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1. Einleitung

Der Hepatocyte Growth Factor (HGF) ist ein multifunktioneller Wachstumsfaktor
mit groRer Bedeutung fur die embryonale Entwicklung, fiir die spatere normale Organ-
funktion und fir die Regeneration nach einer Organschadigung. 1984 wurde HGF aus
dem Serum von Ratten, die einer partiellen Hepatektomie unterzogen worden waren,
isoliert und partiell aufgereinigt und charakterisiert [1]. Im selben Jahr wurde unab-
hangig hiervon die Bedeutung zweier Serumfaktoren — Hepatopoietin A und B genannt
— fUr die Leberregeneration entdeckt [2]. Spater wurde HGF als einer dieser Faktoren
identifiziert [3]. Unabhangig davon wurde im Medium einer embryonalen Fibroblaste n-
zellinie der Scatter Factor (SF) als ein die Motilitdt stimulierender Faktor entdeckt [4].
Weitere Untersuchungen zeigten, da® HGF und SF miteinander identisch sind [5, 6, 7].

HGF kann auf vielerlei Weisen auf seine Zielzellen wirken. Seine verschiedenen
Effekte auf Hepatozyten sind am besten charakterisiert, da er aufgrund seiner mito-
genen Wirkung auf primare Hepatozyten erstmalig isoliert und charakterisiert wurde.
Daneben wirkt er mitogen auf verschiedene andere Zelltypen vor allem epithelialen
Ursprungs. Neben seinen mitogenen Eigenschaften werden etliche epitheliale und
endotheliale Zellinien durch HGF zur Wanderung (Motogenitat) angeregt. Zudem wer-
den HGF aufgrund der Induktion gefaRartiger Strukturen bei verschiedenen epithelialen
Zellen morphogene Eigenschaften zugeschrieben [zur Ubersicht: 8, 9, 10]. Daneben
wurden sowohl in vitro [11] als auch in vivo [12] neurotrophe Effekte fir HGF beschri e-
ben. Entgegen seiner ansonsten eher die Tumorbildung férdernden Eigenschaften sind
aber flir HGF sowohl in vitro als auch in vivo die Tumorbildung und -promotion inhibie-
rende Wirkungen [9].

Samtliche biologischen Wirkungen von HGF werden tUber den c-Met-Rezeptor
vermittelt [13]. Neben c-Met kann HGF aber auch an Heparansulfatproteoglycane bin-
den. Diese Bindung ist allerdings bei weitem nicht so affin wie die Bindung an den
c-Met-Rezeptor. Die Heparansulfatproteoglycane liegen sowohl in der extrazellularen
Matrix als auch auf der Zelloberflache vor und werden als Koregulatoren des c-Met-
Signalwegs angesehen [13]. Der HGF-Rezeptor, c-Met, wird vornehmlich von epithe-
lialen Zellen gebildet [14, 15]. Da HGF hauptsachlich in Zellen mesenchymalen
Ursprungs gebildet wird, wird dem HGF-c-Met-Signalweg eine bedeutende Rolle in der
mesenchymal-epithelialen Kommunikation zugeordnet [16]. Die Wechselwirkungen von
HGF und seinem Rezeptor c-Met sind fiir verschiedene Prozesse wahrend der Em-
bryogenese, dem Organwachstum und der Aufrechterhaltung der Organfunktionen

beim Erwachsenen von Bedeutung. Daneben ist HGF aber auch in die Neubildung von
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Gewebe und damit in die Organregeneration nach einer Schadigung involviert. Die
Effekte von HGF auf die Proliferation, Motilitdt und Morphogenese von Zellen bilden die
Basis dieser physiologischen Funktionen der HGF/c-Met-Interaktion [9].

Verschiedene Studien haben die Bedeutung der einzelnen Effekte in den
physiologischen Vorgangen veranschaulicht. So ist in Mausen die essentielle Rolle der
motogenen Wirkung von HGF fir die Wanderung von Muskelvorlauferzellen in die
Ansatze der Gliedmale, die Zunge und das Zwerchfell beschrieben worden [17]. Die
mitogene Wirkung von HGF spielt vor allem bei der embryonalen Organogenese eine
Rolle. Homozygote Knock-out Mause sterben in utero mit Fehlbildungen der Plazenta
und der Leber [18, 19]. Aber auch eine Uberproduktion an HGF stért die normale En  t-
wicklung. Die Uberexpression von HGF in transgenen Mause filhrte zu einer Vergros-
serung der Leber (Hepatomegalie) und der Ausbildung von Lebertumoren [20]. Bei der
Entwicklung von Organen, die einer koordinierten Gewebsausbildung mit z.B. ver-
zweigten Gefallen bendtigen, wie die Lunge, die Niere oder dem Drisengewebe der
Brust, kommt neben der mitogenen auch die morphogene Wirkung von HGF zum
Tragen [13]. FUr mesenchymale Nierenzellen ist zudem eine Beschleunigung der me-
senchymal-epithelialen Transdifferenzierung, die in den Metanephros des Embryos
eine Rolle spielt, durch HGF beschrieben worden [21]. Den neurotrophen Eigenscha f-
ten von HGF kommen sowohl bei der Entwicklung des Gehirns als auch des zentralen
und peripheren Nervensystems Bedeutung zu. So férdert HGF nicht nur das Uberle-
ben, die Proliferation und Transformation von neuronalen Vorlauferzellen, sondern ist
auch an der Ausbildung der Neuriten beteiligt [12, 13]. Des weiteren ist fir HGF eine
Beteiligung an der Angiogenese, der Blutbildung, der Wundheilung und der B-
Zelldifferenzierung beschrieben worden [13]. Neben den hier beispielhaft aufgefiihrten
physiologischen Funktionen spielt HGF auch in der Ausbildung und Funktion anderer
Organe und Gewebe eine Rolle [Zur Ubersicht: 13].

Aufgrund seiner zentralen Rolle in den oben angefiuihrten Prozessen ist eine
straffe Regulierung der Interaktionen von HGF und c-Met notwendig. Die Uber-
expression von HGF und/oder c-Met ist mit vielerlei Tumorarten assoziiert [zur Uber-
sicht: 9, 10]. HGF kann aufgrund seiner mitogenen Wirkung die Proliferation férdern.
Seine Fahigkeit Zellen aus ihrem Verband zu I6sen (,Scattering®) erleichtert die Abl6-
sung von Primartumorzellen. Fur die Wanderung der Tumorzellen sind zudem seine
motogenen und chemotaktischen Eigenschaften wichtig. Im letzten Schritt der
Metastasierung — dem Andocken an einen neuen Zellverband — kommt die antiapopto-
tische Wirkung von HGF zum Tragen [13]. Neben diesen Funktionen kommt beim Tu-
morwachstum noch die angiogenetische Wirkung von HGF hinzu. Bei der Anregung

der Angiogenese durch HGF ist allerdings noch ungeklart, ob HGF die vaskularen
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Endothelzellen direkt oder indirekt tUber eine VEGF-Aktivierung zur Gefalbildung an-
regt [13]. HGF unterstitzt somit die Tumorentstehung, -promotion und
-metastasierung.

Die Funktionen, die HGF wahrend der embryonalen Entwicklung innehat, kom-
men beim Erwachsenen bei einer Gewebsverletzung oder Organschadigung wieder
zum Tragen. Nach akuter Schadigung fuhrt die Aktivierung von HGF zur Regeneration
des beteiligten Gewebes wie, z.B. in der Leber [22], der Lunge [ 23], sowie den Nieren
[24]. Frihe Untersuchungen zeigten, daf} die HGF-Aktivitat im Serum nach akuter
Schadigung innerhalb von 2-3 Stunden stark ansteigt [25], die erhéhte Expression der
HGF-mRNA erfolgt hingegen erst nach ca. 12 Stunden [26]. Daher missen Mechani s-
men existieren, die die Menge an im Serum zirkulierendem, aktivem HGF vor der Neu-
bildung Uber die Transkription und Translation erhéhen. Hierbei wird die Freisetzung
von HGF aus der extrazellularen Matrix als erster Schritt bei der Aktivierung von HGF
angesehen.

Die ersten Hinweise auf eine Speicherfunktion der extrazellularen Matrix kamen
von Matsumoto und Yamamoto [27]. Tomiya et al. vermuteten die Bindung von HGF an
die extrazelluldre Matrix, denn nach akuter Schadigung kommt es zu einem schnellen
Anstieg (2 h) des HGF-Levels im Serum, der nicht durch Neusynthese zu erklaren ist
[28]. Die Bindung von HGF an die Proteine der extrazellularen Matrix konnte in vitro
von Schuppan et al. gezeigt werden, indem HGF in der fibrillaren extrazellularen Matrix
der Leber lokalisiert wurde. Nach Collagenase-Behandlung konnte hingegen kein HGF
mehr in der Matrix nachgewiesen werden [29]. Dies wird als Hinweis gesehen, daf die
Bindung von HGF an die Collagene auch in vivo besteht.

Bei der Freisetzung von HGF ist von Schuppan et al. Heparin und den Hepa-
ransulfatproteoglycane eine wichtige Rolle zugeordnet worden. Wahrend einer akuten,
entzindlichen Leberschadigung werden Heparin und die Heparansulfatproteoglycane
aus aktivierten Entziindungszellen oder nekrotischen Hepatozyten freigesetzt [29].
Aufgrund der hdéheren Affinitat ihrer Bindung an HGF als die der Collagene sollten sie
HGF aus der Matrix zu l6sen vermogen. Dies passt zu der Beobachtung, dall HGF
sehr gut mit Heparin aus der Leber extrahiert werden kann [27].

HGF wird aus der Matrix in seiner inaktiven Vorlauferform (proHGF) freigesetzt.
ProHGF besteht aus einer 728 Aminosauren langen einzelnen Kette, die zwischen
Arg*** und Val*®® proteolytisch in eine 60 kDa groRe a-Kette und eine 30 kDa groRe
B-Kette gespalten wird. Die entstandenen a- und -Ketten werden dann Uber eine Di-
sulfidbriicke verknlpft und bilden ein Heterodimer, welches die biologisch aktive Form
von HGF darstellt (Abb. 1).
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Abbildung 1:  Struktur der aktiven, heterodimeren HGF-Form.

Das Vorlauferprotein ahnelt in seiner Struktur dem Plasminogen und hat damit
eine flr einen Wachstumsfaktor sehr untypische Struktur. Aufgrund seiner Ahnlichkeit
mit Plasminogen wurde eine mdgliche Aktivierung durch verschiedene Plasminogen-
Aktivatoren (PA) vermutet. Die Fahigkeit der Spaltung der HGF-Vorlauferform ist von
Mars et al. fur den urokinase-like-PA (uPA) und den tissue-like-PA (tPA) gezeigt wor-
den [30]. Aufgrund der relativ niedrigen Aktivitat von uPA und tPA bei der Umsetzung
von proHGF zu HGF wird diesem Mechanismus lediglich in Tumoren mit einer Uberex-
pression der PA ein Bedeutung zugesprochen [31]. Daneben wurde eine Aktivierung
durch Matriptase [32] und Faktor Xlla beschrieben [ 33]. Der bei weitem effizienteste
Aktivator fir HGF ist aber der HGF-Aktivator (HGFA), der in seiner Struktur und Funk-
tion dem Koagulationsfaktor XlI gleicht [31]. HGFA muss selbst durch Thrombin
aktiviert werden. Da auch Thrombin wiederum aktiviert werden muss, ist eine ganze
Kaskade an Proteasen an der Aktivierung von proHGF beteiligt.

Die Wirkungen von HGF werden auch durch verschiedene Antagonisten und
Inhibitoren reguliert. So existieren zwei Splice-Varianten, NK1 und NK2, die jeweils aus
der N-terminalen Domane und einem bzw. zwei Kringeldomanen bestehen. Diese trun-
kierten Formen binden genau wie HGF an c-Met. Die Vermittlung der Signale ins
Innere der Zelle ist aber vermindert [10, 13]. AuBerdem sind zwei Inhibitoren fir HGFA,
HAI-1 und HAI-2, beschrieben worden [34, 35]. HAI-1 kann HGFA reversibel ohne
Schadigung der Enzymfunktion binden. Da HAI-1 auf der Zellmembran lokalisiert ist,
kann HAI-1 auch als Reservoir fir HGFA dienen. Bei der Wundheilung und der
Gewebsregeneration ist die HAI-1-Bildung erhéht. In Verbindung mit einer — aufgrund
erhdéhter Thrombinbildung — erhéhten Aktivierung von HGFA kann es im Zuge der

Gewebsschadigung bzw. Entzindung zur Akkumulation von HGFA/HAI-1-Komplexen
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kommen [31]. Freigesetzte Entzindungsmediatoren sorgen Uber eine komplexe intra-
und extrazellulare Kaskade zur Abspaltung der HGFA/HAI-1-Komplexe von der
Zellmembran, wobei HAI-1 hierbei derart gespalten wird, dal® die Bindung an HGFA
deutlich schwacher wird und daher HGFA wieder abgegeben wird. Durch die parallele
Freisetzung von proHGF und HGFA kann es so im Falle einer Gewebsschadigung zu
einer sehr schnellen Aktivierung von proHGF zu HGF kommen [31].

Im Falle einer akuten Gewebsschadigung kommt es neben der schnellen
Freisetzung und Aktivierung von HGF auch zur Induktion der HGF-Expression im be-
troffenen Organ [36, 37], aber auch in anderen, nicht geschadigten Organen[ 38, 39].
Die genauen Mechanismen dieser Aktivierung, aber auch der Regulation der HGF-
Expression im allgemeinen sind nur unvollstdndig aufgeklart. Zwar ist eine Beein-
flussung der HGF-Expression durch verschiedene extrazelluldre Faktoren beschrieben
worden, welche regulatorischen Elemente im HGF-Promotor aber diese Einflisse ver-
mitteln, ist nur selten bekannt. Hier soll zunachst auf die extrazellularen Einflisse und
anschlielend auf die intrinsischen Faktoren eingegangen werden.

Bei den extrazelluldren Faktoren sind vor allem die Gruppe der Wachstums-
faktoren und die der Entzindungsmediatoren untersucht worden. Diese werden auch
als Grund fur die Induktion der HGF-Expression nach Gewebsschadigung angesehen
[40]. In vitro Studien vornehmlich an kultivierten Fibroblasten zeigten eine Stimulierung
der HGF-Produktion z.B. fir EGF, bFGF, PDGF und TGF-a [41, 42]. Ebenso wurde
bereits eine Aktivierung der HGF-Expression in HSC durch IGF-1 und IGF-2 gefunden
[43]. Neben der Stimulierung durch diese Wachstumsfaktoren ist aber auch eine Inh -
bierung durch LIF und vor allem TGF- beschrieben worden [42]. Die Reprimierung
durch TGF-p ist nicht nur in Fibroblasten [42, 44], sondern auch in HSC [ 43, 45] und in
HL-60 [44], einer Leukamiezellinie, gefunden worden. Als das vermittelnde cis-Element
ist hierbei ein TGF-f inhibitorisches Element (TIE), welches im Rattenpromotor bei
-363 bis -354 in Relation zur Transkriptionsinitiationsstelle liegt, beschrieben worden
[45].

Auch die zweite groRe Gruppe, die Entziindungsmediatoren, haben eine stimu-
lierende Wirkung auf die HGF-Expression. So fliihren neben Interleukin-1 (IL-1) [46, 47]
und Interleukin-6 (IL-6) [48], der Gruppe der Interferone (IFN) [ 49] auch TNF-a [50] und
die Prostaglandine [51] zu einer erhéhten HGF-Expression. Fur die Vermittlung der
Wirkung von IL-6 sind mehrere IL-6-Elemente im HGF-Promotor vorhanden [48]. Fur
eine Rolle der Entzindungsmediatoren gibt es auch in vivo Indizien. So ist in der
Leber von Patienten mit Hepatitis B neben einer erhdhten HGF-Produktion eine er-
héhte IFN-y-Produktion in T-Lymphocyten gezeigt worden [52]. Ebenso ist eine Erh 06-

hung des Levels an Prostaglandinen in der Leber nach partieller Hepatektomie be-



1. Einleitung 6

obachtet worden, die der gesteigerten HGF-Bildung vorangeht [53]. Fir die intrazellul a-
re

Vermittlung dieser extrazellularen Signale ist ein cAMP-regulierter Signalweg beschrie-
ben [53]. Fur die Aktivierung Uber cAMP ist ein Response-Element bei -270 bis -263 im
humanen HGF-Promotor vorhanden [53].

Des weiteren ist eine Stimulierung der Transkription fir verschiedene andere
Molekile beschrieben worden, so flr das Antioxidans N-Acetyl-Cystein [54], die
Gruppe der Phorbolester (z.B. TPA) [50] und die Ostrogen-Hormone [55]. Fiir die
Aktivierung durch diese Gruppe liegen mehrere Estrogen-Response-Elemente, an die
sowohl der aktivierende Ostrégenrezeptor als auch der inhibierende Chicken-
Ovalbumin-Promoter-Transcription-Factor (COUP-TF) binden kdénnen [56]. Dem-
gegenuber wird die HGF-Expression unter dem Einfluf3 von Glucocorticoiden, fir die
ein Bindeelement im Bereich -649 bis -636 beschrieben ist [48], (z.B. Cortisol) suppri-
miert [57].

Neben den Untersuchungen der extrazellularen Einflisse sind auch verschie-
dene Studien zu den regulatorischen Elementen im HGF-Promotor durchgefiihrt wor-
den. Es wurden schon friih nach der Charakterisierung von HGF per Sequenzanalyse
diverse cis-Elemente gefunden, die nach Bindung eines trans-aktivierenden Transkrip-
tionsfaktors die Expression des HGF-Gens beeinflussen kdonnten [40, 48, 58]. Die me i-
sten dieser Elemente sind evolutionar konserviert. So besteht im Bereich -400 bis
-25 eine Sequenzhomologie zwischen Nagern und Mensch von 90% [48]. Die Bedeu-
tung sowohl der einzelnen cis-Elemente und der dazugehdrigen trans-Faktoren wie
auch deren Zusammenspiel fur die zelltyp- und gewebsspezifische HGF-Expression
liegt allerdings noch im Dunkeln.

Als aktivierendes Element ist eine Bindestelle fiir die Transkriptionsfaktoren Sp1
und Sp3 bei -318 bis -303 gefunden worden [59]. Zudem ist ein Element im Bereich
-394 bis -385, das die Aktivierung der HGF-Expression durch p53 vermittelt, beschrie-
ben worden [60]. Von der Arbeitsgruppe um R. Zarnegar wurde ein zelltypspezifisches
Repressorelement in der Region -16 bis +11 im Maus-HGF-Promotor identifiziert [61].

Die Aktivierung von HGF erfolgt somit auf mehreren Ebenen:

- Freisetzung von HGF aus der Extrazellularen Matrix
- Proteolytische Spaltung der inaktiven HGF-Form

- Neusynthese von HGF
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In der vorgelegten Arbeit sollte der 5°-flankierende Bereich des HGF-Gens und
dessen Funktion in der HGF-Suppression untersucht werden. Nach einer naheren
Charakterisierung der gefundenen regulatorischen Elemente sollten die trans-
aktivierenden Bindungsfaktoren identifiziert und ihre Rolle in der HGF-Regulation

bestimmt werden.
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2. Material und Methoden

21. Material
2.1.1. Plastikwaren, Verbrauchsmaterialien und Glasgerate

Pipettenspitzen, Reaktionsgefalle etc. wurden von der Firma Biozym (Hess. OlI-
dendorf) oder der Firma Eppendorf (Hamburg) bezogen. 15 ml- bzw. 50 ml-
Polypropylenréhrchen, sowie Petrischalen mit Nocken fiir die Bakterienkultur kamen
von der Firma Greiner (Nutringen). Verwendete Plastikwaren fir die Zellkultur stamm-
ten von den Firmen Falcon (Heidelberg) oder Greiner (Nutringen).

Samtliche Reaktionsgefale und Pipettenspitzen wurden im Dampfsterilisator
bei 121°C und 1,2 bar in feuchter Hitze 20 Minuten autoklaviert. Samtliche Abfalle wur-
den bei 135°C und 1,2 bar in feuchter Hitze 20 Minuten autoklaviert. Glas- und Metall-
gerate wurden vor der Verwendung 6 Stunden im Trockenschrank bei 180°C gebak-

ken.

2.1.2. Antibiotika, Chemikalien, Enzyme

Samtliche Chemikalien wurden — soweit nicht anders angegeben — von den
Firmen Fluka (Deisenhofen), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Deisenho-
fen) oder Sigma (Deisenhofen) bezogen. Lésemittel wurden von JT-Baker (Deventer,
Holland) bezogen. Die eingesetzten DNA-modifzierenden Enzyme waren von den Fir-
men New England Biolabs (Frankfurt a.M.), Promega (Heidelberg) oder Roche (Mann-
heim).

Standardchemikalien und Lésungen wurden, sofern nicht anders angegeben, in

pro analysi (p.A.) Qualitat bezogen.

2.1.3. Lésungen und Puffer

Fur alle Lésungen wurde mittels einer Millipore-Q-Plus-Anlage vollentsalztes
Wasser verwendet.

Im folgenden werden allgemeine Puffer und Lésungen aufgefihrt, die bei ver-
schiedenen Arbeiten im Labor Verwendung fanden. Spezielle Puffer und Lésungen

werden unter den entsprechenden Versuchbeschreibungen aufgefihrt.
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PBS:
8 g/l NaCl
1,44 g/l Na,HPO,
0,24 g/l KH,PO4
0,2 g/l KCI
pH 7,4
TE:
10 mM TriseHCI
1 mM EDTA
pH 7,5 oder
pH 8,0
Tris-Puffer:
10 mM TriseHCI
pH 8,5
2.1.4. Antikorper
Protein Nr. Herkunft Firma
AP2a H-79; sc-8975 Rabbit 1IgG; polyklonal Santacruz Biotechnologies
(SCBT), USA
c-Myc N-262; sc-764 Rabbit IgG; polyklonal SCBT, USA
E2A Yae; sc-416 Mouse IgG; monoklonal SCBT, USA
HiseTag G-18; sc-804 Rabbit 1IgG; polyklonal SCBT, USA
Mef2 C-21; sc-313 Rabbit 1gG; polyklonal SCBT, USA
NF1 N-20; sc-870 Rabbit 1IgG; polyklonal SCBT, USA
TFE3 15451A Mouse IgG; monoklonal Pharmingen, Heidelberg
USF1 C-20; sc-229 Rabbit 1IgG; polyklonal SCBT, USA

2.1.5. Oligonukleotide

Samtliche Oligonukleotide wurden — soweit nicht anders angegeben — von

MWG Biotech (Ebersberg) bezogen. Die Oligonukleotide wurden mittels HPLC

gereinigt und lyophilisiert geliefert. Zum Ldésen wurden sie in Millipore-Wasser aufge-

nommen. Die Stammlésungen hatten eine Konzentration von 100 pM.

21.51.

Oligonukleotiddimere

Fur die Elektromobilityshiftassays (EMSA) wurden folgende Oligonukleotid-

dimere eingesetzt. Rot hervorgehoben sind die bekannten Sequenzen fiir die E-Boxen,
die AP2 und die NF1-Bindestelle. Mutationen sind blau hervorgehoben.
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MCR
5 -CTAGCAAATTGCAGCTGGCCTCGGGCCAGGTGACCTTT
GTTTAACGTCGACCGGAGCCCGGTCCACTGGARACTAG
Mi2b
5’ -CTAGCGCCTCGGGCCAGGTGACCTTGCT
GCGGAGCCCGGTCCACTGGAACGACTAG
Mia
57 -CTAGAAATTGCAGCTGGCCTCGGGC
TTTAACGTCGACCGGAGCCCGCTAG
IVICR1/2mut
5’ -CTAGCAAATTGCAGCTCGCCTCGGGCGAGGTGACCTTT
GTTTAACGTCGAGCGGAGCCCGCTCCACTGGARACTAG
NF1 .t
5’ -TGCAGCTTTCCTCGGCCAGGTGACC
CGTCGAAAGGAGCCGGTCCACTGGA
AP2, ..t

5" -TGCAGCTGCGCTCGCCCAGGTGACC
CGTCGACGCGAGCGGGTCCACTGGA

AP2 (SCBT, USA)
5"-GATCGACTGACCGCCCGCGGCCCGT
CTAGCTGACTGGCGGGCGCCGGGCA
NF1 (SCBT, USA)

5 -TTTTGGATTGAAGCCAATATGATAA
AAAACCTAACTTCGGTTATACTATT

2.1.5.2. PCR-Primer fir die Klonierung der Ratten-HGF-Promotorkonstrukte

Name Sequenz (5" 2 3) Lage

P24 CTG CAG GTA GCT GTA GTT ATG CTG AG -1333 bis -1307
P18 ACA CCC TTT TCT TAC CTG CCC TCT -616 bis -593
P19 AGG AGA TGC CGG GCT GAA AGA ATC +7 bis +30

Abbildung 2 zeigt die Sequenz des 5’-flankierenden Bereichs des HGF-Gens
der Ratte [58] und die Erkennungssequenzen der Restriktionsenzyme, Uber die die

Promotorkonstrukte in die Vektoren kloniert wurden.
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-1333

CTGCAGGTAG

CTGTAGTTAT

GCTGAGGAGG

Pst |
GGAGACAGGC

AGGCTACTCC

GTTCTTCTGA

CTCCTCGTGT

AGGGATCAGA

AGGAGGAAAG

ATTCTTCATG

CCAGTATCTG

AAGGGAAATT

TTTTGCAGTG

GGCCTGAAAC

CCCTTTTCTT

Primer 24 —
CATCCTGCTA

AGAGAAGGTC

GTATCCATCT

TGTAATAAAA

GCCCCTCTGC

AGGTTGAGAC

CATACATACT

TTTGCTTGTC

ATCAACAGAT

GTTTGGGGAT

CCTGAGTGTT

ACCTGCCCTC

CCGACTTTAA

TCACATTCTG

CAGAAACACT

GGAGAAGTCT

CCCEREEGLE

CTTACTTAGG

GACATGTGGA

AGGGATAAGA

ACATCAGAAA

AGCTCTTCTG

TTGTTTCTGT

TTTCACCTGG

Primer 18 —

TTACTTTCCT
TGCAAGCTCG
TTATGCTGCT
TCAAACGGGG
CTCCTCCCTT
CAGCTGGCCT
TGGAGTGGGG
GCTGGAAGAG
CTAGATCTTT
Bgl Il

ACCGACCGGC

CTCGAACTGC

TAAAATCCCG

CAGACTAGGA

TCCCCTTCCT

CGAATTGGTG

CCCTACTCGG

CGGCCAGGTG

AGAGCTGGGA

AGTAAAGGGC

CCAGTTAATC

TTGCAACAGG

GGAACTGGGG

GCTGGGGCTC

CTTTTCCCAG

TTCAGCCTGT

ATAGGAGCCA

ACCTTTGCTT

TCTGTTGCTT

TGTTGTTAAA

ACACAACAAA

ATTCTTTCAG

GTGGAGAGAT

TTTTGCCCTT

TTGACTTTCT

GTACTCTGTT

GGGCAATGAT

CCCGAAGACC

AATTAAAATA

CATGTGTGAT

AACGGGCCAT

ACAGACATTT

AGGAAAGTCC

TGCTATTTCT

GTTCTGCCCC

TCAGTGTTCA

ATTTGGCAGA

ATAGATATGT

GCCTTGACTT

CAAGGATCTG

TGTAAGTTTC

GTTGGGGGGG

CAGTTTCTTA

CTTAGCTCAT

CCCGGCATCT

CTGCCTTTGC

GGTTACCTCT

CTTTCTCTAA

CTCTGACACA

CTCACCAAAA

GTGGTGCTGT

GCCAATGGGT

TGTGTACAAG

GTCTGTCCCT

GAAAAATGTA

ACTGGACAGG

TCTCATCCCT

CTGACTCCCT

TCCCCGAATC

AGGGCTGCTC

AAACACATGC

AGCGATTGGG

GAGCTCAGGC

Sac |

TTTCTGGGAG

GGGGTTAAGG

CCGTAAGAGG

CGCAATAAAA

CCTGCAGACC

AAGCATG
+64

< Primer 19

blunt end

TGGTGGAGGT
GTAGGGTTGC
AGAGGTATTC
TCAGAGCACC
CGTGATACTC
GGGTGTGTGT
CTCTAGTGAA
GTTAGAAAAA
TAGATGGTTT
TTTGGGATCC
GCAATTTTCT

CAAGGCCACA

blunt end

TTCTCTTCTC

TCTCCAACAC

CGCTCTCCTC

ATTTTCCTGT

CTGAGTCTTG

TTCTAAATTG

GGGGAGTGAG

AAAGGAAGGG

GAGTTTAGTC

GCAGCTCAGA

CATCAGCCTG

Abbildung 2:

Sequenz des 5’-flankierenden Bereich des HGF-Gens der Ratte von -1333
bis + 64. Die Lage der fir die Klonierung der Promotorkonstrukte eingesetzten
Primer ist unterstrichen. Die verwendeten Restriktionsschnittstellen sind in blau
angegeben. Die Transkriptionsinititiationsstelle ist rot hervorgehoben.

Neben den Deletionskonstrukten aus dem HGF-Promotor wurden mit Hilfe der

in 2.1.5.3. angegebenen Primern und des QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit

(s. 2.2.2.4.) mutierte Promotorkonstrukte hergestellt und in den Reporterstudien

verwendet.
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2.1.5.3. PCR-Primer fiir die Mutagenese

Name Sequenz (5" 2 3)
E1mut2(quik) TGC AGC TGG CCT CGG CCA GGA CAC C
a-E1mut2(quik) GGT GTC CTG GCC GAG GCC AGC TGC A
E2mut(quik) TAA ATT GGT GCT GGC CTC GGC CAG G
a-E2mut(quik) ACC TGG CCG AGG CCA GCA CCA ATT T
AP2-mut(quik) TGC AGC TGC GCT CGC CCA GGT GAC C
a-AP2-mut(quik) AGG TCA CCT GGG CGA GCG CAG CTG C
NF1-mut(quik) TGC AGC TTT CCT CGG CCA GGT GAC C
a-NF1-mut(quik) AGG TCA CCT GGC CGA GGA AAG CTG C
2.1.5.4. Primer und Linker fiir den in-vivo-Footprint
Name Sequenz (5" 2 3)
P19 AGG AGA TGC CGG GCT GAA AGA ATC
FP4 A TGC CGG GCT GAA AGA ATC C
FP4b A TGC CGG GCT GAA AGA
HGF-FP-Primer3 IRD800-C CGG GCT GAA AGA ATC CTG TTG CA
P65 ACG GGG CGA ATT GGT GTT CAG CCT
FP5 GGT GTT CAG CCT GIG C
FP6 IRD800-G CCT GTG CCT TGA CTT AGC GAT TG
Linker GCG TTG GAT GCG CCG GAA TTC TGA C

C CTT AAG ACT G
Linker-primer GCG TTG GAT GCG CCG GAA TTC TGA C

In Abbildung 3 ist die Lage der Primer fur die Erststrangsynthesen im in-vivo-Footprint

im 5°-flankierenden Bereich des HGF-Gens der Ratte dargestellt.

TCAAACGGGG

CGAATTGGTG

TTCAGCCTGT

Primer 65 —

CTCCTCCCTT
CAGCTGGCCT
TGGAGTGGGG
GCTGGAAGAG
CTAGATCTTT
ACCGACCGGC

CTCGAACTGC

Abbildung 3:

CCCTACTCGG
CGGCCAGGTG
AGAGCTGGGA
AGTAAAGGGC
CCAGTTAATC
TTGCAACAGG

ATAGGAGCCA
ACCTTTGCTT
TCTGTTGCTT
TGTTGTTAAA
ACACAACAAA
ATTCTTTCAG

GCCTTGACTT

CAAGGATCTG
TGTAAGTTTC
GTTGGGGGGG
CAGTTTCTTA
CTTAGCTCAT
CCCGGCATCT

AGCGATTGGG

GAGCTCAGGC
TTTCTGGGAG
GGGGTTAAGG
CCGTAAGAGG
CGCAATAAAA
CCTGCAGACC

AAGCATG

< Primer 19

CTGAGTCTTG

TTCTAAATTG
GGGGAGTGAG
AAAGGAAGGG
GAGTTTAGTC
GCAGCTCAGA
CATCAGCCTG

Lage der Primer fiir die Erststrangsynthesen im in-vivo-Footprint.
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2.1.6. Vektoren und Plasmide

Vektor Art Bezug

pCAT-Basic Reporterplasmid Promega, Heidelberg
pSV-p-Gal-Control Reporterplasmid Promega, Heidelberg
pGL3-CMV Reporterplasmid laborinterne Klonierung
pGL3-SV40 Reporterplasmid Promega, Heidelberg
pGL3-TK Reporterplasmid laborinterne Klonierung
USF-full Expressionsplasmid Kiermaier A, Marburg
USF_BD Expressionsplasmid Kiermaier A, Marburg
USF_TD-His-Tag E.Coli-Expressionsplasmid Sieweke M, Paris
TFE3-pUT-SV1 Expressionsplasmid laborinterne Klonierung

2.1.7. Bakterienstamme
Folgende E.Coli-Samme [Genotyp] wurden eingesetzt:

e JM 109 [F’ traD36 proA* proB™ laclq lacZ_M15/recA1 endA1 gyrA96 (Nal’) thi-1
hsdR17 supE44 relA1 _(lac-proAB) mcrA]

* DH5-a [F/endA1 hsdR17(rimy’) supE44 thi-1 recA1 gyrA (Nal) relA1
_(lacZYA-argF)y1e9 (780lacZ_M15)]

* XL1-blue [recAT1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F' proAB
lagiFZ_M15 Tn10 (Tet")]; Stratagene QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis
Kit]

* BL21(DE3) [F ompT sdSg (rs mg) gal dcm (DE3); Novagen Expressionskit)

2.1.8. Zellinien

Zellinie Typ Spezies
Rat2 embryonale Fibroblasten, Thymidinkinasemangel-Mutante Ratte
NIH3T3 embryonale, Kontakt inhibierte Fibroblasten Maus
FH109 embryonale Lungenfibroblasten Mensch
HepG2 Hepatomazellen Mensch
LF-CL2A Hepatocarcinomazellen Ratte
KG1 monozytare Leukamiezellen Mensch
uU87MG Glioblastomazellen Mensch

U138MG Glioblastomazellen Mensch



2. Material und Methoden 14

2.2. Methoden

2.2.1. Biochemische Arbeiten

2.2.1.1. Isolierung von Plasmid-DNA im MikromaRstab

Zur Isolation von Plasmid-DNA flir analytische Versuche wurden Miniprapara-

tionen mittels alkalischer Lyse durchgefuhrt. Hierzu wurden die Puffer Q1, Q2 und Q3

aus dem Plasmid Midi Kit der Firma Qiagen (Hilden) verwendet:

Q1:
50 mM Tris-HCI, pH 7,4
10 mM EDTA, pH 8,0
100 yg/ml RNase A
Q2:
1% (w/v) SDS
200 mM NaOH
Q3:

2,55 M Kaliumacetat, pH 4,8

Fur jedes Plasmid wurde eine Bakterienkolonie tUber Nacht in 5 ml Kultur-
medium angeimpft und in einem Schdittler (E. Buhne; Tubingen) bei 37°C und 250 rpm
angezogen. 1,5 ml der Kultur wurden dann in ein Eppendorfgefall tberfihrt und bei
5000 rpm (samtliche Zentrifugationen erfolgten in einer Eppendorf 5417, Eppendorf;
Hamburg) fir 1 Minute pelletiert. Nach Verwerfen des Uberstandes, der autoklaviert
wurde, erfolgte eine Resuspension der Zellen in 150 yl Q1. AnschlieRend wurden 150
Ml Q2 zugesetzt. Die anschlieBende Vermischung erfolgte, um eine Scherung der
genomischen DNA zu vermeiden, durch vorsichtiges Invertieren. Die Proben wurden
nun 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und die Lysereaktion anschliefend durch
Zugabe von 150 yl Q3 gestoppt. Und die genomische DNA und die Zellproteine gefalit.
Nach einer Inkubation von 5 Minuten auf Eis erfolgte eine Zentrifugation (14000 rpm,
4°C, 10 Minuten) zur Sedimentation der chromosomalen DNA und der Zelltrimmer.
Der klare Uberstand wurde in ein frisches Eppendorfcap tiberfiihrt. Die Plasmid-DNA
wurde durch Zugabe von 1 ml auf -20°C vorgekuhlten Ethanol gefallt und durch Zen-
trifugation fur 10 Minuten bei 14000 rpm pelletiert. Nach zweimaligem Waschen des
Pellets mit 70%igem Ethanol und 10 Minuten Trocknen wurde das Pellet in 50 pl
10 mM Tris (pH 8,5) resuspendiert.
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2.2.1.2. Praparative Isolierung von Plasmid-DNA

Das Prinzip der DNA-Plasmidaufreinigung mittels des Qiagen-Kits (Qiagen; Hil-
den) beruht auf einer Anionaustauschersaule, die aus definierten Silicatbestandteilen
mit einer PartikelgroRe von 100 um groflen Poren und einer hydrophilen Oberflachen-
beschichtung besteht. Die so aufgereinigten Nukleinsauren entsprechen in ihrer Rein-
heit Proben, die Gber eine doppelte CsClI-Dichtegradientenzentrifugation isoliert wurden

[gemalR Herstellerangabe].

Q1:
50 mM Tris-HCI, pH 7,4
10 mM EDTA, pH 8,0
100 pg/ml RNase A
Q2:
1% (w/v) SDS
200 mM NaOH
Q3:
2,55 M Kaliumacetat, pH 4,8
QBT
750 mM NaCl
50 mM MOPS, pH 7,4
15% (v/v) Ethanol
0,15% Triton X-100
Qc
1 M NaCl
50 mM MOPS, pH 7,0
15% (v/v) Ethanol
QF

1,2 M NaCl
50 mM MOPS, pH 8,5
15% (v/v) Ethanol

Fir die Anzucht eines plasmidtragenden Bakterienklons wurde eine
5 ml Vorkultur angesetzt, welche Uber Nacht im Schittler (E. Biihne; Tubingen) bei
37°C und 250 rpm inkubiert wurde. Aus dieser Ubernachtkultur wurden 30 ml (100 ml)
LB-Medium angeimpft. Diese Kultur wurde erneut Uber Nacht im Schittler bei 37°C
und 250 rpm inkubiert. Am nachsten Tag erfolgte die Sedimentation der Bakterien fir
10 Minuten und 4°C bei 5000 rpm in einer Beckmann-Zentrifuge (Palo Alto, USA) mit
dem JA-20-Rotor (DuPont; Boston, USA). Der Uberstand der Bakterien wurde zum
Vernichten autoklaviert. Die praparative Isolierung erfolgte anschlielfend gemafl dem
Herstellerprotokoll. Die Konzentration und Qualitdt der DNA wurde nach der Isolierung

sowohl photometrisch als auch gelanalytisch bestimmt.
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2.2.1.3. Photometrische Analyse der DNA

Um die Konzentration und die Reinheit von DNA-Proben zu bestimmen, wurden
1 oder 2 ul der Probe in 500 yl Aqua dest. verdinnt. Die Bestimmung der Konzen-
tration erfolgte bei einer Wellenlange von 260 nm in einem Zweistrahlphotometer von
Hitachi (Tokyo, Japan). Fir die Bestimmung der Reinheit wurde zusatzlich die Absorp-
tion bei einer Wellenlange von 280 nm — dem Absorptionsmaximum von Proteinen und
Phenol — gemessen. Vor der Messung wurde ein Nullabgleich des MeRstrahls gegen
den Kontrollstrahl durchgefiihrt. Die in der Probe enthaltene DNA-Konzentration be-

stimmt sich nach folgender Formel:

¢ [ug/ml] = Ezso x F x 50 pg/ml

wobei
¢ die Konzentration der DNA,
Eeo die Extinktion bei 260 nm und
F den Verdinnungsfaktor darstellt.

Der Faktor (50 pg/mil) ist ein fir DNA spezifischer Adsorptionskoeffizient.

Fir die Reinheit wurde der Quotient aus den zwei erhaltenen Extinktionswerten

berechnet:

R = E260/E280

Eine Probe wurde als sauber angesehen, wenn der Quotient Exs0/Ezs0 bei 1,8

lag.

2.2.1.4. Polymerase-Ketten-Reaktion

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ist eine in vitro-Methode zur enzyma-
tischen Synthese einer bestimmten DNA-Sequenz. Hierbei kopiert eine thermostabile
DNA-Polymerase ausgehend von zwei spezifischen Oligonukleotiden (Primer), die an
die komplementaren Strange binden, unter Einbau der jeweiligen Desoxyribonukleotide
(dNTPs) die gewlinschte DNA-Sequenz. Ein wiederholter Durchlauf von Zyklen bewirkt
die exponentielle Vermehrung eines spezifischen Fragments, dessen Enden durch die

5’-Enden der Primer genau definiert sind. Jeder Zyklus besteht aus:
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* einer Hitzedenaturierung zur Trennung der komplementaren Strange,

* der Anlagerung der beiden Primer an die komplementaren Sequenzen (Annea-
ling) und

e der Verlangerung der 3’-Enden beider Primer entsprechend der Matrize (Exten-
sion).

Der daraus resultierende exponentielle Anstieg der Zielsequenz bewirkt, dal
nach 30 Zyklen ca. 10°-10" Kopien vorliegen. Mit der PCR kdnnen bereits wenige
DNA-Molekule amplifiziert werden, wodurch die Gefahr von Kontaminationen sehr
hoch ist. Aus diesem Grunde wurden alle Lésungen und Labormaterialien, die fir die
PCR verwendet wurden, autoklaviert bzw. sterilfiltriert. Die Losungen, die fur die PCR
verwendet wurden, wurden mit Merck-Wasser hergestellt. Die Herstellung der Proben
und die PCR-Reaktion wurden an Laborplatzen durchgeflihrt, die nicht zur weiteren
Arbeit mit DNA-Amplifikationsprodukten verwendet wurden.

Die Annealing-Temperatur der Primer wurde nach folgender Faustregel

berechnet:

Ta = (A+T) x 2°C + (C+G) x 4°C - 5°C

Wobei A die Anzahl der Adeninbasen, T die der Thyminbasen, C die der Cyto-

sinbasen und G die der Guaninbasen wiedergibt.

Die PCR-Methode wurde fir die Herstellung spezifischer DNA-Fragmente zur
Klonierung, fir die Kontrolle der Klonierungen und — in abgewandelter Form — im
in-vivo-Footprint (s. 2.2.4.4. u. 2.2.4.5.) eingesetzt. Die Amplifikation erfolgte mit Hilfe
eines OmnE-PCR-Gerates (Hybaid; Middlessex, UK) oder eines Cetus Thermal Cycler
(Perkin Elmer; Shelton, USA).

Ansatz:
10-100 ng Plasmid-DNA oder 1 pg genomische DNA
1 pl 10 yM sense-Primer
1 pl 10 yM antisense-Primer
5 pl dNTP-L6sung (1,25 mM dATP, dCTP, dGTP,dTTP)
5 ul 10xPCR-Puffer
0,2 pl Tag-DNA-Polymerase (5U/pl)
ad 50 pl H,O
Optional: Uberschichtung mit PCR-Wachs (MJ Research, Boston, USA)
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Die PCR wurde eingeleitet durch einen fliinfminttigen Denaturierungsschritt bei
92-96°C. Die Amplifikation erfolgte in der Regel in 30-35 Zyklen beginnend mit jeweils
einer einminutigen Denaturierung der DNA bei 92-95°C. Danach wurde die Hybridisie-
rung der Primer fur ebenfalls 1 Minute bei einer Temperatur, die 2°C Gber der Annea-
ling-Temperatur lag, durchgeflihrt. Die Synthese des neuen Strangs erfolgte bei 72°C
fur 1 Minute. Im Anschluf3 an die kompletten PCR-Zyklen wurde noch ein 10-minutiger

Syntheseschritt durchgefiihrt, um unvollstandige Fragmente zu komplettieren.

2.2.1.5. Enzymatische Hydrolyse mit Restriktionsendonukleasen

Zur Charakterisierung von Plasmiden und zur Herstellung von DNA-
Fragmenten erfolgte ein enzymatischer Verdau mit Restriktionsendonukleasen. Samtli-
che verwendeten Enzyme sowie die dazugehdrenden Puffer wurden von den Firmen
Roche (Mannheim) bzw. Promega (Heidelberg) bezogen.

Zur Hydrolyse wurden pro uyg DNA 3 Units Restriktionsendonuklease einge-
setzt, wobei eine Unit (U) der Enzymaktivitat entspricht, die unter optimalen Bedingun-
gen innerhalb einer Stunde 1 yg DNA des Lambda-Phagen vollstandig spaltet. Das
Ansatzvolumen berechnete sich aus der verwendeten Enzymmenge, die maximal /4
des Ansatzvolumens ausmachen durfte. Die Reaktionen wurden, wenn vom Hersteller
nicht anders angegeben, fur 3 Stunden bei 37°C im enzymspezifischen Reaktions-
puffer inkubiert. Danach erfolgte eine Hitzeinaktivierung der Enzyme entsprechend den
Angaben des Herstellers. Eine Kontrolle des DNA-Verdaus erfolgte mittels

Gelelektrophorese.

2.2.1.6. Horizontalgelelektroporese

TAE-Puffer:

40 mM Tris-Base

20 mM Eisessig

1,25 mM EDTA, pH 8,0
Ladepuffer:

0,25% (w/v) Bromphenolblau
30% (v/v) Glycerin

Zur Analyse von DNA oder DNA-Fragmente erfolgte eine gelelektrophoretische
Auftrennung in 0,8-1,5%igen Agarosegelen. Hierzu wurden 0,8-1,5 g Agarose in
100 ml TAE-Puffer durch mehrmaliges Aufkochen in der Mikrowelle gelést. Nach

Abkuhlung auf ca. 60°C wurde die Agaroselésung mit 6 pl Ethidiumbromidlésung



2. Material und Methoden 19

(10 mg/ml) versetzt und in Flachgelkammern gegossen. Nach der Polymerisation des
Gels wurde der Geltrager in eine mit TAE-Puffer gefiillte Elektrophoresekammer Uber-
fuhrt. Die aufzutrennenden DNA-Proben wurden mit 1/6 Volumen Ladepuffer versetzt
und in die Geltaschen geladen. Die Elektrophorese wurde bei 120 Volt bis zu einer
deutlichen Trennung der DNA-Fragmente durchgefiihrt. Die DNA-Banden wurden im
UV-Licht sichtbar gemacht und mit einem Digitalkamerasystem (MWG Biotech, Ebers-
berg) dokumentiert. Als Molekulargewichtsstandards wurden Mspl-verdaute pUC19-
DNA und EcoRI-Hindlll-verdaute Lambda-DNA (MBI Fermentas; St.Leon-Rot) verwen-
det.

Fir die Konzentrationsbestimmung von DNA-Proben wurden die aufgetrennten
DNA-Banden mit dem Standard verglichen, dessen Konzentration bekannt war, und so

die in den Proben befindliche Menge an Nukleinsauren bestimmit.

2.2.1.7. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die DNA-Extraktion aus Agarosegelen erfolgte mit Hilfe des EASY PURE-Kits
(Biozym; Hess. Oldendorf) nach den Herstellerangaben. Die im Gel aufgetrennten
DNA-Fragmente wurden im UV-Licht méglichst knapp ausgeschnitten. Anschlieend
erfolgte eine Volumenbestimmung, bei der davon ausgegangen wurde, da® 100 mg
Gel etwa 100 pl entsprechen. Die Agarose wird bei diesem Verfahren thermisch auf-
geldst und die DNA an Glasmilch gebunden. Nach einem Waschgang wurde die DNA

in kleinem Volumen eluiert. Die Lagerung der Proben erfolgte bei -20°C.

2.2.1.8. Dimerisierung von Oligonukleotiden

Dimerisierungspuffer:
300 mM NaCl
10 mM Tris*HCI, pH 7,5
1 mM EDTA

Zur Dimerisierung wurden je ein Volumen sense- und antisense-Oligonukleotid
(100 pM) mit zwei Volumen Dimerisierungspuffer fur 10 Minuten im Wasserbad bei
90°C inkubiert. AnschlieRend wurden sie langsam auf Raumtemperatur abgekuihlt und

bei -20°C gelagert. Die Endkonzentration der verwendeten Oligodimere betrug 25 uM.
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2.2.1.9. Ligation von DNA-Fragmenten

Ligationspuffer:
10 mM MgCl,
10 MM DTT
1 mM Spermidin
1 mM ATP
100 ng/ml BSA
50 mM TriseHCI, pH 7,4

Zur Insertion von DNA-Fragmenten mit kohdsiven Enden in die Vektoren wur-
den 5-30 fmol linearisiertes Plasmid mit dem 2-4 fachen Uberschuf} des zu inserieren-
den Fragmentes inkubiert. Die Ligation erfolgte im Ligationspuffer mit 1 Unit T4-DNA-
Ligase Uber Nacht bei 15-16°C im Kuhlwasserbad. Alle Ligationen wurden im kleinst
méglichen Ansatzvolumen (5-10 pl) durchgefiihrt. Zur Uberprifung einer eventuellen
Religation des Vektors dienten Ansadtze ohne Insert-DNA, die mit und ohne Ligase

inkubiert wurden.

2.2.1.10. Klonierung der HGF-Promotorfragmente aus genomischer Rattenleber-
DNA

Um eine Analyse der HGF-Promotoraktivitat zu ermdglichen, wurden verschie-
dene Deletionskonstrukte der 5 -flankierenden Sequenz des HGF-Gens mittels spezifi-
scher Primer aus genomischer DNA amplifiziert, kloniert und sequenziert. Hierzu wurde
zuerst die genomische, adulte Rattenleber-DNA mittels Scal linearisiert, um die Ampli-
fikation zu erleichtern. AnschlieBend erfolgte eine PCR-Amplifikation mit den in Ab-
schnitt 2.1.5.2. angegebenen Primern. Die Amplifikate wurden aus dem Gel eluiert und
blunt end Uber die Smal-Schnittstelle in den Vektor pBluescript SK(-) ligiert. Fur die
Umklonierungen in den pCAT-Basic-Vektor wurde am 3’-Ende immer die Xbal-
Schnittstelle aus dem pBlueskript SK(-)-Vektor verwendet. Im folgenden sind nur die
am 5°-Ende verwendeten Schnittstellen angegeben. Das -1330er Fragment wurde tber
die Pstl-Schnittstelle (-1330 bis -1325) und das -620er Fragment blunt end Uber die
Smal-Schnittstelle (Blueskript SK(-)) einkloniert. Das -270er Fragment und das -70er
Fragment wurden mit Hilfe von Sacl bzw. Bglll aus dem -1330er Bluescript-Plasmid
ausgeschnitten und Uber die entsprechenden Schnittstellen in den pCAT-Basic-Vektor
kloniert. Die Konstrukte wurden mittels Sequenzierung auf ihre Richtigkeit kontrolliert

(vgl. Abb.4 in Abschnitt 3.1.). Die Sequenzierung erfolgte nach Sanger [62] im Institut.
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2.2.1.11. In-vitro-Expression von TFE3 mittels des TNT® Coupled Reticulocyte
Lysate System

Fir die rekombinante Expression des TFE3 wurde das TNT® Coupled Reticulo-
cyte Lysate System von Promega (Heidelberg) verwendet. Mit Hilfe dieses Systems
kdnnen Proteine in vitro transkribiert und translatiert werden, deren cDNA
3" zu einem SP6, T3 oder T7 RNA Polymerase Promotor einkloniert sind. Es handelt
sich um eine Einschrittreaktion, bei der die Transkriptiondurch die Phagen RNA-
polymerasen und die anschlieRende Translation mittels Kaninchen-Reticulocytenlysat
gekoppelt in einem Reaktionsgefal’ ablaufen.

Es wurde 1 ug eines pUT-SV1-Vektors, welcher die fir TFE3 codierende cDNA
3" zu einem T3 RNA Polymerase Promotor beinhaltet, in der Reaktion eingesetzt. Die
Transkription/Translation erfolgte im kleinen MaRstab (25 pl Reaktionsvolumen) nach
Herstellerangaben. Als Kontrolle fir den Einsatz im EMSA wurde eine Reaktion ohne

Plasmid angesetzt. Die Proben wurden a 5 pl aliquotiert und bei -70°C gelagert.

2.21.12. In-vitro-Expression einer trunkierten Form von USF1 mittels des pET-

Systems

Fur die rekombinante Expression einer DNA-bindungsfahigen, aber nicht
transaktivierungsfahigen Variante von USF1 (USF_TD) wurde das pET-System von
Novagen (Schwalbach) benutzt. Es wurde nach Herstellerangaben vorgegangen. Die
Expression des Proteins erfolgte in einem speziellen E.Coli-Stamm (BL21(DE3)), der
eine chromosomale Kopie des T7-RNA-Polymerase-Gens, das unter der Kontrolle des
lacUV5-Promotors steht, tragt. Die trunkierte Form von USF1 war 3" von einem
T7-Promotor in den pET-15b-Vektor von Novagen einkloniert. Diese doppelte Sperre
sorgt dafir, dal die basale Expression sehr niedrig ist. Durch Zugabe von IPTG zur
Bakterienkultur wird die Expression der T7-RNA-Polymerase induziert, welche dann
das zu exprimierende Gen abliest. Die T7-RNA-Polymerase ist so spezifisch und aktiv,
daf fast die gesamte Proteinproduktion der Bakterien auf das gewtinschte Protein um-
gestellt wird. Bei der Expression des einklonierten Gens werden, da die cDNA die ent-
sprechenden Codons tragt, am N-Terminus des Proteins sechs Histidine, ein soge-
nanntes His*Tag, eingebaut.

Die Aufreinigung des rekombinant exprimierten Proteins erfolgte mit Hilfe des
BugBuster His*Bind Purification Kit von Novagen gemaf den Herstellerangaben. Hier-

bei werden die E.Coli schonend lysiert und das Protein mittels Metall-Chelations-
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Chromatographie von den bakteriellen Proteinen abgetrennt. Das HiseTag bindet an
Ni**-lonen, die auf einer Saule immobilisiert sind. Das Protein wird nach dem Waschen
mit 1 M Imidazol von der Saule eluiert. Fir den weiteren Einsatz wurden Aliquots des
Eluats bei -70°C gelagert.

Ein Grofteil des Eluats wurde fir den Einsatz im EMSA (2.2.5.) 2 h gegen
Puffer D dialysiert und anschlief3end a 10 pl aliquotiert und bei -70°C gelagert.

2.2.2. Arbeiten mit E.Coli-Zellen

2.2.2.1. Kultivierung

LB-Medium:

1% (w/v) Bacto-Trypton

0,5% (w/v) Bacto-Hefeextrakt

1% NaCl

1mM NaOH
SOB-Medium:

2% (w/v) Bacto-Trypton

0.5% (w/v) Bacto-Hefeextrakt

10 mM NacCl

2.5 mM KCI

10 mM MgSO,
SOC-Medium:

SOB-Medium mit 20 mM Glucose
Kulturmedium:

LB-Medium mit Antibiotikum

Agarplatten:
Kulturmedium mit 15 g/l Agar

Antibiotika: Arbeitskonzentration:
Ampicillin 100 pg/ml
Zeocin 100 pg/mi

Samtliche E.Coli-Bakterien-Flissigkulturen wurden ber Nacht im Schittler in
LB-Medium bei 37°C und 250 rpm kultiviert. Fur die Anzucht transformierter Zellen

wurde das entsprechende Antibiotikum zugesetzt.

2.2.2.2. Herstellung kompetenter Zellen

2xTSS:
20% (w/v) PEG 8000
10% (v/v) DMSO
70 mM MgCl,
1xTSS:

50% 2xTSS
50% LB-Medium
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Die E.Coli-Zellen (Stdmme: JM109, DH5-a) wurden in 5ml LB-Medium bei 37°C
und 250 rpm angezogen. Je 200 pl dieser Ubernachtkultur wurden in 200 ml LB-
Medium Uberflhrt und erneut bei 37°C und 250 rpm inkubiert, bis die Kultur in der loga-
rithmischen Wachstumsphase eine optische Dichte zwischen 0,3 und 0,4 bei
600 nm (ODgq) erreicht hatte. Nach einer 15minttigen Zentrifugation bei 5000 rpm und
4°C in einer Beckmann-Zentrifuge (Palo Alto, USA) mit dem JA-20-Rotor (DuPont; Bo-
ston, USA) wurde das Bakterienpellet vorsichtig in 10 ml (‘5 des Ausgangs-volumens)
1xTSS resuspendiert. Anschlielend wurden 100yl Aliquots in vorgekuhlte Reaktions-

gefalie Uberflhrt, sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -70°C gelagert.

2.2.2.3. Transformation kompetenter Zellen

Zur Tansformation von E.Coli-Zellen wurden 5 pl eines Ligationsansatzes
(2.2.1.9.) oder 10 ng reines Plasmid zu 50 pl kompetenten Bakterien, die auf Eis auf-
getaut wurden, gegeben. Nach vorsichtigem Mischen des Transformationsansatzes
erfolgte eine Inkubation fir 30 Minuten auf Eis. Im Anschluf3 an einen Hitzeschock fur
30 Sekunden bei 42°C wurde der Ansatz erneut 2 Minuten auf Eis inkubiert. Zur Rege-
neration bzw. zur Anzucht wurden 200 pl SOC-Medium zugesetzt und die Proben fir
eine Stunde bei 37°C unter Schitteln (200 rpm) inkubiert. SchlieRlich wurde der Ansatz
auf LB-Agarplatten (2.1.10.2.), welche mit dem selektierenden Antibiotikum versetzt
waren, ausplattiert und Uber Nacht in einem Brutschrank bei 37°C inkubiert. Zur Identi-
fizierung wurde die Plasmid-DNA aus den erhaltenen Klonen isoliert und mittels Re-

striktionsverdau oder Sequenzierung analysiert.

2.2.2.4. Einfihrung von Mutationen in die HGF-Promotorkonstrukte mit Hilfe des

QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kits

Mit Hilfe des QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kits von Stratagene
wurden die einzelnen Bindungselemente der Multiconsensusregion mutiert. Hierbei

wurde nach dem Herstellerprotokoll vorgegangen.
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Kontrollansatz: Probenansatz:
2 yl pWhitescript-Plasmid x yl Matrizen-Plasmid (5-50 ng)
1,25 pl Control primer 1 x ul sense-Primer (125 ng)
1,25 pl Control primer 2 x ul antisense-Primer (125 ng)
5 pl 10x-Puffer 5 pl 10x-Puffer
1 pl ANTP-Mix 1 pl ANTP-Mix
39,5 pl H,O ad 50 pl H,O
1 yl PfuTurbo 1 yl PfuTurbo
Programm:
30” 95°C
30” 95°C
1 55°C }12x
12’ 68°C

Als erstes wurde das zu mutierende Plasmid mittels einer PCR mit sense- und
antisense-Primern, die eine Mutation gegentber dem Elternstrang tragen, und der Po-
lymerase PfuTurbo vollstandig kopiert. Das Elternplasmid ist, da es in einem E.Coli-
Stamm vermehrt wurde, an verschiedenen Stellen methyliert. Die Tochterplasmide aus
der PCR sind jedoch nicht methyliert, so dal durch einen enzymatischen Verdau mit
Dpn 1, welches nur methylierte DNA hydrolysiert, nur das nicht mutierte Elternplasmid
zerstort wird. Nach einer anschlieBenden Transformation der Ansatze in XL1-blue-
Zellen kann anhand der Kontrollen die Transformations- und Mutationseffizienz
bestimmt werden. Klone mit mutierten Plasmiden wurden mittels Sequenzierung identi-
fiziert.

2.2.3. Zellkulturarbeiten

Trypsinlésung:
0,05% [w/v] Trypsin
0,02% EDTA

Die meisten in den Versuchen verwendeten Zellinien wurden in Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (D5546) von der Firma Sigma (Deisenhofen) kultiviert. Hier-
von abweichend wurden die Zellinien U87MG, U138MG und KG1 in RPMI 1640
(R8758, Sigma; Deisenhofen) gehalten.

Fir die Kultur der einzelnen Zelllinien wurden den Grundmedien verschiedene
Mengen an fétalem Kalberserum (FCS) zugesetzt. Je nach Zelllinie waren dies
5, 10 oder 20% [v/v] FCS. Samtliche Medien wurden mit 1% [w/v] Peni-
cilin/Streptomycin versetzt. Zum Einfrieren der Zellen wurden dem jeweiligen Kultur-
medium 5% DMSO zugesetzt.
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Die Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an einer Sicherheits-
werkbank (Klasse Il) der Firma BDK (Sonnenblhl-Genkingen) mit sterilen Plastik- und
Glaswaren durchgefiihrt. Die Kultivierung der Zellinien erfolgte in einem Begasungs-
brutschrank der Firma Heraeus (Hanau) bei 37°C, 100% Luftfeuchtigkeit und einer
CO,-Atmosphare von 5%. Nach mikroskopischer Beurteilung der Zellqualitat und Zell-
dichte wurden die Zellen alle 2-5 Tage passagiert oder ein Mediumwechsel durchge-
flhrt.

2.2.3.1. Bestimmung der Zellvitalitat und Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in einer Neubauer-Zahlkammer. Die Vita-
litat der Zellen wurde mit Hilfe des Trypanblau-Exklusionsverfahrens bestimmt. Hierzu
wurde die Zellsuspension in einem definierten Volumen Medium aufgenommen, 10 pl
steril entnommen und nach einer 1:1-Verdinnung mit Trypanblauldsung
(0,4% [w/v]), die nur tote Zellen anfarbt, in die Zadhlkammer pipettiert. Ausgezahlt
wurden alle nichtgefarbten Zellen aus 4 Grof3quadraten (= 16 Kleinquadrate) und die

Gesamtzelldichte mit folgender Umrechnungsformel ermittelt:

Zellen/ml = durchschnittliche Zellzahl pro GroBquadrat x 2 x 10*/ml

2.2.3.2. Passagierung der Zellen

Um adharente Zellen von den Kulturplatten zu 16sen, wurden diese mit Trypsin
behandelt. Um die Trypsinierung zu erleichtern, wurden die Zellen zunachst mit PBS
gewaschen. Nach Absaugen des Uberstandes wurde 1 ml der Trypsinlésung auf eine
Platte (@ 10 cm) zugesetzt. Unter mikroskopischer Kontrolle wurde bis zum Abldésen
der Zellen gewartet und dann das Trypsin durch Zugabe von Kulturmedium inaktiviert.
Nach Abschwemmen der Zellen wurden diese in ein 50 ml-Réhrchen Uberfihrt und
abzentrifugiert (5 Minuten, 800 rpm). Nach Dekantieren des Uberstandes wurde das
Zellpellet in frischem Kulturmedium resuspendiert und auf neuen Kulturplatten ausge-
sat.

KG1-Zellen — als in Suspension wachsende Zelllinie — wurden direkt in 50 ml-
Roéhrchen dberfihrt und abzentrifugiert (5 Minuten, 800 rpm). Auch hier wurde das
Zellpellet in frischem Kulturmedium resuspendiert und auf neue Kulturplatten Ubertra-

gen.
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2.2.3.3. Kryokonservierung und Rekultivierung

Die Langzeitlagerung der Zellen wurde in flussigem Stickstoff durchgefihrt.
Hierzu wurden die Zellen zunachst trypsiniert, die Zellzahl bestimmt und bei 800 rpm
bei 4°C fiir 5 Minuten pelettiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurden etwa 1 Milli-
on Zellen pro ml in Einfriermedium resuspendiert und in Kryoréhrchen in einem
Volumen von 1 bis 1.5 ml Uberfiihrt. Nach Einfrieren der Zellen Uber eine Temperatur-
senkung von ~1°C/Minute im -70°C-Gefrierschrank fir 24 Stunden erfolgte die Kryo-
konservierung in flissigem Stickstoff.

Zur Rekultivierung der Zellen wurde das Kryordhrchen nach Entnahme aus dem
flussigen Stickstoff mdglichst schnell in einem Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Die Zell-
suspension wurde anschlieBend tropfenweise in 10 ml warmes Kulturmedium gege-
ben. Nach 24 Stunden Inkubation im Brutschrank erfolgte zum Entfernen des DMSO
ein Mediumwechsel. Sehr empfindliche Zellen wurden vor der Zugabe von Kultur-

medium pelletiert (5 Minuten, 800 rpm), um das DMSO sofort zu entfernen.

2.2.3.4. Transfektion

Am Vortag einer Transfektion wurden 150 000 Zellen je Well auf 6-Wellplatten
ausgesat. Diese waren am Versuchstag 50-80% konfluent. Jeder Versuch wurde im
Triplettansatz durchgefihrt. Sdmtliche Transfektionen wurden mit LipofectaminePlus
(Lifetechnologies; Karlsruhe) durchgefuhrt. Die DNA setzte sich dabei aus 1 pg
Konstruktvektor und 0,1 pg Kontrollvektor (pGL3-CMV) zusammen. Bei einer Kotrans-
fektion wurden zusatzlich 0,5 ug eines Expressionsplasmids (USF, USF_BD oder
TFE3) zugesetzt. Samtliche eingesetzte serumfreie und 20% FCS-haltige Medien
waren antibiotikafrei.

Zuerst wurde die DNA in 100 yl serumfreiem Medium je Probe vorgelegt, mit
6 ul Plus-Reagenz vermischt und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlief3end
wurden 4 ul Lipofectamine je Ansatz in 100 pl serumfreiem Medium verdinnt und zu
der DNA gegeben. Die Mischung wurde weitere 15 min inkubiert. Wahrend dieser Zeit
wurden die Zellen mit serumfreiem DMEM gespdlt und 800 pl serumfreies DMEM je
Well vorgelegt. Nun wurden die LipofectaminePlus-DNA-Komplexe unter Schwenken
tropfchenweise auf die Zellen gegeben. Es folgte eine 48stiindige Inkubation im Brut-
schrank bei 37°C und 5% CO,. Nach vier Stunden wurde 1 ml DMEM mit 20% FCS

zugegeben. Am nachsten Tag wurde das Medium gegen 10% FCS-haltiges Medium
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ausgetauscht. Wiederum einen Tag spater wurden die Zellen dreimal mit PBS gesplilt

und mit dem Reporterlysepuffer von Promega (Heidelberg) geerntet.

2.2.3.5. Chloramphenicol-Acetyl-Transferase-Assay und p-Galactosidase-

Assay

Der Chloramphenicol-Acetyl-Transferase(CAT)-Assay ist ein Reportersystem,
mit dessen Hilfe die Reporteraktivitdt verschiedener Abschnitte des 5°-flankierenden
Bereichs des HGF-Gens untersucht wurden. Die nach der Transfektion erhaltenen
Lysate enthielten zum einen CAT und zum anderen als interne Transfektionskontrolle
die Firefly-Luciferase oder p-Galactosidase.

Die jeweilige CAT-Menge wurde mittels eines ELISA-Kits der Firma Roche
(Mannheim) nach Angaben des Herstellers ermittelt. Hierbei wurden 200 pl der Lysate
in mit CAT-Antikérpern beschichtete Wells gegeben und anschliefend mit einem anti-
CAT-DIG-Antikorper und einem anti-DIG-Peroxidase-Antikorper inkubiert. Jeder Schritt
wurde 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Dazwischen wurde je finfmal mit dem Wachpuffer
gewaschen. Zur Messung wurde abschlieliend das Peroxidase-Substrat zugegeben
und die Farbreaktion abgewartet (10-40 min). Die Messung wurde bei 405 nm in einem
ELISA-Reader durchgefiihrt.

Fir die Messung der p-Galactosidasemenge im Zellysat wurde ein auf dem
gleichen Prinzip beruhender ELISA mit den entsprechenden Antikérpern fur

p-Galactosidase verwendet.

2.2.3.6. Luciferase-Assays

Beim single-Luciferaseassay der Firma Promega (Heidelberg) wurde die Firefly-
Luciferase bestimmt, welche als interne Kontrolle im CAT-Assay diente. Die bei der
Reaktion abgegebene Lichtenergie wurde mit Hilfe eines Lumineszenzreaders (Dynex
Technologies; Chantilly, USA) gemessen.

Fir die Messung wurden je 20 ul der Zellysate in die Wells einer weiRen Mikro-
titerplatte pipettiert. Nach dem Fullen der Schlauche des Lumineszenzreaders wurde
die Platte in das Luminometer eingesetzt und je Well 100 ul des Substrats automatisch
zugesetzt. Die Messung der jeweiligen Luciferaseaktivitditen dauerte im single-
Luciferaseassay 15 s. Die Auswertung erfolgte mit Revelation 3.04 (Dynex Technolo-
gies; Chantilly, USA).
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2.2.3.7. Isolierung von Kernproteinen

Puffer A:
10 mM HEPES+KOH, pH 7,9
10 mM KCI
1,5 mM MgCl,
0,5mM DTT
0,5 mM PMSF
10 yg/ml Pepstatin A
10 pg/ml Leupeptin
Puffer A+:
Puffer A mit 0,05% NP-40 (Nonidet P40)
Puffer B:
20 mM HEPES+<KOH, pH 7,9
420 mM NacCl
1,5 mM MgCl,
2 mM EDTA
25 % Glycerin
0,5mM DTT
0,5 mM PMSF
10 yg/ml Pepstatin A
10 pg/ml Leupeptin
Puffer D:
20 mM HEPES+<KOH, pH 7,9
20% [v/v] Glycerin
100 mM KCI
2 mM MgCl,
0,5mM DTT
0,5 mM PMSF

Die Kernextraktisolierung erfolgte nach einem modifizierten Protokoll von Di-
gnam [63]. Samtliche Zentrifugationen erfolgten in einer Eppendorf 5417R (Eppe ndorf;
Hamburg). Pro Ansatz wurden ca. 1 x 108 Zellen eingesetzt. Nach dem Trypsinieren
der Zellen wurden diese zweimal in PBS gewaschen und anschlieBend in ein
Eppendorf-Gefal’ Gberfihrt und pelletiert (2 Minuten, 3000 rpm, 4°C). Das Pellet wurde
in 400 yl Puffer A aufgenommen und fir 10 Minuten auf Eis inkubiert, wobei die Zellen
anschwollen. Nach einer Zentrifugation (2 Minuten, 4000 rpm, 4°C) wurde der Uber-
stand verworfen und das Pellet in 200 pl Puffer A+ aufgenommen. Zur mechanischen
Lyse der Zellen wurde die Suspension mindestens zehnmal durch eine 26G-Kanile
gezogen. Nach einer erneuten Zentrifugation (2 Minuten, 5000 rpm, 4°C) und Verwer-
fen des Uberstandes wurde das Pellet in 100 ul Puffer B aufgenommen und fiir 20 Mi-
nuten auf Eis geschuttelt. Nach einer 30-mindtigen Zentrifugation (14000 rpm, 4°C)
wurde der Uberstand in Dialysierhiitchen Gberfiihrt und fir 2 Stunden bei 4°C gegen
Puffer D dialysiert. Die so erhaltene Kernproteinlésung wurde aliquotiert, in flissigem

Stickstoff eingefroren und bei -70°C gelagert.
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2.2.3.8. Bestimmung der Proteinkonzentration

Fir die Proteinkonzentrationsbestimmungen nach Bradford [64] wurden in Tr i-
plettmessungen jeweils 2 pl der Kernextrakte in ein Well einer Mikrotiterplatte gegeben,
8 ul Puffer D (2.2.3.7.) zugegeben und mit 200 pl Coomassie-Plus-Protein-Assay-
Reagenz (Pierce; Rockland, USA) versetzt. Nach kurzem Schitteln der Platte erfolgte
eine Messung in einem ELISA-Reader (Dynex Technologies; Chantilly, USA) bei 590
nm und die Auswertung mit Revelation 3.04 (Dynex Technologies; Chantilly, USA). Die
Proteinkonzentration wurde durch den Vergleich mit einer BSA-Standardreihe berech-

net.

2.2.4. In-vivo-Footprint

Als Ausgangsbasis fur die Etablierung des in-vivo-Footprints wurde das Proto-
koll von Mueller et al. [65] herangezogen. Etwaige Veranderungen sind in Tabelle 1 in
Abschnitt 3.2.1. zusammengefasst. Im folgenden sind die nach den Optimierungs-

schritten erhaltenen Puffer und das optimierte Protokoll aufgefihrt.

Lysepuffer:
100 mM NaCl
10 mM Tris*HCI; pH 8,0
25 mM EDTA; pH 8,0
0,5% SDS .
100 pg/ml Proteinase K }frISCh Zugesetzt
DMS-Stoplosung:
1,5 M NaAc; pH 7,0
1 M B-Mercaptoethanol
steril filtrieren, dann
100 pg/ml Hefe-tRNA
Erststrangpuffer (5x):
200 mM NaCl
50 mM Tris*HCI; pH 8,9
25 mM MgSO,
0,05% Gelatine
Lagerung bei -20°C
PCR-Puffer (5x):
200 mM NaCl
100 mM Tris*HCI
25 mM MgSO,
0,5% Triton X-100
Lagerung bei -20°C
Ladepuffer:
Sequenzierladepuffer von Amersham (Braunschweig)
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Sequenziergel (41 cm):
5 ml 10XTBE
13,3 ml 30%iges Acrylamid/Bisacrylamid (29:1)
300 pl APS
15 yl TEMED
24 g Harnstoff
ad 50 ml H,0O

2.2.41. Zellbehandlung mit Dimethylsulfat

Dimethylsulfat (DMS) methyliert die DNA am N7-Atom der Guaninbasen, so
dal} die DNA an diesen Stellen durch die anschlieRende Piperidinbehandlung einen
Einzelstrangbruch erhalt. Aufgrund der zeitlich begrenzten Behandlung mit DMS wird
nur etwa jedes 150ste Guanin methyliert, so da} Fragmente mit einer Lange von ca.
500-1000 Basen entstehen. Die Piperidinbehandlung ist quantitativ, um jedes methy-
lierte Guanin in einen Strangbruch zu tberfiihren.

Damit eine fiur mehrere Versuche ausreichende DNA-Menge zur Verfiigung
stand, wurden fiir die Versuche 15 cm Zellkulturplatten (= 3x10” Zellen) verwendet. Vor
der Behandlung mit Dimethylsulfat (DMS) wurden die Zellen einmal mit serumfreiem
Medium gewaschen. Anschlielend wurde das Medium entfernt und die Platten auf
eine 37°C warme Heizplatte gestellt. Nun wurden 25 ml vorgewarmtes Medium mit
50 pl DMS (Endkonzentration 0,2%) versetzt und diese Lésung nach kurzem Schutteln
auf die Zellen gegeben. Nach exakt 2 min wurde das DMS-haltige Medium abgesaugt
und die Zellen mit ca. 20 ml eiskalter PBS versetzt. Parallel dazu wurde eine Platte fur
die in-vitro-DNA auf gleiche Weise ohne DMS behandelt. Nach zwei weiteren Wasch-
gangen mit PBS wurde die DNA nach dem Protokoll von Strauss isoliert [66]. Hierzu
wurden die Zellen mit 3 ml Trypsinlésung von Platten geldst. Zur Entfernung des
Trypsins wurde die Zellsuspension mit eiskalter PBS auf 50 ml aufgeflllt, zentrifugiert,
das Pellet mit PBS in ein 1,5 ml Eppendorfgefal® Gberfiihrt und erneut zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde je nach GroRRe in 300-500 pl frisch hergestelltem Lysepuffer aufge-
nommen und Uber Nacht unter Schitteln bei 50°C inkubiert. Am nachsten Tag wurden
die Proben zweimal mit je 1 Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)
extrahiert und 2 min bei 1700 g (4000 rpm in einer Eppendorf 5417 R) zentrifugiert.
AnschlieRend wurde die wassrige Phase in ein neues Eppendorfgefall dberfiuhrt und
mit 1 Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) extrahiert. Die wassrige Phase wurde
in einem neuen Eppendorfcap mit _ Volumen 7,5 M NH4Ac (pH 7,4) und 2 Volumina
Ethanol vermischt. Die ausgefallene DNA wurde sofort 2 min bei 1700 g pelletiert, mit

70%igem Ethanol gewaschen und getrocknet. Die DNA wurde in 100 pl TE-Puffer re-
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suspendiert und die Proben mehrere Stunden bei 65°C geschiittelt. Die isolierte DNA

wurde bei -20°C gelagert.

2.2.4.2. In-vitro-DNA-Behandlung und DNA-Fragmentierung

Um die Kontroll-DNA mit DMS zu behandeln, wurden 150 uyg DNA mit TE-Puffer
auf ein Volumen von 175 pul gebracht. Nun wurde eine 1%ige DMS-L6sung in H,O an-
gesetzt. Nach kraftigem Vortexen wurden 25 ul der DMS-Lésung (Endkonzentration
0,125%) zu der DNA gegeben und der Ansatz 25 s gemischt. Nach 2 min bei Raum-
temperatur wurden 50 pl eiskalter DMS-Stoplésung und 750 ul auf Trockeneis gekihl-
ten Ethanols zugegeben und die Proben fir 30 min auf Trockeneis gestellt. Parallel
dazu wurden 200 ul der in vivo behandelten DNA mit 50 pl DMS-Stoplésung versetzt
und ebenfalls mit 750 pl vorgekuhltem Ethanol fur 30 min auf Trockeneis gefallt.

Die gefallten Proben wurden fir 10 min bei 14000 rpm und 4°C zentrifugiert und
mit 1 ml 75%igem Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde der Uber-
stand verworfen und die Pellets in 200 pl frisch angesetzter 1 M Piperidin-Lésung auf-
genommen. Nach ca. 15 min waren die Pellets gelést und die Proben wurden fir
30 min bei 90°C gehalten. AnschlieRend wurden die Proben fiir 10 min auf Trockeneis
gestellt. Das Piperidin wurde im Vakuum evaporiert und die Pellets in 360 uyl TE-Puffer
aufgenommen. Nach vollstandigem Lésen der fragmentierten DNA wurden 40 pl
3 M NaAc; pH 7,0 und 1 ml eiskaltes Ethanol zu den Proben gegeben. Nach einer min-
destens zweistiindigen Fallung bei -20°C wurden die Proben erneut zentrifugiert und in
500 pl TE-Puffer aufgenommen. Es folgte eine zweite Fallung mit 170 ul
8M NH;Ac und 670 pl Isopropanol fir mindestens 2 Stunden bei -20°C. Die mit 500 pl
75%igem Ethanol gewaschenen Pellets wurden in 50 pl H,O aufgenommen und erneut
evaporiert, um die letzten Spuren des Piperidins zu entfernen. Nun wurde die DNA
nach photometrischer Bestimmung in einer Konzentration von ca. 1 pg/ul in TE-Puffer
aufgenommen. AbschlieBend wurden die Proben abzentrifugiert und die Ubersténde in
neue Eppendorfgefal® Uberfihrt. Die DNA-Konzentration wurde nun nach erneuter

photometrischer Bestimmung auf 0,4 ug/ul eingestellt.
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2.2.4.3. Erststrangsynthese und Linker-Ligation

Aufgrund der statistischen Methylierung der DNA ist nur ein Ende der Frag-
mente fir eine PCR bekannt. Um einen Linker bekannter Sequenz an die Fragmente
ligieren zu kdnnen, wird mittels Primerextension aus den einzelstrangigen Fragmenten

je ein Doppelstrang mit glatten Enden (,blunt end’) synthetisiert.

Ansatz:
2,5 yl DNA (0,4 pg/pl)
0,3 pl 1 uM Erststrangprimer
0,24 pl dNTP-L6sung (25 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
6 pl 5xErststrangpuffer (2.2.4.)
0,25 pl Vent-DNA-Polymerase (2U/ul, NEB; Frankfurt a.M.)
3 ul DMSO
17,71 pl H,O

Je Ansatz wurde 1 ug fragmentierter DNA in einem vorgekihlten 0,5 ml PCR-
Gefal} vorgelegt. Nach Zugabe der Reagenzien wurden die Ansatze gemischt und auf
Eis gestellt, bis der Thermocycler die Denaturierungstemperatur erreicht hatte. Nun
durchliefen die Proben einen Zyklus von 5 min bei 95°C, 30 min bei 60°C und 10 min
bei 76°C. AnschlieRend wurden die Proben sofort auf Eis gestellt.

Zur Ligation des Linkers an die DNA-Fragmente wurde folgender Ansatz

benutzt:

Ansatz:
30 pl Erststrangsynthese-Ansatz
15 pl 50% PEG 4000
1,25 pl 20 pM Linker
0,6 pl MgCl,
2,2 yl 1 M TriseHCI; pH 7,5
0,5ul1MDTT
0,75 pl 100 mM ATP
0,125 pl 10 pg/pl BSA
0,5 pl T4 DNA-Ligase (6 U/ul, NEB; Frankfurt a.M.)
19,075 pl H,O

Nach Zugabe samtlicher Reagenzien auf Eis wurde eine mindestens einstiin-
dige Ligation bei 17°C durchgefiihrt. Anschlieend wurde die DNA mit

1 ul Hefe tRNA (10 pg/ul),
8,4 pl 3 M NaAc (pH 7,0) und
220 yl Ethanol

Uber Nacht bei -20°C gefallt. Am nachsten Tag wurden die Proben 15 min bei
15000 rpm und 4°C pelletiert, die Pellets mit 500 pl 75%igem Ethanol gewaschen und
in 60 pl Wasser und 10 yl DMSO aufgenommen.
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2.2.44. Linker vermittelte (Linker-mediated-)PCR und Labeling

Vor der PCR wurden die Proben erneut auf Eis gestellt und die Reagenzien auf

Eis zugegeben.

Ansatz:

70 pl Ligations-Ansatz

20 pl 5xPCR-Puffer (2.2.4.)

1 yl 10 uM sequenzspezifischer Primer

1 pl 10 yM Linker-Primer

0,8 pl 25 mM dNTP

0,5 pl Vent-DNA-Polymerase (2 U/ul, NEB; Frankfurt a.M.)
6,7 pl H,O

Nachdem der Thermocycler die Denaturierungstemperatur erreicht hatte, wurde

die PCR gemafR folgendem Programm durchgefihrt:

5 min 95°C

1 min 95°C

2 min 64°C > 30x
3 min 76°C

10 min 76°C

Nach der PCR wurden die Proben sofort auf Eis gestellt. Als nachstes wurden

die Fragmente nach folgendem Ansatz mit dem Infrarot-Farbstoff-konjugierten Primer

markiert:

Ansatz:

100 pl LMPCR-Ansatz

1 yl 5xPCR-Puffer (2.2.4.)

2,3 yl 1 uyM Labeling-Primer

0,4 pl 25 mM dNTP

0,5 pl Vent-DNA-Polymerase (2 U/ul, NEB; Frankfurt a.M.)
0,8 pl H,O

Die Proben wurden im Anschlull sofort auf Eis gestellt. Je Ansatz wurden 4 pl

mit 2 yl Ladepuffer versetzt. Die Proben wurden fir 2 min bei 70°C denaturiert und

0,5 ul auf das Sequenziergel, welches durch einen 30 mindtigen Vorlauf auf 50°C tem-

periert wurde, geladen. Die Auftrennung erfolgte bei 1500 V und 50 W Gber Nacht.
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2.2.5. Elektromobilityshiftassay

2.2.5.1. Markierung der Oligonukleotiddimere

Zur radioaktiven Markierung wurde mittels T4-Polynukleotidkinase (PNK, NEB,;
Frankfurt a.M.) [y-**P]-ATP (3000 Ci/mol, Amersham; Braunschweig) am 5-Ende der
Oligodimere eingebaut. Hierzu wurden jeweils 5 pmol Oligodimer in PNK-Puffer mit
10 U PNK und 30 pCi [y-**P]-ATP versetzt und eine halbe Stunde bei 37°C inkubiert.
Die Aufreinigung der markierten DNA erfolgte Uber eine Nick-Saule (Amersham;
Braunschweig). Nachdem die Saule zweimal mit 3 ml TE-Puffer &quilibriert wurde,
erfolgte das Auftragen der auf 100 ul aufgeflillten Probe auf die Saule. Weitere 300 pl
TE-Puffer wurden auf die Saule aufgebracht und das so erhaltene erste Eluat verwor-
fen. Das markierte Dimer wurde durch eine zweite Eluierung mit 400 yl TE-Puffer von
der Saule gewonnen. Die Aktivitdt des markierten Oligodimers wurde in einem Szintil-
lationszahler (Canberra Company; Meriden, USA) bestimmt. Hierzu wurden 4 pl zu
analysierende Lésung in Szintillationsflissigkeit gemessen. Die Lagerung der mar-

kierten Oligonukleotiddimere erfolgte bei -20°C.

2.2.5.2. Bindungsreaktion, Gellauf und Analyse

Mit Hilfe des Elektromobilityshiftassays (EMSA) kénnen Proteinbindungen an
regulatorische Elemente in der DNA nachgewiesen werden. Hierbei wird die unter-
schiedliche Laufgeschwindigkeit von proteingebundenen und ungebundenen DNA-

Oligodimeren in Polyacrylamidgelen ausgenutzt.

Puffer D:

20 mM HEPES*KOH, pH 7,9

20% [v/v] Glycerin

100 mM KCI

2 mM MgCl,

0,5 mMDTT

0,5 mM PMSF
10xTBE-Puffer:

890 mM Tris Base

890 mM Borsaure

20 mM EDTA
Polyacrylamidgel:

6,7 ml 30% Acrylamid:Bisacrylamid(29:1)-Lésung

1,25 ml 10 x TBE-Puffer

300 ul 10% APS

20 yl TEMED

ad 50 ml H,O
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Ansatz:
10 fmol markiertes Oligodimer
2,5 yg Kernextrakt
1 ug Poly-dl/dC
ad 10 ul Puffer D

Der angegebene Ansatz wurde fiir 20 Minuten auf Eis inkubiert. Fir den Nach-
weis einer spezifischen Bindung wurden einige Proben mit einem Uberschuf3
(5-300fach) unmarkierter Dimere versetzt. Um bestimmte Proteine im Komplex nach-
zuweisen, wurden in den Supershiftanalysen die Kernextrakte vor der Zugabe des
Oligodimers mit 2 pg eines spezifischen Antikérpers 20 Minuten vorinkubiert. Die
Ansatze wurden auf ein 4%iges Polyacrylamidgel gegeben und eine zweistiindige
Elektrophorese bei 120 V durchgefihrt. Anschlielend wurde das Gel auf eine Filter-
papier (Whatman; Maidstone, UK) Uberfiuihrt und fur eine halbe Stunde im Vakuum in
einem Geltrockner getrocknet. Es folgte eine Exposition eines Phophoscreens (Amer-
sham Bioscience; Freiburg) iber Nacht und die Auswertung mit Hilfe des Phosphor-
imagers Storm840 (Amersham Bioscience; Freiburg) und der ImageQuant5.0-Software

(Amersham Bioscience; Freiburg).

2.2.6. In-vitro-Footprint

Ein in-vitro-Footprint dient zur Lokalisation potentieller Protein-DNA-
Bindestellen im homologen Promotorkontext. Hierbei wird ein zu untersuchender DNA-
Abschnitt in An- oder Abwesenheit von Proteinen partiell mit DNase | verdaut. An-
schlieRend werden die DNA-Fragmente mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Die
Detektion erfolgt Uber einen Vergleich des hydrolytischen Abbaumusters der reinen

DNA mit dem der proteingebundenen DNA.

Markierung:
1 ug DNA-Fragment
1,6 pl Klenow (2 U/ul)
1,6 pl 10x Puffer
4 pl [a->*P]-dCTP (3000 uCi/mol)

ad 16 pl H,O
Maxam-Gilbert-Stop-
Loésung:

0,3 M NaAc; pH 5,5

100 pg/ml Hefe-tRNA
HNB:

0,5 M Sucrose

15 mM Tris*HCI; pH 7,5
60 mM KCI

0,25 mM EDTA; pH 8,0
0,125 mM EGTA; pH 8,0
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TMK:
50% Glycerin
50 mM Tris*HCI; pH 8,0
50 mM KCI
10 mM MgCl,
DNase-I-Mix:

14 U/ul DNase | (Grad 1) in TMK
DNase-I-Stop-Losung:

50 mM EDTA; pH 8,0

0,1% SDS

150 pg/ml Hefe-tRA

200 pg/ml Proteinase K
Praparatives Gel:

6,7 ml 30% Acrylamid:Bisacrylamid(29:1)-Lésung

1,25 ml 10 x TBE-Puffer

300 pl 10% APS

20 yl TEMED

ad 50 ml H,O

2.2.6.1. Markierung und Praparation des Promotorfragments

Mit Hilfe der Restriktionsenzyme Hind Ill und Bg! Il wurde ein Fragment aus
dem -620er HGF-Promotor-Bluescript-Plasmid ausgeschnitten, welches den Bereich
-620 bis -70 abdeckte (in Relation zur Transkriptionsinitiationsstelle). Es folgte eine
Markierung mittels des Klenow-Fragments der DNA-Polymerase Il und 4 pl [a_st,]_
dCTP. Nach 30miniitiger Inkubation bei 37°C wurde das iberschiissige [a-*?P]-dCTP
mittels Nicksaulen abgetrennt (s. 2.2.5.1.). Um eine einseitige Markierung zu erhalten,
wurde das Fragment einem weiteren Restriktionsverdau mit Sac | unterzogen, so daf}
das Fragment den HGF 5’-Bereich von -310 bis -70 umspannte. Nach Aufreinigung mit
Hilfe eines praparativen Polyacrylamidgels wurde die markierte DNA bei -20°C gela-

gert.

2.2.6.2. Maxam-Gilbert-Reaktion

Um die Protein-DNA-Interaktionen genau lokalisieren zu kdnnen, wurde eine
G/A-Leiter nach Maxam und Gilbert von dem einseitig markierten Promotorfragment
erstellt [67]. 20 pl (10 ° cpm) der markierten Probe wurden mit 1 ug I/C und 25 pl
88%iger Ameisensaure versetzt und bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 7 min wurde
die Reaktion durch Zugabe von 200 pl auf 4°C temperierter Stop-Lésung gestoppt, die
DNA-Fragmente mit 500 ul auf -20°C vorgekuhltem Ethanol gefallt und anschlieRend
30 min bei 15000 rpm (Eppendorf 5417 R) zentrifugiert. Das Pellet wurde in 250 pl
0,3 M NaAc aufgenommen, mit 3 Volumina Ethanol versetzt und erneut abzentrifugiert.

Nach Entfernen des Uberstandes wurde das Pellet vakuumgetrocknet und anschlie-
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ssend in 100 pl frisch angesetztem 1M Piperidin aufgenommen. Das Gemisch wurde
30 min auf 90°C erhitzt, auf Eis gestellt und 2 h vakuumgetrocknet. Nach Resuspen-
sion in 100 pl H,O und erneutem Vakuumtrocknen wurde die fragmentierte DNA in

20 I Ladepuffer aufgenommen.

2.2.6.3. DNase-I-Titration

Zur Ermittlung des optimalen Verhaltnisses von DNA zu DNase | ist eine Titra-
tion der DNase | in An- und Abwesenheit von nuklearen Proteinen erforderlich. In einer
Stammldsung wurden pro Reaktion 1 ng DNA und 2,5 pg I/C in 50 yl HNB mit 5 mM
MgCl, und 2,5 mM CaCl, aufgenommen und im Wasserbad auf 20°C temperiert. Diese
Stammlésung wurde mit dem DNase-I-Mix in HNB mit 5 mM MgCl, und 2,5 mM CacCl,
fur die Ansatze ohne Protein in den Verhaltnissen 1:10, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800 und
1:1000 in 1 pyl Gesamtvolumen versetzt. In den Ansatzen mit Protein wurden die Ver-
haltnisse 1:5, 1:10, 1:20, 1:40, 1:80 und 1:100 eingesetzt.

Der DNase-I-Verdau wurde 60 s bei 20°C durchgefiihrt und durch die Zugabe
von 50 ul Stop-Lésung beendet. Die fragmentierte DNA wurde durch
Phenol/Chloroform-Extraktion, anschlieffende Fallung mit 1 Volumen 4 M NH;Ac und
2,5 Volumina Ethanol fir 15 min bei -70°C und 30 min Zentrifugation bei 15000 rpm
und 4°C isoliert und in 3 yl Ladepuffer aufgenommen. Nach gelelektrophoretischer
Auftrennung wurde ausgehend von den entstandenen Fragmentlangen das geeignete

DNA-DNase-I-Verhéaltnis ausgewahilt.

2.2.6.4. DNase-l-Footprint

Pro Ansatz wurden 10 pg Rat2-Kernextrakt, 4 pl Spermidin (20 mM) und 2 pl
Poly-dI/dC (1 pg/pl) 10 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 1 ng des markierten
DNA-Fragments (z5-10x106 cpm) wurde zur Bildung der Protein-DNA-Komplexe weite-
re 10 min auf Eis inkubiert. Im Anschluf® wurde mit der in Abschnitt 2.2.6.3. als optimal
ermittelten Menge DNase | fur 60 s bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Aufreinigung
der DNA mittels Phenol-Chloroform-Extraktion und Fallung mit NHsAc wurden die
Proben mit Sequenziergelladepuffer versetzt und auf ein denaturierendes Polyacryl-
amidgel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei 1200 V. Anschlielend wurde das

Gel getrocknet und autoradiographisch ausgewertet.
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3. Ergebnisse

In Rahmen dieser Arbeit wurde eine Multiconsensusregion (MCR) im Ratten-

HGF-Promotor als Repressor der HGF-Expression identifiziert und naher untersucht.

3.1. Transkriptionelle Expressionskontrolle durch den 5 -flankierenden Be-
reich des HGF-Gens

HGF wird in mesenchymalen Zellen wie z.B. in den Hepatischen Sternzellen
(HSC) [68], Mesangialzellen [ 69] und einigen Fibroblastentypen [ 70] exprimiert, wa h-
rend epitheliale Zellen den HGF-Rezeptor c-Met ausbilden [14]. Da HGF zelltypspezi-
fisch reguliert wird, und auch in den meisten Fibroblastentypen nicht exprimiert wird,
wurden zur Identifizierung von Repressorelementen nicht-HGF-exprimierende Zellty-
pen wie die Fibroblastenzellinien Rat2 und NIH3T3 und die humane Hepatomazellinie
HepG2 herangezogen.

Zur Bestimmung der Promotoraktivitat einzelner Abschnitte wurden mittels PCR
und anschlieBender enzymatischer Hydrolyse unterschiedlich lange Fragmente aus
dem 5’-flankierenden Bereich des Ratten-HGF-Gens gewonnen. Diese Promotorfrag-
mente sind inklusive bekannter oder potentieller regulatorischer Elemente schematisch
in Abbildung 4 dargestellt. Diese terminalen Deletionskonstrukte wurden in den pro-
motorlosen pCAT-Basic-Vektor, der das Gen flir das Reporterprotein Chloramphenicol-
Acetyl-Transferase tragt, kloniert.

Diese Konstrukte wurden in NIH3T3-, HepG2- und Rat2-Zellen transfiziert und
die Reporteraktivitdt nach zwei Tagen Inkubation mittels CAT-Assay ermittelt. Das
-70er-Fragment, welches nur den Core-Promotor enthalt, hatte in allen Zelltypen die
hdchste Reporteraktivitat. Reporter unter Kontrolle von Iangeren Fragmenten wurden
dagegen nur vermindert exprimiert. Die erreichte Reportersuppression durch Auswei-
tung des 5’-flankierenden HGF-Genbereichs wird besonders deutlich, wenn die Re-
porteraktivitdten der verschiedenen Konstrukte in den einzelnen Zelltypen jeweils in

Relation zur Aktivitat des -70er-Fragments berechnet wird (Abb. 5).
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Abbildung 5:

Schematische Darstellung der Deletionskonstrukte aus dem 5’-flankie-
renden Bereich des Ratten-HGF-Gens. Die Konstrukte wurden nach den An-
gaben in Abschnitt 2.1.5.2. kloniert. Die Zahl links von den Konstrukten gibt die
Lage des 5-Endes in Relation zur Transkriptionsinitiationstelle im HGF-Gen an.
Ausgewahlte, nachgewiesene und potentielle regulatorische Elemente sind als
farbige Boxen eingezeichnet .

~

1330 620 270 70 pCAT Basic

HGF-Promotorkonstukte [bp zur Transkriptionsinitiationsstelle]

[mNIH3T3 OHepG2 ORat2

Promotoraktivitiat verschiedener Deletionskonstrukte aus dem 5°-flankie-
renden Bereich des HGF-Gens in nicht HGF-exprimierenden Zellen. Vekto-
ren, deren CAT-Gen unter Kontrolle verschiedener Abschnitte des
5’-flankierenden Bereichs des HGF-Gens standen (Abb. 4), wurden in NIH3T3-,
HepG2- und Rat2-Zellen transfiziert. Nach 2 d Inkubation wurde die CAT-
Aktivitdt gemessen und gegen die Luciferaseaktivitat - ausgehend vom kotrans-
fizierten Kontrollvektor (pGL3-CMV) - normalisiert (2.2.3.5. und 2.2.3.6.)
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In allen Zelltypen zeigte sich eine starke Reprimierung der Promotoraktivitat
beim -270er Fragment gegenuber dem -70er Fragment. Dies deutet auf einen negativ
regulatorischen Sequenzabschnitt in der Region zwischen -270 und -70 des HGF-Gens
hin. Bei den NIH3T3- und den HepG2-Zellen kommt es zusatzlich zu einer weiteren
Reporterabnahme durch den Sequenzbereich von -620 bis -1330, der die Suppression
verstarkt. Daher scheint ein weiteres regulatorisches Element in der Region von -620
bis -1330 zu existieren, welches vermutlich von der Spezies oder auch vom Zelltyp

abhangt.

3.2. Lokalisierung und Charakterisierung von Protein-DNA-Bindungsdoméanen

im 5°-flankierenden Bereich des HGF-Gens

Zur Lokalisierung der reprimierenden Sequenzelemente zwischen -70 und -270
wurde ein Footprintverfahren aufgebaut. Bei diesen Methoden wird die DNA entweder
mittels DNase | oder chemisch partiell fragmentiert. Sind Proteine (in vivo oder in vitro)
an ihre Bindestellen in der DNA gebunden, so wird die DNA an diesen Stellen nicht
gespalten. Mit einer anschliessenden Gelelektrophorese werden die Fragmente nach
ihrer Grosse aufgetrennt. Durch die Anwesenheit der Proteine andert sich das Ban-
denmuster, welches man nach der Gelelektrophorese erhélt. Ein Vergleich der mit und
ohne Proteine behandelten DNA-Proben zeigt die Proteinbindestellen im untersuchten
Bereich an. Fir die Analyse wurden in dieser Arbeit zwei Ansatze angegangen:

1. In-vivo-Footprint
2. In-vitro-Footprint

Der in-vitro-Footprint stellt ein relativ einfaches, artifizielles System dar. Mit Hilfe
eines in-vivo-Footprints kdnnen demgegenuiber Protein-DNA-Interaktionen in der le-
benden Zelle nachgewiesen werden. Zur Etablierung eines Infrarot-gestitzten in-vivo-
Footprints wurden verschiedene Protokolle (Mueller et al. [65], Rodgers und Kim [71])

miteinander verglichen und einzelne Schritte optimiert.
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3.2.1. Etablierung eines in-vivo-Footprints

Als Ausgangsprotokoll wurde die Methodik von Mueller et al. [65] herangezo-
gen. Daneben wurde zum Vergleich das Protokoll von Kim und Rodgers eingesetzt
[71], in dem die DNA ethyliert statt methyliert wird. In Abbildung 6 ist der schematische

Ablauf eines in-vivo-Footprints dargestellt.
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Abbildung 6: Schematischer Ablauf eines In-vivo-Footprints. Mit Hilfe eines in-vivo-
Footprints kdnnen Protein-DNA-Interaktionen in der lebenden Zelle nachgewie-
sen werden. Hierzu werden die Zellen, aus denen die zu untersuchende DNA
isoliert werden soll, mit einem chemischen Agens behandelt. Die DNA wird
nach Isolierung chemisch fragmentiert. AnschlieRend erfolgt eine Amplifikation
des Zielbereichs der Untersuchungen mittels einer adapterassoziierten PCR-
Methode. Da aufgrund der statistisch verteilten Einzelstrangbriiche nur ein En-
de fur die PCR bekannt ist, miissen die Fragmente bis zu den Strangbriichen
aufgefiillt werden (Erststrangsynthese). Durch die anschlieRende Ligation eines
doppelstrangigen Linkers bekannter Sequenz sind beide Enden bekannt und es
kann eine Linker vermittelte PCR (Linker-mediated-PCR; LMPCR) folgen. Ab-
schlielend werden die Fragmente markiert. Die Fragmente werden mittels ei-
nes Sequenziergels aufgetrennt, so dal® sich eine DNA-Leiter ergibt.

Bei dem Aufbau der Methodik wurden an den Arbeitsschritten
- Zellbehandlung
- Amplifikation
- Detektion
die in Tabelle 1 angegebenen Parameter verandert.
Ausgehend vom Protokoll von Mueller ef al. wurden zur Anpassung an die ver-

wendeten Zellen die Dimethylsulfat-(DMS)-Konzentrationen, die Inkubationszeiten und
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die Temperatur der Zellbehandlung variiert. Neben dem bisher in den meisten Arbeiten
verwendeten DMS wurden die Zellen auch — nach dem Protokoll von Kim und Rodgers
— mit Ethylnitrosoharnstoff (ENU) kultiviert und die DNA nach Extraktion in vitro mit
NaOH fragmentiert. Hierbei wurden ebenfalls verschiedene Konzentrationen und Zei-
ten untersucht (s. Tab. 1). Die Fragmentierung der DNA durch ENU/NaOH stellte sich
allerdings als nur schwer reproduzierbar heraus.

Bei der Amplifikation wurden u.a. die Zugabe von DMSO, welches die
Schmelztemperatur GC-reicher Sequenzen erniedrigt, zur Erststrangsynthese und die
Zugabe von PEG 4000, welches aufgrund der erhohten Gesamtteilchenzahl im Ansatz
die
Ligation beglinstigt, zur Ligation getestet. Beide Veranderungen erhéhten die Effizienz
der jeweiligen Arbeitsschritte.

Bei der Detektion der Amplifikate wurde zum einen die Extensionszeit verkiirzt,
um das Signal-Rausch-Verhaltnis zu erhéhen, und zum anderen die Konzentration des
Polyacrylamidgels erhéht, um die Auftrennung der Fragmente zu verbessern.

Eine Ubersicht tber die verschiedenen Variationen in der methodischen Aus-

fihrung des in-vivo-Footprints ist in Tabelle 1 gegeben.

Tabelle 1: Ubersicht iiber die Optimierungsschritte bei der Etablierung des in-
vivo-Footprints.

Arbeitsschritt Optimierungsbereich Ergebnis
DMS-Konzentration [0,05-0,4% v/v] 0,2% [v/v] DMS
Zeit [1-4 min] 2 min
Temperatur [RT oder 37°C] 37°C

Zellbehandlung

ENU-Konzentrationen [100-500 yM]
Inkubationszeit [1-3 h]

kein Ergebnis

DNA-Menge [1 oder 2 ug] 1 ug
Erststrangsynthese | - | abe von DMSO [2-10% viv] 10% [v/v] DMSO
Linkermenge [25 oder 100 pmol] 25 pmol Linker;
Ligation Zugabe von PEG 4000 [mit/ohne] 10% PEG;
Zeit [1-17 h] =1h
LMPCR Primer [10 oder 20 pmol] 10 pmol je Primer;
Zyklenzahl [18-35] 30 Zyklen
Zyklenzahl [1-10] 2 Zyklen
Markierung Extensionszeit [5 oder 10 min] 5 min

Labeling-Primer [1-10 pmol]

2,3 pmol Labeling-Primer

Elektrophorese

Gelkonzentration [6-10%]

8 % Polyacrylamid
mit 8 M Harnstoff
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Nach Optimierung des Versuchsprotokolls wurde die Protein-DNA-Interaktion

im Sequenzbereich von -200 bis -405 in Relation zur Transkriptionsinitiationsstelle in

Rat2-Zellen untersucht (Abb. 7).

1 1
() o
'Q:'g:
Qo [}
2T =T
>%>%
- -
ACG T =<£==<
— =
E _— =
=== = - =
——=— § §
—_— 8 B
-— — = -
——— e = -
pmas — = =
—— = I
S— = =
— - -
= = -

|
i

Abbildung 7: Vergleich des in-vitro- und in-vivo-methylierten 5" -flankierenden Bereich
des HGF-Gens von -405 bis -200 in Relation zur Transkriptionsinitia-
tionsstelle. Dargestellt ist ein exemplarisches Versuchsergebnis. Die mit A, C,
G und T gekennzeichneten Bahnen stellen die Sequenzierspuren der jeweiligen
Basen dar. Die in vitro behandelte DNA stellt die Kontroll-DNA dar.

Selbst nach den genannten Optimierungsschritten wurde in wiederholten An-
satzen mit verschiedenen nicht HGF-exprimierenden Zelltypen mit in-vivo- und in-vitro-
behandelter DNA das gleiche Bandenmuster erhalten. Daher konnten mit Hilfe des in-

vivo-Footprints keine Protein-DNA-Interaktionen lokalisiert werden.
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3.2.2. Lokalisierung der Protein-DNA-Interaktion mit Hilfe des in-vitro-Footprints

In einem zweiten Ansatz zur Lokalisierung des Repressorelements zwischen -
70 und -270 wurde ein in-vitro-Footprint verwendet. Im Gegensatz zum in-vivo-
Footprint wurde nicht die DNA aus nicht HGF-exprimierenden Zellen bearbeitet, son-
dern die nukledren Proteine dieser Zellen wurden mit einem artifiziell hergestellten
DNA-Abschnitt inkubiert. Ein Restriktionsfragment, das den Bereich von -270 bis -70
abdeckte, wurde in An- und Abwesenheit nukledrer Proteinen aus Rat2-Zellen mit
DNase | verdaut (Abb. 8).

-265

+
+
+

Kernproteine - - +

S -HOoOO>POHOPOOOMOMOAO-HOO0OMO-HOO>POM-A-A>>D>-HOH

-230

ey ne

Abbildung 8: In-vitro-Footprint des 5 -flankierenden Bereichs des HGF-Gens von -300
bis -150. Das Autoradiogramm zeigt einen deutlichen Footprint im Bereich von
-265 bis -230, der durch die Zugabe eines 300fachen Uberschusses eines
Dimers (MCR), welches die geschiitzte Region Uberspann, nicht aber durch
Dimere, welche nur einen Teil der MCR abdeckten (Mqa u. My,b), aufgehoben
werden konnte. Zur genauen Lokalisierung wurde eine G/A-Leiter des Bereichs
nach Maxam und Gilbert [67] erstellt.
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Der DNase | Footprint zeigte eine Protein-DNA-Interaktion in der Region von
-265 bis -230. Diese konnte durch Zugabe eines 300fachen Uberschusses eines Oli-
gonukleotiddimers, welches die geschitzte Region Uberspannt, aufgehoben werden.
Die Zugabe von Dimeren, welche jeweils etwa die Halfte der geschitzten Region ab-
decken (M;a und My;b), hatte hingegen keinen Effekt. Daher kann von einer spezifi-
schen Wechselwirkung dieses Abschnitts mit Proteinen ausgegangen werden.

Eine Sequenzanalyse des lokalisierten Proteinbindungsabschnitts von -265 bis
-225 zeigt, dall es sich um eine Multiconsensusregion (MCR) handelt, in der die
Konsensussequenzen fir eine NF1-Bindestelle, eine AP2-Bindestelle und zwei Bin-

desstellen fur HLH-LZ-Proteine (sogenannte E-Boxen) enthalten sind (Abb. 9B).

A)
MCR
-262 -229
L ]
I 1
L ]
I 1
L ]
I 1
M,;a M,2b
B)
£B _ 5° -TCTAAATTGCAGCTGGCCTCGGGCCAGGTGACCTTTGCTT-3*
-boxen: AGATTTAACGTCGACCGGAGCCCGGTCCACTGGARACGAA
AP2- 5° -TCTAAATTGCAGCTGGCCTCGGGCCAGGTGACCTTTGCTT-3 "
Bindestelle: AGATTTAACGTCGACCGGAGCCCGGTCCACTGGAAACGAA
NE1- 5° -TCTAAATTGCAGCTGGCCTCGGGCCAGGTGACCTTTGCTT-3°
Bindestelle: AGATTTAACGTCGACCGGAGCCCGGTCCACTGGAAACGAA

Abbildung 9: Sequenz der geschiitzten Region aus dem HGF-Promotor. A) Lage der zur
Kompetition in dem in Abbildung 8 gezeigten Experiment eingesetzten Dimere.
B) Sequenzanalyse des Bereichs von -265 bis -225. Blau hervorgehoben sind
die Sequenzabschnitte, die den bekannten Konsensussequenzen entsprechen
und die potentiell Proteine binden kdnnen.

Die geschitzte Region und ihre Umgebung zeigt schon nach Augenschein eine
groftenteils palindromische Sequenz. Daher ist die Ausbildung von Tertidrstrukturen in
diesem Abschnitt beglinstigt. Die Erstellung eines Strukturmodells des Bereichs von
-316 bis -196 in Relation zur Transkriptionsinitiationsstelle mit Hilfe des Programms
DNASIS (Version 2.1, Hitachi; Japan) ergab eine Schleifenstruktur Giber den gesamten
Bereich (Abbildung 10). Die Tertiarstruktur des sense-Strangs wurde allerdings mit den

Energiewerten fur RNA berechnet und kann daher nur Tendenzen anzeigen.
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Abbildung 10: Durch das Programm DNAsis erstelltes Modell einer potentiellen Tertiar-
struktur des Bereichs von -313 bis -194 des HGF-Gens. Zahlenangaben
geben den Abstand zur Transkriptionsinitiationsstelle in Basenpaaren an. Das
Minus zeigt an, daf} dieser Bereich 5-warts liegt.

3.3. Spezifitit und Affinitit der Protein-DNA-Bindung an die Multiconsensus-

region

Der im Footprint geschutzte Bereich enthalt mehrere mogliche Proteinbinde-
stellen. Dies wurde auch bereits von Jiang et al. [72] und Plaschke-Schlitter et al. [ 73]
fur den Maus-HGF-Promotor beschrieben. Deshalb wurden im weiteren nukleare Pro-
teine auf ihr Bindungsverhalten an diese Multiconsensusregion (MCR) mittels Elektro-

mobilityshiftassays (EMSA) untersucht.

3.3.1  Affinitat der Proteinbindung an die E-Boxen

In der MCR liegen zwei sogenannte E-Boxen vor. E-Boxen sind als regulatori-
sche Elemente in vielen Promotoren beschrieben. Sie fungieren als Bindestellen fur die
Transkriptionsfaktorenfamilien der HLH- und der HLH/LZ-Proteine [11]. Zur Bestim-
mung der Affinitdt der Protein-DNA-Bindung an die E-Boxen wurde das markierte
MCR-Dimer mit nukledren Proteinen aus Rat2-Zellen inkubiert und versucht, mit un-
markierten Oligodimeren, welche eine der beiden oder beide E-Boxen enthalten
(s. Abb. 9A), das MCR-Dimer aus den Protein-DNA-Komplexen zu verdrangen
(Abb. 11).
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markiert MCR*
Kernextrakt Rat2

unmarkiert MCR M1/2b M1/23 MCRmut
Uberschuss 0 [10]25]50 [150] 10 | 25 | 50 [150] 50 | 50

My W

Abbildung 11: Affinitat der Proteinbindung an die E-Boxen. Autoradiogramm des EMSA
nach Inkubation des radioaktiv markierten MCR-Dimers (*) mit Kernextrakt aus
Rat2-Zellen und einem 10-150fachen Uberschuss an unmarkierten MCR- oder
M,2b-Dimer bzw. einem 50fachen Uberschuss an Myp,a- oder MCRy-Dimer, in
dem beide E-Boxen mutiert waren.

Das MCR-Dimer, das sowohl die AP2- und die NF1-Bindestelle als auch beide
E-Boxen enthalt, verdrangte sich selbst schon sehr stark bei der Zugabe eines
10fachen Uberschusses an unmarkiertem Dimer und vollstandig bei einem 50fachen
Uberschuss. Hingegen konnte selbst durch die Zugabe eines 150fachen Uberschusses
an unmarkiertem M, ,;b-Dimer, welches nur eine funktionelle E;-Box enthalt (s. Abb. 9),
das markierte MCR-Dimer nicht vollstdndig aus dem Protein-DNA-Komplex verdrangt
werden. Auffallig hierbei ist, dak die obere Bande bereits bei einem 10fachen Uber-
schuss vollstandig verschwunden ist, wohingegen die untere Bande nur langsam
schwacher wird. Die Zugabe des 50fachen Uberschusses an Myza- bzw. MCRupy-
Dimer hatte nur einen sehr schwachen Effekt. Die Bindung an die E;-Box war daher
spezifisch und der héher molekulare, obere Komplex konnte der E;-Box zugeordnet
werden. Es konnte zudem in weiteren Kompetitionsversuchen gezeigt werden, dal} die
E1-Box gegenulber der E,-Box eine ca. 25fach héhere Affinitdt zu den Kernproteinen

aufwies (Daten nicht gezeigt).
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3.3.2. Affinitat der Proteinbindung an die NF1-Bindestelle

Die Sequenzanalyse der MCR hatte ergeben, dal diese neben den E-Boxen
auch eine Bindestelle fir die NF1-Transkriptionsfaktorenfamilie enthielt. In einem wei-
teren Kompetitionsversuch wurde zum einen ein Oligodimer, welches die NF1-
Konsensussequenz enthalt, und zum anderen ein Oligodimer, in dem die Bindestelle
aus dem HGF-Promotor mutiert ist, eingesetzt. Das bereits kommerziell erhaltliche und
etablierte Oligodimer wurde eingesetzt, weil die NF1-Bindestelle im HGF-Promotor die
AP2-Bindestelle und mit den Randsequenzen auch die E-Boxen Uberlappt (s. Abb. 9B).
Zum Vergleich wurde mit dem 100fachen Uberschuss an M;j,b-Dimer verdrangt
(Abb. 12).

markiert MCR*
Kernextrakt Rat2
unmarkiert NF1 NF 1t Mi2b
Uberschuss 0 | 5]10]20][50 ] 5 [10]20]50]100

¥ ¢
»

Abbildung 12: Affinitat der Proteinbindung an die NF1-Bindestelle. Autoradiogramm des
EMSA nach Inkubation des radioaktiv markierten MCR-Dimers (*) mit
Kernextrakt aus NIH3T3-Zellen und einem 5-50fachen Uberschuss an
unmarkierten NF1- oder NF1,,Dimer bzw. einem 100fachen Uberschuss an
M, ,.b-Dimer.

Wie in Abbildung 12 gezeigt, wird der kleinere (untere) Protein-DNA-Komplex
schon bei Zugabe eines 5fachen Uberschusses der NF1-Konsensussequenz
verdrangt, wahrend der groRere (obere) Komplex durch die Zugabe des Dimers eher
verstarkt wird. Ein grésserer Uberschuss hat keine weitere Wirkung. Bei Einsatz des
NF1nu-Dimers kommt es hingegen zu keiner Verdrangung. Die Proteinbindung an der
MCR umfasst somit auch eine mogliche, spezifische Wechselwirkung von Faktoren
aus der NF1-Familie.
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3.3.3. Untersuchung der Protein-DNA-Bindung an die AP2-Bindestelle

Die MCR wies neben den E-Boxen und der NF1-Bindestelle auch eine Binde-
stelle fur die Familie der AP2-Transkriptionsfaktoren auf. Da Mutationen in der AP2-
Bindestelle aufgrund der Uberschneidung auch die NF1-Bindestelle betroffen hatten
(s. Abb. 9B), wurde zur Untersuchung einer méglichen Bindung an die AP2-Bindestelle
wiederum ein kommerziell erhéaltliches Oligodimer mit der AP2-Konsensussequenz
eingesetzt. In einem Kompetitionsversuch wurde das markierte MCR-Dimer mit diesem
Oligodimer oder einem Oligodimer, in dem die Bindestelle aus dem HGF-Promotor
mutiert ist, koinkubiert (Abb. 13).

markiert MCR*
Kernextrakt Rat2
unmarkiert AP2 MCR [ NF 1t [AP2mut
Uberschuss 0 | 20 [ 100 [ 100 | 100 | 100

Abbildung 13: Untersuchung der Proteinbindung an die AP2-Bindestelle. Autoradio-
gramm des EMSA nach Inkubation des radioaktiv markierten MCR-Dimers (*)
mit Kernextrakt aus Rat2-Zellen und einem 20- und 100fachen Uberschuss an
unmarkierten AP2- oder AP2,,-Dimer bzw. einem 100fachen Uberschuss an
MCR- oder NF1,,,+-Dimer.

Es konnte keine Verdrangung des markierten MCR-Dimers durch einen Uber-
schuss des unmarkierten AP2-Dimers beobachtet werden. Dies konnte mit Kernex-
trakten aus anderen Zellen (u.a. LF-CL2A, NIH3T3 und U87MG) bestatigt werden.
Somit scheint AP2 nicht an dem Protein-DNA-Komplex an der MCR beteiligt zu sein
oder die potentielle Bindestelle entspricht nicht ausreichend der Konsensussequenz,

um nachweisbar AP2 zu binden.
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3.4. Untersuchung der Bindungspartner der MCR-Bindungselemente

Mit Hilfe der Kompetitionsversuche konnte der langsamere und somit gréssere
Protein-DNA-Komplex der E4-Box und der schnellere (kleinere) Komplex der NF1-
Bindestelle zugeordnet werden. Um nun die Bindungspartner der einzelnen Bindungs-
elemente zu charakterisieren und identifizieren, wurden verschiedene Antikérper zu
den Proben zugegeben und Supershiftanalysen durchgefiihrt. Zur Absicherung der in
der Supershiftanalyse gefundenen Transkriptionsfaktoren wurden diese rekombinant

exprimiert und im EMSA eingesetzt.

3.4.1. Beteiligung von NF1- und AP2-Transkriptionsfaktoren an dem MCR-

Proteinbindungskomplex

Aufgrund der erfolgreichen Verdrangung des niedermolekularen Komplexes an
der MCR durch ein Oligodimer, welches die NF1-Konsensussequenz enthalt, wurde
der Protein-DNA-Komplex in Supershiftanalysen untersucht. Trotz dieser Verdrangung
konnte keine der bekannten NF1-lsoformen mit Hilfe eines Antikorpers im Protein-
DNA-Komplex an der MCR nachgewiesen werden. Auch nach Einsatz von Kernex-
trakten aus verschiedenen Zelltypen konnte in keinem der Protein-DNA-Komplexe NF1
per Supershiftanalyse beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Méglicherweise han-
delt es sich bei dem verdrangten Protein um einen Transkriptionsfaktor, der zur NF1-
Familie gehort, aber mit dem vorhandenen Antikdrper nicht reagiert.

Ebenso wie in den Verdrangungsversuchen konnte mittels Supershiftanalyse
kein Hinweis auf eine Beteiligung von AP2 oder eines verwandten Faktors in den Pro-
tein-DNA-Komplexen verschiedener Kernextrakte an der MCR gefunden werden (Da-
ten nicht gezeigt). Daher scheint kein Mitglied der AP2-Familie beim Zustandekommen

der Protein-DNA-Komplexe an der MCR eine Rolle zu spielen.

3.4.2. Bindung von HLH/LZ-Faktoren an die E-Boxen

Als Konsensus fir die meisten HLH-Faktoren ist die Core-Sequenz CANNTG
ermittelt worden, fur die Proteinbindungsspezifitat spielen aber auch die direkt benach-
barten Basen eine Rolle [74]. Als haufigste Zielsequenz fir HLH/LZ-Proteine wurde
CACGTG beschrieben, daneben sind allerdings auch verwandte Sequenzen als Bin-
destellen mdéglich [75]. Die HLH-Proteine werden in drei Klassen (A, B, C) eingeteilt

[76]. Die als reprimierend wirkenden HLH-Proteine der Klasse C wurden nicht ndher
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untersucht, da sie an sogenannte N-Boxen binden, die den E-Boxen ahneln
(CACGCG/CACGAQG) [76]. Die Transkriptionsfaktoren der Klasse A, die HLH-Proteine
wie z.B. MyoD, Mash1 und E2A, gelten als aktivierende Faktoren [76]. Fur die HLH/LZ-
Proteine der Klasse B wie z.B. c-Myc, USF1 und TFE3 sind sowohl supprimierende als
auch aktivierende Einflisse auf die Genexpression bekannt [77].

Fur die Analyse des Protein-DNA-Komplexes an der Es-Box wurden Antikorper
gegen die ubiquitaren HLH/LZ-Proteine c-Myc, USF1 und TFE3, die HLH-Klasse-A-
Transkriptionsfaktoren E12/E47 (E2A) und — als Kontrolle — die Antikdrper gegen Myb
und Mef2, welche nicht an diese Sequenz binden kénnen, eingesetzt (Abb. 14).

Das HLH/LZ-Protein c-Myc ein Schlisselmolekil bei der Regulierung des Zell-
zyklus und spielt bei der Proliferation und Transformation verschiedener Zelltypen eine
Rolle [78]. C-Myc bindet die DNA als Heterodimer mit Max und hat einen tberwiegend
stimulierenden Effekt auf die Transkription seiner Zielgene [78]. USF liegt in den
meisten Zellen als Heterodimer aus USF1 und USF2 vor [79]. USF ist als Antagonist
von c-Myc/Max beschrieben, ist unter anderem aber auch in der embryonalen Ent-
wicklung von Bedeutung [80]. TFE3 hat ebenso wie c-Myc zumeist eine stimulierende

Wirkung, so z.B. beim Prothymosin-a-Promotor und beim IgH-Enhancer [81].

Markiert MCR* | Myub*
Kernextrakt Rat2
o A < Q N o
Antikd - | & '-'-' N > 0} -
ntikorper g & N < 2 g

Abbildung 14: Supershiftanalyse der Protein-DNA-Komplexe am MCR-Dimer und am
M;,b-Dimer. Autoradiogramm des EMSA nach Inkubation des radioaktiv
markierten MCR- oder des My;b-Dimers (*) mit Kernextrakt aus Rat2-Zellen
und den angegebenen Antikérpern. a: Protein-DNA-Komplex an der E;-Box,
b: Protein-DNA-Komplex an der NF1-Box, c¢: USF1-Supershift des héher mole-
kularen Protein-E-Box-Komplexes.

Der Vergleich des MCR-Dimers mit dem M;;b-Dimer zeigt, dal3 bei dem M;;b-
Dimer nur die obere Bande ausgebildet wird (vgl. Abb. 14: MCR- bzw. Mq;,b-Dimer

ohne Antikérperzugabe). Die Zugabe eines Antikérpers gegen USF1 ergab einen
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Supershift des héhermolekularen Protein-DNA-Komplex, der der E;-Box zuzuordnen
ist. Bei Zugabe eines Antikorpers gegen TFE3 wurde der Protein-DNA-Komplex an der
E,-Box aufgeldst. Somit konnten mittels Antikérperzugabe USF1 und TFE3 im Protein-
DNA-Komplex an der E{-Box nachgewiesen werden. Dagegen waren sowohl die HLH-
Proteine E12/E47 als auch c-Myc (Daten nicht gezeigt) nicht im Protein-DNA-Komplex

an der E1-Box vorhanden.

3.4.3. Bindung rekombinant exprimierter Proteine an die E-Boxen

Die Identitat der an die E-Boxen bindenden Proteine wurde weitergehend durch
rekombinante Expression der im Supershift gefundenen HLH-LZ-Proteine USF1 und
TFE3 untersucht.

Dazu wurde zum einen TFE3 in vitro mittels T3-RNA-Polymerase transkribiert
und in Kaninchenreticulocytenlysat translatiert (s. 2.2.1.11.). Als Kontrolle wurde Reti-
culocytenlysat ohne exprimiertes TFE3 verwendet. Zum anderen wurde eine Variante
von USF1, die die DNA-Bindungsdomane, aber nicht die Transaktivierungsdomane
enthalt (s. Abb.18c), in E.Coli exprimiert (USF1+His-Tag; s. 2.2.1.12.). Aufgrund der
Kopplung an ein His-Tag konnte es Uber eine mit Nickelionen beladenen Saule aufge-
reinigt werden. Die Reinheit des USF1+His-Tag wurde mittels SDS-Page mit anschlie-
ssender Ponceau-Farbung und die Identitat mittels immunochemischen Nachweis
kontrolliert (Daten nicht gezeigt).

Die rekombinant exprimierten Proteine wurden anschliessend im EMSA mit
verschiedenen, die E-Boxen beinhaltenden Dimeren eingesetzt. Die Bindung von
USF1 und TFE3 an das MCR-Dimer ist in Abbildung 15 dargestellit.
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Abbildung 15: Bindung von rekombinant exprimiertem USF1+His-Tag und TFE3 an das
MCR-Dimer. Autoradiogramm eines EMSA nach Inkubation des radioaktiv
markierten MCR-Dimers (*) mit rekombinant exprimierten USF1+His-Tag- und
TFE3-Proteinen. Nukleare Proteine der Zellinie Rat2 dienten als
Positivkontrolle. Das fur die Translation des TFE3 verwendete
Reticulocytenlysat diente als Negativkontrolle. a + b: Protein-DNA-Komplexe
von nuklearen Proteinen aus Rat2 an das MCR-Dimer, ¢: USF1+His-Tag-DNA-
Komplex, d: TFE3-DNA-Komplex, e: Supershift mit USF1-Antikorper, f: Super-
shift mit TFE3-Antikorper.

Die Bindung des rekombinant exprimierten USF1+His-Tag ist in Abbildung 15
deutlich zu sehen. Die héhere Laufgeschwindigkeit im Vergleich zum USF1 aus dem
Rat2-Kernextrakt erklart sich aus der geringeren Grésse des USF1+His-Tag. Denn die
eingesetzte USF1-Variante war aufgrund der fehlenden Transaktivierungsdomane
kleiner als das Vollangen-USF1. Mittels spezifischer Kompetition durch unmarkiertes
MCR-Dimer konnte gezeigt werden, daf® diese Bindung spezifisch ist (Daten nicht
gezeigt). Parallel wurde die Affinitat der Bindung des USF1+His-Tag an die die E-Boxen
enthaltenden Dimere bestimmt. USF1+His-Tag band ebenso an das Myb-Dimer und —
wenngleich auch deutlich schwacher — an das Mq,,a-Dimer.

Fir das rekombinant exprimierte TFE3 konnte eine schwache, aber deutlich
ausgepragte Bindung an das MCR-Dimer gezeigt werden. Zudem konnte das rekombi-
nant exprimierte TFE3 mittels AntikGrperzugabe als Supershift identifiziert und bestatigt
werden, dal in den Supershift-Ergebnissen mit nuklearen Proteinen verschiedener

Zelltypen TFES als Bindungspartner identifiziert wurde.



3. Ergebnisse 54

3.4.4. Zelltypspezifische Proteinbindung von USF1 und TFE3 an die E-Boxen

Die Ergebnisse des transkriptionellen Regulationsvermdgens des
5°-flankierenden HGF-Bereichs und die Bindungslokalisation legen dar, daf die MCR-
Domaéne als Repressorelement in nicht HGF-exprimierenden Zellen in Frage kommt.
Daher wurden zur Untersuchung, ob die Bindung zelltypspezifisch stattfindet oder die
Zusammensetzung der Protein-DNA-Komplexe zelltypspezifisch divergiert, zusatzlich
zu den bisher eingesetzten nicht HGF-exprimierenden verschiedene HGF-
exprimierende Zellinien herangezogen.

Aus Studien der Monozytenentwicklung war bekannt, dal die monozytare
Vorlauferzellinie KG1 HGF exprimiert [82]. Ebenfalls hatten Vorarbeiten an dere  m-
bryonalen Lungenfibroblasten-Zellinie FH109 gezeigt, dal sie HGF exprimieren [83].
Als weitere HGF-exprimierende Zelltypen wurden die Glioblastoma-Zellinien U87MG
und U138MG eingesetzt [84, 85].

Es wurden zum einen das MCR- und zum anderen das Mj»sb-Dimer, welches
die E{-Box enthalt, mit den Kernextrakten aus den verschiedenen Zellen und den Anti-
korpern gegen USF1 und TFE3 inkubiert (Abb. 16 und 17).

markiert MCR*

Kernextrakt Rat2 KG1 FH109 u87MG U138MG
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Abbildung 16: Zelltypspezifische Bindung von USF1 und TFE3 an das MCR-Dimer.
Autoradiogramm eines EMSA nach Inkubation des radioaktiv markierten MCR-
Dimers (*) mit Kernextrakten aus verschiedenen Zelltypen (Rat2, KG1, FH109,
U87MG und U138MG) und Antikérpern gegen USF1 oder TFE3. a: Protein-
DNA-Komplex an der E;-Box, b: nicht identifizierter Protein-DNA-Komplex an
der NF1-Bindestelle, ¢: Supershift mit USF1-Antikérper, d: Downshift mit TFE3-
Antikorper.
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Abbildung 17: Zelltypspezifische Bindung von USF1 und TFE3 an das M;,b-Dimer.
Autoradiogramm eines EMSA nach Inkubation des radioaktiv markierten My,;b-
Dimers (*) mit Kernextrakten aus verschiedenen Zelltypen (Rat2, KG1, FH109,
U87MG und U138MG) und Antikérpern gegen USF1 oder TFE3. a: Protein-
DNA-Komplex an der E4-Box, b: Supershift mit USF1-Antikoérper, c¢: Supershift
mit TFE3-Antikorper, d: Downshift mit TFE3-Antikérper, e: Glioblastom-
spezifischer Protein-DNA-Komplex.

Die Ausbildung der Protein-DNA-Komplexe differiert bei beiden Dimeren zwi-
schen HGF-exprimierenden Zellen (KG1, FH109, U87MG, U138MG) und den nicht
HGF-exprimierenden Rat2-Zellen. So bildet sich bei dem MCR-Dimer bei den HGF-
exprimierenden Zellen vornehmlich der héher molekulare Komplex (Bande a) aus.
Daneben konnte bei den Glioblastomzellinien am M;,b-Dimer ein zweiter Komplex
beobachtet werden. Die Zugabe eines TFE3-Antikdrpers zeigte bei den HGF-
exprimierenden Zellen eine Verschiebung des Komplexes zu einer geringeren Grosse
(,Downshift“). Bei den Rat2-Zellen konnte stattdessen bei dem M;,;b-Dimer ein Su-
pershift beobachtet werden, wahrend es bei dem MCR-Dimer nur zu einer partiellen
Auflésung des Komplexes, der der E1-Box zugeordnet werden konnte, kam. USF1
hingegen konnte mittels Supershift in den Kernextrakten aus allen Zellinien nachge-

wiesen werden.
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3.5. Einfluss der HLH-LZ-Proteinen USF1 und TFE3 auf die Promotoraktivitat

Nachdem die HLH/LZ-Proteine USF1 und TFE3 als Bindungspartner der
(vgl. 3.4.2. und 3.4.3.) E-Boxen identifiziert wurden, wurde ihre funktionelle Bedeutung
fur die Promotoraktivitat untersucht. Die DNA-Bindung des Transkriptionsfaktors USF1

wird Uber die sogenannte ,basic region® vermittelt (Abb. 18) [86].

a) USF1-Volllangenkonstrukt:
1 198 213 310

D br HLH LZ

b) USF BD-Deletionskonstrukt:
213 310

HLH LZ

c) USF TD-Deletionskonstrukt:
198 213 310

br HLH LZ

Abbildung 18: Schematische Darstellung der in den Versuchen eingesetzten USF1-
Varianten. Das Diagramm zeigt die verschiedenen, in den Versuchen einge-
setzten USF1-Varianten (a-c). Angegeben sind die verschiedenen Domanen mit
ihren Start- und Endpunkten entsprechend der Aminosauresequenz des Voll-
langenkonstrukts (a). TD: Transaktivierungsdomane, br: ,basic region“ (DNA-
Bindedomane), HLH: Helix-Loop-Helix-Domane, LZ: Leucin-Zipper-Domane.

Der Einfluf von USF1 wurde untersucht, indem die kodierenden Regionen von
USF1 und einer nicht DNA-bindungs- aber proteininteraktionsfahigen Variante
(USFABD) (s. Abb. 18b) in Expressionsplasmide einkloniert wurden. Diese Expres-
sionsplasmide wurden mit den Deletionskonstrukten aus dem HGF-Promotor in
NIH3T3-Zellen kotransfiziert und die CAT-Aktivitaten nach 2 Tagen Inkubation gemes-
sen (Abb. 19).



3. Ergebnisse 57

1I2|:|E_|:|5 T 1 20E-|:|5 ___________________________
100605 1---------------------- e
BO0E-06 § - -~~~ IRl e e I
GO0E-O6 §----------- --- - - BII:IDE-I:IE tttttttt S
4,00E-06 1 - - N - - AO0EOR £ --mmmm e m -
2 00E-06 ¢ - - - - - - QIDDE-DE e —— o -
0,00E+00 4 - - - 0,00E+00 4 - -
ohne mit USF mit USF_BD ohne mit USF mit USF_BD
O-7oer Fragment | O-27 Der Fragment
1 A0E-05 g 1 20E-05 e
= APOEDE F - oo e
Y30/ ] 70 AP 020
BOOE-OF 4 - == =--=-=--====-=-=="- BOOE-DE 4 - s mmmmmmm e e
a0 0] 0 S FN U1 | S
200E-06 1 - T 1l [ - - 200E-06 4 - =
0, 00E+00 -+ T 7 1 0, 00E+00
ohine mit USF it USF_BD anm mh s mh LSF_ED

[O-&20er Fragment O-1330er Fragment

Abbildung 19: Beeinflussung der CAT-Aktivitaten der einzelnen Promotorfragmente
durch USF und der nicht DNA-bindungsfiahigen Variante USFABD. Das
CAT-Reportergen wurde unter Kontrolle verschiedener Abschnitte des HGF-
Promotors (s. jeweilige Legende) gestellt und mit und ohne USF bzw. einer
nicht DNA-bindungsfahigen Variante USFABD in NIH3T3-Zellen transfiziert.
Nach 2 d Inkubation wurde die CAT-Aktivitat gemessen und gegen die Lucife-
rasekontrollwerte - ausgehend vom kotransfizierten Kontrollvektor pGL3-CMV -
normalisiert.

Die rekombinante Expression von USF1 bzw. USFABD in NIH3T3-Zellen flihrte
zu einer Zunahme der Reporterexpression fir alle Deletionskonstrukte aus dem
5°-flankierenden HGF-Bereich. Da aber die Reporterwerte des Kontrollvektors pGL3-
CMV ebenfalls von der rekombinanten Expression der USF-Varianten beeinflusst wur-
den, wurden weitere Kontrollvektoren mit anderen Promotoren bzw. einem anderen
Reportergen in den Transfektionen eingesetzt und deren Beeinflussung durch USF
bzw. USFABD untersucht (Abb. 20).
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Ebenso wie bei dem pGL3-CMV-Vektor trat bei den Vektoren pGL3-SV40,
pGL3-TK und pSV-B-Gal-Control eine Beeinflussung der Reporteraktivitat des Kontroll-
vektors durch die rekombinante USF-Expression auf. Da die Beeinflussung der Re-
porterwerte bei allen Kontrollvektoren auftrat, kann hier auf einen Effekt durch Interak-
tion mit in den Promotoren enthaltenen E-Boxen geschlossen werden konnte. Es
konnte daher der mdgliche EinfluR von rekombinant exprimiertem USF1 bzw. USFABD
nicht direkt bestimmt werden. Um die Beeinflussung des Kontrollvektors aus den Be-
rechnungen der Promotoraktivitdten zu eliminieren, wurden die einzelnen berechneten
Aktivitaten zusatzlich auf die Werte des Core-Promotors bezogen, weil dieser die MCR
und mit ihr die E-Boxen nicht enthalt (Abb. 21)
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Abbildung 20: Einfluss von Vollangen-USF1 und der nicht DNA-bindungsfiahigen Varian-
te (USFABD) auf die Promotoraktivitat der Deletionskonstrukte aus dem
HGF-Promotor. Die - ausgehend von den Deletionskonstrukten (Abb. 4) - er-
haltenen Reporteraktivitdten wurden jeweils auf die Aktivitat des -70er-
Konstrukts bezogen.

Nachdem der EinfluR von USF1 bzw. der deletierten Variante USFABD auf die
Bezugswerte berlcksichtigt wurde, belegen die Reporteraktivitaten, da® USF die Re-
gulation der Reporterexpression durch den 5°-flankierenden HGF-Bereich nicht beein-
flusst. Die rekombinante Expression von USFABD hob hingegen die Repression des
Reporters durch das -270er Fragment und das -620er Fragment vollstadndig und durch
das -1330er Fragment zumindest teilweise auf. Die anderen zusatzlich eingesetzten
Kontrollvektoren belegten die Aufhebung der Repression durch USFABD (Daten nicht
gezeigt).

Daher konnte gezeigt werden, dafl3 eine erhéhte Expression von USF keinen
Einflul} auf die transkriptionelle HGF-Regulation hat und auch nicht die reprimierende
Aktivitat der MCR beeinflusst. Dagegen fuhrt die rekombinante Expression der
USF_BD-Variante, die die DNA und damit die MCR nicht zu binden vermag, zur Auf-
hebung der reprimierenden Wirkung der MCR.

Da TFE3 in den EMSA-Versuchen (s. 3.4.2. und 3.4.3.) ebenfalls als Bindungs-
kandidat der MCR identifiziert wurde, wurde das Regulationsvermégen des
5’-flankierenden HGF-Bereichs nach rekombinanter TFE3-Expression analysiert. Nach
Kotransfektion der Deletionskonstrukte mit einem TFE3-Expressionsplasmid (TFE3-

pUT-SV1) bzw. dem entsprechenden Leervektor (pUT-SV1) konnte kein Uber die Wir-
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kung des Leervektors hinausgehender Effekt des TFE3-Expressionsplasmids auf die
CAT-Aktivitaten in NIH3T3 beobachtet werden. Somit hat TFE3 keinen Einfluss auf die

Promotortatigkeit der Deletionskonstrukte (Daten nicht gezeigt).

3.6. Einfluss der einzelnen Bindeelemente auf die Promotoraktivitat

In den dargelegten EMSA-Studien wurde eine USF-Proteinbindung an die
Es-Box der MCR gezeigt. Daneben konnte eine Bindung von rekombinant exprimiertem
USF1 an die E,-Box beobachtet werden. Die Reporterstudien mit rekombinant expri-
miertem USF1 und der USF_BD-Variante sprechen fiir eine Beeinflussung der HGF-
Regulation durch USF1, die allerdings mdglicherweise durch Proteininteraktion mit
Komplexpartnern der MCR verursacht wird. Als weitere Komplexpartner an der MCR
kommen an die E,-Box gebundenes USF1 (vgl. 3.4.3.) und ein Protein der NF1-Familie
(vgl. 3.3.2.) in Frage. Fur die AP2-Bindestelle konnte in vitro kein Hinweis fur eine Be-
teiligung an den Protein-DNA-Komplexen gefunden werden (vgl. 3.3.3. u. 3.4.1.).

Zur Untersuchung welchen Einfluss die verschiedenen Bindestellen der MCR
auf die Promotoraktivitat besitzen, wurden daher Mutationen in die einzelnen Elemente
eingebracht und die Promotoraktivitdten der mutierten -270er Fragmente mit denen der

Wildtypfragmente verglichen (Abb. 22).
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Abbildung 21: Einfluss der einzelnen Elemente der Multiconsensusregion auf die Promo-
toraktivitiat des -270er Fragments aus dem HGF-Promotor. WT: Wildtyp.
Das CAT-Reportergen wurde unter Kontrolle verschiedener HGF-
Promotorkonstrukte mit und ohne Mutation in den einzelnen Bindungselemen-
ten (mutE1, mutE2, AP2 bzw. NF1) gestellt und in NIH3T3-Zellen transfiziert.
Nach 2 d Inkubation wurde die CAT-Aktivitat gemessen und gegen die Lucife-
rasekontrollwerte normalisiert.
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Es zeigte sich, dal die Mutation der E{-Box oder der NF1-Bindestelle zu einer
erhdhten Reporteraktivitat gegenuber dem Wildtypkonstrukt fihrte, wahrend eine Mu-
tation der AP2-Bindestelle oder der E2-Box keinen Einflull auf die Reporteraktivitat
hatte.

3.7. Beeinflussung der Promotoraktivitidt mutierter Deletionskonstrukte durch
USF1 oder eine nicht DNA-bindungsfahige USF1-Variante

Da die Mutation der E{-Box bzw. der NF1-Bindestelle die hemmende Wirkung
der MCR aufzuheben vermochte, eine Mutation der E,-Box bzw. der AP2-Bindestelle
keine Veranderung der Reporteraktivitat erbrachte, wurde der Einfluss der verschiede-
nen Mutationen auf das Zusammenspiel der MCR mit kotransfizierten USF-
Konstrukten untersucht. Da bereits gezeigt werden konnte, dal USF1 und USF_BD die
Kontrollvektoren mafigeblich beeinflussen, wurden entsprechend den Reporter-studien
mit den Wildtyp-HGF-Promotorfragmenten auch bei der Analyse der Reporter-
expression unter Kontrolle der mutierten 5 -flankierenden HGF-Sequenzen die Repor-
teraktivitat auf einen Vergleichswert bezogen. Die erhaltenen CAT-Aktivitaten sind in

Abbildung 23 wiedergegeben.
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Abbildung 22: Einfluss von Mutationen in der MCR auf die Promotoraktivitat der Dele-
tionskonstrukte im Zusammenspiel mit kotransfizierten USF-Konstruk-
ten. WT: Wildtyp; Das CAT-Reportergen wurde unter Kontrolle verschiedener
HGF-Promotorkonstrukte mit und ohne Mutation in den einzelnen Bindungs-
elementen (mutE1, mutE2, AP2 bzw. NF1) gestellt und mit und ohne USF-
Varianten in NIH3T3-Zellen transfiziert. Nach 2 d Inkubation wurde die CAT-
Aktivitat gemessen und gegen die Luciferasekontrollwerte normalisiert.



3. Ergebnisse 62

Die Reporterwerte ergaben fiir die einzelnen HGF-Promotorkonstrukte ein sehr
heterogenes Bild fur die Auswirkungen der Mutationen auf die Reporteraktivitaten der
verschiedenen Konstrukte. Wahrend beim Wildtypkonstrukt die rekombinante Expres-
sion der nicht DNA-bindenden USF1-Variante USF_BD wiederum die Reprimierung
der Promotoraktivitat durch die MCR aufhob, zeigte sich bei samtlichen Mutanten keine
Beeinflussung der Reporteraktivitat durch USF_BD. Hingegen kam es durch die
rekombinante Expression von USF zu einer leichten Abnahme der Reporterwerte fir

alle Mutanten.
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurde eine Multiconsensusregion (MCR) im Ratten-HGF-
Promotor als ein Repressor der HGF-Expression identifiziert und naher untersucht. In
Reporterstudien mit verschiedenen Deletionskonstrukten aus dem Ratten-HGF-
Promotor konnte eine Verminderung der Reporteraktivitdt um ca. 50% durch den
Abschnitt -270 bis -70 des 5°-flankierenden Bereichs des HGF-Gens beobachtet wer-
den (s. Abb. 5). Die Lage des reprimierenden Elements konnte durch Lokalisation der
Protein-DNA-Interaktion mittels eines in-vitro-Footprint auf die Region -260 bis -230
eingegrenzt werden (s. Abb. 8). Eine Sequenzanalyse erbrachte, dal} es sich bei der
reprimierenden Region um eine MCR mit Bindestellen fir verschiedene Transkripti-
onsfaktorenfamilien handelte (s. Abb. 9B). Als die HGF-Expression supprimierender
trans-Faktor konnte USF mittels EMSA- und Reporterstudien identifiziert werden.

Aufgrund der vielfaltigen Wirkungen von HGF ist die auf bestimmte Zelltypen
beschrankte Expression und damit auch die Unterdriickung der HGF-Expression in
anderen Zelltypen fir ein normales Funktionieren eines Organismus von grolder
Bedeutung. HGF wird im gesunden Organismus vornehmlich in mesenchymalen Zell-
typen wie z.B. den Hepatischen Sternzellen (HSC) in der Leber und manchen Fibro-
blasten exprimiert [45, 69, 70], wahrend sein Rezeptor, c-Met, vor allem von
epithelialen Zelltypen ausgebildet wird [14, 15]. Die Wechselwirkung von HGF mit sei-
nem Rezeptor c-Met spielt eine bedeutende Rolle in der mesenchymal-epithelialen
Kommunikation sowohl wahrend der Organogenese und Organregeneration als auch
in der Homeostase von gesundem Gewebe [16, 87]. Die hier identifizierte MCR kénnte
in der zelltypspezifischen Expressionskontrolle eine wichtige Funktion innehaben, denn
die Reporterstudien zeigten in nicht HGF exprimierenden Zellen, dal® gerade der
Sequenzbereich mit der MCR zur Repression fiihrt. Durch einen in-vitro-Footprint
konnte nur an der MCR eine Proteinbindung festgestellt werden (s. Abb. 8). Diese
parakrine Wechselwirkung erfordert eine klare Regulation der HGF-Expression fir eine
korrekt abgestimmte mesenchymal-epitheliale Kommunikation. Die Uberexpression,
aber auch die neo-Expression von HGF ist in verschiedenen Tumorgeweben gefunden
worden [88]. Werden sowohl HGF als auch c-Met von einer Zellinie exprimiert, fuhrt
dies zur autocrinen Stimulierung und Transformation dieser Zellinie [89]. Ist die
Repression aufgehoben, kann sich zudem die Tumorigenitat von kultivierten Zellen
erhéhen, wenn diese sowohl HGF als auch c-Met bilden [90]. Solche eine autocrine
Stimulierung durch HGF/c-Met kommt auch in vivo zum Tragen. So ist in vielen Tumor-

zellen die gleichzeitige Expression von HGF und c-Met gefunden worden [9]. Daher
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spielt die Repression der HGF-Expression eine grofe Rolle fir die Homeostase von
gesundem Gewebe.

Die MCR und die Charakterisierung der Repressoren ist hierbei von groler
Bedeutung. Zwar ist die Beeinflussung der HGF-Expression durch verschiedene extra-
zellulare Einflisse wie Hormone, Cytokine und Wachstumsfaktoren beschrieben wor-
den [41, 50, 53, 91, 54] und es wurden zudem bereits neben der MCR einige regulat o-
rische Elemente im HGF-Promotor gefunden. Diese vermittelten allerdings zumeist die
Wirkung extrazellularer Einflisse. Ein schlissiges Gesamtbild fir die zelltyp- und
gewebsspezifische Expression konnte aber noch nicht aufgestellt werden. Neben der
zelltypspezifischen Reprimierung kommt es auch bei pathologischen Prozessen zur
Verminderung der HGF-Expression. So wird im Laufe einer chronischen Leberscha-
digung die HGF-Expression in den Hepatischen Sternzellen, der Hauptquelle fir HGF
in der gesunden Leber, supprimiert [68]. Hierbei wird vornehmlich der EinfluR von
Hormonen, Cytokinen oder Wachstumsfaktoren fir die Reprimierung der HGF-
Expression verantwortlich gemacht [43].

Neben der hier charakterisierten MCR wurden in friiheren Arbeiten drei Ele-
mente gefunden und ihre Bindungspartner als negativ regulatorisch auf die HGF-
Expression wirkend identifiziert [56, 61, 92] . Bereits 1994 identifizierte die Arbeitsgru p-
pe um R. Zarnegar ein zelltypspezifisches Repressorelement in der Region -16 bis +11
im Maus-HGF-Promotor, an das ein 70 kDa-Protein, welches nur in epithelialen Zellen,
aber nicht in Fibroblasten vorkommt, bindet [61]. Die Identifizierung dieses Repressors
ist allerdings widerspruchlich. Denn bereits die Ergebnisse aus zwei unabhangigen
Arbeiten derselben Arbeitsgruppe sind unterschiedlich, da dort die Reporteraktivitat
eines identischen HGF-Promotorfragments in derselben epithelialen Zellinie (RL95-2)
deutlich héher lag und der Aktivitat in der ebenfalls beides mal verwendeten Fibrobla-
stenzellinie (NIH3T3) entspricht [48].

Neben der Reprimierung durch MCR scheint in der Maus auch die Supprimie-
rung der HGF-Transkription durch den Chicken Ovalbumin Upstream Promoter
Transcription Factor (COUP-TF) Uber ein cis-Element in der Region -872 bis -860 von
Bedeutung zu sein [56]. Desweiteren ist eine reprimierende Wirkung von TGF-f3 Gber
ein TIE-Element in der Region -363 bis -354 des Ratten-HGF-Promotors (-382 bis -373
beim Menschen) beschrieben worden [92]. Dieser reprimierende Einflull konnte aller-
dings von Plaschke-Schlitter et al. nicht bestatigt werden [73]. Kurzlich fanden Harri-
son et al. heraus, da® TGF-f die Degeneration der 6,0 kb und der 3,0 kb HGF-mRNA
begunstigt, aber nicht die Stabilitat des 1,5 kb-Transkripts, welches fliir NK2 — einen
Antagonisten von HGF — codiert [93], beeinflufl3t [ 94]. Daher scheint es sich eher um

einen posttranskriptionellen Mechanismus zu handeln.
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Zur Aufklarung der Rolle verschiedener Abschnitte des HGF-Promotors in der
transkriptionellen Regulation der HGF-Expression wurden Reporterstudien mit ver-
schiedenen nicht HGF exprimierenden Zellinien (Rat2, HepG2, NIH3T3) durchgeflhrt.
Dabei zeigte sich eine zelltyp- und speziesunabhangige Reprimierung der Reporter-
aktivitat durch den Abschnitt -270 bis -70 in Relation zur Transkriptionsinitiationsstelle.
Mit Hilfe eines in-vitro-Footprints mit Kernproteinextrakt aus Rat2-Zellen gelang es iber
die Lokalisierung der Protein-DNA-Interaktion die Lage des reprimierenden Elements
auf die Region -260 bis -230 einzugrenzen. Die Spezifitat der Protein-DNA-Interaktion
konnte mittels Koinkubation mit einem Oligodimer, welches diesen Abschnitt enthielt,
gezeigt werden. Eine solche Interaktion wurde von Plaschke-Schlitter et al. fur den
Maus-HGF-Promotor mit Kernextrakten aus ras3T3-Fibroblastenzellen und MCF-7-
Epithelzellen ebenfalls beobachtet, aber nicht naher spezifiziert [73]. Eine Sequenz-
analyse des betreffenden Abschnitts zeigte eine Uberlappung mehrerer, potentieller
Proteinbindestellen. So enthielt diese MCR zum einen eine Bindestelle fur
Transkriptionsfaktoren der NF1-Familie und eine fir Transkriptionsfaktoren der AP2-
Familie. Zum anderen konnten zwei Bindestellen fir HLH- und HLH/LZ-Proteine, soge-
nannte E-Boxen, identifiziert werden. Fir alle diese Transkriptionsfaktorenfamilien sind
sowohl positive als auch negative Einflisse auf die transkriptionelle Regulation der
Expression von Genen bekannt. So konnte z.B. fir p21WAF/CIP [95], TGF-a [96] und
den Ostrogen-Rezeptor [97] eine Stimulierung und fir MCAM/Muc18 [ 98], ¢/EBP-o. [99]
und c-Myc [100] eine Inhibierung durch AP2 beobachtet werden. NF1 spieltin derR  e-
gulation von mehr als 100 Genen eine Rolle [101]. Unter anderem sind Proteine der
NF1-Familie fir die gewebsspezifische Aktivierung der p53-Expression [102], und eine
zelltypspezifische Aktivierung und Supprimierung des o5 Adrenergic Receptor Pro-
moter [103] mitverantwortlich. Desweiteren ist eine durch NF1 supprimierte Expression
von a1(l)-Collagen [104] und der Pyruvat-Kinase [ 105] beschrieben. Die Familien der
HLH- oder HLH/LZ-Transkriptionsfaktoren sind bei zahlreichen Regulationsprozessen
von Bedeutung, so aktiviert z.B. E2A die p21-Expression [106], sowie die der Familie
der Cyclin-Proteine [107]. Fir die Expression von MyoD ist eine Autostimulierung, aber
auch eine Reprimierung durch USF ermittelt worden [108].

Die nahere Untersuchung der Protein-DNA-Interaktionen mittels EMSA-Studien
zeigte die Ausbildung von zwei Protein-DNA-Komplexen an der MCR mit Kernextrak-
ten aus diversen HGF exprimierenden und nicht exprimierenden Zellen. Mit Hilfe der
EMSA-Studien konnte der héhermolekulare Komplex der E4-Box und der niedermole-
kulare Komplex der NF1-Bindestelle zugeordnet werden (s. Abb. 11 und 12). Eine Bin-
dung an die AP2-Bindestelle konnte dagegen weder in Kompetitionsversuchen noch in

Supershiftanalysen mit Kernextrakten sowohl der nicht HGF exprimierenden Zellinien
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NIH3T3 und LF-CL2A, als auch der HGF exprimierenden Zellinie U87MG gefunden
werden. Eine Mutation der AP2-Bindestelle zeigte zudem in den Reporterstudien in
NIH3T3-Zellen keinen Anstieg der Reporteraktivitat. Daher kann im hier untersuchten
Rattenpromotor nicht von einer Beteiligung von AP2 bei der Regulation der HGF-
Expression ausgegangen werden. Dies steht partiell im Widerspruch zu den Ergebnis-
sen von Jiang et al. [109]. Diese Arbeitsgruppe ordnete der AP2-Bindestelle einen
supprimierenden Charakter zu. Sie fanden AP2 mittels Supershiftanalyse in den Pro-
tein-DNA-Komplexen eines Kernextrakts aus nicht HGF-exprimierenden HelLa-Zellen,
jedoch nicht in denen aus einer weiteren Cervixkarzinomzellinie, V8, die HGF-
exprimiert. Da sie in Reporterstudien in NIH3T3 nach rekombinanter Expression von
AP2 eine Reprimierung der Reporteraktivitdt eines 0,7-kb-Maus-HGF-
Promotorfragments feststellten, vermuteten sie, dal die Bindung von AP2 bei der
HGF-Expression in den zwei Cervixkarzinomzellinien HeLa und V8 eine Rolle spielt
[109]. Demgegenlber konnten sie in den Protein-DNA-Komplexen mit Kernextrakten
aus NIH3T3-Zellen ebenfalls kein AP2 finden [72]. Eine Mutation der AP2-Bindestelle
erbrachte zudem keinen Anstieg der Reporteraktivitat des 0,7-kb-Fragments aus dem
Maus-HGF-Promotor in NIH3T3 [109]. Die Beteiligung von AP2 in der Regulation der
HGF-Expression scheint daher entweder zelltypspezifisch und/oder speziesabhangig
zu sein. Mdglicherweise ist die AP2-Bindung fir die Suppression der HGF-Expression
in speziellen Tumorarten (hier: Cervix) nach Entartung mitverantwortlich [109]. Dage-
gen spielt AP2 — wie die Bindungs- und Reporterstudien dieser Arbeit zeigen — in der
konstitutiven, zelltypspezifischen Repression eher keine Rolle (s. 3.3.3.).

Fur die konstitutive, zelltypspezifische Repression durch die MCR scheint
dagegen die Komplexbildung mit den E-Boxen und der NF1-Bindestelle von Bedeutung
zu sein. Die Kompetitionsversuche mit einem Oligodimer, welches die NF1-
Konsensussequenz enthielt, bewirkte schon bei nur 10fachem UberschuR eine voll-
standige Verdrangung des markierten MCR-Oligodimers. Solch eine effiziente Ver-
drangung trat bei der Verdrangung mit unmarkiertem MCR-Oligodimer nicht auf. Daher
hat die NF1-Bindestelle der MCR eine deutlich niedrigere Affinitdt zum NF1-
Bindungspartner als die deduzierte Konsensussequenz fur NF1. Die Supershiftanalyse
der Protein-DNA-Komplexe erbrachte jedoch keinen Hinweis auf eine Beteiligung von
Proteinen der NF1-Familie. Solch eine Diskrepanz zwischen Kompetitionsversuch und
Supershiftanalyse ist von Lee et al. fur ein NF1-Element im Ratten-p53-Promotor
beschrieben worden [110]. Sie fanden ein 40 kDa-Protein, welches spezifisch an das
NF1-Element band, aber aufgrund seiner GroRe keinem bekannten Mitglied der NF1-
Familie entsprach [111]. Interessanterweise zeigte sich die Proteinbindung an dieses

NF1-Element als abhangig von der untersuchten Spezies. So bindet beim Menschen
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gewebsspezifisch NF1 oder Ying Yang 1 (YY1) [102], wahrend bei der Ratte das NF1-
ahnliche 40-kDa-Protein unabhangig vom untersuchten Gewebe an die NF1-
Bindestelle im p53-Promotor bindet [112].

Im Gegensatz hierzu wies die Arbeitsgruppe um R. Zarnegar per Supershift-
analyse NF1 in den Protein-DNA-Komplexen von Kernextrakten aus NIH3T3-Zellen an
einem MCR-Dimer nach [72]. Die in der Arbeit von Jiang et al. prasentierten Autoradio-
gramme wiesen allerdings gegenuber den hier gezeigten EMSA-Studien (s. Abb. 12)
eine andere Komplexausbildung an dem MCR-Oligodimer mit Kernproteinen aus
NIH3T3-Zellen auf. Wahrend bei den hier durchgefihrten EMSA-Studien zwei deutlich
getrennte Banden beobachtet werden konnten, dominierte in den Versuchen von Jiang
et al. der NF1-DNA-Komplex gegeniuber den anderen gezeigten Komplexen so stark,
dafy zur ndheren Untersuchung der weiteren Faktoren immer NF1 mittels Vorinkubation
mit einem Oligodimer, welches die NF1-Konsensussequenz beinhaltete, aus den
Kernextrakten entfernt werden musste [72]. Ein weiterer Grund fir den Widerspruch
konnte im Einsatz unterschiedlicher AntikOrper liegen. Jiang et al. setzten ein nicht
kommerziell erhaltliches Antiserum ein [72]. Der hier benutzte, kommerzielle Antikdrper
sollte allerdings nach Herstellerangaben (Santa Cruz Biotechnology) alle bekannten
Isoformen der NF1-Familie erkennen.

Des weiteren spielen ggf. auch die Randsequenzen der eingesetzten Oligo-
dimere eine Rolle. So deckt das hier eingesetzte Dimer den Bereich -262 bis -230 ab,
wahrend das von Jiang et al. benutzte Dimer den Bereich -260 bis -230 abdeckte. Dies
mag fur die NF1-Bindestelle direkt unerheblich sein, aber kénnte das Bindungsverhal-
ten der — von Jiang et al. aulder Acht gelassenen — E,-Box, die sich mit der NF1-
Bindestelle Uberschneidet, beeinflussen. Im Rahmen der hier prasentierten Versuche
konnte nicht nur die Bindung von Kernproteinen an die E;-Box beobachtet werden,
sondern auch USF1 als méglicher Bindungspartner der E,-Box identifiziert werden.

Wahrend der Bindungspartner des NF1-Elements nicht genauer identifiziert
werden konnte, wurden fir die E;-Box die beiden HLH/LZ-Transkriptionsfaktoren TFE3
und USF1 als in vitro Interaktionspartner gefunden. Dies gelang zum einen mittels
Supershiftanalysen in den Protein-DNA-Komplexen mit Kernextrakten aus verschiede-
nen Zellen. Zum anderen konnte die Bindung von TFE3 und USF1 mit Hilfe rekombi-
nant exprimierter Proteine bestatigt werden. Der HLH/LZ-Faktor c-Myc und der HLH-
Faktor E2A konnten hingegen nicht in den Protein-DNA-Komplexen gefunden werden.
Bei den Supershiftanalysen mit dem MCR- und dem M;;b-Dimer (mit der E4-Box)
zeigte sich zudem eine zelltypspezifische Komplexzusammensetzung (s. Abb. 16 und
17). Zwar konnte USF1 in allen untersuchten Zellinien, gleich ob HGF exprimierend

oder nicht exprimierend, im Protein-DNA-Komplex an der Es-Box nachgewiesen wer-
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den. Die Zugabe eines Antikérpers gegen TFE3 erzeugte aber bei den HGF exprimie-
renden Zellinien einen Downshift des héhermolekularen Komplexes, wahrend es bei
der nicht HGF exprimierenden Rat2-Zellinie nur zu einer partiellen Auflésung dieses
Komplexes am MCR-Dimer und bei dem M;,;b-Dimer zudem zu einem Supershift kam.

Daneben konnte bei den beiden eingesetzten Glioblastomazellinien ein weiterer
niedermolekularer Komplex am M;,b-Dimer beobachtet werden. In einer kirzlich ver-
offentlichten Arbeit identifizierten Jiang et al. die Bindung der MCR durch den nukle-
aren Peroxisome-Proliferator-activated-Receptor (PPAR-y) [113]. Die relative Lage des
dem PPAR-y zugeordneten Komplexes zu dem Komplex an der E4-Box kdnnte ein
Hinweis darauf sein, da} der glioblastomaspezifische Komplex PPAR-y enthalt. Da
beide Glioblastomzellinien HGF exprimieren, wiirde dies zu der stimulierenden Wir-
kung passen, die von R. Zarnegar und seinen Mitarbeitern PPAR-y zugeschrieben wird
[113]. Die verminderte Auspragung des ,PPAR-y-Komplex“ nach Zugabe des TFE3-
Antikorpers erklart sich moglicherweise aus Kooperationseffekten bei der Rekrutierung
dieser Proteine an die MCR.

Neben der Identifizierung von USF1 und TFE3 als Bindungspartner der E;-Box
wurde durch die Reporterstudien die funktionelle Bedeutung der Interaktion von USF1
mit der MCR belegt. Es zeigte sich keine Beeinflussung der Reporteraktivitat verschie-
dener Ratten-HGF-Promotorfragmente in NIH3T3-Zellen durch die rekombinante
Expression von TFE3 (Daten nicht gezeigt). Eine mangelhafte Expression als Ursache
fur die fehlende Beeinflussung kann ausgeschlossen werden, da in Vorversuchen die
ideale Konzentration des Expressionsplasmids bestimmt wurde. Moglicherweise ist in
nicht HGF exprimierenden Zellen wie den hier eingesetzten NIH3T3 die MCR mit ande-
ren, affineren Faktoren besetzt, so dal} auch eine erhdhte Expression von TFE3 in die-
sem System die Reporteraktivitat nicht beeinflussen kann.

Demgegenuber konnten Hinweise auf eine Beteiligung von USF1 bei der
transkriptionellen Regulation der Expression des HGF-Gens gefunden werden. Die
rekombinante Expression von Vollangen-USF1 brachte zwar keine Veranderung der
Reporteraktivitat der Promotorfragmente, welche die MCR beinhalteten, aber durch die
rekombinante Expression einer nicht DNA-bindungsfahigen, aber Protein-
interaktionsfahigen USF1-Variante (USF_BD) konnte die Reprimierung der Reporter-
aktivitdt durch den Abschnitt -270 bis -70 vollstdndig aufgehoben werden
(s. Abb. 21). Fur die Aufhebung der Reprimierung durch USF_BD gibt es verschiedene
Erklarungsmdglichkeiten. So kann USF_BD entweder mit endogenem USF dimerisie-
ren und damit an der Bindung an die MCR hindern oder einen Interaktionspartner
(Korepressor oder ein weiterer Transkriptionsfaktor) von USF abfangen und dartber

die Reprimierung durch die MCR aufheben. Dies steht im Einklang mit den fir eine
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Uberexpression von TFE3 erhaltenen Ergebnissen. Beriicksichtigt man die deutlich
héhere Affinitat der USF-Bindung an die MCR bzw. die E;-Box gegenuber der TFE3-
Bindung (s. Abb. 15), so ist vorstellbar, dall in nicht HGF exprimierenden Zellen USF
die E1-Box besetzt und so die Bindung von TFE3 verhindert, welches in HGF exprimie-
renden an die E;-Box bindet. Solch ein Mechanismus wurde fir andere E-Box-
Elemente bereits beschrieben; so fur den Promythosin-a-Promotor und den IgH-
Enhancer [81]. Passend hierzu zeigte sich eine zelltypspezifische Bindung von TFE3
an die E4-Box, wahrend USF in allen Protein-DNA-Komplexen gefunden wurde. Fol-
gendes Modell scheint daher fiir die Regulation der Transkription durch an die MCR
gebundenes USF bzw. TFE3 mdglich (Abb. 24).

Inhibierung Aktivierung
TFE3 ’
/..) Pol 11 /.|.} Pol 11
L Komplex Uiz Komplex
| I ) S
E, E, E, E,

Abbildung 23: Schematische Darstellung der unterschiedlichen Bedeutungen der E;-Box
fiir die Regulation der HGF-Expression. Je nachdem welcher HLH/LZ-Trans-
kriptionsfaktor an die E4-Box gebunden ist, kommt es zur Aktivierung oder Inhi-
bierung der HGF-Expression.

Die zur Verfigung stehenden HGF exprimierenden Zellinien (FH109, U87MG,
KG-1) lieRen sich nicht mit einer ausreichenden Effizienz transfizieren, um eine Uber-
prifung dieses Modells im Rahmen dieser Arbeit zu tberprifen.

Der hier gefundene, reprimierende Einflu von USF steht im Widerspruch zu
der aktivierenden Rolle, die Jiang et al. USF bei der Expression des Mause-HGF zu-
ordneten [72]. Aufgrund seines — auch in dieser Arbeit gefundenen — ubiquitaren Vor-
kommens wird USF jedoch haufig bei zelltypspezifischen Expressionsmuster als eine
Art Schwelle fiir andere Transkriptionsfaktoren angesehen [108, 73]. An eine E-Box
gebundenes USF muss dann von anderen Transkriptionsfaktoren verdrangt werden,

damit es zur Aktivierung kommt. Ob es zu dieser Verdrangung kommt, hangt von der
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Affinitat der Faktoren und den zur Verfliigung stehenden Proteinmengen ab. Ansonsten
bendtigt USF zu einer Aktivierung der Expression zumeist weitere Faktoren, die mit
USF interagieren [114, 115, 116, 117]. Moglicherweise spielt USF auch bei der Reg u-
lation des HGF eine duale Rolle, da es in dieser Arbeit in Kernproteinextrakten sowohl
HGF-exprimierender als auch nicht-exprimierender Zelltypen gefunden wurde (s. Abb.
16 u. 17). Ein Grund fur den gravierenden Unterschied zwischen den hier prasentierten
Ergebnissen und denen von Jiang et al. mag auch darin liegen, daf® die in den Arbeiten
jener Arbeitsgruppe verwendeten NIH3T3-Zellen nach ihrer Angabe HGF exprimieren
[118]. Die hier verwendeten NIH3T3-Zellen exprimieren HGF jedoch nur, wenn sie
unter Serumentzug gehalten werden (M. Odenthal, pers. Kommunikation). Mdglicher-
weise erklart sich hieraus auch der differierende Befund bzgl. der NF1-Bindestelle.

Aufgrund komplexer Wechselwirkungsmdglichkeiten der MCR mit Transkrip-
tionsfaktoren wurden zur Differenzierung der Funktionen der einzelnen Bindungs-
elemente verschiedene Mutationen in die Elemente der MCR eingebracht. Sowohl eine
Mutation der Es-Box als auch der NF1-Bindestelle in der MCR erbrachte eine Aufhe-
bung der Reprimierung der Reporteraktivitat des -270er Promotorfragments, wahrend
die Mutation der E,-Box bzw. der AP2-Bindestelle keine Veranderung erbrachte. Das
Verhalten der Mutanten bestatigte den in den vorherigen Reporterstudien gefundenen,
reprimierenden EinfluR der E4-Box auf die Expression des HGF-Gens. Zudem scheint
auch die NF1-Box - in Ubereinstimmung mit den Kompetitionsversuchen in Abschnitt
3.3.2. (s. Abb. 12) - bei der Reprimierung eine Rolle zu spielen. Somit liegt eine Inter-
aktion der an die MCR gebundenen Proteine fir die Supprimierung der HGF-
Transkription nahe. Eine positive Kooperation fir USF mit NF1 ist fur ein TGF-p
Response Element im Plasminogen Activator Inhibitor Typ 1 (PAI-1) Gen beschrieben
worden [119]. Jiang et al. vermuteten demgegenuber einen kompetitiven Mechanismus
fir USF und NF1 am HGF-Promotor [72].

Aus der Beeinflussung der Reporteraktivitdt durch USF trotz mutierter E4-Box
wird die Bindung des USF an die nicht mutierte E,-Box (Abb. 25) oder die schon im
vorigen Absatz angeflihrte Interaktion mit anderen, die MCR bindenden Proteine ver-
mutet. Die Bindung von USF1 an ein nur die E,-Box enthaltendes Oligodimer konnte
in vitro gezeigt werden. Wenngleich sie auch recht schwach war, kdnnte sie aber in
anderem Sequenzkontext hdher sein. Dal} das regulatorische Verhalten der MCR stark
sequenzabhangig ist, wurde bereits von Plaschke-Schliutter et al. gezeigt, die nach
Einklonierung der MCR in verschiedene Promotoren véllig unterschiedliche Auswirkun-

gen feststellten [73].
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Abbildung 24: Moglicher Shift der USF-Bindung von der E;-Box zur der E,-Box. Ist die E4-
Box mutiert, so kann es zur USF-Bindung an die E,- anstatt an die E;-Box
kommen. Die E;-Box Ubernimmt dann die Funktion der E{-Box fiir die transkrip-
tionelle Regulation des HGF-Gens.

Eine Art Ersatzfunktion der E,- fiir die E4-Box erscheint jedenfalls moglich. Zwar
sind von den Mutationen aufgrund der Uberlappung teilweise zwei Bindeelemente be-
troffen, aber eine der E-Boxen ist immer intakt (Abb. 25).

USF bindet DNA normalerweise als Dimer, kann aber auch ein Homotetramer
bilden [120]. Dieses Tetramer ist in der Lage zwei Bindestellen - z.B. beide E-Boxen in
der MCR - zu binden. Mdglicherweise spielt diese Isoform aber auch bei einer Wech-
selwirkung mit anderen, weiter 5’-liegenden Elementen eine Rolle. Eine andere Mdg-
lichkeit fur ein — allerdings indirektes — Zusammenspiel mit entfernteren Elementen
ware eine Verzerrung der DNA-Struktur (DNA-bending) durch die an die MCR gebun-
denen Transkriptionsfaktoren, so daf trans-aktivierende Faktoren, die normalerweise
nicht mit dem Polymerase-Komplex wechselwirken kénnen, in raumliche Nahe ge-
bracht werden. Solch eine DNA-Verzerrung ist fur verschiedene Transkriptionsfaktoren
beschrieben worden [75, 121].
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5. Zusammenfassung

Der Hepatocyte Growth Factor (HGF) ist ein multifunktioneller Wachstums-
faktor, der aufgrund seiner mitogenen, motogenen und morphogenen Eigenschaften an
Organumstrukturierungs- und Regenerationsprozessen beteiligt ist. HGF wird von
mesenchymalen Zelltypen synthetisiert und wirkt parakrin auf epitheliale und einige
endotheliale Zelltypen.

Die zelltypspezifische und differenzierungsabhangige Expressionsregulation
des HGF-Gens ist nur unvollstandig aufgeklart. Es wurden aber diverse Promotor-
elemente identifiziert, die die Expression des HGF-Gens zu beeinflussen vermdgen.
Gegenstand dieser Arbeit war der 5’-flankierende Bereich des HGF-Gens und dessen
Funktion in der HGF-Suppression. Fur die Untersuchungen der transkriptionellen Re-
gulation des HGF-Gens wurden verschiedene exprimierende und nicht exprimierende
Zellinien herangezogen.

Fur Reporteranalysen wurde die Expression der Reportergene unter Kontrolle
des HGF-Promotors mit verschiedenen trunkierten 5’-flankierenden Sequenzen
gestellt. Die Reporterassays wiesen nach Transfektion von nicht HGF-exprimierenden
Zellen auf einen negativ regulierenden Sequenzbereich zwischen -70 und -270 hin.
Mittels eines in-vitro-Footprints gelang es durch Lokalisierung einer Protein-DNA-
Interaktion in der Region -260 bis -230 die Lage des reprimierenden Elements einzu-
grenzen. Dieser Bereich erwies sich als eine Multiconsensusregion (MCR), die
Consensussequenzen fir die Bindung von Transkriptionsfaktoren der NF1- und der
AP2-Familie sowie zwei tandemartig angeordnete, potentielle Bindestellen fiir Helix-
Loop-Helix-Proteine, sogenannte E-Boxen (E4 und E;), beinhaltet.

Die nachfolgende Analyse der Protein-DNA-Komplexe mit Hilfe von Elektro-
mobilityshiftassays (EMSA) ergab eine starke Affinitat der MCR zu nuklearen Protein-
extrakten aus diversen Zellinien. Verdrangungsansatze mit mutierten Sequenzen wie-
sen die Spezifitdt der Bindungen nach. Mittels der Kompetitionsversuche konnte ein
Komplex der E4-Box und ein Komplex der NF1-Bindestelle zugeordnet werden.

Die vergleichenden EMSA-Bindungsstudien der E-Boxen mit Kernextrakten aus
nicht HGF-exprimierenden und HGF-exprimierenden Zellen zeigten, dalR die jeweiligen
DNA-Protein-Komplexe unterschiedlich zusammengesetzt sind, und sprechen daher
fur einen zelltypspezifischen EinfluR der MCR auf die Regulation des HGF-Gens. Da
E-Boxen Bindestellen fur Helix-Loop-Helix(HLH)-Transkriptionsfaktoren sind, wurden
zur ldentifizierung der bindenden Proteine in HGF-exprimierenden und nicht exprimie-

renden Zelltypen Supershiftanalysen mit spezifischen Antikbrpern gegen verschiedene
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HLH-Proteine und HLH-Leuzin-Zipper (LZ) Faktoren durchgefiihrt. Es konnte hierbei
eine Interaktion mit den Faktoren USF und TFE3 aus der HLH-LZ-Familie nachgewie-
sen werden, wahrend Myc oder die basalen HLH-Proteine E12, E47 keine Bindung
eingingen. Ebenso konnte kein bekanntes Mitglied der NF1-Familie als Bindunspartner
identifiziert werden. Bindungsstudien mit rekombinant exprimiertem USF und TFE3
bestatigten die USF- und TFE3-Interaktion mit den E-Boxen des HGF-Promotors. Hier-
bei zeigte sich, da® USF in samtlichen untersuchten Zellinien enthalten ist, wahrend
sich fur TFE3 eine Zelltypspezifitat zeigte.

In Reporterstudien wurde das Regulationsvermdgen der Promotordeletions-
konstrukte in Fibroblasten unter dem EinfluR einer rekombinanten USF1-Expression
oder der Expression einer USF1-Variante, die zwar die Proteininteraktions- aber nicht
die DNA-Bindungsdomane (USF1_BD) beinhaltet, untersucht. Es wurde gezeigt, da}
nicht durch das USF1, sondern durch USF1_BD die Repression aufgehoben wird. Die
Mutation einzelner Bindungselemente der Multiconsensusregion ergab sowohl fur die
E,-Box als auch fir die NF1-Bindestelle eine Aufhebung der Repression der Promotor-
aktivitat, nicht jedoch fur die Ex-Box oder die AP2-Bindestelle. Dies weist auf eine
interagierende Rolle von Bindungsfaktoren des reprimierenden Multiconsensus-
bereichs hin. Dabei scheint USF1 an der HGF-Suppression nicht nur durch direkte
DNA-Bindung, sondern auch durch Vermittlung der Interaktion eines heteromeren

DNA-Bindungskomplexes beteiligt zu sein.
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Kurzzusammenfassung

Der Hepatocyte Growth Factor (HGF) ist ein multifunktioneller
Wachstumsfaktor, der aufgrund seiner mitogenen, motogenen und morphogenen
Eigenschaften an Organumstrukturierungs- und Regenerationsprozessen beteiligt ist.
HGF wird von mesenchymalen Zelltypen synthetisiert und wirkt parakrin auf epitheliale
und einige endotheliale Zelltypen.

Die zelltypspezifische und differenzierungsabhangige Expressionsregulation
des HGF-Gens ist nur unvollstdndig aufgeklart. Es wurden aber diverse
Promotorelemente identifiziert, die die Expression des HGF-Gens zu beeinflussen
vermdgen. Gegenstand dieser Arbeit war der 5’-flankierende Bereich des HGF-Gens
und dessen Funktion in der HGF-Suppression. Fur die Untersuchungen der
transkriptionellen Regulation des HGF-Gens wurden verschiedene exprimierende und
nicht exprimierende Zellinien herangezogen.

Fur Reporteranalysen wurde die Expression der Reportergene unter Kontrolle
des HGF-Promotors mit verschiedenen trunkierten 5’-flankierenden Sequenzen
gestellt. Die Reporterassays wiesen nach Transfektion von nicht HGF-exprimierenden
Zellen auf einen negativ regulierenden Sequenzbereich zwischen -70 und -270 hin.
Mittels eines in-vitro-Footprints gelang es durch Lokalisierung einer Protein-DNA-
Interaktion in der Region -260 bis -230 die Lage des reprimierenden Elements
einzugrenzen. Dieser Bereich erwies sich als eine Multiconsensusregion (MCR), die
Consensussequenzen fur die Bindung von Transkriptionsfaktoren der NF1- und der
AP2-Familie sowie zwei tandemartig angeordnete, potentielle Bindestellen fiir Helix-
Loop-Helix-Proteine, sogenannte E-Boxen (E4 und E;), beinhaltet.

Die nachfolgende Analyse der Protein-DNA-Komplexe mit Hilfe von
Elektromobilityshiftassays (EMSA) ergab eine starke Affinitdt der Multiconsensusregion
zu nukledren Proteinextrakten aus diversen Zellinien. Verdrangungsansatze mit
mutierten Sequenzen wiesen die Spezifitat der Bindungen nach. Mittels der
Kompetitionsversuche konnte ein Komplex der E{-Box und ein Komplex der NF1-
Bindestelle zugeordnet werden.

Die vergleichenden EMSA-Bindungsstudien der E-Boxen mit Kernextrakten aus
nicht HGF-exprimierenden und HGF-exprimierenden Zellen zeigten, dass die
jeweiligen DNA-Protein-Komplexe unterschiedlich zusammengesetzt sind, und
sprechen daher fiir einen zelltypspezifischen EinfluR der MCR auf die Regulation des
HGF-Gens. Da E-Boxen Bindestellen fur Helix-Loop-Helix(HLH)-Transkriptionsfaktoren
sind, wurden zur Identifizierung der bindenden Proteine in HGF-exprimierenden und
nicht exprimierenden Zelltypen Supershiftanalysen mit spezifischen Antikérpern gegen
verschiedene HLH-Proteine und HLH-Leuzin-Zipper (LZ) Faktoren durchgefiihrt. Es
konnte hierbei eine Interaktion mit den Faktoren USF und TFE3 aus der HLH-LZ-
Familie nachgewiesen werden, wahrend Myc oder die basalen HLH-Proteine E12, E47
keine Bindung eingingen. Bindungsstudien mit rekombinant exprimiertem USF und
TFE3 bestatigten die USF- und TFE3-Interaktion mit den E-Boxen des HGF-
Promotors. Hierbei zeigte sich, dass USF in samtlichen untersuchten Zellinien
enthalten ist, wahrend sich flr TFES3 eine Zelltypspezifitat zeigte.

In Reporterstudien wurde das Regulationsvermdgen der Promotordeletions-
konstrukte in Fibroblasten unter dem EinfluR einer rekombinanten USF1-Expression
oder einer Expression einer USF1-Variante, die zwar die Proteininteraktions- aber nicht
die DNA-Bindungsdomane (USF1_BD) beinhaltet, untersucht. Es wurde gezeigt, dass
nicht durch das USF1, sondern durch USF1_BD die Repression aufgehoben wird.
Durch Mutation einzelner Bindungselemente der Multiconsensusregion konnte keine
Veranderung der Promotoraktivitat, gleich welches Element betroffen war,
herbeigefihrt werden. Dies weist auf eine interagierende Rolle von Bindungsfaktoren
des reprimierenden Multiconsensusbereichs hin. Dabei scheint USF1 an der HGF-
Suppression nicht nur durch direkte DNA-Bindung, sondern auch durch Vermittlung der
Interaktion eines heteromeren DNA-Bindungskomplexes beteiligt zu sein.



Abstract

The Hepatocyte Growth Factor (HGF) is a multifunctional growth factor involved
in organogenesis and organ regeneration. The cell-type specific and differentiation
dependent regulation of the expression of the HGF gene is only partly understood. The
subject of this thesis was the 5°-flanking region of the HGF gene and its function in the
suppression of HGF. Reporter studies revealed a negative regulatory region between
-70 and -270 after transfection of deletion constructs of the HGF 5’-flanking region in
non-HGF expressing cells. With an in-vitro footprint this negative element could be
localized in the sequence from -230 to -260. This identified region showed different
putative regulatory elements (NF1, AP2, and HLH/LZ binding sites) and was therefore
called a multi-consensus region (MCR).The following analyses of the protein DNA
complexes with gel shift assays showed a strong affinity to nuclear proteins from
different non-HGF and HGF expressing cell lines. In competition assays the complexes
could be addressed to one HLH/LZ and the NF1 binding site. Supershift analysis with
specific antibodies showed the involvement of the HLH/LZ transcription factors USF
and TFE3. Other HLH proteins like c-Myc and E12/E47, however, did not participate in
the protein DNA complexes. The interaction of USF and TFE3 with their binding sites
could further confirmed through binding of recombinant expressed USF and TFE3 to an
oligodimer containing the MCR. The role of USF for the transcription of the HGF gene
were investigated by further reporter studies. These showed that USF plays not only a
role through direct DNA binding, but also mediates the protein complex formation at the
MCR.
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