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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der funktionellen Analyse der 1783-
Hydroxysteroiddehydrogenase Typ 7 (HSD17B7). Sowohl dem humanen wie auch dem
murinen Enzym wurde bislang eine duale Funktionalitdt im Cholesterin- und Steroid-
hormonstoffwechsel zugeschrieben, und zwar die Katalyse der Reaktionen von Zymosteron
zu Zymosterol und von Estron zu Estradiol. Zudem war eine fur Cholesterinbiosynthese-
Gene typische Expression des Enzyms in neuronalem Gewebe wahrend der Embryonal-

entwicklung der Maus bekannt.

Als potentielle Interaktionspartner der murinen Hsd17b7 auf Proteinebene wahrend der
Embryonalentwicklung wurden in dieser Arbeit mit Hilfe eines Yeast-Two-Hybrid-
Experiments u. a. mehrere Proteine identifiziert, die fir Aufbau und Funktion von neuronalem
Gewebe unerlasslich sind. Dies korreliert mit dem bekannten Expressionsmuster in der

Embryogenese.

Fir die Analyse der Genfunktionen in vivo sollte eine hsd17b7-Knock-out-Maus generiert
werden. Trotz der Herstellung einer phanotypisch viel versprechenden chimaren Maus ist es
im Rahmen der Arbeit nicht gelungen, eine entsprechende Mauslinie zu erhalten. Mit groRer
Wahrscheinlichkeit flhrt die Mutation des hsd17b7-Gens bereits heterozygot zu einem
letalen Phanotyp. Dies steht nur zum Teil in Einklang mit bereits beschriebenen Mutanten
der postsqualenen Cholesterinbiosynthese. In Hinblick auf die duale Funktion des Enzyms

erscheint allerdings ein bereits im heterozygoten Zustand letaler Phanotyp wahrscheinlich.

Mit Hilfe eingehender Promotorstudien konnten in dieser Arbeit entscheidende Einblicke in
die transkriptionelle Regulation des humanen und murinen HSD17B7-Gens gewonnen
werden. So konnte gezeigt werden, dass die Promotoraktivitat beider Gene unmittelbar vom
Cholesterin-, nicht jedoch vom Estradiolspiegel abhangt. Die Cholesterinantwort wird durch
einen in der vorliegenden Arbeit identifizierten Enhancer, dessen Transkriptionsfaktor-
Bindungsstellen funktionell bestatigt wurden, vermittelt. AuBerdem weist der Enhancer
deutliche Ubereinstimmungen zu bereits beschriebenen Enhancern mehrerer anderer Gene
der Cholesterinbiosynthese auf, deren Expression ebenfalls vom Cholesterinspiegel
abhangt. Im Vergleich mit untersuchten Genen des Steroidhormon-Metabolismus konnten
beim humanen HSD17B7-Promotor weder in experimenteller noch in bioinformatischer
Hinsicht Gemeinsamkeiten nachgewiesen werden. Beim Promotor des murinen Homologs
konnten bioinformatisch zwar entsprechende Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen gefunden,
experimentell jedoch nicht bestatigt werden. Daher wird hier postuliert, dass das humane
Gen in vivo nur an der Cholesterinbiosynthese beteiligt ist. Fir das murine Gen der Hsd17b7

ist die beschriebene duale Funktion durchaus denkbar.



Die vorliegende Arbeit ermdglicht zum ersten Mal Einblicke in die tatsachliche in vivo
Funktionalitdt der humanen und murinen HSD17B7. Die Entdeckung mehrerer neuronaler
Proteine als Interaktoren der murinen Hsd17b7 ist ein erster wichtiger Schritt zur Erlangung
neuer Erkenntnisse Uber die Rolle von Cholesterin bzw. der Regulation seiner Biosynthese
wahrend der Entstehung und bei der Funktion von neuronalem Gewebe. Die erzielten
Ergebnisse der Promotorstudien und der Versuche zur Herstellung einer hsd17b7-Knock-
out-Maus unterstreichen die zentrale metabolische Bedeutung der HSD17B7 im Menschen

und in der Maus.



ABSTRACT

The aim of this study was the functional analysis of 173 hydroxysteroid dehydrogenase type
7 (HSD17B7). Up to now, functional duality in cholesterol (conversion from zymosterone to
zymosterol) and in steroid hormone metabolism (conversion from estrone to estradiol) was
assigned to both murine and human HSD17B7. Prior to this work, also the distinct pattern of

HSD17B7 expression, typical for genes of cholesterol biosynthesis, had been shown.

For the first time, this study could identify potential interaction partners of murine Hsd17b7
during embryogenesis on protein level in a Yeast-Two-Hybrid screen. Several of the
identified proteins are essential for assembly and function of neuronal tissue correlating with

the aformentioned expression pattern.

For analysis of gene function in vivo, a Hsd17b7-Knock-out-mouse should be generated.
Despite yielding a promising chimera, an accordant mutant mouse line could not be bread in
the line of this work. Most likely, the null-mutation in the Hsd17b7-gene is lethal already in
heterozygous mice. This is only partly consistent with priorily described mutants of
postsqualene cholesterol biosynthesis. Taking into account the dual functionality of the

enzyme and its task to convert estrone to estradiol, lethality in heterozygous mice is likely.

By means of in depth promoter studies, this work could lead to decisive comprehension of
transcriptional regulation in both murine and human HSD17B7 gene. | could show that the
promoter activity of both homologues is directly contingent on cholesterol but not estradiol
concentration. The answer to low cholesterol concentration is mediated through an newly
identified enhancer whose transcription factor binding sites have been functionally approved.
The enhancer comprises significant similarities with priorily described enhancers of other
cholesterol biosynthesis genes whose expression depends upon cholesterol concentration
as well. Experimentally and bioinformatically, no similarities of the human HSD17B7
promoter could be shown in terms of comparison with scrutinized genes of steroid hormone
metabolism. For the murine promoter, respective transcription factor binding sites could be
identified bioinformatically but not be experimentally approved. This leads to the postulation
that in vivo, the human HSD17B7 enzyme is involved only in cholesterol biosynthesis but

corroborates the hypothesis of dual functionality for the murine enzyme.

For the first time, this study leads to insights on in vivo functionality of human and murine
HSD17B7 enzyme. The identification of several neuronal proteins as interactors makes an
important move towards involvement of cholesterol and regulation of its biosynthesis during
neurogenesis. The results of the studies on the promoter and Knock-out of this enzyme

emphasize the crucial metabolic role of HSD17B7 in both human and mouse.
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1. EINLEITUNG

1.1. Regulationsmechanismen der Genexpression

Das Genom einer Zelle enthalt eine Vielzahl verschiedener Gene (z. B. E.coli ca. 1.000,
Saugetiere ca. 30.000). Durch die komplexere Struktur der Gene (kodierende Exons und
nichtkodierende Introns) konnen bei Eukaryonten durch alternatives Splicing aus manchen
Genen viele unterschiedliche Produkte entstehen (bei Saugern wird die Zahl der Proteine auf
100.000 geschatzt). Fir die korrekte Funktion einer Zelle, pro- oder eukaryotisch, ist es von
entscheidender Bedeutung, dass aus der im Genom ,gespeicherten® Information fir die
Herstellung vieler verschiedener Genprodukte nur die bendtigten in der jeweils erforderlichen
Menge vorhanden sind. Die Vielzahl der moglichen Produkte verdeutlicht alleine schon die
Komplexitat der nétigen Vorgange. Hinzu kommt, dass in mehrzelligen Organismen, durch
das Auftreten spezialisierter Zellen, nicht jede Zelle des Organismus dieselben Genprodukte
in gleicher Menge bendtigt. Anderseits muss es einer Zelle, bzw. bei Eukaryonten auch
einem Organ oder dem ganzen Organismus, moglich sein auf Veranderungen, sei es durch
Reize von aufen, Stoffwechselbedingungen oder Anderungen innerhalb des Organismus (z.
B. Schwangerschaft), in angemessener Weise und Geschwindigkeit zu reagieren. Des
Weiteren bestehen wahrend unterschiedlicher Entwicklungsstadien eines Organismus
(embryonal, juvenil, adult) erhebliche Unterschiede bezlglich der bendtigten Genprodukte.
Stérungen der korrekten Genexpression kdnnen zu schweren Krankheiten oder gar zum Tod
des Organismus fiihren.

Fir eine stringente Kontrolle der Genexpression stehen den Zellen verschiedene Ebenen der
Regulation zur Verfigung (Abbildung 1). Neben der in dieser Arbeit untersuchten
transkriptionellen Regulation zahlen hierzu die posttranskriptionelle (manchmal auch als co-
transkriptionell bezeichnete) Kontrolle durch alternatives Splicing und mRNA-Abbaurate,
posttranslationelle Modifikationen und epigenomische Effekte, um nur die wichtigsten zu
nennen. Besonders entscheidend ist hierbei die Regulation der Transkription, die daflr sorgt,
dass nur die Information der jeweils bendtigten Gene abgelesen wird und die Produktion
nicht notwendiger Genprodukte zum jeweiligen Zeitpunkt oder auch am jeweiligen Ort
unterdruckt wird. Den Zellen ermdglicht dies u.a. Energie und Platz zu sparen. Nachteile der
transkriptionellen Regulation sind jedoch der Zeitbedarf vom Ablesen eines Gens bis zum
funktionellen Genprodukt; zudem handelt es sich dabei um eine eher grobe Regulation. Fir
eine schnellere und feinere Regulierung dient der Zelle vor allem die posttranslationelle
Ebene. Bereits gebildete Genprodukte kénnen durch Modifikationen wie z. B. Phosphory-
lierung, Bindung eines Liganden oder Spaltung in ihre aktive oder inaktive Form uberfuhrt

werden. Von ganz entscheidender Bedeutung fir das Wohl einer Zelle ist das korrekte
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Zusammenspiel der verschiedenen Ebenen, da Stérungen einer Ebene nur bedingt durch die

Ubrigen kompensiert werden kénnen.

Epigenomische RNA Protein
Effekte Abbau Abbau

N YN\

Gen —> Primértranskript —> mRNA —> Protein —> Funktion

N S

Transkriptionelle Alternatives Translationelle Protein
Regulation Splicing Regulation Modifikationen

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Regulationsebenen der Genexpression. Durch epigenomische
Mechanismen kdnnen Gene komplett ,abgeschaltet” werden. Proteinmodifikationen steuern im Allgemeinen nicht

die Menge, sondern die Aktivitat der Proteine.

1.1.1. Die transkriptionelle Regulation

Jede RNA im Organismus wird von einer DNA-spezifischen RNA-Polymerase gebildet. In
Eukaryonten sind davon drei Typen beschrieben. Typ | ist flir die Produktion von ribosomaler
RNA (rRNA) zustandig, die als Bestandteil der Ribosomen und damit der Proteinherstellung
in jeder Zelle gebildet wird. Typ Il wird fir die Herstellung von z. B. tRNAs bendétigt. Nahezu
alle proteinkodierenden Gene werden von der RNA-Polymerase Il in RNA abgeschrieben.
Damit eine DNA-Sequenz von einer RNA-Polymerase transkribiert werden kann, ist das
Vorhandensein eines Promotors nétig. Ein Promotor enthalt regulatorische Sequenzen, an
die Transkriptionsfaktoren (TFs), und damit auch die RNA-Polymerase, binden kénnen. In
den meisten Fallen besteht ein eukaryotischer Promotor aus verschiedenen Bestandteilen.
Als Basiselement dient der sogenannte Core(Kern)-Promotor, der Ublicherweise fir ein
basales, meist jedoch geringes Expressionsniveau eines Gens zustandig ist. Ohne ihn ist
eine Transkription nicht moglich. Dieser Bereich befindet sich typischerweise in unmittelbarer
Nahe des Transkriptionsstartpunkts und umfasst kaum mehr als 100bp. Bei vielen, aber nicht
allen Genen, befindet sich hier u.a. eine TATA-Box, eine Initiatorsequenz sowie ein
.downstream promotor element* (DPE).

Sogenannte ,noncore promotor elements® befinden sich bei manchen Genen innerhalb
dieses Bereichs, Uiberwiegend jedoch etwas strangaufwarts davon (im Bereich -50 bis -200).
Dazu gehoren beispielsweise Bindungsstellen der ubiquitdren Transkriptionsfaktoren SP1
(GC-Boxen) und NF-Y (CCAAT-Boxen). Sowohl SP1 als auch NF-Y sind neben ihrer
Funktion bei der basalen Transkription oftmals auch flr regulatorische Effekte

(mit)verantwortlich.
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Die bisher beschriebenen Bestandteile werden oft als proximaler Promotor bzw. proximale
Promotorregion oder basaler Promotor bezeichnet. Die Analyse dieses Bereichs ermdglicht
meist keine eindeutige Aussage Uber die transkriptionelle Regulation bzw. die moglichen
Funktionen der Genprodukte. Lediglich Hinweise auf das basale Expressionsniveau und die
Einordnung als ,Housekeeping Gen“ sind damit zu erhalten. Im Zusammenhang mit der
Regulation sind die so genannten ,Enhancer’ und ,Silencer’ die wesentlich wichtigeren
Bestandteile von Promotoren.

Enhancer haben positiv regulatorische Funktion und erhdhen das Transkriptionsniveau teil-
weise erheblich. Sie bestehen mindestens aus einer, oft jedoch aus mehreren
regulatorischen Sequenzelementen, sowohl fir ubiquitare, als auch fir gewebsspezifische
Transkriptionsfaktoren (TFs) und konnen sich in unmittelbarer Nahe des proximalen
Promotors, aber auch sehr weit entfernt (mehrere Kilobasen) davon befinden. Enhancer sind
fur die Induktion der Transkription Uber das basale Level hinaus verantwortlich, z. B. bei
unterschiedlichen Bedingungen oder in spezifischen Geweben. Die ldentifizierung bereits
bekannter Enhancer-Strukturen kann wertvolle Hinweise auf generelle und gewebs-
spezifische Funktion(en) des untersuchten Gens ergeben.

Silencer befinden sich oft in unmittelbarer Nahe des Kern-Promotors. Die Bindung des
entsprechenden negativ regulierenden TFs an den Silencer verhindert oder erschwert die
Bindung bzw. das Ablesen durch die RNA-Polymerase oder anderer wichtiger TFs. Ebenso
ist es moglich, dass TFs mit positiv und negativ regulierenden Funktionen direkt um dieselbe
Bindungsstelle konkurrieren.

Silencer konnen aber auch auRerhalb des Kern-Promotors liegen, z. B. innerhalb von
Introns. Das Zusammenspiel von Silencern und Enhancern, sowie die Interaktionen mit den
Kern-Promotorelementen, sind fir die gebildete Menge der entsprechenden mRNA
verantwortlich. Problematisch bei der Identifizierung von Enhancern und Silencern kann die
grolde Varianz ihrer moglichen Lokalisation sein. Es ist daher nicht erstaunlich, dass diese
des Ofteren eher zuféllig entdeckt werden.

In Prokaryonten werden verschiedene Gene eines Stoffwechselweges oft direkt hinter-
einander im Genom kodiert und kénnen auf einer einzigen mRNA abgebildet werden
(polycistronische mRNA). Das bedeutet, dass fir die Transkription dieser Gene nur ein
Promotor bendtigt wird (ein gut charakterisiertes Beispiel ist das lac-Operon). Meist wird fir
die Transkription eines prokaryotischen Gens nur ein einziger TF (Sigma-Faktor) rekrutiert.
Bedeutend komplexer ist die transkriptionelle Regulation bei Eukaryonten. Polycistronische
mRNAs sind hier nur selten vorhanden, auch sind Gene eines Stoffwechselweges oftmals
nicht in unmittelbarer Nahe, sondern sogar auf verschiedenen Chromosomen lokalisiert.
Deswegen bendtigt jedes Gen einen eigenen Promotor. Aufgrund verschiedener Funktionen

ein und desselben Genprodukts und méglicher Gewebsspezifitaten kénnen Gene auch unter
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der Kontrolle mehrerer verschiedener Promotoren stehen. Bisher ist dies bei 28% der
untersuchten Sduger-Gene der Fall (laut Genomatix Software AG). Die Zusammensetzung
bzw. der Abstand der einzelnen Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen unterscheidet sich von
Gen zu Gen und ist meist abhangig von der Funktion des Genprodukts. Verschiedene Gene,
deren Produkte Bestandteile z. B. eines bestimmten Stoffwechselweges sind, zeichnen sich
in ihren Promotorregionen oftmals durch gemeinsame regulatorische Sequenzen und eine
ahnliche Organisation aus. Dadurch kann eine Zelle auf einen Reiz hin durch einen einzigen
Mechanismus ganze Kaskaden von Genen anschalten. Besonders gut ist dieser
Mechanismus u. a. in Bezug auf Gene des Cholesterinbiosyntheseweges untersucht (Brown
and Goldstein, 1997; Horton et al.,, 2002). Eine umfassende Analyse aller Facetten der
transkriptionellen Regulation, in allen Geweben, wahrend unterschiedlicher Entwicklungs-
stadien und Bedingungen, ist extrem aufwendig. In den allermeisten Fallen wird deswegen
nur ein Ausschnitt untersucht, in bestimmten Zelllinien oder unter definierten Bedingungen.
Daher ist ein gewisses Mal® an bereits vorhandenem Wissen Uber das betreffende
Genprodukt notwendig. Ansonsten waren entsprechende Experimente mit der vielbe-
schworenen Suche nach der ,Stecknadel im Heuhaufen® zu vergleichen. Andererseits kann
die Entdeckung bereits beschriebener und spezifischer Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen

in einem Promotor erste Hinweise auf die Funktion des betreffenden Gens liefern.

1.2. Die Herstellung einer Knock-out-Maus

Zur Untersuchung der Funktionen eines Gens bei der Maus bietet sich die Herstellung einer
Knock-out-Maus an. Mit ihrer Hilfe ist die Analyse nicht redundanter Funktionen des zu
untersuchenden Gens madglich.

Nach aktuellem Stand der Forschung gibt es mehrere Moglichkeiten zur Generierung von
Knock-out-Mausen. Man kann dabei zwischen ungerichteten (zufalligen) und gezielten
Methoden unterscheiden. Zu den ungerichteten gehéren z. B. Mutagenesen durch radio-
aktive Strahlung oder verschiedene chemische Substanzen und der Einsatz von Trans-
posons. Der Vorteil dieser Methoden ist der geringere Zeitaufwand bei der Durchfihrung.
Der grofite Nachteil ist allerdings das aufwendige Lokalisieren der Mutationen. Diese
Methoden eignen sich vor allem fur Hochdurchsatz-Analysen.

Eine weitere Moglichkeit zur gezielten Analyse von Genfunktionen ist das immer mehr in
Mode kommende sogenannte gene silencing durch den Einsatz von interferierender RNA.
Dabei werden meist kurze spezifische RNA-Stiicke in Zellen eingebracht, wodurch es zum
Abbau der komplementaren mRNA kommt. Dieses Verfahren flhrt zu einer Reduktion der
Genexpression von bis zu max. 90%. Daher spricht man nicht von einem Knock-out im

klassischen Sinne, sondern von einem Knock-down. Des Weiteren gestaltet sich der Einsatz
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dieser Methode in ganzen Organismen bis heute recht schwierig. Daher wird sie
Uberwiegend in Zellkulturexperimenten eingesetzt.

Die Methode der Wahl fur einen gezielten Knock-out ist die der homologen Rekombination in
embryonalen Stammzellen und wird trotz ihrer Schwierigkeiten und des groflen Zeitaufwands

noch immer als Standardmethode zur Aufklarung von Genfunktionen eingesetzt.

1.2.1. Knock-out durch homologe Rekombination

Die Methode der homologen Rekombination nutzt einen natirlichen Vorgang, der z. B.
wahrend der Meiose vorkommt. In konservierten Bereichen der Chromosomen der Eltern
kommt es dadurch zum Austausch genetischen Materials. Homologe Rekombination findet
jedoch auch bei Prokaryonten statt und ist ein duf3erst wichtiger Mechanismus der Evolution.
Ein groRer Vorteil dieser Methode ist, dass es sich dabei nicht um eine zufallige, sondern
eine gerichtete Mutagenese handelt. Der groRte Nachteil ist der hohe Zeitaufwand. Fr
diesen Ansatz benétigt man einen sogenannten Knock-out-Vektor. Dieser enthalt
klassischerweise zwei Abschnitte der Sequenz des entsprechenden Gens (im Folgenden
Arme genannt), die zur homologen Rekombination mit der nativen Gensequenz benétigt
werden. Zwischen den beiden Armen befindet sich ein Antibiotika-Resistenzgen. Dies flihrt
zur Unterbrechung der nativen Gensequenz und damit zu dem gewilinschten Knock-out. Des
Weiteren ermoglicht es die Positivselektion in  embryonalen Stammzellen. Zur
Negativselektion, und damit zum Nachweis der korrekten homologen Rekombination, wird
normalerweise das Thymidinkinase-Gen (tk) verwendet. Dies befindet sich im Vektor
aullerhalb der Arme. Im Falle der korrekten Insertion des Vektors in das Genom der Maus
wird dieses nicht mitintegriert und folglich in den Stammzellen abgebaut. Gibt man dem
Wachstumsmedium ein Substrat der Thymidinkinase zu, fuhrt dies nur dann zum Tod der
Zellen, wenn das funktionelle tk vorhanden ist. Abhangig von der Konstruktion des Knock-
out-Vektors kann eine Zerstérung des Gens, ein Frameshift oder ein ,Ausschneiden®
bestimmter Teile (Exons und Introns) des Gens erreicht werden. AuRerdem besteht bei
dieser Methode die Mdglichkeit durch eine inframe-Fusion Reportergene (z. B. gfp oder lacZ)
unter der Kontrolle des endogenen Promotors einzufiigen, um das Expressionsmuster des

ausgeschalteten Gens in der Knock-out-Maus zu untersuchen.

1.2.2. Von mutierten embryonalen Stammzellen zur Knock-out-Maus

Nach Uberpriifung der erfolgten homologen Rekombination werden embryonale
Stammzellen (ES-Zellen) entweder mit Morulae aggregiert oder in Blastozysten injiziert.

AnschlieBend erfolgt der Transfer der modifizierten Morulae oder Blastozysten in
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pseudoschwangere Ammenmause (Embryonentransfer). Pseudoschwangere Weibchen
erhdlt man durch die Verpaarung mit vasektomierten Mannchen. Da die embryonalen
Stammzellen Ublicherweise aus Agouti-Mausstdmmen gewonnen werden (Agouti steht flr
eine dominant braune Fellfarbe), die Morulae bzw. Blastozysten jedoch aus non-Agouti-
Mausstammen, kann bei den aus den Embryonentransfers entstandenen Nachkommen auf
einfache Weise anhand der Fellfarbung auf das Vorhandensein der Mutation geschlossen
werden. Nachkommen mit Agouti-Anteil im Fell werden als Chiméare bezeichnet. Da jedoch in
den Chimaren nicht alle Zellen den gewlinschten Gen-Knock-out im Genom enthalten,
werden chimare Mannchen (die verwendeten ES-Zellen haben mannlichen Genotyp) mit
Wildtyp-Weibchen verpaart. Daraus entstehende Nachkommen mit brauner Fellfarbe
(Agouti) sind heterozygot flir den Knock-out. Sofern lebensfahig und fertili werden die
heterozygoten Mause miteinander verpaart um schliellich homozygote Knock-out-Mause zu

erhalten und untersuchen zu kbnnen.

1.3. Cholesterin

1.3.1. Cholesterin im adulten Organismus

Cholesterin nimmt in der Physiologie eine besondere Stellung ein. Aufgrund der zentralen
Rolle im Stoffwechsel ist es lebensnotwendig; Stérungen des Cholesterinhaushalts werden
mit vielen verschiedenen Krankheiten in Verbindung gebracht. Nebenbei bemerkt ist
Cholesterin das am hdchsten ausgezeichnete Molekil, es wurden bereits 13 Nobelpreise in
seinem Zusammenhang vergeben.

Cholesterin ist nicht nur als Vorstufe der Steroidhormone und Gallensauren fur Vertebraten
von entscheidender Bedeutung, sondern auch in seiner Funktion als Regulator der
Membranfluiditat und Bestandteil der Plasmalipoproteine. Abhangig vom Zelltyp befinden
sich bis zu 90% des zellularen Cholesterins in den Membranen (Woollett, 2001). Viele
Vorgange innerhalb von Zellen finden in oder an Membranen statt. Durch Veranderungen
des Cholesteringehalts der Membranen kénnen daher verschiedenste Prozesse empfindlich
gestort bzw. verhindert werden, z. B. die Exo- und Endozytose (Yeagle, 1989). Je nach
Ausmald der Beeintrachtigung kann dies sogar zum Tod der Zelle fiihren. Medizinisch ist
Cholesterin nicht nur im Zusammenhang mit Membranfunktionen von grof3er Bedeutung: ist
im Blut Cholesterin in zu grol3er Menge vorhanden, bilden sich Ablagerungen, sog. Plaques.
In den Arterien fuhrt dies zu Arteriosklerose. Vieles deutet darauf hin, dass der Cholesterin-

gehalt im Gehirn und im Plasma fur die Auspragung der Alzheimerschen Krankheit mit
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entscheidend ist Die z. Z. meist diskutierten und mit am haufigsten eingesetzten Arzneimittel
bei dieser Krankheit sind Cholesterin- oder Lipidsenker (Statine).

Cholesterin kann in groRen Mengen mit der Nahrung aufgenommen werden, allerdings sind
Vertebraten in der Lage Cholesterin auch in ausreichendem Umfang ausgehend von Acetyl-
CoA de novo zu synthetisieren. Dazu ist eine Vielzahl an Enzymen notwendig. In Abb. 2 ist
ein Ausschnitt der Syntheseschritte und der benétigten Enzyme dargestellt. Cholesterin wird
in nahezu allen Zellen produziert, den gréf3ten Anteil liefert allerdings die Leber (Baynes und
Dominiczak, 1999). Von dort wird es Uber die Blutbahn in Form von Lipoproteinen im Kdorper
verteilt. Im gesunden Korper wird bei ausreichender Cholesterinzufuhr durch die Nahrung die
endogene Synthese herabgesetzt. Stérungen in diesem Mechanismus werden fiir iiberhéhte
Cholesterinwerte verantwortlich gemacht. Eine gewisse Sonderstellung hat das Gehirn,
obwohl es nur etwa 2% des Kdrpergewichts beim Menschen ausmacht, beinhaltet es etwa
23% des gesamten Cholesterins (Dietschy and Turley, 2001). Da jedoch Lipoproteine die
Blut-Hirn-Schranke kaum Uberwinden kénnen (Danik et al., 1999; Simons et al., 2001), muss

das meiste Cholesterin vom Gehirn selbst gebildet werden.
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Abb. 2: Schematische Darstellung ausgewahlter Schritte der Cholesterinbiosynthese nach Laubner, 2001.
Bekannte Krankheiten und Mausmodelle sind unter den Enzymnamen aufgeflihrt. Die Substanz AY9944 ist ein
spezifischer Inhibitor der Dhcr7. Die Gabe dieser Substanz erzeugt einen SLOS-Phanotyp in Ratten (Kolf-Clauw
et al., 1996).

Im Organismus wird die de novo Synthese durch die Transkriptionsfaktoren sterol requlatory
element binding proteins (SREBPs) reguliert. Bislang sind drei Formen der SREBPs
bekannt, SREBP1a und 1c, zwei Transkriptvarianten desselben Gens, und SREBP2.
SREBPs werden als membranstandige Vorlaufer gebildet. Bei sinkendem Cholesterinspiegel
in der Zelle werden die Vorlaufer durch SREBP cleavage activating proteins (SCAP)

gebunden, wodurch die anschlieRende Spaltung durch zwei Proteasen ermdoglicht wird
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(Brown and Goldstein, 1997). Durch die Spaltung entstehen aktivierte Transkriptionsfaktoren,
die die Expression verschiedener Gene der Cholesterinbiosynthese steigern, z. B. HMGCR,
EBP und DHCRY (s. Abb.2). Daneben kommt es aber auch zur vermehrten Bildung des LDL-
Rezeptors (Sanchez et al., 1995). SREPBs fordern also nicht nur die endogene Synthese,

sondern auch die Aufnahme von exogenem Cholesterin.

1.3.2. Cholesterin in der Embryonalentwicklung

Cholesterin spielt nicht nur im adulten Organismus eine wichtige Rolle, sondern auch
wahrend der Embryonalentwicklung. Durch die enorme Wachstumsrate wahrend der
Embryonalentwicklung wird vom sich entwickelten Fotus eine grofle Menge an Cholesterin
fur den Aufbau der Membranen und als Vorlaufer der Steroidhormone und Gallensduren
bendtigt. Eine weitere wichtige Funktion wahrend der Embryonalentwicklung stellt die
Aktivierung des Morphogens Sonic Hedgehog dar. Cholesterin bindet an den C-Terminus
von Sonic Hedgehog (Porter et al., 1996) und ermdglicht so die Verankerung in Membranen
(Gallet et al., 2003) und damit die biologische Funktionalitdt des Morphogens. Sonic
Hedgehog ist beispielsweise flr die korrekte Rechts-Links-Asymmetrie und die neuronale
Entwicklung von entscheidender Bedeutung (Chiang et al., 1996; Ericson et al., 1995; Ho
and Scott, 2002; Hynes et al., 1995).

Cholesterin wird zum Teil von der Mutter bereitgestellt (exogene Quelle), jedoch auch vom
Fotus selbst de novo synthetisiert (endogene Quelle). Allerdings sind beide Quellen fir die
Entwicklung essentiell. Versiegt eine Quelle, kann sie von der anderen nicht vollstandig
ersetzt werden. Dies konnte anhand verschiedener Mausmodelle und untersuchter
menschlicher Krankheitssyndrome gezeigt werden (Hanaka et al., 2000; Herz and Farese,
1999; Willnow et al., 1996).

Lange Zeit wurde angenommen, dass das meiste Cholesterin im Embryo ebenfalls in der
Leber gebildet wird. Durch die untersuchten Phanotypen von Mausen mit Defekten in der
Cholesterinbiosynthese, sowie entsprechender Krankheitsbilder beim Menschen, bestand
daran jedoch Zweifel. Mittlerweile konnte bei Mausen gezeigt werden, dass die
Uberwiegende embryonale Cholesterinproduktion in neuronalem Gewebe sowie in apop-

totischen Bereichen, wie z. B. den interdigitalen Regionen, stattfindet (Laubner et al., 2003).

1.3.3. Stérungen der embryonalen Cholesterinbiosynthese

Stérungen der embryonalen Cholesterinbiosynthese fllhren gemall der zentralen
metabolischen Bedeutung zu schweren Missbildungen des Fétus. Bisher sind zwei pra-

squalene (mevalonic aciduria und Ausfall der Squalensynthase) und flnf postsqualene
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Defekte (SLOS, Desmosterolose, Lathosterolose, CDPX2 und CHILD) bekannt. Im

Folgenden sind die haufigsten naher beschrieben.

1.3.3.1. CHILD-Syndrom

Beim Menschen wurde dieses Fehlbildungssyndrom 1980 erstmals unter dem Namen
~congenital hemidysplasia with ichtyosiform erythroderma and limb defects® (CHILD-
Syndrom) beschrieben (Happle et al., 1980). Die Ursache dieser Erkrankung sind Mutationen
im NAD(P)H-steroid dehydrogenase like-Gen (NSDHL), das fur eine 3B-Hydroxy-
steroiddehydrogenase, die an der Demethylierung von 4,4-Dimethylcholesta-8,14,24-trienol
beteiligt ist, kodiert (Konig et al., 2000). Dieses Gen ist sowohl beim Menschen als auch bei
der Maus auf dem X-Chromosom lokalisiert. FUr mannliche Trager der Mutation ist CHILD
letal, bei heterozygoten Patientinnen zeigen sich schwere Fehlbildungen, wie z. B. ein
unilateraler entzindlicher Navus, der scharf entlang der Koérperachse abgegrenzt ist,
verkurzte oder fehlende GliedmaRen, Gehirndefekte, Dysplasie aller skelettalen Strukturen,
sowie Defekte der Nieren, der Lunge und des Herzens (Herman, 2000; Kelley, 2000).

Fir CHILD sind zwei Mausmodelle beschrieben, bare patches und striated. Wie beim
Menschen sind auch bei der Maus von diesen Mutationen betroffenen Mannchen nicht
lebensfahig. Je nach genetischem Hintergrund des Mausstamms sterben hemizygote
Mannchen und homozygote Weibchen zwischen Tag 9,5 und 16,5 der Embryonal-
entwicklung. Der Phanotyp der bare patches Mause ist dem des menschlichen Syndroms
sehr ahnlich. Es treten Kleinwichsigkeit, Katarakte, Gaumenspalte, Hautverdnderungen,
Chondrodysplasia punctata und Camptodaktylie auf. In seltenen Fallen sind weil3e Flecken
im Fell erkennbar (Liu et al., 1999). Bei den striated Mausen treten dhnliche Symptome wie
bei bare patches auf, allerdings in milderer Form. Der Grund dafir ist, dass die Mutation zu

einem Protein mit groRerer enzymatischer Restaktivitat fuhrt.

1.3.3.2. CDPX2

CDPX2, auch Conradi-Hinermann-Happle-Syndrom genannt, wird durch Mutationen im Gen
fur das Emopamil-bindende-Protein (EBP) verursacht (Derry et al., 1999). Dieses Gen ist
ebenfalls auf dem X-Chromosom lokalisiert. Das Produkt dieses Gens ist eine Sterol-A7,8-
isomerase, die Zymosterol in Cholesta-7,24-dienol umwandelt. Die Phanotypen fir CDPX2
und CHILD sind einander sehr ahnlich. Jedoch, wahrend bei CHILD die Symptome unilateral
auftreten, sind bei CDPX2 mitunter beide Korperhalften betroffen, das Fehlen kompletter
Gliedmalen tritt hier nicht auf (Konig et al., 2000).
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Das entsprechende Mausmodell wird als tattered bezeichnet und entspricht weitgehend dem
bare patches Phanotyp. Die hemizygoten Mannchen sterben zwischen Tag 12,5 und 18,5
der Schwangerschaft (Derry et al., 1999), also etwas spater als bei bare patches. Aligemein
sind die Auswirkungen der Mutation etwas geringer. Dies wird vermutlich dadurch bedingt,
dass trotz Akkumulierung von Zwischenprodukten der Plasmacholesterinspiegel

erstaunlicherweise kaum verandert ist (Derry et al., ebd.).

1.3.3.3. SLOS

SLOS, die Abklirzung fiir das ,Smith-Lemli-Opitz-Syndrom", wurde bereits 1964 beschrieben
(Smith et al., 1964). Allerdings konnte erst 1993 nachgewiesen werden, dass es sich dabei
um einen metabolischen Defekt in der Cholesterinbiosynthese handelt (Irons et al., 1993).
1998 konnte schlieRlich gezeigt werden, dass bei SLOS-Patienten Mutationen im 7-
Dehydrocholesterinreduktase-Gen (DHCR7) vorliegen (Fitzky et al., 1998; Wassif et al.,
1998). DHCRY7 wandelt 7-Dehydrocholesterin in Cholesterin um und ist somit fiir den letzten
Schritt der Cholesterinbiosynthese verantwortlich. SLOS wird biochemisch durch einen
niedrigen Cholesterinspiegel mit gleichzeitig stark erhéhten 7-Dehydrocholesterin-Werten
definiert (Tint et al., 1995). Das Syndrom ftritt mit einer Wahrscheinlichkeit von 1:20000 bei
Neugeborenen auf (Honda et al., 1998).

Von diesem Defekt betroffene Patienten leiden an einer Vielzahl verschiedener korperlicher
Beeintrachtigungen, die jedoch bezlglich ihrer Schwere stark variieren. Zu den am
haufigsten beobachteten Symptomen zahlen: geistige Retardierung, Mikrognathia, milde
Formen von Holoprosenzephalie, Polydaktylie an den Handen, Gaumenspalte, cranofaciale
Fehlbildungen, Myelinisierungsstorungen, Syndaktylie des 2. und 3. Zehs, Katarakte, sowie
Herz-, Lungen- und Nierendefekte. Wahrend die bisher beschriebenen Mausmutanten
ahnlich der humanen Krankheitssyndrome waren, zeigen sich bei dhcr7-Knock-out-Mausen
deutliche Unterschiede zu SLOS-Patienten. Zwar sind auch bei den Mausen
Gaumenspalten, geringere KérpergréRen und Gesichtsmissbildungen zu erkennen, es treten
jedoch keine offensichtlichen Defekte in Gehirn, Herz, Niere, Ganglien, GliedmaRen oder
Lunge auf. Allerdings sterben betroffene Mause kurz nach der Geburt, wahrscheinlich an der
Unfahigkeit, Nahrung aufzunehmen (Wassif et al., 2001). Obwohl keine morphologischen
Auffalligkeiten zu beobachten waren, deuten verschiedene Symptome auf neurologische
Defekte hin (unkoordiniertes Saugen und Schlucken, eingeschrankte Beweglichkeit). Die

biochemischen Parameter entsprachen denen des humanen Syndroms.
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1.4. Steroidhormone

Hormone sind chemische Signalstoffe, die zur Kommunikation zwischen den
physiologischen Einheiten und zur Steuerung der komplexen Vorgange in multizellularen
Organismen bendtigt werden. Die Hormone werden je nach Funktion in verschiedene
Gruppen eingeteilt. Eine dieser Gruppen bilden die in Vertebraten unabkémmlichen
Steroidhormone, die sich vom Cholesterin ableiten und mehrere Klassen bilden: neben den
Geschlechtshormonen (Estrogene mit 18 Kohlenstoffatomen (C), Androgene mit 19 C,
Gestagene mit 21 C) sind dies die Mineral- und Glucocorticoide (beide 21 C) und die
Hormone der Vitamin D-Gruppe mit 26 C (Abb.3).

—
Cholesterin
HO

HO
l il
c=0 c=0

.- — Mineralcorticoide

Pregnenolon Progesteron
HO o

CH, CH,
| |
c=0 c=0

- OH - OH
B — —» Glucocorticoide
17alpha-Hydroxy- 17alpha-Hydroxy-
HO pregnenolon o Progesteron

o]
DHEA S l
HO e
”
; - ) — Androgene
/_) Androstenedion
= ©

l o]
O‘.. — Estrogene
Estron

Abb. 3: Synthesewege der Steroidhormone ausgehend von Cholesterin.
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Steroidhormone kdénnen ihre Wirkung auf endokrinem, parakrinem und intrakrinem Weg
vermitteln. Beim endokrinen Wirkmechanismus werden die Hormone (ber den Blutkreislauf
zu den Zielorganen transportiert. Beim intrakrinen (Labrie, 1991) bzw. parakrinen Weg haben
sie ihre Wirkung direkt in der produzierenden Zelle bzw. in der nahen Umgebung. Dies
geschieht ohne Beteiligung des Blutkreislaufs. Nach dem Eintritt in die Zielzelle vermitteln
Steroidhormone ihre Wirkung durch die Bindung an spezifische intrazellulare Rezeptoren.
Nach der Bindung des Hormons dissoziiert das Begleitprotein vom Rezeptor ab, der
Hormon-Rezeptor-Komplex dimerisiert und wird in den Zellkern transloziert, wo er als
Transkriptionsfaktor wirkt und die Genexpression verandert. Neben diesem genomischen
Wirkmechanismus ist auch eine nicht-genomische Wirkung bekannt, die innerhalb weniger
Sekunden nach der Hormongabe auftritt. Dabei wurde beschrieben, dass Hormone nach der
Bindung an ihren Rezeptor bestimmte Kinasen aktivieren kdnnen. Allerdings sind bezlglich
des Mechanismus der nicht-genomischen Wirkung von Steroidhormonen noch viele Fragen
offen (Losel et al., 2003).

Die Aufgaben der Steroidhormone liegen in der Geschlechtsdetermination, aber auch in der
Erhaltung der Schwangerschaft, der Regulation des Blutdrucks und der Hamatopoese, der
Knochenentwicklung und dessen Umbau, der Differenzierung der Hautzellen und der
Aufrechterhaltung des Elektrolytgleichgewichts. Stérungen des Steroidhormonhaushaltes
kébnnen zu schwerwiegenden Krankheiten wie beispielsweise Prostata- und Brustkrebs,
Arteriosklerose, Fettsucht oder Pseudohermaphrodismus flhren. Aufierdem wird die
Entwicklung von Nebennierenhyperplasie, Diabetes und Osteoporose entscheidend
beeinflusst. Fur Stressreaktionen im positiven und negativen Sinne sind mit den Corticoiden
ebenfalls Steroidhormone entscheidend.

Die Expression vieler Gene im Steroidmetabolismus wird durch den Transkriptionsfaktor SF1
(Steroidogenic Factor 1) reguliert. Dieser sorgt, ahnlich wie SREBP bei der Cholesterin-
biosynthese, flir ein deutlich erhdhtes Expressionsniveau. Die Bedeutung von SF1 wird
dadurch erkennbar, dass bei SF1-Knock-out Mausen ein komplettes Fehlen der Gonaden

und der Nebenniere zu beobachten ist (Parker, 1998).

1.5. 17B-Hydroxysteroiddehydrogenasen

17B-Hydroxysteroiddehydrogenasen (17p3-HSDs) katalysieren Oxidations- und Reduktions-
reaktionen im Stoffwechsel verschiedener Steroidhormone wie den Androgenen und
Estrogenen. Dabei greifen sie am C17 des Steroidgerusts an und Uberfuhren dort
Ketogruppen in Hydroxygruppen und umgekehrt. Dadurch regulieren sie das biologische
Potential dieser Verbindungen (Abbildung 4). Um Substrat oder Produkt einer 17p-HSD zu

sein, muss die C17-Hydroxy-Gruppe in B-Konformation vorliegen. Bislang wurde davon
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ausgegangen, dass die 17p3-HSDs unter physiologischen Bedingungen immer nur eine der
beiden theoretisch mdglichen Reaktionen katalysieren, entweder Oxidation oder Reduktion
(Andersson and Moghrabi, 1997). Neuere Untersuchungen deuten darauf hin, dass manche

Enzyme auch beide Reaktionen erméglichen (Khan et al., 2004).

Dehydroepiandrosteron-
sulfat

Dehydroe itmdrosteron 178-HSD 1 5-Androsten-
—Bﬁ% .
yeroee 17p-HSD 2; 4  3B,17p-diol

v v

4-Androsten-3p,17p-dion 517 -HSD 355 Testosteron —» Dihydrotestosteron

¢ 17B-HSD 2; 4 ¢
Estron m7 178-Estradiol
17B-HSD 2; 4 T
Estronsulfat 17B-Estradiolsulfat

Abb. 4: Schematische Darstellung der von ausgewahlten 17B-HSDs katalysierten Reaktionen im Steroid-

metabolismus.

Beim Menschen sind bis zum heutigen Zeitpunkt zehn 17p3-HSDs charakterisiert, bei der
Maus sogar zwolf. Die verschiedenen 17B-HSDs unterscheiden sich voneinander in
Gewebe- und Substratspezifitat, Enzymkinetik und Richtung der katalysierten Reaktion.
17B-HSD6 und 17B-HSD9 sind bei der Maus, nicht aber beim Menschen bekannt. Beim
Menschen existieren hierzu homologe Proteine, die jedoch Reaktionen im Retinoid-
Stoffwechsel katalysieren.

Die 17B-Hydroxysteroiddehydrogenasen lassen sich zwei Proteinfamilien, den Short-Chain-
Dehydrogenasen/Reduktasen (SDR) (Jornvall et al., 1995) und den Aldo-Keto-Reduktasen
(AKR), zuordnen. Aulder der als AKR identifizierten 173-HSD5 gehdéren alle bekannten 17f3-
HSDs zur SDR-Familie (Mindnich et al., 2004; Peltoketo et al., 1999; Penning, 1999).

Die klassischen SDRs bestehen aus etwa 250 Aminosauren, die Gruppe der verlangerten
(extended) aus bis zu 400 Aminoséuren (Kallberg et al., 2002). Uber die gesamte Lange
findet sich innerhalb der Familie kaum Sequenzidentitat (lediglich 20-30%). SDRs sind als
Dimere oder Tetramere aktiv. Die monomeren Untereinheiten sind aus siebenfachen,
parallelen p-Faltblattern aufgebaut, die auf beiden Seiten von je drei a-Helices flankiert sind.
Die Cofaktor-bindende Rossmann-Falte (Rossmann et al., 1974) ist ein strukturelles
Merkmal fur Enzyme, deren Cofaktor NAD+ oder NADPH/H+; dies ist auch bei SDRs der
Fall.
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Gemeinsam sind den SDRs weiterhin vier stark konservierte Strukturmerkmale (Oppermann
et al., 2001):

e Die Nukleotidbindungsstelle im N-terminalen Bereich mit einem Kkonservierten
glycinreichen Motiv (GXXXGXG)

e Das NAG-Motiv (DXXXXNAG) mit bislang ungeklarter Bedeutung, vermutet wird eine
strukturstabilisierende Funktion

o Das aktive katalytische Zentrum (YXASK). Tyrosin, Asparagin, Serin und Lysin stellen
die katalytische Tetrade dar

e Ein strukturstabilisierendes Motiv nahe dem C-Terminus (PG)

1.5.1. 17B-Hydroxysteroiddehydrogenase Typ 7 (HSD17B7)

Die HSD17B7 wurde 1996 zuerst in der Ratte entdeckt und als Prolaktinrezeptor-assoziiertes
Protein (PRAP) beschrieben (Duan et al., 1996). Das Protein bindet an die kurze Form des
Prolaktinrezeptors. Die Funktion blieb jedoch unklar. 1997 erfolgte die erste Beschreibung
des homologen Proteins (89% ldentitat auf Proteinebene, ebenfalls 334 Aminosauren) in der
Maus als 17B-Hydroxysteroiddehydrogenase Typ 7 (mHsd17b7). Zunachst wurde die
Expression Uberwiegend in den Ovarien wahrend der Trachtigkeit nachgewiesen, in
geringerem Umfang jedoch auch in Leber, Plazenta, Brustdrisen, Nieren und Hoden, sowie
in Ovarien nicht-trédchtiger Mause. Unterstutzt durch den experimentellen Nachweis, dass
das Enzym in vitro Estron in die biologisch aktivere Form 173-Estradiol Uberfihrt (Abb. 4)
und der gewebespezifischen Expression wurde flir die mHsd17b7 eine wichtige Funktion bei
der Erhaltung der Trachtigkeit postuliert. Ferner wurde vermutet, dass die mHsd17b7 die
mHsd17b1 bei der Deckung des zusatzlichen Estradiolbedarfs wahrend der Schwanger-

schaft unterstitzt (Nokelainen et al., 1998).

OH

HO HO

Estron Estradiol

Abb. 5: Schematische Darstellung der Umwandlung von Estron zu Estradiol durch HSD17B7. Als Co-Faktor dient
NADPH/H".
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Allerdings wurden beim Menschen zusétzlich zum oben beschriebenen Expressionsmuster
grolke Mengen an hHSD17B7-ESTs (Expressed sequence Tag) sowohl in der Leber als
auch in neuronalem Gewebe gefunden. Phylogenetische Analysen ergaben eine groRe
Ahnlichkeit zwischen HSD17B7 und ERG27, einer 3-Ketosterolreduktase aus der Hefe
(Breitling et al., 2001). ERG27 katalysiert innerhalb des postsqualenen Ergosterol-

biosynthesewegs die Synthese von Zymosterol aus Zymosteron (Gachotte et al., 1999).

Zymosteron HO Zymosterol

Abb. 6: Schematische Darstellung der Umwandlung von Zymosteron zu Zymosterol durch HSD17B7. Als Co-
Faktor dient auch hier NADPH/H".

Es konnte bereits gezeigt werden, dass sowohl die murine wie auch die humane 17f-
Hydroxysteroiddehydrogenase Typ 7 in der Lage sind, ERG27 in defizienten Hefestammen
zu ersetzen. Daher lag die Vermutung nahe, dass es sich bei der 17B-Hydroxy-
steroiddehydrogenase Typ 7 um das letzte bisher unbekannte Enzym der humanen
postsqualenen Cholesterinbiosynthese handelt (Breitling et al., 2001; Marijanovic et al.,
2003) (s. Abb. 2 und 6).

In einer spater erschienenen Veroffentlichung wurde das Substratspektrum der humanen
und murinen HSD17B7 erweitert. Neben der bereits bekannten Umwandlung von Estron zu
Estradiol wurde auch die Umwandlung von Dihydrotestosteron zu 5a-Androstan-33,173-diol
gezeigt. Zusatzlich wurden fir das humane Enzym die Umwandlung von Progesteron zu 4-
Pregnen-3f3-ol-20-on, sowie von 20a-Hydroxyprogesteron zu 4-Pregnen-3f3,20a-diol
beschrieben (Torn et al., 2003). Die Umsetzungsraten sind allerdings deutlich geringer als
bei Estron zu Estradiol. Somit scheint das Enzym neben der urspringlich entdeckten 17(3-
auch 3-Reduktase Funktionalitat zu besitzen. Diese Aktivitat wird auch fur die Umwandlung
von Zymosteron zu Zymosterol benétigt.

Das Gen fir die 17-B Hydroxysteroiddehydrogenase Typ 7 liegt sowohl im humanen wie im
murinen Genom auf Chromosom 1. Das menschliche Gen besteht aus 9 Exons und 8 Introns
und umfasst insgesamt 21,8 kb. Die Co-Faktor-Bindungsstelle ist auf Exon 1 und 2 kodiert,
das charakteristische NAG-Motiv auf Exon 3, Exon 5 enthalt das aktive Zentrum und auf
Exon 6 und 7 ist der fir die Membranassoziierung notwendige hydrophobe Bereich enthalten
(Breitling et al., 2001; Krazeisen et al., 1999). Uber die genomische Organisation des

murinen Gens war zu Beginn der Arbeit noch nichts bekannt.
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1.6. Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die umfassende funktionelle Analyse der 17(-
Hydroxysteroiddehydrogenase Typ 7, vor allem in Hinsicht auf die duale Funktionalitat des
Enzyms. Die beschriebene Beteiligung am Cholesterin- und Steroidstoffwechsel sollte durch
verschiedene Methoden bestatigt oder widerlegt werden.

Zu diesem Zweck sollte mit Hilfe der homologen Rekombination in embryonalen
Stammzellen eine hsd17b7-Knock-out-Maus generiert und charakterisiert werden. Aufgrund
der beschriebenen Beteiligung der Hsd17b7 an der postsqualenen Cholesterinbiosynthese
wurde ein vergleichbarer Phanotyp wie bei bare patches, striated oder tattered Mausen
erwartet. Mit Hilfe dieser Knock-out-Maus sollte der letzte noch fehlende Beweis fir eine
Beteiligung des Enzyms an der Cholesterinbiosynthese erbracht werden.

Desweiteren sollten mittels eines Yeast-Two-Hybrid-Experiments Proteininteraktoren der
Hsd17b7 wahrend der Embryonalentwicklung der Maus identifiziert werden. Aufgrund des
beschriebenen Expressionsmusters vor allem in neuronalem Gewebe und bestimmten
apoptotischen Regionen wurden dabei spezifisch neuronale oder an apoptotischen Vor-
gangen beteiligte Interaktoren erwartet.

SchlieBlich sollten durch eine umfassende Analyse der 5’-flankierenden Regionen
(Promotorbereiche) der Gene bei Mensch und Maus mit bioinformatischen und
experimentellen Ansatzen Einblicke in die transkriptionelle Regulation der Expression der
Gene gewonnen werden. Durch den Vergleich mit Promotoren verschiedener Gene des
Steroidstoffwechsels und der Cholesterinbiosynthese sollte eine Einordnung der HSD17B7 in

einen oder beide Stoffwechselwege ermdglicht werden.
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2. ERGEBNISSE

2.1. Versuche zur Generierung einer 173-Hydroxysteroid-

dehydrogenase Typ 7-Knock-out-Maus

Zur Untersuchung der verschiedenen Funktionen der 17B-Hydroxysteroiddehydrogenase
Typ 7, vor allem im Hinblick auf die duale Funktion des Enzyms im Cholesterin- und
Steroidhormonstoffwechsels, bot sich die Herstellung einer Knock-out-Maus an. Durch das
spezifische ,Ausschalten® eines Gens konnen, im Gegensatz zu Untersuchungen an
Zelllinien, die physiologischen Auswirkungen des Fehlens des entsprechenden Genprodukts
auf den gesamten Organismus analysiert werden. Dementsprechend sollte mittels des
Knock-outs die Analyse nicht redundanter Funktionen des Enzyms erfolgen.

Der Knock-out des 17B-Hydroxysteroiddehydrogenase Typ 7-Gens (hsd17b7) sollte mit Hilfe
homologer Rekombination in embryonalen Stammzellen erfolgen. Die Entwicklung der
generellen Strategie sowie die Durchfliihrung erfolgte im Wesentlichen nach Joyner (1993).
Der fiir diesen Ansatz benétigte Knock-out-Vektor (KO-Vektor) enthalt zwei Abschnitte der
Sequenz des auszuschaltenden Gens zur homologen Rekombination mit der nativen
Gensequenz bendtigt. Aus Grinden der spater notwendigen Genotypisierung sollten diese
Abschnitte (Arme) unterschiedlich lang sein. Generell gilt: je langer die Arme, desto hoher
die Wahrscheinlichkeit des Rekombinationsereignisses. Allerdings gestaltet sich die
Genotypisierung mittels PCR bei sehr langen Armen entsprechend schwierig. Daher wird
Ublicherweise ein kurzer Arm mit etwa 1-2kb und ein langer Arm mit etwa 5kb Lange
verwendet. Zwischen den beiden Armen befindet sich ein Antibiotika-Resistenzgen. Dieses
fuhrt nach erfolgter homologer Rekombination in embryonalen Stammzellen zur
Unterbrechung der nativen Gensequenz und verhindert damit die Bildung eines funktionellen
Genprodukts. Des Weiteren ermdglicht das Resistenzgen die Positivselektion der
embryonalen Stammzellen. Um phanotypische Auswirkungen des Resistenzgens zu
vermeiden, kann dieses von [oxP-Sites flankiert werden. Dies ermdglicht spater die
Entfernung des Gens durch die Cre-Rekombinase. Zum Nachweis der erfolgten homologen
Rekombination kann das Thymidinkinase-Gen (tk) verwendet werden. Dies befindet sich im
Vektor aulBerhalb der Region der Arme. Gibt man dem Zellkulturmedium ein Substrat der
Thymidinkinase zu (z. B. Ganciclovir), flihrt dies nur dann zum Tod der ES-Zellen, wenn das
funktionelle tk vorhanden ist. Dies ist z. B. bei zufalliger Integration des KO-Vektors ins
Genom, d. h. ohne korrekte homologe Rekombination, der Fall. Ein weiterer wichtiger

Bestandteil ist ein Antibiotika-Resistenzgen zur Selektion in Bakterien.
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2.1.1. Bestimmung der genomischen Organisation und Sequenzierung
der mhsd17b7

Fir einen gezielten Knock-out ist es notig, die genomische Struktur des Gens genau zu
kennen. Da zu Beginn dieser Arbeit das Genom der Maus noch nicht vollstandig sequenziert
und vom hsd17b7-Gen nur die codierende Sequenz und ein kurzes Stick des 5
untranslatierten Bereichs (5-UTR) bekannt war, wurde zunachst die genomische Struktur
des Gens bestimmt. Als Grundlage wurde dabei die Struktur des menschlichen Gens
verwendet (Krazeisen et al., 1999). Das menschliche Gen besteht aus 9 Exons und 8
Introns. Ausgehend von der Annahme, dass die Genorganisation in der Maus ahnlich ist,
wurden an den wahrscheinlichen murinen Exongrenzen Primer gelegt, um mit Hilfe der PCR
die ungefdhren IntrongréRen zu bestimmen. Als Template diente der PAC-Klon U75992
(RZPD). Tabelle 1 zeigt das Ergebnis. Auch das hsd17b7 Gen der Maus besteht aus
mindestens 8 Exons und 8 Introns. Die ungefahren IntrongréfRen und der Vergleich mit dem
menschlichen Gen sind in Tabelle 1 und Abbildung 7 dargestellt. Das murine Intron 8 konnte

aus dem zur Verfligung stehenden Material nicht amplifiziert werden.

Humane 173-HSD7 Murine 17B-HSD7

Intron 1 2 kb 1,7 kb
Intron 2 3 kb 1,5kb
Intron 3 1 kb 1,3 kb
Intron 4 1,6 kb 3,3 kb
Intron 5 3 kb 1,2 kb
Intron 6 0,8 kb 0,2 kb
Intron 7 1 kb 3,5kb
Intron 8 8 kb n. a.

Tabelle 1: Ungeféhre IntrongréfRen der humanen und murinen Hsd77b7 im Vergleich (n. a. nicht amplifizierbar).

1 2 3 4 5 6 7 8 9
—0———0H [ nHsorrsr
1 2 3 4 5 6 7 8
———000—_0—---- mhsd177

Abb. 7: Schematische Darstellung der genomischen Organisation der HSD17B7-Gene in Mensch und Maus.

Darstellung der Exons ist nicht mafistabsgetreu.
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Im nachsten Schritt wurde die Sequenzierung der Introns mit den PCR-Primern begonnen
und durch sogenanntes Primer Walking Schritt flr Schritt fortgesetzt. Zur Vermeidung
mdglicher Sequenzierfehler wurde die Sequenzierung bei auftretenden Unsicherheiten
sowohl in 5’- als auch 3’-Richtung durchgefuhrt und bei zweifelhaften Ergebnissen nochmals
wiederholt. Die Sequenzen samtlicher verwendeter Primer sind im Anhang aufgeflihrt.
Insgesamt wurden ca. 14 kb des Gens sequenziert, beginnend bei etwa 2kb strangaufwarts
des Startcodons bis hin zu Intron 8. Dabei stellte sich heraus, dass nicht die vollstandige
Gensequenz auf dem verwendeten PAC-Klon vorhanden ist und deswegen die Amplifikation
des Introns 8 nicht mdglich war. Fir die weiteren Experimente stellte dies jedoch kein
Hindernis dar. Die erhaltene Sequenz wurde vor der Veroffentlichung des Genoms der Maus
unter der Zugangsnummer @gi:20385195 in der NCBI Datenbank (www.ncbi.nlm.nih.gov)

hinterlegt.

2.1.2. Restriktionsanalyse

Zur Planung der Konstruktion der Knock-out-Vektoren, zur Auswahl eines verwendbaren
Vektorgrundgerists und der Genotypisierungsstrategie war es unabdingbar, die natirlich
vorhandenen Schnittstellen flr Restriktionsenzyme zu identifizieren. Dies geschah anhand
der gewonnenen Sequenzdaten mit Hilfe der Software Analyze.PPC (Soft Gene GmbH,
Daten nicht gezeigt). Aufgrund der Kompatibilitat der in der Gensequenz und dem Vektor
vorhandenen Schnittstellen wurde in der vorliegenden Arbeit der Vektor pKO Scrambler

NTKV1901 (Stratagene) als Grundgerist verwendet.

2.1.3. Allgemeine Strategie zur Konstruktion der KO-Vektoren

Das Ziel dieses Experiments war die vollstandige Eliminierung der Funktionalitat der 173-
Hydroxysteroiddehydrogenase Typ 7 der Maus. Zu diesem Zweck musste ein geeigneter
Bereich fir die Insertion des KO-Vektors im Genom identifiziert werden. Die Analyse des
Proteins zeigte, dass im Bereich von Exon 1 und 2 die Co-Faktor-Bindungsstelle, in Exon 5
das katalytische Zentrum und in Exon 6-8 der hydrophobe Bereich zur Assoziierung des
Proteins mit der Membran des Endoplasmatischen Retikulums codiert wird (Breitling et al.,
2001). Es wurden zwei Vektoren konstruiert, einer davon mit den beiden Reportergenen gfp
und /acZ, der andere ohne diese Gene. Der Grund fir die Verwendung des Vektors ohne
Reportergene war einerseits die Moglichkeit, dass das Vorhandensein der Reportergene
einen Phanotyp erzeugt, der nicht auf den Knock-out des hsd17b7-Gens zurlickzufiihren ist,
andererseits sollten technischer Schwierigkeiten vermieden werden, die durch die Gréle des
reportergentragenden Vektors bedingt sind. Aufgrund der Eigenschaften des Proteins und

der verwendbaren Restriktionsschnittstellen in der genomischen Gensequenz wurden die
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KO-Vektoren so konstruiert, dass es durch die homologe Rekombination zu einem
Austausch der nahezu vollstandigen Sequenz zwischen Exon 2 bis 3 durch das Neomycin-
Resistenzgen kommt. Bei einem Uberlesen der veranderten genomischen Region, d.h. bei
alternativem Splicing und einer Verknupfung der Sequenz von Exon 1 mit Exon 4, kann aus
der so entstandenen hsd77b7-mRNA kein funktionelles Protein gebildet werden, da
einerseits ein veranderter Leserahmen und andererseits keine funktionelle Co-
Faktorbindungsstelle entsteht. Der KO-Vektor mit den beiden Reportergenen wurde derart
zusammengeflgt, dass es zusatzlich zu einer inframe-Fusion der promotorlosen
Reportergene mit der verbliebenen codierenden Sequenz des hsd17b7-Gens kommt (Abb.
8). Dadurch stehen die Reportergene unter Kontrolle des nativen hsd17b7-Promotors. Dies
ermoglicht die gezielte Analyse des Genexpressionsmusters in der Knock-out-Maus. Um
Auswirkungen des Neomycin-Resistenzgens auf den Phanotyp der generierten Mause zu
verhindern, wurde das neo®-Gen in beiden Vektoren von loxP-sites flankiert. Dies ermoglicht

spater die Entfernung des Resistenz-Gens durch die Cre-Rekombinase.

1 2 3 4 5 6 7 a8
{1 {1 {1 {1 {1 [Hl {1
— tk = [Jk-Am | gfptacz I'”'Bo‘l O langerArm  [J-amp —
homologe * Rekombination
1 2 4 5 6 7 8
0 | gfoacz | neot—i] —H—

Abbildung 8: Nicht mafRstabsgetreue schematische Darstellung der Auswirkungen der homologen Rekombination
mit dem Reportergen-tragenden Knock-out-Vektor. Die Zahlen geben die entsprechenden Exons der hsd17b7 an.
Nach dem Rekombinationsereignis sind nur noch wenige Basen des Exons 2 enthalten (2’); Intron 2 und Exon 3

wurden durch die Reportergene gfp/lacZ und das von loxP sites flankierte neo” Gen ersetzt.

2.1.4. Konstruktion der KO-Vektoren

Zur Erzeugung einer hsd17b7-Knock-out Maus wurden, wie oben bereits erwahnt, zwei
Vektoren konstruiert. Der erste enthalt die oben (siehe 2.1.) beschriebenen Bestandteile, der
zweite enthalt zusatzlich eine inframe-Fusion von gfp und lacZ, die unter der Kontrolle des
nativen hsd17b7-Promotors steht.

Aufgrund der zusatzlichen Restriktionsschnittstellen innerhalb der gfp und lacZ Sequenzen

konnten die Reportergene nicht direkt in den KO-Vektor eingebaut werden. Daher wurde die
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inframe-Fusion der Gene mit der vorhandenen kodierenden Sequenz im kurzen Arm im
Vektor pGem Zf3(+) durchgefuhrt. Die so erhaltenene Sequenz wurde aus diesem Vektor
ausgeschnitten und anschlieend in den vorbereiteten KO-Vektor ligiert.

Der lange Arm der genomischen Sequenz wurde mittels PCR amplifiziert und Gber in den
Primern enthaltene Schnittstellen in den zuvor vorbereiteten Vektor ligiert. Die loxP-sites
waren jeweils in den verwendeten PCR-Primern enthalten oder wurden nachtraglich durch
QuikChange-Mutagenese eingefugt. Die Klonierungsstrategie ist am Beispiel des Vektors mit
den Reportergenen in Abb. 9 dargestellt.

i loxP/BamHI
ol OXFoam Hpal Bghl

kurzer Arm  gfpdacZ + — tk l-Lﬂec: —-amp —

6.,2kb 5,7kb

\

Sacll Sall SaclllloxP S/aiﬂ
— tk — kurzer Arm gfp/lacZ I— neo A-L amp — + langer Arm
. 11,9kb : : 4,8kb
loxP ’ loxP
— tk — kurzerArm  gfpAacZ \neo ( langer Arm —amp —
l 16,7kb

Abbildung 9: Klonierungsstartegie fir den Reportergen-tragenden Knock-out-Vektor

Die fertigen Vektoren wurden durch Restriktionsanalyse und Sequenzierung auf
Fehlerfreiheit Gberprift.

2.1.5. Genotypisierungsstrategie

Mit Hilfe der erstellten Restriktionskarte war es moglich, eine spezifische Geno-
typisierungsstrategie zu entwickeln. Dazu wurden zwei klassische Methoden eingesetzt,
PCR und Southern Blots. Die folgenden Abbildungen (10-12) zeigen die Strategie,
Abbildungen 13 und 14 ausgewahlte Resultate.
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Bipl Blpl
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Abb. 10: Darstellung der Genotypisierung mit Hilfe von Southern Blots. Durch die Insertion des neo™ Gens wird
eine zusatzliche Bipl Schnittstelle eingeflgt. Bindungsstelle der Southern Blot Sonden. Auf dem Vektor

enthaltene Sequenzabschnitte sind grau dargestellit.

5° Sonde 3 Sonde
23,1kb| — 23,1kb | —
9,4kb| — — 9,4kb| —
6,5kb| — 6,5kb| — —
4,4kb| — 4,4kb| —
2,3kb| — 2,3kb| —
WT KO WT KO
(++)  (+) (+/+)  (+]-)

Abb. 11: Schematische Darstellung der erwarteten spezifischen Banden des Southern Blots mit den beiden ver-
wendeten Sonden (in Abb. 10 gezeigt).

! 4 5 6 7
giodacz | neo 43 =—H

e

Abb. 12: Darstellung der Genotypisierung mit Hilfe der PCR. Da der Reverse-Primer innerhalb von gfp bindet,

kann nur in Zellen mit erfolgreicher homologer Rekombination ein PCR-Produkt nachgewiesen werden.
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2.1.6. Transfektion embryonaler Stammzellen

Embryonale Stammzellen (ES-Zellen) des Typs TBV2 wurden mit 20 ug des jeweiligen
linearisierten Vektors durch Elektroporation transfiziert. AnschlieRend wurden die
Elektroporationsansatze 10 min auf Eis inkubiert und auf drei 10 cm Petrischalen mit
Feederzellen aufgeteilt. Nach 48 h Inkubation bei 37°C und 6% CO, wurde dem
Wachstumsmedium G418 zur Positiv- und Gancyclovir zur Negativselektion zugegeben.
Nach weiteren etwa 48 h begannen die ersten, mittlerweile zu Kolonien angewachsenen,
ES-Zellen zu sterben bzw. sich abzuldsen. Die Zellen wurden fur insgesamt sechs Tage in
Selektionsmedium belassen. Am 6. Tag der Selektion wurden die ubriggebliebenen an-
haftenden und morphologisch unauffalligen Kolonien mit Hilfe einer sterilen Pipettenspitze
abgenommen und auf 96-well-Platten mit Feederzellen Gberfihrt. Im ersten Versuch wurden
jeweils 4 96-well-Platten von den beiden Ansatzen (Vektor mit bzw. ohne Reportergene)
beimpft. Leider stellte sich bei der anschlielenden Genotypisierung durch PCRs und
Southern Blots heraus, dass kein einziger Klon den Knock-out-Vektor an der gewinschten
Stelle im Genom trug. Daher wurde die Elektroporation der ES-Zellen mit dem Reportergen-
tragenden KO-Vektor wiederholt. Diesmal wurden sechs 96-well-Platten beimpft und 7 Tage
im Selektionsmedium inkubiert. Von den 576 gepickten ES-Zell-Klonen konnte bei einem
mittels PCR und Southern Blot eine korrekte homologe Rekombination nachgewiesen

werden (Abb. 13 und 14). Dieser Klon wurde flir die Blastozysteninjektion kultiviert.

A B
o e e e S - -
o — . 10k —
8k -
6k — ok —
sk — 5 —
4k = 4k —
3.5k — 3.5k —
3k — 3K —
M12 345 678 M 12345678

Abb. 13: Ergebnisse des Southern Blots mit 5’Sonde (A) und 3'Sonde (B) mit ausgewahlten transfizierten
Stammzellklonen. Bei allen Klonen ist die Wildtypbande gut zu erkennen (bei etwa 13kb). Einer der Klone (4)

zeigt bei beiden Blots eine zusatzliche Bande.
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3k —
2k —

1.5k —
1k —

I

M 3 4 5 6 7 8

Abb. 14: Ergebnis der Genotypisierung mittels PCR. Nur einer der getesten Klone (4) zeigt ein positives Ergebnis.

Dieser entspricht dem in den Southern Blot identifizierten Klon.

2.1.7. Blastozysteninjection und Embryonentransfer

Die Blastozysteninjektion und der Embryonentransfer wurden im Institut fir Entwicklungs-
genetik an der GSF in Neuherberg durchgefiihrt. Dabei wurde der Klon mit der verifizierten
Insertion auf gelatinisierten Kulturschalen kultiviert und nach Trypsinierung und Vereinzelung
der Zellen in Blastozysten von Mausstammen CD1, C57BL/6 und F1 injiziert. Anschlielend

wurden die behandelten Blastozysten in pseudoschwangere CD1-Weibchen transferiert.

2.1.8. Mauszucht

Die aus der Blastozysteninjektion und dem anschlielenden Transfer hervorgegangen
chimaren Mannchen wurden ab dem Alter von etwa 7 Wochen mit Wildtyp C57BL/6
Weibchen verpaart. Die daraus entstandenen Nachkommen mit brauner (Agouti) Fellfarbe
wurden mittels PCR und Southern Blots auf Tragen des Knock-out-Allels getestet. Dabei fiel
auf, dass nur Chimaren mit CD1-Hintergrund (ebenfalls Agouti) braune Nachkommen hatten.
Von uber 300 Nachkommen konnte bisher jedoch kein einziger Trager des Knock-out Allels
identifiziert werden. Aufgrund dessen wurde zusatzlich eine Transfektion mit Stammzellen
des Typs F1 durchgefihrt. Wiederum wurde der KO-Vektor mit den Reportergenen ver-
wendet. Diesmal konnten zwei positive Stammzellklone aus den 576 gepickten identifiziert
werden, wobei der eine allerdings durch ungewdhnliches Aussehen und Wachstums-
verhalten der Kolonien auffiel (es bildeten sich sehr schnell dunkle Kolonien mit ausge-
franster Morphologie, d. h. dass die Zellen wahrscheinlich ausdifferenziert waren). Daher
wurde nur der andere Klon in Blastozysten injiziert. Die aus dem folgenden Transfer ent-
standenen chimaren Mannchen wurden wie oben beschrieben mit C57BL/6 Weibchen
verpaart. Alle bisher getesteten Nachkommen tragen allerdings ebenfalls kein Knock-out
Allel. Die Zucht wird bis zum Tod bzw. dem Verlust der Fertilitdt der chimaren Mannchen

fortgeflhrt.
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2.2. Identifizierung potentieller Proteininteraktoren mit Hilfe des
Yeast-Two-Hybrid-Systems (Y2H)

Zur ldentifizierung potentieller Proteininteraktoren der Hsd17b7 wurde ein Yeast-Two-Hybrid
(Y2H) Experiment durchgefirt. Das Two-Hybrid-System ist ein eleganter molekular-
genetischer Ansatz, um Protein-Protein-Wechselwirkungen in vivo zu untersuchen. Ein Weg
zur ldentifizierung potentieller Proteininteraktoren ist das Mating. Zu diesem Zweck wurde
ein Fusionskonstrukt aus der DNA-Bindedomane des Hefe Transkriptionsfaktors Gal4 und
dem bekannten Protein, fir das Wechselwirkungs-Partner gesucht werden, hergestellt
(Koéder) und in einen haploiden MAT a Hefestamm transformiert. Ein zweiter Vektor enthalt
die Gal4 Transaktivierungsdomane und Sequenzen aus einer cDNA-Bibliothek (Beute). Er
wurde in den haploiden MAT o Hefestamm transformiert. Durch Co-Kultivierung beider
Stamme bildeten sich diploide Hefeklone, die sowohl den Kéder- als auch den Beutevektor
enthalten. Protein-Protein-Interaktionen konnten dann durch eine Aktivierung von Gal4-

responsiven Reportergenen nachgewiesen werden.

2.2.1. Klonierung der Kéderkonstrukte

Ein Teil der Aufgabe der vorliegenden Arbeit war die Suche nach potientiellen Interaktoren
der murinen 17B-Hydroxysteroiddehydrogenase Typ 7 wahrend der Embryonalentwicklung.
Zu diesem Zweck wurden zwei Kdderkonstrukte hergestellt. Eines mit der vollstandigen
kodierenden hsd17b7-Sequenz (pGBKT7-mhsd7-lang) und eine C-terminal verkirzte
Version (pGBKT7-mhsd7-kurz). Die verkiirzte Version (entspricht der in Marijanovic et al.,
2003 verwendeten Version) enthalt die Co-Faktor Bindungsstelle und das aktive Zentrum,
jedoch nicht den stark hydrophoben Teil, der fir die Membranverankerung verantwortlich ist.
Grund fir die Verwendung des verkirzten Konstrukts war, mdgliche, durch die
Hydrophobizitat bedingte, Probleme zu vermeiden. Als Beute wurde eine cDNA-Bibliothek

von Mausembryonen am Tag 11 der Entwicklung (d11) verwendet.

2.2.2. Transformation der Koderkonstrukte in S. cerevisiae AH109

Die Vorraussetzung flr ein erfolgreiches Mating mit dem MAT a Hefestamm Y187 ist die
Transformation des Kdderkonstrukts in den MAT a Hefestamm AH109. Die Transformation
der Koderkonstrukte pGBKT7mhsd7-lang und pGBKT7mhsd7-kurz in den Hefestamm
AH109 erfolgte wie unter 4.2.3. beschrieben. Die Kalkulation der Transformationseffizienz
ergab einen Wert von 13750 cfu/ug DNA. Da das Koéderplasmid pGBKT7 das Tryptophan-

Gen tragt, konnen die mit dem Koderkonstrukt transformierten Hefen auf SD-Medium ohne

34



Tryptophan wachsen. Zum weiteren Nachweis transformierter Hefeklone wurden mittels PCR
die Inserts (mhsd7-lang und mhsd7-kurz) direkt aus dem Hefezellysat amplifiziert und auf

einem 1% Agarosegel Uberprift (nicht gezeigt).

2.2.3. Test auf Selbstaktivierung des Kéderkonstrukts

Kdderkonstrukte kdnnen im Two-Hybrid-System nur dann eingesetzt werden, wenn sie nicht
selbst eines oder mehrere der Reportergene aktivieren. Die Folge ware sonst das Auftreten
falsch-positiver Interaktoren. Um dies auszuschliefden, wurden die mit pGBKT7-mhsd7-lang
und pGBKT7-mhsd7-kurz transformierten AH109-Hefeklone auf Agarplatten mit den
unterschiedlichen Selektionsmarkern ausgestrichen. Die Ergebnisse des Tests fasst Tabelle

2 zusammen.

SD-Trp SD-Trp/- SD-Trpl/- YPDA a-Gal-
His Ade Assay
Vektor in AH109 Wachstum | Wachstum | Wachstum | Wachstum | Ergebnis
pGBKT7-mhsd7-lang + - - + -
pGBKT7-mhsd7-kurz + (+) - + -

Tabelle 2: Wachstumsversuche mit den beiden Konstrukien in S. cerevisiae AH109. (+): sehr schwaches

Wachstum nach 10 Tagen feststellbar.

Wie in Tabelle 2 aufgefuhrt ist, zeigten die mit den Kdderkonstrukten pGBKT7-mhsd7-lang
und pGBKT7-mhsd7-kurz transformierten Hefen nur Wachstum auf YPDA-Vollmedium und
SD-Medium ohne Tryptophan. Das Wachstum auf tryptophanfreiem Medium wird durch das
entsprechende Gen auf dem Kodervektor ermdéglicht. Die Kdéderkonstrukte pGBKT7-mhsd7-
lang und pGBKT7-mhsd7-kurz konnten demnach die Reportergene nicht selbstandig

aktivieren und waren somit im Yeast-Two-Hybrid-Experiment einsetzbar.

2.2.4. Qualitative Uberpriifung der in Y187 vortransformierten Maus-d11-
cDNA-Bank

Die Verwendung von kommerziell erhaltlichen vortransformierten cDNA-Banken erfordert
einen besonders sorgsamen Umgang. Sie werden bei -80°C aufbewahrt. Da jedes Auftauen
und wieder Einfrieren die Lebensfahigkeit der vortransformierten Hefezellen um ca. 10%
vermindert, sollte dieser Vorgang mdglichst vermieden und vor jedem Mating der Titer

bestimmt werden. Dazu wurde ein Aliquot der in Y187 vortransformierte Maus-d11-cDNA-
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Bank in unterschiedlichen Verdiinnungen auf Agarplatten ohne Leucin ausgestrichen. Nach
viertagiger Inkubation wurden die Platten ausgezahlt. Der Titer sollte mindestens 5 x 10’
cfu/ml betragen. Der Titer der in Y187 vortransformierten d11-cDNA-Bank lag bei 2,5 x 10°

cfu/ml. Die cDNA-Bank war somit im Mating einsetzbar.

2.2.5. Mating

Mit dem Ziel, Proteininteraktoren der 17p3-Hydroxysteroiddehydrogenase Typ 7 wahrend der
Embryonalentwicklung zu finden, erfolgte ein Mating zwischen den in den MAT a Hefestamm
AH109 transformierten Kéderkonstrukten pGBKT7mhsd7-lang und pGBKT7mhsd7-kurz und
der in den MAT a Hefestamm Y187 vortransformierten Maus-d11-cDNA-Bank. Als
Beutevektor diente hierbei der Vektor pACT2. Beide Hefestdmme wurden miteinander co-
kultiviert und fir 24 h in YPDA-Volimedium inkubiert. In dieser Zeit erfolgte die Bildung
diploider Zellen, die das Adenin-, Histidin- und Mel1-Reportergen enthielten, und die
Expression der Plasmid-kodierten Kdéder- und Beute-Proteine. AnschlieBend wurde die
Hefezellsuspension auf insgesamt je 40 QDO-Platten ausplattiert. Ein Aliquot des
Kulturansatzes wurde zur Bestimmung der Mating-Effizienz auf Agarplatten ohne Leucin,
ohne Tryptophan und ohne Leucin und Tryptophan ausgestrichen. Die Kalkulation der
Matingeffizienz ergab einen Wert von 3,9%. Nach 3 Tagen wurden die ersten Hefekolonien
auf den QDO-Platten sichtbar. Am 14. Tag waren bereits 97 Klone vorhanden, und die
Kultivierung wurde beendet. Die Klone wurden nach ihrem Erscheinungsdatum geordnet auf
QDO-Sammelplatten Uberimpft. Die Bezeichnung der Hefeklone erfolgte nach ihrem

Erscheinungszeitpunkt. 5 der 97 Gberimpften Klone wuchsen nicht an.

2.2.6. Uberpriifung der a-Galaktosidaseaktivitét

Der a-Galaktosidasetest wurde zum Nachweis der Expression des Mel71-Reportergens
verwendet. Um die QDO-positiven Klone auf ihre a-Galaktosidaseaktivitat zu testen, wurden
von den QDO-Sammelplatten Kopien auf QDO-Platten mit X-a-Gal erstellt. Es wurden nur
Klone als Mel1 positiv gewertet, die innerhalb von 8 h Blaufarbung zeigten. Spatere
Farbungen gelten als unspezifisch (Mitteilung von Dr. Otterbach, Clontech). Insgesamt
konnten 11 der angewachsenen 92 Klone als a-Galaktosidase negativ identifiziert werden.
Das entspricht einem Prozentsatz von 12%. Da sie keine echten Interaktoren der mHsd17b7
darstellen kénnen, wurden sie von den weiteren Untersuchungen ausgeschlossen. Die a-
Galaktosidase-positiven Klone wurden zunachst in SD/-Trp, -Leu Flissigmedium tberimpft.

Spater wurden Glyzerinkulturen von ihnen angelegt.
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2.2.7. Isolierung der cDNA tragenden Plasmide

Um die mutmalllich positiven Klone analysieren und verifizieren zu kbénnen, war es
notwendig, zunachst die cDNA-tragenden Beuteplasmide aus den QDO und a-Galaktosidase
positiven Hefezellen zu isolieren. Zu diesem Zweck wurde zunachst von allen 81 QDO- und
a-Galaktosidase positiven Klonen eine Plasmidisolierung durchgefiinrt und die so erhaltene
DNA mittels Elektroporation in E. coli XL-1 blue Zellen transformiert. Da die aus den Hefen
isolierte DNA ein Gemisch aus Koéder- und Beuteplasmiden darstellte, enthielten die
Transformanden entweder das Beute- oder das Kodderkonstrukt. Die Wahrscheinlichkeit,
dass eine Bakterienzelle bei Transformation zwei oder mehr Plasmide aufnimmt, ist dulerst
gering. Die transformierten Bakterienzellen wurden auf LB-Medium mit Ampicillin
ausgestrichen. Da das Koéderplasmid Kanamycinresistenz, die Beuteplasmide jedoch
Ampicillin-resistenz  vermitteln, kann so eine Selektion auf Zellen erfolgen, die ein
Beuteplasmid aufgenommen haben. Die Transformation in E. coli XL-1 blue und Isolierung

von DNA konnte so bei 72 der 81 Plasmide erfolgreich durchgefihrt werden.

2.2.8. Sequenzierung der Beuteplasmide

Um das Leseraster und die Identitat der gefundenen mHsd17b7 Interaktoren festzustellen,
wurden insgesamt 72 Beuteplasmide am 5°-Ende mit einem pACT2 spezifischen Primer
ansequenziert. Insgesamt konnten im Rahmen der Arbeit die Sequenzen von 38
verschiedenen cDNAs ermittelt werden. Die Ergebnisse der Datenbankrecherche fasst
Tabelle 3 zusammen. Die einzelnen Klone sind nach ihrem Erscheinungsdatum sortiert. Bei
mehrfachem Auftreten ist jeweils nur der Erste aufgefiihrt. Die Tabelle enthalt nur bekannte
bzw. beschriebene Proteine. Die Interaktoren, die nur bei der verklrzten Version des

Proteins auftraten, sind am Ende der Tabelle aufgefiihrt und mit k-x bezeichnet.

cDNA Protein Ergebnisse der Datenbankrecherche
1 Synaptotagmin | Prasynaptisch, Exozytose
2 Filamin alpha Zytoskelett
3 proline-rich nuclear receptor coactivator 1 Transkriptionelle Regulation
4 meningioma expressed antigen 5 Protein mit Hyaluronidaseaktivitat
5 Sporulation-induced transcript 4-associated Keine Information verfigbar

protein, SAPLB homolog

6 similar to inner nuclear membran protein Keine Information verfigbar
MAN1
7 Syntaxin 3A Prasynaptisch, Exozytose
8 (3) | PTDOO08 integrales Membranprotein
9(4) | TMP21-1 (P23) Transmembranes Protein, Proteintransport
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10 Reticulon 3 Neuroendokrin-spezifisches Protein im ER
11 amyloid beta (A4) precursor protein Vorlaufer von AB, Alzheimer
12 replication factor C (activator 1) DNA-Replikation, ATPase
13 (2) | heat shock protein 105 (Hsp105) Chaperon
14 Nucleolar RNA-associated protein Spliceosom
15 Endoglycan Leukozyten-Adhasion
16 RNA binding motif protein (Rbm8) Spliceosom
17 (2) | solute carrier family 30 Zink-Transporter in Vesikeln
18 paired related homeobox 1 Transkriptionsfaktor, vor allem wahrend der
Entwicklung aktiv
19 Reticulon 4 Neuroendokrin-spezifisches Protein im ER
20 cAMP responsive element binding protein Transkriptionsfaktor
21 myeloid cell leukemia sequence 1 anti-apoptotisch
22 O-Linked N-acetylglucosamine (GlcNAc) Posttranslationale Modifikation von
transferase (OGT) Proteinen
23 timeless homolog Transkriptionsfaktor
24 delta-like 1 homolog (dlk) Transkriptionsfaktor
25 Eph receptor A7 Zellmigration und Axonausbildung
26 Heterogenous Nuclear Ribonucleoprotein A1 Spliceosom
27 Taged Zellmigration
28 Bri3-binding protein Keine Information verfligbar
29 ARP-1 Transkriptionsfaktor
30 UDP-glucose ceramide glucosyltransferase Sphingolipidsynthese
31 1-acylglycerolphosphate acyltransferase- Posttranslationale Modifikation von
epsilon Proteinen
32 thyroid hormone receptor associated protein 5 | Transkriptionelle Regulation
K-1 cofilin 1, non-muscle Zytoskelett
K-2 | microtubule-associated protein 1B Zytoskelett, Axonentwicklung
K-3 cytochrome b-245, alpha polypeptide Atmungskette
K-4 tesk1 Proteinkinase, inaktiviert Cofilin
K-5 | gap junction membrane channel protein alpha | Zell-Zell-Kontakt
K-6 HS1 binding protein Substrat von Tyrosinkinasen der Src-

Familie

Tabelle 3: Ergebnis der Auswertung der Sequenzierungen der identifizierten mHsd17b7-Proteininteraktoren. Die

Zahlen in Klammern geben an, wie oft diese Proteine als Interaktoren auftraten. K-x: nur beim Ansatz mit dem

verkirzten mHsd17b7-Konstrukt aufgetretene Interaktoren.
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2.2.9. Retransformation in AH109 zur Verifizierung positiver Interaktoren

Um die spezifische Interaktion der Interaktorenproteine aus dem Ansatz mit pGBKT7mhsd7-
kurz auch mit pGBKT7mhsd7-lang zu bestatigen, wurden die 6 Klone (K-1 — K-6) durch Co-
Transformation zusammen mit pGBKT7mhsd7-lang in AH109 getestet. Einerseits wurde das
Beuteplasmid zusammen mit dem Koédervektor pGBKT7 ohne Kdderinsert, andererseits
zusammen mit pGBKT7mhsd7-lang in AH109 transformiert. Die Transformation mit dem
leeren Koédervektor wurde durchgefiihrt, um unspezifische Interaktionen auszuschlieRen. Die
Transformationsansatze wurden zunachst auf Agarplatten ohne Leucin und Tryptophan
ausplattiert um auf Hefeklone zu selektionieren, die die jeweiligen Plasmide aufgenommen
haben. Jeweils 5 Klone wurden nach ihrem Erscheinen auf QDO-Platten mit X-o-Gal
Uberimpft. Nur wenn es sich um positive Two-Hybrid-Interaktoren handelt, kénnen die
Hefezellen wachsen und zeigen im o-Galaktosidase Test eine blaue Farbung.

Wie erwartet zeigten alle Beuteplasmide zusammen mit den leeren Kddervektoren keine
Aktivierung der Reportergene. Nach Co-Transfektion mit pGBKT7mhsd7-lang wuchs K-5
nicht an, K-3 zeigte keine Blaufarbung. Die entsprechenden Proteine sind also keine

Interaktoren der vollstdndigen mHsd17b7.
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2.3. Promotoranalyse in Maus und Mensch

Das Genom einer eukaryotischen Zelle enthalt in seiner DNA-Sequenz die Information zur
Herstellung tausender verschiedener Proteinmolekiile. Die Expression eines jeden Gens
wird von einem Promotor reguliert, der sich 5 vom Translationsstart befindet. Jeder
Promotor enthalt regulatorische Sequenzen, an die Transkriptionsfaktoren binden kénnen.
Mit Hilfe der transkriptionellen Maschinerie und deren Bestandteile ist es einer Zelle, einem
Organ oder einem ganzen Organismus mdglich, eine stringente Kontrolle der Expression
seiner einzelnen Gene aufrecht zu erhalten und auf verschiedene Bedurfnisse oder Reize
von aulen zu reagieren. Mit Hilfe der identifizierten TFs kdnnen oftmals Rickschlisse auf
die Funktion des Genprodukts gezogen werden.

Zur Untersuchung der Regulation der Expression der HSD17B7-Gene wurden die 5'-
flankierenden Regionen (Promotorregionen) der Gene bei Mensch und Maus mit bio-
informatischen und experimentellen Methoden untersucht. Mit Hilfe bioinformatischer
Methoden konnten zwar mogliche TF-Bindungsstellen, Promotormodule und sogar
regulatorische Netzwerke identifiziert werden, allerdings war ein Beweis flr die Funktionalitat
damit alleine nicht moglich. Aus diesem Grund mussten die Ergebnisse mit verschiedenen
experimentellen Ansatzen verifiziert werden. Dazu gehdrten DNasel Footprints, Gel- und
Supershifts sowie die Analyse verschiedener Deletionsmutanten.

Ein weiterer wichtiger Punkt war der Vergleich mit Promotorregionen anderer 17f3-
Hydroxysteroiddehydrogenasen, sowie verschiedener an der Cholesterinbiosynthese oder
am Steroidmetabolismus beteiligter Gene. Durch auffilige Gemeinsamkeiten bzw.
Unterschiede sollte nicht nur die Regulation der Transkription der murinen und humanen
HSD17B7 aufgeklart, sondern auch Hinweise auf die Funktion der Enzyme und eventuelle

Unterschiede zwischen Mensch und Maus gefunden werden.

2.3.1. Identifizierung des Transkriptionsstartpunkts

Da der Startpunkt der Transkription und der Translation eines Gens mitunter weit entfernt
voneinander liegen kdnnen und aufgrund der Moglichkeit der Existenz zweier oder mehrerer
Promotoren flr dasselbe Gen, ist die ldentifizierung des Transkriptionsstartpunkts zur
Lokalisation eines Promotors unumganglich. In der vorliegenden Arbeit wurden zu diesem

Zweck zwei verschiedene Methoden angewendet, Primer Extension und 5 RACE.
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2.3.1.1. Primer-Extension-Analyse

Die Primer-Extension-Analyse kann sowohl zur Lokalisation des 5’-Endes einer mRNA, und
damit des Transkriptionsstartpunkts, als auch zur Quantifizierung der mRNA verwendet
werden. Ein radioaktiv markiertes, und fir die zu analysierende mRNA spezifisches,
Oligonukleotid wird dabei von einer Reversen Transkriptase als Primer verwendet. Dadurch
wird die RNA in DNA umgeschrieben und anschlieRBend auf einem denaturierenden
Polyacrylamidgel analysiert. Die Lange der entstandenen DNA gibt die Anzahl der Basen
zwischen der markierten Base des Primers bis zum 5-Ende der RNA und somit den
Transkriptionsstartpunkt an. Die Intensitat der Banden erlaubt Rickschlisse auf die
vorhandene mRNA-Menge.

Fir die menschliche mRNA wurde ein zum Bereich -18/+4, fiir die murine zum Bereich -28/-8
(jeweils relativ zum Translationsstartpunkt) komplementarer Primer verwendet. Als Template
diente mit dem Rneasy Midi Kit (Qiagen) isolierte Gesamt-RNA aus HepG2 bzw. HEPA1-6
Zellen. Bei der Auswertung der Ergebnisse zeigte sich weder bei Maus noch bei Mensch
eine eindeutige, sondern ein Bereich mit mehreren Banden (bei Maus mit Lange 40-45bp,
bei Mensch 40-46bp, vgl. Abb. 15). AuRBerdem fiel auf, dass die humane HSD17B7 in

HepG2- starker als das murine Homolog in HEPA1-6-Zellen exprimiert wird.
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Abb. 15: Ergebnis der Primer-Extension-Analyse zur Bestimmung des 5-Endes (Transkriptionsstartpunkt) der
HSD7B7 in Mensch und Maus. M: Langenstandard; 1: Gesamt-RNA aus HEPA1-6-Zellen als Template; 2:
Gesamt-RNA aus HepG2-Zellen als Template. SB: Spezifische Banden; FS: freie (ungebundene) Sonde.
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Der Versuch wurde mehrmals wiederholt, wobei das Ergebnis stets ahnlich bis identisch war.
Somit lag der Verdacht nahe, dass es keinen eindeutig definierten, sondern mehrere nahe
beieinander liegende Transkriptionsstartpunkte gibt. Bei Berlcksichtigung der verwendeten
Primer ergeben sich Startbereiche von -41/-37 beim Menschen und von -52/-48 bei der
Maus. Die daraus resultierenden 5’-untranslatierten Regionen erschienen im Vergleich zu
anderen Genen als relativ kurz. Zur Bestatigung dieser Ergebnisse wurde auf eine weitere
Standardmethode zuriickgegriffen, die Rapid Amplification of 5° cDNA Ends (5° RACE).

2.3.1.2. 5 RACE

Eine weitere Methode zur Lokalisation des Transkriptionsstartpunkts ist das etwas
aufwendigere 5’-RACE Experiment. Auch hierbei wird Gesamt-RNA als Ausgangsmaterial
verwendet. Wie bei Primer Extensions wird auch hier ein fir die zu analysierende mRNA
spezifischer Primer (Sp1) verwendet. Mit Hilfe dieses Oligonukleotids und einer reversen
Transkriptase wird die mRNA in DNA umgeschrieben. Anders als beim Primer-Extension-
System wird die entstandene DNA nicht sofort analysiert. Zunachst wird an das 5’-Ende der
DNA wird mit einer terminalen Transferase ein sogenannter Anchor Primer angehangt.
Anschlielend wird eine PCR mit einem zu dem Anchor komplementaren Primer und einem
weiteren flr die zu analysierende, in DNA umgeschriebene, mRNA (Sp2) durchgefiihrt. Die
Verwendung dieses zweiten genspezifischen Primers (Sp2) erhdht die Spezifizitat.

Um eine Verfalschung der Ergebnisse durch die Instabilitdt von RNA-Molekilen zu
reduzieren, wurden die Ansatze jeweils zweimal durchgefiihrt (mit RNA-Templates aus
verschiedenen Praparationen). Die verwendeten Primer sind im Anhang aufgefuhrt. Die
entstandenen PCR Produkte wurden in den Vektor pCR2.1 kloniert. Sowohl bei Mensch als
auch bei Maus wurden von jedem Ansatz 20, also jeweils 40 pro Spezies, insert-tragende
Vektoren sequenziert. Wie aufgrund der Ergebnisse der Primer-Extension-Analyse zu
erwarten war, enthielten die Vektoren Fragmente mit unterschiedlicher Lange. Die
entsprechenden 5’ Enden liegen relativ nahe beieinander, weswegen von der Existenz eines
einzigen Promotors ausgegangen werden konnte. Die Ergebnisse sind in Abbildung 16

zusammengefasst.
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A

=80 1
GTGAGGCGGCCCGARATCGTAGGACTTCCG

-50 1 1 192 54 6 3 21 11
AAAGCAGCGGTGGCGTTTGCTTCACTGCTT

=20 1 1 +10
GGAAGTGTGAGTGCGCGAAGATGCGAAAGG

B

-80 11 1 1 3182
TCGAGGTGCGCGTGGTCACGGATCAAGGTT

50 34 23 1 1 2 11 11
CAGGCTAAGAGAACCCCGGTGCAGTTCTAC

=20 1 +10

1
TTCGGTGCAGGGCGTGGAAGATGCGGAAGG

Abb. 16: Darstellung der Ergebnisse der 5’RACE fir die menschliche (A) und die murine (B) Hsd717B7 mRNA.
Nummerierung der Basen relativ zum Startcodon (rot). Die Zahlen Uber den einzelnen Basen geben an, wie oft

diese Base dem 5’ Ende der umgeschriebenen mRNA entsprach.

Die Auswertung der Sequenzierungen zeigt, dass sich der Hauptstartbereich beim
Menschen bei -41/-33 befindet, bei der Maus bei -54/-45.
Nachdem nun die Transskriptionsstartbereiche bei Mensch und Maus bestimmt waren,

konnte mit einer eingehenden Analyse der Promotoren begonnen werden.

2.3.2. Dual Luciferase Assays (DLAs)

Zur Uberprifung der Genexpressionsrate, und damit der Promotoraktivitdt, wurde in der
vorliegenden Arbeit das Dual Luciferase Reporter Assay System der Firma Promega
verwendet. Dabei wird eine potentielle oder bekannte Promotorsequenz vor ein
promotorloses Reportergen kloniert (in diesem Fall die Firefly-Luciferase im Vektor pGL3-
Basic). Anhand der im Luminometer gemessenen Lichtstarke kann man die transkriptionelle

Aktivitat des einklonierten Promotors bestimmen. Das Elegante an dieser Methode ist, dass
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man neben dem Reporterkonstrukt einen zweiten Vektor in die zu untersuchenden Zellen
transfiziert. Dieser zweite Vektor tragt das Renilla-Luciferasegen, das unter der Kontrolle des
SV40-Promotors steht (Vektor pRL-SV40). Dieser Promotor sorgt fiir eine hohe konstitutive
Expression der Renilla-Luciferase, erlaubt damit auf einfache Weise Riickschlisse auf die oft
stark schwankende Transfektionseffizienz und reduziert durch eine Berechnung der
Verhaltnisse die Verfalschung der Ergebnisse.

Aufgrund des bekannten Expressionsmusters der 173-Hydroxysteroiddehydrogenase Typ 7
in Mensch und Maus wurden zur Analyse der Promotoraktivitdt die Zelllinien HepG2
(humane Leberzellen) und HEPA1-6 (murine Leberzellen) verwendet. Die Expression des
Gens wurde in beiden Zelllinien bereits nachgewiesen (Schertel, 2002). Als Kontrolle wurden
zusatzlich HeLa- und HEK293-Zellen verwendet, da in diesen Zellen die 17B-Hydroxysteroid-

dehydrogenase Typ 7 in geringerem Umfang exprimiert wird.

2.3.2.1. Optimierung der Transfektion

Zu Beginn mussten zunadchst die optimalen Bedingungen fiir die Transfektion der
verschiedenen Zelllinien bestimmt werden. In friiheren Zellkulturversuchen hatte sich bereits
das FuGene6-Transfektionsreagenz (Roche) fur diese Zellen bewahrt (Schertel, 2002).

Da sich jedoch jede Zelllinie bezuglich der optimalen Bedingungen fir die Transfektion
unterscheidet, mussten Versuchsreihen durchgefiihrt werden. Fir diese Vorversuche wurde
jeweils das Kontrollplasmid pRL-SV40 verwendet.

Es wurden verschiedene Verhaltnisse von Transfektionsreagenz (in pl) zu DNA-Menge (in
Hg) getestet (3:2; 3:1; 4:1; 6:1). Die Zellen wurden in 12-well Zellkulturplatten kultiviert und
bei etwa 50% Konfluenz mit den angegebenen FuGene/DNA Mischungen transfiziert. Nach
24 Stunden Inkubation wurden die Zellen lysiert, und die Luciferaseaktivitdt wurde im
Luminometer gemessen. Dabei stellten sich, wie zu erwarten war, gewisse Unterschiede

zwischen den einzelnen Zelllinien heraus. Abb. 17 fasst die Ergebnisse zusammen.
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Abb.17: Uberpriifung der Transfektionseffizienz in den verschiedenen Zelllinien mit unterschiedlichen

Mischungsverhaltnissen Transfektionsreagenz (ul) und DNA-Menge (ug). Weitere Erklarungen im Text.

Auffallig war, dass die Renilla-Luciferaseexpression in allen verwendeten menschlichen
Zelllinien deutlich héher als die in der murinen war. Desweiteren zeigte sich, dass das
optimale Verhaltnis FuGene6 zu DNA bei den menschlichen Zellen 3:1, bei HEPA1-6-Zellen
4:1 betragt.

Aufgrund dieser Ergebnisse und der generellen Empfehlungen in den Anweisungen des
Herstellers der Luciferase Assays (Promega) wurde daher fir die weiteren Versuche fir
HepG2, HEK293 und HelLa-Zellen eine Mischung von 1,5 ul FuGene6, 0,5 ug Testvektor-
DNA (Verhaltnis 3:1) und 0,025 ug Kontrollvektor-DNA, fir HEPA1-6 Zellen von 4
FuGene6, 1 ug Testvektor-DNA und 0,05 ug Kontrollvektor-DNA verwendet.

2.3.2.2. Minimalpromotor Feinkartierung

Minimalpromotoren befinden sich in den meisten Fallen in unmittelbarer Nahe zum
Transkriptionsstartpunkt der entsprechenden mRNA und enthalten viele bzw. alle zur
Expression des Gens notigen regulatorischen Sequenzen. Enhancer und Silencer kbnnen
sich jedoch auch weit davon entfernt befinden (bis zu mehreren Kilobasen). Mit Hilfe von 5’-
UTR Fragmenten verschiedener Lange (Abb. 18 und 19) sollte der Minimalpromotor beim
murinen und humanen Gen eingegrenzt bzw. identifiziert werden. Aufgrund der Existenz
mehrerer Transkriptionsstartpunkte sowohl beim menschlichen, wie auch beim murinen Gen,

bezieht sich die Nummerierung der Basen auf den Translationsstartpunkt.
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H1 (-2126/-1)
H2 (-2126/-976)
H3 (-1132/1)
H4 (-687/-1)
H5 (-592/-1)
H6 (-414/-1)
H7 (-329/-1)
H8 (-257/-1)
H9 (-202/-1)
H10 (-151/-1)
H11 (-99/-)

=
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Abb.18: Schematische Darstellung der verwendeten 5-Fragmente des humanen HSD17B7-Gens. Die

Nummerierung der Basen bezieht sich auf den Translationsstartpunkt.

wc] M1(-1859/-1)
uc| M2i-1859/-879)
uc| M3 (-891/-1)
uc| M4 (-457/-1)

c | M5(-350/-1)
M6 (-295/-1)
c | M7 (-195/-1)
M8 i-162/-1)
uc ] M9 (-90/-1)

|
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Abb.19: Schematische Darstellung der verwendeten 5'-Fragmente des murinen hsd17b7-Gens. Die

Nummerierung der Basen bezieht sich auf den Translationsstartpunkt.

Um mdglichst verlassliche und reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten, wurden zunachst
jedoch die Auswirkungen von Inkubationszeiten (Zeit nach der Transfektion) und Passagen-
zahl der einzelnen Zelllinien auf die Luciferaseaktivitat getestet. Fur diese Versuche wurden
jeweils die Testvektoren mit den langsten 5’-Fragmenten (M1 in HEPA1-6; H1 in HepG2,
HelLa und HEK293) unter den o.g. Bedingungen (s. 2.3.2.1.) in die Zellen transfiziert und die

Luciferaseaktivitat wurde analysiert.
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Abb. 20: Abhangigkeit der Inkubationszeit (Zeit zwischen Transfektion und Lyse der Zellen) auf die
Luciferaseaktivitat. RLU: Relativ Light Units.

Es zeigte sich, dass die Luciferaseaktivitat der getesteten Konstrukte sowohl in den
humanen als auch in der murinen Zelllinie nach einer 30-stiindigen Inkubation am starksten
war. Aus diesem Grund wurden alle nachfolgenden Versuche mit dieser Zeitspanne
durchgefuhrt. AuRerdem fiel auf, dass die Aktivitat in HEPA1-6-Zellen deutlich geringer als in
HepG2-Zellen war. Nicht nur die Transfektionseffizienz, auch die Promotoraktivitat ist in den
murinen Zellen geringer. Eine weitere wichtige Beobachtung ist, dass die Expressionsrate
der Firefly-Luciferase in den beiden anderen menschlichen Zelllinien (HEK293 und Hel.a)
deutlich niedriger ist.

Als letzter Vortest wurden die Auswirkungen der Anzahl der Passagen der Zelllinien auf die
Expression der Luciferase Uberprift. Zu diesem Zweck wurden alle oben genannten
Zelllinien nach unterschiedlicher Anzahl von Passagierungen mit den entsprechenden
Vektoren (H1 bzw. M1) transfiziert. Dabei zeigte sich, dass die Passagenzahl bei HEPA1-6-,
HEK293- und HelLa-Zellen kaum Auswirkungen hat, bei HepG2-Zellen jedoch ab der 15.
Passage die Luciferaseaktivitat nachlield (Abb.21). Daher wurden diese Zellen nur bis zur 12.

Passage fir die Luciferase Assays eingesetzt.
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Abb. 21: Abhangigkeit der Passagenzahl auf die Luciferaseaktivitat.

Nachdem nun die optimalen Bedingungen fiir den Dual Luciferase Assay bestimmt waren,
konnte mit der Analyse der Promoterregionen begonnen werden. Dazu wurden zunachst alle
oben beschriebenen Konstrukte zur Lokalisation der Promotoren eingesetzt. Um jedoch auch
erste Hinweise auf die Induzierbarkeit der Luciferaseaktivitdt durch die einzelnen Promotor-
fragmente zu erhalten und damit mdgliche Enhancer- oder Silencer-Elemente zu finden,
wurden die Testvektoren sowohl in Zellen, die in Vollmedium (10% FBS), als auch in Zellen,
die unter Serummangel (0,1% FBS) angezogen wurden, transfiziert. Mit diesem
Versuchsansatz sollten Fragmente, die regulatorische Transkriptionsfaktorbindungsstellen
enthalten, identifiziert werden. Eine Aussage Uber den AuslOser der gesteigerten Promotor-

aktivitat war damit allerdings nicht moglich.
Zur besseren Ubersicht werden die folgenden Abbildungen nicht in absoluten RLU-Werten

dargestellt, sondern in ein bestimmtes, bei der jeweiligen Abbildung beschriebenes,

Verhaltnis zueinander gesetzt.
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Abb. 22: Luciferaseaktivitat der 5’-Deletionsmutanten des humanen Promotors in HepG2 Zellen. Die Aktivitat des
langsten Fragments (H1) in Vollmedium wurde auf 100% gesetzt. Zusatzlich wurde der Testvektor (pGL3) ohne

Insert auf Aktivitat Gberprift.
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Abb. 23: Luciferaseaktivitat der 5’-Deletionsmutanten des murinen Promotors in HEPA1-6 Zellen. Die Aktivitat des
langsten Fragments (M1) in Vollmedium (10% FBS) wurde auf 100% gesetzt. Zusatzlich wurde der Testvektor
(pGL3) ohne Insert auf Aktivitat Gberprift.

Wie die Ergebnisse der Luciferase Assays zeigen, nimmt die Aktivitdt der Fragmente mit
Abnahme der Lange zunachst zu, um ab einem bestimmten Wert stark abzufallen. Mit
diesem Verlust geht auch die Induzierbarkeit der Promotoraktivitdt durch Serummangel

verloren. Die Promotorbereiche mit maximaler Aktivitat und Induzierbarkeit durch
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Serummangel befinden sich innerhalb weniger hundert Basen strangaufwérts vom Startpunkt
der Translation bzw. der Transkription. Bei der menschlichen HSD17B7 im Bereich von -414
bis -1, bei der murinen Hsd717b7 im Bereich von -295 bis -1 relativ zum Startcodon.

Zur Kontrolle wurden ausgewahlte humane Konstrukte auch in HelLa- und HEK293-Zellen

transfiziert. Abb. 24 und 25 zeigen die Ergebnisse.
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Abb. 24: Aktivitdt ausgewahlter Fragmente in HelLa-Zellen. Die Aktivitdt des langsten Fragments (H1) in
Vollmedium (10% FBS) wurde auf 100% gesetzt.
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Abb. 25: Aktivitdat ausgewahlter Fragmente in HEK293-Zellen. Die Aktivitdt des langsten Fragments (H1) in
Vollmedium (10% FBS) wurde auf 100% gesetzt.
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Es konnte gezeigt werden, dass die durch Serummangel bedingte Zunahme der
Luciferaseaktivitat in HeLa- und HEK293- deutlich schwacher als in HepG2-Zellen ist. Dies
war allerdings aufgrund des Expressionsmusters und der in der Literatur bisher
beschriebenen Funktionen der HSD17B7 auch erwartet worden. Jedoch ist sowohl die
basale, als auch die durch Serummangel induzierte Expression in HEK293-Zellen etwas
starker als in HelLa-Zellen. Der Unterschied zwischen den Fragmenten H8 und H9 ist bei

beiden Zelllinien geringer als in HepG2-Zelllen.

Zur weiteren Eingrenzung der Promotorbereiche wurden im Folgenden verschiedene 3'-

verkirzte Deletionsmutanten der Promotoren untersucht.

[Tuc] H6 (-414/-1)

~~Luc] H12 (-414/38)
~——{Tuc] H13(-414/-80)
———{Tuc] H14(-414/-128)

500 1

Abb. 26: Ubersicht der hergestellten 3’-Deletionsmutanten des humanen Promotors ausgehend von Fragment
H6.

200%
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= 100% - @ 10%
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H6 H12 H13 H14
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Abb. 27: Aktivitat der 3'-Deletionsfragmente des humanen Promotors in HepG2-Zellen. Die Aktivitat des
Fragments H6 in Volimedium (10% FBS) wurde auf 100% gesetzt.
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Abb. 28: Ubersicht der hergestellten 3'-Deletionsmutanten des murinen Promotors ausgehend vom Fragment M6.
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Abb. 29: Aktivitat der 3'-Deletionsfragmente des murinen Promotors in HEPA1-6-Zellen. Die Aktivitat des
Fragments M6 in Volimedium (10% FBS) wurde auf 100% gesetzt.

Die 3’-Deletionsmutanten zeigen, dass der Bereich der 5’-untranslatierten Regionen, d.h. der
Bereich zwischen Transkriptions- und Translationsstart ohne nennenswerte Funktion ist.
Werden die Bereiche jedoch weiter verkirzt, kommt es zu einer deutlich reduzierten
Luciferaseaktivitdt. Ein gewisses Mall an Induzierbarkeit bleibt bei den humanen

Promotorfragmenten zunachst jedoch erhalten (H13 in Abb. 27).

2.3.3. Bioinformatische Analyse der potentiellen Promotorregionen:

Genomatixsoftware

Nach der Lokalisation der Promotoren bzw. der Transkriptionsstartpunkte mit Hilfe der
5’RACE und der Primer Extensions, sowie der Feinkartierung durch die Luciferaseassays
wurde die bioinformatische Analyse der Promotorrregionen mit Hilfe des GenomatixSuite
Software Pakets (Genomatix Software GmbH, www.genomatix.de) durchgefuhrt. Dieses

besteht aus mehreren Komponenten, folgende wurden in dieser Arbeit verwendet:
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Promoterinspector zur Identifizierung von potentiellen Promotoren, Matinspector zur
Identifizierung einzelner potentieller Transkriptionsfaktor (TF)-Bindungsstellen,
FrameWorker zum Vergleich von Promotorbereichen verschiedener Gene in einer Spezies

oder homologer Gene in unterschiedlichen Spezies.

2.3.3.1. Promotorlnspector

Um Hinweise auf die Lokalisation der Promotoren der murinen und humanen Hsd17b7 zu
finden und damit die Ergebnisse der experimentellen Feinkartierungsversuche bio-
informatisch zu bestatigen, sowie mogliche weitere vorhandene Promotoren zu identifizieren,
wurden die Bereiche von -1 bis etwa -5000 mit dem Programm Promoterinspector analysiert.
Mit dieser Software kénnen allerdings nicht alle Promotoren identifiziert werden. Nach
Angaben der Genomatix Software GmbH gelingt dies nur bei knapp 50% der Falle, ein
negatives Ergebnis bedeutet also nicht, dass in dem untersuchten Bereich kein Promotor
vorhanden ist. Allerdings kann bei einem positiven Suchergebnis mit hoher Wahr-
scheinlichkeit von der Existenz eines Promotors ausgegangen werden.

Die Analyse der humanen Sequenz gab keine Hinweise auf das Vorhandensein eines
Promotors. Anders bei der Maus, hier wurde die Existenz eines Promotors im Bereich von
-43 bis -247 relativ zum Startcodon vorhergesagt. Dies entspricht den Ergebnissen der

Feinkartierungsversuche.

2.3.3.2. Matlnspector

Fur die eingehende Analyse der durch die Luciferaseassays identifizierten Promotorregionen
wurde das Programm Matlinspector verwendet. Mit dieser Software kénnen anhand von
Sequenzahnlichkeiten  potentielle  TF-Bindungsstellen  identifiziert ~ werden.  Die
bioinformatische Analyse wurde mit den Bereichen durchgefuhrt, die die starksten
Luciferaseaktivitaten zeigten (H6 bzw. M6, Abb.30 und 31). Die Suche war erst jetzt sinnvoll,
da eine Analyse mit den etwa 2kb groRen 5-UTR Fragmenten jeweils mehr als 300
potentielle TF-Bindungsstellen ergab, die natlrlich nicht alle funktionell sein kénnen.
Zunachst wurde eine generelle Suche nach allen in der Datenbank vorhandenen
regulatorischen Sequenzen durchgefihrt. Aufgrund des bekannten Expressionsmusters und
der Verwendung von Leberzelllinien wurde schlieBlich besonders auf Bindungsstellen flr
leberspezifische und ubiquitére Transkriptionsfaktoren geachtet. Zur besseren Ubersichtlich-

keit wurden die Bindungsstellen nach den entsprechenden Transkriptionsfaktoren benannt.
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414 FXRE
GCAAAGAAGTGCCAATCTCAGGCECCAGEGCACAGAC COAGTEGCATETCACAS

- 361 HMF4
ATCCTGTCCTGEGTGCTAEGCCGGGTGAEGCCCCC&CCHEG&TTMG&TQ&G

-308
GCGCCCECTEAGCCCTAGEAAGCAGTEGACAGACACCTECEGOCTAGGCEGEAGCE

-255 CREBP SP1 VDR/
AGRAGAGCCTGGAATGGCTCCGEGCTTTECGTCARGCAGCTCCECCCOTCGET

202 RXR SREBF
leTATdTCACK CGAEGCCGTCTCCGAGGGCAGGGAACGGTTGGCGGAC TGAGAT]

148 NF-Y CREBP SP1
GATCAGCTCAGACTCGATGACHCAMCGEGAGGCGEEELGTGECCETA
-0 NF-Y
CTCTAATTGETGACGEETEAGGCGECCCEAAATCGTAGGACTTCCGAARGCAG
-43 +10

CEETEECETTTGCTTCACTGC TTGEAAGTGTGAGTGCECEAMGA TECEALRMGE

Abb. 30: Ergebnisse der bioinformatischen Analyse (Matinspector) des aktivsten Fragments des putativen
menschlichen HSD17B7 Promotors (H6). Bei den Bindungsstellen ist jeweils der Kern-Bereich angegeben. Die
Nummerierung der Nucleotide bezieht sich auf den Translationsstartpunkt (rot, kursiv). Der GC-Gehalt dieses
Bereichs betragt 63%.

-0a HMF4
CCAGCTCTGCCECCCECTTGCTTCACTCABAACARAGCCACCECCGCAGACTGE
265 SP1

GGEGCGECEACTECCTEEATTGECTATAGGACCCTTGTEGTCACGTEGECTICCGCC]
20 VOR/RXR  SREBP

CTCGGCCTATATCACE TCACCCEETCTGEECGTGCAGAGARGATGCCGAGTCGC
-147 NF-Y CREBP

AT TGEGEECCTAACGCGCEEACCEEATGACGCAGGAGAGETEEAGCCERECT
o NF-Y

GAGCCTTEAT TEATCRAGGTECECETGETCACGRATCAAGGTTCAGGCTAAGAG

-3g +15
AMCCCCEETGCAGT TCTACTTCGETGCAGGGCGTGEAAGA TECGEAMGETEETT

Abb. 31: Ergebnisse der bioinformatischen Analyse (Matinspector) des aktivsten Fragments des murinen
hsd17b7 Promotors (M6). Bei den Bindungsstellen ist jeweils der Kern-Bereich angegeben. Die Nummerierung
der Nucleotide bezieht sich auf den Translationsstartpunkt (rot, kursiv). Der GC-Gehalt dieses Bereichs betragt
61%.

Auffallend ist das Fehlen einer TATA-Box sowohl bei der humanen, als auch bei der murinen
HSD17B7. Auch der GC-Gehalt ist mit jeweils Uber 60% relativ hoch. Des Weiteren sind trotz
der vorhandenen Sequenzunterschiede zwischen Mensch und Maus einige gemeinsame
potentielle TF-Bindungsstellen vorhanden. Dazu gehéren jene fir HNF4 (Hepatic Nuclear
Factor 4), SREBP (Sterol Responsive Element Binding Protein), SP1, NF-Y (Nuclear Factor
Y), VDR/RXR (Vitamin D Receptor/Retinoic Acid Receptor Heterodimer), CREBP (cAMP
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Responsive Element Binding Protein). Wahrend bei der Maus die Bindungsstellen, auRer der
fur NF-Y, jeweils nur einmal entdeckt wurden, sind beim Menschen jeweils zwei potentielle
Bindungsstellen fir NF-Y, SP1 und CREBP vorhanden.

Der nur sehr geringe Aktivitatsunterschied zwischen den menschlichen Fragmenten H6 und
H7 gibt erste Anzeichen darauf, dass die Bindungsstelle flir FXRE, die nur beim Menschen
vorhanden ist, nicht funktionell ist. Des Weiteren fallt beim Vergleich der Promotorbereiche
auf, dass trotz nur geringer genereller Sequenzhomologie, die Bereiche -217/-193 des
Menschen und -210/-186 der Maus 100% identisch sind, was die Wahrscheinlichkeit fiir die
Funktionalitat erhoht. Diese Bereiche enthalten potentielle Bindungsstellen fir SP1,
VDR/RXR und SREBP. Aufgrund der Luciferaseversuche scheint dieser Bereich von
besonderer Bedeutung zu sein, da nur Fragmente, die diesen vollstandig enthalten, auf
Serummangel (0,1% FBS) mit erhdhter Luciferaseaktivitdt reagieren. Auch die basale
Luciferaseexpression (10% FBS) ist ohne diese Bereiche bedeutend schwacher (vgl. Abb.
22 und 23).

2.3.3.3. Vergleich mit anderen Genen: FrameWorker

Die FrameWorker Software dient dem Auffinden von Ahnlichkeiten bei der transkriptionellen
Regulation, sowohl zwischen demselben Gen in verschiedenen Spezies, als auch
verschiedener Gene in einem Organismus. Damit kénnen Ahnlichkeiten und Unterschiede in
der Zusammensetzung der regulatorischen Sequenzen verschiedener Promotoren gefunden
werden. Dies kann wertvolle Hinweise auf beteiligte Transkriptionsfaktoren geben, sowie die
Einordnung der Funktion der Genprodukte ermdglichen.

Der Vergleich der humanen und murinen HSD17B7 Promotoren mit denen verschiedener
anderer Gene des Cholesterin- und Steroidstoffwechsels ergab leider keine eindeutigen
Gemeinsamkeiten (bzw. mehr als zwei bei HSD17B7 bestatigte Bindungsstellen) mit der
HSD17B7, weder bei Mensch noch bei der Maus. Dasselbe gilt flir den Vergleich mit
anderen 17B-Hydroxysteroiddehydrogenasen. Ein anderes Bild ergab sich beim
Interspezies-Vergleich zwischen der HSD17B7 von Ratte, Maus und Mensch (Abbildung 32).
Die gefundenen Ergebnisse sind ein deutliches Anzeichen fir die Funktionalitat der

enthaltenen Bindungsstellen.
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459

Pag32a7 —
HSO1787 [__9
NT_004457 —_—
Homo sapiens ' '

489 bp

Pag326g —
Hsd17h?
NT_039185
Mus musculus
442 bp

Pag327L —
Hsd17h7
H_047399
Rattus norvegicus
401 bp

1060 bp YESPLF

Abb. 32: Darstellung des Ergebnisses der FrameWorker-Analyse der HSD17B7-Promotoren von Mensch, Maus
und Ratte. Die Bezeichnungen entsprechen folgenden Bindungsstellen: V$SP1F = SP1; VSCREB = CREBP;
VSPCAT=NF-Y; VSEBOX = SREBP; V$RXRF = VDR/RXR. Die Pfeile geben putative Transkriptionsstartpunkte

an.

2.3.4. Experimentelle Bestatigung der bioinformatischen Ergebnisse

Bioinformatische Methoden eignen sich hervorragend, um potentielle (!) regulatorische
Sequenzen und Regulationsschemen zu identifizieren. Allerdings ermdoglichen diese
Ergebnisse alleine keine Rickschlisse auf die tatsachliche in vivo Situation. Fur eine
funktionelle Bestatigung kann auf verschiedene Methoden zurlickgegriffen werden. Im
Folgenden sind die Ergebnisse der in der vorliegenden Arbeit durchgefihrten Experimente

dargestellt.

2.34.1. DNasel-Footprinting

Eine bewahrte und oft verwendete Methode zur Identifizierung von Transkriptionsfaktor-
Bindungsstellen in einem Promotorbereich ist das Dnasel-Footprinting. Diese Methode nutzt
die Tatsache aus, dass DNA, die durch Proteine gebunden ist, gegen den Verdau durch das
Enzym Dnasel geschutzt ist. Der Verdau von DNA mit dem Enzym Dnasel ergibt ein
charakteristisches Bandenmuster in einem Polyacrylamidgel. Durch das Fehlen von Banden
in Ansatzen mit Proteinen kann man Bereiche identifizieren (Footprints), an die diese
zugegebenen Proteine gebunden haben. Als Proteinquelle kann hierbei Kernextrakt oder
besser das gewlinschte gereinigte Protein eingesetzt werden. Allerdings ist die Durchfuhrung
eines Footprinting-Experiments aufgrund der schwachen DNA-Affinitat mancher

Transkriptionsfaktoren (z. B. SREBP) technisch nicht trivial.
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Als Test-DNA wurden PCR-Amplifikate entsprechend der Konstrukte H8 (257bp) und M6
(295bp) verwendet, die jedoch durch den vorhandenen ,Primeriberhang” (Schnittstelle + 4
zusatzliche Nucleotide) am 3’ Ende um 8 Basen verlangert waren.

Trotz mehrfachen Wiederholungen waren die Ergebnisse der Ansatze mit den Kernextrakten
nicht eindeutig auswertbar. Umso besser war das Ergebnis, als gereinigtes SP1 Protein
eingesetzt wurde (Abb. 33).

249 —

200 —

151
140

118 —

e | ———

100 —

66 — W— -

48 —
M 1 2

Abb. 33: Ergebnis des Dnasel-Footprints mit SP1 Protein und radioaktiv markietem DNA Fragment
entsprechend H8. M: Langenstandard, 1: Dnasel Verdau ohne Protein, 2: Dnasel Verdau mit Protein. Die Zugabe
von SP1 in Spur 2 fiihrt zu zwei Footprints (von 110-120 und 210-225).

Anhand des Footprintings konnte also gezeigt werden, dass im menschlichen Promotor,
genauer gesagt im Bereich von -1 bis -257, zwei Bindungsstellen fir SP1 vorhanden sind
(von 110-120 und 210-225). Diese sind, nach Abzug der oben beschriebenen zusatzlichen
Basen, entsprechend der bioinformatischen Vorhersage lokalisiert.

Fir den murinen Promotor wurde dieses Experiment nicht durchgefuhrt, da nur

menschliches SP1 zur Verfigung stand.

57



2.3.4.2. Auswirkungen verschiedener spezifischer Mutationen auf die

Luciferaseaktivitat

Zur Verifizierung der Funktionalitat verschiedener identifizierter regulatorischer Sequenzen
bzw. TF-Bindungsstellen wurden diese mittels der QuikChange Mutagenese verandert. Dies
geschah durch den gezielten Austausch von 2-4 Basen in der entsprechenden Bindungs-
stelle. Diese Anzahl war notig, da (im Gegensatz zu beispielsweise Restriktionsendo-
nucleasen) Transkriptionsfaktoren nicht nur an streng definierte Erkennungssequenzen
binden, sondern auch gewisse Abweichungen tolerieren. Dabei wurde besonders darauf
geachtet, dass moglichst konservierte Basen ausgetauscht und evtl. benachbarte bzw.
Uberlappende andere Bindungsstellen nicht beeinflusst wurden. Die tatsachlichen Aus-
wirkungen einiger Mutationen auf die Bindungsfahigkeit der entsprechenden Transkriptions-
faktoren wurden in Gelshift-Experimenten untersucht (s 2.3.4.6.). Als Ausgangspunkt wur-
den die Testvektoren mit der starksten Luciferaseaktivitat (H6 bzw. M6) verwendet. Die fur
die Mutagenese verwendeten Primer mit den jeweiligen Mutationen sind im Anhang auf-
gefuhrt.

Mit Hilfe dieses Ansatzes sollte auch die Art der Funktion in der transkriptionellen Regulation,
regulatorisch (induzierbar) oder basal, nachgewiesen werden. Zu diesem Zweck wurden die
Zellen sowohl in Vollmedium (10% FBS), als auch unter Serummangel (0,1% FBS)
angezogen. Die verschiedenen Deletionsmutanten (s. Abb. 34, 36, 38 und 40) wurden in die
entsprechenden Zellen transfiziert. Die Durchfliihrung entsprach den oben beschriebenen
Bedingungen. In HepG2- und HEPA1-6-Zellen wurden alle beschriebenen Konstrukte
getestet. Aufgrund der geringen Auswirkungen der Serummangelbedingungen wurden diese
Versuche nicht mit HEK293- und HelLa-Zellen durchgefiihrt.
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FXRE] [HNF4] [SP1IVDR/RXRISREBF] [NF-Y] [CREBF] [SF1) [NF-Y] [CREEF H6

[ERE [HNF4] [SPIVDRRXRISRERF] [NE-Y] CREBFSEINEYICREBPH Luc| | HEAFXRE
[EXRE] [E}¥%4] SPIVDRRXRISREEP] [NE-Y) CREBPISP1NEY) CREBPH— Luc | | HEAHNF4
[FXRE] [ANF4] (SRIIVOR/RXRISREBP] NF-Y] CREBF][SP1)[NF-Y) CREBP— Luc | | H6ASP1a
[FXRE] [ANF4) [SPAVORREXRISREBP] [NF-Y) CREBPISPT)[NF-Y)[CREBF— Luc | | H6AVDR

[EXRE] [HNF2) [SEIVORRXRISKRGF] NE-Y) CREEF|SPTNFYICREBE—{ Lue | | HBASREBP
[FXRE] [HNF4) [SPIVDRRXRISREEE] N3] CREBP) SP1NF-Y)[CREEP—] Luc| | HBANFYa
[FXRE] [HNF4] [SP] XRISREER) [NF-Y] [C3XEP [SP1l[NE-YI[CREEP Luc| | HBACREBPa

[EXRE] [HNE4) [SPIVDREXRISREEP] [NE-Y] CREEF SR NE-Y)[CREBPH—] Luc | | HB6ASP1b
[EXRE] [HNF4) [SPIVDRIEXRISREBP] [NE-Y] CREBFISE1 XY CREBFH— Luc | | HBANFYb
[EXRE] [HNF4] [SPIVDRRXRISREBP] [NF-Y] CREEPISP1NE-Y) CREEP— Luc] | HBACREBPD

Abb. 34: Ubersicht der hergestellten Einfach-Deletionsmutanten des humanen Promotors.
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Abb. 35: Ergebnisse der Analyse der Einfach-Deletionsmutanten des humanen Promotors in HepG2-Zellen. Die

Aktivitat des Wildtyp-Fragments (H6) in Volimedium (10% FBS) wurde auf 100% gesetzt.
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Die Ergebnisse lie3en zunachst folgende Schlusse zu:

1: Die Bindungsstellen fir FXRE, CREBPa und CREBPb sind ohne oder nur von geringer
Bedeutung flr die transkriptionelle Aktivitat.

2: Die Bindungsstellen fir HNF4, VDR/RXR, SREBP und SP1(b) sind eher flir das basale
Expressionsniveau verantwortlich (generelle Abnahme der Luciferaseaktivitat, Verhaltnis der
Zunahme durch Serummangel vergleichbar mit dem Wildtyp-Fragment).

3: Die Bindungstellen fir SP1(a) und NF-Y(a) haben eine wichtige Funktion fir die
Induzierbarkeit des Expressionsniveaus (durch Serummangel bedingte Zunahme der
Luciferaseaktivitat deutlich geringer als beim Wildtyp-Fragment).

4: Aufgrund des starken Anstiegs der Aktivitdt durch die Mutation in der Bindungsstelle fiir
NF-Y(b) liegt der Verdacht nahe, dass der entsprechende Transkriptionsfaktor negativ

regulierend wirkt.

Im Folgenden wurden die Auswirkungen von Mehrfach-Mutationen Uberprift. Zu diesem

Zweck wurden die in Abb. 36 dargestellten Mutanten hergestellt.

SRIVORRXESRELP H6AHNF4/SP1a

[FXRE] [}¥4) [SPAIVDMEXRISREEP] [NF-Y] CREBP][SP1) (NF-Y][CREBP H6AHNF4/VDR

[FXRE] []¥4] [SETVDOR/RXRISREEP] [NF-Y] CREEP)SF1 NF-Y[CREBP— Luc| | HBAHNF4/SREBP
[SPIIVOR/RXRISREEP] [N)Y] CREBF)SFT NEVIICREBR— Luc | | HEAHNF4/NFYa
SRIVORRXRISREEF] NKY) CREEFISF1NEYICREEF— Luc| | H6ASP1a/NFYa

[FXRE] [HNF4] [SR{[VDRRXRISKI€P] NF-Y) CREBP[SP1 [NF-Y] [CREBP H6ASP1a/SREBP

[FXRE] [HNF4] [SP1IVDR¥XRISREBP] [N)Y] CREBP][SP1) [NF-Y] CREBP H6AVDR/NFYa

[FXRE] 4] RIVDREXRISREEP] [NF-Y] CREEPSF1 RF-YICREBF— Luc| | HBAHNF4/SP1a/VDR
[FXRE] HXCE] SRXGP] (NF-Y) CREBP) 8P NF-Y)[CREBP— Luc | | HEAHNF4/SP1a/SREBP
[EXRE) FNES) (RIVORRXRISRREF] 19KY) CREEFISFT NEYICRERF— Lue] | HBASP1a/SREBP/NFYa

Abb. 36: Ubersicht der hergestellten Zwei- und Dreifach-Deletionsmutanten des humanen Promotors.
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Abb. 37: Ergebnisse der Analyse der Zwei- und Dreifach-Deletionsmutanten des humanen Promotors in HepG2-
Zellen. Die Aktivitat des Wildtyp-Fragments (H6) in Vollmedium (10% FBS) wurde auf 100% gesetzt.

Folgende Erkenntnisse ergeben sich bei der Auswertung von Abb.37:

1: Da alle Konstrukte mit Mutationen in SP1(a) oder NF-Y(a) deutlich schwachere
Reaktionen auf Serummangel zeigen (deutlich geringere Zunahme der Luciferaseaktivitat),
liegt die Vermutung nahe, dass die entsprechenden Transkriptionsfaktoren fur die Induzier-
barkeit verantwortlich sind, wobei die Mutation der SP1-Bindungsstelle etwas groRere
Auswirkungen zu haben scheint.

2: Die Kombination der Mutationen in SP1(a) und NF-Y(a) fihrt zu einem vollstandigen
Verlust der Induzierbarkeit (keine Zunahme der Luciferaseaktivitat unter Serummangel-
Bedingungen).

3: Die Auswirkung der Mutation in der HNF4-Bindungsstelle ist nicht ganz eindeutig.
Einerseits flhrt sie in manchen Konstrukten zu geringerem basalen Expressionsniveau,
andererseits in manchen zu geringerer Induzierbarkeit. In allen Fallen sind die Effekte zwar

signifikant, jedoch nicht sehr stark.

Zum Vergleich des murinen mit dem humanen Promotor wurden, sofern vorhanden, die

entsprechenden Bindungsstellen ebenfalls mutiert (Abb. 38).
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[HNF4) [SFIIVDR/RXRISREEF] [NE-Y] CREBF) NE-Y— Luc |
[SPIIVDR/RXRISREEP) [NF-Y] [CREBF] [NF-Y— Luc

[HNF4] [SEIIVDR/RXRISREEF] [NF-Y] CREBF] NF-Y—{ Luc |
[SPIIVDRRXRISREBP] [NF-Y] [CREBP] [NF-Y
[ANF4] [SE1VDR/RXRISRERP] [N} CREBP] NF-Y— Luc |
[ANF4) [SPIVORRXRISREEP [NF-Y] (RGP NF-Y— Luc |
[SPAVDRRXRISREBP [NF-Y] CREBP] KRY— Luc |

M6
M6AHNF4
MGASP1
M6AVDR
MG6ASREBP
M6ANFYa
M6ACREBP
MG6ANFYb

Abb. 38: Ubersicht der hergestellten einfachen TF-Deletionsmutanten des murinen Promotors.
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Abb. 39: Ubersicht der getesteten Einfach-Deletionsmutanten des murinen Promotors in HEPA1-6-Zellen. Die
Aktivitat des Wildtyp-Fragments (M6) in Vollmedium (10% FBS) wurde auf 100% gesetzt.

Die Auswertung der Ergebnisse der murinen Promotormutanten ergab folgende Gemeinsam-

keiten und Unterschiede zu den humanen:

1: Die Bindungsstelle fir CREBP scheint im murinen Promotor ebenso wenig wie im

humanen von Bedeutung zu sein.

2: Die Auswirkung der Mutationen in den Bindungsstellen VDR/RXR und SREBP sind mit
den humanen Ergebnissen vergleichbar und betreffen Uberwiegend die basale Expression.

3: Der Effekt der Mutation in NF-Y(b) ist &hnlich, aber eindeutig schwacher als im humanen

Promotor.

62

M6ANFYa

M6ACREBP
M6ANFYb

010%FBS
H0,1%FBS




4: SP1 (entspricht SP1(a) im humanen Promotor) und NF-Y(a) haben auch im murinen
Promotor eine wichtige Funktion fir die Induzierbarkeit.

5: HNF4 scheint beim murinen Promotor eine groRere Rolle als im humanen zu spielen.

Die folgende Abbildung gibt eine Ubersicht der hergestellten Mehrfach-Mutanten des

murinen Promotors.

(4] [3RIIVDRIRXRI SRE ] [NF-Y] [CREBP] NF-Y— Luc | | MBAHNF4/SP1
(K4 [SPIVDXEXRISREEP] [NF-Y] CREBP] RE-Y—{ tue| | M6AHNF4/VDR

[EPXE4] [SPTIVORRXRISEBEP] [NE-Y] CREBF] NEY— Luc | | M6AHNF4/SREBP
[DX(2] [SPIVORRXRISREBP] WY CREBP] NF-Y—{ Luc| | MBAHNF4/NFYa

SRIVDRRXRISREEF] [NF-Y] CREBF] NF-v+—] Luc| | MBASP1/SREBP
[FINF4] [{IVDRRXRISREBF] [{5Y] [CREBF] NEYH— Luc | | MBASP1/NFYa

[EINE4] [SPIVDREXRISRERP] 1Y CREBP] NE-YH— Luc | | MBAVDR/NFYa
[SETIVORRRXRISRREP) Y] CREEF] NE-Y— Luc | | MBASREBP/NFYa
[RF4) [SRIVORRXRISKEP] [y CREBP] WF-v—| Luc | | MBASP1/SREBP/NFYa

Abb. 40: Ubersicht der getesteten zwei- und dreifachen Deletionsmutanten bei der Maus.
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M6ASP1/SREBP/NFYa

Abb. 41: Ubersicht der getesteten zwei- und dreifachen Deletionsmutanten des murinen Promotors in HEPA1-6-
Zellen. Die Aktivitat des Wildtyp-Fragments (M6) in Volimedium (10% FBS) wurde auf 100% gesetzt.
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Die Auswertung der Versuche mit den Mehrfach-Mutanten ergab folgende Hinweise:

1: Auch beim murinen Promotor sind die Bindungsstellen fir SP1 und NF-Y(a) fir die
Induzierbarkeit von entscheidender Bedeutung, allerdings fiihrt die Doppelmutation nicht
zum vollstandigen Verlust derselben. Aulierdem erscheint hier der Effekt von NF-Y(a) starker
als beim humanen Promotor zu sein.

2: Der starkere Effekt der Mutation in HNF4 zeigt sich auch hier. Dieser scheint auf die

basale Expression beschrankt zu sein.

2.3423. Einfluld verschiedener Medienzusammensetzungen und Zusatzstoffe

auf die transkriptionelle Aktivitat der HSD17B7-Promotoren

Um Hinweise auf die Funktion der 17B-Hydroxysteroiddehydrogenase Typ 7 zu finden,
wurden verschiedene Promotorkonstrukte in Zellen, die unter verschiedenen Wachstums-
bedingungen kultiviert worden waren, getestet. Dazu wurden verschiedene Seren und
Zusatzstoffe dem Nahrmedium zugegeben. Neben dem bereits oben verwendeten FBS
gehodrten dazu delipidisiertes FBS, delipidisiertes humanes, sowie delipidisiertes und
steroidfreies (im Folgenden nur ,steroidfrei“ genannt) humanes Serum.

Aufgrund der beschriebenen Beteiligung der Gene am Cholesterin- bzw. Steroidstoffwechsel,
wurden Cholesterin (Chol, 10 ug/ml) in Kombination mit 25-Dehydrocholesterin (25-Chol, 1,5
pg/ml), 7-Dehydrocholesterin (Provitamin D, 7-Chol, 2 pg/ml) und Estradiol (E2, 10 nM) als
Medienzusatze verwendet. Um weitere Hinweise auf mégliche Leber-spezifische Effekte zu
erhalten, wurden diese Versuche ebenfalls mit HEK293-Zellen durchgefiihrt.

Die Funktion der HSD17B7 ist u. a. die Umwandlung von Estron zu Estradiol, einer Eigen-
schaft die auch der HSD17B1 zugeschrieben wird. In der Literatur ist beschrieben, dass die
Expression der HSD17B1 in erheblichem Ausmal von den Transkriptionsfaktoren AP-2 und
CREBP beeinflusst wird (Piao et al., 1997). Zum Zwecke des Vergleichs der HSD17B7-
Promotoren mit dem des HSD17B71-Gens wurden die Auswirkungen der beiden
Transkriptionsfaktoren CREBP und AP-2 getestet. Daher wurde einerseits Forskolin
eingesetzt, das die Effekte von CREBP durch Erhéhung der intrazellularen cAMP-
Konzentration verstarkt. Zum anderen erfolgte ein Co-Transfektionsexperiment mit einem
AP-2-Expressionsplasmid (s. 2.3.4.4.).
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Abb. 42: Auswirkung verschiedener Medienzusatze auf die murine Promotoraktivitat. Die Aktivitat des Fragments
M6 in 10% FBS ohne Zusatze wurde auf 100% gesetzt.
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Abb. 43: Auswirkung verschiedener Medienzusatze auf die humane Promotoraktivitdt in HepG2-Zellen. Die
Aktivitat des Fragments H6 in 10% FBS ohne Zusatze wurde auf 100% gesetzt.
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Abb. 44: Auswirkung verschiedener Medienzusatze auf die humane Promotoraktivitat in HEK293-Zellen. Die

Aktivitat des Fragments H6 in 10% FBS ohne Zusatze wurde auf 100% gesetzt.

Die Auswertung der in den Abbildungen 42, 43 und 44 zusammengefassten Ergebnisse

fuhrte zu folgenden Schlissen:

1: Die Zugabe von Cholesterin und 25-Dehydrocholesterin zum Wachstumsmedium flhrt
zu einer deutlichen Abnahme der Promotoraktivitat in den Leberzellen. Der Effekt ist
beim humanen Promotor etwas starker.

2: 7-Dehydrocholesterin und Estradiol haben unter den getesteten Bedingungen kaum
Einfluss auf die Promotoraktivitat.

3: In HEK293-Zellen ist ebenfalls eine Abnahme der Luciferaseaktivitdt durch Zugabe
von Cholesterin messbar. Diese ist wesentlich geringer als in HepG2-Zellen. Die
Abhangigkeit der Promotoraktivitdt vom Cholesteringehalt im Medium scheint also leber-

spezifisch zu sein.
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Abb. 45: Auswirkung verschiedener Seren auf die murine Promotoraktivitat. Die Aktivitat der Fragmente in 10%

FBS wurde jeweils auf 100% gesetzt.
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Abb. 46: Auswirkung verschiedener Seren auf die humane Promotoraktivitat in HepG2-Zellen. Die Aktivitat der

Fragmente in 10% FBS wurde jeweils auf 100% gesetzt.
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Abb. 47: Auswirkung verschiedener Seren auf die humane Promotoraktivitédt in HEK293-Zellen. Die Aktivitat der
Fragmente in 10% FBS wurde jeweils auf 100% gesetzt. Die Zellen wuchsen in steroidfreiem humanem Serum

nicht an.

Die Auswirkungen der verschiedenen Seren auf die Promotoraktivitat in den Leberzellen (vgl.
Abbildung 45 und 46) erscheinen unerwartet hoch, sind sie doch um ein vielfaches hdher als
die durch Serummangel bedingten (Abb. 22 und 23). Dies liegt wahrscheinlich an den
schwer zu vergleichenden Wachstumsbedingungen. Wahrend die hier verwendeten Seren
lediglich arm an den hydrophoben Bestandteilen (Lipide bzw. Cholesterin und Steroide) sind,
sonst aber alle Bestandteile des unbehandelten Serums enthalten sollten, mangelt es den
Zellen in 0,1% FBS an vielen unterschiedlichen Stoffen. Dies zeigte sich auch an der deutlich
reduzierten Wachstumsrate der Zellen (nicht gezeigt). Dieser generelle Mangel fihrt
vermutlich zu der im Vergleich niedrigeren Induktion der Promotoraktivitat.

Auch bei diesem Versuchsansatz zeigen sich wiederum deutlich schwachere Auswirkungen
auf die Promotoraktivitat in HEK293- als in HepG2-Zellen.

Die Abbildungen 48 und 49 zeigen die Auswirkungen von Forskolin auf die Promotoraktivitat.
Die Zugabe von Forskolin fihrt zu einer deutlichen Steigerung der cAMP-Konzentration und
damit zu erhéhten Transkriptionsraten bei entsprechend beeinflussten Genen.

Fir diesen Versuch wurden die jeweiligen CREBP-Deletionsmutanten sowie die
entsprechenden Wildtyp-Konstrukte verwendet. Aufgrund der oben beschriebenen Versuche

mit diesen Deletionsmutanten wurden keine gréfieren Aktivitatsunterschiede erwartet.
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Abb. 48: Auswirkung verschiedener Forskolin Konzentrationen auf die human Promotoraktivitat in HepG2-Zellen.

Die Aktivitat der Fragmente in 10% FBS ohne Forskolin wurde jeweils auf 100% gesetzt.
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Abb. 49: Auswirkung verschiedener Forskolin Konzentrationen auf die murine Promotoraktivitat in HEPA1-6-

Zellen. Die Aktivitat der Fragmente in 10% FBS ohne Forskolin wurde jeweils auf 100% gesetzt.

Die Auswertung der Versuche mit Forskolin ergab sowohl bei Mensch als auch bei Maus nur
relativ geringe Auswirkungen dieser Substanz auf die Luciferaseexpression. Daher liegt der
Verdacht nahe, dass der cAMP-Signaltransduktionsweg (bzw. CREBP) die transkriptionelle
Regulation der humanen und murinen HSD17B7 kaum beeinflusst. Auch die Auswirkungen

der eingefugten Mutationen in die entsprechenden CREBP-Bindungsstellen sind als sehr
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gering einzustufen. Allerdings kdnnen sie den, wenn auch geringen, Effekt der Zugabe von
Forskolin nicht beseitigen. Dies flihrte zu der Annahme, dass die Unterschiede entweder auf
indirekte Wirkungen oder auf eine weitere, nicht identifizierte, CREBP-Bindungsstelle

zuruckzufihren sind.

234.4. Einfluss von Activator Protein 2 (AP2) auf die transkriptionelle Aktivitat

Der Einfluss von AP2 auf die transkriptionelle Aktivitat der Promotoren sollte mit Hilfe eines
Co-Transfektionsexperiments Uberprift werden. Im Gegensatz zu den Ubrigen Luciferase-
experimenten wurde hierbei neben den beiden sonst eingesetzten Luciferaseplasmiden ein
Expressionsplasmid fiir AP2 in die jeweiligen Zellen transfiziert. Anhand von Anderungen in
der Luciferaseaktivitat sollte so ein Nachweis Uber die Beteiligung von AP2 an der

transkriptionellen Regulation der Gene Uberprift werden.
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Abb. 50: Auswirkung durch AP2 auf den humanen Promotor. Unterschiedliche Mengen an AP2-

Expressionsplasmid wurden zusammen mit den beiden Luciferaseplasmiden in HepG2-Zellen transfiziert. Die
Aktivitadt der Fragmente ohne AP2 wurde auf 100% gesetzt.
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Abb. 51: Auswirkung durch AP2 auf den murinen Promotor. Unterschiedliche Mengen an AP2-
Expressionsplasmid wurden zusammen mit den beiden Luciferaseplasmiden in HEPA1-6-Zellen transfiziert. Die

Aktivitat der Fragmente ohne AP2 wurde auf 100% gesetzt.

Anhand der Luciferaseassays konnte gezeigt werden, dass die Co-Transfektion von AP2 nur
geringe Auswirkungen auf die transkriptionelle Aktivitat der Promotorfragmente hat. Sie flhrt
zu einer geringfligigen Abnahme der Luciferaseexpression. Die Ergebnisse flir den humanen
Promotor sind allerdings mit Vorsicht zu geniel3en, da das Expressionsplasmid die murine
Form von AP2 enthalt, jedoch lassen die vergleichbaren Ergebnisse bei Mensch und Maus
die gleichen Riickschlisse zu. Aufgrund dieser Ergebnisse ist davon auszugehen, dass AP2

— wenn Uberhaupt — nur eine untergeordnete Rolle bei der Regulation der HSD17B7 spielt.

2.3.4.5. Die Suche nach dem Ausloser der Induktion und den verantwortlichen

Transkriptionsfaktoren

Bisher konnte nachgewiesen werden, dass die Zugabe von Cholesterin und 25-
Dehydrocholesterin zum Wachstumsmedium mit 10% FBS deutlichere Auswirkungen als
Estradiol hat. Dies muss allerdings nicht bedeuten, dass Estradiol keinen Einfluss auf die
Genexpression hat. Mdglicherweise ist in Medium mit 10% FBS bereits ausreichend
Estradiol vorhanden, so dass durch weitere Konzentrationserhéhungen keine Reaktion mehr
erfolgt. Ferner konnte gezeigt werden, dass die Luciferaseaktivitat bei Wachstum der Zellen
in Medium mit delipidisiertem und steroidfreiem Serum erheblich zunahm. Da die Expression
vieler Gene durch die End-Produkt-Hemmung reguliert wird, lag es auf der Hand, Versuche

mit diesem Serum und den beiden vermeintlichen Produkten der HSD17B7 (Estradiol und
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Cholesterin) durchzufuhren. Fur diese Versuche wurden die Konstrukte H6 und M6 ver-
wendet. HepG2 und HEPA 1-6 Zellen wurden vor der Transfektion mit den entsprechenden
Promotorkonstrukten in Medium mit 10% steroidfreiem Serum kultiviert. Je nach Ansatz
wurde entweder eine Mischung aus Cholesterin und 25-Dehydrocholesterin, Estradiol oder

keinem von beidem zugegeben.
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Abb. 52: Auswirkungen von Cholesterin/25-Dehydrocholesterin und Estradiol auf die Promotoraktivitat in
Leberzellen in delipidisiertem und steroidfreiem Serum. Die Aktivitat der Konstrukte in Medium ohne Zusatzstoffe

ist jeweils auf 100% gesetzt.

Durch die in Abb. 52 aufgefiihrten Ergebnisse zeigt sich, dass die Zugabe von
Cholesterin/25-Dehydrocholesterin eine deutliche Abnahme der Promotoraktivitat zur Folge
hat. Wie bei den Versuchen zuvor (vgl. Abb. 42-45) ist, trotz der gleichen Tendenz, eine
deutlich schwéachere Reaktion des murinen Promotors zu beobachten. Erstaunlicherweise
fuhrt die Zugabe von Estradiol bei der HepG2-Zelllinie zu einer geringfiigig hoéheren
Luciferaseaktivitat.

Im Folgenden wurde durch den Einsatz verschiedener Mutanten versucht, die Beteiligung
der entsprechenden Transkriptionsfaktoren an den beschriebenen Effekten nachzuweisen.
Zu diesem Zweck wurden ausgewahlte Konstrukte denselben Bedingungen ausgesetzt.
Abbildung 53 zeigt die Ergebnisse flir murine, Abbildung 54 fir humane Mutanten.

Zusatzlich wurde dieser Versuch auch mit delipidisiertem FBS durchgefiihrt (Abb. 55 und
56). Dies geschah, um die Ergebnisse besser mit den unspezifischen Versuchen mit 0,1%
FBS (s. 0.) vergleichen zu kénnen bzw. Effekte durch den Einsatz von humanem Serum zu

vermeiden.
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Abb. 53: Auswirkungen verschiedener Mutationen in der murinen Promotorsequenz auf die cholesterinbedingte
Reaktion der Luciferaseaktivitdt in HEPA1-6-Zellen. Die Aktivitat der Konstrukte in steroidfreiem Medium ohne

Zusatz wurde jeweils auf 100% gesetzt.
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Abb. 54: Auswirkungen verschiedener Mutationen in der humanen Promotorsequenz auf die cholesterinbedingte
Reaktion der Luciferaseaktivitat in HepG2-Zellen. Die Aktivitdt der Konstrukte in steroidfreiem Medium ohne

Zusatz wurde jeweils auf 100% gesetzt.
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Die Ergebnisse der Analyse der Mutanten ergaben folgende Gemeinsamkeiten und

Unterschiede zwischen dem humanen und murinen Promotor:

1.

RLU

Wie bereits oben beobachtet, sind die beiden Bindungsstellen fir NF-Y(a) und SP1
bzw. SP1(a) beim Menschen, von entscheidender Bedeutung fiir die Induzierbarkeit
der Promotoraktivitdt durch Cholesterinmangel. Wahrend jedoch beim Menschen
durch die Doppelmutation keine Reaktion mehr auf die Zugabe von Cholesterin zu
erkennen ist, bleibt eine gewisse, wenn auch sehr geringe Induzierbarkeit bei der
Maus erhalten. Dies konnte auf die Beteiligung eines zusatzlichen Signals oder eines
weiteren Transkriptionsfaktors auf die Promotoraktivitat hindeuten.

In den vorangegangen Versuchen konnte gezeigt werden, dass funktionelle
Bindungsstellen fliir SREBP und SP1(b) flr die volle Aktivitdt der Promotoren nétig
sind. Allerdings bestétigt sich auch die vorherige Beobachtung, dass sie keine
(SP1(b)) oder nur geringe (SREBP) regulatorische Funktion besitzen.

Die Effekte der Mutation in der HNF4-Bindungsstelle sind messbar, aber nicht sehr

groB3. Sie fuhren zu einer leicht schwacheren Antwort auf die Zugabe von Cholesterin.
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Abb. 55: Vergleich der Auswirkungen von verschiedenen TF-Bindungsstellenmutanten auf die Induktion der

humanen Promotoraktivitat in HepG2-Zellen durch Cholesterinmangel. Die Aktivitat der Konstrukte in Medium mit
Chol/25-Chol wurde auf 100% gesetzt.
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Abb. 56: Vergleich der Auswirkungen von verschiedenen TF-Bindungsstellenmutanten auf die Induktion der
murinen Promotoraktivitat in HEPA1-6-Zellen durch Cholesterinmangel. Die Aktivitat der Konstrukte in Medium
mit Chol/25-Chol wurde auf 100% gesetzt.

2.3.4.6. Nachweis der Bindung von Transkriptionsfaktoren an entsprechende

Bindungsstellen: Gelshifts und Supershifts

Gelshifts, auch Electro-Mobility-Shift-Assays (EMSA) oder Gel Retardation Assays genannt,
sind eine bewahrte Methode, um DNA-Proteinbindungen nachzuweisen. Dabei wird die
Tatsache ausgenutzt, dass DNA, an die Protein gebunden ist, bei der Gelelektrophorese
langsamer wandert als ungebundene DNA. Ublicherweise wird doppelstrangige DNA mit
einer GrofRe von mindestens 20 bp verwendet, wobei langere Fragmente bessere Ergeb-
nisse ermoglichen, allerdings auch mehr unspezifische Bindungen zur Folge haben kénnen.
Um die Bindung eines Transkriptionsfaktors an die entsprechende potentielle Bindungsstelle
zu Uberprifen, kann entweder das gereinigte Protein oder ein Nuklearextrakt verwendet
werden. Im letzteren Fall muss das bindende Protein jedoch mit anderen Methoden
identifiziert bzw. verifiziert werden. Dazu werden im Allgemeinen Supershifts verwendet.
Dabei wird zusatzlich ein spezifischer Antikdrper gegen den gewlinschten Transkriptions-
faktor eingesetzt. Bindet dieser an den Protein-DNA-Komplex, fihrt dies zu einer weiteren
Verlangsamung der Wanderung im Gel (Supershift) und damit zum Nachweis des jeweiligen

Transkriptionsfaktors.
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Gelshifts wurden in dieser Arbeit verwendet, um die zuvor durch Mutationsanalyse erzielten
Ergebnisse zu bestatigen. Dies war notig, da TF-Bindungsstellen teilweise uberlappen und
die nachgewiesenen Effekte damit nicht zwingend durch das Ausschalten der gewilinschten
Bindungsstelle verursacht wird, bzw. verschiedene Transkriptionsfaktoren an dieselbe
binden kénnen. Fir die Gelshifts wurde Uberwiegend Nuklearextrakt verwendet, lediglich
SP1 und VDR standen als gereinigte Proteine zur Verfligung. Um eine héhere Konzentration
der Transkriptionsfaktoren zu erhalten, wurden die Nuklearextrakte aus Zellen, die in unter
steroidfreien Bedingungen kultiviert wurden, prapariert. Bei Verwendung eines Nuklear-
extrakts kommt es allerdings zum Auftreten von unspezifischen Bindungen, die teilweise
auch durch den Einsatz von unspezifischer Kompetitor-DNA nicht zu vermeiden sind. Ein
weiteres Problem dabei ist, dass die optimalen Bindungsbedingungen fiir jeden
Transkriptionsfaktor unterschiedlich sind und empirisch bestimmt werden missen. Durch die
unterschiedlichen Pufferkomponenten kommt es zum unterschiedlichen Aussehen der Shifts.
Die jeweiligen Bindungsbedingungen sind ebenso wie die verwendeten DNA-Proben im
Anhang aufgefuhrt. Jedes Gelshift-Experiment bestand aus mehreren Ansatzen, die bei der
jeweiligen Abbildung angegeben sind; dazu gehéren: 1. biotin-markierte doppelstrangige
DNA-Sonde ohne Protein; 2. markierte DNA-Sonde mit Nuklearextrakt oder spezifischem
Protein; 3. wie 2., zusétzlich mit einem 300-500molaren Uberschuss an unmarkierter DNA-
Sonde als Kompetitor zum Nachweis spezifischer Bindungen; 4. wie 2., zuséatzlich mit einem
300-500molarem Uberschuss an unmarkierter DNA-Sonde, die die selben Mutationen wie in
Abschnitt 2.3.4.2. beschrieben trug; 5. wie 2., zusatzlich mit spezifischem Antikorper.

Die Verwendung des mutierten Kompetitors erfolgte, um dadurch den Verlust der Fahigkeit
der einzelnen Transkriptionsfaktoren, an die entsprechenden Bereiche zu binden
nachzuweisen, und damit die zuvor beschriebenen Auswirkungen der Mutationen den ent-
sprechenden Proteinen zuschreiben zu kénnen. Banden, die trotz Zugabe des unmarkierten

Kompetitors auftraten, sind als unspezifisch anzusehen.
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Abb. 57: Gelshifts mit SP1 Protein. (A) DNA-Sonde mit SP1-Bindungsstelle entsprechend Position -214/-208
(SP1a) im humanen Promotor; Spur 1: ohne Protein, 2: mit Protein, 3: mit unmarkiertem Kompetitor, 4: mit
unmarkiertem mutiertem Kompetitor, 5: mit Protein und SP1-spezifischem Antikdrper. (B) DNA-Sonde mit SP1-
Bindungsstelle entsprechend Position -113/-107 (SP1b) im humanen Promotor; 1: ohne Protein, 2: mit Protein, 3:
mit unmarkiertem mutiertem Kompetitor, 4: mit unmarkiertem Kompetitor, 5: mit 2 ug SP1 Antikorper.

S: Spezifische Bande; SS: Supershift.
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Abb. 58: Gelshift mit SP1 Protein. DNA-Sonde mit SP1-Bindungsstelle entsprechend Position -207/-201 im
murinen Promotor; Spur 1: ohne Protein, 2: mit Protein, 3: mit unmarkiertem mutiertem Kompetitor, 4: mit

unmarkiertem Kompetitor. S: Spezifische Bande; FS: Freie (ungebundene Sonde).

Die Gelshiftexperimente bestatigen das Ergebnis des Dnasel Footprints. Humanes SP1-
Protein bindet an beide bioinformatisch vorhergesagten Bindungsstellen im menschlichen
Promotor. Die in diesem Ansatz eigentlich nicht notwendigen Antikbrper wurden eingesetzt,

um deren Spezifitdt zu Uberprifen.
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In Abbildung 56 wird deutlich, dass das humane SP1-Protein auch an die vermutete Stelle im
murinen Promotor bindet. Die Ergebnisse zeigen auch, dass die eingefugten Mutationen in

den Bindungsstellen zu einem Verlust der Bindungsfahigkeit von SP1 fuhren.
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Abb. 59: Gelshift mit HepG2-Nuklearextrakt. Als DNA-Sonde wurden Fragmente verwendet, die die
Bindungsstellen fir NF-Y entsprechend den Bereichen -151/-147 (A) und -91/-87 (B) des humanen Promotors
enthalten. S: Spezifische Bande; SS: Supershift.
(A) 1: ohne Nuklearextrakt; 2: mit Nuklearextrakt; 3: mit unmarkiertem Kompetitor; 4: mit Nuklearextrakt und
2 pg NF-Y Antikérper; 5: mit 8 ug NF-Y Antikorper.
(B) 1: ohne Nuklearextrakt; 2: mit Nuklearextrakt; 3: mit unmarkiertem Kompetitor; 4: mit unmarkiertem

mutiertem Kompetitor; 5: mit 2 uyg NF-Y Antikérper

Das Ergebnis des Gelshifts zeigt, dass NF-Y an den Bereich -151/-147 bindet. Die Zugabe
des Antikérpers fihrt zu einem Supershift und damit zum Nachweis des entsprechenden
Proteins. Im Gegensatz dazu, konnte zwar eine Bindung an den Bereich -91/-87
nachgewiesen werden, allerdings sind die geshifteten Banden deutlich schwacher. Des
Weiteren fUhrt die Zugabe von Antikérpern gegen NF-Y nicht zu einem Supershift. Da die
Spezifitat der Antikérper durch die Ergebnisse fir NF-Y (a) bestatigt werden konnte, fihrte
dies zu der Annahme, dass ein unbekanntes anderes im Nuklearextrakt vorhandenes Protein
an diesen Bereich bindet.

Im Falle des murinen Promotors konnte eine Bindung von NF-Y an die CCAAT-Box im
Bereich von -146 bis -142 gezeigt werden. Die Zugabe von NF-Y-spezifischem Antikérper
fuhrt zu einem Supershift (Abb. 60). Auch beim murinen Promotor konnte die Bindung an die

zweite CCAAT-Box (im Bereich -85 bis -81) nicht nachgewiesen werden. Im Gegensatz zum
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humanen Promotor konnten durch die Zugabe von Kernextrakt keine spezifischen Banden

erhalten werden (nicht gezeigt).
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Abb. 60: Gelshift mit HEPA1-6-Nuklearextrakt. DNA-Fragment enthalt NF-Y Bindungsstelle (entsprechend -146/-
142) im murinen Promotor. 1: ohne Protein; 2: mit Nuklearextrakt; 3: mit unmarkiertem Kompetitor; 4: mit
mutiertem unmarkierten Kompetitor; 5: mit 2 ug NF-Y Antikérper. S: Spezifische Bande; UB: Unspezifische
Bande; SS: Supershift.

Der Versuch, Proteinbindungen an den SREBP-enthaltenden Bereich in den Promotoren mit
DNA-Sonden mit einer Lange von 26bp nachzuweisen schlug zunachst fehl. Es traten nur
sehr schwache, kaum sichtbare Banden auf, die teilweise im ,Hintergrundrauschen”
verschwanden (nicht gezeigt). Eine mogliche Erklarung daflir ist die, in der Literatur
beschriebene, sehr schwache DNA-Bindung von SREBPs alleine (Shimano, 2001). Diese
bendtigen ,Helferproteine” wie z. B. SP1 oder NF-Y. Daher wurden diese Gelshifts mit einer
langeren Sonde, die neben der Bindungsstelle fiir SREBPs auch jene flir SP1(a) enthalt,
durchgefiihrt. Die verwendeten Sonden hatten eine Lange von insgesamt 44 Nucleotiden

(human) bzw. 43 Nucleotiden (murin).
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Abb. 61: (A) Gelshift mit HepG2-Nuklearextrakt. Als DNA-Sonde wurde ein Fragment verwendet, das die
Bindungsstellen fiur SP1(a) und SREBP des humanen Promotors enthalt. 1: ohne Nuklearextrakt, 2: mit
Nuklearextrakt; 3: mit unmarkiertem Kompetitor, 4: mit Nuklearextrakt und SREBP1 Antikdrper, 5: mit
Nuklearextrakt und SREBP2 Antikorper, 6: mit Nuklearextrakt und SP1 Antikérper, 7: mit unmarkiertem
Kompetitor der SP1-Bindungsstelle (entsprechend Abb. 57).

(B) Gelshift mit HEPA1-6-Nuklearextrakt. DNA-Sonde enthalt SREBP- und SP1-Bindungsstelle des murinen
Promotors. 1: Ohne Nuklearextrakt; 2: mit Nuklearextrakt; 3: mit unmarkiertem Kompetitor; 4: mit unmarkiertem
Kompetitor mit Mutationen in SP1-Bindungsstelle (entsprechend Abb. 58); 5: mit Nuklearextrakt und SREBP1
Antikorper; 6: mit Nuklearextrakt und SREBP2 Antikorper.

UB: unspezifische Bande; S: spezifische Bande; SS: Supershift; FS: freie (ungebundene) Sonde.

Die Ergebnisse der Gelshifts zeigen, dass sowohl SREBP1 als auch SREBP2 an die
entsprechenden Bereiche in den Promotoren binden kénnen. Ferner scheint dabei die Hilfe
von SP1 nétig zu sein, da der Nachweis erst mit den langeren Sonden mdglich war. Bei der
Maus flhrt die Zugabe des Nuklearextrakts zu zwei spezifischen Banden, beim Menschen

nur zu einer.

Abbildung 62A zeigt die Bindung von HNF4 an den entsprechenden Bereich im humanen
Promotor. Durch den Antikoérper-bedingten Supershift konnte der Transkriptionsfaktor
nachgewiesen werden. Aullerdem zeigt die Zugabe von mutierter Sonde in Spur 4 den

Verlust der Bindungsfahigkeit an diesen Bereich.
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Abb. 62: (A) Gelshift mit HepG2-Nuklearextrakt. DNA-Sonde mit HNF4-Bindungsstelle entsprechend dem Bereich
-322/-310 des humanen Promotors. 1: mit Nuklearextrakt; 2: mit unmarkiertem Kompetitor; 3: mit Nuklearextrakt
und HNF4 Antikdrper; 4: mit mutiertem unmarkiertem Kompetitor.

(B) Gelshift mit HEPA1-6-Nuklearextrakt. DNA-Sonde mit HNF4-Bindungsstelle im murinen Promotor.

1: ohne Extrakt; 2: mit Extrakt; 3: mit unmarkiertem Kompetitor; 4: mit unmarkiertem mutiertem Kompetitor.

S: Spezifische Bande; UB: Unspezifische Bande; SS: Supershift.

Bei der Maus konnte zwar die Bindung eines Proteins an den HNF4-entsprechenden Bereich
nachgewiesen werden (Abb. 62B), allerdings gelang es trotz mehrfacher Versuche nicht,
einen Antikorper-bedingten Supershift zu erhalten. Mogliche Erklarungen dafir sind, dass
entweder die verwendeten Antikbrper gegen humanes HNF4 die murine Variante nicht
binden konnen, oder ein anderes, unbekanntes Protein an diesen Bereich bindet. Fur die
oben beschriebenen Effekte ist die Mutation der Bindungsstelle verantwortlich, da sie die

Bindung nicht verhindern kann.

Zu guter Letzt wurde die Bindung von VDR/RXR an die entsprechende Stelle in den
Promotoren Uberprift. Das Problem dabei war, dass diese mit den Bindungsstellen fir
SREBP Uberlappen. Es gelang trotz mehrfacher Versuche nicht, die Bindung von VDR/RXR
in Ansatzen mit Nuklearextrakt durch Supershifts nachzuweisen. Daher wurde auf
rekombinantes gereinigtes VDR-Protein zurtckgegriffen. VDR bindet normalerweise

zusammen mit RXR an die entsprechenden Stellen der Promotoren. Eine zwar schwachere,
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aber dennoch nachweisbare Affinitdt von VDR alleine an entsprechende DNA-Abschnitte

konnte in friheren Experimenten bereits gezeigt werden (Erben et al., 2002).
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Abb. 63: Gelshift mit muirnem VDR-Protein. (A) DNA-Sonde enthalt VDR/RXR-Bindungsstelle im murinen
Promotor. 1: ohne Protein; 2: mit Protein; 3: mit unmarkiertem Kompetitor; 4: mit umarkiertem mutiertem
Kompetitor. (B) DNA-Sonde enthalt VDR/RXR-Bindungsstelle im humanen Promotor (entspricht der in Abb. 40
verwendeten). 1: mit Protein; 2: mit unmarkiertem Kompetitor; 3: mit 1 yg VDR-Antikérper; 4: mit unmarkiertem
mutiertem Kompetitor. S: Spezifische Bande; FS: freie Sonde; SS: Supershift.

Die Gelshift-Experimente mit VDR-Protein zeigen eine Bindung des Proteins an die
bioinformatisch vorhergesagten DNA-Abschnitte, in beiden Spezies treten zwei spezi fische
Banden auf. Allerdings ist die Bildung von DNA/Protein-Komplexen durch die Zugabe von
unmarkiertem Kompetitor nicht vollstdndig zu verhindern. Aufgrund der aber nur sehr
schwachen Signale ist dennoch von einer spezifischen Bindung auszugehen. Bei dem
Ansatz mit menschlicher DNA ist deutlich ein Supershiff zu erkennen (Spur 3). Eine
Erklarung, warum dieser nicht mit Kernextrakt zu erreichen war, ist moglicherweise darin zu
suchen, dass die Bindung des Antikorpers an VDR durch die Heterodimerisierung mit RXR
verhindert wird. Eine weitere Moglichkeit ist, dass VDR im Kernextrakt in zu niedriger

Konzentration vorhanden ist und daher mit der verwendeten Methode nicht nachweisbar war.
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3. DISKUSSION

3.1. Promotoranalyse

3.1.1. Die genomische Organisation der mhsd17b7 und Vergleich der

beiden humanen Kopien

Wahrend der Arbeit war bereits bekannt, dass das murine ebenso wie das humane
HSD17B7-Gen auf Chromosom 1 (1923) lokalisiert ist, obwohl in der Erstbeschreibung der
humanen HSD17B7 von Chromosom 10 (10q11) ausgegangen wurde (Krazeisen et al.,
1999). Es konnte gezeigt werden, dass das murine Gen ebenfalls aus 9 Exons und 8 Introns
besteht, auch die gesamte GroRe von etwas Uber 20kb ist vergleichbar (Abb.64). Die
Ahnlichkeit der Aminosauresequenz der Genprodukte betragt 74% (Krazeisen et al., ebd).

Wahrend bei der Maus kein Pseudogen entdeckt werden konnte (kurze Stiucke mit hoher
Sequenzhomologie sind dennoch auf anderen Chromosomen vorhanden, nicht gezeigt), sind
fur die humane HSD17B7 zwei beschrieben (in dieser Arbeit konnten auch im menschlichen
Genom mehrere kurze Sequenzabschnitte mit hoher Sequenzhomologie auf verschiedenen
Chromosomen in dieser Arbeit entdeckt werden, nicht gezeigt). Neben einem Pseudogen auf
Chromosom 1 (1944), dessen entsprechend codierende Sequenz viele Stopcodons enthalt
und somit nicht zu einem funktionellen Protein fihren kann (Torn et al., 2003), befindet sich
ein weiteres auf Chromosom 10 (10q11). Dies entspricht der Lokalisation des urspriinglich

von Krazeisen et al. (1999) beschriebenen Gens.
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Abb. 64: Schematische Abbildung der genomischen Organisation der HSD17B7 Gene in Mensch und Maus.
Zusatzlich ist das vermeintliche Pseudogen auf Chromosom 10g11 des Menschen abbgebildet. Dieses enthalt ein
Stopcodon in Exon 6(*). Die Zahlen Uber den einzelnen Darstellungen geben die verschiedenen Exons an. Griin:
translatierte Bereiche, Turkis: untranslatierte Bereiche. Die Organisation des weiteren Pseudogens auf

Chromosom 1944 wurde nicht bestimmt.



Ob das ,Pseudogen” auf Chromosom 10 zu einem funktionellen Protein fihren kann, ist bis
heute nicht bekannt, allerdings spricht einiges daflir. Die codierende Sequenz ist mit der auf
Chromosom 1 kodierten HSD17B7 nahezu identisch (98% Ubereinstimmung). Auch der
jeweilige potentielle Promotorbereich (der Bereich vom Startcodon etwa 400 bp
strangaufwarts) unterscheidet sich mit 99% Sequenzhomologie kaum (Abbildung 65) und
deutet somit auf eine sehr ahnliche bis identische transkriptionelle Regulation hin. Die

Mutationen betreffen keine der identifizierten TF-Bindungsstellen.

Chr.10: gcaatgaagtgccaatctcaggcgccagggcacagacccagtgcgtgtcacagatcctgt -364
PO PRRREEe e e e e e e e e e e e e e e el
Chr.1: gcaaagaagtgccaatctcaggcgccagggcacagacccagtgcgtgtcacagatcctgt -364
Chr.10: cctgagtgctaggccgggtgacgcccccaccaggattaaagatcaggggtccgectgagecc -304
TEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e v veeeeeee
Chr.1: cctgagtgctaggccgggtgacgcccccaccaggattaaagatcaggcgcccgectgagec -304
Chr.10: ctaggaagcagtgacagacacctgcgccaaggcggagcgagaagagcctggaatggctce -244
TEEEEEEEE e vrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Chr.1: ctaggaagcagtgacagacacctgcgcctaggcggagcgagaagagcctggaatggctcc -244
Chr.10: gggctttgcgtcacgcagctccgcccctcggectatctcacccgacgeccgtcteccgaggg -184
TEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e
Chr.1: gggctttgcgtcacgcagctccgeccctcggectatctcacccgacgecgtcteccgaggg -184
Chr.10: cagggaacggttggcggactgagattggagggatcagctcagactcgatgacgcaacggg -124
TEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e
Chr.1: cagggaacggttggcggactgagattggagggatcagctcagactcgatgacgcaacggg -124
Chr.10: aggcggggcgtggccgtactctgattggtgacgggtgaggcggecccgaaatcgtaggact -64
TEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e
Chr.1: aggcggggcgtggccgtactctgattggtgacgggtgaggcggcccgaaatcgtaggact -64
Chr.10: tccgaaagcagcggcggegtttgettcactgettggaagtgtgagtgcgcgaagatgecga -4

TEEEEEEEE e verrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Chr.1: tccgaaagcagceggcggtgtttgettcactgcttggaagtgtgagtgcgcgaagatgecga -4

Abb. 65: Vergleich der 5'-flankierenden Regionen der beiden hHSD17B7 Kopien auf Chromosom 1 und 10. Die
Nummerierung der Basen bezieht sich auf das Startcodon. Innerhalb des gezeigten Bereichs treten nur 5

Basenunterschiede auf.

Auffallig ist jedoch das Auftreten eines Stopcodons in Exon 6 (Abbildung 64). Das
moglicherweise translatierte Protein wiirde also sowohl die Cofaktor-Bindungsstelle (in Exon
1 und 2 kodiert), als auch das aktive Zentrum (in Exon 5 kodiert) enthalten. Der fir die
Assoziierung des Proteins mit der Membran des Endoplasmatischen Retikulums
verantwortliche hydrophobe Bereich (Exon 6-7) wirde jedoch fehlen. Bisher konnte jedoch
nicht gezeigt werden, dass diese verkurzte Variante tatsachlich translatiert wird. Weiter ist
unklar, ob das Fehlen des hydrophoben Teils Uberhaupt zu einem funktionellen Protein
fuhren kann. Es ware durchaus vorstellbar, dass es sich bei der verkirzten Variante um eine
zytoplasmatische Form der 17@-Hydroxysteroiddehydrogenase Typ 7 handelt, die aber
aufgrund der starken Ahnlichkeit zum kompletten Enzym bisher nicht entdeckt bzw.
beschrieben wurde. Sie koénnte andere Aufgaben erflillen, wahrend unterschiedlichen

Entwicklungsstadien oder durch noch nicht identifizierte spezifische Enhancer in
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unterschiedlichen Geweben exprimiert werden. Aktivitatsuntersuchungen und subzellulare
Lokalisationsstudien mit einer um 127 Aminosauren C-terminal verkirzten Version, die in
etwa der auf Chromosom 10 enthaltenen Variante entspricht, zeigten, dass diese keine
Aktivitat bezilglich Estradiol- oder Cholesterinsynthese hat und nicht am ER, sondern im
Zytoplasma lokalisiert ist (Marijanovic et al., 2003). Dies ist jedoch kein definitiver Beweis fiir
die fehlende Aktivitat des theoretischen endogenen Genprodukts. Mdglicherweise ist bei der
von Marijanovic et al. (ebd.) getesteten Variante (durch die Unterschiede in der
Aminosauresequenz zur auf Chromosom 10 kodierten Variante) eine Faltung zu aktivem
Protein nicht méglich.

Darliber hinaus wurde die Expression einer alternativ gespliceten Version der hHSD7B17
beschrieben. Diese unterscheidet sich durch das komplette Fehlen von Exon 6 und ein
abweichendes Expressionsmuster (Luu-The, 2001). Fir das daraus resultierende Protein
gelten dieselben Mutmalfiungen wie fiir die verklrzte Version. Da es aber hierbei nicht zu
einem vorzeitigen Translations-Stop kommt und die Exons 7, 8 und 9 enthalten waren, ist ein
funktionsfahiges Protein wahrscheinlicher. In bisherigen Experimenten in Bezug auf den
Steroidmetabolismus konnte jedoch keine Aktivitat dieser Version nachgewiesen werden
(Torn et al., 2003). Die entsprechend verkirzte mRNA konnte im Rahmen dieser Arbeit in
Leber- und Nierenzellen nicht nachgewiesen werden.

Nachdem die Zahl der sequenzierten und veréffentlichten Genome stetig zunimmt, konnte
die genomische Organisation des HSD17B7-Gens auch in anderen Spezies untersucht
werden. Diese entspricht im Schimpansen weitgehend der humanen. Die komplette
Genkopie ist ebenfalls auf Chromosom 1, das entsprechende ,Pseudogen® ebenfalls auf
Chomosom 10 lokalisiert. Die entsprechenden Schemata wurden nicht in Abb. 64
aufgenommen, da sie identisch mit der humanen sind. Bei der Ratte konnte, wie bei der
Maus, nur eine Kopie des Gens entdeckt werden, die Organisation entspricht dem murinen
Gen. Das bedeutet also, dass diese mdglicherweise funktionelle Genduplikation aus
evolutionarer Sicht zwischen Nagetieren und Primaten entstanden sein muss. Studien mit
weiteren Primatenspezies konnten in dieser Hinsicht Aufschluss geben. Dies ware aber erst

nach einer funktionellen Bestatigung des vermeintlichen Pseudogens (10g11) sinnvoll.

3.1.2. Die Aufklarung der transkriptionellen Regulation der humanen und

murinen 17B-Hydroxsteroiddehydrogenase Typ 7

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, stehen einer Zelle verschiedene Kontroll-
mechanismen der Genexpression zur Verfligung. Wahrend die meisten davon nicht unbe-
dingt in direktem bzw. erkennbarem Zusammenhang mit der Funktion eines Genprodukts

stehen, eignet sich die Analyse der transkriptionellen Regulation gut fiur die funktionelle
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Analyse eines Genprodukts. In der Literatur beschriebene Promotorstudien zeigen, dass
verschiedene Gene innerhalb eines Synthese- oder Stoffwechselweges haufig sehr ahnlich
reguliert sind. Daher sollte durch die Identifizierung und funktionelle Bestatigung der
beteiligten Transkriptionsfaktoren im Falle der 173-Hydroxsteroiddehydrogenase Typ 7 zu-
satzlich zur Aufklarung des transkriptionellen Regulationsmechanismus auch eine
funktionelle Einordnung des Enzyms in den Steroid- bzw. Cholesterinstoffwechsel erfolgen,
da die 17B-Hydroxsteroiddehydrogenase Typ 7 in beide Stoffwechselwegen eingeordnet
wurde. Kurz nach Entdeckung des homologen Rattenproteins (Duan et al., 1996) wurde die
murine 17B-Hydroxsteroiddehydrogenase Typ 7 (Hsd17b7) beschrieben (Nokelainen et al.,
1998). Als Funktion wurde in vitro die Umwandlung von Estron zum biologisch aktiveren
Estradiol nachgewiesen, einer Aktivitat, die auch der Hsd17b1 zugeschrieben wird. Somit lag
der Verdacht nahe, dass Ahnlichkeiten der transkriptionellen Regulation bei beiden Genen
auftreten sollten. Wie sich durch meine Arbeit zeigte, war dies nicht der Fall.

Zwei Jahre spater konnte das homologe Gen des Menschen und dessen genomische
Organisation beschrieben werden (Krazeisen et al., 1999). Allerdings wurde als genomische
Lokalisation Chromosom 10 angegeben. Spater stellte sich heraus, dass sich an dieser
Stelle ein vermeintliches Pseudogen befindet, das funktionelle Gen dagegen auf Chromosom
1. Dies ist insofern verwunderlich, da der fur die damaligen Untersuchungen herangezogene
und auch in der vorliegenden Arbeit verwendete PAC-Klon (LLNLP709105128Q2) die
HSD17B7-Version von Chromosom 1 enthalt. Einerseits ist dies zwar ein Zeichen fir die
groRe Ahnlichkeit der beiden Kopien, filhrte jedoch wahrscheinlich bei der Kartierung unter
Verwendung eines Radiation-Hybrid-Panels aufgrund zu geringer Marker-Dichte zur
falschen Annotation des humanen Gens auf Chromosom 10. Die Sequenzierung des
menschlichen Genoms war zu dieser Zeit noch nicht abgeschlossen, daher ist gut
vorstellbar, dass die Marker-Dichte im entsprechenden Bereich auf Chromosom 10 hoéher
war als auf Chromosom 1.

Das Expressionsmuster im Menschen wich von dem in der Maus ab. Das Enzym konnte
auch im Gehirn und in der Leber gezeigt werden, also in Geweben die nicht mit der
Steroidsynthese in Verbindung gebracht werden. Dies gab Anlass zu Zweifeln, dass das
humane Protein ausschlieRlich an der Estradiolsynthese beteiligt ist. Etwa zwei Jahre spater
wurde anhand phylogenetischer Studien eine signifikante Ahnlichkeit mit dem ERG27-
Protein der Hefe entdeckt (Breitling et al., 2001). Dieses Protein besitzt die Funktion einer 3-
Ketosteroidreduktase und ist ein wichtiger Bestandteil der postsqualenen Ergosterol-
biosynthese (dem Aquivalent der Cholesterinbiosynthese in Vertebraten) in der Hefe
(Gachotte et al., 1999). Diese funktionelle Eigenschaft konnte wenig spater auch fir die

humane und murine HSD17B7 gezeigt werden (Marijanovic et al., 2003).
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In Studien Uber die Rolle der murinen Hsd17b7 wahrend der Embryonalentwicklung wurde
mit Hilfe von in situ Hybridisierungen ein interessantes Expressionsmuster entdeckt. Dabei
konnte gezeigt werden, dass die Expression des Gens in denselben Regionen wie die HMG-
CoA-Reductase (Hmgcr) (und andere Gene der Cholesterinbiosynthese) erfolgte, dem
limitierenden Enzym der Cholesterinbiosynthese und dem Hauptangriffspunkt von
lipidsenkenden Medikamenten. Dies wurde als weitere Bestatigung fir die Beteiligung der
Hsd17b7 an der Cholesterinbiosynthese gewertet (Laubner et al., 2003).

Auffallig war aulerdem die starke Expression im sich entwickelnden Nervensystem, im
Bereich der entstehenden Extremitaten, des Gesichts und in apoptotischen Regionen. Diese
Beobachtungen sind im Einklang mit den Phanotypen der bereits in der Einleitung
beschriebenen bare patches, striated und tattered Mause. Die HSD17B7 ware nicht das
erste Enzym dieser Familie, das sowohl im Steroid-, als auch am Cholesterinhaushalt
beteiligt ist. Auch im Falle der HSD17B4 konnte diese duale Funktionalitat bereits gezeigt
werden (Leenders et al., 1996).

Generell sind in vitro Untersuchungen von Enzymen mit Vorsicht zu genielRen, da die
Ergebnisse nicht unbedingt auf die tatsachlichen biologischen Funktionen im Organismus
Ubertragbar sind. Bei SDRs wurde schon mehrfach vermutet, dass, obwohl sie in vitro in der
Lage sind ein breites Spektrum an Substraten umzusetzen, ihre tatsachliche Rolle in vivo
jedoch meist hochspezifisch ist. Des Weiteren erflillen homologe HSDs in Mensch und Maus
nicht unbedingt dieselben Funktionen, wie die Beispiele der Hsd17b6 und Hsd17b9 zeigen.
Teilweise kann man auch an den Bezeichnungen von Genen erkennen, dass sie zunachst
einem anderen Bereich zugewiesen wurden. Beispiele dafir sind EBP, dass zunachst als
Emopamil-bindendes Protein beschrieben wurde, spater aber Sterol-lsomerase Aktivitat
zeigte und die HSD17B10, die anfangs als ERAB (ER-assoziertes Amyloid beta-bindendes
Protein) bezeichnet wurde (Yan et al., 1997), dann als 173-HSD beschrieben wurde (He et
al., 1999). Es ist daher nur wahrscheinlich, dass in naher Zukunft die Funktionsspektren
verschiedener SDRs noch erweitert werden.

Aufgrund dieser Uberlegungen wurde in der vorliegenden Arbeit ein anderer Ansatz zur
Analyse der Funktion(en), und zwar die Aufklarung der transkriptionellen Regulation
verwendet. Durch die Identifizierung bereits bekannter regulatorischer Sequenzen und damit
der entsprechenden TFs konnten wertvolle Hinweise zur Funktion der humanen und murinen
HSD17B7 gewonnen werden. AuRerdem konnten Gemeinsamkeiten und Unterschiede
zwischen Mensch und Maus aufgezeigt werden.

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit waren bezlglich der Regulation der 17(3-
Hydroxysteroiddehydrogenase Typ 7 nur sehr wenige Daten verfigbar. FUr das humane Gen
wurde lediglich eine einfache bioinformatische Analyse durchgefihrt (Krazeisen et al., 1999),

dabei konnte allerdings keiner der in dieser Arbeit nachgewiesenen TF-Bindungsstellen
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identifiziert werden. Eine experimentelle Bestatigung der bioinformatischen Analyse fand
nicht statt. Spater wurde durch die Untersuchung von transgenen SREBP1a- und SREBP2-
Mausen flr das murine Gen eine Abhangigkeit der transkriptionellen Aktivitdt von diesen
beiden TFs beschrieben (Horton et al., 2003).

Bei der ersten bioinformatischen Analyse HSD17B7 fiel zunachst auf, dass die 5
flankierenden Regionen der Gene bei Mensch und Maus keine Initiatorsequenzen und
TATA-Boxen enthalten, die Bereiche einen relativ hohen GC-Gehalt (Uber 60%) aufweisen
und potentielle Bindungsstellen fiir die Transkriptionsfaktoren SP1 (GC-Box) und NF-Y
(CCAAT-Boxen) enthalten (s. Abb. 30 und 31). Diese Eigenschaften sind typisch fir so
genannte ,Housekeeping“-Gene (Azizkhan et al., 1993; Nothias et al., 1995), die sich durch
nahezu ubiquitare Expression auszeichnen. Und tatsachlich finden sich in den Datenbanken
zahlreiche ESTs der HSD17B7 aus den unterschiedlichsten Geweben (sowohl murin als
auch human), jedoch mit Uberwiegender Expression in Plazenta, Ovarien, Gehirn und Leber.
Bereits in diesem frihen Stadium der Untersuchung zeigten sich erste Hinweise auf die
spater erfolgte Einordnung der HSD17B7. Wahrend die meisten Gene des
Steroidstoffwechsels von Promotoren die TATA-Boxen enthalten und keine CCAAT-Box
aufweisen reguliert werden, konnten bei den bisher analysierten Genen der postsqualenen
Cholesterinbiosynthese (z. B. SQLE, Squalenepoxidase; S/ bzw. EBP, Sterolisomerase;
DHCRY7, 7-Dehydrocholesterinreduktase) funktionelle CCAAT-Boxen, sowie das Fehlen von
TATA-Boxen gezeigt werden.

Chancen und Risiken der Bioinformatik:

Die Bioinformatik und ihre bestehenden Mdglichkeiten sind heutzutage bei der Analyse von
Promotoren nicht mehr wegzudenken, allerdings sollte man bei ihrem Einsatz bzw. der
Interpretation der Ergebnisse - trotz enormer Fortschritte in den letzten Jahren - noch immer
Vorsicht walten lassen. Selbst mit den modernsten bioinformatischen Methoden kdnnen
hdchstens Hinweise auf die Regulation erhalten werden. Die Grinde dafir sind nicht bei den
Softwareentwicklern, sondern vielmehr in der komplexen Biologie zu suchen.

Probleme entstehen z. B. durch die Tatsache, dass TFs an abweichende Bindungsstellen
binden kénnen. Fi- fast alle bekannten TFs sind zwar Konsensus-Seque—zen beschrieben,
allerdings bestehen manche aus nur 3-4 konservierten Basen, bei anderen sind die
tolerierten Abweichungen zum Teil erheblich. Dies bedeutet, dass eine durch Matinspector
identifizierte Bindungsstelle nicht unbedingt auch von dem vermeintlichen TF erkannt bzw.
gebunden wird. Andererseits sollten die Bedingungen fiir die Ahnlichkeit der Bindungsstellen
nicht zu stringent gewahlt werden, da sonst selbst funktionell bestatigte Bindungsstellen nicht

erkannt werden. Die Auswahl der Stringenzbedingungen bei der Matinspector-Analyse ist
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also nicht trivial und gleicht einer Gratwanderung. Dies zeigte sich auch bei dieser Arbeit
beim Vergleich mit Promotoren anderer Gene (s.u.). Erschwerend kommt hinzu, dass
manche Bindungsstellen von unterschiedlichen TFs akzeptiert werden und verschiedene TFs
auch ohne ihre entsprechende Bindungsstelle direkt durch Protein-Protein-Bindung
miteinander interagieren kénnen. Ferner sind auch TFs mit sehr schwacher DNA-
Bindungsfahigkeit bekannt. Fur die Funktionalitdt dieser TFs ist eine benachbarte
Bindungsstelle fiir einen weiteren TF nétig, was es dementsprechend bei der Auswertung
der Ergebnisse zu beachten gilt.

Bei der Identifizierung von ganzen regulatorischen Netzwerken (FrameWorker) entstehen
Probleme z. B. dadurch, dass diese trotz unterschiedlicher Orientierungen und Abstande der
einzelnen TF-Bindungsstellen in der Zelle funktionell sind, aber mit der entsprechenden
Analysesoftware nicht oder nur teilweise erkannt werden kénnen. Ein Beispiel unter vielen
daflir sind die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse.

Durch die sehr vielfaltigen Moglichkeiten des Aufbaus eukaryontischer Promotoren gestaltet
sich die bioinformatische Vorhersage eines Promotors sehr schwierig. Mit der
entsprechenden Software (Promotorinspector) kénnen etwa die Halfte der tatsachlichen
Promotoren lokalisiert werden, aber nur entsprechend konservierte Vertreter werden von der
Software erkannt. Das bedeutet im Umkehrschluss, dass ein negatives Suchergebnis nicht
heisst, dass in der untersuchten Sequenz kein Promotor vorhanden ist (ebenfalls in dieser
Arbeit gezeigt).

Trotz aller beschriebenen Nachteile ist eine Promotoranalyse ohne Bioinformatik kaum
durchflihrbar. Man stelle sich nur vor, wie mihsam es ware (und friher natirlich auch war)
langere Sequenzabschnitte nach vielen unterschiedlichen und noch dazu variablen Motiven
abzusuchen. Der Einsatz der Bioinformatik macht allerdings nur in Kombination mit
experimenteller Bestatigung Sinn. Daher wurden in der vorliegenden Arbeit neben der
bioinformatischen Analyse verschiedene experimentelle Ansatze herangezogen. Dazu
gehorten die experimentelle Identifizierung des Transkriptionsstartpunktes, DNasel-
Footprints, Promotorfeinkartierung, Untersuchung verschiedener Deletionsmutanten und

Wachstumsbedingungen mit Dual Luciferase Assays, sowie Gel- und Supershifts.

3.1.2.1. Vergleich der Promotoren von Mensch und Maus

Zunachst wurden die 5'-flankierenden Regionen des humanen (auf Chromosom 1g23) und
murinen Gens mit Hilfe der Promoterinspector-Software (www.genomatix.de) auf mogliche
Promotoren hin untersucht. Beim humanen Gen konnte innerhalb von 5kb strangaufwarts
des Startcodons kein potentieller Pomotorbereich identifiziert werden, auch nicht bei der
Variante auf Chromosom 10. Im Gegensatz dazu wurde ein Bereich direkt strangaufwarts

des Translationsstartpunkts bei der Maus als Promotorregion erkannt. Es konnten keine
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Hinweise auf einen modglichen zweiten Promotorbereich innerhalb der untersuchten 5kb-
Region erzielt werden. Aufgrund der vorhandenen alternativen Transkripte der menschlichen
und murinen HSD17B7, durch unterschiedliche spezifische Banden auf Northern Blots
entdeckt (Peltoketo et al., 1999), wurde die Mdglichkeit der Existenz zweier Promotoren in
Betracht gezogen. Allerdings wurde schon von Peltoketo et. al. (ebd.) vermutet, dass die
verschiedenen mRNA-Langen auf unterschiedliche 3’-Enden zurlickzufiihren sind.

Die Analyse der Promotoraktivitdt bzw. der Luciferaseaktivitdt erfolgte Uberwiegend in
etablierten Leberzelllinien, in denen die Expression der HSD17B7 bereits nachgewiesen
werden konnte (Schertel, 2002). Der Grund dafir war einerseits das bereits bekannte
Expressionsmuster, andererseits die sehr wahrscheinliche Beteiligung der Genprodukte an
der Cholesterinbiosynthese. Der mit Abstand grote Anteil der de novo Synthese des
Cholesterins findet im adulten Organismus in der Leber statt. Daneben wurden flr
Promotorstudien im Falle des humanen Promotors auch HEK293 (Human Embryonic
Kidney)- und HelLa-Zelllinien verwendet. Der Grund dafur war einerseits das geringere
Expressionsniveau der HSD17B7 in HelLa-Zellen (Steckelbroeck et al., 2003), andererseits
die Tatsache, dass die Niere weder zu den klassischen Steroid-, noch zu den
Cholesterinsyntheseorganen gehért, die HSD17B7 dennoch in diesem Organ in erheblichem
Ausmall nachgewiesen werden kann (Torn et al., 2003). Durch diese Vergleiche sollten (und
konnten) Hinweise auf die gewebsspezifische Funktion der identifizierten regulatorischen

Bereiche gefunden werden.

Bestimmung des Transkriptionsstartpunkts (TSS):

Bevor die HSD17B7-Promotorregionen genauer analysiert und miteinander und anderen
Promotoren verglichen werden konnten, mussten sie natirlich erst identifiziert werden. Dabei
konnte nicht vom Bereich unmittelbar vor dem Startcodon ausgegangen werden, da der 5'-
untranslatierte Bereich (der Abschnitt zwischen Transkriptions- und Translationsstartpunkt)
mitunter mehrere hundert Basen lang sein kann (teilweise sogar mehrere kb). Da sich
Kernbereiche der Promotoren typischerweise in direkter Nahe zum Transkriptionsstartpunkt
befinden, kann durch dessen ldentifizierung der Promotorbereich lokalisiert werden. Erste
Hinweise konnten durch den Vergleich der 5-UTR-Endpunkten der in Datenbanken
veroffentlichten ESTs erhalten werden. Allerdings ergab sich dabei ein fur vermeintliche TSS
relativ weiter Bereich von -9 bis -80 relativ zum Startcodon, sowohl fiir das humane wie das
murine Gen.

Zur experimentellen ldentifizierung von Transkriptionsstartpunkten stehen mehrere Ansatze
zur Verfigung. Der am schnellsten und einfachsten durchzufiihrende ist das Primer

Extension-System. Dieses wurde zunachst auch eingesetzt. Aufgrund der Analyse der

90



verfugbaren EST-Daten wurden radioaktiv markierte Oligonucleotide verwendet, die zu
einem Bereich nahe des Startcodons komplementar sind. Bei der Analyse der Ergebnisse
stellte sich schnell heraus, dass es in beiden untersuchten Spezies offensichtlich keinen
eindeutig definierten Startpunkt gibt (s. Abb. 15). Der Versuch wurde mehrmals mit
unterschiedlichen RNA-Praparationen wiederholt. Dies geschah, um sicherzustellen, dass
das Auftreten mehrerer Banden nicht an partiell degradierter mRNA lag. Die Ergebnisse der
verschiedenen Ansatze waren jedoch stets sehr ahnlich bis identisch. Es zeigte sich jedoch
auch, dass die Menge der gebildeten HSD717B7-mRNA durch verschiedene
Wachstumsbedingungen der verwendeten Leberzellen reguliert wurde. Bei den ersten
Versuchen mit RNA-Praparationen aus Zellen, die in Vollmedium gewachsen waren, zeigten
sich nur sehr schwache Signale (nicht gezeigt), erst als die entsprechenden Zellen unter
Serummangel kultiviert wurden, konnten eindeutige Banden detektiert werden.

Um aber auch methodisch bedingte Unsicherheiten auszuschlielen, wurde eine alternative
Methode (5’RACE) eingesetzt. Es sollte sichergestellt werden, dass es durch die hohe
Homologie der potentiellen Promotorbereiche der humanen HSD17B7-Kopien auf
Chromosom 1 und 10 nicht zu falschen Ergebnissen kam. Bei der 5-RACE konnten die
Primer in Bereiche mit spezifischer Sequenz gelegt werden, um zu verhindern, dass es zu
moglichen Mischsequenzen kommt. Dies war aufgrund des engen und sehr &hnlichen
Auswahlbereichs bei den Primer Extension-Analysen nicht mdglich. Die Ergebnisse der
Primer Extension-Versuchen konnten mit Hilfe der 5’-RACE-Methode weitgehend bestatigt
werden. Die sequenzierten 5-RACE Fragmente endeten Uberwiegend an den aufgrund der
erzielten Primer Extensions-Ergebnisse erwarteten Stellen (s. Abb. 16). Der Grund fir die
erhaltenen geringfligigen Unterschiede liegt wahrscheinlich in den unterschiedlichen
Methoden. Ein Startpunkt, der nur sehr selten auftritt kann zwar durch Zufall bei der
Sequenzierung der erhaltenen Fragmente auffallen (5’RACE), allerdings sind dann die
Signale durch die Radioaktivitdt zu schwach und gehen im Hintergrund unter (Primer
Extensions). Fasst man die Ergebnisse der beiden Experimente zusammen wird ersichtlich,
dass es bei den beiden Genen keinen eindeutigen Transkriptionsstartpunkt, sondern einen
Startbereich gibt. Dies ist bei Promotoren ohne TATA-Box nicht ungewdhnlich und zudem

eine typische Eigenschaft von ,Housekeeping“-Genen.

Experimentelle Promotorfeinkartierung:

Zur Eingrenzung der Promotorbereiche wurden anschlieRend die ersten Dual Luciferase
Assays durchgefiihrt. Bei dieser Methode werden potentielle Promotorbereiche vor ein
promotorloses Luciferasegen kloniert, in diesem Fall auf dem kommerziell erhaltlichen pGL3-

Vektor enthalten. Anhand der im Luminometer gemessenen Lichtstarke kann direkt die
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Aktivitdt des potentiellen Promotors, auch bei unterschiedlichen Bedingungen, tUberprift
werden. Da die Transkriptionsstartbereiche relativ nahe am Startcodon liegen, wurden die
Fragmente so konstruiert, dass sie im 3’-Bereich direkt vor dem Translationsstartpunkt
endeten. Um mdglichst auch Enhancer und Silencer zu identifizieren, wurden Fragmente mit
bis zu 2kb Lange verwendet. Als Negativkontrolle wurden Fragmente mit inverser
Orientierung verwendet. Diese zeigten in etwa dieselbe Luciferaseaktivitat wie die
promotorlosen Vektoren (nicht gezeigt), ein Beweis, dass die Orientierung des Promotors
von entscheidender Bedeutung ist. Durch sukzessive Verkiirzung der Fragmente konnten so
die entsprechenden proximalen Promotorbereiche bestimmt werden (s. Abb. 22, 23, 27 und
29). Der Einsatz von Zellkulturmedium mit nur 0,1% Serum erfolgte, um Mangelbedingungen
zu simulieren und damit gegebenenfalls die Promotoraktivitat zu induzieren bzw. zu
verstarken. Dieser Serumgehalt war gerade noch ausreichend um die Zellen am Leben zu
erhalten. Im Vergleich mit den deutlich besseren Wachstumsbedingungen durch Einsatz von
10% Serum konnten auf diese Weise Enhancer-Bereiche identifiziert werden. Eine Aussage
Uber die genauen Ausldser der Induktion war damit noch nicht direkt méglich. Um diese
treffen zu kdnnen, erfolgte spater auch der Einsatz von speziell behandelten Seren sowie
bestimmter Zusatzstoffe. Dabei fiel auf, dass die Zugabe von zusétzlichem Cholesterin zum
Wachstumsmedium mit 10% FBS einen deutlich abschwachenden Effekt auf die murine und
humane Promotoraktivitat hatte (s. Abb. 42 und 43). Dies war nicht unbedingt erwartetet
worden, da in Zellkulturmedium mit 10% FBS relativ optimale Wachstumsbedingungen fur
die verwendeten Zelllinien herrschen sollten. Die Zugabe der Ubrigen verwendeten
Zusatzstoffe zeigte kaum Wirkung (s. u.). Beim murinen Gen zeigte der Bereich innerhalb
von knapp 300 Basen (beinhaltet die komplette durch Promoterinspector vorhergesagte
Promotorregion), beim Menschen knapp tber 400 Basen strangaufwarts vom Startcodon die
starkste Luciferaseaktivitat, sowohl in 10% als auch in 0,1% Serum (s. Abb. 22 und 23). Ein
kleiner Teil der beobachteten Zunahme der relativen Aktivitat bei Verkirzung der Fragmente
ist damit zu begrinden, dass, durch den Einsatz identischer DNA-Mengen, das Verhaltnis
des Luciferasegens zur DNA-Gesamtmenge bei kleineren Vektorgrofien geringfligig hoher
war. Dies erklart allerdings nicht das komplette Ausmal} der Zunahme. Vielmehr ist davon
auszugehen, dass mit Verkirzung der Promotorfragmente leicht negativ regulierende
Sequenzen entfernt wurden. Die entsprechenden TFs lieRen sich im Rahmen der Arbeit
jedoch nicht identifizieren.

Ferner konnte gezeigt werden, dass der Kern-Promotor bei der HSD17B7 und hsd17b7
innerhalb von ca. 100bp strangaufwarts des Transkriptionsstartbereichs, und damit innerhalb
von ca. 150bp vom Translationsstartpunkt, lokalisiert ist (s. Abb. 66). Die entsprechenden
Fragmente zeigten eine deutlich starkere Aktivitéat als die Negativkontrollen, waren durch

Serummangel jedoch nicht mehr induzierbar. Eine Verlangerung der Fragmente um weitere
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50 Basen (Mensch) bzw. 30 Basen (Maus) in 5’-Richtung hatte kaum Auswirkungen (s. Abb.
22 und 23). Somit beinhaltet der Bereich weiter strangaufwarts (bei Mensch etwa 150bp, bei
Maus etwa 100bp umfassend) eine Region, die als Enhancer zu bezeichnen ist. Der
Sequenzabschnitt zwischen Transkriptions- und Translationsstart hat in den untersuchten

Zelllinien keinen Einfluss auf die Promotoraktivitat (s. Abb. 27 und 29).

I—l- TLS
ﬁ Enhancer-Beraich H Kern-Promotor hHSD17B7
TsB
I—l- TLS

ﬁfﬂh ancer-Bereich H Kern-Promaotor H_. mhsd17b7

1 1 1
-400 -300 -200 -100 +1

Abb. 66: Schematische Darstellung der Promotorregionen der humanen und murinen HSD17B7 aufgrund der

Feinkartierungsversuche. TSB: Transkriptionsstartbereich; TLS: Translationsstartpunkt.

Der Ausléser der verstarkten Promotoraktivitat:

Hinweise auf verantwortliche Ausléser der Effekte auf die Promotoraktivitat konnten durch
den Einsatz bestimmter Seren und Zusatzstoffe gewonnen werden. Wie bereits erwahnt,
fuhrte der Zusatz von Cholesterin/25-Hydroxycholesterin selbst bei Medium mit 10% FBS zu
einer merklichen Absenkung der Luciferaseaktivitat. Der Einsatz dieser Kombination erfolgte,
da bereits mehrfach nachgewiesen werden konnte, dass Cholesterin alleine die
Cholesterinbiosynthese nur geringfiigig herabsetzt. Erst durch die Kombination mit 25-
Hydroxycholesterin sind deutliche Effekte erkennbar (Brown and Goldstein, 1980; Kandutsch
and Chen, 1978). Allerdings zeigten sowohl 7-Dehydrocholesterin (7-DHC), die letzte
Vorstufe des Cholesterins, als auch Estradiol kaum Auswirkungen auf die Luciferaseaktivitat
der verwendeten Konstrukte (s. Abb. 42 und 43). Im Falle des 7-DHC kdnnte sich das
dadurch erkldren lassen, dass das Signal fir die Anderung der Promotoraktivitat der
HSD17B7 durch Cholesterin, nicht aber durch seine Vorlaufer vermittelt wird. Hierbei muss
jedoch erwahnt werden, dass eine deutliche Reduzierung der Cholesterinbiosynthese in
Hautfibroblasten durch die Zugabe von 7-DHC gezeigt werden konnte (Honda et al., 1998).
Moglicherweise war die in der vorliegenden Arbeit eingesetzte 7-DHC-Konzentration nicht
ausreichend. Diese konnte jedoch nicht weiter erhéht werden, da dies zum Absterben der
Leberzellen fiihrte. Ahnliche Effekte konnten bereits bei einer Leberzelllinie der Ratte

beobachtet werden (Ohtani et al., 1996). Im Falle von Estradiol war das Ergebnis in dieser
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Hinsicht nicht erwartet worden. Die Expression vieler Gene wird durch Endprodukt-
Hemmung reguliert. Bei der HSD17B7 ware nach aktuellem Wissenstand Estradiol ein
Endprodukt (Nokelainen et al., 1998; Torn et al, 2003). Die mangelnde Reaktion auf
Estradiol verwundert ebenfalls durch die Tatsache, dass selbst bei relativ hohen
Konzentrationen kein Effekt zu erkennen war. Eine mdgliche Erklarung ware, dass in 10%
FBS bereits ausreichend Estradiol vorhanden ist und somit keine Reaktion mehr erfolgte. Als
die Beteiligung der HSD17B7 an der Cholesterinbiosynthese noch nicht beschrieben war,
wurde die Expression des Gens in der Leber und anderen nicht steroidogenen Geweben mit
einem dort bestehenden lokalen Bedarf an Estradiol erklart, der mdglicherweise nicht
ausreichend durch in der Blutbahn enthaltenes Estradiol gedeckt werden kann (Peltoketo et
al., 1999). Dies erklart allerdings nicht die mit steroidfreiem Serum erhaltenen Ergebnisse (s.
Abb. 50). Dieses Serum ist laut Hersteller frei von jeglichen Steroidhormonen und seinen
direkten Vorlaufern. Cholesterin und Lipoproteine sind etwa um 95% reduziert. Dieses
Serum eignete sich also ganz ausgezeichnet flr die Analyse von Zusatzstoffen in dieser
Arbeit. Die Zugabe von Estradiol zu diesem Serum zeigte dennoch keine Auswirkungen,
ganz im Gegensatz zu Cholesterin. Man konnte zwar spekulieren, dass in steroidogener
Hinsicht ebenfalls das Cholesterin der Ausldser fur die veranderte Promotoraktivitat bei der
HSD17B7 ist, allerdings erscheint dies, zumindest in Leberzellen, mehr als unwahrscheinlich
und konnte bisher auch bei keinem Gen der Steroidsynthese gezeigt werden. Im Gegensatz
dazu konnte bei dem homologen Gen der Ratte durch Zugabe von Estradiol eine deutlich
schwachere Expression der rHsd17b7 im Ovar beobachtet werden (Duan et al., 1997).
Dieser Estradiol-Effekt kdnnte also auf steroidogene Gewebe beschrankt sein, das wirde
aber andererseits auch bedeuten, dass die Expression der HSD17B7 in der Leber nicht mit
der Steroidsynthese in Verbindung steht. Die deutlichen Effekte durch Zugabe von
Cholesterin/25-Hydroxycholesterin zum steroidfreiem Medium sind eindeutig im Bezug auf
die Regulation in Abhangigkeit der Cholesterinkonzentration zu sehen — die Folgerung, dass
die Enzyme an der Cholesterinbiosynthese beteiligt sind, lag somit schon vor der

Identifizierung der beteiligten Transkriptionsfaktoren nahe.

3.1.2.2. Die identifizierten Transkriptionsfaktorbindungsstellen und ihre

bekannten Funktionen

Die identifizierten proximalen Promotorbereiche konnten nun einer eingehenden
bioinformatischen Analyse unterzogen werden. Zu diesem Zweck wurde das Programm
Matinspector (www.genomatix.de) verwendet. Das Ergebnis der Analyse umfasste je nach

Stringenzeinstellung eine unterschiedliche Anzahl verschiedener potentieller Bindungs-
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stellen. Aufgrund der tberwiegenden Verwendung von Leberzelllinien wurde besonders auf
leberspezifische und ubiquitare Transkriptionsfaktoren geachtet.

Dabei war auf den ersten Blick ersichtlich, dass die untersuchten Promotorbereiche der
HSD17B7 in beiden Spezies trotz ihrer geringen Sequenzhomologie einige gemeinsame
Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen aufweisen (s. Abb. 30 und 31). Dazu gehéren SP1 (1x
murin, 2x human), HNF4 (je1x), NF-Y (je 2x), SREBP (je 1x), VDR/RXR (je 1x) und CREBP
(1x murin, 2x human). Zusatzlich wurde in der humanen Sequenz ein potentielles FXR-
Element entdeckt. FXR wird Gberwiegend in der Leber und im Gastrointestinaltrakt exprimiert
(Forman et al., 1995; Huber et al., 2002). Aufgrund seiner wichtigen Funktion bei der
Regulation des Lipidhaushalts und als intrazellularer Sensor flir Gallensauren (Sinal et al.,
2000) wurde FXR als aussichtsreicher Kandidat betrachtet. Allerdings war in den
untersuchten Zelllinien kein erkennbarer Einfluss auf die Promotoraktivitat zu erkennen (s.
Abb. 22).

Im Folgenden werden die Eigenschaften der identifizierten Transkriptionsfaktoren und ihre

Beteiligung an der transkriptionellen Regulation beschrieben:

Sterol Regulatory Element Binding Proteins (SREBPs):

Bisher sind drei verschiedene Vertreter dieser Gruppe bekannt. SREBP1a und 1c, sowie
SREBP2. Die ersten beiden werden von demselben Gen durch verschiedene Promotoren
transkribiert und unterscheiden sich nur durch ihr erstes Exon (Yokoyama et al., 1993). Der
Letztere wird von einem anderen Gen kodiert (Hua et al., 1993). Gemeinsam ist allen Dreien
die Beteiligung an der Transkription von Genen, deren Produkte entweder direkt oder indirekt
an der Biosynthese von Cholesterin oder Fettsduren beteiligt sind (Brown and Goldstein,
1997). SREBP1a spielt eine wichtige Rolle bei beiden Prozessen, SREBP 1c ist
Uberwiegend an der Fettsauresynthese, SREBP2 an der Cholesterinbiosynthese beteiligt
(Horton et al., 2002). Bisher sind Uber 25 Gene der Cholesterinbiosynthese bekannt,
mindestens 19 von ihnen werden durch SREBPs, vor allem durch SREBP2, reguliert (Horton
et al., 2003).

Eine weitere Gemeinsamkeit ist die nur sehr schwache Fahigkeit an DNA zu binden,
SREBPs bendtigen flr die volle Induktion die Bindung von akzessorischen Transkriptions-
faktoren (TFs) wie z. B. SP1, NF-Y oder CREBP in unmittelbarer Nahe (Athanikar et al.,
1997; Jackson et al., 1998; Sanchez et al., 1995). SREBPs sind nicht auf klassische
Cholesterin- bzw. Fettsaure-produzierende Gewebe beschrankt, sondern zeichnen sich
durch ein ubiquitédres Expressionsmuster aus. Eine Besonderheit von SREBPs ist der Weg
ihrer Aktivierung. Sie werden als inaktive Vorlaufermolekule gebildet und zum

Endoplasmatischen Retikulum transportiert. Dort verbleiben sie so lange, bis die
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Konzentration des Cholesterins in der Zelle ein bestimmtes Niveau unterschreitet. In diesem
Fall andert sich die Konformation von SCAP (SREBP cleavage activating protein), was zur
Folge hat, dass sich ein SCAP/SREBP-Komplex bildet. Dieser wird in den Golgi-Apparat
transportiert, wo es zur Spaltung und Freisetzung der SREBPs-DNA-Bindungsdomane (und
damit zur Aktivierung) durch zwei Proteasen kommt (Brown and Goldstein, 1997). Nach der
Abspaltung gelangen die aktiven SREBP-Fragmente in den Zellkern und steigern dort die
Expressionsrate ihrer Zielgene. Dies ist ein anschauliches Beispiel der in der Einleitung
angesprochenen posttranslationellen Regulation. Im Falle der murinen hsd77b7 konnte
bereits eine Beteiligung von SREBP1a und 2 an der transkriptionellen Regulation nachge-

wiesen werden (Horton et al., 2003).

SP1:

Zur SP1-Familie gehéren mehrere Mitglieder (SP1-4, 6 und 7), wobei SP1 mit Abstand am
bedeutendsten zu sein scheint (Cook et al., 1999). SP1 bindet an GC-reiche Bereiche
innerhalb von Promotoren, genauer gesagt an GC-Boxen (Konsensussequenz: GGGCGG).
Auch SP1 zeigt ein ubiquitdres Expressionsmuster, seine Beteiligung an der Transkription ist
bereits flr viele verschiedene Gene beschrieben worden (Li et al., 2004).

SP1 hat unterschiedliche Funktionen; neben der Beteiligung an der basalen Modulation der
Expression durch einen Kern-Promotor, kann dieser TF auch regulatorische Funktionen als
Bestandteil eines Enhancers haben (Cook et al., 1999; Courey et al., 1989). Ein Beispiel ist
das Zusammenspiel von SP1 mit SREBPs, die ohne dessen Unterstlitzung in einigen
untersuchten Promotoren kaum an DNA binden kénnen (Sanchez et al., 1995). Ferner
konnte auch gezeigt werden, dass SP1 direkt und alleine fir die Induktion der Steigerung der

Genexpressionsrate zustandig sein kann (Li et al., 2004).

Nuclear Factor Y (NF-Y):

NF-Y ist funktionell zu SP1 sehr ahnlich. Auch dieser TF wird ubiquitar exprimiert und ist bei
vielen Genen ein wichtiger Bestandteil des Kern-Promotors, vor allem (aber nicht nur) bei
solchen ohne TATA-Box. Dieser TF bindet an die CCAAT-Box (der Name entspricht der
Konsensussequenz, (Bucher, 1990)). Wie auch SP1 kann NF-Y in unterschiedlicher Weise
an der transkriptionellen Regulation beteiligt sein, neben der Beteiligung an der basalen
Expressionsrate auch an der Induktion derselben (Maity and de Crombrugghe, 1998;
Mantovani, 1999).
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Vitamin D-Rezeptor (VDR):

Der Vitamin D-Rezeptor (VDR) gehért zur Familie der nukledren Rezeptoren. Diese grolie
Gruppe von TFs bendtigt zur Aktivierung spezifische Liganden, im Falle von VDR ist dies das
1a,25-Dihydroxy-Vitamin D; (Lowe et al., 1992).

Mitglieder dieser Familie binden DNA Uberwiegend als Heterodimere mit RXR, dessen wahr-
scheinlicher Ligand Retinolsdure ist, fur einige Vertreter wurde eine DNA-Bindung als Mono-
mer oder Homodimer beschrieben (Gronemeyer et al., 2004; Laudet and Adelmant, 1995).
Von besonderer Bedeutung ist VDR wahrend der Embryonalentwicklung und fir den
Kalziumhaushalt und die Knochenbildung in Erwachsenen (Yoshizawa et al., 1997). Im
Gegensatz zu den bisher beschriebenen TFs wird VDR im adulten Organismus nicht
ubiquitar exprimiert, sondern Uberwiegend in der Niere, im Dinndarm, in Knochen und im
Herzen (Erben et al., 2002).

Hepatic Nuclear Factor 4 (HNF4):

Ebenfalls zur Familie der nuklearen Rezeptoren gehért HNF4. Dieser wurde urspriinglich als
leberspezifisch beschrieben (Sladek et al., 1990), spater aber auch in anderen Organen wie
z. B. Pankreas und Niere nachgewiesen (Duncan et al., 1994). HNF4 wird auch als ,,Orphan
Nuclear Receptor” bezeichnet, da sein Ligand (noch) unbekannt ist.

HNF4 bindet DNA als Homodimer (Bogan et al., 2000) und ist, wie u. a. durch Unter-
suchungen von HNF4-Knock-out Mausen gezeigt werden konnte, fir die Entwicklung und die
korrekte Funktion von Leberzellen unverzichtbar (Darlington, 1999; Parviz et al., 2003).
Viele, wenn nicht die meisten, leberspezifischen Gene werden direkt oder indirekt durch
HNF4 reguliert (Hayhurst et al., 2001; Watt et al., 2003).

cAMP Responsive Element Binding Protein (CREBP):

CREBP gehért zur ,Leucin Zipper Protein“-Familie von TFs. Wie der Name schon sagt,
vermittelt dieser TF die Wirkung von cAMP auf die Transkription der entsprechenden
Zielgene (Karin, 1989; Montminy and Bilezikjian, 1987). Die Beteiligung von CREBP an der
transkriptionellen Regulation konnte schon bei vielen unterschiedlichen Genen gezeigt
werden, auch bei Genen des Cholesterin- und Steroidhormonmetabolismus (Dooley et al.,
1999; Hum and Miller, 1993). Fir die Untersuchung der Auswirkungen von CREBP bietet
sich der Einsatz von Forskolin an. Diese Substanz sorgt fir eine deutliche Steigerung der
cAMP-Konzentration (Seamon and Daly, 1981) und damit zu verstarkten Effekten von
CREBP.
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3.1.2.3. Die Funktionen der identifizierten TFs bei der Regulation der HSD17B7

Alle oben beschriebenen TFs wurden experimentell beziglich ihrer Beteiligung an der
transkriptionellen Regulation der HSD17B7 Uberprift. Fir alle auf’er CREBP konnte eine
Beteiligung gezeigt werden, sowohl beim Menschen, als auch in der Maus. Die Funktionen

der einzelnen TFs waren allerdings unterschiedlicher Natur.

SREBPs:

Fir SREBP1 und 2 konnte eine Bindung an beide Promotoren in vitro nachgewiesen
werden. In Gel- und Supershift-Experimenten mit den entsprechenden Bindungsstellen
konnte eine Bindung zweifelsfrei gezeigt werden (s. Abb. 59). Allerdings war eine
Unterscheidung zwischen SREBP1a und 1c aufgrund der fehlenden Spezifitdt der
verwendeten Antikérper nicht mdglich — es steht aber eher die Bindung von SREBP1a als
von 1c zu vermuten, da SREBP1c, im Gegensatz zu SREBP1a, (berwiegend
Fettsauresynthese-beteiligte Gene reguliert (Horton et al., 2002). Ein bekanntes Phanomen
von SREBPs, die schwache Bindung an DNA, wurde ebenfalls deutlich. Erst als die
eingesetzten DNA-Stlicke ebenfalls die benachbarte SP1-Bindungstelle (GC-Box) enthielten,
waren durch Zugabe von Nuklearextrakt eindeutig geshiftete Banden zu erkennen. Ein
Supershift-Experiment mit SP1-spezifischen Antikérpern ergab das gleiche Signal wie die
Supershifts mit SREBP1- und SREBP2-Antikérpern (s. Abb. 61) — ein Anzeichen dafir, dass
SREBPs und SP1 gemeinsam an den entsprechenden DNA-Abschnitt banden. Die
Unterstutzung von SREBPs durch SP1 ist nicht ungewdhnlich und konnte bereits bei der
Analyse einiger anderer SREBP-regulierter Gene gezeigt werden (Athanikar et al., 1997; Kim
et al., 2001; Zannis et al., 2001).

Die Effekte der mutierten SREBP- und SP1-Bindungsstellen in den Luciferaseexperimenten
waren auf den ersten Blick unerwartet. Die Mutation der SREBP-Bindungsstelle bewirkte
eine im Vergleich zum Wildtyp-Promotor in beiden Spezies deutliche Absenkung der
Luciferaseaktivitat, allerdings veranderte sich die Induzierbarkeit durch Serummangel bzw.
Cholesterinmangel (steroidfreies Serum) unerwartet wenig. Das Verhaltnis der basalen (in
10% FBS bzw. mit Cholesterin) zur induzierten (in 0,1% FBS bzw. steroidfrei)
Luciferaseexpression blieb gegeniiber dem Wildtyp in etwa erhalten (s. Abb. 35, 39, 51 und
52). Lediglich bei den Versuchen mit delipidisierten FBS waren deutlichere Auswirkungen
der Mutation der SREBP-Bindungsstelle zu beobachten (Abb. 55 und 56).

98



SP1:

Anders stellte sich die Situation bei Mutation der benachbarten SP1-Bindungsstelle (GC-
Box) dar: das basale Expressionsniveau nahm nur wenig ab und die Induzierbarkeit durch
Serummangel bzw. steroidfreies Serum ging weitgehend verloren (s. Abb. 35, 39, 53 und
54). Fur die Induzierbarkeit der Promotoren unter den getesteten Bedingungen scheint SP1
also wesentlich wichtiger als SREBP 1 bzw. 2 zu sein. Dies erscheint in Anbetracht der
beschriebenen Eigenschaft von SREBPs als Sensoren des Cholesterinspiegels unlogisch.
Allerdings wurde bei der Analyse eines anderen Gens bereits die Vermutung geaulert, dass
die Bindung von SREBPs die Wirkung von SP1 foérdert und nicht umgekehrt (Yieh et al.,
1995). Weder bei Mensch noch bei Maus fuhrte die Mutation der GC-Box zum vollstandigen
Verlust der Induzierbarkeit, auch eine SP1/SREBP-Doppelmutation hatte diesen Effekt nicht
(s. Abb. 37 und 41). Es ist also sehr wahrscheinlich, dass es noch einen weiteren beteiligten
TF im Enhancer-Bereich gibt. In der Literatur ist mehrfach eine wichtige Wechselwirkung
zwischen SREBPs und NF-Y beschrieben worden (Inoue et al.,, 1998; Jump et al., 2001;
Xiong et al., 2000).

NF-Y:

Eine CCAAT-Box, die charakteristische Bindungsstelle fir NF-Y, konnte einige Basen
strangabwarts der SREBP-Bindungsstelle identifiziert werden. Durch Gel- und Supershifts
konnte die Bindung von NF-Y an diese CCAAT-Box im humanen und murinen HSD17B7-
Promotor nachgewiesen werden (s. Abb. 59 und 60). Die Mutation der CCAAT-Box flhrte zu
vergleichbaren Ergebnissen wie die Mutation der GC-Box (bzw. SP1a im humanen
Promotor). Die Luciferaseexpression in Vollmedium nahm nur geringflgig ab, das Ausmal}
der Induktion durch Serummangel (bzw. steroidfreies Serum) war jedoch bedeutend geringer
als beim Wildtyp. Beim humanen Promotor fihrte die SP1/NF-Y-Doppelmutation sogar zu
einem vollstandigen Verlust der Induzierbarkeit (s. Abb. 37). Beim murinen Promotor zeigte
sich bei Doppelmutation zwar ein starkerer Effekt als bei den beiden einfachen Mutationen,
allerdings konnte weiterhin eine, wenn auch geringe, Steigerung der Expressionsrate durch
Serummangel beobachtet werden (s. Abb. 41). Dies ist ein Anzeichen dafir, dass fir die

volle Promotoraktivitat der Maus weitere regulatorische TFs von Néten sind.

SP1b:

Neben der direkt 5’ der SREBP-Bindungsstelle befindlichen GC-Box konnte die Bindung von

SP1 an eine zusatzliche Stelle im humanen Promotor, eine weitere GC-Box weiter
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strangabwarts im Bereich des Kern-Promotors gezeigt werden (s. Abb. 57). Eine Mutation
dieser GC-Box fulhrte zu einer deutlichen Absenkung des Expressionsniveaus sowohl unter
serumreichen (bzw. mit Cholesterin) als auch serumarmen Bedingungen (bzw. ohne
Cholesterin) (s. Abb. 35). Das Ausmal} der Induktion war mit der des Wildtypfragments
vergleichbar. Dies deutet darauf hin, dass SP1 hier die oben beschriebenen basalen

Funktionen innerhalb des Kern-Promotors erflllt.

NF-Yb:

Véllig anders und Uberraschend stellte sich die Situation fir die CCAAT-Box im Kern-
Promotorbereich dar, die Mutation dieses Bereichs flihrte zu einem sehr deutlichen Anstieg
der basalen Luciferaseaktivitat. Eigentlich wurden &ahnliche Auswirkungen wie bei der
zweiten GC-Box im humanen Promotor erwartet (generelle Abnahme der Luciferaseaktivitat).
Die Luciferaseaktivitat stieg jedoch beim Menschen auf fast das dreifache, bei der Maus auf
etwa das doppelte des Wildtypniveaus an. Die Effekte der Induktion durch Serummangel
waren nur sehr gering (s. Abb. 35 und 39). Die deutliche Steigerung der basalen
Expressionsrate ist in soweit verwunderlich, dass bisher in der Literatur kein einziger Hinweis
auf eine negative Wirkung von NF-Y zu finden ist, obwohl seine Beteiligung an der
Transkription von vielen verschiedenen Genen gut dokumentiert ist. Es ist also aulerst
unwahrscheinlich, dass die beobachteten Effekte durch die fehlende Bindung von NF-Y
verursacht wurden. Vielmehr ist davon auszugehen, dass ein anderer TF dafir
verantwortlich ist, denn durch Gelshift-Experimente konnte gezeigt werden, dass ein im
Nuklearextrakt enthaltenes Protein an die betreffende Stelle binden kann. Ferner wurde
deutlich, dass diese Bindung durch die eingefiigte Mutation verhindert werden konnte, der
Effekt also durch die fehlende Bindung eines Proteins ausgeldst wurde (s. Abb. 58). Ob es
sich dabei um NF-Y handelte ist fraglich, da NF-Y-spezifische Antikérper nicht zu einem
Supershift fuhrten. Aufgrund der sehr schwachen Banden schon im Gelshift kann jedoch die
Bindung des Antikérpers an den Komplex und der damit verbundene Supershift unterhalb
der Nachweisgrenze nicht ganzlich ausgeschlossen werden. Allerdings deuten die in der
Literatur beschriebenen Eigenschaften von NF-Y sowie die Gelshift-Experimente auf die
Beteiligung eines anderen TFs hin. Ein weiterer CCAAT-Box-bindender TF ist der Nuclear
Factor 1 (NF-1). Allerdings unterscheiden sich die CCAAT-Box flankierenden Basen von den
fur die NF-1 Bindungsstelle beschriebenen (Gronostajski et al., 1984), was dazu fiihrte, dass
dieser Bereich bioinformatisch auch nicht als NF-1-bindend erkannt wurde. Bisher ist auch
fur diesen TF keine negativ regulierende Funktion bekannt. Das einzig bisher beschriebene
negativ regulierende CCAAT-Box bindende Protein ist CDP (CCAAT Displacement Protein)
(Skalnik et al., 1991; Superti-Furga et al., 1989). Allerdings unterscheiden sich die
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flankierenden Basen ebenfalls von der flir CDP beschriebenen Konsensussequenz. Auch
dieser Faktor wurde bioinformatisch nicht als bindend in Betracht gezogen. Das
verantwortliche Protein konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht identifiziert werden. Zu diesem
Zweck waren weitere Experimente notwendig.

Bisher konnte also gezeigt werden, dass der zuvor beschriebene und fir die Cholesterin-
antwort verantwortliche Enhancer im humanen und murinen HSD17B7-Promotor
experimentell bestatigte Bindungsstellen fir SP1, SREBP1 und 2, sowie NF-Y enthalt,
typische Bestandteile eines Promotors von Genen, die an der Cholesterin- oder
Fettsaurebiosynthese beteiligt sind. Dies steht mit der beschriebenen Funktion der HSD17B7

in der postsqualenen Cholesterinbiosynthese in Einklang (Marijanovic et al., 2003).

VDR:

Eine weitere funktionell bestatigte Bindungsstelle ist ebenfalls in diesem Enhancer-Bereich
enthalten: die fir das VDR/RXR Heterodimer. Die Interpretation dieses Ergebnisses gestaltet
sich ungleich schwieriger. Die Umgebung dieser Bindungsstelle (von CCAAT- und GC-Box
flankiert) deutet auf die Beteiligung des Vitamin D-Rezeptors an der Promotorregulation hin.
Ferner konnte mit rekombinantem VDR (im Gegensatz zu Versuchen mit Kernextrakten) in
vitro eine Bindung an den entsprechenden Bereich (s. Abb. 63) nachgewiesen werden,
sowie deutliche Auswirkungen durch die Mutation der Bindungsstelle auf die Luciferase-
expression in den humanen und murinen Leberzellen gezeigt werden (s. Abb. 35 und 39).
Das Erstaunliche dabei ist, dass VDR in der adulten Leber nach aktuellem Stand der
Wissenschaft nicht exprimiert werden sollte.

Vitamin D3 wird im Kdrper mit Hilfe von ultravioletter (UV) Strahlung und zweier Hydrolasen
ausgehend von 7-Dehydrocholesterin gebildet (s. Abb. 67). 7-Dehydrocholesterin (auch
Provitamin D3 genannt) ist die letzte Vorstufe bei der de novo Synthese des Cholesterins im
Korper. Damit daraus Vitamin D3 gebildet werden kann, wird Provitamin D3 von der Leber in
die Haut transportiert, wo es durch UV-Strahlung in Pravitamin D3 umgewandelt wird. In
seiner biologisch aktivsten Form liegt es als 1-,25-Dihydroxyvitamin D3 vor. Die Umwandlung
von Pravitamin D3 in seine aktivste Form geschieht sukzessive durch zwei Enzyme, 1-

Hydroxylase (in der Niere) und 25-Hydroxylase (in der Leber).
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Provitamin D; Pravitamin D3

(7-Dehydrocholesterin) HO

25(0H)D; 10,25(0H)D;
(aktiv)

Abb. 67: Schematische Darstellung der Synthese des biologisch aktiven Vitamin Ds;. Die Umwandlung von
ProvitaminD3 zu PravitaminD3 geschieht durch UV-Strahlung in der Haut, die 25-Hydroxylierung wird in der Leber
katalysiert. Der letzte Schritt der Aktivierung zum biologisch aktiven VitaminD3 wird durch die 1-Hydroxylase in

der Niere vermittelt.

Der Aufbau des Enhancer-Elements in den Promotoren der humanen und murinen
HSD17B7 konnte sich in dieser Hinsicht durchaus erklédren lassen. Die teilweise
Uberlappenden Bindungsstellen fliir VDR/RXR und SREBP sind von Bindungsstellen flr
typisch akzessorische TFs (SP1 und NF-Y) flankiert. Dies kénnte bedeuten, dass zwei
verschiedene Stimuli, Cholesterin- und Vitamin D-Mangel Uber den gleichen Enhancer-
Bereich zu einer Steigerung der Expressionsrate der HSD17B7, deren Produkt im
Cholesterinbiosyntheseweg beteiligt ist, fihren.

Die experimentell erzielten Ergebnisse sind bezlglich der Regulation durch Cholesterin
eindeutig und problemlos nachzuvollziehen, nicht jedoch im Zusammenhang mit Vitamin Ds.
Bei diesem Erklarungsansatz bestehen namlich zwei gravierende Probleme: 1. VDR wird (im
Gegensatz zu RXR) in der Leber nach bekanntem Wissensstand nicht exprimiert; 2. alle
bisher beschriebenen biologischen Effekte von VDR/RXR werden erst nach Bindung der
Liganden der beiden Partner ermoglicht. Dies ist im Falle des VDRs das erwahnte Vitamin
D;. Warum sollte also durch Vorhandensein eines Stoffes (Vitamin D3;) dessen eigene
Synthese bzw. die seiner Vorstufen geférdert werden, noch dazu in einem Organ, in dem
sein, fur die biologische Funktion notwendiger, Rezeptor (VDR) nicht vorhanden ist? Ein
maoglicher Grund fir die beobachteten Auswirkungen (s. Abb. 35, 37, 39 und 41) kénnte sein,
dass durch das Uberlappen der SREBP- und VDR/RXR-Bindungsstellen, die Mutation der
VDR/RXR-Bindungsstelle auch die benachbarte SREBP-Stelle beeinflusst und die Abnahme
der Luciferaseaktivitat dadurch ausgeldst wurden. Dies scheint durch die Auswahl der
mutierten Basen, die die konservierten SREBP-Erkennungsstellen nicht betreffen, allerdings
eher unwahrscheinlich. Nicht auszuschlie3en ist auch eine Wechselwirkung zwischen VDR
und SREBPSs, obwohl dartiber bisher noch nichts bekannt ist.

Eine weitere Mdglichkeit ware in der Natur der verwendeten Zellen zu suchen. Da es sich bei
HepG2 und HEPA1-6 um Tumorzelllinien handelt (und obwohl es nicht gelang VDR-mRNA

in den Zelllinien nachzuweisen, nicht gezeigt), ist nicht auszuschlieRen, dass diese VDR
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dennoch exprimieren. In diesem Falle bestinde aber immerhin noch das zweite
beschriebene Problem. Die einzig logische Erklarung ware in diesem Fall, dass VDR bzw.
VDR/RXR auch ohne den Liganden, bzw. mit einem anderen, bisher unbekannten, Liganden
an DNA binden kann. Im Falle eines Vitamin D3z Mangels kdnnte so die Expression von
Vorlaufern gesteigert werden. Die Bindung von VDR an DNA ohne seinen Liganden konnte
bereits gezeigt werden (Erben et al., 2002) Der Nachweis einer in vivo Funktionalitat konnte
jedoch bisher nicht erbracht werden.

Eine andere Moglichkeit ware die Existenz einer, bisher nicht beschriebenen Wirkung von
VDR als Homodimer. Die Funktionalitdt und die Bindung von Mitgliedern der Familie der
nuklearen Rezeptoren an DNA als Homodimer konnte bereits gezeigt werden (z. B. bei
HNF4; Bogan et al., 2000). Nicht auszuschliefRen ist also eine duale Funktionalitat des VDR-
Proteins. Wahrend es einerseits durch Bindung seines Liganden (Vitamin D3) und RXR die
Wirkungen von Vitamin D3 als Heterodimer vermittelt, kommt es andererseits ohne den
Liganden zur Homodimerisierung und zu verstarkter Transkription von Genen der
Cholesterinbiosynthese (und damit von Vitamin D3 Vorldufern). Unterstitzung fur diese
Theorie konnte von der Beobachtung des Auftretens zweier spezifischer Banden bei den
Gelshift-Experimenten kommen (s. Abb. 63).

Wie bereits erwahnt, kdnnen unterschiedliche TFs an gleiche oder ahnliche DNA-Sequenzen
binden. Daher kdénnte es durchaus sein, dass die Effekte durch einen anderen TF ausgeldst
werden. Aus bioinformatischer Sicht kdnnte Activator Protein 2 (AP-2) in Frage kommen, da
ein mit VDR/RXR uberlappender Bereich gewisse, wenn auch geringe, Homologie zur AP-2
Konsensussequenz zeigt. Ein Co-Transfektionsexperiment mit AP-2 hatte allerdings nicht
den entsprechenden Effekt. In den diesbezuglichen Versuchen zeigte AP-2 schwach
negative Auswirkungen auf die Expression (s. Abb. 50 und 51).

Die identifizierte VDR/RXR-Bindungsstelle im HSD17B7-Promotor kdnnte jedoch in anderen
Geweben von entscheidender Bedeutung sein. Das neben der Leber wichtigste Organ der
endogenen Cholesterinbiosynthese im adulten Organismus ist der Darm. Auch hier wurde
bereits ein deutliches Expressionsniveau der HSD17B7 nachgewiesen, VDR ist ebenfalls
vorhanden. Méglicherweise wird durch VDR im Darm die Funktion von SREBPs ersetzt bzw.
unterstitzt.

Eine abschlielRende, wissenschaftlich fundierte Bewertung dieser Zusammenhange ist ohne
weitere Daten nicht moglich. Allerdings sei noch darauf hingewiesen, dass auch die
Promotoren anderer Gene der Cholesterinbiosynthese potentielle VDR/RXR-Bindungsstellen

enthalten (laut eigenen Matlnspector-Analysen, nicht gezeigt).
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HNF4:

Alles in allem ist die Rolle von HNF4 bei der transkriptionellen Regulation der humanen
HSD17B7 als eher gering einzustufen. Allerdings ist das Vorhandensein der Bindungsstelle
fur die volle Promotoraktivitat notig. Dies zeigte sich sowohl bei der Promotor-Feinkartierung
(s. Abb.22, H7 zu H8), als auch bei der Analyse der Bindungsstellenmutationen (Abb. 35).
Grolere Auswirkungen zeigten sich nur bei Doppelmutanten, vor allem in Kombination mit
SREBP. Diese Kombination scheint auch spezifisch fur die Cholesterinantwort von
Bedeutung zu sein. Bei den unspezifischen Induktionsversuchen mit 0,1% FBS waren die
Auswirkungen deutlich geringer (Abb. 35 und 37), als bei den Versuchen mit delipidisiertem
FBS bzw. der Zugabe von Cholesterin/25-Hydroxycholesterin (Abb. 55).

Ein Teil der in der Leber (bzw. in HepG2-Zellen) hdheren HSD17B7-Expressionsrate als in
HEK293- und HelLa-Zellen war wohl auch auf die Beteiligung von HNF4 zuriickzufihren.
Dieser TF wird Uberwiegend in der Leber exprimiert. Er wird zwar auch in der Niere gebildet,
aber in deutlich niedrigerem Umfang (Watt et al., 2003). Die Unterschiede zwischen HepG2-
und HEK293-Zellen beziglich der beobachteten Luciferaseaktivitat sind sicherlich nicht allein
auf HNF4 zurickzufihren. Dazu waren die Expressionsunterschiede durch die Mutation der
HNF4-Bindungsstelle zu gering (s. Abb. 35 und 39). Es ware zwar theoretisch denkbar, dass
eine weitere, nicht identifizierte HNF4-Bindungsstelle in den Promotoren vorhanden ist. Dies
erscheint aber aufgrund der erzielten Ergebnisse als eher unwahrscheinlich. Fir die
Unterschiede sind eher die Ubrigen identifizierten TFs verantwortlich. Allerdings konnte
HNF4 fir die starkere Luciferaseaktivitat der Promotoren in HEK293- gegeniiber Hela-
Zellen sorgen, da HNF4 in HeLa-Zellen nicht exprimiert wird.

Bei der Maus hingegen konnte die Bindung von HNF4 an den Promotor nicht eindeutig
nachgewiesen werden. Dies ist in sofern verwunderlich, da die Position und die Homologie
zur beschriebenen HNF4-Konsensus-Sequenz der potentiellen Bindungsstelle im murinen
Promotor mit der im humanen vergleichbar ist. Dennoch fihrten die HNF4-Antikdrper nicht
zu einem Supershift (nicht gezeigt). Da diese Antikdrper speziell fir das menschliche Protein
hergestellt wurden, wéare die fehlende Spezifitdt eine mdgliche Erklarung. Laut Hersteller
sollten sie jedoch, wenn auch schwacher, die murine Form ebenfalls erkennen.

Die Auswirkungen der Mutation der potentiellen HNF4-Bindungsstelle auf die murine
Promotoraktivitat waren bei den Versuchen mit 0,1% FBS mit denen auf die humane Aktivitat
vergleichbar (Abb. 39). Im Gegensatz dazu zeigten sich in Bezug auf die Cholesterinantwort
deutliche Unterschiede. Hier waren keine Auswirkungen durch die Mutation der potentiellen
HNF4-Bindungsstelle zu erkennen, weder bei den Versuchen mit steroidfreiem humanen
Serum (Abb. 53), noch mit delipidisiertem FBS (Abb. 56).

Laut Matinspector befindet sich exakt an der vorhergesagten HNF4-Bindungstelle, in

umgekehrter Orientierung, eine Bindungsstelle flir den Progesteron-Rezeptor (PR). Daher

104



kdnnte auch dieser TF an der Transkription des murinen Gens beteiligt sein (beim humanen
Promotor wird keine potentielle Bindungsstelle fir den PR angezeigt). Diese potentielle
Bindungsstelle trat bei den zu Beginn der Arbeit durchgefiihrten Matlnspector Analysen nicht
auf, moglicherweise wurde die Konsensussequenz durch neuere Erkenntnisse verandert
bzw. erweitert. Da weder das PR-Protein noch ein spezifischer Antikérper dagegen zur
Verfligung stand, wurde dieser Zusammenhang nicht tUberprift. Auch wenn ihm Rahmen der
Arbeit der verantwortliche murine TF nicht identifiziert werden konnte, so zeigen die
Ergebnisse deutlich, dass das entsprechende Protein zwar generell an der transkriptionellen

Regulation der hsd17b7, jedoch nicht an der Cholesterinantwort beteiligt ist.

CREBP:

Unerwartet waren die Ergebnisse bezlglich der CREBP-Bindungsstellen. CREBP st fir
durch cAMP vermittelte Effekte auf die Transkription verantwortlich und auch typisch flr
Gene, die in der Leber exprimiert werden. Die Beteiligung von CREBP an der
Expressionsrate verschiedener an der Cholesterinbiosynthese und im Steroidstoffwechsel
beteiligter Gene konnte auch schon bestatigt werden (s.u.). Die bioinformatisch hier in den
HSD17B7-Promotoren identifizierten potentiellen Bindungsstellen sind der CREBP-
Konsensussequenz sehr ahnlich (s. Abb. 30 und 31). Daher lag die Vermutung nahe, dass
CREBP auch bei der transkriptionellen Regulation der HSD17B7 eine wichtige Rolle spielt.
Allerdings konnte dies durch CREBP-Promotormutanten nicht bestatigt werden (s. Abb. 35
und 39). Um dieses Ergebnis genauer zu verifizieren, wurden zusatzlich Luciferaseassays
mit verschiedenen Forskolinkonzentrationen (Forskolin fiihrt zur Erhéhung des intrazellularen
cAMP-Spiegels) im Wachstumsmedium durchgefiihrt. Auch diese Versuche bestatigten nicht
die ursprunglichen Vermutungen. Selbst Iangere Promotorfragmente zeigten diesbezuglich
keine deutlichen Unterschiede. Die Luciferaseaktivitdt nahm jeweils nur geringflgig zu (s.
Abb. 48 und 49). Dies lasst nur den Schluss zu, dass cAMP, wenn Uberhaupt, nur eine

geringe Rolle fiir das Expressionsniveau der humanen und murinen HSD17B7 spielt.

Zusammengefasst ergibt sich folgendes Bild fir die Regulation in Leberzellen:
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Abb. 68: Mogliches Modell der Regulation des humanen Promotors in HepG2-Zellen. Oben: beteiligte Faktoren
bei der basalen Expression. Unten: Durch Cholesterinmangel kommt es zur Aktivierung von SREBPs. Die
Bindung von SREBPs an den Promotor fuhrt auch zu einer verstarkten Bindung von SP1 und/oder NF-Y (durch
starkere Linien angedeutet). Daneben kommt es zur Dissoziation eines unbekannten Proteins (und evil. eines
weiteren TFs). Zusammen flihren diese Effekte zu einer deutlich verstarkten Expression der HSD17B7.
Méoglicherweise kann VDR SREBP dabei ersetzen oder unterstitzen. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass

eine Interaktion von HNF4 und SREBP ebenfalls fiir die volle Promotoraktivitat notwendig ist.

HSD17B7-Promotoraktivitit in den anderen Zelllinien:

Generell war ein deutlich hdéheres Niveau der Luciferaseaktivitdt unter allen getesteten
Bedingungen in Leberzellen als in HEK293- und HelLa-Zellen zu beobachten (s. Abb. 21, 22,
23, 24 und 25). Der beschriebene Enhancer, der in Abhangigkeit der Cholesterin-
konzentration die Expression der HSD17B7 reguliert, zeigte seine volle Wirkung nur in den
Leberzellen. Die Bedeutung dieses Enhancers zeigte sich bereits bei den unspezifischen
Induktionsversuchen in 10% FBS und unter Serummangelbedingungen. Die Unterschiede in
der Luciferaseexpression zwischen Fragmenten mit und ohne Enhancer waren in den
Leberzellen deutlich ausgepragter als in den anderen getesteten Zelllinien (HEK293, Hela)
(s. Abb. 24 und 25). Auch die Reaktion auf Cholesterinmangel war deutlich starker. Diese
Ergebnisse sind durchaus im Einklang mit dem beschriebenen Expressionsmuster und der
Beteiligung der HSD17B7 an der Cholesterinbiosynthese. Cholesterin wird zwar in
geringerem Ausmal} ubiquitar synthetisiert. Da aber die systemische Versorgung des adulten
Organismus mit endogenem Cholesterin tUberwiegend von der Leber gewahrleistet wird, ist
hier eine groRere Auswirkung von spezifischen regulierenden Signalen zu erwarten. Worauf
dieser leberspezifische Effekt im Detail zurlickzufiihren ist, konnte bisher auch bei anderen
Genen der Cholesterinbiosynthese nicht zweifelsfrei geklart werden. Bis auf HNF4 und VDR
werden alle identifizierten Transkriptionsfaktoren ubiquitdr exprimiert. Beim murinen
Promotor konnte die Bindung von HNF4 an die bioinformatisch identifizierte Bindungsstelle

nicht eindeutig nachgewiesen werden. Wie bereits angedeutet (s. 0.), kdnnten die Effekte
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hier auch durch den Progesteron-Rezeptor ausgeldst werden. Allerdings waren die Effekte
durch HNF4 alleine nicht ausreichend, als dass dieser die alleinige Verantwortung daflr
tragen konnte. Dies zeigte sich sowohl bei den HNF4-Deletionsmutanten (s. Abb. 35 und
39), als auch bei den Versuchen zur Promotorfeinkartierung (s. Abb. 22 und 23). Im Falle
von VDR war die Beteiligung an der transkriptionellen Regulation aufgrund der oben
beschriebenen Problematik nicht eindeutig zu klaren. Ein weiterer Grund koénnte im
Expressionsmuster von SP1 zu suchen sein. Dieser TF hatte wesentlich gravierendere
Auswirkungen auf die HSD717B7-Promotoraktivitat als HNF4, sowohl basal, als auch
induzierend (s. Abb. 35 und 39). Ahnlich wie bei HNF4 konnte fiir SP1 ebenfalls ein hdheres
Expressionsniveau in der Leber als in der Niere gezeigt werden (bzw in HepG2- gegeniber
HEK?293-Zellen, personliche Mitteilung von Brigitte Keller). Uber das SP1-Niveau in Hela-
Zellen war keine Information verfligbar. Nicht alle Gene der Cholesterinbiosynthese werden
durch SP1 reguliert. Auffallig bei den SP1-unabhangigen Genen ist jedoch die
transkriptionelle Beteiligung von CREBP. Die Expressionsniveaus der beiden TFs SREBP
und NF-Y zeigen keine deutlichen Unterschiede in unterschiedlichen Geweben, somit ist ein
direkter Leber-spezifischer Effekt der beiden auf die Expression nicht zu erwarten.
Médglicherweise ist auch ein leberspezifischer Cofaktor dafiir verantwortlich. Dies scheint
jedoch in soweit unwahrscheinlich, da die transkriptionelle Regulation durch SREBPs gut
untersucht ist. Uber weitere Cofaktoren, abgesehen von den schon erwahnten TFs, ist nichts
bekannt. Alles in allem dirfte das Zusammenspiel von SREBPs mit SP1 bzw. CREBP flr
das Expressionsniveau der Gene der Cholesterinbiosynthese in der Leber verantwortlich

sein.

3.1.3. Vergleich mit anderen Genen

Aufgrund der Tatsache, dass Gene, die an demselben Syntheseweg beteiligt sind, oft auch
gemeinsamen Regulationsmechanismen unterworfen sind, wurde eine vergleichende
Promotoranalyse der 17B-Hydroxysteroiddehydrogenase Typ 7 mit mehreren Genen
durchgefihrt. Aufgrund der bisher in vitro nachgewiesenen Funktionen des Enzyms in der
Estradiol- und Cholesterinbiosynthese, gehdrten dazu Gene, die an diesen Synthesewegen
beteiligt sind. Dies geschah einerseits durch bioinformatische Methoden, andererseits durch

Vergleich mit bereits veroffentlichten experimentellen Daten.

3.1.3.1. Vergleich mit Genen der Steroidhormonsynthese

Stellvertretend fir die Regulation des Steroidstoffwechsels wurden verfiigbare Daten der

Regulation von STAR (Steroidogenic Acute Regulatory Protein), CYP11a (Cholesterol Side-
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Chain Cleavage Enzyme, P450scc), CYP19 (Aromatase), CYP17 (17a-Hydroxylase/17,20-
Lyase), HSD3B2 (3B-Hydroxysteroiddehydrogenase Typ 2), sowie HSD17B1 (17pB-
Hydroxysteroiddehydrogenase Typ 1) herangezogen (Chau et al.,, 1997; Hum and Miller,
1993; Jimenez et al., 2003; Leers-Sucheta et al., 1997; Piao et al., 1997; Sewer and
Waterman, 2001; Toda et al., 1996; Zhou et al., 1997). Die entsprechenden Genprodukte
sind flr die Estradiolsynthese ausgehend von Cholesterin notwendig. Da sowohl HSD17B1
als auch HSD17B7 (human und murin) fir den letzten Schritt der Estradiolsynthese
verantwortlich gemacht werden (Umwandlung von Estron zu Estradiol), wurden gewisse
Gemeinsamkeiten bezliglich der transkriptionellen Regulation erwartet.

Fur die Regulation der am Steroidstoffwechsel beteiligten Gene ist in vielen Fallen der TF
Steroidogenic Factor 1 (SF1) von entscheidender Bedeutung. Fir die Transkription aller
aufgefiihrten Gene, aulier HSD17B1, konnte bereits eine aktivierende Funktion von SF1
nachgewiesen werden (Val et al., 2003). Im Falle von HSD17B1 ist die Beurteilung nicht
ganz einfach. Fur dieses Gen wurden zwei Transkriptvarianten beschrieben. Diese
unterscheiden sich im Gegensatz zur HSD17B7 im 5-Bereich, werden also von
unterschiedlichen Promotoren reguliert. Allerdings ist nicht bekannt, ob die langere
HSD17B1-Version, deren mRNA nachweisbar ist, auch tatsachlich translatiert wird (Luu-The,
2001). Wahrscheinlich wurde deshalb bei der HSD17B1 bisher nur der proximale Promotor
untersucht (Piao et al., 1997). Bei diesen Analysen wurde die Beteiligung von SF1 nicht
Uberprift und laut Matinspector befindet sich in diesem Bereich auch keine entsprechende
Bindungsstelle. Im Gegensatz dazu kann mit Matinspector im distalen Promotor eine gut
konservierte SF1-Bindungsstelle identifiziert werden. In ihrer unmittelbaren Nahe befinden
sich weitere typische (potentielle) Bindungsstellen flir Gene des Steroidstoffwechsels, zu
denen der Progesteron- und der Glucocorticoidrezeptor gehoéren (nicht gezeigt). Die
Funktionalitat wurde bisher nicht Gberprift, daher ist eine Interpretation rein spekulativ. Diese
Funktionalitat vorausgesetzt, besteht allerdings die Moéglichkeit, dass die unterschiedlichen
Promotoren gewebsspezifisch reguliert werden, bzw. dass der distale Promotor der
eigentlich wichtigere fir die Antwort auf ein Hormonsignal ist. Experimente in dieser Richtung
wirden sicher wertvolle Hinweise liefern kdnnen.

Mit Hilfe bioinformatischer Methoden war weder in der humanen noch in der murinen
Promotorregion der HSD17B7 eine potentielle SF1-Bindungsstelle zu finden. Auch bis
-2000bp in 5’-Richtung fanden sich keinerlei Hinweise darauf. Dies lasst den Schluss zu,
dass die Expression von HSD17B7 durch diesen TF nicht reguliert wird. Denkbar ware eine
indirekte Wirkung, die im Vergleich mit den bisher beschriebenen Funktionen von SF1 aber
eher unwahrscheinlich erscheint.

Im murinen Kernpromotor der hsd17b7 wurde von Matinspector eine potentielle

Bindungsstelle fur den TF Liver Receptor Homologue 1 (LRH-1) identifiziert. Diese befindet
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sich direkt im experimentell bestatigten Transkriptionsstartbereich. Da auf Anhieb keine
Funktionalitat zu erkennen war wurde sie nicht weiter untersucht und im Ergebnisteil nicht in
die Ubersicht aufgenommen. Aufgrund ihrer Position im Promotor wére eine Funktion als
Silencer denkbar. LRH-1 wird zusammen mit SF1 funktionell in eine TF-Familie zusammen-
gefasst. In der Literatur wird mehrfach berichtet, dass LRH-1 in manchen, nicht SF1-
expremierenden Geweben die Funktion von SF1 ibernehmen kann (Clyne et al., 2002).
Andereseits konnte auch gezeigt werden, dass LRH-1 in steroidogenen Geweben exprimiert
wird (Sirianni et al., 2002). Bestatigt ist auch eine positiv regulierende Wirkung von LRH-1
auf Gene des Gallensauremetabolismus (Lu et al., 2000). Uberschiissiges Cholesterin wird
im Korper Uberwiegend zu Gallensauren umgewandelt und so ausgeschieden. Daher wird
LRH-1 eine wichtige Funktion in der Cholesterinhomdostase zugeschrieben (Fayard et al.,
2003). Es ware durchaus denkbar, dass LRH-1 bei einem Cholesteriniiberschuss einerseits
die Umwandlung von Cholesterin in Gallensauren fordert, andererseits die Expression von
Cholesterinbiosynthesegenen vermindert, was bei der hsd17b7 aufgrund der Position der
Bindungsstelle im Promotor zu erklaren ware. Da eine regulatorische Funktion fur LRH-1 bei
den Kartierungsversuchen nicht festgestellt werden konnte, gestaltet sich eine mogliche
Interpretation Uber die Funktionalitat rein spekulativ.

Des Weiteren besteht in diesem Zusammenhang auch die Mdéglichkeit der Interpretation des
Ergebnisses der proximalen CCAAT-Box. Da NF-Y oftmals als Cofaktor fir andere TFs
fungiert (Mantovani, 1999), ware es im Bereich des Denkbaren, dass die stark positiv
regulierenden Effekte der CCAAT-Box Mutation auf die Luciferaseaktivitat mit der Bindung
von LRH-1 in Zusammenhang stehen, und dass die beobachteten Auswirkungen ahnlich,
wenn auch in entgegengesetzter Richtung und ungleich starker, wie bei der NF-Y/SREBP
Interaktion zu werten sind. Diese Spekulation bezieht sich allerdings nur auf den murinen
Promotor, da im humanen keine LRH-1-Bindungsstelle zu finden ist.

Beim Vergleich mit den untersuchten Genen der Estradiolsynthese fallt zudem eine
transkriptionelle Abhangigkeit dieser Gene von den TFs SP1, AP-2 und GATA auf. Die
Beteiligung von SP1 an der Regulation der HSD17B7 konnte eindeutig gezeigt werden.
Allerdings ist dadurch alleine keine Gemeinsamkeit mit Genen der Steroidsynthese zu
begriinden, da SP1 bei sehr vielen und vdllig unterschiedlichen Promotoren eine wichtige
Rolle spielt. Im Bereich der proximalen Promotoren der HSD17B7s sind Bindungsstellen fir
GATA nicht vorhanden. Fir AP-2 konnte eine transkriptionelle Beteiligung, zumindest in den
verwendeten Zelllinien, experimentell ausgeschlossen werden.

Ein weiterer wichtiger Transkriptionsfaktor bei Genen des Steroidstoffwechsels ist CREBP
und konnte bereits bei vielen Promotoren funktionell bestatigt werden. Wie bereits erwahnt
(s. o.), hatte CREBP jedoch kaum Auswirkungen auf die Regulation der HSD17B7-

Promotoren in den untersuchten Zelllinien.
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Fazit:

Es konnten aus Sicht der transkriptionellen Regulation keinerlei Hinweise auf Gemein-
samkeiten der humanen HSD17B7 mit anderen Genen des Steroidstoffwechsels entdeckt
werden. In diesem Zusammenhang ist nochmals zu erwahnen, dass die Zugabe von
Estradiol ins Medium keine Auswirkungen auf die Luciferaseaktivitat zeigte. All das schlief3t
eine Beteiligung des Enzyms an derartigen Prozessen jedoch nicht zwingend aus. Auch
wenn weder aus experimenteller noch aus bioinformatischer Sicht entsprechende Gemein-
samkeiten auftraten, besteht die Moglichkeit eines 2. Promotors bzw. Enhancers, der fur die
entsprechende Regulation verantwortlich ist, jedoch bislang nicht detektiert werden konnte.

Im Falle der murinen hsd17b7 erfolgte zwar ebenfalls keine experimentelle Bestatigung fur
eine Regulation im Zusammenhang mit dem Steroidhormonhaushalt. Allerdings erschien
kurz vor der Fertigstellung der vorliegenden Arbeit eine Verdffentlichung Gber die Regulation
der P450scc (Kim et al., 2005). Darin ist die funktionelle Bestatigung eines LRH-1-
enthaltenden Enhancers etwa 1500 Basenpaare vor dem Transkriptionsstartpunkt
beschrieben. Zusatzlich ist in diesem Promotor eine funktionelle LRH-1-Bindungsstelle bei -
40 (relativ zum Transkriptionsstart) enthalten. Dies gab Anlass zu einer wiederholten
bioinformatische Analyse der mhsd17b7. Matinspector sagte im entsprechenden Bereich
(ca. -1500) der mhsd17b7 ebenfalls eine Bindungsstelle flir LRH-1 vorher, mit deutlich
gréRerer Ahnlichkeit zur Konsensussequenz, als die bereits identifizierte im Transkriptions-
startbereich. Diese ist auf dem langsten der experimentell untersuchten Promotorfragmente
auch vollstandig enthalten. Zusatzlich finden sich in unmittelbarer Nahe potentielle
Bindungsstellen flr den Progesteron- sowie den Estrogenrezeptor, ahnlich der Umgebung im
P450scc-Promotor. Dieser potentielle Enhancer wirde in Hinblick auf die beschriebene
Funktion der hsd17b7 im Steroidstoffwechsel durchaus sinnvoll erscheinen. Zusammen mit
der zusatzlich entdeckten Progesteron-Rezeptor-Bindungsstelle an der Position fir HNF4,
kdnnte man vermuten, dass, aus Sicht der transkriptionellen Regulation, das murine Enzym
in vivo tatsachlich an beiden Synthesewegen beteiligt ist. Solange jedoch keine
experimentelle Bestatigung der TF-Bindungsstellen erfolgt, bleibt dies reine Spekulation. In
Luciferaseexperimenten mit Leberzellen konnten zumindest keine Auswirkungen durch
diesen potentiellen Enhancer festgestellt werden. Da die Leber bekanntermaflen nicht zu
den klassischen Geweben der Steroidhormonsynthese gezahlt wird, ware es sinnvoll,

Experimente in dieser Hinsicht mit anderen Zelllinien durchzufihren.

3.1.3.2. Vergleich mit Genen der Cholesterinbiosynthese

Von zentraler Bedeutung flir nahezu alle Gene der Cholesterinbiosynthese sind, wie bereits

dargelegt, die Transkriptionsfaktoren der SREBP-Familie, insbesondere SREBP1a und 2.
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Bisher sind mehr als 25 Gene bekannt, deren Produkte in diesem Stoffwechselweg beteiligt
sind. Anhand einer Studie mit transgenen SREBP1a und 2-, sowie mit SCAP-Knock-out
Mausen konnte flr 19 von ihnen eine positive Regulation durch SREBPs nachgewiesen
werden (Horton et al., 2003). Aber nicht nur Gene der Cholesterinbiosynthese sind betroffen,
sondern auch solche die fiir die Cholesterinhomoostase mitverantwortlich sind, wie z. B. das
fur den LDL-Rezeptor (LDLR) (Sanchez et al., 1995), fir die Aufnahme von Cholesterin in
Zellen aus der Blutbahn verantwortlich, und fiir die Cholesterylesterhydrolase (CEH), das fiir
die Freisetzung von Cholesterin aus seiner Cholesterylester-Speicherform sorgt (Natarajan
et al., 1998). Auch die Expression von SREBPs selbst und von NAD(P)-reduzierenden
Genen wird durch SREBPs verstarkt. NAD(P)H/H+ ist ein wichtiger Cofaktor verschiedener
cholesterinbildender Enzyme.

Auffallend bei Promotoren aller bisher untersuchten SREBP-regulierten Gene ist, dass
SREBP-Bindungsstellen von GC- und/oder CCAAT-Boxen flankiert sind. AulRerdem konnte
in allen Fallen eine direkte Beteiligung von SP1 und/oder NF-Y an der durch Cholesterin-
mangel bedingten Induktion der transkriptionellen Aktivitat beobachtet werden. Als Beispiele
fur die Beteiligung von SP1 seien die Gene fur den LDL-Rezeptor, die Fettsaure-Synthase
und die AcetylCoA-Carboxylase genannt. Hierbei wurde schon spekuliert, dass SREBP die
Bindung von SP1 und damit den Anstieg der Expressionsrate erhdht und nicht umgekehrt
(Yieh et al., 1995). Beispiele fur die unterstitzende Wirkung von NF-Y auf SREBPs sind die
Gene der HMGCoA-Synthase und -Reduktase (HMGCS bzw. HMGCR) (Abb. 69) und der
Farnesyldiphosphat-Synthase. Die erste Beschreibung fir die Beteiligung beider Cofaktoren
an der transkriptionellen Regulation bei Genen der postsqualenen Cholesterinbiosynthese
betraf die 7-Dehydrocholesterolreductase (DHCR7) (Kim et al., 2001). Wenig spater konnte
der synergistische Effekt auch bei der Sterol-A8-Isomerase (S/) gezeigt werden (Abb. 69)
(Misawa et al., 2003). Fir noch nicht untersuchte Promotoren anderer Gene dieses
Syntheseabschnitts wurde eine bioinformatische Analyse durchgefihrt. Matinspector
identifizierte fur SQLE (Squalenepoxidase) die TFs SREBP, NF-Y, SP1 in 5-3’-Anordnung
innerhalb des Promotors. Nicht ganz so offensichtlich ist die Einordnung des NSDHL-Gens.
Hier finden sich innerhalb des potentiellen Promotors lediglich zwei sehr schwach
konservierte Bindungsstellen fir SREBP. Diese sind auch nicht direkt von SP1 oder NF-Y
flankiert. Dennoch wurde ein positiver Effekt von SREBPs auf die Expression von NSDHL
bereits gezeigt (Horton et al., 2003). Dieser wird mdglicherweise von einem entfernteren

Enhancer vermittelt, der bioinformatisch in dieser Arbeit nicht ermittelt werden konnte.
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Abb. 69: Schematische Darstellung funktionell bestatigter Promotorbestandteile SREBP-regulierter Gene des
Cholesterinhaushalts. Die Genprodukte von LDLR und CEH sind an der Aufnahme bzw. Freisetzung von

Cholesterin beteiligt, die Gbrigen an der de novo Synthese.

Die kombinierte Wirkung von SP1 und NF-Y mit SREBPs konnte bisher nur bei einem Gen
der prasqualenen Cholesterinbiosynthese gezeigt werden, der Squalensynthase (Guan et
al., 1998). Moglicherweise ergibt die experimentelle Charakterisierung der Ubrigen
postsqualenen Gene einen gemeinsamen Regulationsmechanismus. Eine spezifische
postsqualene Regulation ware auch nicht Uberraschend, da die Zwischenprodukte vor
Squalen auch fir andere Synthesewege verwendet werden (Mevalonat dient beispielsweise
als Vorstufe der Isoprenoide; Farnesyl-PP fir Dolichol und Ubiquinon). Durch eine spezielle
Regulation der postsqualenen Gene (und der Squalensynthase) kénnten die entsprechenden
Zellen ihren Stoffwechsel gezielt in Richtung Cholesterin steuern. Sollte sich diese
Vermutung im Laufe der Zeit durch weitere Experimente bestatigen, konnte dies einen neuen
Ansatz der Behandlung von erhoéhten Cholesterinwerten darstellen. Bisher stellt die
HMGCoA-Reductase den Hauptangriffspunkt fir Cholesterin-senkende Medikation durch
Statine dar. Ein Eingriff zu spaterem Zeitpunkt in den Syntheseweg kodnnte allerdings
durchaus Vorteile haben. Durch Eingrenzung der Zahl der beeinflussten Synthesewege ware
theoretisch von geringeren Nebenwirkungen auszugehen. Um diesen Zusammenhang zu
Uberprufen, wurde eine Analyse der meisten bisher bekannten SREBP-abhdangigen Gene
der Cholesterinbiosynthese durchgeflhrt (Abb. 70). Dazu wurden in der Literatur verfligbare
Daten herangezogen (Bishop et al., 1998; Dooley et al., 1999; Guan et al., 1998; Halder et
al., 2002; Kim et al., 2001; Misawa et al., 2003; Ngo et al., 2002; Tansey and Shechter,
2001). Bei bisher nicht untersuchten Genen wurde eine Analyse mit Matlnspector
durchgefiihrt.
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Phosphomevalonatkinase (n.b.)
Mevalonat-Pyrophosphat-Decarboxylase (n.b.)
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7-Dehydrocholesterolreductase (NF-Y, SP1)
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!
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Abb. 70: Ubersicht SREBP-abhéngiger Gene der Cholesterinbiosynthese (nach Horton et al., 2003) und der
beteiligten transkriptionellen SREBP-Cofaktoren. N.b. Interpretation aufgrund fehlender Daten nicht zweifelsfrei
moglich. TATA: Promotor enthalt eine funktionell bestatigte TATA-Box. Der Mevalonatkinase-Promotor enthalt
eine CCAAT-Box (NF-Y), diese scheint jedoch nicht an der Sterolantwort beteiligt zu sein (Bishop et al., 1998).
Bei Matlnspector-Analysen wurden nur GC- und CCAAT-Boxen innerhalb von 100 bp 5’ oder 3’ von SREBP-
Bindungsstellen beriicksichtigt.

Aus der Literatur sind neben SP1 und NF-Y noch weitere synergistische Proteine flr die
Wirkung von SREBPs bekannt. Dazu zahlt neben HNF4 auch CREBP. Wie schon erwahnt,
ist HNF4 vor allem an der Expression leberspezifischer Gene beteiligt. In soweit wiirde eine
Beteiligung an der Regulation der Gene der Cholesterinbiosynthese nicht verwundern.
Bisher wurde der direkte experimentelle Beweis nur beim si-Gen der Ratte erbracht (Misawa
et al., 2003). Die Autoren waren jedoch nicht in der Lage, eine HNF4-Bindungsstelle im si-

Promotor zu identifizieren und gingen daher von einer direkten Protein-Protein-Interaktion
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zwischen HNF4 und SREBP2 aus, die sie auch experimentell bestatigen konnten. Im Falle
des HSD17B7 Promotors konnte das Vorhandensein einer funktionellen HNF4-
Bindungsstelle bestatigt werden. Allerdings waren die beobachteten Effekte weitaus
geringer, als die von Misawa et al. beschriebenen. Dies kénnte an den verschiedenen
verwendeten Nachweismethoden liegen: in der vorliegenden Arbeit wurde die Bindungsstelle
mutiert, die Autoren der Verodffentlichung setzten mangels einer identifizierten HNF4-
Bindungsstelle ein Uberexpressionsplasmid fiir HNF4 ein. Der Einsatz von solchen
Plasmiden fuhrt zu Proteinkonzentrationen weit oberhalb der natirlich vorkommenden.
Daher sind die jeweils erzielten Ergebnisse bzw. das Ausmal} nicht einfach gleichzusetzen.
Durch den Einsatz von Matinspector konnten mindestens zwei potentielle HNF4-
Bindungsstellen im S/-Gen Promotor entdeckt werden. Deren funktionelle Bestatigung war
jedoch nicht Thema dieser Arbeit.

Anders ist der Vergleich bezliglich CREBP zu interpretieren. Wahrend die positiv
regulierende Funktion von CREBP auf die Expressionsrate sowohl der Squalensyntase, der
Farnesyl-Diphosphat-Synthetase, der HMGCoA-Reductase, als auch der HMGCoA-
Synthase gezeigt werden konnte (vier Vertreter der prasqualenen Cholesterinsynthese)
(Dooley et al., 1999; Ngo et al., 2002; Tansey und Shechter, 2001), war dies bisher bei
keinem Gen der postsqualenen Cholesterinsynthese moglich. Die Promotoren der humanen
und murinen HSD17B7 enthalten zwar potentielle CREBP-Bindungsstellen, jedoch war die
Wirkung von Forskolin auf das Luciferaseexpressionsniveau nur sehr gering. CREBP ist
also, wenn Uberhaupt, nur von geringer Bedeutung fir die transkriptionelle Regulation der
HSD17B7. Die verfugbaren Daten sind noch nicht ausreichend, jedoch kdnnte dies ein
weiterer Hinweis auf eine spezielle postsqualene Regulation sein, bzw. der Bedarf an
anderen aus Mevalonat oder Squalen synthetisierten Produkten fir den cAMP-Effekt
verantwortlich sein. Nicht auszuschlie®en ist auch die Mdglichkeit, dass cAMP in anderen
Geweben als der Leber die Expression der HSD17B7 steigert bzw. dass diese

Signalregulation wahrend der Embryonalentwicklung von Bedeutung ist.
Weitere konservierte TF-Bindungsstellen ohne funktionelle Bestétigung:

Sowohl beim humanen als auch beim murinen HSD17B7-Promotor ergab die Matinspector
Analyse konservierte potentielle Bindungsstellen fir NRSF (Neuron-Restrictive Silencing
Factor) und COUP-TF (Chicken Ovalbumin Upstream Promoter Transcription Factor) im
Bereich der aktivsten Promotorfragmente. Beide TFs werden Uberwiegend wahrend der
Embryonalentwicklung exprimiert. Knock-outs beider Gene flihren zu einem frihen Tod (vor
Tag11; (Jones and Meech, 1999; Pereira et al., 1995)). Durch die Wirkung von NRSF wird
die Expression neuronal-spezifischer Gene wahrend der Embryonalentwicklung in nicht-

neuronalen Zellen unterdriickt oder verhindert (Jones and Meech, 1999). Dies bedeutet,
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dass dieser TF fiir das charakteristische embryonale hsd17b7-Expressionsmuster (Laubner
et. al., 2003) verantwortlich sein kénnte. Weitere Unterstitzung erhalt diese Theorie durch
eine intensive Genomanalyse bei Mensch und Maus in Bezug auf NRSF-regulierte Gene.
Sowohl die menschliche, als auch die murine HSD17B7 werden bei dieser Untersuchung als
NRSF-reguliert beschrieben (Bruce et al., 2004). Interessanterweise findet sich in dieser
Aufstellung fir NRSF-regulierte Kandidatengene zwar ebenfalls die HMGCR, allerdings kein
anderes Gen der postsqualenen Cholesterinbiosynthese. Diese bioinformatische Analyse
stellt jedoch keinen endguiltigen Beweis fir oder gegen die transkriptionelle Abhangigkeit der
Gene von NRSF dar.

COUP-TFs zeigen ein weit verbreitetes Expressionsmuster im Embryo. Ihnen wird eine
wichtige Funktion bei unterschiedlichen Prozessen zugeschrieben, z. B. bei der Muskel-,
Herz- und Magenentwicklung (Pereira et al., 1995). Expressionsstudien in Mausembryos
zeigten, dass die coup-tfll-Expression zwar in raumlicher Nahe zur hsd17b7-Expression ge-
schieht, allerdings scharf voneinander abgegrenzt. So konnte die Expression von coup-tfll in
den Somiten und in digitalen Regionen der entstehenden Gliedmallen nachgewiesen
werden, die der hsd17b7 in den interdigitalen Bereichen und in Dorsal Root Ganglien. Die
Expression der hsd17b7b kénnte also durch COUP-TFII unterdriickt werden. In diesem Zu-
sammenhang ist auch interessant, dass COUP-TFs mit MyoD interagieren und dadurch die
Differenzierung von Muskelzellen inhibieren (Muscat et al., 1995). Im humanen HSD17B7-
Promotor befindet sich eine gut konservierte MyoD-Bindungsstelle, wobei ein eventueller
Zusammenhang zwischen der HSD17B7-Expression und der Muskelbildung unklar bleibt.
Aufgrund der verwendeten, aus adulten Geweben stammenden Zelllinien konnte eine
Beteiligung der beschriebenen TFs nicht nachgewiesen werden. Wegen der beobachteten
Expressionsmuster wahrend der Embryonalentwicklung ist eine Beteiligung der TFs (COUP-
TFs und NRSF) an der HSD17B7-Expression jedoch nicht unwahrscheinlich. Die
Verwendung von HEK293-Zellen (humane embryonale Nierenzellen) stellt hier ebenfalls
keine Alternative dar, da die HSD17B7 wahrend der Embryonalentwicklung in der Niere nicht
exprimiert wird (Laubner et al.,, 2003). In dieser Hinsicht ware die Durchflihrung

entsprechender Experimente mit Zelllinien aus embryonalem Nervengewebe sinnvoll.

Fazit:

Die erzielten Ergebnisse lassen keinen Zweifel an der Regulation der humanen und murinen
HSD17B7 durch Cholesterin. Dies konnte auch durch die Zugabe von Cholesterin in die
Wachstumsmedien der Zellen gezeigt werden. Die bisher veroffentlichten Ergebnisse, die
Experimente in der vorliegenden Arbeit und der Vergleich mit anderen Cholesterin-
biosynthesegenen liefern eine eindeutige Bestatigung flr die Beteiligung sowohl des

humanen als auch des murinen Enzyms an der Cholesterinbiosynthese.
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3.2. Ergebnisse des Yeast-Two-Hybrid Screens (Y2H)

Die stringente Bearbeitung des Y2H-Screens wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit
durchgefiihrt. Die funktionelle Verifizierung der Ergebnisse fand jedoch nicht statt. Zwar
wurden Wechselwirkungskandidaten beim geringsten Zweifel aussortiert, dennoch ist es aus
wissenschaftlicher Sicht eigentlich erforderlich, dass solche Ergebnisse durch weitere
Methoden (Mammalian-Two-Hybrid (M2H), GST-Pulldown-Assays) verifiziert werden. Dies
konnte in der vorliegenden Arbeit aus Zeitgrinden nicht erfolgen. Dennoch lassen die
Ergebnisse einige Schlusse, Interpretationen und Spekulationen zu. Beispielsweise lassen
sich einige der identifizierten Proteininteraktoren in funktionelle Gruppen zusammenfassen.
Falsch-positive Ergebnisse koénnen aufgrund des fir die Wechselwirkungs-Analyse
gewahlten Organismus erhalten werden. Hefen sind zwar ebenfalls Eukaryonten, aber aus
evolutionarer Sicht sehr weit von Saugetieren entfernt. Daher ist es nicht unwahrscheinlich,
dass einige das Testsystem betreffende Prozesse so unterschiedlich ablaufen, dass es
dadurch zu (falsch-positiven) Ergebnissen, die bei einem M2H nicht aufgetreten waren,
kommen kann. GroRRe Vorteile hat der Y2H dadurch, dass er gut etabliert ist und im
Verhaltnis zum M2H einfacher und schneller durchzufihren ist. M2Hs werden daher auch
meistens nur zur Verifizierung von Y2Hs eingesetzt. Viel schneller und einfacher ware ein
Bacterial-Two-Hybrid. Allerdings treten hier aufgrund der Verwendung von Prokaryonten
weitaus mehr falsch-positive Ergebnisse auf. Dies liegt u.a. am Fehlen essentieller Proteine,
wie z. B. der fur die korrekte Faltung vieler Proteine notwendiger Chaperone. Aus den
beschriebenen Griinden erfolgte die Suche nach potentiellen Proteininteraktoren der
Hsd17b7 mit dem Y2H.

Mit dem hier diskutierten Y2H sollten Proteininteraktoren wahrend der Embryonalentwicklung
identifiziert werden. Aufgrund des beschriebenen Expressionsmusters und des bereits
Uberpruften zeitlichen Auftretens der Hsd17b7 (Laubner et al., 2003), wurde als ,Beute” eine
Gesamt-cDNA-Bibliothek von murinen Tag11-Embryonen verwendet.

Als erstes verwundert das Fehlen des eigentlich erwarteten Prolaktinrezeptors in der Liste
der identifizierten Interaktoren. SchlieRlich wurde die Hsd17b7 urspringlich als Prolaktin-
rezeptor-assoziiertes Protein in der Ratte entdeckt. Dies dlrfte jedoch an der verwendeten
Methode liegen, da mit einem Y2H nicht nur falsch-positive, sondern auch falsch-negative
Ergebnisse zu erwarten sind. Andererseits ist auch vorstellbar, dass, da diese Interaktion nur
wahrend der Trachtigkeit eine Rolle spielt, der Prolaktinrezeptor im Embryonalstadium nicht
exprimiert wird und damit nicht in der cDNA-Bibliothek vorhanden ist.

Auf den ersten Blick unerwartet, aber umso spannender ist das Auftreten mehrerer direkt
oder indirekt mit der Alzheimer'schen Krankheit in Verbindung gebrachter Proteine. Dazu

zahlen das Amyloid-beta-Vorlaufer-Protein (APP), Cofilin, Syntaxin 3A, Synaptotagmin I,
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Bri3-binding-Protein, Filamin A, Reticulon3 und 4, sowie das Microtubule-associated Protein
1B (MAP1B). Auch wenn bei den meisten, aulRer beim APP, die Art der Beteiligung am
Krankheitsverlauf unklar ist, so steht zumindest zweifelsfrei fest, dass diese Proteine

entweder fir die Bildung oder die Funktion von Nervenzellen unerlasslich sind.

Cholesterin und Alzheimer?

Zum besseren Verstandnis mochte ich, soweit bekannt, auf die Pathogenese von Alzheimer
eingehen. Die Problematik dabei ist die etwas unubersichtliche Situation. Aufgrund des
enormen Interesses sind weltweit viele verschiedene Arbeitsgruppen an der Erforschung der
Krankheit beteiligt. In PubMed erhalt man mit dem Suchbegriff ,Alzheimer® Verweise auf
aktuell 36.000 (!) Veroffentlichungen. Daher entstehen oftmals scheinbare und tatsachliche
Widerspriiche. Obwohl noch immer kontrovers diskutiert, findet die Theorie der Abhangigkeit
des Verlaufs der Krankheit vom Cholesterinspiegel mehr und mehr Anhanger (bei PubMed
findet man knapp 500 Veroffentlichungen bei Eingabe ,Alzheimer Cholesterol®).

Alzheimer wird als progressive Demenz charakterisiert, sie tritt vor allem bei Menschen ab
dem 65. Lebensjahr auf. Mit zunehmendem Alter steigt die Zahl der betroffenen Personen.
Bei den Uber 90-jahrigen liegt der Anteil bereits bei Uber 20% (Bachman et al., 1992). Durch
die stetig steigende Lebenserwartung wird auch die Zahl der Alzheimer Falle in Zukunft
immer mehr zunehmen; allein in Deutschland von zurzeit geschatzt 850000 auf Uber 2
Millionen im Jahr 2050 (Deutsche Alzheimer Gesellschaft e.V.). Obwohl auch genetische
Pradisposition eine wichtige Rolle spielt, ist bei den meisten Fallen eine genetische Ursache
bisher nicht bekannt. In allen Fallen ist dabei der Verlust von prasynaptischen Markern (bzw.
ganzen Synapsen bis hin zu ganzen Nervenzellen), die Bildung von Plaques im Gehirn,
sowie das Auftreten der charakteristischen ,neurofabrillary tangles (NFT) in neuronalen
Zellen zu beobachten. Die Plaques bestehen zum Uberwiegenden Anteil aus dem Amyloid-
beta-Protein (AB). Dieses entsteht durch sequentielle Spaltung durch zwei Proteasen (B- und
y-Secretase) aus dem transmembranen Amyloid-beta-Precursor-Protein (APP). Im Gegen-
satz dazu kommt es auch zu einer alternativen Prozessierung durch die a-Secretase. APP,
das zunachst durch die a-Secretase gespalten wurde, kann von der y-Secretase nicht mehr

zum plaquebildenden AR prozessiert werden (s. Abb. 71; Sinha and Lieberburg, 1999).
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Abb.71: Schematische Darstellung der Prozessierung von APP (Puglielli et al., 2003). Kommt es zunachst zu
einer Spaltung durch die ao-Secretase, kann das plaquebildende AR (rot dargestellt) nicht mehr gebildet werden.

Reticulon3 fiihrt zu einer Hemmung der R-Secretase Aktivitat.

AB wird normalerweise aus den Zellen bzw. dem Gewebe entfernt (Evin and Weidemann,
2002). Durch einen bisher ungeklarten Ausléser oder Mechanismus kommt es bei Alzheimer
zu einer vermehrten Bildung bzw. zum gestérten Abbau von AR und in der Folge zur
Plaquebildung. NFTs und Plaques flihren schlieRlich zum Verlust der neuronalen und
synaptischen Funktion, bis hin zum Absterben der betroffenen Nervenzellen. Dadurch
entsteht die flir Alzheimer typische Demenz.

Die ,normale“ Funktion des Amyloid-beta-Vorlaufer-Proteins ist bisher ebenso wenig geklart,
wie die des AR, jedoch mehren sich die Anzeichen, dass diese flr die korrekte Funktion und
den Aufbau der Synapsen unerlasslich ist (Koudinov and Berezov, 2004; Turner et al., 2003),
ferner wurde Uber eine wichtige Funktion bei der Kontrolle der Cholesterinhomdostase
berichtet. Bisher ist fur die Funktion des Bri3-binding-Proteins keine Information verfugbar.
Bri3 dagegen wird mit der Entstehung von Alzheimer in Verbindung gebracht (Wickham et
al., 2005). Cofilin verkdrzt Aktinflamente durch Abspaltung von Aktin-Monomeren und ist
somit ein Gegenspieler des Filamin A (Borm et al., 2005), das fir die Quervernetzung und
Stabilisierung von Aktinflamenten verantwortlich ist. Beide spielen eine wichtige Rolle beim
Auf- und Umbau des Zytoskeletts und damit bei der Migration von Nervenzellen und der
Axonausbildung, ebenso wie MAP1B, das ein wichtiger Strukturbestandteil von Mikrotubuli

ist. Auch wenn der genaue Zusammenhang noch nicht geklart ist, finden sich in den Plaques
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von Alzheimer-Patienten gro3e Mengen an Cofilin (Kondo et al., 1996; Maciver and
Harrington, 1995).

Syntaxine und Synaptotagmine sind wichtige prasynaptische Membranbestandteile (Bennett
et al., 1992; Brose et al., 1992). Ohne ihre Unterstitzung ist die Verschmelzung von
Neurotransmitter-Vesikeln mit der prasynaptischen Membran, und damit die
Reizweiterleitung, nicht moéglich. Syntaxine sind fir das Anhaften von Vesikeln an die
prasynaptische Membran verantwortlich, Synaptotagmin unterstitzt oder ermdglicht in
Abhangigkeit vom intrazelluldren Ca®*-Spiegel die Verschmelzung von Vesikel und
Membran, und damit die Freisetzung des Transmitters in den synaptischen Spalt
(Fernandez-Chacon et al., 2001). Dieser Prozess ist bei Alzheimer stark beeintrachtigt. Um
dies einigermalen auszugleichen, wurden und werden Cholinesterase-Hemmer als akute
Medikation bei Alzheimer eingesetzt, allerdings nur mit maRigem Erfolg.

Reticulon 3 und 4 sind im ER lokalisiert, ihnen wird eine wichtige und bei Alzheimer gestorte
Funktion bei der Regenerierung der Axone zugeschrieben (GrandPre et al., 2000; Reilly,
2000). Kirzlich konnte gezeigt werden, dass Mitglieder der Reticulon-Familie, vor allem
Reticulon 3, die Bildung von AR, durch Hemmung der B-Secretase deutlich reduzieren
kdnnen (He et al., 2004). Je mehr Reticulon 3 in Nervenzellen vorhanden ist, desto weniger
AR entsteht (s. Abb. 71).

Der Zusammenhang zwischen der HSD17B7 und Alzheimer bleibt ungeklart. Zwar kdnnte
man durch die Funktionalitdt des Enzyms im Steroidstoffwechsel (Estradiol hat
neuroprotektive Wirkung) und in der Cholesterinbiosynthese eine indirekte Beteiligung
vermuten. Allerdings sind Bedeutung und Art der Interaktionen mit den identifizierten
Proteinen unklar. Méglicherweise fiihrt die Interaktion der Proteine zu einer Anderung der
Aktivitat der HSD17B7 oder des Interaktionspartners. Theoretisch vorstellbar ware dies
durch die beschriebene Beteiligung von AB an der Cholesterinhomoéostase (Gong et al.,
2002; Michikawa et al., 2001). Anhand der vorhandenen Daten ist eine abschlieRende
Beurteilung der Zusammenhange nicht mdglich, allerdings waren weiterfihrende
Untersuchungen in Bezug auf die Beteiligung der HSD17B7 an der Alzheimer’schen
Krankheit dringendst zu empfehlen.

Es traten jedoch auch andere, bisher noch nicht mit Alzheimer in Verbindung gebrachte, fiir
Nervenzellen dennoch wichtige Proteine auf. Dazu gehort das Heat Shock Protein 105
(HSP105). Es konnte gezeigt werden, dass HSP105 an Mikrotubuli bindet und Stress-
induzierte Apoptose in neuronalen Zellen verhindert (Hatayama et al., 1997; Hatayama et al.,
2001; Saito et al., 2003). Hatayama et al. (1997) beschrieben eine wichtige Funktion des
Proteins wahrend der Embryonalentwicklung der Maus, vor allem in den interdigitalen
Regionen. In einem Y2H-Experiment konnte eine Interaktion zwischen HSP105 und Cofilin

gezeigt werden (Saito et al., 2004). Ferner das Meningioma Expressed Antigen 5 mit
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Hyalurodinase-Aktivitdt (an der Meningeom-Entstehung beteiligt; Heckel et al., 1998), das
Solute Carrier Family 30 Protein (ZnT-1, schitzt Neuronen vor toxischen Zink-Konzen-
trationen; Nitzan et al., 2002) und der Eph Rezeptor A7 (wichtig fur die Bildung bzw.
Stabilisierung von Mikrotubuli und das ,Targeting“ von Axonen, (Yue et al., 2002)).

Eine weitere Gruppe identifizierter potentieller Hsd17b7-Interaktoren sind integrale
Membranproteine, zu dieser zahlt das am haufigsten als Interaktor aufgetretene TMP21(l)-
p23, dieses transmembrane Protein ist am vesikularen Targeting und Proteintransport
beteiligt, detailliertere Informationen sind leider nicht verfligbar (Horer et al., 1999). Ebenfalls
zu dieser Gruppe gehort PTD008, es wird als integrales Membranprotein beschrieben, tber
seine Funktion ist nichts bekannt.

Es konnte kein einziges Protein mit direkter Verbindung zu Estradiol bzw. zum
Steroidstoffwechsel identifiziert werden, nur fir den Cholesterin- bzw. Fettstoffwechsel
wurden 2 Interaktoren entdeckt, ARP-1 und DLK. ARP-1 steht fir ,Apolipoprotein-
regulatorisches-Protein1“, ein Transkriptionsfaktor der COUP-Familie der nuklearen
Rezeptoren. Dieser TF unterdriickt die Expression von ApolipoproteinA1, einem Haupt-
bestandteil des HDLs (Ladias and Karathanasis, 1991; Srivastava et al., 2000). HDL wird
auch als ,gutes” Lipoprotein bezeichnet, da es, im Gegensatz zu LDL, fUr die Senkung des
Cholesterinspiegels im Korper sorgt (Franceschini et al.,, 1991). Im Gehirn ist HDL jedoch als
Haupttransportform des Cholesterins beschrieben, das hier auch die Funktion des LDLs
(Cholesterinaufnahme in die Zellen) tUbernimmt. DLK ist die Abklrzung fir Delta-Like 1-
Homolog, nicht zu verwechseln mit DLL, dem Bestandteil des Delta-Notch-Signalweges.
DLK wird auch als ,Preadipocyte Factor* (Pref-1) bezeichnet und verhindert die Bildung von
Fettzellen, genauer gesagt die Umwandlung von Vorlauferzellen (Praadipozyten) zu
Fettzellen (Smas and Sul, 1993).

Es bleibt allerdings fraglich, ob die Bindung von Transkriptionsfaktoren an die Hsd17b7
realistisch ist. Mdglicherweise stellt dies einen bisher unbekannten Signalweg dar. Solange
die intrazellulare Cholesterinsynthese ausreichend stattfindet, wird die Aufnahmerate von
extrazellularem Cholesterin durch die verminderte Bildung von HDL herabgesetzt.

Fur die Interaktion mit den Ubrigen Proteinen ist eine schllssige Interpretation mit dem
vorhandenen Wissen nicht moéglich. Zu diesen zahlt timeless, das in Drosophila eine wichtige
Rolle bei der tageszeitabhangigen Funktion von verschiedenen Proteinen und Mechanismen
einnimmt. Dazu kommen zwei wichtige Proteine des Spliceosoms (Heterogenous Nuclear
Ribonucleoprotein A1 und Nucleolar RNA-associated Protein). In diesem Zusammenhang
sei auch das polyA-bindende Protein erwadhnt, das flr die Initiation der Translation
unverzichtbar ist, desweiteren der ,Replikationsfaktor C2“, dem eine wichtige Funktion bei
der DNA-Replikation zugeschrieben wird (Noskov et al., 1994), Rbm8 (enthalt ein RNA-

bindendes Motif) sowie CREBP (der oben erwahnte Transkriptionsfaktor). Im Falle von
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CREBP koénnte das auch ein Hinweis auf eine cAMP-vermittelte posttranslationelle
Regulation wahrend der Embryonalentwicklung sein, da, wie oben beschrieben, in den
(nicht-embryonalen) Zelllinien kaum Auswirkungen durch Forskolin zu beobachten waren.

Weitere Hinweise auf eine posttranslationelle Regulation der Hsd17b7 kdnnte auch die
Interaktion mit der O-Linked N-acetylglucosamine Transferase (Ogt) geben, dieses Enzym

glycosiliert Proteine und beeinflusst damit die biologische Aktivitat.

Fazit:

Auch wenn die biologische Funktion der Interaktionen der identifizierten Proteine nicht
geklart werden konnte, so ist doch sehr auffallig, dass viele der Interaktoren fir neuronales
Gewebe unverzichtbar sind, dies gilt sowohl flr die Struktur als auch die Funktion von
Nervenzellen. Diese Beobachtung kann man durchaus mit den von Laubner et al. (2003)
erzielten Ergebnissen der in situ Experimente in Verbindung bringen. Bei diesen Versuchen
zeigte sich ein hohes Expressionsniveau im embryonalen neuronalen Gewebe. In diesem
Zusammenhang ware es sehr interessant, diesen Versuch auch mit einer cDNA-Bibliothek
von adulten Mausen oder Menschen durchzufiihren. Vor allem im Bezug auf Alzheimer
koénnten sich dadurch neue und aulerst interessante Erkenntnisse ergeben. Sollte sich der
Hinweis auf eine Interaktion bzw. Bindung zwischen APP und HSD17B7 bestatigen, so ware
die HSD17B7 neben der HSD17B10 der zweite Vertreter der Enzymgruppe der 173-HSDs,
der mit Alzheimer in Verbindung steht. Aber nicht nur 17B-HSDs, sondern auch Gene der
Cholesterinbiosynthese werden mit der Krankheit bzw. ihrem Verlauf vermutet. Dazu gehort
die bereits mehrfach angesprochene HMGCR und DHCR24 (auch Seladin-1 genannt), das
die Umwandlung von Desmosterin zu Cholesterin katalysiert (Greeve et al., 2000; livonen et
al., 2002). Moglicherweise stellt die HSD17B7 einen wichtigen Bestandteil der Pathogenese

von Alzheimer dar.
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3.3. Knock-out-Maus

Leider ist es im Rahmen dieser Arbeit bisher nicht gelungen eine hsd17b7-Knock-out Maus
herzustellen. Mit ihrer Hilfe ware es sicherlich méglich gewesen einige der oben aufgestellten
Theorien und Spekulationen zu bestatigen bzw. zu widerlegen. Auch waren viele neue
Erkenntnisse moglich gewesen. Generell sind zwei Méglichkeiten fiir das Nichtgelingen
dieses Projekts vorstellbar: technische oder biologische Grinde.

Zunachst zu den technischen Grinden, die zwar nicht ganz auszuschlielRen, aber eher
unwahrscheinlich sind: Da durch die Genotypisierung die korrekte Insertion des Vektors in
das Genom der embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) eindeutig gezeigt werden konnte,
bleibt aus technischer Sicht nur noch die Mdglichkeit einer nicht ausreichend sorgsamen
Behandlung bzw. Bearbeitung der ES-Zellen. Das Problem dabei liegt in der Natur dieser
Zellen. Damit aus ES-Zellen Keimbahnzellen entstehen kénnen (und nur dann ist die
Weitergabe der Mutation an die Nachkommen mdglich), ist es von entscheidender
Bedeutung, dass sie ihre Omnipotenz bis zur Blastozysteninjektion beibehalten. Um dies zu
ermoglichen, werden ES-Zellen mit Feeder-Zellen kokultiviert und dem Wachstumsmedium
wird LIF (Leukaemia Inhibitory Factor) zugegeben. Bei nicht ordungsgemafier Behandlung,
z. B. wenn ES-Zellkolonien zu lange auf den jeweiligen ZellkulturgefalRen belassen werden
oder der rechtzeitige Wachstumsmediumwechsel nicht stattfindet, beginnen sich die ES-
Zellen zu verandern und damit ihre Omnipotenz zu verlieren. Allerdings geht dieser
Differenzierungsprozess normalerweise mit einer merklich veranderten Morphologie der ES-
Zellen bzw. Kolonien einher. Vor allen durchgeflihrten Blastozysteninjektionen wurden die
Zellen bzw. Kolonien grindlich auf morphologische Veranderungen hin untersucht. Auf die
Injektion selbst und den anschlieRenden Embryonentransfer hatte ich keinen Einfluss,
allerdings ist wegen der grofden Erfahrung der durchfilhrenden Personen hierbei nicht von
Schwierigkeiten bzw. Ursachen fur fehlende Keimbahntransmission auszugehen.

Nun zu den moglichen biologischen Grunden: Mdglicherweise fuhrt die hier erzeugte
heterozygote hsd17b7-Mutation bereits in ES-Zellen zu solchen Veranderungen, dass sich
die Zellen nicht mehr zu Keimbahnzellen entwickeln kénnen. Die fir die Blasto-
zysteninjektion verwendeten Stammzellen waren jedoch morphologisch unauffallig. Ein
weiterer Grund kénnte die Lethalitat der Mutation sein. Homozygote ebp (tattered)- und nsdhl
(bare patches)-Mutanten sterben frih wahrend der Embryonalentwicklung (vor Tag11). Da
diese Gene X-chromosomal lokalisiert sind (hsd717b7 ist autosomal lokalisiert), sind
Mannchen nicht lebensfahig. Heterozygote Weibchen sind aufgrund ihres Phanotyps mit
bloRem Auge von Wildtypen zu unterscheiden. Die tattered- und bare patches-Weibchen
sind dennoch lebensfahig (ihre Lebenserwartung unterscheidet sich kaum von Wildtypen)
und fertil.
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Eigentlich wurde fir hsd17b7-Mause ein Phanotyp ganz ahnlich der tattered- bzw. bare
patches-Mause erwartet. Insofern erscheint die Lethalitats-Theorie auf den ersten Blick nicht
unbedingt plausibel. Dennoch gibt es erklarbare Griinde flir diese These. Zunachst wurden
die ebp- und nsdhl-Mutanten auf andere Weise hergestellt. Das hat zur Folge, dass es durch
Punktmutationen zwar zu veranderten Enzymen, nicht jedoch zu einem kompletten Fehlen
der Proteine kommt. Daher besteht durchaus die Moglichkeit, dass die entstehenden
Proteine eine gewisse Restaktivitat besitzen. Gestitzt wird dies durch den Vergleich der
verschiedenen erzeugten und untersuchten Mutationen in diesen Genen. Mause mit den
verschiedenen Mutationen zeigen unterschiedlich starke Auffalligkeiten in ihrem Phanotyp,
bzw. sterben friher oder spater wahrend der Embryonalentwicklung. Durch die
Konstruktionsart der hsd17b7-Knock-out Maus kommt es zu einer vollstandigen Zerstérung
einer Genkopie. Dies ist in heterozygoten hsd17b7-Mausen mdoglicherweise durch die
funktionelle Kopie nicht ausreichend zu kompensieren.

Unterstutzung fur diese Spekulation kommt durch die Beobachtung eines der in dieser Arbeit
erzeugten chimaren Mannchen. Dieses zeigt bereits ein vielversprechendes Erscheinungs-
bild mit struppigem Fell, geringerer KérpergroRe und deformierter Schnauze und ist somit
phanotypisch mit ebp- und nsdhl-Mutanten vergleichbar (Abb. 72). Anhand der Fellfarbung
war zwar nur bedingt auf den tatsachlichen Chimarisierungsgrad zu schliel3en (geschatzt 50-
60%). Allerdings fiel bei der Beobachtung aller erhaltenen Chimaren diese mit dem hdchsten
Agouti-Anteil (bei den anderen geschatzt 5-20%) auf. Sollte der erkennbare Phanotyp
tatsachlich nur auf die hsd17b7-Mutation zurlickzuflihren sein, d.h., sollten bereits chiméare
hsd17b7-Mause in diesem Ausmal} betroffen sein, ist es nur wahrscheinlich, dass
heterozygote Mause nicht lebensfahig sind. Weitere Unterstiitzung bietet die Tatsache, dass
alle bisher geborenen Nachkommen dieser auf C57BL/6-Hintergrund basierenden chimaren
Maus eine schwarze Fellfarbe hatten, also keine Trager des Knock-out Allels waren. Die

Ubrigen chimaren Mannchen waren morphologisch gegeniiber ihren Wildtypen unauffallig.

Abb. 72: Photo des im Text beschriebenen chimadren Mannchens. Gut zu erkennen sind die deformierte

Schnauze und das struppige Fell.
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Ein weiterer mdglicher Grund fur die Lethalitat konnte in den unterschiedlichen Funktionen
der mHsd17b7 zu suchen sein. Wahrend bei bare patches und tattered jeweils ,nur‘ die
Cholesterinbiosynthese betroffen ist, kdnnte die Beteiligung der mHsd17b7 am Cholesterin-
und am Steroidstoffwechsel zu einer heterozygot lethalen Mutation fihren. Andererseits ist
es aufgrund des bekannten Expressionsmusters und der Erfahrung mit bare patches und
tattered Mutationen denkbar (Liu et al., 1999; Derry et al., 1999), dass die Mutation nur
wahrend der friihen bis mittleren Embryonalentwicklung zum Tod der betroffenen Mause
fuhrt, nicht jedoch bei adulten bzw. spat in der Embryonalentwicklung befindlichen Tieren.
Ein konditionaler, bzw. induzierbarer Knock-out konnte in dieser Hinsicht sehr
aufschlussreich sein. Ferner kénnten die z. Z. in unserer Arbeitsgruppe stattfindenden RNAI-
Experimente wertvolle Hinweise in diese Richtung liefern.

Weitere Unterstlitzung fiir die Lethalitats-Theorie bieten die Ergebnisse des Y2H. Sollte die
Hsd17b7, neben den bereits beschriebenen Funktionen, tatsachlich auch direkt an der
korrekten Bildung und Funktion von Nervenzellen beteiligt sein, wéare ein frihes Sterben der
Embryonen ebenfalls nicht weiter verwunderlich. Aufgrund der bereits angesprochenen
mangelnden Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke fur Lipoproteine kann fehlendes
embryonales Cholesterin auch nicht ausreichend durch maternales ersetzt werden. Aufgrund
des von Marijanovic et al. (2003) beschriebenen embryonalen Expressionsmuster lasst sich
folgende Hypothese aufstellen: Das von der Mutter bereitgestellte Cholesterin kann die Blut-
Hirn-Schranke kaum Uberwinden, daher muss es hier vom Embryo selbst hergestellt werden.
Ist die embryonale Synthese gestoért, kann sich das Gehirn nicht korrekt entwickeln, was bei
schweren Stérungen zum Tod flhrt. Andererseits versorgt das maternale Cholesterin den
restlichen Embryo. Lediglich in bestimmten Bereichen mit erhdhtem Cholesterinbedarf wird
zusatzlich vom Embryo Cholesterin gebildet. Fallt die maternale Versorgung aus, kann dies
vom Embryo nicht ausreichend kompensiert werden.

Da viele Erkenntnisse Uber die Eigenschaften der Hsd17b7 erst nach Beginn der
Doktorarbeit bekannt bzw. veroffentlicht wurden, konnten sie bei der Auswahl der Methode
und der Strategie fir den Knock-out noch nicht berlicksichtigt werden. Aus heutiger Sicht

ware ein konditionaler Knock-out sicherlich der vielversprechendere Ansatz.
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4. METHODEN

4.1. Allgemeine Methoden zur Arbeit mit Bakterien

4.1.1. Ndhrmedien

Alle Nahrmedien wurden 20min bei 121°C autoklaviert. Festmedien wurde vor dem
Autoklavieren Agar mit einer Konzentration von 1,5% (w/v) zugesetzt. Temperatur-

empfindliche Zusatze wurden sterilfiltriert und nach dem Autoklavieren zugesetzt.

= LB-Medium (modifiziert nach Bertani, 1951)
o Caseinhydrolysat 10¢

0 Hefeextrakt 5g
o NacCl 49
0  H2Opidest ad11l,pH7,4

= SOC-Medium (Sambrook et al., 1989)

o Trypton 249

0 Hefeextrakt 0,5¢g

o MgCl; x 6 H,O 02g

0o MgSO,x7HO 0,25¢g
0 Glukose 0,36 g
0 H2Opigest ad 0,11

4.1.2. Hemmstoffe und Medienzusétze

Die verwendeten Hemmstoffe und Medienzusatze wurden sterilfiltriert und nach Abkuhlen

der Medien auf ca. 45°C (Festmedien) oder vor Inokulation (Fllissigmedien) zugesetzt.

Medienzusatze Losungsmittel Arbeitskonzentration
Ampicillin HoOpidest 100 pg/mi
Kanamycin H>Opidest 30 ug/ml
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4.1.3. Zellanzucht

Das Uberimpfen der verschiedenen E. coli-Stamme auf Festmedien und die Inokulation von
Flassigkulturen wurde mit einer ausgeglihten Impfése oder einer sterilen Pipettenspitze,
ausgehend von Einzelkolonien auf Agarplatte oder von Glyzerinkulturen, durchgefihrt.
Flassigkulturen mit grofierem Volumen als 30 ml wurden aus UN (lUber Nacht) gewachsenen
Vorkulturen (5 ml) in Verdinnung 1:100 beimpft. Die Inkubation erfolgte bei 37°C in

Brutschranken bzw. Rundschattlern bei mind. 200 rpm.

4.1.4. Stammhaltung und Lagerung

Bakterienstamme kdnnen mehrere Monate bei 4°C auf Agarplatten gehalten werden. Dazu
wurden Einzelkolonieausstriche einen Tag bei 37°C bebritet, die Agarplatten anschlieend
mit Parafilm (American National Can, Chicago, USA) umwickelt und bei 4°C aufbewahrt.
Ausgehend von Flussigkulturen kénnen Glyzerinkulturen angelegt werden, die Gber mehrere
Jahre bei —80°C stabil sind. Fur deren Herstellung wurden Einzelkolonien in 5 ml selektivem
Medium UN bei 37°C kultiviert. Diesen Kulturen wurden 500 pl enthommen und mit 500 pl
80%igem sterilem Glyzerin in Nunc Cryo Tube™ Vials (Merck, Bruchsal) pipettiert, die

Suspension durch Invertieren gemischt und bei -80°C gelagert.

4.1.5. Herstellung kompetenter Bakterien und Transformation von
Plasmid-DNA

Herstellung elektrokompetenter Bakterien

5 ml Ubernachkultur wurden zu 500 ml vorgewdrmtem LB-Medium gegeben. Die
Bakterienkultur ohne Antibiotika wurde bis zu einer optischen Dichte von 0.6-0.8 bei 600 nm
inkubiert. Fir die anschlielliende Aufarbeitung sollten alle verwendeten Gerate und Losungen
auf 4°C vorgekihlt sein. Die Bakteriensuspension wurde 15 min bei 4°C mit 4000x g
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 Volumen eiskaltem 10%igem Glyzerin aufgenommen.
Nach vorsichtigem Resuspendieren wurden die Zellen wieder abzentrifugiert. Weitere
Waschschritte mit 0,5 und 0,02 Vol mit 10%iger Glyzerinlésung schlossen sich an. Das
Bakterienpellet wurde in 1/500 Vol mit 20%igem Glyzerin resuspendiert, in 50 ul-Portionen

aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C gelagert.
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Transformation elektrokompetenter Bakterien (Elektroporation)

Ein 50 ul Aliquot kommerziell erhaltlicher oder selbst hergestellter elektrokompetenter
Bakterienzellen wurde auf Eis aufgetaut und anschlieRend mit 1-5 ng Plasmid-DNA bzw.
maximal 2 pul DNA aus einem Ligationsansatz vorsichtig gemischt. Nach zehnmindtiger
Inkubation auf Eis wurde die DNA-Zellsuspension in eine eiskalte sterile
Elektroporationsklvette Uberfuhrt und mit dem Gene Pulser der Firma BIORAD bei 200
Ohm, 2,5 kV und 25 mF gepulst. Nach sofortiger Zugabe von 400 pyl SOC-Medium wurden
die Bakterien in ein 1,5 ml EppendorfreaktionsgefaRe Uberfiihrt und fir 45 min bei 37°C im
Schittelinkubator inkubiert. Anschlie®end wurde ein 150 ul Aliquot des Transformations-
ansatzes auf LB-Agarplatten mit dem entsprechenden Antibiotikum zur Selektion von

Transformanden ausplattiert und tber Nacht bei 37°C inkubiert.

Herstellung chemokompetenter Bakterien (RbCI-Methode) (The NEB Transcript, 1994)

Bendtigte Losungen:

= TFB1:

30mM KAc
100mM RbCI
10mM CaCl2
50mM MnCI2
15% Glyzerin
pH 5,8

O O O O O O

= TFB2:

o 10mM MOPS
75mM CaCl2
10mM RbCI
15% Glyzerin
pH 6,5

O O O O

2,5 ml Ubernachtkultur wurden zu 250 ml LB-Medium mit 20 mM MgSO, ohne Antibiotikum
gegeben und bei 37°C bis zu einer ODgg von 0,6 - 0,8 inkubiert. Die Zellsuspension wurde
bei 4°C abzentrifugiert, das Pellet mit 100 ml kalter TFB1-Lésung resuspendiert, 5 min auf
Eis inkubiert und wieder abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 10 ml kalter TFB2-L6sung
resuspendiert und flr 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen in 100 pl-

Portionen aliquotiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.
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Transformation hitz—kompetenter Bakterien (Hitzeschock-Verfahren)

Kommerziell erhaltliche oder selbst hergestellte hitzekompetente Bakterienzellen (50-100 pl
Aliquots) wurden auf Eis aufgetaut. AnschlieRend wurden 5-10 ng Plasmid-DNA oder 1-10 pl
Ligationsansatz zugegeben und vorsichtig gemischt. Nach 15minttiger Inkubation auf Eis
wurden die Zellen je nach Stamm fir 30-60 s in ein 42°C Wasserbad getaucht und danach
sofort fir 1 min auf Eis gestellt. Nach der Zugabe von 400 ul SOC-Medium wurden die Zellen
fir 45 — 60 min bei 37°C im Schuttelinkubator inkubiert. AnschlieRend wurde ein 150 ul
Aliquot des Transformationsansatzes auf LB-Agarplatten mit dem entsprechenden Anti-

biotikum zur Selektion von Transformanden ausplattiert und tber Nacht bei 37°C inkubiert.

4.2. Allgemeine Methoden zur Arbeit mit Hefen

4.2.1. Kultivierung von S. cerevisiae

Hefen lassen sich wie Bakterien sowohl in flissigem Medium als auch auf Agarplatten
kultivieren. Die optimale Inkubationstemperatur liegt bei 30°C. Wahrend der logarithmischen
Wachstumsphase, bei Kultivierung im Vollmedium, teilen sich Hefezellen ca. alle 90 min.
Uber die Messung der Absorption bei 600 nm kann in Flissigkultur die Zelldichte bestimmt

werden.

Néahrmedien

Alle Nahrmedien wurden 20 min bei 121°C autoklaviert. Festmedien wurde vor dem
Autoklavieren Agar mit einer Konzentration von 2% (w/v) zugesetzt. Temperaturempfindliche

Zusatze wurden sterilfiltriert und nach dem Autoklavieren zugesetzt.

* YPDA-Medium

o Difco Pepton 20g

0 Hefeextrakt 10g

0  H2Opidest ad 950mi
0 40%ige Glukoselésung 50ml

0 1%ige Adeninlésung 3ml
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=  SD-Medium (QDO-Medium)
o DO Supplement (ohne Ade, His, Leu, Trp) 0,69

0 Yeast Nitrogen Base ohne Aminosauren 6,79
0 H2Opidest ad 950ml
0 40%ige Glukoseldsung 50ml

= je nach Selektion zusatzlich:
0 1%ige Histidinlésung 2ml
0 1%ige Leucinldsung eml
o0 1%ige Tryptophanlésung4ml
o]

1%ige Adeninldsung 2ml

Flissigkultur

Zur Vermehrung nicht transformierter Hefen wurde ein YPDA-Vollmedium verwendet. Durch
diese optimalen Wachstumsbedingungen wurden hohe Zelldichten erreicht. Plasmid-
transformierte Hefen wurden zur Selektion in Minimalmedium kultiviert. Hier wurde den
Zellen Glukose als Kohlenstoffquelle zur Verfigung gestellt, aullerdem bestimmte
Aminosauren, Salze, Stickstoff, Phosphor und Spurenelemente. Minimalmedien eignen sich
zur Selektion auf spezielle auxotrophe Eigenschaften der Hefezellen. Der hier verwendete
Stamm AH109 ist defizient fur die Synthese von Adenin, Tryptophan, Leucin und Histidin.
Die Hefen kénnen auf Minimalmedium nur dann wachsen, wenn diese Aminosauren und
dieses Nukleotid zugesetzt werden. Der hier eingesetzte Stamm Y187 ist in Minimalmedium
nur dann lebensfahig, wenn die Aminosauren Methionin, Tryptophan, Leucin, Histidin und

das Nukleotid Adenin vorhanden sind.

Kultivierung auf festen Ndhrmedien

Hefen aus Glyzerin- oder Flissigkulturen, bzw. aus Transformations- und Mating-Ansatzen
wurden mit einer sterilen Impfése auf Agarplatten ausgestrichen oder als Verdlnnung
ausplattiert. Die Platten wurden 2-4 Tage bei 30°C inkubiert.

4.2.2. Stammhaltung und Lagerung

Stammhaltung und Lagerung erfolgte wie bei Bakterien (s. 3.1.4.).
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4.2.3. Arbeitstechniken mit Hefe-Plasmiden

Herstellung kompetenter Hefen

Stammldsungen:

10x TE (0,1M Tris, 10mM EDTA, pH 8)
10x LiAc (1M Lithiumacetat, pH 7,5)

Arbeitsl6sungen :

1x LiAc/1x TE

PEG/LiAc: 3g PEG (Polyethylenglycol)
+ 3,5 ml steriles Wasser; bei 60°C im Wasserbad losen
+0,75ml 10x TE
+ 0,75 ml 10x LiAc (Litiumacetat)
ad 7,5 ml HyOpjgest

Durchflhrung :

Kompetente Hefezellen wurden jeweils frisch hergestellt. Zu diesem Zweck wurde 1 ml
YPDA-Medium mit Hefekultur angeimpft und so lange gevortext, bis eine homogene
Suspension entstand. Handelte es sich um schon vortransformierte Stamme wurde statt
YPDA-Medium das entsprechende SD-Selektionsmedium verwendet. Im Anschlul daran
wurde der 1 ml Ansatz in einen 500 ml Erlenmeyerkolben mit 50 ml YPDA bzw. SD-Medium
Uberfiihrt und bei 30°C und 250 rpm flir 16-18 h bis zum Erreichen der stationaren Phase
(ODgoonm > 1,5) inkubiert. Von dieser Ubernachtkultur wurden am nachsten Morgen 30 ml
abgenommen und in einen 2 | Erlenmeyerkolben mit 300 ml YPDA- bzw. SD-Medium
Uberfiihrt. Die ODgoonm der verdiinnten Kultur sollte hierbei 0,2-0,3 betragen. Nach einer
weiteren 3 stiindigen Inkubation bei 30°C und 230 rpm, bis zur ODggonm von 0,4-0,6, wurde
die Kultur bei 1000 x g und 4°C fir 5 min abzentrifugiert. Das Hefezellpellet wurde im

Anschluf3 in 1,5 ml einer frisch hergestellten sterilen 1x TE/1x LiAc-Lésung resuspendiert.

Transformation von Plasmid-DNA in kompetente Hefen

0,1 ug der zu transformierenden DNA und 0,1 mg der Heringssperm DNA (Clontech [10

pg/ul]) wurden in ein 1,5 ml Eppendorfreaktionsgefal? gegeben. Zu jedem Transformations-
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ansatz wurden 100 pl der kompetenten Hefezellen hinzugefugt. Die Ansatze wurden
gemischt und anschlieBend 0,6 ml einer sterilen PEG/LiAc-Lésung zugegeben. Zur
Herstellung einer homogenen Lésung wurden die Ansatze 10 Sekunden gevortext. Es
schloss sich eine Inkubationsphase von 30 min bei 30°C und 200 rpm im Luftschttler an.
Nach Zugabe von 70 pyl DMSO wurden die Lésungen durch vorsichtiges Schwenken
miteinander vermischt. Zur Aufnahme der Plasmid-DNA in die Hefezellen mittels Hitzeschock
wurden die Ansatze 15 min bei 42°C im Wasserbad inkubiert und daraufhin fur 2-5 min auf
Eis gelagert. Durch flinfsekliindige Zentrifugation bei 12000 x g bei RT erfolgte die
Abtrennung der Zellen vom Uberstand, bevor das Zellpellet in 0,5 ml sterilem TE-Puffer
resuspendiert wurde. Jeweils 100 pl aus den Transformationsansatzen wurden auf SD-
Agarplatten ausplattiert und diese bei 30°C fiur 2-4 Tage inkubiert. Zur Bestimmung der
Transformationseffizienz wurden 100 pl einer 1:10, 1:100 und 1:1000 Verdiinnung auf
geeignete Selektionsagarplatten ausplattiert und ebenso inkubiert. Die Transformations-

effizienz wurde nach folgender Formel bestimmt:

Transformationseffizienz:

cfu x resuspendiertes Volumen (ul)
= cfu/ug DNA

Plattiertes Volumen (pl) x Verdiinnungsfaktor x Plasmidmenge (ug)

Isolierung von Plasmid-DNA aus Hefen

Lésungen:

- S-Puffer: 10mM Ko;HPO,4 pH 7.2
50mM B-Mercaptoethanol
10mM EDTA, pH 8.0
+ 50 ug/ml Zymolase
(vor Gebrauch zugeben)

— auf pH 7.5 einstellen

- Lysis-Puffer: 25mM Tris-HCI pH 7.5
25 mM EDTA pH 8.0
2,5 % SDS

— pH auf 7.5 einstellen

- 3M Kaliumacetat pH 5.5

- 70 % (v/v) Ethanol
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Durchflihrung:

Der zu untersuchende Hefeklon wurde mit einer sterilen Impfése von einer Agarplatte gepickt
und in 5 ml SD-Selektionsmedium Uberfiuhrt. Die Inkubation erfolgt Giber Nacht bei 30°C und
230 rpm im Luftschittler. Es wurde 1 ml fir eine Glyzerinkultur abgenommen. 1 ml wurde in
ein 1,5 ml Eppendorfreaktionsgefall Uberfihrt und fir 3 min bei 12000 x g bei RT
abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 500 pl S-Puffer resuspendiert und fir 30 min bei 37°C im
Heizblock inkubiert. Nach Zugabe von 100 pl Lysis-Puffer wurde gevortext und der Ansatz
fur 30 min in den auf 65°C temperierten Heizblock gestellt. Durch Zugabe von 166 ul 3 M
Kaliumacetat pH 5.5 wurde die genomische Hefe-DNA gefallt und zusammen mit Proteinen
und Zelltrimmern nach 10 min Inkubation auf Eis durch Zentrifugation bei 12000 x g bei 4°C
von der (brigen Lésung abgetrennt. Der Uberstand mit Plasmid-DNA wurde in ein neues
Eppendorfreaktionsgefall Gberflhrt. Die Fallung der DNA erfolgte durch Zugabe von 800 pl
100%igem Ethanol. Der Ansatz wurde fir 10 min auf Eis belassen und dann 15 min bei
12000 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 500 yl 70 % Ethanol gewaschen, kurz an der

Luft getrocknet und in 50 pl sterilem Wasser resuspendiert.

4.2.4. Das Hefe Gal4 Two-Hybrid-System

Uberblick

Das Hefe Gal4 Two-Hybrid-System ermdglicht den Nachweis von Interaktionen zweier
Proteine in vivo. Im MATCHMAKER 3 Gal4 Two-Hybrid-System von Clontech wird zunachst
das zu testende Koder-Gen in den Kddervektor pGBKT7 mit dem Selektionsmarker
Tryptophan einkloniert. Dieses Konstrukt erlaubt nach Transformation in den MAT a
Hefestamm AH109 die Expression des Koédergens als Fusionsprotein mit der DNA-
bindenden Domane des Transkriptionsfaktors Gal4. Die cDNA einer Bibliothek ist bereits in
den pACT2-Beutevektor mit dem Leucin-Gen als Selektionsmarker einkloniert und in den
MAT a Hefestamm Y187 vortransformiert. Beuteproteine werden als Fusionsprotein mit der
transkriptionsaktivierenden Domane von Gal4 exprimiert. Die transformierten Hefestdmme
AH109 und Y187 werden durch ein Mating zu diploiden Hefezellen verschmolzen. Bei einer
positiven Interaktion des Koderproteins mit einem Protein der Bibliothek, kommen die DNA-
bindende Domane und die transkriptionsaktivierende Domane von Gal4 in rdumliche Nahe.
Dies fuhrt zur transkriptionellen Aktivierung von 3 Reportergenen. Dabei handelt es sich um
die Gene His3, Ade2 und Mel1. Die Expression von His3 und Ade1 verleiht den Hefezellen
die Eigenschaft zur de novo Synthese von Histidin und Adenin, wodurch ihnen ein

Wachstum auf histidin- und adeninfreiem Medium mdglich wird. Die Transkription von Mel1
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fuhrt zur Bildung einer a-Galaktosidase. Der Nachweis einer Proteininteraktion kann durch
Selektion der Diploiden Hefeklone auf Medium ohne Adenin, Histidin, Tryptophan und Leucin
erfolgen. Das Wachstum auf adenin- und histidinfreiem Medium wird dabei durch die
Aktivierung der Reportergene (Interaktion von Beute und Koéder) erreicht, wahrend das
Wachstum auf tryptophan- und leucinfreiem Medium durch die entsprechenden Gene auf
dem Koder- und Beuteplasmid moglich ist. Die Aktivierung des a-Galaktosidasegens wird
durch einen a-Galaktosidasetest gepruft (siehe Abb. 4). Um falsch positive Interaktoren
auszuschlie®en, die entweder selbst oder Uber andere Transkriptionsfaktoren an eine
strangaufwarts liegende Sequenz eines Reportergens binden, werden fiir jedes Reportergen

unterschiedliche UAS und TATA-Box-Sequenzen verwendet.

Pretranstormed MATCHMAKER Library

‘ hait ‘ cOMNA inserts
GALADNA-BD
DMA-BD 3
vector TRP] \
EU.E'
My

in MAT o strain Y187

MATa strain .
Mating
Mix the two yeast strains
and incubate overnight

Plate on appropriate
selection medium with c-gal
to identity colonies with
interacting proteins

Elue colonies are positive clones

o Perform [i-gal assay to
confirm interactions

Abb. 73: Prinzip der Selektion positiver Interaktoren mit dem Hefe Gal4 Zwei-Hybrid-System
Ubernommen von CLONTECHniques, Januar 2000

Mating

Zur Herstellung einer konzentrierten Ubernachtkultur des transformierten Kdéderstamms
AH109 wurde eine 2-3 mm grol3e, weniger als 2 Monate alte Kolonie in 50 ml SD/-Trp Medi-
um resuspendiert und Uber Nacht bei 30°C aus 250-270 rpm fir 16-24 h geschittelt. Am

nachsten Tag wurde die optische Dichte bei 600 nm bestimmt. Lag der Wert Gber 0,8 wurde
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die 50 ml Ubernachtkultur bei 1000 x g fir 10 min abzentrifugiert und das Pellet in 5 ml des
verbleibenden Uberstands durch vortexen resuspendiert. In der Zwischenzeit wurde in einem
Wasserbad mit RT ein 1 ml Aliquot der vortransformierten Y187 cDNA-Bibliothek aufgetaut
und 10 pl fur die Bestimmung des Titers entnommen. Die Suspensionen der Hefestamme
MAT o Y187 und MAT a AH109 wurden in einem 2 | Erlenmeyerkolben mit 44 ml
YPDA/Kanamycin (12 mg/l) kokultiviert (Gesamtvolumen 50 ml). Der Mating-Ansatz wurde
bei 30°C und 30-50 rpm fiir 20-24 h zur Bildung von diploiden Hefezellen inkubiert.

Am nachsten Tag wurde der Mating-Ansatz in ein steriles 100 ml Zentrifugengefal® Gberfihrt
und fiir 10 min bei 1000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Um méglichst
wenig Diploide zu verlieren, wurde das 2 | Reaktionsgefa® 2 x mit 50 ml YPDA/Kanamycin
ausgespult. Diese Suspension wurde zum Resuspendieren des Pellets verwendet.
Anschliel3end wurden die Zellen noch einmal fir 10 min bei 1000 x g und 4°C abzentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 10 ml YPDA/Kanamycin resuspendiert. Die

Mating-Mischung wurde wie folgt ausplattiert:

e 100 pl einer 1:10 000, 1:1000, 1:100, 1:10 Verdinnung auf SD/-Leu, SD/-Trp und
SD/-Leu/-Trp-Platten (10 cm) zur Bestimmung der Mating Effizienz
— Die Inkubation erfolgt fir 4 d bei 30°C.

e Je 200 pl auf ca. 40 QDO-Platten mit X-a-Gal (&15cm)
— Die Inkubation erfolgt flur 8-21 Tage bei 30°C. Die Anzahl von Kolonien sowie ihr

Erscheinungsdatum sind wahrend des gesamten Zeitraums zu protokollieren.

Ermittlung der Mating-Effizienz

Zur Bestimmung der Mating-Effizienz wurden jeweils 100 pl einer 1:10000, 1:1000, 1:100,
1:10 Verdiinnung des Mating-Ansatzes auf SD/-Leu, SD/-Trp, SD/-Leu/-Trp-Platten (&10cm)
ausplattiert. Nach 4 Tagen wurden die Platten mit 30-300 Kolonien ausgezahlt, um die

Mating-Effizienz zu bestimmen.

Die Ermittlung der lebensfahigen Zellen (cfu/ml) erfolgt nach folgender Formel:

cfu x 1000 pl/ml
= lebensfahige cfu/ml

plattiertes Volumen (pl) x Verdliinnungsfaktor

Folgende Werte sind zu bestimmen:
e cfu/ml von SD/-Leu = Lebensfahigkeit des Y187 Matingpartners
e cfu/ml von SD/-Trp = Lebensfahigkeit des AH109 Matinpartners
e cfu/ml von SD/-Leu, -Trp = Lebensfahigkeit der Diploiden
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Die Kalkulation der Mating-Effizienz (%)

Der Stamm mit der geringsten Lebensfahigkeit (cfu/ml) ist der limitierende® Matingpartner.
Nach Angaben der Firma Clontech ist dies der Stamm Y187, um sicher zu stellen, dass der
grolite Teil der Hefezellen mit cDNA-Inserts einen Matingpartner findet. Die Kalkulation

erfolgt anhand folgender Formel:

Lebensfahigkeit Diploide (cfu/ml) x 100

= % Diploide
Lebensfahigkeit limitierender Partner (cfu/ml)

Bestimmung des Titers der cONA Bibliothek

Die Bestimmung des Titers der im Mating verwendeten cDNA Bibliothek dient der Quali-
tatskontrolle. Zu diesem Zweck wurde ein 10 pl Aliquot der vortransformierten Y187 cDNA
Bibliothek 1:100 in 1 ml YPDA/Kanamycin (12 mg/l) verdinnt. Von dieser Verdinnungsstufe
wurden erneut 10 pl entnommen und in 1 ml YPDA/Kanamycin resuspendiert (Verdin-
nungsfaktor 1:10000). 10 ul (+ 50 yl YPDA/Kanamycin) der 1:100 Verdinnungsstufe, sowie
50 pl bzw. 100 pl der 1:10000 Verdinnung wurden auf separate SD/-Leu Selektionsplatten
ausplattiert. Die Platten wurden fir 3-5 Tage bei 30°C im Brutschrank inkubiert. Fir die Er-
mittlung des Titers wurden die Kulturschalen mit 30-300 Kolonien herangezogen. Die Kalku-

lation erfolgt nach folgender Formel:

Kolonien
= cfu/ml

ausplattiertes Volumen x Verdinnungsfaktor

a-Galaktosidasetest

Um die auf QDO-Medium selektionierten Hefeklone auf ihre a-Galaktosidaseaktivitat zu tes-
ten, dient das Reagenz X-a-Gal. Zu diesem Zweck wird dem QDO-Agar 20 pg/ml X-a-Gal
zugegeben. Da das Enzym a-Galaktosidase X-a-Gal in einen blauen Farbstoff umwandeln
kann, ist die Expression des Mel1-Gens durch die Blaufarbung der Hefeklone direkt
nachweisbar. Um falsch-positive Ergebnisse durch unspezifische Farbungen auszu-

schlieen, wurde der Test nach 8 Stunden abgebrochen.
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4.3. Arbeiten mit Saugetierzellkulturen

4.3.1. Kultivierung von HelLa-, HEK 293- und HepG2-Zellen

Bei HelLa- und HepG2 handelt es sich um menschliche Krebszelllinien. HelLa-Zellen
entstammen einem Cervixkarzinom, HepG2-Zellen einem Hepakarzinom. HEK293 sind
humane embryonale Nierenzellen. Fur ihre Kultivierung wurde eine Mischung aus 90 %
RPMI 1640-Medium und 10 % fétalem Rinderserum (FBS) verwendet, zusatzlich wurde dem
Medium L-Glutamin (Endkonzentration 2mM) zugegeben. Die Inkubation fand bei 37°C mit 5
% CO, statt.

4.3.2. Kultivierung von HEPA1-6-Zellen

Bei HEPA1-6 handelt es sich um eine murine Krebszelllinie. Diese Zellen stammen aus
einem Hepakarzinom. Fir ihre Kultivierung wurde eine Mischung aus 90% DMEM-Medium
und 10% fotalem Rinderserum (FBS) verwendet, zusatzlich wurde dem Medium L-Glutamin
(Endkonzentration 2mM) zugegeben. Die Inkubation fand ebenfalls bei 37°C mit 5 % CO,
statt.

4.3.3. Auftauen der Zellen

Zum Auftauen einer neuen Charge von Saugetierzellen wurde das Kryogefall aus flissigem
Stickstoff enthommen und in einem 37°C-Wasserbad schnell aufgetaut, dann in ein 15 ml
Falconréhrchen mit 9 ml Zellkulturmedium Uberfuhrt und fur 3 min bei 1000 x g abzentri-
fugiert. Das Zellpellet wurde in 5 ml Medium resuspendiert und in eine 25 ml Zellkultur-
flasche mit vorgewarmtem Medium Uberfihrt. Diese Prozedur sollte mdglichst zligig durch-
geflhrt werden, da das im Einfriermedium enthaltene DMSO fiir aufgetaute Zellen schadlich

ist.

4.3.4. Splitten konfluenter Zellen

Die in dieser Arbeit verwendeten Zellen verdoppeln sich etwa alle 40-48 h und wachsen als
Monolayer. Bei Erreichen der Konfluenz ist es notwendig, die Zellen auf eine oder mehrere
Zellkulturflaschen zu Gberflhren (splitten). Dazu wurden die Zellen mit PBS gewaschen und
anschlieflend mit Trypsin/EDTA (Zell-Monolayer gut bedeckt) versetzt. Nach etwa 3-5 min

Inkubation im Brutschrank waren die Zellen abgeldst und kénnen nach Resuspendieren in

136



Medium im Verhaltnis 1:3 bis 1:6 auf neue Zellkulturflaschen verteilt werden. Dieser Vorgang

musste alle 2-4 Tage wiederholt werden.

4.3.5. Einfrieren der Zellen

Bei Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen einer 25 mi-Zellkulturflasche mit PBS
gewaschen und anschlielend mit 3 ml Trypsin/EDTA fur 5 min im Brutschrank inkubiert. Die
abgeldsten Zellen wurden abzentrifugiert und anschlieBend in 1ml Medium mit 10% DMSO
zlgig resuspendiert und in ein Cryoréhrchen (NUNC) Uberfihrt. Die Zellen sollten nicht
schockgefroren werden, deshalb wurden die beflllten Réhrchen Uber Nacht in speziellen
Gefrierboxen (NUNC) bei -80°C eingefroren (ca. 1°C Abkuhlung pro Minute). Bis maximal 6
Monate kdénnen die Zellen bei -80°C gelagert werden. Fir langere Zeitraume empfiehlt sich

die Uberfihrung in fliissigen Stickstoff.

4.3.6. Dual Luciferase Assay (DLA)

Der Dual Luciferase Assay wurde in der vorliegenden Arbeit sowohl zur Feinkartierung der
HSD17B7-Promotoren verwendet, um die transkriptionelle Aktivitdt von Promotorfragmenten
unter verschiedenen Bedingungen zu testen, als auch die Auswirkungen von mutierten
spezifischen TF-Bindungsstellen zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurde das ,Dual Luci-
ferase Reporter Assay System“ der Firma Promega mit den enthaltenen Puffern verwendet.
Bei diesen Versuchen wurden potentielle Promotorfragmente und verschiedene mutierte
Varianten davon vor ein promotorloses Reportergen (Firefly-Luciferase, auf dem Vektor
pGL3 enthalten) einkloniert und in die oben genannten Zelllinien transformiert. Zur Bestim-
mung bzw. Normalisierung der mitunter stark schwankenden Transfektionseffizienz erfolgte
die zusatzliche Transfektion eines zweiten Vektors (pRL-SV40). Dieser tragt das Gen der
Renilla-Luciferase unter Kontrolle des konstitutiven SV40-Promotors. Ein angemessenes
Mengenverhaltnis der beiden Vektoren fir die Transfektion muss empirisch bestimmt
werden. Die in dieser Arbeit verwendeten Mischungen sind im Ergebnisteil angegeben. Um
mdglichst reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen, wurden die Versuche mindestens zweimal

wiederholt.
Transfektion:

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Transfektion das Transfektionsreagenz FUGENE 6 von

Roche verwendet. Dieses basiert auf Lipidkomponenten, welche das zu transfizierende
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Plasmid einschlieRen und durch Verschmelzen mit der Zellmembran in die Wirtszelle

einschleusen. Es bedient sich dabei der Methode der Lipofektion.

Vorbereitung der Zellen zur Transfektion:

Das folgende Protokoll basiert auf den Anweisungen des Herstellers.

Von einer 80-90% konfluenten Kultur von Sdugetierzellen in 25ml-Kulturflaschen wurde das
Medium vorsichtig abgenommen und 1 ml Trypsin hinzugefugt. Die Zellen wurden ca. 5 min
im Inkubationsschrank belassen bzw. bis sie sich von der Oberflache abgel6st hatten.
Anschlieend wurden die Zellen in 5 ml frischem Medium vereinzelt. Je 3 Tropfen der
Zellsuspension wurden in ein Well einer 12 Well Zellkulturplatte getropft, mit 1 ml
serumhaltigem Medium versetzt und so lange bei 37°C mit 5 % CO, inkubiert, bis die Kultur
30-40 % konfluent war. Bei Verwendung von speziellen Seren und Zusatzstoffen wurde das

Standardmedium mindestens 6 Stunden vor der Transfektion ersetzt.

Durchfuhrung der Transfektion:

Die Transfektionsansatze wurden in sterile Eppendorf-Reaktionsgefalie pipettiert. Dabei war
es wichtig, FUGENE 6 direkt ins serumfreie Zellkulturmedium zu geben, da es sonst an der
GefalRwand anhaftet. Zuletzt wurde die Plasmid-DNA zugegeben. Es wurden jeweils
Gesamtansatze von 50 pl verwendet. Da sich jede Zelllinie bezuglich der optimalen
Transfektionsbedingungen unterscheidet, mussten diese empirisch bestimmt wurden. Die
verwendeten Mischungen sind jeweils im Ergebnisteil angegeben.

Der Reaktionsansatz wurde vorsichtig gemischt und fir 15 min bei RT belassen. Nach der
Inkubation wurde die Losung tropfenweise auf die Zellen gegeben und die 12 Well Platte
dabei vorsichtig geschwenkt. Bis zur Detektion der Luciferaseexpression (20-48 Stunden)
wurden die Zellen im Brutschrank (37°C, 5% CO,) inkubiert.

Detektion der Luciferaseaktivitat:

Nach beendeter Inkubationszeit wurde das Zellkulturmedium abgesaugt und die Zellen
wurden 2x mit PBS gewaschen. Zur Lyse der Zellen wurden anschlie3end in jedes Well 200
Ml 1,25x PLB (5x PLB ist im Kit enthalten, mit HoOpigest Verdiinnen) pipettiert. Die 12 Well
Platte wurde daraufthin 10 min bei RT geschittelt. Unter bestimmten Wachstums-
bedingungen lieRen sich die Zellen auf diese Weise nur schlecht lysieren. In diesem Falle
wurden die Zellen fir 10 min bei -80°C eingefroren und anschlieend flr 10 min bei RT unter

schitteln aufgetaut. Nach erfolgter Lyse der Zellen wurden aus jedem Well 3x 20 ul in 3
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Wells einer 96 Well Platte Uberfuihrt. Die anschlieRende Messung der Luciferaseaktivitat

erfolgte im Orionll Luminometer (Berthold) mit den im Kit enthaltenen Losungen.

Auswertung der Ergebnisse:

Das Ergebnis der Dual Luciferase Assays wird in ,Relative Light Units“ (RLU) angegeben.
Um diese zu erhalten, dividiert man die erhaltenen Werte der Firefly-Luciferaseaktivitat durch
die Werte der Renilla-Luciferaseaktivitat. Zur Verringerung der Fehler wurden die Mittelwerte

der dreifachen Messungen bestimmt.

4.4. Spezielle Methoden zur Kultivierung von embryonalen Stamm-
zellen (ES-Zellen) und Generierung der mhsd17b7-Knock-out-

Maus

4.4.1. Allgemeines zu ES-Zellen

Im Umgang mit ES-Zellen ist besondere Vorsicht geboten. Damit diese Zellen zur
Herstellung einer Knock-out Maus verwendet werden kénnen (d.h. keimbahnfahig bleiben),
ist eine Ausdifferenzierung der Zellen unbedingt zu vermeiden. Die Kultivierung dieser Zellen
erfolgte nicht wie oben beschrieben in Zellkulturflaschen, sondern in speziell beschichteten
6 cm und 10 cm Petrischalen bzw. 96, 48, 24, 12 und 6 Well Platten (NUNC).

4.4.2. Kultivierung und Splitten der ES-Zellen

Als Kulturmedium wurde DMEM mit 15% FCS, 2mM L-Glutamin, 100uM B-Mercaptoethanol
verwendet. Die Kultivierung der Kolonien-bildenden ES-Zellen erfolgte auf einem Feeder-
Zellen-Monolayer (primare embryonale Fibroblasten, freundlicherweise von Susanne Bourier
zur Verfigung gestellt) in den entsprechenden KulturgefalRen. Zusatzlich wurde dem
Kulturmedium LIF (Leukaemia Inhibitory Factor) (1000U/ml) zugegeben. Feeder-Zellen
zusammen mit LIF erhalten den omnipotenten Zustand der ES-Zellen. Dennoch missen ES-
Zellen regelmafig gesplittet werden (nach 1-3 Tagen). Das Splitten der Zellen entspricht
dem oben aufgefuhrten Protokoll (s. 3.3.4.), allerdings wurden die Kolonien fur 10min
trypsiniert. Omnipotente ES-Zellen sind gegenuber Trypsinverdau resistenter, Feeder-Zellen

und teilweise differenzierte ES-Zellen sterben dabei ab.
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4.4.3. Elektroporation von ES-Zellen

ES-Zellkolonien auf 10 cm Petrischalen wurden mit 3ml Trypsin-EDTA (0,05%) Ldsung
versetzt und 10 min im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Nach Vereinzelung der Zellen erfolgte
ein Waschschritt mit PBS und die Aufnahme des Pellets in 800 ul PBS. Das resuspendierte
Pellet wurde mit der linearisierten Knock-out-Vektor-DNA vermischt und in einer
Elektroporationsklvette flr 10 min auf Eis inkubiert. Nach anschlieRender Elektroporation mit
dem Gene Pulser der Firma BIORAD (0,24kV, 500uF) wurden die transformierten Zellen auf
mehrere 10 cm Petrischalen mit Feeder-Zellen Monolayern verteilt. Die weitere

Vorgehensweise ist im Ergebnissteil (s. 2.1.6.) angegeben.
4.4.4. Picken der ES-Zellkolonien

Nach dem Selektionszeitraum (8-9 Tage) wurde das Selektionsmedium abgesaugt und
durch PBS ersetzt. Ubrig gebliebene und morphologisch unauffallige (nicht ausdifferenzierte)
Kolonien wurden unter einem Binokular mit gelben Pipettenspitzen abgeldst und in 96 Well
V-Boden Platten (NUNC) Uberfuhrt. Zur Vereinzelung wurden die Zellen wie oben trypsiniert
und anschliefiend in 96 Well Platten mit Feeder-Zellen (berfiihrt. Nach 2-3 Tagen wurden
die Zellen in einem angemessenen Verhaltnis auf 2 frische 96 Well Platten mit Feederzellen
gesplittet, um in den einzelnen Wells vergleichbare ES-Zelldichten zu erhalten. Nach
weiteren etwa 48 Stunden wurden die Zellen von einer der beiden Platten auf wiederum 2
frische 96 Well Platten mit Feederzellen gesplittet. Diese beiden Platten wurden nach
weiterer Inkubation eingefroren und bis zur weiteren Verwendung (z. B.
Blastozysteninjektion) bei -80°C gelagert. Die andere bewachsene Platte wurde zum Zwecke
der Genotypisierung auf gelatinisierte (100 pl einer wassrigen 0,1%igen Gelatine-Lésung pro
Well geben, absaugen und trocknen lassen) 96-Well Platten ohne Feederzellen gesplittet.
Um hohe Zelldichten zu erhalten, wurden diese Zellen fir etwa 72-96 Stunden im
Brutschrank inkubiert, anschlieRend lysiert und mittels Southern Blot (s. u.) und PCR
genotypisiert.

4.4.5. Einfrieren der ES-Zellen

Einfriermedium:

pro 96-Well Platte (mischen und bis zur Verwendung auf Eis lagern):

- 3 ml Kulturmedium
-5ml FCS
-2 ml DMSO

140



Durchflihrung:

- 30 ul Trypsin-EDTA pro Well zugeben

- 10 min bei 37°C inkubieren

- 70 pl Kulturmedium zugeben und Zellen suspendieren
- 100 pl Einfriermedium zugeben, mischen

- 96 Well Platte mit Parafilm umwickeln und sofort bei -80°C lagern

Die Zellen kénnen bis zu 3 Monaten bei -80°C gelagert wurden.

4.4.6. Lyse von ES-Zellen fiir Genotypisierung

Lyse-Puffer:

- 10mM Tris-HCI

- 10mM EDTA

- 10mM NaCl

- 0,5% N-Lauroyl-Sarcosin

- vor Gebrauch Proteinase K zugeben (Endkonzentartion 1mg/ml)

Prazipitationslosung:

- 150 pl 5M NaCl, ad 10 ml mit 100% EtOH

Durchflihrung:

- mit Zellen dicht bewachsene gelatinisierte Platten 2x mit PBS waschen

- PBS komplett (!) absaugen

- 50 pl Lyse-Puffer pro Well

- Uber Nacht bei 50°C in feuchter Umgebung inkubieren (z. B. die Platten mit 2 nassen
Papierhandtichern in eine luftdichte Box legen)

- am nachsten Tag 100 pl Prazipitationsldsung pro Well zugeben

- 30 min bei RT leicht schitteln

- 5 min bei 2500 x g zentrifugieren

- Uberstand dekantieren

- 2x mit 70% EtOH waschen

- 20 min lufttrocknen lassen

Die so behandelte ES-Zell-DNA ist fir die Genotypisierung direkt einsetzbar.

141



4.4.7. Kultivierung der Stammzellen fiir Blastozysteninjektion

Um die gewiunschten ES-Zell-Klone (mit dem richtigen Genotyp) fur die Blastozysteninjektion
einsetzen zu kénnen, d.h. eine ausreichende Menge an Stammzellen zu erhalten, wurden
zunachst die bei -80°C in 96 Well Platten gelagerten Zellen im Wasserbad aufgetaut.
AnschlieRend wurden die Platten 3 min bei 1000 x g zentrifugiert. Die Uberstande wurden
vorsichtig abgenommen, das Pellet in ES-Zellmedium resuspendiert und jeweils in ein Well
einer 48 Well Platte mit Feederzellen Uberflhrt. Nach je etwa 48 Stunden Inkubation wurden
die Zellen schrittweise auf 24, 12, 6 Well Platten und schlie3lich auf 6 cm Petrischalen
(immer mit Feederzellen) kultiviert. Die Zellen wurden schlief3lich trypsiniert und in Aliquots
im oben bereits beschriebenen Einfriermedium in Cryoréhrchen (NUNC) bei -80°C
eingefroren.

48 Stunden vor der Injektion wurde ein Aliquot der ES-Zellen im Wasserbad aufgetaut und
auf eine 6 cm Petrischale mit Feederzellen Uberfiihrt. 24 Stunden vor Injektion wurden die
Zellen trypsiniert und auf 2 gelatinisierte 6 cm Petrischalen (ohne Feederzellen) gesplittet. 30
min vor der Injektion wurden die Zellen trypsiniert und mit PBS gewaschen und anschlielRend

in 1 ml PBS resuspendiert und bis zur Injektion auf Eis gelagert.

4.4.8. Blastozysteninjektion und Transfer in pseudoschwangere CD1-
Weibchen

Die Blastozysteninjektion und der anschlieRende Transfer in pseudoschwangere CD1-
Weibchen wurden freundlicherweise von erfahrenen Spezialisten am Institut fir

Entwicklungsgenetik an der GSF in Neuherberg durchgefiihrt.

4.4.9. Mauszucht

Die Haltung der Mause erfolgte entsprechend der Kriterien der FELASA. Die Organisation
und die Uberpriifung des Hygienestatus wurde von der Abteilung fiir vergleichende Medizin
(AVM) durchgefihrt.

Die erhaltenen chimaren Mannchen wurden ab einem Alter von etwa 7 Wochen mit Wildtyp
C57BL/6-Weibchen verpaart. Aus diesen Verpaarungen hervorgegangene Nachkommen mit

brauner Fellfarbe wurden durch PCR und Southern Blot (s. 3.5.11.) genotypisiert.
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4.5. Molekularbiologische Methoden mit DNA

4.5.1. Prédparation von Plasmid-DNA
Plasmidisolierung im kleinen Mal3stab

Die Praparation im kleinen Mal3stab (sog. Mini-Prap) wurde mit dem NucleoSpin-System
(Macherey-Nagel, Diren) mit den enthaltenen L6sungen gemafl der Anleitung des
Herstellers durchgefuhrt. Das Protokoll sieht eine UN-Kultur in LB-Medium mit einem

Volumen von 2 - 5 ml vor. Sofern nicht anders beschrieben wurden 5 ml verwendet.

Plasmidisolierung im mittleren und gréBeren Maf3stab

Die Praparative Plasmidpraparation im mittleren und gro3en MafRstab (sog. Midi- bzw. Maxi-
Prép) erfolgte mit dem Nucleobond®AX-Kit der Firma Macherey-Nagel (Diiren) gemaR den
Angaben des Herstellers.

Fur die Midi-Prap wurden UN-Kulturen mit einem Volumen von 25 - 30 ml verwendet, flr

Maxi-Prap K—lturen von 250 - 500 ml Volumen.

4.5.2. Reinigung von DNA-Fragmenten
Reinigung mit dem QIAquick PCR-Purification Kit

Die Reinigung, Aufkonzentrierung und Umpufferung von DNA-haltigen Lésungen nach
enzymatischer Modifikation sowie die Abtrennung amplifizierter PCR-Fragmente von den
Agentien der PCR-Reaktion erfolgte durch Verwendung des QIAquickPCR-Purification Kit
(Qiagen, Hilden)— Die Methode nutzt die Fahigkeit langkettiger DNA—aus, an eine spezifisch
daflir entwickelte, positiv geladene Saulenmatrix zu binden, wahrend Oligos (Primer) und
Nucleotide nicht anhaften. Die Elution von der Saule kann dann mit dem vom Hersteller
bereitgestellten Puffer oder auch mit H,Opi4est €rfolgen. Alle bendtigten Loésungen sowie das

Arbeitsprotokoll sind in den Kits enthalten.

Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Fur die Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen wurde der QIAquick-Gel-
Extraction-Kit (Qiagen, Hilden) verwendet. Ebenso wie beim PCR-Purification-Kit wurde hier
die Fahigkeit von DNA ausgenutzt, an spezielle Sdulenmatrices zu binden. Auch in diesem

Kit sind die bendtigten Losungen sowie das Arbeitsprotokoll enthalten.
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4.5.3. Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA in

wdéssrigen Lésungen

Desoxyribonukleinsaure besitzt ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenlange von A = 260
nm. Die zu vermessende DNA wurde angemessen mit Hy0pigest VErdinnt und die Absorption
bei einer Wellenlange von A = 260 nm sowie fur die Reinheitskontrolle auch bei 280 nm
(Adsorptionsmaximum von Proteinen) gegen H20piqest photometrisch bestimmit.

Die Berechnung der Konzentration erfolgt geman der Formel:

(OD2g0 x 50 x Verdinnungsstufe) : 1000 = Konzentration in mg/ml

Die Gesamtausbeute ergibt sich durch Multiplikation der Konzentration mit dem Volumen der
Lésung. Fur eine nicht verunreinigte Probe nimmt der Term OD4¢,/OD,g €inen Wert nahe 2,0
an. Verunreinigungen der Lésung mit Proteinen erhéhen die Absorption bei A = 280 nm.

Die Konzentrationsmessungen wurden mit dem Beckman DU® Life Science UV/Vis

Spectrophotometer (Beckman, Unterschleil3heim) durchgefihrt.

4.5.4. Fallen von DNA

Stark verdunnte DNA-Ldsungen, ebenso wie verunreinigte DNA-LOsungen, kénnen zur
Aufkonzentrierung bzw. Aufreinigung, gefallt werden. Hierzu wurde folgendes Protokoll
verwendet:

Der DNA-LAsung wurde ein Zehntel Volumen 3M Natrium-Acetat (pH 5,2) und 2,5 Volumina
absoluten Ethanol zugegeben. Die Mischung wurde mind. 2 h bei —20°C inkubiert und mind.
15 min bei 4°C und 17.000 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde 10 min mit 70%igem Ethanol
(-20°C) gewaschen (Zentrifugation bei 17.000 x g und 4°C). Anschliefend wurde der
Uberstand abgenommen, das Pellet getrocknet und in angemessenem Volumen HyOpigest

aufgenommen.

4.5.5. Spaltung von DNA durch Restriktionsendonucleasen

1-10 upg zu verdauender DNA wurden mit 5-20 Einheiten des entsprechenden
Restriktionsenzyms und zugehoérigem Reaktionspuffer (MBI Fermentas; NEB) versetzt und 2
— 16 h bei 37°C inkubiert. Anschlielend wurde die verdaute DNA auf einem Agarosegel
analysiert oder direkt mit dem PCR-Purification-Kit (Qiagen) aufgereinigt. Die verwendeten

Restriktionsenzyme sind im Anhang aufgeflhrt.
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4.5.6. Ligation

Fir die Ligation von Vektor und Insert wurden die DNA-Fragmente im Verhaltnis 1:4
gemischt und in 20 pyl Gesamtvolumen mit 1x Ligasepuffer und T4-Ligase (NEB) entweder 2
h bei RT oder UN bei 14°C inkubiert.

4.5.7. DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA wurde entweder von der Firma Sequiserve (Vaterstetten) oder
von mir selbst mit dem CEQ2000 (Beckman) durchgefiihrt. Im zweiten Fall wurde die
Sequenzierung exakt nach Anleitung des Herstellers mit dem zugehdrigen Kit durchgefuhrt,
mit dem Unterschied, dass lediglich jeweils die Halfte der empfohlenen Mengen verwendet

wurde. Das Verhaltnis der einzelnen Komponenten wurde dadurch nicht verandert.

4.5.8. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Amplifizierung von spezifischen DNA-Fragmenten erfolgte mittels PCR. Die PCR-
Ansatze wurden im 20 bzw. 50 pl Format durchgefiihrt. Die Reaktionsansatze enthielten
jeweils 200nM dNTP-Mix, 10-100ng DNA-Template, 0,5uM der beiden Primer und 1-2
Einheiten einer DNA-Polymerase in 1x PCR-Reaktionspuffer. Fur Standard-PCRs wurde die
hauseigene Tag-Polymerase verwendet, bei schwer amplifizierbaren Templates die
Herculase (Stratagene), fir mdglichst fehlerfreie Amplifikationen die Pfu-Turbo-Polymerase

(Stratagene).

4.5.9. PCR-basierte Mutagenese: QuikChange

Mutagenesen in Plasmiden wurden mit der QuikChange Methode (Stratagene) durchgefuhrt.
Die dazu bendtigten Bestandteile (Puffer und Enzyme) sind im Kit enthalten. Die
Durchfuihrung erfolgte entsprechend des Herstellerprotokolls, jeweils mit der empfohlenen

Maximalmenge an Template-DNA. Die verwendeten Primer sind im Anhang aufgefihrt.

4.5.10. Isolierung genomischer DNA zur Genotypisierung

Southern Blots wurden zum Zwecke der Genotypisierung entweder mit genomischer ES-Zell-
DNA oder mit aus Mauseschwanzspitzen gewonnener genomischer DNA durchgefihrt. ES-
Zel-DNA wurde wie oben bereits (s. 3.4.6.) beschrieben gewonnen, DNA aus

Mauseschwanzen durch Phenol-Chloroform-Extraktion.
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Phenol-Chloroform Extraktion genomischer DNA:

Material:

- 0,5-1 cm einer Schwanzspitze einer 3-6 Wochen alten Maus

- Tail-Puffer (50mM Tris-HCI ph8, 50mM EDTA, 100mM NacCl, 0,5% SDS, 20 mg/ml|
Proteinase K)

- Roti-Phenol/Chloroform (Roth)

- Chloroform/Isoamylalkohol 24:1

- Isopropanol

- 70% EtOH

- 0,5x TE-Puffer (5mM Tris-HCI, 0,5 mM EDTA,; pH 7,5)

Durchfiihrung:

- Schwanzspitze mit 0,7ml Tail-Puffer in einem 1,5 ml Eppendorfreaktionsgefal’ GiN bei
55°C schittelnd (1200 rpm) inkubieren

- 0,7ml Roti-Phenol/Chloroform zugeben und 1 h leicht schitteln

- 10 min bei 7000 x g und 4°C zentrifugieren

- Obere Phase in ein neues Eppendorfreaktionsgefal’ tiberfliihren und wiederum 0,7ml
Roti-Phenol/Chloroform zugeben und 30 min leicht schitteln

- 10 min bei 7000 x g und 4°C zentrifugieren

- Obere Phase in neues Eppendorfreaktionsgefal® tberfiihren, 0,7ml
Chloroform/Isoamylalkohol zugeben, 30 min schitteln und 10 min bei 7000 x g und
4°C zentrifugieren

- Obere Phase in neues Eppendorfreaktionsgefald tiberfiihren, 0,5ml Isopropanol
zugeben und leicht schiitteln/schwenken bis DNA ausfallt

- 1 min bei 12000 x g zentrifugieren

- DNA-Pellets 2x mit 70% EtOH waschen

- Pellets 20-30 min trocknen lassen

- Pellets iGN in 100 pl 0,5x TE lI6sen
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4.5.11. Southern Blots

Restriktionsverdau der genomischen DNA

Restriktionsverdau-Mix: (pro Well 30 pl)

- 3 pl 10x Restriktionspuffer

- 0,2yl 0,1M Spermidin

- 0,25 pl RNase (10 mg/ml)

- 1 yl Restriktionsenzym (10 U/pl)
- 25,35 pl H,0 bidest

Bei der Genotypisierung von Mausen wurde anstatt Ho0pigest 25,35 yl DNA-LOsung aus der
Praparation der Schwanzspitzen verwendet. Der Verdau fand in diesem Fall in
Eppendorfreaktionsgefalen statt. Die Inkubation erfolgte UGN bei 37°C unter leichtem

Schiitteln, bei Verdau direkt in 96 Well-Platten in feuchter Umgebung.

Agarose-Gelelektrophorese

die Restriktionsansatze (30 pl) wurden mit 6 pl 6x Auftragspuffer (15% Ficoll, 0,25%
Bromphenol-Blau, 0,25% Xylencyanol FF) versetzt und anschlieRend in die Taschen eines
0,8% Agarosegels (15x15cm) Uberfuhrt. Die Dauer der Elektrophorese betrug bei 90V 4-5

Stunden bzw. bis die Bromphenol-Bande das Gelende erreicht hat.

Blot nach Kapillar-Methode

Lésungen:

- 0,2M HCI

- Denaturierungslosung: 0,5N NaOH, 1,5M NacCl

- Neutralisierungslosung: 0,2M Tris-HCI, 1,5M NaCl; pH 7
- 20x SSC: 3M Na(Cl, 0,3M Na-Citrat; pH 7

Durchflihrung:

- Gel nach Beendigung der Elektrophorese in Plastikwanne tberfihren und mit Wasser
spilen
- Ausreichend 0,2M HCI zugeben (bis Gel fast bedeckt ist) und 10 min leicht schitteln
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- HCI durch Denaturierungslésung ersetzen und ca. 20min leicht schitteln (bis zum
Farbumschlag der Bromphenolblau-Bande)

- Denaturierungsldsung durch Neutralisationsldsung ersetzen und ca. 20min leicht
schutteln

- Gel kurz in 20x SSC schutteln

Das Gel ist somit flr den Blot-Vorgang bereit.

Blotaufbau:

Material und Puffer:

- 6x auf GelgrofRe zugeschnittenes Whatman-Blotpapier

- 1x Whatman-Blotpapier auf ca. 20x30cm zugeschnitten

- auf GelgroRRe zugeschnittene Blotmembran (BiodyneB, PALL)
- Plastikwanne

- 2 Plastik- oder Glasplatten

- Kuchenrolle

- Gewicht (Glasflasche, Katalog, ca. 700-8009g)

Blotdurchfiihrung:

- mind. 11 20x SSC in die Plastikwanne geben (Kapillarstrom darf nicht unterbrochen
werden!)

- Plastikplatte auf die Wanne legen

- 20x30cm Whatman-Blotpapier so auf der Platte platzieren, dass es auf beiden Seiten
Uberhangt und Puffer aufsaugen kann

- 3x Whatman-Blotpapier mittig auf dem bereits getrankten Whatman-Blotpapier
platzieren und befeuchten, unbedingt Luftblasenbildung vermeiden

- Gel mit der Oberseite nach unten auf den Blotpapierstapel legen (ohne Luftblasen!)

- Um Kapillarstrom auf3erhalb des Gels zu vermeiden, das Gel mit Parafilm umgeben

- Mit 20x SSC befeuchtete Blotmembran auf das Gel legen (ohne Luftblasen!)

- Die UGbrigen 3 Whatman-Blotpapiere auf die Membran legen (ohne Luftblasen!)

- Mehrere Lagen Kiichenrollenlagen dariber platzieren (ca. 20cm Hoéhe)

- zweite Plastikplatte auf den Papierstapel legen und mit Gewicht beschweren

- nach 12-16 Stunden Blotmembran vorsichtig entfernen, kurz in 2x SSC schwenken,

Uberschussige Flussigkeit entfernen und mit UV-Licht (A=254nm) Crosslinken
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- direkt mit Hybridisierung beginnen oder die Membran zwischen leicht angefeuchteten
Whatman-Papieren bei 4°C lagern (mehrere Monate moglich)
Sondenherstellung

Alle verwendeten Sonden wurden ausgehend von PCR-Produkten (Primer sind im Anhang
aufgefiihrt) mit dem Rm-T Random Priming Labelling Kit (Stratagene) hergestellt. Zur
Markierung der Sonde wurde jeweils [a-*P]dCTP verwendet. Durchfiihrung der Markierung

und anschlieRende Reinigung der Sonde erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers.

Hybridisierung

Prahybridisierungslosung:

- 50% Formamid

- 5xSSC

- 5x Denhardt’s Mix

- 0,5% (w/v)SDS

- 50 pg/ml Heringssperm-DNA

- Jeweils 12ml Lésung pro Anwendung

Hybridisierungslosung:

- 50% Formamid

- 5,75x SSC

- 0,1 g/ml Dextransulfat

- 0,5% (w/v)SDS

- 50 pg/ml Heringssperm-DNA

- Jeweils 12 ml Lésung pro Anwendung

Waschpuffer:

- 1:2x SSC, 0,1% (w/v)SDS
- 2:1x SSC, 0,1% (w/v)SDS
- 3:0,2x SSC, 0,1% (w/v)SDS
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Durchflihrung:

- Membran und auf 42°C vorgewarmte Prahybridisierungslosung in Hybridisierungs-
rohre geben und mind. 1 Stunde bei 42°C rotieren lassen

- Radioaktiv-markierte Sonde in vorgewarmte Hybridisierungsldosung pipettieren

- Prahybridisierungslésung durch Hybridisierungslésung inkl. Sonde ersetzen

- 16-20 Stunden bei 42°C rotierend inkubieren

- am nachsten Tag Hybridisierungslosung dekantieren

- Blot 30 min bei 60°C in Waschpuffer 1 im Hybridisierungsofen rotierend waschen

- Waschlésung 1 durch Waschlésung 2 ersetzen, 20 min bei 60°C inkubieren

- Blot aus Hybridisierungsréhre entnehmen und Strahlungswert (counts/sec) messen,
bei unter 500 counts/sec Waschschritte beenden, sonst Blot mit Waschlosung 3
waschen

- Blotmembran zwischen 2 Schichten Frischhaltefolie legen und in Belichtungskassette
befestigen

- X-omat Film (Kodak) auflegen und Kassette bis zur Filmentwicklung bei -80°C lagern

- Je nach Strahlungsintensitat des Blots den Film nach 2-5 Tagen entwickeln

(alternativ 2 oder 3 Filme Ubereinander legen und nacheinander entwickeln)

Strippen der Membran zur Rehybridisierung

Zur Rehybridisierung der Blotmembran mit weiteren Sonden muss die gebundene Sonde
zunachst entfernt wurden. Dazu eignen sich die 2 folgenden Methoden. Dabei besteht auch
die Mdoglichkeit, beide hintereinander durchzufiihren. Die Blotmembran konnte ohne grofle

Qualitatsverluste bis zu 5x rehybridisiert werden.

Hot-SDS-Methode:

- 0,1% (w/v) SDS zum Kochen bringen (ca. 100ml) und auf die Blotmembran geben
- abkihlen lassen (ca. 20 min)

- Striplésung abschiitten und Membran kurz mit 2x SSC waschen

Alkali-Methode:

- 0,2M NaOH auf 42°C erwarmen und auf die Blotmembran geben
- 10 min leicht schutteln

- Vorgang wiederholen
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- 0,2M NaOH abkippen und Membran 10 min in Neutralisationslésung (s. 3.5.11.3.)
leicht schitteln

- Membran kurz mit 2x SSC waschen

Bei beiden Methoden gilt: Erfolg des Strippens durch Bestimmung des Strahlungswerts

(Sollwert < 30counts/sec) Uberprifen!

4.6. Methoden mit RNA

4.6.1. Gewinnung von RNA aus Zelllinien

Zur Isolation von Gesamt-RNA aus HepG2- und HEPA1-6-Zellen wurde das RNeasy-Midi-Kit
(Qiagen) verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend des Protokolls des Herstellers.
Die Bestimmung der erhaltenen RNA-Konzentration erfolgte analog der Bestimmung der
DNA-Konzentration (s. 3.5.3.). Die Berechnung der Konzentration erfolgt gemaf} der Formel:

(ODgg0 x 40 x Verdiinnungsstufe) : 1000 = Konzentration in mg/ml

4.6.2. Primer Extension

Zur Bestimmung des Transkriptionsstartpunkis wurde das Primer Extension System
(Promega) verwendet. Als Template diente Gesamt-RNA aus HepG2- und HEPA1-6-Zellen.
Die zum Umschreiben der RNA in DNA verwendeten Primer sind im Anhang aufgeflhrt. Die
Durchfuhrung erfolgte entsprechend der Anleitung des Herstellers.

Die Reaktionsansatze wurden anschlieRBend mit DNA-Laufpuffer gemischt und auf ein
21x40x0,1cm denaturierendes Polyacrylamidgel (6% Acrylamid, 7M Harnstoff, 1x TBE)
aufgetragen. Die Durchfihrung erfolgte in der ,Sequi-Gen GT Nucleic Acid Electrophoresis
Cell* (BioRad) Die Elektrophorese wurde beendet, sobald die Bromphenolbande das untere
Ende des Gels erreicht hatte (ca. 90 min bei 1900V).

Nach dem Lauf wurde das Gel vorsichtig auf ein Whatman-Blotpapier Gberflhrt und in einer
lichtdichten Expositionskassette befestigt. Die Expositionszeit der aufgelegten X-omat-Filme

(Kodak) hing von der Strahlungsintensitat des Gels ab und betrug 1-3 Tage.

151



4.6.3. 5’-RACE: Rapid Amplification of 5’ cDNA Ends

Eine weitere Methode zur Identifizierung von Transkriptionsstartpunkten ist die ,5’RACE". Als
Template wurde, wie zuvor bei den Primer Extension Methode, Gesamt-RNA aus HepG2-
und HEPA1-6-Zellen verwendet. Die Durchfihrung erfolgte entsprechend dem Protokoll des
Herstellers (Roche). Die fir diese Versuche verwendeten genspezifischen Primer sind im

Anhang aufgefuhrt.

4.7. Methoden zum Nachweis von Transkriptionsfaktoren (TF) an

ihre Bindungsstellen

4.7.1. Herstellung von Nuklearextrakten

Da flir TF-Bindungsstudien in den lberwiegenden Fallen die entsprechenden Proteine (TFs)
nicht in Reinform vorlagen, wurden fiir die entsprechenden Experimente Nuklearextrakte
verwendet. Zur Gewinnung dieser Extrakte wurde das ,NE-PER Nuclear and Cytoplasmic
Extraction® Kit (PIERCE) verwendet. Die Durchfihrung erfolgte nach Anleitung des
Herstellers. Um eine hohere Proteinkonzentration zu erreichen, erfolgte die Aufnahme der
nuklearen Fraktion in 50% der empfohlenen Reagenzmenge. Laut Anleitung sind dadurch

keine negativen Auswirkungen auf die Qualitat des Extrakts zu befurchten.

4.7.2. DNasel-Footprinting

DNasel-Footprinting wurde durchgefiihrt, um die Bindung von Transkriptionsfaktoren an
bestimmte Promotorbereiche (humaner Promotor: 257bp strangaufwarts des Startcodons)
nachzuweisen. Zu diesem Zweck wurde das ,Core Footprinting System® (Promega)
verwendet. Die Versuche wurden mit Nuklearextrakten und rekombinantem SP1-Protein
durchgefuhrt (s. Ergebnisteil). Die Durchfihrung erfolgte entsprechend des Hersteller-
protokolls. Gelelektrophorese, sowie Exposition und Entwicklung der Filme wurde wie bei der

Primer Extension-Methode durchgefuhrt.

4.7.3. Gel- und Supershifts

Um die Bindung bestimmter Transkriptionsfaktoren an bioinformatisch vorhergesagte Stellen

innerhalb von Promotorbereichen nachzuweisen, wurden Gel- und Supershifts verwendet.
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Kurze Sticke doppelstrangiger DNA (23-57bp, im Anhang aufgefiihrt), die die jeweiligen
vorhergesagten Bindungsstellen enthielten, wurden entweder mit rekombinantem
gereinigtem Protein oder Nuklearextrakt inkubiert. Die Bindung eines Proteins an die
entsprechende DNA fuhrt zu einer Verlangsamung der Wanderung im Gel. Bei Verwendung
von Nuklearextrakt wurde die Bindung von Transkriptionsfaktoren durch den Einsatz von
spezifischen Antikérpern nachgewiesen (Supershift). Fur diese Versuche wurde auf das
,LightShift Chemiluminescent EMSA Kit* (PIERCE) zurlickgegriffen. Die meisten der
bendtigten Losungen sind in diesem Kit enthalten. Die zusatzlich verwendeten sind mit #
markiert. Zum Nachweis der Banden muissen die DNA-Stlicke endmarkiert werden. In der

vorliegenden Arbeit wurde dazu Biotin verwendet.

Biotinylierung der DNA

Aufgrund der besseren Ausbeute an biotinylierter DNA empfiehlt sich die Endmarkierung von
einzelstrangigen Oligo-DNAs und das anschlieRende Annealing der komplementaren
markierten Oligos. Zur Markierung wurde das ,Biotin 3 End DNA Labeling Kit* (Pierce)
verwendet. Die Markierung und anschliefiende Reinigung der Oligos erfolgte nach Anleitung
des Herstellers.

Nach erfolgter Markierung wurden gleiche Mengen komplementarer Oligos in 1x PCR-Puffer
auf 90°C erhitzt und anschlielend bei ihrer Schmelztemperatur fir 15 min inkubiert. Danach

wurden die Ansatze langsam bis auf RT abgekuihlt, um doppelstrangige Oligos zu erhalten.

DNA-Protein-Bindungsreaktion

Die generelle Durchfiuihrung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers in Gesamtansatzen
von 20 pl. Die Inkubationszeiten der Reaktionen betrugen jedoch jeweils 30 min. Jedes

Experiment bestand aus mehreren Ansatzen. Dazu gehorten:

- DNA ohne Protein

- DNA mit Protein

- DNA mit Protein und 300molarem Uberschuss unmarkierter Kompetitor-DNA
(entsprechend der markierten DNA) zum Nachweis einer spezifischen Bindung

- DNA mit Protein und 300molarem Uberschuss unmarkierter Kompetitor-DNA mit
mutierten Bindungsstellen (entsprechend der bei DLAs verwendeten Mutationen; s.

Ergebnisteil) zum Nachweis des mutationsbedingten Verlusts der Bindungsfahigkeit
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- Zusatzlich bei Verwendung von Nuklearextrakt: DNA mit Protein und spezifischem
Antikérper (2 ug) zum Nachweis des entsprechenden Transkriptionsfaktors; bei

diesen Anséatzen erfolgte eine Prainkubation (15 min bei RT ohne DNA)

Da jeder Transkriptionsfaktor unterschiedliche Bedingungen fir die Bindung an DNA
bevorzugt, mussten diese jeweils empirisch bestimmt werden. Im Folgenden sind die in

dieser Arbeit verwendeten Inkubationsansatze aufgefiihrt:

HNF4 | SREBPs | SP1 | NF-Y | VDR
Bindungspuffer 1,5x 1x 1x 1x 1x
Glyzerin 5% 2.5% 7.5% 5% 2.5%
MgCl, 5mM 5mM 5mM | 5mM | 5mM
# Hepes-KOHpH7 | 125 mM | 10mM | -—--- 10 mM | 10 mM
NP-40 0,05% 0,05% | --- | - 0,05%
# BSA 2,5 ug 25ug [25ug| 2,549 | 2,5 g
Poly (dI-dC) 50 ug 50 ug 50 ug | 50 pg | 50 pg

AnschlielRend wurden entweder 3 pl Kernextrakt (etwa 10 ug Gesamt-Protein) oder 250 ng
des rekombinanten Proteins zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 2 min bei RT
wurden schliellich die biotinylierten doppelstrangigen Oligos zugegeben (1yl aus den
Annealing-Ansatzen, Menge laut Anleitung des Herstellers).

Nach 30-mintiger Inkubation bei RT wurden die Ansatze mit 4 pl 6x Auftragspuffer versetzt,
auf ein 5%-TBE-Criterion-Gel (BioRad) aufgetragen. Die Gelelektrophorese wurde bei 80 V
fur etwa 1,5 Stunden (bzw. bis die Bromphenol-Bande den unteren Rand des Gels erreicht
hat) durchgefiihrt. Darauthin wurde das Gel vorsichtig entnommen und die DNA mittels
Elektrotransfer (Semidry Transblot; BioRad) auf eine Membran geblottet (25 V, 30 min).
Nach Crosslinking durch UV-Licht (A=254 nm) erfolgte der Nachweis der Banden auf der
Membran mit den im LightShift-Kit enthaltenen Puffern und Losungen nach Anleitung des
Herstellers. Anschlielend wurden X-omat Filme (Kodak) aufgelegt und nach 1-3minutiger

Exposition entwickelt.
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4.8. Bioinformatische Methoden

Die unten aufgeflihrte Software ist unter www.genomatix.de in begrenztem Ausmal} frei
zuganglich. Die unbegrenzte Funktionalitat ist kostenpflichtig (fur Mitarbeiter der GSF bei

Anmeldung kostenfrei).

4.8.1. Matinspector

Matlnspector dient dem Auffinden von potentiellen TF-Bindungsstellen in einer beliebigen
DNA-Sequenz. Bezuglich der Lange der zu untersuchenden DNA-Sequenz gibt es keine
Einschrankungen, allerdings empfiehlt sich aus Grinden der Ubersichtlichkeit der
Ergebnisse die Verwendung von DNA-Sequenzen von nicht mehr als 1000 bp.

Die Software ermdglicht die Identifizierung potentieller Bindungsstellen anhand von
Sequenzahnlichkeiten, dabei wird auf eine Bibliothek definierter Matrizen (Konsensus-
Sequenzen die aus mehreren Bindungsstellen fir den jeweiligen TF erstellt wurden)
zurlckgegriffen. Die Konsensussequenz wird als Matrix bezeichnet, die am starksten
konservierten Basen (Core) werden dabei gesondert bewertet, was zu einer besseren
Spezifitat fuhrt (Quandt et al., 1995). Auf Wunsch wird zu jedem TF die zugrunde liegende
statistische Basis der Matrix angezeigt. Bei der Eingabemaske bestehen verschiedene
Einstellméglichkeiten. So kann die Stringenz der Sequenzahnlichkeiten (Matrix similarity)
verandert werden oder es konnen nur fir bestimmte Gewebe spezifische TFs ausgewahlt

werden.

4.8.2. Promotorinspector

Dieses Programm untersucht genomische DNA-Sequenzen spezifisch auf das
Vorhandensein von Promotoren der RNA-Polymerase Typ Il (Scherf et al., 2000). Aufgrund
der teils sehr unterschiedlichen Zusammensetzung eukaryotischer Promotoren kann mit
diesem Programm nicht jeder Promotor identifiziert wurden. Laut Angaben von Genomatix

konnen etwa 50% aller Promotoren entdeckt werden.

4.8.3. EIDorado

Mit ElDorado koénnen DNA-Sequenzen zu bereits veroffentlichten Genomen annotiert
werden. Daneben kann die genaue Lokalisation von Genen innerhalb eines Genoms und
ihre nahere Umgebung angezeigt werden. Des Weiteren sind verschiedene Zusatz-

informationen enthalten, beispielsweise bereits identifizierte Promotoren, Promotormodule,
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Exon-Intron Grenzen und Transkriptionsstartpunkte. Ferner besteht die Moglichkeit
bestimmte Sequenzabschnitte herunterzuladen oder direkt mit anderen Genomatix-
Programmen zu untersuchen (z. B. Matlnspector). Die Funktion ,Comparative Genomics*
ermoglicht den Vergleich eines beliebigen Gens in verschiedenen Spezies (sofern

Information bereits vorhanden).

4.8.4. FrameWorker

Diese Software erlaubt die Suche nach gemeinsamen konservierten TF-Bindungsstellen in
einem Set von mehreren Promotoren. Sind in den untersuchten Sequenzen mehrere TF-
Bindungsstellen in gleicher Orientierung (Plus- oder Minusstrang) und in ahnlichem Abstand
zueinander vorhanden, errechnet das Programm daraus ein Modell. Je mehr TF-Bindungs-
stellen in einem solchen Modell enthalten sind, desto groRer ist die Wahrscheinlichkeit, dass
die betreffenden Gene einem gleichen transkriptionellen Regulationsmechanismus
unterworfen sind. Weiterhin besteht die Mdglichkeit ganze Genome auf das Vorhandensein

eines solchen entdeckten Modells zu untersuchen.
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5. MATERIAL UND ORGANISMEN

5.1. Bakterien- und Hefestamme

E. coli XL1-blue

E. coli DH5a

E. coliTop 10

S. cerevisiae
AH109

S. cerevisiae
Y187

5.2. Zelllin

Zelllinie
HepG2
HEK293
HelLa
HEPA1-6
TBV-2

F1

recA 1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, Stratagene
relA1, lac {F’, proAB, lacl"ZAM15, Tn10(tet?)}

F-,  ®80dlacZDM15, D(lacZYA-argF)U169, Stratagene
deoR, recA1, endA1, hsdR17(rk-,mk+), phoA,

SupE44, \-thi-1, gyrA96, relA1

F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) A80/acZAM15 Invitrogen
AlacX74 deoR recA1 araD139 A(ara-leu)7697

galU galK rpsL (St?) endA1 nupG

MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, Clontech
gald/, gal80A,

LYS2 : : GAL1UA3-GAL1TATA-H|S3, GALZUAs-
GAL27ata-ADE2

URA3 :: MEL1UA3-MEL1TATA-|aCZ

MEL1

MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, Clontech
leu2-3, 112, gal4A, gal80A, met,

URA3 :: GAL1UA3-GAL1TATA-|aCZ

5.3. Vektoren

pGBKT7 DNA-BD
pACT2 DNA-AD
pGem3 Zf(+)

MEL1
ien
Bezugsquelle Bezeichnung
DMSZ ACC 180
DMSZ ACC 305
DMSZ ACC 57
DMSZ ACC 175
IDG, GSF
IDG, GSF
Clontech
Clontech
Promega
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pKO Scrambler NTKV1901
pGL3-Basic

pRL-SV40

pCR2.1

pCDNA3-AP2

5.4. Enzyme

Restriktionsendonukleasen
Herculase, PfuTurbo
Tag-DNA-Polymerase
T4-DNA-Ligase

5.5. Antikorper

Name

SREBP-1 (H-160)
SREBP-2 (N-19)
SP1 (H-225)

CBF-A (NF-Y) (C-20)
HNF-4a (H-171)
VDR (H-81)

5.6. Proteine

SP1 (human) # E6391

VDR (murin) -

5.7. Radionuklide

[a-**P]dCTP
[y-2P]dATP

Stratagene

Promega

Promega

Invitrogen

Doris Minster, IDG, GSF

MBI Fermentas, NEB
Stratagene

MBI Fermentas

MBI Fermentas, NEB

Bestellnummer Hersteller
Sc-8984 X Santa Cruz
Sc-8151 X Santa Cruz
Sc-14027 X Santa Cruz
Sc-7711 X Santa Cruz
Sc-8987 X Santa Cruz
Santa Cruz
Promega

Dr. Gabriele Moller

Amersham Pharmacia Biotech

Amersham Pharmacia Biotech
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5.8. Chemikalien, Zusatzstoffe, Seren und Medien

Agarose Biozym
Ampicillin Sigma
Bacto-Pepton Difco
Bacto-Agar Difco
B-Mercaptoethanol Merck
BSA NEB
Dimethylsulfoxid (DMSO) Biomol
Drop out Supplement Clontech
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Biomol
Ethidiumbromid Sigma
Essigsaure Merck
Ethanol Merck
Glucose Merck
YNB ohne Aminosauren Difco
Hefeextrakt Difco
Hepes-KOH Gibco
Isopropylthiogalaktosid (IPTG) MBI Fermentas
Kaliumchlorid Merck
Kaliumhydrogenphosphat Merck
Kaliumacetat Merck
Lithiumacetat Sigma
Manganchlorid (Tetrahydrat) Sigma
Magnesium-Hexahydrat Merck
Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva
Natriumhydrogenphosphat-Monohydrat Merck
Natriumhydroxid-Platzchen Merck
Natriumacetat Merck
Natriumchlorid Merck
NN’-Dimethylformamid Merck
Trisbase Merck
PEG 6000 Sigma
2-Propanol Merck
Rubidiumchlorid Sigma
X-0-Gal Clontech
G418 Gibco
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Ganciclovir

Estradiol

Cholesterin
25-Hydroxycholesterin
7-Dehydrocholesterin
RPMI1640

DMEM

Steroidfreies humanes Serum
Delipidisiertes humanes Serum
FBS

Delipidisiertes FBS

FCS flr embryonale Stammzellen
LIF

5.9. Laborgerate

PCR Maschinen

Netzgerat

Sequenziergerat
Warmeschdattler
Geldokumentationsanlage
Thermomixer
Elektroporationsgerat
Minishaker

Vortexer

Feinwaage

pH-Meter

Mikropipetten

Brutschranke

Zentrifuge

Tischzentrifuge

Kihlzentrifuge

Konzentrator
Spektralphotometer
Agarosegelelektrophorese-Apparatur
PAGE-Apparatur (Criterion-Gele)
PAGE-Apparatur (grol3e Gele)

Gibco
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Gibco
Gibco
PAA
PAA
Biochrom
PAN
PAN
Gibco

Stratagene Robocycler 96
Biorad, Power PA300

Beckman CEQ 2000

New Brunswick Scientific innova 4230
MWG-Biotech, TFX-20M
Eppendorf, Thermomixer comfort
Biorad Gene Pulser I
IKA®MS,-Minishaker

Scientific Industries Vortex Genie
Feinwaage Sartorius 1205 MD
pH Meter 766 calimatric Knick
Gilson

Haereus Instruments

Beckman Avanti J-20 Zentrifuge
Eppendorf 5415C

Universal 32R Hettich Zentrifugen
Eppendorf Concentrator 5301
Beckman DU 530

BIO-RAD Sub Cell GT

BIO-RAD CRITERION Cell
BIO-RAD Sequi-Gen GT Cell
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Luminometer

UV-Crosslinker

5.10. Verwendete Kits

Maxi-Plasmidisolierung
Midi-Plasmidisolierung
Mini-Plasmidisolierung
DNA Elution aus Agarose
Sequenzierung

Topo TA Klonierung
Reinigung von PCR-Produkten

Hefe Gal4 Two-Hybrid-System
RNA-Isolierung

Primer Extension

Core Footprinting

Dual Luciferase Reporter Assay

System
QuikChange
5 RACE

LightShift EMSA Kit
Biotin 3’ Labeling Kit
NE-PER Nuclear Extraction Kit

Berthold Orion2
BioLink BLX 312

# 740573

# 740574

# 740588.50

# 28704

# 608120

# 45-0641
# 28104

# 630303
# 75142
# E3030
# E3730
# E1910

# 200519

# 03353621001

# 20148
# 89818
# 78833
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MACHERY & NAGEL, Nucleobond
PC 500 Kit

MACHERY & NAGEL, Nucleobond
PC 100 Kit

MACHERY & NAGEL, NucleoSpin®
Plasmid Kit

QIAGEN, QlAquick Gel Extraktions
Kit

BECKMAN, CEQ Dye Terminator
Cycle Sequencing Kit
INVITROGEN, TA Cloning Kit

QIAGEN, QIAquick PCR Purification
Kit

Clontech, MATCHMAKER 3
QIAGEN, RNeasy Midi Kit

Promega

Promega

Promega

Stratagene
Roche
PIERCE
PIERCE
PIERCE
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ANHANG

1. Primer

a. Primer fir die Sequenzierung der mhsd17b7

Orientierung Interne Nummer Position Sequenz (5° — 3’)

for 38600 5UTR  ACTACACTGCTCTACTCATGCCAAGCC
rev 34339 5UTR  GAAAGCAACATCAGGAGTTTGCCTG
for 38597 5UTR  CAGGCAAACTCCTGATGTTGCTTTC
rev 38599 5UTR  AACCCTGGAGTTCAGAAGTGGCAGC
for 33869 5UTR  CTCTGGTTTCATTCCACATTCAGAGC
rev 32480 Exon1 GTGATCAAAACCACCTTCCGCATC

for 32481 Exon1 CGGTGCAGTTCTACTTCGGTGCAG

rev 33620 Intron1 CTGCCAGGCTGACCAGTCACTG

for 33711 Intron 1 AGCCTGGCAGTGATGCTGAACAG

for 34102 Intron 1 TGAATAGGCCGGTACCTGCTTGG

rev 33420 Intron 1 AATGACACAGTGAGTGAGGTTTGGAGC
rev 32483 Exon2 CCAAACACAGGTGGAGGTCATCG

for 32482 Exon2 CAGCATCGTGCAGATGGATGTCAG

for 33618 Intron2 CATAGTGATGACATTCGAGCCCTGAG
rev 32485 Exon3 GAATTGTGGATTAGGCAGGATTCCAGC
for 32484 Exon3 ATCCTGCCTAATCCACAATTCAACCTC
rev 32886 Intron 3 ATTCTAAGAGCATCAAACACATTAACAGACTG
rev 32496 Exon4 GCAGTGACCGAGTCATTCTGGGTC

for 32486 Exon4 GACCCAGAATGACTCGGTCACTGC

for 33870 Intron 4 GCATGGAGGAGGTAGATTGGCAGAC
for 34096 Intron4 CTTAATTAGACCCCAATGAGGCCTAGG
for 34272 Intron4 GGTTGCCATAGATGAACTTGGGTACC
for 34427 Intron4 TCTACCCAGGGCTACAGTGTGAGGAG
rev 33422 Intron 4 GAAGGGGTACAGACATAACGGTTTCG
rev 34276 Intron 4 TAGAGCGCATCTAATTACCATCCTATGTC
rev 32488 Exon5 CGAGAGGACGTCCAGATGAGCTG

for 32487 Exon5 GCTCTTCCAAATATGCTACCGACCTC
for 33419 Intron5 CATGTACTCAGCCTTACACCTCCCAG
for 34277 Intron5 GAGAGTCCAAACTTGCCATTCCCTG
rev 32490 Exon6 CACATTATGGGTAGGAGCAACGTCC
for 32489 Exon6 CGTCGTGATGACCAATATGACGTATG

for 32491 Exon7 GTAAATGCGCTCACTGTGACACCGTAC
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for 33416
rev 34271
rev 33871
for 34617
rev 33714
rev 33614
for 33615
rev 32494
for 32493
for 34103
for 34270
for 33423

Intron7 AGAACCATTGCTCCGTGAACAAGC
Intron 7 TCTGACAAGGAAGCCTTCACATTCTG
Intron 7 TAACACTTGACTACCCGCCAGAGAGTC
Intron 7 ATGTTTGGTGCAGAGCTGTGATGG
Intron7 CTCTTAAACGGGGCTATGCATGG
Intron 8 CCTGCTCCACAGTAGACTTTGAGAGC
Intron 8 GTCTACTGTGGAGCAGGCTGATTTACAG
Exon8 CTTTTGGCCCGTGACGTAATTAGTC
Exon 8 AAACCGGAGTCTCTTAATCCTCTGACC
Intron 8 CCAGGCATCTTCTTTCTGCTAAGCC
Intron 8 GAATCGCACAGAGGTGGGGTAGAG
Intron 8 CATTTAATGTCTTCCCCACTGCAGC

b. Primer fiir Herstellung und Uberpriifung der Knock-out-Vektoren sowie die

Name
5UTR-hind-for
5UTR-hpa-for
Ex5-Sal-rev

Ex3-lox-sac-for

Ex2-hind-rev
Ex2-sal-rev
LoxP-KA-for

LoxP-KA-rev

LacZ-loxP-Bam

GFP-Nhe-for
TestKA-for
TestKA-rev
TestLA-rev
TestLA-for
TestTK-for
TestNEO-rev
TestNEO-for
TestAMP-rev

Genotypisierung

Interne Nummer
35398
35394
35399
37673

35395
36071
37675

37676

38357

37942
36535
36536
36537
36538
36539
36540
36541
36542

Sequenz (5’ — 3’)
CCACATTCAAAGCTTGAAATTGCTAACTG
AAGAAGTTAACTTGGACTTGGGTTCCTGC
CTTCTGGTCGACATTCCTGTTCAAAGCC
TGACCCGCGGATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGT
TATGCGGCATCTTTTCAAGGTAATTTCC
CAAAGGGCAAGCTTAATGCCACTGG
CAGTCGACCGCAAAGGGCTAG
CCTTCCAGTGGCATTAAGATAACTTCGTATAGCATACATTA
TACGAAGTTATCTTTCTAGGGTACCTCTAGC
GCTAGAGGTACCCTAGAAAGATAACTTCGTATAATGTATGC
TATACGAAGTTATCTTAATGCCACTGGAAGG
GCGTAGGATCCATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAG
TTATCCAGACATGATAAGATACATTGATGAGTTTGG
ATGGCTAGCAAAGGAGAAGAACTCTTC
GAGGGGAACAACTGGATGTTGC
TAGCCTGAACCTTGATCCGTGAC
TGGTTCTCATCCTTCCCAATGC
TCCTTGCTACCATATCCCCATGAG
CAGACCCATGGTTTTTGGATGG
CCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGC
TCCTGACTAGGGGAGGAGTAGAAGG
TCCAGTTCGATGTAACCCACTCG
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TestGFP-rev 37460 AGCACGTGTCTTGTAGTTGCCGTC

TestLACZ-for 37461 CCGATTTGGCTACATGACATCAACC
5’Sonde-rev 46465 GAATGCGTACTGTCATCTCCTTCAGACC
5’Sonde-for 46466 GCAGACTCCTGATGTTGCTTTCATGC
3’Sonde-for 46467 GCCACTGACTGTATCTACTCTTCTGTCTGC
3'Sonde-rev 46468 CCTTGCTGCTTAGTAGGACCATGTAAGTC

o

Primer fir Y2H; InsertgréRenbestimmung und Sequenzierung

Name Interne Nummer Sequenz (5’ — 3)

Y2H-fullfor 47871 CGTGAATTCATGCGGAAGGTGGTTTTGATCACC
Y2H-FULLrev 47872 AGAGGATCCTCAGCTCGGGTGATCCG

Y2H-kurzrev 47874 GCAAGGATCCATACGTCATATTGGTCATCACGACG

d. Primer fir 5RACE

Human SP1 CAAACACCTCCTGAAGTCCATCAGC

Human SP2 GAAACCTTTGCTTAAGTTCCTTGGAGG

Murin SP1 CGAGAGGACGTCCAGATGAGCTG

Murin SP2 ~ CCAAACACAGGTGGAGGTCATCG

e. Primer fur die Sequenzierung der Promotortestvektoren

pGL3-Basic for GTGTGAATCGATAGTACTAACATACGCTCTCC

pGL3-Basicrev CTTCATAGCCTTATGCAGTTGCTCTCC

f.  Primer fur die Herstellung der Promotorfragmente

Name und Orientierung Fragmente  Sequenz (5’ — 3’)

H1 rev H1,3-11 GATCAAGCTTCTTCCAAGCAGTGAAGCAAACGC

H1 for H1,2 CAGTCTCGAGGTAACAAAGGAATGAAGCTGCG

H2 rev H2 AGAGAAAGCTTCCAACTTCCTAAAGCTAAACCAGAAGG
H3 for H3 GATCCTCGAGAATACAAGGGCAATCACCCCAG

H4 for H4 GATCCTCGAGAGCCCATCAAGAATTTTGCCTAGGC

H5 for H5 GATCCTCGAGTAAGCTTCTTTAGAGGAGGAGGTCTGG
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H6 for
H7 for
H8 for
H9 for
H10 for
H11 for
H12 rev
H13 rev
H14 rev
M1 rev
M1 for
M2 rev
M3 for
M4 for
M5 for
M6 for
M7 for
M8 for
M9 for
M10 rev
M11 rev

H6,12,13,14 GATCCTCGAGCTTCCTGCAAAGAAGTGCCAATCTC

H7 CAGTCTCGAGCCCACCAGGATTAAAGATCAGGC

H8 CTAGCTCGAGCGAGAAGAGCCTGGAATGG

H9 GATCCTCGAGCTATCTCACCCGACGCCGTCTC

H10 GATCCTCGAGATTGGAGGGATCAGCTCAGACTC

H11 GATCCTCGAGGTACTCTGATTGGTGACGGGTGAGG
H12 GATCAAGCTTCCACCGCTGCTTTCGGAAGTCC

H13 GATCAAGCTTCCCGTCACCAATCAGAGTACGGC

H14 ATATAAGCTTGCTGATCCCTCCAATCTCAGTCC

M1,3-9 GATCAAGCTTGTTCTCTTAGCCTGAACCTTGATCCG
M1,2 ATATTCTCGAGCTGCTCTACTCATGCCAAGGC

M2 GAGAAAGCTTGCTGTAATTACTAGGGATAGCCGTGATCC
M3 ATGCCTCGAGGGATCACGGCTATCCTAGTAATTACAGC
M4 GAATTCTCGAGGTTCCTGCACCGAAGCCTCTCC

M5 GATCCTCGAGAAGCTCATTACAGCGACCTGAGAGG
M6,10,11 CTCTCTCGAGCGCTTGCTTCACTCAGAACAAAGC

M7 AACCCTCGAGCTATCTCACCTCACCCGGTCTG

M8 GATCCTCGAGAAGATGCCGAGTCGCGATTG

M9 GAATCTCGAGCCTTGATTGGTCGAGGTGC

M10 GATCAAGCTTGGTTCTCTTAGCCTGAACCTTGATCC
M11 GATCAAGCTTCAATCAAGGCTCGGCCCGG

g. Primer fur Bindungsstellenmutagenese

Die jeweils mutierten Basen sind fett und kursiv dargestellt. Die jeweiligen komplementaren
Oligos (3'-5’-Richtung) sind nicht aufgefihrt (H: Human; M: Murin).

Bindungsstelle Sequenz (5° — 3’)

H FXRE

H SREBP
H SP1a

H SP1b

H NF-Ya

H NF-Yb

H HNF4

H CREBPa
H CREBPb
H VDR

M SREBP

GCCAATCTCAGGCGCCAGAGATCAGACCCAGTGCGTGTC
CCTCGGCCTATCTCGAACCAGGCCGTCTCCG
CGTCACGCAGCTCAGGACCTCGGCCTATCTCAC
CGATGACGCAACGGGATTCGGGGCGTGGCCGTACTC
GGTTGGCGGACTGAGAGGAGAGGGATCAGCTCAGAC
GCCGTACTCTGATTACTGACGGGTGAGGCG
CCCCACCAGGATTAACTACAAGGCGCCCGCTGAGC
CCGGGCTTTGCGTGTCGCAGCTCCGCCC
GGATCAGCTCAGACTCGAGTACGCAACG GGAGGC
CAGCTCCGCCCCTCAGTGTATCTCACCCGACGCC
CCCCTCGGCCTATCTTGCCTATCCCGGTCTGGG
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M SP1

M NF-Ya
M NF-Yb
M HNF4
M CREBP
M VDR

CTTGTGTCACGTGGCTCAGGACCTCGGCCTATCTCAC
GATGCCGAGTCGCGAGGAGCGGGCCTAACGCG
GGCCGAGCCTTGAATGATCGAGGTGCGCG
GCTTGCTTCACTCAGAACAACTCCGCCGCCGCAGACTGG
GCGCGGACCGGACCACGCAGGAGAGG
GCCCCTCGGTGTATCTCACATCACCCGGTCTGG

2. Oligos fur Gelshifts

Aufgefiihrt sind die verwendeten Wildtyp-Fragmente. Die jeweiligen komplementaren Oligos

(3’-5’-Richtung) sind nicht aufgefihrt (H: Human; M: Murin). Mutierte Fragmente entsprachen

den Oligos der Bindungsstellenmutagenese.

Bindungsstelle
H SREBP

H SP1a

H SP1b

H NF-Ya

H NF-Yb

H HNF4

H VDR

H SREBP-SP1a
M SREBP

M SP1

M NF-Ya

M NF-Yb

M HNF4

M VDR

M SREBP-SP1

Sequenz (5’ — 3’)

GCCTATCTCACCCGACGCCGTC
CACGCAGCTCCGCCCCTCGGCCTATC
GCAACGGGAGGCGGGGCGTGGCCGTACT
TGGCGGACTGAGATTGGAGGGATCAG
CCGTACTCTGATTGGTGACGGG
ACCAGGATTAAAGATCAGGCGC
CCCTCGGCCTATCTCACCCGAC
TCACGCAGCTCCGCCCCTCGGCCTATCTCACCCGACGCCGTCTC
CCTATCTCACCTCACCCGGTCT
CACGTGGCTCCGCCCCTCGGCCTATC
CGAGTCGCGATTGGCGGGCCTAACG
CCGAGCCTTGATTGGTCGAGGTG
CACTCAGAACAAAGCCCCCGCCG
CCCTCGGCCTATCTCACCTCA
TCACGTGGCTCCGCCCCTCGGCCTATCTCACCTCACCCGGTCT
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