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Einleitung

* Enhancer spielen eine grolde Rolle in der Regulation der
Genexpression

* 1983: Enhancer kannte man aus viralen Genomen (SV40),
aber noch kein Enhancer in eukaryotischen Genomen
bekannt

=>Vermutung: Enhancer in Mausegenom

=2>Im Gen, das fiur die Schwere Kette von
Immunglobulinen codiert



Theorie - Ubersicht

e Was ist ein Enhancer?

* Was sind Immunglobuline und wie wirken sie?

* Wie wird die hohe Vielfalt an Antikorpern bewerkstelligt?



Enhancer

Verstarkendes Element (oder repremierend = Silencer)

Modular aufgebaut

cis- aktiv

Orientierung- und weitestgehend auch positionsunabhangig
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Immunglobuline
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“Rearrangement”
(Situation in Keimbahn)

e Modularer Aufbau des Gens

* Elemente: - Variable Regionen (V) 100
- Leader Sequenz (L)
- Diversity Regions (D) ca. 30
- Joining Regions (J) 6

- Konstante Regionen (C)

2. Verknipfung 1. Verknipfung

Keimbahn - DNA



“Rearrangement”
(Umstrukturierung)

Durch Inversionen und
Deletionen erfolgt
Umstrukturierung

Dabei helfen ,inverted
repeats” der
Rekombination

In jeder Zelllinie erfolgt ein
anderes Rearrangement

Leserasterverschiebungen
erhohen die Vielfalt

Es kommt haufig zu
Mutationen = Mehr

Vielfalt, aber auch haufig
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“Rearrangement”
(In reifen B- Lymphozyt)

e B- Lymphozyten: Germline configuration

Ablesen der V segments D segments J segments Constant region exons
. s m 3 me s m seiiiisshiifilems 1 0=

umstrukturierten
DNA PrOZGSSier- D to J recombination

| TETTTE . o =
ung und Trans- I
latlon In dle V to DJ recombination
SEIEEE G E EET .

Fur Leichte Kette
existiert eben-
falls ein solches
Rearrangement,
mit ahnlichen
Modulen (Kein D) (adapted from Janeway 2001)

transcription, splicing

translation, assembly



Theorie - Ubersicht

e Was ist ein Enhancer?

=>» Verstarkerelemente, cis -aktiv, orientierungsunab-
hangig, weitestgehend positionsunabhangig

* Was sind Immunglobuline und wie wirken sie?

= Antikorper, sie konnen Uber Bindestellen Antigene
erkennen und so korperfremde Stoffe inaktivieren
oder markieren (Opsonisierung)

* Wie wird die hohe Vielfalt an Antikorpern bewerkstelligt?

=»Rearrangement von V, ], D Segmenten in der
Embryonalentwicklung



Fragestellung

* Bekannt: T T
- Enhancer aus viralen Genomen
- cis- aktiv
- Verstarkerelemente
- Genunspezifisch
- Gewebeunspezifisch

* Vermutung:

- Enhancer gibt es auch in eukaryotischen
Genomen (Mausgenom)

* Frage:

Wo ist ein solcher Enhancer lokalisiert und wie wirkt er?




Methoden



Transiente Expressionsversuche
(,,transient expression assay*)

* Methode um den Einfluss einer DNA Sequenz auf
benachbarte DNA — Bereiche zu untersuchen.

* Beim ,transient Expression assay” wird ein Gen mit einen
vorgeschaltetet Promotor in einen Plasmiden kloniert und
uber Transfektion in eine Zellkultur eingebracht.

* Rekombinate Plasmide, die in den Zellkern gelangen
werden  kurzfristig expremiert, sofern sie einen
funktionsfahigen Promotor haben — Menge des
Transkriptes lasst sich bestimmen.



Klonierung

* Molekularbiologisch versteht man unter Klonierung die
Vermehrung eines DNA — Anbschnittes als rekombinante DNA
In einer Wirtszelle.

Schritte der Klonierung:

1. Schneiden der DNA mit einem Restriktionsenzym

2. Auftrennung des gewunschten Fragmentes durch
Gelelektrophorese

3. Isolation der gewunschten Fragmente
4. Ligation von Vektor und Fremd-DNA durch Ligase
5. Transfektion der DNA in die Wirtszelle

Kontrolle der Klone durch erneuten Restriktionsverdau



Vektoren

* Vektoren sind DNA — Molekule, die Fremd DNA aufnehmen und
In einer Wirtszelle autonom replizieren konnen.

* Vektoren werden zur Vermehrung und Expression spezifischer
DNA oder zur genetischen Veranderung von Zellen durch
Ubertragung von Fremd DNA genutzt.

Vektor in unseren Experiment:




Immunoflurezenz

* Antikorper konnen fur den Nachweis von Proteinen genutzt
werden; Voraussetzung ist, dass das Protein expremiert wird.

* Die Nachweisreaktion berunt auf einer Antikorper-Antigen
Reaktion. Antikorper sind gegen charakteristische Oberflachen-
merkmale des Proteins gerichtet (=Epitope).

* Im Regelfall werden monoklonale Antikorper fur die Nachweis-
reaktion verwendet. Monoklonale Antikorper sind spezifisch fur
ein Epitop auf einen Antigen.



Direkte und indirekte

Immunfluoreszenz

e Die Immunfluoreszenz ist ‘ direkt ntirekt
eine immunologische .
Nachweismethode, bei der | *'ﬁﬁﬁﬁ'ﬂﬂ Antikgrper
der spezifische Antikorper Ehiil
meist mit einem Flurochrom e
oder einem Enzym markiert sttt
wird, ohne dass dadurch
seine immunologischen Waschen Waschen
Eigenschaften verandert f Zugabe von fluores-
werden.

| | perendem Anti-ig

e Man unterscheidet zwischen | | W
direkter und indirekt [?,

Immunfluoreszenz. :

Waschen
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S1 Nuclease Hybridisierung

* S1 ist eine einzelstrangspezifische Nuclease (aus dem Pilz
Aspergillus oryzae), die einzelstrangige DNA — und RNA

Polynucleotide abbaut. S1 baut jedoch keine Hybride aus DNA
und RNA ab.

* Die S1 Hybridisierung wird genutzt, um

a) die Menge einer spezifischen mRNA nach zu weisen (im
Versuch angewendet)

b) Die Startstelle der Transkription zu bestimmen ( Berk — und
Sharp — Methode)

c) Bestimmung von Introngrenzen

* Nachteile der S1 Hybridisierung ist, dal3 Fehlpaarungen zwischen
RNA und DNA nicht durch die Nuclease mit abgebaut werden.



Ubersicht S1 Hybridisierung

DNA radioaktiv markiert

Denaturierung z.B. durch Erwdrmung

Hybridisierung von komplementéaren Basen

Zugabe von S1 um einzelstrangige DNA und RNA

l Hinzugabe von mRNA

i

Erneute Denaturierung und Auftrennung durch Gelelektrophorese - Autoradiogramm



Ubersicht S1 Hybridisierung
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S1 Nuclease Hybridisierung
(Schritte)

* Das klonierte DNA — Fragment wird radioaktiv markiert und
anschlieRend z.B. durch Erwarmen denaturiert. Die Wasserstoff-

bruckenbindungen brechen auf und die DNA liegt einzelstrangig
VOr.

e Die DNA wird isoliert und mit zellularer RNA in Losung
hybridisiert. Die DNA — Sequenzen des klonierten Fragmentes,
die in der RNA nicht vorliegen, bleiben einzelstrangig.

* Die einzelstrangige DNA wird durch den Abbau von S1 aus der
Losung entfernt. Die Probe wird erneut denaturiert und durch
Gelelektrophorese der Grof3e nach aufgetrennt. Die Starke der
Bande ist ein Mal fur die Menge der synthetisierten mRNA.



Northern Blot

RNA durch Gelelektrophorese auftrennen

!

Ubertragen der RNA vom Gel auf eine Membran
l
Zugabe einer radioaktiv markierten DNA — Sonde
(Paarung von komplementaren Sequenzen — DNA - RNA
Hybride)
l

Auswaschen der uberschussigen DNA — Sonden

l

Autoradiographie — die Intensitat der Bande ist ein Mal} fur
die Menge der untersuchten mRNA



Northern Blot

* Der Northern Blot dient wie die
" r - S1 Hybridisierung der
e Bestimmung der mRNA Menge
sowie der Art der gebildeten
MRNA.

ke * Um die gebidete mRNA
nachzuweisen, muf} die
Sequenz bekannt sein.

Neben den Northern Blot unterscheidet man

noch den Southern Blot und Western Blot:

2 kb — * Southern Blot: Nachweis von

einzelstrangiger DNA mit Hilfe von
DNA Sonden

* Western Blot: Nachweis von
0,65 kb — ot . — o Proteinen mit Hilfe von Antikérpern
(Antikorper — Antigen Reaktion)

1 kb —



Northern Blot

Schritte des Northern Blots:

1. Die isolierte mRNA wird durch Gelelektrophorese aufgetrennt

2. Die RNA wird vom Gel auf eine Membran aus Nitrocellulose oder
Nylon ubertragen.

3. Eine radioaktiv markierte DNA Sonde wird hinzugegeben.
Komplementare Sequenenzen der RNA werden Basenpaarung
mit der Sonde eingehen.

4. Uberschiissige DNA — Sonden werden ausgewaschen. Bei der
Autoradiographie hinterlal3t die Hybrid DNA eine Schwarzung des
Filmmaterials — Die Dichte der Schwarzung ist ein Mal} fur die
Menge der mRNA.



Deletionsmutationen

* Deletionsmutationen dienen der Genkartierung und Bestimmung
von DNA-Sequenzen.

* Die Deletionsmutation ist ein Werkzeug der reversen Genetik,
durch gezielte Anderung der DNA -Sequenz lal3t sich die
Auswirkungen auf den Phanotypen untersuchen.

* |In unserem Beispiel wird die Sequenz des Enhancers bestimmt.

* Deletion: Verlust eines DNA — Abschnittes, wobei sich die Enden
der angrenzenden Bereich miteinander verbinden.



Erzeugen von Deletionsmutanten

Es gibt verschieden Moglichkeiten um Deletionsmutanten zu erzeugen.

Das Grundprinzip ist:

Schneiden des Plasmids mit Restriktionsenzymen

l

Behandlung der Schnittstelle mit Nucleasen. Aufgrund unterschiedlicher
Inkubationszeit entstehen unterschiedlich grol3e Deletionen

l

Anfagen eines Linker (= synthetische Oligonucleotide, die Schittstellen fur
Restriktionsenzyme enhalten)

l
Schnittstelle wieder ligieren



Deletionsmutation

Das Fragment wird an definierten Restriktionsschnittstellen
geschitten — Die ,sticky ends” der Schnittstelle werden durch
einzelstrangspezifische Nucleasen abgebaut und anschlie’end
wieder ligiert.

I * Zielgerichtete Deletion:

* systematische Deletion:

DNA Fragment wird nur an einer Stelle geschnitten und von
Exonucleasen von einen Ende her abgebaut. Je nach dem, wann
die Reaktion abgebrochen wird, erhalt man unterschiedlich grol3e,
Deletionen.

* Die Enden werden oft mit Linker verbunden um die Identifizierung
leichter zu machen. Linker sind Oligonukleotidsequenzen die eine
Schnittstelle fur ein Restriktionsenzym tragen.



Deletion im Experiment
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Ergebnisse



Position des Enhancers

e Restriktionsverdau mit Xba |

von einem DNA Fragment g
der die JH und p - Konstante ¢ ; 4
Region beinhaltet 3

e |solation von drei
Fragmenten: B, E und C

e Subklonierung der
Fragmente in
unterschiedlicher
Orientierung in den
Plasmiden p24(3

* Negative Kontrolle: p2403;
positive Kontrolle: pDept

e Transfektion der acht Plasmide in menschliche HelLa Zelle und in
Maus Myelomzellen X63-Ag8



I Nachweis von T-Antigen

* Ergebnis: . _
_ o Indirekte Immunofluoreszenz:
- In den HelLa Zellen, die die — v ——
. yeloma cells
|g Fragmente enthielten,
konnte keine T — Antigene '
- in den Myelomzellen, die
die Ilg E Fragmente
enthielten konnten T —
Antigene nachgewiesen no enhencer -
* Folgerung:
Der Enhancer ist in der
konstanten Region des
Mausimmunoglobulin-

nachgewiesen werden

SV40 enhancer
werden
gens codiert . HeLacels |




Cis- oder Trans- Wirkung

* Cotransformation der X63-Ag8 Zellen mit zwei
Rekombinanten:

- pTARY7; enthalt Ig E — Fragment, aber keine SV40
Sequenzen

- pET3; enthalt SV40 Promotor aber nicht den Enhancer

* Ergebnis:
In den Zellen konnte die Bildung der T — Antigenen nicht
nachgewiesen werden.

* Folgerung:
Der Enhancer kann nur als cis- und nicht als trans-
Element wirken




Genunspezifitat

Expression des [3-Globulin Gens des Kaninchens

Transfektion von acht Rekombinanten in die X63-Ag8
Zellen:

- sechs Rekombinanten mit Ilg Fragmenten
- als negativ Kontrolle Plasmid p2413
- als positive Kontrolle Plasmid pRGXsv512

nach 3 Tagen: Zellen isoliert und RNA extrahiert

Anzahl der korrekt gebildeten 3-Globulin mRNA Uber S1
Nuclease Hybridisierung nachgewiesen



I Genunspezifitat

Erhohung der Transkription B
des R-Globulingens in

Zellen, die das Ig E —

Fragment enthalten

* Ergebnis:
I 1 2 3 4 56 M 7

* Folgerung:
Das Ig E Fagment
verstarkt auch die

Transkription anderer
Gene.




» 1emplate Amplification

e Rekombinanten werden
Kpn] m 89/l mit Restriktionsenzymen

} : Kpn | und Bgl | geschnitten

¥  Entstandene DNA

5 = [.:.———&‘ Fragment beinhaltet das R-

(k) Globulin Gen
3 __.—.:-:-.___._-'ssa * LigationderligE
i »; Fragmente oder des SV40

i — B Enhancers aber nicht des
SV40 Origins und des T-

Antigens

* Transfektion in die X63-Ag8 Zellen und Durchfiihrung des S1
Mappings

* Ergebnis: In Myelomzellen wirkt der |g Enhancer deutlich starker als
der SV40 Enhancer




» 1emplate Amplification

* Behandlung dreier Klone mit Hydroxyurea: pET3, pDept und
P243E+, die in X63-Ag8 Zellen tranfiziert wurden

* Ergebnis:
Bei Ig und SV40 Enhancer ist die Expression des T - Antigens
ungefahr gleich unabhangig davon ob sie mit Hydroxyurea
behandelt wurden

* Folgerung:

Die erhohte Transkription beruht nicht auf den mehrfachen
Kopien des Plasmids.




Gewebespezifitat

* Transfektion verschiedener Zelllinien:
- X63-Ag8 Myelomazellen der Mause

- 3T6 Zellen von dem Mausfibroblasten
- Zellen aus der Lunge vom Nerz

- Menschliche Hela Zellen

* Ergebnis:

T - Antigene konnten nur in der Zellen
des Immunsystems nachgewiesen
werden

* Folgerung:
Der Ig Enhancer wirkt zellspezifisch

Table 2. Cel-Type Specificty of the lg Enhancer

——

DNA Clone® Total Cails Positre for
{Amount) Cells (Speces) (per 8 x 8 mm) T Antgen
D24BE+ (0.25 ug) XB3-Agh (mouse) 31,000 1,320 (4%)
pDept (025 pg)  X63-Ag8 41,000 2,920 (T%)
pDep! (0.025 ug) XB3I-AgE 32,000 502 (1.6%)
pDept (00025 ug) XB3-AgB 38,000 59 (0.2%)
pP4gE+ (0.25 ug) 3TE (Mouse) 27.000 0

pDept (025 ug) 376 35,000 4,700 (11%)
pDept (0.025 »g) 3T6 30,000 790 (3%)
pDept (0.0025 pg) 3T6 34,000 62 (0.2%)
p24FE+ (025 ug) Lung (mink) 30,000 o

pDept 025 pg) Lung 32.000 2,820 (9%)
pDept (0.025 wg) Lung 33,000 380 (1.2%)
pDept (0.0025 pg) Lung 36,000 12 (0.03%)
p248E+ (0.25 pg) Hela (human) 47,000 0

pDept (0.25 pq) Hela 43,000 13,000 (30%)
pDept (0.025 ug) Hela 45,000 2240 (5%)
pOept (0.0025 pg) Hela 40,000 240 (06%)

* All transfeciions were done using 35 mm plates where 0.25 =g DNA are
normally used (see Expenmental Procedures)




Genaue Enhancersequenz

* Restriktion des Ig E
Fragments mit den
Restriktionsenzymen Pst | oder
Eco RI

* Klone getestet auf erhohte T —
Antigen Expression: erhohte
Enhanceraktivitat in dem Pst |
— Eco Rl Fragment

* Restriktion des Fragments mit
Alu |

 Subklonierung des Alu
Fragments hinter das 3 —
Globulingen des Klons pRGX

T=Antigen
Expression

Xbal Pst| EcoRI Xbal
Al Al |

TﬁR LS S
PTA L
6E1
ET3
ET]
BAS
BAG
BAG
BAG
PTA
CAB
CAB 82

=g O m =
+

CA8 81
CA8 31
CAg 32

Fgwe 4 Localzabon of the ig Enhancer Activity

Top line: the Xba | E fragment. Black bars indicate DNA still present in the
deletion mutants. Immunofluorescence quantitation of the fraction of T-
antigen-positive cells was done as indicated in Table 1. = no positive cells,
+ less than 5%, ++ between 5% and 30%, +++ between 30% and 75%,
++++ mofe than 75% of the fraction of T-anfigen-positve celis Seen wilh
the standard recombnant p248E+_ Endooints of the Bal 31 resechon Senes
are as folows. pbE1 extends up 10 and ncludes base par 198; pBAG-A
base per 198; pBAG B, base par 120, pBAGC, base par 77; pBAG D,
base par 21. pCAB-A. base par 198. pCAB81. base par 24; pCAB-31
base pair 138; pCAB32, base par 164 (see Figure 5 for numeraton)



Genaue Enhancersequenz

* Transfektion von sechs Plasmiden in X63-Ag8 Zellen:
pRGXalu, pRG, pRGXsv512, pRGxpy, pTAR1 und pTARY

* Ergebnis: Ig E Fragment zeigt etwa die zwel- bis dreifach
hohere Effizienz als der SV40, der Polyoma Enhancer und
der Ig E Alu Fragment

* Erzeugung der Deletationsmutanten, Transfektion in X63-
Ag8 Zellen und bestimmung der T-Antigen Expression

* Ergebnis:
Enhancersequenz liegt verteilt auf ca. 300 bp zwischen Eco
RI und Pst | Schnittstellen



Genaue Enhancersequenz

* Sequenzvergleich hat ergeben: mehrere kurze signifikante
Sequenzen die in Kombination zusammenwirken

* Folgerung:

- mehrere Homologien zwischen den verschiedene Virus-
Enhancern und dem Ig Enhancer, jedoch keine zwingend
konservierte Sequenz

- zentrale Region: 5'-GTGGTTT-3°

- 150 bp downstream und am anderen Strang 150 bp

upstream von der DNAse | hypersensitiven Site der Ig k- L-
Kette Intron




Zusammenfassung und Diskussion

* Ergebnisse:
- cis — Element
- Richtungsunabhangig
- Genunspezifisch
- Gewebespezifisch

* Vermutungen:
- von ,Rearrangement” nicht beinflusst, weiterhin in
umstrukturierten Genom funktionsfahig
- Verantwortlich fur die Expression aller Ig- schweren Ketten
- Wirkt als Silencer auf distale V- Regionen
- Enorme Transkription der y konstanten Region durch Enhancer-
aktivierte Pseudopromotoren
- In anderen Genen konnen Enhancer auch in der Nahe von DNAse |
hypersensitiven Region liegen
- Wichtige Rolle der Enhancer bei der Entwicklung der Zellen



Ende



verschiedene Vektoren

* Epressionsvektoren, erlauben nach der Klonierung noch eine
Transkription und Translation des Gens (oft bakterielle Plasmide).

* Fusionsvektoren, Sonderform des Expressionsvektores. Sie
ubertragen ein Fremdgen, das als Fusionsproteine mit einen
anderen Protein verknlpft expremiert wird (Fremdgen kann auch
mit einem Reportergen verknupft werden).

* Reportergen, werden mit dem zu klonierenden Fremdgen in
einen Expressionsvektor eingebaut. Sie codieren fur leicht
nachweisbare Genprodukte und dienen zur Uberpriifung der
Expression eines (ibertragenen Fremdgens oder zur Uberpriifung
der Promotorstarke.



