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Zusammenfassung 1

Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der linsenspezifischen Regulation der y-
Kristalline der Vertebraten. Davon wurde der proximale yF-Kristallinpromotor
stellvertretend flr Untersuchungen herangezogen.

Im Gegensatz zur Beobachtung von E. Krausz (Dissertation 1996) zeigte das
oA-Kristallin in Genreporterassays keinen dosisabhéngigen Effekt auf den yF-
Kristallinpromotor. Entsprechend war der Promotor nicht durch homologe Vertreter der
gemeinsamen a-Hsp-Superfamilie zu induzieren, wie durch das HSP27 des Menschen
oder das Hsp17.9 von Petroselinum crispum.

Aullerdem wurde der Effekt der Homeodomanen-Proteine PROX1 und Six3 an
den y-Kristallinpromotoren charakterisiert. Promotoranalysen mit Matlnspector weisen
auf eine Bindestelle des Prospero-Proteins hin. Dieses Protein ist eng verwandt zu den
Vertretern der Vertebraten Prox1/PROX1, die an der Elongation der Linsenfasern
beteiligt sind. In Reportergenanalysen wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die
Grundaktivitat des yF-Kristallinpromotors bei Kotransfektion des PROX1 in die CD5A-
Linsenepithelzelllinie bis zum Zehnfachen gesteigert werden kann. Die Aktivitat des
Promotors in der N/N1003A-Linsenepithelzelllinie wurde nur verdoppelt. Meine
Untersuchungen zeigten, dass in den CD5A-Zellen im Gegensatz zu den N/N1003A-
Zellen keine endogene Prox1/PROX1-Expression vorliegt, und erklaren damit die
unterschiedlichen Aktivierungen in den Zelllinien.

In Kotransfektionsexperimenten wurde eine starke Repression des yF-
Kristallinpromotors auf weniger als 20 % seiner Ausgangsaktivitat durch Six3 gezeigt.
Dieses Homeodomanenprotein interagiert mit dem yF-Kristallinpromotor zwischen
bp —214 und -115. Dadurch konnen weitere Zielgene dieses Entwicklungsfaktors
gefunden werden, die beispielsweise am Krankheitsbild der Holoprosencephalie
beteiligt sind, das auch durch Mutationen im SIX3 hervorgerufen wird.

Beide an der Augenlinsenentwicklung beteiligten Homeodomanenproteine
Prox1 und Six3 wirken antagonistisch auf die yDEF-Kristallinpromotoren. Mit diesen
beiden Regulatoren wurde ein Modell zur Regulation der yDEF-KTristalline erstellt, das

deren Expression in der Linse erklaren kann.



Einleitung

1 Einleitung

1.1  Augenlinse der Vertebraten

Das Auge ist ein Sinnesorgan zur Aufnahme und Weiterleitung optischer

Eindriicke. Das Licht passiert zuerst die Hornhaut, wird an der Linse gebrochen und auf

die Netzhaut projiziert. Die Augenlinse liegt in einer Mulde des vorderen Glaskorpers.

Sie ist mit ihren Zonulafasern rundum im Ziliarkorper verankert. Dieser wiederum ist

mit dem Augapfel verbunden. Dort setzten Muskeln an, welche die Linse zur

Akkomodation verformen konnen. Durch die Verformbarkeit der Linse wird die Schéarfe

des Abbilds auf die Retina geregelt. Die Augenlinse wird nicht innerviert und besitzt

Linsenplakode

Linsengrube und
Augenbecher

Abschniirung des
Linsenvesikels

Beginn der Elongation
primérer Linsenfasern

Entstehung der sekundéren
Linsenfasern im Kortex

Abbildung 1.1: Linsenentwicklung der
Vertebraten.

Die Vertebratenlinse entwickelt sich aus
der Linsenplakode. Es bildet sich eine
Linsengrube, die sich zum Linsenvesikel
abschnirt. Dieses wird von posterior mit
primaren Faserzellen gefillt, die den spateren
Linsenkern bilden.

keine Verbindung zum Blutkreislauf.
Dadurch bleibt ihre Transparenz
gewahrleistet. Neben Nervenzellen
und Herzmuskelzellen sind Linsen-
zellen die einzigen Zelltypen, die im
Lauf der Entwicklung nicht ersetzt
oder ausgetauscht werden.

Die Augenlinse entsteht aus
dem Ektoderm. Es tritt mit dem sich
entwickelnden Augenbecher in Kon-
takt. Das Epithel verdickt sich, bildet
zuerst die Linsengrube aus und
schnlrt sich spater als Linsen-

blaschen ab (JAbbildung 1.1). Im Lauf

der Linsenentwicklung elongieren die

posterioren Zellen des Linsenblés-
chens, fullen es aus und
differenzieren zu priméren
Linsenfaserzellen. Aus diesen Zellen
besteht der spatere Linsenkern. Die
anterioren Zellen des Linsenblés-
chens dagegen bleiben als einschich-

tiges Linsenepithel Dbestehen und
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schieben die aus der Proliferation entstandenen Zellen zum Aquator. Aus den
Epithelzellen der Aquatorregion entwickeln sich die sekundaren Linsenfasern. Sie

werden von den Faserzellen, die sich noch bilden, zur Mitte gedréngt und lagern sich

konzentrisch am Linsenkern an (Abbildung 1.2). Wéhrend dieser Wanderung werden

die Zellorganellen einschliellich Zellkerne bis auf die Ribosomen abgebaut (Hockwin,
1971; Kuwabara und Imaizumi, 1974). Das Cytoskelett bleibt erhalten.

Wahrend der Linsenentwicklung werden Kristalline — die linsentypischen
Proteine — stark exprimiert. Sie fullen die Faserzellen aus. Diese Entwicklung ist flr die
Transparenz der Augenlinse von Bedeutung. Die Faserzellen werden tber gap junctions
von den Epithelzellen versorgt (Evans et al., 1993; Piatigorsky, 1981). Die Proliferation
des Linsenepithels fihrt dazu, dass die Augenlinse mit zunehmendem Alter noch immer

leicht anwachst. Primare und sekundére Fasern und Epithel sind von einer festen Kapsel
aus Glykoproteinen umhiillt (JAbbildung 1.2).

Linsenepithel

Germinative Zone

) Ljnsenbogen
(Aquator)

Linsenkapsel

Linsenkortex

Linsenkern (Sekundare Faserzellen)

(Primare Faserzellen)

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung eines anterior-posterioren Schnitts durch die adulte
Augenlinse.

Die anterioren  Epithelzellen teilen sich in der ringférmigen germinativen Zone. Am
Linsenbogen beginnen sie zu differenzieren und bilden dann die sekundéren Faserzellen. Der Linsenkern
besteht aus den priméaren Faserzellen, die ihre Zellkerne und Organellen abgebaut haben.

1.2 Kristalline

Die Augenlinse ist mit 30 — 35 % Proteinanteil eines der proteinreichsten Organe
des menschlichen Organismus. Kiristalline sind Strukturproteine, die 90 % der
wasserloslichen Fraktion der Linse représentieren. Die Kristalline der Vertebraten

werden gemass ihrer Entdeckung von drei Hauptfraktionen aus der Augenlinse in drei
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Proteinfamilien eingeteilt: 1. die a-Kristalline, 2. die B-Kristalline und 3. die y-
Kristalline (Mdrner, 1893). Davon werden die (- und y-Kristalline zur B/y-Superfamilie
zusammengefasst. Daneben gibt es eine Reihe taxonspezifischer Kristalline, die meist
noch eine enzymatische Funktion aufweisen (Piatigorsky et al., 1994). Bei Vdgeln
beispielsweise werden statt der y-Kristalline die &-Kristalline exprimiert. Sie wirken

auch als Argininsuccinatlyase.

1.2.1 a-Kristalline

Zwei Gene codieren fur die a-Kristalline, das aA- und das aB-Kristallin. Beide
Gene enthalten drei Exons &hnlicher GroRe. In Nagern und anderen Saugetierarten fihrt
ein alternatives SpleiBen der RNS eines zusatzlichen Exons zur Isoform des aA™-
Kristallins.

Die Untereinheiten des a-Kristallins - das aA- und aB-Kristallin — weisen auf
Proteinebene eine Identitdt von 57 % auf (de Jong et al., 1993). Die Sequenzen der
interspezifischen aA- beziehungsweise aB-Kristalline unter den Vertebraten ist weit
hoher (>95 %). Sie sind evolutiondr mit den kleinen Hitzeschockproteinen verwandt
(small heat-shock proteins, sHsps; Ingolia und Craig, 1982), die wie die a-Kristalline
zur Aggregatbildung tendieren. Beide Proteinfamilien werden in der ao-Hsp-
Superfamilie zusammengefasst, deren Gemeinsamkeit vorwiegend in einem etwa
80 Aminosauren langen C-terminalen Bereich liegt, der ,a-Kristallin Doméane*
bezeichnet wird (Caspers et al., 1995). Phylogenetisch stehen die a-Kristalline den
Vertretern der a-Hsp-Superfamilie aus dem Tierreich naher als den Vertretern des
Pflanzenreichs.

Das aA-Kristallin darf als linsenspezifisches Protein betrachtet werden. Es
wurde zwar in geringer Expression in der Milz und im Thymus beobachtet, liegt aber in
groRen Mengen in der Augenlinse vor (Kato et al., 1991°; Krausz et al., 1996). Wegen
der Linsenspezifitdt wurde sein Promotor exemplarisch in Maus und Huhn
charakterisiert (Sax und Piatigorsky, 1994; Cvekl et al., 1994). Im Gegensatz dazu ist
das aB-Kristallin auch im Herz- und Skelettmuskel, in der Niere und in geringeren
Mengen in Hirn und Lunge zu beobachten (Dubin et al., 1989; Kato et al., 1991°9).

In der Linse der Sduger liegt das a-Kristallin als multimerer Komplex von
naherungsweise 800 kDa vor, dessen Untereinheiten das aA- und das aB-Kristallin mit

je 20 kDa sind. Das native a-Kristallin wird niemals als Monomer oder als Oligomer
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niederen Molekulargewichts vorgefunden (Smulders et al., 1998). Offenbar ist seine
multimere Struktur mit hohem Molekulargewicht der stabilste energetische Zustand.
Wegen des hydrophoben Charakters seiner N-terminalen Domane wird angenommen,

dass die a-Kristallin Untereinheiten amphiphatisch sind und zu einer dynamischen

Mizellenstruktur multimerisieren (Abbildung 1.3} Smulder et al., 1998; Clauwaert et al.,

1989). Ein nicht linsenspezifischer Befund belegt, dass das a-Kristallin die Funktion
von kleinen Hitzeschock-Proteinen bei der Hitzeschockantwort tbernehmen kann
(Klemenz et al., 1991).

Die Funktion der a-Kristalline ist die Chaperonaktivitat. Sie beruht auf der
Fahigkeit, denaturierende und destabilisierte Proteine zu binden. Auf diese Weise wird

Aggregation und Prazipitation dieser Proteine verhindert (Horwitz et al., 1992; Jakob et

’ ~ al., 1993). Die Substratspezifitat der
i ?'*H : g o-Kristalline ist gering (Horwitz et
| |

LN vy al., 1992; Rao et al., 1993).
— e Neben der Chaperonaktivitat
[ 1~ wurde eine Wechselwirkung des a-

o A N

/ /J Kristallins mit DNS gezeigt (Singh

?5 et al, 1998). Fir einige V-

Kristallinpromotoren  wurde ein
Abbildung 1.3: Pitted-Flexiball-Modell zur

Struktur des a-Kristallins.
Die 0A- und aB-Kristallin- welches o-Kristalline binden

Promotorelement beschrieben, an

Untereinheiten besitzen je zwei Doménen. Die N- (Pietrowski et al., 1994). Die
terminalen Doménen liegen im Inneren des

Komplexes, wogegen die C-terminalen Domaénen Bindesequenz wurde mit DOTIS

an der Peripherie sind. Sie bilden den polaren bezeichnet (downstream of
Mantel um einen hydrophoben Kern. Die o L .
hydrophilen C-terminalen Extentionen sind frei transkription Initiation site;
beweglich an der Oberfliche. Spezifische {Abbildung 1.5). Genreporter
Interaktionen der C-terminalen Doménen fiihren

zur Bildung von Tetrameren. Die hydrophobe Untersuchungen am YE-
Wechselwirkung zwischen den N-terminalen Kristallinpromotor zeigten ein
Domanen sorgen fiir eine micellenartige Kohésion

zwischen den  Blécken der  Tetrameren Aktivierung seiner Aktivitat in
(entnommen aus Smulders et al., 1998). Abhangigkeit des aA-Kristallins

(Krausz, Dissertation, 1996).
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1.2.2 B-und y-Kristalline

Aufgrund der Verwandtschaft der (- zu den y-Kristallinen werden beide
Proteinfamilien in einer gemeinsamen [/y-Kristallin-Superfamilie zusammengefasst.
Die B-Kristalline liegen als Oligomere mit einem Molekulargewicht bis 200 kDa im
Fall von Oktameren vor (Siezen et al., 1986). Ihr Molekulargewicht als Monomere liegt
zwischen 22 und 28 kDa. Im Gegensatz dazu kommen die y-Kristalline nativ als
Monomere mit einem Molekulargewicht von 20 kDa vor. Der Grund dafur ist eine
unterschiedliche Doménenpaarung.

Einige y-Kristalline haben 4 Griechische Schlissel, die je aus 4 antiparallele [3-
Faltblattern bestehen. Diese Griechischen Schliissel sind paarweise in zwei Domanen
des Proteins angeordnet (Abbildung 1.4; Blundell et al., 1981; Bax et al., 1990). Das
Modell wurde mit Rontgenkristallographie am yB-Kristallin des Rinds entwickelt.
Inzwischen gibt es auch 3D-Strukturen von y-Kristallinen, zum Beispiel dem yF-
Kristallin des Rinds, die davon abweichen (White et al., 1988 und 1989). Bovines yF-
Kristallin zeigt im ersten Griechischen Schlissel 4, im zweiten 3, im dritten 3 und im
vierten 4 [(-Faltblatter. Da die y-Kristalline intramolekulare Doménenpaarung
aufweisen, liegen sie monomerisch vor. Im Gegensatz dazu interagieren diese Domanen

der B-Kristalline intermolekular, was zu Homo-, Heterodimeren und Multimeren fuhrt.

—— Domanel — +—— Domane Il — Abbildung 1.4: Schematische

Motiv 1 Motiv 2 Motiv 3 Motiv 4 Darstellung der Struktur der PBly-
Kristalline.

Py Die B/y-Kristalline bestehen aus

vier Griechischen Schliisseln. Zwei dieser
Motive stellen eine Doméne dar (Lubsen
et al., 1988). Die Eigenschaften des
/ / /v Verbindungspeptids ~ zwischen  beiden

\ 2 A v \ Doménen unterscheiden sich in 3- und y-
Kristallinen. Dadurch wird die

/ Domanenpaarung beeinflusst (siehe Text).

Eine Ausnahme stellt das [s-Kristallin dar. Es wurde den [-Kristallinen
zugeordnet, weil es chromatographisch in dieser Fraktion vorliegt. Spéter wurde
festgestellt, dass es als Monomer vorkommt. Es wird jetzt als ys-Kristallin bezeichnet
(van Rens et al., 1989).
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Zur Unterscheidung der beiden Kristallin-Familien dient auch der N-Terminus.
Er ist in den P-Kristallinen blockiert und in den y-Kristallinen frei. Ein weiteres
Kriterium ist die genomische Struktur. Die (-Kristalline bestehen typischerweise aus
sechs Exons, wobei die erste nicht translatiert wird, das zweite fiir den N-terminalen
Arm und die anderen vier fur je einen Griechischen Schlissel codieren (Hogg et al.,
1987). Im Gegensatz dazu bestehen die y-Kristalline aus drei Exons. Das erste Exon
codiert immer fir drei Aminosauren. Das zweite und dritte Exon fiir je eine Domane des
Proteins (Lok et al., 1984). In der Ratte liegen alle sechs y-Kristalline — die yA-F-
Kristalline — als Gencluster vor, das sich tiber ungefahr 50 kbp erstreckt (den Dunnen et
al., 1989). Dieses Gencluster wurde auch im Genom der Maus auf Chromosom 1 (Skow
et al., 1988) und des Menschen auf Chromosom 2 (den Dunnen et al., 1985) gefunden.
Die B-Kristalline hingegen sind zumindest beim Menschen und bei der Maus Uber drei

Chromosomen verteilt (Hulsebos et al., 1995).

1.3  Linsenspezifische Expression der y-Kristalline

Die y-Kristallingene sind mit Ausnahme geringer Expression in der Retina
(Jones et al., 1999) linsenspezifisch exprimiert. In der Linse der Maus beginnt ihre
Expression ab Tag 12,5 der Embryonalentwicklung (E 12.5) in den priméren
Linsenfasern und spéter in den sekundaren (van Leen et al., 1987; Santhiya et al., 1995).
Die y-Kristallinexpression erreicht eine Woche nach der Geburt in der Maus ihr
Maximum (Goring et al., 1992). Im Gegensatz dazu ist ihre Expression beim Menschen
pranatal. Der Grund dafiir ist die unterschiedlich lange Embryonalentwicklung des
Menschen und der Maus.

Die sechs y-Kristalline sind intraspezifisch einander ahnlich. Die Identitat dieser
Strukturproteine bei der Maus ist mehr als 80 % (Graw et al., 1993). Im Gegensatz zur
Maus werden beim Menschen nur vier y-Kristalline exprimiert. Vogel besitzen keine y-
Kristalline.

Die sehr homologen yDEF-Kristallingene der Maus und der Ratte wurden
intensiv untersucht. Es wurde beobachtet, dass der 5’-flankierende Bereich von

Nucleotid —226 bis +45 des yF-Kristallingens notwendig fur optimale Promotoraktivitét

in der Linse ist (Abbildung 1.5). In diesem Promotorbereich liegen verschiedene

Promotorelemente. Ihre Bedeutung fiir die Regulation der y-Kristalline ist teilweise

bekannt.
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-226 -200 -100 +1 +45
v v v v, v
BTN CRYNER, yF-1 DOTIS | | translatiertes
— | rRARE TATA SILENCER, [SOX1|yrgp —-J—TATA < [T yKristallin
CRYGPEL

Abbildung 1.5: Ubersicht der bekannten Elemente am yF-Kristallinpromotor.

RARE retinoic acid response element -208/-189  Tinietal., 1993

TATA TATA-box -112/-107

CRYNER ycrystallin nested repeats -87/-59 Stoger et al., 1997

SILENCER -76/-58 Peek et al., 1992

CRYGPEL  common ycrystallin promoter element -67/-54 Graw et al., 1993

SOX1 Sox1 binding site -63/-44 Kamachi et al., 1995

yF-1 JYE-crystallin activator element 1 -46/-36 Liu et al., 1991; Goring et al.,
1993

yFBP JF-binding protein -46/-36 Liuetal., 1994

TATA TATA-box -24/-19

DOTIS downstream of transcription initiation site ~ +14/+34  Pietrowski et al., 1994

1.3.1 Allgemeine Transkriptionsfaktoren der y-Kristalline

In den y-Kristallinpromotoren liegen allgemeine Promotorelemente vor. Die
TATA-Boxen beispielsweise weisen darauf hin, dass diese Gene nicht konstitutiv als
Haushaltsgene exprimiert werden. Beim Menschen handelt es sich beim VyE-
Kristallingen um ein Pseudogen, da es in der TATA-Box eine Punktmutation aufweist
(Brakenhoff et al., 1990 und 1994).

Ein weiteres gut untersuchtes Promotorelement in den yDEF-Kristallingenen ist
das retinoic acid response element (RARE; Tini et al., 1993). Mit diesem Element
interagieren die Retinsdurerezeptoren RARa und RXR[. Sie aktivieren als Heterodimer
die Expression von y-Kristallinen. Beide werden allerdings diffus im gesamten Embryo
exprimiert und sind nicht linsenspezifisch (Dolle et al., 1990; 1994). In Zellkultur sind
dazu zwei Antagonisten bekannt, der thyroid hormon receptor (T3R; Tini et al., 1994)
und der orphan receptor (ROR; Tini et al., 1995). Mittels Retinséure kann in das
Wechselspiel dieser vier Retinsdurerezeptoren eingegriffen werden und die vy-
Kristallinexpression erhoht werden. Die physiologische Bedeutung von Retinsdure ist

noch unklar.
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1.3.2 Linsenspezifische Promotorelemente der y-Kristalline

Das yF-1-Element liegt in allen y-Kristallinpromotoren vor. In
Reportergenassays wurde gezeigt, dass das yF-1-Element in primaren Linsenzellen die
yF-Kristallinpromotorexpression erhoht (Liu et al., 1991). An dieses Element bindet das
yFBP. Das Protein stammt aus der cDNS-Bank des Huhns, welches keine y-Kristalline
besitzt (yF-binding protein; Liu et al., 1994). Das Homologe Hicl-Gen der Maus
hingegen wird nicht linsenspezifisch exprimiert (Grimm et al., 1999). Trotzdem konnte
das yFBP in Kotransfektionsexperimenten als Repressor des yF-Kristallinpromotors
charakterisiert werden.

Ein ebenfalls bifunktionales Silencer-Element wurde im yD-Kristallingen der
Ratte untersucht. Dieses Element wurde dem HSV-tk-Promotor vorgeschaltet in Zellen
transfiziert. Dabei wurde eine Repression beobachtet (Peek et al., 1990). In Linsenzellen
dagegen verstérkt dieses Silencer-Element gewebespezifisch die Promotoraktivitét
(Peek et al., 1992).

Die gamma-crystallin-nested repeats liegen in den yDEF-Kristallinpromotoren
der Nager. Die Bindung eines Linsenproteins, das nicht naher charakterisiert wurde,
konnte am Einzelstrang dieses Promotorbereichs gezeigt werden (Cryner; Stdger et al.,
1997).

Zudem wurde eine Element beschrieben, das charakteristisch fur die y-
Kristallinpromotoren ist. Das Promotorelement wurde common gamma-crystallin
promoter element bezeichnet und liegt in allen bekannten y-Kristallinpromotoren von
Mensch, Maus und Ratte vor (Crygpel; Graw et al., 1993). Die Cryner-, Silencer-,
Crygpel-Elemente und die Sox1-Bindestelle, die im folgenden Kapitel beschrieben

wird, Uberlappen sich (Abbildung 1.5)

1.3.3 Regulation der y-Kristalline durch Sox1

Das Testis-bestimmende Gen Sry ist ein Grindermitglied der Sox-Genfamilie
(Sry-related HMG box), die fur Transkriptionsfaktoren codiert. Sie enthalten eine
HMG-Doméne, mit der sie DNS binden kdnnen. Zur Subfamilie der Gruppe B gehéren
die Gene von Sox1, Sox2 und Sox3, die fiir Proteine mit groBer Ahnlichkeit codieren.
Ihrer HMG-Domanen weisen untereinander eine Identitat von 96 % auf (Collignon et
al., 1996).
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In der Maus wird die Expression von Sox2 in allen sensorischen Plakoden
beobachtet, einschlieBlich der, aus welcher sich die Linse entwickelt. Sox2 wird
allerdings im Linsenvesikel nicht exprimiert. An seine Stelle tritt dort Sox1. Es wurde
gezeigt, dass in Explantaten aus der Huhnerlinse die Bindung des Sox1-Proteins an den
0l1-Kristallin enhancer flr seine linsenspezifische Aktivitat erforderlich ist. Das gleiche
gilt fur den yF-Kristallinpromotor der Maus (Kamachi et al., 1995). Dazu kommt, dass
eine spezifische Bindung des Sox1 an alle y-Kristallinpromotoren der Maus gezeigt
wurde. Die Deletion des Sox1-Gens in der Maus fihrt zur Microphthalmie und zu
Katarakt. Die Linsenfasern kénnen nicht elongieren, weil hochstwahrscheinlich keine y-
Kristalline exprimiert werden (Nishiguchi et al., 1998). Sox1 ist deshalb ein kritisches
Gen in der Entwicklung der Linse bei Sdugern und reguliert direkt die Expression von

y-Kristallingenen.

1.3.4 Regulation von Kristallinen durch Pax-6

Das Pax-6 besitzt drei funktionale Doménen. Die Paired-Domane, die nach dem
homologen Paired-Protein aus Drosophila benannt wurde, besteht ihrerseits aus zwei
Unterdomanen, die zur Spezifitdt der DNS-Bindung des Pax-6 beitragen (Jun et al.,
1996; Epstein et al., 1994). Die Homeodoméne dient zur Dimerisierung des Proteins,
wie zur Bindung an DNS. Die PST-Domaéne ist fir die Aktivierung der Transkription
wichtig (Glaser et al., 1994).

In der Maus wird Pax-6 frih im Oberflachenektoderm des Kopfs (E 8.0)
exprimiert. Es ist im Linsenvesikel (E 9.75) und spéter in den Zellen ektodermalen
Ursprungs des Auges zu beobachten (E 15.5, Grindley et al., 1995; Walther und Gruss,
1991).

Im yD-Kristallinpromotor der Ratte konnte keine Pax-6 Bindestelle gefunden
werden (Dirks et al., 1996°) und andere y-Kristallingene wurden noch nicht auf Pax-6-
Bindestellen untersucht. Dagegen tritt Pax-6 als Transaktivator bei der Expression
zahlreicher anderer Kristallingene in Erscheinung, wie zum Beispiel bei den aA- (Cvekl
et al., 1995%), aB- (Gopal-Srivastava et al., 1996), & und {-Kristallinen (Richardson et
al., 1995). Im Unterschied dazu reprimiert es beim Huhn die Expression des BB1-
Kristallingens, das fur die Linsenfasern zelltypspezifisch ist (Duncan et al., 1998).

Verschiedene Mutationen im paired/Pax-6-Gen wurden beschrieben, wie zum

Beispiel bei Drosophila die eyeless (Quiring et al., 1994) und bei der Maus die small
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eye Mutante (Hill et al., 1991). Beim Menschen flhrt eine Mutation im Pax-6, die zum
Krankheitsbild der Anirida (Ton et al., 1991). Wegen seiner konservierten Sequenz und
Funktion in der Augenentwicklung wurde Pax-6 als ,,master control gene* bezeichnet
(Halder et al., 1995). Mutationen im Pax-6 fiihren zu Defekten in der Augen- und in der
Linsenentwicklung, weil dieses Gen fir die Induktion der Linse die vom Ektoderm des
Embryos ausgeht, fir die Entwicklung der Riechplakode, des Vorderhirns (Stoykova et
al., 1997) und des Epithels der Kornea (Koroma et al., 1997) benétigt wird. Mit Pax-6

konnten ektopische Augen in Xenopus induziert werden (Altmann et al., 1999).

1.4 Rolle der Homeodomanen-Proteine Proxl und Six3 in der

Augenlinsenentwicklung der Vertebraten

Die beiden Homeodoménen-Proteine Prox1 und Six3 wurden in der Vertebraten
vor wenigen Jahren entdeckt (Oliver et al, 1993 und 1995). Aus ihren
Expressionsmustern, die in der Maus weitestgehend bekannt sind, und aus nachfolgend
beschriebenen Experimenten an transgenen Tieren steht fest, dass beide Gene an der
Augen- und Linsenentwicklung teilnehmen. Zentrales Thema dieser Arbeit ist die
Frage, ob Prox1 und Six3 an der y-Kristallin-Regulation beteiligt sind. Deshalb werden
sie in den folgenden beiden Kapiteln im Hinblick auf die Linsenentwicklung

beschrieben.

1.4.1 Bedeutung des Prox1 fur die Elongation der Linsenfasern

Prox1 ist ein Homeobox-Gen, das zum prospero aus Drosophila verwandt ist.
Die DNS-Sequenz wurde ermittelt, an die das Prospero-Protein bindet (Hassan et al.,
1997). DNS-Elemente, an die das Prox1 der Vertebraten bindet, sind bislang noch nicht
bekannt. Die Prospero-Homeodoméane weist allerdings zu den Prox1-Homeodoménen,
die unter den Vertebraten identisch sind, eine hohe Identitat auf (65 %; Tomarev et al.,
1996).

Im Huhn entsprechen die &-Kristalline im zeitlichen Ablauf der
Augenentwicklung den y-Kristallinen der Maus. Die Prox1-Transkription im Huhn
beginnt kurz vor der Expression des &-Kristallingens. Deshalb wird vermutet, dass
Prox1 fir die Aktivierung der d-Kristalline und vielleicht auch der y-Kristalline bendtigt

wird (Tomarev et al., 1996).
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Prox1 wird in der Linse, aber auch in anderen Geweben, wie zum Beispiel bei

der Maus in der Retina, in den Neuronen der subvetrikuldren Region des ZNS, im

lymphatischen System und im Pankreas exprimiert (Belecky-Adams et al., 1997; Oliver

et al., 1993; Torii et al., 1999; Wigle et al., 1999°). In der Augenentwicklung der Maus

F" 'Hf?.-r |
»

Abbildung 1.6: Prox1-Expression in
der Linse.

Immunfarbung der Linse
einer 10 Tage alten Wildtyp Maus
werden mit polyklonalem Antikdrper
gegen Prox1 durchgefiihrt. Prox1 ist
in den Zellkernen des Epithels und der
Faserzellen zu erkennen (entnommen
aus Tomarev et al., 1998).

wird Proxl zum ersten Mal in der
Linsenplakode (E 9.5) beobachtet. Spater liegt es
im Linsenvesikel (E 10.0), und in den
Linsenfasern vor (E 12.5). Im Linsenepithel
konnte bis E 18.0 Prox1-Expression nur
schwach nachgewiesen werden (Oliver et al.,
1993; Tomarev et al., 1998). In der 10 Tage
alten Maus ist Prox1 noch immer in den Kernen
der Linsenfasern und auch schwach im Epithel
vorzufinden (Abbildung 1.6; Tomarev et al.,
1998).

Das Gen wurde in der Maus
ausgeschaltet (Wigle et al., 1999°®), weshalb
diese mitten in der Embryonalentwicklung an
Entwicklungsdefekten stirbt. Dabei war zu
beobachten, dass der Beginn der
Linsenvesikelbildung in der mutierten Maus
nicht verandert ist. Spater (E 13.5) ist die

Elongation der primaren Linsenfaserzellen

betroffen. Die Linse bleibt hohl, weil die Faserzellen kaum von posterior elongieren.

Die mutierte Linse ist im Vergleich zur Wildtyp-Linse Kleiner. Die Inaktivierung des

Prox1 verursacht eine anomale Zellproliferation, eine verminderte Expression an

Zellzyklus-Inhibitoren (Cdknlb und Cdknlc) und eine verdnderte Apoptose. In den

Prox1”-Mausen werden einige y-Kristalline unterschiedlich exprimiert. Es war

beispielsweise fur die yBD-Kristalline im Gegensatz zu den yEF-Kristallinen keine

mRNS zu beobachten (Wigle et al., 1999%). Mdoglicherweise sind die y-Kristalline als
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Strukturgene ein wichtiges Element der Elongation der Faserzellen. Dabei ist noch nicht

klar, ob Prox1 in den mutierten M&usen direkt die y-Kristalline reguliert.

1.4.2 Bedeutung des Six3 in der Augenentwicklung

Das Homeobox-Gen sine oculis (so) aus Drosophila wird fur die Entwicklung
des Auges bendtigt (Seimiya und Gehring, 2000) und hat einige Homologe in den
Vertebraten, die sogenannte Six-Genfamilie. Unter diesen wird das SIX3/Six3 als
funktional ortholog zum sine oculis angesehen, weil es wéhrend der Augenentwicklung
stark exprimiert wird (Granadino et al., 1999). Zwischenzeitlich konnte in
phylogenetischen Analysen, die auf einem Vergleich der Nukleoidsequenzen basieren,
gezeigt werden, dass die sechs Six-Gene (Six1-6) zwei eng verwandte Vorganger mit
identischer Homeobox in Drosophila haben, das sine oculis und das optix. Die n&chsten
Verwandten zu sine oculis sind in den Vertebraten die Gene Six1, Six2 und Six4, Six5.
Dem optix stehen die Gene Six3, Six6 am n&chsten. Mit Six3 und Six6 handelt es sich
um paraloge Gene, die zueinander enger verwandt sind als zu den anderen Vertretern
der Six/so Familie (Gallardo et al., 1999).

Auch die Expressionsmuster von Six6 und Six3 in der Maus sind sehr ahnlich.
Six6 wird allerdings nicht so sehr wie Six3 im Gehirn und in den Augenanlagen
exprimiert. In der Linse fehlt es ganz (Jean et al., 1999).

Six3 wird in der Maus friih mit der Entwicklung der Neuralplatte (E 6.5)
exprimiert und ist wahrend der Augenentwicklung zu beobachten (Oliver et al., 1995).
Seine Expression findet im Linsenvesikel (E 9.5) und spéter in der Linse statt. Es wird
am E 12.5 noch im proliferierenden Linsenepithel und in den Faserzellen exprimiert.
Einen Tag spater zieht es sich langsam aus den Linsenfasern zum Epithel zuriick und
wird dort noch stark gebildet. Dieser Zeitraum fallt mit der y-Kristallinexpression in der
Maus zusammen. Die y-Kristalline werden umgekehrt zu Six3 in den Linsenfasern und
nicht im Linsenepithel gebildet (E 14.5; Santhiya et al., 1995). Spater (E 18.0) ist Six3
in der Augenlinse nicht mehr nachzuweisen.

Mit Six3 war es moglich ektopisch Linsen im Medaka-Fisch zu induzieren
(Oliver et al., 1996). Damit ist gezeigt, dass Six3 Zellen aus dem Stadium der Blastula

zu Linsenzellen differenzieren lasst, in denen dann y-Kristalline nachweisbar sind.



Einleitung 14

Mutationen im Six3 kdnnen beim Menschen ernsthafte Erkrankungen ausldsen
oder sich letal auswirken. De novo Mutationen in der Homeobox dieses Gens wurden
gefunden, die Holoprosenzephalie verursachen (Wallis et al., 1999). Eine Auswirkung
dieser Krankheit ist eine Fehlentwicklung der Augenlinse, die zur Microphthalmie oder
zur deformierten Linse fihren kann.

Die durch Mutationen in der Six3-Homeodomane verursachten Erkrankungen
sind mit groRer Gewissheit auf die Wechselwirkung mit DNS und die Wirkung des
Proteins auf noch unbekannte Zielgene zuriickzufiihren. DNS-Sequenzen, an die Six3
oder das sehr dhnliche Six6 binden sind bis dato noch nicht bekannt. Es konnte zwar in
DNS-Bindungsstudien eine Interaktion des Six2, Six3, Six4 und Six5 mit dem
regulatorischen Element des Gens fur die al Untereinheit der Natrium-Kalium-ATPase
(Atplal) nachgewiesen werden. Allerdings interagieren nur Six2, Six4 und Six5, nicht
Six3 mit diesem Promotorelement spezifisch (Kawakami et al., 1996). Ebenso ist die
Wirkungsweise des Six3 auf die Transkription beispielsweise als Aktivator oder

Repressor bestimmter Gene noch nicht aufgeklért.

Abbildung 1.7: Six3-Expression in
Linse.

Six3  wird wéhrend der
Augenentwicklung  des  visuellen
Systems exprimiert. Die beiden linken
Abbildungen zeigen das Auge der
Maus zum Zeitpunkt E 11.5. Rechts
ist die Linse am E 14.5 dargestellt.
Oben ist die in situ Hybridisierung zu
Six3 im Dunkelfeld, unten im Hellfeld
abgebildet. Anfangs (E 11.5) ist Six3
in der sich entwickelnden Linse zu
sehen, spéater (E 14.5) wird seine
Expression nur noch im Linsenepithel
und in der bow region beobachtet

(entnommen aus Oliver et al., 1995).
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15  Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der linsenspezifischen
Regulation der y-Kristalline der Vertebraten.

Da eine Bindung und Aktivierung der y-Kristallinpromotoren durch die a-
Kristalline am Promotorelement DOTIS beobachtet wurde (Pietrowski, Dissertation,
1995; Krausz, Dissertation, 1996), sollte zunéchst gezeigt werden, ob die y-Kristalline
mittels Kkleiner Hitzeschockproteine induziert werden konnen. Der Effekt des aA-
Kristallins sollte mit dem HSP27 des Menschen und dem Hsp17.9 von Petroselinum aus
dem Pflanzenreich verglichen werden, die alle der a-Hsp-Superfamilie angehdren.

Zusétzlich werden zwei mogliche Faktoren, die beiden Homeodomanen-Proteine
Prox1 und Six3, funktional am y-Kristallinpromotor untersucht. Prox1 ist an der
Elongation der Linsenfasern beteiligt (Wigle et al., 1999°%). Deshalb sind die y-
Kristalline als ein Hauptbestandteil der Linsenfasern gute Kandidaten dafir, von Prox1
reguliert zu werden. Six3 ist bei der Entwicklung der Augenlinse von Bedeutung
(Oliver et al., 1995). Erst dann, wenn die Six3-Expression in den Linsenfasern
nachlasst, setzt die y-Kristallinexpression ein. Aus diesem Grund ist Six3
maoglicherweise bei der Regulation der y-Kristalline von Bedeutung. Die Untersuchung
des Einflusses von Proxl und Six3 auf einen y-Kristallinpromotor tragen zum

Verstandnis der zelltypspezifischen Regulation der y-Kristalline bei.



Material

16

2 Material

2.1  Chemikalien und sonstige Reagenzien

Alle Chemikalien wurden, wenn nicht anders vermerkt, von den Firmen Sigma,

Deisenhofen und Merck, Darmstadt in p. a. Qualitit bezogen. Mit Hilfe der

Katalognummern sollen Verwechslungen

ausgeschlossen werden. Die Firma

Boehringer ist mittlerweile Bestandteil der Firma Roche, wobei die Katalognummern

beibehalten wurden.

Advantage™ PCR-Pure Kit
Agarose (Elektrophoresegrad)
Agarose (Small DNA Low Melt)
Ampicillin
Biotin-16-2°,3’-ddUTP
Bacto-Tryptone

Bacto-Hefeextrakt
Coomassie Brillant Blue G-250
Dithiothreitol (DTT)
Dulbecco’s Modifiziertes Eagle
Medium (1x), flussig
DNS-Molekulargewichtsstandard 3 und 8
dNTP-Sets
Dual-Luciferase™ Reporter Assay System
Dynabeads M-280 Streptavidin
Ethidiumbromid
Filmaterial (Kodak XAR)
Fotales Kalberserum
Fungizone Ld&sung
Gentamycin, flissig
Glycogen
Kanamycin
Kaninchenserum
Magermilchpulver
MicroSpin™ G-25 Columns
MicroSpin™ S-300 HR Columns
Minimum Essential Medium
(MEM) (1x), flussig
NP13 (Detergenz)
Nucleobond AX zur Plasmidisolierung
NucleoSpin Kit
PCR-TOPO Cloning Kit
Penicillin/Streptomycin-Ldsung
Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1)
poly(dl-dC)
Ponceau S
Profection Mammalian
Transfection Systems
Radiochemikalien
RNAzol™B
RSA (Rinderserumalbumin)
SDS-Blotting-Membran (Nitrozellulose)
SDS-Blotting-Membran (PVDF)
TA Cloning Kit
Tetracyclin

Clontech, Heidelberg

Gibco Brl, Eggenstein

Biozym, Oldenburg

Sigma, Deisenhofen; #A2804

Boehringer Mannheim; #1427598

Difco Laboratories, Detroit, USA, vertrieben von
Otto Nordwald, Hamburg; #0123-17-3

Difco; #0140-01

Serva, Heidelberg ; #42655

Sigma #D9779

Gibco Brl; #31885-023

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Pharmacia, Freiburg; Promega, Mannheim
Promega, Mannheim; #1960

Deutsche Dynal GmbH, Hamburg

Peglab Biotechologie, Erlangen

Eastman Kodak Company, New York, USA
Gibco Brl; #10084-168

Gibco Brl; #15290-018

Gibco Brl; #15710-049

Boehringer Mannheim; #901393

Sigma; #K0879

Gibco Brl; #16120-032

Nestle Deutschland AG, Frankfurt am Main
Pharmacia

Pharmacia

Gibco Brl, #31095-029

Atlas Chemie, Essen
Macherey-Nagel, Diren
Macherey-Nagel

Invitrogen; NV Leek, Niederlande
Gibco Brl; #15070-022

Biomol, Hamburg

Pharmacia, Freiburg; #27-7880
Sigma; #P3504

Promega; #£1200

Amersham & Buchler, Braunschweig
B1OZOL Diagnostica, Eching
GIBCO BRL, Eggenstein

BioRad Inc., Minchen; #162-0170
Pall GmbH, Dreieich; #7VM020C3R
Invitrogen

Sigma; #T8032
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TNT Quick Coupled

Transcription/Translation Systems Promega; #4610
T-Primed First-Strand Kit Pharmacia; #27-9263-01
Trypsin-EDTA (10x), flissig Gibco Brl; #35400-027
Tween-20 Sigma, Deisenhofen; #P7949
Wasserstoffperoxid Fluka, Deisenhofen

2.2  Oligonukleotide

Samtliche Oligonucleotide wurden von U. Linzner (AG BioDV, Institut fir
Séugetiergenetik, GSF) hergestellt. Zur Sequenzierung werden die vektorspezifischen
Primer (T7, T3, SP6) verwendet. Fir PCR-Reaktionen werden folgende Primer

eingesetzt.

Amplifikation eines Fragments des Six3/SIX3-UTRs (Mus, Homo)

Six3 3'UTR (5 )(22549) 5 -AGA ACA AAC CGA AAT CAG GAT AC 3
Si x3 3’ UTR (3')(22550) 5 -CAC ACT CCC ACC CCA GCC AA-3

Amplifiaktion eines Fragments des Prox1/PROX1 des Exon IV und Exon V (Mus,

Homo, Oryctolagus)

Prox1 EIV-V(5)(19660) 5 -AAT GAC TTT GAG GIT CCA GAG AGA TTC CTG 3’
Prox1 EIV-V(3)(19661) 5 -CAA AGA TGT TGA TCC TTC CTG GAA GAA G 3’

Amplifikation eines Fragments des Hsp25 (Mus)

hsp25 (5') (14289) 5’ -CCG GAA TTC CAT GAC CGA GCG CCG CGT-3’
hsp25 (3') (14291) 5’ -ATG CCC CGG GAT ATC ACT TGG CTC CAG ACT TCC
C3

Amplifikation eines Fragments des -Actin-Gens von Exon Il bis Exon V(Mus, Homo,
Oryctolagus)

B-Actin (5')  (21920) 5 -CCT CCC TGG AGA AGA GCT A-3’
B-Actin (3') (21921) 5 -CTG ATC CAC ATC TGC TGG AAG GTG G 3’

Zerlegung des yF-Kristallinpromotors (Mus) in 9 Uberlappende Sequenzen. Die
hier aufgefiihrten, paarweise komplementaren Einzelstrdénge wurden, wie in Kapitel
B.4.1] beschrieben, hybridisiert und im GRA-Assay (Kapitel bzw. fur die Protein-
Affinitatsbindung (Kapitel eingesetzt.

-214/ - 165 (18047) 5 - ATC AAG TGA CCC TTT TAA CCA GGT CAG TGA
TTT GIC ATC CAT TCG AAA GC - 3

-165/-214 (18048) 5 - CCT TTC GAA TGG ATG ACA AAT CAC TGA CCT
NGT TAA AAG GGT CAC TTG AT — 37

-184/ - 145 (18049) 5 - TTT GIC ATC CAT TCG AAA CCT CTG GAG AGT
CTA AGA TAA A - &

-145/-184 (18050) 5°- TTT ATC TTA GAC TCT CCA GAG CTT TCG AAT

GGA TGA CAA A - &
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-164/-115 (18051) 5 - TCT GGA GAG TCT AAG ATA AAA CAT ACA ATA
ACC CAC ACC TCC CCC ATA GT - 3

-115/-164 (18052) 5 - ACT ATG GGG GAG GIG TGG GIT ATT GTA TGT
TTT ATC TTA GAC TCT CCA GA — 3

-134/-95 (18053) 5°- ACC CAC ACC TCC CCC ATA GIC ATT ATA TAG
AAA AGA GAG G - 37

-95/-134 (18054) 5°- CCC TCT TTT TCT ATA TAA TGA CTA TGG GGG
AGG TGT GGG T — 3

-114/-65 (18055) 57 - CAT TAT ATA GAA AAG AGA GGG GAA AAA AAG
TGC CCT GIC CCA CTG CGG GC - 3

-65/-114 (18056) 5" - GCC CGC AGT GGG ACA GGG CAC TTT TTT TCC
CCT CTC TTT TCT ATA TAA TG - 3

-84/ -45 (18057) 5°- TGC CCT GIC CCA CTG CGG GCC CCT TTT GIG
CIGTTC CTG C - &

-45/ -84 (18058) 5 - GCA GGA ACA GCA CAA AAG GGG CCC GCA GIG
GGA CAG GGC A — &

-64/-15 (18059) 5°- CCC TTT TGT GCT GIT CCT GCC AAC ACA GCA
GAC CTC CTG CTA TAT AGA CC - 3

-15/-64 (18060) 5 - GGT CTA TAT AGC AGG AGG TCT GCT GIG TTG
GCA GGA ACA GCA CAA AAG GG — 3

- 34/ +6 (18061) 5°- GAC CTC CTG CTA TAT AGA CCC TGC TCC CAG
CCC CAC ACAC - &

+6/-34 (18062) 5°- GIG TGI GGG GCT GGG AGC AGG GIC TAT ATA
GCA GGA GGT C - 3

-14/ +36 (18063) 5°- CTG CTC CCA GCC CCA CAC ACT CAA CAG CAC
CAT CCC ATC TGA CCT GCC AA - 3

+36/-14 (18064) 5 - TTG GCA GGTI CAG ATG GGA TGG TGC TGT TGA
GTG TGTI GGG GCT GGG ACC AG — 3

2.3 Plasmide

pBSKS Stratagene, Amsterdam, Niederlande

pcDNA3.1 Invitrogen

pCR 2.1 Invitrogen

pEBFP Clontech

pRL-SV40 Promega

pTracer-SV40 Invitrogen

Rc/CMV Invitrogen

24  Enzyme

Alle Enzyme werden mit den vom Hersteller mitgelieferten Puffern eingesetzt.

Alkalische Phosphatase aus Kélberdarm Boehringer Mannheim; #713023

Alkalische Shrimp Phosphatase Roche; #1758250

DNase I, RNase frei Boehringer Mannheim; #776785

Restriktionsendonucleasen GIBCO BRL; Boehringer Mannheim; New
England Biolabs (NEB); Pharmacia

RNaseA Sigma, #R4875

RNase-Inhibitor Boehringer Mannheim; #799017

Tag-Polymerase GIBCO-BRL; #18038-26

T4-DNA-Ligase Boehringer Mannheim; #481220

T7-RNA-Polymerase Boehringer Mannheim; #881767

2.5 Bakterienstamme

Die folgenden Bakterienstamme sind Abkémmlinge des Laborstammes E. coli

K12. Die aufgelisteten Gene bezeichnen mutierte Allele.
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DH5a deoR, endAl, gyrA96, hsdR17 (r,my’), recAl, relAl, supE44, thi-1, A(lacZY A-
argFVv169), ®80dlacZAM15(Stratagene).

JM107 mcrA-, A(lac-proAB), thi-1, gyrA96, endAl, hsdR17, relAl, supE44, F’[traD36
proAB, lagl“ZAM15]; (Stratagene).

JM109 endAl, gyrA96, hsdR17 (rem."), mcrA-, recAl, relAl, D(lac- proAB), thi,
supE44, F’[traD36 proAB, lagl“ZAM15]; (Stratagene).

JM110 rpsL(str"), thr, leu, thi-1, lacY, galK, galT, ara, tonA, tsx, dam, dcm, supE44,
A(lac-proAB), F’[traD36 proAB, laglfZAM15]; (Stratagene).

ToplOF’ F’(lacl?, Tn1O(tet"), mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrCB), ®80lacZAM15, AlacX74,

deoR, recAl, araD139, A(ara-leu)7697, galU, galK, rpsL(Str"), endAl, nupG;
(Invitrogen).

XL1-Blue MRF’ A(mcrA)183, A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173, endAl, supE44, thi-1, recAl, gyrA96,
relAl, lac[F’proAB, lagl'ZAM15, Tn10 (tet")]; (Stratagene).

2.6 Zelllinien

N/N 1003A

Die Linsenepithelzelllinie N/N1003A wurde aus New Zealand White Kaninchen
isoliert (Reddan et al., 1986). Die Primarkultur verhalt sich, ohne immortalisiert worden
zu sein, wie eine Zelllinie. Sie besitzt eine epitheliale Morphologie mit einer
Teilungsrate von 24 Stunden und wurde als genetisch stabil beschrieben (Reddan et al.,
1986). Die Zelllinie wurde 1995 im ISG/GSF eingefhrt.

CD5A

Die CD5A-Zelllinie ist aus dem Augenlinsenepithel eines 5 Monate alten
Patienten, der dem plotzlichen Kindstod erlag. Sie stammt aus dem Labor von R.
Quinlan (Universitat Dundee, GroRbritannien). Ihr Expressionsmusters in der RT-PCR
war fir Pax-6, aA-, und aB-Kristallin positiv, fir BB1-, BB2-, yC-Kristallin, Filensin
und CP49 negativ (personliche Mitteilung, R. Quinlan, Dundee). Die Zelllinie wurde
1997 im ISG/GSF eingefuhrt.

MAC67

Die MACG67 Zellinie ist eine Linsenepithelzelllinie aus einem 35 jahrigen
Patienten mit Katarakt. Sie wurde, wie die CD5A-Zellinie, auf endogene Expression
von Pax-6, aA-, aB-Kristallin, BB1l-, BB2-, yC-Kristallin, Filensin und CP49
charakterisiert. Die MACG67 Zelllinie zeigt bis auf seine fehlende aA-
Kristallinexpression das gleiche Expressionsmuster wie die CD5A-Zelllinie
(personliche Mitteilung, R. Quinlan, Dundee). Die Zelllinie wurde 1997 im ISG/GSF

eingefihrt.
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2.7  Medien und Lésungen

Losungen zur Agarosegelelektrophorese

6x DNS-Ladepuffer

6x DNS-Ladepuffer
EDTA-Stammlésung

TE-Puffer (Tris-EDTA-Puffer)

5x TBE (Tris-Borat-Puffer)

Ethidiumbromidstammldsung

30 % Glycerol

0,2 % Bromphenolblau
0,2 % Xylencyanol

in Tris/HCI (pH 7,5)

30 % Glycerol in Wasser

0,5M EDTA; pH 8,0

10 mM Tris/HCI (pH 7,0)
1mM EDTA

0,45 M Tris

0,45 M Borsaure

10 mM EDTA

10 mg/ml Ethidiumbromid in Wasser l8sen,
lichtgeschitzt bei 4 °C lagern.

Medien und Stammlésungen zur Kultivierung von E. coli Bakterienstimmen

LB-Medium (Luria-Bertani)

LB-Agar

SOC-Medium

X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-
Galactosidase)

IPTG (Isopropylthio-B-D-Galactoside)

Antibiotika Stammldsungen

Ampicillin
Kanamycin
Tetracyclin
Zeozin

1% Bacto-Tryptone

0,5% Bacto-Hefeextrakt

1% NaCl

mit NaOH auf pH 7,0 einstellen, autoklavieren
LB-Medium

15 g/l Difco-Agar, autoklavieren

2% Bacto-Tryptone

0,5% Bacto-Hefeextrakt

10 mM NaCl

2,5mM KCI

10 mM MgSQO,

mit NaOH auf pH 7,0 einstellen, autoklavieren

20 mM Glucose sterilfiltrieren

20 mg/ml X-Gal in Dimethylformamid
lichtgeschutzt bei —20 °C lagern.

200 mg/ml IPTG in Wasser lésen, sterilfiltrieren,
bei —20 °C lagern.

10mg/ml in Wasser
10mg/ml in Wasser
10mg/ml in Wasser
10mg/ml in Wasser

Zur Selektion mit Antibiotika wird den Selektionsmedien 100 pg/ml Ampicillin, 50

pg/ml Kanamycin, 25 pg/ml Zeocin oder 12,5 pg/ml Tetracyclin zugesetzt. Zur
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blau/weiR-Selektion von Bakterienkolonien setzt man 40 ul X-Gal- und 4 pl IPTG-
Stammldsung den LB-Agarplatten (d 75 mm) zu.

Loésungen zur Herstellung hitzekompetenter Bakterien

TB1 12 g RbCI
999 MnCl, x 4 H,0
30 ml 1 M Kaliumacetat, pH 7,5
15¢ CaCl, x2 H,0
ad 11 Wasser
Eisessig auf pH 5,8 einstellen, sterilfiltrieren.
TB2 12¢g RbCI
150 ¢ Glycerol
20 ml 0,5 M MOPS-Acetat
(pH 6,8)
119 CaCl, x 2 H,0
ad 11 Wasser
Mit NaOH auf pH 6,8 einstellen, sterilfiltrieren.
2x TSS-Losung 20 % (wiv) PEG
10 % DMSO
100 mM MgCl,
HCI (pH 6,5)

Losungen zur Plasmidpréparation

GET (Glucose-EDTA-Tris) 50 mM Glucose

10 mM EDTA

25 mM Tris-HCI (pH 8,0)
alkalische SDS-L6sung 0,2N NaOH

1% SDS
Hochsalzldsung 3M Kaliumacetat

1,8M Ameisensdure

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

Ldsungen zur Polyacrylamidgelelektorphorese

10 % SDS (Sodiumdodexylsulfat) 10 % (w/v) in Wasser lésen
10x Anodenpuffer 02M Tris-HCI (pH 8,9)
5x Kathodenpuffer 75 ml 2 M Tris-HCI (pH 8,9)
26,88 g Tricin
15 ml 10 % SDS
ad 300 ml Wasser
Acrylamidldsung (40 %) 380¢g Acrylamid
20¢g Bisacrylamid
ad 11 Wasser
APS (Ammoniumpersulfat) 0,1 g/ml APS in H,0, bei 4 °C lagern

Gelpuffer | 3M Tris-HCI (pH 8,5)
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2x Laemmli-Puffer

Loésungen zur Férbung von Proteinen

Coomassie Farbeldsung

Entfarbeldsung

Ponceau S Farbeldsung

Silbernitrat-Lésung (10 %)

Formalin (37 % Formaldehyd)

Na,COj3; (Natriumcarbonat, 2 %)

Na,S,03 (Natriumthiosulfat, 10 %)

Westernblot“-Ldsungen

PBS-T

Puffer A

Puffer B

Puffer C

Losungen fur den Gel-Retardationsassay

3x Bindepuffer nach Shastry (1993)

3ml
ad 100 ml

50 %
4%

0,2 M
0,1%
0,1%

59

450 ml
100 ml
ad 11

50 %
10 %
ad 11

lg
15¢
15¢g
ad 50 ml

0,1 g/ml

370 g/l

20 g/l

100 g/l

0,1%

150 mi
200 ml
ad 11

10 mi
200 ml
ad 11

12,5 ml
ad 11

450 mM
60 mM
24 %

10 % SDS
Wasser

Glycerol

SDS

Tris-HCI (pH 6,8)
Serva Blue
[3-Mercaptoethanol

Coomassie Brillant Blue
G250

Methanol

Eisessig

Wasser

Methanol
Eisessig
Wasser

Ponceau S
Trichloressigséure
5-Sulfosalicylséure
Wasser

AgNO; in Wasser

Paraformaldehyd in Wasser
mit konzentrierter NaOH bei
50 °C lésen. HCI (pH 7,0)

in Wasser

in Wasser

Tween-20 in PBS

2 M Tris-HCI (pH 10,0)
Methanol
Wasser

2 M Tris-HCI (pH 10,0)
Methanol
Wasser

2 M Tris-HCI (pH 10,0)
Wasser

KCI
HEPES-HCI (pH 7,9)
Glycerol
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3x Bindepuffer (2)

Lauf- und Gelpuffer

Polyacrylamidgel (6 %)

10x Auftragpuffer

Protein-Prézipitation

Bindepuffer wie im Gel-Retardationsassay

Waschpuffer

Lodsungen zur Calciumphosphat-Transfektion

2x HBS (HEPES-Buffered Saline)

Calciumchlorid-Stammlésung

PBS-Puffer (Phosphate-Buffered Saline)

Sonstige Puffer

PCR-Puffer

15mM
6 mM
120 mg/ml

150 mM
0,3mM
0,03 %
3mM
30 %
210 mM

35 mM
10 mM
5mM

189
0,09¢g
ad 30 ml
240 pl
20 ul

4 mM
50 %
0,25 %

50 mM
0,1 mM
0,01 %
1 mM
10 %
70 mM
200 mM

50 mM

280 mM
1,5mM

NaOH (pH 7,05)

2M

8g
144 ¢
024

MgCl,
EDTA
Poly(dI-dC)

Tris HCI (pH7,9)
EDTA

NP13 (Detergenz)
DTT

Glycerol

NaCl

Tris-Essigsaure (pH 7,7)
NaAcetetat
EDTA

Acrylamide
Bisacrylamide
Wasser

APS (10 %)
TEMED

Tris-HCI (pH 7,9)
Glycerol
Bromphenolblau

Tris HCI (pH 7,9)
EDTA

NP13

DTT

Glycerol

NaCl

KCI

HEPES (pH 7,1)
NaCl
Na,HPO,

CaCl, inWasser,
sterilfiltrieren

NaCl
Na,HPO,
NaH,PO,

ad 1 1 Wasser, mit HCI auf pH 7,3 einstellen.

100 mM

15 mM

500 mM
optional 0,1 %

Tris/HCI (pH 8,3)
MgCIZ

KCI

Glycerin
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RNase A

Losungen fur die Affinitatsbindung

3* Bindepuffer

3* Waschpuffer

2.8 Antikorper

Anti-aA-Kristallin (Kaninchen 1gG)
Anti-HSP27 (Kaninchen 1gG)

Anti-Prox1 (Kaninchen IgG)
Ziege-anti-Kaninchen 1gG (AP-gekoppelt)

2.9  Zellkulturgefalle

10 cm Zellkulturplatten

6 cm Zellkulturplatten

35 mm Zellkulturplatten (6 er Platten)
22 mm Zellkulturplatten (12 er Platten)

50 ml Zellkulturflachen
260 ml Zellkulturflachen
15 ml Réhrchen

14 ml Réhrchen

2 ml Reaktionsgeféale
1,5 ml Reaktionsgeféale

2.10 Gerate

Agarose Gelelektrophoresekammer
Bakterienbrutschrank

Bakterienschuttler

Geltrockner, Modell 583

Heizblock (Thermostat 5320)
Khltischzentrifuge (Universal 16 R)
Kuhlzentrifuge (Sorvall RC-5B)
Lichtmikroskop (Axiovert 35)
Luminometer (Autolumat LB953)
PCR-Gerét (Robocycler Gradient 40 Combo)
Photometer (Ultrospec I11)

Polyacrylamid Gelelektorphoresekammer
Szintillationszéhler (Easycount)
Tischzentrifuge (Biofuge pico)
Zellkulturbrutschrank

Zellkultur Sterilbank

10 mg/ml in 10 mM Natriumacetat (pH 5,2)
[6sen; 15° auf 100 °C erhitzen und auf
Raumtemperatur abkihlen; mit 0,1
Volumenanteilen 1 M Tris/HCI (pH 7,4) pH
einstellen; bei —20 °C lagern.

150 mM Tris HCI (pH 7,9)
0,3mM EDTA

0,03 % NP13 (Detergenz)
30 % Glycerol

210 mM NaCl

150 mM Tris HCI (pH 7,9)
0,3mM EDTA

0,03 % NP13 (Detergenz)
30 % Glycerol

210 mM NaCl

600 mM KCI

van den ljssel, Universitat Dundee, GroRbrit.
van den ljssel, Univeristdt Dundee, GroRbrit.
Tomarev, NEI/NIH, USA

Jackson Immuno Research, vertrieben von
Dianova, Hamburg

Falcon

Falcon

Falcon

Nunc, vertrieben von der Fisher Scientific
GmbH, Nidderau
Nunc

Nunc

Nunc

Nunc

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf

Gibco BRL, Eggenstein
WT-Binder, Bottmingen, Schweiz
Infors, Miinchen

Bio-Rad, Minchen

Eppendorf, Hamburg

Hettich, Tuttlingen

Sorvall, Bad Homburg

Zeiss, Oberkochen

Berthold, Bundoora, Australien
Stratagene, Amsterdam
Pharmacia, Freiburg

Biometra, Goéttingen

Scotlab, UK

Heraeus, Hanau

Heraeus

Gelaire, Opera, Italien
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3 Methoden
Samtliche Chemikalien, Lésungen und Oligonukleotide, die verwendet wurden,
sind im Kapitel 2 zu finden. Die Reaktionen wurden, sofern nicht anders beschrieben,

bei Raumtemperatur durchgefihrt.

3.1 Rechner-unterstitzte Sequenzanalyse

Die Vorbereitung von Experimenten mit Nucleinsduren und Polypeptiden wird
mit Hilfe eines Personal-Computers durchgefiihrt. Dabei kommen die beiden
kommerziellen Programme Vector NTI und Matinspector, sowie die im weltweiten

Netz kostenfrei zuganglichen Programme von ExXPASy und des NCBI zum Einsatz.

3.1.1 Vector NTI

Das Computerprogramm Vector NTI Suite 5.5 ist geeignet, Restriktionskarten
zu entwerfen, Primer zu entwickeln, cDNS zu translatieren und den Entwurf von
Klonierungen zu unterstltzen. Sequenzen aus der Datenbank sind im Vergleich

darstellbar (AlignX), und der Verwandschaftsgrad kann bestimmt werden.

3.1.2 Matlnspector

Zur Analyse der y-Kristallinpromotoren auf potentielle Bindestellen von

Transkriptionsfaktoren wird das Computerprogramm Matinspector professional

(http://genomatix.gsf.de/cgi-bin/mat_fam/mat fam.pl)  eingesetzt. Mit  diesem

Programm wird die DNS-Sequenz hinsichtlich kurzer Bindestellen, die mit sehr hoher
Wahrscheinlichkeit an der Bindung beteilig sind und als ,,core*“-Matrix, bezeichnet
werden, vorsortiert und anschliefend mit der gesamten Bindematrix aus der Literatur
verglichen (Quandt et al., 1995). Die Wahrscheinlichkeit, mit der einem regulatorischen
Motiv eine Funktion zukommt, wird wiedergegeben. Die Parameter fir die ,,core”-
Matrix und die gesamte Bindematrix werden, falls nicht extra beschrieben, automatisch
gewahlt.

3.1.3 EXPASy

ExPASy (Expert Protein Analysis System, http://www.expasy.ch) ist ein Server

des schweizerischen Instituts fir Bioinformatik. Mit diesem Server ist es moglich,
Proteinsequenzen hinsichtlich des Molekulargewichts, des isoelektrischen Punktes, der

Hydrophobizitat, der sekundér Struktur etc. zu analysieren. Auf diese Weise bekommt


http://genomatix.gsf.de/cgi-bin/mat_fam/mat_fam.pl
http://www.expasy.ch/
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man einen ersten Eindruck Uber die Eigenschaften eines Proteins, das biochemisch und

molekulargenetisch noch wenig oder gar nicht untersucht ist.

3.1.4 NCBI

Die offentliche Datenbank NCBI (National Center for Biotechnology

Information,  pttp://www.ncbi.nlm.nih.gov) bietet ein breitess Spektrum an

Suchprogrammen zur Bewaltigung der Datenfille aller bekannten DNS-Sequenzen
unterschiedlicher Spezies und der schnell wachsenden Menge der Literatur im Bereich
der Medizin und Biologie. Diese Datenbank wurden fiir den Vergleich von Sequenzen
mit den bis jetzt bekannten Genomen eingesetzt (BLAST) und bietet dazu ein
vielfaltiges Angebot zur Analyse von DNS-Sequenzen (GenBank) und zur
Literatursuche (PubMed).

3.2 Allgemeine molekulargenetische Methoden

Grundlage fur molekulargenetisches Arbeiten ist es, eine bestimmte DNS zu
vervielféltigen und zu verandern. Dazu wird das gewiinschte Plasmid in Bakterien
transformiert, darin amplifiziert und aus ihnen prapariert. Die DNS wird analysiert und

aufgereinigt. Danach ist es moglich, die DNS zu modifizieren und neu zu klonieren.

3.2.1 Transformation kompetenter Bakterien

Vektoren werden in Bakterienstimme transformiert und auf diese Weise
amplifiziert. Dafiir wird ein Bakterienstamm (DH5a, JM107, JM109 oder JM110) auf
einer LB-Agarplatte ausgestrichen und anschliel3end lbernacht bei 37 °C inkubiert. Mit
einer einzelnen Kolonie werden 2 ml LB-Medium angeimpft und wieder Gbernacht bei
37 °C inkubiert. Die Bakterien werden 1:100 in 50 ml SOC- oder LB-Medium verdinnt
und bis zu einer ODggo vVon 0,4 inkubiert. Die Bakteriensuspension wird im Ethanol-
Trockeneisbad auf 0 °C abgekihlt und anschlieend 5 min bei 4° C und 5000 U/min
(Sigma, Typ: 3K18, Rotor: Nr.12150) abzentrifugiert.

Zur Herstellung hitzekompetenter Bakterien wird das Pellet in 16 ml
eisgekiihltem TB1-Puffer resuspendiert, 15 min auf Eis inkubiert und abzentrifugiert.
Danach wird das Pellet in 4 ml TB2-Puffer resuspendiert. Die kompetenten Zellen
kdnnen in 200 pl Aligouts in flussigem Stickstoff gefroren und bei —80 °C gelagert
werden. Zur Transformation werden 100 pl kompetenter Zellen auf Eis aufgetaut mit

5 ng Plasmid-DNS oder 2 pl Ligationsansatz vorsichtig gemischt, eine halbe Stunde auf


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Eis inkubiert, anschliefend fir 60 s einem Hitzeschock (42 °C) ausgesetzt und gleich
danach fir 2 min auf Eis geklhlt. Die Bakteriensuspension wird bis auf 1 ml
Gesamtvolumen mit LB-Medium aufgefillt und eine Stunde bei 37 °C geschiittelt.

Zur Herstellung chemokompetenter Bakterien (Chung et al., 1989) wird das
Pellet in 4 ml LB-Medium resuspendiert und zur Aufbewahrung eingefroren. Durch die
Zugabe einer 2x TSS-Losung erhdlt man kompetente Bakterien. 100 pul kompetenter
Zellen werden mit 20 bis 200 ng Plasmid-DNS 20 min inkubiert.

AbschlieBend werden je 100 pl transformierter Bakteriensuspension auf
Selektivmedium ausplattiert und tber Nacht bei 37 °C kultiviert. Man erhélt Klone,

deren Plasmide prépariert und analysiert werden.

3.2.2 Préparation von Plasmid-DNS

Nach der Beschreibung einer Plasmid-Préparation nach Birnboim (1979) werden
0,8 ml LB mit je einer Bakterienkolonie angeimpft und Uber Nacht in 2 ml
ReaktionsgefaRen kultiviert. Die Zellen werden abzentrifugiert und das Zellpellet in
150 ul kaltem GET-Puffer resuspendiert. Die Suspension wird 5 min auf Eis inkubiert
und mit 200 pl alkalischer SDS-Lésung versetzt. Nach vorsichtigem Durchmischen
werden 150 ul kalte Hochsalzldsung zugesetzt. Die Proben werden 10 min zentrifugiert
und 400 pl der Uberstande werden mit 200 pl Phenol und 200 pl Chloroform /
Isoamylalkohol (24:1) gut durchmischt. Eine 3 min Zentrifugation trennt die wassrige
von der phenolhaltigen Phase. Die wassrige Phase wird abgenommen und mit Ethanol
gefallt (Kapitel . Nach 15 min Zentrifugation (Universal 16 R, Hettich, Rotor:
1617; 5000 U/min, 4 °C) wird das Pellet getrocknet und in 40 pl TE-Puffer
aufgenommen.

Alternativ werde Plasmid-DNS mit dem NucleoSpin Kit (Macherey-Nagel)
isoliert. Zur Herstellung grofRerer Mengen an Plasmid werden 30 bzw. 100 ml
Bakteriensuspension nach Herstellerangaben tber Nucleobond-S&ulen (AX-100; AX-
500) gereinigt.

3.2.3 Analyse von Nucleinsauren

Zuerst wird von einer DNS Préparation die Konzentration bestimmt. Dann
werden Restriktionsverdau oder Polymerasekettenreaktion zur genaueren DNS-Analyse
vorbereitet (Kapitel 3.1.1) und mit anschlielender Gelektrophorese durchgefiihrt. Falls

eine exaktere Analyse notwendig ist, folgt die DNS-Sequenzierung.
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3.2.3.1 Konzentrationsbesimmung von Nucleinsauren

Fur die Quantifizierung der DNS-Konzentration wird die Extinktion bei den
Wellenldngen 260 und 280 nm gemessen. Die Messung bei 260 nm erlaubt die
Berechnung der Konzentration der Nucleinsdure in der Probe. Eine OD von 1 entspricht
naherungsweise 50 pg/ml Doppelstrang-DNS, 40 pg/ml Einzelstrang-DNS, sowie RNS
und 20 pg/ml Einzelstrang-Oligonucleotiden. Das Verhéltnis aus den Extinktionen 260
und 280 nm (OD260/OD2gp) erlaubt eine Abschatzung der Reinheit der Nucleinsdure.
Reine Préparationen von DNS und RNS weisen einen OD,0/ODgo-Wert zwischen 1,8
und 2,0 auf. Im Falle einer Protein- oder Phenolkontamination ist das Verhaltnis
OD260/OD2gp signifikant kleiner als die angegebenen Werte und die photometrische

Bestimmung ist nicht moglich (Sambrook et al., 1989).

3.2.3.2 Restriktionsendonuclease

Die Restriktionsendonucleasen werden mit dem vom Hersteller mitgelieferten
Reaktionspuffer verwendet. Eine Einheit der gewilinschten Restriktionsnuclease wird
pro pg Plasmid-DNS in 25 pl Endvolumen eine Stunde lang verdaut und anschlieRend
nach Zugabe von DNS-Laufpuffer auf einem Agarosegel aufgetragen (Kapitel .

3.2.3.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR wird zur spezifischen Amplifikation einer DNS-Sequenz
herangezogen, die zwischen zwei bekannten DNS-Abschnitten liegt. Benétigt wird
dafiir ein DNS-Molekul als Matrize, zwei Oligonucleotide, die als ,,Primer* der PCR
dienen, Desoxyribonuleide (dNTPs) und eine thermostabile Polymerase. Zuerst wird
durch  Erhitzen des Reaktionsansatzes der Doppelstrang des , Templates®
aufgeschmolzen (Denaturierung, 95 °C, 5 min), die Temperatur zur Anlagerung der
»Primer” abgesenkt (Primer-Hybidisierung, zwischen 40 °C und 65 °C, 60 s) und
anschlieBend auf die Temperatur von 72 °C erhéht (Elongation, 60 s), bei der die
thermostabile Polymerase den jeweils komplementéren Strang synthetisieren kann. Der
entstandene Doppelstrang wird ab jetzt nur noch 60 s denaturiert, und die gesamte
Prozedur 10 bis 45 mal wiederholt. AbschlieRend wird fur 10 min elongiert, um eine
vollstandige Replikation zu gewahrleisten.

Die PCR-Reaktionen werden in einer Robocycler Gradient 40 Combo Maschine
(Stratagene) durchgeftuhrt. Eine 20 pl Reaktionsmischung enthélt im einzelnen: 10 ng
genomische DNS, cDNS oder Plasmid-DNS, 2 pl dNTP-Mix (je 2,5 mM), 2 ul 10x
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PCR-Puffer, 2 pl MgCl, (50 mM Stammlésung), je 2 ul Primer (50ng/ul), 0,2 pl Tag-
Polymerase (Gibco) und ein entsprechendes Volumen Wasser. Die Primer-
Hybridisierungstemperatur wird fir jedes Primerpaar mittels des Computerprogramms
OligoED (T. Werner, AG BioDV, ISG/GSF) ermittelt und experimentell optimiert.

3.2.3.4  Agarosegelelektrophorese

Nucleinséuren werden in TBE-Puffer gelelektrophoretisch aufgetrennt. Je nach
den aufzutrennenden Fragmentlangen wird die Konzentration des Agarosegels zwischen
0,8 und 4 % ausgewahlt (Tabelle 3.1). Die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung
von 100 V und einer Dauer von 1 — 2 Stunden. AnschlieBend wird das Gel in einer
Ethidiumbromidlosung (1pg/ml) gefarbt und im UV-Licht (366 nm) fotografiert.
Mischungen aus DNS-Fragmenten bekannter L&nge werden zur Standardisierung der

Proben eingesetzt.

Konzentration des Agarosegels [%] 0,8 2 3 4
Agarose [%] 0,8 2 2 2
Agarose mit niederem Schmelzpunkt [%] - - 1 2

Trennbereich [kbp] 1-6 03-1 02-06 0,07-04

Tabelle 3.1: Agarosegele zur Auftrennung von DNS-Fragmenten unterschiedlicher Lange.

3.2.3.5  Sequenzierung von Nucleinsauren

Plasmide und PCR-Produkte werden mittels der Kettenabbruchreaktion nach
Sanger et al. (1977) sequenziert. Die Sequenzierung wird von der Firma Sequiserve
(Vaterstetten) mit Hilfe eines ABI 373A Sequenzierers (Applied Biosystems)
durchgefihrt.

3.2.4 Reinigung von Nucleinsauren

Nucleinsduren durfen fur Restriktionen oder Modifikationen keine
Verunreinigungen durch Chloroform (Kapitel B.2.1), Salze, Vektorfragmente,
Oligonucleotide etc. enthalten. Dafur bewéhren sich die Reinigungsmethoden der

Alkoholfallung und der DNS-Préparation aus dem Agarosegel.

3.24.1 Ethanol- und Isopropanolféallung

Die Alkoholfallung von Nucleinsauren wird unter Zugabe von Ethanol und einer

geringen Menge einwertiger Kationen ermdglicht. Im einzelnen werden zu 1 Volumen
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DNS-Losung 0,1 Volumenanteil 4 M Lithiumchlorid- oder 3 M Natriumacetatldsung
und 2,5 Volumina kaltes Ethanol (100 %; -20 °C) zugesetzt, 60 min bei —80 °C
eingelagert und anschlieRend abzentrifugiert (15 min, 4 °C, 12000 g). Der Uberstand
wird verworfen, das Pellet mit kaltem Ethanol (70%) gewaschen und erneut unter
gleichen Bedingungen abzentrifugiert. Der Uberstand wird vollstandig abgesaugt und
das Pellet in Vakuum getrocknet. Danach wird die DNS in Wasser aufgenommen.

Bei der Isopropanolfallung werden im Vergleich zur Alkoholféllung die 2

Volumina Ethanol durch ein Volumen Isopropanol ersetzt.

3.24.2 DNS-Praparation aus dem Agarosegel

Das gewilinschte DNS-Fragment wird aus dem Ethidiumbromid gefarbten
Agarosegel unter UV-Licht ausgeschnitten. Das DNS-Fragment wird unter
Hochsalzbedingungen aus dem Gelstiick gelést und an eine SiO,-Matrix gebunden.
Nach zwei Waschschritten kann die DNS mit H,O eluiert werden. Fir diese
Aufreinigung wird das Advantage™ PCR-Pure Kit (Clontech) nach Angaben des

Herstellers verwendet.

3.2.5 Kilonierung und Subklonierung von Nucleinsduren

Um die codierende Sequenz eines Gens fur Analysen zu erhalten, wird die
MRNS aus dem entsprechenden Gewebe prépariert, ihr komplementarer DNS Strang
produziert und mit PCR die gewinschte DNS vervielféltigt. Diese kann nach
geeignetem Restriktionsverdau in Vektoren ligiert und so amplifiziert werden.

Liegt im Gegensatz dazu die enstrechende cDNS bereits in einem Vektor vor,
kann sie in einen anderen Vektor umkloniert werden. In diesem Fall spricht man von

Subklonierung.

3.25.1 Préparation von Ribonucleinsduren

Fur die Praparation von RNS werden die Zellen nach ihrer Ernte in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bis zur Verwendung bei —80 °C eingelagert. Der
Aufschluss der Zellen sowie die Préparation ihrer RNS erfolgt mit dem RNeasy Kit
(Qiagen) und ist vom Hersteller beschrieben. Es ist darauf hinzuweisen, dass die Arbeit
mit RNS wegen der stabilen RNasen sehr groRe Sorgfalt erfordert. Deshalb werden alle
dafiir benétigten Losungen, ausgenommen Tris-haltige Ldsungen, mit 0,01 % DEPC

behandelt, um die RNase zu inhibieren.
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3.25.2  Erststrangsynthese von cDNS

Fur das Umschreiben von mRNS in cDNS werden reverse Transkriptase, Oligo-
d(T)-Primer und Gesamt-RNS aus Zellen benétigt. Zur Durchfihrung wird das T-
Primed First-Strand Kit (Pharmacia) verwendet und pro Reaktionsansatz 5 pg Gesamt-
RNS in einem Endvolumen von 33 pl eingesetzt. Ein Aliquot der Synthese (4 ul, 60
min, 37 °C) wird mit einer Elektrophorese eines 1 % Agarosegels iiberpriift
B.1). Zu einem Volumen Syntheseprodukt werden 9 Volumina Wasser zugesetzt, und
diese cDNS-L6sung aligoutiert und eingefroren. Fur nachfolgende PCR-Reaktionen

werden 2ul der cDNS als Template eingesetzt.

M3 1 2 M8
Abbildung 3.1: RNS-Préparation aus [bp] [bp]
Linsenepithelzellen. 2027, 1004 \
1584\g e <

M3 und M8 bezeichnet die DNS- 1375; BE
Molekulargewichtsstandards 3 und 8. In den Spuren 987 \
1 und 2 sind RNS-Praparationen der CD5A und der 831 -'E \ 883
N/N1003A-Zelllinien aufgetragen. Die Pfeile weisen \ 692
auf die Signale ribosomaler RNS hin. Die messenger 501, 489

RNS erscheint als feines Signal in allen GréRen.

3.25.3 Ligation

Zur  Vorbereitung  wird  Vektor-DNS  mit der entsprechenden
Restriktionsnuclease geschnitten und anschlielend das Restiktionsenzym durch Hitze
inaktiviert. Danach werden berhéngend (,,sticky-ended) bzw. glatt endende (,,blunt-
ended*) DNS-Fragmente mit alkalischer Shrimp Phosphatase inkubiert. Das Erwérmen
des Reaktionsansatzes inaktiviert die alkalische Shrimp Phosphatase. Durch Zusatz des
gewiinschten DNS-Fragments und der T4-DNS-Ligase wird die Ligation ermdglicht,

dessen Produkt in Bakterien transformiert werden kann. Die einzelnen Schritte sind im

Detail in[Tabelle 3.2|beschrieben.
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1. Vektor-DNS Spaltung
Vektor-DNS 50 ng
Restriktionsendonuclease 3,0 Einheiten
Reaktionspuffer (10*) 0,7 pl
Endvolumen 4,8 pl
Inkubation 10 min, 37 °C
Hitze-Inaktivierung 15 min, 65 °C

2. Dephosphorylierung
Dephosphorylierungspuffer 0,9 pl
Alkalische Schrimp Phosphatase 1,0 Einheiten
Endvolumen 6,7 pl
Inkubation 10 min, 37 °C
(,,blunt-ended”“ DNS-Fragmente) (60 min, 37 °C)
Hitze-Inaktivierung 15 min, 65 °C

3. Ligation
DNS-Fragment 150 ng
Ligationspuffer (10x) 1,5 ul
T4-DNS-Ligase 5 Einheiten
Endvolumen 15 pl
Inkubation 60 min, RT

Tabelle 3.2: Durchfiihrung von Ligationen.

3.3  Allgemeine proteinbiochemische Methoden

Eine wichtige Information zur Identifizierung von Proteinen st ihre
Proteingrofle. Um sie zu bestimmen, wird zundchst ein Proteinlysat hergestellt und
dessen Proteinkonzentration bestimmt. Anschlielend kann die ProteingrofRen durch
SDS-Gelelektrophorese ermittelt werden. Der sichere Nachweis eines bestimmten

Proteins wird durch die Analyse im Westernblot erreicht.

3.3.1 Proteinpraparation

Die Bakterien oder Zellen werden in einem Lyse-Puffer suspendiert, in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bei 37 °C aufgetaut. Nach drei Zyklen des
Einfrierens und Auftauens werden die nicht l6slichen Zelltrimmer abzentrifugiert.

Uberstand und Pellet werden fiir die Proteincharakterisierung verwendet.

3.3.2 Proteinbestimmung

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in Losungen wird das Verfahren von

Lowry im BioRad D¢ Protein Assay Kit eingesetzt (Lowry et al., 1951). Dafur werden
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5 ul Proteinldsung pro Proteinbestimmung und eine Eichgerade von 0 bis 10 pg/ul RSA

benotigt. Die Proteinnachweisreaktion wird photometrisch bei 750 nm gemessen.

3.3.3 SDS-Gelelektrophorese nach Laemmli

Die analytische Auftrennung von Proteinen wird mit vertikalen Polyacrylamid-
SDS-Gelen durchgefuhrt (Laemmli et al., 1970; Studier et al., 1973). Daflr wird die
Biorad Gelelektophoresekammer und polymerisiertes Acrylamid/Bisacrylamid (29:1)
als Trennmedium verwendet.

Der Zusatz von Glycerin im Trenngel ermdglicht, dass unmittelbar nach dem
Trenngel das Sammelgel gegossen werden kann (Tabelle 3.3). Nachdem beide Gele
auspolymerisiert sind, werden die Proben kurz in Laemmli-Auftragspuffer aufgekocht
und aufgetragen. Die Gelelektrophorese erfolgt bei einer konstanten Stromstéarke von

35 mA pro Gel (Dauer ca. 45 min).
Sammelgel (4 %) Trenngel (10 %)

Wasser 2700 pl 1800 pl
Gelpuffer 470 pl 3000 pl
Glycerin (50 %) - 2500 pl
Acrylaymid/Bisacrylamid (40 %) 350 pl 2500 pl
TEMED 5 pl 20 pl
APS (10 %) 20 ul 50 ul

Tabelle 3.3: Herstellung von Polyacrylamid-SDS-Gelen.

3.3.4 Proteinnachweis

Nachdem zellulédre Proteine gelelektrophoretisch aufgetrennt worden sind,
kdnnen sie Coomassie-blau oder — um eine bis zwei GréRenordungen sensitiver — mit
Silbernitrat angefarbt werden. Im Gegensatz dazu bietet der immunologische
Proteinnachweis bei geeignetem Antikorper die Moglichkeit, ein einziges Protein aus

dem gesamten Zelllysat spezifisch nachzuweisen.

3.3.4.1 Coomassie-Blau Farbung

Coomassie-Blau féarbt die Proteine im Polyacrylamidgel reversibel an. Dazu
wird das Proteingel 15 min in der Féarbelésung und anschlieRend das blaue Gel solange
in Entfarbelésung aufgekocht, bis ein Proteinbandenmuster sich vom transparenten
Hintergrund abhebt. Zur Aufbewahrung wird das Gel in Einmach-Fix (Aldi-Sud,

Minchen) eingeschlagen und im Vakuum getrocknet (45 min, 55 °C).
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3.3.4.2 Silberfarbung

Bei der Silberfarbung wird das Proteingel zuerst entwéssert, fixiert, mit einer
Natriumthiosulfatlésung als Oxidans vorbehandelt und in einer Silbernitratldsung
impragniert. In einer Natriumcarbonatlosung wird das Silbernitrat, das sich in Protein
eingelagert hat, zu Silber reduziert. Sobald die braune Silberfarbung sichtbar wird, soll
die Reaktion mit Essigséure (1 %) gestoppt werden. Das Gel kann danach in Vakuum
getrocknet werden (Nesterenko et al., 1994).

3.3.4.3 Immunologischer Proteinnachweis (im ,,Westernblot*)

Der spezifische Nachweis von Proteinen erfolgt durch die ,Westernblot*
Analyse. Dazu werden die Proteine in einer SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt (3.2.2)
und auf eine PVDF-Membran (oder Nitrozellulosemembran) elektrophoretisch
transferiert und fixiert. Der Transfer des Proteins erfolgt im Semi-Dry-Verfahren
(modifiziert nach Kyhse-Andersen, 1984). Anschlieend kann das Protein
immunologisch auf der Membran nachgewiesen werden.

Transfer von Proteinen auf Membranen

Sechs Whatman-Filterpapiere und die PVDF-Membran werden auf GelgroRe
zurechtgeschnitten und je zwei der Filter in Puffer A, B und C, sowie die Membran in
Puffer C getrankt. Der Stapel wird mit dem Gel, wie in Abbildung 3.2 gezeigt, in der
Blot-Apparatur zusammengesetzt und eine Stunde bei einer Stromstdrke von
1,2 mA/cm? ausgesetzt. Der Erfolg des Transfers wird durch Coomassie-Blau-Farbung
des Gels sowie durch Ponceau S-Farbung der Membran Uberpriift.  Letztere erreicht
man, indem man mit einer Verdiinnung der Ponceau S-Stammldsung im Verhéltnis 1:
10 die Membran inkubiert (5 min). Diese Farbung ist reversibel, sie wird mit PBS
entfernt, so dass die Membran fir weitere immunologische Nachweise verwendet

werden kann.

Kathode (-)
Polyacrylamid- +
SDS-Gel ' I Puffer C
T 1 Puffer B
Membran ! I Puffer A
(+) Anode

Abbildung 3.2: Aufbau eines ,,Westernblots*
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Immunologische Nachweisreaktion

Die Membran wird in 5 % gel6stem Magermilchpulver eine Stunde inkubiert,
das die Membran mit unspezifischen Proteinen abséttigt. Nach 3 Waschschritten mit
PBS wird ein primérer Antikorper (Verdinnung, 1:1.000) zugegeben (1 h, RT), der
gegen das nachzuweisende Protein gerichtet ist. Weiteren drei Waschschritten mit PBS
folgt der sekundare Antikoérper (Verdinnung, 1:100.000), der gegen die konstante
Region des priméren gerichtet ist. Der sekundédre Antikdrper ist mit einer
Enzymaktivitat gekoppelt, die spezifisch nachweisbar ist. In dieser Arbeit wurde ein
Peroxidase gekoppelter sekundarer Antikorper verwendet, der mit der in Kapitel 2.8

beschriebenen Ldsung nachgewiesen werden kann.

3.4 Nachweis von Protein-DNS-Wechselwirkungen

Die spezifische Wechselwirkung eines Proteins mit DNS wird durch dessen
Retardation in der Gelelektrophorese nachgewiesen. Alternativ kann die Affinitat des

Proteins zur DNS durch Prézipitation des dabei entstehenden Komplexes untersucht

werden (Kapitel [3.4.2).

3.4.1 Gel-Retardation

1981 beschrieben Fried und Crothers, sowie Garner und Revzin erstmals den
inzwischen klassischen Nachweis einer Protein-DNS-Wechselwirkung, den Gel-
Retardationsassay (GRA). Danach bindet ein Transkriptionsfaktor innerhalb eines DNS-
Fragments spezifisch an seine Bindestelle. Trennt man den Komplex mittels
Gelelektrophorese auf, wird er im Gegensatz zum freien DNS-Fragment groer sein. Er
wandert aufgrund seiner groReren Oberflache und Ladung langsamer durchs Gel.

Deshalb spricht man von Gel-Retardation.

3.4.1.1 DNS Markierung mit [**P]-ATP

Zur Detektion einer Protein-DNS-Wechselwirkung wird das DNS-Fragment
radioaktiv. markiert. Dazu wird das gewinschte Oligonucleotid mit der T4-
Polynukleotidkinase (PNK) durch eine Austauschreaktion mit [y-**P]JATP am 5'-
Phosphatende markiert (Sambrook et al., 1989).

Das Oligonucleotid wird mit 10x PNK-Puffer, PNK und [y-*P] ATP inkubiert
und anschlieBend durch eine MicroSpin™ G-25 Gelfiltrationsséule vom

freien [y-3?P]-ATP getrennt. Von einem Aliquot des Eluats werden die Zerfalle in
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einem Szintillationszdhler gemessen (Easycount 4000, Scotlab). In den GRA-Assay
werden in etwa 10 fmol des markierten Oligonucleotid (100.000 cpm) pro Experiment

eingesetzt. Es kann bei 4 °C 4 Wochen lang aufbewahrt werden.

DNS 4 pmol
10x PNK-Puffer 2 pl
PNK 2 ul
[y-2P] ATP 2pl
Endvolumen 20 pl
Inkubation 30 min,
Aktivitatsmessung 37 °C
1l

1pl enthalt 3,33 pmol [y-**P] ATP
mit einer Radioaktvitat von 0,37 MBq.
Tabelle 3.4: Reaktionsansatz zur [y-*P]ATP-Markierung von DNS.

3.4.1.2 Protein-DNS Komplexbildung (GRA)

Das gewunschte Protein wird als Bestandteil des Zellextrakts, Gewebeextrakts
oder in aufgereinigter Form im GRA-Assay eingesetzt. Die einzelstrdngigen
radioaktiven DNS-Fragmente werden zuerst denaturiert (5 min, 95 °C) und rasch
eisgekihlt. AnschlieRend wird das Protein zugegeben und das Gemisch auf Eis, dann
bei Raumtemperatur inkubiert (je 15 min). Auf diese Weise wird eine Rehybridisierung
der aufgeschmolzenen DNS verhindert und damit ein besserer Zugang des Proteins an
Einzelstrang-DNS gewadhrleistet. Bendtigt man dagegen ein doppelstrangiges DNS-
Fragment, werden die komplementéren Oligonucleotide dquimolar gemischt, erhitzt (5
min, 95 °C), durch langsames abkihlen hybridisiert (1 °C / min) und mit Proteinextrakt
inkubiert. Beide Verfahren werden in einem Gesamtvolumen von 50 pl unter
Bedingungen des Bindepuffers (Kapitel durchgefuhrt.

3.4.1.3 Auftrennung und Detektion des Protein-DNS Komplexes

Man setzt der Probe aus DNS und Protein den Auftragpuffer zu. AnschlieRend
wird der Protein-DNS Komplex mittels Gelelektrophorese (ber ein nicht-
denaturierendes Polyacrylamidgel (8 %) aufgetrennt (18 — 50 mA, 3 - 18 h, 6 - 8 °C).
Das radioaktive Gel wird vakuumgetrocknet und abgelichtet. Dazu wird ein
Rontgenfilm in einer Kassette aufgelegt (=80 °C, 24 h). Die Filme werden anschlieRend

in einer Entwicklungsmaschine automatisch entwickelt (Agfa, Gevamatic 60).
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3.4.2 Protein-Prazipitation

Protein-DNS-Wechselwirkungen werden herkdmmlich im GRA-Assay oder im
footprint-Experiment nachgewiesen. Hier wird eine Methode beschrieben, die es
ermdglicht, ohne aufgereinigtes Ausgangsprotein eine Interaktion des gewinschten
Proteins aufgrund seiner DNS-Affinitét spezifisch nachzuweisen. Dazu wird das Protein
markiert und mit matrixgebundenen DNS-Sequenzen inkubiert. Bindet das Protein die
DNS-Sequenz, so kann es mit der Matrix geféallt werden (Ren et al., 1994). Dieser

Vorgang ist einer Immunprazipitation vergleichbar.

3.4.2.1 Herstellung matrixgebundener DNS-Sequenzen

An das 3’(OH)-Enden der DNS wird kovalent Biotin gebunden. Das Biotin an
den DNS Molekiilen kann spezifisch an Streptavidin binden. Letzteres ist an eine
Matrix (Kapitel gekoppelt, die préazipitierbar ist.

Im einzelnen kondensiert man mittels terminaler Transferase das Biotin an die
3’(OH)-Enden der Nucleinsiuren (Tabelle 3.5). Mit einer Glycogen-EDTA-Lésung
wird die Reaktion abgestoppt und anschlieRend Ethanol gefallt (Kapitel B.2.4.1). Nach
Zugabe der streptavidinhaltigen Polystyrolmatrix wird der Komplex magnetisch
prazipitiert (1 min). Das Pellet wird in Bindepuffer (Kapitel [2.7) resuspendiert. Je nach
Bedarf wird zur Erzeugung eines DNS-Doppelstranges die komplementdare DNS
hybridisiert (Kapitel [3.4.1.2). Ein mit Lammlipuffer versetztes Aliquot wird in einer
Agarosegelektophorese eingesetzt, um den Erfolg der Koppelung der DNS an die
Matrix und die Fragmentldnge sicherzustellen. Die restliche Suspension wird flr die
Protein-Prézipitation eingesetzt und kann 4 Wochen (4 °C) aufbewahrt werden.

Reaktionspuffer 5x 4 pl
CoCly-Losung 4 pl
Oligonucleotid 100 pmol

Biotin-16ddUTP-Ldsung 1 pl
Terminale Transferase 50 Einheiten

Inkubation 15 min, 37 °C
Glycogen-EDTA-L6sung 2 pl

Tabelle 3.5: Markierung von DNS mit Biotin.

3.4.2.2  Proteinherstellung und [**S]-Methionin-Markierung

Eine einfache Moglichkeit zur gleichzeitigen Herstellung und Markierung

geringer Mengen an Protein ist die Proteinbiosynthese im Reticulocytenlysat. Dazu wird
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eine entsprechende DNS-Matrize transkribiert, translatiert und das dabei entstehende
Polypeptid radioaktiv markiert.

Ein T7-Promotor wird der DNS vorgeschaltet, die flir das entsprechende Protein
kodiert. Das Produkt wird in das Reticulocytenlysat eingesetzt, dessen Methionin durch
[*°S]-Methionin ersetzt wird. Eine T7-RNS-Polymerase transkribiert eine mRNS, die im
Reticulocytenlysat des Kaninchens sofort translatiert werden kann. In das synthetisierte
Protein wird [**S]-Methionin eingebaut. Deshalb kann es nach einer SDS-
Gelelektrophorese (Kapitel mittels Rontgenfilm tberprift werden. AnschlieRend
wird das Lysat in der Protein-Prazipitation (Kapitel eingesetzt. Es ist 4 Wochen
lagerbar (-80 °C).

Diese Methode der gekoppelten Transkription und Translation wird mit dem
TNT Quick Coupled Transcription/Translation System von Promega durchgefuhrt und

ist im Protokoll des Herstellers beschrieben.

3.4.2.3 Protein-DNS Affinitatsbindung

Das Reticulocytenlysat, welches das gewinschte Protein radioaktiv markiert
enthalt, wird in dem Experiment zur Affinitatsbindung verwendet. Matrixgebundene
DNS-Sequenzen werden bei Raumtemperatur und unter Bindepufferbedingungen
zugegeben. Das markierte Protein und ein 50-facher Uberschuss freier, unspezifischer
DNS-Sequenzen werden zugesetzt. Das Protein kann spezifisch seine Bindungsstelle
der DNS-Sequenz binden, die an paramagnetische Matrixkigelchen gekoppelt ist.
Durch einen Magneten wird dieser Matrixkomplex prazipitiert. Das Pellet wird 3 mal
mit Waschpuffer, der aus Bindepuffer mit 200 mM zugesetzter KCI-Ldsung besteht,
resuspendiert und gewaschen. Die Uberstande und das Pellet werden in einer SDS-
Gelelektrophorese analysiert. Erscheint das radioaktive Protein im Pellet, so hat die
Bindung an der spezifischen Sequenz stattgefunden. Erscheint es jedoch im Uberstand,

bildete sich der Protein-DNS Komplex nicht aus (Abbildung 3.3).
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Abbildung 3.3: Affinitatsbindung von Protein mit matrixgebundener DNS.

Matrixgebundener DNS wird Protein zugesetzt, das im Retikulozytenlysat [*°S]-markiert wurde.
Die DNS-Matix wird mit einem Magneten préazipitiert. Das markierte Protein erscheint im Fall
spezifischer Bindung an der DNS-Sequenz im Pellet. Andernfalls wird es im Uberstand beobachtet.

Experimente, in denen nach erfolgter Protein-DNS Komplexbildung ein
Uberschuss an freier — nicht matrixgebundener — DNS Bindesequenz zugegeben wird,
untermauert das Experiment der Protein-Prazipitation. In dem Fall wird das markierte
Protein, welches die Matrix Uber die DNS gebunden hat, durch eine freie,
konkurrierende DNS-Sequenz wieder in Losung gebracht. Lag im umgekehrten Fall
kein Protein-DNS Komplex vor, ist auch kein Freisetzung markierten Protein zu

beobachten.

35 Zellkultur

Fur alle verwendeten Zelllinien wird L-Glutaminhaltiges Dulbecco’s
Modifiziertes Eagle Medium (DMEM, GibcoBRL) benutzt. Dazu werden 2,5 ml
Gentamycin (10 mg/ml) und 50 ml hitzeinaktiviertes fotales Kalberserum gegeben.
Lediglich fur die N/N1003A-Zelllinie wird neben den beschriebenen Bedingungen
alternativ auch Minimum Essential Eagle Medium (MEM) mit Earle’s Salzen und

Kaninchenserum verwendet, wobei letzteres nicht durch Hitze inaktiviert wurde.

3.5.1 Kultivieren von Zellen

Die Zelllinie aus dem Stickstofftank wird in einem Ethanolbad (70 %) rasch

aufgetaut und durch Zentrifugation (2000 U/min, 8 min, Heraeus) vom DMSO-haltigen
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Medium befreit. Die Zellen werden im entsprechenden Medium resuspendiert, auf eine
Zellkulturplatte (10 cm) ausgesat und bei 37 °C und 5 % CO, im Brutschrank kultiviert.
Sobald die Zellen eine Konfluenz von mehr als 95 % aufweisen, werden sie zweimal
mit PBS gewaschen, dann mdglichst schonend, meist notwendigerweise durch den
Einsatz von Trypsin abgel6st und auf drei neue Zellkulturplatten verteilt. Die Dauer von
Passage zu Passage ist abhangig von der Zelllinie. N/N1003A-Zellen bendtigen
beispielsweise 3 bis 4 Tage, CD5A-Zellen dagegen gewohnlich nur die Hélfte der Zeit
bis sie ausreichend konfluent fiir die nachste Passage sind.

Zum Konservieren von Zellen wird die Zellkulturplatte passagiert. Statt die
Zellsuspension auszuséen, wird sie in Medium, dem 10 % DMSO zugesetzt worden
sind, in einem Isopropanol gefullten, 4 °C vorgekihlten GefaR (Nalgene) auf —80 °C
gestellt. Dieses Verfahren gewéhrleistet einen Temperaturabfall von 1 °C pro Minute.

AnschlieBend kénnen die Zellen in flissigem Stickstoff gelagert werden.

3.5.2 Transfektion von Zellen

Alle verwendeten Linsenepithelzelllinien werden mit Calciumphosphat
transfiziert. In der Calciumphosphat vermittelten Transfektion wird DNS mit CaCl, und
einem Phosphatpuffer gemischt. Dabei bildet sich ein feines Prézipitat, das Uber die
kultivierten Zellen verteilt wird (Graham et al, 1973).

Ein bis zwei Tage nach Aussaat der Zellen haben sie eine Konfluenz von
40 — 50 % erreicht. Das Medium wird gewechselt und die Transfektionsansatze
vorbereitet, indem man DNS, Wasser und Calciumchlorid mischt. Dieser Lésung wird
Hepespuffer unter standigem Schutteln tropfenweise zugesetzt. Die resultierende
Losung bleibt eine halbe Stunde bei Raumtemperatur und wird nach kurzem
Durchmischen auf die Zellen getraufelt. 4 Stunden spéter wird das Medium entfernt und
den Zellen ein Glycerolschock (30 s) verabreicht, der zu effizienterer DNS Aufnahme
fuhrt. Die Zellen werden, falls nicht anders darauf hingewiesen, nach 48 Stunden
geerntet. Alternativ werden die Transfektionskomponenten, wie Hepespuffer und

Calciumchlorid von der Firma Promega erworben.
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DNS 242pg  poo6lucll 2.0 g
CaCl, 14,5 ul pcDNA3.1 0,4 ug
Endvolumen 117,6 pl pRL-SV40 0,02 pg

2x HBS 117,6 pl
Tabelle 3.6: Beispiel eines Transfektionsansatzes.

3.5.3 Immunologischer Proteinnachweis (in Zellen)

Der Vorteil des immunologischen Proteinnachweises in Zellen gegentiber dem
im Westernblot ist die zusétzliche Information tber Lokalisation des Proteins in der
Zelle. Diese Methode wird ergédnzend zur Analyse im Westernblot eingesetzt.

Dazu waéscht man die Zellen mit PBS und fixiert sie mit eisgekiihltem Aceton
und Methanol (1:1, 20 min). Anschlielend werden die Zellen mit einer Natriumazid-
Losung 3 mal gewaschen und mit Ziegenserum blockiert (20 min). Die Zellen werden
im primdrem Antikorper (1:100, 1 h, RT) inkubiert und nach dreimaligem Waschen mit
PBS mit dem fluoreszenzmarkierten, sekundéaren Antikorper inkubiert. Nach weiteren
drei Waschschritten kann die Farbung unterm Fluoreszenzmikroskop photographiert

werden.

3.5.4 Reportergenanalyse

Die Reportergenanalyse dient dem Aktivitdtsnachweis von Promotoren. lhre

Reaktion auf Transkriptionsfaktoren kann in Zelllinien dosisabhéngig getestet werden.

3.5.4.1 Nachweis von Reportervektor und Kontrollvektor

Zur Analyse eines Promotors im Zellsystem wird ihm eine Firefly-Luziferase
nachgeschaltet. Die Transfektionseffizienz wird mittels Renilla-Luziferase unter
Kontrolle eines CMV-Promotors ermittelt. Transfiziert man nun beide Konstrukte in
eine Zelllinie wird die Firefly-Luziferase (Photinus pyralis) und die CMV kontrollierte
Renilla-Luziferase (Renilla reniformis) abhdngig von den Eigenschaften der Zelllinie
exprimiert. Beide Enzyme setzen mit D-Luziferin und Coelenterazinen unterschiedliche

Substrate um, die im gleichen Zelllysat unabh&ngig voneinander gemessen werden

kdnnen (Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.4: Biolumineszenz-Reaktionen katalysiert durch die Firefly- und Renilla-Luziferasen.

Der Lysepuffer fir den Zellaufschluss, sowie die Substrate fir den
Aktivitatsnachweis beider Luziferasen werden mit dem Dual-Luciferase™ Reporter
Assay System von Promega vertrieben. Das Nachweisverfahren ist detailliert im
technischen Handbuch dazu beschrieben. Zur Reportergenanalyse werden in den
beschriebenen Experimenten kleine Kulturschalen benutzt (12-wells, Nunc). Insgesamt
wurden pro Transfektionsansatz 2,42 pug DNS eingesetzt. Davon sind, falls nicht anders
angegeben, 2 pg Reporterplasmid, 0,02 pug Kontrollplasmid und 0,4 pg pcDNA3.1
Vektor (Tabelle 3.6). Die Zellen werden in 200 ul PLB (Promega) lysiert. 10 pl davon
werden im Luminometer (AutoLumat LB953, Berthold) unter Zugabe der Substrate
gemessen. Aus dem Quotienten der Aktivitat der Firefly und der Renilla Luziferasen
wird die relative Luziferaseaktivitdt bestimmt. Sechs Messungen gleicher
Transfektionsbedingung werden zu einem Mittelwert mit Standardabweichung

verrechnet.

3.5.4.2 Kotransfektion von Expressions- und Reportervektor

Ein Ansatz, den Effekt eines Transkriptionsfaktors auf einen Promotor zu
untersuchen, ist, dessen cDNS unter Kontrolle eines CMV-Promotors zu stellen, um ihn
auf diese Weise Uberzuexprimieren. Daflr werden Reportervektor (2 pg),
Kontrollvektor (0,02 pg) und Expressionsvektor (0,4 pg) gemeinsam transfiziert. Setzt
man statt eines Expressionsvektors mit cDNS einen bis auf die cDNS identischen

Expressionsvektor ein, erhalt man eine unterschiedliche Antwort des Reporters, falls die
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auf der cDNS enthaltene Information Einfluss auf den Promotor hat. In einigen
Experimenten wird das Verhéltnis des Expressionsvektors mit cDNS zu dem

Expressionsvektor ohne cDNS variiert, ohne die Gesamtmenge (0,4 ug) beider zu

verandern ([Tabelle 3.7).

2 ug Reportervektor
0,02 ug Kontrollvektor
X ug Expressionsvektor mit cDNS
(0,4 — x) ug Expressionsvektor ohne cDNS

2,42 ng Gesamtmenge DNS

Tabelle 3.7: Transfektionsansatz zur Uberpriifung des dosisabhénigen Einflusses eines Effektors.

Der Effektor ist der Expressionvektor auf dem eine entsprechende cDNS (beispielsweise von
PROX1 oder Six3) enthalten ist, die den Reportervektor beeinflussen kann. Die Menge des Effektors
kann variiert werden. Wahlt man x = 0 erhdlt man als Negativkontrolle kein Protein durch den
Expressionvektor.
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4 Ergebnisse

4.1  Der yF-Kristallinpromotor der Maus

Die y-Kristalline werden linsenspezifisch exprimiert (Kapitel [1.3). lhrer
Regulation in Linsenepithelzelllinien wurde zuerst am yF-Kristallinpromotor in
transienten Transfektionen untersucht (Meakin et al., 1989). Deshalb wurde in diesem
Kapitel die phylogenetische Stellung des Promotors innerhalb der y-Kristalline studiert.
Der Vergleich der y-Kristallinpromotoren zeigt, dass der yF-Kristallinpromotor
stellvertretend fir eine Subfamilie der yDEF-Kristallinpromotoren charakterisiert
werden kann. Datenbankanalysen geben Anhaltspunkte, welche Transkriptionsfaktoren
fur die Regulation des yF-Kristallinpromotors und seiner nachsten Verwandten in Frage

kommen.

4.1.1 Phylogenie der y-Kristallinpromotoren

Die y-Kristalline werden in den terminal differenzierten Linsenfasern gefunden
und sind zueinander sehr homolog (Papaconstantinou, 1967; McAvoy, 1978%9).

Nachfolgend werden ihre Promotoren aus Mensch, Maus und Ratte im

phylogenetischen Stammbaum verglichen (Abbildung 4.1). Dafiir wird das

Computerprogramm AlignX eingesetzt und die yF-Kristallin-Sequenz dem Vergleich
aller y-Kristallin-Sequenzen zugrundegelegt. Die Sequenzen werden vom ATG
stromaufwarts aus der GenBank verwendet. Maximal werden 1000 Nucleotide zum
Vergleich herangezogen. Meistens ist die Zahl der bekannten Nucleotide der
Promotoren bei der Maus und beim Menschen niedriger. Zudem handelt es sich bei den
beiden menschlichen Nucleinsduresequenzen zum yE- und yF-Kristallin um
Pseudogene. Grund dafur ist zum einen, eine mutierte TATA-Box (Brakenhoff et al.,
1990 und 1994), und zum anderen ein fehlender Promotor. Die zum Stammbaum
gehorende, detaillierte Darstellung auf Nucleinsdureebene ist im Anhang zu finden.

Die Promotorsequenz des yS-Kristallins der Maus und des menschlichen yr-

Kristallin Pseudogens sind in diesem phylogenetischen Stammbaum wenig eingebunden

(Abbildung 4.1). Dagegen gilt fiir die anderen y-Kristallinpromotoren, dass

gleichnamige Promotoren interspezifisch verwandter sind als ungleichnamige
intraspezifisch. Die yA-Kristallinpromotoren, zum Beispiel, zeigen im gesamten

Vergleich groRere Homologie zueinander, also zwischen den Spezies, als zu den
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anderen y-Kristallinpromotoren, selbst wenn sie aus derselben Art stammen. Ferner ist
ihre Identitdt unter den Nagern hoher, als die Identitdt zwischen Maus und Mensch,
beziehungsweise Ratte und Mensch. Mit der interspezifischen Homologie der yB- und
yC-Kristallinpromotoren  verhédlt es sich vergleichbar, wie fur die VyA-
Kristallinpromotoren beschrieben wurde. L&sst man die beiden Pseudogene des
Menschen beiseite, dirfen auch die interspezifischen Homologien der yE- und yF-
Kristallinpromotoren von der Ratte und der Maus, wie oben erwéhnt, interpretiert
werden. Lediglich die yD-Kristallinpromotoren machen eine Ausnahme. Der yD-
Kristallinpromotor der Maus ist mit den yE-Kristallinpromotoren néher verwandt, als

mit den gleichnamigen Promotoren vom Menschen und von der Ratte.

Crygf Mus (1000) M11039

Crygf Rattus (1000) M19357

Crygd Mus (240) M16512

Cryge Mus (1000) X57855

Cryge Rattus (1000) M19359

CRYGA Homo (111) M17315

Cryga Mus (227) K02586

Cryga Rattus 1000) M19359
| CRYGB Homo (140) M11970

Crygb Mus (664) 222573

Crygb Rattus (1000) M19359

— CRYGF Homo (117) KO3009 Pseudogen

Crygs Mus (330) AF055702

__ CRYGC Homo (115) K03003

T Crygc mus (714) 222574

Crygc Rattus (1000) M19359

___ CRYGD Homo (128) K03005

Crygd Rattus (1000) M19359
CRYGE Homo (108) K03007 Pseudogen

Abbildung 4.1: Phylogenetischer Stammbaum der y-Kristallinpromotoren von Mensch, Maus und
Ratte.

Die Zahl der Nucleotide, die zum Vergleich herangezogen wird, ist in Klammern gefasst.
Danach folgt die Zutrittsnummer der GenBank jeder Sequenz. Eine detaillierte Darstellung auf Ebene der

Nukleinsduren ist im Anhang zu finden.
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Auffallig ist die hohe Homologie unter den yDEF-Kristallinpromotoren der
Nager. Mit Ausnahmen des yD-Kristallinpromotor der Ratte ist bei den yDEF-
Kristallinpromotoren festzustellen, dass sie in jeder Hinsicht — unabh&ngig, ob intra-,
interspezifisch, gleich- oder ungleichnamig — einen hohen Verwandtschaftsgrad

zueinander aufweisen.

4.1.2 Der yF-Kristallinpromotor der Maus als Stellvertreter der yDEF-

Kristallinpromotoren der Nager

Die Analyse mittels AlignX zeigt eine hohe Homologie in der proximalen
Promotorregion der yDEF-Kristallinpromotoren der Maus sowie der YEF-
Kristallinpromotoren der Ratte (Abbildung . Wahrend die Identitat der distalen
(-1000/-231) yDEF-Kristallinpromotoren sehr niedrig ist (29 %), sind im Gegensatz
dazu die proximalen (-230/+50) Sequenzen hoch konserviert (83 %).

Diese homologen Sequenzen enthalten folgende aus der Literatur bekannten
Elemente: ein retinoic acid response element (RARE, Tini et al., 1993), die j~crystallin
nested repeats (CRYNER, Stoger et al., 1997), ein Silencer-Element (Peek et al., 1990),
eine Sox1-Bindestelle (Kamachi et al., 1995), ein yF-1-Element mit einer Bindestelle
fur das yF-Bindeprotein (yF-1, yFBP, Liu et al., 1994) und stromabwarts des
Transkriptionsstartes das DOTIS (downstream of transcriptional initiation site,
Pietrowski et al., 1997). Abgesehen vom DOTIS-Element, das nicht im yF-
Kristallinpromotor der Ratte enthalten ist und dem RARE-Element, fir das die
Promotorsequenz im yD-Kristallinpromotor der Maus noch nicht bekannt ist, sind alle
regulatorischen Elemente in den funf y-Kristallinpromotoren vorhanden.

Ferner werden die yDEF-Kristallinpromotoren von Maus und Ratte auf weitere
Bindestellen fir Transkriptionsfaktoren mit dem Computerprogramm Matinspector
untersucht. Dafir wird die Konsensussequenz der 5 homologen Promotoren
herangezogen (AlignX). Distal liegt nur eine gemeinsame Bindestelle fir SOX5 vor,
wéhrend im proximalen Promotorbereich 29 Bindestellen fur Transkriptionsfaktoren
erscheinen (siehe Anhang). Funf davon sind Homeodomanenbindestellen, die alle
zwischen Position —213 und —129 positioniert sind und darunter wiederum bindet die
Paired-Domane von Pax-6 (Epstein et al., 1994). Zusétzlich ist eine Bindestelle fir das
Drosophila-Protein Prospero (PROSPERO, Hassan et al., 1997) zu finden, das homolog

zum Proxl der Vertebraten ist. Pax-6 und Proxl sind die einzigen



Ergebnisse

47

Transkriptionsfaktoren, die in der Augenlinse exprimiert werden, an ihrer Entwicklung

beteiligt sind (Walther und Gruss, 1991; Oliver et al.,

1993) und zugleich in der

Promotoranalyse mit Matlnspector als Bindepartner erkannt werden.

cryge (nouse)
cryge (rat)
crygf (nouse)
crydgf (rat)
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Abbildung 4.2| (Beschreibung folgende Seite)
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Abbildung 4.2 (vorherige Seite): Vergleich der yDEF-Kristallinpromotoren der Nager.

Die erste Darstellung die mit AlignX erhalten wurde, wurde nachtraglich manuell verbessert.
Nucleinséuren, die in mehr als 80 % der Sequenzen erscheinen, sind schwarz unterlegt. Nucleinsduren, die
in 50 — 80 % der Sequenzen identisch sind, wurden grau unterlegt. Die Promotoren sind im Bereich von bp
—230 bis zum Start-Codon zu 83 % identisch. Nach bp —230 fallt die Identitét der Promotoren bis bp —600
auf 37 % und bis bp -1000 auf 29 % ab (letzteres nicht abgebildet). Die hellgrau gerahmten
Promotorelemente sind in der Literatur beschrieben, die dunkelgrau gerahmten Promotorelemente werden
vom Matlnspector erkannt (siehe Text).

Wegen der hohen Homologie und der daraus resultierenden gemeinsamen
Bindestellen der yDEF-Kristallinpromotoren darf der yF-Kristallinpromotor zu
Untersuchungen des Promotorbereichs zwischen bp —230 und +50 als ihr Stellvertreter

herangezogen werden.

4.2  Aktivitat des yF-Kristallinpromotors in Epithelzelllinien aus der Augenlinse

Die Analyse des yF-Kristallinpromotors im Zellkultursystem setzt eine
entsprechende Zelllinie voraus, in der seine Aktivitat nachweisbar ist. In epithelialen
Zelllinien, die nicht aus der Linse stammen, beispielsweise, zeigt der yF-
Kristallinpromotor keine Aktivitat. Im Gegensatz dazu ist er in einigen Epithelzelllinien
aus der Augenlinse aktiv (Meakin et al., 1989). Die menschliche CD5A-Zelllinie und
die Kaninchen N/N1003A-Zelllinie eignen sich, wie in den nachfolgenden
Experimenten beschrieben wird, um den yF-Kristallinpromotor zu untersuchen. Zeit-
und Konzentrationsreihen zum yF-Kristallinpromotor geben Aufschluss, in welchen
Grenzen seine Aktivitat im jeweiligen Zellsystem zuverlassig und gut nachzuweisen
ist. Ebenso wird Uberpruft, inwieweit die Transfektionskontrolle Einfluss auf das

Genreportersystem nimmt.

4.2.1 Zeitreihe des yF-Kristallinpromotors in Linsenepithelzelllinien

Zuerst muss die Aktivitat des yF-Kristallinpromotors getestet und das zeitliche
Optimum der Aktivitat festgestellt werden. Dazu werden Reportervektoren mit und
ohne Promotor in die CD5A-, beziehungsweise in die N/N1003A-Zelllinie transfiziert
und ihre Aktivitat in Abhangigkeit von der Zeit bestimmt.

Das Plasmid py226Lucll enthédlt den (-226/+45) yF-Kristallinpromotor. Im
Gegensatz dazu fehlt dem pPLLucll-Vektor dieser Promotor, er ist aber ansonsten mit

py226Lucll identisch. Fur jeden Zeitpunkt werden jeweils zweimal drei Kulturschalen
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mit py226Lucll und pPLLucll transfiziert. Die Zeitpunkte der Ernte liegen zwischen 24
und 108 Stunden.

In der CD5A-Zelllinie erh&lt man in Transfektionen mit py226Lucll nahezu eine
Verdoppelung der relativen Luziferaseaktivitat, wie man an der Ernte nach 24 Stunden
im Vergleich zu der nach 36 oder 42 Stunden erkennen kann (Diagramm 4.1). Bis zum
Erntezeitpunkt von 54 Stunden fallt die Aktivitdt um 20 % leicht ab. Verglichen mit

dem py226Lucll liegt die Luziferaseaktivitat des pPLLucll mindestens um den Faktor 5
niedriger auf mehr oder weniger konstantem Niveau.

Der Verlauf der Aktivitat des py226Lucll in der N/N1003A-Zelllinie ist ahnlich
wie in der CD5A-Zelllinie. Das Optimum des Genreporters liegt ebenso bei 36 Stunden.
72 Stunden nach der Transfektion ist die relative Luziferaseaktivitit bereits auf ein
Drittel des Optimums zuriickgefallen (Diagramm 4.2). Auch in der N/N1003A-Zelllinie

ist die pPLLucll Aktivitat auf in etwa gleichbleibendem, niedrigem Level.
In beiden Zelllinien — N/N1003A und CD5A - ist die Richtzeit der Ernte in
spater beschriebenen Experimenten 42 Stunden. Damit liegt der Erntezeitpunkt am oder

unmittelbar nach dem Aktivitatsoptimum des yF-Kristallinpromotors.
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Diagramm 4.1: Zeitabhéngigkeit der (-226/+45) yF-Kristallinpromotoraktivitat in der CD5A-
Zelllinie.

Der Reportervektor py226Lucll, der den (-226/+45) yF-Kristallinpromotor enthélt, und das
promotorlose Reporterplasmid pPLLucll wurden in CD5A-Zellen transfiziert. Die Zellen wurden nach
bestimmten Zeiten (24 h, 30 h,36 h, 42 h und 54 h) geerntet und die relative Luziferaseaktivitat bestimmt.



realtive Luziferaseaktivitat

Ergebnisse 50

—e— pYy226LLucll
pPLLucll

20 40 60 80 100 120
Zeit [h]

Diagramm 4.2: Zeitabhangigkeit der (-226/+45) yF-Kristallinpromotoraktivitat in der N/N1003A-
Zelllinie.

Die Reportervektoren py226Lucll und pPLLucll wurden in N/N1003A-Zellen transfiziert. Die
Zellen wurden nach bestimmten Zeiten (24 h, 36 h, 48 h, 60 h, 72 h, 84 h und 108 h) geerntet und die
relative Luziferaseaktivitat bestimmt.

4.2.2 SV40-Promotor und yF-Kristallinpromotor im selben Zellsystem

In jedem Transfektionsexperiment wird eine Kontrolle eingesetzt, die eine
Information Uber die Effektivitdt der Transfektion gibt. Dazu wird in diesen
Experimenten das Plasmid pRL-SV40 verwendet. Dieser Vektor steuert mit seinem
SV40-Promotor die Renilla-Luziferase, die unabhéngig von der Firefly-Luziferase des
Reportervektors detektiert werden kann (Kapitel . Dieser SV40-Promotor kann
den zu untersuchenden Promotor transaktivieren oder mit ihm um
Transkriptionsfaktoren konkurrieren. Folgendes Experiment gibt Aufschluss dariiber, ob
der pRL-SV40-Vektor Einfluss auf den yF-Kristallinpromotor nimmt.

In jedem Transfektionsansatz wird die py226Lucll Menge mit 2 pg konstant
gehalten und pRL-SV40 zwischen 0,02 und 0,16 pg eingesetzt. Die relative

Luziferaseaktivitat fallt mit steigender Menge transfizierter Transfektionskontrolle

(Diagramm 4.3| A). Indem man die relative Luziferaseaktivitat mit der Menge der

Transfektionskontrolle multipliziert, erhdlt man die von der eingesetzten Menge der
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Transfektionskontrolle unabhédngige relative Luziferaseaktivitat. Sie bleibt konstant

(Diagramm 4.3|B). Das bedeutet, dass die Aktivitit des Reporters vom Kontrollplasmid
unbeeinflusst bleibt. Deshalb tbt der SV40-Promotor bzw. der gesamte pRL-SV40

keinen Einfluss auf den (-226/+45) yF-Kristallinpromotor aus. Die Transfektionen des
pPLLucll-Plasmids enthalten keinen (-226/+45) yF-Kristallinpromotor und diirfen zum
Vergleich herangezogen werden. Die Transfektionsansatze mit den Vektoren, pPLLucll
und py226Lucll, lassen in ihrer relativen Luziferaseaktivitit vergleichbare Tendenz
erkennen. Das Niveau der relativen Luziferaseaktivitdt des pPLLucll dagegen liegt

verglichen mit py226Lucll um den Faktor 4 — 5 niedriger. Dieses Ergebnis korreliert mit

Kapitel

9+ —&— py226Lucll

gl ~o pPLLucll

relative Luziferaseaktivitat
ol

0,00 0,10 0,20 0,30 0,40

Transfektionskontrolle [pg]

Diagramm 4.3 A: yF-Kristallinpromotor bei variierender Menge an Transfektionkontrolle.

Die Reportervektoren py226Lucll und pPLucll wurden in CD5A-Zellen transfiziert. Dazu wurden
verschiedene Mengen (0,05 pg, 0,1 pg, 0,2 pg und 0,4 pg) des Kontrollplasmids pRL-SV40
kotransfiziert. A) Die relative Luziferaseaktivitat wurde abhangig von der Menge des Kontrollplasmids

bestimmt.
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Diagramm 4.3 B: yF-Kristallinpromotor bei variierender Menge an Transfektionkontrolle.

Die Reportervektoren py226Lucll und pPLucll wurden in CD5A-Zellen transfiziert. Dazu
wurden verschiedene Mengen (0,05 pg, 0,1 pg, 0,2 pg und 0,4 pg) des Kontrollplasmids pRL-SV40
kotransfiziert. A) Die relative Luziferaseaktivitdt wurde unabhangig von der Menge des
Kontrollplasmids bestimmt.

4.2.3 Konzentrationsreihe des (-226/+45) yF-Kristallinpromotors im Zellsystem

Unterschiedliche  Mengen  der  Reportervektoren  werden in  den
Linsenepithelzellen CD5A und N/N1003A eingesetzt. Damit wird festgestellt, ob mit
steigender Menge des Reporters (py226Lucll) die Luziferase-Antwort im gleichen Mal3
zunimmt. Auf diese Weise kann Uberprift werden, ob die Zahl endogener
Transkriptionsfaktoren fir den (-226/+45) yF-Kristallinpromotor ausreicht.

Dazu werden 0 bis 2 ug des py226Lucll-Plasmids in die CD5A-, wie in die
N/N1003A-Zelllinie transfiziert. Ebenso wird das Kontrollplasmid pPLLucll eingesetzt.
In den CD5A-Zellen steigt die relative Luziferase Aktivitat linear mit zunehmender
Menge transfizierten py226Lucll-Plasmids (Diagramm 4.4). Die gleiche Tendenz ist flr

das Kontrollplasmid pPLLucll auf funfmal niedrigerem Level zu beobachten.

Im Gegensatz dazu erreicht der yF-Kristallinpromotor in der N/N1003A-

Zelllinie bei einer Menge von 1 pg py226Lucll seine Sattigung. Um dieses Phdnomen
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zu Uberprufen wird der CP-49-Promotor im pPLLucll-Vektor als Positiv-Kontrolle
verwendet. Dabei ist ein linearer Anstieg der relativen Luziferase Aktivitat bei
steigender Menge des CP-49Lucll-Plasmids zu beobachten (Diagramm 4.5).

Zur Séttigung der (-226/+45) yF-Kristallin Aktivitat in der N/N1003A-Zelllinie

ist darauf hinweisen, dass es sich dabei im Gegensatz zum Gber 1 kbp langen CP-49-

Promotor um das aktivste Fragment des yF-Kristallinpromotors handelt (Lok et al.,
1989). Zudem wird die N/N1003A-Zelllinie um 2 GroRenordnungen effizienter im
Vergleich zur CD5A-Zelllinie transfiziert. Das bedeutet, dass entsprechend mehr
Faktoren von der gréReren Menge der Promotoren absorbiert werden. Fir spatere
Experimente zur Regulation des (-226/+45) yF-Kristallinpromotors werden Mengen des

Reporters eingesetzt, deren Aktivitat im linearen Bereich liegt.

200 + CD5A

150 +

100 +

relative Luziferaseaktivitat

0 } } } }
0 0,5 1 15 2

py226Lucll [ug]

Diagramm 4.4: Konzentrationsabhangigkeit der (-226/+45) yF-Kristallinpromotoraktivitat in der
CD5A-Zelllinie.

Der Reportervektor py226Lucll wurde in zunehmender Menge in CD5A-Zellen transfiziert. Die
Zellen wurden nach 42 h geerntet und die relative Luziferaseaktivitat bestimmt.
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N/N1003A
20 +
—e— pYy226Lucll
—<o— pCP49Lucll

15 +

relative Luziferaseaktivitat

Effektor [ug]

Diagramm 4.5: Konzentrationsabhéngigkeit der (-226/+45) yF-Kristallinpromotoraktivitét in der
N/N1003A-Zelllinie.

Der Reportervektor py226Lucll wurde in zunehmender Menge in N/N1003A-Zellen transfiziert.
Die Zellen wurden nach 42 h geerntet und die relative Luziferaseaktivitat bestimmt.

4.3  Funktionsanalyse des aA-Kristallins und HSP27 am DOTIS des yF-

Kristallinpromotors

Die Bindung des aA-Kristallins wurde an den Matrizenstrang der yDEF-
Kristallinpromotoren unterhalb des Transkriptionsstarts beobachtet (Pietrowski et al.,
1994). Diese Wechselwirkung wurde mit bovinem a-Kristallin erreicht. Dabei ist noch
unklar, ob das Uber 95 % identische rekombinante o-Kristallin der Maus eine
vergleichbare Interaktion aufweist. Die a-Kristalline sind Vertreter der a-Hsp-
Superfamilie (,,a-crystallin—small heat-shock protein®, de Jong et al., 1998). Trifft die
funktionale Bindung rekombinanten aA-Kristallins am DOTIS-Element zu, bietet dies
die  Moglichkeit, den yF-Kristallinpromotor auf Induktion durch  Kleine
Hitzeschockproteine zu prifen. Deshalb wird ein Teil der nachfolgenden Experimente
nicht nur fir das aA-Kristallin, sondern auch fiir das nahe verwandte Hsp25 der Maus,

beziehungsweise das HSP27 des Menschen durchgefiihrt.
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4.3.1 Endogene Expression des aA-Kristallins und des Hsp25 in der Augenlinse

der Maus

Die endogene Expression des aA-Kristallins in der Augenlinse ist bekannt (Kato
et al.,, 1991%). Das nahe verwandte Hsp25 wird in diesem Experiment auf seine
endogene Expression in der Augenlinse untersucht. Im Fall der endogenen Expression
dieses nahen Verwandten des aA-Kristallins kann man dem Vergleich beider Proteine
in Genreporteranalysen zusétzliche physiologische Bedeutung beimessen. Die RT-PCR
zum Hsp25 der Maus zeigt, dass dessen Transkript in der Augenlinse junger Mause
nachgewiesen werden kann (JAbbildung 4.3).

Abbildung 4.3: Endogene Expression des
Hsp25 in der Augenlinse der Maus.

RT-PCR-Reaktionen wurden mit 40
Zyklen durchgefiihrt. Ein 631 bp Fragment
wurde fir das Hsp25 in der Linse
neugeborener, ein und zwei Wochen alter
Mause amplifiziert. Fir die negativ Kontrolle GAPDH - P T Pld
wurden die gleichen Hsp25 Primer ohne
Matrize eingesetzt. Zur positiv Kontrolle
wurde ein 331 bp langes DNS-Fragment der
GAPDH amplifziert.

<631 b
. A3 b

4.3.2 Die aA-Kristallinexpression in N/N1003A- und CD5A-Zellen

Aus der Literatur ist eine endogene Expression des aA-Kristallins in der
Linsenepithelzelllinie N/N1003A des Kaninchens bekannt (Reddan, 1986). Drei Jahre
spater verloren die Zellen diese Eigenschaft (Meakin, 1989). Deshalb wurden unsere
Passagen der N/N1003A-Zelllinie auf endogene oA-Kristallinexpression im
Immunoassay untersucht. N/N1003A-Zellen werden mit einem Plasmid transfiziert, das
aA-Kristallin exprimiert. Als Kontrolle werden Zellen untransfiziert eingesetzt. Die
Farbung mit polyklonalem Antikorper gegen das aA-Kristallin zeigt, dass kein
endogenes aA-Kristallin in den N/N1003A-Zellen nachweisbar ist (Abbildung 4.4). Im

Gegensatz dazu zeigen cryaa-pcDNAS3.1 transfizierte Zellen das Protein bei einem

Molekulargewicht von 20 kDa. Das stimmt mit dem theoretischen Wert von 19,79215
kDa (Swiss-Prot, Zutrittsnummer P02490) uberein. Der grofite Teil des Proteins

erscheint in der wasserldslichen Fraktion .
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Im Gegensatz zu den N/N1003A-Zellen exprimieren CD5A-Zellen endogen aA-

Kristallin (persdnliche Mitteilung, R. Quinlan, University of Dundee).

Abbildung 4.4: Expression transient
transfizierten aA-Kristallins in der
N/N1003A-Zelllinie.

Fur die Analyse im
Molekulargewicht 1 2 3 4 5 6 »Westernblot“ wurde gegen das aA-
[kDal: Kristallin  gerichteter, polyklonaler
84,0 el . .
58.0 Antikodrper eingesetzt. In den Spuren
485 1S 1 - 3 wurde die losliche Fraktion, in
den Spuren 4 - 6 die Pellets aus
36,5
26,6 = Gesamtzellextrakt der N/N1003A-
— Zellen aufgetragen. 1,3 und 4,6 sind

untransfizierte N/N1003A-Zelllysate.
In 2 und 5 wurden die N/N1003A-
Zellen mit cryaa-pcDNA3.1
transfiziert.

4.3.3 Subzelluldre Lokalisation von aA-Kristallin und HSP27 in N/N1003A-

Zellen

Die immunologische Detektion in gesamten Zellen klart die subzelluldre
Lokalisation des aA-Kristallins bzw. des HSP27 auf. Auf diese Weise erhédlt man
Aufschluss, ob die Proteine im Zellkern vorliegen, in dem sich ihr Bindepartner,
DOTIS, befindet.

Dazu wird das oA-Kristallin im pcDNAS3.1-Expressionsvektor in die
N/N1003A-Zelllinie transfiziert und anschlieRend immunologisch in den Zellen
nachgewiesen. Dafur wird ein polyklonaler Antikorper eingesetzt, der gegen das aA-
Kristallin gerichtet ist. Es bestatigt sich, dass das aA-Kristallin in untransfizierten
N/N1003A-Zellen nicht nachzuweisen ist (vergleiche Kapitel §.3.2). Zellschalen, die
nicht mit cryaa-pcDNAS3.1 transfiziert wurden, sind nicht abgebildet. Allerdings sind
die nicht gefarbten Zellen in A3 dieser Abbildung mit denen untransfizierter Schalen zu

vergleichen (Abbildung 4.5). Die transfizierten Zellen hingegen zeigen ein starkes

Signal im Zytoplasma. In den Zellkernen ist kein aA-Kristallin nachweisbar. Die
Einstellung der korrekten Fokussierungsebene st in der Kernfarbung mit

Propidiumiodid erkennbar.
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Nach dem gleichen Verfahren wird das HSP27 in der N/N1003A-Zelllinie
exprimiert und mit einem entsprechenden polyklonalen Antikorper nachgewiesen. Das
HSP27 ist — vergleichbar zum aA-Kristallin — im Zytoplasma lokalisiert. Die schwache
Farbung nicht transfizierter Zellen ist entweder auf eine Kreuzreaktion des Antikdrpers

mit anderen Proteinen oder auf eine endogene Expression des Hsp25 in dieser Zelllinie

zuriickzufiihren. Die schwach gefarbten Zellen in |Abbildung 4.5 sind mit denen

untransfizierter Schalen zu vergleichen.
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Abbildung 4.5: Subzellulare Lokalisation des aA-Kristallins und des HSP27 in N/N1003A-Zellen.

(Al - A3) zeigen N/N1003A-Zellen, die transient mit dem Expressionsvektor transfiziert
wurden, der fiir das aA-Kristallin kodiert. In (B1 — B3) wurde HSP27 exprimierender Vektor transfiziert.
Die Kerne wurden mit Propidiumiodid gefarbt (A2 und B2). Die Immunfarbungen wurden mit
polyklonalen Antikdrpern durchgefiihrt, die gegen das aA-Kristallin (A3) und das HSP27 (B3) gerichtet
sind.

4.3.4 Bovines Linsenextrakt und rekombinantes aA-Kristallin in ihrer

Interaktion mit DOTIS

Das aA-Kristallin ist rekombinant in N/N1003A-Zelllinien exprimierbar

(Kapitel 4.3.2|und [4.3.3)). Es liegt vorwiegend I6slich vor und ist im Gesamtzellextrakt

enthalten. Gesamtzellextrakt wird in das folgende Experiment im Gel-Retardationsassay
eingesetzt. Zur negativen Kontrolle kann die untransfizierte Zelllinie herangezogen

werden. Die Positiv-Kontrolle wird mit nativem, bovinen Linsenextrakt (Pietrowski,
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1997) ermoglicht. Zur DNS-Bindung wird die Matrize des DOTIS eingesetzt. Der
komplementare DNS-Strang ist die dazu entsprechende Negativkontrolle.

Der Gel-Retardationsassay bestatigt die aus der Literatur bekannte Bindung
bovinen Linsenextrakts an den Matrizenstrang des DOTIS (Abbildung 4.6). Der Nicht-
Sinnstrang zeigt erwartungsgemal keine Bindung. Im Gegensatz zur Bindung des

bovinen Linsenextrakts kann fur transfizierte N/N1003A-Zellen am nicht codierenden
Strang des DOTIS keine Bindung gezeigt werden. Somit ist die Interaktion

rekombinanten aA-Kristallins mit DOTIS nicht nachweisbar.

Abbildung 4.6: Gel-Retardationsassay
zum DOTIS.

cryaa-pcDNA3.1 wurde in
N/N1003A-Zellen transfiziert. Dieses
Zelllysat (1, 2) und bovines Linsenextrakt (3,
4, Sigma) wurden mit dem codierenden (1, 3)
und dem nicht codierenden DOTIS DNS-
Einzelstrang inkubiert. Links wurde fur die
Bindung der Puffer nach Shastry (1993)
eingesetzt. Rechts wurde der Gel-
Retardationsassay mit Puffer (2) (Kapitel
durchgefiihrt.

4.3.5 Funktion des aA-Kristallins und des HSP27 am yF-Kristallinpromotor

Nach den Experimenten zur Aktivitat des yF-Kristallinpromotors in
Epithelzelllinien der Linse (Kapitel wird zunéchst eine erste Versuchsanordnung
beschrieben, die eine Charakterisierung des aA-Kristallins und des HSP27 ermdglichen
sollte. Aus der Vielfalt der kombinatorischen Mdglichkeiten Effektor, Reporter und
Kontrolle ins Verhaltnis zu setzen, orientierte ich mich zundchst an der Dissertation von
E. Krausz (1996). Danach wurde der Einfluss des aA-Kristallins auf den yF-
Kristallinpromotor in N/N1003A-Zellen (berpruft. Dazu wurde je eine konstante
Menge von 1,2 ug des py226Lucll-Plasmids mit 0 — 1,2 pg des Expressionsplasmids
cryaa-pcDNA3.1 in  N/N1003A-Zellen kotransfiziert. Die ermittelte relative

Luziferaseaktivitat im Transfektionsansatz mit 0 pg cryaa-pcDNA3.1 wurde 100 %



Ergebnisse 59

gesetzt. Damit ist eine Verdnderung der yF-Kristallinpromotor Aktivitdt in den
Kotransfektionsexperimenten leichter ersichtlich.

Fur das aA-Kristallin steigt die Promotoraktivitat bei Transfektion bis zu 0,3 g
cryaa-pcDNA3.1 auf das 2,5-fache der basalen Promotoraktivitat an und fallt mit 0,6 pug
und mehr in der Transfektionsreine wieder auf das Niveau der  basalen
Promotoraktivitat ab. Die Standardabweichung ist im Bereich hoher Promotoraktivitét
grol3. Aus diesem Grund wurden die Transfektionen, die Effektor enthalten, mit denen,
die keinen Effektor enthalten, in einem zweiseitigen, gepaarten t-Test verglichen. Dieser
t-Test widerlegt die Nullhypothese mit der Grenze von 5 % nicht, dass die relativen
Promotoraktivitdten der Transfektionen mit und ohne cryaa-pcDNA3.1 aus der gleichen
Grundgesamtheit stammen. Fir HSP27 wurde vergleichbares wie fur das aA-Kristallin
beobachtet. Spatere DNS-Praparationen der einzelnen Komponenten und deren Einsatz
in Kotransfektionsexperimenten lieen diese beiden Resultate sowohl bei der Ernte
nach 72 h als auch nach 42 h nicht reproduzieren (Kapitel .

N/N1003A
400
—&—cryaa-pcDNA3.1
350 1 Hsp27-pcDNA3.1
= -
£ 300+
%
S 250 -
3
8 200 - i
N
3 \z\
> 150 - )
2 .
g 100 ¥ \]_
50
0 . . . . . . .
0 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2 1,4

Effektor [ug]

Diagramm 4.6: Einfluss des aA-Kristallins und des HSP27 auf den (-226/+45) yF-
Kristallinpromotor in N/N1003A-Zellen.

1,2 pg des Reportervektors py226Lucll wurde in N/N1003A-Zellen transfiziert. Dazu wurden
steigende Mengen (0 pg, 0,15 pg, 0,3 pg, 0,6 pg und 1,2 pg) des aA-Kristallin oder des HSP27
Expressionsplasmids kotransfiziert. Die Zellen wurden nach 72 h geerntet und die relative
Luziferaseaktivitat bestimmt. Die Richtzeit der Ernte von 48 h wurde erhéht, um dadurch potentielle
postranslationale Modifikationen zu ermdglichen (Kapitel .
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Der kritische Bereich aus den oben geschilderten Experimenten zur
Untersuchung des Einflusses von oA-Kristallin und HSP27 auf den vyF-
Kristallinpromotor liegt zwischen 0 und 0,4 pg des jeweiligen Expressionsplasmides.
Dazu wird je eine konstante Menge des py226Lucll-Plasmids mit 0 — 0,4 ug des
Expressionsplasmids cryaa-pcDNA3.1, respektive HSP27-pcDNA3.1 kotransfiziert.

Die Promotoraktivitat bleibt bei der Kotransfektion von cryaa- und HSP27-

pcDNA3.1 in der CD5A-Zelllinie (Diagramm 4.7) nahezu unverandert. Bei keiner

definierten Menge kotransfizierten aA-Kristallins beziehungsweise HSP27 ist eine
Veranderung der Promotoraktivitdten in der CD5A-Zelllinie zu beobachten. Die
Promotoraktivitét bleibt reproduzierbar auf dem basalen Level von 100 %, welches der
Promotoraktivitat ohne Kotransfektion eines Expressionsplasmids gleichkommt. Neben
dem aA-Kristallin und dem HSP27 ist auch das dazu entfernt verwandte hspl17.9 aus
Petroselinum crispum gezeigt. Fir dieses Protein ist kein Einfluss in der CD5A-
Zelllinie auf den yF-Kristallinpromotor erkennbar.

In der N/N1003A-Zelllinie wurde die Menge des Reporters in den
Transfektionen halbiert, da fir 1,2 upg eine Sattigung in  der yF-

Kristallinpromotoraktivitit zu beobachten war (Diagramm 4.5). Die Kotransfektionen
von cryaa- oder HSP27-pcDNA3.1 mit 0,6 pg py226Lucll in die N/N1003A-Zelllinie
zeigen eine schwache Repression des yF-Kristallinpromotors (Diagramm 4.8).
Bertcksichtigt man allerdings die Daten der Transfektionskontrolle pRL-SV40, stellt
man im Vergleich mit der CD5A-Zelllinie eine 100-fach hohere Aktivitat der Renilla

Luziferase fest. Das bedeutet, dass viel mehr DNS transfiziert wird, die dann den
Zellhaushalt mit der Aufgabe belastet, immer mehr aA-Kristallin beziehungsweise

HSP27 zu produzieren. Deshalb l&asst moglicherweise der gesamte Stoffwechsel nach

(vergleiche Kapitel p.2.2).
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CD5A

—e——cryaa-pcDNA3.1
—&—— Hsp27-pcDNA3.1
200 t — ¢ —hsp17.9-pcDNA3.1

100

relative Luziferaseaktivitat[%o]

0 0,1 0,2 0,3 0,4
Effektor [ug]

Diagramm 4.7: Der Einfluss des aA-Kristallins, des HSP27 und des hsp17.9 auf den (-226/+45) yF-
Kristallinpromotor in CD5A-Zellen.

Der Reportervektor py226Lucll wurde in CD5A-Zellen transfiziert. Dazu wurden steigende

Mengen (0 pg, 0,1 pg, 0,2 pg und 0,38 pg) des aA-Kristallin, HSP27 oder hsp17.9 Expressionsplasmids
kotransfiziert. Die Zellen wurden nach 42 h geerntet und die relative Luziferaseaktivitat bestimmt.

N/N1003A

200 + —&— cryaa-pcDNA3.1
—<&— Hsp27-pcDNA3.1

relative Luziferaseaktivitat [%0]

0 : 1 1 ]

0 0,1 0,2 0,3 0,4
Effektor [ug]

Diagramm 4.8: Einfluss des aA-Kristallins und des HSP27 auf den (-226/+45) yF-
Kristallinpromotor in N/N1003A-Zellen.
Der Reportervektor py226Lucll wurde in N/N1003A-Zellen transfiziert. Dazu wurden steigende

Mengen (0 pg, 0,025 pg, 0,05 pg, 0,1 pg, 0,2 pg und 0,38 pg) des aA-Kristallin oder HSP27
Expressionsplasmids kotransfiziert. Die Zellen wurden nach 42 h geerntet und die relative
Luziferaseaktivitat bestimmt.
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4.4 Funktionsanalyse des PROX1 am yF-Kristallinpromotor

Das Prox1 der Maus ist in der Augenlinse exprimiert und hat eine wesentliche
Bedeutung bei der Elongation der Linsenfasern (Wigle et al., 1999®). y-Kristalline sind
als Strukturproteine an dieser Elongation beteiligt. In den yDEF-Kristallinpromotoren
liegt je eine Prospero-Bindestelle vor. Zur Untersuchung des EinfulRes des
PROX1/Prox1, dem Vertebraten-Homologen von Prospero, auf den VyF-
Kristallinpromotor, werden Linsenepithelzelllinien auf ihre endogene PROX1/Prox1-
Expression untersucht. Die PROX1-Expression mit PROX1-pcDNA3 wird im zellfreien
System und im Zellsystem geprift und die Funktion des PROX1 am yF-

Kristallinpromotor in Zellkultur charakterisiert.

4.4.1 Prospero-Bindestelle

Prospero ist das Drosophila-Homologon zum Prox1 der Vertebraten. Seine
Bindestelle ist bekannt (Hassan et al., 1997). Eine Prospero-Bindestelle ist mit dem
Computerprogramm Matlnspector zwischen dem retinoic acid response element und
der distalen TATA-Box zu finden (Abbildung 4.2). Dafur wird die Consensussequenz
der Prospero-Bindestelle als JUPAC-Reihe, CWYNNCY, eingesetzt. Diese Bindestelle
tritt als CACACCT in allen yDEF-Kristallinpromotoren der Nager auf. Moglicherweise
nimmt auch PROX1/Prox1 diese Bindestelle aufgrund seiner verwandtschaftlichen
Beziehung zu Prospero war. Zudem wird Prox1 in der Augenlinse exprimiert (Kapitel
1.4.1).

4.4.2 Endogene Expression von PROX1/Prox1l in der N/N1003A- und CD5A-
Zelllinie

Zur Untersuchung der endogenen Expression von PROX1/Prox1 in den CD5A-
und N/N1003A-Linsenepithelzelllinie wird deren Level an PROX1/Prox1 mRNS
Uberprift. Dazu wird die mRNS in einer Erststrangsynthese zu DNS umgeschrieben und
dieses Produkt anschlieBend mit spezifischen Oligonucleotiden mittels PCR
nachgewiesen. Da die Prox1-cDNS fir Kaninchen nicht bekannt ist, werden die
Oligonucleotide in einen Bereich gelegt, der zumindest fiir die Maus und den Menschen
homolog ist. Die Amplifikation genomischer DNS darf ausgeschlossen werden, da das
resultierende 108 bp PCR-Fragment introniibergreifend konzipiert ist (Kapitel 2.2). Die
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endogene und durch transiente Transfektion induzierte Expression des gesamten
Proteins wird spéter in Kapitel immunologisch tberprift.

Die Positiv-Kontrolle wird mit PROX1-pcDNA3 Plasmid durchgefiihrt. Davon
werden 1.000, 100.000 und 10.000.000 Molekile pro Reaktionsansatz eingesetzt und
somit ein Eindruck der Sensitivitat dieser PCR vermittelt. Je ein PCR-Reaktionsansatz
wird nach 15, 20, 25, 30, 35, 40 oder 45 PCR-Zyklen gestoppt.

In der CD5A-Zelllinie ist keine Expression an Prox1 selbst nach 45 PCR-Zyklen

nachzuweisen (Abbildung 4.7). B-Actin als Positiv-Kontrolle zeigt eine intakte RNS-

Préparation (nicht dargestellt).

Im Gegensatz zur CD5A-Zelllinie exprimiert die N/N1003A-Zelllinie endogen
Prox1. Pro Reaktionsansatz treten offensichtlich zwischen 1.000 und 100.000 Prox1-
MRNS Molekile auf. AuBerdem ist damit gezeigt, dass diese Primerbindestellen beim

Kaninchen zwischen Mensch und Maus homolog sind.

15 20 25 30 35 40 45 Abbildung  4.7: RT-PCR  zur
endogenen Expression von
CD5A PROX1/Prox1 in CD5A- und

N/N1003A-Zellen.

3 ' Die RT-PCR wurde mit 15 bis
Al : -- 45 Zyklen durchgefihrt. Ein 108 bp
Fragment, das fir einen Teil von Exon
IV und Exon V des PROX1/Prox1-Gens
kodiert, konnte in N/N1003A-Zellen,

“ -“ jedoch nicht in der CD5A-Zelllinie
10 amplifiziert werden. Zum Vergleich
wurden  verschiedene  Mengen an

1% T 1 ! 1. PROX1-pcDNA3 Plasmid als Matrize

eingesetzt.

443 Transiente PROX1-Expression in der CD5A-Zelllinie und im
Retikulozytenlysat

Da die CD5A-Zelllinie kein endogenes PROX1 exprimiert, wird PROX1-
pcDNA3 in diese Zelllinie transfiziert, um dessen Expressionsprodukt auf seine
Richtigkeit zu uUberprifen. Als Positiv-Kontrolle wird die N/N1003A-Zelllinie
verwendet, die endogen Proxl exprimiert (Kapitel [4.4.2). Negativkontrolle ist die
untransfizierte CD5A-Zelllinie.

Freundlicherweise wurde unserer Arbeitsgruppe von S. Tomarev (NEI/NIH,

Bethesda, USA) eine kleine Menge polyklonalen Prox1 Antikérpers zur Verfligung
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gestellt. Damit konnte ich die Zelllinien im ,,Westernblot* immunologisch analysieren.
Das Prox1 Signal erscheint bei einer GroRe von 90 kDa lediglich in N/N1003A-Zellen,
nicht jedoch in CD5A-Zellen (Abbildung 4.8). Werden die CD5A-Zellen allerdings mit
PROX1-pcDNAB3 transfiziert, ist es auch in der Zelllinie in dieser Grol3e nachweisbar.

Die Sequenz des Proxl aus Kaninchen ist nicht bekannt. Die theoretischen
MolekulargewichtsgroRe des humanen PROX1 von 83,16226 kDa stimmt mit dem
exogenen menschlichen PROX1 aus den CD5A-Zellen nicht exakt tGberein (EXPASy,
Zutrittsnummer: Q92786). Eine Grofle von 90 kDa im ,,Western Blot* wird allerdings
auch fir das Maus Prox1 beobachtet (Rio-Tsonis et al., 1999) und dessen theoretische
Molekulargewicht betragt 83,12616 kDa (Swiss-Prot, Zutrittsnummer: NP_032963).
Die endogene Prox1-Expression bestétigt die Untersuchung mittels RT-PCR. Die durch
transiente Transfektion erhaltene PROX1-Expression zeigt, dass der Expressionsvektor
PROX1-pcDNA3 in der CD5A-Zelllinie intakt exprimiert wird.

Ferner kann die intakte Expression des PROX1 mit PROX1-pcDNA3 im
Retikulozytenlysat nachgewiesen werden (Abbildung 4.9). Da lediglich das

neusynthetisierte Protein Radioaktivitat enthalt, darf die Spur als Kontrolle aufgefasst
werden, in der Six3-pcDNAS3.1 exprimiert wird. Hier erscheint kein Signal, das eine
vergleichbare MolekulargewichtsgréRe mit dem Reaktionsansatz aufweist, der PROX1-
pcDNA3 enthélt.

Abbildung 4.8: ,,Westernblot” Analyse zum

Molekulargewicht 1 2 3 PROX1/Prox1 in CD5A- und N/N1003A-
[kDal: Zellen.
180.0 Zelllysate von N/N1003A-Zellen (1),

PROX1-pcDNAS3 transfizierten CD5A-Zellen

116,0

(2) und untransfizierten CD5A-Zellen (3)
84,0 wurden mit einem Antikérper immungefarbt,
58,0 der gegen den C-terminalen Teil (aa 546 — 736,

48,5 erhalten von S. |. Tomarev, NEI/NIH) des

menschlichen PROX1 gerichtet ist. Der
36,5 u Antikorper erkennt eine 90 kDa-Bande in den
26,6 N/N1003A-Zellen und in den mit PROX1-
pcDNA3 transient transfizierten CD5A-Zellen.
Die CD5A-Zellen zeigen keine endogene
PROX1-Expression.
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Abbildung 4.9: In vitro-Expression von Molekulargewicht 1 2
PROX1 und Six3. [ugl:
PROX1-pcDNA3 (2) und Six3- 180.0--
pcDNA3.1 (1) wurden im 116,0 -
Retikulozytenlysat, welches [*s] ono .

Methionin  enthalt, transkribiert und

translatiert. Eine 90 kDa-Bande fur das 580 -
PROX1 und eine 37 kDa-Bande flr das 485 -
Six3 sind zu erkennen. Kiirzere Peptide, als
das 90 kDa Signal des PROX1, entstehen,
wenn das zweite oder dritte AUG als 266 -
Startcodon erkannt wird.

36,5 -

4.4.4 PROX1-Aktivierung des yF-Kristallinpromotors

Die Regulation des yF-Kristallinpromotors durch PROX1 wird in transienten
Kotransfektionen untersucht. Dazu eignet sich besonders die menschliche CD5A-
Zelllinie, da sie kein endogenes PROX1 exprimiert (Kapitel . Eine konstante
Menge des py226Lucll-Plasmids wird zusammen mit 0 - 0,4 pg des
Expressionsplasmids PROX1-pcDNA3 in diese Zelllinie Kkotransfiziert. Die
Transfektionsreihe enthalt die Kontrolle mit 0 pg PROX1-pcDNA3. Mit der Aktivitat
dieses Reaktionsansatzes werden die anderen Luziferaseaktivitdten normiert und
erscheinen als Vielfaches der Basis Promotoraktivitat des (-226/+45) yF-Kristallins. Als
weitere Kontrolle dienen vergleichbare Reaktionsansatze, die statt des py226Lucll-
Plasmids den pPLLucll-Vektor enthalten. Reguliert PROX1 spezifisch den (-226/+45)
yF-Kristallinpromotor, sollte die Aktivitat des pPLLucll unbeeinflusst bleiben.

In der CD5A-Zelllinie verdoppeln 100 ng des PROX1-Expressionsvektors die
Aktivitat des yF-Kristallinpromotors (Diagramm 4.9). GroRere Mengen an PROX1-

pcDNA3 verstarken die Aktivierung, bis sie ein Plateau bei 400 ng und 10-facher
Stimulation erreicht. Im Gegensatz dazu hat PROX1 keinen EinfuR auf pPLLucll, das

Reporterplasmid ohne (-226/+45) yF-Kristallinpromotor (Diagramm 4.10).
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1000 + -
—— CD5A Zelllinie

900 + —<>— N/N1003A Zelllinie

relative Luziferaseaktivitat [%)]

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 04
PROX1-pcDNA3 [ug]

Diagramm 4.9: Aktivierung des (-226/+45) yF-Kristallinpromotors durch PROX1.

Der Reportervektor py226Lucll wurde in CD5A und N/N1003A-Zellen transfiziert. Dazu
wurden steigende Mengen (0 pg, 0,025 ug, 0,05 pg, 0,1 pg, 0,2 pug und 0,38 pg) des PROX1-pcDNAS3-
Expressionsplasmids kotransfiziert. Die Zellen wurden nach 42 h geerntet und die relative
Luziferaseaktivitat bestimmt.

—e— CD5A Zelllinie

200 -

relative Luziferaseaktivitat [%0]

0 0,1 0,2 0,3 0,4
PROX1-pcDNA3 [ug]

Diagramm 4.10: Effekt des PROX1 auf das Reporterplasmid ohne (-226/+46) yr-
Kristallinpromotor.

Der Reportervektor pPLLucll wurde in CD5A-Zellen transfiziert. Dazu wurden steigende
Mengen (0 pg, 0,025 pg, 0,05 pg, 0,1 pg, 0,2 pg und 0,38 pg) des PROX1-pcDNA-Expressionsplasmids
kotransfiziert. Die Zellen wurden nach 42 h geerntet und die relative Luziferaseaktivitat bestimmt.
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Zum Vergleich wird die Aktivierung des (-226/+45) yF-Kristallinpromotors
durch PROX1 in der N/N1003A-Zelllinie durchgefuhrt. Wie in Kapitel erwahnt,
exprimiert diese Zelllinie endogen PROX1. Deshalb ist bei Uberexpression des PROX1
lediglich eine schwache oder keine Stimulation des (—226/+45)yF-Kristallinpromotors
zu erwarten. Das Experiment wird vergleichbar, wie fur die CD5A-Zellen beschrieben,
durchgefiihrt. 100 ng an PROX1-pcDNA3 verdoppeln in der CD5A-Zelllinie wie in
N/N10003A Zellen die Promotoraktivitat. Im Gegensatz zur CD5A-Zelllinie ist keine
weitere Stimulation des (-226/+45) yF-Kristallinpromotors in der N/N1003A-Zelllinie
maoglich. Der Grund dafur ist héchstwahrscheinlich die endogene Expression an PROX1
in der N/N1003A-Zelllinie.

Im Kontrollexperiment wurde das Plasmid pPLLucll in die CD5A-Zelllinie
transfiziert. Das kotransfizierte PROX1 verandert die basale Reporteraktivitdt kaum
(Diagramm 4.10). Da das pPLLucll-Plasmid im Vergleich zum py226Lucll lediglich

eine geringe Aktivitat hat, sinkt die absolute Firefly-Luziferaseaktivitdat. Man nahert

sich der Grenze der Messgenauigkeit. Deshalb vergroRern sich die Fehlerbalken.

4.5  Funktionsanalyse des Six3 am yF-Kristallinpromotor

Six3 ist an der frihen Augenlinsenentwicklung beteiligt. Seine Expression in der
Augenlinse der Maus wird ab E 14.5 reduziert (Oliver et al., 1995). Zu dieser Zeit setzt
verstéarkt die Expression der y-Kristalline ein (Klopp, Dissertation, 2000). Deshalb wird
die Hypothese formuliert, dass das Abschalten von Six3 die yDEF-Kristallinexpression
steuert. Six3 reprimiert demnach die yDEF-Kristalline. Sobald diese Repression
aufgehoben wird, koénnen die y-Kristalline exprimiert werden. Die yDEF-Kristalline
haben im proximalen Promotor einen Bereich zwischen den Positionen —213 und -129,
an den nach Matlnspector Homeodoménenproteine binden kdnnen (Kapitel. Eine
spezifische Bindestelle ist zur Zeit noch nicht bekannt. Deshalb wird das Protein
exprimiert und in Bindestudien eingesetzt. Ferner wird im Zellsystem die Funktion des
Six3 am yF-Kristallinpromotor Uberpriift. Dazu werden Linsenepithelzelllinien zuerst
auf ihre endogene Six3-Expression untersucht. AnschlieBend kann die Funktion des

Six3 am yF-Kristallinpromotor in Zellkultur charakterisiert werden.
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4.5.1 Invitro-Expression von Six3 im Retikulozytenlysat

Zur funktionalen Analyse des Six3 am yF-Kristallinpromotor muss dieses
Protein in geeigneter Menge hergestellt werden. Die cDNS aus der Maus wurde uns
freundlicherweise von P. Gruss (MPI, Gottingen) zur Verfugung gestellt, das EcoRlI-
Fragment daraus wurde in den pcDNA3.1 Vektor kloniert. AnschlieBend wurde
uberprift, ob dieses neu entstandene Plasmid Six3 korrekt exprimiert. Dazu wird das
Six3-pcDNA3.1 Plasmid in das Retikulozytenlysat eingesetzt.

Das neusynthetisierte Protein erscheint bei etwa 36 kDa (Abbildung 4.10). Die

theoretische Molekulargewichtsgrofie des murinen Six3 von 35,59275 kDa (Swiss-Prot,
Zutrittsnummer Q62233) stimmt deshalb mit dem Signal im SDS-Gel (berein. In der
Kontrolle wurde dem Retikulozytenlysat pcDNA3.1-Vektor zugesetzt, welcher sich in
der fehlenden Six3-cDNS vom Six3-pcDNAS3.1 unterscheidet. Dort ist kein Signal

erkennbar.

Molekulargewicht 1 2 3 Abbildung 4.10: In vitro-Expression

[ugl: von Six3.
180,0 -
1160 - Six3-pcDNA3.1 (1 und 2)

wurden im Retikulozytenlysat, welches

840 - [*°S]-Methionin enthélt, transkribiert und
580 - translatiert. Das Signal erscheint bei 36
485 - kDa und entspricht dem Six3 Protein mit
36,5 - der Zutritsnummer Q62233 (333 aa,
%6 - 35,59275 kDa). Zur Kontrolle (3) wurde

ins Retikulozytenlysat pcDNA3.1

eingesetzt.

4.5.2 Six3-Bindung am yF-Kristallinpromotor

Six3 ist ein Homeodomanenprotein, das in der Augenlinse exprimiert wird. Zur
Zeit ist nicht bekannt, welche DNS-Sequenz dieser Transkriptionsfaktor spezifisch
bindet. Die computerunterstiitzte Analyse mit Matlnspector ergab sechs
Homeodomanenbindestellen, die zwischen der Position -213 und -129 im yF-
Kristallinpromotor liegen (Kapitel . Deshalb wurde untersucht, ob das Six3 als
linsenspezifisches Homeodomanenprotein  mit dem proximalen Teil des yF-
Kristallinpromotors interagiert.

Dazu wird das Six3-Protein in ausreichender Menge im Retikulozytenlysat

hergestellt. DNS-Fragmente des yF-Kristallinpromotors werden an pelletierbare,
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paramagnetische Kigelchen gebunden und mit dem in vitro exprimierten Six3
inkubiert. Das Pellet wird anschlieBend im SDS-Gel analysiert. Bindet Six3 an eines der
DNS-Fragmente, ist ein Signal zu erwarten.

Zur Kontrolle wird Six3 mit immobilisierten (-226/+45) yF-Kristallinpromotor
prazipitiert. AnschlieBend setzt man die oben erwdhnten DNS-Fragmente - dieses Mal
nicht matrixgebunden — als Konkurrenz-DNS ein. Nur die DNS-Fragmente, mit denen
Six3 spezifisch interagiert, setzten das Protein frei. Demnach erscheint Six3 im
Uberstand, wenn es mit einem yF-Kristallinpromotor-Fragment in Wechselwirkung tritt,
und im Pellet, wenn dies nicht der Fall ist.

Six3 zeigt eine spezifische Wechselwirkung mit den matrixgebundenen
Fragmenten (-184/-145) und (-164/-115) des yF-Kristallinpromotors (Abbildung
4.11 A). Diese beiden immobilisierten Sequenzen ermdglichen die Prazipitation des
Proteins. Mit den restlichen yF-Kristallin-Fragmenten (-214/-165), (-134/-95), (-114/-
65), (-84/-45), (-64/-15), (-34/+6) und (-14/+36) hingegen ist diese Prézipitation nicht
maoglich.

In der Kontrolle dazu wird (-226/+45) yF-Kristallin gebundenes Six3 spezifisch
durch 50-fachen Uberschuss ungebundener Nucleotide freigesetzt, welche fiir den
Promotorbereich (-214/-165), (-184/-145) oder (-164/-115) stehen (Abbildung 4.11 C,
Kapitel . Diese Konkurrenzreaktion gelingt nicht fur die anderen DNS-
Fragmente. Umgekehrt ist in den Reaktionsansdtzen, in denen erfolgreich Six3
freigesetzt wurde, im Pellet des (-226/+45) yF-Kristallinpromotors ein schwécheres

Signal erkennbar als in den (brigen Pellets (Abbildung 4.11 B).

-184/-145 -134/-95 -84/-45 -34/+6
-214/-165 -164/-115 -114/-65 -64/-15 -14/+36
A »
B - Wi B Ger eud e Mk
C -

Abbildung 4.11: Affinitatsbindung und Préazipitation des Six3 mit DNS-Sequenzen.

Die immobilisierten Sequenzen (-184/-145) und (-164/-115) des yF-Kristallinpromotors
praziptieren spezifisch Six3 (A). Im Kontrollexperiment wurde Six3 an immobolisiertes (-226/+46) yF-
Kristallin gebunden. Die ungebundenen DNS-Sequenzen (-214/-165), (-184/-145) und (-164/-115)
verdrangen das Six3 aus dem Pellet (B) in den Uberstand (C). Deswegen interagiert Six3 mit dem yF-
Kristallinpromotor zwischen den Nucleotiden —214 und -115.
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4.5.3 Endogene Expression von Six3 in den CD5A und N/N1003A-Zelllinien

Die endogene Expression von Six3 in den Zelllinien CD5A und N/N1003A wird
untersucht, indem die RNS aus den Zellen prépariert wird und dazu komplementare
DNS als Erststrang synthetisiert wird. AnschlieBend kann in einer PCR-Reaktion mit
spezifischen Primern Six3 nachgewiesen werden. Da die Six3-cDNS fiir Kaninchen und
somit fur die N/N1003A-Zelllinie nicht bekannt ist, werden die Oligonucleotide in
einem Bereich gewahlt, der zumindest fur Maus und Mensch identisch ist. Die
schwierige Amplifikation GC-reicher codierender Sequenzen im Six3 (68 %) wird
umgangen, indem ein 70 bp Fragment aus dem 3’-UTR des Six3 amplifiziert wird,
welches geringer im GC-Gehalt (45 %) ist. Das daraus resultierende DNS-Fragment ist
nicht introndibergreifend. Deshalb wird zur Kontrolle ein Teil der RNS-Praparation als
Template verwendet. Nur dann kann Verunreinigung durch genomische DNS
ausgeschlossen werden, wenn dieser Reaktionsansatz nach der PCR kein Signal liefert.
In einer Sequenzierungsreaktion wird die Richtigkeit des entstandenen Fragments
Uberpruft.

Mit Six3-pcDNAS3.1 Plasmid wird die Positiv-Kontrolle der PCR-Reaktionen
durchgefiihrt. Dazu werden 1.000, 100.000 und 10.000.000 Molekile dieses Vektors
pro Reaktionsansatz eingesetzt. Auf diese Weise erhdlt man eine Vorstellung von der
Sensitivitat dieser PCR. Die PCR-Reaktionen werden nach 15, 20, 25, 30, 35 und 40
Zyklen gestoppt.

In der N/N1003A-Zelllinie ist keine Expression von Six3 nachzuweisen. Da die
Six3-Sequenz des Kaninchens nicht bekannt ist, kann dieses Resultat entweder auf eine
von Maus und Mensch abweichende Sequenz zurlckzufiihren sein oder Six3 wird in der
N/N1003A-Zelllinie nicht exprimiert. Fur die CD5A-Zelllinie hingegen wurde mit
dieser Methode eine endogene Expression von Six3 beobachtet. Pro Reakionsansatz
treten zwischen 1.000 und 100.000 Molekile auf. Zum Vergleich konnte das 70 bp
Fragment in vergleichbarer Intensitat flir das Auge der embryonalen Maus gezeigt
werden. Eine Sequenzierung des PCR-Fragments von Six3 aus CD5A-Zellen ergab zu
100 % Ubereinstimmung mit der Six3 Sequenz aus der GenBank (Zutrittsnummer
NMO005413, Position 1489 - 1558).
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Abbildung 4.12: RT-PCR zur
endogenen Expression von
Six3 in CD5A-Zellen und im

15 20 25 30 35 40

CD5A - — Auge der embryonalen Maus.

" Die RT-PCR wurde mit

Auge 15 bis 40 Zyklen durchgefiihrt.

(Maus: E12.9 . o Ein 70 bp Fragment aus dem
Six3-pcDNA3.1 Bereich des 3° UTRs des Six3-
10 Gens konnte in CD5A-Zellen

und im Auge der Maus
e (E12,5), jedoch nicht in der
N/N1003A-Zelllinie

10™®

amplifiziert  werden.  Zum

107 . -'“ Vergleich wurden verschiedene

| Mengen an Six3-pcDNA3.1

Plasmid als Matrize eingesetzt.

45.4 Six3 Repression des yF-Kristallinpromotors

Six3 wird als Kandidat fiir die Regulation des yF-Kristallins an dessen Promotor
in transienten Kotransfektionen im Zellsystem untersucht. Dafiir stehen besonders die
beiden Zelllinien des Linsenepithels N/N1003A und CD5A zur Verfligung, da sie zu
Beginn eingehend studiert wurden (Kapitel B.2). Zur konstanten Menge des
py226Lucll-Plasmids als Reportervektor werden 0 — 0,4 ug des Effektorplasmids Six3-
pcDNA3.1 kotransfiziert. In der Transfektionsreihe entsprechen 0 pg des Effektors der
basalen Aktivitat des unbehandelten Promotors. Das pPLLucll-Plasmid kann statt des
py226Lucll-Plasmids in die Kontrollreihe eingesetzt werden, weil es zum py226Lucll-
Plasmid bis auf den fehlenden (-226/+45) yF-Kristallinpromotor identisch ist. Im Falle
einer spezifischen Regulation des Six3 des (-226/+45) yF-Kristallinpromotors sollte die
pPLLucll Aktivitat unverandert bleiben.

Fur die Transfektion in die CD5A-Zelllinie reichen bereits 6 ng des Six3-

Expressionsplasmids aus, um die Aktivitat des yF-Kristallinpromotors um 40 % zu

reprimieren im Vergleich zur Promotoraktivitat ohne Six3-pcDNA3.1 (Diagramm 4.11).

GroRere Mengen des Six3-Expressionsvektors verstarken diesen Effekt, bis die
Repression eine Sattigung von 90 % bei 380 ng erreicht. Im Vergleich zu den CD5A-
Zellen erhdlt man eine ahnliche etwas starker abfallende dosisabhdngige Antwort der
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Repression der Transkription in kotransfizierten N/N1003A-Zellen aus Kaninchen. Zur
Kontrolle werden kritische Dosen (0 — 0,05 pg) Six3-pcDNA3.1 mit pPLLucll
transfiziert. Dabei ist kein Effekt des Six3 am promotorlosen Reporterplasmid zu
beobachten (Diagramm 4.12).

+ 100

N/N1003A cells
—&— CD5A cells

D
o
relative Luziferaseaktivitat [%0]

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4
Six3-pcDNA3.1 [ug]

Diagramm 4.11: Repression des (-226/+45) yF-Kristallinpromotors durch Six3.

Der Reportervektor py226Lucll wurde in CD5A und N/N1003A-Zellen transfiziert. Dazu
wurden steigende Mengen (0 ng, 0,6 ng, 6 ng, 50 ng und 380 ng) des Six3-Expressionsplasmids
kotransfiziert. Die Zellen wurden nach 42 h geerntet und die relative Luziferaseaktivitat bestimmt.

S
= —— CD5A Zelllinie
=
£ 200
©
()
9]
©
2
N -
5 1004— T - T
A T S 1
K
©
0 . . . . .
0 001 002 003 004 005
Six3-pcDNA3.1

Diagramm 4.12: Effekt des Six3 auf das Reporterplasmid ohne (-226/+46) yF-Kristallinpromotor.

Der Reportervektor pPLLucll wurde in CD5A-Zellen transfiziert. Dazu wurden steigende

Mengen (0 pg, 0,0125 pg, 0,025 pg und 0,05 pg) des Six3-Expressionsplasmids kotransfiziert. Die Zellen
wurden nach 42 h geerntet und die relative Luziferaseaktivitat bestimmt.



Ergebnisse 73

46  Antagonistische Regulation des yF-Kristallinpromotors durch PROX1 und

Six3

PROX1 aktiviert den (-226/+45) yF-Kristallinpromotor (2.4), Six3 reprimiert
ihn. Aus histologischen Expressionsdaten ist bekannt, dass Six3 in der Augenlinse lange
vor der Expression des yF-Kristallins einsetzt und im Laufe der Embryonalentwicklung
in der Augenlinse zurtickgeht (um E 14.5, Kapitel 1.4.2). Prox1 hingegen wird erst ab E
9.5 in der Linse exprimiert und wurde auch in 10 Tage alten M&usen exprimiert (Kapitel
. Diese Situation wird im folgenden Experiment in Zellkultur nachgestellt. Dabei
soll geklart werden, ob der yF-Kristallinpromotor trotz zusatzlichem PROX1 durch Six3
stillgehalten werden kann. Ebenso ist von Interesse, wie sich der Promotor verhalt,
wenn die Menge des Six3 und somit die Repression unter dem Einfluss von
zugesetztem PROX1 zurtickgenommen wird.

Konstante Mengen des py226Lucll-Plasmids (2 pg) und des PROX1-pcDNA3
Plasmids (300 ng) werden in die N/N1003A-Zelllinie transfiziert. Dazu werden
verschiedene Mengen (90 — 0 ng) des Six3-pcDNA3.1 Vektors kotransfiziert. Die
Promotoraktivitat der Transfektionsansdtze mit dem py226Lucll-Vektor, aber ohne den
Expressionsplasmiden PROX1-pcDNA3 und Six3-pcDNA3.1 werden auf 100%
normiert.

Die Aktivitdt des PROX1 stimulierten (-226/+46) yF-Kristallinpromotors steigt
mit abnehmender Menge Six3 in der N/N1003A-Zelllinie sukzessive an
. Bei der maximal eingesetzten Menge von 90 ng Six3-Expressionsplasmid liegt
die relative Luziferaseaktivitat bei 1/3 im Vergleich zur basalen Promotoraktivitat. Wird
die Six3-Expression komplett zuriickgenommen (0 ng Six3-pcDNA3.1), steigt die
Luziferaseaktivitat auf das 2,4-fache der basalen Promotoraktivitat an. Die Stimulation
des yF-Kristallinpromotors durch 300 ng PROX1-pcDNAS3 wird mit einer Menge Six3-
pcDNA3.1 zwischen 6 und 11 ng kompensiert. Unter diesen Bedingungen wird eine
Aktivitat erreicht, die dem unbehandelten (-226/+45) yF-Kristallinpromotor
gleichkommt. Geht man von der PROX1 vorstimulierten Promotoraktivitat aus, liegt bei
90 ng kotransfizierten Six3-pcDNA3.1-Expressionsvektor eine auf weniger als 1/7

verminderte Aktivitat des (-226/+45) yF-Kristallinpromotors vor.
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In Kapitel wurde die Six3 Repression des yF-Kristallinpromotors ohne
Stimulation durch PROX1 beschrieben. Die basale Promotoraktivitat von 100 % bei 0
ng kotransfizierten Six3-pcDNA3.1 féllt in diesem Experiment auf 1/7 bzw. 1/14 der
Aktivitat bei 60 bzw. 380 ng des Expressionsplasmids. Der durch Six3 erzielte Effekt
bleibt also unabhéngig von PROX1 der gleiche.

- 350 -
L 300
S L 250 - |
%
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S L 200
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o
ka}
3 L 150 —e— N/NL003A Zellinie i
()
=
=
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= L 100
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o

0,08 0,06 0,04 0,02 0
Effektor [ug]

Diagramm 4.13: Der durch PROX1 vorstimulierte (-226/+45) yF-Kristallinpromotor wird durch
Six3 reprimiert.

Der Reportervektor py226Lucll und der Expressionsvektor PROX1-pcDNA3 wurde in
N/N1003A-Zellen transfiziert. Dazu wurden abnehmende Mengen (90 ng, 45 ng, 22,5 ng, 11,25 ng, 5,625
und 0 ng) des Six3-Expressionsplasmids kotransfiziert. Die Zellen wurden nach 42 h geerntet und die
relative Luziferaseaktivitat bestimmt.
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5 Diskussion

Der Vergleich der Aminoséure- und der Promotorsequenzen der homologen y-
Kristalline lasst die Beschreibung einer yDEF-Kristallin-Subfamilie zu, der die yDEF-
Kristalline der Maus und die yEF-Kristalline der Ratte angehdren (Kapitel .
Genreporter-Assays wurden am yF-Kristallinpromotor durchgefuhrt, der aufgrund
seiner Homologie als ein Stellvertreter der yDEF-Kristallin-Subfamilie ist. In dieser
Subfamilie sind die Bindestellen fir linsenspezifische Proteine, wie das a-Kristallin,
Sox1, Pax-6, Prox1 und Six3, konserviert (Kapitel . Rekombinantes aA-Kristallin
bindet im Gegensatz zu bovinem a-Kristallin nicht am yF-Kristallinpromotor und zeigt
entsprechend keine Wirkung an diesem Promotor (Kapitel [5.2). Im Gegensatz dazu
aktiviert das Protein PROX1 des Menschen, das in seiner Homeodomane zum Vertreter
aus Maus identisch ist, den yF-Kristallinpromotor. Prox1 ist an der Elongation der
Linsenfasern beteiligt (Wigle et al., 1999°). Sein Einfluss auf y-Kristallinpromotoren
legt nahe, dass die Elongation durch die gesteigerte y-Kristallinexpression gefordert
wird (Kapitel . Im Unterschied zu Prox1 reprimiert Six3 den yF-Kristallinpromotor.
Der Vergleich der Expressionsmuster von Six3 und den y-Kristallinen in der Linse der
Maus zeigt, dass beide zueinander komplementdr exprimiert werden. Mit dem
Rickgang der Six3-Expression beginnt die Expression der y-Kristalline (Oliver et al.,
1995; Klopp, Dissertation, 2000). Diese Beobachtung in vivo wird durch die Bindung
des Six3 an den yF-Kristallinpromotor und die Repression der Promotoraktivitat in
Zellkultur erklart. Zudem ist auf diese Weise gezeigt, dass Six3 in der Linse y-
Kristalline direkt reguliert (Kapitel [5.4.2). Die Wirkungsweise von Prox1 und Six3 an
den yF-Kristallinpromotoren fuhren zusammen mit Pax-6 und den bekannten
Regulatoren des Sox1 und der Retinsdurerezeptoren zu einem neuen Modell der yDEF-
Kristalline in der Linse (Kapitel [5.5).

5.1  Charakterisierung der yDEF-Kristallinpromotoren

y-Kristalline sind Indikatoren fiir terminal differenzierte Linsenzellen (van Leen
et al., 1987). In Linsenepithelzelllinien wurde ihre Regulation exemplarisch am yF-
Kristallinpromotor untersucht, der Stellvertreter der yDEF-Kristallin-Subfamilie ist. In
allen Vertretern dieser Subfamilie liegen drei neu identifizierte Promotorelemente vor,

an die Regulatoren der Augenentwicklung — Pax-6, Prox1 und Six3 — binden kénnen.
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5.1.1 yDEF-Kristallinpromotoraktivitat in biologischen Systemen

In der Literatur liegen verschiedene Arbeiten zu den yDEF-KTristallinpromotoren
vor. Ihre Funktion wurde zuerst in den folgenden drei Systemen untersucht:

1. In Primérkulturen des Linsenepithels aus Huhn (Lok et al., 1985),
2. in transgenen Mausen (Goring et al., 1987),
3. in der N/N1003A-Zelllinie aus Kaninchen (Meakin et al.,1989).

Die Expression exogenen y-Kristallins wurde zuerst in Priméarkulturen des
Linsenepithels aus Huhn nachgewiesen (Lok et al., 1985). Spater konnte in der
transgenen Maus die Linsenspezifitdt des (-759/+45) yF-Kristallinpromotors gezeigt
werden (Goring et al., 1987). 1989 wurde erstmals in einer stabilen Zelllinie — der
N/N1003A-Zelllinie - die Aktivitdt eines y-Kristallinpromotors  gezeigt. Diese
N/N1003A-Zelllinie exprimiert kein endogenes y-Kristallin, dennoch ist die Aktivitat
des yF-Kristallinpromotors nachweisbar (Meakin et al., 1989).

Die Untersuchung an Primérkulturen bietet den Vorteil, mit einem System zu
arbeiten, das sehr nahe am lebenden Objekt liegt und das dazu vergleichsweise einfach
in Transfektionsexperimenten untersucht werden kann. Daflr eignen sich die primaren
Linsenepithelzellen des Huhns, da diese Zellen in einem ringférmigen Zellpolster, das
als chick lens annular pad bezeichnet wird, gehduft vorliegen und noch teilungsfahig
sind (Ireland et al., 1993). Fir die Arbeit mit y-Kristallinen in diesen primdren
Linsenepithelzellen muss allerdings die Nahe zu den physiologischen Bedingungen in
Frage gestellt werden, weil in VOgeln keine y-Kristalline, sondern stattdessen &
Kristalline exprimiert werden. Naturlich kénnte man Zellen des Linsenepithels auch aus
anderen Spezies kultivieren, allerdings wére beispielsweise eine Préparation des
Epithels aus den vergleichsweise kleinen Linsen der Maus sehr aufwendig.

Sehr nahe an physiologischen Bedingungen fur Promotorstudien sind transgene
Tiere als Modellsystem. Fir die Untersuchung von Genen aus Vertebraten eigenen sich
besonders Mé&use wegen ihrer kurzen Generationszeiten. Dabei treten allerdings zwei
Probleme auf. Zum einen ist es auf diese Weise schwierig, den Einfluss eines
Transkriptionsfaktors auf einen y-Kristallinpromotor dosisabhangig zu testen. Zum
anderen ist beispielsweise eine Prox1”-Mutante letal (Wigle et al., 1999%). Ebenso ist
eine  Six3” Mutante hochstwahrscheinlich nicht Gberlebensfahig, wenn man

zugrundelegt, dass eine Punktmutation in diesem Gen beim Menschen
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Holoprosenzephalie  verursacht und in vielen Fallen zum Abbruch der
Embryonalentwicklung fiihrt (Wallis et al., 1999).

Flexibler im Vergleich zu den eben erwahnten Systemen ist das Experimentieren
mit Zellkulturen. Auf diese Weise konnen viele verschiedene Parameter zur
Untersuchung eines Promotors eingesetzt werden. Zelllinien werden zwar, nachdem sie
aus dem gesamten Organismus gewonnen wurden, aulRerhalb des Organs kultiviert und
verlieren dadurch den Kontakt zu ihren physiologischen Nachbarn, dennoch bieten sie
ein Maximum an Variabilitdt fir dosisabhéngige Reportergen-Untersuchungen.
Innerhalb von wenigen Tagen kann die Promotoraktivitat beobachtet werden, wie an der
Zeitreihe des yF-Kristallinpromotors (Kapitel 2.2.1) zu sehen ist. So konnen
Bedingungen relativ kurzfristig verandert oder optimiert werden.

Lediglich in Linsenepithelzelllinien konnte die Aktivitdt exogener v-
Kristallingene nachgewiesen werden. So wurde gezeigt, dass Epithelzelllinien wie die
fibroblasten-ahnliche NIH-3T3 oder die Fibroblastenzelllinie des Bindegewebes L-929,
die beide aus der Maus stammen, nicht geniigen, um die Expression des VE-
Kristallinpromotors zu untersuchen (E. Krausz, 1996). Im Gegensatz dazu konnte in der
N/N1003A-Linsenepithelzelllinie  aus  Kaninchen eine  Aktivitdit des y-
Kristallinpromotors beobachtet werden (Meakin et al., 1989; Krausz et al., 1996).

Fur meine Arbeit stellte R. Quinlan (Institut fur Biochemie, Dundee,
GroRbritannien) freundlicherweise eine Reihe neuer humaner Linsenepithelzelllinien
zur Verfugung: Die CD5A, CE11558, CE11560 und die MAC67 Zelllinien. Diese
Zelllinien  wurden zusammen mit der N/N1003A-Zelllinie in transienten
Transfektionsexperimenten auf yF-Kristallinexpression untersucht. Davon eigneten sich
die  N/N1003A und die CD5A-Zelllinien, weil in ihnen die exogene VYF-
Kristallinpromotoraktivitat mit vergleichsweise geringer Schwankungsbreite gezeigt
werden kann und deutlich Gber der Nachweisgrenze liegt. Deshalb wurde der
Reportergenassay nur in den beiden Zelllinien, N/N1003A und CD5A, nicht in den
CE11558, in den CE11560 oder in den MACG67 Zellen etabliert. Die Zeitreihe zum yF-
Kristallinpromotor in 2.2.1 zeigt optimale Aktivitdten des yF-Kristallinpromotors
zwischen 36 und 42 Stunden in den CD5A- und N/N1003A-Zellen. Auch nach 54
Stunden ist noch Aktivitdt nachzuweisen, so dass in Kotransfektionsexperimenten
langere transiente Expressionen ermdglicht werden, um potentielle posttranslationale

Modifikationen zuzulassen (Kapitel [5.2.4). Ein vergleichbarer Zeitraum ist
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beispielsweise aus Genreporterassays zum &-Kristallinpromotor und Pax-6 bekannt
(Duncan, 1998). Neben der Zeitreihe wurde in Kapitel Uberprift, inwieweit die
Transfektionskontrolle einen systemeigenen Einfluss auf das Genreportersystem ausibt.
Da das Plasmid, das zur Kontrolle der Transfektionseffizienz eingesetzt wurde, einen
SV40-Promotor enthélt, darf nicht von vornherein ausgeschlossen werden, dass dieser
starke Promotor die Reporterantwort verandert. Er kdnnte zum Beispiel transaktivierend
auf den yF-Kristallinpromotor wirken, oder umgekehrt, wichtige Transkriptionsfaktoren
abziehen. Das Experiment dazu zeigt, dass der yF-Kristallinpromotor vom
Kontrollplasmid unbeeinflusst bleibt (Diagramm 2.3).

y-Kristalline werden weder in der N/N1003A noch in der CD5A-Zelllinie
endogen exprimiert. Dennoch ist eine Aktivitdt transient transfizierter y-
Kristallinpromotoren nachzuweisen (Diagramme 2.1 und 2.2, Lok et al.,1985; Meakin
et al., 1989). In vivo werden diese Promotoren nur in terminal differenzierten
Linsenfasern, nicht in Linsenepithelzellen genutzt. Man geht davon aus, dass in den
Linsenepithelzellen alle zur Aktivierung der y-Kristallinpromotoren wichtigen Faktoren
vorhanden sind. Endogenes y-Kristallin kann jedoch erst abgelesen werden, wenn die
terminale Differenzierung der Linsenepithelzellen zu Linsenfaserzellen vollzogen ist,
weil dann mdoglicherweise fir die y-Kristallinexpression wichtige chromosomale
Bereiche offengelegt werden (Lok et al., 1985). Die endogene y-Kristallinexpression
konnte jedoch auch durch Methylierung verhindert werden (Peek et al., 1991).

Ein weiterer Grund dafur, dass in den Linsenepithelzelllinien keine endogene y-
Kristallinexpression stattfindet, ist die Lange des Promotors in vivo. Die langsten y-
Kristallinpromotorkonstrukte, mit denen in Reportergenassay gearbeitet wurde, sind aus
dem yF-Kristallinpromotor und liegen 1281 Basen vor dem Transkriptionsstart. Eine
sukzessive Verkirzung steigert kontinuierlich die Promotoraktivitat, vielleicht, weil
dadurch reprimierende Elemente entfernt werden. Maoglicherweise liegen im Genom

weiter distal zusétzliche reprimierende Elemente, welche den Promotor stumm halten.

5.1.2 Stellung der yDEF-Kristallinpromotoren in der y-Kristallin-Familie

Die Promotoren der y-Kristalline von Vertebraten wurden phylogenetisch
verglichen (Abbildung 4.1). Dafir stehen zur Zeit die Promotorsequenzen von Mensch,
Maus und Ratte zur Verfligung. Da vom Rind bislang nur die Sequenz des yS-

Promotors bekannt ist und diese schon 76 bp oberhalb des Transkriptionsstarts endet,
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wurde diese Spezies nicht im Vergleich berlcksichtigt. Die yE- und yF-Kristalline des
Menschen sind Pseudogene (2.1.1). lhre gleichnamigen Promotoren der Nager sind
zueinander ahnlicher als zu den anderen Kristallinen. Den yE- und yF-
Kristallinpromotoren wiederum steht der yD-Kristallinpromotor der Maus, nicht der
Ratte am ndchsten. Dieses phylogenetische Abbild spiegelt sich in einer Studie zum
Exon 3 der y-Kristalline wider (Graw et al., 1993). Dazu wurde das letzte und
variabelste Exon der Vertreter der vy-Kristallin-Familie zur Beurteilung des
Verwandtschaftsgrads herangezogen. Dabei féllt Exon 3 des yD-Kristallins der Ratte
insofern aus dem Rahmen, da es ebenfalls im Gegensatz zum Promotor zu den yE- und
yF-Kristallinen eng verwandt ist. Nimmt man Promotor und codierende Sequenzen der
y-Kristalline als Kriterien, ist es moglich, eine Subfamilie der yDEF-Kristalline der
Nager zu beschreiben, der die yDEF-Kristalline der Maus und die yEF-Kristalline der
Ratte angehdren.

Die Subfamilie der yDEF-Kristalline zeigen Promotoren, die besonders im
proximalen Bereich untereinander sehr &hnlich sind (Kapitel 4.1.2). Wegen der hohen
Ubereinstimmung in den beschriebenen Promotorelementen kann jeder dieser
proximalen Promotoren vom Gesichtspunkt der Phylogenie stellvertretend fir die

anderen vier angesehen werden.

5.1.3 Bedeutung der Promotorelemente der yDEF-Kristalline

Der yF-Kristallinpromotor ist im Vergleich zu den andern yDEF-
Kristallinpromotoren der Nager am besten untersucht (Meakin et al.,1989; Lok et al.,
1985, 1989; Goring et al., 1987; Yu et al., 1990, 1990; Tini et al. 1993; Liu et al., 1994).
5" Deletionen des yF-Kristallinpromotors flihren zu einem Anstieg seiner Aktivitat.
Diese  Aktivitdtszunahme wurde durch sukzessive Verkirzung des yF-
Kristallinpromotors von —759 bis auf —226 erreicht. Diese Tendenz wurde ebenfalls von
E. Krausz (1996) fir den yE-Kristallinpromotor beobachtet ([Tabelle 5.1). Die hohe
Identitat der beiden proximalen Promotoren von mehr als 90 % schldgt sich demnach
auch in ihrer Funktion nieder. Die unterschiedlicheren distalen Promotoren (Homologie
weniger als 40 %; Abbildung 4.2) enthalten reprimierende Elemente, die nicht genauer
beschrieben sind. Verkirzt man beide Promotoren auf ein Fragment, das kleiner ist als
(-226/+45) des yF- bzw. (-219/+37) des yE- Kristallins, fallt ihre Aktivitat auf ein

Funftel und weniger ab.
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Dafiir wird das retinoic acid response element (RARE, Abbildung 5.1)
verantwortlich gemacht. Die Deletion des RARE fuhrt zu diesem Rickgang der yF-
Kristallinpromotoraktivitat (Meakin et al., 1989; Lok et al., 1989; Tini et al., 1993). In
Primarexplantaten war die Promotoraktivitat mit Retinsdure stimulierbar, solange dieses
Element im yF-Kristallinpromotor enthalten war (Tini et al., 1993). Der thyroid hormon
receptor (T3R) nimmt ebenfalls Einfluss auf dieses Promotorelement. Er bindet das
RARE-Element spezifisch und wirkt als Antagonist zur Retinsdure (Tini et al., 1994).
Ein Jahr spéater zeigten Tini et al. einen weiteren Bindungspartner, den orphan receptor
(ROR). Er ist in der Lage, mit einer Hélfte der invers repetitiven Sequenz des RARE-
Elements zu interagieren. Zudem ist der ROR-Rezeptor zum retinoic acid receptor
(RAR) verwandt. Wegen dieser unterschiedlichen antagonistischen Regulationen am
RARE handelt es sich dabei um ein sehr wichtiges Element im yF-Kristallinpromotor.

-226 -200 -100 +1 +45

\ \ \’ v, v
RARH SILENCER, yF-1 DOTIS translatiertes
— PAX-6 HNO)R | TATA CRYNER SOX1 \FBP _-J_TATA — y-Kristallin

Abbildung 5.1: Schematische Ubersicht der yDEF-Kristallinpromotoren der Nager.

Die Kernpromotoren der yDEF-Kristalline von Maus und der yEF-Kristalline von Ratte sind sehr &hnlich.
In allen kénnen die dargestellten Promotorelemente identifiziert werden. Eine detaillierte Darstellung ist
in Kapitel 4.1.2 (Abbildung 4.2) abgebildet. Die Spange kennzeichnet den Promotorbereich, in dem mit
Matlnspector gemeinsame maogliche Bindestellen fiir Proteine mit Homeodoménen erkannt wurden.

Uberlappend zum RARE liegt eine Pax-6 Bindestelle in den yDEF-
Kristallinpromotoren vor (Abbildung 5.1). Im Gegensatz dazu fehlt diese Pax-6
Bindestelle im yD-Kristallinpromotor der Ratte (siehe Anhang; Dirks et al., 1996°), der,
wie oben beschrieben, nicht zur Subfamilie der yDEF-Kristalline gehort. Die Pax-6
Bindestelle konnte fiir die Expression der y-Kristalline von Bedeutung sein. Zwar wird
im (B2-Kristallin eine Pax-6 Bindestelle, die in vitro gefunden wurde, in vivo nicht
genutzt (Dirks et al., 1996°%), aber in einigen Studien anderer Kristallingenen kommt
diesem Transkriptionsfaktor eine funktionelle Bedeutung zu. So zeigt Pax-6 in den
Promotoren der aA-Kristallingene von Maus und Huhn (Cvekl et al., 1994; Gopal-
Srivastava et al., 1996), des (-Kristallingens vom Meerschweinchen und des 01-
Kristallin des Huhns eine Aktivierung (Cvekl et al., 1995%; Richardson et al., 1995).
Diese Bindestellen sind cis-aktivierende Promotorelemente (Cvekl et al., 1994). Pax-6
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bindet an die Elemente mit seiner Paired-Doméne und wurde als trans-aktivierender
Faktor charakterisiert.

Im Gegensatz dazu wird das BB1-Kristallin durch diesen Transkriptionsfaktor
reprimiert (Duncan et al, 1998). Alle veroffentlichten Pax-6-Bindestellen sind wie bei
den yDEF-Kristallinpromotoren im proximalen Promotorbereich zu finden. Lediglich
das o&1-Kristallin hat sein enhancer-Element im dritten Intron. Wahrend der
embryonalen Entwicklung findet die erste Pax-6-Expression bei der Bildung des
optischen Vesikels statt (Walther und Gruss, 1991). Mit der Entstehung der Augenlinse
zieht sich die Pax-6-Expression aus den Linsenfasern zum Linsenbogen zuriick und ist
in der adulten Linse vorwiegend nur noch im Epithel nachzuweisen. Das bedeutet, dass
Pax-6 moglicherweise als Repressor an der y-Kristallinexpression beteiligt sein konnte.

Als Nachweis ware beispielsweise die Protein-DNS-Wechselwirkung in einem
footprint-Experiment und eine funktionale Genreporterstudie in Linsenepithelzelllinien
notwendig. Dabei muss allerdings berucksichtigt werden, dass Pax-6 in diesen Zellen
endogen exprimiert wird (Krausz et al.,, 1996). Deshalb koénnte man Pax-6 in
»antisense“-Orientierung in einen Expressionsvektor klonieren und in Linsenzellen mit
dem yF-Kristallinpromotor kotransfizieren. Bei der Expression entsteht die
Gegenstrang-RNS, welche die endogene Pax-6 mRNS bindet und auf diese Weise die
Translation verhindert. Wirkt Pax-6 als Repressor, dann wird seine Inhibition verhindert
und deshalb ein Anstieg der yF-Kristallinpromotoraktivitat zu erwarten.

In allen yDEF-Kristallinpromotoren liegt eine Prospero-Bindestelle vor. Die
Prox1-Proteine der Vertebraten, die auch als Prospero-dhnliche Proteine bezeichnet
werden, sind besonders in ihrer Homeodoméne homolog zu ihrem Verwandten aus
Drosophila (Tomarev et al., 1998; Zinovieva et al., 1996). Deshalb darf angenommen
werden, dass die Prospero-Bindestelle vom Prox1 der Vertebraten erkannt wird. Die
mittels Zielerkennungsassay (target detection assays) erhaltene Sequenz der Prospero-
Bindestelle beschrénkt sich auf 7 Nucleotide (Hassan et al., 1997). Nimmt man das
Resultat zur Grundlage, tritt diese Bindestelle statistisch etwa alle 500 Basenpaare auf.
Da sie in allen yDEF-Kristallinpromotoren konserviert ist, ist die Interaktion von Prox1
mit diesem DNS-Element wahrscheinlich. Die physiologische Bedeutung des Prox1 bei
der Elonagation der sekundaren Linsenfasern unterstiitzt den Gedanken, dass Prox1 die
y-Kristalline aktiviert und mit den Promotoren in Kontakt tritt (Wigle et al., 1999°).

Dazu wurde in dieser Arbeit eine Aktivierung des yF-Kristallinpromotors durch Prox1
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beobachtet (Diagramm 4.9). Damit nimmt Prox1 hdchstwahrscheinlich Einfluss auf alle
y-Kristallinpromotoren der yDEF-Kristallin-Subfamilie. Mdglicherweise werden die
yABC-Kristalline ebenfalls durch Prox1 reguliert, da in Prox1”-Mausen keine mRNS
fur das yB-Kristallin nachgewiesen werden konnte und die Expression der yAC-
Kristalline vermindert ist (E 14.5; Wigle et al., 1999°). Da sich diese Interpretation auf
RT-PCR bezieht, die nicht quantitativ durchgefuhrt wurden, und weil die yABC-
Kristallinpromotoren zur Subfamilie der yDEF-Kristallingene wenig homolog sind, ist

diese Beurteilung Prox1 reguliert alle y-Kristallingene noch mit Unsicherheit behaftet

(Abbildung 5.5} Abbildung 4.1).

Die gamma-crystallin-nested repeats (Cryner, Abbildung 4.2) bestehen aus zwei

kurzen, invertierten Wiederholungen. Sie stellen ein weiteres mdégliches Element dar,
das fir die proximalen yDEF-Kristallinpromotoren beschrieben wurde (Graw et al.,
1993). lhre Deletion fuhrt zum Anstieg der yE-Kristallinpromotoraktivitat. Es wurde
gezeigt, dass ein Linsenprotein den Einzelstrang dieses Bereichs spezifisch bindet, ohne
dass dieses Protein bisher naher charakterisiert werden konnte (Stoger et al., 1997).

Als weiteres regulatorisches Element wurde 1990 das Silencer—Element im yD-
Kristallin der Ratte charakterisiert, das ebenso in den anderen yDEF-
Kristallinpromotoren der Nager vorkommt. Dieses Silencer—Element wirkt in
Linsenzellen als gewebsspezifischer enhancer und in Zellen auBerhalb der Linse als
Silencer. Im letzten Fall wurde das (-85/-67) yD-Kristallinpromotorfragment aus Ratte
einem HSV-tk-Promotor vorgeschaltet und damit in Zellen transfiziert (Peek et al.,
1990).

Ein Promotorelement, das eine zum Silencer vergleichbare Bifunktionalitét
aufweist, ist das weiter proximal gelegene yF-1-Element (Liu et al., 1991). Es stellte
sich in Reportergenassays in primaren Linsenzellen als aktivierendes Element heraus.
Daran bindet in vitro das yF-Kristallin Bindeprotein (yFBP; Liu et al., 1994). Dieses
Protein wurde allerdings in Kotransfektionsexperimenten in Zellkultur als Repressor
charakterisiert. Der Grund dafir ist moglicherweise die Bindung des yFBPs als
Repressor in undifferenzierten Linsenepithelzellen, was der Situation auBerhalb der
Linse gleichkommen konnte. Fraglich bleibt die physiologische Bedeutung, da das
yFBP aus der cDNA-Bank des Huhns stammt und die keine y-Kristalline besitzen. Das

homologe Hicl-Protein wurde bislang noch nicht in seiner Wirkung auf die y-
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Kristallinpromotoren untersucht. Allerdings ist das Maus Hicl-Gen nicht in der
Augenlinse exprimiert (Grimm et al., 1999).

Eine weitere Bindestelle ist in allen Promotoren der y-Kristalline fiir Sox1 zu
finden. Eine direkte Interaktion des Sox1l mit den y-Kristallinpromotoren wurde
nachgewiesen (Nishiguchi et al., 1998; Kamachi et al., 1995). Die Sox1”-Maus zeigte
Microphthalmie und Katarakt. Im Wildtyp war die Sox1-Expression in den
Faserzellkernen der sich entwickelnden Linse der Maus nachzuweisen. Eine Stimulation
des dD1-Kristallinpromotors konnte ebenfalls in Huhn durch Sox1, Sox2 und Sox3
gezeigt werden. Sox2 und Sox3 werden allerdings nicht in der Linse exprimiert
(Kamachi et al., 1998).

Ferner sind in den yDEF-KTristallinpromotoren die TATA-Boxen enthalten, die
als allgemeine Transkriptionsmotive bekannt sind. Eine Mutation in der TATA-Box im
VE-Kristallins des Menschen fihrt zur Stilllegung dieses Gens (Brakenhoff et al., 1990
und 1994).

Unterhalb des Transkriptionsstarts wurde in den yDEF-Kristallinen ein
Promotorelement identifiziert, das sogenannte downstream of transcriptional initiation
site (DOTIS, Pietrowski et al., 1994). Das Element, mit dem das a-Kristallin in
Wechselwirkung tritt, liegt lediglich im yF-Kristallinpromotor der Ratte modifiziert vor.
Hier sind 3 Nucleotide deletiert, so dass das a-Kristallin in diesem Fall nicht binden
kann (Pietrowski et al., 1994). Dieses Element wird flr die Aktivierung des yE-
Kristallinpromotors durch das aA-Kristallin verantwortlich gemacht (Krausz et al.,
1996). In Kapitel wird diskutiert, ob die Bindung des a-Kristallins an den yDEF-
Kristallinpromotoren eine physiologische Bedeutung hat.

Die Computeranalyse aus Kapitel 4.1.2 ergibt im proximalen Promotor weitere
mdogliche Bindestellen allgemeiner oder nicht in der Linse exprimierter
Transkriptionsfaktoren. Dennoch soll darauf hingewiesen sein, dass sich sdmtliche
Bindestellen fir Homedomanen-Proteine im Bereich zwischen dem RARE-Element und
der distalen TATA-Box befinden. In diesem Bereich zeigt auch Six3 seine Interaktion
mit dem yF-Kristallinpromotor (Abbildung 4.11).

Zusammenfassend liegen alle bekannten und neuen Promotorelemente in
samtlichen yDEF-Kristallinpromotoren vor. lhre Regulationen sind, wie oben

beschrieben, nur teilweise bekannt. Der yF-Kristallinpromotor ist der Promotor, der in
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den meisten Arbeiten zur y-Kristalline Regulation Verwendung fand. Da im (-226/+46)
yF-Kristallin die wichtigsten Promotorelemente enthalten sind, wirde man mit einem
vergleichbaren Fragment aus dem yE-Kristallingen der Maus oder Ratte, aus dem yF-
Kristallin der Ratte oder dem yD-Kristallin der Maus die gleichen Regulationen

erwarten.

52 Bedeutung der Bindung bovinen a-Kristallins an den yDEF-

Kristallinpromotoren

Die a-Kristalline werden in der Augenlinse in groflen Mengen exprimiert. Die
Expression des aA-Kristallins ist weitgehend linsenspezifisch. Lediglich in der Milz
und im Thymus konnten noch geringe Expression nachgewiesen werden (Krausz et al.,
1996; Kato et al., 1991%; Srinivasan et al., 1992). Die engsten Verwandten der a-
Kristalline sind die kleinen Hitzeschockproteine. Sie weisen im C-Terminus die hdchste
Homologie zu den aA-Kristallinen auf. Innerhalb dieser sogenannten a-
Kristallindomane wird ein Bereich fir die Wechselwirkung mit DNS vorhergesagt
(Singh et al., 1998). Fir das a-Kristallin wurde eine Interaktion mit den yDEF-
Kristallinpromotoren beobachtet (Pietrowski et al., 1994). Deshalb wurde in dieser
Arbeit die Funktion des aA-Kristallins mit der kleiner Hitzeschockproteine an den

yYDEF-Kristallinpromotoren verglichen.

5.2.1 a-Kristalline zeigen in der potentieller DNS-Bindungsdoméne Homologie

zu den kleinen Hitzeschockproteinen

Die o-Kristalline bilden hauptséchlich Aggregate mit Chaperonaktivitét
(Horwitz et al., 1992; Merck et al., 1992; Takemoto et al., 1994; Smulders, et al., 1998).
1998 wurde von K. Singh eine weiter Funktion postuliert: a-Kristalline haben eine
Funktion im Zellkern, welche die Bindung an DNS einschlie3t. Grund dieser Annahme
war eine DNS Bindungsstudie an einer Sequenz, die allerdings keine Ahnlichkeit zu
DOTIS hat. Die Datenbankanalysen weisen auf einen Bereich im C-Terminus der aA-
und aB-Kristalline hin, der strukturelle und sequenzielle Ahnlichkeit zu verschiedenen
DNS-bindenden Proteinen, auch Homeodoménenproteinen zeigt, wie zu Antennapedia,
Human-Engrailed 1, Klenow-Fragment, zur HIV1-RT und zur DNS Polymerase [3 der
Ratte (Singh et al., 1998). Gerade dieser Bereich, der unter den a-Kristallinen

Homologie zeigt, wird fur die DNS Bindung verantwortlich gemacht. Der
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Sequenzbereich zeigt Homologie zu den kleinen Hitzeschockproteinen aus dem
Tierreich, die gegenuber kleinen Hitzeschockproteinen aus dem Pflanzenreich abnimmt

(de Jong et al., 1998; |Abbildung 5.2). Samtliche Vertreter der a-Hsp-Superfamilie

weisen eine Konsensussequenz auf (Abbildung 5.2} Caspers et al., 1995). Das aA-
Kristallin der Maus ist zu dem bovinen quasi identisch. Es zeigt hohe Homologie auf
Proteinebene zum HSP27 von Petroselinum crispum (>40 %) und geringe Homologie

zum Hspl17.9 (20 %). Die homologe Doméne im C-terminalen Bereich dieser Proteine
ist in der JAbbildung 5.2|dargestellt.

o-Hsp Konsensussequenz =~ ------------- EE KV- V D——V --------

aA-Kristallin (Mus) ROCE
HSP27 (Homo) <T ROCE
Hspl7.9 (Petroselinum) D <EYP D PG_K GERKRE =KEGVK

a-Hsp Konsensussequenz

aA-Kristallin (Mus) 2- - - P [eS

HSP27 (Homo) R R PGY(®

Hspl7.9 (Petroselinum) YVR- !KV '< BYLP B ) )
a-Hsp Konsensussequenz ~ ------- I T
aA-Kristallin (Mus) S=EARAYE <P konser vi ert
HSP27 (Homo) E[ITI P =SEA CKI R gering ahnlich
Hspl17.9 (Petroselinum) KT 2\ AR ni cht honol og

Abbildung 5.2: Vergleich der Primérstukturen von aA-Kristallin, HSP27 und Hsp17.9.

Oben ist eine Konsensussequenz fir die Superfamilie der a-Hsp-Familie angegeben (Caspers et
al., 1995). Mit ,,+“ sind die positiv geladenen und zugleich nach aufien gerichteten Aminoséuren markiert
(Augusteyn et al., 1985). Fett gedruckt sind Aminsdurereste, die gemal der oben beschriebenen
Datenbankanalyse mit DNS interagieren (Singh et al., 1998).

Eine Wechselwirkung bovinen a-Kristallins mit dem DOTIS-Element wurde
gezeigt (downstream of transcription initiation site; Pietrowski et al., 1994). Dieses
DOTIS-Element liegt unterhalo des Transkriptionsstarts in  den yDEF-
Kristallinpromotoren der Nager vor. In Zellkulturexperimenten mit der N/N1003A-
Zelllinie wurde eine Aktivierung des yE-Kristallinpromotors durch das rekombinante
aA-Kristallin der Maus beobachtet (Krausz, Dissertation, 1996).

Deshalb wurde der Effekt des aA-Kristallins mit dem der homologen kleinen
Hitzeschockproteinen am yF-Kristallinpromotor verglichen. Der yF-Kristallinpromotor
ist zum yE-Kristallinpromotor sehr homolog (vergleiche Kapitel und enthalt das
DOTIS Element, das flr die Steigerung der Promotoraktivitat verantwortlich gemacht
wird (Pietrowski et al., 1994; Krausz, Dissertation, 1996).
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5.2.2 Einfluss des aA-Kristallins und der Vertreter der kleinen

Hitzeschockproteine auf den yF-Kristallinpromotor der Maus

Kotransfektionen in Zellkultur wurden in Vorexperimenten so konzipiert, wie
sie bereits von E. Krausz in seiner Dissertation durchgefiihrt wurden (1996), bis auf
zwei Unterschiede. Erstens wurden die Transfektionen nicht mit Lipofektamin, sondern
mit der Kalziumphosphat-Methode durchgefiihrt. Mit beiden Methoden erhdlt man
ausreichend transfizierte Zellen fur die Messung der Luziferaseaktivitat im
Genreporterassay. Zweitens wurden Luziferasen im Reportersystem der
Chloramphenicoltransferase und der [-Galaktosidase vorgezogen, weil sie weitaus
sensitiver sind (de Wet et al., 1985). Als Resultat glich die (-226) yF-
Kristallinpromotoraktivitdt in der N/N1003A-Zelllinie in Abhéngigkeit des aA-
Kristallins einer Optimumkurve mit der maximalen Stimulation um den Faktor 2,5
(Abbildung 4.6).

Fur die folgenden Genreporterassays wurde folgendes Ergebnis zur Bestimmung
der Promotoraktivitat berlcksichtigt. Es stellte sich heraus, dass die (-226/+45) yF-
Kristallinpromotoraktivitdt in  der N/N1003A-Zelllinie nicht linear mit der
entsprechenden Reporterkonzentration zusammenhangt (Abbildung 4.5). Ein linearer
Zusammenhang gilt zwar fir die niederen Konzentrationen des yF-Kristallinpromotors,
steigert man allerdings die Menge des transienten Effektors weiter, so erreicht man eine
Sattigung.

Dieses Phdnomen wurde in der CD5A-Zelllinie nicht beobachtet, da die
Transfektioneffizienz in dieser Zelllinie im Vergleich zur N/N1003A-Zelllinie um den
Faktor 100 geringer ist. Das bedeutet, dass in der Kalziumphosphat-Transfektion
wesentlich mehr Plasmid beladene Partikel in die N/N1003A-Zelle aufgenommen
werden. Es werden so viele Promotoren eingeschleust, bis deren Aktivitat bei weiter
zunehmender Menge nicht mehr ansteigt. Sie bleibt konstant. Mdglicherweise werden
linsenspezifische  Transkriptionsfaktoren  des  yF-Kristallinpromotors  knapp.
Kotransfiziert man unter diesen Bedingungen der Promotorsattigung das aA-Kristallin,
ist unschwer vorzustellen, dass bei wenigen Transfektionen die Effizienz etwas
niedriger liegt. Da die Reporteraktivitit gesattigt ist und damit konstant bleibt, fallt nur
noch die Aktivitat der Transfektionskontrolle ins Gewicht. Daher spiegelt die relative
Luziferaseaktivitdit im  Fall konstanten ~ Reporters und  schwankender
Transfektionskontrolle nur noch die Aktivitdt der Kontrolle wider. Sind also wenige
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Ansdtze schwach transfiziert, zeigen sie hohere relative Luziferaseaktivitat und
umgekehrt. Diese abweichenden Transfektionsansatze wurden auch anhand der hohen
Standardabweichungen beobachtet (Diagramm 4.6). Die Aktivierung des yF-
Kristallinpromotor durch das aA-Kristallin oder durch das HSP27 musste im
Zusammenhang mit der Promotorsattigung in der N/N1003A-Zelllinie neu uberdacht
werden (Diagramm 4.5). Als Konsequenz wurde die Menge an Reporterplasmid fur
weitere Transfektionen in dieser Zelllinie halbiert und somit ein Bereich ausgewahlt, in
dem die Reporteraktivitét linear ansteigt.

In weiteren Transfektionsexperimenten lieR sich eine Aktivierung des Promotors
durch das aA-Kristallin oder durch das HSP27 nicht mehr beobachten (Diagramm 4.7).
Einen Effekt hdtte man erwartet, weil das nahezu identisch bovine a-Kristallin diesen
Promotor bindet. Zudem ist bekannt, dass die a-Kristalline mit den y-Kristallinen in
vivo kolokalisiert in der Linse vorliegen (Kuwabara und Imaizumi, 1974) und in
Uberlappenden  Zeitrdumen exprimiert werden. Der Vertreter der kleinen
Hitzeschockproteine der Maus, das Hsp25, wird ebenso in der Augenlinse exprimiert
(Abbildung 4.3). Auch deshalb kdénnte man einen Einfluss am yF-Kristallinpromotor
vermuten. Beriicksichtigt man allerdings das Ergebnis aus den Koexpressionen mit dem
aA-Kristallin, ist die gleichbleibende Promotoraktivitat bei der Koexpression mit dem
HSP27 verstandlich.

-629 -629 -514 -325 -219 -163 -124 =17 -25 promotorloser
Zelllinie A DOTIS Reporter
N/N1003A 5,0 18 7,6 9,8 12,1 1,6 1,2 2,9 1,4 1
aTN4 3,8 1,4 3,0 6,1 8,1 15 0,8 2,4 1,2 1
NIH3T3 14 = = 1,8 14 - - = - 1

Tabelle 5.1: Funktionelle Analyse des yE-Kristallinpromotors (Krausz, Dissertation, 1996).

Verschiedene yE-Kristallinpromotorkonstrukte wurden im Genreporterassay untersucht. Das
erste 5° Nukleotid jedes Konstrukts ist in der oberen Zeile erfasst. Alle Konstrukte enden mit Position
+37 nach dem Transkriptionsstart des y-Kristallins. Lediglich das Konstrukt, das mit A DOTIS
gekennzeichnet ist, endet mit Position +8. Die relativen Promotoraktivititen wurden auf den
promotorlosen Reporter normiert. Sdmtliche Standardabweichungen liegen unter 20 % und sind nicht
dargestellt.

Im Gegensatz zu den oben beschriebenen Beobachtungen dieser Arbeit wurde in
friheren Experimenten eine lineare Steigerung der Promotoraktivitat in Abhangigkeit
des aA-Kristallins bis zum Faktor 5 beobachtet (Krausz, Dissertation, 1996).
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Eine Erklarung fir dieses unterschiedliche Ergebnis ist mdglicherweise eine
Veranderung der N/N1003A-Zelllinie. Diese Zelllinie anderte sich nach den
Anfangspassagen. Die Zelllinie wies zwar nach 170 Teilungsraten noch Linsenspezifitat
auf (Reddan et al., 1986), die sich unter anderem durch die Expression endogenen aA-
Kristallins auszeichnete, aber in spéateren Passagen der gleichen Zelllinie war kein aA-
Kristallin mehr nachweisbar (Meakin et al., 1989). Die Passagen an N/N1003A-Zellen,
die in der Arbeit von E. Krausz und in meiner Arbeit Verwendung fanden, zeigten kein
endogenes aA-Kristallin (Krausz et al., 1996; Abbildung 4.4). Morphologisch blieben
sie im Lauf der Kultivierung, von Beginn bis Ende dieser Arbeit, gleich (Abbildung 4.5
Al und B1). Dennoch kann eine Anderung linsenspezifischer Eigenschaften nicht
vollkommen ausgeschlossen werden. Da die Zelllinie als stabile Zelllinie charakterisiert
wurde, sind jedoch endogene Veranderungen unwahrscheinlich (Reddan et al., 1986).

Anhand von Deletionskonstrukten wurde der yE-Kristallinpromotor in der
N/N1003A-Zelllinie charakterisiert. Eine vergleichbare Funktionalitdat konnte in der
0o TN4-Zelllinie gezeigt werden . Diese Linsenepithelzelllinie unterscheidet
sich von der N/N1003A-Zelllinie dadurch, dass sie endogen aA-Kristallin exprimiert
(Krausz et al., 1996). Um zu zeigen, dass der yE-Kristallinpromotor durch das aA-
Kristallin am DOTIS reguliert oder aktiviert werden kann, wurden von E. Krausz zwei
Promotorkonstrukte entworfen. Das eine enthalt den (-629/+37) yE-Kristallinpromotor
einschliellich dem DOTIS, das andere ist bis auf das fehlende DOTIS identisch. Diese
beiden Konstrukte wurden in der N/N1003A-Zelllinie und in der aTN4 Zelllinie
verglichen. Mit dem DOTIS entfallt die Bindestelle fur das aA-Kristallin als potentielle
Transkriptionsfaktor in der aTN4 Zelllinie, nicht aber in der N/N1003A-Zelllinie.
Deshalb wurde man erwarten, dass sich die relativen Promotoraktivitaten der zwei
Konstrukte in der N/N1003A-Zelllinie weniger und im Gegensatz dazu in der aTN4
Zelllinie mehr unterscheiden. Tatsachlich aber fiel der Vergleich der Aktivitat beider
Konstrukte in beiden Zelllinien gleich aus. Es wurde fur die N/N1003A eine Relation
der Promotoraktivitdten des Konstrukts mit zu dem ohne DOTIS von 2,8 zu 1 dhnlich
wie in der aTN4 Zelllinie mit 2,7 zu 1 beobachtet . Das erklart zwar
keineswegs die unterschiedlichen Ergebnisse dieser Arbeit mit denen der Dissertation
von E. Krausz, sie gibt aber einen Hinweis, dass das DOTIS-Element keine funktionale

Bedeutung im Zusammenhang mit dem aA-Kristallin hat.
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Andererseits ist es ebenso moglich, dass der yE-Kristallinpromotor ohne DOTIS
im eben angefiihrten Experiment nicht mehr funktionstiichtig ist. Immerhin entfernt
man mit der durchgefuhrten kompletten Deletion des Elements eine Sequenz, die
zwischen Transkriptionsstart und der kodierenden Sequenz liegt. Das konnte
beispielsweise eine schwéchere Affinitdt der RNS-Polymerase oder eine RNS mit
geringer Halbwertszeit verursachen. Dafur spricht, dass sich die Aktivitdt des
promotorlosen Reporterkonstrukts kaum von der des (-629/+8) yE-Kristallinpromotors
ohne DOTIS unterscheidet. Dem steht lediglich gegenuber, dass ein intakter Promotor
eine Aktivitat zeigen kann, die durchaus unter der eines promotorlosen Reporters liegt.
Das waére dann der Fall, wenn Repressoren einen Promotor stillhalten und im Gegensatz

dazu ein promotorloses Konstrukt vergleichsweise hohes Hintergrundrauschen aufweist.

5.2.3 Bedeutung des aA-Kristallins als zytoplasmatisches Protein

Das exogene oA-Kristallin liegt im Zytoplasma, nicht in den Zellkernen der
transfizierten N/N1003A-Zellen vor (Abbildung 4.5, A3). Diese Lokalisation des
Proteins im Zytoplasma macht eine Interaktion diese Proteins mit DNS unter
physiologischen Bedingungen unmdglich. Insofern ist es gut erkléarbar, dass der yF-
Kristallinpromotor in Zellkultur nicht stimuliert werden kann. Das gleiche trifft flr das
nahe verwandte HSP27 zu, da dieses Protein auch nicht im Zellkern, sondern nur im
Zytoplasma zu detektieren war (Abbildung 4.5, B3).

Die subzelluldre Lokalisation des aA-Kristallins im Zellkern zeigt, dass es fir
dieses Protein keinen bisher bekannten Mechanismus gibt, der es in den Zellkern
befordert. Das aA-Kristallin enthélt beispielsweise kein Signalpeptid, wie viele
Kernproteine. Aus diesem Grund erscheint eine Regulation von y-Kristallinpromotoren
durch das aA-Kristallin in Zellkultur unwahrscheinlich. Da in den differenzierten
Linsenfasern der Augenlinse keine Zellkerne vorzufinden sind (Kuwabara und
Imaizumi, 1974), stoRt das Zellkultursystem mit intakten Zellkernen in der Frage einer
Promotorregulierung an seine Grenzen. Andererseits geht mit dem Zellkernabbau in den
Linsenfasern ein DNS Abbau einher (R. Lutz, ISG/GSF, personliche Mitteilung), was
bedeutet, dass die Proteinexpression in den kernlosen Zellen verloren geht.
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5.2.4 Vergleich der Interaktionen bovinen a-Kristallins und rekombinanten aA-
Kristallins der Maus an DOTIS

In Zellkultur zeigte sich die yF-Kristallinpromotoraktividt unabhéngig von der
oA-Kristallin beziehungsweise der HSP27 Expression nicht verdndert. Aus diesem
Grund wurde die Bindung nativen a-Kristallins aus Rind an DOTIS uberprift und mit
der Interaktion des rekombinanten aA-Kristallins verglichen.

Die Bindung eines Proteins aus bovinem Linsenextrakt an DOTIS konnte
nachgewiesen werden. Das bovine Linseextrakt besteht zu etwa einem Drittel aus a-
Kristallinen. In friherer Arbeit wurden die Kiristalline auf die Bindung an DOTIS
untersucht. Dabei war das a-Kristallin die einzige Fraktion, mit der eine Interaktion mit
diesem Element nachgewiesen werden konnte (Pietrowski et al., 1994). Deshalb kann
davon ausgegangen werden, dass in dem hier beschriebenen Experiment vom bovinen
Linsenextrakt lediglich das a-Kristallin an dieses Promotorelement bindet.

Im Vergleich dazu zeigen Proben aA-Kristallin transfizierter Zellen keine
Wechselwirkung mit DOTIS (Abbildung 4.6). Das wirde erklaren, warum das aA-
Kristallin die yF-Kristallinpromotoraktivitat nicht verdndert. Diese Ergebnisse werfen
die Frage auf, ob moglicherweise posttranslationale Modifikationen des aA-Kristallins
eine Rolle spielen, die in der N/N1003A-Zelllinie und auch in der CD5A-Zelllinie nicht
stattfinden. Zur Aktivierung der a-Kristalline wére zum Beispiel eine Phosphorylierung
vorstellbar. Es wurde gezeigt, dass die a-Kristalline an unterschiedlichen Serinresten
phosphoryliert werden konnen (Voorter et al.,, 1989; Groenen et al.,, 1994).
Rekombinantes aA- und aB-Kristallin konnte allerdings nicht durch in vitro-
Phosphorylierung mit Proteinkinase A fiir die Bindung an DOTIS modifiziert werden
(Krausz et al., 1996). Deshalb ist die Proteinkinase A abhangige Phosphorylierung
entweder nicht notwendig um DNS zu binden, oder es bedarf weiterer Modifikationen
der a-Kristalline, die noch nicht bekannt sind, um eine Bindung in vitro zu
ermoglichen. Zudem wurde gezeigt, dass bei der Autophosphorylierung des a-

Kristallins die Bindung am DOTIS verloren geht (Pietrowski und Graw, 1997).
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Zusammenfassend weisen die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse darauf hin,
dass in Linsenepithelzelllinien kein Effekt rekombinanten aA-Kristallins (und auch
HSP27) auf die yDEF-Kristallinpromotoren beobachtet werden kann,

1. wegen der fehlenden Bindeeigenschaft rekombinanten aA-Kristallins an das

DOTIS-Element,

2. wegen seiner zytoplasmatischen Lokalisation,

3. wegen der unverdanderten yF-Kristallinpromotoraktivitat in den Kotransfek-

tionsexperimenten.

Der letzte Punkt ist schwer mit der friiheren Arbeit von E. Krausz (Dissertation
1996) in Einklang zu bringen. Die Hypothese, dass a-Kristalline Transkriptionsfaktoren
sind, die am DOTIS die y-Kristallinexpression regulieren, trifft wahrscheinlich nicht zu.

Um sicherzugehen, konnte ein klarendes Experiment in einer transgenen Maus
durchgefiihrt werden, die einen nachweislich intakten y-Kristallinpromotor mit einer
Punktmutation im DOTIS hat, durch welche die Bindung bovinen a-Kristallins
verhindert wird. Fir einen derartigen Promotor sollte in einem System ohne aA-
Kristallin,  beispielsweise  der  N/N1003A-Zelllinie, vergleichbare  Aktivitat
nachgewiesen werden, wie fur einen nicht mutierten Promotor. Mit derartigen
Konstrukten kdnnte man in transgenen Mausen Kklaren, ob beide y-Kristallinpromotoren

unterschiedlich reguliert werden.

5.3  Proxlist ein Aktivator der yDEF-Kristalline

Prox1 ist ein Homeodomaéanenprotein, das bei der Elongation der Linsenfasern
von Bedeutung ist (Wigle et al., 1999%). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es
die yDEF-Kristalline reguliert und dabei hdochstwahrscheinlich direkt mit deren

Promotoren in Wechselwirkung tritt.

5.3.1 DNS-Interaktion des Prox1

Wie in Kapitel 4.4.1 beschrieben wurde, liegt in den yDEF-KTristallinpromotoren
eine Prospero-Bindestelle vor. Prox1 bindet wahrscheinlich dieses Promotorelement,

weil es besonders in seiner Homeodoméne eng verwandt zu seinem Vertreter aus

Drosophila ist (Abbildung 5.3). Die Prox1 Homeodomanen aus Mensch, Maus und

Huhn sind identisch, zu Drosophila liegt eine Identitidt von 65 % vor (Tomarev et al.,
1996).
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Die Prox1/Prospero-Homeodoméne weist im Vergleich zu den meisten

Homeodomanen drei Unterschiede auf (Abbildung 5.3). Erstens enthilt sie keine

basischen Aminosduren in den ersten 11 N-terminalen und den letzten 7 C-terminalen
Peptiden in der Homeodoméne. In den meisten Homeodomanen liegen im Gegensatz
dazu drei, vier oder fiinf basische Reste an diesen Enden vor. Zweitens enthalten die
Prox1/Prospero-Proteine drei weitere Aminoséauren in der Schleife zwischen der 2. und
3. Helix im Vergleich zur klassischen Homeodoméne. Und zuletzt ist der 9.
Aminosdurerest der dritten Helix der Prox1/Prospero-Homeodomanen ein Serin. Mit
diesem Rest wird die DNS-Bindespezifitat der Homeodomanen klassifiziert
Treisman et al., 1989). Er ist in vielen Homeodomé&nen eine Glutaminsaure. Die
Prox1/Prospero-Familie grenzt sich von anderen Homeodoménen ab und weist ihre
eigene Bindespezifitat auf. Die hohe Homologie des Vertreters aus Drosophila zu denen
der Vertebraten ist ein Kriterium &hnlicher Bindung an DNS. Deshalb darf die
Prospero-Bindestelle als deutlicher Anhaltpunkt einer PROX1/Prox1 Bindung

verwendet werden.
63

PROX1 (Homo/Mus) KAKL M- IRNGSSN KF KWFSNFREFYYI Q
Prospero (Drosophila) I\/APTSS AKL V- IRGESA K FSNFREFYYI Q

72
Paired (Drosphila) FA 'DI YT A --E FONZEA L (@HTSVS- -
Antennapedia (Dros.) Y eTL EK HN RRR | |= /A --H ONRRWY ENKTKGEPG
Isl-1 (Rattus) VRT TC AANP 'D L\ NE V(E)VZE --Pl 2C D {RSI MWK- -
Six3 (Mus) DGEQ( HCFKERTRSL FNESTEREL A ---PTe FRQ DIAA--------
Hellxl -Helix2 - - Hel i x3 -

Abbildung 5.3: Vergleich der Homeodomanen PROX1/Prox1 der Vertebraten und Prospero von
Drosophila.

Verglichen sind die Homeodoménen des PROX1 des Menschen (Zutrittsnummer NP002754,
identisch zu Maus Prox1 Homeodoméane) und des Prospero aus Drosophila melanogaster
(Zutrittsnummer P29617). Schwarz unterlegt sind identische Aminoséduren. Homologe Aminosaurereste
wurden grau markiert. Der Pfeil zeigt die Aminosaureposition, an die fiir die DNS-Bindespezifitat
charakteristisch ist (Treisman et al., 1989).

Verschiedene Homeodomdnen wurden stellvertretend mit denen des PROX1 und Prospero
verglichen (Ippel et al., 1999). Der Bereich der Helices ist grau unterlegt (ExPASy, Schweizerisches
Institut fur Bioinformatik).

5.3.2 Prox1 ist sowohl an der y-Kristallin-Regulation als auch an der Elongation

der Linsenfasern beteiligt

Die Wirkungsweise des Prox1 auf die Expression von y-Kristallinen wurde im
Zellkultursystem untersucht. Dafiir eignete sich besonders die CD5A-Zelllinie, da sie
endogen PROX1 nicht exprimiert (Abbildungen 4.7 und 4.8). Das ist bemerkenswert,
weil PROX1 im Linsenepithel der Maus exprimiert wird (Abbildung 1.6). Entweder ist
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das beim Menschen nicht der Fall, oder die Zelllinie hat die linsentypische Eigenschaft
verloren, Prox1 endogen zu exprimieren.

Die transiente Expression des menschlichen PROX1 in der CD5A-Zelllinie mit
einem eukaryontischen Expressionsvektor liefert eine ProteingroRe von knapp 90 kDa
Molekulargewicht (4.4.3; Zinovieva et al., 1996). Der Vergleich mit der Immunfarbung
des Prox1 aus Kaninchen (N/N1003A-Zelllinie, Abbildung 4.8), aus Maus und Huhn
(Rio-Tsonis et al., 1999, lassen keinen GroRenunterschied erkennen.

2
1 Abbildung 5.4: ,Western blot*“ Analyse mit Proxl
Antikorper.
103 - In Spur 1 wurde das gesamte Extrakt des Auges der
e c—
76 - - Maus aufgetragen (20 ug). In Spur 2 wurde Kernextrakt aus
49 - Embryonen des Huhns verwendet (8 pug). Die Prox1 Bande ist

in beiden Spezies bei 90 kDa zu erkennen (entnommen aus
Rio-Tsonis et al.,1999). Der Vergleich mit dem endogenen
Proxl aus der Kaninchen Zelllinie und dem transient
exprimierten menschlichen PROX1 zeigt identische Grolie
(Kapitel 4.4.3; Abbildung 4.8).

33 -

Im Retikulozytenlysat zeigt humanes PROX1, das mit dem gleichen
Expressionsvektor exprimiert wurde, neben der vollen Lange des Proteins noch zwei
kirrzere Fragmente (Abbildung 4.9). Die verschieden langen Expressionsprodukte im
Retikulozytenlysat sind auf madgliche Unterschiede im Beginn der Translation
zurlckzufihren. Dabei werden neben dem Startmethonin zusétzlich das zweite und
dritte ATG als Startcodons erkannt.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass transient transfiziertes PROX1 in der
CD5A-Zelllinie korrekt exprimiert wird und die yDEF-Kristalline reguliert. In
Kotransfektionen war eine Aktivierung des yF-Kristallinpromotors durch PROX1
nachweisbar (Kapitel 4.4.4). Betrachtet man die N/N1003A-Zelllinie, so exprimiert sie
endogen Prox1. Kotransfiziert man transient PROX1, ist eine Steigerung der yF-
Kristallinpromotoraktivitdt zu beobachten. Diese Aktivierung fallt im Vergleich zur
N/N1003A-Zelllinie in den CD5A-Zellen weit starker aus, weil sie diesen Faktor
endogen nicht exprimieren. Die Steigerung der Promotoraktivitat des yF-Kristallins
steht stellvertretend flr die yDEF-Kristallinpromotoren (Kapitel 5.1.2). Da die anderen
y-Kristallinpromotoren zu dieser Subfamilie wenig homolog sind, kann Uber ihre

Regulation durch Prox1 spekuliert werden. Auf welche Weise Prox1 die yDEF-
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Kristalline reguliert, ist unklar. Am wahrscheinlichsten bindet es die Promotorregion im
Bereich der Prospero-Bindestelle (Kapitel .

Prox1 spielt eine wichtige Rolle bei der Elongation der Linsenfasern der Maus
(Wigle et al., 1999°%). Die Expression dieses Homeodomanenproteins wurde ab E 9.5
der Embryonalentwicklung im gesamten Linsenvesikel, am E 12.5 und danach im
anterior proliferierenden Epithel und in den Faserzellen beobachtet. Wird das fir Prox1
codierende Gen ausgeschaltet, ist die Elongation der Linsenfasern stark vermindert. Das

yD-Kristallin wird nicht exprimiert (E 14.5) und die yEF-Kristallinexpression bleibt

konstant (Abbildung 5.5). Die Prox1 Inaktivierung filhrt zur anomalen Zellproliferation,

zur Verminderung der Zellzyklus-Inhibitoren Cdknlb und Cdknlc, zur veranderten
Expression des E-Cadherins und zur veranderten Apoptose. Noch wahrend der

Embryonalentwicklung sterben diese Mause (Wigle et al., 1999°).

++ /-

Abbildung 5.5: y-Kristallinexpression in Prox1”-Méausen.
cryga
Die RT-PCR Analyse der mutierten Linse zeigt im Vergleich

zur  Wildtyplinse schwéchere y-Kristallinexpression (E 14.5;

crygb entnommen aus Wigle et al., 1999°).

cryge

crygd

crygef

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Prox1 die yDEF-Kristallinpromotoren in
den Linsenepithelzelllinien aktiviert. Deshalb ist in Prox1”-Mausen zu erwarten, dass
die yDEF-KTristalline schwacher oder gar nicht exprimiert werden. In Ubereinstimmung
mit dieser Annahme exprimieren mutierte Mdause keine yD-Kristalline (Wigle et al.,
1999®). Firr die Prox1”-Mause wurde wie in den Wildtypmausen eine Expression der
YEF-Kristalline beobachtet. Diese y-Kristallinexpressionen in der Linse wurden mit RT-
PCR uberpriift (Abbildung 5.5; Wigle et al., 1999%). Uber eine Quantifizierung der y-
Kristallinexpression liegen allerdings zur Zeit noch keine Daten vor. Deshalb ist es noch
nicht maglich die y-Kristallinexpression in der Linse von Prox1”-Mausen im Detail zu

vergleichen. Untersucht man die yDEF-Kristallinexpression quantitativ, dann wirden
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die Zellkulturdaten dieser Arbeit fir eine verminderte oder keine Expression dieser
Gene in der Prox1”-Maus sprechen.

Als erste Zielgene sind die yDEF-KTristalline bekannt, die durch Prox1 reguliert
werden. Mit dem Modellsystem der yDEF-Kristallin-Regulation ist die Grundlage
geschaffen, nach weiteren Zielgenen des Prox1 zu suchen und diese in entsprechenden
Zelllinien zu charakterisieren, um seine Rolle als Transkriptionsfaktor nach und nach
aufzuklaren. Kandidaten daftir waren beispielsweise die Zellzyklus-Inhibitoren Cdknlb
und Cdknlc, da sie in Prox” Mausen reprimiert werden (Wigle et al., 1999°). Deshalb
waére in Reportergenanalysen ihre Aktivierung durch Prox1 und in footprint-Analysen
eine Bindung des Prox1 an deren Promotoren zu erwarten, vorausgesetzt es reguliert

diese Gene direkt.

5.4  Six3ist ein Repressor der yDEF-Kristalline

Six3 ist an der Induktion der Augenlinsenentwicklung beteiligt (Oliver et al.,
1996). Es bindet und reprimiert die yDEF-Kristallinpromotoren (Kapitel 5.4.1 und
5.4.2). Das Aufheben der Six3 Repression fiihrt zur y-Kristallinexpression. Wegen des
temporaren, komplementaren Expressionsmusters des Six3 und der y-Kristalline in der
Augenlinse ist dieser Transkriptionsfaktor ein Schalter dieser Strukturgene (Kapitel
5.4.2).

5.4.1 DNS-Interaktion des Six3

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Six3 mit dem Promotorabschnitt des yF-
Kristallins zwischen Position —214 und -115 spezifisch in Wechselwirkung tritt. In

diesem Bereich sind auch alle mit Matinspector vorhergesagten Bindestellen fir

Homeodomanen-Proteine zu finden (Kapitel 4.1.2, |Abbildung 5.1), obwohl in dieser

Datenbank lediglich Proteine enthalten sind, deren einzige Gemeinsamkeit mit Six3 sich
auf die strukturelle Homeodomane beschrénken. Die Interaktion des Six3 mit DNS wird
mit grofRer Wahrscheinlichkeit durch die Homeodomane ermdglicht (Wallis et al.,

1999). Die Homeodoméne dieses Proteins ist vom Menschen bis zum Xenopus laevis

identisch und selbst in Drosophila melanogaster zu 94 % konserviert (Abbildung 5.6).

Das spricht daftr, dass auch seine Funktion hoch konserviert ist.
Eine spezifische Interaktion fur andere Vertreter der Six-Proteinfamilie konnte

mit dem regulatorischen Element (ARE) des Gens fiir die al Untereinheit der Natrium-
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Kalium-ATPase (Atplal) nachgewiesen werden (Kawakami et al., 1996). Danach
binden die Homeodomanen von Six2, Six3, Six4 und Six5 dieses zur Regulation der
Natrium-Kalium ATPase notwendige Promotorelement, wobei lediglich Six2, Six4 und
Six5 damit spezifisch interagierten. Die Homeodomdanen weisen hohe Homologie
untereinander auf (Abbildung 5.6).

1 60
Sixt. (Mus) DGEE L REW/NNR YPSPREKREL AZATGLITQVENVFKNRRGRORAA
Six2 (Mus) DGEETSY CFKEKSRENL REWWYY: SEKREL A=ATGL T TQVSNWFKNRRQRDRAA
Six3 (Mus) DGH CFKERIRSAL R SHKRELAGATGL AA
Six4 (Mus) DGH CFKEKSR ELNYKQR AEKREL AN TGLERTQUSNWFKNRRQRDRY &
Six5 (Mus) DGE CFKERSR A Y PIIPREKRRL AT G ST QVSNWFKNRRQRDR
Six6 (Mus) DCESZCr <=L REWICBR Y PV AR REL ASAT LR TO/ENVF KNRRORDRAA

Abbildung 5.6: Vergleich der Homeodomanen der Six-Proteinfamilie aus Maus

Verglichen sind die Homeodomanen des Six1, Six2, Six3, Six4, Six5 und Six6 der Maus
(Zutrittsnummern: Q62231, Q62232, Q62233, Q61321, BAA11824, AAD48911). Schwarz unterlegt sind
identische Aminosauren. Homologe Aminosaurereste wurden grau markiert.

Eine Interaktion des SIX3 mit anderen Genen wird aus den Beobachtungen von
menschlichen Holoprosenzephalie Patienten deutlich. In einigen Fallen konnte diese
Krankheit auf Mutationen im SIX3 zuriickgefuhrt werden (Wallis et al., 1999; Nanni et
al., 2000). Diese Mutationen liegen alle in der Homeodoméne dieses Proteins und

verursachen Austausche von Aminosauren (Abbildung 5.7). So fiihrt die de novo

Mutation von C zu G an der Position 678 auf DNS-Ebene zum Aminosdureaustausch
von L zu V in der ersten Helix der Homeodoméne. Beide Aminosduren sind zwar
biochemisch dhnlich, jedoch ist diese Position in allen SIX3-Genen sowie im sine oculis
konserviert. Deshalb fihrt diese biochemisch geringfligige Verénderung zu
schwerwiegenden Krankheitsbildern, die sich im Gesichtsphanotyp, in der Spaltlippe
und in der Mikrocephalie auf3ern.

Eine weitere Mutation mit dem Phanotyp der alobaren Holoprosencephlie wird
durch den Austausch von Valin zu Alanin bewirkt (Abbildung 5.7} Wallis et al., 1999).
Diese Position ist ebenfalls in allen Homeodoménen des SIX3/Six3 und im Sine oculis

konserviert. Die Mutation liegt in der 3. Helix, die direkt mit der groRen Rinne der DNS
interagiert. Die hydrophobe Gruppe des Valins wird flr die geeignete Faltung dieser
Helix verantwortlich gemacht (Wallis et al., 1999), denn fur das Waardenburg Syndrom
konnte eine vergleichbar positionierte V47F Mutation fir den Verlust der Fahigkeit des
PAX-3 nachgewiesen werden, DNS zu binden (JAbbildung 5.3]B, Fortin et al., 1997).
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Es wurde auch ein Verlust von 3 Aminsduren, dem Asparagin, Prolin und Serin,
vor und aus der 2. Helix beobachtet (Wallis et al., 1999; [Abbildung 5.7). Der Phénotyp

dazu ist nicht bekannt. Jedoch sagt eine Strukturanalyse mittels ExXPASy eine

Zerstorung der Homeodoméne des Six3 voraus.

1 70
Six3 (Mus) IWVFRSPLDL YSSHFLLPNFADSHHSSHL L ASSGOGE GAS GROHEAGOE GGCNG AGCCOAEABGESGER
SIX3 (Homo) [WVFRSPL DL YSSHFLLPNFADSHHYSI L L ASSGaa A GoecABC R coaNeACeo A GRA GTE oo
Sine oculis (Drosophila) =~ === === === oo oo MAVEPTEEKQP- - - - - - - - PSESFSPT
71 140
Six3 (Mus)
SIX3 (Homo)
Sine oculis (Drosophila) ~ HHQ | APSP| LA EIIARSANeYE! NexilE RERTSHEYAL PNVHELNCE
141 210
Six3 (Mus)
SIX3 (Homo)
SUCENTEIGICEV VRN HYGVFREL YA BENHKF TKESHGKL QAMAL EAHYIIEAEKL RGREL GPVDKYRVRKKFPLPETI WGECK
211 |- Helixl-| | -Helix2 -| [-  Helix3 - 280
Six3 (Mus) [THOFKERTRSL LREWL QDPYPNPSKKREL AQATGL TPTQVGNWFKNRRQRORAAAAKNRI CEEERIIQAT
SIX3 (Homo) THCFKERTRSL L REWYL QDPYPNPEKKREL AQAT GLITPTQVGNWFKNRRQRDRAAAAKNRE CHESEMIOA |
sine oculis (Drosophila) 8LPGSLALN
\ --- A P
281 343
Six3 (Mus) GPSGVRSLAEPGCPTHGSAESPSTAASPTTSVSSL TERADTGTS| LSVTSSDSECD\/ .
SIX3 (Homo) GPSGVRSL AEPGCPTHGSAESPSTAASPTTSVSSL TERADTGTS| LSVTSSDSECDV; .

Sine oculis (Drosophila) eASeGPPIHHg - YAAAYEVECVPG:HGgPHPPPKIIRI N PEKLNST ‘WA - - ABVRGGGGNQHH

Abbildung 5.7: Homologie von Six3 und Sine oculis.

Verglichen sind die SIX3/Six3 Proteine von Mensch und Maus mit dem Sine oculis aus
Drosophila melanogaster (Zutrittsnummern: 095343, Q62233, AAD39863). Schwarz unterlegt sind
identische Aminosduren. Homologe Aminoséurereste wurden grau markiert. Im Vergleich sind die 3
Helices der Homeodomanen gekennzeichnet (ExPASy, Schweizerisches Institut fir Bioinformatik).
Ebenso sind die beim Menschen beschriebenen Aminoséureaustausche angegeben (Wallis et al., 1999). In
Abbildung 5.9 ist ein rdumliches Modell der SIX3/Six3 Homeodomane dargestellt.

Die fir diese Arbeit interessanteste Mutation des SIX3 ist eine de novo
Mutation, die den Aminosaureaustausch von Arginin zu Prolin in der 3. Helix der

Homeodomane bewirkt (Abbildung 5.7 Wallis et al., 1999). Das Krankheitsbild

beinhaltet neben der semilobaren Holoprosenzephalie, auch Mikrophthalmie und ein

Iriskolobom (Abbildung 5.8). Man nimmt an, dass das Arginin an der Protein-DNS-
Wechselwirkung in der groflen Rinne beteiligt ist. Dafiir spricht, dass durch die
positionell vergleichbare R53G Mutation im PAX-3 die DNS Bindung zerstort und das
Waardenburg-Syndrom verursacht wird (vergleiche Fortin et al., 1997).
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Abbildung 5.8: Photographie und Darstellung des Gehirns eines Patienten mit Holoprosenzephalie
und einer Mutation im SIX3.

b) Der Patient leidet an Mikrozephalie, Mikrophthalmie und einem Kolobom. Das rechte Auge
zeigt eine Makula, das linke Auge ein Iriskolobom. ¢) Rechts ist im Kernspintomogramm des gleichen
Patienten am rechten Auge die Mikrophthalmie mit triangulér deformierter Linse zu erkennen. Links ist
die anteriore Halfte der Hirnhemispharen verwachsen. Die posteriore Halfte der Hirnhemisphéren sind
durch eine Art Interhemisphare getrennt.

Mit den Krankheitsbildern der Holoprosenzephalie wird dargelegt, welche
Bedeutung die Homeodomine des Six3 hat. In Ubereinstimmung damit konnte
exemplarisch die Bindung des Six3 an den yDEF-Kristallinpromotoren gezeigt werden.
Die Repression der y-Kristalline in Zellkultur durch Six3 erkléart zwar, dass sich eine
Mutation in diesem Protein auf die Augenlinse und auf die y-Kristallin-Regulation
auswirken kann (Abbildung 5.8). Eine weitere Eingrenzung der Six3 Bindestelle ist zur
Aufklarung weiterer Zielgene notwendig, um das komplexe Krankheitsbild der

Holoprosenzephalie molekulargenetisch besser zu verstehen.

Abbildung 5.9: Modell zur SIX3
Homeodoméne.

Grundlage flr die Modellierung der SIX3
Homeodoméne des Menschen (von Aminosaure 209
— 265) sind Rontgenkristallstrukturen des ternaren
Komplexes aus PBX1, dem Homeobox-Protein
HOX-B1 und DNS, sowie der Homeodomdne des
Isl-1 der Ratte (ExPASy). Die beim Menschen
beschriebenen Mutationen sind angegeben (Wallis et N
al., 1999).
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5.4.2 Six3ist ein Schalter der yDEF-Kristallinpromotoren

Zur Untersuchung der Wirkung des Six3 im Zellsystem wurde seine korrekte
Synthese durch einen eukaryontischen Expressionsvektor im Retikulozytenlysat
Uberprift (Diagramm 4.11). In Zellkultur konnte eine Repression am yF-
Kristallinpromotor fir Six3 gezeigt werden. Die Repression durch diesen
Transkriptionsfaktor fallt in den N/N1003A-Zellen etwas starker aus. Ein Grund daftr
ist, dass der Faktor in dieser Zelllinie im Gegensatz zur CD5A-Zelllinie nicht endogen
exprimiert wird (Abbildung 4.12).

Durch Six3 werden vy-Kristalline reprimiert. Die y-Kristalline liegen in
Linsenzellen vor, die terminal differenziert und nicht mehr teilungsfahig sind. Six3 ist
an der frihen Augenentwicklung beteiligt, zu einer Zeit, in der starke Proliferation
stattfindet. Die y-Kristalline spielen erst dann eine Rolle, wenn die Linse entwickelt ist.
Gerade dann, wenn Six3 nicht mehr exprimiert wird, wird die Expression der y-

Kristalline nicht weiter durch diesen Faktor zuriickgehalten. lhre Transkription beginnt

(Abbildung 5.11) und die einst proliferierenden Linsenzellen differenzieren zu

elongierenden Linsenfaserzellen.

125 135 145 155 P 1 Abbildun_g 5._10:_ Expression_ der
yDEF-KTristalline in der Augenlinse.

RT-PCR-Reaktionen wurden
fur die yDEF-Kristalline durchgefiihrt.
Vor E 125 war keine yDEF-
Kristallinexpression zu beobachten.
Kontrolle ist die RT-PCR zur
GAPDH, einem Haushaltsgen. Diese
Abbildung wurde freundlicherweise
von N. Klopp zur Verfigung gestellt
(entnommen aus seiner Dissertation,
2000).

Crygd

Crygel/f

GAPDH

Die Six3 Repression in Zellkultur erklart die Beobachtung der beginnenden
Expression der y-Kristalline, die mit abnehmender Expression an Six3 in der
Augenlinse korreliert. Im einzelnen wird Six3 in der friilhen Embryonalentwicklung der
Maus angeschaltet (E 6.5; G. Oliver et al., 1995). Zu diesem Zeitpunkt bilden sich erst
die Augenanlagen. Spater ist Six3 in den Linsenfasern und in den Zellen des
Linsenepithels (E 12.5) exprimiert; ab E 14.5 wird die Expression von Six3 in den

Linsenfasern beobachtet, bis es in der Linse am Tag vor der Geburt (E 18.0) nicht mehr
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nachzuweisen ist. Dieser Zeitraum fallt mit der beginnenden Expression der yDEF-
Kristalline um E 12.5 zusammen (Klopp, Dissertation, 2000; JAbbildung 5.10), die bis E

14.5 starker zunimmt. Eine Ursache dafir ist die Repression des Six3, die in dieser

Entwicklungsphase nach und nach aufgehoben wird.

Ny,
7

Abbildung 5.11: Komplementére
Expression von Six3 und den y-
Kristallinen.

Expression
L4

(1) Zuerst setzt die Expression des
Six3 in den Augenanlagen ein (Oliver
et al, 1995). (2) Wahrend der
Linsenentwicklung ist es dort stark ; \
exprimiert. : o Six3
(3) Die primaren Linsenfasern -
elongieren mit abfallender Expression
des Six3. Gleichzeitig beginnt die K .

Expression der y-Kristalline ETEEE—— )
(Abbildung 5.10). f el
(4) Sie erreicht ihren Hohepunkt,
sobald keine Six3-Expression zu
beobachten ist und nimmt mit
zunehmenden Alter ab.

— y-Kristalline

= —
N —>
w >

55  Modell zur Regulation der yDEF-Kristalline

In diesem Kapitel wird ein Modell erklart, das die linsenspezifische Regulation
der yDEF-KTristalline beschreibt und dabei die beiden neuen Regulatoren Prox1 und
Six3 berlcksichtigt (Abbildung 5.12). Vorneweg mochte ich zwei Einschrdnkungen
machen. Erstens, seit vorigem Jahr ist bekannt, dass die y-Kristallinexpression nicht nur
linsenspezifisch ist, sondern auch in Spuren in der Retina der 10 bis 18 Tage alten Maus
nachgewiesen wurde (Jones et al, 1999). Zweitens, in dieser Arbeit wurde der proximale
y-Kristallinpromotor untersucht. Wahrscheinlich sind weiter stromaufwarts noch nicht
bekannte Repressoren zusétzlich an der y-Kristallin-Regulation beteiligt (Kapitel 5.1.1;
Krausz, Dissertation 1996; Meakin et al., 1989).

Die starke linsenspezifische Expression der y-Kristalline unterliegt dem
Wechselspiel folgender Faktoren:

1. Das RARE ist ein antagonistisch reguliertes Promotorelement. Seine beiden
Aktivatoren, RARPB und RXRa, werden beide im Auge exprimiert (Dolle et al.,
1990; 1991). Diese Kernrezeptoren konnen das RARE binden und bewirken
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einen starken Anstieg der yDEF-Kristallinexpression (Tini et al., 1993). Im
Gegensatz dazu hat der T3R-Rezeptor eine dazu antagonistische Funktion (Tini
et al., 1994). Die Retinsaure-Rezeptoren sind nicht linsenspezifisch.

2. Pax-6 wird im optischen Vesikel, im zukinftigen Linsenektoderm und in der
Linse exprimiert. In der adulten Linse wird das Protein fast ausschlieBlich im
Epithel nachgewiesen (Walther und Gruss, 1991). Seine Wirkung am y-
Kristallinpromotor ist bislang unbekannt. Zwei Grinde sprechen allerdings
dafiir, dass Pax-6 die y-Kristalline reprimiert. Zum einen zieht sich seine
Expression ins Linsenepithel zurtick und ist in den Faserzellen kaum noch
nachweisbar (um E 14.5 der Maus; Walther und Gruss, 1991). Das féllt mit dem
Beginn der y-Kristallinexpression zusammen (Klopp, Dissertation, 2000). Zum
anderen konnte beim Huhn die Repression der (3-Kristallingene gezeigt werden.
Die Expressionsmuster des Pax-6 und der B-Kristalline sind in der Linse des
Huhns komplementar (Duncan et al., 1998). Ahnlich verhilt es sich mit der
Expression des Pax-6 und der y-Kristalline in der Linse, so dass es
mdoglicherweise ein Repressor der y-Kristalline ist. Die mit Matinspector
gefundene Pax-6 Bindestelle bekraftigt die Vermutung, dass Pax-6 an der yDEF-
Kristallin-Regulation beteiligt ist (Kapitel 4.1.2).

3. Das Homeodomaénen-Protein Six3 ist fur die Entwicklung der Augenlinse von
Bedeutung. Es zieht sich wie Pax-6 mit fortschreitender Linsenentwicklung ins
Linsenepithel zurick (E 14.5) und wird spéter in der Linse nicht mehr
beobachtet (Oliver et al., 1995). Die Repression der y-Kristalline konnte in
dieser Arbeit nachgewiesen werden. Da es wie Pax-6 komplementdr zum y-
Kristallin exprimiert wird, erklart die Aufhebung seiner Repression das
Anschalten der y-Kristallinexpression.

4. Prox1 wird als weiteres Homeodoménen-Protein vor Beginn der Linsenbildung
in den Augenanlagen gebildet und ist fur die Elongation der Linsenfasern von
Bedeutung (Wigle et al., 1999%). In der adulten Linse ist es in den Zellkernen
der Linsenfasern und der Linsenepithels nachzuweisen (Tomarev et al., 1998).

Die beobachtete Aktivierung des y-Kristallinpromotors zeigt, dass die y-
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Kristallinexpression und die Linsenfaserelongation in engem Zusammenhang
stehen. Eine Aktivierung der y-Kristalline durch Prox1 im Linsenepithel wird
anfangs durch Six3 und moglicherweise immer durch Pax-6 als Repressor
verhindert.
5. Das HMG Protein Sox1 wird in der Linse zeitgleich mit der Entstehung der
Linsenfasern exprimiert (Kamachi et al., 1995, 1998). Die Sox1-Expression in
der Linse beginnt vor der Expression der y-Kristalline. Die v-
Kristallinpromotoren werden durch Sox1 aktiviert (Kamachi et al., 1995). Seine
Deletion fiihrt zu Mikrophthalmie und Katarakt.
Sox2 und Sox3 werden im Gegensatz zu Sox1 nicht in der Linse exprimiert. Das
DC5 enhancer-Element der &-Kristallins des Huhns ist durch Sox1 aktivierbar. Sox2
und Sox3 koénnen diese Funktion tbernehmen, allerdings ist ihre Aktivierung dieses
Elements deutlich schwacher (Kamachi et al., 1998). Mdéglicherweise ist diese Funktion
auf die y-Kristallinexpression Ubertragbar. Das wirde die schwache y-
Kristallinexpression in der Retina erklaren, in der Prox1, Pax-6 und Six3 ebenfalls
exprimiert werden.

Die y-Kristallingene werden wahrend der Zeit der Augenentwicklung und der

Linsenentstehung nicht exprimiert (Abbildung 5.12). Dafir sind die beiden

Augenentwicklungsgene Pax-6 und Six3 verantwortlich. Sobald die Expression beider
Gene aus den Faserzellen verschwindet, werden die y-Kristalline angeschaltet. Dafir
sind zusatzlich die Aktivatoren Prox1 und Sox1l notwendig. Deren regulatorische
Wirkung gewinnt erst an Bedeutung, wenn die Repression durch Pax-6 und Six3
aufgehoben ist. Im Epithel dagegen liegt zwar Prox1-Expression vor, dort wird jedoch
kein y-Kristallin exprimiert, weil der Aktivator Sox1 daftr fehlt und Pax-6 in diesen
Zellen die y-Kristallingene reprimiert. Das Pax-6 blockiert die y-Kristallinexpression
und wird in dieser Aufgabe im Epithel anfangs noch von Six3 unterstitzt (in der Maus
bis mindestens E 14.5; Oliver et al., 1995). AuRerhalb der Augenlinse werden kein y-
Kristalline exprimiert, weil nirgendwo im gesamten Organismus ihre beiden

Aktivatoren Sox1 und Prox1 zugleich exprimiert werden.
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Modell zur Regulation der yDEF-Kristallin Expression

Vor und wahrend der friihen Augenentwicklung

y-Kristallin Expression

RARE BN EEILE]

tTod

Vor und wahrend der frithen Linsenentstehung

RARE SOX1 ] E ~Kri 1 i
PAX6 ‘|’ PROX1 y-Kristallin Expression

Wahrend und nach der Elongation der Linsenfasern

RARE NGRS PROX1 SOX1 y-Kristallin Expression

¢ b

Linsenepithel

y-Kristallin Expression

RARE [ RS

FTOT

Abbildung 5.12: Regulationsmodell der yDEF-Kristallingene wahrend der Linsenentwicklung.

Die Schritte der yDEF-Kristallin-Regulation ist an den Eckdaten der Expression der Regulatoren
orientiert. Die Ubergange sind flieRend. Retinsaure-Rezeptoren, Prox1 und Sox1 sind Aktivatoren, Pax-6
und Six3 sind Repressoren der yDEF-Kristallinpromotoren. Vor Beginn der Augenentwicklung sind die
Retinsdurerezeptoren, Pax-6 und Six3 exprimiert. Noch vor der Linsenentstehung kommt Prox1 hinzu.
Bis zur frihen Linsenentstehung werden die yDEF-Kristalline durch die 2zwei Repressoren
stummgehalten. Mit der Entstehung der Linsenfasern wird Sox1 als weiterer Aktivator exprimiert. Die
zwei Repressoren, Pax-6 und Six3, fallen weg. Dadurch wird die y-Kristallinexpression in den Faserzellen
eingeleitet. Im Linsenepithel bleibt die Expression der y-Kristalline wahrend der gesamten
Linsenentwicklung stumm. Six3 wird zu Beginn der Linsenentwicklung im Epithel exprimiert und ist dort
spater nicht mehr zu beobachten.
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------- AACAGCATGTAACCGCATACACTCATCATGATCTCTAAAATAAACAAACCAGTAAGCCTTTAATTCAT
GGGAGTACTTAGAGAACAGT GGTTTGCTACCCT TCCCCTGTGCACACTCTGCAGTGACTCAACGT TAAGSGT TGC
------- TGTTGAGEECAGCGTCTTTACAAGGT TGTGTGGTTCCAAATGT CCT- - CCTTACAGGTTGITTGTTAC
.................... GTCTTTACAAGGT TGTTTGATTCCAAATGTCCT- - CCTTACAGGTT- - - - GTTAC
............................................ AAACCAACAGT TTGGT GAGGGAAAACACAGA

AGCTAAATA- - ATGGCTACGGAGAACTATTTA- - GAAACCCT- - - - TACTAGAGATCTCCAAACTGAATTCAGCA
CATGACTT- - - - - GCGAACTGAGAA- - AGAGAATATATTG - - - - - GAGGTGCAAAT GGACAGAGGCCCAGAGAC
CGTGCATTT- - ATCGGCAGCTCGAACAAACTGATGI TTTGCT- - - - GCGAAGT CAATACAAGTAGAAACTTACCA
CTTGCTTTT- - ATTAGCAGCT CGAACAAACCGATGI CTTGCT- - - - GCAAAGT CAATGCAAATAGAAACTTACCC
CAAGT CTGAGCACTGGTTTTAAGAACAAAAGGT AAT CCTGGAAGAAGAGT GGTAACAGGAAGAATGECTGICTTC
------------------------------------------- TGTCAGTACTCATTTGTGAAAGAATCATATTT
------------ GIGIGIGTATGIGTGT TTATTAGCAAGGCTCTGCTGGCATCTATGAGACATTGTATTTGATAA
--------------------------------------- TAGATGECCGECTTCTGEECAGT TATCCCTTCCTCA

TCCAGAACAGT CCACGAAT CCGACAGACTTATCCNTGGGECTTA- - - TCTCTTTGCCAACACTCTAGAGCTGT - GG

TACCAAACAACCCACAGGT CACAACA- - GTCCCCATACTGITT- - - - - - - TCTGCCTGAAATGC- CACAATA- GC
GI'GTAAAAGGGCTGTGAGTCACCCTG - TGACCCCAGGACTTAAAATCTCTT- GCCTGCACT- - - GAGAGAG- GC
GI'GTAAAAT GGCCGT GAGT CACCCTGT - GAACGCCAAGACTTAA- - - - - - - - - GCCTGCGCT- - - GATTGAG GC

TCCTAACCAGTGTGAGATCTATTCATTTTAGACCAAGAAGAAA- - - TGTTTCACCTTATCATCATCACATAT- AT
TCTTAAAATAGCAAATAAACT CAGCACT GCCCT GAAAACT GTCACT TTACGT CGACCAGGGEGECCCCCATGGT TCC
ACAAATAGCTAAAAAGTATTTTAAAGT GACGGT TAGT CATTTGGGCCCACAAGGACAGT ACAGT GCTCAGCA- GC
CTGCAGCCATGACTCCTCTAGT CCGT TTCCTCGGAGT GAAAGGCTCTGT TTATGCCTGT CTTCCGCAGT GAAAGT

CTAGGGT TCTCTCCCCATCCACAGGGATGATGGGGAT - - - - - - GACTCTGAAGT AGAGAGAAGAAACCT - CCTAG
ACAGT GT GGT TGGAGCACCCAGEGT GGT CAGGAT GATGGEGGEGT GACT GT GEGEGT AGGGAGAAGAGACCAGCCTAG
CTGGGGGAAGAGCCCCAAGCAGATGEGIGTGGI CTCA- - - - - - CACTCTGAGGAACAGAACTGAGGT GT- CTAAC

GT GGAGAAGGAGGECCCAAGCAGATGEECGT GGTCTCATCA- - - CACTCTGGGAAACAGAACTTAGGT GT- CTAAA
ATATGCATATCGCATTATATATTATATGTATATGCTATA- - - TAGATCATATATACTTATATTTATATATTATAG
CACAACTACATGTATAAGGCACACT GTCAAGGAACCCT CCA- - CACTCCTCCCACCCCCCACTCCACCCACCCTC
CTCTGGGTGECTGTAGGT TTGTCTTTGI TCAAACAAAATCACTTTGAATAACCT TGTCTGAGGGGACT TATTAAG
GI'CTCCCAGATCCCCCCTGGACCCTGCACCTTGGGAATTGGT TTCCTTTTATAATCTAAGATGTGATGAGGTTTT

GAGT CAGAGCCT AAACCACAGAGCAAGCGGT AT TTGCT CCCCTGAAACAGCAGAAAAGACATTCTGCAAATCTGA
GAGACAGAACCT AAACCACT GTACAAGCAGT CCT TGCT CCCCTGAAACAGCAGAAAAGACAT GCTGTAAACCCGA
T- - TTAGCATTTACTTAGT CCCGT TAGT TGT GT GGT TCCTAGCT GATCAGCACAAAAGC- - TTATAAGAAAGCTC
T- - TTAGCGT TCCCTCAGT CCCGT TAGT TCTCTGGT TCT TAGCCGAT CAGCATGGAGCT TATAAGAAAGGCTCTC
ATATATGCTTTTAACCATTAACTTAAACATCACACATTTAAAATTCACTTTACTGCTTTC- ATCTGCTGAATTCA
CACGCT CCACCT CCCATGCCCAAAT CTTGCCGGTATGT ACCCAT TATCCGAAGT CTGAGAAAGT TAGT GGTGGGT
————————————————————————————————————————— CTGCAGAGGCTCAAATCTCACTCTTACATGGGAA
ACATGT TTATATCTAACAGCT GAATAGCAGGT CCT AGGCAGAGGECGCT GGATCAGGT GAG- - TCTGACACAGGAG
T---TTGTGIGTCTTTGGTGGATCAGGT TTTTCTCATTCCTCAGACTTTCTCTTTTGGT TCTGCGAT TAAGCACC

AATTTCAAATGTATCTG - ------------- CATG ----- GTGTTCTCATGTATCACAAAACT GCTGGTGEEG
GATTTCAAACGTATCTG -------------- CCCG - ---- TTGTTCACATGCATCAAGAAATTCCTGGTAGGEG
TTTTGITGITGCTTTTT--- - - === - - m o - CAAG ----- ATTTCTCCGTGTAACAGTCCTGCCTTTCCTGGA
TTTTTCGGITGATTTTTTTTTTTTTTTCAAGACAGG: - - - - - ATTTCTCCGTGTAACAACCTTGCCTTTCCTGGA
TAATATAAATATATATAATA- - - - - - - - - - - GAAAA- - - - - - TTTAAAAATTTTAAAATCAAAAGGAAGAAATAA
------------------------------------------------------------------- AAGCTTCC
GCTAGGAAAGT TTCTGT CTGGATCCT GGACAGGNCAT CAGCAGAAGNAAGAT TTAAAAGT GGAGAAGCATAAGAA
GTATAGAGCCTTCCCTGGCCTTGGGAATGAAGCAAT - - - - - - TCATACATGITTGI CAGTCTTGGGCCTCATGAA

GTATAC- GTCTTCCCTGGCCT TGGAAGCAAGTAATTCTACTTTCGTACATCTTTGACGGT CTTGGGCCTCACAAC
TTAAAGCTATTTTCCCTTTCAGATGCAGAACCACACAT TGCCAAAAAGAGATGGTCTATTTGCCTCCTGCTTCCA

TCCCAGT TCCANGGNGCAA- - - ACTTGA- GATCCTGI TACATCAGAGT GTCCTNGCAATTCACCIICTGT TGCCTA
TCTCAGCTTCAGGGAGCAA- - - AGCTGA- GCTCCTGT TGCATCAGAGCT TCCTGGCAGT TCACQ)ICTGT TGCCCC
ACTCATTTTTGGAGACCAG- - - ACTGTC- ATGGCCTTGAACTCACACAGATCTTCC- - TT GCCTGICT- -
ACTCATTTTTACAGACCAG - - ATTGTC- CTGGCCTT- AACTCACACAGATCTTCC- - - - C- - QIGCCCTTCT - -
AACGAAGGCCTCTATATAA- - - ACTTAC- CTACCATTCACTGATGACCAGGGT TGACATTTTAGICTATACACAG
TTACTGITTAAGT TTTCACTTTTAAAAAATTTAAACTAGCT GCATATGTATCAGAAGA- T AGCCGGCCAT
TAGCTGITCTTTTCCCCCAG- - TCAGGGCCATAACAA- GGTCTTCATGT GCATTGAAACTCTGTICTAGGT GCAA
CATAGGAATTTTTTCCCAT- - - CTTAACACAAGCTATATAACCAGAGGTGGATTTTGACT CACAIJACTGTGAAAC
CATAGAAATTTTTTCCTTTGITCTTAACTCAAGCTGG- TTACCAGGGACGGATTTTGACT CACGJACTGTGAAAC

ACAAAGTCTCAAGAAATAG: - - - - - TGAAGACTGTTTTGACTCATTGGGAATTTCAGT TTGGTTYGGTTTGGTTT
- - CCTOCCATTAATTATCTGATT- CTCATGOG: - - - < - - = =< = == === mm o e e e e mme e o ACTTGGAAAA
CCOCOOCCATTACTTATCTGATT- CTCATGOG - - - < - - = =< = === m = e o e e e e mm e e o ACTTGGAGCA
- - CTGOCCATTTAATCTCG: - - - - o € o1 /o o S TCTGTCTCCA
- - CTGOCCTCTAATCOCOCACCCOCGOCAGOG: - - - - - = = = = = = m = mm e mm e e mme e o TCTGTCTCCA
GTCTAATCTTTTTATCTTAAA- - - CATGTGCA- - - - = = = = == = == == m e o e e e e oo AGTTTCAAAA
CAGTGGAAAG- - AGAGBOCCATTGGTCGTGCAAACT TTAT- - - - = - < = oo m e - e - - - ATGOCTCAGTACAGEGG
GGGT GGAGAAGAGACAT CACAAACT GCAGCTAACAAT TGT T TCAGACCGT COCCCAGCAAACATTAATAATCATA
CACCAAGGAG- AAAGATAGCTTAGGTCCTAGA: - - - = - = = = < = = m = mm e e e e mme oo TCAAAATCCA

CACCAAGGT G- GAAGCTAGCT TAGGTCCTAGAGT ATCAGCT CAACATAGCCT GGAAAAGCCAAGATCCAAATCTA
G TCACAGAGAAAGTATGAAATT- CTATGAACTCCCTTCGTAAAATAATCCCAATTTCTTACGACTTTAATTCTA
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crygf mus (514) CAATT- AGGAGAAGGTACAACCATCCCTGCCTTCCATTCT- - ------ - TTCAGCAG TACACCAGACTA- AAAG

crygf rat (518) CAATT- AGCCGAAGGTACAGCCATCCCTGCCTTCCATGAT------ - - - TGCAGCAG TTCAGCAGCCTA- AAAG

cryge mus (499) GAGTACAGGACAGAGGAGAACCCTTTTGGACTCTCATCATG: - - - - CTGTGGAGAAGGTACACTCACCCC- TGTC

cryge rat (495) GAGTACAGGACAAAGGAGAACCCTATTGGACTTCCATCATG: - - - - CTACGGAGAAAGTACATTCACTCC- GGTG

cryga rat (492) CATCAAACCCCCA- - TACTACAGGTAAAGACATGCAACTGT- - - - - CTTTCATTTAGAGAAATTTGITTA-TTTT

crygb mus (138) AACACCAGGECCAAGAACT GEGAGT GEGT GEGTAGGEGAGT CCEEEGAGEGET ATGEEGGACT TTTGEGATAGCAA

crygb rat (478) GAATCTTGAATTT- GAACTAAACTTTATGCTTTTCAGAATATTTCCTCAGATTAAATCTCCCTGACTCTCTCTTA

crygc nus (217) GATTTGIGCCCTACACCCAACCAGCAAAACCAGAAAAGAAG - - - - GEGGAAGGGGAATAGGGTI TECCTG TCTC

crygc rat (508) GGITTGTGICCTGTACT GAACAAGCAAACCCT GTAAAGAAAAGCAGGEGEGCGAAGAGGAATAAGATCGECCTGGTCTC

crygd rat (476) AAGAGGACTTGATCTCCAAAGGGCTTGAAATTTTCACCATT- - - - - CAGITGAGTCTATTTCTTTCTTATTAATT

crygf mus (577) CCTCAATCTCCTTGGGIC: - - - A- GCAG - ATCCCATCGTTATCATATACTGT TR TTBAA- - - - - - ATTCTCTT-

crygf rat (581) CCTCAAGCTCCATGGGTIC - - - AGCAAG - ATCCCATCGTCATCATGCACTGT TIATTBAA- - - - - - AGICTCTT-

cryge mus (568) GCCCCATCTTCCACTTTT- - - - T- CAAG - A- CTGTTAACTATATTGCATTGT OTATGGC- - ATTGTTTCG

cryge rat (564) CCGCCA- CCACCACCTTT- - - - T- CAGG - A- CTGTTAATTGGATTGCGT TAT OATATACACATTGITTTG

cryga rat (559) TCTGCTGCTGCCTCTTGG - - - TGCCTG - AGTGCGECTCTGGAACTCG TGTAATT@TCAT- - - - GAGCTCCCA

crygb mus (213) TGAAAATGTAAATGAGGAAAATACCTATAAATTTTTTTTTTAATTTAAACATGUAATEAAAAT CCGAAGCACGCA

crygb rat (552) CTCGAGATTCCTTACTGITTAAGT TTTCGCTTTAAAAAAAAGT TTAAAGCATACAACEAAAAT CCGAAGCACGTG

crygc mus (286) TGTCGCACTACTCAGIGT- - - - TTGCAGGAAT TCCAGCCT TCTCAACCCCAGGEGATT{E TTCTACAAATGCACAGA

crygc rat (583) TGITGCACTAGICGCTGCAGTATTCGAAGAATTCCAGCATTCTCAATTCT! ATASTTCTACGAATGCGCACGA

crygd rat (546) CATATTCAGAGT TGGGGECACCACGAGTAGCATAACAGATCTTACAGACA- ACTTIACASTTACATTAAGACGTTAT

crygf mus (638) ------- AGTGTGAGAATTA- - - TAAACCATTTAA( ~ATAATTAAGCAACTTTACTTAATTTCA

crygf rat 643) ------- AGITTGGGAATTA- - - TAAACCACTTAA( ACTAGTTAAGCATCTTTACTTAATTTCA

cryge mus (633) ----- AAACTGTAAAAGATAG CTAAAACATTT! CGAGT TAAGCAACTTTGCTCTACATCA

cryge rat (630) ----- AAACTGT CAAAGCGCGGECTAAAACATTTCA CGAGT TAAACGTCTTTGCCCTATTTCA

cryga rat (623) ----- CAAACGGAGGCGCCACCCT CCACT CAGCA ~ACACT GCAAAACGCTGCGTACATAATG

crygb mus (288) CAGTTGCTAAATCAGATTCTCTCCAGAGAAGTCAA GCTATAAAATAAACGCACAGAATCAGA

crygb rat (627) CAGTITGCTAAATCAG ATTTGCTTTGAGAAGT! GCTATAAAGTAAACGCATAGAATTAGA

crygc mus (357) TTCCCCCCCCCCCCACCCCACCCCACCCCCCAGAT - TGGAATCAAAAT GTAGGGACATGGACT

crygc rat (658) ---------emme e TT----- CCTCCCAGAT ~ TGGAATCAAAAT GTAGGGACGT GGACT

crygd rat (620) CTCTCCCCACTTAAACATTTATGITTTGICCACCT. A TGTGGTCTGTCTGTGAAATGGCTGAAA
RARE

crygf mus (703) ATTTCCCAGACAG - - - [ECATCATTT- - - AAAGGCCCAAGCTACATCAAGT GACCCT TTTAA( T

crygf rat (708) ATTTCCCAGATAG - - - [ECATCATTT- - - AAAGACCCAGGCTGCATCAAGT GACCCTTTTAA( CAGTGAT

crygd nus (1) mmmmmmm CGGTGAT

cryge mus (702) GITTTTCCGAAATC- - AECTTCATTT- - - AAAGGCTGGAGCCGCGT CAAGT GACCCTCT TA CAGTGAT

cryge rat (700) GITTTTCCCAAATC- - AECTTCATTT- - - AAAGGCTGAAGCGGCATCAAGTGACCCTTTTA

cryga rat (693) CATTTCTAGAGCGC- - T[ECATAGGGT GAGAAGCGCGCCCT TTGT CTCCAAGGT CATAATGGCTCTGOJIGACTTGA

crygb mus (363) GCTTCGCTCATTCTTTT[ECAAAACAAGAGCAAAGACT TTTCTCAT TGATGECAACAACACAACA! TAGTGAA

crygb rat (701) GCTTCGCGITCTTT- - TIECAAAACAAGAGCAAAGACT TTTCTCATTGGT AGCAACAACACAACA TAGTGAA

crygs nus (1) EAAAATCTTGGTTTTGAATTTTTTAAACGT TTGCCTGEGI TTTGEGT

crygc mus

crygc rat

crygd rat

crygf nus

crygf rat

crygd nus

cryge mus

cryge rat

cryga mus

cryga rat

crygb nus

crygb rat

crygs mus

crygc mus

crygc rat

crygd rat

Consensus (1901)  NNNNNNNCNNCNANNNGNNNNNNNNGGANNANNNNANNNNANNANANNNANNNANNNNCNNNNNCNNNNNNNNCN
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S| LENCER, CRYNER SOX1
crygf nus AGCCGA- AAAAVIGIGeE 0C0A- - - - - (61 e GCCCCCOTTTTGTIEA
crygf rat AGAG - - AAAALCGGes. OCOA- - - - - 66 €eeCCECCCTITITGTEO
crygd nus JGAG A- GAAALTSAIIGe e
cryge mnus AGAG A- GAAALAIIGeS e(eC- - - - - 66 eeCCECCCTIT ITGTEM
cryge rat 2GAG A- AAAALCGIGes. edeC---- - 86 €eeCCECCCTITITGTEO
cryga hum (@ I T AGECCOTTTIIGTE
cryga mus (68) C - T €CGAGGACACAGA 0 OAT- - - CCCCCAccesomnnniceT
cryga rat (838) C - GAGAACACA AA ATTACCCCCCAEEocsimnnicllc
crygb hum (1) -------mmmmmm e AA ACTCAOC AA- - - AAT[EECoe IRnIC]IET!
crygb nus (509) - AGAGACCTCTH (IZT----T AA GT[BACCGA- - - AAT(ceGosaCinmIel e T
crygb rat (845) G-A AGAGCTCT ACCT- - - - TGOAA STOACTGG - - AA eCC"TTTTGT
crygf hum O I ATAACTGTATTAA “T
crygs mus (151) TT-- GITTTTCTAECALACCATCAATAGACTCTAAAJIGASTGACTCAAA EEAT[GAAINIC

crygc hum (d) mmmm e e e e e e e
crygc nus (576) T--- JACTTAATIACAEATCC - - - AT
crygc rat G - - CCCGTAALAAECOATCC - - - AT
crygd hum (1) - o s m s e e e e
crygd rat

cryge hum (1) mmmmmmr e
Consensus

crygf mus
crygf rat
crygd mus
cryge mus
cryge rat
cryga hum
cryga mus
cryga rat
crygb hum
crygb nus
crygb rat
crygf hum
crygs mus
crygc hum
crygc mus
crygc rat
crygd hum
crygd rat
cryge hum
Consensus

crygf mus (972) ----- [TCOCATCOL T \e o1 JCCle AA
crygf rat (977) ----- [eCesyjeee- - - - -
crygd mus (212) ----- [TCeCATCCON® o JCCle AA
cryge mus (972) ----- [TCeCATCCON® o | CCle AA
cryge rat (972) ----- [LCeCATCCONe o] CCIL AA
cryga hum (83) ----- ATGOTAATCACCCTET!
cryga mus (199) ----- GASGTGABCATTT[EST
cryga rat (972) ----- SASTGASCATTTIEST!
crygb hum (116) -------
crygb mnus (638)
crygb rat (974)
crygf hum (97) -----
crygs mus (295)
crygc hum (88)
crygc mus (692)
crygc rat (978)
crygd hum (94)
crygd rat (972)
cryge hum (86)
Consensus (1126)

Abbildung 6.1: Detaillierte Ansicht des Phylogenetischen Stammbaums der y-Kristallinpromotoren von
Mensch, Maus und Ratte (Kapitel 4.1).

Der Vergleich der y-Kristallinpromotoren des Menschen, der Maus und der Ratte wurde mit AlignX
durchgefihrt. Die Promotorsequenzen beginnen 1000 bp vor dem Startcodon und enden mit dem Start-ATG. Die
kirzeren Sequenzen sind bis heute noch nicht vollstdndig bekannt. In allen DNS-Sequenzen vorhandene
Nucleotide wurden schwarz markiert. Die in mehr als 50 % der Sequenzen vorkommenden Nukleotide sind grau
unterlegt. Die gerahmten Promotorelemente sind entweder in der Literatur beschrieben oder werden vom
Matlnspector erkannt (Kapitel 4.2). Bemerkenswert ist die Pax-6 Bindestelle, die im yD-Kristallinpromotor der
Ratte nicht vorliegt (Dirks et al., 1996%). Sie liegt in der yDEF-Kristallin-Subfamilie vor, welche die yEF-
Kristalline von Maus und Ratte, sowie das yD-Kristallin der Maus einschlief3t.
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Name der Familie/Matrix Position Kern Matrix  Sequenz

weitere Information
V$SORY/SOX5_01

Sox-5 660 - 669 (-) 0.819 0.875 ntaaCANTgc
V$IRFF/IRF1_01

interferon regulatory factor 1 752 - 764 (-) 1.000 0.882 nnaaantGAAAtn
V$BARB/BARBIE_01

barbiturate-inducible element 779-793(+) 1.000 0.881 atttAAAGgcnnaag
V$RPOA/DTYPEPA_B

polyA signal of D-type LTRs 779 -788 (-) 0.750 0.816 gCCTTtaaat
V$EBOX/USF_Q6

upstream stimulating factor 798 - 807 (-) 0.863 0.915 gtCACTtgat
V$EBOR/NKX25 01

homeo domain factor

Nkx-2.5/Csx, tinman 799-805(+) 1.000 1.000 tcAAGTYg
V$RORA/RORA1_01

RAR-related orphan receptor

alphal 812-824 (+) 1.000 0.948 ttanccaGGTCag
V$GFI1/GFI1_01

growth factor independence 1 814 - 837 (-) 1.000 0.935 ggatgacgAAT Cactgacctggnt
V$PAX6/PAX6_01

Pax-6 819 - 839 (-) 0.779 0.795 atggatgACGAatcactgacc
V$AP1F/TCF11MAFG_01

TCF11/MafG heterodimers 819 - 840 (-) 1.000 0.826 aatggaTGACgaatcactgacc
V$CREB/CREB_02

CcAMP-responsive element binding

protein 827 -838 (-) 1.000 0.929 tggaTGACgaat
V$CLOX/CDP_02

transcriptional repressor CDP 828 - 842 (+)  0.795 0.834 ttcgtcATCCattcg
V$TCFF/TCF11_01

TCF11/KCR-F1/Nrfl homodimers 831-843 (+) 1.000 0.985 GTCAtccattcga
V$CDCR/CDPCR3HD_01

cut-like homeodomain protein 831 - 840 (-) 0.929 0.935 aatgGATGac
V$LDPS/LDSPOLYA_B

Lentiviral Poly A downstream

element 859 - 874 (-) 0.843 0.902 tgtATGTtttctctta
V$EVIL/EVI1_05

ectopic viral integration site 1

encoded 863-873(+) 0.750 0.805 agaaaaCATAC
V$HNF1/HNF1_01

hepatic nuclear factor 1 866 - 880 (-) 1.000 0.807 gGTTAttgtatgttt
V$SORY/SOX5_01

Sox-5 869-878(+) 1.000 0.870 cataCAATaa
V$RREB/RREB1_01

Ras-responsive element binding

protein 1 878-891(+) 1.000 0.862 aCCCAcacctceee
V$TCFF/TCF11_01

TCF11/KCR-F1/Nrfl homodimers 896 - 908 (+) 1.000 0.982 GTCAttnatatag

V$EVIL/EVI1_02
ectopic viral integration site 1
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encoded 907-917 (+) 1.000 0.851 agaaAAGAgag
V$IRFF/IRF2_01

interferon regulatory factor 2 908-920(+) 0.750 0.839 gaaaagaGAGAgn
V$MZF1/MZF1_01

MZF1 936 - 943 (-) 1.000 0.980 cggGGGGa
V$AP2F/AP2_Q6
activator protein 2 938 - 949 (+) 1.000 0.927 ccCCCGcegggce

V$GREF/GRE_C

Glucocorticoid response element 946 - 961 (+)  0.856 0.819 ggcccctttTGTGetg
V$EGRF/EGR2_01

Egr-2/Krox-20 early growth

response gene 965 - 976 (-) 1.000 0.837 ctGCGTtggcag
V$TBPF/TATA_01

cellular and viral TATA box

elements 988 - 1002(+) 0.891 0.892 ctaTATAnatagacc
V$MINI/MUSCLE_INI_B

Muscle initiator 1011 -1031(+) 0.921 0.879 agccccacaCACTcaacagca
V$CMYB/CMYB_01

c-Myb 1020 - 1037(-) 1.000 0.922 ggatggtgctGTTGagtg

Tabelle 6.1: Analyse der Promotoren der yDEF-Kristallin-Subfamilie mit MatInspector.

Zur  Untersuchung der yDEF-Kristallinpromotoren auf mdgliche Bindestellen fir
Transkriptionsfaktoren wurde ihre Konsensussequenz im Computerprogramm Matlnspector professional
eingesetzt. Die Trefferausschlussquote wurde mit 79 % Ubereinstimmung zur Bindematrix des jeweiligen
Transkriptionsfaktors festgelegt. Der Referenzpunkt der Bindestellenpositionen ist 1000 Nukleotide vor
dem Startcodon. Fett markiert sind potentielle Homeodoménenbindestellen. Unterstrichen wurde Pax-6

als einziger linsentypischer Transkripitonsfaktor.



Abktlrzungen

aa

AG

al

AP
APS
ATP
BioDV
bp

Bq

°C
CMV
cpm
CTP
dATP
dCTP
DMEM

DEPC
dGTP
Da
DNS
DTT
dTTP
dNTP

EDTA

GET
GTP
GRA
GSF

HBS
HMG
HSV-tk

ins

Aminosdurereste
Arbeitsgruppe

andere

alkalische Phosophatase
Ammoniumpersulfat
Adenosintriphosphat
Biologische Datenverarbeitung
Basenpaar

Bequerel, Zerfall pro Sekunde
Grad Celsius

Cytomegalovirus

Zerfélle pro Minute
Cytosintriphosphat
Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytosintriphosphat
Dulbecco’s Modifiziertes Eagle
Medium

Diethylpyrocarbonat
Desoxyguanosintriphosphat
Dalton

Desoxyribonucleinsaure
Dithioerythriol
Desoxythymidintriphosphat
Desoxyribonucleosidtriphosphat
Tag der Embryonalentwicklung
bei der Maus
Ethylendiamintetraacetat
Gramm

Glucose-EDTA-Tris
Guanosintriphosphat

Gel Retardationsassay
Forschungszentrum fiir Umwelt
und Gesundheit

salzhaltiger HEPES-Puffer
Gruppe hoher Mobilitét
Herpes-Simplexvirus-
Thymidinkinase

Insertion

Sonderzeichen

NT o< »™Q

alpha
beta
gamma
delta
mikro
zeta

Tris

X-Gal

Institut fir Sdugetiergenetik
Isopropyl--D-thio-
Galactopyranosid

Kilo

Kilobasenpaare

Liter

Luria-Bertani

Meter

Mol

Minimum Essential Eagle
Medium

Minuten

nano

National Eye Institute
National Institutes of Health
Nucleosidtriphosphat
optische Dichte
Phosphorisotop
Polyacrylamid

salzhaltiger Phosphatpuffer
Tween-20 in PBS
Polymerase-Kettenreaktion
passive Lysispuffer
Ribonucleinséure
Restriktionsnuclease
Umdrehung pro Minute
Rinderserumalbumin
reverse Transkription
Sekunde

Schwefelisotop
Natriumdodecylphosphat
Tris-Acetat-EDTA-Puffer
Tris-Borat-EDTA-Puffer
salzhaltiger Tris-Puffer
Tris-EDTA
Tri(hydroxymethyl)-aminomethan
Einheit

Uraciltriphosphat
untranslatierter Bereich
Ultraviolett

Volt
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-
Galactosidase

Abkurzungen haufig verwendeter Protein- und Gennamen
a-Hsp a-crystallin/small heat-shock proteins

Hsp25 small heat-shock protein, Mus musculus (25 kDa)

HSP27 small heat-shock protein, Homo sapiens (27 kDa)

hspl7.9 small heat-shock protein, Petroselinum crispum (17,9 kDa)
Pax-6 Paired related homeobox gene 6

Prox1 Prospero related homeobox gene 1

sHsp small heat-shock protein

Six3 sine oculis related homeobox gene 3

Sox1 Sry related HMG box gene 1
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