dem Transfer kurz mit Methanol benetzt, anschlieRend an
Luft getrocknet und dann erneut mit Methanol aktiviert. Nach Waschen mit PBS-T wird die
Membran fiir eine Stunde in der Blockier-Ldsung bei Raumtemperatur geschwenkt. Alternativ
kann das Blocken auch Uber Nacht bei 4°C erfolgen. Danach wird die Membran fir

mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4°C in der Primar-

Substrate
Enzyme
Znd Ab
Reaction
1st Ab

Abbildung 8 Prinzip der Antikdrperfarbung eines
Western Blots. Das Protein wird spezifisch durch den
m primaren Antikorper erkannt. Durch einen sekundéren
Membrane| | Antikorper, der gegen den ersten gerichtet ist und an dem ein
Enzym gekoppelt ist wird Uber eine enzymatische Reaktion
Licht bzw. ein Farbstoff freigesetzt, der das zu detektierende

Protein markiert.

Antikdrper-Losung schwenkend inkubiert. Die Antikorperlosungen werden flir den ersten

wie auch fur den zweiten Antikorper in 2%igem BSA angesetzt.

Nach gentigend langer Inkubationszeit wird die Membran je dreimal 5 min mit PBS-T
gewaschen, bevor sie fur wieder eine Stunde mit dem Sekundarantikdrper inkubiert wird. Vor
der Entwicklung mit ECL wird die Membran erneut dreimal 5 min mit PBS-T gewaschen und
abschliefend noch einmal mit PBS um den unspezifischen Hintergrund durch das in PBS-T
enthaltene Tween20 zu reduzieren. Die ECL-L6sungen wird gemall Herstelleranleitung 1:1
gemischt und auf einer Glasplatte verteilt. Die Membran wird nun mit der Proteinseite auf die

Glasplatte gelegt und ca. 1 min einwirken gelassen.
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Danach wird die Membran mit der proteinbehafteten Seite nach oben zwischen zwei
Klarsichtfolien in eine Entwicklungs-Kassette platziert. In einer Dunkelkammer wird

anschlieBend der Film auf die Membran gelegt und entwickelt.

3.2.11.3 Auswertung der Western Blots mit ImageJ

Die entwickelten Western Blots werden eingescannt und mit Hilfe der frei erh&ltlichen
Software ImageJ analysiert. Die zu analysierenden Banden werden markiert und ber die
Funktion ,,Analyze Gels* analysiert (Abbildung 9).

Die von dem Programm angezeigten absoluten Zahlenwerte entsprechen dem
Schwarzungsgrad, beziehungsweise der Farbintensitat der Banden. Diese Werte werden in
eine Excel-Tabelle eingetragen und auf die Gesamtproteinmenge nivelliert.

File Edit Font
[area

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

20315.037 Ojo|z|o|<|4 [+ R Al @] 2|@px/sw 4|4 |8 2] |>]
2 25882995 X=95, y=207, value=0

Abbildung 9 ,,Screenshot® einer Western Blot Auswertung mittels ImageJ. Dargestellt ist ein Auszug einer Blot-
Analyse Uber ImageJ. Die zu untersuchenden Banden werden makiert und anschlieBend ber die Funktion Analyze Gels
ausgewertet. Die ausgegebenen Zahlenwerte werden weiter mit Excel bearbeitet.
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3.2.12 Chromatin Immunoprazipitation

Wie zuvor beschrieben werden die Zellen zuerst mit einer Formaldehydlosung von einer
Endkonzentration von 1% fixiert. Die Reaktion wird nach 10 min durch 2,5 molares Glyzin
(Endkonzentration) nach 5 mindtiger Inkubation abgestoppt. Danach werden die Zellen mit
PBS geerntet und fir 5 min bei 4°C und 350 *g pelletiert.

Die anschlie3ende Zelllyse wird mit den Lysepuffern 1 bis 3 durchgefuhrt. (siehe 3.1.4.5) Vor
Beginn wird in jeden Lysepuffer Proteaseinhibitorencocktail (PIC) zugegeben, die den
vorzeitigen Abbau von Proteinen verhindert. Das Pellet wird zuerst mit kaltem Lysepuffer 1
resuspendiert und anschlieRend fiir 10 min bei 4°C geschittelt. Nach 5 min Zentrifugation bei
600 *g wird der Uberstand verworfen und das Pellet in vorgekiihitem Lysepuffer 2
aufgenommen. Nach 10 min Inkubationszeit bei Raumtemperatur und leichten schwenken
wird das Lysat erneut pelletiert. Nach Zugabe von Lysepuffer 3 werden die Zellen in ein 50
ml Gefal} Gberfihrt und die darin enthaltene DNA mittels eines Ultraschallgerates auf eine
GroRe von ungefahr 500 bp zerkleinert. Die GroRe der DNA-Fragmente wird auf einem
1%igem Agarosegel tberpruft.

AnschlieBend wird das 3 ml Zelllysat auf zwei kleinere Eppendorfgefalie aufgeteilt, mithilfe
von 75 pl Triton X-100 gesaubert und der Uberstand nach 10 minitiger Zentrifugation bei
4°C und 10000 *g in neue 15 ml GefaRe Uberflhrt. Aus diesem Ansatz werden nun pro IP
(Immunoprazipitation) 50 ul Aliquot als Input DNA und 150 pl als Input Protein fir die

spateren Analysen abgenommen.

Fur die folgende Immunpréazipitation werden 70 pl magnetische ,,Beads® zuerst mit einer
2%igen BSA-Losung geblockt und anschlieBend in 200 pl Lysepuffer 3 in einem 2 ml
Eppendorfgefal aufgenommen. Zu den Beads wird 1 pg primar-Antikérper gegeben und tiber
Nacht bei 4°C inkubiert. AnschlieBend werden zu der Beads-Antikorper-Lésung 1,5 ml der IP

zugegeben und bei 4°C 5 Stunden bei leichtem Rotieren inkubiert.

Nach der Inkubation werden die Lysate in einen Magnetstander gestellt und der Uberstand
abgenommen. Aus dem Uberstand wird pro IP ein 150 pl Aliquot als ,Not binding Protein*
entnommen. Die Beads-Antikdrperlésung wird im Anschluss drei bis viermal mit 750 pl
Waschpuffer gewaschen. Dabei werden nach Zugabe des Waschpuffers die Beads in ihm
gelost, anschlieRend erneut in den Magnetstander gestellt und der Uberstand verworfen. Nach
dem letzten Waschen wird aus der Losung ein 150 pl Aliquot als Output Protein entnommen.

Der restliche Uberstand wird entfernt und die Beads in 500 pl TE mit NaCl resuspendiert.
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Nach 30 sekundiger Zentrifugation bei 960 *g und 4°C wird die Losung erneut in den
Magnetstander gestellt und der Uberstand abgenommen. Das Pellet wird in 105 pl
Elutionspuffer gelost und fir 15 min bei 65°C mit 900 rpm geschittelt. Der nach 30
sekiindiger Zentrifugation bei 16000 *g und Raumtemperatur entstandene Uberstand wird in
ein neues vorgekihltes Eppendorfgefal Gberfihrt und das Pellet erneut mit 105 pl
Elutionspuffer resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wird der Uberstand mit dem ersten

vermengt.

Fiir das folgende ,,reverse cross-linking* werden 8 pl 5 Molare NaCl auf die Elutionslésung
gegeben. Zu der zuvor aliquotierte Input DNA wird die dreifache Menge an Elutionspuffer
und 7 ul' 5 Molaren NaCl zugegeben. Die Inkubation erfolgt iber Nacht bei 65°C.

Um stérende RNA-Molekile zu verdauen wird auf die Proben je 200 pl 1XTE mit pH 8,0
gegeben, welches Detergenzien I6sen soll und anschlieBend 2 pg/ml RNase A. Die Lésung
wird gut durchmischt und fir 90 min bei 37°C und 600 rpm inkubiert. Im Anschluss wird 0,2
pg/ml Proteinase K hinzugegeben und ebenfalls fiir 90 min bei 55°C und 600 rpm geschiittelt.

Die DNA-Extraktion wird mittels einer Phenol-Chloroform-Reinigung durchgefihrt. 2 ml
Heavy Phase lock tubes werden nach Herstellerangaben vorbereitet und 400 pl Probe, sowie
die gleiche Menge an Phenol-Chloroform:Isoamylalkohol hineingegeben. Beide Phasen
werden griindlich gemischt und bei 16000 *g fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wird in
ein neues Eppendorfgefal tberfihrt und 16 pl 5 Molares NaCl und 1 pl LPA hinzugegeben.
Nach der Zugabe von 800 pl vorgekihltem 100% Ethanol wird die Lésung kurz durch mixt
und anschlieBend fiir eine Stunde bei -20°C inkubiert. AnschlieRend wird der Uberstand nach
20 mindtiger Zentrifugation bei 20000 *g und 4°C verworfen und das Pellet mit 500 pul 80%
Ethanol gewaschen (Zentrifugation bei 20000 *g fiir 10 min). Der Uberstand wird verworfen
und das Pellet unter dem Abzug getrocknet. Das getrocknete Pellet wird im Anschluss mit 25

pl 1x TE, pH 8,0 resuspendiert.

3.2.13 RNA-Extraktion

Die Phenol-Chloroform-Extraktion ist ein Extraktionsverfahren, welches auf der
unterschiedlichen Loéslichkeit der zu extrahierenden Substanzen beruht. Sie wurde erstmals
von Chomczynski, P. und Sacchi, N. im Jahre 1987 unter dem vollstdndigen Namen

,,Guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform extraction* verdffentlicht.

35


http://en.wikipedia.org/wiki/Guanidinium_thiocyanate-phenol-chloroform_extraction

3 Material und Methoden

Zunédchst werden die Zellen mittels Trizol von ihrem Untergrund gelost und die
Zellsuspension in ein Eppendorfgefa uberfiihrt. Die lysierten Zellen werden bis zur
Weiterbehandlung entweder auf Eis oder bei —80°C gelagert.

Die geernteten Zellen werden unter dem Abzug mit Trizol auf das doppelte Volumen
verdiinnt und mehrmals auf- und abpipettiert um die schleimartige Zellsuspension zu
resuspendieren und die Zellen zusétzlich zu lysieren. Das Gemisch wird 5 min bei RT
inkubiert. Danach wird 1/5 Chloroform hinzugegeben und kréftig geschittelt, bis die Losung
milchig wird. Dies wird nach 2-3 minutiger Inkubationszeit, ebenfalls bei RT, bei 12.000 * g
fur 15 min bei 4°C zentrifugiert. Durch diese Zentrifugation bilden sich drei Phasen aus, eine
leicht rosa gefarbte, fliissige Phase im unteren Teil des Gefélies, eine sehr diinne weille Phase
in der Mitte und eine klare, fliissige Phase im oberen Bereich. Die DNA und RNA enthaltene
obere Schicht wird vorsichtig abgenommen und in ein neues Eppendorfgefal gefillt. Die
zwei Proteine und andere zelluldaren Bestandteile enthaltenen Phasen kdnnen gesondert

entsorgt werden.

Die anschlielenden Alkoholfallungen durch Isopropanol und Ethanol, dienen zur Reinigung
und Konzentrierung der RNA. Bei beiden Verfahren wird zu einer definierten Menge Alkohol
auch LPA, linearisiertes Polyacrylamid, hinzugegeben. Dieses besitzt, wie der Name bereits
sagt, eine lineare Struktur und vernetzt in Losung. Dieses Netz legt sich um das RNA-Pellet
und verhindert somit das schnelle Einziehen in die Pipettenspitze. Neben LPA wird bei der
Ethanolprézipitation zusatzlich Natriumacetat hinzugefiigt, welches eine verbesserte Fallung

der RNA bewirkt und zusatzlich Wasser entzieht.

Nach Zugabe von Isopropanol und 0,5 pul LPA wird die DNA-RNA Lésung flr mindestens 30
min bei —80°C tiefgefroren und anschlieBend bei Raumtemperatur fir 10 min wieder
aufgetaut. Nun wird das Gemisch bei 4°C und 12.000*g fur 10 min zentrifugiert und der
Uberstand abgenommen. Dieser kann zur Sicherheit aufbewahrt werden, falls das Pellet in
den weiteren Schritten verloren gehen sollte. Das Pellet wird mit 100 pl 70%igem Ethanol
gewaschen und erneut fur 10 min bei 12.000*g und 4°C zentrifugiert. Danach wird das
Ethanol vorsichtig abgenommen und das Pellet an der Luft oder bei 37°C getrocknet, bis der

Niederschlag eine durchsichtige Farbe annimmt.

Ist alles getrocknet wird das Pellet in 30 pul RNase-freiem Wasser resuspendiert. Hier kann die

Probe bis zur weiteren Verwendung bei —80°C gelagert werden.
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Die isolierte RNA enthélt noch DNA, die im folgenden Schritt abgebaut werden soll. Hierbei
wird die Probe auf 87,5 pl Gesamtvolumen mit RNase-freiem Wasser aufgefillt. Es wird 10
pl Puffer RD und 2,5 pl DNase aus dem RNase-free DNase Set der Firma “Qiagen®
hinzugegeben, damit ein Endvolumen von 100 pl entsteht. Dieses wird fir 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert und anschliefend mit RNase-freiem Wasser auf 200 pul aufgefiilit.

Die Lo6sung wird in sogenannte Phase Lock Tubes Gberfuhrt und mit 200 pl Chloroform
aufgefullt. Durch vertikales Schwenken wird die Lésung vorsichtig durchmischt, bis wieder
eine milchige Farbe entsteht, und anschlieend fur 5 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wird abgenommen und in ein neues Eppendorfgefaf tiberfiihrt.

Auf den Uberstand wird 3 molares Natriumacetat, 1 pl LPA und 500 pl gekiihltes 100%iges
Ethanol hinzugegeben. Dieses wird fiir 40 min bei —80°C inkubiert. Hierbei erfolgt die
Féllung von in der Probe noch enthaltenen Verunreinigungen. Durch Zentrifugation, 30 min
bei 12.000 rpm und 4°C, wird das Gemisch getrennt, sodass der Uberstand entfernt werden
kann. Das Ubrig gebliebene Pellet wird nochmals mit gekihltem 70%igem Ethanol
gewaschen, bei 12.000 rpm, 4°C fiir 10 min zentrifugiert und anschlieRend der Uberstand
wieder entnommen. Das Pellet wird erneut getrocknet und im Anschluss mit 30 ul RNase-

freiem Wasser resuspendiert.

Waéhrend dem Umgang mit RNA ist darauf zu achten, diese standig gekihlt und mit
besonders sauberen, besonders RNase-freien Pipetten zu behandeln, da RNA sehr instabil ist

und leicht denaturiert beziehungsweise abgebaut wird.

3.2.14 Reverse Transkription

Bei der reversen Transkription wird RNA mittels einer reversen Transkriptase aus Retroviren
in cDNA (engl.: complementary DNA) (keine Exons enthaltene DNA) umgeschrieben und

anschlieBend die noch vorhandene RNA mit Hilfe einer RNase verdaut.

Die reverse Transkription wird mit 30 ng RNA durchgefiihrt. Dazu gibt man 1 pl dNTP Mix
und 1,4 pl ,,Random‘“-Primer, fullt dies mit RNase-freiem Wasser auf 13 pul auf und inkubiert
anschliefend 5 min lang bei 65°C. Danach werden 1 ul reverse Transkriptase, 1 pl 0,1 M
DTT und 4 pl ,,.Double Straned buffer* hinzugefugt. Die Inkubation erfolgt 5 min bei 25°C,
60 min bei 50°C und 15 min bei 70°C. Im Anschluss wird der Ansatz mit 1 pul RNase H fir 20
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min bei 37°C verdaut und anschlieBend die RNase bei 20 mindtiger Inkubation bei 65°C

inaktiviert.

3.2.15 Quantitative PCR (qPCR)

Die Real Time PCR (polymerase chain reaction) ist ein Verfahren zur quantitativen
Bestimmung von bestimmten DNA-Fragmenten. Analog zu der herkdmmlichen PCR werden
durch Aufschmelzen des Doppelstranges, Primeranlagerung und DNA-Synthese, spezifische
DNA-Fragmente exponentiell vermehrt. Der Unterschied zur Real Time PCR liegt bei der
gleichzeitigen Detektion der Menge der PCR-Produkte mittels eines Fluoreszenzfarbstoffes.
Wird dieser an die doppelstrangige DNA angelagert erhoht sich die Fluoreszenzintensitét, die
nach jedem Zyklus erfasst wird. Die Zyklenzahl, bei der die Fluoreszenzintensitat einen
eingestellten Schwellenwert (treshold) uberschreitet, wird C+ genannt. Durch diesen Cr-Wert
kann auf die eingesetzte DNA-Menge geschlossen werden, wobei je eher der Ct-Wert erreicht

wird, desto mehr Ausgangsmaterial war in der Probe vorhanden.

Fir eine Reaktion werden 5 ul SYBER GREEN Power Mix mit 1,5 pl des spezifischen
Primerpaares, 1 ul DNA bzw. cDNA und 2,5 pl H,0 zu einem 10 pl Ansatz vermengt und auf
eine Real-Time-PCR-Platte pipettiert. Nach kurzen Durchmischen und anschlieBender
Zentrifugation fir 30 Sekunden wird die gRT PCR durchgefiihrt.

Programm:

1. Phase: 50°C fur 2 min

2. Phase: 95°C fir 10 min

3. Phase: 95°C fur 15 s; 60°C fir 1 min - 40 x

4. Phase: Dissoziationskurve: 95°C fur 15, 60°C fir 15 s, 95°C fiir 15 s
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4  Ergebnisse

4.1 Protein-DNA Assoziationen von Brd4 in HEK293T Zellen

Protein-DNA-Komplexe sind besonders bei der transkriptionellen Regulation von Genen von
Bedeutung. So konnen zum einen Transkriptionsfaktoren direkt an die DNA binden,
andererseits auch weitere Proteine, wie beispielsweise Brd4, als Komplexe an die DNA
assoziieren und damit Uber Wechselwirkungen die Transkription und somit die Expression
bestimmter Gene beeinflussen. Um herauszufinden welche Gene Uber diese Proteine reguliert
werden, kann eine sogenannte Chromatin Immunprézipitation durchgefuhrt werden. Durch
diese Methode ist man in der Lage Zielgene, sogenannte , Target“-Gene, eines Proteins

spezifisch zu isolieren und zu analysieren.

Bisher konnte gezeigt werden, dass Brd4 eine Rolle in der Transkription spielt und tber
acetylierte Histone mit der DNA assoziiert. In Mochizuki et al. wurden bereits
Promotorsequenzen  bestimmter  Gj-assoziierter Gene in  Mauszellen als Brd4
Interaktionssequenzen ermittelt. Im Rahmen dieser Bachelorarbeit sollen entsprechende
DNA-Bindesequenzen von Brd4 in humanen Zelllinien ebenfalls durch Chromatin

Immunprézipitation und anschlieBender Real Time PCR ausgewertet werden.

4.1.1 Vorversuche zur Uberexpression von Brd4 in HEK293T Zellen

Da kein geeigneter Antikorper gegen das endogene Protein Brd4 zur Verfiigung stand, wurde
Brd4 fir die Chromatin Immunpréazipitation, als Fusionsprotein mit einem , Tag®“ (eine
Aminosaure-Erkennungssequenz) in HEK293T-Zellen tberexprimiert. Uber diese , Tags*

konnte Brd4 im spateren Verlauf sowohl detektiert und als auch prazipitiert werden.

Die Uberexpression des humanen Brd4 in HEK293T-Zellen wurde mittels transienter
Transfektion realisiert (vgl.3.2.1.2) . Es wurde zum einen das gesamte Brd4 Protein mit einem
am N-Terminus fusioniertem X-Press-,,Tag* (Aminosauresequenz: -Asp-Leu-Tyr-Asp-Asp-
Asp-Lys-) und zum anderen das Brd4 Protein mit einem, ebenfalls am N-Terminus
fusionierten Protein A ,,Tag®, welches aus dem Bakterium Staphylococcus aureus stammt,
verwendet. Als negative Kontrolle wurde in beiden Fallen der entsprechende Leervektor
genutzt, der nur diese Erkennungssequenz exprimiert. Zur Uberprifung der

Transfektionseffizienz wurde jeweils in einem parallelen Ansatz das grin fluoreszierende
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Protein (GFP) aus der Qualle Aequorea victoria, transfiziert und via Fluoreszenzmikroskopie
analysiert.

Zur Uberpriifung der Richtigkeit der verwendeten Plasmide wurden diese zuvor durch eine
enzymatische Reaktion geschnitten und anschlieBend die GroRe auf einem Agarosegel
uberprift. Das in Abbildung 10 A dargestellte Agarosegel zeigt das Ergebnis der Restriktion
der Plasmide Brd4FL-X-Press (X-Press+Brd4), pcDNA4c Leervektor (X-Press) und GFP mit
den Restriktionsenzymen BamH1 und Notl.

A X-Press X.Pass GFP B N-Tap +
+Brd4 Brd4

N-Tap

10.000bp
6.000bp

4.000bp

Abbildung 10 Uberpriifung der verwendeten Plasmide fir die Brd4- Uberexpression. A) Uberpriifung der Plasmide
pcDNAd4c X-Press Brd4, pcDNA4c X-Press und pEGFP-C1 nach einer Restriktion mit den Enzymen BamH1 und Notl auf
einem 1%igem Agarosegel. B) Plasmidiberpriifung von pcDNA3 N-Tap Brd4 und pcDNA3 N-Tap nach der Restriktion mit
Balll und Notl. Aufaetraaen auf einem 1%iaen Aaarosedel.

Der Plasmid Brd4FL-X-Press sollte circa 9400 bp grof3 sein. Diese Grofie zeigt auch der
Vektor in Abbildung 10 A. Die nicht zu erkennenden zwei typischen Banden einer Restriktion
sind damit zu erkldren, dass die verwendeten Restriktionsschnittstellen nicht mit denen, die
fur das Klonieren verwendet wurden, Ubereinstimmen. Die in der Literatur beschriebene
GroRe des Leervektors von ca. 5600 bp und der des pEGFP-C1-Vektors von 4731 bp finden
sich im Gelbild wieder. (Leervektor bei ca. 6000bp und pEGFP-C1-Vektor bei ungefahr 4500
bp)

Die Restriktion fur den Brd4FL-N-Tap Vektor wurde mit den Endonukleasen Bglll und Notl
durchgefuhrt (Abbildung 10 B). Auch diese Restriktion zeigt die erwarteten Banden (Brd4FL-
N-Tap bei ca. 5600 und 4000 bp). Fur alle weiteren Experimente konnten diese Konstrukte
nun weiter verwendet werden.
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Die Zellen wurden 24 Stunden nach der Transfektion geerntet, wobei zuvor die
Transfektionseffizienz unter dem Fluoreszenzmikroskop kontrolliert wurde. Abbildung 11
zeigt auszugsweise eine solche Transfektionseffizienz-Uberpriifung mittels GFP.

Abbildung 11 Uberpriifung der Transfektion in HEK293T durch GFP. 10 fache VergroRerung

Bei allen Transfektionen lag die Effizienz zwischen 65% und 75%.

4.1.2 Vorversuche zur Optimierung der Brd4-Chromatin Immunpréazipitation

Um eine hohe Spezifitat der Methode und damit signifikante Ergebnisse in der Real-Time-
PCR zu erreichen ist eine vorangehende Optimierung des  Chromatin
Immunprézipitationsprotokolls notwendig. Hierfir wurde das Protokoll von Sultan et al.

verwendet und dieses spezifisch an die Bedingungen angepasst.

In diesen Vorversuchen des ChIP-Protokolls wurden Chromatin Immunprézipitationen mit
unterschiedlichen Parametern durchgefiihrt um die groitmogliche Effizienz der Prazipitation
zu erzielen. Es wurden speziell die FragmentgroRe der DNA sowie die Antikdrper- und

,,Beads‘-Konzentrationen untersucht.

4.1.2.1 Ermittlung der optimalen DNA-GroéR3e bei der Ultraschallbehandlung

In einem ersten Schritt der ChlIP-Technologie werden Proteine und DNA durch eine
Formaldehyd-Behandlung quervernetzt. In einem darauffolgenden Schritt miissen die DNA-
Fragmente auf eine GroRe zwischen 300 und 1000 Basenpaare zerkleinert werden. Diese
FragmentgroRe erlaubt es Uber Real Time PCR spezifische Sequenzen zu testen und auch eine

Sequenzier-Bibliothek zu erstellen. Die DNA-GroRRe wird mit Hilfe einer Agarosegel-
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Elektrophorese ermittelt und wurde hier sowohl direkt nach dem Zerkleinern, als auch nach

dem L0dsen der kovalenten Bindungen uberpruft.

Die Fragmentierung der DNA wird durch eine Ultraschallbeschallung mit hoher Frequenz
realisiert. In Abbildung 12 ist der Vergleich der DNA-Grof3e zwischen der noch vernetzten
und der bereits gereinigten DNA dargestellt. Anhand der Abbildung wird die Notwendigkeit
der Uberpriifung der DNA-GroRe nach dem Losen der Fixierung deutlich. Die in Spur 2
aufgetragene Probe zeigt die DNA-GroRe direkt nach der Ultraschallbehandlung, die dritte

Spur, die nach dem Lésen der Vernetzung (erste Spur entspricht der Marker-Spur).

] vorher
] nachher

5.000 bp —— [N

1.500 bp —— =S

Abbildung 12 DNA-GroRen-Uberpriifung.  Agarose-
Gelelektrophorese endogener Zelllysate nach Zerkleinerung der
DNA durch Ultraschall. Spur2 ,,vorher: Probe direkt nach
Beschallung, Spur3 ,,nachher*: Nach Ldsen der Vernetzung und
Reinigung der DNA durch Phenol-Chloroformreinigung und
Alkohol/Salz-Fallung

500 bp =——

Das Lésen der Proteine von der DNA bewirkt eine Verschiebung der Fragmentgréfie um etwa
3000 Basenpaare. Aufgrund der Anhaftung von Proteinen an die DNA, durch die
Formaldehydfixierung, vergroRert sich die eigentliche Struktur der DNA und bewirkt somit
die zuvor beschriebene Verlagerung. Tabelle 5 zeigt eine Zusammenfassung der VVorversuche.
Es sind DNA-Fragmentierungen der ChIP VI bis VII dargestellt. Zu den ersten drei
Chromatin Immunprazipitationen wurde keine DNA-Uberpriifung nach dem Lésen der
Bindungen vorgenommen. Dargestellt sind die DNA-Gr6Ren jeweils vor und nach dem Lésen

der kovalenten Bindung.
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DNA
ChlP
vorher nachher

v 1000 bp 300 bp
V 3000 — 1000 bp 600 — 300 bp
VI 3000 — 1000 bp 500 — 300 bp
VIl 1500 — 500 bp 400 —50 bp
Endogen 7000 — 750 bp 750 — 300 bp

Tabelle 5 DNA-GroRen nach Fragmentierung mittels Ultraschall jeweils mit kovalent an die DNA gebundenen
Proteinen und nach Ldsen der Vernetzung. Dargestellt sind die Auswertungen der Agarosegelbilder von Chromatin
Immunprazipitationen IV bis V11, sowie einer zusétzlichen ChIP ohne Uberexpression Brd4’s.

Anhand der Werte in der Tabelle ist zu erkennen, dass das vernetzte Chromatin eine
mindestens dreifach hoéhere GroRe im Vergleich zur gereinigten DNA aufweist. Diese
Verschiebung verlauft jedoch nicht linear.

Aufgrund dieser Beobachtungen wurde die DNA nun im Folgenden auf eine GrolRe zwischen
1500 und 5000 Basenpaare zerkleinert um eine Grél3e nach dem Ldsen der Bindungen von ca.

1000 bis 500 Basenpaaren zu erreichen.

Die Anzahl an Zyklen um eine solche GroRRe zu erreichen muss fur jeden Zelltyp und

unterschiedliche Zahl an behandelten Zellen individuell angepasst werden.

4.1.2.2 Ermittlung der optimalen Antikérper- und ,,Beads“-Konzentration

Ein weiterer wichtiger Punkt, der individuell angepasst werden muss, ist das optimale

Antikdrper- und ,,Beads* Verhiltnis.

Die Prazipitation des Chromatins wird ber Antikérper und magnetische ,,Beads* realisiert.
Das an die Beads gekoppelte Protein A bzw. G erkennt die Antikdrper und kann somit mit
Hilfe von Magneten, den gewinschten Protein-DNA-Komplex von der restlichen DNA

separieren.

In dieser Versuchsreihe wurden verschiedene Antikdrperkonzentrationen, die Art der
magnetischen ,,Beads*, die Menge an ,,.Beads* und die Inkubationsreihenfolge untersucht. Zur

Uberpriifung der besten Prazipitation wurden wahrend den Chromatin Immunprézipitationen

43



4 Ergebnisse

Aliquots entnommen (Vergleiche 3.1.4.5) und diese durch Western Blots analysiert. Hierbei
wurde als Primar-Antikorper bei den ChIPs 11-VI anti-X-Press und bei der ChIP VII anti-
Rabbit-1gG verwendet um spezifisch das iberexprimierte Brd4 zu detektieren.

In Tabelle 6 ist in einer Ubersicht dargestellt welche Parameter wann, und in welcher Art
geandert wurden. In der ersten Spalte sind die Chromatin Immunprazipitationen, mit den
jeweils fiir die Uberexpression verwendeten Konstrukten (X-Press oder N-Tap) aufgelistet.
Die folgende Spalte zeigt die Menge des eingesetzten Antikorpers. Des Weiteren sind die

unterschiedlichen ,,Beadmengen* sowie deren Art dargestellt.

Beads
ChiP AK-Menge

Art Menge
I1- X-Press 0,5 ug A 15 ul
111- X-Press 1 g A 30 pl
1V- X-Press 1 ug G 30 pl
V- X-Press 1pg G 70 pl
VI1- X-Press 1lug G ( AKTBL(lela ds)
VII- N-Tap 1pg G 70 pl

Tabelle 6 Ubersicht {iber die Optimierung der ChIP-Experimente. In jedem Durchgang wurden einzeln die Parameter
Antikorpermenge, Art und Menge der magnetischen Beads und die Inkubationsreihenfolge veréndert.

Zur Analyse dieser Optimierungen wurden die schweren Ketten der verwendeten Antikdrper
genutzt. Durch die Analyse dieser Banden kann zwar keine direkte Aussage dariiber getroffen
werden ob Brd4 prazipitiert wurde, jedoch lasst sich darlber eine Abschatzung der Brd4-
Préazipitation machen, da durch die Isolierung des Antikorpers auch Brd4 isoliert werden
sollte. Der Grund fir die Wahl der Antikérperbanden zur Detektion anstelle der spezifischen
Brd4-Bande ist mit der GroRe des Uberexprimierten Brd4 zu erklaren. Durch die Fusion von
spezifischen ,,Tags“ an Brd4 (vgl.3.1.8.1 und 3.1.8.3) steigt die molekulare Masse auf Uber
250 kDa an. Diese Grolke war in den Polyacrylamidgelen schwer nachzuweisen, da durch

falsch gewahlte Gelgré3en diese GroRe nicht bis ins Trenngel hineinlief.

Abbildung 13 zeigt nun das Resultat dieser VVersuchsreihe. Abbildung A zeigt zum Vergleich
die Western Blots der ChIPs V und VI. Die bei 55 kDa liegenden Banden entsprechen den
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schweren Antikorperketten. Die ersten drei Bahnen (Input +, N.B. +, Output +) représentieren
jeweils die Proben, bei denen Brd4 spezifisch Gberexprimiert wurde, wobei die folgenden drei
Bahnen den jeweiligen Kontrollen ohne Brd4-Expression entsprechen. Die Antikorperbanden
wurden mit dem Programm ImageJ analysiert. Dabei wurden die Zahlenwerte auf die
Gesamtproteinmenge nivelliert und die entsprechenden Prozentsatze auf die gesamte
Antikdrpermenge errechnet. Das in Abbildung B dargestellte Diagramm fasst die
Auswertungen der Prézipitationseffizienz zusammen. Auf der Y-Achse ist der Anteil des
Antikorpers der jeweiligen Endproben (,,Output“-Proben) und nicht bindenden (,,Not
Binding™) Proben aufgetragen. Auf der X-Achse sind die jeweiligen Chromatin
Immunprazipitationen 11 bis VI dargestellt.

A B 100% T
+ ! 90% +—  ENB.
+ -, - @
s b 2 = ; 2 g 80% — M Output
3 4 § g & % 2 7% } .
= 2 0 £ Z © ; 60% +— =
| N ——— 3 50% — 3
£ a0% — =
55 - = v 2 c
S 20%
R
10% =
0% . ; ; .
- e — VI i & 8 W
chiP

Abbildung 13 Ergebnisse der Optimierung der ChIP-Experimente. A) Western Blots der ChIP V und ChIP VI jeweils
mit anti-X-Press-Antikorper durchgefiihrt. Dargestellt ist die bei 55 kDa liegende Bande der schweren Antikdrperketten des
anti-X-Press Antikorpers. Die einzelnen Bahnen entsprechen denen bei der ChIP entnommenen Aliquots. B) Auswertung
der einzelnen Western Blots. Die Western Blots wurden mit Hilfe von ImageJ ausgewertet und die Farbintensitat auf die
Gesamtproteinmenge normalisiert. Auf der Y- Achse sind die Prozentzahlen der schweren Antikdrperketten in den Output
und Nicht-Bindenden Proben aufgetragen.

Die erste Chromatin Immunprazipitation (ChIP 1) zeigte eine minimale Prézipitation des
Antikdrpers aus der Endprobe von unter 1%. (Abbildung 13B). Daraufhin wurde im Protokoll
zuerst die Menge des Antikdrpers verandert. Die Konzentration wurde von 0,5 pg auf 1 pg
pro Ansatz angehoben (ChIP Il & I11). Diese Veranderung verbessert die Antikorper-,,Bead*-

Bindung um circa 4% von anfangs 0,3% auf 4,1% der Antikdrper in der Output-Probe.

Durch eine Verdnderung der Art der magnetischen ,,Beads* von Protein A auf G ,Beads*
konnte eine Verbesserung auf circa 8% erreicht werden (ChIP 1V). Da der Antikdrper anti-X-
Press aus Méausen gewonnen wird, ist diese Verbesserung mit der héheren Affinitdt von

Protein G zu Maus Antikorper im Vergleich zu dem zuvor verwendeten Protein A zu erklaren.
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Die Erhéhung der Menge an Protein G ,,Beads” von 30 pl auf 70 pl konnte nochmals eine
deutlich gesteigerte Effizienz der Prézipitation auf 15% bewirken (ChIP V).

Um eine noch bessere Ausbeute zu erzielen, wurde im ndchsten Ansatz der Protokollablauf
leicht verandert. Zuvor wurden die Zelllysate Gber Nacht mit Antikorper inkubiert, worauf am
Folgetag die dreistindige Inkubation mit den magnetischen ,,Beads* erfolgte. In diesem
Versuchsansatz wurden nun jedoch zuerst die ,,Beads* mit dem AntikOrper Uber Nacht
gekoppelt und im Anschluss daran die ,,Bead“-Antikdrperlosung fir finf Stunden mit den
Proben vermengt. Die ,Beadmenge®, -Art, sowie die Antikdrperkonzentration wurden
ausgehend von ChIP V nicht weiter verdndert. Abbildung 13 B zeigt bei ChIP VI eine
deutliche Zunahme der in der Output-Probe befindlichen Antikorper. Die Effizienz stieg in
diesem Fall auf Giber 65% und zeigte damit auch das beste Ergebnis.

Bei der nachfolgenden Chromatin Immunprazipitation (ChIP VII*) wurde bei der
Transfektion das Brd4 N-TAP-Konstrukt verwendet und die Préazipitation geméR ChIP V
durchgefiihrt. Zu sehen ist eine deutliche Abnahme der Préazipitationseffizienz im Vergleich
zur ChIP VI auf knapp liber 40%. Dies bestatigt, dass das bei der ChIP VI durchgefuhrte
Protokoll das effizienteste ist. Anhand des Vergleiches der ChIP VII* mit ChIP V, die beide
mit dem gleichen Protokoll durchgefuhrt wurden, zeigt sich mit dem fusioniert exprimierten
Protein A-,,Tag“ eine deutlich bessere Prézipitation als mit dem zuvor verwendeten X-Press-

(13

»lag®.

Die ermittelten Ergebnisse kdnnen auch auf dem Blot gut nachvollzogen werden (vgl.
Abbildung 13 A). Sowohl bei der spezifischen Brd4 Input-, als auch bei der Kontroll-Input-
Probe sind wie zu erwarten in beiden Féllen keine Antikorperbanden zu erkennen, da die
Antikdrper zur Prazipitation erst nach Entnahme des Input Aliquots hinzugegeben wurden. In
der ,,nicht bindenden* (N. B.) spezifischen Brd4-Uberxpressions-Probe der ChIP VI ist eine
schwache Bande zu erkennen im Gegensatz zu ChIP V, die eine sehr starke Bande zeigt.
Diese Proben spiegeln die nicht an die magnetischen ,,Beads* gebundenen Antikdrper wieder.
Die Endproben zeigen das gegensétzliche Bild. Die in ChIP V detektierte Antikdrpermenge

weist eine deutlich schwachere Bande auf als die in ChIP VI.

Ein Grund fir die bessere Ausbeute der Prazipitation bei den Kontroll-Proben kénnte die
GroRe und Struktur des an den Antikorper gebundenen Proteins Brd4 sein. Durch seine GroRRe
kann es an den ,,Beads* zu sterischen Hinderungen kommen, wodurch nicht alle Antikorper

mehr haften bleiben. Dies konnte gegebenenfalls mit einer weiteren Erhéhung der
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,,Beadkonzentration“ behoben werden, wobei damit auch die Mdéglichkeit von unspezifischen
Bindungen erhoht wird und damit das Hintergrundrauschen ansteigen kénnte. Dies wiirde bei
der spateren quantitativen Real Time PCR sichtbar werden.

Fir die weiteren Versuche wurde das Protokoll mit 1 pg Antikdrper mit 70 pl ,,Beads* tiber
Nacht gekoppelt durchgefiihrt.

4.1.3 Auswertung der ChIP-Experimente durch Real Time PCRs

Nach den ChIP-Experimenten wurde eine quantitative PCR (vgl. 3.2.15) durchgefuhrt um den
Erfolg der Experimente zu (berprifen.

Zur Analyse der ChlP-Daten wurden Primer verwendet, die in Promotorsequenzen von Genen
lokalisiert sind, die in der Literatur bei der Maus mit Brd4 assoziiert wurden (Mochizuki K.,
2008). Dabei wurden die Promotorsequenzen der Gene Cyclin D1 (Ccndl), Origin-
Erkennungskomplex (,,Origin Recognition Complex* = Orc2L), ,,Processing of Precursor 1
(Popl) und Transkriptionsfaktor Dp-1 (TfDP1) untersucht. Die ersten drei
Promotorsequenzen sind in Mauszellen als Brd4-Zielgene identifiziert worden. TfDpl wurde

als eine ,,Nicht-Binde-Sequenz* beschrieben und damit als Kontrolle verwendet.

Die von Ccndl1 und TfDpl kodierten Proteine spielen eine wichtige Rolle im Zellzyklus und
zwar beim Ubergang der G- in die S-Phase (Synthesephase). Orc2L ist ein wichtiges Protein
bei der DNA-Replikation wahrend der S-Phase, wohingegen Popl bei der prd-RNA
Prozessierung mitwirkt. Im Allgemeinen sind dies alles mit dem G;-Zyklus assoziierte Gene,

die in diesem Zellzyklusstadium auch ihre hochste Expression besitzen.

Des Weiteren wurden die Promotorsequenzen der Gene Ham Oxygenase 1 (HMOX1), GA
bindendes Protein, Transkriptionsfaktor (GABPA) und Superoxiddismutase 1 (SOD1)
untersucht. Diese Sequenzen sind in der Veroffentlichung von Sultan et al. im
Zusammenhang mit der RNA Polymerase Il beschrieben worden. Bei dieser Studie zeigten
sich GABPA und SOD1 als RNA Polymerase I1-,,Target“-Gene und HMOX1 als eine ,,Nicht

Binde-Sequenz*.

Neben den Negativkontrollen TfDpl und HMOX1 wurde zusatzlich eine intronische Sequenz
ausgewadhlt, die im folgenden 13/14 genannt wird. Diese Kontrolle wurde gewéhlt, da Brd4

nicht an diese intronische Sequenzen binden sollten. Da HMOX1 und TfDp1l nicht eindeutig
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beschriebene Negativkontrollen sind, dient 13/14 hiermit als Vergleich fiir die beiden anderen
gewahlten Negativkontrollen.

Abbildung 14 zeigt das Ergebnis der ChIP-Analysen. Zum einen ist die Chromatin
Immunprézipitation der Brd4FL-N-Tap Uberexpression (hellblau) der ChIP VII und zum
anderen die Mittelwerte zweier unabhéngig durchgefiihrter ChIPs (IVV und VIII) der Brd4FL-
X-Press Uberexpression (dunkelblau) dargestellt. Aufgetragen sind auf der X-Achse die
untersuchten Promotorsequenzen und auf der Y-Achse die Anreicherung dieser Gene
normalisiert auf Ergebnisse der Transfektionen mit den Leervektoren. Die Berechnung der
Anreicherung erfolgte Uber zwei Schritte. Zuerst wurde der Anteil der Gene in den ,,Output*-
Proben im Vergleich zu den ,,Input“-Proben (% Input) ermittelt und im Anschluss darauf
diese Werte zu den Daten der entsprechenden Leervektoren normalisiert (genaue Erklarung
der Berechnung siehe Anhang).
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13/14 HMOX1 GABPA Popl TfDpl SOD1
Promotorsequenzen

Abbildung 14 Real Time PCR Ergebnisse der ChlP-Analysen. Untersucht wurden die Promotorsequenzen der Gene
TfDp11, GABPA, Popl, SOD1 und HMOX1, nach Uberexpression von Brd4 durch den Vektor X-Press und N-Tap. Die
Sequenz 13/14 wurde neben den Promotorsequenzen TfDpl und HMOX1 als Negativkontrolle verwendet. Auf der Y -Achse
ist die Anreicherung in der ,,Output-Probe in Relation zu der ,,Input“-Probe aufgetragen. Zur Normalisierung wurde eine
Transfektion mit dem Leervektor verwendet.

Auf den ersten Blick ist zu erkennen, dass die Uberexpression von Brd4 als N-Tap-Konstrukt
ein signifikanteres Resultat liefert als das verwendete X-Press-Konstrukt. Ein Grund fir die
besseren Ergebnisse kann sein, dass der Antikorper gegen das an Brd4 fusionierte Protein A
besser flr Chromatin Immunprézipitationen geeignet ist als der gegen den X-Press-,,Tag®.
Betrachtet man jedoch beide Ansédtze im Gesamtem, so zeigen beide &hnliche Ergebnisse.

Sowohl bei der ,,ChIP N-Tap®, als auch der ChIP ,, X-Press* zeigten die Promotorsequenzen
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der Gene GABPA und Popl die starkste Anreicherung. Diese belduft sich bei GABPA auf bis
zu 210%, bei der ,,ChIP N-Tap*“ und bis zu 87% bei den ,,ChIPs X-Press®, sowie bei Popl auf
272% (,,ChIP N-Tap*) und rund 80% bei ,,ChIP X-Press“. Ebenso bestatigen die ChIPs die
Negativkontrollen 13/14, HMOX1 und TfDpl. Alle drei Kontrollen liegen unter 30%
Anreicherung in der Endprobe, die im Folgenden als Schwellenwert verwendet wurde.

Schwieriger sind Aussagen Uber SOD1 zu treffen. SOD1 zeigt sehr grofe Schwankungen
zwischen den einzelnen Versuchsansatzen. In ,,ChlIP X-Press“ liegt die Anreicherung des
SOD1 Genes mit 41% nur knapp tber dem zuvor erwahnten Schwellenwert von 30%. Die
,,ChIP N-Tap“ zeigt eine stirkere Anreicherung auf 121% und wdére damit ebenfalls ein
weiteres mogliches Zielgen von Brd4 ist.

Besonders zu betonen sind die sehr kleinen Standardabweichungen der Mittelwerte in den
unabhangig voneinander durchgefiihrten ,,ChIPs X-Press* der Gene GABPA, Popl und der
intronischen Sequenz 13/14.

Die in der Einleitung erwéhnten Gene Orc2L und Ccndl wurden aus der Auswertung

herausgenommen, da sie zum Teil zu grolRe Schwankungen unterlagen.

4.2 Auswirkung der Brd4-Bindung auf Transkriptionsebene

Im Anschluss an die oben gezeigten Ergebnisse wurden funktionelle Analysen auf mRNA-
Ebene durchgefiihrt. Diese Analysen sollten Aufschluss darliber geben, ob Brd4 durch die
Bindung an die Promotorsequenzen regulatorische Auswirkungen auf die Transkription zur

Folge hat und wenn ja, welche.

Um dies zu Uberprifen wurde Brd4 in HEK293T-Zellen zum einen tberexprimiert und zum
anderen mittels der shRNA (short hairpin RNA)- ,,Knock Down* Methode herunterreguliert.
Die Auswirkungen auf die bei der ChIP identifizierten Zielgene wurde anschlieend auf
MRNA-Ebene durch eine der quantitative PCR untersucht. Wie bereits bei den ChIP-
Analysen wurde die mRNA der Gene des TfDp-1, Popl, HMOX1, GABPA und SOD1 naher
betrachtet.
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4.2.1 Genexpressionsanalysen nach Brd4 ,,Knock Down*

Um die regulatorischen Eigenschaften der Brd4-DNA-Assoziation zu untersuchen wurden
gPCRs nach einem ,,Knock Down* von Brd4 betrachtet. Dieser ,,Knock Down* lief aufgrund
der Ergebnisse fritherer Versuche tiber 72 und 120 Stunden, da dort die besten Regulierungen
vorliegen.

4.2.1.1 Vorversuche des,,Knock Downs*

Fir den ,,Knock Down* wurde das Konstrukt ShRNA C2 und als Kontrolle shRNA GFP
verwendet. Die in die Zelle transfizierte ShRNA C2 wird durch die Enzyme Drosha und Dicer
uber mehrere Schritte in eine einzelstrangige ShRNA umgewandelt, die gegen eine 19nt lange
Sequenz des C-Terminus von Brd4 gerichtet ist. Die ShRNA GFP richtet sich gegen eine
Nukleotidsequenz der GFP-mRNA, welches in menschlichen Zellen nicht enthalten ist und
konnte somit als Negativkontrolle dienen.

Die Plasmide wurden zunédchst mit den Endonukleasen Sall und Notl verdaut, um die
Richtigkeit der Plasmide zu bestatigen. Das Ergebnis wurde auf einem Agarosegel betrachtet.
Aufgetragen wurden die Konstrukte sShRNA C2 und shRNA GFP.

shRNAC2 shRNAGFP

6000

750

500 ..
— Abbildung 15 Uberprufung der Plasmide fir

300 y * den Brd4 Knock Down. Uberpriifung der

Plasmide shRNA C2, und shRNA GFP nach
Restriktion mit den Endonukleasen Sall und Notl.
- Die Proben sind auf einem 1 % Agarosegel
aufgetragen worden.

Zu erkennen sind die erwarteten Banden bei 6349 bp, die dem Vektor entsprechen, und die

des jeweiligen ,,Inserts bei ca. 300 bp.

Nach erfolgreicher Uberpriifung der verwendeten Plasmide wurden diese in Hek293T Zellen

durch eine transienter Transfektion eingeschleust.
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Um zusatzlich die Effizienz der Kontrolle ShRNA GFP zu uberprifen, wurden zum einen in
HEK?293T-Zellen GFP und zum anderen GFP und die ShRNA GFP transfiziert. Beide Ansétze
wurden 120 Stunden kultiviert und anschlielend unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet
(Abbildung 16).

Bild A zeigt die Zellen, die nur mit GFP transfiziert wurden. Die in Bild B dargestellten
Zellen zeigen die Doppeltransfektion mit GFP und der shRNA GFP und Abbildung C die
Doppeltransfektion mit GFP und der shRNA C2 zur allgemeinen Transfektionseffizienz.

Abbildung 16 Transfektions- und ,,Knock Down* Uberpriifung in HEK293T-Zellen. A) HEK293T-Zellen mit dem
Vektor pEGFP-C1 transfiziert. Das Bild zeigt die Zellen nach 120h. B) Zellen nach 120h nach einer Doppeltransfektion
mit den Vektoren pEGFP-C1 shRNA GFP. C) Uberpriifung der Transfektionseffizienz nach 120h nach Doppeltransfektion
von pEGFP-C1 und shRNA C2. (10 fache VergréRerung)

Die Expression von GFP in Bild A liegt bei fast 100%. Der in Bild B zu sehende ,,Knock
Down* durch die shRNA GFP konnte nach einer Auswertung ber ImageJ mit circa 88%
quantifiziert werden und bestétigt somit die Funktion der Kontroll-shRNA. In Abbildung C ist

eine Transfektionseffizienz von circa 70% zu sehen.

Nach 72 beziehungsweise 120 Stunden in Kultur nach der Transfektion wurden die Zellen
gemall Protokoll geerntet und die RNA isoliert. Die Qualitat wurde mit Hilfe einer
Agarosegel-Elektrophorese Uberpriift. Abbildung 17 zeigt exemplarisch eine solche Gel-

Kontrolle.
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shRNA shRNA

C2 GFP
~

2000 =—
1500 =—

1000 ——

€— 285

<— 185

200— <— mRNA | Abbildung 17 Uberprifung des Qualitat der RNA nach der

Extraktion. Aufgetragen sind die Proben shRNA C2 und shRNA GFP
nach der RNA-Extraktion auf einem 1%igem Agarosegel. Die erste
Bande entspricht den 28S rRNA und die zweite der der 18S rRNA.

Zu sehen sind zwei definierte Banden im oberen Bereich des Gels. Die erste, bei ca. 2000 bp
entspricht der 28S rRNA (ribosomale RNA) und die bei circa 1000 bp die der 18S rRNA. Die
bei 200 bp laufende, verschwommene Bande zeigt die Fraktion der mRNAs. Zu erwahnen ist
hierbei, dass bei der Gel-Elektrophorese ein DNA-Marker verwendet wurde. Daher kann die
genaue GroRe der RNA nicht eindeutig ermittelt werden. Jedoch zeigt das Gelbild keine
Degradation der RNA. Diese wurde im Anschluss in cDNA umgeschrieben und die

Genexpressionsanalysen tber eine gPCR durchgefihrt.

4.2.1.2 Quantitative Auswertung tber Real Time PCR

In diesem Versuchsteil wurde die isolierte und in cDNA umgeschriebene mRNA (ber eine
quantitative PCR untersucht. Abbildung 18 zeigt die Mittelwerte der relativen cDNA Menge
in Prozent, errechnet aus den Ci-Werten, der untersuchten Genen aus vier unterschiedlichen
,,Knock Down* Ansétzen (72 und 120 Stunden). Die relative cDNA Menge wurde (ber die
AAC-Methode (siehe Anhang) errechnet, wobei HPRT als ein Referenzgen zur
Normalisierung verwendet wurde.
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Abbildung 18 Expressionsverhalten der Gene TfDP1, Popl, GABPA, HMOX1 und SOD1 nach Brd4 ,,Knock Down*.
Das Diagramm zeigt die Auswertung der quantitativen PCR der in cDNA umgeschriebene mRNA. Die Balken zeigen die
Mittelwerte aus vier unterschiedlichen ,,Knock Down* Versuchen mit den entsprechenden Standardabweichungen.
Dargestellt ist die relative cDNA Menge in Prozent, die sich tber die AAC-Methode errechnet.

Die Herrunterregulierung von Brd4 wurde durch zwei Primer getestet. Der eine, Brd4 Exon 5,
detektiert sowohl die lange als auch die kurze Isoform von Brd4, der zweite Primer, Brd4
Exon 18, erkennt nur die lange Isoform. Im Durchschnitt konnte ein Brd4 ,,Knock Down* von
circa 35% bei Exon 5 und 45% bei Exon 18 erreicht werden. Die Erklarung flr den starkeren
,,Knock Down*, der bei Exon 18 detektiert wurde, liegt in der verwendeten shRNA C2, die

am C-Terminus ansetzt. Dadurch wird nur die lange Isoform reguliert.

Durch den ,,Knock Down* von Brd4 ist eine vermehrte Genexpression von Popl, GABPA
und HMOX1 zu erkennen. Besonders GABPA zeigte eine sehr gleichmaRige Regulierung
Uber die vier Experimente. Popl zeigte die starksten Hochregulierungen, die bei tber 70%

lag.

TfDpl und SOD1 zeigten eine geringere Genexpression nach Brd4 ,,Knock Down®. Hierbei
zeigte TfDp1l die konstanteste Herrunterregulierung um circa 22%. Die Werte des Gens SOD1
schwankten in den vier Ansétzen sehr stark, was eine Aussage Uber die Regulierung schwierig

machte. Im Mittel zeigte SOD1 eine Herrunterregulierung um 22%.
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Um die Genexpression von Popl und GABPA besser nachvollziehen zu kdnnen wurden sich
die Werte der einzelnen Experimente, zweier unabhéngig durchgefuhrter Anséatze nach 72
Stunden und zwei nach 120 Stunden, ndher betrachtet. Dargestellt sind wie zuvor die relative
cDNA Menge in Prozent.
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‘s 60% = 20% —
) ® KD_120h | )
3 40% + S
2 oy | " KD_120n I — = 0%
> ° < mKD 72h |
S 0% Q -20% - —
g v mKD_72h_II
2 0% - > _ _
E ZOAJ -E _40% i —
S _40% - ® m KD_120h_|
-60% 60% +— ' — .
KD_120h _II
-80% 80%
Brd4 Exon18 Popl Brd4 Exon18 GABPA
Gene Gene

Abbildung 19 Expression unterschiedlicher Gene nach ,,Knock Down* von Brd4. Dargestellt ist die relative cDNA
Menge in Prozent errechnet Uber die AAC-Methode. Zu sehen sind die Knock Downs nach 72 Stunden und nach 120
Stunden. Es wurde jeweils das untersuchte Gen und der Knock Down der langen Isoform von Brd4 (ber die Detektion von
Exon 18 dargestellt.

Betrachtet man Popl, das bei Brd4 ,,Knock Down* eine erhdhte Genexpression zeigte
genauer, féllt auf, dass bei starkerem ,,Knock Down* die Expression schwacher wird
(Abbildung 19 A). Bei einem ,,Knock Down‘ von Brd4 von 69%, steigt die Popl-Expression
auf 34%, bei schwécherer Herrunterregulierung von Brd4 auf 29% steigt die Genexpression
deutlich auf circa 111% an. Die Verhéltnisse bei GABPA sind nicht ganz so deutlich. Die
Genexpression von GABPA zeigt mit 37% den hochsten Wert bei dem schwachsten Brd4
Knock Down von circa 29% (vgl. Abbildung 19 B). Jedoch zeigen die darauffolgenden

Regulierungen recht ahnliche Werte.

4.2.2 Genexpression bei Uberexpression von Brd4

Nach der Uberpriifung der Genexpression nach Brd4 ,,Knock Down*“ wurde im Folgenden
nun die Expression nach einer Uberexpression betrachtet. Hierbei wurde das Konstrukt X-

Press Brd4 verwendet, in HEK23T Zellen transfiziert und 48 Stunden nach der Transfektion
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geerntet. Die Qualitatskontrolle der RNA wurde analog zu den ,,Knock Down“-Experimenten
durchgefiihrt. Abbildung 20 zeigt die Auswertung der Uberexpression. Es wurden wie zuvor
die Gene TfDp1, Popl, GABPA, HMOX1 und SOD1 untersucht, wobei auch hier HPRT zur
Normalisierung verwendet wurde. In dieser Grafik ist auf der Y-Achse diesmal der Logio der
relativen cDNA Menge aufgetragen. Dies ermdglicht eine bessere Ubersicht der Daten. Die
relative cDNA Menge wurde wie zuvor ber die AACi-Methode errechnet.
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Abbildung 20 Expressionsverhalten der Gene TfDpl, Popl, GABPA, HMOX1 und SOD1 nach Uberexpression von
Brd4 mittels dem X-Press Brd4 Konstrukt. Dargestellt ist der logy, der relativen cDNA Menge, die wie zuvor (ber die
AAC-Methode errechnet wurde. Es wurden wieder sowohl beide Isoformen (Exon 5 und 18) als auch die lange Isoform
alleine (Exon 18) detektiert.

Wie erwartet, stieg die Konzentration an Brd4 nach 48 Stunden nach Transfektion auf die 40
fache Menge in der Zelle an. Durch das verwendete X-Press Brd4 Konstrukt wird
ausschlieBlich die lange Isoform, die Uber Exon 5 und 18 detektiert wird, angereichert. Trotz
dieser guten Uberexpression zeigten die untersuchten Gene nur sehr geringe Auswirkungen
bezogen auf ihr Expressionsniveau. Sie zeigten eine maximale Regulation von nur 13%.
GABPA, HMOX1 und SOD1 wurden minimal in der Zelle erhéht, wobei TfDpl und Popl
auf ungefahr die gleiche Menge reduziert vorlagen. Jedoch aufgrund der sehr geringen
Auswirkungen, bei einer doch sehr starken Uberexpression, lasst sich keine Schlussfolgerung
auf die regulatorischen Auswirkungen einer vermehrten Brd4 Konzentration machen. Die
minimalen Regulationen der Gene TfDpl, Popl, GABPA, HMOX1 und SOD1 kdénnen auf

den unspezifischen Hintergrund zuriickzufiihren sein, sprich endogene Variationen der Zelle.
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Da eine Uberexpression von Brd4 in der Zelle nicht gewahrleistet, dass eine erhohte Menge
an Brd4 auch Uber acetylierte Histone an die DNA bindet, ist eine Aussage des
Expressionsverhalten der Gene nach Uberexpression ohnehin erschwert. Die allgemeine
Tendenz zeigt jedoch, dass vermehrt in der Zelle auftretendes Brd4 keine transkriptionelle
Regulation hervorruft. Daher wird im Spateren besonders auf das zuvor beschriebene
Expressionsverhalten nach Herrunterregulierung von Brd4 die Aufmerksamkeit gelegt.
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Im Rahmen dieser Arbeit sollte zundchst das Protokoll einer Chromatin Immunprézipitation
(ChIP) fir Brd4 etabliert werden. Dazu musste zundchst das Protokoll der ChIP auf die
speziellen Bedingungen der Brd4 Prazipitation angepasst werden. Unter anderem wurden die
Fragmentierung der DNA, sowie das Antikdrper-,,.Beads* Verhéltnis optimiert.

Anhand unterschiedlicher Bedingungen fiir die DNA-Fragmentierung konnte beobachtet
werden, dass die Vernetzung der Proteine mit der DNA, die durch die Formaldehydfixierung
zustande kommt, eine VergroRerung der eigentlichen DNA-GroRe auf das dreifache
verursacht (vgl. Abbildung 12). Anhand dieser Beobachtungen wurde eine GroRe zwischen
1500 und 5000 bp ermittelt, die in einer Fragmentlange von 500-1000 resultiert. Des Weiteren
wurde das optimale Antikdrper-,,.Beads“-Verhéltnis Gber Western Blot Analysen bestimmt
(vgl. Abbildung 13). Es zeigte sich, dass 1 pg Antikdrper mit 70 pl Protein G ,,Beads* fiir die
Préazipitation am besten geeignet waren. Fur die spéteren Experimente wurde das hier

optimierte ChIP-Protokoll verwendet.

Die Hauptaufgabe dieser Arbeit war die Identifikation von Promotorsequenzen, mit denen
Brd4 assoziiert und die Untersuchung moglicher Auswirkungen auf Transkriptionsebene. Die
Auswertung durch quantitative PCRs ergab die Identifikation von mindestens drei Brd4
Zielgenen, Popl, GABPA und SOD1 (vgl. Abbildung 14).

Die Auswertungen der ChIP Analysen der Gene Popl und GABPA zeigten eine deutliche
Anreicherung. Popl, welches bereits in Mochizuki et al. als ,,Target“-Gen von Brd4 in
Mauszellen identifiziert wurde, zeigte eine Anreicherung auf bis zu 272%. Ebenso war
GABPA mit Werten um die 200% als eindeutiges Brd4 Zielgen zu identifizieren. SOD1
zeigte in den hier durchgefiihrten ChlP-Experimenten, ein nicht ganz so eindeutiges Ergebnis,
jedoch liel? sich auch hier eine Anreicherung im Vergleich zu den Kontrollen von circa 120%
erkennen (Abbildung 14, ChIP VII).

Neben den erfolgreich identifizierten Zielgenen von Brd4 konnten des Weiteren auch die

zuvor gewahlten Negativ-Kontrollen bestatigt werden.

TfDP1 zum Beispiel ist in Mochizuki et al. als ein ,Nicht-Binde-Sequenz® von Brd4 in
Mauszellen beschrieben worden. Im Rahmen dieser Arbeit konnten diese Ergebnisse auch auf
humane Zelllinien erweitert werden. TfDP1 zeigte in allen ChlIP-Analysen mitunter die

geringste Anreicherung von hochsten 30%. Auch HMOX1, das bei der Chromatin
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Immunprézipitation von Sultan et al. als ein ,Nicht-Zielgen“ der RNA Polymerase Il
analysiert wurde, zeigte dhnlich wie TfDP1 eine der geringsten Anreicherungen von maximal
30%. Diese Prozentwerte liegen nur minimal Gber der Anreicherung der intronischen Sequenz
13/14 (25%), die als Vergleichs-Negativkontrolle diente.

Nach diesen Chromatin Immunprazipitationsanalysen wurden Expressionsanalysen
angeschlossen, um die Funktion von Brd4 bei der Transkription weiter zu analysieren. Dabei
wurde einerseits das Expressionsverhalten der als Brd4 Zielgene identifizierten Gene sowohl
nach Brd4 ,,Knock Down*, als auch nach dessen Uberexpression betrachtet.

Zuerst wurde SOD 1 néher untersucht. SOD1 kodiert flr das Protein Superoxiddismutase 1
und wurde als RNA Polymerase Il Zielgen in der Veroffentlichung von Sultan et al.
beschrieben. Des Weiteren wird SOD1 in der Literatur mit Nf-xB bei der Reaktion der Zelle
auf Sauerstoff-Stress in Verbindung gebracht (Ana I. Rojo, 2004). Das von SOD1 kodierende
Protein ist eines der beiden Isoenzyme, die fur die Zerstorung freier Sauerstoffradikale

verantwortlich sind.

Die funktionellen Analysen bestétigten die Vermutung, dass SOD1 durch die Assoziation an
Brd4 transkriptionell reguliert wird. Durch eine Reduzierung der Brd4 Konzentration sinkt
ebenfalls die Genexpression von SOD1 (vgl. Abbildung 18). Eine Reduktion von Brd4 um
circa 45% verursachte einen Rickgang der Genexpression von SOD1 um circa 25%. Aus
diesen Beobachtungen lasst sich schlieBen, dass Brd4 direkt zu einer Aktivierung der
Transkription fihrt. Da die Regulationen jedoch sehr schwach sind, sind vermutlich noch

weitere Transkriptionsfaktoren bei der Regulation beteiligt (vgl. Abbildung 18).
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Ein moglicher Regulationsmechanismus des SOD1 Gens uber Brd4 ist in Abbildung 21 A
dargestellt.

A B

[

_)9

Abbildung 21 Modell der Aktivierung und Repression von Genen durch Brd4. A) Modell der
Aktivierung: Brd4 bindet an Rel A und Uber acetylierte Histone an die DNA. Durch Anbindung des
p-TEFb wird die RNA Polymerase Il rekrutiert und (ber Phosphorylierung durch p-TEFb aktiviert.
B) Modell der Repression: Brd4 bindet an ein zweites noch unbekanntes Protein und bildet einen
Komplex. Dieser Komplex bindet Uber acetylierte Histone an die DNA und rekrutiert ein drittes
Protein, welches die Transkription direkt hemmt.

Brd4 dient hierbei als Bindeglied zwischen RelA und dem p-TEFb-Komplex, in dem es an
acetyliertes Rel A und im selben Zug an p-TEFb bindet. Uber dieses Verlinken wird nun die
RNA Polymerase Il an die Promotorsequenz von SOD1 rekrutiert und durch
Phosphorylierung von p-TEFb aktiviert. Dadurch wird die Transkription des nachfolgenden
Gens gestartet. Uber dieses Modell wurde bereits die transkriptionellen Aktivierungen der p-
TEFb-abhéngigen Nf- kB Gene erklart.

Die Auswertungen der funktionellen Expressionsanalysen der Gene GABPA und Popl
zeigten eine andere Art der Regulation. Die Expression von sowohl GABPA als auch Popl
stieg nach einer Reduktion der Brd4 Konzentration deutlich an. GABPA zeigte einen Anstieg
der mMRNA-Menge von circa 30%; das Expressionslevel von Popl stieg sogar auf tiber 70%

an. Popl, welches mit 272% auch die beste Anreicherung in der Brd4-ChlP zeigte (siehe
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5 Diskussion

Abbildung 14) bewies sich auch als das am starksten regulierte Gen nach Brd4 ,,Knock

Down®.

Fur beide Gene zeigte sich somit, dass das endogene Protein Brd4 die Expression dieser Gene
hemmt. Ein mogliches Erklarungsmodell einer solchen Repression mittels Brd4 ist in
Abbildung 21 B dargestellt. Die Vermutung ist, dass Brd4 mit einem anderen, noch
unbekannten Proteinen an acetylierte Histone bindet. Durch diesen Komplex wird ein zweites
Protein rekrutiert, welches die Transkription direkt hemmt. Anhand dieses Schemas wurde
bereits auch die reprimierende Wirkung von Brd4 auf die Transkription der virale Proteine E6
und E7 bei einer HPV Infektion erklart (Wu. S.-Y., 2007). Hierbei rekrutiert Brd4 das virale
Protein E2 des HPV an die Promotoregion, das die Transkription der folgenden Gene hemmit.

Andererseits konnte auch die Bindung von Brd4 an die DNA Transkriptionsfaktoren

verdrangen, die zu einer Aktivierung fihren wirden.

Nach den Beobachtungen des ,Knock Downs“ und der darauf entwickelten
Regulationsmechanismen der Repression wurde im Folgenden das Expressionsverhalten von
GABPA und Popl beim ,,Knock Down* naher betrachtet.

Nach unterschiedlichen ,Knock Down“-Experimenten mit unterschiedlich starken
Herrunterregulierungen von Brd4 zeigte GABPA fast annédhernd identische Expressionswerte,

die bei ungefahr 30% lagen.

Betrachtet man Popl im Detail, fallt eine Korrelation zwischen Brd4 ,,Knock Down* und
Expressionsstarke von Popl auf. Popl ist ein in der Gi-Phase vermehrt exprimiertes Gen,
welches fiir ein Protein kodiert, das bei der pra-RNA Prozessierung eine Rolle spielt. Zwar
zeigte Popl bei allen ,,Knock Down“-Versuchen einen Expressionsanstieg, jedoch sinkt dieser
bei vermehrter Brd4-Menge in der Zelle (Abbildung 19). Bei einer Herrunterregulierung von
Brd4 um 25% steigt die Expression der Popl mRNA auf iber 110% an; nach einem 70%igem
,,Knock Down*“ von Brd4 steigt die Popl Expression auf knapp Uber 30% an. Diese

Beobachtungen konnten durch die folgenden zwei Modelle erklart werden (Abbildung 21).

Zunachst wurde als Repressionsmodell vorgeschlagen, dass Brd4 mit einem zweiten, noch
unbekannten Protein interagiert und damit die Rekrutierung eines dritten, die Transkription
hemmenden Proteins verursacht. Eine mdgliche Erklarung fir die nach starkerem Knock
Down auftretende verminderte Expression des Gens ist das Vorhandensein eines

Ersatzproteins (,,Back up®) fiir Brd4. Wird Brd4 zunichst leicht in der Zelle herrunterreguliert
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5 Diskussion

steigt im ersten Moment die Expression der mRNA, da nicht mehr genug Brd4 in der Zelle
vorhanden ist um jede Transkription des Gens zu hemmen. Sinkt die Konzentration an Brd4
in der Zelle jedoch weiter, bindet das zuvor an Brd4 gebundene Protein an ein Brd4-
Ersatzprotein, mit dessen Hilfe die Transkription wieder gehemmt werden kann. Dieser
Mechanismus kann iiber eine ,Feedback® Regelung des Popl erkliart werden. Die
Rekrutierung des Ersatzproteins wird erst aktiviert, wenn die Popl Konzentration einen
gewissen Schwellenwert tbersteigt. Daher steigt zundachst die Popl Expression an, bevor sie
durch das Ersatzprotein wieder gehemmt wird.

Fir die Erklarung des zweiten mdglichen Modells wird davon ausgegangen, dass mehrere
Bindungsstellen fiir Brd4 mit unterschiedlichen Affinitaten in den Promotoren existieren. In
Abbildung 22 ist dieses Modell schematisch dargestellt. Auf der Promotorregion sind
unterschiedliche Bindungsstellen dargestellt, bei denen Brd4 zum einen aktivierend und zum

anderen reprimierend auf die Transkription wirken.

A 5
A = Aktivator
"'2 44 Brd R = Repressor
o - ~[PFromatar | : '77
R R A A R
B
4 : [Fromatar - I I*i
R R A A R
C
_qj:[/}i‘rc-motor ~ > I > :l——
R R A A R

Abbildung 22 Modell zur Erklarung unterschiedlicher Wirkungsweise Brd4’s auf die Transkription. Brd4 bindet an
unterschiedliche Regionen der DNA. Durch unterschiedlich starke Affinitaten der Bindungen kommt es bei Reduzierung der
Brd4 Konzentration zu einer verénderten Regulation.

Die endogene Situation in der Zelle entspricht Abbildung 22 A. Alle Bindungsstellen fiir Brd4
auf der Promotorregion sind besetzt. Die Folge ist eine reprimierende Wirkung auf die
Transkription. Wird die Expression des Proteins nun vermindert, kénnen nicht mehr alle
Bindungsstellen besetzt werden. Die Folge ist, dass das Verhdltnis zwischen den

aktivierenden und reprimierenden Bindungsstellen verschoben wird. Eine Expression des
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5 Diskussion

danach liegenden Gens ist die Folge (Abbildung 22 B) Steht nun noch weniger Brd4 in der
Zelle zur Verfigung (Abbildung 22 C) kénnen nur noch vereinzelte Bindungsstellen besetzt
werden, die in diesem Fall wieder zu einer Repression fuhren werden. Damit kdnnte die
verminderte Genexpression nach starkerem , Knock Down* erklart werden. In diesem Fall
konnte das Modell auch die Ergebnisse nach einer Uberexpression von Brd4 erklaren. Da, wie
zuvor beschrieben, in der endogenen Situation alle Bindungsstellen von Brd4 besetzt sind,
durfte eine Brd4 Uberexpression keine regulatorischen Auswirkungen haben. Dies
reprasentiert das Diagramm in Abbildung 20. Eine Uberexpression von Brd4 auf das 40 fache
zieht keine signifikante Veranderung der Popl Expression nach sich.

Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit drei Brd4 Zielgene identifiziert, und die Aufgabe
von Brd4 an deren Transkription analysiert werden. Dabei wurde festgestellt, dass Brd4 auf
die Transkription von SOD1 aktivierend und auf die Transkription der Gene GABPA und
Popl reprimierend wirkt. Anhand der Beobachtungen bei Pop1 nach ,,Knock Down* wurden
zwei Modelle entwickelt, die dieses Verhalten erklaren kénnten. Zum einen wurde ein Modell
entwickelt, welches ein Brd4-Ersatztprotein (,,Back up®) vorsieht, das bei einer zu starken
Expression der Gene fur Brd4 einspringt. Zum anderen wurde die Mdglichkeit dargestellt,
dass die Funktion von Brd4 ber unterschiedliche Bindungsaffinititen an den
Promotorregionen erklart werden konnte. Dieses Modell wurde durch die Ergebnisse der

Uberexpressionsanalysen verstarkt.

Um die tatsdchliche Funktion von Brd4 in der Zelle und die damit verbundenen
Regulationsmechanismen zu charakterisieren sind viele weitere Untersuchungen notwendig.
Hier wurde nur ein Kleiner Ausschnitt aus dem Regulationsrepertoire von Brd4 untersucht.
Um die Funktion von Brd4 in der transkriptionellen Regulation besser zu verstehen ist
beispielsweise eine sogenannte ChIP-Seg-Analyse (Chromatin Immunprazipitation mit
anschlieRender Sequenzierung der prazipitierten DNA) notwendig. Uber dieses Verfahren
koénnen Informationen Uber die Bindungssequenzen von Brd4 gewonnen werden und
Regulationsmechanismen erklart werden. Des Weiteren sollten RNA-Seg-Analysen
durchgefuhrt werden, um die gesamte Funktion von Brd4 in der Zelle zu charakterisieren.
Diese genomweiten Analysen helfen Zusammenhénge zu ermitteln und die Aufgabe von Brd4
in der Zelle zu verstehen. Diese Erkenntnisse konnen dann verwendet werden, um den
Infektionsverlauf von beispielsweise Humanen Papillomaviren nachvollziehen zu kénnen

oder auch Infektionen zu heilen.
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6 Zusammenfassung

Das zellulare Protein Brd4 ist als Interaktionspartner unterschiedlicher viraler Proteine
beschrieben worden (A. Lin, 2008) (M. Ottinger, 2006) (J. You, 2006). So verlinkt es durch
Anbindung des viralen Proteins uber seine C-Terminale Doméne das virale Genom an das
Wirtsgenom und gewaéhrleistet somit die Aufrechterhaltung der Infektion wéhrend der
Zellteilung. Bereits bekannte tumorassoziierte Virusinfektionen bei denen Brd4 eine
entscheidende Rolle spielt sind das Humane Papillomavirus (HPV), das Kaposi’s Sarcoma-
Associated Herpesvirus (KHSV) und das Epstein-Barr Virus (EBV).

Brd4 spielt auch in der Zelle selbst eine bedeutende Rolle und beeinflusst viele Mechanismen
wie beispielsweise die Replikation, die Proliferation oder auch Transkription (vgl. Abbildung
2 in Kapitel 1.2). Im Rahmen dieser Arbeit wurde speziell der Einfluss von Brd4 auf die
transkriptionelle Regulation untersucht. Brd4 bindet tiber den p-TEFb-Komplex an die RNA
Polymerase Il (Yang Z., 2008) sowie an acetyliertes RelA wodurch es als Bindeglied
zwischen RelA und dem p-TEFb-Komplex fungieren kann und somit p-TEFb-abhangige Nf-
kB Gene aktiviert (Huang B., 2009). Des Weiteren bindet Brd4 an acetylierte Histone (3 und
4) (Jang K., 2005).

Ziel dieser Arbeit war es DNA-Sequenzen zu ermitteln an die Brd4 binden kann und

maoglicherweise einen transkriptionellen Einfluss austbt.

Dabei konnte durch eine Chromatin Immunprazipitation drei Brd4 ,,Target“-Gene identifiziert
werden. Zu diesen zahlen ,Processing of Precursor 1¢ (Popl), “GA bindendes Protein
Transkriptionsfaktor< (GABPA) und Superoxiddismutase 1 (SOD1). Neben diesen Zielgenen
konnten auch die zuvor vermuteten Negativkontrollen TfDP1 und HMOX1 bestétigt werden.
Ebenso wurden die funktionellen Konsequenzen der Brd4-Regulation untersucht und gezeigt,

dass Brd4 sowohl bei der Transkriptionsaktivierung als auch -repression eine Rolle spielt.

Diese und weitere Erkenntnisse Uber die Funktion von Brd4 bei der transkriptionellen
Regulation innerhalb der Zelle helfen den Verlauf und die Hintergriinde bestimmter
Virusinfektionen, wie beispielsweise der HPV Infektion, besser zu verstehen um mdogliche

Therapieansatze entwickeln zu kénnen.
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8.1 Primereffizienztestung
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8.2 Auswertungsbeispiel ChIP

Die Auswertung der ChIP wurde Uber zwei Schritte durchgefiihrt. Zuerst wurde der
Prozentsatz der Anreicherung in den Output-Proben zu den Input-Proben, sowohl fir die
Brd4-Uberexpressions-Proben, als auch fir die Kontrollen errechnet (%lnput). Im zweiten
Schritt wurde dieser Wert auf die Kontrollen normalisiert. Im Folgenden ist ein Beispiel
anhand des Gens Popl in der ChIP VII:

Probe Ct-Wert Mittelwert  %Input Normalisiert
Input + 28,46843 28,8117175 0,05014773 272,57
29,155005
Output + 28,118189 28,2808055
28,443422
Input - 28,008505 29,1367465 0,01345979
30,264988
Output - 29,211344  30,487179
31,763014

1. Mittelwertbildung:
(28,46843+29,155005)/2 = 28,8117175

2. Errechnung des % Input:
2/\(28,8117175-28,2808055)/28,8117175 = 0,05014773

3. Normalisierung gegen die Kontrolle:
((0,05014773*100)/0,01345979)-100 = 272,57

8.3 Auswertungsbeispiel Expressionsanalysen

Die Auswertung der Knock Down, sowie der Uberexpressionsexperimente wurden durch die
AACt-Methode berechnet. Hierbei wird die Expression eines Zielgens auf die Expression
eines nicht regulierten, konstant exprimierten Referenzgens (,,Housekeeping® Gen) bezogen
und aus deren A-Ct-Werten anschlieBend der AACt-Wert gebildet. Um den
Expressionsunterschied zwischen beiden Gruppen zu ermitteln wird dieser Wert anschlieRend
in die Formel 2”(AACt) eingesetzt.

Zur Erlauterung soll im Folgenden beispielhaft die Errechnung der relativen cDNA Menge am Gen

von Brd4 erklart werden.
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Brd4

Probe Ct

Average

ACt

AACt

2N-AACtE

%

ShRNA C2 26,243006
ShRNA C2 25,896822

26,3001205 1,4142235 1,668223 0,31464066

-69%

ShRNA GFP 24,87052  24,885897

ShRNA GFP 24901274

HPRT (Referenzgen)

Probe Primer Ct-Wert Average ACt

shRNAC2  HPRT 23,285929 23,2716495 -
0,2539995

shRNA C2  HPRT 23,25737

ShRNA HPRT 23,548532  23,525649

GFP

ShRNA HPRT 23,502766

GFP

1. Mittelwertbildung:
(26,243006+26,12836)/2 = 26,3001205

2. AC::

26,3001205-24,885897 = 1,4142235

3. AAC::

1,4142235--0,2539995 = 1,668223

4. 27\(- AACY):

2"\(-1,668223) =0,

5. Umrechnung in

31464066
%o:

(0,31464066-1)*100% = -69%
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