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Abstract

Atherosclerotic cardiovascular disease (CVD) remains the leading cause of deaths
worldwide. Besides environmental factors, genetic predispositions strongly determine
CVD risk. The small GTPase RhoA plays an important role in various cellular
functions that are involved in atherogenesis, such as vascular smooth muscle cell
differentiation, cell adhesion and motility and therefore constitutes a candidate for
CVD.

The genes RhoA and TCTA (T-cell leukemia translocation-associated gene) are
located on chromosome 3p21 in a divergent orientation, separated by a stretch of
112 bp promoter region. Within this study, it could be shown that both genes were
expressed simultaneously in the vascular endothelial cell line EA.hy926 both with
(8-Br-cAMP [0,5 mM], PMA [10®M]) and without stimulation. Both RhoA and TCTA
contain more than one transcription start site (TSS) resulting in different lengths of
the transcripts™ 5'-UTR. All TSS were utilized equally, with the exception of RhoA-
and TCTA-TSS1, which is used less frequently. Sequencing of 1600 bp of the RhoA
and TCTA 5'-flanking regions in 60 patients of the MolProMD study led to the
identification of two variants (-923G>A [rs6779524]; -1338T>C [rs6784820]) in the
5'-flanking region of RhoA and three variants (-1112C>T [rs4855877]; -1216G>A
[rs73088137]; -619G>A [novel]) in the 5'-flanking region of TCTA. One additional
common nucleotide substitution (-112T>C [rs940045]) in the 112 bp promoter region
separating RhoA and TCTA modifies one of the two TATA boxes located in this
region, so that the TATA box consensus sequence is scrambled. By generating a
series of RhoA and TCTA 5'-promoter deletion constructs bearing the -112T and
-112 C allele, it could be shown that the 112 bp promoter region is bidirectionally
active and that the genetic variant in this region is functional in both directions as it
significantly reduced the transcriptional activity of the promoter constructs. TATA box
mutations and deletions in the promoter portions, an altered TATA box spacing and
altered TATA box flanking regions showed that transcriptional activity especially of
RhoA depends on a distinctive nucleotide composition in the bidirectional promoter
region. Furthermore, EMSA experiments revealed a differential binding pattern of
nuclear proteins for probes harboring the T allele and C allele. In addition, the CpG
islands of the RhoA and TCTA 5'-flanking region were methylated differentially. Thus,
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the molecular analysis of the promoter region separating RhoA and TCTA revealed a
bidirectional promoter system, in which the core assembly site of the basal
transcription apparatus is altered by a common functional SNP.

Atherosklerotisch bedingte, kardiovaskulare Erkrankungen (CVD) sind weltweit die
flhrende Todesursache. lhre Manifestierung und Progression wird, neben
Umweltfaktoren, stark durch genetische Komponenten beeinflusst. Die kleine
GTPase RhoA stellt aufgrund ihrer Beteiligung an zellularen, atherosklerotische
Ereignisse beglnstigenden Prozessen (u. a. Differenzierung vasuklérer glatter

Muskelzellen, Zellmigration und -adhasion) ein Kandidatengen fiir CVD dar.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die durch 112 bp Promotorregion
getrennten, auf Chromosom 3p21 in einer divergenten Orientierung lokalisierten
Gene RhoA und TCTA (T-cell leukemia translocation-associated gene) in der
vaskularen endothelialen Zelllinie EA.hy926 Zellen unter nicht-stimulatorischen sowie
stimulatorischen  Bedingungen (8-Br-cAMP- [0,5 mM] und PMA-[10-8M])
synchron/parallel transkribiert werden. Beide Gene besitzen mehr als eine
Transkriptionsstartstelle (TSS), die auf die Lange der 5-UTR Einfluss nehmen und,
mit Ausnahme der im geringerem MaBe verwendeten ersten TSS, gleichmaBig
genutzt wurden. Durch Amplifikation und Resequenzierung von 1600 bp der 5'-
flankierenden Region des RhoA- und TCTA-Gens bei 60 Patienten der MolProMD-
Studie konnten zwei bereits bekannte SNPs (-923G>A [rs6779524]; -1338T>C
[rs6784820]) in der 5'-regulatorischen Region des RhoA-Gens und zwei bekannte
(-1112C>T [rs4855877]; -1216G>A [rs73088137]) sowie ein bisher nicht
beschriebener SNP (-619G>A) in der 5'-regulatorischen Region des TCTA-Gens
lokalisiert werden. In der von beiden Genen eingerahmten Promotorregion konnte
zudem eine T zu C Substitution an Position -112 bezogen auf die RhoA-TSS1 bzw.
-1 bezogen auf die TCTA-TSS1 [rs940045] bestatigt werden. Diese verandert eine
der zwei in dieser Region lokalisierten TATA-Boxen, so dass die TATA-Box
Consensussequenz zerstért wird. Durch serielle 5'-Deletionsassays mit trunkierten
RhoA- und TCTA-Promotorkonstrukten konnte gezeigt werden, das die 112 bp groBe
Region zwischen dem RhoA- und dem TCTA-Gen bidirektional aktiv und der SNP

[rs940045] in dieser Region bidirektional funktionell ist, indem er die transkriptionelle
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Aktivitat der Promotordeletionskonstrukte signifikant reduzierte. Desweiteren konnte
durch i) Mutation und ii) Deletion der TATA-Box Motive, iii) Veranderung des TATA-
Box Spacings sowie iv) Veranderung der TATA-Box flankierenden Regionen gezeigt
werden, dass insbesondere fiir die transkriptionelle Aktivierung des RhoA-Gens der
gemeinsam genutzte Promotorbereich zwischen RhoA und TCTA in unveranderter
Sequenz vorliegen muss. Zudem zeigten das -112T- bzw. -112C-Allel in EMSA-
Untersuchungen ein unterschiedliches Bindungsmuster nuklearer Proteine, sowie die
CpG-Inseln in der RhoA und TCTA 5'-flankierenden Region in genomischer DNA
einen differentiellen Methylierungsstatus. Folglich stellt die hier molekularbiologisch
untersuchte Region zwischen den Genen RhoA und TCTA ein basengenau
reguliertes bidirektionales Promotorsystem dar, dessen Assemblierungsstelle fir die
basale Transkriptionsmaschinerie durch einen bidirektional funktionellen SNP
beeinflusst wird.



Einleitung

1. Einleitung

1.1 Kardiovaskulare Erkrankungen

Unter dem Oberbegriff der kardiovaskularen Erkrankungen (CVD) werden Entitaten
wie koronare Herzkrankheiten (KHK), der Myokardinfarkt und zerebrovaskulare
Erkrankungen (z.B. Schlaganfall) zusammengefasst, deren Ursache héaufig auf
atherosklerotische Veranderungen der Arterienwande zurlckzufihren ist (Brand-
Herrmann, 2008).

CVD sind weltweit die Todesursache Nummer 1 (Kotseva et al., 2009). Vorlaufige
Daten zeigen, dass 34,2% der weltweiten Todesfélle im Jahr 2006 auf die Folgen
von CVD zurickzufiihren sind. Dabei nimmt die Tendenz der Erkrankungs- und
Todesfélle durch CVD weiter zu. So ist im Zeitraum von 1995 bis 2005 die Todesrate
um 26,4% gestiegen (Llyod-Jones et al., 2009). Schatzungen gehen davon aus, dass
im Jahre 2030 fast 23,6 Millionen Menschen weltweit an CVD sterben werden (WHO
fact sheet, N°317). Dies fihrt zu immensen direkten und indirekten Kosten im
Gesundheitswesen sowie in der Wirtschaft. Fir das Jahr 2009 werden diese allein far
die USA auf 475,3 Millionen Dollar geschatzt (LIyod-Jones et al., 2009).

1.1.1 Atherosklerose

Atherosklerose ist nach Definition der WHO eine Erkrankung der Arterien, die
progressiv aufgrund der Akkumulation von Lipiden, Makrophagen, vaskularen glatten
Muskelzellen sowie Bindegewebe und Kalziumablagerungen zu einer
inflammatorischen Veranderung der Tunica Intima und der Tunica Media fuhrt (Ross,
1999). Durch die Bildung eines sogenannten atherosklerotischen Plaques kommt es
in der Folge zu einer Verengung der Arterien (Aorta, koronare GefaBe, Carotiden
etc.). Dies kann in einer chronischen Minderdurchblutung der durch sie versorgten
Organe resultieren, bzw. bei Ruptur eines Plaques und Kontakt des lipidhaltigen
Kerns mit dem Blutstrom zur Anlagerung von Thrombozyten und in der Folge zum
akuten Verschluss arterieller GefaBe flhren (akutes Koronarsyndrom). Die meisten
Myokardinfarkte und Schlaganfalle sind auf solche atherosklerotische Ereignisse
zurickzufihren (WHO fact sheet, N°317).



Einleitung

Zwei Hypothesen, die ,response-to-injury“-Hypothese sowie die ,lipoprotein-induced-
atherosclerosis“-Hypothese, bieten einen Erkldrungsansatz zur |Initialisierung
atherosklerotischer Plaques. Wé&hrend die von Ross gepragte und allgemein
anerkannte ,response-to-injury“-Hypothese eine Verletzung der Endothelzellschicht
durch z.B. mechanische Verletzung, Schadigung durch bakterielle Toxine, Angriffe
durch Viren oder Antigen-Antikérper-Reaktionen am Beginn der Plaque-Bildung
sieht, postuliert Goldstein in der lipoprotein-induced-atherosclerosis“-Hypothese
oxidativ modifiziertes LDL als Ursache fur die Initiierung der Plaque-Bildung, sieht die
Verletzung des Endothels hingegen lediglich als Teilschritt (Goldstein und Brown,
1977; Ross, 1979).

Die Bildung atherosklerotischer Plaques ist jedoch, unabhangig von den oben
beschriebenen Hypothesen zur Initialisierung, auf die Einwanderung von LDL aus

Endothel m Tunica Intima
naothel . .
_ T Tunica Media
subendothelialer Raum R .
l Tunica Adventita
Blutfluss

Thrombus < LDL
® Monozyt
Schwammzelle
—a=—glatte Muskelzelle
Lipidkern

fibrése Kappe

[Abbildung veréndert nach Ross, 1999]

Abb. 1.1.1: Schematische Darstellung der Atherogenese. a) Gesunde Arterienwand. b) Verursacht
durch eine Dysfunktion des Endothels kommt es zur Einwanderung von LDL und Monozyten aus dem
Blutstrom in den subendothelialen Raum. c) Die Monozyten differenzieren zu Makrophagen aus und
sterben nach ungehemmter Aufnahme von oxLDL ab. Der Fettstreifen entsteht. d) Durch
Einwanderung von glatten Muskelzellen kommt es zur Bildung des Atheroms mit einem klar
abgegrenzten Lipidkern und einer aus glatten Muskelzellen und extrazellularer Matrix bestehenden
auBeren Kappe. e) Nach Ruptur der fibrésen Kappe kommt es zur Bildung eines Thrombus und zum
Verschluss des GeféaBes mit den Folgen eines Infarktereignisses.
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Einleitung

dem Blutstrom in die Tunica Intima und seine anschlieBende oxidative Veranderung
zurickzufihren (Abbildung 1.1.1). Dies resultiert in einer Expression von
Adhasionsmolekilen durch die Endothelzellen der GefaBe, einer dadurch
verursachten Anhaftung von Monozyten an die Endothelzellschicht, deren
anschlieBende Diapese in die Tunica Intima sowie ihre Differenzierung zu
Makrophagen. Die differenzierten Makrophagen wiederum nehmen ungehemmt
oxLDL auf, sterben ab und tragen so zur Formung des charakteristischen
Fettstreifens (,fatty streak) als erste sichtbare morphologische Veranderung bei. Im
weiteren Verlauf kommt es zur Einwanderung glatter Muskelzellen aus der Tunica
Media in die Tunica Intima und in der Folge zur Bildung des Atheroms mit einem klar
abgegrenzten Lipidkern und einer aus glatten Muskelzellen und extrazellularer Matrix
bestehenden auBeren Kappe (Kher und Marsh, 2004; Falk, 2006). Im Laufe von
Jahren bis Jahrzehnten wird das Atherom fortlaufend fibrotisch durchsetzt. Unter
bestimmten Bedingungen (,shear-stress®) kann es durch die Dysbalance weicher und
harter Wandveranderungen zur Ruptur des Atheroms und damit zum Infarktereignis

kommen.

1.1.2 Risikofaktoren fiir kardiovaskulare Erkrankungen

Zu den wichtigsten Risikofaktoren fur die Entwicklung von der CVD z&hlen, neben
der genetischen Komponente, dem Alter und dem Geschlecht, Bluthochdruck,
Dyslipidamie, Adipositas, Diabetes mellitus und ein ungesunder Lebensstil
(Bewegungsmangel, ungesunde Ernahrung, Tabakkonsum) (WHO fact sheet,
N°317).

Die genetische Pradisposition fir die Entwicklung von CVD konnte durch mehrere
groBe, epidemiologische Studien eindeutig belegt werden. Eine Untersuchung an
21.000 schwedischen Zwillingen zeigte, dass das Risiko an KHK zu sterben bei
monozygoten im Vergleich zu dizygoten Zwillingen um das 4-8-fache erhéht ist, wenn
einer der Zwillinge bereits vor dem 55. Lebensjahr an dieser Erkrankung verstorben
ist (Marenberg et al., 1994). Zudem stellt die CVD eines Eltern- bzw. eines
Geschwisterteils einen unabhangigen Pradikator fir die Entwicklung von CVD dar.
So ist das Risiko, an CVD zu erkranken um das 2-fache erhéht, wenn bereits ein
Eltern- bzw. Geschwisterteil erkrankt ist (Lloyd-Jones et al., 2004; Murabito et al.,

2005).
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Einleitung

1.1.3 Multifaktorieller Charakter kardiovaskularer Erkrankungen

Die CVD zahlt zu den multifaktoriellen, polygenetischen Erkrankungen, an denen
mehrere Gene und Genloci mit komplexen Vererbungsmustern beteiligt sind. Nur in
sehr seltenen Fallen liegen solche Mutationen zugrunde, die ihrem Trager ein hohes
kardiovaskulares Risiko verleihen und nach Mendelschen Gesetzen, mit einer
einfachen Genotyp-Phéanotyp-Beziehung, in Familien segregieren. In der Regel sind
haufige (,common®) Polymorphismen mit nur schwachem Einfluss auf individueller
Ebene, jedoch aufgrund ihrer Haufigkeit groBem Einfluss auf Populationsebene
ursachlich fir die genetische Pradisposition zur Entwicklung von CVD (Herrmann und
Paul, 2001; Cambien und Tiret, 2007).

Mit Ober 11 Millionen (minore Allelfrequenz >1%) sind ,single nucleotid
polymorphisms* (SNPs) die haufigsten Sequenzvarianten im humanen Genom
(Buckland, 2006). Die meisten SNPs sind in bisher als nicht funktionell angesehenen
Genomregionen lokalisiert und werden daher als neutrale Marker bezeichnet.
Polymorphismen in kodierenden oder regulatorischen Regionen hingegen kdnnen
die Proteinsequenz bzw. das Genexpressionslevel beeinflussen und sich somit in
phanotypischen Effekten manifestieren (Cambien und Tiret, 2007).

Aufgrund der groBen Zahl an SNPs im humanen Genom sind multiple Kombinationen
moglich. Dabei kann das simultane Auftreten von Risikoallelen mit spezifischen
Interaktionen in Form von Addition und/oder Multiplikation zu einer individuellen
Risiko-Allel-Akkumulation ~ fihren, die, zusammen mit beglnstigenden
Umweltfaktoren (Ubergewicht, Tabakkonsum, Alter, Geschlecht, etc.) und weiteren
modifizierenden Genen, die Pravalenz und Auspragung von CVD beeinflussen
(Herrmann und Paul, 2002; Cambien und Tiret, 2007). Dies macht die Erforschung
der genetischen Grundlage CVD zu einer immerwéahrenden Herausforderung.

1.1.4 Erforschung genetischer Risikofaktoren kardiovaskularer Erkrankungen

FOr die Untersuchung der genetischen Grundlage komplexer, polygenetischer
Erkrankungen wie CVD werden grob vereinfacht zwei verschiedene Anséatze verfolgt:
(1) Assoziationsstudien und (2) Kopplungsstudien. Beide Untersuchungen wiederum
kénnen in Form des (a) Kandidatengenansatzes und (b) genomweiten Ansatzes
durchgefiuhrt werden (Brand-Herrmann, 2008).
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Sowohl Assoziationsstudien als auch Kopplungsstudien nutzen genetische Marker,
die in mindestens zwei Allelen in der zu untersuchenden Population auftreten. Die
am haufigsten genutzten genetischen Marker sind SNPs. Sie erflillen die
erforderlichen Eigenschaften (l) der gleichmaBigen Verteilung Uber das Genom, um
eine Aussagekraft Gber den genetischen Einfluss aller chromosomalen Bereiche
treffen zu kdénnen und (Il) der mdglichst hohen Heterozygotierate und damit
Aussagekraft. Da das Genom in Segmente, sogenannte Haplotypblécke gegliedert
ist, die in der Regel als Einheit vererbt werden, kénnen mit Hilfe von Tag-SNPs
Aussagen Uber alle im selben Haplotypblock vererbten SNPs getroffen werden
(Abbildung 1.1.4) (Cichon et al., 2002; Hirschhorn und Daly, 2005).

Bei Assoziationsstudien wird durch Typisierung méglichst gleichmaBig Uber das
Genom bzw. in den zu untersuchenden Kandidatengenregionen verteilter
genetischer  Marker  Oberprift,  welcher  dieser  genetischen Marker
Uberdurchschnittlich haufig bei z.B. Erkrankten auftritt bzw. fehlt und so mit der
Erkrankung assoziiert ist (Fall-Kontroll-Studie). Dieser Ansatz erfordert fir eine
signifikante Aussagekraft jedoch sehr hohe Probenzahlen (mindestens n=1000 pro
Gruppe) und ist noch immer sehr kostenintensiv (Hirschhorn und Daly, 2005; Arnett
et al., 2007).

m m m Y Tag-SNP
Proband 1
? ? | SNP im Haplo-

typblock

V/\ Kﬂ_\* m % funktioneller SNP
Proband 2 »
f ? :L [ Risikolocus

Abb. 1.1.4: Schematische Darstellung genetischer Marker. Die am haufigsten genutzten
genetischen Marker sind SNPs, da sie die Eigenschaften (I) der gleichmaBigen Verteilung Gber das
Genom sowie (ll) der moglichst hohen Heterozygotierate erflllen. Dargestellt ist der putative
Ausschnitt einer genomischen Region von Proband 1 und 2 sowie die in diesem Bereich auftretenden
Tag-SNPs. Durch sie kénnen Aussagen Uber alle im selben Haplotypblock vererbten SNPs und somit
u. a. funktionellen SNPs getroffen werden. [Abbildung verandert nach Cambien und Tiret, 2007].
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Kopplungsstudien nutzen genetische Marker sowie phanotypische Daten und
Stammbaumdaten von Familien mit gesunden und erkrankten Mitgliedern, um zu
Uberprifen, welcher der Uber das Genom bzw. in den zu untersuchenden
Kandidatengenregionen verteilten Marker haufiger als es der Zufall erwarten lieBe
gemeinsam mit der Erkrankung vererbt wird und somit gekoppelt vorliegt. Dabei wird
sich auf die Annahme gestitzt, dass das krankheitsbeeinflussende Gen in raumlicher
Nahe zum genetischen Marker liegen muss (Ziegler, 2002; Hirschhorn und Daly,
2005; Arnett et al., 2007).

Kopplungsstudien wurden insbesondere erfolgreich bei der Erforschung der
genetischen Grundlage sowohl mono- als auch oligogenetischer Erkrankungen
genutzt, zeigten jedoch eine geringere Aussagekraft bei komplexen, polygenetischen
Erkrankungen. Zudem wird eine groBe Anzahl von Familien sowie deren genetische
Daten und Stammbaumdaten bendtigt (Ziegler, 2002; Hirschhorn und Daly, 2005;
Arnett et al., 2007).

Assoziations- und Kopplungsstudien kénnen sowohl in einem genomweiten Ansatz
als auch in einem Kandidatengenansatz erfolgen. Wahrend genomweite Analysen
einen hypothesenfreien Ansatz darstellen, der es ermdglicht, bisher nicht mit der
Erkrankung assoziierte Risikoloci zu identifizieren, basiert der Kandidatengenansatz
auf Kenntnissen (ber die biologische Beteiligung eines Genprodukis am
pathologischen Phanotyp oder den Ergebnissen vorheriger Kopplungs-,
Assoziations- oder Genexpressionsstudien (Brand-Herrmann, 2008).

Ist ein Risikolocus identifiziert, folgen in der Regel sehr aufwéandige funktionelle
Untersuchungen (Vischer et al., 2007; Dérdelmann et al., 2008; Hagedorn et al.,
2009). Durch Resequenzierung der identifizierten Region bei Patienten- und Kontroll-
DNA werden Varianten Uberprift, die bei einer der Gruppen Uberreprasentativ haufig
auftreten. Diese werden auf ihren funktionellen Einfluss auf z.B.
Transkriptionseffizienz, Transkriptstabilitdt oder Proteinfaltung und -aktivitat

analysiert (Brand-Herrmann, 2008).
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1.2 Kontrolle der Genexpression

Die Regulation der Expression eukaryotischer Gene erfolgt auf fiinf Kontrollebenen
(Abbildung 1.2). Die Auflockerung der Chromatinstruktur (1) ermdglicht die
Anlagerung aktivierender und reprimierender Transkriptionsfaktoren (TF) an die
regulatorischen  Regionen (2) sowie die Assemblierung der basalen
Transkriptionsmaschinerie am Core-Promotor (3) des zu transkribierenden Gens.
Durch die Rekrutierung von Co-Aktivatorproteinen bzw. —proteinkomplexen durch die
DNA-bindenden Faktoren (4) erfolgt eine Interaktion zwischen proximalen TF und der
basalen Transkriptionsmaschinerie. Dies resultiert in einer Steigerung der

transkriptionellen Aktivitat. Als Ubergeordnete Kontrollebene wirken epigenetische
Mechanismen (5).

i (1) Auflockerung der Chromatinstruktur )
(2) (1) o
(2) Anlagerung aktivieruender und
PN LY e -1 el LUV NS NN Y Pt H%\/«w“ reprimierender TF
'_L"'I" ": : 3

,ﬁj for &{2 m (3) Assemblierung der basalen
,é\‘ B Transkriptionsmaschninerie
>
‘2 (4) Rekrutierung von Co-
5 Aktivatorprotein(komplexen)
J (3) k. J
7 =n- < nf RNA
"’.? \/ T {TAFs \"/Polymerase I

% ‘

L, Activator L : Core Complex

1 a2l Pl \ b Fag
% \ A% f 'rsp » 4
3 g; ' " uB alig
[+ 5 s_/ - \ &
L F W RN L A NN OIS NN PN A
(1) (2) TATA Im DPE

Abb. 1.2 Kontrollebenen der eukaryotischen Genexpression. Durch Auflockerung der
Chromatinstruktur (1) werden zum einen regulatorische Regionen zugénglich fur aktvierende und
reprimierende TF (2), zum kann nun die Assemblierung der basalen Transkriptionsmaschinerie am
Core-Promotor (3) erfolgen. Die volle transkriptionelle Aktivitat wird jedoch erst durch die Rekrutierung
von Co-Faktor(komplexen) und der daraus resultierenden Interaktion proximaler Promotorbereiche mit
der basalen Transkriptionsmaschinerie (4) erreicht. [Abbildung verédnder nach R. Tjian, Hompage des
Howard Hughes Medical Institute].
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1.2.1 Assemblierung der basalen Transkriptionsmaschinerie

Fir die Initiation der Transkription ist die Bildung eines Pra-Initiationskomplexes im
Bereich der Transkriptionsstartstelle (TSS) erforderlich. Er ist aufgebaut aus den
generellen Transkriptionsfaktoren TFIIB, -D, -E, -F und -H sowie der RNA-

Polymerase Il und ermdglicht letzterer die Anlagerung an den Core-Promotor.

1.2.1.1 Core-Promotor

Als Core-Promotor wird die Region etwa 40 Nukleotide stromaufwarts sowie
stromabwérts der TSS bezeichnet (Kadonaga, 2002). Sie dient als
Assemblierungsstelle der basalen Transkriptionsmaschinerie und definiert den
Startpunkt und die Richtung der Transkription. Untereinheiten der basalen
Transkriptionsmaschinerie, insbesondere solche des generellen Transkriptionsfaktors
TFIID, interagieren mit cis-regulatorischen Sequenzmotiven dieser Region, den Core-
Promotor-Elementen. Zu ihnen gehdren u.a. TATA-Boxen, Initiator-Elemente (Inr-
Elemente), ,downstream promoter elements® (DPEs) und ,TFIIB recognition
elements® (BREs). Im Unterschied zu cis-regulatorischen Elementen des proximalen
Promotors haben einige Core-Promotor-Elemente, wie das DPE, eine genau
festgelegte Position im Bezug zur TSS, und eine Abweichung dieser Position um nur
ein Nukleotid resultiert in einer starken Veranderung der Transkriptionsaktivitat
(Smale und Kadonage, 2003; Maston et al., 2006; Sandelin et al., 2007).

Der Core-Promotor stellt eine dynamische Komponente der Transkriptionsregulation
dar. Folglich unterscheiden sich Gene in der Art und Kombination ihrer Core-
Promotor-Elemente. TATA-Boxen sind beispielsweise nur in ca. 10-20%, Inr-
Elemente nur in etwa der Halfte der humanen proteinkodierenden Gene vertreten.
Zudem besitzen einige Core-Promotoren keine bekannten Elemente (Juven-Gershon
et al., 2008).
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1.2.1.2 TATA-Box

Durch Goldberg 1979 beschrieben, ist die TATA-Box das erste identifizierte Core-
Promotor-Element. Sie besitzt die Konsensus-Sequenz 5'-TATAAA-3', jedoch kénnen
auch zahlreiche andere A/T-reiche Regionen als TATA-Box fungieren. Nach dem
gangigen Konzept leitet die TATA-Box sequenzspezifisch die generellen TF an die
bevorzugte Stelle der Transkriptionsinitiation. Lokalisiert ist sie bei Saugern in der
Regel an Position -30 bp bis -25 bp bezogen auf die TSS. Die Veranderung ihrer
Position kann zur Verschiebung der TSS fluhren. Fir eine préazise
Transkriptionsinitiation ist neben der TATA-Box zudem ein Inr-Element erforderlich.
Gebunden wird die TATA-Box durch das ,TATA-Box bindende Protein“ (TBP) des
TFIID (Butler und Kadonaga, 2002; Smale und Kadonaga, 2003; Sandelin et al.,
2007).

TATA-Boxen nehmen nur geringen Einfluss auf die Richtung der Transkription. Diese
wird hauptsachlich durch die relative Position von Transkriptionsfaktorbindestellen
(TFBS) des proximalen Promotors, der TATA-Box und anderen Core-Promotor-
Elementen bestimmt (Smale und Kadonaga, 2003).

Core-Promotoren kdnnen zwei differentiell genutzte TATA-Boxen besitzen. Haufig
weist eine der TATA-Boxen eine kanonische, die andere eine nicht kanonische
Sequenz auf. Die differentielle Nutzung erfolgt in der Regel durch spezifische
Enhancer, die unterschiedliche ,TBP-assoziierte Faktoren® (TAFs) des TFIID

rekrutieren (Butler und Kadonaga, 2002).

1.2.1.3 Aufbau des Pra-Initiationskomplexes

In vitro wird der Aufbau des Pra-Initiationskomplexes eingeleitet durch den Faktor
TFIID, ein aus dem TBP und verschiedenen TAFs bestehender Komplex (Abbildung
1.2.1.3). Dieser erkennt und bindet Core-Promotor-Elemente wie die TATA-Box. Die
Bindung von TFIID wird durch die Anlagerung von TFIIB stabilisiert. Geleitet durch
den Faktor TFIIF tritt die RNA-Polymerase Il dem Komplex bei, gefolgt durch den
Faktor TFIIE, der die Bindung von TFIIH unterstitzt. TFIIH besitzt eine Helikase-
sowie Kinase-Funktion. Die Helikase-Funktion 6ffnet die doppelstrangige DNA im
Bereich der TSS, die Kinase-Funktion phosphoryliert die carboxyterminale Doméane
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Abb. 1.2.1.3: Assemblierung der
basalen Transkriptionsmaschinerie in
vitro. Der generelle Transkriptionsfaktor
TFIID erkennt und bindet, stabilisiert durch
den Faktor TFIIB, das TATA-Box Motiv.
Geleitet durch den Faktor TFIIF tritt die
RNA-Polymerase Il dem Komplex bei. Es
folgt der Faktor TFIIE, der die Anlagerung
von TFIIH unterstiitzt. TFIIH besitzt sowohl
eine DNA-Helikase-Funktion, die die
doppelstédngige DNA im Bereich der TSS
Offnet, als auch eine Kinase-Funktion, die
den carboxyterminalen Schwanz der RNA-

Polymerase Il phosphoryliert.  Dies
ermdglicht die Freisetzung der RNA-
Polymerase Il aus dem Pra-

Initiationskomplex sowie den Start der
Transkription.

der RNA-Polymerase |l und ermdéglicht ihr so die Freisetzung aus dem Pra-
Initiationskomplex sowie den Start der Transkription (Orphanides et al., 1996;
Kornberg, 2007).

In vivo liegt die RNA-Polymerase Il beladen mit den generellen
Transkriptionsfaktoren TFIIB, -E, -F und -H vor und interagiert als Holoenzym mit

dem am Core-Promotor angelagertem Faktor TFIID (Orphanides et al., 1996).

1.2.2 Anlagerung der TF an den proximalen Promotor und Rekrutierung von

Co-Aktivatoren

Der Komplex aus RNA-Polymerase Il und den generellen TF ermdglicht lediglich eine
basale Transkription. Erst durch die Interaktion von Aktivatoren und Co-Aktivatoren
des proximalen Promotors sowie von Enhancern mit der basalen

Transkriptionsmaschinerie erfolgt eine Steigerung und Regulation der Transkription.
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1.2.2.1 Proximaler Promotor

Als proximaler Promotor wird die Region direkt stromaufwarts des Core-Promotors
bezeichnet. Sie erstreckt sich in etwa von Position -40 bp bis -250 bp bezogen auf
die TSS (Kadonaga, 2002). Im Bereich des proximalen Promotors befinden sich
Cluster von TFBS, die durch sowohl aktivierende als auch reprimierende
sequenzspezifische TF erkannt und gebunden werden und so zu funktionellen
Bindestellen werden. Die DNA-bindenden TF sowie durch sie rekrutierte Co-Faktoren
nehmen durch die Interaktion mit dem Pra-Initiationskomplex bzw. durch
Veranderung der Chromatinstruktur Einfluss auf die transkriptionelle Aktivitat. Dabei
kébnnen DNA-bindende TF mit zahlreichen anderen TF und Co-Faktoren
wechselwirken. Die zu einem gegebenen Zeitpunkt verfligbaren Kombinationen an
TF, deren Interaktion untereinander, mit Co-Faktoren sowie der basalen
Transkriptionsmaschinerie bestimmen, in welcher Frequenz und somit Starke die

Transkription initiiert wird (Kadonaga, 2004; Maston et al., 2006).

1.2.2.2 Enhancer, Silencer und Insulatoren

Enhancer sind entfernungs- und orientierungsunabhéangige, eigenstandige Module,
die in der Regel Cluster von TFBS flr Aktivatorproteine enthalten. Sie liegen mitunter
einige 100 kb von der TSS entfernt, kébnnen jedoch auch in Introns lokalisiert sein.
Enhancer kénnen mehrere Gene beeinflussen, ein Gen kann jedoch auch durch
mehrere Enhancer reguliert werden. Sie kontrollieren haufig transkriptionelle
Ereignisse im raumlichen und zeitlichen Zusammenhang. Silencer ahneln in ihren
Eigenschaften Enhancern, wirken jedoch reprimierend auf transkriptionelle
Ereignisse. Insulatoren hingegen stellen Grenzmodule dar, die chromosomale
Regionen in Abschnitte voneinander unabhangiger Transkriptionsaktivitat gliedern.
Indem sie Enhancer-Promotor-Kommunikationen blockieren bzw. die Ausbreitung
reprimierender Chromatinformen verhindern, schiitzen sie Gene vor der
Beeinflussung durch die Transkriptionsaktivitat benachbarter Gene. Insulatoren Uben
ihre  Funktion in Abhangigkeit ihrer Funktion, jedoch unabhangig von ihrer

Orientierung aus (Maston et al., 2006).
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1.2.3 Epigenetische Mechanismen

Unter dem Begriff der Epigenetik werden vererbbare Veranderungen
zusammengefasst, die nicht allein auf die DNA-Sequenz zuriickzuflhren sind. Zu
den bedeutendsten epigenetischen Prozessen zahlen Histonmodifikationen und
DNA-Methylierungen. Da Histonmodifikationen und DNA-Methylierungen sich
gegenseitig bedingen, hat eine Zelle zu einem gegebenen Entwicklungszeitpunkt ein
unverwechselbares Histon- und DNA-Methylierungsprofil. Dieses unterliegt jedoch
wahrend der Entwicklung und Differenzierung einer standigen Veranderung (lkegami
et al., 2009; Whitehead et al., 2009; Kim et al., 2009).

1.2.3.1 Histonmodifikationen

Die genomische DNA eukaryotischer Zellen liegt zu einem GroBteil als
transkriptionsinaktives Chromatin vor. In diesem Zustand windet sich ein DNA-
Bereich von 147 bp um die jeweils in zweifacher Kopie vorliegenden Histone H2A,
H2B, H3 und H4 und bildet zusammen mit dem diesen Komplex aufliegenden Histon
H1 die Chromatinuntereinheit des Nukleosoms. Nukleosomen stellen generelle
Repressoren transkriptioneller Ereignisse dar (Kim et al., 2009).

Die Acetylierung von Lysinresten im N-terminalen Bereich der Histone fihrt zu einer
Konformationsanderung des Histonkomplexes und in der Folge zu einer
Auflockerung der Chromatinstruktur, so dass die DNA flr regulatorische Proteine
zuganglich wird. Es sind zahlreiche TF und Co-Faktoren bekannt, die eine
Histonacetyltransferase- bzw. eine Histondeacetylaseaktivitat aufweisen (Orphanides
und Reinberg, 2002; lkegami et al., 2009).

1.2.3.2 DNA-Methylierung

DNA-Methylierungen sind die einzigen bekannten chemischen Veranderungen
genomischer DNA von Saugetieren. Durch DNA-Methyltransferasen werden
Methylreste auf das C5-Atom der Cytosinbase eines CpG-Dinukleotids Gbertragen.
Methylierte DNA-Regionen sind transkriptionell inaktiv (Kim et al., 2009; lkegami et
al., 2009).
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In humanen Zellen liegen 70-80% der CpG-Dinukleotide methyliert vor. Ausnahmen
bilden CpG-Inseln: genomische Regionen von mind. 200 bp Lange, einem CG-Anteil
von mind. 50% sowie einem ,beobachteten/erwarteten CG-Verhéltnis von mehr als
60%. CpG-Inseln Uberlappen mit 50-60% der Promotorregionen humaner Gene. Ein
Teil der CpG-Inseln ist gewebs- und entwicklungsspezifisch methyliert (Kim et al.,
2009).

1.2.4 Alternative Promotoren

Die gewebs- und differenzierungsspezifische Genexpressionskontrolle wird in etwa
30-50% der humanen Gene durch alternative Promotoren moduliert. Sie sind in der
Regel im Tandem angeordnet oder in Introns lokalisiert. Indem alternative
Promotoren die Bildung verschiedener mRNA-Isoformen sowie eine gewebs-
und/oder entwicklungsspezifische Transkription ermdglichen, tragen sie zur
Komplexitat des humanen Genoms bei (Davuluri et al., 2008).

Die Nutzung der verschiedenen alternativen Promotoren eines Gens wird vermutlich
durch eine unterschiedliche Core-Promotorstruktur, unterschiedliche regulatorische
Elemente im proximalen Promotorbereich bzw. durch die Chromatinstruktur, durch
differentielle DNA-Methylierung und Histonmodifikation vermittelt (Ayoubi und Van De
Ven, 1996; Sandelin et al., 2007; Davuluri et al., 2008).

1.2.4.1 Bidirektionale Promotoren

Bidirektionale Promotoren stellen eine Sonderform alternativer Promotoren dar. Sie
regulieren Genpaare, die durch die gegenuberliegenden Strange der DNA kodiert
werden und somit eine divergente Orientierung aufweisen.

Etwa 11% der humanen Gene weisen eine divergente Orientierung mit < 1kb
zwischen ihren TSS auf. Die Expression des weitaus groBten Anteils (etwa 90%)
dieser Genpaare ist positiv reguliert, nur selten schliet die Expression des einen
Gens die des anderen Gens aus. Trinklein et al. konnten zeigen, dass die Richtung,
in der die Transkription von bidirektionalen Promotoren erfolgt, zu einem bestimmten

Grad zelltypspezifisch reguliert wird (Trinklein et al., 2004).
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1.3 RhoA und TCTA: ein divergentes Genpaar

1.3.1 Kleine GTPasen

Die Ras-Superfamilie der kleinen Guaninnukleotid-bindenden Proteine (kleine
GTPasen) besitzt tGber 100 Mitglieder, die in eukaryotischen Zellen eine wichtige
Funktion als Signaltransduktionsmolekile Gbernehmen. Aufgrund ihrer Funktion und
strukturellen Ahnlichkeiten werden sie in die finf Unterfamilien (1) Ras,
(2) Rho/Rac/Cdc42, (3) Arf/Sar1, (4) Rab und (5) Ran unterteilt. Da kleine GTPasen
aus nur einer Untereinheit bestehen, unterscheiden sie sich von den aus drei
Untereinheiten aufgebauten heterotrimeren G-Proteinen. Dabei weist die
a-Untereinheit der heterotrimeren G-Proteine die héchste Homologie zu den kleinen
GTPasen auf (Brown et al., 2006).

1.3.1.1 Rho GTPasen

Die Mitglieder der Unterfamilie der Rho GTPasen sind charakterisiert durch den
Besitz der sogenannten Rho-Insertionsdoméne, einer aus 13 Aminosduren
aufgebauten a-Helix. Insgesamt sind 25 humane Rho GTPasen bekannt, die durch
22 Gene kodiert werden. Sie beeinflussen das Aktinzytoskelett der Zelle und nehmen
so Einfluss auf die Regulation der Zellproliferation, -adhasion und -polaritat, sind
jedoch auch beteiligt an der Kontraktion glatter Muskelzellen, der Aktivitdt von
lonenkanédlen, der Permeabilitit des Endothels sowie der Regulation von
Transkriptionsfaktoren (Hakoshima et al., 2003; Wennerberg und Der, 2004; Brown
et al., 2006).

Rho GTPasen sind zeitlich und rdumlich streng kontrollierte molekulare Schalter.
Indem sie zwischen einem inaktiven GDP-gebundenen und einem aktiven GTP-
gebundenen Konformationszustand wechseln, leiten sie Signale von der
Zellmembran in die Zelle weiter und stellen so den regulierenden und zeitgebenden
Faktor zahlreicher Signaltransduktionswege dar. Der Wechsel zwischen der GDP-
und GTP-gebundenen Konformation wird kontrolliert und reguliert durch drei
Gruppen von Proteinen (Abbildung 1.3.1.1).

»auanin-nucleotide exchange factors* (GEFs) férdern den Austausch von GDP zu
GTP und Uberfihren Rho-Proteine in einen aktiven, membranstandigen Zustand.
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.G TPase-activating proteins* (GAPs) hingegen férdern die intrinsische GTPase-
Funktion der Rho-Proteine, tragen so zur Hydrolyse des GTP und in der Folge zur
Inaktivierung der kleinen GTPasen bei. Die dritte Gruppe regulatorischer Proteine,
die ,GDP dissociation inhibitors“ (GDIs) verhindern durch ihre Bindung an die Rho-
Proteine die Dissoziation des GDP bzw. die Hydrolyse des GTP und halten die
GTPasen so in einer inaktiven cytoslischen Form. Ein GroBteil der Rho GTPasen
liegt durch GDIs gebunden im Cytosol der Zelle vor (Wennerberg und Der, 2004;
Brown et al., 2006).

In ihrer aktiven Form kénnen Rho GTPasen mit Effektorproteinen, insbesondere
ROCKI und ROCKII interagieren, diese aktivieren und so zu einer Zellantwort
beitragen.

extrazellularer Stimulus \'N

PM
Cytosol

Rho-GDP

> RIZEID>  Efktor
( W

Zellantwort
lcpi)

Rho-GDP

Abb. 1.3.1.1: Regulation der Rho GTPasen. Die kleinen GTPasen der Rho Unterfamilie wechseln
zwischen einem inaktiven = GDP-gebundenen und einem aktiven GTP-gebundenen
Konformationszustand. In der aktiven GTP-gebundenen Form interagieren sie mit Effektorproteinen
und tragen so zu einer Zellantwort bei. Reguliert wird der Wechsel zwischen der aktiven und inaktiven
Konformation durch drei Gruppen regulatorischer Proteinen: (1) GEFs férdern den Austausch von
GDP zu GTP und Uberflihren Rho-Proteine in einen aktiven Zustand, (2) GAPs férdern die intrinsische
GTPase-Funktion der Rho-Proteine und tragen so zur Inaktivierung der kleinen GTPasen bei, (3) GDIs
binden an Rho-Proteine und halten diese so in einer inaktiven cytosolischen Konformation. 7TMR: 7
Transmembrandomanenrezeptor. [Abbildung verdndert nach Etienne-Mannebille und Hall, 2002].
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1.3.1.2 Aufbau und posttranslationale Modifikation von Rho GTPasen

Die einzelnen Rho-Proteine &hneln sich stark in ihrem Aufbau und ihrer Struktur. Sie
besitzen in der Regel eine GTPase-Doméane und eine kurze N-terminale Erweiterung.
An ihrem C-Terminus enden sie mit dem Sequenzmotiv CAAX, wobei das C einen
Cysteinrest, A eine aliphatische und X eine beliebige Aminosaure (AS) darstellt. Das
CAAX-Tetrapeptid wird posttranslational in einem dreistufigen Prozess modifiziert.
Hierbei wird zunachst der Cysteinrest durch die kovalente Bindung von Farnesyl bzw.
Geranylgeranyl isoprenyliert, anschlieBend das AAX-Peptid durch eine Endoprotease
entfernt und letztlich eine Methylgruppe an den nun freien Cysteinrest angehangen.
Die C-terminale Modifikation durch die kovalente Bindung eines hydrophoben
Isoprenrestes ist essentiell flr die Funktion der kleinen GTPasen, da Uber sie die
Assoziation an Membranen erfolgt. Ein Cluster polybasischer AS, welches die
Assoziation mit Sduren Membran-assoziierter Lipide erleichtert sowie ein bis zwei
konservierte Cysteinreste, die durch Palmitat modifiziert werden kdnnen, stellen
weitere Sequenzmotive dar, die jedoch nicht allen Rho GTPasen gemeinsam sind.
(Wennerberg und Der, 2004; Roberts et al.,2008).

Die einzelnen Rho-Proteine unterscheiden sich, trotz ihrer sehr ahnlichen Struktur,
insbesondere in den letzen 15 AS, die vermutlich fir ihre unterschiedliche Funktion
und Lokalisation verantwortlich sind (Wennerberg und Der, 2004).

1.3.2 RhoA - Gen und Protein

Das humane RhoA-Gen wurde zum ersten Mal 1985 durch Madaule und Axel
beschrieben (Madaule und Axel, 1985). 1990 lokalisierten Cannizzaro et al. RhoA
durch in situ-Hybridisierung auf Chromosom 3p21 (Cannizzaro et al., 1990).
Aufgebaut ist das Gen aus 5 Exons und 4 Introns, die sich Uber einen Bereich von
ca. 54 kb erstrecken. Das erste Exon kodiert lediglich fUr die 5'-untranslatierte Region
(5'-UTR) und ist vom zweiten Exon durch das gr6Bte, etwa 36 kb Uberspannende
Intron getrennt. Der gesamte Genbereich einschlieBlich der 5'-regulatorischen
Region ist evolutionar stark konserviert. Das RhoA-Gen kodiert fir ein ubiquitar
exprimiertes Protein von 193 AS. Transkript- und Proteinlevel in humanen Zellen sind
stabil, so dass eine strikte Kontrolle der RhoA-Expression angenommen werden
muss (Ridley, 1997; Wennerberg und Der, 2004).
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Das RhoA-Protein ist in seiner aktiven Form an die Plasmamembran der Zelle
gebunden. Der gréBte Anteil der RhoA-Proteine, etwa 90-95%, liegt in inaktiver, GDI-
gebundener Form im Cytoplasma vor (Ellerbroek et al., 2003).

Wie nahezu alle Rho GTPasen durchlauft das RhoA-Protein eine posttranslationale
Modifikation durch Geranylgeranylisierung des viertletzten Cysteins, enzymatische
Abspaltung des AAX-Motivs sowie Methylierung des isoprenylierten Cysteins.
Backlund zeigte, dass eine fehlende Methylierung die Stabilitdt des RhoA-Proteins
beeintrachtigt und seine Halbwertszeit von 31 h auf 12 h reduziert (Backlund, 1997).
Das RhoA-Protein kann zudem durch die Proteinkinase A (PKA) sowie die
Proteinkinase G (PKG) reversibel am Serin188 phosphoryliert werden. Dies férdert
die Bindung an GDIs sowie die Extraktion aktiven RhoAs durch GDls von der
Plasmamembran der Zelle. Auf diese Weise fuhrt die Phosphorylierung zur
Inaktivierung von RhoA, schitzt es jedoch gleichzeitig vor dem Abbau durch das
Proteasom. Die Phosphorylierung des RhoA-Proteins stellt so vermutlich eine weitere
Regulationsebene dar (Forget et al., 2002; Ellerbroek et al., 2003; Rolli-Derkinderen
et al., 2005).

RhoA-Proteine besitzen zudem ein Cluster polybasischer AS, das ahnlich dem
Geranylgeranyl-Rest einer verbesserten Assoziation mit der Plasmamembran dient.

1.3.2.1 RhoA und TCTA

Das auf dem (-)-Strang des Chromosoms 3p21 lokalisierte RhoA-Gen liegt in sehr
enger Nachbarschaft zu dem auf dem (+)-Strang desselben Chromosoms
lokalisierten TCTA-Gen (T-cell leukemia translocation-associated gene). Folglich
weisen beide Gene, wie etwa 11% aller humanen Gene (Trinklein et al., 2004), eine
divergente Orientierung auf. Die divergente Anordnung von RhoA und TCTA wurde
jedoch bisher in der Literatur nicht beschrieben.

Das TCTA-Gen ist aufgebaut aus 3 Exons und 2 Introns und kodiert fir ein
potentielles Protein von 103 AS. Die Proteinsequenz besitzt einen an hydrophoben
AS reichen Abschnitt, der fir Membranproteine charakteristisch ist (Aplan et al.,
1995).

Ebenso wie RhoA-mRNA wird TCTA-mRNA ubiquitdr exprimiert. Die hochsten
TCTA-mRNA-Level sind dabei in adulten Nieren zu beobachten. In einigen
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Subklonen einer ,small cell lung cancer” (SCLC)-Zelllinie scheint TCTA nur in einer
Kopie im Genom vorzuliegen (Aplan et al., 1995).

1.3.3 RhoA und Atherosklerose

Die kleine GTPase RhoA ist aufgrund ihrer Funktion als molekularer Schalter und
Regulator des Aktinzytoskeletts an vielen Prozessen eukaryotischer Zellen beteiligt.
Insbesondere durch ihren Einfluss auf vaskuldre glatte Muskelzellen und
Endothelzellen tragt sie zur Entwicklung und Progression von Atherosklerose bei.

Die Dysfunktion des arteriellen Endothels stellt den ersten Schritt der Bildung einer
atherosklerotischen Lasion dar. Die erhdhte Permeabilitdt ermdglicht das Eindringen
von Blutbestandteilen wie LDL und die darauf folgende Adhé&sion und Migration von
Monozyten in den subendothelialen Raum. Wojciak-Stothard et al. zeigten in vitro,
dass die vaskulare Permeabilitdt nach Stimulation mit Histamin und Thrombin durch
den RhoA-abhangigen Abbau von  tight junctions® und interzellularen
Adhasionsmolekilen erhdht wird (Wéjciak-Stothard et al., 2001). Dieser Prozess wird
durch eine RhoA/ROCK-vermittelte Migration von Endothelzellen verstarkt (Loirand
et al., 2006). Zudem fUhrt die Aktivierung von RhoA zu einer flr die Adasion von
Monozyten an Endothelzellen notwendigen Reorganisation von VCAM-1, ICAM-1
und E-Selektin sowie zur NF-kB-abhangigen Hochregulation der ICAM-1 Expression
(Wojciak-Stothard et al., 1999; Bolick et al., 2005). Die Adh&sion von Monozyten
wiederum fuhrt zu einer verstarkten Aktivierung von RhoA und in der Folge zu einer
Hochregulation der ,Tissue Factor‘-Expression (Ishibashi et al.,, 2003). ,Tissue
Factor” ist ein Initiator der Blutgerinnung und tragt damit nach der Ruptur eines
Plaques zur Thrombusbildung bei.

Der Einfluss des RhoA/ROCK-Signalwegs auf die Kontraktion vaskularer glatter
Muskelzellen wurde Ende der 1990er Jahre beschrieben. Die durch RhoA aktivierte
Rho-Kinase ROCK phosphoryliert und inhibiert zum einen die Myosin-Phosphatase,
zum anderen den ,Myosin-Light-Chain® (MLC), in dessen Folge es zur Zellkontraktion
kommt (Noda et al., 1995; Kazushi et al., 1996; Kureishi et al., 1997). Dies fuhrt zur
Erhéhung des vaskularen Widerstands und kann zur Entwicklung von Hypertonie
beitragen. Seko et al. konnten zeigen, dass Stimuli wie Angiotensin Il und
Endothelin-1  durch  die  Aktivierung des RhoA/ROCK-Signalwegs  zur

Phosphorylierung der Myosin-Phosphatase in vaskularen glatten Muskelzellen fUhrt
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(Seko et al., 2003). Hypertensive Ratten weisen zudem eine erhdéhte Aktivitat von
RhoA in vaskularen glatten Muskelzellen auf, und eine Behandlung mit Y-27632,
einem Inhibitor des RhoA-Effektors ROCK, konnte die Hypertonie korrigieren (Uehata
et al.,, 1997; Moriki et al., 2004). Es wird jedoch diskutiert, ob die erhéhte RhoA-
Aktivitat Ursache oder Folge der Hypertonie ist. Numaguchi et al. zeigten, dass
mechanische Dehnung zu einer Translokation von RhoA aus dem Cytosol an die
Plasmamembran flhrt (Numaguchi et al., 1999). Dem widersprechen Ergebnisse von
Seasholtz et al., die darauf hindeuten, dass kultivierte vaskulare glatte Muskelzellen
hypertensiver Ratten ebenfalls eine erhdhte RhoA-Aktivitat aufweisen (Seasholtz et
al.,, 2001). Ein anderer Ansatz wurde von Ito et al. gewahlt. Sie untersuchten die
Aktivitdt des RhoA/ROCK-Signalwegs im Nucleus Tractus solitarii des Stammhirns
hypertensiver und normotensiver Ratten, und zeigten, dass er bei beiden
Tiermodellen den Blutdruck Uber das sympatische Nervensystem reguliert. Hierbei
fihrt eine Inhibierung von ROCK durch Y-27632 in hypertensiven Ratten zu einer
starkeren Senkung des Blutdrucks im Vergleich zu normotensiven Ratten (lto et al.,
2003).

Neben dem Einfluss auf Endothelzellen und vaskulare glatte Muskelzellen ist der
RhoA/ROCK-Signalweg an der Regulation verschiedener Transkripitonsfaktoren
beteiligt. So kontrolliert er u.a. die subzellulare Lokalisation von NF-kB, ,serum
response factor” (SRF) und ,myocardin-related transcription factor* (MRTF)-A und-B,
die zur Expression von Cytokinen und Adhasionsmolekiilen bzw. Differenzierung von
glatten Muskelzellen beitragen (Liu et al., 2003; Cui et al., 2006; Hinson et al., 2006).
Ein Einfluss des RhoA/ROCK-Signalwegs auf die Entstehung von Atherosklerose
konnte zudem indirekt durch den positiven, extrahepatischen Effekt von Statinen
gezeigt werden. Statine inhibieren die HMG-CoA-Reduktase und somit u. a. die
Bildung von Geranylgeranylpyrophosphat, einen fir die Membranassoziation von
RhoA notwendigen Isoprenrest. Dies flhrt zu einer Steigerung der endothelialen NO-
Synthese, einer Abnahme der Proliferation und Kontraktion vaskularer glatter
Muskelzellen sowie einer verringerten Cytokinbildung (Laufs und Liao, 2000; Laufs
und Adam, 2008). Zudem konnten Nohria et al. zeigen, dass die zur Medikation
verwendeten Statinmengen den RhoA/ROCK-Signalweg inhibieren kénnen (Nohria
et al., 2009).

In jingerer Zeit wurde in einer genomweiten Assoziationsstudie der RhoA-Locus auf
Chromosom 3p21 mit der durchschnittlichen BlutplattchengrdéBe assoziiert (Meisinger
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et al., 2009). Zudem zeigten Jarinova et al., dass eine genetische Variante in einer
regulatorischen Region der zuvor als Risikolocus flr kardiovaskulare Erkrankungen
identifizierten 9p21.3 Region die Expression einer ncRNA Variante beeinflusst. Diese
scheint regulatorisch auf die Expression des GEFs Kairin einzuwirken (Jarinova et
al., 2009). Ob Kairin jedoch mit RhoA interagiert, ist ungeklart.
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1.4 Ziel der Arbeit

Die kleine GTPase RhoA nimmt Uber seine Effektorproteine Einfluss auf zahlreiche
Signalwege, die zur Entstehung und Progression atherosklerotischer Prozesse
beitragen konnen. Folglich stellt RhoA ein Kandidatengen fir kardiovaskulare
Erkrankungen dar. In der Vergangenheit konnte bereits mehrfach gezeigt werden,
dass genetische Varianten die transkriptionelle Kontrolle kardiovaskularer
Kandidatengene beeinflussen und somit mdglicherweise zur Pradisposition von Herz-
Kreislauferkrankungen beitragen (Dérdelmann et al., 2008; Hagedorn et al., 2009;
Telgmann et al., 2009; Schmidt-Petersen et al., 2009).

Obwohl RhoA auf Proteinebene sehr gut beschrieben ist, ist die Literaturlage zur
Genstruktur sowie zur transkriptionellen Kontrolle dieser kleinen GTPase begrenzt.
So wurde die divergente Anordnung des RhoA- und TCTA-Gens bisher nicht
aufgegriffen. Da eine solche Genorganisation durch die Nutzung des kodierenden
Bereichs als regulatorische Region des jeweils anderen Gens eine alternierende
Expression beider Genpaare erwarten lasst, soll zunachst Gberprift werden, ob eine
synchrone/parallele Expression von RhoA und TCTA erfolgt. Des Weiteren sollen
durch Transfektionsassays mit Promotordeletionskonstrukten transkriptionell aktive
Bereiche der 5'-flankierenden Regionen sowohl des RhoA- als auch des TCTA-Gens
identifiziert werden. Dies eréffnet zudem die Mdglichkeit der Analyse sowohl des
bidirektionalen Charakters der von beiden Genen eingerahmten Promotorregion, als
auch die Eingrenzung cis-regulatorischer Bereiche. In einem weiteren Schritt soll die
5'-flankierende Region sowohl des RhoA- als auch des TCTA-Gens auf das
Vorhandensein von CpG-Inseln untersucht werden. Da CpG-Inseln wichtige
Regionen fir epigenetische Ereignisse darstellen, die wiederum Einfluss auf die
Kontrolle der Genregulation nehmen, sollen mégliche CpG-Inseln in der 5'-
flankierenden Region von RhoA und TCTA auf ihren Methylierungsstatus untersucht

werden.

Bisher sind keine Untersuchungen zum Einfluss genetischer Varianten auf die
transkriptionelle Kontrolle von divergent orientieten Genen beschrieben. Daher
sollen die 5'-flankierenden Regionen des RhoA- und TCTA-Gens von Patienten der
MolProMD-Studie durch Amplifikation und Resequenzierung auf SNPs analysiert
werden. Mogliche genetische Varianten in der gemeinsam genutzten, von beiden

Genen eingerahmten Promotorregion sollen anschlieBend durch Reportergenassays
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auf ihren Einfluss untersucht werden, den sie auf die transkriptionelle Kontrolle beider
Gene haben. Eine mégliche, durch genetische Varianten verursachte Anderung von
TFBS soll sowohl durch in silico Vorhersagen mit Hilfe des netzbasierten Programms
AliBaba2.1 sowie der diesem Programm zugrunde liegenden Datenbank
TRANSFAC7.0, als auch durch DNA-Protein-Interaktionsstudien mit Hilfe von
.Electrophoretic Mobility Shift Assay“- (EMSA) Analysen untersucht werden.

30



Material

2. Material

2.1 Chemikalien

Acrylamid-Bisacrylamid Fertigldsung 30% [37,5:1] (Merck, Hamburg); Agar [Bacto™]
(BD Bioscience, Heidelberg); LE Agarose (Biozym Scientific, Oldendorf); Ampicillin
Natriumsalz (Sigma-Aldrich, Steinheim); APS [Ammoniumpersulfat] (Sigma-Aldrich,
Steinheim); Betain (Sigma-Aldrich, Steinheim); Borsaure (Merck, Hamburg); 8-Brom-
cAMP (BioLog, Bremen); Chloroform/Trichlormethan (Roth, Karlsruhe); Cobalt (ll)-
chlorid (Roche, Basel, Schweiz); DMSO [Dimethylsulfoxid] (Merck, Hamburg); DTT
[1,4-Dithiolthreitol] (Roth, Karlsruhe); EDTA Dinatriumsalz
[Ethylendiamintetraessigsdure] (BDH  Biochemical, Doha, Katar); EGTA
[Ethylendioxy-bis-(ethylennitrilo)-tetraessigsaure (Sigma-Aldrich, Steinheim); Eisessig
(Roth, Karlsruhe); Ethanol (Merck, Hamburg); Ethidiumbromid [1% L&sung in
Wasser] (Merck, Hamburg); Ficoll 400 (BDH Biochemical, Doha, Katar); L-Glutamin
(Sigma-Aldrich, Steinheim); Glycerin (Roth, Karlsruhe); Hefeextrakt [Bacto™] (BD
Bioscience, Heidelberg); HEPES [2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl-
ethansulfonsaure] (Roth, Karlsruhe); Isoamylalkohol (Roth, Karlsruhe); Isopropanol
[2-Propanol] (Merck, Hamburg); Kaliumacetat (AppliChem, Darmstadt); Kaliumchlorid
(Roth, Karlsruhe); Luciferase Assay Substrat (Promega, Mannheim); Lysis-Puffer
(Promega, Mannheim);  Magnesiumchlorid-Hexahydrat ~ (Roth,  Karlsruhe);
Magnesiumsulfat Heptahydrat (Fluka Chemie, Buchs, Schweiz), MOPS [3-(N-
Morpholino)-propansulfonsaure] (Sigma-Aldrich, Steinheim); Nanofektin (PAA,
Coélbe); Natriumacetat (Merck, Hamburg); Natriumchlorid (Merck, Hamburg);
Natriummolybdat (Sigma-Aldrich, Steinheim); dNTPs [dATP, dCTP, dGTP, dTTP]
(Fermentas, St. Leon-Rot); PBS [Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline] (Sigma-
Aldrich, Steinheim); Penicillin-Streptomycin-Solution (Sigma-Aldrich, Steinheim);
Phorbo-12-myristat-13-acetat (PMA; Sigma-Aldrich, Steinheim); poly dA«dT (USB
Corporation Cleveland, Ohio USA); poly dl«dC (USB Corporation Cleveland); Primer
(IBA, Géttingen; Invitrogen, Karlsruhe); PVDF-Membran [Immobilon-P Transfer
Membran] (Milipore, Schwalbach/Ts); Rubidiumchlorid (Alfa Aesar, Karlsruhe),
Spectinomycin Dihydrochlorid Pentahydrat (Sigma-Aldrich, Steinheim); Spermidin
(Roth, Karlsruhe); TEMED [N,N,N',N',-Tetrametrylendiamin] (Roth, Karlsruhe); TRIS
[Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan] (Merck, Hamburg); Triton-X 100 (Roth,

Karlsruhe); Trypsin-EDTA (Invitrogen, Karlsruhe); Trypton [Bacto™] (BD Bioscience,
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Heidelberg); Biotin-16-ddUTP  (Roche, Basel, Schweiz); Wasser [fir die
Chromatographie] (Merck, Hamburg); Whatman®Paper 3MM Chr (Biometra,
Géttingen).

2.2 Kits

BigDye® Terminator v3.1 (Applied Biosystems, Foster City, US); Chemiluminescent
Nucleic Acid Detection (Thermo Scientific, Bonn); EpiTec®Bisulfite (Qiagen, Hilden);
FirstChoice®RLM-RACE (Ambion, Darmstadt), First Strand cDNA Syntheses
(Fermentas, St. Leon-Rot); Gateway®Vector Conversion System (Invitrogen,
Karlsruhe); High Pure PCR Product Purification (Roche, Basel, Schweiz);
LightShift®ChemiIuminescent EMSA Kit (Thermo Scientific, Bonn);
NucleoSpin®Plasmid Quick Pure (Macherey-Nagel, Duren); NucleoSpin® RNAII
(Macherey-Nagel, Diren); pCR®8/GW/TOPO®TA Cloning® (Invitrogen, Karlsruhe);
Pierce®BCA Protein Assay (Thermo Scientific, Bonn); PureLink™ HiPure Plasmid
DNA Purification (Invitrogen, Karlsruhe); QlAamp DNA Blood Mini (Qiagen, Hilden);
QlAprep Spin Miniprep (Qiagen, Hilden); QIAQuick Gel Extraction (Qiagen, Hilden);
QuickChange Lightning Multi Site-Directed Mutagenesis (Agilent Technologies,
Bdblingen); QuickChange Multi Site-Directed Mutagenesis (Agilent Technologies,
Bdblingen); QuikChangell Site-Directed Mutagenesis (Agilent Technologies,
Béblingen).

2.3 Seren und Medien

Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM) Sigma Aldrich, Steinheim
Foetal bovine serum Gold PAA, Pasching
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2.4 DNA-Marker

Bezeichnung

Hersteller

GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder (ready-to-use)
GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder (ready-to-use)
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (ready-to-use)
GeneRuler™ Low Range DNA Ladder (ready-to-use)

Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot

Fermentas, St. Leon-Rot

2.5 Enzyme

Enzym Bezeichnung Hersteller

DNA-Polymerasen GoTaq Promega, Mannheim
High Fidelity PCR Fermentas, St. Leon-Rot
Enzyme Mix

Ligase T4-DNA-Ligase NEB, Frankfurt am Main

Nuklease Exonuclease | (E. coli) Fermentas, St. Leon-Rot

Phosphatase Antarctic Phosphatase NEB, Frankfurt am Main

Restriktionsendonukleasen

Terminale Desoxy-
Nukleotid Transferase

Shrimp alkaline
phosphatase

BamHI
Dpnl
Fsel
Hindlll
Nhel
Sacl
Xbal

TdT

Fermentas, St. Leon-Rot

NEB, Frankfurt am Main
Agilent Technologies

NEB, Frankfurt am Main
NEB, Frankfurt am Main
NEB, Frankfurt am Main
NEB, Frankfurt am Main
NEB, Frankfurt am Main

Roche, Basel, Schweiz
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2.6 Plasmide und Vektoren

Bezeichnung Referenz

pCR®8/GW/TOPO Invitrogen, Karlsruhe
pDsRed2-N1 Clontech, Heidelberg
pPEGFP-N1 Clontech, Heidelberg
pGL3 basic Promega, Mannheim
pGL3 control Promega, Mannheim

2.7 Escherichia coli (E. coli)-Stamme

Stamm Genotyp Referenz
ccdbSurvival™T1 F" mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) Invitrogen, Karlsruhe
F ®80/acZAM15 AlacX74 recAi
aral139 A(ara-leu)7697 gall gaK
rosL (Str") endA1 nupG fhuA::1S2

Dh5a F ®80/acZAM15 A(lacZYA-argF) Invitrogen, Karlsruhe
U169 deoR recA1 endA1 hsdR17
(r’, me")phoA supE44 thi-1 gyrA96
relA1 A-

Mach1™-T1R F* ®80/acZAM15 AlacX74 hsdR Invitrogen, Karlsruhe
(r’, m¢*) ArecA1398 endA1 tonA
(confers resistance to phage T1)

2.8 Eukaryotisch Zelllinien

Linie Ursprung Referenz

EA.hy926 Fusionszelllinie aus Venen- Edgell et al., 1990
Endothelzellen der Nabelschnur
mit der permanenten humanen
Zelllinie A549
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2.9 Gerate
Gerat Model Referenz
Abzlge Variolab Mobilien W90  Waldner Laboreinrichtung,
Wangen
Autoklav FVS-2 Fedegari, Albuzzano,
Italien
Systec VX-75 Systec, Wettenberg
Bakterienschittler Incubator Shaker New Brunswick Scientific

Brutschrank (Bakterien)
Cell Counter
COs-Inkubator

Elektrophoresekammern
(Acrylamid)

Elektrophoresekammern
(Agarosegele)

Entwickler

Heizblock

Luminometer

Mikroskop
pH-Meter

Schuttler

Series 25

B 6120
Casy®Model TT
MCO-18AIC

Mini PROTEAN® Cell

StarPhoresis

Optimax

Blockthermostat
BT100

KTMR-133
Thermomixer compact

Sirius Single Tube

Axiovert 40 CFL
pH-Meter766 Calimatic

GFL 3006

Co Inc, New Jersey, USA
Heraeus, Hanau
Innovatis, Bielefeld
Sanyo, Mlinchen

BioRad, Miinchen

Starlab, Ahrensburg

Protec, Oberstenfeld

Kleinfeld Labortechnik,
Gehrden

HLC BioTech, Bovenden
Eppendorf, Wesseling

Berthold Detection Systems,
Pforzheim

Zeiss, Gottingen
Knick, Berlin

GFL, Burgwedel
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Gerat

Model

Referenz

Sequenzierer

Sterilbank (bakteriell)

Stromgeber

Sterilbank (eukaryotisch)

PCR-Gerate

Photometer
Tankblotkammer

UV-Tisch

Waage

Wasserbad

Vortexer

Zentrifugen

7500 ABlprism

Bio-Hazard Safety
Cabinet Classl|

2301 Macrodrive1

PowerPac Basic™

HS 12

PTC-225,

DNA Enginge Tetrad® 2

NanoPhotometer™

Mini Trans-Blot® Cell

Alphalmager™

Sartorius excellence,

Sartorius 2002 MP1
Haake D8

GFL 1083

VV3

Centrifuge 5415 C

Centrifuge 5417 R
Mikro 200
Multifuge 3 S-R

Himac CT 15 RE

Applied Biosystems, Foster
City, USA

Clean Air Systems,
Chennai, Indien

Amersham Pha_rmacia
Biotech, Wien, Osterreich

BioRad, Miinchen
Heraeus, Hanau

MJ Research,
Waltham, USA

Implem, Minchen
BioRad, Minchen

Alpha Innotech Corp,
San Leandro, USA

Sartorius, Géttingen
Sartorius, Géttingen
Thermo Scientific, Bonn
GFL, Burgwedel

VWR, Darmstadt
Eppendorf, Wesseling

Eppedndorf, Wesseling
Hettich, Bach, Schweiz

Heraeus, Hanau

Hitachi Koki Co., Ltd.,
Tokyo, Japan
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3. Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Isolierung von Nukleinsauren

3.1.1.1 Isolierung genomischer DNA

Genomische DNA wurde nach Herstellerangaben mit Hilfe des ,QlAamp DNA Blood
Mini“-Kits (Qiagen) aus Leukozyten von EDTA-behandeltem Vollblut gewonnen.
Hierzu wurden die Leukozyten in Gegenwart von Proteinase K und RNase A lysiert,
die DNA des Lysats an die Silica-Membran einer Saule gebunden, mehrfach
gewaschen und anschlieBend eluiert. Die Lagerung der genomischen DNA erfolgte
bei 6-8 °C, die Langzeitlagerung bei -80 °C.

3.1.1.2 Isolierung von Gesamt-RNA

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus eukaryotischen Zellen erfolgte mit Hilfe des
,NucleoSpin® RNA 1I“ Kits (Macherey-Nagel) nach Angaben des Herstellers. Circa
5 x 10° Zellen wurden 2 x mit kaltem PBS gewaschen, geerntet und mit einem
RNase-inaktivierenden, chaotropen Puffer lysiert. Es folgte die Reinigung des Lysats
durch einen Filter, die Bindung von Nukleinsduren an die Silica-Membran eines
Saulchens sowie der DNA-Verdau durch rDNase. Die Silica-Membran der Saulchen
wurde anschlieBend mehrfach gewaschen und die Gesamt-RNA mit RNase-freiem

Wasser eluiert. Die Lagerung der Gesamt-RNA erfolgte bei -80 °C.

3.1.1.3 Isolierung von Plasmid-DNA
Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli-Zellen basiert auf der Alkali-Lysis
Methode von Birnboim und Doly (Birnboim und Doly, 1979). Die Aufarbeitung kleiner
Mengen Plasmid-DNAs (Mini-Prap; 2 ml Kultur) erfolgte mit Hilfe des ,QIAprep Spin
Miniprep“ (Qiagen) bzw. des ,NucleoSpin®Plasmid QuickPure*“-Kits (Macherey-
Nagel), die Aufarbeitung groBer Mengen Plasmid-DNAs (Maxi-Prap; 100 ml Kultur)
mit Hilfe des ,PureLink™ HiPure Plasmid DNA Purification“-Kits (Invitrogen).
Bakterienkulturen wurden durch Zentrifugation geerntet, in RNase-haltigen Puffer
aufgenommen und die Zellen mittels Lysis-Puffer aufgeschlossen. Im Folgenden
wurde das Lysat mit Neutralisiationspuffer neutralisiert und Zellreste, Proteine und
genomische DNA abzentrifugiert. Die Plasmid-DNA des gereinigten Lysats wurde im
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Falle der Mini-Prap an die Silica-Membran einer Saule gebunden, mehrfach
gewaschen und anschlieBend eluiert. Das Lysat der Maxi-Prap wurde zuné&chst
einem Endotoxin-Reinigungsschritt unterzogen. Hierzu wurde es 30 min bei 6-8 °C
mit /1o Volumen ,Endotoxin-Removal“-Puffer A inkubiert, die Plasmid-DNA dann an
eine Anionen-Austausch-Saule gebunden und vor dem eigentlichen Waschschritt mit
einem Volumen ,Endotoxin-Removal“-Puffer B gereinigt. AnschlieBend erfolgte die
Elution der Plasmid-DNA mit Elutionspuffer sowie die Entsalzung und

Aufkonzentrierung der Plasmid-DNA mittels Alkoholfallung.

Endotoxin Removal Puffer A Endotoxin Removal Puffer B
50 mM MOPS, pH 7.0 100 mM Natriumacetat, pH 5.0
750 mM Natriumchlorid 750 mM Natriumchlorid

10% (w/v) Triton X-100 1% (w/v) Triton X-100

10% (v/v) Isopropanol

3.1.2 Bestimmung der Nukleinsaure-Konzentation

DNA- und RNA-Konzentrationen wurden mit dem ,NanoPhotometer™* (Implen) bei
einer Wellenlange von 260 nm bestimmt. Dabei entspricht eine Extinktion von 1 einer
DNA-Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA bzw. einer RNA-
Konzentration von 40 pg/ml. Das Verhéltnis der Extinktion Egzeo/E2gp gibt Auskunft
Uber die Reinheit der DNA- bzw. RNA-Lésung, wobei ein Wert >1,8 eine reine DNA-
Lésung, ein Wert von >2 eine reine RNA-Lésung darstellt. Werte <1,8 bzw. <2

deuten auf Proteinverunreinigungen hin.

3.1.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ist ein in vitro Verfahren zur selektiven
Anreicherung spezifischer DNA-Fragmente aus einem Pool von Nukleinsauren.
Durch Nutzung thermostabiler DNA-Polymerasen, die an eine einzelstrangige DNA
gebundene spezifische Primer (sense und antisense) verlangern, kommt es in einem
dreistufigen Prozess aus Denaturierung, Annealing und Elongation zu einer
exponentiellen Anreicherung des gewilinschten DNA-Abschnittes. Die PCR wurde mit
Hilfe des ,PTC-225 bzw. des ,DNA Engine Tetrad®2 (MJ Research) durchgefiihrt.
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Standard PCR-Ansatz Standard PCR-Programm

5ng Template-DNA Denaturierung 95 °C 5 min

10 pmol sense Primer Denaturierung 95 °C 1 min

10 pmol antisense Primer Annealing* 58 °C 45 sec] 25-30 x
10mM  dNTP-Mix Elongation® 72 °C 1 min

1M Betain Elongation 72 °C 10 min

1X Tag-Polymerasepuffer Lagerung 15°C =

0,625 U Taqg-Polymerase
ad 25 pl Nuklease-freies H,O

* Die Annealing Temperatur ist abhangig von der Schmelztemperatur T, der Primer.
* Die Elongationszeit ist abhdngig von der Lange des zu amplifizierenden DNA-
Fragments und der eingesetzten DNA-Polymerase.

Spezielle PCR-Programme:
Bei schwer zu amplifizierenden DNA-Fragmenten hohen GC-Indexes wurden
modifizierte PCR-Programme gewahlt.

a) Gradienten-PCR
Die Gradienten-PCR dient der Identifizierung der optimalen Annealing-
Temperatur der eingesetzten Primer. Hierzu wird die Annealing-Temperatur
Uber die verschiedenen Wells des PCR-Gerats in einem vorgegebenen
Temperaturrahmen graduell verandert (Temperaturgradient). Auf diese Weise
kénnen wahrend eines PCR-Laufs mehrere Annealing-Temperaturen getestet

werden.

b) Nested-PCR
Bei der Nested-PCR werden zwei PCR-L&aufe hintereinander durchgeflhrt,
wobei das Amplifikat des ersten PCR-Ansatzes als Template fir den zweiten
PCR-Lauf dient. Bei diesem wird nach Reinigen des Amplikons von Matrize
und Primern ein zweites Primerpaar genutzt, das innerhalb des zuvor
amplifizierten Bereichs bindet. Auf diese Weise kann die Spezifitat einer PCR

erhéht werden, bzw. schwache Amplifikate kbnnen verstarkt werden.
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c) Touch-Down-PCR
Bei der Touch-Down-PCR wird die Annealing-Temperatur zunachst 5-10 °C
Uber der zu erwartenden Temperatur gewahlt und wahrend jedes dritten
Zyklus jeweils um 2 °C verringert bis die zu erwartende Annealing-Temperatur
erreicht ist. Hierauf erfolgen standardmaBig 25 unveranderte Zyklen. Auf diese
Weise wird die Spezifitat der PCR-Reaktion erhéht.

3.1.3.1 RT-PCR (reverse transcriptase PCR)

Die Synthese von cDNA erfolgte mit Hilfe des “First Strand cDNA Synthesis™-Kits
(Fermentas). Ein pg Gesamt-RNA wurden mit Oligo(dT) Primern fir 5 min bei 70 °C
inkubiert. Es folgte die Zugabe von Reaktionspuffer, ,Ribolock ™Ribonuclease
Inhibitor” und dNTP-Mix sowie die Inkubation des Ansatzes fir 5 min bei 37 °C. Nach
Zugabe von ,M-MuLV reverse transcriptase“ und einer Inkubation fir 60 min bei
37 °C erfolgte die Hitzeinaktivierung des Enzyms fir 10 min bei 70 °C. Die cDNA
wurde bei -80 °C gelagert.

3.1.3.2 5'-RACE (rapid-amplification of 5'-cDNA ends)

Die 5'-RACE ist ein Verfahren zur Amplifikation von cDNA-Enden und dient der
Bestimmung von Transkriptionsstartpunkten. Sie erfolgte nach Herstellerangaben mit
Hilfe des ,FirstChoice®RLM-RACE* Kits (Ambion). Gesamt-RNA wurde zunachst zur
Entfernung freier 5'-Phosphatreste mit alkalischer Phosphatase behandelt. Intakte
Volllangen-RNA, die an ihrem 5'-Ende ein Cap-Struktur besitzt, ist vor der
enzymatischen Reaktion der Phosphatase geschitzt. Diese Cap-Struktur wurde
anschlieBend durch eine Pyrophosphatase entfernt und an die nun freien
5'-Monophosphatreste ein RNA-Adapter ligiert. Nach der cDNA-Synthese mittels
Zufallsprimern erfolgte eine Nested-PCR mit Adapter-spezifischen sense-Primern
und Gen-spezifischen antisense-Primern. Das Amplifikat wurde anschlieBend zur

genauen Bestimmung des 5'-Endes der entsprechenden RNA sequenziert.
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Abweichungen von den Herstellerangaben:
— es wurden 5 ug Gesamt-RNA eingesetzt
— nach der Behandlung mit alkalischer Phosphatase (Calf intestine phosphatase,
CIP) wurde die RNA in 5,5 ul Nuklease-freiem Wasser aufgenommen (Schritt A4)
— der Phyrophasphatase-Ansatz (Schritt A5) bestand aus:
4 ul CIP-behandelte RNA
1 ul 10 x TAP buffer
2 ul Tobacco Acid Pyrophosphatase
3 pl Nuklease-freies Wasser

3.1.4 DNA/RNA-modifizierende Reaktionen

3.1.4.1 Restriktionsendonukleasen

Fir die Behandlung von DNA mit Restriktionsendonukleasen wurden fir jedes
Enzym die vom Hersteller  angegebenen  optimalen Puffer-  und
Temperaturbedingungen gewahlt. Ein Strandard-Restriktionsansatz von 10 pl enthielt
2,5 U Restriktionsendonuklease, 1 x Restriktionsendonuklease-Puffer sowie 200 ng
DNA und wurde mit Nuklease-freiem Wasser auf das Endvolumen aufgeflllt. Die
enzymatische Reaktion erfolgte i. d. R. fir 1 h bei 37 °C und wurde durch Inkubation
fr 10 min bei 70 °C gestoppt.

3.1.4.2 Dephosphorylierung von DNA

Die Entfernung der 5'-Phosphatreste einer zuvor mit Restriktionsendonukleasen
behandelten Vektor-DNA diente der Verhinderung von Religationsereignissen.
Hierzu wurde die zu dephosphorylierende DNA zusammen mit 1 U ,Antarctic
Phosphatase“ (New England Biolabs), 1 x ,Antarctic Phosphatase“-Puffer (New
England Biolabs), sowie H,O in einem Endvolumen von 30 ul fir 1 h bei 37 °C
inkubiert und die enzymatische Reaktion anschlieBend far
15 min bei 65 °C gestoppt.
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3.1.4.3 Ligation

Mit Hilfe einer Ligation kénnen zwei Nukleinsdure-Fragmente an ihren Enden
kovalent verbunden werden. Hierbei handelt es sich hdufig um zuvor mit den selben
Restriktionsendonukleasen behandelte DNA-Fragmente, i. d. R. Vektor-DNA und in
diese einzuklonierende ,Insert“-DNA. Die zuvor dephosphorylierte Vektor-DNA und
das Insert wurden in einem aquimolaren Verhaltnis von 1:3 (Vektor:Insert) in
Gegenwart von 1 x T4-DNA-Ligasepuffer (New England Biolabs), 4U T4-DNA-Ligase
(New England Biolabs) und der entsprechenden Menge H,O in einem Endvolumen
von 40 pl Gber Nacht bei 14 °C inkubiert.

3.1.4.4 Biotinylierung der 3'-Enden einzelstrangiger Oligonukleotide und deren
anschlieBendes Annealing

Die fur die EMSA-Experimente genutzten 31 bp langen, zweifach durch
,high pressure liquid chromatography” (HPLC) gereinigten Oligonukleotide wurden
durch die Firma IBA (Géttingen) mit einer Kopplungseffizienz von mindestens 98,5%
synthetisiert. Die Biotinylierung von je 5 pmol jedes Oligonukleotids erfolgte mit Hilfe
von 60U Terminaler Desoxynukleotid Transferase (TdT; Roche) und Inkubation fr
30 min bei 37 °C in Gegenwart von 2 mM CoCl, (Roche), 500 pmol Biotin-16-ddUTP
(Roche), 1 x TdT-Reaktionspuffer (Roche) sowie H>O in einem Endvolumen von
50 pl. Die Verwendung von didesoxyUTP stellt ein gleichmaBiges monomeres
Endlabeling sicher. Durch Inkubation fiir 10 min bei 70 °C wurde die enzymatische
Reaktion gestoppt. Die Reinigung der biotinylierten Oligonukleotide erfolgte durch
Zugabe von 50 pl Chloroform/lsoamylalkohol (24:1) und anschlieBender
Zentrifugation. Nach Abnahme der Oligonukleotid-enthaltenden wassrigen Phase
wurden 40 pmol zueinander komplementérer Oligonukleotide in Gegenwart von
100 mM NaCl und 1,5 M Betain durch Inkubation fir 5 min bei 95 °C und langsames
Abkuhlen des Ansatzes Uber Nacht auf Raumtemperatur annealt. Fir das Annealen
nicht-biotinylierter Oligonukleotide wurden 400 pmol Oligonukleotide unter den
selben Reaktionsbedingungen eingesetzt.
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3.1.5 Agarose Gelelektrophorese

DNA-Fragmente wurden durch ein mit 0,01% Ethidiumbromid versetztes,
1 x TAE-Agarosegels aufgetrennt. Die Gelelektrophorese erfolgte in horizontalen
Elektrophoresekammern (StarPhoresis, Starlab). Als Laufpuffer diente 1 x TAE, als
DNA-Marker wurden abhangig von den aufzutrennenden FragmentgréBen
verschiedene ,GeneRuler™ DNA-Ladder‘ (Fermentas) genutzt. Zur Auftrennung
kleiner Fragmente dienten bis zu 3%-ige Agarosegele. Die aufgetrennten DNA-

TM«

Fragmente wurden anschlieBend mit Hilfe des ,Alphalmager (Alpha Innotech

Corporation) durch UV-Licht sichtbar gemacht.

1 x TAE-Puffer
40 mM Tris
1 mM EDTA

5,71% Essigsaure

3.1.6 ,,Site-directed” Mutagenese

Gerichtete Mutagenesen zur Punktmutation, Deletion und Insertion von Basen
wurden in vitro mit ,QuikChange Site-Directed Mutagenesis“-Kits (Agilent
Technologies) durchgefahrt. Hierzu wurden Primer mit der gewlnschten Mutation
sowie die zu modifizierende Plasmid-DNA in eine PCR-Reaktion eingesetzt. Durch
die Verlangerung der Primer erfolgte die gerichtete Einflihrung der Mutationen in die
Plasmid-DNA. Nicht mutierte parentale DNA wurde anschlieBend durch das
methylierungsabhangige Restriktionsenzym Dpnl verdaut und die mutierten Plasmide

in E. coli-Zellen transformiert.

3.1.7 Vektorkonstruktion

Die Konstruktion der Reportergenplasmide erfolgte mit Hilfe der Gateway-
Technologie (Invitrogen). Diese beruht auf dem Rekombinationssystem des
Phagen A und seines Wirtes E. coli. Nach der Infektion von E. coli durch den
Phagen A kommt es zu einer enzymatischen Rekombination (BP-Reaktion) zwischen
kurzen DNA-Abschnitten des Wirts- (attB-Sites) und des Phagengenoms (attP-Sites),

in dessen Folge das Genom des Phagen in das Bakteriengenom integriert wird.
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Durch die Rekombination entstehen hybride, als attL- und attR-Sites bezeichnete
Sequenzabschnitte. Die BP-Reaktion ist umkehrbar, so dass das Phagengenom das
Bakteriengenom wieder verlassen kann (LR-Reaktion).

Die Gateway-Technologie nutzt die att-Sites zur Klonierung von DNA-Fragmenten in
einen Zielvektor. Dabei tragt der Zielvektor eine durch attR-Sites eingefasste
Chloramphenicol-Resistenz-Kassette sowie das ccdB-Gen, dessen Genprodukt fir
gewodhnliche E. coli-Stamme letal ist. Das in den Vektor einzuklonierende DNA-
Fragment wird mit affL-Sites flankiert. In einer in vitro Reaktion erfolgt die
enzymatische Rekombination zwischen den att-Sites. Dies hat den Austausch der
von att-Sites flankierten DNA-Abschnitte zur Folge. Der Zielvektor tragt nun das
gewinschte Insert, das jetzt von attB-Sites flankiert wird, die Chloramphenicol-
Resistenzkassette sowie das ccdB-Gen werden aus dem Zielvektor entfernt und sind
von attP-Sites eingefasst. Nach der Transformation des Rekombinationsansatzes in
E. coli kdnnen nur solche Zellen eine Kolonie auf entsprechenden Selektionsplatten
bilden, die einen Vektor mit dem gewlnschten Insert tragen. Zellen, die den
Ausgangsvektor mit dem ccdB-Gen aufgenommen haben, ist ein Wachstum auf
Grund der Letalitat des Genprodukts nicht méglich.

3.1.7.1 Gateway-Vektor-Konversion

Reportergenvektoren wurden nach Herstellerangaben mit Hilfe des ,Gateway®Vector
Conversion System* (Invitrogen) Gateway-kompatibel gemacht. Hierzu wurden die
Vektoren zunachst mit einer Restriktionsendonuklease, die eine Erkennungssequenz
in der ,Multiple Cloning Site* (MCS) besitzt, linearisiert. Es wurde eine
Restriktionsendonuklease gewahlt, die glatte Schnittstellen (,blunt ends®) erzeugt.
Die Vektor-DNA wurde anschlieBend dephosphoryliert und mit der gewiinschten
zreading-frame-cassette“ (rfc) ligiert. Die rfc tragt das von attR-sites flankierte ccdB-
Gen sowie die Chloramphenicol-Resistenzkassette, sodass die Transformation des
Ligationsansatzes in ,ccdbSurvival™T1"“Zellen (Invitrogen) erfolgte. Durch
diagnostischen Restriktionsverdau und Sequenzierung wurde die Orientierung der
einklonierten rfc Uberprift. Drei unterschiedliche rfc (rfcA —C) ermdglichen die

Herstellung von Vektoren in den drei Leserahmen.

44



Methoden

3.1.7.2 Konstruktion der Reportergenvektoren

Die RhoA- und TCTA-Promotordeletionskonstrukte wurden durch PCR von
genomischer DNA amplifiziert. Die Position der genutzten Primer ist in Abbildung
3.1.7.2 schematisch dargestellt. Das aufgereinigte PCR-Produkt wurde durch die
Zwischenklonierung in den Vektor pCR®8/GW/TOPO mit attL-Sites flankiert und
anschlieBend durch eine LR-Reaktion in den Gateway-kompatiblen Vektor
pGL3 basic (Promega) umkloniert. Genetische Varianten wurden mittels Mutagenese
(siehe 3.1.6) in die Konstrukte eingeflhrt.

5°regulatorische Region von RhoA

5'regulatorische Region von TCTA

RhoA <—|
TATA2 H TATAL I I |
-490 -948 -1372

-100

—> < < < <
rhoA-5 as rhoA-4 ss rhoA-3 ss rhoA-2 ss rhoA-1ss
TCTA-1ss TCTA-2 ss TCTA-3 ss TCTA-4 ss TCTA-5 as

Abb. 3.1.7.2: Schematische Darstellung der Lage der Primer fiir die Herstellung der
Promotordeletionskonstrukte.

3.1.7.3 Konstruktion des bidirektionalen Vektors

Das DsRed-Gen wurde aus dem Vektor pDsRed2-N1 (Clontech), das EGFP-Gen
aus dem Vektor pEGFP-N1 (Clontech) amplifiziert und in den Shuttlevektor
pCR8®/GW/TOPO kloniert. Die Primer wurden so gewahlt, dass am 5'- bzw. 3'-Ende
des DsRed-Fragments eine Nhel- bzw. Sacl-Schnittstelle generiert wurde, am 5'-
bzw. 3'-Ende des EGFP-Fragments eine Xbal- bzw. Hindlll- Schnittstelle.

Der Gateway-kompatible Vektor pGL3 basic (Promega) wurde mit den
Restriktionsenzymen Nhel und Sacl hydrolysiert (siehe 3.1.4.1), durch Gelextraktion
(siehe 3.1.8.1) aufgereinigt, dephosphoryliert (siehe 3.1.4.2) und mit dem zuvor
Nhel/Sacl-geschnittenen DsRed-Fragment ligiert (siehe 3.1.4.3). Der so gebildete
Vektor wurde mit den Restriktionsendonukleasen Xbal und Hindlll inkubiert. Dies
fihrte zum Verlust des Luziferasereportergens. Nach Dephosphorylierung und
Gelelution des geschnittenen Vektors wurde dieser mit dem zuvor Xbal/Hindlll
hydrolysierten EGFP-Fragment ligiert.

Fir die Konstruktion der Negativkontrolle erfolgte die oben beschriebene Klonierung
mit dem nicht-Gateway-kompatiblen Vektor pGL3basic. Fur die Konstruktion der

Positivkontrolle wurde der SV40-Enhancer des pGL3 control (Promega) durch
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Restriktion mit BamH| und Fsel isoliert, durch Gelelution aufgereinigt und mit dem
zuvor BamHl|/Fsel-hydrolysierten Vektor pGL3 basic ligiert. AnschlieBend erfolgte die
0. g. Klonierung sowie die Konvertierung in einen Gateway kompatiblen Vektor. Nach
Amplifikation des SV-40 Promotors aus dem Vektor pGL3 control und der
Zwischenklonierung des PCR-Fragments in pCR8%/GW/TOPO wurde dieser in
beiden Orientierung mittels LR-Reaktion in den Positivkontrollvektor einkloniert.

3.1.8 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

3.1.8.1 Gelextraktion

Die Gelextraktion von DNA-Fragmenten wurde entsprechend der Anweisungen des
Herstellers mit Hilfe des ,QIAquick Gel Extraction“-Kits (Qiagen) durchgeflhrt. Die
gewlnschte DNA-Bande wurde zundchst mit einem Skalpell an einem UV-Tisch
ausgeschnitten und in ein Eppendorfgefa3 Gberflihrt. Nach Zugabe des Puffers QG
und Schmelzen des Gelstlicks durch Inkubation bei 50 °C wurde die DNA an die
Silica-Membran einer Saule gebunden und anschlieBend mehrfach gewaschen.
Kleinere Mengen DNA (< 100 ng) wurden mit 30 pl, gréBere Mengen DNA (= 100 ng)
mit 50 pl zuvor auf 70 °C erhitzten Puffer AE eluiert.

3.1.8.2 Aufreinigung von PCR-Fragmenten

Die Reinigung von PCR-Produkten erfolgte nach Herstellerangaben mit Hilfe des
.High Pure PCR Product Purification“-Kits (Roche). Hierzu wurde der PCR-Ansatz
zundchst mit einem chaotropen Puffer versetzt, die DNA an die Glasfasermatrix
eines Saulchens gebunden und durch mehrere Waschschritte von Primern,
Nukleotiden und Salzen gereinigt. Das PCR-Produkt konnte anschlieBend von dem

Saulchen eluiert werden.

3.1.8.3 DNA-Fallung

Die Fallung mit Hilfe von NaCl diente der Reinigung und Aufkonzentrierung kleiner
DNA-Mengen. Hierzu wurde der DNA-Ansatz mit 1/10 Volumen einer 2 M NaCl-
Lésung sowie 2 Volumen eiskalten 100% Ethanol versetzt und Uber Nacht bei -20 °C
gelagert. Der Ansatz wurde anschlieBend bei maximaler Geschwindigkeit fir 20 min
bei 0 °C zentrifugiert und 2 x mit 70%-igem eiskalten Ethanol gewaschen. In
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Abhéangigkeit der zu erwartenden DNA-Konzentration wurde das Luft-getrocknete
Pellet in 15-30 pl Nuklease-freiem H,O aufgenommen.

3.1.8.4 ExoSap-it Aufreinigung

Die ExoSap-it Behandlung von PCR-Produkten dient der schnellen Aufreinigung von
PCR-Produkten durch Abbau von Primern und Nukleotiden. In Gegenwart von 0,05 U
alkalischer Phosphatase (SAP; shrimp alkaline phosphatase; Fermentas) und 1 U
Exonuklease | (Exol, E. coli; Fermentas) wurden 25 pl PCR-Ansatz fir 30 min bei
37 °C inkubiert und die enzymatische Reaktion durch 15 minitiges Erhitzen auf
65 °C inaktiviert.

3.1.9 Sequenzierung

Zur |dentifizierung genetischer Varianten und zur Kontrolle von Plasmiden und PCR-
Produkten erfolgte eine Sequenzierung mit Hilfe des ABI3730 Fluoreszenz-
Sequenzierers  (Applied  Biosystems). Sequenzieransadtze  wurden  nach
Herstellerangaben mit dem ,BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing“-Kit (Applied

Biosystems) erstellt.

Standard Sequenzier-Ansatz
150 ng Plasmid-DNA bzw.

50 ng PCR-Produkt

0,5 pl BigDye 3.1

2 ul 5 x SegMix

1,6 uM Primer

ad 10 pl HO

3.1.10 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Der EMSA ist ein in vitro Verfahren zur Detektion von DNA-Proteininteraktionen. Er
beruht auf der Tatsache, dass ein DNA-Protein-Komplex in einer nicht-
denaturierenden Gelmatrix langsamer im angelegten Spannungsfeld wandert als
freie DNA-Fragmente. Dabei ist die Wanderungsgeschwindigkeit abhangig von der
GréBe und der Ladung der aufzutrennenden Komponenten.
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Die EMSA-Experimente erfolgten, in leicht veradnderter Form, nach
Herstellerangaben mit dem ,LightShift®Chemiluminescent EMSA Kit* (Pierce). Hierzu
wurden 5 pg Kernproteinextrakt, 1 x Bandshift-Puffer, 0,01 U poly dl«dC/dA«dT sowie
250 mM Betain fur 5 min bei RT inkubiert. Daraufhin erfolgte die Zugabe von 40 fmol
biotinylierter DNA-Sonde und eine weitere Inkubation fiir 30 min bei RT. Als Kontrolle
diente ein Ansatz mit 200-fachem Uberschuss an unmarkierter DNA-Sonde
(Kompetitor) sowie ein Ansatz ohne Kernproteinextrakt, jedoch mit der
entsprechenden Menge Lysispuffer B aus der Kernpraparation.

Die gelelektrophoretische Auftrennung der Ansatze erfolgte unter Verwendung
nativer, 6%-iger Polyacrylamid-Gele in Vertikalapparturen (BioRad) bei einer
Spannung von 100 V in 0,5 x TBE Laufpuffer. Freie DNA und DNA-Proteinkomplexe
wurden anschlieBend fur eine Stunde bei 100 V im Tank-Blot-Verfahren auf eine
PVDF-Membran geblotted und mit Hilfe des ,Chemiluminescent Nucleic Acid
Detection“-Kit (Thermo Scientific) sichtbar gemacht. Abweichend von den
Herstellerangaben wurde fur das Blocken der Membran ,Blocking Reagent® (Roche)

genutzt.

4 x Bandshift-Puffer 5 x TBE

20 mM MgCl, 450 mM Tris

240 mM KCI 450 mM Borsaure
40 mM HEPES/KOH pH 7,9 10 mM EDTA

5 mM Spermidin
16% (w/v) Ficoll
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3.1.11 Bisulfit-Konvertierung

CpG-Dinukleotide und CpG-Inseln in regulatorischen Regionen von Genen liegen
haufig methyliert vor. Sie kénnen die transkriptionelle Regulation dieser Gene
beeinflussen und stellen daher eine epigenetische Kontrollebene dar.

Der Methylierungsstatus von CpG-Inseln wurde nach Herstellerangaben mit Hilfe des
,EpiTect®Bisulfite“-Kits (Qiagen) nachgewiesen. Genomische DNA wurde mit einem
Bisulfit-haltigen Puffer behandelt, so dass nicht methylierte Cytosinreste in
Cytosinsulphonat- und anschlieBend zu Uracilsulphonatreste desaminiert wurden
(Abbildung 3.1.11). Es folgte die Bindung der DNA an die Membran eines Saulchens,
die Entfernung von Pufferresten durch einen Waschschritt sowie die Desulfonierung
des Uracilsulphonats zu Uracil. Nach weiteren Waschschritten wurde die DNA eluiert

und fir eine PCR mit methylierungsspezifischen Primern eingesetzt.

NH, 0]
N HSO3 q H,0 )I HN
O”I\N J\ NH, O HSO3 OJ\N
| |
R R
Cytosin Cytosmsulfonat Uracilsulfonat Uracil

Abb. 3.1.11: Darstellung der chemischen Reaktion der Konvertierung von Cytosin zu Uracil.

49



Methoden

3.2 Protein-biochemische Methoden

3.2.1 Isolierung von Kernproteinen

Die Extraktion von Kernproteinen beruht auf der Methode von Schreiber (Schreiber et
al., 1986). Circa 1x10 Zellen wurden 2 x mit kaltem PBS gewaschen und mit einem
hypotrophen, Detergenz-haltigen Puffer lysiert. Das Lysat wurde in ein
Eppendorfgefal tberflhrt und die noch intakten Zellkerne durch Zentrifugation fir 5
min bei 15.000 g und 4 °C sedimentiert. Durch 30 mindtige Inkubation (unter
wiederholtem vortexen) der Zellkerne auf Eis in einem hypertrophen Puffer, erfolgte
die osmotische Extraktion der nuklearen Proteine aus dem Zellkern. Die Kernhille
mit der in ihr verbleibenden genomischen DNA wurde durch 30 mindtige
Zentrifugation bei 15.000 g und 4 °C abzentrifugiert, der Uberstand in ein neues
EppendorfgefaB tberfihrt und fir weitere 10 min bei 15.000 g und 4 °C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde aliquotiert, in Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

Lysispuffer A (hypotrophy) Lysispuffer B (hypertroph)
10 mM HEPES, pH 7,9 10 mM HEPES, pH 7,9
10 mM KCI 10 mM KCI
0,1 mM EDTA, pH 8,0 0,1 mM EDTA, pH 8,0
0,1 mM EGTA, pH 8,0 0,1 mM EGTA, pH 8,0
2mMDTT 2mMDTT
1 mM NaxMoO, 1 mM NaxMoO,
Protease Inhibitor 0,4 M NacCl
10% Glycerin

Protease Inhibitor

3.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Der Nachweis der Proteinkonzentration beruht auf der Reaktion von
Bicinchoninsaure (BCA; bicinchoninic acid) mit einwertigen Kupferionen zu einer
Komplexverbindung mit violetter Farbe. In alkalischer Lésung reduzieren Proteine
zweiwertige Kupferione quantitativ zu einwertigen Kupferionen, so dass der violette
Farbumschlag im BCA-Test bei einer Wellenlange von 562 nm photometrisch

gemessen werden kann. Der Proteinnachweis erfolgte nach Herstellerangaben mit
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dem ,Pierce®BCA Protein Assay“Kit (Thermo Scientific). Als Standard diente eine
BSA-Verdinnungsreihe (bovin serum albumin, Rinderserumalbumin) mit bekannter

Proteinkonzentration.

3.3 Zellbiologische und mikrobiologische Methoden

3.3.1 Prokaryotische Zellen

3.3.1.1 Kulturbedingungen

Die Anzucht von E. coli-Zellen erfolgte bei 37 °C in LB-Schuttelkulturen (250 rpm)
oder auf LB-Festmedium. Zur Selektion wurde dem Medium Ampicillin (100 pg/ml),
Chloramphenicol (30 pg/ml) bzw. Spectinomycin (100 pg/ml) zugefugt.

3.3.1.2 Gefrierkulturen

Fir die Langzeitlagerung wurden eine 5 ml Gber Nacht Kultur abgefugt, das Zellpellet
in LB-Medium in Gegenwart von 40% Glycerin aufgenommen, Aliquots in Stickstoff
schockgefroren und anschlieBen bei -80 °C gelagert.

3.3.1.3 Herstellung kompetenter Zellen

LB-Medium mit 20 mM MgSO, wurde mit einer E. coli Gber Nacht Kultur angeimpft
und bis zu einer ODsg = 0,4-0,6 bei 37 °C auf dem Schittelinkubator angezogen. Die
Kultur wurde anschlieBend bei 5000 rpm und 4 °C abzentrifugiert, das Pellet in
/25 Volumen eiskaltem TFBI-Puffer aufgenommen und der Ansatz fiir 5 min auf Eis
inkubiert. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 5000 rpm und 4 °C. Das
Pellet wurde in '/»5 Originalvolumen TFBII aufgenommen, fir 15-60 min auf Eis
inkubiert, anschlieBend in vorgekiihlte EppendorfgefaBe aliquotiert und in Stickstoff
schockgefroren. Die Lagerung kompetenter Zellen erfolgte bei -80 °C.
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TFBI TFBII

30 mM KOAc 10 mM MOPS
100 mM RbCI 75 mM CacCl,
10 mM CaCly 10 mM RbCl
50 mM MnCl; 15% Glycerin
15% Glycerin

3.3.1.4 Transformation

Ein bis vier pl zu transformierende Plasmid-DNA wurde zu einem noch gefrorenem
Aliquot kompetenter Zellen gegeben und der Ansatz fir 30 min auf Eis inkubiert. Es
folgte ein Hitzeschock von 30 sec bei 42 °C, eine Inkubation fir 1 min auf Eis, die
Zugabe von 250 ml LB-Medium (37 °C) sowie eine Inkubation fiir 45 min bei 37 °C.
Der  Transformationsansatz  wurde  anschlieBend auf  entsprechendem
Selektionsmedium ausplattiert.

3.3.2 Eukaryotische Zellen

3.3.2.1 Kulturbedingungen

EA.hy926-Zellen wurden in DMEM-Medium mit 10% (v/v) fetalem Kalberserum (FCS;
PAA), 1000U/ml Penicillin (Sigma-Aldrich), 1 mg/ml Streptavidin (Sigma-Aldrich) und
2 mM/ml L-Glutamin (Sigma-Aldrich) im CO»-Inkubator kultiviert. Wo erforderlich
erfolgte eine Stimulation mit 10® PMA bzw. 0,5 mM cAMP fiir 24 h. Nach Erreichen
der Konfluenz wurden die Zellen mit PBS gewaschen, fiir 2 min trypsiniert und fiir die

weitere Kultivierung in gewlinschter Dichte ausgesat.

3.3.2.2 Lagerung
Fir die Langzeitlagerung wurden die EA.hy926-Zellen trypsiniert, in Medium
aufgenommen und durch Zentrifugation pelletiert. Es folgte das Lésen des Zellpellets
in Medium mit 10% DMSO und 20% fetalem Kalberserum, die Aliquotierung in
CryogefaBe sowie das langsame Einfrieren bei -80 °C. Am nachsten Tag wurden die
Zellen in flissigen Sticksoff Uberfihrt.
In Stickstoff gelagerte Zellen wurden durch schnelles Auftauen bei 37 °C und
Aufnahme in Medium wieder in Kultur Gberfihrt. Am nachsten Tag folgte ein
Mediumwechsel zur Entfernung des DMSO.
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3.3.2.3 Transiente Transfektion

Die Transfektion von EA.hy926 erfolgte mit Hilfe von Nanofektin (PAA). Pro Well
einer 24-Well-Platte wurden 6 x 10° Zellen in 500 ul Medium ausgesat und Gber
Nacht im Brutschrank inkubiert. Am nachsten Tag folgte 2 h vor der Transfektion ein
Mediumwechsel. Fir die Transfektion wurde 1 pg des zu transfizierenden Plasmids,
sowie 3,2 ul Nanofektin mit je 50 ul ,Delution-Reagent” (PAA) gemischt, die Ansatze
anschlieBend vereint und far 20 min bei RT inkubiert. Durch trépfchenweise Zugabe
von 100 pl Transfektionsansatz in jedes Well unter Schitteln der Kulturplatte und
einer Inkubation flir 4 h im Brutschrank erfolgte die Transfektion. Es folgte ein
weiterer Mediumwechsel sowie die Inkubation der Zellen fiir 24 h im Brutschrank.

Fir die Transfektion der Deletionskonstrukte wurden &quimolare Mengen der
einzelnen Plasmide eingesetzt. Zum DNA-Mengenausgleich diente der Vektor pOGH.
Als Negativkontrolle wurde der Leervektor pGL3 basic (Promega), als Positivkontrolle
der Vektor pGL3 control (Promega) transfiziert.

3.3.2.4 Zellernte und Auswertung der Transfektion

Die transfizierten Zellen wurden nach Absaugen des Mediums durch Inkubation fur
20 min bei RT in Gegenwart von 100 pl/Well 1 x Lysispuffer (Promega)
aufgeschlossen. Je 20 pul des Lysats wurden anschlieBend mit 75 ul ,Luciferase
Assay Substrate® (Promega) gemischt und die enzymatische Reaktion des
Luziferasegens im Luminometer (Sirius, Berthold Detection System) gemessen.
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3.4 Studienpopulationen

FUr die Identifizierung genetischer Varianten wurde genomische DNA von Patienten
der MolProMD Studie (Muanster Molecular Functional Profiling for Mechanism
Detection, Dérdelmann et al., 2008) untersucht. Die MolProMD-Studie dient der

Erfassung molekularer Mechanismen kardiovaskularer Erkrankungen.

3.5 In silico Untersuchungen

Die Vorhersage von Transkriptionsfaktorbindestellen erfolgte mit Hilfe des
Programms AliBaba 2.1 (http://www.gene-regulation.com/pub/programs.html). Es
bedient sich der in der TRANSFAC7.0 Datenbank gesammelten realen Sequenzen
fir Transkriptionsfaktorbindestellen (Grabe, 2002). Wo angegeben, wurde auf die
TRANSFAC12 Datenbank zurtickgegriffen (persénliche Mitteilung Niels Grabe).

Fir Homologievergleiche zur Uberpriifung evolutionér konservierter Regionen wurde
der ,ECR-Browser“ (http://ecrbrowser.dcode.org) genutzt (Ovcharenko et al., 2004).
Genomische Sequenzen sowie Intron- und Exonbreiche wurden mit Hilfe des UCSC
Genome Browsers (http://genome.ucsc.edu), putative siRNA- und miRNA-Gene mit
Hilfe von FANTOM (http://fantom.gsc.riken.jp/4/gev/gbrowse/hg18) ermittelt.

3.6 Statistische Methoden

Die graphische Darstellung und die Ermittlung von Standardabweichungen der
Transfektionen erfolgten mit Hilfe des Programms ,Graph Pad Prism 5.0% Fir die
Berechnung von Signifikanzen wurde ein ungepaarter, Zweistichproben-T-Test
genutzt. Hierbei legten wir fest: *** p<0,001, ** p<0,01, * p<0,05 und ns p>0,05.
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4. Ergebnisse

4.1 Genomische Konstellation des RhoA-Genlocus

Die genomische Konstellation des RhoA-Genlocus wurde mit Hilfe des ,UCSC
genome browsers” (http://genome.ucsc.edu/) analysiert. Das RhoA-Gen wird durch
den (-)-Strang des Chromosoms 3p21 kodiert (NT_022517.18). Aufgebaut ist das
Gen aus 5 Exons und 4 Introns, die sich Uber einen Bereich von ca. 54 kb
erstrecken. Das erste Exon enthalt ausschlieBlich 5'-untranslatierte Region (5'-UTR)
und ist vom zweiten Exon durch das gréBte, etwa 36 kb Uberspannende erste Intron
getrennt. In direkter Nachbarschaft zum RhoA-Gen liegt das durch den (+)-Strang
des Chromosoms 3p21 kodierte TCTA-Gen (T-cell leukemia translocation-associated
gene; NT_022517.18). Es besitzt 3 Exons und 2 Introns und erstreckt sich tber einen
Bereich von ca. 2,9 kb (Abbildung 4.1).

Getrennt sind die beiden divergent orientierten Gene durch einen gemeinsamen
Promotorbereich von 112 bp. In diesem Bereich sind zwei TATA-Boxen lokalisiert,
eine in Orientierung zum RhoA-Gen, die andere in Orientierung zum TCTA-Gen
(Abbildung 4.1). Mit dem Vorhandensein dieser Core-Promotorelemente wird der
Bereich zwischen beiden Genen vermutlich als Assemblierungsstelle der basalen
Transkriptionsmaschinerie genutzt und dient somit beiden Genen als gemeinsamer
Core-Promotor. Die divergente Organisation von RhoA und TCTA impliziert, dass

Bereiche des TCTA-Gens als regulatorische Region des RhoA-Gens genutzt werden

errernr st n e s an s RROA  ceeviemmeessnneesmmesamsessnnesmnssanees TCTA

N e e e 7 He BN N\\

(1236 bp) (5800 bp) (6884 bp) (36227 bp) (414 bp) (1709 bp)

ataacgagtcctcgggcag
gtgcgggattttegttttyg
ggaattggttagtaacgtc
ggcgcaccccgtagtgcecce
ttgaggcccecgatatttte
tggaccaacgataaaatat

Abb. 4.1: Schematische Darstellung des RhoA/TCTA-Genlocus. Das durch den (-)- Strang des
Chromosoms 3p21 kodierte RhoA-Gen (dunkelgrau) ist durch eine 112 bp lange Promotorregion von
dem durch den (+)-Strang kodierten TCTA-Gen (hellgrau) getrennt. Die 112 bp Promotorregion enthalt
zwei TATA-Boxen (fett gedruckt und unterstrichen). Kastchen kennzeichnen Exons, (unterbrochene)
Linien Introns. Schraffierte Kastchen stellen 5'- bzw. 3'-UTR dar. Abgewinkelte Pfeile markieren die
RhoA- bzw. TCTA-Transkriptionsstartstelle.
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und umgekehrt. Somit wirden wahrend der Transkription des einen Gens die
regulatorischen Faktoren des jeweils anderen Gens verdrangt, so dass RhoA und
TCTA vermutlich alternierend exprimiert werden.

4.2 Endogene RhoA und TCTA Expression

Zur Uberpriifung der parallelen/synchronen Nutzung des divergenten Genpaares und
zur ldentifizierung eines geeigneten Zellsystems fiir Promotoranalysen wurde die
endogene Expression von RhoA und TCTA in der Endothelzelllinie EA.hy926
Oberprift. Zu diesem Zweck erfolgte eine semiquantitative PCR mit cDNA
unstimulierter (w/0) sowie 8-Br-cAMP- [0,5 mM] und PMA- [10® M] stimulierter
EA.hy926 Zellen sowie Primerpaaren in Exon1 und 5 des RhoA- bzw. Exon 1 und 3
des TCTA-Gens. Exon-Ubergreifende Primer gegen das unter allen stimulatorischen
Bedingungen gleichermaBen transkribierte ,humane ribosomale Protein 27¢ (hrp27)
dienten zur Uberpriifung der Integritit der eingesetzten cDNA. Obwohl RhoA und
TCTA vermutlich eine gemeinsame Core-Promotorregion nutzen, wurden beide
Gene unter allen getesteten Bedingungen gleichmaBig exprimiert (Abbildung 4.2).

RhoA TCTA hrp27
(667 bp) (415 bp) (297 bp)

earyoze D GHD G SR SRR & & @

Q© G\N\? ?\‘\P‘

\'d \'¢
R M R

Abb. 4.2: Endogene Expression von RhoA- und TCTA-mRNA in EA.hy926 Zellen. cDNA
unstimulierter (w/0) sowie 8-Br-cAMP- [0,5 mM] und PMA- [10'8 M] stimulierter EA.hy926 Zellen wurde
in einer semiquantitativen PCR mit exoniibergreifenden Primern zum Nachweis von RhoA- und TCTA-
Transkript eingesetzt. Das Haushaltsgen ,human ribosomal protein 27“ (hrp27) diente als Kontrolle.
RhoA- und TCTA-mRNA wurden unter allen getesteten Bedingungen quantitativ gleichmaBig
exprimiert.
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4.3 Identifizierung von Transkriptionsstartstellen des
RhoA- und TCTA-Gens

Da die Nutzung von Transkriptionsstartstellen (TSS)  zelltyp- und
entwicklungsspezifisch erfolgt, wurde zur Bestatigung der im ,UCSC genome
browser* (www.genome.ucsc.edu) aufgeftihrten RhoA- und TCTA-TSS 5'-RACE-
Analysen mit RNA unstimulierter EA.hy926 Zellen durchgefihrt. Fir beide Gene des
divergent orientierten Paares konnten die im ,UCSC genome browser“ angegebenen
TSS (TSS1) validiert werden (Abbildung 4.3.a). Ihr folgen 274 bp (RhoA) bzw. 221 bp
(TCTA) 5-UTR. Sowohl fir RhoA als auch fiir TCTA konnten weitere drei TSS
innerhalb der 5'-UTR identifiziert werden. Diese liegen 171 bp (TSS2), 153 bp (TSS3)
sowie 115 bp (TSS4) vom ATG-Startcodon des RhoA-Gens bzw. 85 bp (TSS2),
68 bp (TSS3) sowie 4 bp (TSS4) vom ATG-Startcodon des TCTA-Gens entfernt.

rnnnna RhOA .......... TCTA
Exon 1 1
TSS 4 32 1 1 23 4
(112 bp)

<4115 bpP 4 bp [

4153 bp—Pp 68bp @—Pp

4171 bp——Pp> 85 bp 4—P>

4274 pp———-p —221 bp—p

Abb. 4.3.a: Schematische Darstellung der RhoA- und TCTA-Transkriptionsstartstellen. Die
RhoA- und TCTA-Transkriptionsstartstellen wurden durch 5'-RACE ermittelt. Dargestellt sind die RhoA
5'-UTR (dunkelgraues schraffiertes Kastchen), die TCTA 5-UTR (hellgraues schraffiertes Kastchen)
und kodierender Exonbereich (hellgrau). Die jeweils vier identifizierten Transkriptionsstartstellen sind
durch rechtswinklige (TCTA) bzw. linkswinklige (RhoA) Pfeile gekennzeichnet.
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Zur Bestatigung der durch 5'-RACE identifizierten TSS erfolgte eine diakritische PCR
(Abbildung 4.3.b). Hierzu wurden direkt an den jeweiligen TSS beginnende sense

Primer sowie in Exon 5 des RhoA-Gens bzw. Exon 3 des TCTA-Gens gelegene

antisense Primer verwendet. Aufgrund des geringen Abstandes zwischen den TSS2

und 3 des RhoA-Gens erfolgte die Nutzung nur eines sense Primers. Alle durch die
5'-RACE identifizierten TSS konnten durch die diakritische PCR bestétigt werden.
Die TSS1 des RhoA- und TCTA-Gens wurde in EA.hy926 Zellen jedoch in deutlich

geringerem MaBe genutzt. Da sie jedoch die am weitesten 5'-lokalisierten TSS

darstellen, dienten sie als Referenz fiir die Positionsangaben der SNPs sowie der

Herstellung der Promotorkonstrukte.

RhoA TCTA
o é”\fb > o o &P P
A I NS

Abb. 4.3.b: Diakritische PCR zur
Bestiatigung der RhoA- und TCTA-
Transkriptionsstartstellen. Alle durch
5'-RACE identifizierten RhoA- und TCTA-
Transkriptionsstartstellen wurden genutzt, die
RhoA- und TCTA-Transkriptionsstartstelle 1
jedoch in deutlich geringerem MaBe.
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4.4 ldentifizierung genetischer Varianten im RhoA- und
TCTA-Promotor

Zur |dentifizierung genetischer Varianten wurden jeweils 1600 bp der
5'-flankierenden Region des RhoA- und TCTA-Gens sowie 274 bp (RhoA) bzw.
220 bp (TCTA) der 5-UTR bei 60 Patienten der MolProMD-Studie (genomische
DNA) durch Amplifizierung und Resequenzierung jeweils 8 tiberlappender Fragmente
untersucht. Im 5'-flankierenden Bereich des RhoA-Gens konnten zwei bereits
bekannte SNPs (-923G>A [rs6779524] und -1338T>C [rs6784820]), in der
5'-flankierenden Region des TCTA-Gens zwei bekannte (-1112C>T [rs4855877] und
-1216G>A [rs73088137]) sowie ein bisher nicht beschriebener SNP (-619G>A)
lokalisiert werden (Abbildung 4.4.a).

v L
o Q& o> K
4 & P “;b vl
,\'\&@ s,jb 6(\ N é\%
< & &

Abb. 4.4.a: Schematische Darstellung der Position identifizierter genetischer Varianten. Mittels
PCR und Resequenzierung wurden 1600 bp der RhoA und TCTA 5'-flankierenden Region auf
genetische Varianten untersucht. Die RhoA 5-UTR (dunkelgrau schraffiertes Kastchen), die TCTA
5-UTR (hellgraues schraffiertes Késtchen), kodierendes Exon (hellgraues Kaéstchen) sowie
Transkriptionsstartstellen (rechtswinkliger und linkswinkliger Pfeil) sind gekennzeichnet. Die Lage der
identifizierten SNPs ist durch Pfeile markiert. (rs-Nummern entnommen der NCBI-Datenbank
[http://www.ncbi.nim.nih.gov/projects/SNP])

Der 112 bp groBe Promotorbereich zwischen dem divergent angeordneten Genpaar
enthélt eine T zu C Substitution an Position -112 bezogen auf die RhoA-TSS1, bzw.
-1 bezogen auf die TCTA-TSS1 [rs940045]. Da dieser SNP in der zum RhoA-Gen
orientierten TATA-Box lokalisiert ist und somit eines der Core-Promotorelemente
verandert, wurde er durch in silico Analysen mit Hilfe des Netz-basierten Programms
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AliBaba2.1 genauer geprtft (Abbildung 4.4.b). Die Analyse bestatigte eine durch den
SNP hervorgerufene Veranderung der Transkriptionsfaktorbindestelle (TFBS).
Waéhrend fir das haufigere T-Allel eine TFBS fir den generellen Transkriptionsfaktor
TFIID und seine Untereinheit ,TATA-Box bindendes Protein“ (TBP) vorhergesagt
wurde, entfiel diese fiir das C-Allel. Hingegen wurde in Gegenwart des C-Allels eine
putative TFBS fir einen Faktor der C/EBP-Familie generiert, eine durch den Besitz
einer fur die Dimerisierung und DNA-Bindung notwendigen hoch konservierten

Loasic-leucine zipper* Domane charakterisierten Gruppe von TF.

gaggccccgatattttctggaccaacgataaaat atgagggcctcagtg
===TBP=== ===TFIlID====
===TFIlID==== ====TBP=====
===C/EBPo===

Abb. 4.4.b: In silico Analyse der Assemblierungsstelle der basalen
Transkriptionsmaschinerie. Die Analysen wurden mit Hilfe des Programms
AliBaba 2.1 durchgefiihrt. Durch den SNP -112T>C [rs940045] entfallt eine zweite
Bindungsstelle fir den generellen Transkriptionsfaktor TFIID und seine
Untereinheit TBP (rot). Das seltenere Allel (blau) generiert eine C/EBP-
Bindungsstelle.
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4.5 Reportergenanalysen

Fir Reportergenanalysen wurde das pGL3-System der Firma Promega (Mannheim)
mit den Vektoren pGL3-basic und pGL3-control verwendet (Abbildung 4.5). Der
promotorlose Vektor pGL3-basic besitzt ein Luziferase-Reportergen sowie eine
diesem Gen vorgeschaltete ,Multiple Cloning Site® (MCS). Eingefasst ist die Kassette
aus Reportergen und MCS durch zwei poly(A)-Sites, die starke Stopp-Signale fir
transkriptionelle  Ereignisse darstellen. Durch das Einbringen einer zu
untersuchenden, regulatorischen Sequenz in die MCS des Vektors pGL3-basic und
die dadurch erfolgende Expression des leicht nachweisbaren Reportergens ist eine
guantitative Analyse von transkriptionell aktiven Regionen mdéglich. Der Vektor pGL3-
control tragt in der MCS einen SV40-Promotor sowie auBerhalb der durch poly(A)-
Signale eingefassten Kassette aus SV40-Promotor und Luziferase-Reportergen
einen SV40-Enhancer. Dies fuhrt zu einer starken konstitutiven Expression des
Luziferasegenprodukts, so dass der Vektor pGL3-control die Kontrolle der
Transfektionseffizienz erméglicht.

MCsS .
5 - : Luziferase F 3' pGL3-basic
synthetisches spétes SV40
poly(A) Signal poly(A) Signal
5 wfi=—{ SV40-Promotor | Luziferase = |= 3 pGL3-control
synthetisches spétes SV40 SV40-
poly(A) Signal poly(A) Signal Enhancer
5' wif={ Promotorfragment Luziferase =} 3' pGL3-Insert
synthetisches spates SV40
poly(A) Signal poly(A) Signal

Abb. 4.5: Schematische Darstellung der Reportergenvektoren. Der Vektor pGL3-basic besitzt ein
Luziferasereportergen sowie eine dem Reportergen vorgeschaltete ,Multiple Cloning Site* (MCS).
Eingefasst ist die Kassette aus Reportergen und MCS durch zwei poly(A)-Signale. Der Vektor pGL3-
control tragt in der MCS einen SV40-Promotor sowie auBerhalb der durch poly(A)-Signale
eingefassten Kassette einen SV40-Enhancer. Mit freundlicher Genehmigung von Dr. Ralph Telgmann;
leicht verandert.
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4.5.1 RhoA- und TCTA-Promotordeletionskonstrukte

Zur Identifizierung transkriptionell aktiver Bereiche der RhoA und TCTA
5'-flankierenden Region wurden serielle Deletionskonstrukte hergestellt (Abbildung
4.5.1.a). Sie begannen jeweils an Position -1 bezogen auf die TSS1 des
entsprechenden Gens und schlossen somit die 5-UTR aus. Das langste Konstrukt
(p-1372/-1H2) reichte 1372 bp in die 5'-flankierende Region von RhoA bzw. TCTA
und trug die Wildtyp-Sequenz (T '3%8G®%T""2 bezogen auf RhoA bzw. G'?'6C'!?
G®°A" bezogen auf TCTA). Alle weiteren Konstrukte stellten 5'-Trunkierungen
dieses Volllangenkonstrukts dar (p-948/-1H2 [G°*T'2 fiir RhoA bzw. G®'°A™ fir
TCTA], p-490/-1H2 [T'"2 RhoA spezifisches Konstrukt], p-448/-1H2 [A"' TCTA
spezifisches Konstrukt] und p-100/-1 [A™ fir TCTA]). Die Konstrukte wurden zudem
mit dem C-Allel (Chr. 3p21, Position 49.449.638) an Position -112 bezogen auf die
RhoA-TSS1 bzw. -1 bezogen auf die TCTA-TSS1 hergestellt und im Gegensatz zur
Wildtypsequenz (Haplotyp H2) als Haplotyp H1 bezeichnet.

RhoA <-|

:

TATA2 TATA1

TATA2 TATAL -948/-1 RhoA

TATA2 I -490/-1 RhoA

TATA2 -100/-1 RhoA

!

-1372/-1 TCTA TaTAz | Tama ||
-948/-1 TCTA TATAZ |
-448/-1 TCTA Tataz [ Tata1 |
-100/-1 TCTA v |

-112T7>C

Abb. 4.5.1.a: Schematische Darstellung der RhoA- und TCTA-Promotordeletionskonstrukte. Die
Deletionskonstrukte begannen an Position -1 bezogen auf die RhoA- bzw. TCTA-
Transkriptionsstartstelle und reichten 100 bp, 448 bp bzw. 490 bp, 948 bp sowie 1372 bp in die
5'-flankierende Region des RhoA- bzw. TCTA-Gens. Hergestellt wurden Deletionskonstrukte mit dem
T- (Haplotyp H2) sowie mit dem C-Allel (Haplotyp H1). Die GrdBe der Promotorfragmente ist fir die
RhoA-Konstrukte am linken, fur die TCTA-Konstrukte am rechten Rand angegeben. Die relative Lage
der TATA-Boxen1 und 2 sowie die Position der genetischen Variante ist gekennzeichnet.
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Die RhoA- und TCTA-Promotordeletionskonstrukte wurden zur Uberpriifung ihrer
transkriptionellen Aktivitdt unter nicht-stimulatorischen (w/o) sowie 8-Br-cAMP-
[0,5 mM] und PMA- [10® M] stimulatorischen Bedingungen in EA.hy926 Zellen
transfiziert und die enzymatische Aktivitat des exprimierten Reportergens nach 24 h
bestimmt (Abbildung 4.5.1.b).
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Abb. 4.5.1.b: Transkriptionelle Aktivitit der RhoA- und TCTA-Promotordeletionskonstrukte.
EA.hy926 Zellen wurden unter nicht-stimulatorischen (w/o) sowie 8-Br-cAMP- [0,5 mM] und PMA-
[10'8 M] stimulatorischen Bedingungen mit RhoA- und TCTA-Promotordeletionskonstrukten
transfiziert. RhoA- und TCTA-Konstrukte des Haplotypen H2 (T-Allel, dunkelgraue Balken) zeigten
eine signifikant héhere transkriptionelle Aktivitdt im Vergleich zu Konstrukten des Haplotypen H1
(C-Allel, hellgraue Balken). Fir RhoA zeigten die langsten (p-1372/-1; p-948/-1), fir TCTA die
kirzesten (p-448/-1; p-100/-1) Promotorkonstrukte die starkste transkriptionelle Aktivitat. ns: p>0,05;
*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001.
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Sowohl fiir RhoA als auch fiir TCTA zeigten die Deletionskonstrukte des Haplotypen
H2 (T-Allel, dunkelgraue Balken) unter allen getesteten Stimulationen eine signifikant
hdhere transkriptionelle Aktivitat als Konstrukte des Haplotypen H1 (C-Allel, hellgraue
Balken). Dabei waren die langsten RhoA- (p-1372/-1H2 und p-948/-1H2), jedoch die
kiirzesten TCTA-Konstrukte (p-448/-1H2 und p-100/-1H2) am starksten aktiv.

Die langsten TCTA-Konstrukte (p-1372/-1H2 und p-948/-1H2) waren transkriptionell
vOllig inaktiv und reichten nicht Uber das Niveau des pGL3-basic hinaus. Die
Trunkierung des Konstrukts p-948/-1H2 um 500 bp flhrte jedoch zu einem
signifikanten Anstieg (p<0,0001) der transkriptionellen Aktivitadt. Dies lasst auf das
Wegfallen eines reprimierenden Elements in der Region -948/-448 schlieBen. Im
Kontext des Haplotypen H1 (C-Allel an Position -1) scheint dieses reprimierende
Element nicht mehr optimal mit den Faktoren des Core-Promotors interagieren zu
kénnen, da die transkriptionelle Aktivitat der langsten TCTA-Konstrukte signifikant
anstieg (Anstieg im Vergleich zum Haplotypen H2 um 98,6% [w/0], 98,4% [cAMP]
und 96,2% [PMA], p-Wert jeweils <0,0001 fir p-1372/-1 bzw. 34,5%, p=0,0176 [w/0],
48,6%, p=0,0025 [cAMP] und 99,6%, p=0,0042 [PMA] fir p-948/-1). Das Einbringen
des C-Allels fihrte zudem zu einem deutlich stérkeren Aktivitdtseinbruch des
p-448/1H2- (88% [w/0]; 87% [cAMP]; 87,7% [PMA], p-Wert jeweils >0,0001) im
Vergleich zum p-100/-1H2-Konstrukt (48,4%, p=0,0002 [w/0]; 40,7%, p=0,0225
[cAMP]; 57,1%, p=0,0013 [PMA]). Dies deutet darauf hin, dass ein im Bereich von -
448/-100 lokalisiertes aktives Element nicht mehr mit dem nun verédnderten Core-

Promotor wechselwirken kann.

Das RhoA p-948/-1H2 Konstrukt zeigte unter allen stimulatorischen Bedingungen
eine signifikant hdhere transkriptionelle Aktivitat (55%, p<0,0001 [w/0], 61,7%,
p=0,0003 [cAMP] bzw. 63%, p=0,0227 [PMA]) als das RhoA p-490/-1H2-Konstrukt.
Dies lasst auf ein aktivierendes Element in den trunkierten 458 bp schlieBen. Da
durch die Einfiihrung des C-Allels an Position -112 (Haplotyp H1) insbesondere die
Aktivitat der zuvor aktivsten RhoA-Konstrukte p-1372/-1H2 und p-948/-1H2 deutlich
einbrach (Einbruch im Vergleich zum Haplotyp H2 um 50,2%, p=0,0037 [w/0], 55,6%,
p<0,0001 [cAMP] und 61,3%, p=0,0966 [PMA] fir p-1372/-1 bzw. 71,6%, p<0,0001
[w/o], 70,2%, p<0,0001 [cAMP] und 67,3%, p=0,006 [PMA] flr p-948/-1) ist zu
vermuten, dass dieses aktive Element mit der basalen Transkriptionsmaschinerie des
Core-Promotors interagiert.
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Die RhoA-Deletionskonstrukte wurden zudem in umgekehrter/reverser Orientierung
unter  nicht-stimulatorischen  (w/o)  sowie  stimulatorischen  (8-Br-cAMP
[0,5 mM] und PMA [10® M]) Bedingungen im Transkriptionsassay angeboten
(Abbildung 4.5.1.c).
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Abb. 4.5.1.c: Transkriptionelle Aktivitat der RhoA-Promotordeletionskonstrukte in reverser
Orientierung. EA.hy926 Zellen wurden unter nicht- (w/o) sowie unter stimulatorischen Bedingungen
(8-Br-cAMP [0,5 mM] und PMA [10'8 M]) mit RhoA-Promotordeletionskonstrukten in reverser
Orientierung transfiziert. Wahrend die transkriptionelle Aktivitadt der l&ngeren Konstrukte (p-1372/-1;
p-948/-1) nicht Uber das Basalniveau des Leervektors pGL3-basic hinausreichte, zeigten die kirzeren
Konstrukte, insbesondere das Kiirzeste (p-100/-1), eine starke Aktivitdt. Zum Vergleich sind die
transkriptionellen Aktivitdten der revers orientierten Konstrukte denen der sense orientierten
Konstrukte gegenlbergestellt. ns: p>0,05; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001.
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Im Vergleich zu ihrer urspriinglichen/sense Orientierung zeigten die Konstrukte in
reverser Orientierung eine deutlich geringere Aktivitat. So wies das aktivste Konstrukt
in reverser Orientierung eine etwa 5-fach schwachere Aktivitat auf als das aktivste
Konstrukt in sense Orientierung. Zudem reichten die in sense Orientierung aktivsten
Konstrukte (p-1372/-1H2 und p-948/-1H2) in umgekehrter Orientierung unter allen
getesteten Bedingungen in ihrer Aktivitdt nicht Uber das Niveau des Leervektors
pGL3-basic hinaus. Die starkste transkriptionelle Aktivitdt wies das in sense
Orientierung inaktivste Konstrukt p-100/-1 auf. Dieses Konstrukt stellt eine
3'-Trunkierung des p-100/-1 TCTA-Konstruktis dar. Da jedoch keine wesentliche
Anderung in der transkriptionellen Aktivitit dieser beiden Konstrukte zu beobachten
war, scheint diese Deletion mit der in ihr enthaltenen TATA-Box1 keinen

entscheidenden Einfluss auf die transkriptionelle Aktivitat zu nehmen.
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4.5.2 Mutation der TATA-Box2

Die Veranderung der TATA-Box1 durch das C-Allel an Position -112 flhrte zu einem
signifikanten Einbruch der transkriptionellen Aktivitait der RhoA- und TCTA-
Promotordeletionskonstrukte (siehe Abschnitt 4.5.1). Um zu Uberprifen, ob eine
Veranderung der TATA-Box2 zu einer vergleichbaren Veranderung der
transkriptionellen Aktivitat fihrt, wurde analog zum SNP in der TATA-Box1 eine
Mutation in die TATA-Box2 des aktivsten RhoA-Promotordeletionskonstrukts
(p-948/-1) eingebracht (Abbildung 4.5.2). Diese Mutation erfolgte sowohl im Kontext
des Haplotypen H1 (p-948/-1H1 Mut TATAZ2; hellgraue Balken) als auch des
Haplotypen H2 (p-948/-1H2 Mut TATAZ2; dunkelgraue Balken).

Die Veranderung der TATA-Box2 im Kontext des Haplotypen H2 (p-948/-1H2 Mut
TATAZ2) flhrte unter allen getesteten stimulatorischen Bedingungen (w/o, 8-Br-cAMP
[0,5 mM] und PMA [10® M]) zu einem Einbruch der transkriptionellen Aktivitat auf
bzw. unter das Niveau des Vektors p-948/-1H1 (p<0,0001 fir [w/o] und [cAMP],
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Abb. 4.5.2: Transkriptionelle Aktivitdit von RhoA-Konstrukten mit mutierter TATA-Box2.
Die TATA-Box2 des RhoA-Promotordeletionskonstrukts p-948/-1 wurde im Kontext des Haplotypen
H1 sowie des Haplotypen H2 analog zur TATA-Box1 mutiert und die Konstrukte unter nicht-
stimulatorischen sowie 8-Br-cAMP- [0,5 mM] und PMA- [10® M] stimulatorischen Bedingungen in
EA.hy926 Zellen transfiziert. Das Einbringen einer Punktmutation in die TATA-Box2 fuhrte im Kontext
des Haplotypen H1 zu einer Steigerung der transkriptionellen Aktivitat, die jedoch nicht das Niveau
des Wildtyp-Konstrukts p-948/-1H2 erreichte. Im Kontext des Haplotypen H2 resultierte aus der
Punktmutation ein Einbruch der transkriptionellen Aktivitat auf bzw. unter das Niveau des Haplotypen
H1. ns: p>0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001.
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p=0,4941 fir [PMA]). Im Kontext des Haplotypen H1 (p-948/-1H1 Mut TATA2) kam
es hingegen zu einem Anstieg der transkriptionellen Aktivitat, insbesondere unter
8-Br-cAMP- (Anstieg um 77,8%, p=0,0018) und PMA- (Anstieg um 60%, p=0,0095)
stimulatorischen Bedingungen. Die Aktivitat erreichte jedoch nicht die des Wildtyp-
Konstrukts p-948/-1H2. Demzufolge scheinen zwei perfekte TATA-Boxen flr eine
ausreichende transkriptionelle Aktivitat des p-948/-1 RhoA-Konstrukts notwendig zu

sein.
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4.5.3 Deletion der TATA-Boxen

Da die Veranderung der TATA-Box1 durch den -112T>C SNP die transkriptionelle
Aktivitdt der RhoA- und TCTA-Promotordeletionskonstrukte signifikant reduzierte
(siehe Abschnitt 4.5.1) und zudem eine analoge Veranderung der TATA-Box2 zum
Einbruch der transkriptionellen Aktivitat des RhoA p-948/-1 Konstrukts flhrte (siehe
Abschnitt 4.5.2), wurde zur weiteren Uberpriifung des Einflusses der TATA-Boxen im
jeweils aktivsten RhoA- (p-948/-1) bzw. TCTA- (p-448/-1) Promotordeletionskonstrukt
die TATA-Box1 und/oder 2 im Kontext des Haplotypen H1 sowie des Haplotypen H2
deletiert (Abbildung 4.5.3.a). Es erfolgte sowohl die Deletion der TATA-Box Core-
Sequenz (TATAAA; Del), als auch die Deletion der Core-Sequenz mit umgebenden
Nukleotiden (Del comp.).

TATA-Box2 TATA-Box1
p-H1 ttgaggccccgatattttctggaccaacgataaaac
p-H2 ttgaggccccgatattttctggaccaacgataaaat
p-Del 1 ttgaggcceccgatattttctggaccaacgat-—-=-—-——-
p-Del1 comp. ttgaggccccgatattttctggaccaac—============---
p-Del 2 H1 ttgaggcccecg=====—=—=- ctggaccaacgataaaac
p-Del 2 H1 comp.ttgaggc—=—=========——-—= accaacgataaaac
p-Del 2 H2 ttgaggcccecg==—====-= ctggaccaacgataaaat
p-Del 2 H2 comp.ttgaggc——=————==—————— accaacgataaaat
p-Del 1/2 ttgaggcceccg==—————- ctggaccaacgat-------
p-Del 1/2 comp. ttgaggc———=—=====—=—=———= ACCAAC========———————

Abb. 4.5.3.a: Basengenaue Darstellung der TATA-Box-Deletionskonstrukte. Die Haplotypen H1
und H2 sind in ihrer natrrlichen Sequenz dargestellt, darunter sind die jeweils veranderten TATA-Box-
Deletionskonstrukte abgebildet. In dem RhoA-Konstrukt p-948/-1 und in dem TCTA-Konstrukt p-448/-1
wurde die Core-Sequenz der TATA-Box1 und/oder 2 (Del) sowie die TATA-Box1 und/oder 2 mit
umgebenden Nukleotiden (Del comp.) deletiert. Die Bezeichnung der Vektoren und ihre Sequenz im
Bereich der TATA-Boxen sind dargestellt. Grau markierte Nukleotide sind in den TCTA-Konstrukten
nicht vorhanden.
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Die TATA-Box-Deletionskonstrukte wurden unter nicht-stimulatorischen (w/0) sowie
stimulatorischen (8-Br-cAMP [0,5 mM] und PMA [10® M]) Bedingungen in EA.hy926
Zellen transfiziert und die Aktivitat der Luziferase nach 24 h bestimmt (Abbildung
4.5.3.b).
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Abb. 4.5.3.b: Einfluss der TATA-Boxen auf die transkriptionelle Aktivitat. RhoA- und TCTA-
Konstrukte  mit  deletierter Core- (Del) sowie kompletter TATA-Box (Del comp.)
1 und/oder 2 wurden unter nicht-stimulatorischen sowie 8-Br-cAMP- [0,5 mM] und PMA- [10'8 M]
stimulatorischen Bedingungen in EA.hy926 Zellen transfiziert. Die Deletion der Core- sowie der
kompletten TATA-Box1 und/oder 2 resultierte bei den RhoA-Konstrukten in einem Einbruch der
transkriptionellen Aktivitat auf bzw. unter das Niveau des Haplotypen H1. Hingegen fihrte die Deletion
der TATA-Boxen1 und/oder 2 bei den TCTA-Konstrukten zu keiner wesentlichen Anderung der
transkriptionellen Aktivitdt. Ausnahme bildete die Deletion der kompletten TATA-Box1, die in einem
Anstieg der transkriptionellen Aktivitdt resultierte sowie die Deletion der kompletten TATA-Box2 im
Kontext des Haplotypen H1, die zu einem Einbruch der transkriptionellen Aktivitat auf Basalniveau
fhrte. ns: p>0,05; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001.
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Die Deletion der (kompletten) TATA-Box1 (p-Dell und p-Dell comp., helles
mittelgrau), oder der (kompletten) TATA-Box2 im Kontext des Haplotypen H1
(p-Del2 H1 und p-Del2 H1 comp., hellgrau) bzw. des Haplotypen H2 (p-Del2 H2 und
p-Del2 H2 comp., dunkelgrau) resultierte bei den RhoA-Konstrukten unter allen
getesteten Bedingungen in einem Einbruch der transkriptionellen Aktivitat unter das
Niveau des Haplotypen H1 (p-948/-1H1; Einbruch zwischen 60% - 91%, p-Wert
zwischen <0,0001 - 0,0007 [w/o]; 58% - 83,7%, p-Wert zwischen 0,0081 — 0,1360
[cCAMP]; 1,3% - 52,6%, p-Wert zwischen 0,0015 — 0,9599 [PMA]). Dieser Effekt war
zudem bei gleichzeitiger Deletion der TATA-Box1 und 2 zu beobachten (p-Del 1/2
[68,6%, p<0,0001 [w/o]; 71,4%, p=0,0177 [cAMP]; 26,1%, p=0,2626 [PMA]] und
p-Del 1/2 comp. [65,8%, p<0,0001 [w/0]; 55,7%, p=0,031 [cAMP]; 4,7%, p=0,8209
[PMA]], dunkles mittelgrau). Dies bestéatigt, dass fir eine ausreichende
transkriptionelle Aktivitdt des p-948/-1 RhoA-Konstrukts beide TATA-Boxen mit
perfekter kanonischer Sequenz erforderlich sind.

Bei den TCTA-Konstrukten fuhrte die Deletion der TATA-Boxen hingegen unter allen
getesteten stimulatorischen Bedingungen zu keinen wesentlichen Veranderungen
der transkriptionellen Aktivitat. Eine Ausnahme bildete die Deletion der kompletten
TATA-Box1 (p-Dell comp., helles mittelgrau), die in einem signifikanten Anstieg der
Aktivitat (48%, p<0,0001 [w/o], 55,7%, p=0,0002 [cAMP] bzw. 66,3%, p=0,0045
[PMA]) resultierte sowie die Deletion der kompletten TATA-Box2 im Kontext des
Haplotypen H1 (p-Del2 H1 comp.; hellgrau), die einen Einbruch der Aktivitat (86,6%,
p<0,0001 [w/0], 64%, p=0,1181 [CAMP] bzw. 91,1%, p<0,0001 [PMA]) bis auf Niveau
des Leervektors pGL3-basic zur Folge hatte.
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4.5.4 Veranderung des TATA-Box Spacings

FUr eine ausreichende transkriptionelle Aktivitat der RhoA-Konstrukte missen beide
TATA-Boxen in perfekter kanonischer Sequenz vorliegen (siehe Abschnitte 4.5.1 —
4.5.3). Sowohl eine Punktmutation in TATA-Box1 oder 2 als auch die Deletion einer
der beiden TATA-Boxen bzw. beider TATA-Boxen resultierte in einer signifikant
verminderten transkriptionellen Aktivitat der RhoA-Konstrukte. Um zu Gberprifen, ob
die Distanz beider TATA-Boxen zueinander von Bedeutung ist, wurde durch Deletion
von einem, 5 bzw. 9 Nukleotid(en) sowie durch Insertion von einem, 6 bzw. 11
Nukleotid(en) das Spacing der TATA-Boxen in dem RhoA-Konstrukt p-948/-1H2
sowie dem TCTA-Konstrukt p-448/-1H2 verandert. Die inserierten Nukleotide wurden
so gewahlt, dass sie Anteile der bereits zwischen den TATA-Boxen liegenden
Sequenz bzw. eine ,nonsense“ Sequenz darstellten (Abbildung 4.5.4.a).

TATA-Box2 TATA-Box1
p-H1 ttgaggccccgatattttctggaccaacgataaaac
p-H2 ttgaggccceccgatattttctggaccaacgataaaat
p-SpDel 1 ttgaggccccgatattttctggac—aacgataaaat
p-SpDel 2 ttgaggccccgatattttctgg-=---- cgataaaat
p-SpDel 3 ttgaggccccgatattttct-—-=====-= ataaaat
p-Spins 1 ttgaggccccgatattttctggacccaacgataaaat
p-Spins 2 ttgaggccccgatattttctggaccaacgacaacgataaaat

p-Splns 3 ttgaggccccgatattttctggacctggaccaacgaaacgataaaat

p-Spins 3.1 ttgaggccccgatattttctggacctgtatctatgtaacgataaaat
p-Spins 3.2 ttgaggccccgatattttctggacctttttttttttaacgataaaat

Abb. 4.5.4.a: Basengenaue Darstellung der Konstrukte im Bereich des veranderten TATA-Box
Spacings. In dem RhoA-Konstrukt p-948/-1H2 sowie in dem TCTA-Konstrukt p-448/-1H2 wurde(n) ein
(SpDel 1), 5 (SpDel 2) bzw. 9 (SpDel 3) Nukleotid(e) zwischen TATA-Box1 und 2 deletiert bzw. ein
(Spins 1), 6 (Spins 2) bzw. 11 (Spins 3; Spins 3.1; Spins 3.2) Nukleotid(e) inseriert (dargestellt durch
Striche bzw. rot markierte Nukleotide). Die Bezeichnung der Vektoren und ihre Sequenz im Bereich
der TATA-Boxen sind dargestellt. Grau markierte Nukleotide sind in den TCTA-Konstrukten nicht
vorhanden.
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Die Konstrukte wurden unter nicht-stimulatorischen (w/0), 8-Br-cAMP- [0,5 mM] und
PMA- [10® M] stimulatorischen Bedingungen in EA.hy926 Zellen transfiziert und die
enzymatische Aktivitdt des exprimierten Reportergens nach 24 h bestimmt
(Abbildung 4.5.4.b).
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Abb. 4.5.4.b: Einfluss des TATA-Box Spacings auf die transkriptionelle Aktivitat von RhoA- und
TCTA-Konstrukten. RhoA- und TCTA-Konstrukte mit deletierten (SpDel) bzw. inserierten (Splns)
Nukleotiden zwischen TATA-Box1 und TATA-Box2 wurden unter nicht-stimulatorischen sowie
8-Br-cAMP- [0,5 mM] und PMA- [10'8 M] stimulatorischen Bedingungen in EA.hy926 Zellen transfiziert.
Eine Deletion bzw. Insertion von Nukleotiden zwischen den TATA-Boxen resultierte bei den RhoA-
Konstrukten in einer signifikanten Abnahme der transkriptionellen Aktivitat proportional zur Anzahl der
deletierten/inserierten Nukleotide. Eine Anderung der transkriptionellen Aktivitat der TCTA-Konstrukte
war abhangig von der Anzahl der inserierten bzw. deletierten Basen sowie dem stimulatorischen
Regime. ns: p>0,05; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001.
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Bereits die Deletion bzw. Insertion eines Nukleotids zwischen die TATA-Boxen des
RhoA p-948/-1H2 Konstrukts (p-SpDel 1 bzw. p-Splns 1) resultierte unter allen
stimulatorischen Bedingungen in einem Einbruch der transkriptionellen Aktivitat unter
das Niveau des Haplotypen H1 (p-948/-1H1; Einbruch um 52,8%, p=0,0001 [w/0],
55,8%, p<0,0001 [cAMP] und 58,4%, p=0,0187 [PMA] flr Deletion einer Base bzw.
41,6%, p=0,0003 [w/o], 44%, p=0,0002 [cAMP] und 46,3%, p=0,0496 [PMA] far
Insertion einer Base). Weitere Veranderungen des Abstands flhrten zu einer
starkeren Abnahme der Aktivitat (Deletion von 5 bzw. Insertion von 6 Basen: 86,7%
bzw. 64,3%, p-Wert jeweils <0,001 [w/0], 82,9% bzw. 55,7%, p-Wert jeweils <0,0001
[cAMP], 70,9%, p=0,0081 bzw. 35,9%, p=0,1091 [PMA]; Deletion von 9 bzw.
Insertion von 11 Basen: 94,7% bzw. 78,3%, p-Wert jeweils <0,0001 [w/o], 92,7%
bzw. 76,4%, p-Wert jeweils <0,0001 [cAMP], 91,1%, p=0,0033 bzw. 57,4%, p=0,0271
[PMA]), so dass ein proportionaler Zusammenhang zwischen der Anzahl deletierter
bzw. inserierter Nukleotide und einer Abnahme der transkriptionellen Aktivitat zu

beobachten war.

Hingegen veranderte sich die transkriptionelle Aktivitdat der TCTA-Konstrukte in
Abhéangigkeit der Art (Insertion/Deletion) und Anzahl der inserierten/deletierten
Nukleotide. Unter allen getesteten Bedingungen fiihrte die Insertion von einem bzw.
6 Nukleotid(en) (p-Splns 1 und p-Splns 2) zu einem Einbruch der transkriptionellen
Aktivitat (89,3% bzw. 98,7%, p-Wert jeweils <0,001 [w/0]) auf Niveau des Leervektors
pGL3-basic. Die Insertion von 11 Nukleotiden (p-Spins 3) hingegen fuhrte zu einem
Anstieg der Aktivitat (15,1%, p=0,0196 [w/0]). Dieser war sequenzunabhangig, da der
Effekt sowohl nach Verdopplung der zwischen den TATA-Boxen liegenden Sequenz
als auch nach Einbringen einer ,nonsense” Sequenz (p-Spins 3.1: 24,4%, p=0,0111
[w/0] bzw.p-Splins 3.2: 0,5%, p=0,9158 [w/o0]) erfolgte.

Unter allen stimulatorischen Bedingungen konnte zudem eine signifikante Abnahme
der transkriptionellen Aktivitat durch Deletion von 9 Nukleotiden zwischen den TATA-
Boxen beobachtet werden (p-SpDel 3: 26,3%, p=0,0004 [w/o]). Die Deletion nur
eines Nukleotids resultierte unter nicht-stimulatorischen Bedingungen in einem
signifikanten Anstieg der Aktivitat (p-SpDel 1: 31,7%, p=0,0039 [w/0]), die Deletion
von 5 Nukleotiden hingegen filhrte zu keiner wesentlichen Anderung (p-SpDel 2:
Anstieg um 10,2%, p=0,0907 [w/0]). Diese Tendenz schien sich unter 8-Br-cAMP-
und PMA-stimulatorischen Bedingungen umzukehren.
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4.5.5 Tausch der TATA-Box flankierenden Bereiche

Die 10 Nukleotide direkt 5' der TATA-Box2 sowie direkt 3' der TATA-Box1 stellen
zusammen eine (fast) perfekt palindromische Sequenz dar (Abbildung 4.5.5.a, fett
gedruckte Sequenz). Zur Uberpriifung, ob diese Sequenz die transkriptionelle
Aktivitat des RhoA-Konstrukts p-948/-1H2 beeinflusst wurden 8 (p-FT1 - p-FT6; blau
und griin unterlegte Sequenz) bzw. 9 Nukleotide (p-FT7 - p-FT12; gelb und orange
unterlegte Sequenz) dieser Sequenz in gleicher (p-FT1 und p-FT7) bzw. inverser
(p-FT4 und p-FT10) Orientierung gegeneinander ausgetauscht. In einem zweiten
Ansatz wurden die 8 bzw. 9 flankierenden Nukleotide der TATA-Box2 durch die 8

TATA-Box2 TATA-Box1

-948/-1 RhoA H1 cccttgaggccccgatatttictggaccaacgataaaacatga cctcagtga

p-FT7 cccttgagggcctcatatttictggaccaacgataaaatatgaggccccgagtgag
p-FT8 cccttgagggcctcatattttctggaccaacgataaaatatgagggcctcagtgag
p-FT9 cccttgaggccccgatattitctggaccaacgataaaatatgaggccccgagtgag
p-FT10 ccctictccgggagatattttctggaccaacgataaaatatgccccggagagtgag
p-FT11 ccctictccgggagatatttictggaccaacgataaaatatgagggcectcagtgag
p-FT12 cccttgaggcecccgatatttictggaccaacgataaaatatgccccggagagtgag

Abb. 4.5.5.a: Basengenaue Darstellung der Konstrukte im Bereich der veranderten TATA-Box
flankierenden Bereiche. Die Haplotypen H1 (hellgrau) und H2 (dunkelgrau) sind in ihrer natirlichen
Sequenz abgebildet. Farbig dargestellt sind Gruppen von Vektoren, deren TATA-Box flankierende
Bereiche verandert wurden. Zusammen bilden die 10 Nukleotide direkt 5' der TATA-Box2 (fett
gedruckt) sowie direkt 3' der TATA-Box1(fett gedruckt) eine (fast) perfekt palindromische Sequenz. In
dem RhoA-Konstrukt p-948/-1H2 wurden 8 Nukleotide (p-FT1 - p-FT6; blau und grin unterlegte
Sequenz) bzw. 9 Nukleotide (p-FT7 - p-FT12; gelb und orange unterlegte Sequenz) dieser Sequenz in
gleicher (p-FT1 und p-FT7) bzw. inverser (p-FT4 und p-FT10) Orientierung gegeneinander
ausgetauscht. Zudem wurden die 8 bzw. 9 flankierenden Nukleotide der TATA-Box2 durch die 8 bzw.
9 flankierenden Nukleotide der TATA-Box1 in gleicher (p-FT2; p-FT8) sowie inverser (p-FT5; p-FT11)
Orientierung ersetzt und umgekehrt (p-FT3; p-FT9 bzw. p-FT6; p-FT12). Die Bezeichnung der
verschiedenen Vektoren und ihre Sequenz im Bereich der TATA-Boxen sind dargestellt.
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bzw. 9 Nukleotide der TATA-Box1 in gleicher (p-FT2; p-FT8) sowie inverser (p-FT5;
p-FT11) Orientierung ersetzt und umgekehrt (p-FT3; p-FT9 bzw. p-FT6; p-FT12).

Die Konstrukte wurden unter nicht-stimulatorischen Bedingungen in EA.hy926 Zellen
transfiziert und die Aktivitdit des Reportergens nach 24 h bestimmt (Abbildung
4.5.5.b).
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Abb. 4.5.5.b: Einfluss einer Verdanderung der TATA-Box flankierenden Bereiche auf die
transkriptionelle Aktivitdt von RhoA-Konstrukten. Die RhoA-Konstrukte mit verdnderten TATA-Box
flankierenden Bereichen wurden unter nicht-stimulatorischen Bedingungen in EA.hy926 Zellen
transfiziert. Ein Austausch der 8 flankierenden Nukleotide der TATA-Boxen1 und 2 fihrte zu keiner
wesentlichen Anderung der transkriptionellen Aktivitat (p-FT1). Erfolgte der Austausch in inverser
Orientierung (p-FT4) bzw. wurden die 8 flankierenden Nukleotide der TATA-Box1 bzw. 2 durch die 8
flankierenden Nukleotide der TATA-Box2 bzw. 1 ersetzt (p-FT2 bzw. p-FT3), kam es zu einem
tendenziellen Anstieg der transkriptionellen Aktivitdt. Das Ersetzen der 8 flankierenden Nukleotide in
inverser Orientierung flihrte zu einem signifikanten Einbruch der transkriptionellen Aktivitat (p-FT5 und
p-FT6). Der Austausch der 9 flankierenden Nukleotide der TATA-Box1 bzw. 2 (p-FT7) sowie deren
wechselseitiges Ersetzen (p-FT8 und p-FT9) resultierte in einem signifikanten Anstieg der
transkriptionellen Aktivitat. Erfolgte der Austausch (p-FT10) bzw. das Ersetzen (p-FT11 und p-FT12)
der 9 flankierenden Nukleotide in inverser Orientierung, resultierte daraus keine wesentliche Anderung
der transkriptionellen Aktivitat. Die Farbe der Balken entspricht den in 4.5.5.a dargestellten Gruppen
von Vektoren. ns: p>0,05; *: p<0,05; **: p<0,01; *** p<0,001.
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Der Austausch der 8 flankierenden Nukleotide der TATA-Box1 und 2 in gleicher
Orientierung (p-FT1) sowie das Ersetzen der 8 flankierenden Nukleotide der TATA-
Box2 durch die der TATA-Box1 (p-FT2) fiihrte zu keiner wesentlichen Anderung der
transkriptionellen Aktivitdt. Wurden hingegen die 8 flankierenden Nukleotide der
TATA-Box1 durch die der TATA-Box2 ersetzt (p-FT3), bzw. erfolgte der Austausch
dieser 8 flankierenden Nukleotide in inverser Orientierung (p-FT4), kam es zu einem
signifikanten Anstieg der transkriptionellen Aktivitat (17,5%, p=0,0111 bzw. 17,2%,
p=0,0399). Die Aktivitat brach jedoch fast vollstandig ein, wenn die 8 Nukleotide der
TATA-Box2 durch die der TATA-Box1 in inverser Orientierung (p-FT5; 91%,
p<0,0001) ersetzt wurden. Auch die umgekehrte Orientierung (p-FT6) war mit einer
Reduktion um 42,7% (p=0,0004) deutlich inaktiver als das Wiltyp-Konstrukt
p-948/-1H2. Der Austausch der 9 flankierenden Nukleotide der TATA-Box1 und 2 in
gleicher Orientierung (p-FT7) sowie deren wechselseitiges Ersetzen (p-FT8 und
p-FT9) resultierte in einem signifikanten Anstieg der transkriptionellen Aktivitat
(41,8%, p=0,0005; 40,2%, p<0,0001 bzw. 44,9%, p<0,0001). Erfolgte dies jedoch in
inverser Orientierung (p-FT10, p-FT11 und p-FT12), kam es zu keiner wesentlichen
Anderung der transkriptionellen Aktivitét.

Ein Tausch der TATA-Box flankierenden, (fast) perfekt palindromischen Sequenzen
resultierte in keiner einheitlichen Veranderung der transkriptionellen Aktivitat des
RhoA p-948/-1H2-Konstrukts. Vielmehr waren die genaue Sequenz sowie die Art des
Austausches (gleiche Orientierung/inverse Orientierung) von Bedeutung. Dies,
zusammen mit den Ergebnissen der TATA-Box Mutationen (Abschnitt 4.5.2),
Deletionen (Abschnitt 4.5.3) und den Veradnderungen des TATA-Box Spacings
(Abschnitt 4.5.4) lasst darauf schlieBen, dass eine genaue, unveranderte
Sequenzabfolge des offensichtlich als gemeinsame Core-Promotorregion des
divergenten Genpaares fungierenden Bereichs um die TATA-Boxen1 und 2 fUr die
transkriptionelle Regulation, insbesondere des RhoA-Gens, jedoch auch des TCTA-

Gens, erforderlich ist.
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4.6 EMSA-Analysen

Zur Untersuchung von DNA-Protein-Interaktionen im Bereich des -112T>C SNPs
wurden EMSA-Analysen mit unstimuliertem (w/o) sowie 8-Br-cAMP- [0,5 mM] und
PMA- [10® M] stimuliertem EA.hy926-Kernextrakt durchgefiihrt. Als Sonden dienten
31bp-Oligomere, die das -112T- oder das -112C-Allel trugen (Abbildung 4.6.a). Die
Kompetition erfolgte mit der unmarkierten, jeweils homologen Sonde in 200-fachem
Uberschuss.

ttctggaccaacgataaaa'.atgagggcctcagtgagtagg

====TFIlID==== ===c-Jun==
====TBP===== ==GCN4===
===C/EBPo=== ===AP-1===

Abb. 4.6.a: Basengenaue Darstellung der in den EMSA-Analysen verwendeten 31bp-Oligomere.
Far die Bandshift-Assays wurden synthetisch hergestellte 31bp-Oligomere verwendet, die das -112C-
oder -112T-Allel trugen. Farbig gekennzeichnet sind putative Faktoren, die das T-Allel (rot) bzw.
C-Allel (blau) binden. Schwarz markierte Faktoren sind allelunabh&ngig. Unterstrichene Nukleotide
sind in der Sonde nicht vorhanden.

Mit nicht-stimuliertem sowie mit 8-Br-cAMP- und PMA-stimuliertem Kernextrakt trat
eine spezifische, kompetierbare Bande fiir das T-Allel auf, die fir das C-Allel deutlich
schwacher ausfiel (Abbildung 4.6.b; Pfeil). Dieses Bandenmuster war unter nicht-
stimulatorischen Bedingungen deutlich starker, konnte jedoch auch unter
8-Br-cAMP- und PMA-Stimulation beobachtet werden.

Eine weitere, schneller migrierende, T-Allel spezifische Bande war unter nicht-
stimulatorischen sowie 8-Br-cAMP-stimulatorischen Bedingungen zu erkennen
(Sternchen). Jedoch fiel diese ebenfalls unter 8-Br-cAMP-Stimulation deutlich

schwécher aus.
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Abb. 4.6.b: Differentielles Bindungsmuster des -112C- und -112T-Allels in EMSA-Analysen. Fir
die EMSA-Analysen wurde 5 pg Kernextrakt von nicht-stimulierten sowie 8-Br-cAMP- [0,5 mM] und
PMA- [10® M] stimulierten EA.hy926 Zellen eingesetzt. Die Kompetition (+) erfolgte mit 200-fachem
Uberschuss an unmarkierter Sonde. Das T-Allel zeigte unter allen stimulatorischen Bedingungen ein
spezifisches Bindungsmuster, welches fur das C-Allel deutlich schwéacher ausfiel.

Zudem konnte eine kompetierbare Bindung mit nicht-stimuliertem sowie PMA-
stimuliertem Kernextrakt beobachtet werden. Unter PMA-Stimulation zeigte sich
diese Bindung fir beide Allele gleich stark ausgepragt (ein Punkt), unter nicht-
stimulatorischen Bedingungen fiel sie hingegen fur das C-Allel deutlich schwéacher
aus (zwei Punkte).
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4.7 Methylierungsstatus

In genregulatorischen Regionen sind haufig sogenannte CpG-Inseln lokalisiert, die
durch unterschiedliche Methylierungsgrade Einfluss auf die transkriptionelle Kontrolle
nehmen. Sie stellen DNA-Regionen von = 200 bp mit einem GC-Anteil von > 50%
und einem Verhaltnis von beobachteten zu erwarteten CpG-Dinukleotiden von = 0.6
dar (Kim et al, 2009). Durch das Programm ,EMBOSS CpGPlot"
(http://www.ebi.ac.uk/tools/emboss/cpgplot/index.html)  wurden sowohl in der
5'-flankierenden Region des RhoA- als auch des TCTA-Gens CpG-Inseln
vorhergesagt (Abbildung 4.7.a). Um ihren Methylierungsstatus zu prifen, wurde die
genomische DNA von vier Probanden einer Bisulfit-Konvertierung unterzogen und
anschlieBend in eine PCR mit Primern gegen nicht-methylierte (nm) und methylierte
(m) Sequenzen der CpG-Inseln eingesetzt (Abbildung 4.7.b).

errsssnsnnsnsannnnnnsannnnnnnnnnnnn RhOA ......... TCTA
Exon 1 ~» 1
- —
[ ]
CpG-Insel

Abb. 4.7.a: Schematische Darstellung der Lage der CpG-Inseln. Mit Hilfe des netzbasierten
Programms ,EMBOSS CpGPlot* wurden putative CpG-Inseln in der 5'-regulatorischen Region des
RhoA- und TCTA-Gens vorhergesagt. Die RhoA 5'-UTR (dunkelgrau schraffiertes Kastchen), die
TCTA 5-UTR (hellgrau schraffiertes Késtchen), kodierendes Exon (hellgraues Ké&stchen) sowie
Transkriptionsstartstellen (rechtswinkliger und linkswinkliger Pfeil) sind gekennzeichnet. Die Lage der
putativen CpG-Inseln ist durch gelbe Striche markiert.
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Abb. 4.7.b: Die CpG-Inseln der 5'-flankierenden Region des RhoA- und TCTA-Gens sind
differentiell methyliert. Bisulfitkonvertierte genomische DNA von vier Probanden wurde durch PCR
mit Primern gegen die nicht-methylierte (nm) und methylierte (m) Sequenz der CpG-Inseln analysiert.
Die CpG-Insel der 5'-flankierenden Region des RhoA-Gens lag methyliert vor, die CpG-Insel der
TCTA 5'-regulatorischen Region war nicht-methyliert.

Bei allen vier Probanden (unserer Laborgruppe) konnte durch die PCR eine deutliche
Bande von 216 bp, die einer methylierten CpG-Insel in der 5'-flankierenden Region
des RhoA-Gens entsprach, sowie bei den Probanden 1, 2 und 3 eine Bande von
106 bp, die eine nicht-methylierte CpG-Insel in der 5'-flankierenden Region des
TCTA-Gens widerspiegelte, amplifiziert werden. Zudem war eine Bande in Héhe von
216 bp, die einer nicht-methylierten CpG-Insel der RhoA 5'-flankierenden Region
entsprach sowie eine weitere unspezifische Bande in Héhe von 150 bp zu erkennen.
Dies lasst auf eine differenzielle Methylierung der CpG-Inseln in der RhoA und TCTA
5'-regulatorischen Region schlieBen.
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5. Diskussion

Bislang gibt es nur wenige Untersuchungen =zur Genstruktur oder zur
transkriptionellen Kontrolle des humanen RhoA, obwohl es zu den physiologisch best
untersuchten kleinen GTPasen gehdrt. In neueren Studien konnte eine
stimulationsabhangige RhoA-Expression mit IL-4 bzw. IL-13 sowie TNF-a in
humanen bronchialen glatten Muskelzellen gezeigt werden. Als verantwortlich fir die
transkriptionelle Aktivierung von RhoA wurde eine STAT6 sowie eine NF-kB
Bindestelle im proximalen Promotorbereich (Position -78 bp - -70 bp bzw. -84 bp -
-74 bp bezogen auf die TSS1 des RhoA-Gens) identifiziert (Goto et al., 2010; 'Chiba
et al., 2010). Auch erfolgte in jingerer Zeit eine Charakterisierung des Ratten RhoA-
Promotors (Chiba et al., 2010). Eine genaue Beschreibung des humanen RhoA-
Promotors sowie eine Darstellung der divergente Anordnung von RhoA und TCTA
wurde in der Literatur jedoch bisher nicht beschrieben, auch ist die transkriptionelle
Regulation von TCTA bislang ganzlich unbekannt (Stand: 7. Okt. 2010). In dieser
Arbeit wurden daher jeweils 1600 bp der 5'-flankierenden Region des RhoA- und
TCTA-Gens auf genetische Varianten untersucht und regulatorisch aktive Bereiche
der beiden Gene mit Hilfe von Promotordeletionskonstrukten eingegrenzt. Der
Einfluss des SNPs -112T>C [rs940045] sowie zweier TATA-Boxen in der gemeinsam
genutzten Promotorregion zwischen den Transkriptionsstartstellen (TSS) des RhoA-
und TCTA-Gens auf die transkriptionelle Kontrolle wurde durch Reportergenassays

und EMSA-Untersuchungen analysiert.

5.1 RhoA und TCTA bilden ein divergentes Genpaar

RhoA- und TCTA sind auf Chromosom 3p21 in einer divergenten Orientierung
angeordnet. Die TSS des auf dem (-)-Strang des Chromosoms lokalisierten RhoA-
Gens ist durch 112 bp von der TSS des auf dem (+)-Strang gelegenen TCTA-Gens
getrennt (siehe Abbildung 4.1). Eine solche divergente Anordnung von Genen stellt
eine spezielle Form alternativer Promotoren dar.

Die Untersuchung der intergenischen Distanz der Chromosomen 20, 21 und 22
durch Takai und Jones zeigte, dass etwa die Halfte der Gene in einer
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.head-to-head"-Situation angeordnet und somit divergent orientiert, die andere Halfte
hingegen im Tandem auf dem selben DNA-Strang lokalisiert ist. Jedoch besitzen
mehr divergent angeordnete Gene eine Distanz < 1 kb zwischen ihren TSS, als es
der Zufall erwarten lieBe. Dabei betragt die durchschnittliche Lange der gemeinsam
genutzten Promotorregion dieser in sehr enger Nachbarschaft liegenden Gruppe
.head-to-head*” orientierter Gene 300 bp (Takai und Jones, 2004).

Etwa 11% von 23.752 untersuchten humanen Genen gehéren der divergenten
Gengruppe mit <1 kb zwischen ihren TSS an. Von diesen 11% weisen 23%
Uberlappende Transkripte auf, wahrend die Transkripte von 77% der divergenten
Paare nicht tberlappen. Von letzteren sind wiederum bei 67% die TSS durch weniger
als 300 bp getrennt (Trinklein et al., 2004).

Eine solch enge, divergente Anordnung tritt bei einigen funktionellen Gengruppen
gehauft auf. So sind DNA-Reparaturgene 5-fach, Gene fiir Chaperon-Proteine fast
3-fach und mitochondriale Gene mehr als 2-fach in der Gruppe der ,head-to-head®
orientieten Gene Uberreprasentiert. Auch eine Klasse der DEAD-Box RNA-
Helicasen ist mit einer 2-fachen Uberreprasentation besonders haufig divergent
angeordnet (Trinklein et al., 2004). Dabei ist die divergente Anordnung unabhangig
von der Gendichte des Genoms bzw. bestimmter Chromosomen(abschnitte). Adachi
und Lieber zeigten, dass auf Chromosom 21 etwa 22% der Gene divergent orientiert
sind, auf Chromosom 22 weisen 18% eine ,head-to-head” Orientierung auf. Dabei
stellt Chromosom 21 ein Chromosom mit geringer Gendichte dar, Chromosom 22
hingegen ist eines der genreichsten Chromosomen (Adachi und Lieber, 2002).

Eine charakteristische, strukturelle Besonderheit einer divergenten Genkonstellation
ist der erhdhte GC-Gehalt der von beiden Genen eingerahmten, bidirektionalen
Promotorregion. Er liegt bei etwa 66% im Vergleich zu 57% bei unidirektionalen
Promotoren (Trinklein et al., 2004). In Abhangigkeit davon, ob annotierte Gene oder
transkriptionelle Einheiten als Referenz genutzt wurden, besitzen zwischen 77% und
94% der bidirektionalen Promotoren klassische CpG-Inseln, wahrend der Anteil der
unidirektionalen Promotoren mit CpG-Inseln hingegen lediglich zwischen 38% und
60% liegt. Zudem sind die CpG-Inseln divergenter Gene signifikant langer (Kalitsis
und Saffery, 2009). Dieses Uberdurchschnittlich haufige Auftreten von CpG-Inseln hat
mdglicherweise selbst zur Bildung divergenter Genpaare beigetragen: so vermuten
Kalitsis und Saffery, dass die durch CpG-Inseln aufgelockerte Chromatinstruktur und
der dadurch verursachte konstitutiv transkriptionelle Status die Insertion
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transposabler Elemente beglnstigt und diese vor einem Gen-Silencing durch
Methlyierungsereignisse schitzt (Kalitsis und Saffery, 2009). Auch in der
5'-regulatorischen Region des RhoA- und TCTA-Gens sind CpG-Inseln lokalisiert
(siehe Abbildung 4.7.a). Folglich kann die Entstehung dieses divergenten Genpaares
prinzipiell auf den von Kalitsis und Saffery vermuteten Mechanismus zurlickzufiihren
sein. Dies ware jedoch ein evolutionar altes Ereignis, da die genomische
Organisation von RhoA und TCTA bis zum Opossum (Monodelphis domestica)
konserviert ist und somit vor der Eutheria-Metatheria-Trennung und der Entstehung
der Didelphidae vollzogen worden sein muss (ermittelt mit Hilfe des ,ECR browsers*
[http://ecrbrowser.dcode.org/]; Ergebnis siehe Anhang 8.2).

Ob die CpG-Inseln in der RhoA bzw. TCTA 5'-regulatorischen Region Einfluss auf die
transkriptionelle Kontrolle der Gene nehmen, konnte mit Hilfe der klassischen
Reportergenanalysen nicht UOberprift werden, da sich der differentielle
Methylierungsstatus der zu verwendenden Reportervektoren methodisch nicht
gewabhrleisten lasst. Jedoch zeigten methylierungsspezifische PCR-Analysen mit
genomischer DNA von vier verschiedenen Probanden, dass in vivo die CpG-Insel
des RhoA-Gens methyliert, die des TCTA-Gens nicht-methyliert vorlagen (siehe
Abbildung 4.7.b).

5.2 RhoA und TCTA besitzen multiple Transkriptionsstartstellen

Yang und Elnitski konnten mit Hilfe von ,Cap Analysis of Gene Expression“ (CAGE)-
Untersuchungen zeigen, dass divergent angeordnete Gene, neben wenigen seltener
genutzten TSS, in der Regel eine Haupt-TSS aufweisen (Yang und Elnitski, 2007).
Damit zahlen sie nicht zu den klassischen CpG-Insel Promotoren, die durch einen
relativ groBen Bereich mit multiplen Initiationsstellen flr die Transkription
charakterisiert sind (Sandelin et al., 2007).

In der vorliegenden Arbeit konnten durch 5'-RACE Analysen sowohl fiir RhoA als
auch fur TCTA je vier diskrete TSS identifiziert werden, die - mit Ausnahme je einer
TSS - gleichmaBig genutzt zu werden scheinen (siehe Abbildung 4.3.a und 4.3.b).
Somit erflillen sie weder das Charakteristikum klassischer CpG-Insel Promotoren mit
multiplen TSS, noch die von Yang und Elnitski postulierten Kennzeichen divergent
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angeordneter Gene. Obwohl in der gemeinsam genutzten Promotorregion zwischen
dem RhoA- und TCTA-Gen zwei TATA-Box-Motive lokalisiert sind, zeigten beide
Gene zudem keine klassischen TATA-Box Promotoreigenschaften mit lediglich einer

einzigen, diskreten TSS.

Die TSS fir RhoA und TCTA liegen in einem Bereich von ca. 200 bp und fuhren zur
Bildung unterschiedlich langer 5'-untranslatierter Regionen. Somit wird durch
Nutzung der verschiedenen TSS die RhoA- und TCTA-Proteinsequenz nicht
beeinflusst.  Vielmehr  entstehen  verschiedene  Transkriptisoformen  mit
moglicherweise  veranderter  Transkriptstabilitdt und  damit  denkbaren
stéchiometrischen Konsequenzen fir das Genprodukt aufgrund einer veranderten

Translationseffizienz.

5.3 RhoA und TCTA sind positiv coreguliert

RhoA- und TCTA-Transkripte wurden in der Endothelzelllinie EA.hy926 (siehe
Abbildung 4.2) sowie in weiteren Zelllinien (SaOs-2, THP-1, HL60, MCF-7;
Ergebnisse siehe Anhang 8.3) unter nicht-stimulatorischen und 8-Br-cAMP- bzw.
PMA-stimulatorischen Bedingungen parallel/synchron exprimiert. Schon 1995
beschrieb Ridley die durch Northern-Blot Analysen in vielen Geweben und Zelltypen
nachgewiesene Expression der kleinen GTPase RhoA (Ridley, 1997). Ebenfalls mit
Hilfe von Northern-Blot Analysen wurde 1995 durch Aplan et al. die ubiquitare
Expression von TCTA-mRNA gezeigt, wobei die héchsten Expressionslevel in der
Niere beobachtet werden konnten (Aplan et al., 1995). Demzufolge werden die
divergent angeordneten Gene RhoA und TCTA in zahlreichen Geweben und
Zelllinien parallel transkribiert, obwohl zu vermuten ware, dass durch den Vorgang
der Transkription und somit der lokalen Offnung des DNA-Doppelstrangs die
Transkriptionsfaktoren (TF) des jeweils anderen Gens verdrangt werden.

Durch Nutzung von 18 unabhangigen Microarray Datensatzen der ,Standford
Microarray Database“ konnten Trinklein et al. zeigen, dass divergent angeordnete
Genpaare haufiger positiv korreliert sind als zufallig gewahlte Genpaare. Zudem sind
sie starker korreliert als auf andere Weise benachbarte Gene, obwohl von humanen

Genen der selben Region des Genoms gezeigt werden konnte, dass sie haufig
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coexprimiert werden (Caron et al., 2001). Die Lange der von den divergent
angeordneten Genen gemeinsam genutzten Promotorregion nimmt keinen Einfluss
auf den Grad der parallelen/synchronen Expression (Trinklein et al., 2004).

Von den coregulierten divergenten Genpaaren zeigen lediglich 11% eine negative
Coregulation, in dessen Folge die Transkription des einen Gens die des anderen
Gens inhibiert (Trinklein et al., 2004). Dies liegt vermutlich in der hdufigen inhdrenten
Bidirektionalitdt der von zwei ,head-to-head“ orientierten Genen gemeinsam
genutzten Promotorregion begriindet (Kalitsis und Saffery, 2009). Trinklein et al.
konnten durch Luziferaseassays mit seriell trunkierten bidirektionalen Promotoren in
einem von neun Fallen die inharente Bidirektionalitéat auf einen Bereich von nur 30 bp
eingrenzen (Trinklein et al., 2004). Dabei scheint insbesondere eine GABPA
(GA-binding protein alpha chain)-Bindestelle in diesen 30 bp fir die bidirektionale
Promotoraktivitat essentiell (Lin et al., 2007). Da eine veranderte Chromatinstruktur
eine gerichtete Transkription auftheben kann (Whitehouse et al., 2007) und der RNA-
Polymerase Il so eine Transkription in beide Richtungen des DNA-Strangs
ermdglicht, kdnnte die inharente Bidirektionalitét vieler bidirektionaler Promotoren in
der durch die CpG-Inseln verursachten offenen Chromatinstruktur begriindet liegen.
Auch der von den Genen RhoA und TCTA eingeschlossene Promotorbereich wies
eine inhdrente Bidirektionalitdt auf. Dies wird durch die Ergebnisse der
Transkriptionsassays, insbesondere die transkriptionelle Aktivitdt des RhoA-
Konstrukts p-100/-1H1 in sense und reverser Orientierung (Abbildung 4.5.1.c) klar
belegt. Die gemeinsam genutzte Promotorregion ist jedoch so klein, dass sie
vermutlich lediglich der Assemblierung des Initiationskomplexes dienen kann.
Folglich wird durch sie nur eine basale Transkriptionsaktivitat erreicht. Wahrend die
Transkription des TCTA-Gens offensichtlich durch diese basale Aktivitat reguliert wird
und weiter distal gelegene regulatorische Regionen bis zur Position -1372 nicht zu
einer Steigerung der transkriptionellen Aktivitdt beitrugen, scheinen aktivierende
Elemente in distalen Bereichen der 5'-regulatorischen Region des RhoA-Gens mit
der basalen Transkriptionsmaschinerie des Core-Promotors zu interagieren und so
die Transkription zu stimulieren (Abbildung 4.5.1.b).
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5.4 Einfluss genetischer Varianten auf transkriptionelle Ereignisse

Transkriptionsfaktoren besitzen ahnlich wie Restriktionsendonukleasen spezifische,
jedoch weniger sequenzkonservative DNA-Erkennungsmotive. Dabei entspricht die
Bindungssequenz einer elektrostatischen und rdumlichen Oberflache, in der, anders
als bei Restriktionsschnittstellen, jede Base der Consensus-Sequenz eine
individuelle Bedeutung fur die Bindungsaffinitdt des TF besitzt. Wahrend manche
Position konstitutiv ist und eine Abweichung an dieser Stelle zum Verlust der
Bindungsfahigkeit  fahrt, erlauben andere Positionen im Kontext der
Gesamtbindungsstelle und der proteomischen Umgebung flir einen distinkten
Bindungspartner Basenaustausche, u. a. zwischen Purin- und Pyrimidinbasen. Je
nach Position hat mitunter der Austausch eines Nukleotids durch das Auftreten eines
SNPs, oder auch mehrerer Basen durch das Auftreten anderer Polymorphismen,
folglich keinen Einfluss auf die TF-Bindung bzw. modifiziert vornehmlich die
Bindungsaffinitat, wahrend der Austausch einer anderen Base die elektrostatische
Umgebung in der Form verandert, dass sie durch den TF nicht mehr erkannt werden
kann. So kénnen TF, anders als Restriktionsenzyme, mit zahlreichen, der
Consensus-Sequenz dhnlichen Regionen interagieren.

Die Bindung und Funktionalitdt eines TF beruht nicht ausschlieBlich auf dem
Vorhandensein einer geeigneten Bindungsstelle. TF fungieren als Module aus
mindestens zwei Partnern, die sowohl synergistisch als auch antagonistisch
interagieren kdnnen (Abbildung 5.1).

Eine synergistische, kooperative Interaktion zweier TF erfordert hierbei das
Vorhandensein beider Modulpartner fir eine transkriptionelle Antwort. Dabei kénnen
kooperativ agierende TF gleichberechtigte Partner darstellen, die mitunter durch
Biegung der DNA Uber groBe Distanzen miteinander wechselwirken, jedoch kann
auch einer der Faktoren fir die Rekrutierung seines kooperativen Partners
erforderlich sein.

Antagonistisch, kompetitiv wirkende TF hingegen konkurrieren um dieselbe bzw.
raumlich eng benachbarte Bindungsstellen, so dass in diesem Fall die
transkriptionelle Antwort u. a. vom quantitativen Verhaltnis der konkurrierenden
Faktoren abhangig ist.
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synergistisch antagonistisch
l Kooperative Interaktion Kooperative Interaktion I | Konkurrenz um Konkurrenz um eng
uber kurze Distanz durch Biegung der DNA die selbe BS benachbarte BS

Abb. 5.1: Schematische Darstellung der synergistischen und antagonistischen Wirkungsweise
von Transkriptionsfaktor (TF)-Modulen. Synergistisch, kooperativ agierende TF kénnen sowohl
tber groBe Distanz durch Biegung der zwischen ihnen liegenden DNA, als auch Uber kurze Distanz
miteinander wechselwirken. Hierbei sind beide Modulpartner fir eine transkriptionelle Antwort
erforderlich. Antagonistisch, kompetitiv wirkende TF konkurrieren um dieselbe oder rdumlich eng
benachbarte Bindungsstellen (BS). [Abbildung verandert nach "Matlnspector: Too Many Matches";
Genomatix-Homepage].

Demzufolge hangt der Einfluss eines TF auf die transkriptionelle Aktivitat des durch
ihn beeinflussten Gens neben dem Vorhandensein einer physikalischen
Bindungsstelle u. a. von der Bioverflgbarkeit aller TF eines Moduls, der kooperativen
bzw. kompetitiven Protein-Protein-Interaktion dieser Faktoren, der Interaktion mit Co-
Faktoren und der basalen Transkriptionsmaschinerie sowie von sekundaren
Aktivierungen in Form von beispielsweise Phosphorylierungen ab. Folglich ist die
Bindungsfahigkeit und somit die Aktivitat eines TF von seiner genomischen und
proteomischen Umgebung bestimmt.

Eine Transkriptionsfaktorbindestelle (TFBS) kann durch einen SNP so verandert
werden, dass die Bindungsaffinitdt eines TF beeinflusst bzw. die Bindung des
Faktors verhindert wird. In der Folge kann sich die Zusammensetzung eines TF-
Moduls abwandeln und die transkriptionelle Aktivitdt eines Gens verandert werden.
Dies wurde in der vorliegenden Arbeit fir den -112T>C Polymorphismus [rs940045]

untersucht.

88



Diskussion

5.5 Die TATA-Box Variante -112T>C beeinflusst die transkriptionelle Aktivitat
von RhoA und TCTA

Um den Einfluss eines Einzelbasenaustausches funktionell zu bestimmen, muss
zunachst Uberprift werden, in welchem Promotorbereich die nattrliche Konfiguration
ausreichende transkriptionelle Aktivitat besitzt. Durch serielle Deletionskonstrukte
lassen sich Gberdies cis-regulatorische Regionen detektieren.

Daher wurden zur Identifizierung ausreichend transkriptionell aktiver Regionen fiir die
Untersuchung sowohl der genetischen Variante -112T>C als auch des von RhoA und
TCTA gemeinsam genutzten bidirektionalen Promotorbereichs
Promotordeletionskonstrukte sowohl der RhoA als auch der TCTA 5'-flankierenden
Region hergestellt. Die langsten Konstrukte reichten 1372 bp in die 5'-flankierende
Region der jeweiligen Gene (siehe Abbildung 4.5.1.a)

Fir das RhoA-Gen zeigten 1372 bp der 5'-regulatorischen Region, die sowohl die
Sequenz des ersten und zweiten Exons des TCTA-Gens, als auch das gesamte
Intron 1 sowie einen Teil des Introns 2 von TCTA beinhalteten (Abbildung 5.2), eine
ausreichende transkriptionelle Aktivitat in EA.hy926 Zellen (siehe Abbildung 4.5.1.b).
Durch Trunkierung von 424 bp (Bildung des Konstrukis p-948/-1) und somit der
Deletion des Exon 2 sowie des Intron 2-Bereichs von TCTA, stieg diese Aktivitat
tendenziell an. Eine weitere Trunkierung um 458 bp (Bildung des Konstrukts
p-490/-1) und der damit verbundene Verlust der Intron 1-Sequenz des TCTA flihrte

R RhoA = TCTA

Exon 1 1 2
N7 0
]

Intron 1 -112T>C 1 2

-1372/-1 TCTA
-948/-1 TCTA
-490/-1 TCTA

— -100/-1 TCTA

-1372/-1 TCTA
-948/-1 TCTA
-448/-1 TCTA
-100/-1 TCTA —

Abb. 5.2: Schematische Darstellung der Lage der RhoA- und TCTA-
Promotordeletionskonstrukte relative zu Intron- und Exonbereichen. Das durch den (-)-Strang
des Chromosoms 3p21 kodierte RhoA-Gen ist grau, das durch den (+)-Strang kodierte TCTA-Gen
hellgrau dargestellt. Kastchen kennzeichnen Exons, Linien Introns. Schraffierte K&stchen stellen die
5'-UTR dar. Abgewinkelte Pfeile markieren die RhoA- bzw. TCTA-Transkriptionsstartstelle. Die relative
Lage der Promotordeletionskonstrukte ist unterhalb der schematischen Darstellung des RhoA-TCTA-
Genbereichs abgebildet.
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zu einem signifikanten Einbruch der transkriptionellen Aktivitat. Folglich ist in dem
deletierten Bereich-948/-490, der das gesamte Intron 1 sowie die letzten 58 bp des
Exon 1 von TCTA trug, ein konstitutives, aktivierendes Element zu vermuten.

Die langsten TCTA-Konstrukte (p-1372/-1; p-948/-1) hingegen waren transkriptionell
vOllig inaktiv (siehe Abbildung 4.5.1.b). Sie trugen das gesamte erste Exon von RhoA
sowie 988 bp bzw. 605 bp des insgesamt Uber 36 kb groBen ersten RhoA-Introns.
Erst die Trunkierungdes p-948/-1-Konstrukts um 500 bp (Bildung des Konstrukts
p-448/-1) und somit die Reduzierung der RhoA-Intronsequenz auf 63 bp flhrte zu
einem Anstieg der transkriptionellen Aktivitat. Dies lasst auf den Wegfall eines in der
deletierten, intronischen RhoA-Sequenz lokalisierten, reprimierenden Elements
schlieBen. Eine weitere Deletion um 348 bp fiihrte zu keiner Anderung der Aktivitat.
Das so gebildete Konstrukt p-100/-1 enthielt ausschlieBlich einen GroBteil der von
RhoA und TCTA gemeinsam genutzten Promotorregion, jedoch weder Exon- noch
Intronsequenzen des RhoA-Gens. Demzufolge ist die von RhoA und TCTA
gemeinsam genutzte Promotorregion fir die Regulation des TCTA-Gens
offensichtlich ausreichend und wird zudem von dem Exon 1 Bereich des RhoA nicht
behindert. Die repressive, cis-regulatorische Region liegt demnach im intronischen
Bereich des RhoA-Gens vor.

Da die fir die Regulation des TCTA-Gens ausreichende, von beiden Genen des
divergenten Paares gemeinsam genutzte Promotorregion mit 112 bp vermutlich nicht
wesentlich gréBer ist als der Core-Promotor, stellt die hier gemessene Aktivitat
mutmaBlich lediglich die basale Promotoraktivitdt dar. Es ist denkbar, dass weiter
distal gelegene Bereiche jenseits der untersuchten 1372 bp aktivierende Elemente
tragen und somit zu einer Regulierung und Steigerung der transkriptionellen Aktivitat
beitragen sowie eine gewebs- und differenzierungsspezifische Kontrolle vermitteln.
Fir die Analyse des von beiden Genen eingerahmten Dbidirektionalen
Promotorbereichs und des doppelten TATA-Box Systems reichen die hier ermittelten

transkriptionell aktiven Regionen jedoch aus.

Der -112T>C Polymorphismus nimmt Einfluss auf die Nutzung der oben
charakterisierten Promotorkonstrukte, da die Einfihrung des -112C-Allels bei nahezu
allen RhoA- und TCTA-Deletionskonstrukten zu einem signifikanten Einbruch der
transkriptionellen Aktivitat fihrte. Der SNP -112T>C liegt in einer der TATA-Boxen,
die in der von beiden Genen gemeinsam genutzten Promotorregion lokalisiert ist. In

Hefen konnte gezeigt werden, dass die Rekrutierung genereller TF durch
90



Diskussion

aktivierende Faktoren des distalen Promotors u. a. von der Art der TATA-Box
(kanonische [TATAAAA] bzw. nicht kanonische Sequenz) abhangt (Mencia et al.,
2002). Demnach ist zu vermuten, dass durch die Einfihrung des Cytosins an
Position drei der TATA-Box-bindende Komplex aus generellen TF verandert wird.
Dadurch konnten aktivierende TF der distalen Promotorregion nicht mehr mit der
basalen Transkriptionsmaschinerie interagieren und die transkriptionelle Aktivitat

wurde reduziert.

Eine Ausnahme bildete die Einfihrung des -112C-Allels in die langsten TCTA-
Promotordeletionskonstrukte. Diese flihrte zu einer signifikanten Steigerung der
transkriptionellen Aktivitat (siehe Abbildung 4.5.1.b), was auf einen Verlust der
Interaktion reprimierender Elemente mit der basalen Transkriptionsmaschinerie
schlieBen lasst. Diese Aufhebung der transkriptionellen Repression lasst die
Annahme zu, dass der Bereich -948/-448 und die Region um den Polymorphismus -

112T>C funktionell gekoppelt sind.

5.6 Beide TATA-Boxen in unveranderter Distanz zueinander sind erforderlich
fur eine ausreichende RhoA Transkription

In der von RhoA und TCTA gemeinsam genutzten Promotorregion zwischen den
TSS beider Gene sind zwei TATA-Boxen mit kanonischer Sequenz (TATAAAA)
lokalisiert. Eine der TATA-Boxen ist zum RhoA-Gen, die andere zum TCTA-Gen
orientiert.

Promotoren mit zwei TATA-Boxen wurden bereits mehrfach in der Literatur
beschrieben. In der Regel besitzt eine der TATA-Boxen eine kanonische, die andere
hingegen eine nicht-kanonische Sequenz. lyer und Struhl konnten zeigen, dass in
der Hefe Saccharomyces cerevisiae beide TATA-Boxen des his3-Promotors
differentiell und aktivierungsabhangig genutzt werden (lyer und Struhl, 1995). Auch
bei dem humanen Myoglobin-Gen konnte eine enhancerabhdngige Nutzung
unterschiedlicher TATA-Box-Sequenzen beobachtet werden (Wefald et al., 1990).

Da in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, dass der in einer der beiden
TATA-Boxen lokalisierte Polymorphismus -112T>C funktionelle Konsequenzen hat

und die Einfihrung des C-Allels die transkriptionelle Aktivitat negativ beeinflusst,
91



Diskussion

wurde in einem weiteren Schritt Gberprift, ob beide TATA-Boxen in der gemeinsam
genutzten Promotorregion von RhoA und TCTA fiir die transkriptionelle Kontrolle der
Gene erforderlich sind und ob die Distanz der TATA-Boxen zueinander Bedeutung
hat. Hierzu wurden in den jeweils aktivsten RhoA- und TCTA-
Promotordeletionskonstrukten (p-948/-1H2 RhoA; p-448/-1H2 TCTA) die TATA-
Boxen deletiert bzw. ihre Distanz verandert.

Sowohl die Deletion der (kompletten) TATA-Box1 als auch der (kompletten) TATA-
Box2 sowie beider TATA-Boxen flhrte im RhoA-Kontext zum Einbruch der
transkriptionellen Aktivitat, so dass fur die transkriptionelle Kontrolle des RhoA-Gens
offensichtlich beide TATA-Boxen erforderlich sind (siehe Abbildung 4.5.3.b).

Auch die korrekte Distanz beider TATA-Boxen zueinander ist von Bedeutung, da
bereits die Deletion bzw. Insertion eines Nukleotids zu einem bis zu 50%-igem
Einbruch der transkriptionellen Aktivitat flihrte (siehe Abbildung 4.5.4.b). Ob im
Bezug auf RhoA die TATA-Box-Motive tatsachlich als klassische TATA-Boxen
fungieren ist jedoch fraglich. Sie besitzen mit 88 bp bzw. 107 bp Abstand von der
TSS eine erheblich gréBere Distanz als klassische TATA-Boxen mit einem optimalen
Abstand von 28 bp bis 30 bp von der TSS (Sandelin et al., 2007). Mdglicherweise
dienen sie vielmehr als Strukturelemente, die eine flr die Transkription des Gens
notwendige Flexibilitdt oder Biegung der DNA ermdglichen. Wie von Davis et al.
gezeigt, weist das ungebundene TATA-Box-Motiv. TATAAAAG eine
auBergewodhnliche Krimmung und/oder anisotrope Flexibilitdt auf, wahrend diese im
TATA-Box-Motiv TACAAAAG deutlich reduziert ist (Davis et al., 1999). Folglich
fungieren die TATA-Box-Motive im Bezug auf RhoA mdglicherweise nicht als
funktionelle TATA-Boxen, sondern vielmehr als flr transkriptionelle Ereignisse
notwendige Strukturelemente. Dies wirde u. a. die Notwendigkeit beider TATA-
Boxen in unveranderter Distanz zueinander und TATA-Box untypischem Abstand von
der TSS erklaren.

Auch im Bezug auf das TCTA-Gen nehmen die TATA-Boxen mit -1 bp bzw. -19 bp
Entfernung von der TSS keine optimale Position ein. Jedoch fiihrte die Deletion der
TATA-Boxen sowie eine Veranderung ihres Abstands zueinander bei den TCTA-
Konstrukten, im Vergleich zu den RhoA-Konstrukten, zu keinem eindeutigen Bild
(siehe Abbidlung 4.5.3.b und 4.5.4.b). Wahrend die Deletion der kompletten TATA-
Box1 in einem Anstieg der transkriptionellen Aktivitat resultierte, fihrte die Deletion
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der kompletten TATA-Box2 im Kontext des Haplotypen H1 zu einem Einbruch der
transkriptionellen Aktivitat. Zudem flhrte lediglich eine Veranderung des Spacings
durch Insertion von einem bp bzw. 6 bp zu einem Einbruch der transkriptionellen
Aktivitat. Folglich scheinen auch hinsichtlich des TCTA-Gens die TATA-Boxen keine
funktionellen Core-Promotor-Elemente darzustellen. Vermutlich sind die durch die
Deletion bzw. die Veranderung des Abstands der beiden TATA-Boxen
hervorgerufenen Effekte vielmehr auf ein verdndertes Spacing anderer Core-
Promotorelemente zurtckzufuhren.

Da die -112T>C Variante im Bezug auf die TCTA-TSS an Position -1 lokalisiert ist,
kénnte die durch das C-Allel verursachte verminderte transkriptionelle Aktivitat der
Promotordeletionskonstrukte mit einer Veranderung der -1,+1 Dinukleotide
zusammenhangen. Carninci et al. konnten in einer genomweiten Analyse mit Hilfe
von humanen und murinen CAGE-Daten zeigen, dass die bevorzugten und mit einer
starkeren  Aktivitdt  assoziierten  Dinukleotide an  Position -1,+1 die
Basenkombinationen CG, CA und TG sind (Carninci et al., 2006). Folglich kénnte
eine Anderung der Dinukleotide an dieser Position Einfluss auf transkriptionelle
Ereignisse nehmen und die durch das C-Allel hervorgerufene verminderte
transkriptionelle Aktivitdt somit unabhangig von einer Veranderung des TATA-Box-
Motivs sein.

5.7 Die TATA-Box flankierenden Bereiche nehmen Einfluss auf die
transkriptionelle Aktivitat von RhoA

Die 10 Nukleotide direkt 5' der TATA-Box2 und direkt 3' der TATA-Box1 ergeben
zusammen eine (fast) perfekt palindromische Sequenz. Um ihren Einfluss auf
transkriptionelle Ereignisse zu Uberprifen, wurden diese Regionen im aktivsten
RhoA-Fragment (p-948/-1H2 RhoA) in sense und inverser Orientierung
gegeneinander ausgetauscht (Abbildung 4.5.5.a). Der Austausch der TATA-Box
flankierenden Regionen flUhrte jedoch zu keinem eindeutigen Ergebnis. Vielmehr
kam es in Abhangigkeit der Art der Sequenzveranderung (kompletter oder teilweiser
Austausch, sense oder inverse Orientierung) zu einem Einbruch bzw. zu einer

Steigerung der transkriptionellen Aktivitdt (siehe Abbildung 4.5.5.b). Dabei flhrte
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schon eine Verschiebung des ausgetauschten Sequenzfensters um zwei
Basenpaare zu einer veranderten transkriptionellen Antwort.

Folglich sind nicht nur die TATA-Box-Motive selbst sowie ihr Abstand zueinander,
sondern zudem die TATA-Box flankierenden Regionen fir die transkriptionelle
Kontrolle des RhoA-Gens von Bedeutung. Dabei scheint es, dass jede einzelne Base
an ihrer genauen Position Einfluss besitzt und eine Anderung ihrer Position sich in
der transkriptionellen Antwort widerspiegelt.

Bareket-Samish et al. konnten zeigen, dass die TATA-Box flankierenden Bereiche,
obwohl sie an der Interaktion mit dem ,TATA-Box bindenden Protein“ (TBP) nicht
beteiligt sind, die Stabilitdt der Bindung beeinflussen (Bareket-Samish et al., 2000).
Dies liegt vermutlich in der strukturellen Natur dieser Regionen begriindet, so dass
im Falle des RhoA md&glicherweise nicht nur die TATA-Box-Motive, sondern zudem
auch die flankierenden Regionen von struktureller Bedeutung sind und somit ihre
Veranderung Einfluss auf die transkriptionelle Kontrolle nimmt.

5.8 EMSA-Untersuchungen zeigen ein differentielles Bindungsmuster fir das
-112T- und -112C-Allel

EMSA-Analysen sowohl mit als auch ohne den -112T>C Polymorphismus im Kontext
einer 30 bp Oligonukleotidsonde zeigten zwei Protein-interagierende Banden mit
allelspezifisch unterschiedlicher Intensitat (siehe Abbildung 4.6.b). So zeigte das
-112T-Allel unter allen stimulatorischen Bedingungen eine deutlich starkere Bindung
im Vergleich zum -112C-Allel. Ebenso fiel eine weitere, schneller migrierende Bande
fir das C-Allel signifikant schwacher aus. Vermutlich repréasentiert erstere Bindung
einen Komplex héherer Ordnung (TBP-TFIIA-TATA-Box- bzw. TBP-TFIIB-TATA-Box-
Komplex), die schneller migrierende Bande hingegen einen Komplex aus TBP und
TATA-Box.

Stewart et al. konnten zeigen, dass zahlreiche TATA-Box Varianten die Bildung von
TATA-Box-TBP-TFIIA- und —TFIIB-Komplexen beeintrachtigen und somit Einfluss auf
die Genregulation nehmen. Dabei zeigt das TBP eine um 35% schwéachere Bindung
an die TATA-Box Variante TACAAA im Vergleich zur Wildtypsequenz TATAAA
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(Stewart et al., 2006). Dies wirde den durch das C-Allel verursachten Einbruch der
transkriptionellen Aktivitat der Promotordeletionskonstrukte erklaren.

SNPs in TATA-Box-Motiven und daraus resultierende vererbbare Erkrankungen
wurden bereits mehrfach beschrieben. Dabei nehmen TATA-Box Polymorphismen
sowohl aktivierenden als auch reprimierenden Einfluss auf transkriptionelle
Ereignisse (Savinkova et al., 2009).

5.9 RhoA und TCTA sind mit inflammatorischen Erkrankungen assoziiert

Die kleine GTPase RhoA nimmt Uber seine Effektorproteine Einfluss auf zahlreiche
Signalwege, die zur Entwicklung und Progression atherosklerotischer Ereignisse
beitragen kénnen (Loirand et al., 2006; Cald und Pessina, 2007). Zudem ist RhoA,
insbesondere vermittelt durch Angiotensin I, in inflammatorische Prozesse involviert,
indem es die Aktivierung von NF-kB und die Expression von Chemo- und Cytokinen
sowie endothelialer Adhasionsmolekile stimuliert (Cui et al., 2006).

Uber die Funktion des TCTA-Proteins ist praktisch nichts bekannt. In einer
Untersuchung von Kotake et al. wurde TCTA jedoch in der Synovia von Patienten mit
entzindlicher rheumatoider Arthritis detektiert. Die Nachweisfihrung erfolgte dabei
nicht Odber komplettes, immunreaktives TCTA, sondern indirekt Uber
Peptidmusterzuordnung und wurde bislang noch nicht durch weitere
Veroéffentlichungen erhartet. Dennoch waren TCTA-Peptide in vitro in der Lage, die
.Receptor Activator of NF-kB Ligand“ (RANKL)-induzierte Osteoclastogenese zu
unterbinden ('Kotake et al., 2009). Folglich werden beide Partner des divergenten
Genpaares RhoA-TCTA mit entzindlichen Erkrankungen assoziiert.

Als ursachlich fur die Entwicklung von Erkrankungen wird oftmals eine
transkriptionelle  Fehlregulation bestimmter Proteine angesehen. So wurde
beispielsweise eine erhéhte Expression von RhoA in verschiedenen humanen
Krebsformen nachgewiesen (Karlsson et al., 2009). Folglich kann die Dysregulation
des bidirektionalen RhoA/TCTA-Promotorsystems, moéglicherweise verursacht durch
den als funktionell identifizierten Polymorphismus -112T>C [rs940045], von
pathophysiologischem Belang sein.

Da RhoA und TCTA einerseits die TATA-Box-Motive sehr differentiell nutzen sowie

unterschiedlich lange Promotorbereiche fiir eine ausreichende transkriptionelle
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Aktivitat bendtigen, andererseits fir RhoA eine basengenaue Sequenzabhangigkeit
erforderlich ist und der Polymorphismus -112T>C nachweislich bidirektional
funktionell ist, stellt das RhoA/TCTA-Promotorsystem ein exzellentes Modell fir die

Feinregulation bidirektionaler Transkription dar.

5.10 Besitzt TCTA eine Proteinfunktion?

Die Funktion des TCTA-Proteins bleibt bislang fast véllig ungeklart. In einem
einzelnen Bericht ist die hypothetische Konfiguration als membranstandiges Protein
mit zwei Transmembrandomanen und einem langen C-terminalen extrazellularen
Bereich dargestellt (*Kotake et al., 2009). Da jedoch bisher kein eindeutiger
Nachweis des TCTA-Proteins beschrieben wurde, wére es denkbar, dass die TCTA-
Transkription weniger der Proteinexpression dient, sondern vielmehr als
Kontrollmoment far die RhoA-Transkription erforderlich ist und somit eher
regulatorische Funktion Gbernimmt.

Sowohl in der Maus als auch beim Menschen konnte gezeigt werden, dass eine
divergente, in reverser Orientierung zur TSS verlaufende Transkription ein Merkmal
fir die meisten aktiven Promotoren darstellt. Uberreprasentativ haufig ist dabei eine
divergente Transkription bei CpG-Insel-Promotoren zu beobachten (Core et al., 2008;
Seila et al., 2008). Die divergente Transkription in reverser Orientierung zur TSS
bricht jedoch in der Regel nach 20 bis 90 bp ab (Seila et al.,, 2008), so dass
Promotoren offensichtlich ein intrinsisches Signal fiir die Regulation der gerichteten
Transkription besitzen. Es wird vermutet, dass dieses Signal insbesondere durch
Histonmodifikation bestimmt wird. So zeigten Seila et al., dass die mit
Elongationsereignissen der RNA-Polymerase |l assoziierte Histonenmodifikation
H2K79me2 nicht bimodal um die TSS auftritt (Seila et al., 2008), so dass diese
mdglicherweise flr die gerichtete Transkription verantwortlich ist.

Die Ursache und Relevanz der divergenten Transkription ist bisher weitestgehend
unbekannt. Es ist jedoch denkbar, dass sie regulatorische Funktion in Form von
kleinen nichtkodierenden RNAs (snoRNAs) Ubernimmt oder die Transkription selbst
als regulatorisches Moment dient, indem sie DNA-Abschnitte nukleosomenfrei halt
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und so TFBS vor der Maskierung schiitzt (Core et al., 2008; Seila et al., 2008, Preker
et al., 2009).

Da RhoA und TCTA durch einen Promotorbereich von nur 112 bp getrennt sind,
teilen sich beide Gene nicht nur eine gemeinsame Core-Promotorregion, sondern
vermutlich Gberlappen sich zudem ihre divergenten Transkripte. Ob diese funktionell
sind und inwieweit sie sich gegenseitig beeinflussen ist unbekannt. Mit Hilfe des
Programms Fantom (http:/fantom.gsc.riken.jp/4/gev/gbrowse/hg18) konnten im
Bereich des von den Genen RhoA und TCTA eingerahmten bidirektionalen
Promotors keine siRNA- oder miRNA-Sequenzen ermittelt werden. Dies kdnnte
jedoch auch mit der geringen GrdBe divergenter Transkripte zusammenhangen, die
in standardisierten RNA-Aufreinigungsprozessen verloren gehen.

Vergleichbar mit der divergenten Transkription kénnte die TCTA-Transkription dazu
dienen, regulatorische DNA-Abschnitte des RhoA-Gens nukleosomenfei zu halten.
Demzufolge wirde auch die von Aplan et al. beschriebene Form des kleinzelligen
Lungenkrebs (SCLC) nicht durch den Verlust einer Kopie des TCTA-Gens
verursacht, sondern vielmehr durch eine Zerstérung der regulatorischen Region des
RhoA-Gens (Aplan et al., 1995).
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5.11 Schlussfolgerung

Kardiovaskulare Erkrankungen (CVD) und ihre Folgen sind in der industrialisierten
westlichen Welt flr die meisten Todesfalle verantwortlich und verursachen immense
direkte und indirekte Kosten. Durch die zunehmende Industrialisierung und der damit
einhergehenden Veranderung des Lebensstils der Bevélkerung von Schwellen- und
Drittweltlandern werden zunehmend mehr Menschen an den Folgen von CVD leiden
bzw. versterben (Llyod-Jones et al., 2009).

Die genetische Grundlage von CVD ist multifaktorieller, polygenetischer Natur und
impliziert somit ein komplexes Vererbungsmuster. Da demnach diesen Erkrankungen
keine einfache Genotyp-Phanotyp-Beziehung zugrunde liegt, stellt die Erforschung
ihrer genetischen Grundlagen eine Herausforderung dar (Herrmann und Paul, 2001;
Cambien und Tiret, 2007).

Kopplungsanalysen und Assoziationsstudien eréffnen die Méoglichkeit, mit der
Krankheit assoziierte, genomische Risikoloci einzugrenzen. Insbesondere die sich
rasant weiterentwickelnden, genomweiten Hochdurchsatzstrategien erhéhen die Zahl
putativ mit CVD assoziierter Risikoloci und genetischer Varianten. Da die meisten der
identifizierten Risikoloci und genetischen Varianten jedoch intergenisch und somit
auBerhalb bekannter Gengrenzen liegen, bleibt ihre Funktion und Wirkungsweise im
Bezug auf die Pradisposition von CVD unklar und erfordert sich anschlieBende,
funktionelle Untersuchungen (Brand-Herrmann, 2008).

Jedoch setzt sich die Ansicht durch, dass gerade diese Varianten, die u. a. in
regulatorischen Regionen von Genen lokalisiert sind, fir einen GroBteil der
Komplexitdt des Menschen sowie seiner interindividuellen Unterschiede und
Krankheitspradispositionen verantwortlich sind (Buckland, 2006). Ein Einfluss
genetischer Polymorphismen in regulatorischen Regionen von kardiovaskularen
Kandidatengenen auf die transkriptionelle Aktivitat konnte schon mehrfach gezeigt
werden (Dérdelmann et al., 2008; Hagedorn et al., 2009; Telgmann et al., 2009;
Schmidt-Petersen et al., 2009).

Erschwert wird die funktionelle Analyse genetischer Varianten jedoch durch die
Erkenntnis, dass das klassische Bild des isolierten, moduldren Genaufbaus mit klar
definierten Gengrenzen in den meisten Fallen nicht zutreffend ist (Kapranov et al.,
2007; Portin, 2009). So besitzt beispielsweise jedes Gen im Schnitt 3,1 Promotoren,
die gewebs- und entwicklungsabhangig reguliert werden (Cheong et al., 2006).
Folglich haben genetische Polymorphismen mitunter, abhangig vom Gewebe und
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Entwicklungsstatus, Einfluss auf mehrere Gene. Dies erschwert ihre funktionelle
Annotation und die Erforschung genetischer Ursachen komplexer, polygenetischer
Erkrankungen wie CVD.

Ein Sonderfall alternativer Promotoren sind bidirektionale Promotoren. Sie werden
von zwei, diesen regulatorischen Bereich flankierenden Genen genutzt. Wie in der
vorliegenden Arbeit zum divergenten Genpaar RhoA/TCTA gezeigt, kann ein SNP in
einem bidirektionalen Promotor Einfluss auf die Regulation beider ihn flankierenden
Gene nehmen. Da sich jedoch die Region in unmittelbarer Nachbarschaft zum SNP
(TATA-Box-Motive) differentiell auf die Regulation des hier untersuchten divergenten
Genpaares auszuwirken scheint, ware es denkbar, dass auch der Polymorphismus in
vivo einen unterschiedlichen Einfluss auf die Regulation von RhoA und TCTA nimmt.
Dies kdnnte eine Dysbalance in der Expression beider Gene zur Folge haben. Da
beide Gene mit inflammatorischen Erkrankungen (Atherosklerose und rheumatoide
Arthritis) assoziiert sind, kdnnte durch das Auftreten des SNPs die Pradisposition fir
die Entwicklung einer dieser Erkrankungen erhdht sein. Zudem ware denkbar, dass
ein Einwirken bestimmter Umweltfaktoren ausschlaggebend fir die Entwicklung von
entweder atherosklerotischen Lasionen oder rheumatoider Arthritis ist.
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6. Ausblick

Divergente Genkonstellationen und damit verbundene bidirektionale Promotoren sind
bisher nur unvollstindig untersucht. Insbesondere die Feinregulation der
Assemblierung der basalen Transkriptionsmaschinerie sowie die Regulation der
(kontrolliert) gerichteten Transkription, gerade in Hinsicht auf die pathophysiologische
Relevanz, ist gegenwartig nicht verstanden.

Die in dieser Arbeit identifizierte differenzielle Regulation der divergent orientierten
Gene RhoA und TCTA durch den von ihnen eingerahmten bidirektionalen Promotor
und die basengenaue Analyse von Teilen dieses Promotorbereichs gibt erste
Hinweise auf die zu Grunde liegenden komplexen Regulationsmechanismen.

Zu klaren bleibt, inwieweit sich die Rate der (mdglicherweise) ,oszillierenden®
Transkription beider Gene hinsichtlich genetischer Varianten (-112T>C [rs940045]),
proteomischer Umgebung (Zelllinie, Differenzierungsstatus), epigenetischen
Einflissen und externen Stimuli verandert und welche molekularen Schalter diesem
zugrunde liegen. Um dieser Fragestellung nachzugehen, wurde in der vorliegenden
Arbeit ein bidirektionaler Reportergenvektor konstruiert. Dieser tragt zwei divergent
orientierte Reportergene: DsRed und EGFP (siehe Abbildung 6.1).

TCTA-Promotor RhoA-Promotor
> <
dsRED2 EGFP

poly(A)

bidirektionaler

Vektor

Amp’ Neo’

Abb.6.1: Schematische Darstellung des bidirektionalen Vektors. Die Reportergene dsRED2 und
EGFP sind divergent orientiert. Durch Einklonierung eines ausreichend aktiven regulatorischen
Bereichs in die MCS zwischen den beiden Reportergenen kann die RhoA-TCTA 5'-flankierende
Region in ihrer natirlichen Konfiguration analysiert werden. Wahrend der Arbeit an diesem Projekt
wurde ein &hnlicher Vektor publiziert (Uwanogho et al., 2010)
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Durch Einklonierung einer ausreichend aktiven RhoA und TCTA 5'-regulatorischen
Region in natirlicher Konkurrenzsituation zwischen die Reportergene besteht die
Mdoglichkeit, eine durch die oben genannten Faktoren veranderte,
orientierungsabhangige transkriptionelle Aktivitdt ,online“ und ohne Zelllyse zu
verfolgen und sogar zu quantifizieren. Denkbar wére dies in Form des ,Live Cell
Imaging®, bei dem Uber einen langeren Zeitraum der Einfluss verschiedener Stimuli
auf die transkriptionelle Aktivitdt des bidirektionalen Systems an lebenden Zellen
beobachtet werden kénnte. Quantifizieren lieBen sich mdgliche Einflisse auf das
bidirektionale System durch z. B. FACS (fluorescence activated cell sorting)-
Analysen oder ,single cell microsocopy‘. (In der Endphase dieses
Promotionsvorhabens wurde eine Arbeit verdffentlicht, in der ein &hnliches
Vektorkonstrukt vorgestellt wurde. Die Reportergenaktivitdt wurde dort jedoch Gber
die jeweiligen Transkriptlevel bestimmt (Uwanogho et al., 2010)).

Zudem ist eine weitere Feinanalyse der bidirektionalen Promotorsequenz notwendig.
Dies ermdglicht die ldentifizierung regulatorischer Module und in der Folge die
Klarung der Fragestellung ob, bzw. inwieweit diese von beiden regulatorischen
Maschinerien der divergent orientierten Gene genutzt werden.

Letztlich bleibt zudem die Frage der funktionellen Bedeutung von durch
Polymorphismen (wie in diesem Fall der -112T>C Variante) in bidirektionalen
Promotoren verursachten mdglichen Dysbalancen im Expressionsverhaltnis der
Gene eines divergenten Paares zu klaren. Bezlglich der mit inflammatorischen
Erkrankungen assoziierten Gene RhoA (Atherosklerose) und TCTA (rheumatoide
Arthritis) kénnte eine Dysbalance in der Expression die Pradisposition flr eine der

Erkrankungen begunstigen.
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8. Anhang

8.1 Sequenz der verwendeten Primer

Tabelle 1: Sequenz der diagnostischen Primer

Name Sequenz 5°-3 Position Accession #
DPrhoA-1+ GTT CTC TCG TTA GTC CAC GG 159 NM_001664.2
DPrhoA-4- CAC GTC TAG CTT GCA GAG C 807 NM_001664.2
DP-TCTA5SS GTT GGT GTT AAG TCT CCT GG 356 NM_022171.2
DP-TCTABAS (B10) CAA TCT CTC TCC TTA AGG CAC 749 NM_022171.2
hRP27 SS CCA GGA TAA GGA AGG AAT TCC TCC TG 128 NM_002954.3
hRP27 AS CCA GCA CCA CAT TCA TCA GAA GG 424 NM_002954.3

Tabelle 2: Sequenzen der 5'-RACE Primer

Name Sequenz 5°-3° Position Accession #
RhoA RACE1 CAT ACA CCT CTG GGA ACT G 361 NM_001664.2
RhoA RACE2 CGA GTC CAG CCT CTT CG 243 NM_001664.2
TCTA RACE1 GTC ACT GTA TTC CCG TAG AAC 394 NM_022171.2
TCTA RACE2 CTC CCG CAAGAACTCGCT G 286 NM_022171.2

Tabelle 3: Sequenzen der Primer fir die diakritische PCR

Name Sequenz 5°-3 Position Accession #
DPrhoA-3+ GTG GAT GAG CTG TGAGTG C 1 NM_001664.2
DPrhoA-4+ CTC TCG CGC TAC CCT CC 121 NM_001664.2
DPrhoA-5+ GGT TCT CTC GTT AGT CCA CG 159 NM_001664.2
DPrhoA-4- CAC GTC TAG CTT GCAGAG C 807 NM_001664.2
DP-TCTA2+ TAC TCC CGG AGT CAC TCATC 1 NM_022171.2
DP-TCTA3+ CCC GGA AGA CCA CAC GC 152 NM_022171.2
DP-TCTA4+ CAC GCG TGC GTG GTG G 164 NM_022171.2
DP-TCTA5+ CCA GTC ATG GCG GAG TCC 215 NM_022171.2
DP-TCTABAS (B10) CAA TCT CTC TCC TTA AGG CAC 749 NM_022171.2
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Tabelle 4: Sequenzen der Primer fir die Identifizierung genetischer Varianten

Name Sequenz 5°-3° Chromosom 3p21 Position
rhoA-0+ CTG ACC CTG TGG CAT TTG 49.451.168
rhoA-0- CAC CAG CTT AAT GGC CTT TG 49.450.657
rhoA-1+ AAG CTA GCT TGC AGA AGA GGA GGC TGAC 49.450.898
1L CCT CAC CAG ACT TCA CC 49.450.392
2U AGG TCA GGT TAGAGACCACTG G 49.450.418
2L CAG AACTTAACATTG GTT CAC G 49.450.192
3U TCC GAG GTC AGA TGC GTT CAG G 49.450.224
3L CAT GCG CGT GAC CCT CTT CAAGC 49.449.980
4U GGA TGC CCA GGA GACTTAACAC 49.449.019
4L CTT CAC GCACGC GAAGTAG 49.449.745
5U ACC AGG CCC GTT AGT GCG CAC G 49.449.790
5L TCA TCC ACT ATT GCT CAG GAG CC 49.449.541
rhoA-4+SS AAG CTA GCC AGG TCT TTT ATA GCC CCG G 49.449.626
rhoA-7-AS CTC AGG CAA CGAATCCGAGTCC 49.449.274
TCTA 1 for GTG CCA AAT GCT CAA AAC AG 49.448.110
TCTA 1 rev GAC TTG TTT GGT TCT GTC TTG 49.448.317
TCTA 2 for CCT GCA AGA AAC GTT TAA GAC 49.448.310
TCTA 2rev GTC GCT GTATTG ATT AGG AAT G 49.448.511
TCTA 4 for CCC TAAGCG TTC AAT ACA ATC 49.448.704
TCTA 4 rev CCG GTAGTC TCC TGT GC 49.449.042
TCTA 5 for CTG GGA GAG GAA GCT CC 49.449.001
TCTA 5 rev CAG CCC GGT ACT CTT CC 49.449.206
TCTA 6 for CCACGAGCAGCCGGTG 49.449.154
TCTA 6 rev GTG GAT GAG CTG TGA GTG 49.449.526
TCTA 7 for CTC CGA GTG CCC AGC G 49.449.467
TCTA 7 rev GGT ACT GTC ACC GTA GTC 49.449.837
TCTA 8 for CCA AAT GGA AAATACCCC TT 49.448.609
TCTA 8 rev CAG TTACAC TTT GGG TAG G 49.448.769
TCTA 9 for GTG AAC AAATCAACT TGG ATG C 49.448.417
TCTA 9rev GTA AAT GAT TTA AGC GAT GTT GC 49.448.565

112



Anhang

Tabelle 5: Sequenz der Primer fiir die Amplifikation der Deletionskonstrukte

Name Sequenz 5°-3° Chromosom 3p21 Position
rhoA-1+ AAG CTA GCT TGC AGA AGA GGA GGC TGAC 49.450.898
rhoA-2+ AAG CTA GCA CAT CCA GAG CTG CAG AAG G 49.450.474
rhoA-3+ AAG CTA GCT GCC CAG GAG ACT TAACACC 49.450.016
rhoA-4+ AAG CTA GCC AGG TCT TTT ATA GCC CCG G 49.449.626
rhoA-5- AAA GAT CTT ATT GCT CAG GAG CCC GTC C 49.449.546
TCTA-1+ CAA GAC AGA ACC AAACAA GTC 49.448.317
TCTA-2+ GCG TTC AAT ACAATC TTTTACTTAC 49.448.710
TCTA-3+ GAA GAG TAC CGG GCT GGC 49.449.208
TCTA-4+ GCC CGT CCA CGC CCT AAAA 49.449.557
TCTA-5- CAA AAT AGC AAC CAG GTC TTT TATA 49.449.639
TCTA-5- (-112) TAA AAT AGC AAC CAG GTC TTT TAT A 49.449.639

Tabelle 6: Sequenz der Mutageneseprimer

a) Primer fiir die Deletion der TATA-Boxen

Name Sequenz 5°-3° Chromosom 3p21 Position
Del TATA1 SS AGT GAC TCC GGG AGT AGC AACCAGGTC T 49.449.654
Del TATA1 AS AGA CCT GGT TGC TAC TCC CGG AGTCAC T 49.449.654
Del TATA1 comp SS GGA TGA GTG ACT CCCAACCAG GTCTTTT 49.449.659
Del TATA1 comp AS AAA AGA CCT GGT TGG GAG TCA CTC ATC C 49.449.659
Del TATA2 SS AAT AGC AAC CAG GTC GCC CCG GAG TTC CCG 49.449.635
Del TATA2 AS CGG GAA CTC CGG GGC GAC CTG GTT GCT ATT 49.449.635
Del TATA2 compSS ACA AAA TAG CAA CCA CGG AGT TCC CGT GAT 49.449.639
Del TATA2 comp AS ATC ACG GGA ACT CCGTGG TTG CTATTT TGT 49.449.639
Del TATA1/2 SS GAG TGA CTC CGG GAG TAG CAA CCA GGT CGC 49.449.655
Del TATA1/2 AS GCG ACC TGG TTG CTA CTC CCG GAG TCACTC 49.449.655
Del TATA1/2 comp SS GGG ATG AGT GAC TCC CAA CCA CGG AGT TCC 49.449.660
Del TATA1/2 comp AS GGA ACT CCG TGG TTG GGA GTC ACT CAT CCC 49.449.660
TCTA Del TATA1 comp SS H1 ATC ACG GGA ACT CCGTGGTTG CTATTT TG 49.449.638
TCTA Del TATA1 comp AS H1 CAA AAT AGC AAC CAC GGA GTT CCC GTG AT 49.449.638
TCTA Del TATA1 comp SS H2 ATC ACG GGAACT CCGTGGTTGCTATTTTA 49.449.638
TCTA Del TATA1 comp AS H2 TAA AAT AGC AAC CAC GGA GTT CCC GTG AT 49.449.638
TCTA Del TATA2 SS AGA CCT GGT TGC TAA GGG CGA ATT CG 49.449.632
TCTA Del TATA2 AS CGA ATT CGC CCT TAG CAA CCA GGT CT 49.449.632
TCTA Del TATA2 comp SS AAA AGA CCT GGT TGA AGG GCG AAT TCG A 49.449.630
TCTA Del TATA2 comp SS TCG AAT TCG CCC TTC AACCAG GTCTTTT 49.449.630
TCTA Del TATA1/2 SS GGG AAC TCC GGG GCG ACC TGG TTG CT 49.449.600
TCTA Del TATA1/2 AS AGC AAC CAG GTC GCC CCG GAG TTC CC 49.449.600
TCTA Del TATA1/2 comp SS TCA CGG GAA CTC CGT GGT TGA AGG GCG A 49.449.596
TCTA Del TATA1/2 comp AS TCG CCC TTC AAC CAC GGA GTT CCC GTG A 49.449.596
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b) Primer fiir das Einbringen des -112C Allels

Name Sequenz 5°-3° Chromosom 3p21 Position
RhoAmut6 SS GCA ACCAGG TCT TTT GTA GCC CCG GAG TTC C 49.449.631
RhoAmut8 SS GTG ACT CCG GGA GTA CAA AAT AGC AAC CAG GTC 49.449.653

c) Primer fir die Veranderung des TATA-Box Spacings

Name Sequenz 5 -3’ 3%2';031:;32;
TATASpacingl1 SS GGA GTA TAA AAT AGC AAC CCA GGT CTT TTA TAG CCC CG 49.449.644
TATASpacingl1 AS CGG GGC TAT AAA AGA CCT GGG TTG CTA TTT TAT ACT CC 49.449.644
TATASpacingl2 SS GGA GTA TAA AAT AGC AAC AGC AAC CAGGTC TTT TAT AGC CCC G 49.449.644
TATASpacingl2 AS CGG GGC TAT AAA AGA CCT GGT TGC TGT TGC TAT TTT ATACTC C 49.449.644
TATASpacingl3 SS GAG TAT AAA ATA GCA ACA GCA ACC AGG TCA GGT CTTTTATAG CCC C 49.449.643
TATASpacingl3 AS GGG GCT ATA AAA GAC CTG ACC TGG TTG CTG TTG CTATTT TAT ACT C 49.449.643
TATASpacingD4 SS CGG GAG TAT AAA ATA GCA ACA GGT CTT TTATAG CCC CG 49.449.646
TATASpacingD4 AS CGG GGC TAT AAA AGA CCT GTT GCT ATT TTA TAC TCC CG 49.449.646
TATASpacingD5 SS CTC CGG GAG TAT AAA ATA GCG GTC TTT TAT AGC CCC GGA G 49.449.649
TATASpacingD5 AS CTC CGG GGC TAT AAA AGA CCG CTATTT TAT ACT CCC GGA G 49.449.649
TATASpacingD6é SS CTC CGG GAG TAT AAAATATCT TTT ATA GCC CCG GAG 49.449.649
TATASpacingDé AS CTC CGG GGC TAT AAAAGA TAT TTT ATA CTC CCG GAG 49.449.649
TCTASpacingl1 SS CGG GGC TAT AAA AGA CCT GGG TTG CTATTT TAA AGG GC 49.449.638
TCTASpacingl1 AS GCC CTT TAA AAT AGC AAC CCA GGT CTT TTA TAG CCC CG 49.449.638
TCTASpacingl2 SS CGG GGC TAT AAA AGA CCT GGT TGC TGT TGC TAT TTT AAA GGG C 49.449.638
TCTASpacingl2 AS GCC CTT TAA AAT AGC AAC AGC AAC CAG GTC TTT TAT AGC CCC G 49.449.638
TCTASpacingl3 SS GGG GCT ATA AAA GAC CTGACC TGG TTG CTG TTG CTATTT TAAAGG G 49.449.638
TCTASpacingl3 AS CCC TTT AAA ATA GCA ACA GCA ACC AGG TCAGGTCTT TTATAG CCC C 49.449.638
TCTASpacingl4 SS GGG GCT ATA AAA GAC CTG AAA AAA AAAAAG TTG CTATTT TAA AGG G 49.449.638
TCTASpacingl4 AS CCCTTT AAAATAGCAACTTTTTTT TTT TCA GGT CTT TTATAG CCC C 49.449.638
TCTASpacingl5 SS GGG GCT ATA AAA GAC CTG ACA TAG ATA CAG TTG CTATTT TAAAGG G 49.449.638
TCTASpacingl5 AS CCC TTT AAA ATA GCA ACT GTATCT ATG TCAGGT CTTTTATAG CCC C 49.449.638
TCTASpacingD4 SS CGG GGC TAT AAA AGA CCT GTT GCT ATT TTA AAG GGC GA 49.449.638
TCTASpacingD4 AS TCG CCC TTT AAA ATA GCA ACA GGT CTT TTA TAG CCC CG 49.449.638
TCTASpacingD5 SS CTC CGG GGC TAT AAA AGA CCG CTATTT TAAAGG GCG AATT 49.449.638
TCTASpacingD5 AS AAT TCG CCC TTT AAAATA GCG GTC TTT TAT AGC CCC GGA G 49.449.638
TCTASpacingD6 SS CTC CGG GGC TAT AAAAGA TAT TTT AAA GGG CGA ATT CG 49.449.638
TCTASpacingD6 AS CGA ATT CGC CCT TTA AAA TAT CTT TTA TAG CCC CGG AG 49.449.638
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d) Primer fiir den Tausch der TATA-Box flankierenden Bereiche

< Chromosom

Name Sequenz 5°-3 3p21 Position
(TFAT%)SCHF'a”k Prifer 1SS | oTT AAG GGA TGA GTG CCC GGA GTA GTA TAA AAT AGC AAC CAG |  49.449 665
(TFAT?CHF'ank Prifer 1AS | TG GTT GCT ATT TTA TAC TAC TCC GGG CAC TCA TCC CTT AAG 49.449.665
(TFAT%?CHF'ank Prifer2SS | cAG GTC TTT TAT AGC ACT CCG GGT CCC GTG ATG CCC 49.449.626
(TFATL;)SCHF'a”k Prifer2AS | GGG CAT CAC GGG ACC CGG AGT GCT ATA AAA GAC CTG 49.449.626
(TFAT%)SCHF'a”k Prifer 3SS | oTT AAG GGA TGA GTG TGA GGC CCA GTA TAA AAT AGC AAC CAG |  49.449 665
(TFAT?CHF'ank Prifer SAS | TG GTT GCT ATT TTA TAC TGG GCC TCA CAC TCA TCC CTT AAG 49.449.665
(TFAT%?CHF'ank Prifer4SS | cAG GTC TTT TAT AGC GGG CCT CAT CCC GTG ATG CCC 49.449.626
(TFAT%)SCHF'a”k Prifer4 AS | GGG CAT CAC GGG ATG AGG CCC GCT ATA AAA GAC CTG 49.449.626
TAUSCHFlank1 SS (FT7) CTT AAG GGA TGA GTG AGC CCC GGA GTA TAA AAT AGC AAC CAG |  49.449.665
TAUSCHFlank1 AS (FT7) CTG GTT GCT ATT TTA TAC TCC GGG GCT CAC TCA TGC CTT AAG 49.449.665
TAUSCHFlank2 SS (FT8) CAG GTC TTT TAT ACT CCG GGA GTT CCC GTG ATG CCC 49.449.626
TAUSCHFlank2 AS (FT8) GGG CAT CAC GGG AAC TCC CGG AGT ATA AAA GAC CTG 49.449 626
TAUSCHFlank3 SS (FT12) | CTT AAG GGA TGA GTG AGA GGC CCC GTA TAA AAT AGC AAC CAG |  49.449.665
TAUSCHFlank3 AS (FT12) | CTG GTT GCT ATT TTA TAC GGG GCC TCT CAC TCA TCC CTT AAG 49.449.665
TAUSCHFlank4 SS (FT11) | CAG GTC TTT TAT AGA GGG CCT CTT CCC GTG ATG CCC 49.449.626
TAUSCHFlank4 AS (FT11) | GGG CAT CAC GGG AAG AGG CCC TCT ATA AAA GAC CTG 49.449.626

Tabelle 7: Sequenz der Primer fiir die EMSA-Analysen

Name Sequenz 5°-3° Chromosom 3p21 Position
E-RhoAH1 SS GTG ACT CCG GGA GTA CAA AAT AGC AAC CAG G 49.449.653
E-RhoAH1 AS CCT GGT TGC TAT TTT GTA CTC CCG GAG TCA C 49.449.653
E-RhoA H2 SS GTG ACT CCG GGA GTA TAA AAT AGC AAC CAG G 49.449.653
E-RhoA H2 AS CCT GGT TGC TAT TTT ATA CTC CCG GAG TCAC 49.449.653

Tabelle 8: Sequenz der Primer fiir die Methylierungsuntersuchungen

Name Sequenz 5°-3° Chromosom 3p21 Position
RhoAMeth1 SS ATG GTG GTATGA GTT AGG GTATAAC 49.450.283
RhoAMeth1 AS GTC CAA ATA AAA CTT CCT ACG AA 49.450.067
RhoAMeth2 SS GGT GGT ATG AGT TAG GGT ATAATG T 49.450.281
RhoAMeth2 AS CAT CCA AAT AAA ACT TCC TAC AAA 49.450.066
TCTAMeth1 SS TTC GTT TAT TTT AGG TAACGAATTC 49.449.244
TCTAMeth1 AS GAT CTA ATC TTC AAC TAC CCG C 49.449.348
TCTAMeth2 SS TGT TTATTT TAG GTA ATG AAT TTG A 49.449.246
TCTAMeth2 AS ACA ATC TAA TCT TCA ACT ACC CAC C 49.449.350
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Tabelle 9: Sequenzierprimer

Name Sequenz 5°-3° Position Accession #
pGL3 SS AGT GCA AGT GCA GGT GCC AG 90 U47295
pGL3 AS CTTTATGTTTTTGGC GTCTTC C 4781 U47295

8.2 Homologievergleich
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Abb. 8.2: Homologievergleich des RhoA/TCTA-Genlocus mit Hilfe des ,ECR browsers“

[http://ecrbrowser.dcode.org/]. Die divergente Anordnung der Gene RhoA und TCTA ist evolutionar
bis zum Opossum (Monodelphis domestica) konserviert. Rot dargestellt sind Promotorbereiche, gelb
dargestellt sind 5'- bzw. 3'-regulatorische Regionen. In blau sind Exons, in lachsfarben Introns
gekennzeichnet. Die Hohe der farblich markierten Bereiche ist ein MaB fiir die Homologie. Gezeigt ist
die genomische Region um den von RhoA und TCTA gemeinsam genutzten bidirektionalen

Promotorbereich.

8.3 Endogene RhoA und TCTA Expression
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Abb. 8.3: Diagnostische PCR zum Nachweis
von RhoA- und TCTA-Transkript. RhoA- und

TCTA-mRNA wurde unter

getesteten

Bedingungen gleichméaBig in SaOs-2-, THP-1-,

HL60- und MCF-7-Zellen exprimiert.

Lediglich

TCTA-mRBNA wurde in SaOs-2-Zellen unter

8-Br-cAMP-Stimulation [0,5 mM]

vermindertem MaBe gebildet.

deutlich
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