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1 Einleitung

1.1 DNA-Methylierung in eukaryontischen Zellen

Bereits 1948 wurde die Modifikation von Cytosinen an ihren Kohlenstoffpositionen 5
durch Methylierung in Kalbsthymus-DNA entdeckt (Ubersicht bei Weissenbach, 1993). Die
gleiche Modifikation fand man 1951 in Weizenkeimen und 1955 entdeckte man zusétzlich die
Methylierung der Stickstoffposition 6 von Adenin in Bakterien. In Prokaryonten ist die
Methylierung von Cytosinen und Adeninen hauptsichlich am Restriktions-Modifikations
System betelligt, das der Abwehr von Phageninfektionen dient (Arber, 1965).

Bel der DNA-Replikation in Bakterien, Pflanzen, Pilzen, Saugerzellen und den meisten
Viren werden nur die vier Haupt-Nukleotide (dATP, dGTP, TTP und dCTP) in die DNA
inkorporiert. Modifizierte Nukleotide werden erst nach der Replikation durch Enzyme
gebildet, deren Substrat doppelstréngige DNA ist. Die Methylierung von eukaryontischer
DNA findet in der Regel an Cytosinen sétt, die Tell des 5-CpG-3'-Dinukleotids sind
(Gruenbaum et al., 1982; Bestor u. Ingram, 1983; Simon et a., 1983). Dabei snd die
Desoxycytosinreste dieses Dinukleotidpaares symmetrisch methyliert (Riggs u. Jones, 1983;
Doerfler, 1981 und 1983). Sdugetierzellen besitzen jedoch auch die Fahigkeit Cytosine zu
methylieren, die Tell des5-CpNpG-3"-Trinukleotides sind, wobei N jede der vier Hauptbasen
sein kann (Clark et a., 1995). Mit Hilfe des genomischen Sequenzierens nach der Bisulfit-
Methode konnten auch auferhalb von CpG- oder CpNpG-Sequenzen methylierte Cytosinreste
in der DNA von Saugern (Frommer et a., 1992; Tasheva u. Roufa, 1994), Pilzen (Goyan et
a., 1994; Selker et d., 1993) und Pflanzen (Meyer et al., 1994) nachgewiesen werden.
Abhéngig von der Spezies sind 60-90% aler CpG-Dinukleotide und insgesamt 1-6% aller
Cytosine im Genom methyliert.

Die in den 5-CpG-3° Dinukleotiden vorliegenden Desoxycytidine werden durch DNA-
Methyltransferasen (MTasen) symmetrisch methyliert. Das DNA-Methyltransferase-Gen aus
der Maus (Dnmt) wurde 1988 von Bestor und Mitarbeitern kloniert (Bestor et a., 1988) und
in der Folgezeit wurden Homologe im Menschen, Huhn und der Seegurke identifiziert
(Ubersicht bei Baylin et al., 1998).

Der Mechanismus der Cytosin-Methylierung, bei dem eine Methylgruppe vom S
Adenosyl-L-Methionin (SAM) as Methyldonor auf das Kohlenstoff-5 Gbertragen wird, wurde
1985 von Wu und Santi postuliert (Wu u. Santi, 1985; Wu u. Santi, 1987). Eines der
wichtigsten Merkmale dieses Methylierungsprozesses ist die Bildung eines transient
auftretenden kovalenten Komplexes zwischen dem Protein und dem zu modifizierenden
Pyrimidin. Dabei dient ein Cysteinthiol des Enzyms as Nukleophil, welches das



Kohlenstoff-6 angreift und so ein kovaentes DNA-Protein-Intermediat bildet. Die Addition
des Nukleophils aktiviert das Kohlenstoff-5 des Pyrimidinringes und erméglicht so den
Transfer der Methylgruppe vom SAM. Nach dem Methyltransfer wird das Enzym durch (3
Eliminierung von der Kohlenstoffposition 6 eliminiert.

Die klonde Wetergabe von Methylierungsmustern und die Etablierung
gewebespezifischer Methylierungsmuster in - Saugern fuhrte zu der Annahme, dal3
verschiedene Typen von Methyltransferasen existierten. Die Erhaltungsmethyltransferasen
bevorzugen hemimethylierte DNA als Substrat, welche als Produkt aus der DNA-Replikation
hervorgent. Diese Methyltransferasen sichern  die  klonde  Waeltergabe von
Methylierungsmustern in somatischen Geweben. Im Vergleich dazu wirkt eine de novo-
Methyltransferase auf unmethylierte DNA-Stellen ein. Jahner und Jaenisch (1985) konnten in
frihen Embryonen eine solche de novo-Methyltransferase-Aktivitét nachweisen. Weiterhin
wurde beobachtet, dal3 eine DNA-MTase-Aktivitét in Extrakten aus somatischen Zellkernen
hemimethylierte DNA stark bevorzugte, obwohl auch de novo Methylierung beobachtet
wurde (Gruenbaum et a., 1982; Toth et al., 1990). Weitere Arbeiten von Pfeifer und
Mitarbeitern (1983) sowie von Bolden und Mitarbeitern (1984) wiesen nach, dal3 die de novo
und Erhaltungs-Aktivitdten auf einem Protein liegen, das fir hemimethylierte DNA eine 30-
40-fach hohere Affinitat zeigt. Allerdings weisen auch embryonae Stammzellen der Maus,
die defizient fur eine Methyltransferase sind, weiterhin de novo-Methylierungs-Aktivitét auf
(Let et a., 1996). Okano und Mitarbeitern (1999) gelang es zwei weitere DNA-
Methyltransferasen aus der Maus zu isolieren. Diese als Dnmt3a und Dnmt3b bezeichneten
Methyltransferasen sind essentiell fir die de novo Methylierung in ES-Zellen und frihen
Embryonen

Neben der Fahigkeit, Methylierungsmuster spezifisch zu etablieren, missen Saugerzellen
auch die Fahigkeit zur gezielten Demethylierung von DNA-Sequenzen besitzen. Viele
gewebespezifische Gene werden demethyliert, wenn bestimmte Gene wahrend der
Differenzierung induziert werden (Razin u. Cedar, 1991). Ob es sich bel dem Prozess der
Demethylierung jedoch um eine spezifische Enzymaktivitdt handelt oder ob der Prozess
einem passiven Vorgang unterliegt, war lange Zeit ungeklért. Wenn die Methyltransferase-
Aktivitét zum Zeitpunkt der DNA-Replikation inhibiert wird, liegt die Hélfte der replizierten
DNA-Strange nach zwel Replikationsrunden unmethyliert vor. Es wurde postuliert, dai3 die
Bindung von Transkriptionsfaktoren, deren Bindungskapazitét nicht durch Methylierung
beeinflul® wird (zum Beispiel Spl), die Erhaltungsmethylierung an der Bindungststelle
verhindert (Brandeis et a., 1994; MacLeod et a., 1994). Es gibt jedoch Hinwelse darauf, dal3
es sich bel der Demethylierung um einen aktiven Prozef3 handeln kdnnte, der nicht von der
DNA-Replikation abhangig ist (Shemer et a., 1991; Paroush et a., 1990; Razin et a., 1986).



In der Tat konnte von Bhattacharya und Mitarbeitern (1999) eine cDNA kloniert werden, die
fur ein 40 Kilodalton grof3es Protein mit Demethylase-Aktivitét kodiert. Das in Sdugerzellen
vorhandene Enzym katalysiert die Enfernung von Methylgruppen an der Kohlenstoffposition
5 des Cytosins in der Dinukleotidsequenz ™CpG. Dabei wird die Methylgruppe als Methanol
freigesetzt.

1.2 DNA-Methylierung und Genexpression

In einer Reihe von Arbeiten konnte gezeigt werden, dal3 die sequenzspezifische
Methylierung von Promotorbereichen in Pilzen (Rhounim et a., 1992), Pflanzen (Flavell,
1994) und Saugern (Vardimon et a., 1982; Bestor u. Verdine, 1994) eine wichtige Rolle bei
der Genregulation einnimmt. Dabel konnte fast ausschlieldich eine inverse Korrelation
zwischen DNA-Methylierung und Transkription festgestellt werden (Sutter u. Doerfler, 1980;
Doefler, 1983; Yevin u. Razin, 1993). Die Gene, deren Transkription durch DNA-
Methylierung unterdriickt wird, weisen im Promotorbereich meist eine hohe Dichte des
methylierbaren CpG-Dinukleotides auf. Neben Genen aus DNA- und RNA-Viren (Sutter u.
Doefler, 1980; Stewart et a., 1982; Groudine et a., 1981) besitzen nahezu 60% der
bekannten endogenen Saugergene eine CpG-reiche Region im Promotorbereich (Bird, 1986;
Pfeifer et a., 1990). DNA-Methylierung in diesen haufig methylierungsfreien CpG-
Anhéufungen ist mit einer Langzeit-Hemmung der Genexpression verbunden (Jones, 1999),
wie es zum Beispiel beim inaktivierten X-Chromosom bei Frauen beobachtet wurde (Norris et
a., 1994). In einigen Féllen korrdiert jedoch der erhohte Methylierungsgrad in einer CpG-
reichen Region mit einer erhthten Transkriptionsrate. Ein gutes Beispiel dafir ist das
»Insulin-like growth factor 2 receptor“-Gen (I1gf2r) der Maus, bei dem die Transkription des
kodierenden Stranges auf dem maternalen Gen mdglicherweise eine stromabwaérts gelegene
CpG-Anhaufung in Region 2 zum Zid fir de novo-Methylierung macht. Dadurch kann
Region 2 des Igf2r-Gens nicht mehr as Promotor fir den nicht kodierenden Strang fungieren
(Wutz et al., 1997).

Mindestens zwei aternative Mechanismen kénnen zur Inhibierung der Transkription durch
DNA-Methylierung fuhren. Eine sequenzspezifische Methylierung kann zu einer direkten
Storung der Bindung von essentiellen Transkriptionsfaktoren fuhren, die den Kontakt zu
Cytosinen in der ,magor groove® de Doppeheix benttigen. Die meisten
Transkriptionsfaktoren haben GC-reiche Bindungsstellen und viele haben CpGs in ihrem
Erkennungselement  (Bird u. Wolffe, 1999). Interessanterweise vermag der
Transkriptionsfaktor Spl, der fur die Transkription vieler ,, housekeeping”-Gene benétigt wird,
sowohl an methylierte als auch an unmethylierte Zielsequenzen zu binden und verhindert
dartiber hinaus die Methylierung angrenzender Sequenzen (Holler et a., 1988; MacLeod et



a., 1994; Brandeis et al., 1994; Harrington et a., 1988). Da Spl nur in hoher entwickelten
Eukaryonten vorkommt, die 5-Methylcytosin enthalten, kann man vermuten, dal3 Spl eine
spezielle Rolle bel der Regulation der Transkription durch Methylierung einnnimmt.

Dartiber hinaus kdnnen Proteine, die spezifisch an DNA-Sequenzen binden, die Bindung
von Transkriptionsfaktoren an den Promotor verhindern. Das Methyl-CpG-bindende Protein 2
(MeCP2) besteht aus einer einzigen Polypeptidkette, welche sowohl eine CpG-bindende
Domaéne (MBD) ds auch eine transkriptionelle Repressionsdomane (TRD) trégt (Hendrich u.
Bird, 1998). MeCP2 it in der Lage an ein einziges symmetrisch methyliertes CpG-
Dinukleotid zu binden und die Transkription in einer Entfernung von mehreren hundert
Basenpaaren zu unterdriicken (Lewis et a., 1992). MeCP2 ist jedoch nicht das einzige
Protein, das Uber Bindung an methylierte CpGs eine Inhibierung der Transkription vermitteln
kann. Zdlen, die defizient fir MeCP2 sind (z.B. Hela Zellen) sind dennoch in der Lage,
methylierte Reporterkonstrukte zu inhibieren (Ng et al., 1999). MeCP1, ein weiteres CpG-
bindendes Protein, kommt in vielen Zelltypen vor und kann an DNA-Sequenzen binden, die
mindestens 12 symmetrisch methylierte CpGs besitzen (Meehan et a., 1989). Vier weitere
Methyl-CpG-bindende Doméanen sind durch die Suche in EST-Datenbanken (EST:
»expressed sequence tag*) mit dem Motiv der Methyl-CpG-bindenden Doméne identifiziert
worden: MBD 1-4 (Hendrich u. Bird, 1998).

1.3 Bedeutung der DNA-Methylierung fir den Saugerorganismus

Eine Korrelation zwischen dem Auftreten von DNA-Methylierung und der Komplexitét
der methylierten Genome zeigt, dal3 die Verbreitung der DNA-Methylierung parallel mit
einem abrupten Anstieg der Genzahl beim Ubergang von Invertebraten zu Vertebraten in der
Evolution verbunden war (Tgjima u. Suetake, 1998). Im Verlauf der Evolution erfolgte ein
Anstieg der Genomgrof3e von ca. 4000 bakteriellen Genen (z.B. E. coli) bis 7000 Genen in
Saccharomyces cerevisiae und von 12000 bis 25000 Genen in invertebraten Eukaryonten (z.B.
C.elegans) bis zu 50000-100000 Gene im menschlichen Genom (Klein u. Costa, 1997). Bird
(1995) postulierte, dal3 eine mogliche Funktion der DNA-Methylierung die Unterdriickung
unerwinschter ,, Hintergrundexpression® in der Zelle sai. Dadurch konnte sich die
Transkription auf spezifische Genombereiche mit aktiven Genen konzentrieren. In der Tat ist
der grofdte Teil des Saugergenoms methyliert, mit Ausnahme der stabil Methylierungs-freien
CpG-Anhaufungen in der 5-regulatorischen Region von ungefahr 60% der Saugergene
(Antequerau. Bird, 1993; Cross et d., 1995).



DNA-Methylierung ist in Saugern an einer Rethe wichtiger biologischer Prozesse beteiligt.
Besonders wahrend der Embryonal entwicklung und Zelldifferenzierung sind die genomischen
Methylierungsmuster komplexen Veranderungen unterworfen (Razin u. Cedar, 1993; Monk
1990). Kurz nach der Befruchtung werden die Methylgruppen von fast allen CpG-
Dinukleotiden der Gameten-DNA entfernt, und das Genom bleibt bis zum Blastula-Stadium
unmethyliert (Monk et a., 1987; Chaillet et al., 1991; Kafri et al., 1992). Obwohl der
Mechanismus der Demethylierung nicht vollstandig verstanden ist, gibt es doch Hinweise
darauf, dal3 es sich um einen aktiven Prozef3 handelt, der nicht von der DNA-Replikation
abhangig ist (Shemer et a., 1991; Paroush et a., 1990; Razin et a., 1986). Die Etablierung
der somatischen Methylierungsmuster findet um die Zeit der Implantation (Blastula/friihes
Gastrulastadium) mit der Induktion der de novo-Methylierungsaktivitét statt (Jahner u.
Jaenisch, 1984). Einige gewebespezifische Loci kdnnen noch im weiteren Verlauf der
Entwicklung modifiziert werden (Turker u. Bestor, 1997). Die Verteilung der methylierten
Cytosine im Sdugergenom ist nicht zuféllig. Promotorregionen von aktiv transkribierten
Genen, die sehr haufig reich am CpG-Dinukleotid sind, bleilben meist unmethyliert (Bestor et
a., 1995; Bird et al., 1995). Andere Gene, die z.B. eine parentde Prégung zeigen
(Efstradiadis, 1994) und Gene auf dem inaktiven X-Chromosom bel Frauen (Migeon, 1994)
kénnen auch in einem unterdriickten Zustand, der sich durch starke Methylierung der
Promotorregion auszeichnet, vorkommen. Welche Bedeutung die dynamischen
Veranderungen in der DNA-Methylierung fur einen korrekten Entwicklungsprozefd in Saugern
haben, kann bisher nur vermutet werden. Die Tatsache, dal3 Mausembryonen, die defizient fr
die Methylytransferase sind, friihe Implantationsstadien nicht Uberleben, demongtriert jedoch,
dald eine Zerstorung der normaen Methylierungsmuster inkompatibel mit einer normalen
Embryonalentwicklung ist (Li et a., 1992; Li et a., 1993). Die Bedeutung der DNA-
Methylierung fir den Organismus kann jedoch nicht direkt aus dem Phénotyp der mutierten
Embryonen abgeleitet werden. Methylierungsmuster im Genom nehmen Einflul3 auf die
Genexpression wahrend der Entwicklung, kontrollieren aber auch die DNA-Replikation
(Taylor, 1984) und spielen eine wichtige Rolle bei der DNA-Reparatur (Cleaver, 1995). Eine
weitere hypothetische Funktion der DNA-Methylierung ist der Schutz des Genoms vor
Fremd-DNA. Es wurde vorgeschlagen, dal3 DNA-Methylierung in Saugern das Genom vor
proliferierenden parasitischen Elementen schiitzt (Bestor, 1990). Urspriinglich kénnte dieser
Mechanismus jedoch dazu gedient haben, exogene DNA-Sequenzen wie etwa virale Genome
mittels DNA-Methylierung zu inaktivieren (Doerfler, 1991). Als das Sdugergenom im Verlauf
der Evolution weiter expandierte, konnte diese Schutzfunktion weiter adaptiert werden, um
die Expression repetitiver Sequenzen und Retrotransposons zu blockieren (Doerfler, 1991). In
der Tat sind diese DNA-Sequenzen in Sdugerzellen stark methyliert.



1.4 Einflul3 von DNA-Methylierung auf die Chromatinstruktur

Das Muster der DNA-Methylierung kann die Struktur des Chromatins, welche um ein Gen
gebildet wird, beeinflussen (Adams et a., 1987; Keshet et a., 1986). Die grofite Dichte
unmethylierter CpGs in Vertebratengenomen findet sich in sog. CpG-lnseln, die
normalerweise einen Promotor oder andere regulatorische Elemente enthalten, die fur die
aktive Transkription des Gens erforderlich sind. Das Chromatin im Bereich solcher CpG-
Anhaufungen ist mit hyperacetylierten Histonen angereichert und meist frei von
Linkerhistonen. Im Gegensatz dazu wird methylierte DNA mit acetylierten Histonen
assoziiert, ist resstent gegeniber Nukleasen oder Restriktionsendonukleasen und
transkriptionell inaktiv. Die Mikroinjektion methylierter oder unmethylierter Template-DNAS
in Saugerzellen oder Xenopus Oozyten haben zeigen konnen, dald DNA-Methylierung und
nukleosomales Chromatin durch Interaktion zu einer Inhibierung der Transkription fuhren
(Kass et d., 1997). Methylierte Templates werden dabel zundchst transkribiert, die
Transkription jedoch zunehmend durch die Anordnung der Nukleosomen unterdriickt (Keshet
et a., 1986; Buschhausen et a., 1987). Bei methylieter DNA fihrt dieser Vorgang
letztendlich zum Ausschlul3 der Transkriptionsmaschinerie, einschliefdich der RNA-
Polymerase. Ein solcher Ausschlul?3 der Transkriptionsmaschinerie stellt sich  bel
unmethylierter DNA nicht ein, selbst wenn siein Nukleosomen organisiert ist.

Wie kann jedoch eine bestimmte Chromatinstruktur Uber mehrere Zellzyklen erhalten
bleiben? In Arbeiten von Sobel und Mitarbeitern (1995) sowie Kuo und Mitarbeitern (1996)
konnte gezeigt werden, dal3 neu zusammengesetzte Nukleosomen acetyliert sind. Esist daher
anzunehmen, dal3 der Ausgangszustand des Chromatins auf acteylierten Nukleosomen basert.
Da die Erhatungs-Methyltransferase den wachsenden DNA-Strang kurz nach der Replikation
innerhalb der Replikationsgabel methyliert (Gruenbaum et al. 1983), ist es moglich dal?
MeCP2 unmittelbar nach der Methylierung an die DNA bindet. Durch die Fahigkeit von
MeCP2, unter anderem Deacetylasen an die Bindungsstelle rekrutieren zu kénnen, werden
inaktive Regionen mit deacetylierten Nukleosomen gebildet. Dieses neu zusammengesetzte
Chromatin muf3 zum parentalen Chromatin identisch sein (Razin, 1998). Besonders Arbeiten
an inaktivierten X-Chromosomen aus Eutherzellen unterstiitzen dieses Modell. Die inaktiven
X-Chromosomen waren in der Tat stark methyliert und die nukleosomelen Histone auffalig
deacetyliert (Jeppesen u. Turner, 1993).

1.5 Inaktivierung transposabler Elemente im Saugetiergenom

Das menschliche Genom besteht zu mindestens 35% aus erkennbaren Transposons (Smit,
1996). Im Vergleich dazu machen die Exons zellulérer Gene gerade 3 bis 5% des Genoms
aus. Retrotransposons, in der Form endogener Retroviren, L1 Elemente sowie Alu-Elemente



kommen am haufigtsen vor. Retrovirale Proviren und L1-Elemente konnen fir ale Proteine
kodieren, die sie fur die replikative Transposition bendtigen, wahrend Alu-Elemente auf
Faktoren anderer Retrotransposons angewiesen sind. Transposons kénnen in verschiedenster
Weise Einflu auf die Genomstruktur und die regulierte Genexpression nehmen (Schmid,
1996). Die Transposition kann zum einen durch direkte insertionelle Mutagenese ein Gen
zerstoren (Takahara et a., 1996). Die Rekombination zwischen nicht-alelen repetitiven
Sequenzen kann zu Trandokationen und anderen Rearrangements der Chromosomen fihren
(Hartl, 1996). Vidle Retrotransposons besitzen zudem starke konstitutive Promotoren, die die
Expression benachbarter Gene beeinflussen konnen (Michaud et al., 1994; Chang-Yeh et dl.,
1991; Argeson et a., 1996). Zum einen kann es dabel zur Bildung chiméarer mMRNASs kommen.
Ist jedoch ein aktives Retrotrangposon in einer umgekehrten Orientierung zum Wirtsgen
integriert worden, konnte es andererseits zu ,, Antisense® -Effekten kommen, wenn die vom
Transposon ausgehende Transkription in stromabwérts gelegene Exonbereiche reicht.
Angesichts dieser viefdtigen mutagenen EinfliRe, die Transposons auf das Sdugergenom
austiben konnen, ist es erstaunlich, dal3 sie dem Wirt nur wenig Schaden zuftigen. Bisher
konnte nur eine von 500 Keimbahnmutationen im Menschen auf die Insertion von
Transposons zurtickgef iihrt werden (Y oder et al., 1997).

Cytosin-Methylierung inaktiviert die Promotoren der meisten Viren und Transposons
(einschliefdich Retroviren und Alu-Elemente) (Schmid, 1996; Harbers et a., 1981; Kuff u.
Lueders, 1988). Solche Sequenzen liegen an dlen getesteten Stellen in der DNA
differenzierter Zellen methyliert vor. In der Tat sind Transposons so zahlreich, CpG-reich und
stark methyliert, dal3 der Hauptanteil des 5-Methylcytosins im Sdugergenom in diesen
parasitischen Sequenzen liegt.

Es ist noch unklar, welche Erkennungsmechanismen genutzt werden, um repetitive
transposable Elemente im Sdugergenom durch DNA-Methylierung zu inaktivieren. Ein
gemeinsames Charakteristikum invasver Sequenzen ist ihr Vorkommen in hohen
Kopienzahlen. Eine Reihe von Arbeiten postulierten, dal3 repetitive Sequenzen durch
Interaktion ihre gegenseitige Inaktivierung bewirken konnen. ,Repeat-induced point
mutations® (RIP) in Neurospora crassa fuhren wadhrend der Sexuaphase des Pilzes zur
Inaktivierung repetitiver Sequenzen durch DNA-Methylierung und Einflgen zahlreicher
C-T Trangtionsmutationen (Selker, 1990). Im Pilz Ascobolus immersus werden
Wiederholungssequenzen mittels ,, Methylation induced premeioticaly” (MIP) inaktiviert und
methyliert (Goyan et al., 1994). Man nimmt an, dal3 homologe Paarungen an nicht-allelen
Positionen im Genom zur Inaktivierung und Methylierung der repetitiven Sequenzen fihren.
In Neurospora ist die Effizienz der ,, repeat-induced point mutation” umso hoher, je ndher die
repetitiven Sequenzen zusammenliegen (Selker et al., 1990). Repetitive zellulare Gene, diein



mehreren Kopien auf einem Chromosom lokalisiert sind, missen daher durch noch einen
unbekannten M echanismus vor der Inaktivierung geschitzt werden.

Einige Transposons in Saugern zeigen Eigenschaften, die fir parental geprégte zellulare
Gene charakteristisch sind. L1-Elemente und Retroviren der mit 900-1000 Kopien pro
haploidem Genom vorkommenden IAP (Intrazisternale-A-Partikel) Klasse werden vom
mannlichen Elternteil unmethyliert und von der Mutter im methylierten Zustand vererbt
(Sanford et al., 1987). Die unmethylierten Komponenten dieser Elemente werden kurz nach
der Implantation de novo methyliert (Monk et a., 1987; Sanford et a., 1987). Es konnte
gezeigt werden, dal3 die Insertion von AP in die Nachbarschaft des Agouti-Genlokus zu einer
allelspezifischen Expression dieses Gens fuhrte (Michaud et al., 1994).

1.6 Integration fremder DNA in eukaryontische Genome:
Konsequenzen fiur das zellulare Methylierungs- und
Expressionsmuster

Saugerzellen besitzen die Fahigkeit, fremde DNA aufzunehmen und in ihr Genom zu
integrieren. Die Integration fremder DNA in ein etabliertes Wirtsgenom kann einerseits auf
natiirlichem Wege z.B. durch Infektion der Zellen mit verschiedenen DNA- oder RNA-Viren
erfolgen. Andererseits haben viele experimentelle Techniken wie etwa die Transfektion oder
die Mikroinjektion einen artifiziellen Transfer fremder DNA und ihre Integration in das
Genom von Sdugerzellen zum Ziel. Darlber hinaus besteht die Moglichkeit, dal3d DNA, die
mit der Nahrung aufgenommen wurde, wéahrend der Passage durch den gastrointestinaen
Trakt nur unvollstdndig verdaut wird und Uber das Darmepithel in den Blutstrom gelangen
kann (Schubbert et al., 1994). Fragmente dieser DNA konnten in Leukozyten, Milz- und
Leberzellen nachgewiesen werden. Unter bestimmten experimentellen Bedingungen konnten
kleine Fragmente der ora verabreichten fremden DNA (Bakteriophage M13-DNA) aus Milz-
DNA rekloniert werden (Schubbert et al., 1997).

In friheren Arbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dal3 in der Adenovirus
Typ 12 (Adl2)-transformierten Tumorzellinie T1111/2 die an die integrierte adenovirale
DNA angrenzende zellulare DNA in einem Bereich von ca. 1 kBp eine Abnahme in der
Methylierung aufwies (Lichtenberg et a., 1988). In dhnlichen Untersuchungen konnte in der
Nachbarschaft einer retroviralen Integrationsstelle eine Zunahme in der Methylierung
zelluld&rer DNA beobachtet werden (Jéhner u. Jaenisch, 1985). Untersuchungen an
Hamsterzellen, die transgen fur Ad12-DNA waren, zeigten, dald auch weiter von der
Integrationsstelle der fremden DNA entfernt liegende zelluldre Gene Veranderungen im
Methylierungsmuster zeigten (Heller et a., 1995, Miller et a., 2000). Da die
Hamsterzellinien mit integriertem Ad12 einen transformierten Phanotyp aufwiesen und ein



Einflu3 adenovirader Genprodukte nicht ausgeschlossen werden konnte, wurden BHK21
Zellen mit Plasmid-DNA oder/und Bakteriophage Lambda-DNA transfiziert. In einigen der
daraus resultierenden Zellklone konnten zunéchst nur Methylierungsanderungen in den
Retrotransposon-ahnlichen Sequenzen der Intrazisternalen A Partikel (IAP) nachgewiesen
werden (Kammer et al., 1997; Remus et a., 1999), die mit 900 Kopien pro haploidem
Hamstergenom vertreten sind. Mit Hilfe der in dieser Arbeit dargestellten Analysemethoden,
die eine Genom-weite Suche und Klonierung differentiell methylierter und exprimierter
DNA-Segmente ermoglichten, wurde eine Rethe weiterer zeluldrer DNA-Sequenzen
identifiziert, die in Lambda-transgenen Hamsterzellen in ihrer Methylierung und Expression
verandert worden waren (MUller et a., 2000).

Wie die Integration von Fremd-DNA Verénderungen in der Methylierung und Expression
zelluléarer DNA-Segmente hervorrufen kann, die in trans zur Integrationsstelle liegen ist noch
unklar. Es konnte gezeigt werden, dal3 menschliche Chromosomen im Interphasekern eine
bestimmte raumliche Ausrichtung zueinander einnehmen (Haaf u. Schmid, 1991; Cremer et
al. 1992; Hubert u. Bourgeois, 1986; Benbow, 1992). Es wurde postuliert, dal3 die nukleare
Matrix, an der sich die Organisation der Chromosomen in Domanen orientiert, auch am
gerichteten Transport von Metaboliten zu oder aus bestimmten Bereichen des Interphasekerns
beteiligt s&i (Razin u. Gromova, 1995). Durch die Anwendung von Floureszenz-Mikroskopie
mit spezifischen Sonden fur transkribierte DNA-Templates, pr&amRNAs und essentiellen
MRNA Splicing-Faktoren konnte gezeigt werden, dal3 die RNA-Polymerase Il Transkription
auf bestimmte Kompartimente im eukaryontischen Zellkern beschrankt ist (Hendzel u. Bazett-
Jones, 1995). Eine strukturelle Veranderung dieser Chromosomenorganisation durch die
Integration fremder DNA konnte zu Fehlregulationen der Genexpression fuhren und die
Zuganglichkeit zellularer DNA-Bereiche fir DNA-Methyltransferasen verandern. Besonders
Arbeiten an Drososphila konnten zeigen, dal3 die Expression von Genen von ihrer raumlichen
Lage im Interphasekern abhangig sein kann. Wahrend der Larvenentwicklung von Drosophila
wird der fur die Augenfarbe notwendige brown-Lokus durch Interaktion mit zentromerischen
Heterochromatin inaktiviert (Dernburg et al., 1996). Die Interaktion mit weit entfernten
heterochromatischen Bereichen dleine fuhrte dabei schon zur Inhibierung des untersuchten
Lokus. Drosophila-Gene, die im euchromatischen Chromosomenbereichen exprimiert
werden, verlieren ihre Aktivitét, wenn sie as Transgen in Telomerbereiche integriert werden
(Crydermann et al., 1999).

Neben strukturellen Veranderungen in der Organisation der Chromosomen konnte die
Integration von Fremd-DNA auch Uber Interaktionen zwischen repetitiven Sequenzen im
Genom zu Methylierungs- und Expressionsunterschieden in trans fuhren. Endogene repetitive
Sequenzen in Nachbarschaft zur Integrationsstelle der fremden DNA konnten auf diese Weise



z.B. ihren verénderten Methylierungsstatus auf homologe Sequenzen im Genom Ubertragen.
Dald ein Transfer von Methylierungsstadien zwischen Allelen auf homologen Chromosomen
in der Tat stattfinden kann, zeigten Arbeiten von Colot und Mitarbeitern (1996). In dem
gewahlten Testsystem konnte in meiotischen Zellen von Ascobulus immersus regelméldig eine
Ubetragung der Methylierung vom methylierten b2-Alld zum unmethylierten Alld
beobachtet werden. Ahnliche trans-Interaktionen zwischen nicht-gekoppelten Transgenen auf
nicht-homologen Chromosomen wurden auch in Pflanzen beobachtet, in deren Genom in
aufeinanderfolgenden Transformationsschritten mehrere Transgenkomplexe integriert worden
waren (Matzke et d., 1992).

Es wurde berichtet, dal3 die Expression transposabler Elemente wie die intrazisternalen-A-
Partikel durch DNA-Methylierung der langen invertierten Wiederholungssequenzen (LTR)
am 5’-terminalen Ende reguliert wird (Morgan u. Huang, 1984; Feenstra et al., 1986; Falzon
u. Kuff, 1991). In einer Arbeit von Lichtenberg und Mitarbeitern (1988) wurde in direkter
Nachbarschaft zur Integrationsstelle der Adenovirus Typ 12-DNA in das Hamstergenom eine
Abnahme in der Methylierung von IAP Sequenzen beobachtet. Es besteht die Moglichkelt,
dal3 der hypomethylierte Zustand zur Transposition der in somatischen Zellen meist inaktiven
|AP-Elemente fuhren kann. Derart konnten durch replikative Transposition auch auf anderen
Chromosomen Methylierungs- oder Expressionsanderungen durch die Integration der
Transposonsegquenzen stattfinden. Verénderungen im Methylierungs- und Expressionsmuster
in zelluldren Genen durch die Insertion von IAPs wurden in einer Reihe von Arbeiten
berichtet. Durch |AP-Integration unmittelbar 5° vor dem ersten kodierenden Exon des Agouti-
Lokus der Maus wurde die Expression des Gens in Abhangigkeit vom Methylierungsgrad des
|AP-Promotors (Michaud et a., 1994) und von der parentalen Herkunft reguliert.
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1.7 Zielsetzung dieser Arbeit

Fur verschiedene biologische und medizinische Fragestellungen ist das Einbringen fremder
DNA in etablierte Genome von Bakterien, Pilz-, Tier- und Pflanzenzellen zu ener der
wichtigsten Techniken geworden. Die verlddichste Methode, transgene Mause zu generieren,
ist die Mikroinjektion von Fremd-DNA in einen der Vorkerne der befruchteten Eizelle. Die
Maoglichkeit DNA jeglicher Herkunft durch Mikroinjektion direkt in den Mausembryo
einzubringen, wurde bereits 1980 beschrieben (Gordon et al., 1980). Seitdem findet diese
Technik ohne signifikante Modifikationen weltweit Anwendung. In gleicher Weise soll die
Generierung von Organismen mit Nullmutationen eines bestimmten Gens mittels der ,, Gene
targeting*-Technik zu einem Verstdndnis der Funktion dieser Gene im Organismus beitragen.
Sdugerorganismen mit zusétzlichen Transgenen oder Nullmutationen in einzelnen Genen
werden dabei alzu vereinfacht als Organismen anaysiert, die sich von normalen Organismen
lediglich durch die eingebrachte oder ausgeschaltete Information fir en Protein
unterscheiden. Diese Betrachtungsweise vernachlassigt die komplexen Wechsalwirkungen im
Saugergenom und die Fahigkeit eine Nullmutation durch erhdhte Expressionsniveaus in
verwandten Genen kompensieren zu konnen. In solchen Féllen hat eine Nullmutation
offensichtlich keinen Effekt (Weintraub, 1993). Andererseits kann eine einzige Nullmutation
zur verdnderten Expresson anderer Gene fuhren und den Entwicklungsablauf eines
Saugerorganismus verandern (Silva et a., 1992; Grant et a., 1992; Abeliovitch et a., 1993;
Conquet et a., 1994; Strittmater et a., 1995). Die beobachteten Phanotypen konnen in diesen
Féalen adlenfalls als Reaktionen auf die eingebrachten M utationen verstanden werden.

Im Rahmen friherer Arbeiten unserer Arbeitsgruppe wurde an Zelen in Zelkultur
untersucht, welchen Einfluf die Integration von Fremd-DNA auf die Methylierung zellulérer
Gene haben kann (Heller et al., 1995; Remus 1999). In BHK21 Hamsterzellen, die transgen
far Adenovirus Typ 12 (Ad12) DNA waren, konnten eine Rethe von Genen identifiziert
werden, die eine gegentiber der parentalen BHK21 Zdllinie veranderte Methylierung zeigten.
Da in den Adl2-transgenen BHK21 Zellen adenovirale Genprodukte zu den beobachteten
Verénderungen beigetragen haben konnten, wurden BHK 21 Zellinien hergestellt, die transgen
fur die DNA des Bakteriophagen Lambda waren. Die Untersuchung der zeluldren
Methylierungsmuster in randomisiert ausgewahlten Genen sollte aufkléren, ob die Integration
der Fremd-DNA per se zu Methylierungsanderungen fihren kann. Experimentelle
Voraussetzung war die Annahme, dal3 die Phagen-DNA in der eukaryontischen Wirtszelle
nicht exprimiert werden wirde. In Southern-Blot Analysen mit zufélig ausgewdahlten
Gensonden konnte jedoch nur in den Sequenzen der Intrazisternalen-A-Partikel eine
Veranderung im Methylierungsmuster gefunden werden (Remus et d., 1999).

11



Ob die Integration fremder DNA zu Verdnderungen im zelularen Methylierungs- oder
Expressonsmuster fihrte, konnte durch eine zufdllige Auswahl zu analysierender DNA-
Segmente nicht beantwortet werden. Bel einer ungeféhren Genomgrof3e des untersuchten
Hamstergenoms von 3x10° Basenpaaren pro haploidem Genom war die Wahrscheinlichkeit,
in Lambda-transgenen BHK21 Zellen durch Zufall verénderte zellulare DNA-Segmente zu
finden, zu gering.

In der vorliegenden Arbeit wurden daher verschiedene Anaysemethoden experimentell
etabliert, die eine Genom-weite Suche nach differentiell methylierten und exprimierten DNA-
Segmenten ermdglichte. Die Methylierungs-sensitive représentative Differenzandyse (MS-
RDA) (Ushijima et a., 1997) wurde zundchst ausgewahlt, um differentiell methylierte DNA-
Bereiche aus Ad12- und Lambda-transgenen BHK21 Zellen zu isolieren. Mit Hilfe der cDNA
Subtraktionstechnik (Diatchenko et al., 1996) war es moglich, differentiell exprimierte Gene
zu identifizieren.

Im Verlauf der MS-RDA Anaysen konnten mehrere differentiell methylierte zellulére
DNA-Segmente aus Adl12- sowie Lambda-transgenen BHK21 Zellen isoliert werden.
Allerdings konnte kaum eines der klonierten meist repetitiven DNA-Segmente aufgrund einer
Homologie zu bekannten Genen identifiziert werden. Aus diesem Grunde wurde eine neue
Anaysemethode entwickelt, die ebenfals die Isolierung differentiell methylierter DNA-
Segmente ermoglichte, jedoch nur einen Zyklus subtraktiver Hybridisierung benétigte (siehe
Methodenteil). Diese im folgenden as Methylierungs-sensitive Amplicon Subtraktion (MS-
AYS) bezeichnete Methode ermdglichte eine schnellere und kostenglinstigere Analyse der zu
vergleichenden genomischen DNA-Proben as bel der MS-RDA. Die MS-AS Methode fiihrte
zur Isolierung mehrerer DNA-Segmente, die in Ad12- und Lambda transgenen BHK 21 Zellen
differentiell methyliert waren. Zudem konnten die meisten Differenzklone anhand einer
Homologie zu bekannten Genen identifiziert werden.

Weiterhin sollten in der vorliegenden Arbeit transgene Mause daraufhin untersucht
werden, ob die Integration von Fremd-DNA in das Mausgenom Methylierungsénderungen in
weit vom Integrationsort entfernt liegenden zelluléren DNA-Bereichen hervorrufen konnte.
Fur die Methylierungsstudien standen Tiere aus verschiedenen transgenen Linien zur
Verfugung. In friheren Arbeiten wurden bereits Mause untersucht, die transgen fur ein 3324
Bp grofRes DNA-Konstrukt waren, welches aus dem spéten E2A-Promotor aus Adenovirus
Typ 2, verbunden mit dem Chloramphenicol-Acetyltransferase-Gen (CAT) und dem
Polyadenylierungs-Siganl aus SV40 bestand (pAD2E2AL-CAT) (Diplomarbeit von
K. Miller, 1997). Experimente an diesen transgene Tieren wurden in der vorliegenden Arbeit
fortgefuhrt.
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Méause des CD-1 Stammes, die transgen fir die DNA des Bakteriophagen-Lambda waren,
wurden in Kooperation mit einem anderen Labor (Klaus Schughart, Strassbourg, damals GSF,
Munchen) hergestdlt. Da sich im Verlauf der Embryonalentwicklung gewebespezifische
Methylierungsmuster ausbilden, war es bei der Analyse dieser Lambda-transgenen Tiere von
besonderem Interesse, DNA aus verschiedenen Organen und Geweben (Leber, Niere, Milz,
Gehirn, Testis, Schwanz) zu analysieren. Dazu wurden auch die oben bereits erwahnten
Anaysemethoden MS-RDA und MSAS engesetzt, jedoch auch die Methylierung in
randomisiert ausgewdahlten zellularen Genen untersucht. Es sollte gezeigt werden, ob
maogliche Methylierungsénderungen in mehreren Organen beobachtet werden konnten oder
auf bestimmte Gewebe beschrénkt blieben.
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2 Ergebnisse

2.1 Modulation der Genexpression und DNA-Methylierung in der
Adenovirus Typ 12-transformierten BHK21-Zellinie T637

Humane Adenoviren (Ad) verursachen in menschlichen Zdlen ene produktive Infektion,
wahrend de in Nagetierzdlen zu ener aortiven Infektion fihren, die gdegentlich ene
morphologische Transformation der Zellen zur Folge haben kann. In diesen Zdlen wurde die
virde DNA in das Wirtsgenom integriet und zumindest die Gene der virden E1 Region
exprimiet. Die E1 Region umfad die frihen virden Gene und besteht aus zwe
transkriptionellen Einhelten, E1A und EI1B. Einige Arbeiten konnten zeigen, da3 bede
Einheten fur ene vollgandige morphologische Transformation notwendig dnd, jedoch auch
die E1A Region dlene Nageierzdlen immortdiseren kann (Houweing et d., 1980). Die
verschiedenen Adenovirus-Serotypen unterscheiden sch in ihrer Fahigkeit, nach Inokulation
in neugeborene Hamgter Tumore zu erzeugen. So sind Adenoviren des Typs 5 nicht onkogen,
wohingegen Ad12 htchst onkogen ist.

Die Rolle der E1A Proteine bel der Trandformation basert darauf, dal3 zahlreiche zdlulare
Proteine sequedtriet werden und so nicht mehr mit ihren normden zdlul&en Partnern
assoziieren konnen (Flint und Shenk, 1989; Berk, 1986). Beide Proteine der E1B Region
scheinen enige der Effekte von E1A zu kontrollieren. Dem E1B 21-kDa Protein kommt
dabel die Funktion zu, die von E1A induzierte Apoptose zu inhibieren (Subramanian et 4d.,
1993). Tatsichlich kommt es auch dann zu ener vollgdndigen Transformation, wenn das
E1B 21-kDa Protein durch einen anderen Apoptoseinhibitor (bcl-2) ersetzt wird (Rao et d.,
1992).

Die Asoziation der E1A Proteine mit zedluléren Proteinen kann jedoch nicht die
verdnderte Expresson zdlulérer Gene in Ad-trandformierten Zelen erkléren. In trandenten
Versuchsansitizen konnte gezeigt werden, dal3 mehrere zdlulére Gene durch E1A Uber ihre
Bindungsstdle fur den Transkriptionsfaktor E2F induziert wurden (Hiebert et d., 1989, 1991;
Lipp et d., 1989). Die Expresson eines dieser Gene, ¢myc, wird jedoch nicht nach Infektion
ruhender 3T3 Zdlen mit Ad2 induziert (Liu et d., 1985). In Ad2 infizieten KB Zédlen, die
normalerweise c-myc exprimieren, kommt es sogar zu einer Abnahme der emyc-Expresson
(Rosahl und Doerfler, 1992) und in Adenovirus trandformierten Zdlen findet man generdl
eine Abnahme der c-myc-Expression (Timmers et ., 1988).

Diee unterschiedlichen Effekte in trandenten Versuchen enersdts und transformierten
oder Iytisch infizieten Zdlen anderersaits deuten darauf hin, dald aul3er E1A noch andere
Faktoren die Expression zdluldrer Gene beeinflussen kénnen.
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In friheren Arbeiten aus unserem Labor wurden in Adl2-transformierten BHK21-
Hamderzdlen sarke Verdnderungen in der Methylierung zdlulérer Gene gefunden (Heller et
a., 1995). Die Methylierungsveranderungen in endogenen IAP Retrotrangposons , der
Region des MHC und einer Reihe weiterer Gene konnten nicht in BHK21 Zdlen festgestdlt
werden, die zuvor mit Adl2-infiziet wurden. Da Ad12-infiziete und Ad12-transformierte
BHK21-Zdlen das gleiche Transkriptionsmuster fir die frihen Adl2 Gene aufwiesen (Ortin
et d., 1976), ist es unwahrscheinlich, dal3 die Anwesenheit friher Ad12-Genprodukte zu den
beobachteten Veranderungen in der Methylierung gefiihrt haben. Darliber hinaus konnte die
Andyse zwee Adl2-trandormierter Hamsterzdlinien (T637 und A2497-3) zeigen, dal3
Vednderungen im Methylierungsphénotyp zdlulérer Gene sehr spezifisch fir die enzelnen
Zdlinien waren. Es schien daher wahrschenlicher, dal3 die Integration der fremden Ad12
DNA in das Genom der Hamgerzdlen und nicht die frihen virden Genprodukte zu den
gefundenen Verdnderungen gefiinrt hatten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit mehreren Andysemethoden eine Genom-weite Suche
nach weteren Vednderungen in der Genexpresson und der DNA-Methylierung
durchgefiihrt. Damit <ollten Gene und DNA-Segmente im Hamdergenom identifiziert
werden, die fur die phénotypischen Unterschiede zwischen normaen und transformierten
Zdlen verantwortlich waren oder durch den onkogenen Phanotyp veréndert worden waren.

2.1.1 Induktion der Genexpression in Ad12-transformierten BHK 21 Zellen

Fir die im folgenden beschriebenen Experimente wurde die Ad12-trandformierte Zdlinie
T637 verwendet. Diese Zdlinie tragt ca 15-20 Kopien des adenovirden Genoms an einer
chromosomaen Lokdisation im Genom. Um Unterschiede im  Genexpressonsmuster
zwischen Adl12-transformierten und den parentden BHK21 Zdlen zu identifizieren, wurde
ene ds suppressve  subtrektive  Hybridiserung (SSH)  bezeichnete  c¢cDNA
Subtraktionstechnik (Diatchenko et d., 1996) angewendet. Diese Technik geht von mRNA
Populationen aus, die man aus den beiden zu vergleichenden Zdlinien isoliert hat. Dabe it
der Driver digenige mRNA Population, die wahrend der Subtraktion eiminiert werden soll,
wohingegen die Tester mRNA Populaion zusitzliche, differentidl exprimierte Gene enthdlt.
Beide mRNAs wurden revers transkribiert und der SSH-Prozedur unterzogen (Durchfiihrung
sehe Methodentell). Eine wichtiger Vortel diessr Methode ist, dald der Subtraktionsprozef3
Uberprift werden kann, bevor die subtrahierten cDNAs weiterverwendet wurden. Die
Subtraktionseffizienz kann durch die Reduktion von Transkripten, die in beiden Populationen
vorliegen, oder durch die Anreicherung spezifischer Sequenzen aus einer Population nach der
Subtraktion kontrolliert werden (Sehe auch 2.3.1). Die subtrahierte und mit differentiel
exprimierten  Sequenzen  angereicherte cDNA-Bibliothek wurde bel  ausreichender
Subtrektionseffizienz in enen TA-Vektor kloniert, in Bakterien trandfiziet und auf
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Agarplatten, die neben Ampicillin auch X-Ga und IPTG enthdten ausplatiert. Insert-
postive weile Kolonien wurden isoliert und zur Inokulation von LB-Medium in 96-Loch
Mikrotiterplatten verwendet. Klonierte Inserts wurden anschlie3end mittels einer ,Kolonie*-
PCR amplifiziet (Sehe Materid u. Methoden). Nach Immobiliserung der PCR Produkte auf
postiv gdadenen Nylonmembranen, wurden die duplizierten Filter entweder gegen 3%P-
markierte cDNA des Drivers oder des Testers hybridisert (Sehe Abb. 2a). Ba diesem
reversen Northern-Blot Experiment war es entscheidend, dal3 die radioaktiv markierte cDNA
zuvor mit einer Redtriktionsendonuklease (Rsal) gespaten wurde, da es so im Vergleich zur
ungespaltenen cDNA Probe zu intensveren Hybridiserungssgnden kam. Auf diee Wese
konnten auch schwache Signde, die von sdten transkribierten Sequenzen stammiten,
verglichen werden. Diese Vorsdektion der subtrahierten cDNA war erforderlich, da je nach
Experiment nur maxima 10% der amplifizierten Inserts von differentidl exprimierten Genen
Sammten.

Abb. 2a: Dot-Blot-Analyse der Differenzprodukte

Reverse Northern Dot-Blots der Differenzprodukte. PCR amplifizierte Anreicherungsprodukte nach einem
Zyklus subtraktiver Hybridisierung der cDNA-Praparationen aus T637 und BHK21 wurden in Arrays auf positiv
geladenen Nylonmembranen immobilisiert. Die beiden duplizierten Filter mit identischer Klonanordnung
wurden gegen ®p_markierte cDNA Praparationen aus T637 oder der parentalen BHK21-Zellinie hybridisiert.

12 3 45 6 7 8 91011 12 12 34 56 7 8 91011 12
A ..t“ - -
B S R X T
C (T T
D .r.... "N E
ullfii.it.i E *s . » * s ®
x T637 x BHK21

Abb. 2b: Induktion der Genexpression in Ad12-transformierten BHK21-Zellen
cDNA-Klone, die in der Analyse der Dot-Blot Arrays Unterschiede in der Signalintensitat zwischen BHK21 (B)
und der transformierten T637 (T) Zellinie zeigten, wurden weiterhin in Northern-Analysen mit 30ug
cytoplasmischer RNA untersucht. Die RNA-Proben wurden dazu in 1% Agarosegelen getrennt, die 2,2M
Formaldehyd enthielten. Nach Transfer auf GeneScreen Plus Membranen wurde die RNA gegen *2p-markierte
cDNA-Klone hybridisiert. Die Klonbezeichnungen entsprechen der Rasterbeschriftung aus Abb. 2a. Die
Rehybridisierungen der Membranen mit 3-Actin diente der RNA-Mengenkontrolle.

Zellinie: B T B T B T B T B T B T
2 ® & % @ »
B-actin = - . .. .. e s

Klon: E3 E8
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Da es besonders bel schwachen Signden, die in dieser Dot-Blot Andyse der
Differenzklone  ehdten wurden, zu  ener  Ubelaggung mit  unspezifischen
Hintergrundsgnden kommen konnte, war ene wetere Evauation der Ergebnisse in
Northern-Blot Experimenten efordelich (sehe Abb. 2b). Die Klonbezeichnungen
entsprechen der Rasterbeschriftung aus Abbildung 2a. AulZer dem Klon A12 zeigte keiner der
gefundenen differentidl exprimierten Klone en Sgnd in der parentden BHK21-Zdlinie
Vidmehr war es in der Adl2-trandformierten BHK21-Hamgsezdlinie T637 zu ener
Induktion der Expresson der isolierten Gene gekommen. Die Daten der reversen Northern:
Analyse (Abb. 2a) konnten durch die Northern Andyse cytoplasmatischer RNA (Abb. 2b)
bestitigt werden. Da es bei Dot-Blot Andysen zu ener Uberlagerung der spezifischen
Sgnde und der unspezifischen Hintergrundsgnade auf einer Hache kam, war eine weitere
Auswertung der Expresson in Northern-Blot Analysen besonders fur schwach exprimierte
Gene eforderlich.

Auller Klon E8 konnten ale dargestdlten differentidl exprimierten Gene mittds ener
Homologiesuche in einer NCBI Datenbank identifiziet werden (Sehe Tabdle 1). Die
Referenzen fur die Datenbankeintrége snd unterhab der Tabdle aufgefiihrt. Klon A12 und
E3 snd sark homolog zum Strukturprotein Endo-B-Typ | Keratin (Oshima et d., 1988) der
Maus und zum Keratin 18 (Fridmacher et a., 1995) aus der Ratte. Klon B2 zeigt Homologie
fir des plazentde Cadcium-bindende Protein und gehdrt zusammen mit Klon C4, welches
zum pEL98 Protein homolog ig, zu einer Familie Cdcum-bindender Proteine. Da die Klone
A12 und E3 zueinander eine sehr hohe Homologie aufweisen, is es warscheinlich, da3 in
beiden Félen unterschiedliche Bereiche des gleichen Gens kloniert wurden. Fir die beiden
Klone B2 und CA4 trifft die gleiche Feststellung zu.

17



ERGEBNISSE

Tabelle 1: Zusammenfassung der Ergebnisse zur differentiellen
Genexpression
Zellinie Differenz- Datenbank- Identitat Regulation Expressions-
Klon homologie (Bp pro verglichen mit | level,
Bp) BHK21 normalisiert
(o)
T637 Al2 Maus endo B 390/431 + >10
Cytokeratin 91%
mMRNA
B2 mRNA fir 318/355 + keine
placentales 90% Expression in
Calcium- BHK21
bindendes
Protein
C1 Humanes Thy-1 112/132 + keine
Glycoproteingen 85% Expression in
BHK21
c4 Maus mRNA fiir 408/478 + keine
pPEL98 Protein 85% Expression in
BHK21
E3 Rattus 283/ 308 + keine
norvegicus 92% Expression in
mRNA fur BHK21
Keratin 18
E8 keine + keine
Expression in
BHK?21
Lambda 10 A6 C. griseus 107/110 - 3,9
Thrombospondin 97%
protein
B9 keine no + 3,9
Cc8 Maus Cofilin 217/250 + 2,5
isoforme mRNA 87%
E11 keine no - keine
Expression in
BHK21
F11 Humanes 141/157 + 0,6
chromosome19, 90%
BAC CIT-B-470f8
(BC330812)
F12 Maus 347/396 - 6,3
Thrombospondin 88%
-gen
Lambda 18 80-I Maus 424/458 + 8,7
Superoxidase 93%
dismutase 2
mMRNA
32-l Rattus 223/240 + 7,5
norvegicus 93%
ribosomales
Protein S12
mRNA
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2.1.2 Veranderungen im Methylierungsmuster zellularer Genein der
Adenovirus Typ 12-transformierten BHK 21-Hamster zellinie T637 und
ihrer Revertanten

Im Rahmen friherer Studien konnte gezeigt werden, dal3 der Methylierungsstatus einiger
zdluld&er Gene und DNA-Segmente in der Ad12-transformierten BHK21-Zdlinie T637 zum
Tel gak verdndet war. Die randomisert fir die Andyse ausgewdhiten zdluléren Gene und
DNA-Segmente zeigten in T637 enen gegenlber der paentden Zdlinie erhdhten
Methylierungsgrad. Methylierungsénderungen wurden nicht nur in cs sondern auch in trans
von der adenovirden Integrationsstelle beobachtet (Lichtenberg et d., 1988; Heler et 4d.,
1995). Da in keinem der untersuchten Gene und DNA-Segmente Methylierungsanderungen
nach Infektion von BHK21 Zdlen mit Adl2 auftraten (Heler et d. 1995), war es
unwahrscheinlich, dal? frihe virde Genprodukte dleine fur die Methylierungsinderungen in
T637 verantwortlich waren. Wenngleich die infizieten BHK21 Zdlen im Vergleich zu der
eablierten T637 Zdlinie nur ene reativ kurze Zeit unter dem Einflu® friher adenovirder
Genprodukte standen, konnte die Integration der fremden (Ad12) DNA in das Genom der
BHK21 Zdlen ds mdglicher Fektor fir die Methylierungsinderungen nicht ausgeschlofen
werden. Neuere Daten aus unserem Labor weisen dlerdings darauf hin, dal3 zumindest die
Gene der E1B-Region in Adl2-infizieten BHK21 Zdlen in geringerem Mad3e exprimiert
werden ds in der Adl2-trandormierten T637 Zdlinie (Marianna Hosd, pers. Mittellung).
Moglicheeweise findet dadurch keine Kontrolle der E1A-Genprodukte durch E1B-
Genprodukte datt, die z.B. fir eine vollsandige Trandformation der Zele notwendig wéren
(Houwding et d., 1980).

Im folgenden Tel de Arbet wurde mit Hilfe de Methylierungs-sensitiven
reprasentativen  Differenzanalyse  (MSRDA) ene Genomwete Suche nach
Methylierungsdnderungen in T637 durchgefihrt. Differenzklone, die nach der MS-RDA
Prozedur (Durchfihrung sehe Methodentell) mit T637 as Driver und BHK21 ds Tester
ehdten wurden, wurden ds Hybridiserungssonden in  Southern-Blot  Experimenten
verwendet (Abb. 33). In diesen Experimenten sollte untersucht werden, ob die sdektiv
amplifizieten genomischen Subklone tatsichlich aus Genombereichen stammten, die in der
trandformierten  Zdlinie enen hoheren Methylierungsgrad aufwiesen ds in der BHK21-
Zdlinie. Die Andyse der Mehylierungsmuster der zdluldren DNA-Sequenzen wurde mit
den methylierungssengtiven  Redriktionsenzymen Hpal (5-CCGG-3) und Hha (5-
GCGC-3) durchgefihrt. Das zu Hpall isoschizomere Mspl zeigt keine Sengtivitédt
gegentber Methylierung am internen Cytosin der Erkennungssequenz (Waawijk u. Flavell,
1978) und konnte daher ads Kontrolle fir die Methylierung von Hpall-Erkennungstelen
verwendet werden.
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Postive DNA-Klone wurden weiterhin verwendet, um die Methylierung in
Revertantenzdlinien (TR3 und TR12) von T637, in Adl2-infizetten und -trandizierten (H-
Ad12neo2/5) BHK?21 Zdlen sowie einer weiteren Ad12 transfomierten Zdlinie (A2497-3) zu
andyseren. Die Ergebnisse aus diesen Studien sollten dazu beitragen weitere Aufschllisse
darber zu erhdten, in welchem Male die Integration der adenovirden DNA an den
gefundenen  Methylierungsinderung  beteiligt sein kdnnte.  Eine Zusammenfassung  der
Hybridiserungsstudien ist in Tabelle 2 aufgeftinrt.

Tab. 2: Zusammenfassung der Ergebnisse aus den Methylierungsstudien

o DNA aus Zellinie
Sonde
T637 TR12 TR3 A2497-3 | BHKAd12 | H-Ad12- H-Ad12-
neo2 neob5

Hpall | Hhal | Hpall | Hhal [ Hpall | Hhal | Hpall | Hhal | Hpall | Hhal | Hpall | Hhal | Hpall | Hhal
T1 + + - - + + na | na na | na | na | na na | na
T2 ++ ++ na | na ++ ++ - - - - na [ na | na | na
T13 + + n.a na | na | na | na | na na | na
T14 + + n.a n.a + + - - - - na | na na | na
T15 ++ ++ n.a n.a ++ ++ - - - - na | na na | na
T49 + + na | na - - - - - - na [ na | na | na
T12 ++ ++ n.a na | na | na | na | na na | na + + + +

(++) Methylierungsgrad i m unter suchten DNA-Segment war signifikant héher alsin BHK 21
(+) Eswurde eine hdherer Methylierungsgrad nachgewiesen

(-) Keine Methylierungsanderung

(n.a) Methylierung wurde nicht analysiert

Die fir de Maehylieeungsuntersuchung verwendetlen  Differenzklone  zeigten
ausschlieldich ene Hypermethylierung in der T637 Zdlinie (Abb. 33). Der hohere
Methylierungsgrad  in  den untersuchten  zdlulden DNA-Segmenten  wurde  durch
héhermolekulare Hybridiserungssignale in den Hpall und Hhal Spuren von T637 angezeigt.
Obwohl bei der MS-RDA eine sdektive Anreicherung kleiner Hpall-Spdtfragmente der
BHK?21 Tester-DNA daitfand, spiegelt sch der geringere Methylierungsgrad im  Tester auch
im Hhal- Spatmuster wider.

In  Ausnehmefdllen (Sonde T1) konnte ene Wiederherstdlung des normaen
Methylierungsphénotyps der  differentidl  methylieten  DNA-Segmente  in der
Revertantenzdllinie TR12 beobachtet werden (Abb. 3b). In wedche Wese de
Wiedererlangung der normaden Methylierung mit dem telweisen Verlust der adenovirden
Sequernzen zusammenhing, konnte nur vermutet werden. Da jedoch die Revertantenzelinie
TR12, die noch enige Kopien des Adl2 Genoms trug, ene Reverson der in T637
gefundenen Methylierungsanderung zeigte, nicht aber TR3, in der keine Ad12 Sequenzen
mehr nachgewiesen werden konnten, war die drukturdle Verdnderung an  der
Integrationsstelle ds wahrscheinlicher Faktor anzusshen. Wae en  Velugt  friher
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adenovirder  Genprodukte verantwortlich fir die Wiederherstdllung der  normaen
Methylierung gewesen, hétte auch TR3 diese Verdnderung zeigen missen. Allerdings war
auch nicht auszuschlieffen, dal3 es dch hier um en Sdektionsatefakt der mittds
Einze zeIklonierung gewonnenen Revertantenzdlinien handdte.

Abb. 3a: Veranderung im Methylierungsmuster zellularer Gene in Adenovirus
Typ 12 transformierten BHK21 Zellen

Genomische DNA (5ug) aus den Zellinien T637 und BHK21 wurde mit Hhal (Hh), Hpall (Hp) oder Mspl
(M) gespalten. Die DNA -Fragmente wurden Uber Nacht in 1%-igen Agarosegelen elektrophoretisch getrennt
und anschlieend auf positiv geladene Nylonmembranen transferiert. Die Southern-Blots wurden gegen 32P-
markierte individuelle Anreicherungsprodukte (T1, T2, T13, T14, T15), die nach zwei Zyklen MSRDA
kloniert wurden, hybridisiert.

T637 BHK T637 BHK T637 BHK T637 T637
Hh Hp M Hh Hp M Hh Hp M Hh Hp M Hh Hp M Hh Hp M

" ﬂr

i z
. 'F‘:' . g

Hh Hp M Hh Hp M Hh Hp M Hh HpM

LJ
-
=

e

Sonde: T1 T2 T13 T14 T15

Abb. 3b: Wiederherstellung des normalen Methylierungsphanotyps in TR12
Das Methylierungsmuster des nach zwei Zyklen MS-RDA angereicherten und klonierten Differenzklons T1
entsprach in der Revertanten Zellinie TR12 der normalen Methylierung in BHK21. Die experimentelle
Durchfiihrung entsprach der in der Legende zu Abb. 3a.

TR3 TR12 T637 BHK21
HPM _ HpM  Hp M Hp W
-
n?

Sonde T1

Die durch Kotransfektion von Ad12 und pSVZ2neo-Plasmid entstandenen transgenen
BHK21-Zdlinen H-Ad12neo2 und H-Adl12nec5 wiesen im Gegensatz zu T637 kenen
transformieren Phanotyp auf, d.h. ihre Morphologie entsprach den parentalen BHK21 Zdlen.
Frihe virde Transkripte waren nicht nachweisbar, was auf tellweises (H-Ad12neo5) oder
vollgdndiges Fehlen (H-Ad12neo2) der kodierenden Region E1 in diesen Hamderzellen
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zuriickgeftihrt werden konnte (Orend et a., 1995a). Das in der trandformierten Zellinie T637
gegeniiber der normaen BHK21-Zdlinie stérker methyliete DNA-Segment T13 (sehe Abb.
3a und Tab. 2) zege in H-Ad12neo2 und H-Ad12ne05 den normaen
Methylierungsphdnotyp. Allerdings konnte in einem DNA-Segment (Differenzklon T12) in
beiden transgenen Zdlen ebenfdls eine Hypermethylierung, wie se auch in T637 gefunden
wurde, nachgewiesen werden. In friheren Arbeiten konnte bereits gezeigt werden, dal3 die
beiden Adl2-tranggenen, aber nicht trandformierten Zdlinien nur in sdtenen Fdlen die
gleichen Methylierungsanderungen wie T637 zeigten (Hdler et d., 1995). Diese Daten
unterstiitzten die Annahme, dald die Integration der fremden Ad12-DNA per s= zu
Methylierungsénderungen fiihren konnten.

Neben T637 wurde noch eine weitere Adl2-trandformiete primére Hamderzdlinie
untersucht (A2497-3). In dieser Zdlinie konnten jedoch mit den Differenzklonen, die in T637
égne  Mehylieungsinderung  aufwiesen,  keine  Abwechungen  vom  normaen
Methylierungsmuster festgestellt werden (sehe Tab. 2). Wenngleich im Fdle von T637 die
Moglichkeit bestent, dal? Genprodukte der frihen E1-Region zu den gezegten
Verdanderungen beigetragen haben konnten, handelte es sch doch um en Ereignis, das
pezifisch fir diese Zdlinie war. Auch in anderen Arbeiten aus unserem Labor konnte nur in
enigen Fdlen ene in T637 und A2497-3 Ubereingimmende Methylierungsinderung
gefunden werden (Hdller et d., 1995):

In BHK21 Zéllen, die 30 Stunden nach der Infektion mit Ad12 geerntet wurden, konnte in
keinem der auf Methylierungsdnderungen untersuchten DNA-Segmente ene Abweichung
vom parentden Methylierungsphanotyp festgestellt werden (Sehe Tab. 2). Obwohl es auch
innerhab dieser 30 Stunden nach der Infektion zur Expresson der frihen E1-Gene kam, war
jedoch besonders die Expressonsrate des 55 kD E1B-Gens gegeniber T637 vermindert
(Marianna HOosd, pers Mittellung). Ein direkter Vergleich zwischen der transformierten
T637 Zdlinie und ener Populaion infizieter BHK21 Zdlen wa ohnehin nur unter
Vorbehdt mdglich, denn nicht dle der fur die Methylierungsandyse verwendeten BHK?21
Zdlen waren tatsichlich mit Ad12-infiziet worden. Unterschiede zwischen T637 und Ad12-
infizieten BHK21 Zdlen in der Expressongate der frihen E1B-Gene beruhten daher eher
aulf enem zahlenmdigen Unteschied EIB exprimierender Zdlen be infizieten und
transformierten BHK21 Zdlen.

Die Sequenzandyse der in T637 differentidl methylierten genomischen DNA-Segmente
fuhrte nur ba enem Klon zu ene Zuordnung. Klon T2 konnte ds Subklon aus der
endogenen Sequenz Intrazigernder-A-Patikd (IAP) identifiziert werden. Berets in friheren
Experimenten wurde in den IAP-Sequenzen von T637 ene verdandete Methylierung
nachgewiesen (Heler et a., 1995). Diese Daen unterstitzten welterhin die Effektivitét der
verwendeten MS-RDA Technik. Mittels der MS-RDA konnte man zdlul&re DNA-Segmente,
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in denen bereits eine Methylierungsanderung beschrieben wurde zuverléssg aus dem
Hamstergenom subklonieren. Die zusdizlich klonierten DNA-Segmente, zu denen keine
Homologie in ener der NCBI Daenbanken gefunden wurde, sammten zumeist von
repetitiven Sequenzen im Genom.

2.2 Modulation der Genexpression und DNA-Methylierung in
Bakteriophage Lambda-transgenen BHK21-Zellinien

In welchem Mad3e die Integration fremder DNA per se zu den vidfdtigen Verénderungen
in der Expresson und Mehylierung zdlulé&rer DNA in der trandformierten Zelinie T637
beigetragen hatte, konnte mit den Daten des vorigen Abschnittes nicht stringent beantwortet
werden. Der Integration der adenovirden DNA und die damit einhergehenden strukturellen
Verdanderungen des Chromatins konnte jedoch schon in diesen Experimenten eine grof3ere
Bedeutung bei der virden Onkogenese der Hamderzellen zugesprochen werden ds bisher
angenommen. Um die Integration ds Faktor isoliert betrachten zu kénnen, wurden BHK21-
Zdlinien etabliert, die transgen fir die DNA des Bakteriophagen Lambda und des fur die
Sdektion der Zdlen bendtigten pSV2neo Plasmides waren (Heler et a. 1995; Remus e 4.,
1999). Die DNA des Bakteriophagen Lambda wurde fur diese Experimente ausgewahit, da
ene Expression fremder Gene in der eukaryontischen Hamderzellinie ausgeschlossen
werden konnte. Der Integrationsstatus der fremden DNA (Bakteriophage Lambda und
pSV2neo Plasmid) wurde bereits detallliert beschrieben (Remus et a., 1999; Doktorarbeit
von Hilde Hdler, 1997; Doktorarbeit von Chrigina Kammer, 1995). Verdnderungen in der
DNA-Mehylierung zdluldrer DNA-Segmente in transgenen Zdlen konnten auf diese Weise
auf die Integration der fremden PhagenDNA zuriickgefihrt werden. In  friheren
Experimenten wurden die Zdlinien nach drefacher Einzdzdlklonierung etabliet und die
Methylierung in randomisiet ausgewdhlten, aber bekannten zdluld&en DNA-Segmenten
untersucht. Dabel konnte lediglich in enigen transgenen BHK21-Zdlinien eine geingfigige
Verdanderung in der Methylierung der Intrazisternalen A-Partikel, die mit ca. 900 Kopien pro
haploidem Genom vorkommen, festgestelt werden. Weitere DNA-Segmente, die in der
trandormieten Zdlinie T637 differentidl methyliet waren, zeigten in den untersuchten
Lambda-transgenen BHK 21 Zellen den normaen Methylierungsstatus.

Die Anwendung der beiden bereits beschriebenen Methoden zur Isolierung differentidl
exprimierter  (CDNA-Subtrektion) und methylieter (MS-RDA) DNA-Segmente schien
aufgrund dieser Datenlage erforderlich, um eine umfassendere Aussage zu erhdten, die einen
groferen Antell des Hamstergenoms einbezog.
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2.2.1 Differentielle Genexpression in den Bakteriophage L ambda-transgenen
BHK21-Zellinien 10 und 18

Die cDNA Subtraktion wurde wie unter Methoden (sehe 5.17) beschrieben durchgefihrt.
FUr jede der drel andyserten Lambda-transgenen BHK21-Zdlinien ( 7, | 10, | 18) wurden je
198 individuedle PCR-Klone nach einem Zyklus subtrektiver Hybridiserung mit Hilfe
reverser Northern-Andyse auf Dot-Blot Arrays sdektioniert und zum Tell fir Northern-Blot
Experimente verwendet (Abb. 4b).

Abbildung 4a gdlit die Dot-Blot Andyse mehrerer individudler PCR-Klone dar. Einige
dieser Klone (A6, B9, C8, E11, F11, F12) wiesen auf differentidl exprimierte Sequenzen in
der transgenen | 10-Linie hin. Nur etwa 3% der fUr die Dot-Blot Andyse verwendeten PCR
Klone, die nach Durchfihrung der cDNA Subtraktion isoliet wurden, zeigten ene
Expressonsveranderung in der transgenen Linie | 10 an. Fir eine genauere Auswertung der
Expressonsunterschiede zwischen der parentdlen und der transgenen BHK21-Zdlinie
wurden die positiven cDNA-KIlone in Northern-Blot Andysen verwendet (Abb. 4b).

Abb. 4a und 4b: Differentielle Genexpression in der Lambda-transgenen
BHK21-Zellinie | 10

PCR amplifizerte Differenzprodukte aus der cDNA Subtraktion mit | 10 und BHK21 wurden wie in der Legende
zu Abbildung 2a und 2b beschrieben in Dot-Blot Arrays selektioniert (4a) und zum Teil in Northern-Analysen
mit 2pug poly A mRNA analysiert (4b). Unterschiede in der Signalintensitat der Fragmentbanden wurden mit
Hilfe einer Phospoimager-Auswertung genauer evaluiert (siehe dazu auch Tabelle 3).

1 23456 7 8 9101112 1 23456 78 9101112
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Dabe wa es eaforderlich, mindestens 2ug poly (A) mRNA zu verwenden, um
Hybridiserungssgnde zu erhdten. In Northern Andysen mit bis zu 40ug cytoplasmatischer
RNA konnten keine Hybriserungssignde nachgewiesen werden. Die isolieten cDNA
Sequenzen dammten daher vermutlich von gering exprimierten Genen. Eine genauere
Evduierung der relativen mRNA-Niveaus efolgte mittds Phosphoimager-Anayse der in den
Northern-Blots erhdtenen Signde (dehe Tab. 3). Als Mengenkontralle fir die
elektrophoretisch getrennte poly (A) mRNA wurde [3-Actin verwendet.

Die Transkription der Gene (Sehe dazu Tab. 3), gemessen an den relativen mRNA-
Niveaus, war in der transgenen Zdlinie zum Tell hochreguliert worden (Klone B9, C8, F11)
oder stark vermindert (Klone A6, E11, F12).

Tabelle 3: Phospoimagerauswertung der Expressionsunterschiede zwischen
BHK21 und Lambda 10

Differentiell Signalverhaltnis von Signalverhéltnis  Expressions-
exprimierte Klone bActin derDifferenzklone niveau
PSL-Bkg PSL-Bkg normalisiert am
BHK: | 10 BHK: I 10 Niveau der [3-
Actin
Expression
A6 1:1,1 3,1:1 3,4 ()
B9 1:1,5 2,6:1 3,9 (+)
C8 1:1,5 1:4 2,5 (+)
E11l 31 keine Expression in 0
110
F11 31 2,4:1 0,6 (+)
F12 1:1,5 4,2:1 6,3 ()

PSL =, Photo stimulated luminiscence"

Bkg =" Background”, unspezifische Hinter grundstrahlung

(+) hohere Transkriptionsratealsin BHK 21

(-) niedrigere Transkriptionsratealsin BHK 21

Dabel reichten die reativen Expressonsunterschiede von 0,6 bis mehr ds 6-fach. Die
Expresson von Klon E11 war in dr transgenen BHK21 Linie nicht mehr nachweisbar. Die
Reaultate der Sequenzandyse und Datenbanksuche sind in der Tabelle 2 aufgefiihrt. Zwe der
sechs differentidl  exprimierten  Sequenzen konnten nicht anhand ener  Homologie zu
bekannten Datenbankeintrégen identifiziert werden.

Die differentidlen cDNA-Arrays in Abbildung 5a zeigten Seben cDNA-Segmente, die in
der tranggenen Zdlinie | 18 dtérker exprimiert wurden ds in der parentden BHK21-Zdlinie
Die Datenbankreferenzen einiger dieser cDNA-Klone sind ebenfdls in der Tabdle 2
aufgefihrt.
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Abb. 5a: Dot-Blot-Analyse der differentiell exprimierten Gene in der
transgenen BHK21-Zellinie | 18

cDNA-Praparationen aus der transgenen Zellinie |1 18 und der parentalen BHK21 Zellinie wurden wie im
Methodenteil dieser Arbeit beschrieben mit Hilfe der cDNA Subtraktion untersucht. Anreicherungsprodukte
wurden in den pGEM-T Vektor von Promega kloniert und nach PCR Amplifikation des Plasmid-Inserts wie in
der Legende =zu Abb. 2a beschrieben in DotBlot Arrays selektioniert. sieben Klone mit
Signalintensitatsunterschieden konnten identifiziert werden, die in weiteren Analysen genauer untersucht
wurden (siehe Abb. 5b und 5¢)

Sonde
Platte 1 Platte2
1 12 1 12
BHK21 cDNA
- I EXE KX I
. RN N
‘ I BT Q Lambda 18 cDNA
-’ T Y
« 00
L]
.e .
@ o @

Die Expressonsndyse bekannter Gene (DNA-Mehyltransferase der Maus (Dnmt),
ADPRT, R-Actin, IAP | und pSV2neo) zeigte keine Unterschiede zwischen | 18 und der
parentalen BHK21 Linie (Abb. 5b). Bel diesem Experiment dienten die beiden Gene ADPRT
und FActin ds Mengenkontrolle, um die Ergebnisse aus Abbildung 5a genauer auswerten zu
konnen. Zusdzlich wurde die Expression eniger Klone in NorthenBlot Experimenten
getestet, um die Daten der Dot-Blot Analysen zu bestétigen (Abb. 5¢). Auf die Bedeutung der
Expresson endogener |AP-Sequenzen des Hamgtergenoms wird in einem spéteren Kapitel
noch detalllierter eingegangen (Sehe 2.5). Es konnte jedoch eine geringe Expressonsrate von
IAPs in der normaen und der transgenen BHK?21 Linie nachgewiesen werden. Da IAPs ds
Trangposons im Genom agieren konnen, ist ihre Expression fur die kritische Betrachtung der
Daten von Bedeutung.
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Abb. 5b und 5c: Array mit positiven Klonen aus dem ersten Dot-Blot Screening

und Northern-Blot Analyse der Differenzklone

Reverse Northern Dot-blot Arrays mit vorselektionierten Differenzprodukten nach einem Zyklus cDNA
Subtraktion mit der | -transgenen Zellinie 118 (L18) als Tester und der parentalen Zellinie BHK21 (B) als
Driver. Die Differenzklone wurden zusammen mit bekannten Genen (DNA-Methyltransferase der Maus (Dnmt),
ADPRT, -Actin, IAPI oder pSV2neo) auf GeneScreen Plus Membranen immobilisiert. Die Membranen wurden
gegen PP-markierte cDNA-Bibliotheken aus 118 oder BHK21 hybridisiert. Einige Klone wurden zur
Verifizierung der Dot-Blot Daten in Norhern-Analysen mit 2ug poly (A") mRNA untersucht.

5b. ~ 5c.
%s: Pl 2
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80 4 10 29 31 32 35 58
.-
8 8 & & 85 8 P s
Lambda 18 cDNA Sonde 4
.‘ - W .
» .
e ¢ = s gge P— R-actin
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D”'m -

- .
~ < \g
5 Q
& 8 < &
2 ¢ 7]

&

In ener weiteren transgenen BHK21 Linie (I 7) konnte keine verdnderte Genexpression
nachgewiesen werden. In diessr Zdlinie konnte auch lange nach Beendigung der (G418
Sdektion eine Expresson der stabil in das Genom integrierten pSV2neo Sequenzen, die auch
bae weteren | -transgenen BHK21 Zdlinien getestet wurde, gezeigt werden. NatUrlich mufde
auch die Expresson der pSV2neo Sequenzen ds kritischer Faktor bel der Bewerung der
ehdtenen Daten mit enbezogen werden. Mehrere im Rahmen diesr Dissartation
untersuchten | - und pSV2neo-transgenen BHK21 Zdlinien, die auch nach Beendigung der
(G418-Sdektion  noch  pSV2neo-Expresson  aufwiesen, zeigten keine nachweisbaren
Vednderungen in der Methylierung oder Expresson zdlul&rer DNA-Sequenzen. Ein
generdller Einflul? des pSV2neo Expressonsproduktes auf die Methylierung und Expresson
konnte nicht nachgewiesen werden.

cDNA-Subklone, die von differentidl exprimierten Genen stammten, wurden zum Tell
auch fur die Andyse des Methylierungsstatus in diesen Genen verwendet. Ein Unterschied
zwischen der parentden BHK21 Linie und den | -transgenen Linien konnte jedoch be
keinem Differenzklon gefunden werden (Daten nicht gezeigt). Allerdings fehlte den fur die
Methylierungsstudien verwendeten cDNA-Fragmenten der Promotorbereich der klonierten
Gene, was fur ene funktiondle Anayse notwendig gewesen wére.
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2.2.2 Bakteriophagel -transgene BHK 21 Zellinien zeigen Veranderungen in
zellularen M ethylierungsmustern

Verdanderungen im Methylierungsmuster  zdlul&rer  DNA-Segmente wurden wie bereits
beschrieben mit Hilfe dr MS RDA aus dem Hamgergenom der experimentdlen BHK21
Linien isoliert. Insgesamt wurden sieben verschiedene | -transgene BHK21 Linien (1 6, | 7,
| 10, | 12, | 18-2, | 27) andysert. Jedoch in nur drel dieser Zdlinien ( 6, | 12, | 18) konnten
Verdnderungen der zdluldren DNA-Methylierung gefunden werden. Fir die Vorsdektion der
nach dem zweten MS RDA Zyklus klonierten Anreicherungsprodukte war jedoch die
Entwicklung eines neuen Screening-Verfahrens notwendig. Je nach analysierter | -transgener
Hamgezdlinie enthidt das Gemisch der Anrecherungsprodukte nur bis maxima 3%
podtiver Differenzklone, die in der Southern-Blot Andyse der Methylierungsmugter einen
Unterschied zwischen der parentden und der transgenen BHK21 Linie zeigten. Daher
wurden je 198 Klone wie bereits fur das Selektionsverfahren bei der cDNA Subtraktion in
Arrays auf podtiv gdadene Nylonmembranen aufgebracht. Die Membranen wurden dann
entweder gegen 3?P-markiete Amplicons vom Tester oder vom Driver hybridisert (zur
Durchfihrung dehe auch Methodentel). Klone, die mit hoher Wahrschenlichkeit von
differentidl methylieten DNA-Sequenzen dammten, wiesen nur auf ener der beden
Membranen en Sgnd auf oder auf einer der beiden Membranen konnte en schtbar
stérkeres Signd nachgewiesen werden. Negative Klone, die von Sequenzen stammten, deren
Methylierung an Hpall-Spdtaelen im Genom des Testers und Drivers identisch war, zeigten
auf beiden Membranen gleicheemaen ein Signd. Die Daten dieser Sdektionen wurden in
dieser Arbeit nicht gezeigt. Auf diese Weise wurden DNA-Segmente isoliert, die in Southern
Blot Andysen genomischer DNA Unterschiede in der Methylierung der | -transgenen und
normaen BHK21 Zdlen aufwiesen (Abb. 6). In der transgenen Zdlinie | 12 konnten vier
zumest repetitive DNA-Segmente nachgewiesen werden, die eine verénderte Methylierung
aufwiesen. In | 18-2 wurde mittels der MS-RDA eine Sequenz des endogenen 1AP-Genoms
isoliert. Der isolierte Bereich des IAP-Genoms zeigte in der transgenen Linie einen tbheren
Methylierungsgrad ds in der parentden BHK21 Zdlinie. In der transgenen Linie | 6 wurden
weitere  DNA-Sggmente mit  geringen  Methylierungsdnderungen  gefunden  (Daten  nicht
gezeigt). Aul}er dem Differenzklon 44 aus dem MS-RDA Experiment mit | 18-2 ds Driver
und BHK21 as Tester konnte keine der differentidl methylierten Sequenzen anhand einer
Datenbankhomologie identifiziert werden.
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Abb. 6: Die Bakteriophage Lambda DNA-transgenen Zellinien 12 und 18-2

zeigen Veranderungen im zellularen Methylierungsmuster

Die in den Southern-Blot Analysen verwendeten ®p_markierten Differenzklone wurden nach zwei Zyklen MS-
RDA erhalten. Je 5ug genomische DNA aus den transgenen Zellinien | 12 (12), 1 18-2 (L18-2) oder BHK21
(BHK) wurden mit Hpall (Hp), Mspl (M) oder Hhal (Hh) gespalten und in 1%-igen Agarosegelen tiber Nacht
getrennt. Nach Transfer auf positiv geladene Nylonmembranen wurde die immobilisierte DNA gegen radioaktiv
markierte individuelle Differenzklone hybridisiert. Schwarze Pfeile zeigen Unterschiede in den
Fragmentmustern an.

12 BHK BHK 12 BHK 12 BHK 12 L18 -2 BHK
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2.3 Kontrollexperimente

2.3.1 Kontrollen zur cDNA Subtraktionstechnik

Dem Prinzip der suppressiven subtraktiven Hybridiserung zufolge sollten  spezifisch
digenigen Gene angereichert und kloniert werden konnen, die ausschliefdich in der Tester-
Zdlinie exprimiert wurden. Sequenzen, die sowohl in der cDNA Praparation des Testers und
des Drivers vorkamen, wurden im Verlauf der cDNA Subtraktionsprozedur eiminiert.
Anhand bekannter Sequenzen, die entweder in beiden Zellinien exprimiert wurden (zB. 3
Actin) oder exogen der cDNA Prdparation des Testers zugesetzter Zidsequenzen konnte die
Effizienz der cDNA Subtraktion eines jeden Experimentes Uberprift werden. Als Zielsequenz
wurde die Rsal gespatene DNA des Bakteriophagen f X174 verwendet. Muskel-mRNA (von
Clontech gdliefert) wurde wie die experimentdle mRNA in cDNA umgeschrieben und
anchliel?end in zwe Portionen aufgetellt. Diese wurden nach Zugabe von ca 200 ng der
f X174-DNA zu nur einer Portion (Tester) der cDNA Subtraktion unterzogen. PCR Produkte
der Kontrollproben und der experimentellen Proben wurden anschlief3end zusammen mit den
nicht subtrahierten Kontrollen (-) in Agarosegelen eektrophoretisch getrennt (Abb. 73). Bel
der nicht subtrahierten Kontrolle wurden datistisch alle cDNA-Fragmente an beide Adapter
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ligesert und konnten somit exponentidl mittels PCR amplifiziet werden. Wéhrend die nicht
subtrahierte Kontrollprobe (Spur 5, Abb. 7a) einen cDNA-, Schmier* aufwies, konnten in der
subtrahierten Kontrolle lediglich die Zidfragmente von f X174 sSchtbar gemacht werden.
Zum Vergleich wurde eine bereits vom Hesdler mitgdieferte Fragmentkontrolle (Spur 7)
aufgetragen. Das Gd, das ebenfdls experimentele Proben ohne bekannte Zielsequenzen
trug, wurde anschliend in enem Southern-Blot Experiment gegen [3-Actin hybridisert
(Abb. 7b). Da -Actin sowohl im Tester ds auch im Driver exprimiert wurde, kam es zu
ener Abreicherung, die dlerdings bel den experimentellen Proben (Vergleich von Spur 1 mit
Spur 2 und Vergleich von Spur 3 mit 4) weniger effizient efolgte ds be der vom Herstdler
mitgelieferten Kontrolle (Vergleich von Spur 5 mit 6). Wenn die padld zu den
experimentdlen Proben mituntersuchte Kontrollprobe eine ausreichende Anreicherung der
Zidsequenz erkennen lield und RR-Actin bei den experimentellen Proben vermindert wurde,
konnten die Differenzklone wie oben beschrieben weiterverwendet werden.

7a. 7 6 5

4 3 2 1 Abb. 7a und 7b: Effizienz der
<o "'! cDNA Subtraktion

] i Inverse Darstellung eines mit
- e
A— = ' .
S e reaillt “
nw
X T b '

11 (Abb. 7a). Southern-Blot-Analyse mit &
09 Actin als *?P-markierter RActin Sonde
g;é (Abb. 7b). Anreicherungsprodukte nach
0.4 einem Zyklus cDNA Subtraktion (+) und
o8 die nicht subtrahierten Proben (-) wurden
: in einem 1%-igen Agarosegel getrennt.
ars — — — Nach Subtraktion der cDNA
pre Kontrolle 10 7 Préparationen aus den transgenen
BHK21 Zdlinien 17 (7) und 110 (10)
mit der parentalen BHK21 Zdlinie
konnte nur ein Produktschmier im Gel
detektiert werden. Als Kontrolle wurde

parallel eine cDNA Subtraktion mit
N » Muskel mRNA durchgefihrt (Kontrolle).
11— 09 Nach reverser Transkription dieser
E’_ 07 mRNA wurde die cDNA-Probe in zwei
r o Portionen aufgeteilt. Nur einer Portion

03 (Tester) wurden ca. 200 ng einer

bekannten Ziel-DNA (fX174-DNA mit

— — — — Rsal gespalten) zugesetzt. Die zu

- o= e 10 - erwartenden Anreicherungsprodukte der

Kontroll cDNA Subtraktion sind in der

von Hersteller des verwendeten cDNA

Subtraktions Kit (Clontech)

mitgelieferten  prasubtrahierten  Probe

(++/ pre) zu ekennen (Abb. 7a). Weitere
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2.3.2 Kontrolleder Expression in Einzelzellklonen von BHK 21

Da die Lambda DNA-tranggenen BHK21 Zdlinien von trandizieten Einzdzelklonen
abstammten, war es nicht auszuschliel}en, dald die beobachteten Expressionsverénderungen
bereits in der normaen BHK21 Zdlpopulation vorlagen. Durch Sdektion und Anreicherung
individudler tranggener Zelklone mit enem von der durchschnittlichen BHK21 Population
abweichenden Expressonsprofii  konnte ebenfdls der Eindruck ener  differentidlen
Genexpresson entstehen. Um ansatzweise die Mdoglichkelt auszuschliefien, dald beobachtete
Expressonsunterschiede zwischen transgenen und den parentden BHK21 Zdlen auf einem
Sdektionsartefakt  beruhten, wurden individudle Zelen der normaen BHK21 Population
dreifach einzelzellkloniert. Anschlielfend wurde getestet, ob zwischen den 20 verwendeten
Einzdzdlklonen Unterschiede in der Expresson derjenigen Gene vorlag, die in transgenen
Zdlen ene Expressonsveranderung gezeigt hatten. Jedoch konnte innerhdb der 20
Einzedzdlklone fir keinen der geaeten Differenzklone ene solche Verdanderung
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

2.3.3 Kontrolleder Effektivitdt der M S-RDA - Anreicherung bekannter
Zielsequenzen

Mit Hilfe der urspringlichen représentativen Differenzandyse (RDA) kdnnen DNA-
Segmente, die nur im Genom der Tester-Zdlinie vorhanden sind, jedoch nicht im Driver,
sdektiv amplifiziet und Kkloniert werden. Um mitteds der MS-RDA DNA-Bereiche isolieren
und klonieren zu konnen, die in beiden zu vergleichenden Zdlinien vorhanden waren und
gch nur durch ihren Mehylierungsstatus voneinander unterschieden, war die Anwendung
ene molekularen Vorsdektion eforderlich. Die Hpall-Spdtfragmente wurden dazu an
universdle Adapter ligaset und durch PCR amplifiziet. Die Bedingungen wahrend dieser
~Ampliconr PCR* wurden so gewdhlt, da3 nur kleine Spdtfragmente, die von gering
methylierten DNA-Segmenten stammten, vermehrt werden konnten. Lag im Tester in e@nem
bestimmten DNA-Bereich ene geringere Methylierung ds im Driver vor, so fehlten diese
Sequenzen im Amplicon des Drivers, wurden jedoch im Amplicon des Testers stark
amplifiziert. Im weteren Velauf der MS RDA wurden diese nur im Tester-Amplicon
exidierenden Sequenzen weliter angereichert und konnten so kloniert werden (sehe auch
Abb. 1 im Methodenteil). Um die molekulare Wirkungswveise der MS-RDA Uberprifen zu
konnen, wurden den unbehanddten genomischen DNA-Proben daher bekannte Zie-DNAs
zugesetzt, die nach Durchfihrung der MS-RDA nachgewiesen werden konnten. Das
lineariserte 6,7 kBp groRe pN3-Plasmid (sehe Methodentell) wurde dazu an Hpall-
Erkennungsdlen vormethyliet und die volldéndige Mehylieeung mit  Hilfe der
methylierungssensitiven Restriktionsendonuklease Hpall Uberpriift (Abb. 83).
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Abb. 8a: M-Hpall Methylierung des pN3-Plasmides

Kontrolle der vollsténdigen Methylierung der Hpall-Erkennungsstellen (siehe Methodenteil) des mit BamHI
linearisierten pN3-Plasmides. Vormethyliertes oder unmethyliertes pN3-Plasmid wurde mit Hpall (Hp) oder
Mspl (M) gespalten. Je 500 pg der Spaltfragmente wurden elektrophoretisch in einem 1%-igen Agarosegel
getrennt. Nach Transfer auf eine positiv geladene Nylonmembran wurde die immobilisierte DNA gegen das

32p.markierte pN3-Plasmid hybridisiert. Als Kontrolle wurde zusétzlich noch das BamHI-gespaltene pN3-
Plasmid aufgetragen (6,7 kBp).

o -

BamHI
Hb M Hp M

Vormethyliert

Die Southern-Blot-Analyse der dektrophoretisch getrennten Spatfragmente zeigt mit pN3
ds radioaktiver Sonde eine vollgdndige Vormethylierung. Die Mspl- und Hpall- Spatmuster
des unmethylierten linearisgerten Plasmides waren  identisch, wéhrend Hpall das
vormethylierte Plasmid nicht spaten konnte. Der genomischen DNA des Testers wurden
zwel  Genoméquivaente des unmethylieten lineariserten Plasmides zugesetzt und zwel
Genoméaguivaente des vormethylierten Plasmides zum Driver gegeben. Nach Durchfiihrung
der MS-RDA wurden je 500 ng der AmplicortProben des Testers (hier exemplarisch von den

transgenen BHK 21 Zdlinien | 6 (6) und | 26 (26) in Abb. 8b) und des Drivers BHK21 (B)
zusammen mit gleichen Mengen der Produkte nach enem (C1) und zwe Zyklen (C2) MS-
RDA dektrophoretisch getrennt. In einer Southern-Blot Andlyse efolgte der radioaktive
Nachweis der Anreicherung der unmethylierten exogenen Zielsequenzen des Testers (pN3).
In Abbildung 8b kann man erkennen, dad berets in den Tester-Amplicons Plasmid-
gezifiscche Signde nachzuweisen waren, wéahrend im  Driver-Amplicon ken Signd
ekennbar war. In den beiden Zyklen der MS-RDA Prozedur (C1 und C2) kam es
anchlielend zu einer darken Anreicherung eniger der Hpall-Plasmidfragmente (Abb. 8b).
Erst nach Uberprifung dieser Anreicherung wurden die Produkte aus dem zweiten MS-RDA
Zyklus weterverwendet. Be  unzureichender Anreicherung der  Plasmid-Zidfragmente
wurden die Proben verworfen.
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Abb. 8b: Anreicherung des pN3 Zielmolekiils durch MS-RDA

Amplicons der transgenen Testerzellinien |6 (6) und |26 (26) sowie der Driverzellinie BHK21 (B) wurden
zusammen mit Anreicherungsprodukten nach einem (C1) und nach zwei Zyken (C2) MSRDA in einem 1%-
igen Agarosegel getrennt (oberer Teil der Abbildung). Nach Transfer auf eine GeneScreen Plus Membran
wurden die immobilisierten DNA-Fragmente gegen das *?P-markierte pN3-Plasmid hybridisiert (unterer Teil
der Abbildung). Weitere Erklérung im Text.

26 6 Amplicons

Tester Tester

M c2 C1 c2 cC1 B 26 6

kb

2.3.4 Kontrolleder Adapterabspaltung bei der MS-RDA

Fur jeden Zyklus der MS-RDA wurde an die Spdt- oder PCR-Fragmente en neuer
Adapter ligasert. Dadurch sollte gewdhrleistet werden, dald exponentidl durch PCR
amplifiziete Fragmente spezifisch im Velauf der subtrektiven Hybridiserung sdektiert
worden waren. Wie effektiv die Abspatung der Adapteren beim Ubergang in einen weiteren
MS-RDA Zyklus wirklich war und in welchem Ma¥ es be den PCR-Resktionen zu
unspezifischen Produkten kam, wurde in dem in Abbildung 9 gezegten Experiment
Uberprift. Zunéchst wurde mit den Oligonukleotid-Primern fir den ersten (J) und zweiten (N)
Zyklus eine PCR mit 500 ng Hpall-gespdtener DNA von BHK21 und T637 as Matrize
durchgefiihrt. Die Abwesenheit schtbarer Amplifikationsprodukte in den Spuren 1 bis 4
zeigte, dald es im Hamgergenom keine unspezifischen Bindunggelen fir die vewendeten
Primer gab. Aus einem erden Zyklus MS-RDA mit BHK?21 ds Tester und T637 ds Driver
wurde das Produkt des ersten Zyklus mit Mspl gespdten, um den JAdapter des ersten
Zykluses zu entfernen. Nach Gdfiltration der Spatprodukte wurden Aliquots des Adapter-
freen Eluas fir ene PCR verwendet, in der die Oligonuklectide (Sehe Methodentell) R, J
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und N as Primer verwendet wurden (Spuren 5,6,7). Mit den R und JPrimern, die bereitsim
esten Zyklus und be der Hergelung der Amplicons verwendet wurden, kam es zur
Amplifikation der im Eluat erhdtenen Fragmente.

Abb. 9: Kontrolle der Adapterabspaltung bei der MS-RDA

Inverse Darstellung eines Ethidiumbromid geféarbten Agarosegels. Je 10pl-Aliquots von insgesamt 400ul PCR-
Volumen je Ansatz wurden elektrophoretisch getrennt. Die Template-DNAs trugen entweder keine Adapter (-)
oder den jeweils in dem entsprechenden MS-RDA Zyklus verwendeten Adapter (hier N oder J). Als Primer
dienten die fir Ampliconherstellung verwendeten R-Primer oder die im ersten (J) und zweiten (N) MS-RDA
Zyklus verwendeten Primer. Weitere Erklarungen im Text.

P2 PCR-1 C1/Mspl 1637 BHK21

Primer: N NR N J R N J N J
Adaptor:
1.1-

il

N J J - - - - -
I'h
l.'

100 9 8 7 6 5 4 3 2 1

R= Amplicon-Herstellung
J= erster Zyklus
N= zweiter Zyklus

Diese Amplifikation zeigte, dad die Adapterabspdtung nur unvollsdndig erfolgt war.
Allerdings konnten mit dem N-Primer, dessen Adapter N noch nicht verwendet wurde, keine
PCR-Produkte nachgewiesen werden (Spur 7). Die Notwendigkeit der Verwendung neuer
Adapter flr jeden neuen MS-RDA-Zyklus wurde durch diesss Experiment gezeigt. Als
Amplifikationskontrolle dienten die Produkte aus enem zweten Zyklus MSRDA mit
BHK?21 as Tester und T637 ds Driver (Spur 10).

235 Kontrolleder Sensitivitat der MS-RDA

Allen RDA-&hnlichen Techniken i gemein, da3 mit ihrer Hilfe Fragmentungleichheiten
sdektiv angereichert und Glechhaiten zwischen Tester und Driver diminiet werden. In
welchem Mal3e es besonders bei der MS-RDA zu unspezifischen Produkten kommen konnte,
sollte durch den Verglech zweier identischer BHK21-DNA-Proben Uberpriift werden. Dazu
wurde eine BHK21 DNA-Probe in zwe Portionen aufgetellt und eine Portion ds Tester und
die andere ds Driver wahrend der MS-RDA verwendet. Nach enem Zyklus sdektiver
Hybriserung und PCR konnten keine spezifischen Anreicherungsprodukte nachgewiesen
werden (Abb. 10), wahrend die Pogtivkontrolle (+-Kontrolle, T637 verglichen mit BHK21)
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nech glecher Anzahl an PCR-Zyklen darke Produktsgnde im Ethidiumbromid geférbten
Agarosegd erkennen lief3.

Abb. 10: Kontrolle der Sensitivitat der MS-RDA Prozedur

Inverse Darstellung eines mit Ethidiumbromid geférbten Agarosegels. Anreicherungsprodukte nach einem
Zyklus M SRDA mit zwei genomischen BHK21-Proben (BHKXBHK) oder T637 und BHK21 (+Kontrolle).

+ Kontrolle BHK x BHK

L1 -
-

LIBIH
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2.3.6 MS-RDA mit BHK 21 Einzelzellklonen

Die Selektion transgener BHK 21 Zellinien aus individuellen BHK 21 Einzellklonen konnte
ebenfalls zur Selektion von Zellen gefuhrt haben, deren zelluldarer Methylierungsphanotyp
nicht dem der durchschnittlichen BHK21 Population entsprach. Es mufite daher, soweit es
experimentelle Ansdtze zulief3en, Uberprift werden, ob Einzelzellklone von BHK?21 per se
Differenzen im Methylierungsstatus zellularer DNA-Segmente aufwiesen. Einerseits konnte
dazu in mehreren BHK21 Einzelzellklonen die Methylierung von DNA-Segmenten
untersucht werden, deren Methylierungsstatus in Bakteriophage Lambda DNA-transgenen
BHK21 Zdlen verdndert war (siehe dazu néchsten Abschnitt). Andererseits erschien es
eforderlich individuelle BHK21 Klone mittels MSRDA auf Differenzen im
Methylierungsmuster untereinander zu vergleichen. Die Ergebnisse zu diesem Experiment,
bel dem 20 verschiedene BHK?21 Einzelzellklone verwendet wurden, ist in Abbildung 11
dargestellt.

Abb. 11: MS-RDA Kontrollexperiment mit BHK21 Einzelzellklonen

Die DNA von je 9 verschiedenen BHK21 Einzelzellklonen (Klon 2 bis 10 und 11 bis 19) wurde gesammelt und
in zwei verschiedenen MS-RDA Experimenten mit den Einzelzellklonen 1 und 20 (beide als Driver eingesetzt)
als Tester eingesetzt. Die gesammelten Tester-DNAs wurden in Kontrollexperimenten mit Mspl gespalten und
mittels MS-RDA mit Hpall gespaltener Driver-DNA eingesetzt. Die nach Mspl-Spaltung erhaltenen Amplicons
der Tester-Proben (Spur 5 und 6) wiesen eine hohere Produktausbeute auf als die Hpall generierten
Amplicons (Spuren 7 und 8). Anreicherungsprodukte konnten nach einem Zyklus MS-RDA beim Vergleich der
Hpall-Amplicons (Klone 11 bis 19 verglichen mit Klon 20 und Klone 2 bis 10 verglichen mit Klon 1) nicht
nachgewiesen werden (Spur 3 und 4). Im Kontrollexperiment mit Mspl generierten Tester-Amplicons konnte in
zwei unabhangigen Experimenten ein vergleichbares Fragmentmuster der gelektrophoretisch getrennten PCR-
Produkte nachgewiesen werden (Spuren 1 und 2).

Anreicherungsprodukte Amplicons

Die DNA von je 9 verschiedenen BHK?21 Einzelzellklonen (Klon 2 bis 10 und Klon 11-
19) wurde dazu gesammelt und in zwei verschiedenen MS-RDA Ansdtzen mit Klon 1 und 20
as Tester eingesetzt. Nach dem ersten Zyklus MS-RDA konnten keine PCR-Produkte
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nachgewiesen werden (Spuren 3 und 4). Als Positivkontrolle wurde die DNA der Tester-
BHK21 Klone mit Mspl gespaten. Auf diese Weise sollte es mittels MS-RDA zur
Anreicherung von Spaltfragmenten kommen, da so selbst hochmethylierte DNA-Segmente in
kleinere amplifizierbare Fragmente gespalten wurden. Nach nur wenigen PCR Zyklen
konnten spezifische Produkte im Agarosegel sichtbar gemacht werden (Spuren 1 und 2 in
Abb. 11). Diese Daten unterstiitzten die Annahme, dal3 Unterschiede im Methylierungsmuster
in transgenen BHK21 Zdlinien tatschlich auf die Integration der fremden DNA
zurlickgeftihrt werden konnte.

2.3.7 Einzelzellklone von BHK 21 zeigen keine Unterschiedeim
Methylierungsstatus zellulérer DNA-Segmente, diein Lambda DNA-
transgenen BHK 21 Zellen differentiell methyliert waren

Bereits in friheren Arbeiten aus unserem Labor konnte gezeigt werden, dal3 DNA-
Segmente, diein| DNA-transgenen BHK21 Zellen eine veranderte M ethylierung aufwiesen,
in mehr as 60 individuellen BHK21 Zellklonen keine Methylierungsdnderung vorlag (Remus
et a., 1999).

M Hpall M Hpall M

Hpall M
10

Hpall

1 10 11 1 11

20

“Iﬂﬂmnﬂﬂauwm

“----'-HHH--
St —aﬂ

114 W

E LR
-H"H"'I--q---r

probe 79 probe 80

Abb. 12: Methylierung der Differenzklone in individuellen BHK21

Einzelzellklonen

Genomische DNA (5ug) aus 20 verschiedenen dreifach einzelzellklonierten BHK21 Linien wurde mit Hpall
oder Mspl (M) gespalten. Die DNA-Fragmente wurden tiber Nacht in 1%-igen Agarosegelen elektrophoretisch
getrennt und anschlieRend auf positiv geladene Nylonmembranen transferiert. Die Southern-Blots wurden
gegen ¥p_markierte DNA-Segmente, die in | -transgenen BHK21 Zellen eine differentielle Methylierung
zeigten, hybridisiert. Die beiden exemplarisch dargestellten Hybridisierungen mit den Differenzklonen 79 und
80 wurden in dem MS-RDA Experiment mit | 12 als Driver isoliert (vergleiche auch Fragmentmuster in
Abbildung 6)
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Diese notwendige Kontrolle ener mdoglichen natdrlichen Variation von
Methylierungsmustern in Einzelzellklonen von BHK 21 wurde auch im Rahmen dieser Arbeit
durchgefihrt. Keine der in | -transgenen Zellinien differentiell methylierten DNA-Bereiche
zeigte bei 20 BHK21 Einzelzelklonen eine Abweichung von der durchschnittlichen
Methylierung der BHK21 Population. Die Ergebnisse aus den Southern-Blot Analysen mit
den MS-RDA Klonen 79 und 80, die in der |-transgenen Zdlinie 12 eine
Methylierungsanderung zeigten (vergleiche auch Abb. 6), wurden exemplarisch dargestellt.

2.4 Entwicklung der Methylierungs-sensitiven Amplicon-
Subtraktion (MS-AS): Eine neue Strategie zur Isolierung
differentiell methylierter DNA-Fragmente aus komplexen
Genomen

Der Informationsgehalt des Saugetiergenoms wird durch die epigenetisch vererbbare
Modifikation der DNA-Methylierung stark erhoht. Die Methylgruppen kénnen Einflul® auf
die Interaktionen zwischen Proteinen und DNA nehmen, indem sie entweder die
Proteinbindung an die DNA verhindern oder erleichtern. Die kovalente Modifikation der
DNA-Methylierung hat besonders in Sdugetiergenomen Einflul} auf eine Reihe wichtiger
biologischer Prozesse wie z.B. Genexpression, Zd ldifferenzierung, Tumorgenese, parentales
Imprinting, Schutz vor fremder DNA, X-Chromosom Inaktivierung.

Die Entwicklung neuer Techniken, die zur Isolierung differentiell methylierter DNA-
Bereiche aus komplexen Genomen fuhren, wird hauptséchlich durch das Bestreben zur
Aufklarung dieser Prozef3e motiviert.

Durch die Anwendung der MS-RDA konnten eine Relhe von DNA-Fragmenten
angereichert und kloniert werden, die in | DNA-transgenen oder Adl12-transformierten
BHK?21 Zelen eine gegenuber der parentalen Zellinie veranderte Methylierung zeigten.
Jedoch handelte es sich bei den Differenzklonen um repetitive Sequenzen, die nur in
Ausnahmefdlen anhand einer Homologie zu bekannten Genen identifiziert werden konnten.
Repetitive Sequenzen, die keinen Methylierungsunterschied zwischen Tester und Driver
aufwiesen, hatten ebenfalls einen selektiven Vorteil bel der subtraktiven Hybridisierung und
infolge dessen auch bei anschliefRenden PCR-Reaktionen. Es war daher nicht verwunderlich,
dal3 vide der negativen MS-RDA Klone ohne Methylierungsunterschied repetitive
Sequenzen im Genom darstellten. Differentiell methylierte DNA-Segmente, die nur selten im
Genom vertreten waren, konnten nur im Verlaufe mehrerer aufeinanderfolgender Zyklen
subtraktiver Hybridisierung in ausreichendem Mal3e angereichert werden. Eine Abspaltung
der Adapter mit Mspl war erforderlich, um die Spezifitét der einzelnen Subtraktionsschritte
zu erhohen. Die Adapterabspaltung hatte alerdings auch zur Folge, dal3 Fragmente der
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Ampliconprésentationen in kleinere Fragmente gespalten wurden, da ale PCR-Produkte
unmethyliert waren. Die Reduktion der Fragmentgrof3e auf unter 200 Basenpaare konnte im
weiteren Verlauf der MS-RDA verhindern, dal3 diese urspringlich differentiell methylierten
Fragmente angereichert und kloniert werden konnten. Der Anteil positiver Klone nach zwel
Zyklen MS-RDA konnte sich dadurch ausgehend vom Amplicon drastisch verringern.

Es wurde daher untersucht, dal3 eine Methode, die eine Angleichung der
Fragmenthaufigkeiten im Amplicon erméglichen wirde und nur einen Zyklus subtraktiver
Hybridiserung bendtigte, die oben beschriebenen Nachtelle der MS-RDA abschwéchen
konnte. Bei der in diesem Kapitel beschriebenen Methylierungs-sensitiven Amplicon
Subtraktion (MSAS) wurde der eigentlich fir die Subtraktion von cDNA genutzte
Normalisierungsschritt zusammen mit einem suppressiven PCR-Schritt (Siebert et al., 1995)
auf genomische DNA angewendet. Genomische DNA vom Tester und vom Driver wurde
dazu mit Hpall gespaten. Die Spaltfragmente wurden an universelle Adapter ligasiert und
wie fur die MS-RDA beschrieben mittels PCR amplifiziert. Unterschiedliche Methylierung
der genomischen DNA des Testers und des Drivers hatte eine unterschiedliche
Fragmentprasentation in den Amplicons zur Folge. Durch Spaltung der Amplicorn-DNA mit
Rsal wurden die Adapter entfernt und DNA-Fragmente mit glatten Enden geschaffen. Im
folgenden Schritt wurde die Rsal gespaltene Amplicon DNA des Testersin zwel Portionen
aufgeteilt und jede Portion an unterschiedliche Adapter (R oder L) ligasiert (genaue
Durchfihrung siehe auch Methodenteil). Die beiden Adapter tragenden Testeramplicons
wurden anschlieffend getrennt mit einem Uberschul an Driver Amplicon (ohne Adapter)
gemischt, die Mischung denaturiert und bei 68°C eine erste Hybridisierung durchgefihrt
(siehe Abb. 13).
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Abb. 13: Prinzip der Methylierungs-sensitiven Amplicon-Subtraktion

Tester-Amplicon Driver-Amplicon Tester-Amplicon
mit Adapter L (im UberschuR) mit Adapter R

Zweite Hybrisierung: Mischung
der Proben, Zugabe von frisch
denaturiertem Driver, Annealing

I ee——
——
abcd + e
Auffullen der Adaptorenden
a

i

[n

Zugabe der Primer,
PCR-Amplifikation

a, d keine Amplifikation
B b->b  keine Amplifikation
[ lineare Amplifikation
- it -
5 I —ei’ 3 exponentielle Amplifikation
= 5

Eine Normaliserung oder anndhernde Angleichung der Fragmenthaufigkeiten im
Amplicon erfolgt durch Bildung der Homo-Hybrid-DNA Molekile (Abb. 13, b). Diese
erfolgt aufgrund der Kinetik zweiter Ordnung dieser Resktion fir repetitive Sequenzen
schneller. Darliber hinaus findet hier bereits eine Anreicherung von DNA-Fragmenten statt,
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die nur im Tester-Amplicon vorkommen (a). Gemeinsame Sequenzen des Testers und des
Drivers bilden Hetero-Hybride (c).

In der zweiten Hybridiserung werden die beiden Proben aus der ersten Hybridisierung
gemischt und frisch denaturierte Amplicon-DNA des Drivers zugegeben. Nur die
verbliebenen normaliserten und subtrahierten Einzelstrang-DNAs (a) snd zu einem
Reannedling befahigt und bilden (b)-, (c)- und neue (e)-Hybride. Die neugebildeten (e)-
Hybride (siehe Abb. 13) tragen unterschiedliche Adaptersequenzen an beiden Molekilenden,
die von den beiden Testerportionen stammen. Nur diese DNA-Molekiile konnen mittels PCR
exponentiell  amplifiziet werden. Typ (b)-Molekile tragen lange invertierte
Wiederholungssequenzen an den Enden, die eine stabile Sekundarstruktur nach jedem
Denaturierungs-Renaturierungs PCR-Schritt bilden konnen. Die daraus resultierenden
»panhandle-like"*-Strukturen (b”) kénnen nicht as Template fir eine exponentielle PCR
dienen, da das intramolekulare Reannealing der langeren Adaptersequenzen bevorzugt wird
und viel stabiler ist als das intermolekulare Annealing der Primer (Chenchik et al., 1996).

Darin besteht der suppressive PCR-Effekt.

241 MSAS-Anayse Adl12-transformierter und I DNA-transgener BHK 21
Zellen

Um enen Vergleich mit dr MS-RDA Methode zu schaffen, wurde die Adl2-
transformierte BHK 21 Zellinie T637 und die transgene Zellinie | 12 mit der MS-AS Methode
analysiert. Fir beide Zellinien waren bereits Methylierungsanderungen beschrieben worden
(s0.). Dabel wurde die parentale BHK21 Zdllinie in beiden Experimenten als Tester
eingesetzt.

Nach einem Zyklus MS-AS konnten sechs differentiell methylierte DNA-Fragmente
isoliert werden, die in T637 eine hoheren Methylierungsgrad aufwiesen as in normalen
BHK21 Zellen (Abb. 14). Mit der Phage | DNA-transgenen BHK?21 Zellinie 12 as Driver
konnten in einem ersten Ansatz vier differentiell methylierte DNA-Segmente isoliert werden.
Acht von insgesamt 11 unterschiedlich methylierten DNA-Segmenten aus beiden
Experimenten konnten anhand einer Datenbankhomologie zu bekannten Genen identifiziert
werden (Tab. 4). Ein besonderes Charakteristikum der Differenzklone war ihr hoher CG-
Gehalt, der meist Uber 50% lag. Der durchschnittliche CG-Gehadt des BHK21
Hamstergenoms lag bei 40%. Fast alle Differenzklone wiesen noch intakte Erkennungsstellen
fur Hpall (Mspl) auf. Diese DNA-Segmente wéren bel Anwendung der MS-RDA Prozedur
in mehrere kleine Fragmente mit Grof3en unter 100 Basenpaaren gespalten worden. Eine
Anreicherung solch kleiner Fragmente konnte in keinem MS-RDA Experiment beobachtet
werden.
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Abb.14: Isolierung differentiell methylierter DNA-Fragmente durch MS-AS
Genomische DNA (10pg) aus T637 und normalen BHK21 Zellen wurde mit Hpall (Hp), Hhal (Hh) oder Mspl
(M) gespalten. Die DNA-Fragmente wurden tber Nacht in 1%-igen Agarosegelen elektrophoretisch getrennt und
anschlleBend auf positiv geladene Nylonmembranen transferiert. Die DNA auf den Southern-Blots wurde gegen
¥p_markierte DNA- Segmente, die nach einem Zyklus MS-AS isoliert wurden, hybridisiert

T637 BHK21 T637 BHK21 T637 BHK21 T637 BHK21 T637 BHKZl T637 BHK21
Hh M Hp Hh M Hp Hh M Hp Hh M Hp Hh M Hp Hh M Hp M Hp M Hp M Hp M Hp M Hp M Hp

.

:‘:.

|

probe t3 t4 R-3 R-4

ST

)
e

Tab. 4: Zusammenfassung der Ergebnisse aus der MS-AS Analyse von T637
und Lambda 12

Zellinie Klon Datenbank Homologie Ubereinstimmung
T637 t3 IAP 455/462 (98%)
t4 Maus 45S pré rRNA Gen 123/125 (98%)
t7 IAP 268/274 (98%)
t9 Ratte Thymosin beta-4 mRNA 196/ 207 (95%)
R-1 Keine Keine
R-3 Mesocriteus auratus Klon e23 retrovirus- | 99/107 (93%)
ahnliches pol Protein mRNA
R-4 Humaner Hamster-Hybrid Cosmid Klon | 475/542 (88%)
38al3
Lambda | a6 IAP 214/222 (88%)
12 a73 Keine Keine
a83 Ratte Thymosin beta-4 mRNA 172/181 (95%)
a9l keine Keine

Um die Effizienz des MS-AS-Protokolls bei der Anreicherung differentiell methylierter
DNA-Fragmente zu untersuchen, wurden den unbehandelten genomischen DNA-Proben
exogene Zielmolekile beigeflgt. Die Anreicherung des pN3-Plasmides, das jewells in
unmethyliertem Zustand dem Tester und in methyliertem Zustand dem Driver zugefiigt
wurde, konnte in Southern-Blot Experimenten verfolgt werden (Abb. 15). Neben den
Ampliconproben (Spur 1 bis 4) und den Anreicherungsprodukten (Spur 6, 7, 8) nach einem
Zyklus MS-AS wurden auch die nicht subtrahierten Proben (Spur 5) gelelektrophoretisch
getrennt. Im BHK21 Tester-Amplicon (Spur 4) war ein Plasmid-spezifisches Signa
nachzuweisen, wahrend in den Driver-Amplicons keine oder zum Teil nur sehr schwache
Hybridiserungssignale zu erkennen waren. Ein Vergleich zwischen Tester-Amplicon und
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den Anreicherungsprodukten zeigte, dal3 in mehreren Experimenten mit unterschiedlichen
Zdlinien as Driver die pN3-Zidmolekile unterschiedlich angereichert wurden. Eine
Variation in der Anreicherung bekannter Zielmolekiile konnte bereits bei der MS-RDA-
Prozedur beobachtet werden. Differentiell methylierte, zelluld&re DNA-Segmente aus
verschiedenen MS-AS-Experimenten wurden jedoch in alen untersuchten Féllen spezifisch
durch die MS-AS-Prozedur angereichert (Daten nicht gezeigt).

Abb. 15: Anreicherung der pN3 Zielmolekule durch MS-AS

In drei unabhagigen MS-AS-Experimenten mit BHK 21 als Tester und den Zellinien T637 (T), 1 6 (6) und| 26
(26) as Driver wurde der genomischen Tester-DNA vor Spaltung mit Hpall 1 bis 2 Genoméaquivalente des
unmethylierten pN3-Plasmides zugesetzt (siehe auch Methodenteil). Eine gleiche Menge des M-Hpall
vormethylierten Plasmides wurde den genomischen Driver-Proben beigemischt. Ampliconproben (Spuren 1
bis 4) sowie subtrahierte Proben (Spuren 6, 7, 8) nach einem MS-AS Zyklus und die nicht subtrahierte
BHK21 Testerprobe (Spur 5) wurden elektrophoretisch in einem 1%-igen Agarosegel getrennt. Nach Transfer
auf eine GeneScreen Plus Membran wurde die DNA gegen das *?P-markierte pN3-Zielmolekiil hybridisiert.
Bei der nicht subtrahierten BHK21 Testerprobe wurden statistisch alle im Testeramplicon vorhandenen
Fragmente mittels PCR amplifiziert (siehe auch Methodenteil)

Subtrahiert Amplicons

pN3 T 26 6 - B T 26 6

9 8 7 65 4 3 2 1
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2.5 Intrazisternale-A-Partikel - Transposable Elemente in
Saugetiergenomen

Die Aktivierung von Promotoren parasitdrer Sequenzelemente (Transposons und
endogene Retroviren) kann zu Fehlregulationen benachbarter zelluléarer Gene und mittels
replikativer Transposition dieser Elemente zu neuen Mutationen fihren (Y oder et a., 1997).

Zu den aggressivsten parasitéren Sequenzen im Maus- und Hamstergenom gehdren die
Intrazisternalen-A-Partikel, defekte retrovirale Sequenzen, die normal erweise transkriptionell
inaktiv sind (Kuff und Lueders, 1988; Kazazian et a., 1998). Einige Arbeiten konnten zeigen,
dald der inaktive Status der ca. 2000 IAP Elemente im Maus- und Hamstergenom durch
Methylierung der LTR-Regionen kontrolliert wird (Kuff und Lueders, 1988).
Demethylierung der LTR-Regionen von IAPs kann zur Aktivierung dieser Elemente in
somatischen Geweben von Mausembryos fuhren (Walsh et a., 1998). Dabei erfolgt die
Transposition durch reverse Transkription eines RNA-Intermediates (Heidmann und
Heidmann, 1991).

Abb. 16: Position differentiell methylierter IAP Subklone im IAP-Genom
Schematische Darstellung eines IAP-Genoms (7951 Bp Grofe) unter Angabe der Hpall-Erkennungsstellen
sowie der Position methylierbarer 5'-CpG-3" Dinukleotide. Die Positionen verschiedener Differenzklone, die
in MSAS oder MS-RDA-Experimenten mit verschiedenen Zellinien isoliert wurden, sind durch farbige
Pfeile gekennzeichnet. Alle differentiell methylierten Klone positionieren sich in eéinem Bereich mit hoher
CpG-Dichte, der zum 1API-Bereich des | AP-Genoms gehort. Alle Differenzklone kniipfen an das erste offene
Leseraster (ORF) an, von dem aus die |AP-Transkription startet.
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Vor diesem Hintergrund ist eine Betrachtung transposabler Elemente als kritische
Faktoren bei der Bewertung transgener oder transformierter Systeme und bel den in dieser
Arbeit durchgefuhrten Analysen erforderlich. Interessanterweise stammen viele der mittels
MS-RDA oder MS-AS isolierten differentiell methylierten DNA-Fragmente aus einer CpG-
reichen Region (IAP I-Region) des IAP Genoms (siehe Abb. 16).

Der Bereich, aus dem diese Differenzklone isoliert wurden, schliefdt sich an die 5-LTR
Region an und Uberlappt zum Teil mit dem offenen Leseraster 1 (ORF1), von dem aus die
Transkription der IAP Elemente startet. Der mehrfach klonierte Bereich des |AP-Genoms
mul3 unmethyliert vorgelegen haben und mdglicherweise von aktiven 1AP-Elementen
stammen. In der Tat konnte in | DNA-transgenen und in BHK?21 Zellen eine geringe IAP-
Transkriptionsrate nachgewiesen werden (siehe auch Abb. 5b). Allerdings konnte keine
Veranderung der Expressionsrate in | DNA-transgenen Zellen beobachtet werden. Dennoch
kann man nicht ausschlief3en, dal3 durch die Integration der exogen zugefiigten fremden DNA
(I oder Ad12) IAP-Elemente im BHK21 Genom aktiviert worden sind. Die Transposition
aktivierter 1APs zu anderen zelluldren DNA-Bereichen konnte als Sekundérereignis zu
Veranderungen in der Methylierung oder Expression dieser zellularen DNA-Bereiche gefiihrt
haben. Transposable Elemente im Genom konnten daher nicht nur als mdgliche
Zielsequenzen fur Veranderungen durch die Integration fremder DNA betrachtet werden,
sondern auch als Faktoren, die diese Veranderungen hervorrufen.
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2.6 Veradnderung im Methylierungsmuster zellularer Gene in
transgenen Mausen

Durch Untersuchungen an Zellen in Zellkultur konnte gezeigt werden, dal3 sich nach der
Integration der Fremd-DNA (Ad12-, Plasmid- und Lambda-DNA) in das Wirtsgenom
Verdnderungen im Methylierungss und Expressionsmuster zelluldrer DNA-Sequenzen
ergeben konnen (Heller et a., 1995; Kammer et al., 1997; Remus et a., 1999; Mller et al.,
200X). Die Auswirkungen dieser Verdnderungen blieben nicht auf das Chromosom
beschrankt, in dem die Integration der fremden DNA stattgefunden hatte.

In der vorliegenden Dissertation und im Rahmen friherer Arbeiten (Diplomarbeit von
Knut Mller, 1997) wurden transgene Mause daraufhin untersucht, ob die Integration fremder
DNA in das Mausgenom zu Methylierungsdnderungen in zelluldren DNA-Bereichen fihren
konnte. Das Einbringen fremder DNA in das Mausgenom durch Mikroinjektion in einen der
Vorkerne der befruchteten Eizelle wurde bereits 1980 von Gordon und Mitarbeitern
beschrieben (Gordon et a., 1980). Seitdem findet diese Technik ohne signifikante
Anderungen weltweit Anwendung. Sehr haufig integriert die injizierte Fremd-DNA in
mehreren Kopien in einer kolinearen Anordnung an einer zufélligen Stelle des Wirtsgenoms.
Identische Eigenschaften des Integrationsvorganges konnten auch bei Sdugerzellen in
Zellkultur nachgewiesen werden (Bishop u. Smith, 1989). Ein Vergleich der Daten, die bei
Untersuchungen von Zellen in Zelkultur erhalten wurden, mit Daten aus Studien mit
transgenen Mausen ist jedoch nicht méglich, da sich im Verlauf der Embryonal entwicklung
gewebespezifische Methylierungs- und Expressionsmuster ausbilden und das Mausgenom
dabel auch strukturellen Veranderungen unterworfen ist. Daher war es bel den
Methylierungsstudien von besonderem Interesse, DNA aus verschiedenen Organen und
Geweben (Leber, Niere, Milz, Gehirn, Testes, Schwanz) der transgenen Tiere zu anaysieren.
Dabei sollte untersucht werden, ob Methylierungsdnderungen zellulérer DNA-Sequenzen
gewebespezifisch ausgepragt waren.

2.6.1 Veranderungen im Methylierungsmuster von pAD2E2AL-CAT
transgenen Mausen

Fur die Experimente stand DNA von Tieren aus vier verschiedenen pAD2E2AL-CAT
transgenen Maudlinien (Lettmann et al., 1991; Koetsier et al., 1995) zur Verfigung. Die
Grundertiere dieser Linien stammen aus Mikroinjektionsexperimenten, die mit befruchteten
B6D2r;-Oozyten (C57BL/6XDBA/2) durchgefiihrt wurden (befruchtet durch B6D2p;-
Mannchen). Das in diesen Experimenten injizierte 3324 Bp grofl3e DNA-Konstrukt (Abb. 17)
bestand aus dem spéten E2A-Promotor aus Adenovirus Typ 2, verbunden mit dem
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Chloramphenicol-Acetyltransferase-Gen (CAT) und dem Polyadenylierungssignal aus SV40
(Langner et al., 1986).

Abb. 17: Struktur des pAD2E2AL-CAT Transgens

(modifiziert Gbernommen aus der Inaugural Dissertation von Paul Koetsier, 1995)

pAd2E2AL-CAT
Transgen

H Ad2E2AL | CAT | SV40 polyA —]
0 _ 3324
100 Bp

In zwei der vier pAD2E2AL-CAT-transgenen Maudlinien (Linie 7-1 und 8-1) konnte eine
Abnahme im Methylierungsgrad von Interleukin-10 und Igf2r welches ein parentales
Imprinting zeigt, in Leber-DNA nachgewiesen werden (Abb. 18, 19a und 19b).

Abb. 18: Abnahme der Methylierung von Interleukin-10 und Igf2r in der

transgenen Mauslinie 8-1

Genomische DNA (20ug) aus der Leber transgener Mause der 8-1 Linie und von nicht-transgenen
Kontrolltieren (B6D2r;) wurde mit BamHI und Hpall (Hp), mit BamHI und Mspl (M) oder nur mit BamHI (-)
gespalten. Die DNA-Fragmente wurden tUber Nacht in 1%-igen Agarosegelen elektrophoretisch getrennt und
anschlieBend auf positiv geladene Nylonmembranen transferiert. Die Southern-Blots wurden gegen die ¥p.
markierten DNA-Sonden Interleukin-10 (IL-10), Igf2r oder pBE1.1 (einem Glykosylasegen) hybridisiert. Alle
dargestellten Hybridisierungen wurden nacheinander mit derselben DNA-tragenden Nylonmembran
durchgefuhrt.
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Beide Gene wiesen ein partielles Methylierungsmuster auf, wodurch bei der Southern-
Blot Analyse sowohl grofie as auch kleine Spaltfragmente nachgewiesen werden konnten.
Dierelativen Intensitéten der Fragmentbanden waren proportional zum Methylierungsgrad in
diesen DNA-Bereichen (siehe auch Diplomarbeit von Knut Mller, 1997). Die mit BamHI
und der Methylierungs-sensitiven  Restriktionsendonuklease  Hpall  erhatenen
Fragmentmuster wurden mit den Fragmentmustern in der DNA aus nicht transgenen
Kontrolltieren verglichen.

Abb. 19a: Abnahme der Methylierung des Interleukin-10-Gens in der

transgenen Linie 7-1

Genomische DNA (20ug) aus der Leber transgener Mause der 7-1 Linie und nicht-transgener Kontrolltiere
(C57BL/6, DBA/2und B6D2¢;1) wurden mit BamHI und Hpall gespalten. Die weitere Durchfiihrung erfolgte wie
in der Legende zu Abbildung 18 beschrieben. Die schematischen Darstellungen zeigen einen Vergleich der in
Phosphoimager-Analysen erhaltenen %PSL-Werte (,Photo stimulated Luminiscence*) einzelner
Fragmentbanden im BamHI/Hpall-Spaltmuster der transgenen Tiere mit den Spaltmustern der Kontrolltiere.
Die Anordnung der Balken in den Balkendiagrammen entspricht der Spuranordnung im Autoradiogramm.
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Abb. 19b: Abnahme der Methylierung von Igf2r in der transgenen Linie 7-1
Genomische Leber-DNA Proben (20ug) aus transgenen Tieren der 7-1 Linie und und nicht transgener
Kontrolltiere (C57BL/6, DBA/2und B6D2¢;) wurden mit BamHI und Hpall gespalten. Die weitere Durchfuihrung
entsprach der in der Legende zu Abbildung 19a beschriebenen.

Da fur die Mikroinjektion Oozyten aus B6D2r-Méausen verwendet wurden, die einen
gemischten genetischen Stammhintergrund aufwiesen, wurden sowohl B6D2r;- as auch
DBA/2- und C57BL/6-Mé&use als Kontrollen verwendet. Innerhalb einer Kontrollgruppe von
bis zu 30 Kontrolltieren konnten keine Unterschiede im Methylierungsmuster von IL-10 und

|gf2r festgestellt werden (Abb. 20).

Abb. 20: Methylierungsstatus von IL-10 und Igf2r in Kontrolltieren

Genomische Leber-DNA (20ug) aus nicht transgenen Kontrolltieren (C57BL/6, DBA/2und B6D2¢;1) wurden mit
BamHI und Hpall gespalten. Die DNA-Fragmente wurden tiber Nacht in 1%-igen Agarosegelen elektrophoretisch
getrennt und anschlie3end auf positiv geladene Nylonmembranen transferiert. Die DNA auf den Southern-Blots
wurde gegen die ¥p_markierten DNA-Sonden Interleukin-10 oder Igf2r hybridisiert
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Die Untersuchung einer moglichen Variation des Methylierungsmusters in den beiden
Genen IL-10 und Igf2r sollte ausschlief3en, dald die in transgenen Tieren gefundenen
Veranderungen auf einen Methylierungspolymorphismus zurtickzufiihren waren. Durch
Phosphoimager-Analyse der Signalstérken (PSL = ,photo stimulated luminiscence”) jeder
Fragmentbande konnte der prozentuale Anteil jedes Signals an der Summe innerhalb einer
Spur berechnet werden (%PSL). Die prozentualen PSL-Werte einiger Fragmentbanden sind
in den Bakendiagrammen der Abbildungen 19a und 19b angegeben. Die Abnahme des
Methylierungsgrades des IL-10 Locus lag zwischen 11% und mehr al's 25% in den transgenen
Maudlinien 7-1 und 8-1. Im Igf2r-Gen betrug die Abnahme der Methylierung 10% bis 25% in
einzelnen Tieren. Diese Daten waren jeweils spezifisch fur bestimmte Tiere, d.h. Tiere mit
niedrigem Methylierungsgrad im IL-10-Gen zeigten zum Tell enen hohen
Methylierungsgrad in 1gf2r. In bis zu 10 weiteren zelluldren Genen, die in dieser Studie
analysiert wurden, konnten keine Methylierungsénderungen nachgewiesen werden. In
Abbildung 18 wurde exemplarisch das Resultat aus der Hybridisierung mit der pBEL.1-
Sonde, einer Glykosylase, aufgefuhrt. Mit der rehybridisierten Nylonmembran, die fur alle in
Abbildung 18 dargestellten Hybridisierungen verwendet wurde, konnte mit der pBEL.1-
Sonde in transgenen Tieren der 8-1-Linie keine Methylierungsdnderung nachgewiesen
werden.

2.6.2 Veranderungen im Methylierungsmuster von Phage Lambda
DNA-transgenen CD-1 Mausen

Die Generierung transgener Mé&use durch die Technik der Mikroinjektion erfordert keinen
Selektionsmarker. Das Mausmodell hat daher im Vergleich zu transgenen Zellen in
Zellkultur, die durch Kotransfektion des Transgens und eines Selektionsmarkers entstanden,
erhebliche Vortelle fir die Bewertung der experimentellen Daten. Ob die Integration von
Fremd-DNA per se zu Veranderungen in der DNA-Methylierung in transgenen Mé&usen
beitragen konnte, wurde in diesem Teil der Arbeit durch Verwendung von | -DNA (48 kBp)
als Transgen untersucht. Die prokaryotische DNA konnte als inerte DNA angesehen werden,
da keine Expression prokaryontischer Gene in der eukaryontischen Wirtszelle zu erwarten
war. Mause des CD-1 Stammes, die transgen fur die DNA des Bakteriophagen Lambda
waren, wurden in Kooperation mit Klaus Schughart (Strasbourg, damals GSF Minchen)
hergestellt. Die fur die Mikroinjektion in befruchtete CD-1 Oozyten verwendete | -DNA
wurde aus Caesiumchloridgradienten gereinigten Phagen gewonnen. Zur Vorbereitung wurde
Lambda-DNA mit Xhol in zwel Fragmente der Grof3e 33.5 und 15 kBp gespalten und Uber
Elu-Tip Saulen von Schleicher und Schuell gereinigt. Nachkommen, die aus den
Mikroinjektionsexperimenten hervorgegangen waren, wurde im Alter von 5 Wochen ein
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Stiick der Schwanzspitze abgenommen. Die daraus gewonnenen DNA-Proben wurden in
Southern-Blot Analysen mit Lambda-DNA als radioaktiv markierte Sonde auf die Integration
der injizierten Fremd-DNA untersucht. Transgene Tiere wurden zur Etablierung der
transgenen Maudlinien mit nicht-transgenen CD-1 Tieren gepaart und die Nachkommen (F1-
Generation) ebenfals auf ihre Transgenitét untersucht (Abb. 21). Aus dem dargestellten
Mikroinjektionsexperiment gingen zwel transgene Grundertiere (schwarze Kasten in Abb.
21) hervor.

Abb. 21: Integrationsstatus der Lambda DNA in transgenen CD-1 Mausen
Genomische DNA (20ug) aus der Schwanzspitze von 5 Wochen alten CD-1 Mause (F1-Generation) wurde mit
BamHI gespalten. Die DNA-Fragmente wurden Uber Nacht in 1%-igen Agarosegelen elektrophoretisch
getrennt und anschlieBend auf positiv geladene Nylonmembranen transferiert. Die DNA auf den Southern-
Blots wurden gegen die *’P-markierten DNA des Bakteriophagen Lambda hybridisiert.

Microinjektion

17 Zq
siowbooon F

GE TS S Eh A e e 5o 06 GE

BamHI

Das Transgen konnte stabil an die Nachkommen vererbt werden, d.h. das Spaltmuster in
der DNA transgener F1-Nachkommen glich dem parentalen Spaltmuster (nicht gezeigt). Fir
eine erste grobe Abschdtzung der Anzahl integrierter Kopien wurden 1 und 5
Genomaguivaente Lambda-DNA als Referenz verwendet (1 GE/ 5 GE). Die Intensitét der
Fragmente in den DNA-Spuren der Nachkommen von Griindertier #17 und #20 wies auf die
Integration von mehr as 5 Genoméaquivaenten hin. Die BamHI-Spaltmuster der DNA von
transgenen F1-Méause zeigten zusétzliche Fragmente, deren Laufverhalten nicht mit den
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Fragmenten in den Markerspuren Ubereinstimmte (,, Off-size*-Banden). Allerdings lief3 diese
Anayse keine Aussage dariber zu, ob Lambda-DNA an verschiedenen Stellen des
Wirtsgenoms oder rearrangierte Lambda-DNA an einer chromosomalen Stelle integriert
worden war. Da in der DNA aus beiden transgenen Linien #17 und #20 die Integration von
mindestens 5 Kopien der injizierten Lambda-DNA nachgewiesen wurde, waren somit
mindestens 242 Kilobasenpaare Fremd-DNA in die Wirtsgenome der CD-1 Maéuse
eingebracht worden.

26.21  Denovo Methylierung der integrierten Bakteriophagen | -DNA

Es zeigte sich, dal3 in allen fir die Untersuchung zellularer Methylierungsmuster
verwendeten Organe die Lambda-DNA de novo methyliert worden war (Abb. 22). Als
Referenz fir das Spaltmuster unmethylierter | -DNA wurden 1 und 2 Genoméaguivalente
Hpall oder Mspl gespaltene Lambda-DNA verwendet. Besonders in den Testes beider
transgener Grindertiere war die unmethyliert injizierte LambdaDNA stark de novo
methyliert worden. In den DNA-Spuren der transgenen Griindertiere #17 und #20 zeigte sich
eine sehr heterogene Signaverteilung, die von hoch- bis zu niedermolekularen Gréfien
reichte. Die in mehreren Kopien integrierte Fremd-DNA lag vermutlich zum Teil
hochmethyliert und zum Teil mit geringer Methylierung vor.
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v Abb. 22: De novo Methylierung
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2.6.22 Lambda-transgene Mause zeigen Hypermethylierung im 1gf2r-Gen

Wie fur die pAD2E2AL-CAT-transgenen Mause beschrieben wurde bei den | DNA-
transgenen CD-1 Tieren das Methylierungsmuster von bis zu 10 randomisiert ausgewahiten,
zelluldren Genen untersucht. Die Anwendung von MS-RDA oder MS-AS zur Isolierung
differentiell methylierter DNA-Segmente in | DNA-transgenen Mausen fuhrte lediglich zur
Klonierung mehrerer Loci, die in verschiedenen Tieren einen Restriktionsfragment-
Langenpolymorphismus (RFLP) in den Hpall-Erkennungsstellen aufwiesen (Daten nicht
gezeigt). Um eine Interferenz von RFLPs zu minimieren, wurden die DNAs mehrerer
Kontrolltiere gesammelt bel der Durchfiihrung der MS-RDA oder MS-AS eingesetzt.
Dennoch wurden ausschliefdich polymorphe DNA-Segmente angereichert und kloniert
(Daten nicht gezeigt). Die Anwendung subtraktiver Hybridisierungstechniken wie der RDA
oder MS-RDA fir eine vergleichende Analyse verschiedener Individuen wurde bisher nicht
beschrieben, abgesehen von Arbeiten, die spezifisch die Isolierung polymorpher Loci im
Genom zum Ziel hatten (Xu et a., 1996; Toyota et al., 1998).
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In dem randomisierten Ansatz wurde DNA aus Leber, Niere, Milz, Herz, Testes, Gehirn
und der Schwanzspitze der transgenen Tiere mit der DNA nicht transgener Kontrolltiere des
gleichen Wurfes, aber auch mit Kontrolltieren, die keinen Bezug zum
Mikroinjektionsexperiment hatten, verglichen. Im 1gf2r-Gen konnte mit einer 3 kBp grof3en
Sonde aus der Imprinted Region 2 dieses Locus, die nur auf dem maternalen Chromosom
methyliert ist, eine Hypermethylierung in der DNA der beiden transgenen Grindertiere #17
und #20 nachgewiesen werden (Abb. 23). Diese Methylierungsénderung zeigte sich jedoch
gewebespezifisch nur in DNA, die aus Herzmuskelgewebe gewonnen wurde. Alle weiteren
zellulden Gene, die in deser Studie andyset wurden, zeigten keine
Methylierungsanderung. Die DNA-tragenden Nylonmembranen wurden in mehreren
Experimenten mit verschiedenen DNA-Sonden hybridisiert. Da nur in Igf2r, nicht aber in
anderen untersuchten DNA-Bereichen eine Methylierungsdnderung gefunden wurde, konnte
eine unzureichende Spaltung der DNA mit Hpall oder Mspl als Ursache fir die gezeigten
Daten ausgeschlossen werden.



DISKUSSION

3 Diskussion

Die zentrale Frage der vorliegenden Arbeit war, ob die Integration fremder DNA in en
etabliertes Sdugergenom per se Verdnderungen in  zelluldren Expressions- und
Methylierungsmustern hervorrufen konnte. Die Ergebnisse friherer Untersuchungen an
Hamsterzellen, die transgen fir Ad12-, Plasmid- und Lambda-DNA waren, konnten bereits
Verdnderungen im Methylierungsstatus zelluldrer Gene nachweisen (Heller et a., 1995;
Remus et al., 1999). In diesen Experimenten wurden randomisiert ausgewahlte Gensonden fir
Southern-Blot Experimente verwendet, in denen die zu analysierenden genomischen DNA-
Proben mit Methylierungs-sensitiven Restriktionsendonukleasen gespalten wurden. Ein
Nachtell dieser zufélligen Testmethode war jedoch, dal3 nur wenige Gene und DNA-Segmente
untersucht werden konnten. Die Wahrscheinlichkeit, zelluldre Gene mit veranderten
Methylierungsphanotypen zu identifizieren, war daher a priori sehr gering. Da Unterschiede
aber selbst mit diesen Methoden gefunden wurden, lag die Vermutung nahe, dal3 erhebliche
Unterschiede im Genom zu finden sein konnten. In der Adenovirus Typ 12-transformierten
Zdlinie T637 wurden bereits in diesem zufélligen experimentellen Ansatz mehrere zelluldre
DNA-Segmente gefunden, deren Methylierungsstatus gegeniiber der parentalen BHK21
Zdlinie verandert worden war. Diese Tatsache zeigt, dal3 ein sehr hoher Antell zellulérer
Sequenzen in T637 eine veranderte Methylierung aufweisen mufdte. In zwei BHK21 Zelinien,
die transgen fur die DNA des Bakteriophagen A- und pSV2neo-DNA waren, konnten nur in
den Sequenzen der Intrazisternalen-A-Partikel geringe Verdnderungen gefunden werden.

Fur die vorliegende Arbeit wurde daher argumentiert, dal3 eine abschlief3ende oder
weitreichendere Aussage Uber mégliche Veranderungen im Methylierungsmuster transgener
BHK21 Zdlinien nur mit Anaysemethoden moglich waren, die selektiv differentiell
methylierte DNA-Segmente aus den zu untersuchenden Genomen idolieren konnten. Zu
diesem Zweck wurde die Methylierungs-sensitive reprasentative Differenzanalyse (MS-RDA)
(Ushijimaet a., 1997) etabliert und fur die Analyse von Ad12-DNA und A-DNA-transgenen
BHK21 Zdllen verwendet. Mit Hilfe der MS-RDA konnten in mehreren Zyklen subtraktiver
Hybridiserung DNA-Segmente angereichert werden, die in der Testerzellinie enen
geringeren Methylierungsgrad aufwiesen asin der Driverzdlinie.

Expressionsunterschiede zwischen transgenen und parentalen BHK21 Hamsterzellen wurden
mit Hilfe der cDNA Subtraktionstechnik (Diatchenko et a., 1996) ermittelt.

Die Anayse transgener Maudinien sollte die Fragestellung auf Saugerorganismen ausweiten
und Aufschlufd dartiber geben, ob mdgliche Methylierungsdnderung in zelluldren DNA-
Segmenten Organ-spezifisch auftraten oder in alen untersuchten Organen. Dadurch kénnten

55



DISKUSSION

Ruckschlisse auf den Zeitpunkt wéahrend der Embryonaentwicklung gezogen werden, zu
dem die Methylierungsénderungen stattgefunden hatten.

3.1 Veranderung im zellularen Methylierungsmuster von T637

Die Zdlinie T637 wurde durch Transformation von BHK21 mit dem humanen Adenovirus
Typ 12 (Ad12) hergestellt (Strohl et d., 1970). Diese Zdllinie tragt ca. 15 bis 20 Kopien des
adenoviralen Genoms an einer chromsomalen Lokalisation und zumindest die Gene der
virden E1-Region werden exprimiert (Ortin et a., 1976). Die E1 Region umfaldt die frihen
virden Gene und besteht aus zwei transkriptionellen Einheiten, E1A und E1B. Es konnte
gezeigt werden, da3 die Expresson der E1A- und E1B-Gene eine morphologische
Transformation der Wirtszelle zur Folge haben kann (Houweling et al., 1980). Anderungen im
Methylierungsmuster, die mittels MS-RDA Anayse identifiziert werden konnten (siehe
2.1.2), liefien sich daher nicht einheitlich auf einen Faktor zuriickfihren. Zum einen konnten
virde Faktoren zu diesen Veranderungen gefihrt haben. Andererseits konnte die mit der
Integration von ca. 511 bhis 682 Kilobasenpaaren viraler DNA einhergehende strukturelle
Veranderung des Wirtsgenoms zu weitreichenden Methylierungsanderungen gefuhrt haben.
Um indirekt Aufschlufd dartiber zu bekommen, welche der beiden diskutierten Faktoren
moglicherweise fur die beobachteten Methylierungsanderungen in T637 verantwortlich
waren, wurden Methylierungsstudien an zwei Revertantenzellinien (TR3 und TR12, die durch
teilweisen oder vollsténdigen Verlust der Ad12-Sequenzen aus T637 hervorgegangen waren)
von T637 durchgefuhrt. Zusétzlich wurden Ad12 infizierte BHK21 Zellen sowie Adl12-
transgene, aber nicht transformierte Zellinien (H-Ad12neo2/5) und eine weitere Adl2-
transformierte primére Hamsterzellinie (A2497-3) analysiert. Differenzklone, diein T637 eine
differentielle Methylierung zeigten, wurden as Hybridisierungssonden in Southern-Blot
Experimenten verwendet, in denen die genomischen DNA-Proben der oben genannten
Zdlinien mit Methylierungs-sensitiven Restriktionsendonukleasen gespalten wurde.

Mittels MS-RDA konnten in einem ersten Ansatz sechs DNA-Segmente isoliert werden,
die in T637 stérker methyliert waren as in BHK21. Der Differenzklon T1 (siehe Tab. 2)
zeigte in der Revertantenzellinie TR12, die durch tellweisen Verlust der Ad12-Sequenzen aus
T637 hervorgegangen war, das Methylierungsmuster der parentalen BHK21 Zellinie (sehe
Abb. 3b). Da die Revertantenzellinie TR12 nur noch wenige Kopien des adenoviralen
Genoms trug, konnte vermutet werden, da3 die Wiederherstellung des normalen
Methylierungsphanotyps auf den Verlust adenoviraler Faktoren zuriickzufiihren sai.
Allerdings zeigte die Revertantenzellinie TR3, in der keine Adl12-Sequenzen mehr
nachgewiesen werden konnten den in T637 gefundenen Methylierungsphénotyp. Es war daher
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wahrscheinlicher anzunehmen, dal3 in TR12 eine durch den Verlust der virden Sequenzen
verursachte strukturelle Verdnderung des Genoms zur Wiederherstellung des normalen
Methylierungsphdnotyps  beigetragen hatte. Da die Revertantenzellinien  durch
Einzelzellklonierung etabliert wurden, kénnte das in TR12 im Bereich des Differenzklons T1
gefundene Methylierungsmuster aus einem Zellpool selektioniert worden sein. Aul3erdem
bestand die Maoglichkeit, da? unterschiedliche strukturelle Veranderungen der
Chromatinstruktur durch Verlust von Ad12-DNA in den Revertanten zu unterschiedlichen
zelluléren Methylierungsphanotypen gefihrt hatte.

Die beiden Zelinie H-Ad12neo2 und H-Ad12neo5 waren durch Kotransfektion von
BHK21 mit Ad12- und pSV2neo Plasmid-DNA entstanden. In diesen beiden Z€llinien fehite
die E1 kodierende Region teilweise (H-Ad12neo5) oder vollstandig (H-Ad12neo2) und frihe
virale Transkripte waren nicht nachweisbar (Orend et al., 1995a). Das in T637 differentiell
methylierte DNA-Segment T12 (siehe Tab. 2) zeigte auch in diesen beiden Zellinien eine
gegeniber der BHK?21 Zellinie hoheren Methylierungsgrad. Bereits in friheren Arbeiten
unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dal3 die beiden Ad12-transgenen, aber nicht
transformierten  Zdlinien in seltenen Fdlen in den gleichen DNA-Segmenten
Methylierungsdnderungen zeigten, die auch in T637 veréndert waren (Heller et al., 1995). Es
ist daher anzunehmen, dal3 auf3er den frihen viralen Genprodukten noch weitere Faktoren wie
die Integration der Ad12-DNA zu veranderten zellul&ren Methylierungsmustern in transgenen
Zdlen fuhren konnten.

Ein welterer Hinweis darauf, dal3 die Integration der fremden (Ad12) DNA zu veranderten
zelluldren Methylierungsmustern fiihren konnte, ergab sich bei der Analyse einer weiteren
transformierten primaren Hamsterzellinie. In A2497-3 zeigten vier unterschiedliche DNA-
Bereiche, die in T637 differentiel methyliert waren, den Methylierungsphanotyp der
parentalen BHK 21 Zellen (siehe Tab. 2). Esist daher unwahrscheinlich anzunehmen, dal3 die
in T637 gefundenen Methylierungsanderungen ausschliefdich durch virae Faktoren
verursacht wurden. Moglicherweise entscheidet der Integrationsort der viradlen DNA und die
strukturelle Verénderung des Wirtsgenoms tber die Wirkung, die virale Faktoren im Zellkern
austiben kdnnen. Wenn man davon ausginge, dal? |6sliche Genprodukte in allen Bereichen des
Zellkerns gleichsam wirksam werden konnten, mifen in verschiedenen Ad12-
transformierten Zellinien gleiche Methylierungsénderungen gefunden werden. Jedoch zeigt
schon die Betrachtung einzelner Gene in verschiedenen Zdlinien, die entweder mit
Adenoviren transformiert oder infiziert wurden, dal3 der Einflul? friher viraler Genprodukte
auf die Expression spezifisch fir die gewahlten Testsysteme sein kann. Wéhrend die
Expression des c-myc-Gens in transenten Versuchen durch das adenovirale E1A-Protein
induziert wird (Hiebert et a., 1989, 1991; Lipp et a., 1989; Thalmeier et al., 1989), kommt es

57



DISKUSSION

nach Infektion von KB-Zellen mit Adenovirus Typ2 (Ad2) und in Ad-transformierten Zellen
zu einer Abnahme der c-myc Expression (Rosahl u. Doerfler, 1992; Timmers, 1988).

In der DNA von BHK21 Zelen, die mit Ad12 infiziert wurden, konnten keine
Methylierungsdnderungen in den zelluldren DNA-Segmenten nachgewiesen werden, die bei
T637 verdndert waren (siehe Tab. 2). Die Expression friher Gene in transformierten und
infizierten Zellen war vergleichbar (Heller et al., 1995). Allerdings war ein direkter Vergleich
infizierter und transformierter BHK21 Zellen nur unter Vorbehalt moglich. Zum einen
handelte es sich bel den infizierten Zellen um ein Zellgemisch, in dem nicht ale Zellen mit
Ad12 infiziert worden waren. Aul}erdem war die Zeitdauer, die die Zellen unter dem Einfluf3
viraer Faktoren standen, sehr viel geringer as bel der etablierten Ad12-transformierten T637
Linie. Esist vallig unklar, ob die in T637 beobachteten M ethylierungsanderungen unmittel bar
nach Integration der virden DNA stattgefunden hatten oder erst nach mehreren Zellpassagen
sukzessive etabliert wurden.

Zusammenfassend zeigen die Methylierungsstudien an Ad12-transgenen, -transformierten
und infizierten BHK 21 Zellen, dal3 die Integration der fremden DNA in das Wirtsgenom einen
entscheidenden Faktor bel der Verdnderung zelluldrer Methylierungsmuster darstellt. Viele
Studien zur viraden Onkogenese beschreiben Interaktionen zwischen virden und zelluldren
Proteinen, um Aufschluld Gber Transformationsereignisse zu erlangen. Der Einflu® der
Integration der viralen DNA per se wurde dabel meist vernachlassigt.

3.2 Verédnderung im zellularen Methylierungsmuster von A DNA-
transgenen BHK21 Zellen

Bereits fur frihere Arbeiten aus unserem Labor wurden BHK21 Zdlinien etabliert, die
transgen fir die Bakteriophagen Lambda und pSV2neo-DNA waren. Eine Vergleich dieser
Zellen mit den parentalen BHK 21 Zellen sollte zeigen, ob die Integration fremder DNA per se
zu Veranderungen in zdlul&ren Methylierungsmustern fihren konnte. Fir die MS-RDA
Analyse wurden fir die vorliegende Arbeit sieben A-transgene BHK 21 Zdllinien verwendet.
In drel dieser Zelinien (A6, A12, A18-2) konnten Verdnderungen in zeluldren
Methylierungsmustern gefunden werden (siehe 2.1.1). Nach Durchfihrung von zwei Zyklen
MS-RDA mit den A-transgenen Zdllinien as Driver und BHK21 als Tester wurde zunéchst
versucht, die klonierten Anreicherungsprodukte randomisiert als Hybridisierungssonden in
Southern-Blot Experimenten einzusetzen. Es zeigte sich jedoch, dal3 der Anteil von
Differenzklonen im Anreicherungspool nach zwei Zyklen MS-RDA noch sehr gering war.
Die Entwicklung eines verbesserten Selektions-Verfahrens war daher erforderlich (siehe
Methodenteil). Klonierte und PCR amplifizierte Anreicherungsprodukte wurden in Arrays auf
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positiv geladene Nylonmembranen aufgebracht. Die duplizierten Filter mit identischer
Klonanordnung wurden gegen *?P-markierte Amplicon-DNA des Testers (BHK21) oder
Drivers (A-DNA-transgene BHK21 Linie) hybridisiert. Anhand der
Signalintensitétsunterschiede zwischen Tester und Driver konnten Klone identifiziert werden,
die mit hoher Wahrscheinlichkeit von differentiell methylierten DNA-Segmenten stammten.
Maximal konnten 2% positive Klone in einzelnen Experimenten von jeweils 198 getesteten
Anreicherungsprodukten pro Ansatz identifiziert werden. Um den Methylierungsgrad der im
Dot-Blot selektionierten Klone in genomischer DNA von transgenen und parentalen BHK 21
zu testen, wurden die Differenzklone in Southern-Blot Experimenten als
Hybridisierungssonden eingesetzt (siehe Abb. 6).

In mehreren A DNA-transgenen Linien, in denen in friheren Arbeiten in randomisierten
Ansétzen keine Methylierungsdnderung nachgewiesen werden konnten, konnte mit Hilfe der
MS-RDA differentiell methylierte zelluldre DNA-Segmente identifiziert werden. Diese Daten
zeigen die Effektivitdt der MS-RDA Methode, selektiv differentiell methylierte DNA-
Fragmente aus komplexen Genomen anreichern zu kénnen. Ein Anteil der vorselektionierten
Anreicherungsprodukte  zeigte jedoch in  der Southern-Blot Analyse keinen
M ethylierungsunterschied zwischen der Tester- und der Driverzdlinie.

Die in den A DNA-transgenen BHK21 Zdlinien gefundenen differentiell methylierten
DNA-Segmente unterstiitzen die Annahme, dal3 die Integration fremder DNA per se zu
Veranderungen im Methylierungsmuster zelluldrer Gene fuhren konnten. Bei den aus MS
RDA Experimenten mit A DNA-transgenen BHK21 Zdlinien isolierten differentiell
methylierten DNA-Segmente handelte es sich meist um repetitive Sequenzen im Genom.
Diese Aussage konnte aufgrund der starken Hybridiserungssignae der komplexen
Fragmentmuster in Southern-Blot Analysen gemacht werden. Wenn diese repetitiven
Seguenzen den Methylierungsstatus des sie umgebenden Chromatins reflektierten, so waren
in diesen A-transgenen Zellinien wahrscheinlich eine grof3ere Zahl zelluldrer DNA-Bereiche
veréndert worden. Es konnte gezeigt werden, dal3 der Methylierungs- und Expressionsstatus
proretroviraler Elemente im Genom durch den Methylierungs- und Expressionsstatus des
umgebenden Chromatins beeinflufd werden kann (Jahner u. Jaghnisch, 1985).

In Kontrollexperimenten wurde untersucht, ob individuelle BHK 21 Einzelzellklone in den
DNA-Segmenten der Differenzklone das Methylierungsmuster der parentalen BHK21 Linie
zeigten. Diese Experimente waren erforderlich, well alle A DNA-transgenen Zellinien durch
Einzelzellklonierung transfizierter BHK21 Zellen etabliert worden waren. Dabel hétte es zur
Selektion eines Methylierungsphanotyps kommen konnen, der von der durchschnittlichen
BHK?21 ZdIpopulation abwich. Jedoch zeigten die 20 verwendeten BHK21 Einzelzellklone
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keine Abweichung vom Methylierungsmuster der BHK21 Mischpopulation (siehe 2.1.2 und
Abb. 12). Natirlich kénnen diese Kontrollexperimente nicht vollstdndig die Moglichkeit
ausschlief3en, dald3 Einzelzellklone mit bestimmten Methylierungsphanotypen selektioniert
worden waren. Wenn jedoch ein genomischer DNA-Bereich untersucht worden wére, der
auch in somatischen Zellen ein sehr polymorphes M ethylierungsmuster aufwiese, hétte bereits
eine kleine Auswahl individueller Einzelzellklone diese Unterschiede erkennen lassen.

Durch Anwendung der MS-RDA Methode wurde weiterhin untersucht, ob Einzelzellklone
von BHK21 per se Differenzen im zelluldren Methylierungsphénotyp zeigten. Dazu wurden
genomische DNA-Proben aus 20 verschiedenen Einzelzellklonen in zwel MS-RDA
Experimenten untersucht (siehe 2.1.1). Nach einem Zyklus MS-RDA konnten beim Vergleich
der Einzelzellklone jedoch keine Anreicherungsprodukte erhalten werden (siehe Abb. 11).
Das Ergebnis dieses Experiments blieb unabhangig von der Anzahl der PCR-Zyklen, die fur
den esen MSRDA Zyklus verwendet wurde. Die Methylierungsphanotypen der
untersuchten BHK 21 Zellklone zeigten vermutlich keine signifikanten Unterschiede in der
Methylierung von Hpall-Erkennungsstellen. Es bleibt jedoch nicht auszuschlief3en, dal DNA-
Sequenzen ausserhalb von Hpall-Erkennungsstellen in der BHK 21 Zellklonen unterschiedlich
methyliert waren.

Weiterhin wurde fir jede der verwendeten A-transgenen BHK21 Zellinien getestet, ob die
kointegrierten pSV2neo-Sequenzen, die fur die Selektion der Zellen bendtigt wurden, noch
transkriptionell aktiv waren (Daten nicht gezeigt). Zum einen wurde die Wachstumsfahigkeit
der Zdlen auf sdlektivem Medium (G418-Selektion), aber auch die Expression des
Resistenzmarkers in Northern-Blot Anaysen untersucht. Diese Experimente sollten kléren, ob
zum Zeitpunkt der Untersuchung der zelluléaren Methylierungs- oder Expressionsmuster noch
Genprodukte des integrierten Selektionsmarkers festzustellen waren. Selektierbare
Markerkassetten werden regelmaldig fur stabile Transfektionen und Infektionen verwendet. In
einigen Arbeiten konnte jedoch nachgewiesen werden, dal3 die Expression der Neomycin-
Resistenz zu Veranderungen im Genexpressionsmuster fuhren kann (Vaera et a., 1994).
Diese Verdnderungen konnten auch dann nachgewiesen werden, wenn das transfizierte
Markerkonstrukt nicht stabil integriert worden war. Eine stabile Integration konnte
andererseits zu Verénderungen in der Expresson von Genen fiuhren, die bis zu 100
Kilobasenpaare von der transkriptionell aktiven Markerkassette entfernt lagen (Pham et al.,
1996). Der EinfluR der Neomycinresistenzmarker mufdte auch bel der Bewertung der
vorliegenden Experimente beachtet werden. Es zeigte sich jedoch, dal3 in A DNA-transgenen
Zdlinien, die auf selektiven Medium wachstumsfahig waren und in Northern-Blot Analysen
eine Expresson des Resstenzmarkers zeigten, keine Veranderungen im zelluldren
Methylierungs- oder Expressionsmuster nachgewiesen werden konnte. Andererseits konnten
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in A DNA-transgenen BHK21 Zédllinien, die keine Resistenz gegen G418 aufwiesen, zdlulére
DNA-Bereiche mit verdnderten Methylierugss oder Expressionsmustern nachgewiesen
werden (siehe z.B. A12 in Abb.6 und A18 in Abb. 5). Ein direkter Einflufd der Expression des
Resistenzmarkers auf die gefundenen Methylierungss und Expressionsverdnderungen in
transgenen BHK 21 Linien 1&% sich durch diese Daten fir den Zeitpunkt der experimentellen
Durchfiihrung der MS-RDA oder cDNA Subtraktion ausschlief?en. Welche Verdnderungen
jedoch bereits wahrend der ersten Selektion der mit A-DNA und pSV2neo DNA transfizierten
BHK?21 Zdlen etabliert wurden, konnte durch diese Kontrollexperimente nicht erfal3t werden.
Fur die Bewertung der in dieser und in friheren Arbeiten zu diesem Thema durchgefthrten
Experimente (Heller et a., 1995, Remus et a., 1999) wére die Generierung von
Bakteriophage Lambda DNA-transgenen BHK?21 Zédllinien von Vorteil gewesen, die keinen
Selektionsmarker tragen. Eine Selektion von Zellen, die stabil transfiziert wurden, nur
aufgrund der Anwesenheit einer exogenen DNA, von der kein nachweisbares Genprodukt
gebildet wird, stellt zur Zeit noch ein technisches Problem dar. In der Vergangenheit wurdein
einem ersten Ansatz versucht, nach Transfektion von Bakteriophage Lambda DNA eine
zufdlige Einzelzellklonierung durchzufihren und die Integration der fremden DNA in
BHK?21 Zelen mittels Southern-Blot nachzuweisen (durchgeftihrt von Ralph Remus). Aus
diesen Experimenten konnten aber, mdglicherweise aufgrund der  geringen
Transfektionseffizienz, keine A DNA-transgenen Zellen identifiziert und etabliert werden.

3.3 Veréanderte Genexpression in A DNA-transgenen BHK?21 Zellen

Mit Hilfe der cDNA Subtraktionstechnik (Diatchenko et a., 1996) wurde untersucht, ob
sich in BHK21 Zdlen, die transgen fur Lambda- und pSV2neo-DNA waren, zelulére
Expressionsmuster verandert hatten. In den transgenen BHK 21 Hamsterzellinien A10 und A18
konnten mehrere differentiell exprimierte Gene identifiziert werden. Fir die Vorselektion der
nach einem Zyklus subtraktiver Hybridiserung vorliegenden Anreicherungsprodukte war
auch hier eine Vorselektion mittels reverser Nothern Dot-Blot Analyse erforderlich (siehe
Abb. 4a und 5a). Nur etwa 3% der in Dot-Blot Arrays analysierten Klone stellten
Differenzklone dar, die auch in Northern-Blot Anadysen einen Expressionsunterschied
zwischen den DNAS aus der transgenen und der parentalen BHK21 Zéllinie zeigten. In der
transgenen Zellinie A10 konnten aus 198 getesten Klone sechs differentiell exprimierte Gene
isoliert werden. Vier der sechs Gene konnten durch ihre Sequenzhomologie zu bekannten
Genen identifiziert werden (siehe Tab. 1). FUr einen Nachweis der Expressionsunterschiede in
Nothern-Blot Analysen war die Verwendung von mindestens 2 pg poly (A") mRNA
erforderlich (siehe Abb. 4b). Da mit bis zu 40 g cytoplasmatischer RNA keine oder nur
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schwer zu andysierende Signae erhalten wurden, handelte es sich vermutlich um schwach
transkribierte Gene. Wahrend in der Ad12-transformierten BHK21 Zellinie T637 einheitlich
Gene identifiziert wurden, deren Expression in T637 induziert wurde, konnte man in A10
sowohl eine Ab- as auch eine Zunahme der Genexpression feststellen. Eine Evaluierung der
Expressionsunterschiede mittels Phospoimageranalyse der in Nothern-Blots erhaltenen
Signale war erforderlich, da die Unterschiede der Expressionsniveaus zwischen BHK21 und
A10 in einigen Fédlen (Klon F11, Abb. 4) nur bei 0,6 lagen. Bel Klon E11 konnte eine
Abnahme der Transkriptionsrate in A10 auf ein in dieser Analyse nicht mehr nachweishares
Niveau festgestellt werden (Abb.4). Keine der differentiell exprimierten Gene zeigte
Unterschiede im Methylierungsmuster zwischen BHK21 und A10. Da jedoch nur die
klonierten cDNA-Fragmente als Hybridisierungssonden in Southern-Blot Analysen eingesetzt
wurden, konnte keine Aussage Uber die Methylierung im Promotorbereich der klonierten
Gene gemacht werden.

In der transgenen Zellinie A18 konnten in der Dot-Blot Analyse von 198 PCR
amplifizierten Anreicherungsprodukten nach einem Zyklus cDNA Subtraktion mindestens 7
Differenzklone nachgwiesen werden (siehe Abb. 53). Zusammen mit bekannten Genklonen
wurden diese moglichen Differenzklone in einem weiteren Dot-Blot Array analysiert (siehe
Abb. 5b). Da auf diesen Arrays, die gegen **P-markierte cDNA-Praparationen aus BHK21
oder A18 hybridisiert wurden, auch 3-Actin und ADPRT analysiert wurden, konnte eine
Aussage Uber die relativen Expressionsniveaus der Differenzklone gemacht werden. In
einigen Féllen wurden die Klone zusétzlich in Northern-Blot Analysen untersucht, um dieim
Dot-Blot festgestellten Expressionsunterschiede zu bestétigen (siehe Abb. 5¢).

In der A-transgenen Zellinie A18 und in BHK21 konnte eine geringe Expression der
Intrazisternalen-A-Partikel Sequenzen nachgewiesen werden (siehe Abb. 5b). Diese, wenn
auch schwache Expressionsrate, war ebenfalls entscheidend bei der Bewertung der in der
vorliegenden Arbeit gezeigten Daten. Obwohl IAP Elemente in somatischen Geweben der
Maus stark methyliert und inaktiv vorliegen (Kuff u. Lueders, 1988), findet man in
Tumorzellen und Zelen in Zellkultur zum Teil hohe IAP-Transkriptionsraten (Kuff, 1990).
Ob es be diesen beschriebenen Félen zu einer Genom-weiten Aktivierung von IAP
Elementen gekommen war, kann aufgrund der Komplexité der Expressonsmuster der
repetetiven Elemente nur schwer festgestellt werden. In Lebergeweben aternder Méuse
konnte die erhohte IAP-Transkription jedoch auf nur einen aktivierten Lokus zurlickgefuhrt
werden (Duppressoir et a., 1995; Puech et a., 1997). Da es sich be IAP-Elementen um
Retrotransposons handelt, deren Transposition durch ihre Transkription gesteuert wird
(Duppressoir u. Heidmann, 1997), konnte man auch in den untersuchten A-transgenen und
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paentalen BHK21 Transpositionsereignisse durch aktive 1APs ewarten. Diese
Betrachtungsweise impliziert, dal’3 das Hamstergenom der untersuchten Zellen in Zellkultur
per se Veranderungen durch endogene IAP-Elemente unterworfen war. In ener Arbeit von
Duhl und Mitarbeitern (1994) konnte gezeigt werden, dal3 IAP-Insertionen im Genom in der
Nachbarschaft zellulérer Gene zur veranderten Methylierung und Expression dieser Gene
fuhren kann. Die IAP-Integration in die Nachbarschaft des Agouti-Lokus der Maus, der
normalerweise zur Pigmentierung des Fells beitrégt, kann dazu fuhren, dal3 der das Agouti-
Gen Eigenschaften eines Onkogens annehmen kann, wenn er unter die Kontrolle des
Transposon-Promotors gestellt wird (Michaud et al., 1994). Differentielle Genexpression in A-
transgenen oder auch Adl2-transformierten BHK21 Zellen kann somit auch als mégliche
Folge einer Transposon-Insertion in die Nachbarschaft der betroffenen Gene verstanden
werden.

Andererseits konnte auch die Integration der Phage Lambda- und pSV2neo-DNA in das
Hamstergenom zu den beobachteten Genexpressionsdnderungen in A10 und A18 gefihrt
haben. Transpositionsergeignisse von AP oder anderen transposablen Elementen hétten durch
die Integration der exogen zugefihrten DNA induziert werden kénnen. Als Sekundérereignis
wére dann die Veradnderung in weiteren zelluldren DNA-Segmenten zu verstehen, die durch
neu inserierte Transposons hervorgerufen wurden.

Da die Moglichkeit bestand, dal3 Zellen die in Zelkulturflaschen wuchsen, abhéangig von
der Konfluenz des Zellrasens unterschiedliche zelluldre Expressionsmuster aufwiesen, wurden
die Zdlen von bis zu vier Zellpassagen bei einer Konfluenz von ca. 70% gesammelt. Poly
(A") mRNA aus diesen gesammelten Zellen wurde fur die cDNA Subtraktion eingesetzt.

Die transgenen BHK 21 Zdlinien wurden durch Kotransfektion von A- und pSV 2neo-DNA
in BHK21 Zellen unter Anwendung der Calciumphospat-Préazipitat-Methode (Graham u. van
der Eb, 1973; Southern u. Berg, 1982) hergestellt (durchgefthrt von Hilde Heller, Christina
Kammer und Ralph Remus). Es bestand die Moglichkeit, dal3 die Transfektionsprozedur per
se zu Verdnderungen in zeluléren Methylierungs- und Expressionsmustern geftihrt hatte. Es
wurde daher bereits in friheren Arbeiten untersucht, ob BHK21 Zelen, die der
Calciumphosphat-Prazipitat-Prozedur in Abwesenheit exogener DNA unterzogen wurden,
veradnderte zelluldre Methylierungsmuster aufwiesen. In den untersuchten repetitiven 1AP-
Sequenzen konnten keine durch die angewendete Transfektionsmethode verursachte
Anderungen festgestellt werden (Remus et al., 1999). In Experimenten, in denen eine
Liposom-vermittelte Transfektionsmethode verwendet wurde, konnte jedoch auch in Mock-
transfizierten Zellen eine Induktion von Interferon-stimulierten Genen festgestellt werden (Li
et a., 1998). Die in diessr Arbeit nachgewiesenen Verédnderungen in zeluldren
Methylierungs- und Expressionsmustern sind jedoch sehr wahrscheinlich nicht durch die
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experimentelle Prozedur verursacht wurden, die fir die Herstellung der transgenen BHK 21
Zéellen notwendig war.

3.4 Methylierungs-sensitive Amplicon Subtraktion (MS-AS): Eine
neue Strategie zur Isolierung differentiell methylierter DNA-
Segmente aus komplexen Genomen

Das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Protokoll der Methylierungs-sensitiven
Amplicon Subtraktion (MS-AS) dient der Isolierung differentiell methylierter DNA-
Fragmente aus zwel zu vergleichenden genomischen DNA Proben (siehe Methodenteil und
2.2). Das MS-AS Protokoll nutzt den fir die Subtraktion von cDNA-Préparationen
beschriebenen Normalisierungs- und suppressiven PCR-Schritt (Siebert et al. 1995), der unter
anderem fir die Isolierung seltener Transkripte Anwendung findet (Diatchenko et a., 1996).
Im Gegensatz zur MS-RDA-Methode (Ushijima et a., 1997) wird das Tester-Amplicon in
zwe Aliquots aufgetellt, die nach Ligasierung an verschiedene Adaptoren zunéchst getrennt
gegen einen UberschuRR an Driver-Amplicon hybridisiert werden (siehe Abb. 13). Da der
Hybridiserungsvorgang eine Reaktion zweiter Ordnung darstellt, konnen repetitive
Amplicon-Sequenzen des Testers, die keinen homologen Partner im Driver-Amplicon haben,
schneller Homodimere bilden (b-Molekile in Abb. 13) als selten vertretene Tester-Fragmente.
Dadurch wird die Konzentration einzelstrangiger repetitiver Ampliconsequenzen, die
ausschliefdlich im Tester vorkommen, der Konzentration einzelstrangiger Tester-Sequenzen
mit geringer Konzentration angeglichen. Durch Mischung beider Hybridisierungsansitze
koénnen sich doppelstrangige DNA-Fragmente des Testers bilden, die zwei unterschiedliche
Adaptoren an den Molekilenden tragen (e-Molekile in Abb. 13). Eine effiziente
Amplifikation der Hybrisierungsprodukte ist nur bei Molekilen mdglich, die beide Adaptoren
tragen. Homodimere mit nur einem Adaptortyp (b-Molekile in Abb. 13) konnen nicht
amplifiziert werden, da die Adaptoren an den Enden des DNA-Molekils gréfere Homologien
zueinander aufweisen (48 Basenpaare invertierte Wiederholungssequenzen) as die
verwendeten Primer zu den Adaptoren. Das intramolekulare Annealing der Adaptoren ist
stabiler as die Bildung von Primer-Template Hybriden bel der PCR, wodurch ene
exponentielle Amplifikation verhindert wird.

Eine Anwendung dieses von Siebet und Mitarbeitern  beschriebenen
Normalisierungsschritt (Siebert et al., 1995) fur die Isolierung von DNA-Segmenten, die
differentiell methyliert sind oder nur in einer von zwei zu vergleichenden genomischen DNA-
Proben vorkommen, wurde bisher nicht beschrieben. Da das MS-AS Protokoll nur einen
Zyklus subtraktiver Hybridisierung erforderte, waren die isolierten differentiell methylierten
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DNA-Fragmente haufig grof3er as Differenzklone aus MS-RDA Experimenten. Im Verlauf
der MS-RDA war fir jeden der bis zu drei Zyklen subtraktiver Hybridiserung die
Verwendung unterschiedlicher Adaptoren notwendig. Die Abspaltung der Adaptoren erfolgte
mit Mspl und flhrte ebenfalls zur Spatung der Ampliconfragmente. Hpall-
Erkennungsstellen, die in genomischer DNA methyliert vorlagen, waren in PCR generierten
Amplicon-Fragmenten unmethyliert und konnten so gespalten werden. Dadurch konnte esim
Verlauf der MS-RDA zum Verlust von differentiell methylierten DNA-Fragmenten kommen,
da Fragmente, die kleiner als 200 Basenpaare waren nur sehr ineffizient angereichert werden
konnten (Ushijimaet al., 1997). Bei sehr kleinen Molekilen kompetitiert das Reannealing der
homologen Einzelstrénge mit dem Primer-Annealing. Daher schien esvon Vorteil, in der MS-
AS Methode nur einen Zyklus subtraktiver Hybridiserung ohne Adaptorwechsel
durchzufihren. Nach MS-AS Analyse von Adl12-transformierten und A-transgenen BHK 21
Z€ellen konnten mehrere differentiell methylierte DNA-Fragmente isoliert werden (siehe Abb.
14 und Tab. 4). Viele der Differenzklone stammten aus CG-reichen Regionen mit einem CG-
Gehalt Uber 50%. Die Differenzklone wiesen mehrere intakte Hpall-Erkennungsstellen auf
und wéren im Verlauf einer MS-RDA Prozedur in kleinere Fragmente mit einer Grof3e von
zum Teil unter 100 Basenpaaren gespalten worden, was ihre Anreicherung ausgeschlossen
hétte. Zudem konnten 7 von 11 in den dargestellten MS-AS Analysen isolierten Klonen
aufgrund ihrer Homol ogie zu bekannten Genen oder DNA-Segmenten identifiziert werden.

Manche Gene besitzen im Promotorbereich Regionen mit CG-Anhaufungen (Yevin und
Razin, 1993) und haufig wird diese Eigenschaft genutzt, um neue Gene im Genom zu
identifizieren (Shago u. Giguere, 1996). Mdglicherweise waren viele der in den MS-AS
Anaysen gefundenen Differenzklone aufgrund ihres hohen CG-Gehadtes mit Genen
assoziiert. Die Isolierung differentiell methylierter DNA-Fragmente und ihrer Identifizierung
konnte durch Anwendung der MS-AS Methode erleichtert werden. Mit Hilfe der MS-AS
Methode konnten in Ad12-transformierten BHK21 Zellen und in der transgenen Zellinie A12
weitere differentiell methylierte Gene und DNA-Segmente identifiziert werden.

3.5 Veranderungen im Methylierungsmuster transgener Mause

3.5.1 Veranderungen in IL-10 und Igf2r Methylierungsmuster in pAD2E2AL-CAT-
transgenen Mausen

Bereits im Rahmen friherer Arbeiten wurde untersucht, ob die Integration fremder DNA
zu Veranderungen in zelluldren Methylierungsmustern in transgenen Tieren fuhren konnte
(Diplomarbeit von Knut Mdller, 1997). Die dabel anaysierten Tiere waren transgen fur ein
3324 Bp groles DNA-Konstrukt, bestehend aus dem spaten Promotor aus Adenovirus Typ 2,
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verbunden mit dem Chloramphenicol Acetyltransferase-Gen  (CAT) und dem
Polyadenylierungssignal aus SV40 (Langner et a., 1986). Die pAD2E2AL-CAT-transgenen
Maudinien wurden im Rahmen eines anderen Projektes zur Untersuchung der Beziehung
zwischen DNA-Methylierung und Promotoraktivitét in transgenen Méausen von Clarissa
Lettmann, damals in KoIn, hergestellt (Lettmann et al., 1991). Dazu wurde das unmethylierte
oder in vitro Hpall-vormethylierte DNA-Konstrukt in einen Vorkern der befruchteten
Oozyten injiziert. Die daraus resultierenden transgenen Mausdlinien trugen zwischen einer (6-
2-Linie) und mehr a's 20 Transgenkopien (8-1-Linie) im Genom integriert. Abhangig von der
chromosomalen Integrationsstelle (Positionseffekt) behielt das Transgen in den Grindertieren
das vorgegebene Methylierungsmuster bel, wurde de novo methyliert oder verlor teilweise die
Methylierung. Um transgene Maudlinien zu etablieren, wurden die Grindertiere fir zwei bis
vier Generationen mit Mausen des C57BL/6-Inzuchtstammes gekreuzt. Mannliche und
weibliche Tiere von drei etablierten transgenen Linien (5-8, 7-1 und 8-1) wurden systematisch
mit Mausen aus verschiedenen Inzuchtstdmmen gekreuzt (C57BL/6, DBA/2). Diese Versuche
sollten Aufschlul3 dariiber geben, ob die Methylierung des Transgens vom Stamm-
spezifischen Hintergrund beeinflufd werden kann. Daher wiesen ale transgenen Tiere einen
gemischten genetischen Hintergrund auf (Koetsier et a., 1995)

DNA aus Organen der 5-8-, 6-2-, 7-1- und 8-1-Linie wurde verwendet, um zelluldre DNA-
Segmente auf Verdnderungen im Methylierungsmuster zu untersuchen. In Tieren der 7-1- und
8-1-Linie konnte im Interleukin-10- und Igf2r-Gen eine Abnahme in der Methylierung
beobachtet werden (siehe Abb. 18, 19a und 19b). Besonders von Transgenloci der Maus war
bekannt, dal3 der genetische Stammhintergrund Einflu® auf die Methylierung des Transgens
nehmen konnte (Sapienza et a., 1989; Allen et a. 1990; Relk et a., 1990; Engler et al., 1991,
Koetsier et a., 1995). Es wurde daher untersucht, ob IL-10 und Igf2r in verschiedenen fir die
Kreuzung verwendeten Inzuchtstémmen (C57BL/6, DBA/2) oder im gemischten genetischen
Stammhintergrund (B6D2r;) unterschiedliche Methylierungsmuster aufwiesen (siehe Abb.
20). In einer Kontrollgruppe von mindestens 40 nicht transgenen Tieren konnte fur 1L-10 und
Igf2r kein  Stamm-spezifisches Methylierungsmuster  festgestellt  werden.  Das
Methylierungsmuster dieser beiden Genen war auch nicht abhangig vom Geschlecht der Tiere.
Von |AP-Sequenzen des Mausgenoms war bekannt, dal3 die Methylierungsmuster der DNA
von C57BL/6- und DBA/2-Mausen spezifische Unterschiede zeigten (Kuff et a., 1985).
Zudem konnte im Rahmen friherer Arbeiten gezeigt werden, dal3 der B29-Lokus der Maus
(Wood et a.,1993) eine Stamm-spezifische Methylierung aufwies (Diplomarbeit von Knut
Miuller, 1997). Der Unterschied im Methylierungsmuster zeigte sich in der DNA nicht
transgener Kontrolltiere des C57BL/6- und DBA/2-Stammes. Eine genauere Anayse zeigte,
dald ein RFLP as Ursache fur diese Unterschiede ausgeschlossen werden konnte. Da Stamm-
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spezifische Methylierungsmuster bereits in Tieren der Inzuchtstamme vorliegen, konnten die
Methylierungsénderungen in IL-10 und Igf2r in den transgenen 7-1- und 8-1-Linien nicht
durch den Stammhintergrund hervorgerufen worden sein. Andernfalls hétte sich bereits in
Kontrolltieren verschiedener Stdmme ein  Methylierungsunterschied gezeigt. Durch
Kontrollexperimente lie? sich ebenfalls ausschliefien, dald die beobachteten
Methylierungsénderungen in IL-10 und Igf2r abhéngig vom Alter der Tiere war (Diplomarbeit
von Knut Muller). Es war daher zu vermuten, dal3 die Integration der fremden DNA in das
Mausgenom mit zu den nachgewiesenen M ethylierungsanderungen beigetragen hatte.

Igf2r und Interleukin-10 zeigen im Bezug auf ihr Methylierungsmuster eine Besonderheit.
Beide Gene tragen einen partiellen Methylierungsphénotyp. Im Fale ener partiellen
Methylierung konnen in Spaltmustern von DNA, die mit Methylierungs-sensitiven
Restriktionsendonukleasen gespalten wurde, sowohl grof3e als auch kleine Fragmente
nachgewiesen werden (vergleiche Abb. 18). Die relative Signalintensitdt der Fragmentbanden
in einer Spur ist dabei proportional zum Methylierungsgrad in dem untersuchten Gen. Solche
Methylierungs-Mosaizismen wurden bereits in einzelnen Organen der Maus beobachtet
(MacLeod et al., 1994; Feil et a., 1994). Der Ursprung solcher Methylierungs-M osaizismen
an verschiedenen Stellen des Genoms konnte eine inkorrekte Erhaltungsmethylierung im
Verlauf der Embryonaentwicklung sein. Dadurch konnten einige Gene in verschiedenen
Zelen mit unterschiedlichen Methylierungsmustern vorliegen. Im Falle von Igf2r, welchesin
dem untersuchten Genbereich eine allelspezifische Methylierung aufweist (Stoger et a., 1993)
kénnte das partielle Methylierungsmuster die allelspezifische Pragung wiederspiegeln.
Allerdings ist nicht bekannt, ob dal3 Interleukin-10-Gen der Maus alelspezifisch methyliert
ist. Mdglicherweise reagieren besonders solche Loci, deren Methylierung allel spezifisch oder
variabel ist, auf die Integration fremder DNA in das Genom.

Die Abnahme des Methylierungsgrades in I1L-10 reicht von 11% bis 25% in den transgenen
Linien 7-1 und 8-1. Im Igf2r-Lokus konnte eine bis zu 25%-ige Abnahme des
Methylierungsgrades  mittels  Phospoimager-Analyse  festgestellt  werden  (siehe
Bakendiagramme in Abb. 18 und 19). Dabel waren der Verlust der DNA-Methylierung
spezifisch fur die beiden Genloci, d.h. Tiere, die in Igf2r eine geringe Methylierung zeigten,
wiesen in IL-10 keine grofen Methylierungsverlust auf. In anderen untersuchten Genloci
konnte in gleichen Tieren keine Abweichung vom Methylierungsmuster der Kontrolltiere
festgestellt werden. Diese Tatsache zeigte, dal3 die gefundenen Verdnderungen spezifisch fur
Igf2r und IL-10 waren.

Zudem liegen beide Gene (Igf2r und 1L-10) auf unterschiedlichen Mauschromosomen. Das
Interleukin-10-Gen liegt auf Chromosom 1 (Moore et al., 1990) und Igf2r auf Chromosom 17
(Foreit u. Gregorova, 1992). Diese Daten aus den Untersuchungen zelulérer
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Methylierungsmuster in pAD2E2AL-CAT transgenen Mausen zeigen, dald der IL-10- und
Igf2r-Lokus in zwel von vier untersuchten transgenen Linien gewebespezifisch verandert
worden waren. Sollte die Integration der fremden DNA in das Mausgenom die Ursache fir
diese Verdnderung gewesen sein, so hatte diese Integration auch DNA-Bereiche in trans
beeinflufd, da in der 8-1-Linie das Transgen nur an einer chromosomalen Stelle integriert
worden war (Koetsier et al., 1995).

3.5.2 Veranderungen im Methylierungsmuster von Bakteriophage Lambda DNA-
transgenen CD-1 Mausen

Méuse des CD-1 Stammes, die transgen fur die Bakteriophage Lambda-DNA waren,
wurden in Kooperation mit Klaus Schughart (Strasbourg; damals GSF, Miinchen) hergestellt.
Zwei transgene Grindertiere wurden daraufhin untersucht, ob die Integration der
mikroinjizierten A-DNA zu Veranderungen in zelluldren Methylierungsmustern gefuhrt hatte.
Dabei dienten nicht-transgene Geschwistertiere des gleichen Wurfes als Kontrollen.

In einem Ansatz wurden die Methylierungsmuster in DNA aus verschiedenen Organen in
bis zu 10 randomisiert ausgewahiten Genen untersucht. In den transgenen Grindertieren #17
und #20 konnte im Herzmuskelgewebe eine Hypermethylierung des Igf2r-Lokus gegentiber
den Kontrolltieren beobachtet werden (siehe Abb. 23). Durch Anwendung der MS-RDA-
Methode sollten weitere DNA-Segmente des Mausgenoms isoliert werden, die in A-
transgenen Méausen differentiell methyliert waren. Dabei wurden die DNA-Proben enes
bestimmten Organs aus verschiedenen Kontrolltieren gesammelt eingesetzt und in der MS-
RDA Anayse mit genomischer DNA der Grindertiere verglichen. Das Sammeln der DNA
aus verschiedenen Tieren sollte die Interferenz von RFLPs minimieren. Alle isolierten und in
Southern-Blot getesteten Differenzklone wiesen jedoch einen RFLP in den Hpall-
Erkennungsstellen verschiedener Tiere auf (Daten nicht gezeigt). Die Anreicherung von
RFLPs erfolgte unabhéangig vom untersuchten Organ. Da es sich bei den mittels MS-RDA
isolierten DNA-Segmenten offensichtlich um polymorphe Loci handelte, konnten die
Abweichungen im Methylierungsmuster der transgenen Griindertiere nicht auf die Integration
der fremden DNA zurtickgefuhrt werden. Der fur die Mikroinjektion verwendete CD-1
Mausstamm stellte einen Auszuchtstamm dar, dessen Genotyp durch zufdlige Verpaarung
nicht so homogen war wie in Inzuchtstdmmen. Mdglicherweise hétte die unerwinschte
Anreicherung polymorpher Loci durch die Verwendung der befruchteten Oozyten eines
Inzuchtstammes fir die Mikroinjektion der fremden DNA minimiert werden konnen. Der
Vorteil bei der Verwendung befruchteter Oozyten aus Auszuchtstédmmen (CD-1) oder
Mausen mit gemischtem genetischen Stammhintergrund (B6D2g;-Weibchen) beruht darauf,
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da3 die isolierten Embryonen eine hohere Stabilitdt aufweisen, d.h. die Anzahl der
Embryonen, die die Prozedur der Mikroinjektion tberleben, grofier ist als bei Embryonen aus
Inzucht-Mausen (Heterosi s-Effekt).

Andererseits zeigte die spezifische Anreicherung von DNA-Fragmenten, die in
Kontrolltieren, aber nicht in transgenen Tieren vorlagen, die Effektivitdt der MS-RDA
Methdode. In  mehreren  Arbeiten wurde die Vewendung — subtraktiver
Hybridiserungstechniken wie der Reprasentativen Differenzanalyse (RDA) fur die
Identifizierung polymorpher DNA-Bereiche im Genom beschrieben (Xu et a., 1996; Toyota
eta., 1998).

3.6 Ausblick

Die in der vorliegenden Dissertation durchgefihrten Analysen zeigen, dai die Integration
fremder DNA in das Sdugergenom zu Veranderungen im zedluldren Methylierungs- und
Expressionsmuster fihren kann. Die Untersuchungen an Ad12-transformierten BHK 21 Zellen
zeigte, dal3 der onkogene Phéanotyp nicht alleine auf den Einflul? adenovirader Genprodukte
zurickzufuihren war. Vielmehr zeigen die Daten friherer Arbeiten (Heller et a., 1995) und die
mittels MS-RDA Analyse erhatenen Daten dieser Arbeit, dal3 Methylierungsénderungen im
Genom durchaus durch die Integration der fremden DNA verursacht werden konnten. Dabei
ist nicht auszuschlief3en, dal? der Einfluld virder Faktoren abhangig von der chromosomalen
Lokalisation der integrierten Ad12-DNA sein kann. Es ist zu vermuten, dal3 die
morphologische Transformation von Hamsterzellen durch Adenoviren durch eine
Kombination aus viralen Faktoren (Ubersicht bei Zantema et al., 1995) und strukturellen
Veranderungen des Wirtsgenoms resultiert. In BHK21 Zellen, die transgen fur die
transkriptionell  inaktive Lambda-DNA waren, konnten ebenfals waeitreichende
Veranderungen in zelluldren Methylierungs- und Expressionsmustern nachgewiesen werden.
Zwar zeigten die transgenen Zellen keinen erkennbaren mutierten Phanotyp. Die Tatsache,
dal3 viele der differentiell methylierten DNA-Segmente in repetitiven Sequenzen des Genoms
lagen (z.B. IAP) zeigte jedoch, dal3 grol3e Bereiche des Genoms verandert worden waren.
Vide der in dieser und friheren Arbeten zu diessr Fragestellung durchgefihrten
Kontrollexperimente anaysierten kritisch die Moglichkeit, dal3 die experimentelle Prozedur,
die fur die Generierung der A DNA-transgenen Zellen angewendet wurde, zu Verénderungen
in zelluldren Methylierungs- oder Expressionsmustern fihren konnte. In keinem Falle konnte
fur die verwendete Calciumphosphat-Prazipitat Methode ein solcher Einflul auf die Zellen
festgestellt werden (Remus et a., 1999). Auch ein Einflul? der Expression des fur die
Selektion der transfizierten BHK21 Zellen notwendigen pSV2neo Plasmides auf zelulére
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Methylierungs- und Expressionsmuster konnte nicht festgestellt werden. Allerdings wére die
Generierung transgener Zellen ohne Selektionsmarker von Vorteil fir diese Fragestellung.
Aus diesem Grunde stellte die Analyse transgener Tiere, in deren Genom fremde DNA ohne
einen Selektionsmarker eingebracht werden konnte, ein fir diese Fragestellung wertvolles
Model dar. In den untersuchten transgenen Maudinien konnte ebenfalls in zwel Genen
Methylierungsdnderungen nachgwiesen werden. Die Gewebespezifitét der gefundenen
Verdnderungen in I1L-10 und Igf2r 1&% vermuten, dald die Methylierungsdnderung zu einem
gpateren Zeitpunkt der Embryonalentwicklung etabliert worden waren. Wéaren die
Veranderungen in frihen Stadien etabliert und stabil an Zellnachkommen weltergegeben
worden, wéren vermutlich in mehreren Gewebetypen M ethylierungsénderungen nachweisbar
gewesen. Die Anzahl der randomisiert analysierten Gene war jedoch besonders bei der
Analyse der transgenen Tiere sehr limitiert und auch die Anwendung der MS-RDA konnte
nicht zur Isolierung weiterer differentiell methylieter DNA-Bereiche beitragen.
Moglicheeweise kann  mit Hilfe anderer Andyseverfahren die Frage nach
Methylierungsdnderungen in transgenen Tieren beantwortet werden.

Fur fortfUhrende Arbeiten wére es interessant, den Mechanismus aufzukléren, tber den die
Integration fremder DNA zu verénderten Expressions- und Methylierungsmustern in trans
fuhren kann. Die Interaktion repetitiver Sequenzen, die Aktivierung transposabler Elemente,
aber auch durch Integrationsereignisse hervorgerufene Storungen der Genomstruktur konnten
hier as mogliche Faktoren analysiert werden. Solche Anaysen wéaren besonders fur die
Vorbereitung gentherapeutischer Verfahren sinnvoll. Die Identifizierung von Genombereichen
in bestimmten Zelltypen, die mit therapeutischer DNA , belegt” werden kénnen, ohne zu
weitreichenden Verdnderungen im Wirtsgenom zu fuhren, konnte ein Nebenprodukt solcher
Anaysen sein. Dartiber hinaus stellt sich auch die Frage nach der Methode, mit der eine
therapeutische DNA in die Wirtszellen eingebracht werden kann, ohne der Zelle zu schaden.
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4 Material
4.1 Chemikalien

(N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N"-[3-propansulfonsaure])

(HEPPS)

2-Merkaptoethanol

3-[N-morpholino]-2-hydroxypropansulfonsiure (MOPS)

Agarose

Ampicillin-Natriumsalz
Bacto-Agar
Bacto-Tryptone
Bacto-Yeast-Extract
Borsaure
Bromphenolblau
Caesiumchlorid
Calciumchlorid (CaCly)
Chloroform

Deionisiertes Formamid
Desoxyribonukleosid-5°- triphosphate
Dextransulfat, Na-Salz
Dimethylsulfoxid (DMSO)
DL-Dithiothreitol (DTT)
Dodecylsulfat, Na-, (SDS)
Essigsaure

Ethanol

Sigma, Deisenhofen

Fluka, Buchs SG, Schweiz
Sigma, Deisenhofen

Gibco BRL, Life Technologies, Paisley,
Schottland

Bristol-Myers GmbH, Stolberg

Difco, Detroit, M1, USA

Difco, Detroit, M1, USA

Difco, Detroit, M1, USA

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Gebr. Faust Feinchemikalien, KéIn-Porz
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Promega, Madison, WI, USA
Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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Ethidiumbromid (2, 7-Diamino-10-ethyl-9-phenyl-

phenantridium-bromid)

Ethylendiamin-tetraessigsaure (EDTA) (,, Titriplex 111%)

Formaldehyd

Geniticinsulfat (G418)

Glucose
Glycerin

Hepes (N-2-Hydroxyethylpiperazin-N"-2-
ethansulfonsaure)

Hexamin(lIl)cobaltchlorid (HACoCls)
Hydroxychinolin

Isoamylalkohol

Isopropanol
Kaliumchlorid-hexahydrat
Kaliumhydrogenphosphat

Kochsalz (NaCl)
Lachsspermien-DNA
Magnesiumchlorid (MgCly)
Magnesiumsulfat (MgSO,)

Maltose

Maltose-Monohydrat
Mangan(ll)chlorid-tetrahydrat

MES (2-[N-morpholino]ethan-sulfonsaure)
Milchpulver

Natrium-acetat

Natriumhydroxid-Platzchen (NaOH)

72

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Gibco BRL, Life Technologies, Paidley,
Schottland

Schwarz, Mannheim
J.T. Baker Chemikals, Deventer, Holland

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Schwarz, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Glucksklee, Minchen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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NP-40 Sigma, Deisenhofen

NZ-Amine Otto Alday GmbH, Hamburg
Oligonukleotide d(N)6 Pharmacia Biotech, Frankfurt

Phenol J.T.Baker Chemicals, Deventer, Holland
Polyethylenglykol 8000 Sigma, Deisenhofen
Rinderserumalbumin (BSA) Sigma, Deisenhofen

Saccharose Schwarz, Mannheim

Salzséaure (HCI) Merck, Darmstadt

SeaPlague Agarose FMC, Rockland, USA

Sephadex G-50 (medium) Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
Stickstoff Linde, Hollkriegel sreuth
Streptomycin Sigma Chemicals, St. Louis, USA
Tetracyclin Sigma, Deisenhofen

tri-Natriumcitrat (Na-citrat) Merck, Darmstadt
Tris-(Hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) Merck, Darmstadt

Triton X-100 Sigma, Deisenhofen

Xylen Cyanol FF (XC) Sigma, Deisenhofen

4.2 Radiochemikalien

Desoxyribonukleosid-5‘-[alpha-32P]-triphosphate, New England Nuclear, Dreieich
spezifische Aktivitat 3000 Ci/mM

4.3 Kits

Qiaexll Gelextraktions Kit Qiagen, Hilden

Qiaquick Gelextraktions Kit Qiagen, Hilden

Qiagen Plasmid maxi/ midi/ mini Kit Qiagen, Hilden

Jetstar Plasmid midi Kit Genomed, Bad Oeynhausen
MRNA Isolierungs Kit Boehringer, Mannheim
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cDNA Subtraktions Kit Clontech, Heidelberg

4.4 Enzyme

Die folgenden Enzyme wurden, falls nicht anders beschrieben, in den Resktionspuffern der
Hersteller und unter den von ihnen beschriebenen Reaktionsbedingungen eingesetzt.

4.4.1 Restriktionsendonukleasen

Die enzelnen Redtriktionsenzyme, die im Kapitel ,Ergebnisse* und , Diskussion®
beschrieben werden, wurden von den Firmen Boehringer GmbH, Mannheim; New England
Biolabs Inc., Beverly, USA und Fermentas MBI, Wilna, Litauen bezogen.

4.4.2 Sonstige Enzyme

Advantage cDNA Polymerase Mix Clontech, Heidelberg
AMV Reverse Transkriptase Clontech, Heidelberg
DNAsel Boehringer, Mannheim
Hpall Methylase Fermentas MBI, Wilna, Litauen
Klenow-Polymerase Boehringer, Mannheim
Mung-Bean Nuclease New England Biolabs Inc., Beverly, USA
Proteinase K Merck, Darmstadt

Qiagen, Hilden
Rnase H Clontech, Heidelberg
RNAseA Serva, Heidelberg
Sssl Methylase New England Biolabs Inc., Beverly, USA
T4 DNA Ligase New England Biolabs Inc., Beverly, USA
Taq DNA Polymerase Promega, Madison, WI, USA
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4.5 Loésungen und Puffer

Alle Losungen und Puffer wurden mit doppelt destilliertem Wasser, welches Uber eine
Millipore-Super-Q Filtrationsanlage entsalzt worden war, angesetzt. Alle prozentuaen
Angaben beziehen sich auf Gewicht pro Volumen (w/v).

20 x Geniticin (G-418 Sulfat)

2TY

2TY-Agar (mit Ampicillin)

3 x EE Puffer

Chloroform (fir DNA Extraktion)

CMN (Transformation von Bakterien)

Depurinisierungslésung fur Agarosegele

DnD-Mix

Dulbecco modifiziertes Medium

Einfriermedium fiur Zellen

HEPES

Hoch-Salz-Puffer (Schleicher&Schuell Elu-Tip Séulen)

Hybridisierungslosung
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20 mg/ml in 0,1 M HEPES, pH 7,3

16 g Bacto-Tryptone

10 g Bacto-Y east-Extract
5 g NaCl

auf 1l auffillen

zu2TY
16 g/l Bacto-Agar
100 pg/ml Ampicillin zugeben

30 mM EPPS, pH 8,0
3mM EDTA, pH 8,0

Chloroform und Isoamylalkohol im
Verhdltnis 24:1 gemischt

pro 100 mi:

1.47 g CaCl,

1,39 g MnCl,

40 ml 0,1 M Na-Acatat pH 6,8- 7,0
auf 100 ml mit H,O auffillen

0.25 M HCl

153gDTT
9 ml DMSO
100 ul 1 M KAc, pH 7,5

Bablanian et a., 1965

75% Dulbecco-Medium
15% Glycerin
10% FCS

1M, pH 7,0

2.0 M NaCl
20 mM Tris-HCI, pH 7,4
1.0mM EDTA

2x SSC

1% SDS

0,5% Milchpulver

0.5 mg/ml Lachsspermien-DNA
10% Dextransulfat
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IPTG (Isopropylthio-3-D-galaktosid)

Lambda-Verdinnungspuffer

LB-Agarplatten

LB-Medium

Lysis-Puffer

Milchpulvermix (10x)

MOPS-Puffer (1x)

Niedrig-Salz-Puffer (Schleicher&Schuell Elu-Tip Séulen)

NP40-L6sung

NZY-Medium (Transformation von Bakterien)

Oligo-Labeling-Puffer (10x)

PBS

PBS-d
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2gIPTG/ 10 ml H,O
Lagerung bei 4°C

10 mM Tris-HCI, pH 7,5
10 mM MgSO,

zu LB-Medium 1,25% Bacto-Agar
hinzufiigen

1% Bacto-Tryptone
0,05% Bacto-Y east-Extract
0,5% NaCl

0,1 M NaCH
1% SDS

5% Magermilchpulver
10% SDS

20 mM MOPS

5mM Na-Acetat, pH 5,2

1mM EDTA, pH 7,5

mit NaOH auf pH 7,0 einstellen

0.5 M NaCl
20 mM Tris-HCI, pH 7,4
1.0mM EDTA

10% in H,O

10 ¢/l Caseinhydrolysat

5 g/l Bacto-Y east Extrakt

5 g/l NaCl

Nach dem Autoklavieren 1,25 ml 1 M MgCl,,
1,25 ml 1 M MgSO, und 2 ml 20% Glucose
pro 100 ml zugeben und steril filtrieren.

2,5 pg/ul Hexanukleotide
2 mg/ml BSA

0,5M Hepes, pH 7,0

0,1 M MgCl,

1mM DTT

140 mM NaCl

3 mM MgCl,

8 mM Na;HPO,
1mM KH2PO4

1 mM CaCl,

0,03% Penicillin
0,015% Streptomycin

PBS ohne MgCl,, CaCl, und Antibiotika
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Phenol, pH 7,5

Prahybridisierungslésung

Probenpuffer fir RNA zum Auftragen im Gel

Proteinase K-Ldsung

RNAse A-Ldsung

Saccharoselésung

SM-Puffer

SOB-Medium

SOC-Medium

77

Zugabe von 0,1% Hydroxychinolin nachdem
das Phenol durch Ausschitteln einmal mit 0,5
M Tris-HCI pH 9,5 und zweimal mit 0,1 M
Tris/HCI pH 8,0 aquilibriert wurde

2x SSC

1% SDS

0,5% Magermilchpulver

0.5 mg/ml Lachsspermien-DNA

50% Formamid

2,2 M Formaldehyd
1x MOPS

1 % Ficoll

100 mM Tris-HCl, pH 8,5

5mM EDTA

0,5% SDS

200 mM NaCl

500 pg/ml Proteinase K (frisch aus einer
Stamm-Ldsung, die 10 mg/ml in 0,01 M Tris-
HCI, pH 7,5 enthalt, zugeben)

10 mg/ml in

10 mM Tris-HCI, pH 7,5
15 mM NaCl

15 min bei 100°C

10% und 40% in TE
1M NaCl

pro 1

5,8 g NaCl

2,09 MgSO4H,0

50ml 1 M TrissHCl , pH 7,5
5.0 ml 2% Gelatine (EK=0,01%)

2% Bacto-Tryptone

0.5 % Bacto Y east Extrakt
10 mM NaCl

2.5 mM KCI

10 mM MgCl,

10 mM MgSO,

1,25% Bacto-Agar

2% Bacto-Tryptone

0.5 % Bacto Y east Extract
10 mM NaCl

2.5 mM KCI

10 mM MgCl,

10 mM MgSO,

20 mM Glucose



SSC (1x)

Stopldsung fur Restriktionsenzyme (10x)

TAE (50x, pH 8,0)

TBE (10x, pH 8,0)

TE

TEN (fur die Lagerung von Sephadex G-50)

TFB

Top-Agar

Transferlésung fir Southern-DNA-Transfer

Tritonlésung

Trypsinlésung

Wash |

Wash Il

X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indoyl-3-D-galaktosid)
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150 mM NaCl
15 mM Na-Citrat

mit 1 M Zitronensdure auf pH 7,0 einstellen

50 mM EDTA, pH 8,0

242 g Trid1l
100 mM EDTA, pH 8,0
85.5 ml/l Essigséure

100 mM Tris-HCl, pH 8,0
40 mM EDTA, pH 8,0
89 mM Borsaure

10 mM Tris-HCI, pH 8,0
1mM EDTA

10 mM Tris-HCI, pH 8,0
1mM EDTA
100 mM NaCl

100 mM KCl

45 mM MnCl'4H,0
10 mM CaCl,2H,0
3 mM HACoCl,

10 mM K-MES

1% Bacto-Tryptone
0,05% Bacto-Y east-extract
0,5% NaCl

0,7% Agarose

0.4 M NaOH

50 mM Tris-HCI, pH 8,0
0,1 % Triton X-100
62,5mM EDTA, pH 8,0
0,25%ig in Tris-Saline

2x SSC
0,1% SDS

0,1% SSC
0,1% SDS

20 mg/ml in DMF
Lagerung bei -20°C

MATERIAL & METHODEN
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4.6 Verbrauchsmaterialien und Gerate

384 Pin-Replikator
Analysenwaage

Blotting Papier (GB 002- 004)
Brutschrénke
Dialyseschlauche
Digital-pH-Meter

Dot-Blot Vaccumkammer (Covertible Filtration Manifold
System)

Einmal-15 und 50 ml Schraubréhrchen
Einmal-Kanulen
Einmal-Probenreaktionsgefafl3e (1,5 ml, 2,0 ml)
Einmal-Spritzen

Feinwaage

Gelfitrationssaulen (,cDNA Spun columns*)
Glas-Kapillaren

Hybridisierungsofen

Hybridisierungsrohren

Membranporenfilter (0,2 um Porendurchmesser)
Membranpumpe

Mikro-Pipetten (2-20, 20-200 und 200-1000 p)

MilliQ/SuperQ Wasser-Reinigungsanlage
Nylonmembranen (positiv geladen, Qiabrane Nylon plus)

Parafilm " M
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V&P Scientific, Inc., San Diego, CA, USA
Sartorius, Leichlingen

Schleicher & Schuell, Dassel

Heraeus, Disseldorf

Medicell International, London
Radiometer, Kopenhagen, Danemark

Gibco BRL, Life Technologies, Paidey,
Schottland

Greiner, Solingen

Terumo, Sucursal en Espafia, ME, USA
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
Henke Sass Wolf, Tuttlingen

Sartorius, Leichlingen

Pharmacia, Uppsala, Schweden

Brand, Berlin

Bachofer, Reutlingen

Bachofer, Reutlingen

Millipore S.A., Molsheim, Frankreich
Vaccubrand, Wertheim

Gilson, Medica Electronics, Villiers-le-Bel
Frankreich

Millipore, Bedford, MA, USA
Qiagen, Hilden

American Can Company, Greenwich, CT,
USA



MATERIAL & METHODEN

Peristaltische Pumpe
Petrischalen

Phosphor-Imager BAS 1000 und Imaging Plate BAS-IlIs
(20x40 cm)

Photometer

Pipette (0,5 - 10 ul)

Pipetten-Pumpen

Pipettenspitzen

Pipettenspitzen mit Filtereinsatz
Refraktometer

Rontgenfilme (X-OMAT AR und BIO-MAX)

Rontgenfilmkassetten zur Autoradiographie mit zwei
Verstarkerfolien Dr. Goos Suprema

S&S Biotrap Elektroseparationssystem
Scheren und Pinzetten

Sonifizierer B-12

Spannungsgeber (Gelelektrophorese)
Speed Vac Concentrator

[3-Counter LS 6000 IC
Szintillations-Counter LS 1801

Vortex

Zellulosepapier (ungebleicht)

Zentrifugen:

Biofuge Pico (Heraeus, Diisseldorf)
Doctor (Wifug, Stockholm, Schweden)
Labofuge GL (Heraeus, Disseldorf)

Medifuge 13000 (Heraeus, Dusseldorf)
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Stalprodukter, Uppsala, Schweden
Greiner, Solingen

Fuji, Tokio, Japan

Beckman, Palo Alto, CA, USA
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
Greiner, Solingen
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
Fa. Kleef, Bonn

Carl Zeiss, Jena

Kodak, Rochester, NY, USA

Faust, KéIn

Schleicher& Schuell, Dassel

Aesculap, Tuttlingen

Branson sonic power, Danburry, CO, USA
Pharmacia, Uppsala, Schweden

Savant Instruments, Hichsville, NY, USA
Beckmann, Muinchen

Beckman, Palo Alto, CA, USA

Bender & Hobein, Zirich, Schweiz

Papierfabrik Hedwigthal, Fastnacht, Bonn
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RC-5B (Sorvall, DuPont, Wilmington, USA)
J2-21 (Beckmann, Minchen)

L8 55 M (Beckmann, Miinchen)

4.7 Mause
4.7.1 Transgene Mausdlinien

4.7.1.1 pAD2E2AL-CAT transgene Méause

Die pAD2E2AL-CAT-transgenen Maudinien stammen aus Mikroinjektionsexperimenten
von Clarissa Lettmann (Lettmann et a., 1991), die mit befruchteten B6D2;-Oozyten
durchgefiihrt wurden (B6D2r x B6DZ2r). B6D2r-Méause sind Hybride, die aus einer
Kreuzung zwischen den Inzuchtstammen C57BI/6 und DBA/2 hervorgehen. Das transgene
DNA-Konstrukt, bestehend aus dem spdten E2A-Promotor aus Adenovirus Typ 2,
verbunden mit dem  Chloramphenicol-Acetyltransferase-Gen  (CAT) und dem
Polyadenlyierungssignal aus SV40 (Langner et a., 1986) wurde entweder unmethyliert oder
in vitro HpalI-methyliert fr die Mikroinjektion verwendet.

Um transgene Maudlinien zu etablieren, wurden die Grindertiere fur zwe bis vier
Generationen mit C57BL/6-Tieren gekreuzt. Mannliche und weibliche Tiere von drei
etablierten transgenen Linien (5-8, 7-1, 8-1) wurden systematisch gekreuzt, um Aufschluss
dariber zu bekommen, ob die Methylierung des Transgens vom Stamm-spezifischen
Hintergrund beeinfluft werden kann (Koetsier et al., 1996). Daher wiesen alle transgenen
Tiere einen gemischten genetischen Stammhintergrund auf.

4.7.1.2 Bakteriophage Lambda DNA transgene Mause

Die Bakteriophage Lambda DNA (48,5 kBp) wurde mit Xhol gespalten, wodurch zweil
lineare DNA-Fragmente mit 33,5 kBp und 15 kBp Grof3e entstanden. Nach Phenol extraktion
der Spaltfragmente und Ethanolprazipitation wurde die DNA Uber Céasiumchlorid-,
Saccharose-Gradienten Zentrifugation oder Schleicher& Schuell Elu-Tip Saulen gereinigt. In
alen Falen wurde die DNA nach der Reinigung prézipitiert und as Ethanolprazipitat
verschickt. Die Mikroinjektionen wurden im Labor von Klaus Schughart (damals GSF,
Munchen) durchgefihrt. Dazu wurde die Xhol gespaltene Bakteriophage Lambda DNA in
Zygoten aus Mausen des CD-1 Auszuchtstammes injiziert. Griundertiere und ihre nicht
transgenen Geschwister wurden fur die Studien zur veranderten Methylierung zellul&rer
Gene verwendet.
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4.7.2 Kontroll-Tiere

Mannliche und weibliche Méause aus den Inzuchtstdmmen C57BI/6 und DBA/2 sowie aus
dem Hybridstamm B6D2g; wurden im Alter von 4 bis 6 Wochen von Charles River
Laboratories, Wilmington, MA, USA bezogen.

4.8 Zellinien

Die verwendeten BHK 21 Zellen stammen von Nierenzellen neugeborener Hamster ab. Die
BHK21 Zellen wurden von American Type Culture Collection (ATCC), Rockville, USA
bezogen. Die Bakteriophage Lambda-DNA transgenen BHK21 Zellinien sind ein Geschenk
von Hilde Heller, Christina Kammer und Ralph Remus aus unserem Labor. Fir Experimente
mit der Adenovirus Typ 12 transformierten BHK?21 Zellinien T637 und ihrer Revertanten
TR3 und TR12 wurde lediglich DNA verwendet, die zu einem friheren Zeitpunkt isoliert
worden war (von Hilde Heller)

4.9 Klonierte Gene und zellulare DNA-Segmente

Interleukin 10 (IL10) Moore et al., 1990

Intrazisternales A-Partikel (IAP) Lueders, K.K. & Kuff, E.L., 1981; Ono u.
Oishi, 1983

Igf2r Stoger et al., 1993

MeA DNA-Glykosylase Engelward et al., 1993

Mouse DNA Methytransferase (Dnmt) Zur Verfiigung gestellt von S. Pradhan

5-HT1C-Rezeptor-Gen Foguet et al., 1992

4.10 Bakterien

Folgende Bakterienstdmme wurden in unterschiedlichem Mal3e verwendet:

DH5a Geschenk von C. Schettner, Kéln
XL1-blue MRF’ Geschenk von |. Muiznieks, Kdln/ Riga
N1323(l ) (I cI857-Sam7) Geschenk von B. Miller-Hill, Kéln
BHB 2600 Geschenk von A. Twiehaus
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5 Methoden

5.1 Isolierung von DNA aus Organen (Gross-Bellard, 1973)

Nach dem Herauschschneiden der Organe (Leber, Niere, Milz, Testis, Gehirn) wurden
diese kurz in PBS-d von koagulierten Blutresten befreit, in ein 15 ml Schraubrohrchen
Uberfuhrt und sofort in flissigem Stickstoff eingefroren. Anschlief3end wurden die Organe in
flissigem Stickstoff zu einem feinen Pulver gemdrsert und in 15 ml Proteinase K-Lésung in
50 ml Réhrchen (Leber) oder 3 ml in 15 ml Rohrchen (alle anderen Organe) Uberfihrt und
bis zu 16 Stunden bei 54°C im Rollschrank inkubiert. Nach der vollsténdigen Aufldsung der
Organe waren die Losungen homogenen und hochviskos. Die Reinigung der DNA erfolgte
durch Extraktion tber Phenol, Phenol/ Chloroform (1:1) und Chloroform, wobe die
wassrigen Oberphasen nach jedem Schritt mit einer Pasteurpipette, deren Offnung durch
Abbrechen der Spitze vergrof3ert wurde (Verminderung von Scherung der DNA), in ein
sauberes Rohrchen Uberfihrt wurden. Aus der wél¥igen Oberphase des letzten
Extraktionsschrittes konnte die DNA durch Mischung mit einem 0,7-fachen Volumen
Isopropanol geféllt werden. Eine Mikrokapillare diente zum Aufrollen und Isolieren der
fadigen DNA. Diese wurde nach kurzem Schwenken in 96%igem und 70%igem EtOH durch
Abbrechen der Kapillare in en 2,0 ml Reaktionsgefal? mit 1,5 ml TE (Leber- und Nieren-
DNA) oder 0,5 ml (Testis- und Milz-DNA) Uberfiihrt. Nachdem sich die DNA innerhalb
von 2-3 Tagen bel 4°C gelost hatte, wurden mit 1:200 in H,O verdiunnten Aliquots die
DNA-Konzentration mit einem Spectrophotometer bei 260nm gemessen. Die ODgs0/280-
Quotienten der mit dieser Methode praparierten DNA betrugen meist 1,8 bis 2,0, was auf
eine ausreichende Reinheit der DNA hinwies.

5.1.1 Isolierung der DNA aus Schwanzspitzen

Tieren, die auf die Integration des Transgensin ihrer DNA untersucht werden sollten, wurde
im Alter von 3 bis 5 Wochen bis zu 1,5 cm der Schwanzspitze abgeschnitten. Durch
Markierung der Ohren mit einer feinen Lochstanze konnten die Tiere eines Wurfes
unterschieden werden (Hogan et al., 1986). Die Schwanzspitzen wurden mit einer Schere in
3 bis 4mm lange Stiicke geschnitten und zusammen mit dem aus dem Ohr gestanzten
Gewebe in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal? transferiert, mit 0,7 ml Proteinase K-LOsung versetzt
und bis zu 16 Stunden bei 54°C im Rollschrank inkubiert. Die DNA wurde anschlief3end wie
bei den Organen isoliert und gereinigt.
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5.2 Fallung, Reinigung und Konzentrationsbestimmung von DNA

5.2.1 Ethanolprézipitation

Verdinnte DNA-L6sungen kdnnen durch Ethanolprazipitation konzentriert werden, wobel
gleichzeitig Proteine und Salze entfernt werden. Ethanol entzient der DNA in Gegenwart
monovalenter Kationen die Hydrathille und fihrt zur F&llung der DNA (Eickbush wu.
Moudrianakis, 1978). Die DNA-haltige L 6sung wurde mit /10 Volumen 3 M NaAc, pH 5,2
und dem 2,5-fachem Volumen EtOHus (-20°C) versetzt und nach guter Durchmischung
einer 20 bis 30mindtigen Zentrifugation bei 15000 x g und 4°C unterzogen. Daraufhin
wurde das Sediment mit 70%igem EtOH gewaschen, 5 bis 10 Minuten bel Raumtemperatur
getrocknet und in TE aufgenommen. Die Ausbeute betrug ca. 90%.

5.2.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration von Nukleinsduren kann durch eine Absorptionsmessung bei 260nm
bestimmt werden. Eine Absorptionseinheit bel 260nm entspricht ca 50 pg/ml
doppelstrangiger, 40 pg/ml enzelstrangiger DNA oder RNA  bzw. 33 pg/ml
Oligonukleotiden. Um die Reinheit der DNA zu Uberprifen, wurde das Verhdltnis der
Absorption bei 260 zu der bei 280 nm (aromatische Gruppen der Proteine) bestimmt: Eine
DNA ohne Proteinverunreinigungen weist ein Verhédtnis von 1,8 bis 2,0 auf.

5.2.3 Restriktionsspaltung von DNA (Nathans u. Smith, 1975)

Genomische DNA wurde mit 5 bis 10 Einheiten des Restriktionsenzyms pro Mikrogramm
DNA mindestens 3,5 bis 4 Stunden bei 37°C inkubiert. Bei Spaltung genomischer DNA mit
zwel Restriktionsenzymen wurde, soweit moglich, der nach Herstellerangaben geeignete
Reaktionspuffer eingesetzt. Waren jedoch die optimalem Reaktionsbedingungen der Enzyme
unterschiedlich, wurde die DNA zuerst mit dem Enzym, welches eine niedrige
Salzkonzentration benétigte, gespalten. Dann wurde die fir das zweite Enzym benétigte
Salzmenge zugesetzt und eine weitere Inkubationszeit von 4 Stunden mit dem zweiten
Enzym angeschlossen.

Pasmid-DNA wurde mit 3 bis 4 Einheiten Restriktionsenzym pro Mikrogramm DNA in 1
Stunde bei 37°C inkubiert.
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5.2.4 Agarose-Gelelektrophorese (McDonell et al., 1977)

Spaltungsprodukte der DNA konnen in Agarose-Gelelektrophoresen sichtbar gemacht
werden. Die Konzentration der eingesetzten Agarose richtet sich nach der Grofie der
linearisierten DNA und reicht von 0,3% (w/v) zur Trennung von DNA im Bereich von 5 bis
60 kBp bis 2,0% (w/v) fir den Bereich von 0,1 bis 2kBp. Durch Zugabe von
Ethidiumbromid (EtBr), das zwischen den Basenpaaren der DNA interkaliert, kann die DNA
unter UV-Licht durch die Fluoreszenzstrahlung (590nm) des Ethidiumbromid-DNA-
Komplexes identifiziert werden.

Genomische DNA wurde gewohnlich Uber Nacht bel 1,75 V pro cm in einem 0,7%igen
20x20x0,75 cm groflen Agarosegel unter Verwendung von 1XTAE oder IXTBE als
Laufpuffer getrennt. Die Verwendung von TAE als Laufpuffer fihrte zu einer besseren
Trennung verschieden grofRer DNA-Fragmente as TBE. Da jedoch die Pufferkapazitéat von
TAE nicht sehr hoch ist, wurde an die Gelkammer eine peristaltische Pumpe angeschlossen,
Uber die der Laufpuffer zirkulierte. Dadurch konnte eine Anderung des pH-Wertes, welcher
ein verdndertes Laufverhalten der DNA zur Folge gehabt hétte, verhindert werden. Die
Gelelektrophorese wurde abgeschlossen, wenn der Bromphenolblau-Marker 2/3 des Geles
durchlaufen hatte.

Die gelelektophoretische Trennung von DNA-Fragmenten in Minigelen wurde mit 1IXTBE
as Laufpuffer bei einer Feldstérke von 10-15 V pro cm durchgeftihrt.

5.2.5 Reinigung und Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agar osegelen
DNA-Sonden wurden vor ihrer Verwendung mit entsprechenden Restriktionsenzymen aus
dem Vektor freigesetzt und in einem Agarosegel getrennt.

Zur Vorbereitung wurde das mit geeigneten Restriktionsenzymen aus den Plasmiden
freigesetzte Insert in einer ersten Gelelektrophorese von der Plasmid-DNA getrennt. Die
nach EtBr-Farbung sichtbare, Insert-tragende DNA-Bande wurde mit einem sterilen Skalpell
ausgeschnitten, in ein zweites 0,6%iges Agarosegel eingegossen und bel 5V pro cm ener
weiteren gelektrophoretischen Trennung unterzogen. Aus diesem Agarosegel wurde erneut
die entsprechende DNA-Bande isoliert und die DNA mittels QIAquick Gel Extraktionskit
eluiert. Dabel wurden die Angaben des Herstellers eingehalten.

5.3 DNA-Transfer aus Agarosegelen auf positiv geladene

Nylonmembranen (Southern, 1975; Chomczynski, 1992;
Koetsier et al., 1993)
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Nach gelelektrophoretischer Trennung genomischer DNA-Fragmente auf einem Agarosegel
(0,7%; 20x20x0,75 cm) wurde das Gel fur maximal 15 Minuten in 0,25N HCI geschwenkt.
Diese Behandlung depurinisiert die DNA (Einzelstrangbriiche an Purinbasen) und fihrt bei
der anschlieffenden Inkubation (5 Minuten) des Gels in 0,4 M NaOH (Transferldsung) zur
Spaltung groferer DNA-Fragmente. Bei der verwendeten nach unten gerichteten Transfer-
Prozedur wurde die DNA durch Kapillarkréfte mit Unterstiitzung der Schwerkaft und der
Kapillarkréfte auf eine positiv geladene Nynonmembran Ubertragen. Hierzu wurden auf einen
ca. 4 cm hohen Stapel Papierhandtiicher zwei trockene und dann zwei in 0,4 M NaOH
getrankte Whatman-Papiere (GB 003) in der Grof3e der Gelflache gelegt und zu einer ebenen
Flache ausgerollt. Auf diesem Stapel wurde die in Transferlsung getrénkte Nylonmembran
gelegt und auf diese das Gel ohne Luftblasen plaziert. Durch Auflegen zwei weiterer nasser
Whatman-Papiere in Gelgrofe und zwel |angeren, die in Vorratsbehdlter mit Transferl6sung
hineinreichten, wurde der Blotaufbau abgeschlossen. Die stets bis zum Rand gefillten
Vorratsbehdlter wurden so plaziert, dal3 ihr Rand etwas hoher lag as das Gel. Dies
ermoglichte innerhalb von 2 bis 3 Stunden einen effizienten DNA-Transfer. Nach dem
Blotten wurde die Membran in 2xSSC neutraisiert und entweder sofort einer
Prahybridisierung unterzogen oder bei 80°C fir 1 Stunde gebacken.

5.4 Radioaktive Markierung von DNA-Fragementen (Feinberg u.
Vogelstein, 1983, 1984)

Das von Feinberg und Vogelstein entwickelte Protokoll basiert auf der Verwendung kleiner
Oligonuklectide als Starter fur die Klenow-Polymerase. Fir die radioaktive Markierung
wurden 30-40 ng in 23 pl H,O gelést und 3 bis 5 Minuten bei 100°C denaturiert und
anschlief3end schnell auf Eis abgekihlt, um die DNA im denaturieren Zustand zu fixieren..
Dem Reaktionsansatz wurden 4 pl 10xOLB und je 1 pl nicht radioktiv markierter
Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs, 10 mM) zugegeben. Nachdem 5 pl radioaktiv
(**P) markierter dCTPs (50uCi) und 9 Einheiten Klenow-Polymerase zugesetzt wurden,
folgte eine 2 bis 5stiindige Inkubation bei 37°C.

Nicht inkorporierte **P-dNTPs konnten von den neu synthetisierten markierten DNA-
Fragmenten durch Zentrifugation Uber eine Sephadex-G50-Sdule getrennt werden. Die
Zentrifugation (3000 U.pM.) fand in einem 15 ml Schraubréhrchen statt, um
Kontaminationen zu vermeiden (Koetsier u. Doerfler, 1995). Das Eluat, welches die
markierte DNA enthielt, wurde zu 10 bis 12 ml Hybridisierungsl6sung gegeben.

5.5 Szintillations-Spektrometrie (Haberer, 1966)
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Zur Messung der spezifischen Aktivitét (cpm/pg) einer Hybridisierungsdosung, die die
radioaktiv markierte DNA-Sonde enthielt, wurde ein 100 pl Aliquot einer Szintillations-
Spektrometrie unterzogen. Das Prinzip dieser Methode besteht darin, dal3 ausgestrahite
b-Tellchen mit bestimmten Molekilen zusammenstol3en, die beim Zusammenstol3 Licht
ausstrahlen. Das ausgestrahlte Licht wird dann gemessen. Die Messung der b-Strahlung
erfolgte bel dem verwendeten Szintillations-Zahler in der Einheit cpm (Impulse pro Minute),
was nur die vom Detektor gezdhlten Zerfélle, nicht aber die tatsdchliche Anzahl der
[3-Teilchen angibit.

Lag der Wert der gezahlten Zerfalle pro Minute und Mikrogramm DNA hoher als 1 x 10°
wurde die Hybridisierungs 6sung fir eine Hybridisierung verwendet.

5.6 Isolierung und Analyse von RNA

Die bei Arbeiten mit RNA verwendete Glasware und ale Lésungen wurde unmittelbar vor
Gebrauch autoklaviert. Alle weiteren Gegenstande wie Gelkammer und Gelkdmme wurden
vor Gebrauch ausreichend mit 0,1 N NaOH/ 1 mM EDTA und Ethanol gespiilt. Es wurden
nur RNase freie Pippettenspitzen mit Filtereinsatz verwendet.

5.6.1 Isolierung cytoplasmatischer RNA

Cytoplasmatische RNA wurde nach einem modifizierten Protokoll von Scott et a., 1983
isoliert. Monolayer (75 cnt’) der jeweiligen Zelinie wurden bei einer Zelldichte von ca. 70-
80% geerntet. Nach Abgief3en des Kulturmediums wurden die Zellmonolayer zwei mal mit
eiskaltem Tris-Sdline gewaschen und anschlief3end fir 10 min in Tris-Sdline, die 25 mM
EDTA enthielt, bei RT inkubiert. Die abgeldsten Zellen wurden mit 10 ml Glaspipetten in
Weil¥kapprohrchen gesammelt und bei 2000 U.p.M. (Wifug, Stufe I111) fir 5 min bei RT
pelletiert. Alle folgenden Schritte wurden bel 4°C durchgefiihrt. Das Zellsediment wurde
anschlieRend in 1 ml TSE Puffer je verwendeten 75cn? Monolayer resuspendiert. MgCl,
wurde bis zu einer Endkonzentration von 5 mM und anschlief3end NP40 bis 0,5% (v/v)
zugegeben. Durch vortexen (10-20 sec) wurden die Zellen aufgeschlossen und die Zellkerne
durch Zentrifugation bei 8000 U.p.M. fiir 2 min entfernt. Der Uberstand wurde mit einem
Volumen TrissHCl geséttigtem Phenol, welches auf 65°C vorgewdrmt wurde, in
Anwesenheit von 0,5% (w/v) SDS und 25 mM EDTA extrahiert. Die wéssrige Phase wurde
noch zwei ma mit je zwei Volumina Phenol: Chloroform (1:1) reextrahiert und anschlief3end
durch Zugabe von 1/10 Volumen 3 M NaOAc, pH 5,5 und 3-fachem Vol abs. Ethanol
prézipitiert. Das Prézipitat wurde bel -80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Dann
wurde es bel 13,000 U.p.M. und 4°C fur 10 min zentrifugiert, kurz bel RT getrocknet und in
ddH,0 gelost.
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5.6.2 Poly A mRNA Selektion

Die Isolierung von poly A mRNA aus Zellen in Zellkultur wurde mit dem mRNA Isolierungs
Kit von Boehringer durchgefiihrt. Das System basiert auf der Basenpaarung zwischen poly A
Resten, die Bestandteil der meisten reifen mRNASs sind und Biotin-markierten oligo (dT)2o
Sonden. Die Hybride kdnnen an Streptavidin Partikeln, die ihrerseits an magnetische Partikel
gebunden sind, immobilisiert werden und unter stringenten Waschbedingungen an einen
Magneten gebunden werden. Die mRNA wurde durch Zugabe von ddH,O bei 65°C eluiert
und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

5.6.3 Northern Blot Experimente

Bis zu 2 pg poly A mRNA oder 30 pg cytoplasmatischer RNA wurden in 1%-igen
Agarosegelen, die 6,6% Formadehyd enthielten, elektrophoretisch getrennt.  Zur
Vorbereitung wurden die RNA Proben mit einem zweifachen Volumen des RNA-
Probenpuffers versetzt und 5 min bei 65°C inkubiert. Nach Abkihlen der Proben auf Eis
wurden 2 pl des RNA Ladepuffers zugegeben.

Das Gel wurde wie folgt vorbereitet: 2,8 g Agarose wurden zunéchst nach Zugabe von 174
ml ddH,O und 56 ml 5xMOPS Puffer aufgekocht und in L6sung gebracht. Die
Agaroselsung wurde im Wasserbad auf 55°C gekihlt und nach Zugabe von 50 ml 37%
Formaldehyd zum Gief3en des Gels verwendet. Nach Polymerisierung der Agarose erfolgte
ein Vorlauf des Gels in IXMOPS Puffer bel 2V/ cm fir 10 min. Anschlief3end wurden die
RNA Proben und 1 ng eines geeigneten, mit 0,1 M NaOH denaturierten DNA
GroRenmarkers auf das Gel geladen und tber Nacht bel 20 V elektrophoretisch getrennt.
Der Transfer der Nukleinsauren auf positiv geladene Nylonmembranen erfolgte mit 20xSSC
als Transferpuffer. Das Gel wurde zuvor kurz mit ddH,O gespuilt und anschlief3end in einen
Blotaufbau eingebettet wie er auch fur Southern-Transfer verwendet wurde. Der Transfer
wurde nach 5-6 h beendet, die Nylonmembran mit 2xSSC gewaschen und zur Fixierung der
Nukleinsduren fir 2 h bei 80°C gebacken.

Die Prahybridiserungs- und Hybridisierungsprozeduren gleichen denen fur Southern-Blot
Hybridisierung.

5.7 Hybridisierung von radioaktiv markierten DNA-Sonden an
membrangebundene DNA oder RNA

Die nach erfolgtem Transfer an die positiv geladene Nylonmembran gebundene DNA (RNA)
kann durch Hybridiserung mit homologer radioaktiv markierter DNA sichtbar gemacht
werden. Dazu wurde die die DNA- (RNA-) tragende Membran nach der Blotting Prozedur
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kurz in 2 x SSC gewaschen, um anheftende Agarosestiickchen zu entfernen. 15 ml der
Prahybridisierungsésung wurden zur Denaturierung der Lachsspermien-DNA 10 Minuten
bei 100°C gekocht, 5 Minuten auf Eis abgekihlt und zur aufgerollten Membran in eine
Hybridisierungsrohre gegeben. In der Préhybridisierungs ésung wurde die Membran entrol |t
und bei 68°C in einem Rollschrank fir mindestens 1 Stunde inkubiert. Bel diesem Schritt
werden unspezifische Bindungstellen auf der Membran abgedeckt.

Zur Vorbereitung der Hybriserung wurde die Hybridisierungslésung, die die radioaktiv
markierte DNA enthielt (mindestens 1 x10° cpm/pg spzifische Aktivitét), 10 Minuten bel
100°C erhitzt und anschlieffend 5 Minuten auf Eis abgekuhlt. Nachdem die
Préhybriserunglésung aus der Rohre entfernt worden war, wurde die
Hybridiserungddsung zugegeben. Es empfiehlt sich, die Membran vor Zugabe der
Hybridisierungd6sung wieder aufzurollen und erst in der Hybridisierungslésung wieder zu
entrollen. Dies gewdhrleistet eine gleichméllige Vertellung der Loésung wahrend des
gesamten Hybridisierungsprozesses, der bei 68°C Uber Nacht im Rollschrank durchgefihrt
wurde.

Die Membran wurde am folgenden Tag zunéchst mit Wash | kurz gesplilt, anschlief3end 2 x
10 Minuten mit Wash | und 2 x 20 Minuten mit Wash Il bei 68°C im Rollschrank
gewaschen. Daraufhin wurde die Membran in Folie eingeschweild und fir die
Autoradiographie zusammen mit einem XAR 5-Rontgenfilm in eine Filmkassette gelegt, die
Uber Nacht bei -80°C gelagert wurde.

5.7.1 Autoradiographie

Die Methode der Autoradiographie beruht auf der Bildung von Silberkeimen in einer
photographischen Emulsion durch b-Strahlung. Die Silberkeime werden in einem normalen
Entwicklungsprozef3 in schwarze Silberkdrner verwandelt. Der Grad der Schwarzung ist ein
Mal3 fur die Radioaktivitét. Allerdings ist zu berticksichtigen, dal3 der Grad der Schwérzung
(im Gegensatz zur Messung im Phospho-Imager) eine nichtlineare Funktion der
Strahlendosis ist. Die Autoradiographie wurde auf Kodak XAR 5 Réntgenfilmen in einer
Filmkassette, die mit zwe Speziaverstarkerfolien ausgestattet waren, bei -80°C
durchgefuhrt.
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5.7.2 Phospho-Imager-Auswertung

Radioaktive Signale konnen mit Hilfe einer Imaging-Plate BAS I1s (20 cm x 40 cm, Fuji) im
Bio-Imaging-Analyser BAS 1000 dargestellt und ausgewertet werden. Dazu wurde die
radioaktive Probe je nach Signastérke einige Minuten bis einige Stunden auf der Plaite
exponiert. Die erhatenen Signde werden als PSL-Einheiten (,Photo Stimulated
Luminiscence®) angegeben. PSL ist ein direktes Mal3 fir die relative Stérke eines
radioaktiven Signals und der Expositionszeit direkt proportional.

5.8 Computergestitzte Sequenzanalyse

Fur die Analyse von Sequenzen wurde das Programmpaket der ,, University of Wisconsin
Genetics Group® (UWGCG) verwendet. Als Computerhardware standen hierzu PC486-
Rechner zur Verfiigung. Fur die Analysen wurden Kopien der EMBL DNA Datenbank
Version 38 (Stoehr et al., 1991) abgefragt.

5.9 Zellkultur

Alle Arbeiten wurden unter einer Sterilbank (Antair BSK) durchgefihrt. Das verwendete
Medium und der Waschpuffer wurden auf 37°C, das Serum und die Trypsin-Losung auf
Raumtemperatur vorgewarmt.

5.9.1 Passagieren von Zellen

Die verwendeten Zellen wurden in 75 cm” oder in 175 cn’ Gewebekulturflaschen aus
Kunststoff bei 37°C vermehrt. Die Zellen wuchsen, je nach Zdllinie, in 2-3 Tagen zu einem
konfluenten Zellrasen und wurden dann wieder neu ausgest.

In eine neue Gewebekulturflasche wurden 30 bzw. 75 ml Dulbeccos modifiziertes Medium
(Bablanian et al., 1965) vorgelegt, das 10% fotales Kélberserum enthielt. Um konfluent
gewachsene Zellen auf neue Gewebekulturflaschen auszusden, wurde zunéchst das ate
Medium vollsténdig abgegossen und die Zellen zweimal mit PBS-d gewaschen.
Anschliefend wurden sie mit 1 bzw. 3 ml Trypsinlésung versetzt und nach kurzer
Inkubationszeit durch leichtes Klopfen gegen die Geféldwand abgeldst Die Zellen wurden
vorsichtig resuspendiert und ein Aliquot (10-20%) der Zellsuspension in die vorbereiteten
Gewebekulturflaschen tberfihrt.

Die ausgesdten Zellen wurden in geschlossenen Kulturflaschen im Warmraum bel 37°C
inkubiert.
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5.9.2 Einfrieren von Zellen

Trypsinierte Zellen einer 75 cn-Gewebekulturflasche wurden in einem Glasréhrchen (13 ml,
Pyrex), in dem 0,5 ml FCS vorgelegt war, zentrifugiert (Wifug Doctor, Stufe I, 1,250
U.p.M., 10 min, RT). Das Zelsediment wurde in 1 ml Einfriermedium resuspendiert, in
Schraubrohrchen (Cryotubes, Greiner) Uberfihrt und Uber Nacht bei -80°C eingefroren. Die
Zdlen wurden anschlief3end in flissigem Stickstoff gelagert.

5.9.3 Auftauen von Zdlen

Die in fliissigem Stickstoff gelagerten Zellen wurden nach Erwérmen auf 37°C in 75 cn-
Gewebekulturflaschen mit Dulbecco-Medium gegeben, das 20% FCS enthielt. Das Medium
wurde am néchsten Tag erneuert.

5.9.4 Einzelzellklonierung

Fur die Einzelzellklonierung wurden die Zellen passagiert und dreimal 1:100 in Dulbecco-
Medium (10% FCYS) verdunnt. Die letzte Verdinnung wurde auf Gewebekulturplatten mit
96 Vertiefungen mit 0,2 ml Medium pro Vertiefung ausplattiert und bei 37°C, 85% relativer
Luftfeuchtigkeit und 5% CO, im Zelkulturinkubator inkubiert. Nach enigen Stunden
wurden die Vertiefungen unter dem Mikroskop auf die Anwesenheit von Einzelzellen
untersucht. Im Verlauf der weiteren Wachstumszeit wurde wiederholt kontrolliert, ob die
Zelen nur aus einer Zelle hervorgegangen waren. Sobald die Fléache der Vertiefungen einen
konfluenten Zellrasen aufwiesen, wurden die Zellen dreima 1:250 verdunnt und erneut in
Vertiefungen einer neuen Gewebekulturplatte gegeben. Diese Prozedur wurde insgesamt
dreimal wiederholt, wodurch die Wahrscheinlichkeit verringert werden sollte, dal3 noch
Zellgemische vorlagen. Nach der dritten Einzelzellklonierung wurden die Zellen zunéachst auf
Gewebekulturplatten mit 24 und anschlief3end 6 Vertiefungen passagiert. Die Zellen wurden
dann auf 75 c”-Kulturflaschen weiter kultiviert.

5.10 Aufbewahrung und Kultivierung von Bakterien

Siehe Diplomarbeit von K. Mdller (1997)

5.11 Herstellung und Transformation kompetenter Bakterien

Das am haufigsten verwendete Protokoll zur Transformation von Bakterien mit Plasmid-
DNA geht auf eine von Hannahan beschriebene Methode zurtick.

Dazu wurde von einer frischen XL1-BlueMRF -Plattenkultur eine Kolonie isoliert und Uber
Nacht in 5 ml SOB Medium bea 37°C auf dem Schuttelinkubator kultiviert. Am nachsten
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Morgen wurde die Bakterienlosung 1:50 mit SOB in einem Gesamtvolumen von 25 ml
verdinnt und fir weitere 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach 10-mindtiger Kdhlung der
Bakterienltsung auf Eis werden die Bakterien 10 min bei 3000 U.p.M. und 4°C in einem 50
ml Falconrohrchen zentrifugiert und das Bakteriensediment in 85 ml TFB Puffer durch
vortexen resuspendiert. Dieser Ansatz wurde fur 10 min auf Eis gekiihlt und wiederum unter
gleichen Bedingungen zentrifugiert. Das in 2 ml TFB resuspendierte Bakteriensediment
wurde mit 70 pl DnD-Mix versetzt und 10 Minuten unter gelegentlichem Schwenken auf Eis
inkubiert. Nach weiterer Zugabe von 70 pl DnD-Mix und kurzer Kihlung auf Eis werden
200 pl der Bakterienlésung mit bis zu 1 ng eines Plasmides oder Ligationsansatzes gemischt,
10 min auf Eis inkubiert und anschlief3end bei 42°C fir 90 sec einem Hitzeschock
unterzogen. Der Ansatz wurde schnell auf Eis gekuhlt und nach Zugabe von 1 ml SOC
Medium eine Stunde bei 37°C geschuittelt.

Aliquots dieser Bakterienkultur werden auf LB-Agarplatten mit Ampicillin, IPTG und X-Gd
ausgestrichen und tber Nacht bel 37°C inkubiert. Insert-positive weisse Kolonien konnten
nach dieser Blau-Weil3 Selektion ausgewahlt werden.

5.11.1 Reinigung grofRer Plasmidmengen tber Sdulen

Die Reinigung grof3er Plasmidmengen erfolgte mit dem Plasmid Midi Kit von Genomed.
Das Prinzip des fur das Genomed Midi Kit verwendeten Reinungsmethode fur Plasmide aus
Bakterien wurde bereits 1979 von Birnbolm und Doly beschrieben. Nach alkalischer Lyse
der Bakterien und grober Entfernung der Proteine, des SDS und der chromosomalen DNA
mit einer Kaliumacetatlosung wurde die Plasmid-DNA mit der Genomed-Saule von
restlichen Proteinen und RNA gereinigt. Die Sdulen basieren auf einer modifizierten
Silicagelmatrix nach dem Verfahren eines Anionenaustauschers. Verunreinigungen wurden
mit einem salzhaltigen Puffer entfernt, bei dessen Konzentration die Plasmid-DNA noch
nicht eluiert. Durch Erhdhung der lonenstérke wurde die DNA von der Siule gewaschen
und anschlief3end mit Isopropanol entsalzt und préazipitiert.

5.11.2 T-Vektor Klonierungs-Systeme (Promega)

Klonierungsvektoren mit Uberhdngenden Thyminresten an beiden Seiten der Ligationsstelle
wurden verwendet, um PCR-Produkte, die mit einer Tag DNA-Polymerase generiert
wurden, effizient zu klonieren. Dieser Vorgang wurde durch die Eigenschaft der Tag-
Polymerase, bei Uberschul3 von freien dNTPs an den zu synthetisierenden DNA-Strang €in
Adenosin anzuhangen, erméglicht. Das von Promega verwendete System wurde nach
Angaben des Herstellers verwendet.
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5.12 In vitro Methylierung von 5 -CG-3"-haltigen DNA-Fragmenten

Die in vitro Methylierung von doppelstrangigen DNA-Fragmenten wurde in enem
Methylasepuffer unter Zugabe von 2-5 U/ug Methylase (Hpall- oder Sssl-Methylase)
durchgefuhrt. Nach 2-stiindiger Inkubation bel 37°C wurde dem Ansatz eine frische Dosis
des Methyldonors S-Adenosylmethionin zugegeben und fir weitere 5 Stunden inkubiert. Das
Abstoppen der Reaktion erfolgte durch Proteinase K/SDS-Behandlung und anschlief3ender
Phenolextraktion. Nach Ethanolprézipitation wurde die DNA in TE oder ddH,O gelost. Eine
Kontrolle der Methylierung erfolgte mittel s methylierungs-sensitiver Restriktionsenzyme.

5.13 Oligo-Desoxyribonukleotid-Primer

5.13.1 Fur die Sequenzierung klonierter DNA-Fragmentein pGEM-T Vektoren

Name Sequenz: 5°- 3 Lange |G/IC- |Tm°C
(nt) Gehdt | (1M Na)
(%)

SP6 GATTTAGGTGACACTATAG 19 36 61

T7 TAATACGACTCACTATAGGG 20 40 64

5.13.2 Fur die Methylierungs-Sensitive repr &sentative Differ enzanalyse
(MS-RDA)

Name Sequenz: 5°- 3 Lange | GIC- | Tm°C
(nt) | Gehat | (1M Na’)
(%)
R1 AGCACTCTCCAGCCTCTCACCGAC 24 62 79
R2 CGGTCGGTGAG 11 72 49
Ji ACCGACGTCGACTATCCATGAAAC 24 50 74
NYJ CGGTTTCATGG 11 54 43
N1 AGGCAACTGTGCTATCCGAGGGAC 24 58 77
N2 CGGTCCCTCGG 11 81 54
S1 ACTTCTACGGCTGAATTCCGACAC 24 50 74
S2 CGGTGTCGGAAT 12 58 49
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5.13.3 Fir die cDNA Subtraktion

Name Sequenz: 5°- 3

cDNA TTTTGTACAAGCTT3N;N

Synthese

Primer

G3PDH5 | ACCACAGTCCATGCCATCAC

G3PDH3 | TCCACCACCCTGTTGCTGTA

P1 CTAATACGACTCACTATAGGGC

NP1 TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT

NP2 AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT

Adl-top |CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT
Ad1- ACCTGCCCGG

bottom

Ad2-top |CTAATACGACTCACTATAGGGCAGCGTGGTCGCGGCCGAGGT
Ad2- ACCTCGGCCG

bottom

5.13.4 Fur die Methylierungs-Sensitive Amplicon Subtraktion (MS-AYS)

Name Sequenz: 5°- 3

R1 AGCACTCTCCAGCCTCTCACCGAC

R2 CGGTCGGTGAG

P1 CTAATACGACTCACTATAGGGC

NP1 TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT

NP2 AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT

Adl-top |CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT
Ad1- ACCTGCCCGG

bottom

Ad2-top |CTAATACGACTCACTATAGGGCAGCGTGGTCGCGGCCGAGGT
Ad2- ACCTCGGCCG

bottom

S1

ACTTCTACGGCTGAATTCCGACAC

S2

CGGTGTCGGAAT
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5.13.5 Fur die Amplifikation eines [3-Actin Subfragmentes aus genomischer
DNA

Name Sequenz: 5°- 3

[-Actin AGTGATGATGATATCGCCGC

[3-Actin GTGTGGTGCCAGATTTTCTCC
rev.

5.14 Bestimmung der Nukleotidsequenz von DNA-Fragmenten

Die Nukleotidsequenzen wurden mit einem automatischen DNA-Sequenzierer der Firma
Applied Biosystems (373A) bestimmt. Die Funktionsweise des Gerétes arbeitet nach der
Didesoxy-K ettenabbruchmethode (Sanger et a., 1977) mit floureszierenden ddNTPs. Die
Sequenzierung wurde von Birgit Schmitz in unserem Labor durchgefuhrt.

Zur Probenvorbereitung wurden 1 pg Insert-tragende Plasmid-DNA nach Denaturierung mit
NaOH mittels Zugabe von NH,Ac (EK: 1 M) und 3-fachem Volumen Ethanol abs.bei RT
Uber Nacht prézipitiert. Die geféllte DNA wurde nochmals mit 70% Ethanol gewaschen,
luftgetrocknet und in 10 pl ddH,O gel6st. Die Sequenzierung wurde nach Zugabe von 50 ng
(in 2 pl) eines spezifischen Primers durchgefihrt.

5.15 Extraktion und Reinigung von Lambda-DNA aus lysogenen
Bakterien

Siehe Diplomarbeit von K. Mller (1997).

5.16 Identifizierung und Isolierung differentiell methylierter DNA-
Fragmente aus komplexen Genomen: Methylierungs-
Sensitive reprasentative Differenzanalyse (MS-RDA)

Um eine Genom-weite Suche nach DNA-Segmenten durchzufiihren, die in transformierten
oder transgenen Zellen eine gegentiber der normalen BHK21 Ursprungszellinie veranderte
Methylierung aufwiesen, wurde u.a. ein von Ushijima et a. (1997) modifiziertes Protokoll
verwendet. Das Verfahren basiert auf einer von Lisitsyn und Mitarbeitern (1993)
entwickelten Methode, in der subtraktive Hybridiserungen und selektive PCR zur
Anreicherung von DNA-Fragmenten fuhrt, die in der Test-DNA (Tester), nicht aber in der
Steuerungs-DNA (Driver) vorhanden sind (siehe auch schematische Darstellung der MS-
RDA in Abbildung 1). Urspringlich wurde die reprasentative Differenzanalyse (RDA)
entwickelt, um DNA-Abschnitte, die in Krebszellen deletiert oder amplifiziert sind, zu
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isolieren. Die erste Phase jeder RDA-Technik umfaldt die Herstellung einer Reprasentation
der beiden zu vergleichenden Genome. Dabel werden die genomischen DNA-Proben von
Tester und Driver mit Restriktionsendonukleasen gespalten, an universelle Oligonukleotid-
Adapter ligasiert und durch Polymerase Kettenreaktion amplifiziert. Die PCR-Bedingungen
werden so gewdhlt, dal3 nur kleine DNA-Fragmente (1 bis 2,5 kBp) effizient amplifiziert
werden kénnen. Dadurch wird erreicht, dal3 die Fragmentkomplexitét der Reprasentationen
(Amplicons) um ein Viefaches niedriger liegt as in der urspringlichen DNA. Diese
Reduktion der Fragmentkomplexitét erhht die Effizienz der zweiten Phase erheblich, in der
wiederholte Zyklen aus subtraktiver Hybridisierung und selektiver PCR zur Anreicherung
von DNA-Fragmenten fuhrt, die nur im Tester-Amplicon vorliegen.

Um dieses Prinzip fur die Isolierung unterschiedlich methylierter DNA-Fragmente nutzbar zu
machen, werden bei der MS-RDA Oligonukleotid-Adapter verwendet, die an 5-GC-
Uberhinge ligasiert werden kénnen, die nach Spalung genomischer DNA mit der
Methylierungs-sensitiven Restriktionsendonuklease Hpall (5-CCGG-3") entstehen. Sind die
Erkennungsstellen fur Hpall in eéinem bestimmten DNA-Bereich methyliert, kann das Enzym
dort nicht spalten und es ensteht ein grof3es DNA-Fragment. Liegt der gleiche DNA-Bereich
in der Tester-DNA jedoch unmethyliert vor, so enstehen hier nach Spaltung kleinere DNA-
Fragmente (z.B. kleiner als 3 kBp). Nach Ligasierung der DNA-Fragmente an universelle
Adapter, konnen in der darauffolgenden PCR nur die kleinen Hpall-Spaltfragmente der
Tester-DNA, nicht aber die grof3en des gleichen Bereiches in der Driver-DNA amplifiziert
werden. In weiteren Schritten werden die universellen Adapter von den Amplicon
Fragmenten abgespalten und nur die Tester-Fragmente an neue Adapter ligasiert. Die
Mischung aus Adapter-tragenden Tester-Fragmenten und einem UberschuR® an Driver-
Fragmenten wird denaturiert und renaturiert. In der anschlief3enden PCR kodnnen nur jene
Tester-DNA Fragmente effizient amplifiziert werden, die keinen homologen Partner im
UberschuRR der Driver Fragmente hatten und infolge dessen Adaptermolekile an beiden
Seiten des DNA-Molekils tragen. Eine weitere subtraktive Hybridisierung und PCR fihrt zu
einer noch hoheren Anreicherung der Tester-Fragmente. Im Verlauf der subtraktiven
Hybridisierungen kommt es zu einer gleichzeitigen Reduktion derjenigen DNA-Fragmente,
die in beiden Reprasentationen vorhanden sind.
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Abb. 1: Prinzip der Methylierungs-sensitiven Amplicon-Subtraktion (MS-RDA)
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5.16.1.1 Amplicon-Préparation
Nach Spaltung von 20 pg der Tester- und Driver-DNA mit einem Uberschul der
Methylierungs-sensitiven Restriktionsendonuklease Hpall erfolgte eine Extraktion der
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Spaltfragmente durch Phenol/ Chloroform und anschlief3ender Ethanolféllung. Nach Losung
des Prazipitats in 30 pl ddH,O wurden 1 pg der Spaltprodukte an 500 pmol R-Adapter
(Hybridisierungsprodukt aus den Primern R1 und R2) ligasiert. Prasentationen (Amplicons)
wurden durch Amplifikation der Ligationsprodukte in 25 bis 30 PCR Zyklen unter
Verwendung des RI1-Primers hergestellt. Der Reaktionsansatz hatte folgende
Zusammensetzung:

Ausgangs- Zu Amplifikationsbedingungen
[6sung verwendendes
Volumen [ul]

Ligationslosung 3 72°C, 3 min

10 x PCR Puffer Ill 10x 40

dNTP-Mix je25 mM 4.8 95°C, 1 min

R1-Primer 50uM 8 X 25-30
Taq DNA Polymerase 5 U/l 3 72°C, 3min

ddHO 343,2

Gesamt 402 pl

Fur die Herstellung des Driver-Amplicons wurden 10 Ansédtze und fir die Herstellung des
Tester-Amplicons ein Ansatz mit obiger Zusammensetzung bendtigt. Je 10 pl jedes PCR-
Ansatzes wurden anschliefiend in einem 1,5% igen Agarosegel elektrophoretisch getrennt,
um Produktmenge und Produktgréf3e zu Uberprifen. Optimalerweise hatten die Produkte
eine Grof3e zwischen 2,5 kBp und 300 Basenpaaren. Die PCR-Produkte wurden zweimal mit
Phenol und zweimal mit Chloroform extrahiert und anschlief3end durch Zugabe von einem
halben Volumen 75 M NH,Ac und 3 Volumen EtOH abs. gefélt. Nach Ldsung der
Prézipitate in einem geeigneten VVolumen ddH,O erfolgte die Abspaltung der Adapter mit

Mspl.
5.16.1.2 Adapterabspaltung

Die in ddH,O gelosten PCR-Produkte wurden mit je 5U/ug der Restriktionsendonuklease
Mspl (5 -CCGG-3") gespalten. Dieses Enzym ist ein Isoschizomer zu Hpall, spaltet an den
Erkennungstellen jedoch unabhéngig von der Methylierung. Die Restriktionsspaltung wurde
durch Hitzeinaktivierung des Enzyms und Phenolextraktion der Spaltungsfragmente
gestoppt. Die Adapter werden durch Gelfiltration (cDNA spun columns, Pharmacia) von
grofieren DNA-Fragmenten getrennt. Aliquots von je 10 ul des Eluats aus der Gelfiltration
und der Fraktion vor der Reinigung wurden in einem 2% igen Agarosegel getrennt, um die
Trennung der abgespaltenen Adapter von groferen DNA-Fragmenten zu Uberprifen.
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5.16.1.3 Kompetitive Hybridisierung und selektive Amplifikation

Nur an das Tester-Amplicon (200 ng) wurden 500 pmol des JAdapters
(Hybridisierungsprodukt aus Primer J1 und J2) ligasiert. Anschlief3end wurde das Volumen
des Ligationsansatzes mit TE-Puffer auf 100 pl aufgefillt und die Ligationsprodukte einmal
mit einem VVolumen Phenol extrahiert. Nach Mischung der wéssrigen Oberphase mit 40 g
des Driver-Amplicons in einem Gesamtvolumen von 400 pl wurde der Ansatz noch einmal
mit Phenol und zweima mit Chloroform extrahiert. Das Préziptat aus der darauffolgenden
Ethanolfdlung wurde in 4 pl des 3 x EE-Puffers geldst, mit einem Tropfen Mineraldl
Uberschichtet und fur 10 min bei 96°C in einer PCR-Maschine denaturiert. Die denaturierte
Driver-Tester-Mischung wurde mit 1 ul 5 M NaCl versetzt und anschlief3end weitere 16
Stunden bei 67°C im Thermal-Cycler inkubiert.

Durch Zugabe von 45 pl 1 M NaCl in TE (auf 67°C vorgewarmt) wurde die
Mischungsprobe verdinnt (verd. Mix) und die kompetitive Hybriserung beendet. Ein
Aliquot der Hybrisierungsprodukte wurde sofort mittels PCR amplifiziert:

PCR-1.
Ausgangs- Zu Amplifikationsbedingungen
[6sung verwendendes
Volumen [ul]

72°C, 3 min 5 ul verd. Mix
10 x PCR Puffer IlI 10x 40
dNTP-Mix je25 mM 4.8

4 8l J1-Primer

Tag DNA Polymerase 5 U/l 3 95°C, 1 min
ddH,O 343,2 x 13

70°C, 3min
Gesamt 391 ul

Der PCR-Probe wurden 5 pl der verdinnten Mischung aus Tester und Driver zugegeben
und die Amplifikation nach Inkubation bei 72°C fir 3 min durch Zugabe von 5 pl des J1-
Primers (50 uM Ausgangskonzentration) gestartet.

Nach Ablauf der Amplifikation wurde die PCR-Probe 10 min bei 72°C inkubiert, mit 40 pl
10 mM ZnSO, und 100 U Mung-Bean Nuklease (MBN) versetzt und anschlief3end 30 min
auf 30°C erwarmt. Dieser Schritt dient dem Abbau einzelstrangiger PCR-Syntheseprodukte.
Doppelstrangige DNA wurde durch Phenol und Chloroform extrahiert, mit Ethanol und
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NH,Ac gefdlt und in einem geeigneten Volumen ddH,O gelést. 5 pl dieser DNA-LAsung
wurden in einer weiteren PCR mit dem J1-Primer amplifiziert.
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PCR-2:
Ausgangs- Zu Amplifikationsbedingungen
[6sung verwendendes
Volumen [ul]

95°C, 3min
10 x PCR Puffer lll 10 x 40
dNTP-Mix je25 mM 4,8

_— 8l J1-Primer

Tag DNA Polymerase 5 U/ul 3 95°C, 1 min
MBN beh. Lésung 5 X 25
ddH.0 341,2 70°C, 3min
Gesamt 394 ul

Dem PCR-Ansatiz wurden 8 pl des Jl-Primers (50 pM) zugegeben, sobald das
Resktionsgefal? auf 95°C erhitzt worden war. Die PCR-Produkte aus diesem ersten Zyklus
wurden nach Phenolextraktion fur einen weiteren Zyklus kompetitiver Hybridisierung
verwendet. Dazu wurden die Adapter nochmals gewechselt (N-Adapter) und nur 40 ng der
Produkte des ersten Zyklusses mit 40 pg Driver-Amplicon gemischt. Die subtraktive
Hybridisierung und die selektive Amplifikation wurden wie im ersten Zyklus durchgefihrt.

5.16.1.4 Selektion und Analyse der Differenzprodukte des zweiten MS-RDA Zyklus

PCR Produkte wurden nach zwel Runden subtraktiver Hybridiserung in den pGEM-T
Vektor kloniert und in kompetente XL 1BlueMRF transfiziert. Insert-positive Klone wurden
nach Blau-Weiss-Selektion isoliert und in Gewebekulturplatten mit 96 Vertiefungen mit je
180 pl LB-Medium, welches 100 pg/ml Ampicillin enthielt, tber Nacht bei 37°C auf dem
Schittler vermehrt. Je 3 pl jeder der 96 Bakterienkulturen wurde fir eine PCR mit dem
SP6- und T7-Primer verwendet, bei der die Plasmid-Inserts amplifiziert wurden. Fur diese
PCR wurde der Standard-Reaktionspuffer von Promega verwendet.
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Insert-PCR:
Ausgangs- Zu Amplifikationsbedingungen
[6sung verwendendes
Volumen [ul]
10 x PCR Puffer 10 x 4 96°C, 3min
MgCl, 25mM 4
dNTP-Mix je25 mM 0,48
T7/Sp6-Mix je 50uM 0,4
Tag DNA Polymerase 5 U/l 0,3 94°C, 30 sec
Bakterienkultur 3 X 30
ddH;0 27,82 60°C, 1,5 min
Gesamt 40 pl

Die PCR-Produkte wurden anschlief3end in 0,8 M NaOH, 50 mM EDTA denaturiert und
mittels Dot-Blot auf zwei positiv geladenen Nylonmembranen identisch angeordnet. Die
beiden identischen Membranen wurden mit **P-markierter Amplicon-DNA von Tester und
Driver hybridisiert. Die dazu verwendeten Amplicons wurden mit dem S-Adapter (bestehend
aus Primer S1 und S2) und dem S1-Primer, der im Verlauf der MS-RDA nicht verwendet
wurde, hergestellt. Dadurch konnten Kreuzhybridisierungen der Adapter bei der Dot-Blot-
Hybris erung ausgeschl ossen werden.

Positive Klone wurden anhand der Signalintensitatsunterschiede zwischen Tester und Driver
selektiert und in Southern-Blot Experimenten verwendet, um zu bestimmen, ob und in
welchem Mal%e die selektierten Klone Unterschiede in der Methylierung in genomischer
DNA aus Tester und Driver zeigt.

5.17 Isolierung differentiell exprimierter Gene: cDNA-Subtraktion
(Ditchenko et al., 1996)

Um Unterschiede in der Genexpression zwischen transformierten oder transgenen BHK21-
Zelen und normalen BHK21-Zellen zu analysieren wurde eine von Diatchenko und
Mitarbeitern entwickelte Methode genutzt. Die Methode basiert hauptsachlich auf der
Anwendung einer as suppressiven PCR beschriebenen Prozedur (Siebert et al., 1995),
zusammen mit einer Normalisierung und Subtraktion der zu vergleichenden cDNA
Bibliotheken in einem Schritt. Nur cDNAS, diein der Tester Zellinie, nicht aber in der Driver
Zdlinie vorhanden sind, werden angereichert, wéhrend die Synthese von cDNAS, die in
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beiden Zellinien vorliegen, unterdrickt wird. Die zur Durchfihrung notwendigen
K omponenten wurden as Multi-K omponenten-System von der Firma Clontech bezogen.

Zur Vorbereitung wurde aus den zu untersuchenden Zellinien poly A mRNA isoliert
(Boehringer). Von der Tester und Driver Zellinie wurde mit 2 pg poly A mRNA mittels der
cDNA-Synthese Primer cDNA Préparationen hergestellt. In allen weiteren Schritten wurden
genau die Angaben des Herstellers befolgt. Fir PCR Reaktionen wurde der Advantage 2
Polymerase Mix (Clontech) verwendet.

Differenzprodukte wurden nach einem Durchgang in den pGEM-T Vektor (Promega)
kloniert und mit Standardmethoden in XL1BlueMRF transfiziert. Insert-positive
Bakterienklone wurden in 180 pl LB-Medium (100 pg/ ml Ampicillin) GN bei 37°C in 96-
Loch Platten vermehrt. 3 pl der Bakterienkultur wurden fir eine PCR mit dem SP6 und T7-
Primer verwendet (siehe oben). Die amplifizierten Plasmid-Inserts wurden in 384-Loch
Platten transferiert, mit 0,8 M NaOH/ 50 mM EDTA (beides EK) versetzt und mit dem 384-
Spitzen-Replikator auf positive geladene GeneScreen Plus Membranen aufgetragen. Auf
diese Weise wurden zwel Membranen mit identischer Klonanordnung hergestellt, die
anschlieRend gegen **P-markierte cDNA Praparationen von Tester und Driver hybridisiert
wurden. Positive Klone aus diesem inversen Northern-Blot Experiment wurden selektiert
und fur Northern-Blot Analysen mit cytoplasmatischer RNA oder poly A mRNA verwendet.

5.18 Methylierungs-sensitive Amplicon Subtraktion (MS-AS)

Im folgenden wird lediglich die Durchfihrung der MS-AS beschrieben. Eine genauere
Betrachtung dieser neuen Technik erfolgt im Ergebnisteil dieser Arbeit.

Genomische DNA (5 pg) von Tester und Driver wurden mit einem Uberschul? der
Restriktionsendonuklease Hpall gespalten. Die Spatprodukte wurden mit Phenol/
Chloroform extrahiert und nach Ethanolfdlung in ddH,O geldst. 200 ng der DNA-
Fragmente wurden an 500 pmol des R-Adapters ligasiert und in einer PCR mit dem R1-
Primer amplifiziert (sehe Ampliconpraparation bei MS-RDA). Die gewéhlten PCR-
Bedingungen wurden bereits beschrieben (Lisitsyn et al., 1993). Die PCR Produkte wurden
mit Rsal gespalten, um DNA-Fragmente mit ,glaiten* Enden zu erhalten. Das Tester
Amplicon wurde dann in zwel Portionen von 500 ng aufgeteilt und jede an unterschiedliche
Adapter ligasiert (Adapter L oder R). Anschlieffend werden zwei Hybridisierungen
durchgefuhrt. In der ersten Hybridisierung werden 2 pl der Rsal gespaltenen Amplicon DNA
des Drivers (1 bis 2 ug) zusammen mit 1 ul der Adapter-ligierten Tester Amplicons (50 ng)
und einem 1 pl 4 x Hybridisierungspuffer (200 mM Hepes, pH 8,3, 2 M NaCl, 0,08 M
EDTA, pH 8,0, 40% PEG 8000) gemischt. Die beiden Lésungen werden mit Minera 6l
Uberschichtet, die DNA bel 98°C fur 2 min denaturiert und bei 68°C fir 8 Stunden
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renaturiert. Alle Schritte wurden in einem Perkin-ElImer DNA Thermal Cycler 480
durchgefuhrt. Fir die zweite Hybridiserung wurden die beiden Proben aus der ersten
Hybridiserung vereinigt und gleichzeitig eine frische Dosis denaturiertes Driver Amplicon
(500 ng in 1 pl) zugegeben. Die zweite Hybridiserung wurde fir weitere 16 Stunden bei
68°C im Thermalcycler durchgefihrt und anschlief3end durch Zugabe von 200 pl des auf
68°C vorgeheizten Verdunnungspuffer (20 mM Hepes, 50 mM NaCl, 0,2 mM EDTA)
gestoppt. 1 pl der verdinnten Hybridisierungsprobe wurden in einer PCR mit dem P1-
Primer amplifiziert. Fir diese PCR und die darauffolgende wurde der Advantage 2
Polymerase Mix (Clontech) und der mitgelieferte Standardpuffer verwendet.

verwendetes Volumen [ul]

ddH,0O 19,5
10 x PCR Puffer 2,5
dNTP-Mix (10 mM) 0,5
PCR Primer P1 (10puM) 1,0
50 x Advantage 2 Pol. Mix 0,5
verd. Hybridisierungsprobe 1,0
Gesamt 25l

Die PCR-Proben wurden zunéchst fir 5 min bel 75°C inkubiert, um die Adapter aufzufillen.
Fur die Amplifikation wurden folgende Reaktionsbedingungen gewahlt:

94°C, 30 sec
66°C, 30 sec X 27
72°C, 1,5 min

Die Produkte aus dieser Amplifiktion wurden 1:10 in ddH,O verdinnt und 1 pl fur eine
weitere  Amplifikation verwendet, die unter folgenden Bedingungen und folgender
Zusammensetzung durchgefthrt wurde:

verwendetes Volumen [ul]

ddH.O 18,5
10 x PCR Puffer 2,5
dNTP-Mix (10 mM) 0,5
PCR Primer NP1 (10uM) 1,0
PCR Primer NP2 (10uM) 1,0
50 x Advantage 2 Pol. Mix 0,5

104



MATERIAL & METHODEN

verd. PCR Probe 1,0
Gesamt 25l

Reaktionsbedingungen:

94°C, 30 sec
68°C, 30 sec X 12
72°C, 1,5 min

Die PCR Mischung sollte nun mit Fragmenten angereichert sein, die ausschlief3lich im Tester
Amplicon vorlagen. Die Klonierung der Amplifikationsprodukte erfolgte in den pGEM-T
Vektor, der, wie bereits im Abschnitt Uber die MS-RDA beschrieben, in XL1BlueMRF
transfiziert wurde. Die Selektion der Differenzprodukte, bevor sie individuell fir Southern-
Blot Analysen verwendet wurden, wurde ebenfalls bereits beschrieben.
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6 Zusammenfassung

In friheren Arbeiten aus diesem Laboratorium konnten bereits in Hamsterzellen, die transgen fir
Adenovirus Typ 12 (Ad12) DNA waren, Veranderungen im Methylierungsmuster zellulérer Gene
nachgewiesen werden (Hdler et d., 1995). Diese Ad12-transgenen BHK21 Zdlen exprimierten
frihe virde Gene und wiesen enen transformierten Phéanotyp auf. In BHK21 Zdlen, die mit Ad12
infiziert worden waren, konnten keine Methylierungsanderungen in zdlul&ren Genen nachgewiesen
werden, obwohl diese ein den Transkriptionsmuster aufwiesen, das transformierten BHK21 Zdlen
vegleichbar war (Ortin e d., 1976). Es wurde daher argumentiert, dald die
Methylierungsinderungen nicht ausschliefdich auf den Einfluld virder Faktoren zurtickzufiihren
seien, sondern eher durch die Integration der fremden (Ad12) DNA verursacht worden waren.
Um dieser Hypothese gezidter nachzugehen, wurden BHK?21 Zdlen hergestdlt, die transgen fur
Bakteriophage Lambda-DNA und pSV2neo-Flaamid-DNA waren. Mit Hilfe dieses Testsystems
sollte untersucht werden, ob die Integration fremder und transkriptiondl inaktiver DNA per se zu
watrechenden Methylierungsinderungen zdlul&rer Bereiche im Wirtsgenom flhren konnte.
Bereits in Ad12-transformierten BHK21 Zdlen zeigten Sch Veranderungen in den Sequenzen der
Intrazisternalen A Partikel, die mit ca 900 Kopien pro haploidem Genom auf verschiedenen
Hamsterchromosomen vorkamen (Meyer zu Altenschildesche et ., 1996). Dadie Ad12-DNA in
diesen Zdlen an ener chromosomaen Stelle integriert worden war, wurde die Frage nach ener
maglichen ,, Fernwirkung®* der integrierten DNA gestdlt.

In enigen der | DNA-transgenen Hamderzdlen konnte jedoch in ener limitierten Anzahl
randomisiert ausgewahiter Genen und DNA-Bereiche nur in den Sequenzen der Intrazisternalen A
Partikel eine Methylierungsénderung beobachtet werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden in ener Fortfihrung dieser Fragestelung verschiedene
Andysemethoden etabliert, die eine Genom-weite Suche nech differentidl methylierten oder
differentiel exprimierten  DNA-Segmenten ermoglichten. Mit Hilfe der von Ushijima und
Mitarbeitern entwicketen Methylierungs-sendtiven reprasentativen Differenzandyse (MS-RDA)
konnten mehrere DNA-Segmente isoliet werden, die in Bakteriophage-1 - sowie Ad12-
transgenen BHK 21 Zdlen Methylierungsénderungen zeigten.

Vide der mittedls MS-RDA isolierten DNA-Fragmente sammiten aus repetitiven Sequenzen des
Hamgtergenoms, die nicht aufgrund einer Homologie zu bekannten Genen oder DNA- Segmenten
Identifiziert werden konnten. Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde ein neues Protokoll
zur Isolierung differentiel methylierter DNA-Bereiche aus komplexen Genomen entwickelt. Diese
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ds Methylierungs-sendtive Amplicon Subtraktion (MS-AS) bezeichnete Methode (Mller u.
Doerfler, Manuskript in Vorbereitung) hatte gegentiber der MS-RDA Methode enige Vortelle.
Die MS-AS Prozedur benétigt nur enen Zyklus subtraktiver Hybridiserung. Vide der mittels
MS-ASisolietenin | DNA-transgenen BHK 21 Zdlen differentidl methylierten DNA-Segmente
wiesen einen hohen CG-Gehdt auf, waren groler s MS-RDA Produkte und konnten anhand
ener Homologie zu bekannten Genen identifiziert werden. Die MS-AS-Prozedur war zudem im
Vergleich zur MS-RDA zeit- und kostensparend.

In  Kontrollexperimenten wurde untersucht, ob individudle BHK21 Zedlklone ebenfals
Methylierungsunterschiede in DNA-Bereichen zeigten, die in transgenen Zdlen verdndert worden
waren. Keiner der in | DNA-transggenen BHK 21 Zdlen differentidl methylierten DNA-Bereiche
zeigte in BHK21 Einzdzdlklonen Abweichungen vom Methylierungsphénotyp der gesamten
BHK?21 Zdlpopulation. Diese Daten zeigten, dal3 die in transgenen BHK21 Zelen gefundenen
Methylierungsénderungen nicht schon in der parentalen BHK 21 Population vorgel egen haben.

Mit Hilfe der suppressven subtraktiven Hybridiserungstechnik (Diatchenko et d., 1996), die im
Prinzip eine subtraktive Hybridiserung von cDNA-Préparationen darstellt, wurde die Moglichkelt
differentidler Genexpresson in Ad12-DNA und | DNA-transgenen BHK21 Zelen untersucht.
Mit Hilfe dieser Technik wurden mehrere differentidl exprimierte Gene aus Adl2- sowie
Lambda-transgenen Zdlen isoliert.

Berdts in friheren Arbeiten wurde untersucht, ob die die Integration fremder DNA in das
Mausgenom zu Veranderungen in zelul&ren Methylierungsmustern in transgenen Méusen fihren
konnte (Dilomarbeit von Knut Mller, 1997). In zwei Maudinien (7-1 und 8-1), die transgen fur
das 3324 Bp grof3e pAD2E2AL-CAT-Kongrukt waren, konnte in Interleukin-10 und dem
parental geprégten Igf2r eine Abnahme in der DNA-Methylierung nachgewiesen werden. Die
Methylierungsdnderungen traten spezifisch in DNA aus Lebergewebe auf.

In Grindertieren, die transgen fir Bakteriophage-Lambda DNA waren, konnte spezifisch in DNA
aus Herzmuskel gewebe eine Zunahme in der Methylierung des I gf2r-L okus gefunden werden.

Die Anwendung der MS-RDA zur Isolierung welterer differentidl methylierter DNA-Segmente
aus transgenen Méusen fihrte lediglich zur Isolierung von Loci, die eénen Redriktionsfragment
Langenpolymorphismus in Hpall- Erkennungsstellen aufwiesen.

Die in dieser Arbat gezeigten Daten unterstiitzen die Annahme, dal3 zdlulére Expressons- und
Methylierungsmuster durch die Integration fremder DNA in ein etabliertes Genom verandert
werden konnen.
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Abstract

In hamster cells transgenic for the adenovirus type 12 (Ad12) or for the DNA of bacteriophage
lambda, the patterns of DNA methylation in specific cellular genes or DNA segments remote from the
site of transgene insertion were considerably altered. A wide scope of cellular DNA segments and
genes was analyzed. The technique of methylation-sensitive representational difference analysis (MS-
RDA) selects against DNA-segments that were heavily methylated and hence rarely cleaved by the
methylation-sensitive endonuclease Hpall. The MS-RDA protocol led to the isolation of several
cellular DNA-segments that were hypermethylated in lambda DNA- and Ad12-transgenic hamster cell
lines. By applying a subtractive hybridization technique to cDNA preparations from non-transgenic
and and Adl2-transformed or lambda DNA-transgenic hamster cells, several cellular genes were
cloned that showed altered transcription patterns in Ad12-transformed or in lambda DNA-transgenic
hamster cells, respectively. Many of the DNA segments with altered methylation, which were isolated
by a newly developed methylation-sensitive amplicon subtraction (MS-AS) protocol, and cDNA
fragments derived from genes with altered transcription patterns were identified by their nucleotide
sequences. In one mouse line transgenic for the DNA of bacteriophage lambda, hypermethylation was
observed in the imprinted gene Igf2r in a tissue-specific manner. Two mouse lines transgenic for an
adenovirus promotor-indicator gene construct showed hypomethylation in the interleukin 10 (I1L-10)
and Igf2r loci . We conclude that the insertion of foreign DNA into an established genome can lead to
marked alterationsin cellular DNA methylation and transcription patterns.

Kurzzusammenfassung

In Hamsterzellen, die transgen fir Adenovirus Typ 12 -oder fur Bakteriophage Lambda-DNA sind,
konnten Veradnderungen im Methylierungsmuster bestimmter zellulérer Gene, die weit vom
Integrationsort des Transgens entfernt lagen, nachgewiesen werden. Mit Hilfe der Methylierungs-
sensitiven representativen Differenzanalyse (MS-RDA) wurde gegen hoch methylierte DNA-Bereiche
selektiert, die nur selten von der Methylierungs-sensitiven Restriktionsendonuklease Hpall gespalten
werden. Das MS-RDA Protokoll fuhrte zur Isolierung mehrerer DNA-Bereiche, die in Lambda DNA-
und Adl12-transgenen Hamsterzellen einen héheren Methylierungsgrad aufwiesen. Durch subtraktive
Hybridisierung von cDNA Praparationen konnten mehrere Gene kloniert werden, die in Adl12-
transformierten oder Lambda DNA-transgenen BHK 21 Hamsterzellinien ein gegeniiber der parentalen
BHK?21 Linie verandertes Transkriptionsmuster aufwiesen. Viele der DNA-Segmente, die mit dem
neu entwickelten Protokoll der Methylierungs-sensitiven Amplicon-Subtraktion (MS-AS) und cDNA-
Fragmente mit verénderten Transkriptionsmustern konnten aufgrund ausgeprégter Homologien zu
bekannten Genen identifiziert werden. In einer Lambda DNA-transgenen Mauslinie konnte im
parental gepragten Igf2r-Gen eine gewebespezifische Methylierungsénderung festgestellt werden. In
zwei Maudlinien, die transgen fur ein Adenovirus Promotor-Indikatorgenkonstrukt sind, konnte
Hypermethylierung in Interleukin 10 und Igf2r nachgewiesen werden. Es wird vermutet, dal3 die
Integration fremder DNA in ein etabliertes Saugergenom zu weitreichenden Verénderungen in
zelluldren Methylierungs- und Expressionsmustern fiihrt.



