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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Natiirliche Killerzellen

Naturliche Killerzellen (NK) sind eine heterogene Lymphozytenpopulation. Sie sind,
neben den myeloiden Zellen wie Granulozyten, Monozyten und Makrophagen, Teil
des angeborenen Immunsystems, im Gegensatz zu den T- und B-Zellen, die dem
adaptiven Immunsystem zugerechnet werden. Aufgrund ihrer Morphologie wurden
sie zunachst als groRe granulierte Lymphozyten (large granular lymphocytes; LGL)
bezeichnet (Timonen, 1981). Ihre Fahigkeit, Tumorzellen ohne vorherige antigene
Aktivierung zu lysieren, brachte ihnen die Bezeichnung ,naturliche Killerzellen“ ein
(Takasugi, 1973; Kiessling, 1975). Phanotypisch werden NK-Zellen durch ihre
Oberflachenproteine charakterisiert, die, der international gulltigen Nomenklatur
folgend, als Lymphozyten Differenzierungsmolekile (cluster of differentiation; CD)
bezeichnet werden. Es sind Rezeptoren und deren Liganden, die Signale bzw.
spezifische Funktionen der Zelle vermitteln. Die Herstellung von monoklonalen
Antikdrpern erlaubt es, Zellen nach ihren Oberflachenmolekulen zu unterscheiden
und so CD3-positive T-Zellen von CD3-negativen NK-Zellen zu differenzieren.
Typisch fir NK-Zellen ist die Expression von CD56, dem Neuralen
Zelladhasionsmolekul (neural cell adhaesion molecule; N-CAM) und die Abwesenheit
des T-Zell-Rezeptormolekuls CD3 (Lanier, 1991).

1.2 T-Zellen und MHC-Restriktion

T-Zellen lassen sich nach ihrer Expression der Korezeptoren CD4 und CDS8 einteilen,
wobei CD4-positive T-Zellen (Helferzellen) vor allem hormonahnliche Botenstoffe
(Zytokine) produzieren, wahrend CD8-positive T-Zellen (zytotoxische T-Zellen)
Zielzellen toten. Dies geschieht aber nur nach vorheriger antigenspezifischer
Stimulation durch professionell antigenprasentierende Zellen (APC) bzw. die Zielzelle
selbst. Unerlasslich fir diese Aktivierung ist die Interaktion des T-Zell-
Rezeptorkomplexes (TCR) und dessen Korezeptoren (CD4 oder CD8) mit den

Molekulen des Haupthistokompatibilitatskomplexes (major histocompartibility
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complex; MHC), die auch als ,Humanes Leukozyten Antigen-System® (HLA)
bezeichnet werden (Klein, 1990). Wa&hrend MHC-Klasse-lI-Molekile = CD4"
Helferzellen antigen-spezifische Peptide prasentieren, die extrazellularen Ursprungs
sind, prasentieren MHC-Klasse-I-Moleklle CD8" T-Zellen antigenspezifische
Peptide, die intrazellularen Ursprungs sind und aus dem Zytosol stammen (Germain,
1994). Die MHC-Molekule sind polymorph und polygen, und jeder Mensch tragt sein
individuelles Repertoire dieser Molekule (Parham, 1995). Werden von virusinfizierten
Zellen oder transformierten Tumorzellen keine MHC-Klasse-I-Moleklle prasentiert,
unterbleibt die Zerstérung durch die zytotoxischen T-Zellen. Sie kénnen ,selbst® von
»iremd“ nur anhand dieser MHC-Molekule unterscheiden und sind MHC-restringiert
(Ploeg, 1998; Algarra, 2000; Zinkernagel, 1974). Im Gegensatz dazu konnen NK-
Zellen diese Zellen lysieren, da sie nicht MHC-restringiert sind (Storkus, 1987).

1.3 Effektormechanismen

NK-Zellen weisen die gleichen Effektormechanismen zur Toétung von Zielzellen
(Target) auf wie zytotoxische T-Zellen (cytotoxic T lymphocyte; CTL; Moretta, 1997).
NK-Zellen téten ihre Zielzellen, indem sie die in ihren Vesikeln enthaltene Granula in
Richtung der gebundenen Zielzelle ausschutten. Das enthaltene Perforin sowie die
Granzyme, ein Gemisch aus Serinproteasen, gelangen Uuber einen noch
unbekannten Mechanismus in die Zielzelle, wo sie eine Enzymkaskade aktivieren,
welche die Zellen einen programmierten Zelltod (Apoptose) sterben lasst (Uhrberg,
2005). Bei der antikorperabhangigen Zytotoxizitat (antibody dependent cellular
cytotoxicity; ADCC) wird die Spezifizitat von Antikdrpern auf der Zielzelle mit Hilfe
des Antikoérperrezeptors (CD16) auf der NK-Zelle mit dem Effektormechanismus
gekoppelt (Lanier, 1988). Neben diesen recht schnell wirkenden Mechanismen
attackieren NK- und T-Zellen ihre Zielzellen auch durch Rezeptor-vermittelte
Induktion von Apoptose. Zu erwahnen sind hier die Mitglieder der TNF-Familie
(Tumor Nekrose Faktor) wie TNF-a, TRAIL und CD95Ligand (FAS-Ligand; Kashii,
1999; Zamai, 1998). Neben den zytotoxischen Funktionen kdnnen NK-Zellen aber
auch eine Reihe von Botenstoffen, die Zytokine, produzieren. Vor allem NK-Zellen

mit einer starken CD56 Expression (CD56""") produzieren sogenannte Interleukine
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(IL; Cooper, 2001), wie IL-5 (Warren, 1995), IL-10 (Mehrotra, 1998) und IL-13
(Hoshino, 1999) sowie Interferone (IFN-y; Fehniger, 1999), Tumor-Nekrose-Faktoren
(TNF-a; Jacobs, 2001) und Wachstumsfaktoren (GM-CSF; Cuturi, 1989).

1.4 Rezeptoren auf NK-Zellen

Die Aktivitat der NK-Zellen wird durch verschiedene Rezeptoren, welche die Zellen
sowohl positiv als auch negativ beeinflussen, reguliert. Nicht alle NK-Zellen tragen
die gleichen Rezeptoren, es bilden sich Subpopulationen heraus, deren
Rezeptorrepertoire ihre Funktionen bzw. ihr Aktivitatsspektrum widerspiegelt. Die
Signaltransduktion der aktivierenden und inhibierenden Rezeptoren integrieren in der
NK-Zelle und passen so die Reaktion der Zelle auf die jeweilige Aufgabe an. Der
bereits erwahnte CD56 Rezeptor macht hier eine Ausnahme, er ist zwar fur NK-
Zellen charakteristisch, doch ist bis heute seine Funktion unbekannt. Der
niedrigaffine Rezeptor fur den Fc-Teil des Immunglobulins G (CD16) ermdglicht die
Bindung an mit Antikdrper markierten Zielzellen und somit die bereits erwahnte
ADCC. Adhasionsrezeptoren wie CD11a (LFA-1)/CD18 und CD2 (LFA-2)
ermdglichen die Bindung an die Zielzelle (Barao, 2003; Timonen, 1988;
Robertson,1990; Schmidt, 1985). Die natlrlichen Zytotoxizitatsrezeptoren (natural
cytotoxic receptors; NCR) umfassen eine Gruppe von drei aktivierenden Rezeptoren,
bestehend aus NKp30, NKp44 und NKp46 (Moretta, 2000). Sie kdbnnen an spezielle
virale Oberflachenantigene, die Hamagglutinine, und tumorspezifische Antigene
binden (Arnon, 2004). Neben diesen MHC-Klasse-l-unspezifischen Rezeptoren
exprimieren NK-Zellen aber noch eine Gruppe von Rezeptoren, mit denen sie
spezifische MHC-Klasse-I-Molekile erkennen konnen. Diese Gruppe gliedert sich
nach ihrer Rezeptorstruktur in zwei Familien: die durch ihre Immunglobulindomanen
gekennzeichneten Immunglobulin-artigen Rezeptoren (killer cell immunoglobulin-like
receptors; KIRs) und die durch ihre carbohydratbindende Domane charakterisierten

Lektin-artigen Rezeptoren (Killer lectin-like receptor; KLRs; Lanier, 1998).
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1.5 MHC-Klasse-I-Molekiile

Die MHC-Klasse-I-Molekule des Menschen werden in HLA-A, -B, -C, -E, -F und -G
unterschieden. Die HLA-A, -B und -C Molekile, die auch als klassische Klasse-I-
Molekule bezeichnet werden, sind hochpolymorph. Dieser Polymorphismus
gewahrleistet ein weites Bindungsspektrum fur antigene Peptide. HLA-E, HLA-F und
HLA-G sind wenig polymorph, sie werden auch als nicht-klassische Klasse-I-
Molekule bezeichnet. Die Expression von HLA-E, fur das bislang nur zwei Allele
beschrieben sind (Ulbrecht, 1999), ist mit der Expression der klassischen HLA-
Molekule assoziiert - anstelle der antigenen Peptide bindet es die Signalsequenzen
dieser Molekule. Durch diesen Mechanismus kann indirekt die Klasse-I-Expression
kontrolliert werden (Braud, 1998).

1.6 Die ,,Missing Self “ Hypothese

Der Uberwiegende Teil der MHC-Klasse-I-Rezeptoren vermittelt den an sie
bindenden NK-Zellen ein inhibitorisches Signal. Nach der ,Missing Self “-Hypothese
wird eine NK-Zelle eine Targetzelle erst dann lysieren, wenn sie ihr kein ,selbst®
MHC-Klasse-I-Molekulle prasentieren kann (Ljunggren, 1990). Die NK-Zellen eines
Menschen tragen ein Repertoire an Rezeptoren, das jeweils fir eigene MHC-Klasse-
[-Moleklle spezifisch ist, d.h. es wird mindestens ein spezifischer Rezeptor flr
,Selbst® MHC-Klasse-l exprimiert (,At Least One“-Theorie; Valiante, 1997; Uhrberg,
1997), zusatzlich dazu kdnnen auch fremde MHC-Klasse-I-Molekule erkannt werden
(,Hybrid Resistance®; Seaman, 2000).

1.7 Die KIR-Rezeptoren

Die MHC-Klasse-I-spezifischen KIRs codieren, als Gruppe zusammengefasst, auf
dem humanen Chromosom 19, im sogenannten Leukozyten-Rezeptor-Komplex
(leukocyte receptor complex, LRC; Torkar, 1998). Sie unterscheiden sich in

Immunglobulin-Domanenanzahl (D), in der Lange ihrer zytoplasmatischen Anteile,
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die jeweils inhibitorisch (lang, long; L) oder aktivierend (kurz, short; S) wirken
konnen. Es gibt Monomere wie auch Homodimere (KIR3DL2). Ihre Struktur schlagt
sich in ihrer Nomenklatur nieder. Die zytoplasmatischen Anteile der inhibitorischen
KIRs weisen sogenannte ITIMs (immunoreceptor tyrosin-based inhibitory motifs) auf,
welche Uber SH2-enthaltende Tyrosin-Phosphatasen eine Hemmung der NK-Zelle
vermitteln kdnnen (Long, 1999; Vivier, 2004).

Lektin-Familie Immunoglobulin-Familie
(human/murin) (nur murin) (nur human)
CD94/NKG2A ~ NKG2D Ly49 KIR2DLI KIR3DL1  KIR2DS2 KIR3DL2
(CD158a) (CD158¢1)  (CD158)) (CD158k)
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung der NK-Rezeptoren der Lektin- und Immunoglobulin-Familie
(modifiziert nach Borrego 2001; Nomenklatur () nach Andre 2001)

Die stimulatorischen KIRs mit den kurzen zytoplasmatischen Anteilen weisen eine
positiv geladene Aminosaure (Arginin oder Lysin) in ihrer Transmembrandomane auf,
mit der sie Uber das negativ geladene Adaptormolektl DAP12 (killer cell activating
receptor associated protein; KARAP) interagieren konnen (Lanier, 1998). Dieses
Molekul enthalt sogenannte ITAMs (immunoreceptor tyrosin-based activatory motifs),
die Uber die Protein-Tyrosin Kinase Syk und ZAP70 eine Aktivierung der Zellen
vermitteln kdnnen (Tomasello, 1998). Die Liganden dieser KIRs gehdéren zu den
klassischen MHC-Klasse-I-Molekilen. KIR2DL1 (CD158a) und KIR2DL2/3 (CD158b)
binden an unterschiedliche allele Subgruppen von HLA-C, KIR3DL1 (NKB1) bindet
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an HLA-B und KIR3DL2 (CD158k) bindet HLA-A. Bei gleicher Spezifizitat des
Rezeptors weist der inhibierende Rezeptor jeweils eine hohere Affinitat zum
Liganden auf, sie kontrollieren so die stimulatorischen Isoformen (Vales-Gomez,
1998).

1.8 Die C-Typ Lektin-artigen Rezeptoren

Die C-Typ Lektin-artigen Rezeptoren codieren auf dem humanen Chromosom 12 im
sogenannten NK-Zell-Cluster (NKC; Yabe, 1993). Charakteristisch fur diese
Rezeptoren ist ihre Carbohydrat-Erkennungsregion (carbohydrate recognition
domain; CRD), die in Calcium-abhangiger Weise an Zielstrukturen der Liganden
binden kann. Im humanen System ist vor allem die NKG2-Familie von Bedeutung,
die mit Ausnahme des NKG2D jeweils Heterodimere mit CD94 bildet, welches selber
keine zytoplasmatische Domane besitzt. Je nach assoziiertem NKG2-Molekul kann
die Bindung des Dimers an seinen Liganden inhibitorisch (NKG2A) oder
stimulatorisch (NKG2 C, E, H; Houchins, 1997) auf die NK-Zelle wirken. Der
zytoplasmatische Anteil von NKG2A tragt zwei ITIMs und vermittelt so eine Inhibition
(Kabat, 2002). Die aktivierenden Isoformen NKG2C und NKG2E sind mit DAP12-
Molekllen assoziiert und vermitteln Gber Tyrosin-Kinasen eine Aktivierung, wie
bereits fur stimulatorische KIRs dargestellt (Carretero, 1998; Wu, 1999).
Unterschiede im Ligandenspektrum macht das homodimere NKG2D, welches durch
Bindungen an das ITAMs tragende Adaptormolekul DAP10 eine Aktivierung bewirkt.
Liganden sind nicht HLA-Molekule, sondern die stressinduzierten Molekule MICA und
MICB (MHC class | chain-related; Steinle, 2001) und die virusinduzierten ULBPs
(U16-binding proteins; Kubin, 2001; Cosman, 2001).

1.9 Der NKG2A Rezeptor: Liganden — Funktion — Regulation

NKG2A und NKG2C binden beide das nicht-klassische HLA-Molekul HLA-E (Braud,

1998; Wada, 2004), wobei NKG2A und NKG2C nie auf ein und der selben Zelle
vorkommen (Jabri, 2002; Cantoni, 1998) und NKG2A eine hdhere Affinitat zu seinem
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Liganden aufweist (Vales-Gomez, 2000). Die Bindung von Signalpeptiden der
klassischen HLA-Molekule HLA-A, -B und —C stabilisieren das HLA-E Molekul und
ermoglichen ihm so die Oberflachenexpression. Ein funktionierender TAP-
Proteinkomplex (transporter associated with antigen processing), ein mit der
Antigenprozessierung assoziierter Komplex, transportiert die Peptide in das
endoplasmatische Retikulum, wo sie mit HLA-E komplexiert werden konnen. Auf der
Oberflache exprimiert, kann HLA-E mit CD94/NKG2A auf der NK-Zelle interagieren
und die Lyse der HLA-E-positiven Zielzellen inhibieren. Ist die HLA-A, - B oder —C
Expression oder der TAP-Komplex in Folge von Virusinfektionen oder in Tumorzellen
gestort, so kann HLA-E nicht die Zelloberflache erreichen, und es kann keine NK-
Zell-Inhibition Gber CD94/NKG2A erfolgen (Yokoyama, 1998; O’Callaghan, 2000).
Besonders die Produkte des humanen Zytomegalie-Virus (humanen
Cytomegalovirus; hCMV) kbénnen durch vielfache  Mechanismen die
Oberflachenexpression der HLA-Rezeptoren verhindern (Llano, 2003), um so der
T-Zell-vermittelten Immunantwort zu entkommen oder HLA-E stabilisierende
Surrogate exprimieren, um auch der NK-Zell-Lyse zu entgehen (Ulbrecht, 2000). Es
konnte flr das stimulatorische NKG2C gezeigt werden, dass eine erfolgte CMV-
Infektion zu erhdhter Expression auf NK- und T-Zellen fihrt (Guma, 2004). Ein
weiterer NKG2A-Ligand, das HLA-G, stellt einen Sonderfall dar, da es normaler
Weise nur auf HLA-A- und —-B-negativen Trophoblasten in der Gebarmutter von
Schwangeren vorkommt, wo es wahrscheinlich dem Fo6tus Schutz vor den
maternalen NK- und T-Zellen bietet (Ponte, 1999; Biassioni, 1999; Khalil-Daher,
Lopez-Botet, 1999).

Die CD94/NKG2A Expression scheint nicht nur inhibitorisch auf die Zytotoxizitat zu
wirken. Es konnte gezeigt werden, dass eine hohe CD94 Expression in humanen
IL-2 aktivierten NK-Zellen mit erhohter Apoptoseanfalligkeit korreliert (Ida, 1997).
Dies steht im Kontrast zu einer Publikation, die zeigt, dass eine erhdohte CD94
Expression auf murinen NK- und CD8" T-Zellen als Folge einer chronischen
Infektion mit Listeria monocytogenes die Zellen vor der Apoptose schutzen konnte
(Gunturi, 2003) - somit kdnnte NKG2A eine ahnliche Rolle im murinen System
spielen wie KIR im Menschen (Young, 2001). Erwahnt werden muss, dass im
murinen System die CD94/NKG2A Expression auf CD8" T-Zellen etwas anders zu

bewerten ist, da hier die Expression als Aktivierungsmarker eingesetzt werden kann
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(McMahon, 2002; Moser, 2002; Miller, 2002). Es gibt ebenfalls Publikationen, die
eine Zytotoxizitatsinhibition durch CD94/NKG2A bei murinen Polyoma-Virus-
spezifischen CD8" T-Zellen zeigen (Moser, 2002), wahrend dies beim
Lymphozytaren Choriomeningitis Virus (LCMV; McMahon, 2002) und bei Listeria
monocytogenes Bakterien (LM; Miller, 2002) nicht der Fall ist. Die NKG2A
Expression kann auch die Zytokinproduktion betreffen. So konnte in CD4"
Helferzellen sowohl die IFN-y als auch die TNF-a Produktion durch CD94/NKG2A
Stimulation herunterreguliert werden (Romero, 2001). Aber die NKG2A Expression
kann auch die Zytokinproduktion von NK-Zellen verandern und so eine spatere
Immunantwort beeinflussen. Allgemein lassen sich Zytokine in zwei Gruppen
unterteilen: Wahrend Zytokine wie IL-2 und IL-12 zu den Th1-Zytokinen zahlen, die
durch eine zellvermittelte Immunantwort charakterisiert sind, gehéren Zytokine wie
IL-4 und IL-10 zu den Th2-Zytokinen. Sie fuhren zu einer humoralen, von
Antikorperproduktion gekennzeichneten, Immunantwort. Es konnte gezeigt werden,
dass NK-Zellen von chronisch Hepatitis C Infizierten eine erhdohte NKG2A
Expression aufwiesen, die nach Stimulation mit einer HLA-E-positiven Zielzelle
vornehmlich IL-10 und TGF-B produzierten, was sich auf die Aktivierung von
speziellen antigenprasentierenden Zellen (dendritische Zellen) auswirkte. Diese
wiederum wurden zur IL-10 Produktion angeregt, und die durch sie stimulierten CD4"
Helferzellen zu einer Th2-Antwort aktiviert, wobei bei Virusinfektionen eigentlich eine
Th1-Antwort zu erwarten ware (Jinushi, 2004). Im Umkehrschluss konnte eine
erhohte NKG2A Expression auf NK-Zellen, nach Kultur mit Th1-Zytokinen,
nachgewiesen werden (Aktas, 2005), und auch fiir murine CD4" Helferzellen ist eine
vornehmliche NKG2A Expression auf Th1-Zellen bekannt (Hartt-Meyers, 2002).

Fur die Oberflachenexpression bzw. Regulation von CD94/NKG2A wurde gezeigt,
dass es unabhangig von der Rezeptorvernetzung internalisiert wird und eher einem
Rezeptorrecycling unterworfen ist. Auch scheint der Transport des NKG2A, Uber
Glykosylierung und Disulfidbrickenbindung mit CD94 im ER, und Transport zur
Zelloberflache ein anderer zu sein als z.B. der des NKG2C (endozytischer Transport,
DAP-12 abhangige Oberflachenexpression; Borrego, 2002; LaBonte, 2004; Lanier,
1998). Wahrend also eine Bindung von NKG2A an seinen Liganden zu keiner
Anderung der Rezeptordichte fiihrt, konnte eine erhdhte Expression von NKG2A in

Patienten mit MHC-Klassen-I-Expressionsstorung (TAP-Mutation) nachgewiesen
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werden (Matamoros, 2001; Cerboni, 2004). Es gibt sogar Zelltyp-spezifische
Regulationsmechanismen. Fur eine besondere Subpopulation von T-Zellen
(invariante y56 T-Zellen) ist eine stimulationsinduzierte Translokation von intrazellular
praformierten CD94/NKG2A-Molekullen beschrieben (Boullier, 1998).

1.10 NK-Zell-Rezeptoren auf T-Zellen

Alle Rezeptoren, die auf NK-Zellen exprimiert werden, mit Ausnahme der NCRs,
kénnen auch auf Subpopulationen von CD8" T-Zellen exprimiert werden:
Effektorzellen konnen CD56 exprimieren (Pittet, 2000), und chronisch stimulierte
bzw. Gedachtnis (Memory) T-Zellen weisen die Expression von KIRs auf, nur bei
naiven T-Zellen findet man keine derartigen Molekile (Huard, 2000; Young, 2001;
Ugolini, 2001). Auch CD94, als Homodimer, und die mit ihm komplexierten Mitglieder
der NKG2-Familie, sind auf Subpopulationen zu finden (Uhrberg, 1997; Becker,
2000; Baars, 2000). Wahrend ein Groldteil aller NK-Zellen KIR- oder Lektin-artige
Rezeptoren exprimieren, weisen nur kleine T-Zell-Subpopulationen eine Expression
auf (Uhrberg, 2001; Young, 2002; Ugolini, 2001).

1.11 Der NK-Gen-Cluster (NKC) im humanen und murinen System

Die Gene fur CD94 und die NKG2-Familie sind, wie bereits erwahnt, auf dem
humanen Chromosom 12 im sogenannten ,NK-Gen-Cluster” (NKC) lokalisiert. Dieser
Cluster enthalt aber nicht nur fur NK-Zellen charakteristische Gene, sondern umfasst
weitere Mitglieder von Lektin-artiger Rezeptorstruktur. Das reicht von generellen
Aktivierungsmarkern wie CD69 (Lopez-Cabrera, 1993) und AICL (activation-induced
C-type lectin;, Hamann, 1997) Uber Rezeptoren wie LOX-1 (oxidized low-density
lipoprotein) oder DECTIN (dendritic-cell-associated C-type lectin; Hernanz-Falcon,
2001), die auf speziellen antigenprasentierenden Zellen (dendritische Zellen)
vorkommen oder MAFA (mast cell function associated antigen; Butcher, 1998), das

als erstes auf Mastzellen beschrieben worden ist.
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Als weitere Rezeptoren waren hier noch die NKRP-Familie (NK-cell-receptor protein;
Lanier, 1994; Poggi, 1997) und die, vor allem im murinen System vorkommende,
Ly49-Familie zu nennen (Takei, 1997). Bei Mausen ist der NK-Gen-Cluster auf dem
Chromosom 6 lokalisiert und ist im Aufbau dem humanen sehr ahnlich. Bei beiden
Spezies werden CD94:NKG2 Rezeptoren exprimiert (Lohwasser, 1999), wohingegen
viele Funktionen, die beim Menschen von den KIRs Ubernommen werden, im

murinen System durch die Ly49-Familie ausgefuhrt werden.

Humanes Chromosom 12 Murines Chromosom 6

:INkrpla |
|KLRG1/MAFA |:
—INkrplc
—{Nkrpld
Nkrplf
NKRP1A/CD161 |
D& 1| | HCdeo |

AICL = :
LRF1/NKp80

DECTINI L8 ] gﬁi‘z‘d
TOXT/ORLI i
KLRDI/CD94 || | | [Nke2a
KLRK UNKG2D|-
KLRC4/NKG2F [
KLRC3/NKG2E| | H
KLRC2/NKG2CH| |
KLRCINKG2A | 51 1494
KLRA/Ly49L || | H

Abb. 1.2: Schematische Darstellung des humanen und murinen
NKCs (modifiziert nach Yokoyama 2003)

Diese Familie besteht aus ca. 16 Genen und Pseudogenen (Ly49a bis Ly49q), die

alle dem Lektin-Typ entsprechen und aktivierend oder inhibierend wirken konnen.
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Ly49a war der erste MHC-Klasse-I-spezifische NK-Zell-Rezeptor, den man erforscht
hat. Er wirkt inhibierend, wenn er an seinen Liganden, die murinen MHCs H-2Dd, H-
2D oder H-2DP bindet (Wilhelm, 2002; Karlhofer, 1992).

Im humanen NK-Gen-Cluster (NKC) existiert nur ein einziges Gen der Ly49 Familie —
Ly49l, das zwar transkribiert, aber infolge eines Defektes nicht translatiert wird
(Westgaard, 1998; Barten, 1999; Mager, 2001). Ebenso konnte kurzlich im murinen
System ein KIR-artiges Gen (Kirl1; Kir-like 1) identifiziert werden (Welch, 2003;
Hoelsbrekken, 2203). Es scheint sich hier also um orthologe Gene zu handeln, wobei
sich im Menschen die KIR Gene und in der Maus die Ly49 Gene durchgesetzt zu

haben scheinen.

Telomer <& H H P Centromer

CD9%4 NKG2A

SN

CDY4 NKG2D NKG2F NKG2E/H NKG2C  NKG2A/B

—> «— « -« -« -«

| 8 kbl { 18kb | — yF—— 8 kbl— 4.9 kb ———5 kb
~45 kb 22kb T 2,5kb 13 kb 10 kb

1.9 kb

Abb. 1.3: Schematische Darstellung des humanen NKC zwischen CD94 und
NKG2A (modifiziert nach Borrego, 2001)

1.12 Die NKG2-Gen-Familie

Der Cluster fur CD94 (Chang, 1995) und die NKG2-Familie (Houchins, 1991) umfasst
einen Genabschnitt von ca. 150 kb. Die Abfolge der Gene verlauft in centromerer
Richtung, angefangen bei CD94, gefolgt von NKG2D, NKG2F, NKG2E/H , NKG2C
und NKG2A/B. NKG2H ist die Spleissvariante von NKG2E und NKG2B die Variante
von NKG2A. Wahrend die Transkriptionsrichtung von CD94 centromerwarts verlauft,
verlaufen alle NKG2-Mitglieder in die Gegenrichtung. Die NKG2-Mitglieder weisen 6
bis 7 Exons auf, Ausnahme bildet das NKG2F Gen mit 4 und NKG2D mit 9 Exons
(Plougastel, 1998, 1996). Es wird aufgrund von DNA- und Proteinsequenz-
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Homologien vermutet, dass der Cluster durch Genduplikation eines NKG2A Gens
entstanden ist, der erst NKG2F, danach NKG2C und NKGZ2E entstehen liel
(Sobanov, 1999; Plougastel, 1998). NKG2D macht hier nicht nur durch seine
Homodimerstruktur eine Ausnahme, sondern scheint auch sequenziell dem CD94
ahnlicher zu sein (Lohwasser, 2000; Glienke, 1998).

1.13 Das NKG2A Gen

Das humane NKG2A Gen besteht aus 7 Exons, wobei Exon 2 den
zytoplasmatischen (Cy), Exon 3 den transmembranen Teil (TM), Exon 4 den
Schaftteil (Schaft, S) und die Exons 5 bis 7 die carbohydrat-bindende Domane
bilden. Das Exon 1 ist zwar in der mRNA enthalten, wird spater jedoch nicht

translatiert.

NKG2A: Gen, mRNASs und Protein

Ex1 Ex2 Ex3 Ex4 Ex5 Ex6 Ex7
Line-1 MIR AT Alu

0 I I I ] 1

= | kurze Transkripte |

.|| lange Transkripte |

-COOH

Protein NH,-| Cy ‘TM ‘ S ‘Carbohydrat—bindende Domine

Abb. 1.4: Schematische Darstellung des humanen NKG2A Gens, der mRNAs und des Proteins

Der NKG2A Rezeptor ist ein Typ-ll-Protein, da der aminoterminale Anteil spater,
nachdem das Protein mit CD94 Uber eine Disulfidbricke komplexiert wurde, im

Zytoplasma lokalisiert ist (Lazetic, 1996). Geschieht dies nicht, erfolgt keine
12
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Expression auf der Zellmembran (Brooks, 1997). Die Sequenz vor dem ersten
translatierten Exon (Exon 2) ist durch repetitive Sequenzen gekennzeichnet. Sie
weist eine Alu-Sequenz (Alu Y), eine MIR (mammalian-wide interspersed repeat),
eine AT-reiche Sequenz und mehrere LINEs (long interspersed nucleotide
sequence; L1M3) auf (Plougastel, 1998). Es wurden multiple Startpunkte fur NKG2A
Transkripte identifiziert, wobei lange und kurze Transkripte unterschieden werden
konnen, von denen die langen Transkripte das Exon 1 beinhalten. Die
Spleissvariante  NKG2B ist durch das Fehlen des Exon 4 (Schaftregion)
gekennzeichnet (Plougastel, 1996).

1.14 Induktion von NK-Zell- Rezeptoren wahrend der NK-Zell-Reifung

Die im peripheren Blut vorkommenden humanen NK-Zell-Populationen haben ihren
Ursprung im adulten Knochenmark, wo sie aus hamatopoetischen Stammzellen
heranreifen (Colucci, 2003). Es wird vermutet, dass neben dem Knochenmark auch
sekundare Lymphorgane wie die Lymphknoten Orte der NK-Zell-Differenzierung und
des Erwerbs von Selbsttoleranz sind (Ferlazzo, 2004). Welche Faktoren fir ihre
Reifung und insbesondere flur die Induktion ihrer Rezeptoren bzw. die Feinregulation
von Bedeutung sind, ist zur Zeit noch unklar. /In vitro Differenzierungsversuche mit
CD34-positiven Stammzellen haben gezeigt, dass sowohl 16sliche Mediatoren wie
Zytokine als auch die Zell-Zell-Interaktionen mit Stromazellen eine entscheidende
Rolle bei der Induktion dieser Rezeptoren spielen konnten (Miller, 1999). Es konnte
gezeigt werden, dass fruhe NK-Zell-Vorlaufer die IL-2 B-Kette exprimieren, gefolgt
von NKRP1 (CD161) und CD56 (Yu, 1998; Le, 2001). Auch CD94 und verschiedene
Mitglieder der NKG2-Familie konnten im Zuge der in vitro Differenzierung durch
Zytokinbehandlung induziert werden (Miller, 2002; Jaleco, 1997). Im Gegensatz dazu
scheint die Induktion von KIRs auf NK-Zellen bis zum jetzigen Zeitpunkt nur durch
spezielle Kokultur mit Stromazellen moglich zu sein.

In vitro konnte NKG2A sowohl auf zytotoxischen CD8" T-Zellen als auch auf CD4" T-
Helferzellen induziert werden, dies jedoch nur durch Stimulation in Verbindung mit
Zytokinen wie IL-10, IL-15, IL-12 und TGF-B (Romero, 2001; Mingari, 1998; Derre,
2002; Bertone, 1999; Guerra, 1999). Die TCR-Stimulation von CD4" Helferzellen
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unter Zugabe von IL-10 ergab, dass nach der Expression von CD94 erst NKG2D und
NKG2E, danach NKG2A und zum Schluss NKG2C induziert wurden (Romero, 2001).
Bei murinen NK-Zellen, die aus embryonalen Stammzellen differenziert wurden,
ergab sich die Reihenfolge Cd94 — Nkg2d, gefolgt von Nkg2a, Nkg2e und Nkg2c
(Lian, 2002).

1.15 Klinische Relevanz

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl KIRs als auch die NKG2-Familie eine Rolle
in der virus- und tumor-spezifischen Immunantwort spielen. Bei Patienten mit einer
HIV-Infektion konnte eine Erhdhung der CD94 Expression mit fortschreitender
Krankheit beobachtet werden (Andre, 1999). Wahrend der Grofiteil inhibitorischer
Rezeptoren, u.a. KIRs und NKG2A, anstieg, wurden die stimulatorischen
Rezeptoren, mit Ausnahme des NKG2D herunterreguliert (Mavilio, 2003). Bei
Tumorerkrankungen wie Melanomen konnten KIRs identifiziert werden, die eine
effektive Zerstorung der Tumorzellen verhinderten (Ilkeda, 1997; Bakker, 1998) bzw.
durch die inhibitorische Wirkung von CD94/NKG2A sowohl Zytokinausschittung als
auch Zytotoxizitat vermindern konnten (Le Drean, 1998). Wahrend beim
Nierenkarzinom hauptsachlich eine erhdhte CD94 Expression nachgewiesen werden
konnte, war die KIR Expression hier unverandert (Stanley, 2001). Neben der
klassischen Therapie mit Lymphokin-aktivierten NK-Zellen (LAK-Zellen; Fehniger,
2000) und der Serumtherapie mit tumorspezifischen Antikdrpern, bei denen man sich
die ADCC zunutze macht (Clynes, 2000; Gluck, 2004), konnten
Immuntherapieansatze mit CD8" T-Zellen zu besseren Ergebnissen fiihren, wenn
man die Induktion inhibierender Rezeptoren unterdriicken kdnnte (Derre, 2002) bzw.
Bedingungen wahlen konnte, welche die Induktion aktivierender Rezeptoren
favorisieren. Ein klassischer Tumor-Escape-Mechanismus ist die Produktion von
TGF-B (Beck, 2001), welches zu einer Inhibition des aktivierenden NKG2D Rezeptor
(Gastriconi, 2003) und gleichzeitig zu einer Induktion des inhibierenden Rezeptor
NKG2A fuhrt (Bertone, 1998). Weiterhin konnte bei der allogenen Knochenmark-
Transplantation gezeigt werden, dass der Anteil an CD94/NKG2A-positiven PBMC

in den Patienten hoher war, die keine Immunreaktion des Transplantats aufwiesen
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(GVHD; graft versus host disease; Tanaka, 2000). Allerdings kann dies auch einen
negativen Effekt haben, wenn die NKG2A Expression den gewunschten
Transplantat-gegen-Leukamie Effekt (GVL; graft versus leukemia effect) der NK-
Zellen verhindert, bei dem durch partielle Inkompatibilitat der HLA-Proteine die Zellen
des Transplantates gegen die Leukamiezellen aktiv werden sollen (Nguyen, 2005). In
wie weit sowohl KIRs als auch NKG2-Rezeptoren bei der Entstehung von
Autoimmunerkrankungen (Rheumatoide Arthritis, Systemischer Lupus
Erythematodes, Psoriasis), d.h. bei Reaktionen gegen korpereigenes Gewebe,
beteiligt sind, ist zur Zeit noch Gegenstand der Forschung (Hikami, 2003; Suzuki,
2004; Seaman, 2000).
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1.17 Ziel dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es zu klaren, wie das humane NKG2A Gen reguliert wird. Die
Charakterisierung von zwei Transkriptpopulationen, die jeweils vor dem
nichttranslatierten Exon 1 bzw. vor dem Exon 2 initiieren (Plougastel, 1998), legt die
Vermutung nahe, dass es auch zwei entsprechende Promotoren gibt. Eine
Quantifizierung der Transkriptpopulationen mit Hilfe der Realtime-PCR sollte die
Frage klaren, ob diese Transkripte regulatorische bzw. funktionelle Unterschiede
aufweisen. Da NKG2A zwar auf allen NK-Zellen exprimiert wird, aber nur auf einer
kleinen Subpopulation von T-Zellen, drangte sich die Frage nach einer Zelltyp-
spezifischen Regulation auf. Die Identifizierung und Charakterisierung der
Promotorstrukturen wurde mit der Analyse der Transkriptpopulationen verknupft.
Hierzu wurden Promotorkonstrukte mit Luziferase als Reportergen mit Hilfe der
neuen Nucleofector™ Technologie in verschiedenen NK-Zelllinien und Nicht-NK-
Zellinien, sowie erstmals auch in primaren NK-Zellen, getestet. In vivo isolierte und in
vitro induzierte NKG2A-positive NK- und T-Zell-Populationen sollten mittels Realtime-
PCR auf ihre Transkriptzusammensetzung untersucht werden. Die Analyse der
Regulation des NKG2A Gens besitzt erhebliche Bedeutung flr das generelle
Verstandnis der NK-Zell-Funktion, da NKG2A eine entscheidende Rolle bei der

Toleranzinduktion und der Kontrolle NK-Zell-spezifischer Immunantworten spielt.
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2 MATERIAL

2.1 Chemikalien

Agarose
Ammoniumchlorid-Lésung
Ampicillin

Aqua injectabilia

Aqua HPLC

Borsaure

Bromphenolblau

Broth Base (Lennox L Broth Base)
Chloroform

DMSO

Ethanol

EDTA

Ethidiumbromid

Ficoll (Biocoll)

Glycerin

IPTG

Isopropanol

Kanamycin

LB Broth Base (Bakterienmedium)
Natriumchlorid
Natriumhydroxid

PBS (Phosphatpuffer)
Phenol

Tetrazyklin

Tris-Base

Trypanblau Lésung (0,4%)
Select Agar

Sephadex G50

X-Gal

Xylencyanol

Invitrogen
lokale Produktion
Sigma
Braun
Merck
Roth
Sigma
Gibco
Sigma
Sigma
Roth
Merck
Sigma
Biochrom
Roth
Sigma
Roth
Sigma
Gibco
Roth

Roth
Serag Wiessner
Sigma
Sigma
Roth
Gibco
Gibco
Amersham
Sigma
Sigma
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2.2 Verbrauchsmaterial

15 ml, 50 ml Réhrchen Falcon
96-Well Rundbodenplatten Cellstar
24-Well Zellkulturplatten

6-Well Zellkulturplatten

25 cm?, 175 cm? Zellkulturflaschen
75 cm? Zellkulturflaschen

5 ml Polypropylen Réhrchen
Stabpipetten

Kryorohrchen

MACS™-S&ulen

Zellsiebe (40 um Nylon)
Spritzenfilter Minisart (0,2 um/0,4 um )

0,5 ml, 1,5 ml und 2 ml Reaktionsgefalle

0,2 PCR-Reaktionsgefalle

Ultra Cean Cap Strips (opt. Platten)
Centri Cap Saulen

35 mm und 94 mm Petrischalen

Elektroporationskivetten 2 mm

2.3 Gerite

Pipetten (Finn)

Pipettierhilfe Pipettus

Brutschrank

Sterilbank

Warmehaube Certomat H
Schuttler Certomat M
Casiumquelle: Gammacell 1000 Elite
Durchfluzytometer (FACScalibur)
Zellsortiergerat (Coulter Epix)
Power-Supply: Power Pak 300
Gelelektrophoresekammer

Thermomixer

Becton Dickinson
Greiner

Corning

Greiner

Nunc

Greiner

Becton Dickinson
Corning-Costar
Greiner

Miltenyi Biotec
Becton Dickinson
Satorius
Eppendorf
Robbins Scientific
Abgene

Abgene

Greiner

Peqglab Biotechnologie

Labsystems
Integra Bioscience
Former Scientific
Gelair

B. Braun

B. Braun

Nordion Interantional INC.
Becton Dickinson
Coulter

BioRad

BioRad
Eppendorf
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Thermocycler Gene Amp System 2700
Exsikkator + Pumpe

Gene Quant Pro (DNA/RNA)
Spectrometer DU 640

Mini- und Medi- MACS Magneten
Zentrifuge: Rotina 46 R (Zellkultur)
Tischzentrifuge: Mikro 20
Zentrifuge (Molbiol) Sigma 2K5
Gene Amp PCR System 2700
Elektroporator EasyjecT
Nucleofector™

Mikroskop (Inversmikroskop)

Photodokumentationssystem (P91 Herolab)

MiniLumat LB9506
Sorvall Zentrifuge RC5B Plus

AB Applied Biosystems
HLC

Pharmacia

Beckmann

Miltenyi Biotec

Hettich

Hettich

Sigma

Applied Biosystems
Peqglab Biotechnologie
Amaxa Biosystems
Hund

Mitsubishi

Berthold

Kendro

SLA1500 Festwinkelrotor, Hb6 Ausschwingrotor

96 Kapillarsequenzer ABI3700

2.4 Puffer und Medien
2.3.1 Zellkultur

ABI

RPMI 1640 25 mM Hepes, L-Glutamin
DMEM 1000 mg/l (low Glucose)
DMEM 4500 mg/I (high Glucose)
Hams/F12
RPMI10 10 % FCS
1 % Penicillin-Streptomycin
in RPMI 1640
NKL-Medium 10 % FCS
1 % Penicillin-Streptomycin
200 U/ml rlL-2
in RPMI 1640

BioWhitaker
Gibco
Sigma
Sigma
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NK3.3-Medium 10 % “Killer Cult™
10 % FCS
1 % Penicillin-Streptomycin
in RPMI 1640
* KulturGberstand einer 48 h alten mit PHA-M und JY stimulierten allogenen MNC
Kultur.

NK-Stimulationsmedium: 10 % FCS
5 % humanes, hitzeinaktiviertes Serum
1 % Penicillin-Streptomycin
1000 U/ml rIL-2
in RPMI 1640

NK-Differenzierungsmedium: 20 % humanes, hitzeinaktiviertes AB Serum
24 ymol 2-Mecaptoethanol
50 pmol Ethanolamin
20 mg L-Ascrobinsaure
5 ug Natriumselenit
1 % Penicillin-Streptomycin
in 2:1 DMEM/Ham’s F12-Medium

OP-9 Medium: 10 % FCS
1 % Penicillin-Streptomycin
50 pmol 2-Mercaptoethanol
in DMEM (1000 mg/I Glucose)

AFT024 Medium: 20 % FCS
1 % Penicillin-Streptomycin
50 umol 2-Mercaptoethanol
in DMEM (1000 mg/I Glucose)
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Einfriermedium:

RPMI1640

50 % FCS

1 % Penicillin-Streptomycin
10 % DMSO

Ammoniumchlorid Losung: 8,3 g NH4CI

1,0 g KHCO3
0,0375 g EDTA-Na,
ad 1000 ml Aqua iniectabilia

2.4.2 Molekularbiologie

TE-Puffer:

TBE-Puffer (10x):

LB-Medium:

LB-Agar:

Blaumarker:

10 mM Tris HCL (pH 7,4)
1 mM EDTA (pH 8,0)

107,8 g Tris-Base
55,0 g Borsaure
8,2 g EDTA
in 1000 ml Aqua dest.

20 g LB Broth Base
in 1000 ml Aqua dest.

6 g Selekt Agar
10 g LB Broth Base
in 500 ml Aqua dest.

35 ml Wasser
15 ml Glycerin
1 Spatelspitze Bromphenolblau

1 Spatelspitze Xylencyanol
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2.5 Reagenzien fur die Zellkultur

BSA Roth
FCS Biochrom
Penicillin/Streptomycin Losung Gibco
Trypsin/EDTA Losung Gibco
2.5.1 Stimuli

AZA (5-Aza-2’-deoxycytidin) Sigma
PHA (Phytohamagglutinin M) Sigma
SEB (Staphylokokken Enterotoxin B)  Sigma
TSA (Trichosatin A) Sigma
2.5.1 Zytokine

IL-1B TeBu

IL-2 Chiron

IL-3 TeBu

IL-4 TeBu

IL-6 TeBu

IL-7 TeBu

IL-10 TeBu

IL-12 TeBu

IL-15 TeBu

IL-21 Freundlicher Weise zur Verfugung gestellt von

Zymogenetics, Seattle, USA

FIt3-L TeBu
SCF TeBu
TGF-B TeBu
TNF-a TeBu
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2.6 Antikorper

2.6.1 Analyse-Antikorper

Antikorper: | Zytochrom: | Isotyp: Klon: Firma:
CD3 PE-Cy5 lgG1 UCHT1 Coulter
CD4 PE lgG1 13B8.2 Coulter
CD8 FITC lgG1 B9.11 Coulter
CD16 FITC lgG1 3G8 Coulter
CD19 PE IgG1 J4.119 Immunotech
CD34 FITC lgG1 581 Coulter
CD56 PE lgG1 NKH-1 Coulter
CD56 Cy-Chrome |IgG1 B159 Pharmingen
CD56 PE-Cy5 lgG1 N901 Coulter
CD94 FITC IgG1 HP-3D9 Pharmingen
NKG2A PE lgG2b |Z199 Coulter
NKG2C PE lgG1 134591 R&D
NKG2D PE IgG1 149810 R&D
CD158a FITC IgM HP-3E4 Pharmingen
NKB1 FITC lgG1 DX9 Pharmingen
KIR-NKAT2 FITC IgG2a |DX27 Pharmingen
CD161 FITC IgG1 DX12 Pharmingen
Isotyp- PE 1gG2b Coulter
Kontrolle FITC 1gG1
2.6.2 Depletionsantikorper

Antikorper: | Zytochrom: | Isotyp: Klon: Firma:
CD8 Unmarkiert IgG1 7B22 Immunotech
CD14 Unmarkiert IgG2a |RMO52 Immunotech
CD15 Unmarkiert IgG1 17C1 Immunotech
CD16 Unmarkiert 1gG1 3G8 Immunotech
CD19 Unmarkiert 1gG1 J4.119 Immunotech
CD56 Unmarkiert IgG1 C218 Coulter
CD94 Unmarkiert IgG2a |HP-2B1 Coulter
CD66b Unmarkiert IgG1 80H3 Immunotech
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2.6.3 Zellkultur-Antikorper

Antikorper: | Zytochrom:

Isotyp: Klon:

Firma:

CD3 Unmarkiert

lgG1 UCHT1 Pharmingen

2.6.4 Chromatin-Immunoprazipitations- (ChlP)-Antikorper

Antikorper:

Isotyp:

Firma:

Isotypkontrolle

Rabbit /1IgG1

Upstate # 07-028

Anti-acetyl-Histone H4 (Lys8)

Kanninchen, Antiserum

Upstate # 07-328

Anti-2b-dimethyl-Histon H3 (K9) | Kanninchen, Antiserum

*

Anti-dimethyl-Histon H3 (Lys4)

Kanninchen, Antiserum

Upstate # 07-030

Anti-acetyl-Histon H3 (Lys9)

Kanninchen, Antiserum

Upstate # 07-352

Anti-trimethyl Histon3 (Lys4)

Kannichen, polyklonal

Abcam # 8580-50

* Freundlicher Weise zur Verfigung gestellt von Thomas Jenuwein, IMP Wien;

2.7 Miltenyi Isolationskits/Reagenzien

Untouched NK cell Kit /11
CD34 Isolationskit (direkt)
CD56 Multisort Kit

CD8 Multisort Kit
0-CD3-Beads
o-FITC-Beads
o-PE-Beads

Goat-a-Mouse-Beads
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2.8 Zelllinien

Namen Herkunft Referenz
Kontroll-Zelllinien
Jurkat CD3'/CD4" T Zelllinie Gillis; 1980
RPMI8866 B-Zelllinie Vanliante; 1992
JY B-Zelllinie Kahle; 1981
L88/5 Humane Stromazelllinie Thalmeier; 1994
HelLa Humanes Zervixkarzinom Scherer; 1953
NK-Zelllinien
YT IL-2 unabhangige NK-Zelllinie Yodoi; 1985
NKL IL-2 abhangige NK-Zelllinie Robertson; 1996
NK3.3 IL-2 abhangige NK-Zelllinie Kornbluth; 1985
NK-92 IL-2 abhangige NK-Zelllinie Gong; 1994
Targetzelllinien
721.221 Epstein-Barr-Virus (EBV) Shimizu; 1989

transformierte lymphoblastoide
B-Zelllinine, MHC-I negativ

Feederzelllinien

OP-9

murine Knochenmarkstoma-

zelllinien

Kodama; 1994

AFT024

Murine foetale Leberzelllinie

Moore; 1997

2.9 Reagenzien fur die Molekularbiologie

Sawady Tag-DNA- Polymerase + Puffer

Hotstar Taq

Desoxynucleosidtriphosphat

PWO Polymerase

1 kb Marker

100 bp Marker

E. coli Stamm sure
Vektor: pGL3-Basic

Vektor: pBluescript plus

Peqglab Biotechnologie

Qiagen

Peqglab Biotechnologie

Roche Diagnostics
Gibco
Gibco
Gibco

Promega

Stratagene
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Phosphatase (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase)

Restriktionsendonucleasen:

Hind 1lI

Pst |

Xho |

EcoRl

EcoRV

BamHI

Miul

Hpal
T4-Ligase + Puffer
QIAquick Gel Extraction Kit
QIlAprep Miniprep Kit
QIAprep Maxiprep Kit
QIAmp DNA Blood Mini Kit
QlAgen RNeasy Kit
+ RNAse-free DNAse Set
QIAquick PCR Purification Kit
QIAquick Nucleotide removal Kit
Reverse Transcriptase (M-MLV) + Puffer, DTT
Oligo(dT)15 Primer
Recombinant RNasin
Oligonukleotide (Primer)
Cell Line Nucleofector™ Kit R
Luciferase Reporter Gene Assay Kit
DC Protein Assay Kit
JetPEI™ Reagenz
CpGenome™ DNA Modification Kit
Sequenzierungspolymer 3700 POP6
BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Kit
Chromatin Immunprecipitation Assay Il
EDTA-free PMSF
Leupeptin

Gibco

Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Gibco

Promega

Promega
ThermoHybaid
Amaxa Biosystems
Roche Diagnostics GmbH
Bio-Rad Laboratories
Biomol

Intergen Company
ABI

ABI

Upstate
Boehringer

Boehringer
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Pepstatin
SYBR Green | (Mastermix plus pPCR™)

Boehringer

Eurogentec

2.10 Oligos

2.10.1 Primer fiir die Promotorananlyse
Fir die Sense-Primer (s) wurde jeweils die Sequenz GATTGACJTCGAG gewihlt,
um sie mit Xhol wie angegeben zu schneiden, fur die Antisens-Primer (as) wurde die
ATGGATALAGCTT gewahlt Hindlll

unterstrichenen Sequenzen (atgagacaatagc) weisen auf die jeweils erfolgte Deletion

Sequenz und mit geschnitten. Die

einer Teilsequenz hin.

Name Sequenz
Proximaler Promotor
1134s caaccataaaatcattctataag
531s gtcaaatgcagaaaatttatc
228s cgcccggcctaaaaate
163s atcagagaaagaactttagattatttaat
116s ctegttctccacctcacccttttaa
60s tattaacttcttaactactgttattatagagtacagtccctgacatcacacactgcagag
32s gagtacagtccctgacatcacacactg
asproxProm gtccctgacatcacacactgcagag
GAPDHs tcgaggagaagttccccaactttc
GAPDHas cgaagcgggaggctgecggggctca
INTRONs GATTGAJCGCGTAJAGCTT gtaaagcatttaaaagatcctcaatataacag
(Mlul/HindllT)
INTRONas GTTATAAJAGCTTCT{CGAG tgcagggagagaaatgggaac
(Hindll/Xhol)
MUTEXs/Exon2 AACGGTGCTGCA|GAGacggataaccaaggagtaatctactcagacctgaatctgcccccaaacccaaa
(Pstl) gaggcagcaacgaaaacctaaaggcaataaaagctccattttagcaactgaacagg
MUTEXas/Exon2 TATAACGAJAGCT TctttgcagtgataggttttgtGattcecttgaaaatcctgagaagAtttttgaaggtttaattc
(Hindlll) cgcGtaggttatttcctgttcagttgctaa
163dTATA1as ctctgcagtgtgtgatgtcagggactgtactccagtagttaag
163dTATA2as ctctgcagtgtgtgatgtcagggactgtactccagtagttaag
60dTATAZ2s tattaacttcttaactactggagtacagtccctgacatcacacactgcagag
dIK atcagagaaagaactttagattatttaat
Fusionsfragment GATTGACTCGAGccaatttactgactttcctcctagatcagagaaagaactttagattatttaat
(163 + Enhancer)
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Distaler Promotor

1215s gtaggacagaggtcagcaagcatg

972s ggctgaaggcaagcacaggaggatg

767s gctgtgggggceatatgtgtg

534s (731s) ccaatttactgactttcctcctag

534as gagtgccttttagactaggttgctaaatc

740s actattctgccaatttactgactttcc

731s ccaatttactgactttcctcctag

715s cctcctagtaagattttaaaattac

269s tgacataataaaataatataaagaaaagaagtatgc

120s ccaactaagtgacacactttcaaag

102s ttcaaagtcaaccttgtacttttaatag

73s ccaagtatcctatattttggaggtg

50s tgtgtgatgagataaaactgatttc

dGATA2s cctattttggaggtgtgtgatgaga

dLyf-1s ccaagtatcctataggtgtgtgatgaga

dGATA1s tgtgtgatgagacaatagcccatgtgtagaattt

26s cacaatagcccatgtgtagaatttcc

asdistProm caatagcccatgtgtagaatttcc

45 s ccactcttgactcactctgagcec

45as cacagggcagtctgcgaaga

Stromaufwarts aktivierende Sequenz (SAS)

750s gtgggggaccactattctge

dAML-1s gtgggggattctgccaatttac

740s actattctgccaatttactgactttcc

dCdxas tggcagcatgactttcctc

731s ccaatttactgactttcctcctag

dAP-1s ccaatttactttcctcctagtaagatttta

mCdxas tggcagcatgactttcctc

mOct-1s actatgggggccaatttactgac ccacta
gattgactcgagactatggggccaatttactgac

asEnhancer caatagcccatgtgtagaatttcc

2.10.2 Primer fiir die Bisulfitkonvertierung

Name Sequenz 5’-3’ Fragmentlange
sTNKG2A/EcoRl GGJAATTCCGTaatttattgttttttattgttttag 2158 bp
asTNKG2A/BamHI CGGJ{GATCCCGCTttctctaattttcttcaaacctaaac
s2NKG2A/EcoRl GGJAATTCCGTtttagtaataatattttgttaaatg 452 bp
as2NKG2A/BamHI CGGJ{GATCCCGCTctaattttcttcaaacctaaacac
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2.10.3 Primer fiir die ChiP-Analyse

Name Sequenz 5’-3’ Fragmentlange
sNKG2A1stPrChIP gcaatgttaagatttagcaacctagtc 339 bp
asNKG2A1stPrChIP caaacaatgcctgcaatcttc
sNKG2A2ndPrChiIP gctccaatactcgttctccacctcac 261 bp

asNKG2A2ndPrChiIP

gaaggtttaattccgcataggttatttcc

2.10.4 Primer fiir die NKG2A-Transkriptlangenanalyse

Name Sequenz 5’-3’ Fragmentlange
1sLineTranslong cggatgaataaatgaagaatgtaatg 128 bp
2aslLineTranslong gtgccagctacaatcaattgag
3sLineTransshort gagggttgacaatgttcgtgatc 121 bp
4aslLineTransshort gatgtgtgactttctggggac
Primer fir die Generierung der Standardkuve
1sLineTranslong/EcoRI GGJAATTCCGTcggatgaataaatgaagaatgtaatg | 128 bp
2asLineTranslong/BamHI CGG{GATCCCGCTgtgccagctacaatcaattgag
3sLineTransshort/EcoRI GGLAATTCCGTgagggttgacaatgttcgtgatc 121 bp
4asLineTransshort/BamHI CGGJGATCCCGCTgatgtgtgactttctggggac

2.10.5 Primer fiir die NKG2-/CD94-PCR (RNA-Primer; Uhrberg et al., 1997)

Name Sequenz 5°-3’ Fragmentlange
NKG2A RNA 5'Primer ccagagaagctcattgttgg 325 bp
NKG2A RNA 3'Primer caccatcctcatggattgg
NKG2C RNA 5'Primer tttctggccagcattttacct 619 bp
NKG2C RNA 3'Primer atttgcgtttacagtgcatcag
NKG2D RNA 5'Primer ctgggagatgagtgaatttcata 416 bp
NKG2D RNA 3'Primer gatttacttaaactggtgaagtc
NKG2E RNA 5'Primer ctgtgcttcaaagaactcttct 226 bp
NKG2E RNA 3'Primer acgtggacttatatcagaccag
CD94 RNA 5'Primer gcagtgtttaagaccactct 572 bp
CD94 RNA 3'Primer cgttatatctgtaagcaacag
GAPDH 5'Primer accacagtccatgccatcac 450 bp
GAPDH 3’Primer tccaccaccctgttgctgta
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2.10.6 Primer fiir die Sequenzierung aus pGL3Basic und pBluescript SKplus

Name

Sequenz 5’-3’

pGL3 forward Primer

tgcaggtgccagaacatttctc

PGL3 reverse Primer

ggcgtcttccatggtggctttacc

T7 Universal Primer

taatacgactcactatagg

2.11 Verwendete Software
Microsoft: Word 2000 und Exel 2000

CorelDraw 9

Gene Construction Kit™ 2

DNA Strider™ 1.2

Sequence Detector™ 1.6, Primer Express™ 1.0
Oligo DNA/RNA Primer Analyse Software 4.1
Cell Quest™, Winmdi 2.8

2.12 Internet

Pubmed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed/html)

TF-Search (http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html)
UTRScan (http://bighost.area.ba.cnr.it/BIG/UTRScan.html)
Repetitive Sequenzen (http://woody.embl-heidelberg.de/repeatmask/html)

Sequenzvergleiche (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html)
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3 METHODEN

3.1 Zellkultur Methoden

3.1.1 Herkunft der Blutproben

Blutzellkonzentrate wurden freundlicher Weise von Dr. Tonn, Blutspendezentrale der
DRK Hessen Frankfurt, zur Verfligung gestellt. Die Nabelschnurblut-Proben (cord
blood, CB) wurden von Frau Prof. Dr. Gesine Kogler, Nabelschnurblutbank, Heinrich

Heine Universitat Dusseldorf, bereit gestellt.

3.1.2 Allgemeine Zellkultur

Alle Zellen wurden im Brutschrank bei 37°C, 5% CO, und wassergesattigter
Luftfeuchte kultiviert, einzige Ausnahme machte die murine AFT024 Zelllinie, die bei
33°C kultiviert wurde.

3.1.3 Auftauen von Zellen

Da das im Einfriermedium enthaltene DMSO beim Einfriervorgang Zellschaden
durch Kristallbildung vermindert, aber bei Raumtemperatur zur Lyse der Zellen
fuhren wirde, muss es schnell entfernt werden. Das Auftauen der Zelllinien erfolgte
durch schnelles Uberfiihren der in flissigem Stickstoff (ca. —176°C) gelagerten
Kryoréhrchen in ein 37°C warmes Wasserbad. Der Inhalt des Réhrchens wurde in 10
ml 37°C warmes Kulturmedium Uberfuhrt und bei 1500 rpm (300 xg) fur 7 min bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in
einem angemessenen Volumen Kulturmedium resuspendiert, um die Zellen zu
zahlen. Nach der Zellzahlung wurde die Zelldichte mit Medium eingestellt und die

Zellen wurden im Brutschrank kultiviert.
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3.1.4 Einfrieren von Zellen

Durch Zentrifugation pelletierte Zellen wurden im Einfriermedium resuspendiert und
schnellstmoglich bei —80°C gelagert und nach mindestens 24 h Lagerung in flissigen
Stickstoff Uberfuhrt.

3.1.5 Splitten von adharenten Zellen

Adharent wachsende Zelllinien wurden, wenn sie konfluent gewachsen waren, wie
folgt auf zwei neue Kulturflaschen verteilt: Das Medium wurde abpipettiert, die Kultur
zweimal mit ca. 10 ml kaltem PBS in der Kulturflasche gespult und mit ca. 10 ml
Trypsin/EDTA Mix (0,05%/1mM) versehen. Nach einer Inkubationsphase von 5 bis
15 min im Kulturschrank erfolgte eine Kontrolle der Ablésung der Zellen unter dem
Mikroskop. Die Zellsuspension wurde zentrifugiert (siehe oben), der Uberstand
verworfen und das Zellpellet mit neuem Medium auf die gewunschte Dichte
eingestellt und in die neuen Zellkulturflaschen uberfuhrt.

3.1.6 Zellzahlung

20 ul Zellsuspension wurden mit dem gleichen Volumen Trypanblau-Ldsung
verdinnt und in eine Neubauer-Zahlkammer pipettiert. Das Volumen eines grofien
Eckquadrates, bestehend aus 12 Quadraten, betragt 0,1 uyl. Es wurden 4
Eckquadrate ausgezahlt, der Mittelwert errechnet und mit dem Verdunnungsfaktor
(x2) und zur Ermittlung der Zellzahl pro Milliliter mit 10° multipliziert. Der Anteil der
toten Zellen, die das Trypanblau eingelagert haben, wurde als Prozentsatz der

Gesamtzellzahl errechnet.

3.1.7 Isolation von mononuklearen Zellen mittels Dichtegradienzentrifugation

Die Isolation von Lymphocyten erfolgte aus sogenannten ,Buffy Coats®, einem
Zellkonzentrat, dem das Serum entzogen worden ist. Es wurde eine Verdinnung mit

dem gleichen Volumen PBS-Puffer angesetzt und auf 15 ml Ficoll-Hypaque
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Trennlosung, Dichte 1,077, in 50 ml Rohrchen Uberschichtet. Nach 35 min
Zentrifugation bei 2000 (1000 xg) und ohne Bremse, damit die Schichtung nicht
zerstort wird, wurde der Serumiberstand abgesaugt, und der sogenannte
.interphasering“ mit mononuklearen Zellen mit einer Pasteurpipette abgesaugt. Die
so isolierte Fraktion wurde anschlieBend zweimal in 50 ml PBS/EDTA-Puffer
gewaschen, der Uberstand verworfen, das Zellpellet in 2 ml PBS/EDTA-Puffer

resuspendiert.

3.1.8 Erythrozytenfernung mit Ammoniumchlorid

Die im Zellisolat verbliebenen Erythrozyten wurden durch Verdinnung der
Zellsuspension mit Ammoniumchlorid-Losung lysiert. Nach 7-minutiger Inkubation
der Mischung bei Raumtemperatur wurden die intakten Zellen bei 1500 rpm (300 xg)
fir 7 min bei 7°C pelletiert. Verbleibende Zelltrimmer wurden durch erneutes
Waschen mit PBS/EDTA Puffer und Zentrifugation entfernt.

3.1.9 Zellisolation mit Hilfe von paramagnetischen Microbeads (MACS™)

Das Prinzip der magnetbasierenden Zellisolation (MACSTM, magnet activated cell
sorting) beruht auf der Markierung der Zellen mit Antikdrpern, die
superparamagnetische Partikel (Microbeads, 50 nm ) tragen. Tragt man diese
Zellen auf eine Saule auf, deren Matrix durch einen Magneten magnetisiert worden
ist, so werden diese Zellen auf der Saule zurickgehalten, wahrend unmarkierte
Zellen die Saule passieren. Entfernt man den Magneten von der Saule, kdnnen die
zuruckgehaltenen Zellen eluiert werden.

Es gibt zwei Strategien, um die gewlnschte Zellpopulation zu isolieren: Positive
Selektion, d.h. die zu isolierende Zellpopulation wird markiert, und negative Selektion
(Depletion) - nur die unerwinschten Zellen werden markiert, und die zu isolierenden
Zellen bleiben unmarkiert. Erstere Strategie wird bei der Isolation von CD8-positiven
zytotoxischen T- Zellen mit dem CD8 MultiSort Kit angewendet, letztere bei der
Isolation von NK-Zellen mit Hilfe des NK Cell Isolation Kit. Bestandteil des Kits ist ein
Antikorper Cocktail aus monoklonalen Antikorper gegen CD3, CD14, CD19, CD36
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und IgE, um T-Zelle, B-Zellen, Monozyten, Makrophagen, Thrombozyten, basophile
Granulozyten, dendritische Zellen und erythroide Zellen zu entfernen. Ein weiterer
Vorteil ist, dass die zu isolierenden NK-Zellen nicht durch Bindung spezifischer

Antikorper voraktiviert werden.

Die Isolation von CD8" T-Zellen (iber das CD8 MultiSort Kit wurde nach
Herstellerangaben durchgefuhrt. Die Bindung des Microbead-gekoppelten anti-
humanen CD8 Antikorpers erfolgte bei 4-8°C fur etwa 15 bis 30 min. Ungebundene
Antikérper wurden durch zweimaliges Waschen mit PBS-Puffer und nachfolgender
Zentrifugation der Zellen entfernt. Je nach zu erwartender Zellausbeute wurde
entweder eine Saule vom Typ MS+ (Maximalkapazitat: 1 x 10" Mio Zellen) gewahlt
oder eine vom Typ LS+ (Maximalkapazitat: 1 x 10% Mio Zellen). Um ein Verstopfen
der Saule mit aneinander haftenden Zellen zu vermindern, war dem Puffer EDTA
zugesetzt, und die Zellen wurden vor dem Auftragen auf die Saulen durch ein
Nylonsieb (Maschenweite 70 um) pipettiert.

Bei Bedarf konnte bei diesem Kit der Microbead vom Antikorper entfernt werden, so
dass eine weitere Isolation auf ein anderes Oberflachenantigen moglich war, z. B.
CD94 oder NKG2A. Fur andere Isolationen war es noétig mit Microbead-gekoppelten
Zweitantikdrpern zu arbeiten, die gegen ein Fluorochrom wie FITC und PE gerichtet
waren, da nur Fluorochrom-gekoppelte, aber keine Mikrobead-gekoppelten

Primarantikdrper zur Verfligung standen.

3.1.10 Durchflusszytometrie

Fir die Durchflusszytometrie werden Zellen mit monoklonalen Antikorpern gegen ein
spezifisches  Oberflachenantigen  markiert. Diese  Antikérper sind  mit
Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt wie Fluorescein-Isothiocyanat (FITC, grin),
Phycoerythren (PE, rot) und PE-CY5 (dunkelrot), einem Tandemkonjugat aus
Phycoerythren und Cyanin-5. Die Zellen werden durch eine Kapillare gedruckt, so
dass ein Strom einzelner Zellen entsteht (hydrodynamische Focussierung), der von
einem Argon-Laser (488 nm) erfasst wird. Photodetektoren messen die
Lichtstreuung, die einen Ruckschluss Uber Groéf3e (Forward light Scatter, FSC) und

Granularitat (Side Scatter, SSC) einer Zelle zulassen. Die Messung der
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Fluoreszenzen der verwendeten Fluorochrom-gekoppelten Antikorper ermaoglichen
eine Aussage Uber die Expression, d.h. Verteilung und Rezeptordichte, von
verschiedenen Oberflachenantigenen. Da durchflusszytometrische Fluoreszenz-
signale nicht Absolutwerte darstellen, benétigt man zur  Auswertung
Kontrollmarkierungen, um die Einstellung und die Verstarkung der Licht-Detektoren
vornehmen zu koénnen. Es wurden folgende Kontrollfarbungen verwendet: Um
unspezifische Bindungen auszuschlie3en, wurde eine Isotypkontrolle angesetzt, d.h.
Farbung mit einem Antikdrper gleichen Typs, aber mit einer irrelevanten Spezifizitat.
Fur eine Positiv-Kontrolle und eine genaue Einstellung der Fluoreszenzen
untereinander (Kompensation) wurden die Zellen auf stark exprimierende und haufig
vorkommende Oberflachenantigene gefarbt. Die Messung erfolgte auf einem
Durchflusszytometer FACScalibur™ der Firma Becton Dickinson, die Auswertung

mit Hilfe der CellQuest™ Software.

3.1.11 Farben der Zellen fiir die Durchflusszytometrie

Das Farben der Zellen fur die Durchflusszytometrie erfolgte nach Herstellerangaben.
Isolierte Zellen wurden abzentrifugiert und in PBS aufgenommen. Die fur die Farbung
vorgesehene Kombination von Antikorpern wurde zu den in etwa 200 ul
resuspendierten Zellen gegeben. Die an Antigene der Zellmembran gebundenen
Antikérper kénnen bei Raumtemperatur zusammenflieRen, sich an einem Zellpol
ansammeln und dann entweder internalisiert oder in Medium abgestolien werden.
Um dies zu verhindern wurde auf Eis gearbeitet bzw. im Kuhlschrank inkubiert. Das
Ausbleichen der Fluorochrome wurde durch Abdecken mit Alufolie verhindert.

Nach Inkubation und einem Waschschritt mit 4 ml PBS wurde das Zellpellet in ca.

300 pl PBS resuspendiert und bis zur Analyse im Kuhlschrank gelagert.
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3.1.12 Stimulation von primaren NK- und T-Zellen

Die Stimulation von MACS™-isolierten NK-Zellen erfolgte mit der HLA-Klasse-I-
negativen B-Zelllinie 721.221. Der Stimulationsmix, der zu je 1 ml in einer 24-Well-
Platte verteilt wurde, bestand aus 0,5 Mio NK-Zellen mit 1x10%/ml autologer MNC und
O,1x106/ml 721.221. Die autologen MNC und 721.221 wurden vorher mit 50 Gy einer
Céasiumquelle bestrahlt, um ein Uberwachsen der NK-Zellen zu verhindern. Das
Kulturmedium war RPMI1640 mit 10% FCS, 5% hitzeinaktiviertem humanem Serum,
1% Penicillin/Streptomycin und 1000 U/ml IL-2. Nach ca. 1 Woche Kultur wurde 1 mi
Medium hinzu gegeben, danach der Kulturansatz alle 2 bis 3 Tage auf zwei Wells
verteilt und mit 1 ml Medium versehen. Es wurde darauf geachtet, dass die Zelldichte
nicht unter 1x10° NK-Zellen/ml sank. Die Stimulation von MACS™.-isolierten T-Zellen
erfolgte mit a-CD3-Antikdrper-beschichteten Zellkulturplatten (siehe unten) und
Kulturmedium (wie oben; 500 U/ml IL-2).

3.1.13 Zytokin-Stimulation von primaren NK- und T-Zellen

Fur die Stimulation von primaren NK- und T-Zellen mit Zytokinen wurden die
expandierten Zellen (je 5 Mio) zentrifugiert und das Zellpellet in 5 ml frischem
Kulturmedium aufgenommen. Nach Zugabe der jeweiligen Zytokinmischung wurden
sie fur 24 h in 6-Well Platten kultiviert. Danach erfolgte die Praparation der RNA mit
dem RNeasy Kit. Die Zytokinkonzentrationen waren folgende: IL-2 (500 U/ml), IL-15
(10 ng/ml), IL-12 (10 ng/ml), IL-21 (10 ng/ml), TGF-beta (10 ng/ml), IL-4 (5 ng/ml), IL-
10 (10 ng/ml), TNF-a (5 ng/ml), IL-1B (5 ng/ml) und IL-6 (5 ng/ml).

3.1.14 Klonierung von NK-Zellen

Fur die Klonierung von NK-Zellen wurde, basierend auf der Stimulation mit 721.221,
in 96-Well-Platten gearbeitet. Es wurde fur 10 zu beschickende Platten 100 ml
Stimulationsmix erstellt, dem 333 NK-Zellen zugeflugt wurden, so dass theoretisch
jedes dritte Well eine NK-Zelle enthalten muisste. Jeweils 100 ul dieser Mischung

wurde mit einer 12-Kanal-Pipette auf den Platten verteilt. Nach ca. 4 Tagen
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Inkubation im Brutschrank erhielt jedes Well 100 pl Medium, nach ca. 14 Tagen
Inkubation waren Wells mit den gewachsenen Zell-Klonen erkennbar und wurden
weiter kultiviert. Diese 200 ul Zellsuspension wurden in mit 1 ml Stimulationsmix
versehene 24-Well-Platten pipettiert, deren autologe MNC-Fraktion am Tage der
Klonierung eingefroren worden war. Die Klone wurden anfangs in 24-Well-Platten

expandiert, bei Bedarf auf 25 cm? bzw. 75 cm? Zellkulturflaschen weiter kultiviert.

3.1.15 Stimulation mit 5-Aza-2’Cytidin (AZA) und Trichostatin A (TSA)

Es war darauf zu achten, dass nur proliferierende Zellen stimuliert wurden, da nur bei
ihnen AZA und TSA ihre Wirkung entfalten kénnen. Es wurden mehr Zellen
eingesetzt, da die Chemikalien sehr zytotoxisch wirken und so die Zellausbeute
verringern. Die Stimulation mit AZA (1 pM) und TSA (25 nM) erfolgte durch
Abzentrifugation der gewlnschten Zellmenge und die Resuspendierung in Medium
ohne Chemikalien als Kontrolle, nur mit AZA oder TSA oder einer Mischung beider.
Nach 48 h erfolgte eine zweite Stimulation, indem die gleiche Menge Chemikalien
dem Medium hinzugefigt wurde. Dies war notwendig, da die Chemikalien bei 37°C
nicht sehr stabil sind. Die Zellen wurden weitere 72 h kultiviert und dann fur FACS-

Analyse oder RNA-Isolation abzentrifugiert.

3.1.16 In vitro Induktion von CD94/NKG2A auf zytotoxischen T-Zellen mit Hilfe
von Staphylococcus Enterotoxin B (SEB; nach Mingari et al., 1998; Bertone et
al., 1999)

Uber Depletion aus Nabelschurblut-MNCs gewonnene CD8" T-Zellen wurden 1:1 mit
autologen, bestrahlten (50 Gy) MNC in 1 ml Medium in einem Well einer 24-Well
Platte ausgesat. Es wurden 200 ng/ml SEB und 200 U/ml IL-2 bei Kulturstart
hinzugegeben, am zweiten Kulturtag wurden 10 ng/ml IL-15 und 5 ng/ml TGF-$
zugesetzt. Es erfolgte alle zwei Tage 2 Mediumswechsel mit einem Zytokinmix aus
IL-2, IL-15 und TGF-B. Bei Bedarf wurde das Volumen eines Wells auf zwei verteilt

und mit Medium auf 2 ml aufgefullt.
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3.1.17 In vitro Induktion von CD94/NKG2A auf T-Helferzellen mit a-CD3-Ak

versehenen Zellkulturplatten (nach Romero et al., 2001)

Fir diesen Kulturaufbau wurden 24-Well Platten mit a-CD3-Antikdrper wie folgt
beschichtet: Eine Verdinnung von 10 ng/ml a-CD3-Antikdrper wurde mit Tris-Puffer
erstellt und jeweils 500 ul je Well pipettiert. Nach einer Inkubation von 2 h bei 37°C
und dreimaligem Waschen mit 1 ml PBS wurde eine weiteren Inkubation von 1 h mit
FCS-haltigem Kulturmedium angeschlossen.

Uber Depletion gewonnene CD4" Zellen wurden auf die so vorbehandelten Wells in 1
ml Medium mit 100 U/ml IL-2 und 2 ng/ml IL-10 ausgesat.

3.1.18 In vitro Induktion von CD94/NKG2A wahrend der NK-Zell-Differenzierung
von CD34"-Zellen in Cokultur mit AFT024 und OP-9 (nach Miller et al., 2001;
Williams et al., 1999)

Fir die Kokultur von CD34"-Zellen mit AFT024 bzw. OP-9 wurden eine 24-Well
Platte mit einer 0,1%-igen Gelatinelésung beschichtet.

Das Differenzierungsmedium wurde zu Kulturbeginn mit 20 % hitzeinaktiviertem,
humanem AB-Serum supplementiert, was spater auf 10 % reduziert wurde. Der
Zytokinmix bestand aus 1000 U/ml IL-2, 10 ng/ml FIt3-Ligand, 20 ng/ml SCF, 20
ng/ml IL-7 und 5 ng/ml IL-3 bei Kulturstart, das spater durch 10 ng/ml IL-15 ersetzt

wurde.
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3.2 Molekularbiolgische Methoden

3.2.1 Promotoranalyse:
3.2.1.1 PCR zur Fragmentgewinnung

Mit der Methode der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) kdnnen einzelne, flr
spezifische Gene typische Nucleotid-Basen-Sequenzen aus einem Gemisch
herausamplifiziert werden. Man bendtigt dazu Ausgangs-DNA (template), zwei
passende Oligonucleotidprimer, die jeweils 5 (sense) bzw. 3’ (anti-sense) der
gewulnschten Sequenz binden, Nucleotide und eine hitzestabile DNA-Polymerase
(TAQ) mit Puffer, die die Nucleotide nach Vorgabe der Ausgangs-DNA einbaut. Es
laufen verschiedene Reaktionsschritte bei unterschiedlichen Temperaturen ab —
eine PCR-Maschine kann so programmiert werden, dass alle Schritte bei optimaler
Temperatur ablaufen. Ist eine Reaktionsfolge abgeschlossen, so muss erneut mit
einem neuen Reaktionszyklus begonnen werden. Ein typisches Programm besteht
aus einem Denaturierungschritt (94°C), bei dem die DNA sich in Einzelstrange trennt,
einem Annealingschritt (55°C), bei dem sich die Primer an die Einzelstrang-DNA
anlagern und einem Elongationsschritt (72°C), bei dem die Primer verlangert werden,
bis wieder doppelstrangige DNA vorliegt. Im nachsten Reaktionszyklus steht die
neusynthetisierte DNA als zusatzliches Template zur Verfugung — das PCR-Produkt
wachst exponentiell, so dass auch aus geringen Mengen Ausgangsmaterial bei
hoher Zyklenzahl ausreichend Material gewonnen werden kann. Die Temperatur und
Dauer der einzelnen Schritte lasst sich variieren, um verschiedenen Anspriichen
gerecht zu werden. Es konnen Annealingtemperatur verandert werden, um, je nach
Lange und GC-Gehalt des Primerpaares, die Bindung 2zu fordern. Die
Annealingzeiten kdnnen verlangert werden, um vollstandige Bindung der Primer zu
erreichen. In der Regel werden zwischen 25 und 35 Zyklen durchgefihrt. Die Tag-
DNA-Polymerase hat ihr Reaktionsoptimum bei 72°C und ist sehr hitzestabil, da sie
aus dem thermophilen Bakterium Thermophiles aquaticus stammt, so dass sie auch
die Denaturierungsschritte ohne grof3e Aktivitatseinbul3en Ubersteht. Doch nach etwa
25 Zyklen nimmt die Anzahl unspezifischer Abbauprodukte zu und in der Folge
konnen z.B. vermehrt fehlerhafte Nucleotide einbaut werden als auch illegitim

rekombinierte Produkte entstehen. So muss die Zyklenzahl trotz geringerer
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Endproduktmenge limitiert werden. Es besteht auch die Mdoglichkeit, die einzelnen
Reaktionschritte mit zunehmender Zyklenzahl zu verlangern (ramping), um die

nachlassende Aktivitat der Polymerase zu kompensieren.

Standard-Protokoll: 25 Zyklen

Reaktionsschritt 1  (Denaturierung) 15 sec 94°C
Reaktionsschritt 2 (Primerannealing) 30 sec 55°C
Reaktionsschritt 3  (Polymerisation) 90 sec 72°C

Um unspezifische Syntheseprodukte wahrend der Aufheizphase zu vermeiden,
wurde ein manueller ,Hot Start® gemacht, d.h. die Polymerase wurde erst nach

Erreichen der Denaturierungstemperatur hinzupipettiert.

Fir die Polymerasekettenreaktion wurde ein Enzymgemisch aus Qiagen Taq — und
PWO-DNA-Polymerase bzw. die SAWADY Taqg-DNA-Polymerase mit verschiedenen
Puffern gewahlt. Erstere Kombination verbindet die hohe Prozessivitat der Tag-
Polymerase mit der hohen Spezifizitat der PWO-DNA-Polymerase, die in ihrer
zusatzlichen 3’-5’-Exonuclease-Aktivitat begrindet ist. Bei der SAWADY-Taqg-DNA-
Polymerase werden durch Verwenden des Puffers ,Y“ die hochprozessiven
Eigenschaften unterstutzt — die Amplifikation ist besonders effektiv, wahrend Puffer
,o die Replikationsgenauigkeit fordert.
Es wurde zur Amplifizierung spezifischer Fragmente jeweils 100
Reaktionsvolumen angesetzt. Die Primer-Stammlosung wurde nach Herstelleran-
gaben mit TE-Puffer auf 100 pmol/pl verdunnt. Ein Reaktionsvolumen bestand aus:

1 ul Template (PAC Klone G16824 mit humaner NKG2A DNA),

1 ul Sense-Primer

1 ul Anti-Sense Primer

2 pl Nucleotidmix (2 mM)

10 pl 10x Puffer

und Wasser ad 100 pl

0,5 upl Tag/Pwo Mischung (3:1) oder 0,5 uyl SAWADY-Tag-Polymerase wurden
dazupipettiert und der PCR unterzogen.
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3.2.1.2 Analyse der PCR-Produkte im Agarosegel

Fur die Analyse wurde ein Agarosegel mit 0,3 ug/ml Ethidiumbromid verwendet. Als
Vergleichsmoglichkeit zur Abschatzung der PCR-Produktlange wurden DNA-
Langenstandards verwendet. Aliquots der PCR-Produkte wurden mit TE-Puffer
verdunnt, mit Lade-Puffer vermischt und in die Taschen pipettiert. Die Auftrennung
erfolgte auf Gelen in TBE-Puffer durch Anlegen einer Spannung. Die Konzentration
der Gele wurde verandert, um eine optimale Auftrennung der Proben in Abhangigkeit
ihrer Lange zu erreichen. Die Langenstandards haben eine definierte Menge an
DNA im Verhaltnis zu der aufgetragenen DNA Menge. Die Luminiszenz des durch
UV-Licht angeregten Ethidiumbromids ist proportional zur DNA-Menge. Es war so

eine Abschatzung der Konzentrations- als auch Fragmentlangen maoglich.

3.2.1.3 Phenol-Chloroform-Extraktion

Um Verunreinigungen, vor allem Proteine, von den Fragmenten zu trennen, wurde
eine Phenol-Chloroform-Extraktion vorgenommen: Die DNA-L6sung wurde mit dem
gleichen Volumen Phenol (pH 8)/Sewag (Sewag: Chloroform-lsoamylalkohol
Gemisch 24:1) versehen und zentrifugiert (10 min bei 13.000 rpm). Die obere
wassrige Phase enthalt die DNA und wird in ein neues Reaktionsgefal® Uberfuhrt,
wahrend die Interphase und die untere, organische Phase die Proteine enthalt. Um
die DNA zu fallen, wurden ein 20-stel NaCl (5 M) und das 3-fache Volumen an
Ethanol hinzupipettiert und die Mischung ca. 5 min bei —20°C inkubiert. Es folgte eine
Zentrifugation (10 min bei 13.000 rpm), ein Waschschritt mit dem 3-fachen
Ursprungsvolumen mit 70%-igem Ethanol, ein Waschschritt mit 100%-igem Ethanol.
Der Uberstand wurde vorsichtig abgekippt und das verbleibende DNA-Pellet im
Exsikkator getrocknet. Das getrocknete Pellet wurde in TE-Puffer aufgenommen, auf

68°C erhitzt, um die DNA bestmdglich zu 16sen.
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3.2.1.4 DNA-Messung

Die Konzentration von DNA wurde photometrisch bei 260 nm bestimmt. Das hier
verwendete Photometer Gene Quant Pro (Pharmacia) misst die Extinktion bei vier
festen Wellenlangen: 230, 260, 280 und 320 nm. Eine Extinktion von 1 bei einer
Wellenlange von 260 nm entspricht einer Konzentration von 50 pg/ml. Zur Messung
wurden UV-durchlassige Quarzkivetten von einem Mindestprobenvolumen 7 pl und
70 ul verwendet. Als Leerwert diente TE-Puffer. Von den Proben wurden
verschiedene Verdunnungsstufen erstellt, um Werte aus einem optimalen
Konzentrationsfenster zu erhalten. Zwischen den Messungen zweier DNA-Proben
wurde die Kuivette mit TE-Puffer gespilt. Stérende Kontaminationen (Proteine,
Phenol) konnten durch den Quotienten von Extinktion bei 260 nm zu Extinktion bei

280 nm bestimmt werden, der im Bereich von 1,7 bis 1,8 liegen sollte.

3.2.1.5 Endonukleaseverdau

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die spezifische Sequenzen in der DNA
erkennen und diese spalten. Sie werden von Bakterien als Verteidigung gegen
fremde DNAs, z.B. von Viren, gebildet. Der Abbau bakterieller DNA wird durch
Methylierung einiger Basen in der Sequenz verhindert. Die Restriktionsschnittstellen
konnen enzymspezifisch einerseits so durchgeschnitten werden, dass glatte Enden
(blunt ends) entstehen oder andererseits versetzt. Letzteres fuhrt zu sogenannten
kohasiven Enden (sticky ends), die, wenn sie vom gleichen Enzym stammen, nicht
nur symmetrisch, sondern auch komplementar sind und miteinander basenpaaren
konnen. Dies macht man sich bei der Klonierung in einen Vektor zu Nutze, bei der
man sowohl Vektor als auch das zu klonierende Fragment mit den gleichen Enzymen
behandelt. Ist dann noch eine Orientierung des Fragments im Vektor gewlinscht,

arbeitet man mit zwei Enzymen, jeweils fur das 5'- bzw. das 3’-Ende des Fragments.
Der analytische Verdau von DNA mittels Restriktonsendonukleasen erfolgte in 10 pl

Gesamtvolumen, das 0,5 bis 2 U einer Restriktionsendonuklease enthielt: Die

Inkubation erfolgte in den entsprechenden Reaktionspuffern nach Angaben des
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Herstellers flr 2 bis 5 h bei 37°C im Brutschrank. AnschlieRend wurde der Verdau
mit Hilfe eines analytischen Agarosegels uberpruft.

Der praparative Verdau der DNA mittels Restriktionsendonukleasen erfolgte in 60 pl
Gesamtvolumen, das 2 bis 8 U einer Restriktionsnuklease enthielt. Die Inkubation
erfolgte in den entsprechenden Reaktionspuffern nach Angaben des Herstellers fur 2
bis 5 h bei 37°C im Brutschrank. AnschlieRend wurde eine Probe der geschnittenen
DNA auf einem analytischen Agarosegel aufgetrennt. Bei Verunreinigung der DNA
mit unspezifischen PCR-Produkten wurde die Mischung auf einem praparativen
Agarosegel aufgetrennt und die spezifische Bande herausgeschnitten und mittels Gel

Elutionskit (Qiagen) nach Herstellerangaben prapariert.

3.2.1.6 Dephosphorylierung

Um eine Religation des geschnittenen Vektors mit sich selbst bzw. der Insert-DNA zu
verhindern, wurden die 5’-Enden der linearisierten Vektor-Insert-Fragmente zunachst
durch Behandlung mit Alkalischer Phosphatase (Calf intestinal alkaline phosphatase,
CIAP) dephosphoryliert. Dem Ansatz wurde 2 ul CIAP hinzu gegeben und 30 min bei
57°C inkubiert. Nach erneuter Zugabe von 1 ul CIAP wurde weitere 30 min bei 37°C
inkubiert.

3.2.1.7 Der Vektor: pGL3-Basic

Der pGL3-Basic Vektor wurde gewahlt, da er fir die Messung transkriptioneller
Aktivitat in transfizierten eukaryotischen Zellen optimiert worden ist. Er enthalt eine
Vielzahl von Restriktionsnucleaseschnittstellen in der Multiplen-Klonierungsregion
(MCS), von denen Xhol und Hind Il gewahlt wurden, um die Promotorfragmente
durch Uberhangende Schnittstellen in der richtigen Orientierung hineinzuklonieren.
Als Reportergen wurde ein modifizierter Teil der Feuerfliegen (Photinus pyralis)
Luziferase (luc’) gewanhlt, dem Bindungssequenzen von regulatorischen Proteinen
entfernt und die Kozak Sequenz hinzugefiugt wurde. Dies soll unspezifische
Hintergrundtranskription verhindern bzw. eine optimale Translationseffizienz
gewahrleisten. Ein SV40-Late-Poly(A) Signal-Sequenz fordert die mRNA Stabilitat.
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Der ,Origin of Replication® (ori) ist flr die Amplifizierung des Vektors in E. coli sure
als Replikationsursprung wichtig. Durch das B-Lactamase Gen (Amp') wird allen
vektorenthaltenden Bakterien ein Wachstum auf ampicillinhaltigen Agarplatten
ermogliche. Um die klonierten Promotorsequenzen auf ihre korrekte Orientierung und
Sequenz im Vektor zu prifen, wurde ein Primerpaar gewahlt (reverse/forward), um

die daraus resultierenden Fragmente der Sequenzierung unterziehen zu kénnen.

...Kpnl Mlul Smal Xhol Dral HindIII Haell...

Upstream poly A

,,Reverse sequencing primer*

,.JForward sequencing primer*

Luziferase

Ampicillin-
Resistenz

pGL3-Basic Vector

(4818 bp)

SV40 late polyA /

Col E1 ori |

Abb. 3.1: Schematische Darstellung des pGL3-Basic Vektors

Bei der Ligation von DNA-Fragmenten in einen zuvor mit geeigneten
Restriktionsendonukleasen geschnittenen Vektor katalysieren die Ligasen die
Bildung von Phosphatdiesterbriicken zwischen freier 5-Phosphatgruppe des

Genfragments und freier 3’-Hydroxylgruppe der Vektor- und Insert-DNA.
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Der Ligationsansatz bestand aus:

200 ng linearisierte, gereinigte Vektor-DNA
5-fach verdautes, gereinigtes Genfragment
1,2 ul 5x Ligationspuffer (enthalt dATP)

1 ul T4-DNA-Ligase (10 U)

mit H,O ad 6 ul

Es wurde 5-fach mehr Genfragment eingesetzt als Vektor, um einen mdglichst
effizienten Einbau des Fragments in den Vektor zu gewahrleisten. Der Ansatz wurde
bei 16°C flur mindestens 2 h inkubiert. Als Kontrolle dienten zwei weitere Ansatze -
Ansatz nur mit Vektor und Ansatz nur mit Insert — die auf einem Agarosegel
aufgetrennt wurden. Um die Konzentration von Salzen aus dem Ligationspuffer zu
vermindern, welche die Elektroporation behindern konnten, wurde der
Ligationsansatz Uber das QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) nach
Herstellerangaben entsalzt: Der Ligationsansatz wurde mit TE auf ein Volumen von
30 ul gebracht, 5 Volumen Bindungspuffer (PB) hinzu pipettiert, gemischt und auf
eine QIAquick Saule aufgetragen. Nach einer Zentrifugation (1 min, 13.000 rpm),
wurde die Saule mit 750 yl Waschpuffer (PE) gewaschen, trockenzentrifugiert und

mit 30 ul Elutionspuffer (EB) unter Zentrifugation von der Saule eluiert.

3.2.1.9 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Zur Herstellung elektrokompetenter E. coli sure wurde 1 | LB-Medium (Kanamycin 30
ug/ml und Tetracyclin 12,5 ug/ml) mit 10 ml frischer Ubernachtkultur angeimpft und
bei 37°C im Schuttelinkubator inkubiert, bis eine optische Dichte von 0,4 bis 0,6 (bei
600 nm) erreicht wurde. Diese Bakteriensuspension wurde fir 15 Min in Eiswasser
heruntergekuhlt. Es erfolgte eine Zentrifugation (6°C, 2500 xg fir 10 min) und eine
Aufnahme des Bakterienpellets in eine 10%-ige Glycerin-Losung. Nach erneuter
Zentrifugation und Aufnahme in %2 Ausgangsvolumen bzw. in 20 ml, um die
Salzkonzentration zu reduzieren, wurde das Volumen auf 3 ml reduziert. Dieses
Bakterienkonzentrat wurde zu je 40 pl aliquotiert, sofort in fliissigem Stickstoff

gefroren und bei —80°C gelagert.
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3.2.1.10 Elektroporation in E. coli sure

Zur Elektroporation wurde je Probe ein 40 pl Bakterienaliquot bei RT aufgetaut. 1 ul
entsalzter Ligationsansatz wurde mit den Bakterien gemischt, in eine eisgekuhlte 2
mm Elektroporationskuvette pipettiert und der Elektroporation (2500 Volt, 25 pF, 201
Q, t = 5 ms) unterzogen. Nach Zugabe von 1 ml LB-Medium zum Kuvetteninhalt
wurde der Inhalt in ein Reaktionsgefald Uberfuhrt und fur eine Erholungsphase von 30
min im Heizblockchen (37°C) inkubiert. Danach wurden jeweils 500 pl bzw. 50 pl der
Probe und 50 pl der mitgefuhrten Vektorkontrolle auf ampicillinhaltigen (100 ug/ml)

Agarplatten ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

3.2.1.11 Analytische Plasmidpraparation (Miniprep)

Die analytische Plasmidpraparation zur Identifizierung von inserthaltigen
Bakterienklonen wurde unter Verwendung des QIAspin Plasmid Kits (Qiagen) nach
Herstellerangaben durchgefuhrt. Es wurden 35 mm Petrischdlchen mit 3 ml
ampicillinhaltigem (100 pg/ml) LB-Medium versehen, mit einer von der Agaplatte
gepickten Kolonie angeimpft und Gber Nacht bei 37°C im Schuttelinkubator inkubiert.
Die Praparation wurde anhand des mitgelieferten Handbuchs durchgefuhrt: 2 ml
Bakteriensuspension wurde fiir 2 min bei 10.000 rpm zentrifugiert, der Uberstand
abgekippt und das Pellet in 250 pl Resuspensionspuffer (P1) resuspendiert. Nach
der Zugabe des alkalischen Lysispuffers (P2) und griindlicher Mischung erfolgte eine
5-minutige  Fallungsphase, die durch  Hinzupipettieren von 300 pl
Neutralisationspuffer (N3) gestoppt wurde. Eine Zentrifugation von 10 min bei 13.000
rom erméglichte die Trennung von gefalltem Material und im Uberstand befindlicher
Vektor-DNA, die zur weiteren Reinigung auf eine Miniprep-Saule gegeben wurde.
Nach Waschen der Saule mit dem Waschpuffer (PE), Trockenzentrifugation der
Saule zur vollstandigen Pufferentfernung, wurde die gereinigten Vektor-DNA von der
Saule mit 50 yl TE von der Saule eluiert. Nach Beendigung der Praparation wurde
1 Ml jeder Probe einem Nukleaseverdau unterzogen und zur Analyse eine

Agarosegelelektrophorese durchgeflhrt.
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3.2.1.12 Praparative Plasmidpraparation (Maxiprep)

Die praparative Plasmidpraparation zur Amplifizierung der gewilnschten
fragmenthaltigen Vektoren zur Nucleofecton™ wurde unter Verwendung des
QiAprepspin Plasmid Kits (Qiagen) nach Herstellerangaben durchgefuhrt.

Es wurde ein Erlenmeyerkolben mit ca. 200 ml ampicillinhaltigem (100 pg/ml) LB-
Medium versehen und mit 0,1 ml Bakteriensuspension aus dem Ansatz fur die
analytische Plasmidpraparation angeimpft. Nach Inkubation im Schuttelinkubator bei
37°C uber Nacht (ca. 16 h) wurde die Praparation anhand des mitgelieferten
Handbuchs durchgefuhrt: Die Bakteriensuspension wurde in einen fur Bakterienkultur
vorgesehenen Festwinkelrotor (SLA-1500) einer Sorvall-Zentrifuge 5 min bei 8000
rpm (9000 xg) zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgekippt und das Pellet in 10 ml
Resuspensionspuffer (P1) resuspendiert. Nach der Zugabe des alkalischen
Lysispuffers (P2, 10 ml) und grundlicher Mischung erfolgte eine 5-minltige
Fallungsphase, die durch Hinzupipettieren von 10 ml Neutralisationspuffer (N3)
gestoppt wurde. Die Trennung des Fallungsmaterials erfolgte Uber Filtereinheiten,
deren Filtrat auf die zuvor mit 10 ml Equilibrierungspuffer (QBT) versehenen
Maxiprep-Saulen gegeben wurde. Nach zwei Waschschritten mit jeweils 30 ml
Waschpuffer (QC) erfolgte die Elution in Corex-Réhrchen mit 15 ml Puffer (QF). Das
Eluat wurde mit 12,5 ml Isopropanol versehen, mit Parafilm versiegelt und gesturzt.
Das Zentrifugieren der Corex-Réhrchen erfolgte in einem speziellen Ausschwingrotor
(HB6) in der Sorvall-Zentrifuge bei 5000 rpm (16.000 xg) fir 10 min. Der Uberstand
wurde abgekippt und die an der Wandung befindliche Vektor-DNA mit 70%-igem
Ethanol heruntergewaschen und erneut zentrifugiert. Nach Entfernung des Alkohols
wurde das so entstandene Pellet getrocknet, in 500 pl TE resuspendiert und zur
vollstandigen Losung fur einige Minuten (~ 5 min) bei 68°C inkubiert.

Nach Beendigung der Praparation wurde eine qualitative und quantitative DNA-
Bestimmung durchgeflhrt. Eine Probe wurde einem Endonukleaseverdau mit
anschlielender Gelelektrophrese unterzogen, um eventuell wahrend der Praparation

der Vektoren entstandene Schaden zu identifizieren.
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3.2.1.13 DNA-Sequenzierung (cycle Sequencing)

Das Prinzip der enzymatischen DNA-Sequenzierung basiert auf der Didesoxy- oder
Kettenabbruch-Methode nach Sanger. Es ist eine PCR mit Einzelstrang-DNA als
Template und einer speziellen Nucleotidmischung. Neben den unmodifizierten
Nucleotiden beeinhaltet diese Mischung auch Didesoxy-Nucleotide, die eine
Weitersynthese des neuen Stranges unterbinden, da ihnen die OH-Gruppe fehlt. Es
entstehen bei der Reaktion Fragmente unterschiedlicher Lange, die sich jeweils um
ein Nucleotid unterscheiden. Werden diese Fragmente durch eine Matrix der Lange
nach aufgetrennt, kann durch Fluorochrommarkierung der vier unterschiedlichen
Didesoxy-Nucleotide und Messung mit einen Photodetektor die Art des letzten
Nucleotids bestimmt und so die urspriingliche Template-Sequenz ermittelt werden.
Es wurde folgendem Mix ca. 50 ng des inserthaltigen Vektors hinzupipettiert und der

PCR unterzogen:

ABI Prism®BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit
2 ul DNA (50 - 500ng)

1 ul Primer (10 pmol/pl; T4 oder T7 Primer-Mix)

2 yl Sequenzierungsmix

5 ul Merck H,O

Das PCR-Programm bestand aus folgenden Temperaturschritten: 96°C (1 min), 96°C
(10 sec), 60°C (4 min) und 10°C («); Es wurden 25 Zyklen gefahren.

Die Aufarbeitung der Proben fur die eigentliche Sequenzanalyse, d.h. die Entfernung
von Primer, Nukleotiden, Polymerase und Salzen, erfolgte Uber Centri-Sep Saulen
wie folgt: Eine 96er Platte wurde mit Sephadex G-50 beschichtet, mit je 750 ul Merck
H,O versehen und Uber Nacht zum Quellen bei RT stehen gelassen. Danach erfolgte
eine Trocknung durch Abzentrifugieren (2 min bei 3000 rpm). Zu jeder
Sequenzreaktion wurde 10 uyl Merck H,O pipettiert und mittig auf die Sephadex
Schicht gegeben. Eine optische 96-Well Platte fing bei der Zentrifugation (2 min bei
3000 rpm) die aufgereinigten Proben auf. Die eigentliche Sequenzierungsreaktion mit
dem ABI 3700 96 Kapillar-Sequenziergerat und anschlieRender Datenkonvertierung

von Fluoreszenzsignalen (Elektrophorogramm) in Nucleotidsequenzen (Textdatei)
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erfolgte mit Hilfe der gerateeigenen Analysesoftware. Die so erhaltenen Sequenzen

wurden mit den Originalsequenzen mit Hilfe des Programms ,Clustal W* verglichen.

Um Faktoren, welche die Reportergenanalyse mdglicherweise beeinflussen kdnnten,
auszuschliel3en, wurden von jedem Promotorfragment mindestens zwei unabhangige
Maxi-Praparationen erstellt und in der Nucleofection™ (siehe unten) miteinander

verglichen.

3.2.1.14 Nucleofection™

Die klassische Elektroporation ist eine Mdglichkeit, mit Hilfe von hohen elektrischen
Feldern kleine Locher sowohl in der Zellwand von Bakterien als auch in der Membran
von Zellen zu generieren, um FlUssigkeiten oder andere Substanzen wie z.B.
Vektoren in das Cytoplasma zu bringen. Die Nucleofection™ st eine
Weiterentwicklung dieser Methode - optimiert fir den Gentransfer in Sdugetierzellen.
Basierend auf der Elektroporation verwendet die Nucleofection™ eine Kombination
aus elektrischen Parametern und Zelltyp-spezifischen Nucleofector™ Puffern. Die
Nucleofector™ Technologie ist durch ihre Fahigkeit charakterisiert, DNA direkt in den
Nukleus einer Zelle zu transferieren. So konnen potentiell auch Zellen mit
eingeschrankter Proliferationsfahigkeit, wie Primarzellen und andere schwer zu
transfizierende Zellen, effizient transfiziert werden. Da bisher angewandte Methoden
nur sehr geringe Transfektionseffizienzen erbrachten, bzw. der Umweg Uber
retrovirale Methoden gegangen werden musste, wurde in unserem Labor ein auf der

Nucleofection™ basierendes Protokoll entwickelt (Trompeter, 2002).

Es wurden 5 Mio NK3.3 Zellen pro Ansatz einer zwei Tage nicht mit frischem Medium
versehenen Kultur enthommen. Die Zellen wurden zentrifugiert (7 min mit 1500 rpm
bei 20°C) in PBS gewaschen. Dem Cell Line Nucleofector™ Kit R beigelegte
Nucleofector™ Lésung (2,25 ml) wurde mit dem Supplement (0,5 ml) gemischt und
auf Raumtemperatur gebracht. Das Zellpellet wurde in 10 yl PBS und 90 pl
Nucleofector™ —Mix resuspendiert, dieser Zellsuspension wurde 5 Mg DNA (Vektor
mit Insert) hinzugefligt. Bei Fragmenten, die groRer als 500 bp waren, wurde

proportional mehr DNA eingesetzt, um die Promotorstarke von langen und kurzen
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Fragmenten vergleichbar zu halten. Innerhalb von 10 min wurde diese Mischung der
Nucleofection unterzogen: Das Nucleofector™-Gerat wurde auf das Programm ,U1“
eingestellt, die Zellsupension in geratespezifische Kuvetten dberfuhrt, die
Nucleofection durch Tastendruck ausgefuhrt. Der Kuvetteninhalt wurde mit 0,5 ml
Medium versehen und mit einer Pasteurpipette in 1,5 ml Reaktionsgefalie tberflihrt.
Dieses wurde bei 37°C fur 20 min im Heizblock inkubiert. Die so behandelte
Zellsuspension wurde danach in vorgewarmte, mit 1,5 ml Medium versehene, 6-Well

Kulturschalen ausgesat und 4 h im Brutschrank inkubiert.

3.2.1.15 Luziferase Reporter Gene Assay

Gen-Expression in transfizierten eukaryotischen oder prokaryotischen Zellen wird
allgemein dadurch nachgewiesen, dass man eine putative Promotorsequenz vor ein
leicht zu quantifizierendes ,Reporter-Gen“ hangt. Solch ein Gen ist die 550
Basenpaar umfassende Luziferase der Nordamerikanischen Feuerfliege Photinus
pyralis. Das Gen codiert ein Enzym, das aus einer monomeren Polypeptidkette (62
kD) besteht. Die Luziferase ist durch hohe Sensitivitat gekennzeichnet, sie katalysiert

die ATP-abhangige oxidative Decarboxylierung von Luziferin zu Oxyluziferin:
Luziferin + ATP + Ogeeooo . > Oxyluziferin + AMP + Ppi + CO; + Licht

Die Kinetik der Luziferase katalysierten Lichtemission ist charakterisiert durch ein
schnelles vorubergehendes Aufleuchten, das schon nach 20 sec beendet ist. Es ist
also notwendig bei der Messung zugig zu arbeiten, um diese Hauptphase nicht zu
verfehlen. Die Aufarbeitung der Zellen fur die Luziferase-Aktivitatsmessung erfolgte
nach 4 h Inkubation. Die Zellen wurden aus den 6-Well Kulturschalen in 2 ml
Reaktionsgefalle Uberflihrt und zentrifugiert (7 min mit 2000 rpm bei 4°C). Der
Uberstand wurde verworfen, die Zellpellets mit 850 ul PBS resuspendiert, in 1,5 ml
Reaktionsgefalie pipettiert und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und das Zellpellet in 70 pl Lysis-Puffer resuspendiert, wobei Schaumbildung
vermieden wurde. Nach einer 15-mindtigen Inkubation bei 20°C im Heizblock wurden
die Zelltrimmer herunterzentrifugiert (2 min mit 13.000 rpm bei RT) und der

Uberstand in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal Gberfiihrt und auf Eis gestellt. Fir die
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Proteinbestimmung wurde 1 pul Uberstand abgenommen. Die Luziferase-
Aktivitatsmessung wurde mit Hilfe eines Biolumeters der Firma Berthold (Biolumat)
durchgefuhrt. Es wurden 20 pl Lysatuberstand in die dazugehdrigen Kuvetten
pipettiert und 100 ul Luziferin-Lésung gemischt und sofort im Gerat gemessen.

Die so erhaltenen Daten wurden spater auf ihren Proteingehalt (siehe unten)
normiert. Das Mitfuhren einer Negativkontrolle (Nucleofection mit Wasser) und einer
Positivkontrolle (GAPDH-Promotorfragment) ermdoglichte die Abschatzung des

Hintergrundrauschens als auch der Nucleofectionseffizienz.

Aufgrund der starken Hintergrundaktivitat des pGL3-Basic Vektors und der
schwachen Promotoraktivitat der Fragmente wurde kein zweiter Vektor als Referenz
verwendet, sondern die Aktivitaten der Proben uUber ihren Proteingehalt normiert
(siehe unten) und auf eine Negativkontrolle ohne Vektor bezogen (Trompeter, 2002).
Bei der NK-Zelllinie NK3.3 ergaben sich Probleme bezuglich der zum Teil sehr stark
schwankenden Nucleofectionseffizienzen, so dass Fragmente mit stark
unterschiedlichen Nucleofectionseffizienzen nicht miteinander verglichen werden
konnten. Deshalb wurde auf eine Standardabweichungsauswertung verzichtet und
ein reprasentatives Experiment, meist mit der hochsten Nucleofectionseffizienz, als
Graph dargestellt. Wobei sich im Vergleich zu den anderen Fragmenten des
gleichen Experiments herausstellte, ob ein Fragment zu einer erhdhten oder

niedrigeren Luziferaseaktivitat zu rechnen war.

Fir die Nucleofection/Luziferasemessung von kultivierten NK-Zellen wurden folgende
Modifikationen gemacht: Anstelle von 5 pg Vektor-DNA wurde mit 10 pg
nucleofectiert, die Zellpellets wurden nicht in 70 pl Lysispuffer aufgenommen,
sondern in 30 pl. Die Proteinbestimmung (siehe unten) erfolgte mit 2 pl statt 1 pl

Lysat.

Fur die Nucleofection/Luziferasemessung von adharenten Hela Zellen wurden
folgende Modifikationen gemacht: Die drei Tage zuvor gesplittete HeLa Kultur wurde
zweimal mit PBS gewaschen und mit Trypsin/EDTA Losung fur 5 min bei 37°C
inkubiert. Diese Einzelzellsuspension/Trypsin/EDTA Gemisch wurde zur Zugabe von

serumhaltigen Kulturmedium inaktiviert, die Zellen gezahlt. Pro Ansatz wurden 1 Mio
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Zellen prapariert, die nochmals mit PBS gewaschen wurden. Es wurde das Cell Line
Nucleofector™ Kit R mit dem Programm “A-28” nach Herstellerangaben verwendet.
Nach 10-minutiger Inkubationszeit im Heizblock wurde die Zellsuspension in die
vorgewarmten, mit 1,5 ml Medium versehenen, 6-Well Kulturschalen ausgesat und 4
h im Brutschrank inkubiert. Die Aufarbeitung der Proben erfolgte durch Abpipettieren
des Kulturmediums, einmaliges Spulen mit 1 ml PBS und anschlielRender Zugabe
und grundlicher Verteilung von 100 pl Lysis-Puffer. Das in den Kulturschalen
enthaltene Zell-Lysat wurde in 1,5 ml Reaktionsgefal’e pipettiert, bei 20°C in
Heizblock flr 15 min inkubiert und bei 13.000 rpm fir 2 min zentrifugiert. Der
Lysatiberstand wurde in neue Reaktiongefalle uberfuhrt, 2 pl fur die
Proteinbestimmung (siehe unten) abgenommen und aus jeweils 20 ul die

Luziferaseaktivitat tiber 20 sec bestimmt.
3.3.2.16 JetPEI Transfektion (Boussif et al., 1995; Ogris et al., 2001)

Die JetPEl Transfektionstechnik basiert auf einem wasserloslichen Polymer
(Polyethylenimin, PEI), das mit DNA Komplexe bilden kann, die ahnlich der
Lipofection von der zu transfizierenden Zellen endosomal aufgenommen werden
konnen. Es wirkt wie ein Protonenfanger und fuhrt in den zu transfizierenden DNA-
enhaltenen Endosomen durch Aufschwemmen zum raschen Entlassen in das
Cytosol. Weiter fordert es den Transport der DNA in den Zellkern - es ist somit einer
der Nucleofection™ ahnliche Technik.

Fir die Transfektion mit dem JetPEl Reagenz wurden die Zellen mit einer Dichte von
1 x 10° Zellen/0,5 ml Kulturmedium 24 h vor Transfektion in ein Well einer 24-Well-
Platte ausgesat. Die Praparation der Reagenzien wurde wie folgt durchgefuhrt: Je
Well wurde 1 ug Vektor-DNA in einem Reaktionsgefald mit 50 pl einer sterilen NaCl-
Losung (150 mM) in einem Reaktiongefald gemischt, parallel dazu wurden jeweils ein
Reaktiongefald mit 50 uyl NaCl-Loésung und 2 ul JetPElI Reagenz gemischt. Nach
kurzem vortexen wurde das JetPEI-Gemisch in die Vektor-DNA Mischung pipettiert,
nochmals gevortext, kurz herunterzentrifugiert und 30 min bei RT inkubiert. Nach der
Inkubation wurden 100 ul tropfchenweise uber das Well verteilt. Nach weiteren 24 h
Kultur wurden die behandelten Zellen, wie bei der Nucleofection™ adharenter Zellen,

aufgearbeitet.
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3.2.1.17 Proteinbestimmung nach Lowry

Das ,Bio-Rad DC Protein Assay” ist eine colorimetrische Bestimmung fur Proteine
nach Detergenzbehandlung. Die Bestimmung beruht auf einer Reaktion der Proteine,
vor allem der Aminosauren Tyrosin und Tryptophan mit Kupfer im alkalischen
Medium und der darauffolgenden Reduktion von Folin. Folin verliert bei der Reaktion
ein, zwei oder drei Sauerstoffatome, die resultierenden Folin-Abkdmmlinge weisen

eine charakteristischen Blaufarbung auf.

Je 1 pl des Zelllysat-Uberstandes wurde in 96-er Rundwellplatten pipettiert. Als
Leerwert wurde 1 pl Lysis-Puffer verwendet. Es wurde 1 ml Lésung ,A” (alkalische
Kupfer-Tatrat Losung) mit 20 yl Reagenz ,S* (Aktivierungsreagenz) versehen. 25 l
dieser Losung A’ wurde zu jeder Probe pipettiert. Nach Zugabe von 200 ul Reagenz
B (Folin-L6sung) inkubierte diese Mischung bei Raumtemperatur fir 15 min. Die
Proteinkonzentration wurde photometrisch bei 750 nm in einem Beckmann

Photometer bestimmt.
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3.2.2 Transkriptanalyse

3.2.2.1 Isolation von Gesamt-RNA (RNeasy Kit)

Die Gesamt-RNA Isolation wurde mit Hilfe des RNAeasy Kits (Qiagen) und den
QIAshredder-Saulen (Qiagen) nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Durch einen
zusatzlichen DNase-1 Verdau (RNase-free DNase Set, Qiagen) auf der Saule
wurden Reste von kontaminierender DNA abgebaut. 5 bis 10 Mio Zellen wurden
zentrifugiert (7°C, 1500 rpm far 7 min) und das Zellpellet in 600 pl RLT-Puffer (nach
Zugabe von 6 ul B-Mercaptoethanol) lysiert. Das so praparierte Zelllysat kann bei —
80°C gelagert werden. Die Praparation wurde nach Herstellerangaben anhand des
mitgelieferten Handbuchs durchgefuhrt: Die Proben wurden aufgetaut und im 37°C
warmen Wasserbad fir 20 min inkubiert, bis keine Ausfallungen mehr sichtbar
waren. Jedes Lysat wurde auf eine QlAshredder-Saule aufgetragen und fur 25 sec
bei 13.000 rpm zentrifugiert. Der Saulendurchfluss wurde mit 600 pl 70%-igem
Ethanol versehen, gut gemischt und auf eine RNeasy-Saule pipettiert. Es folgten
eine erneute Zentrifugation und ein Waschschritt mit 350 ul Waschpuffer (RW1). Far
den RNase-Verdau wurde fir jede Saule 10 uyl Enzym mit 70 ul Puffer (RDD)
versehen und mittig auf die Saulenmembran pipettiert. Die Inkubation erfolgte fur 15
min bei RT. Nach einem erneuten Waschschritt mit 350 pl RW1-Puffer und
Zentrifugation wurde ein neues Auffanggefald verwendet und zweimal mit

Waschpuffer RPE gewaschen. Die Elution erfolgte in 30 yl RNase-freiem Wasser.

3.2.2.2 RNA-Messung

Die Konzentration von RNA wurde photometrisch bei 260 nm bestimmt (siehe DNA-
Messung). Eine Extinktion von 1 bei einer Wellenlange von 260 nm entspricht einer
Konzentration von 40 pg/ml. Stérende Kontaminationen konnten durch den
Quotienten von Exktinktion bei 260 nm zu Extinktion bei 280 nm bestimmt werden,

der im Bereich von 1,7 bis 1,8 liegen sollte.
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3.2.2.3 Reverse Transkription (RT-PCR):

Die RNA einer Zelle besitzt, durch interne Regulationsmechanismen gesteuert, eine
sehr geringe Halbwertszeit und steht flr die Analyse nur in geringen
Ausgangskonzentrationen zur Verfligung. Um die Analyse methodisch zu
vereinfachen und das Template fur die PCR in ausreichender Menge zur Verfugung
zu haben, wurde die isolierte Gesamt-RNA mit der Methode der Reversen
Transkriptase-Reaktion (RT) in cDNA Ubersetzt. Die Synthese von cDNA aus
Gesamt-RNA wurde mit der Reversen Transkriptase des Moloney Murine Leukemia
Virus (MMLV) durchgefuhrt. Als Primer diente ein Oligo-dT-Primer, der an den poly-
A-Schwanz der meisten mRNAs binden kann. Durch Zugabe von Dithiotreitol wurde
die RNA stabilisiert sowie durch RNasin mdgliche Ribonukleasen inhibiert. Flr eine
Reaktion wurde folgende Mischung pipettiert:

2 ug RNA

2 pl oligo-dT-Primer (1 pg)

5 pl Nucleotide (10 mM)

Diese Mischung wurde 5 min bei 65°C inkubiert, um die vorhandenen
Sekundarstrukturen der RNA aufzuldésen und eine effektive Bindung des oligo-dT
Primers zu gewahrleisten. Danach wurde die Probe auf Eis heruntergekuhlt und
folgende Reagenzienmischung hinzugeflugt:

10 ul Erststrang-Puffer (5x)

5 ul DTT (0,1 mM)

1 yl RNasin (40 U/pl)

3 ul Reverse Transkriptase (M-MLV ; 200 U/pl)

H20 ad 50 pl

Die eigentliche reverse Transkription erfolgte im Thermocycler bei 42°C fur 1 h und

anschliellendem Kuhlungsschritt bei 4°C. Die Reverse Transkriptase wurde durch 8-

minUtige Inkubation bei 70°C inaktiviert.
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3.2.2.4 Realtime-PCR (TagMan™)

Die Technik der Realtime-PCR kombiniert Polymeraseketten-Reaktion mit der
Mdglichkeit, das entstehende Amplikon im Moment der Synthese (in Echtzeit; real
time) durch interkalierende Fluoreszenzfarbstoffe zu detektieren. Der Anstieg der
emittierten Fluoreszenz ist proportional dem Anstieg der Konzentration des
doppelstrangigen Amplifikationsproduktes. Mit Hilfe einer Konzentrationsreihe eines
bekannten Standards kann nicht nur auf Amplikonkonzentration, sondern auch auf
die Konzentration der Ausgangsprobe geschlossen werden. Der meistverwendete
Farbstoff ist SYBR Green™ | er besitzt eine Anregungswellenlidnge von 497 nm und
eine Emissionswellenlange von 520 nm, die erst detektiert wird, wenn er in
doppelstrangige DNA eingebaut wird. Dieses unspezifische Verhalten ist allerdings
auch ein Nachteil, da nicht zwischen korrektem Produkt und Artefakten wie
Primerdimeren unterschieden werden kann. Jede Realtime-PCR mit SYBR Green ™
muss deshalb einer Schmelzpunktanalyse unterzogen werden. Diese Analyse wird
am Ende der eigentlichen PCR durchgefuhrt, indem das Reaktionsgemisch in 1°C
Schritten von 50°C auf 95°C erhitzt und kontinuierlich die Fluoreszenz gemessen
wird. Der Punkt, an dem das DNA Produkt schmilzt, ist durch einen Abfall der
Fluoreszenz gekennzeichnet, da der interkalierende Farbstoff von der nun
einzelstrangig vorliegenden DNA dissoziiert. Liegen mehrere Produkte mit
unterschiedlicher Lange vor, gibt es auch mehrere Fluoreszenzabfalle im Verlauf der
Analyse. Um weitere Unsicherheit zu vermeiden, wurden alle Produkte nochmal einer
Gelelektrophorese unterzogen, um so die korrekten Produkte zu visualisieren. Die
Auswertung erfolgt Uber einen sogenannten Amplifikationsplot, einer Auftragung der
Fluoreszenz nach der Zyklenzahl. Die Phase vor dem Ubergang zur linearen bzw.
logarithmischen Fluoreszenzunahme ist die Basislinie (Baseline), sie stellt das
Hintergrundrauschen dar und wird von der eigentlichen Produktfluoreszenz
abgezogen. Fur die Errechnung der Probenkonzentration wird der sogenannte
Grenzzyklus (threshold cycle; Ct) herangezogen. Das ist die Zyklenanzahl, bei der
die Fluoreszenz einer Probe die erste groliere Steigung erfahrt und das erste Mal
klar zu detektieren ist, dies entspricht laut Definition dem 10-fachen Wert der
Standardabweichungen der Fluorezenzsignale der ersten 15 Zyklen. Man vergleicht

zwei Proben, indem man ihre Cy-Werte vergleicht, d.h. eine Probe mit geringem C+-
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Wert (geringer Zyklenzahl bis zur Grenze) lag in héherer Konzentration vor als eine
Probe mit hdherem Cr-Wert.

| Probe B
N S 3P4 mry
: " Probe A
N
5]
2 log-linear
_% Bereich
] .
[ Basistinie 4 AT Grenzlinie

10 20C1A  30CIB 4o

Zyklenanzahl

Abb. 3.2: Amplifikationsplot aus QuantiTec SYBR Green PCR Handbook

Es wurde ein externer Standard erstellt, indem die in der Realtime-PCR verwendeten
Primer, mit Restriktionsendonukleaseschnittstellen versehen, in den Vektor
pBluescript plus kloniert wurden. Das daraus resultierende quantifizierbare Template
wurde in einer absteigenden Verdinnungsreihe als Standard bei jeder Realtime-PCR
in Triplikaten angesetzt. Die Berechnung der Ausgangsmenge wurde mit der
Auswertungssoftware vorgenommen. Es wurde eine Standardkurve erstellt, nach der
das Programm die Ausgangskonzentrationen ermittelt konnte. Es wurden folgende
Komponenten pipettiert und der Realtime-PCR unterzogen:

1 ul cDNA

1 ul 5’-Primer

1 ul 3’-Primer

12,5 ul SYBR Green | (ohne UNG)

9,5 pl Merck Wasser
Realtime-PCR Protokoll: 40 Zyklen

Reaktionsschritt 1 (Enzymaktivierung) 10 min 95°C
Reaktionsschritt 2 (Denaturierung) 3 min 95°C
Reaktionsschritt 3 (Primerannealing) 30 sec 55°C
Reaktionsschritt 4 (Polymerisation) 30 sec 72°C

57



Methoden

Die Datenanalyse erfolgte unter Verwendung des Analyseprogramms ,Sequence
Detection System“. Es wurde mit Hilfe des Programms die Basislinie und die
Zyklusanzahl bestimmt, die die grofdte Steigung hatte (Threshold Cycle; CT). Die CT-
Werte der einzelnen Proben, die als Triplikate gemessen worden sind, wurden
gemittelt ggf. AusreilRerwerte herausgenommen.

Nach Zuweisung der Standardverdinnung ermittelte das Programm eine
Konzentrationskurve, mit deren Hilfe die Ausgangskonzentrationen der Proben
errechnet werden konnten. Die Errechnung der Ausgangskonzentrationen der

Standardkurve erfolgte nach folgender Formel:

(Xg/ul DNA/ [Plasmidlange in bp x 660]) x 6.922 x 10% = Y Molekdile/ul

58



Methoden

3.3 Epigenetische Analyse:

3.3.1 Analyse des Methylierungsstatus

Basis dieser Methode zur Unterscheidung von methylierten und unmethylierten

Cytosinen ist die Eigenschaft von Bisulfit, unmethylierte Cytosine in Uracil
umzuwandeln, wahrend sich methylierte Cytosine chemisch inert verhalten. Bei
anschlielender Sequenzierung werden alle umgewandelten (unmethylierten)
Cytosine als Thymine gelesen, wahrend die methylierten als Cytosine verbleiben.
Ein Vergleich der ursprunglichen DNA-Sequenz mit der konvertierten offenbart also,
welche Cytosine methyliert vorlagen. Die Konvertierungsreaktion besteht aus
mehreren Teilschritten, da eine hydrolytische Desamininierung von Cytosin zu Uracil
nicht ohne weiteres ablauft: 1. Die Sulphonierung bei niedrigem pH flihrt das Bisulfit-
lon in das Cytosin ein. Es folgt 2. eine hydrolytische Abspaltung von Ammoniak

(Desaminierung) und die Stabilisierung durch 3. Alkalische Desulphonierung.
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Abb. 3.3: Chemischer Ablauf der Bisulfit-induzierten hydrolytischen Desaminierung von Cytosin zu Uracil. Schritt

1: Sulphonierung; Schritt 2: Hydrolytische Desaminierung; Schritt 3: alkalische Desulphonierung.
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3.3.1.1 DNA-Isolation (QlAamp DNA Blood Mini Kit)

Es wurden jeweils 2 Mio Zellen in PBS gewaschen und das Zellpellet in 200 pl PBS
resuspendiert, die so praparierten Zellen konnten bei —20°C eingefroren und die DNA
spater isoliert werden. Bei sofortiger Aufarbeitung wurde der Probe 24 pl Protease
hinzugefugt. Nach Zugabe von 200 pl Lysispuffer wurde 15 sec pulsartig gevortext.
Es folgte eine 30-minutige Inkubation bei 56°C, wobei nach 15 min nochmals 5 pl
Protease dazupipettiert wurden. Nach einer Zentrifugation von einer Minute bei
13.000 rpm wurde der Uberstand abgenommen, auf die QlAamp Saule aufgetragen
und gewartet bis die Probe Raumtemperatur erreicht hatte. Die Probe wurde 1 min
bei 8.000 rpm durchzentrifugiert, der Durchfluss verworfen. Nach Waschen der Saule
durch 500 pl Lésung AW1 (Waschpuffer) und Zugabe von 500 pl Lésung AW2 (3 min
bei 12.300 rpm) wurde ein neues Reaktionsgefal® verwendet und mit 60
Elutionspuffer von der Saule durch Zentrifugation (3 min, 12.300 rpm) eluiert. Nach
einer einminutigen Inkubation im Schattler folgte eine erneute Zentrifugation (3 min
bei 12.300 rpm).

3.3.1.2 Konvertierung (Intergen Cp Genom Kit)

Das Kit beinhaltet alle Reagenzien und Tragersubstanzen fir eine Konvertierung, es
wurde nach Herstellerangaben wie folgt gearbeitet: Die Sulphonierung erfolgt mit
DNA-modifizierender Reagenz |, wobei die Natronlauge sowohl fur den niedrigen pH
Wert sorgt als auch die DNA denaturiert. Es musste eine 3 M NaOH Ldsung
vorbereitet werden, von der 20 ul zu 571 yl DNA modifizierenden Reagenz | pipettiert
wurde. 1 ug DNA wurde mit Wasser auf ein Volumen von 100 ul gebracht, 7 pl NaOH
Losung hinzugefugt und 10 min bei 37°C im Heizblock inkubiert. Nach Zugabe von
550 uyl Reagenz RI (Bisulfit Quelle) wurde die Mischung bei 50°C fur mindestens 20
Stunden inkubiert. Es musste eine NaOH + 90% ETOH Ldsung vorbereitet werden.
Das DNA-modifizierende Reagenz Ill (Silica Tragersubstanz) wird krafig gevortext
und 5 pl zur Probe pipettiert. Nach einer 10-minatigen Inkubation bei
Raumtemperatur folgte eine Zentrifugation (10 sec bei 5.000 rpm). Der Uberstand

wurde verworfen und das Pellet dreimal in 1 ml 70%-iges ETOH gewaschen und
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zentrifugiert (10 sec bei 5.000 rpm). Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurde
der Uberstand vollstandig entfernt, das Pellet in 50 pl TE-Puffer gelést und zur

vollstandigen Losung 15 min bei 60°C im Heizblock inkubiert.

3.2.1.3 Modifikationen zur vollstandigen Konvertierung der Alu-Sequenz (nach
Tomatsu et al., 2002; Kuzmin et al., 1999)

Es erfolgte initial ein Verdau mit Hpal und Pstl, um den Bereich um die Alu-Sequenz
fur die Konvertierung zuganglicher zu machen. Nach dem Verdau folgte eine 1-
mindtige Erhitzung des Ansatzes auf 95°C, um die Sekundarstrukturen zu I6sen.
Nach Zugabe von 7 pl NaOH und 2 yl Reagenz IV wurde die Probe erneut fur 1 min
auf 95 °C erhitzt, und anstelle von 10 min bei 37°C wurde die Probe 30 min bei 42°C
inkubiert. Nach Zugabe von Reagenz RI liel¥ man die Probe bei 95°C im Heizblock
und liel3 diesen auf 55°C runterkthlen. Bei 55°C wurde insgesamt fur 6 h inkubiert,
danach wurde gemal Protokoll (siehe oben) verfahren.
Es folgt die erste Runde der nested-PCR — ein Ansatz bestand aus folgenden
Komponenten:

25,0 pl fur 20 - 30 ng DNA

12,5 pl Puffer

5,0 ul dNTPs
10,0 ul 5'-Primer
10,0 ul 3'-Primer
1,5 pl HotstartTaq

80,0 pl H.O
Das PCR-Standardprogramm wurde geandert: Fur die Aktivierung der Hotstart Taq
wurde die Denaturierungsphase auf 8 min verlangert, die spezifische Annealing-
temperatur lag bei 47°C. Es wurden 35 Zyklen gefahren. Die zweite Runde der
nested PCR wurde mit unverdinnter bzw. 1:10 bis 1:20 verdinntem PCR-Produkt
der ersten PCR durchgefihrt, mit neuen Primern, aber gleichbleibender
Komponentenzusammensetzung, PCR-Programm und Zyklenzahl. Das Ergebnis

dieser PCR wurde wieder auf einem Agarosegel (2%) kontrolliert.
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Die Primerpaare der beiden Nested-PCR Reaktionen wurden so gewahlt, dass sie
nicht direkt in der zu analysierenden Sequenz liegen. Und es muss beachtet werden,
dass die Cytosine, die aulerhalb der CpGs liegen, nach erfolgreicher Konvertierung
in Thymidine ungewandelt worden sind (Li, 2002). Die Primer sind mit Sequenzen
versehen worden, die von den Restriktionsendonukleasen EcoRI| und BamHI erkannt
und geschnitten werden kdnnen, damit sie spater effizient in den Klonierungsvektor

ligiert werden konnten.

3.3.1.4 PCR-Produkt Aufreinigung

Die amplifizierte DNA-Bande wurde mit Hilfe des QIAquick PCR Purifikation Kits
nach Herstellerangaben isoliert: Es wurde zu 1 Volumen PCR-Ansatz 5 Volumen
Bindungspuffer (PB) gegeben, gemischt und auf eine QlAquick-Saule pipettiert. Die
Zentrifugation erfolgte bei 13.000 rpm (~ 17,900 xg) fur 30 sec. Der Durchfluss
wurde verworfen und die Saule mit 750 yl Waschpuffer (PE) gewaschen. Nach einer
Zentrifugation zur Entfernung von Pufferresten wurde die DNA nach Zugabe von 30
Ml Elutionspuffer (EB) auf die Sdulenmembran eluiert.

Die so erhaltene DNA wurde mit dem Photometer quantifiziert und einem
Endonukleaseverdau mit EcoRI und BamHI unterzogen. Um zu verhindern, dass die
kleinen DNA-Fragmente, die bei dem Verdau der Restriktionsschnittstellen der
Primer entstanden sind, die Ligation der gewlnschten Amplifikat-DNA behindern,
wurde der Verdau einer Auftrennung auf einem praparativen Agarosegel unterzogen.
Die spezifische Amplifikat-Bande wurde ausgeschnitten und aus dem Gelstlck
mittels Qiaquick Gel Elution Kit isoliert:

Zu einem Gramm Gel wurde das dreifache Volumen (300 mg = 900 pl) eines
chaotrophen Bindungspuffer (QG) gegeben und im Heizblock bei 50°C fur 10 min
unter gelegentlichem Vortexen inkubiert, bis keine Gelreste mehr erkennbar waren.
Zu einem Ausgangsgelvolumen wurde ein Volumen Isopropanol gegeben, gut
gemischt und auf eine QIAquick-Saule gegeben. Nach einer Zentrifugation (1 min,
13.000 rpm/17.900 xg) wurde die Saule mit 750 uyl Waschpuffer (PE) gewaschen,
trockenzentrifugiert und mit 30 ul Elutionspuffer (EB) unter Zentrifugation von der

Saule eluiert.
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Das halbe Elutionsvolumen wurde in die Ligation mit dem Vektor pBluescript Plus
eingesetzt:

1 ul (200 ng) pBluescript Plus

15 pl Insert DNA

1 pl T4-DNA-Ligase

2 pyl 5x Ligationspuffer

mit H,O ad 20 ul
Die Ligation erfolgte bei 16°C fur mindestens 2 h.

3.3.1.5 Der Vektor: pBluescript Plus

Die Wahl dieses Vektors begrundet sich aus der Nutzung der Blau-Weil3-Selektion,
die auf einer Unterbrechung des lacZ-Gens beruht. LacZ’ kodiert fur das N-terminale
a-Fragment der B-Galactosidase, das alleine keine B-Galactosidase-Aktivitat besitzt.
Bakterienstamme, die das ebenfalls inaktive c-terminale ®-Fragment im Genom
tragen, komplettieren bei Vektoraufnahme die Galactosidaseteilstlicke, ein Vorgang,
der als a-Komplementation bezeichnet wird. Diese Bakterien bilden auf mit X-Gal
(80 pg/ml) und IPTG (20 mM) behandelten Agarbdden blaue Kolonien aus, da das
IPTG (lsopropyl-thiogalactosid) den Lac Promotor induziert und die daraus
resultierende Galactosidase das X-Gal [(5-Brom-4chlor-3—indolyl)-B-D-galactosid] in
den blauen Farbstoff 5-Brom-4-chlor-indigo spaltet. Da sich die multiple
Klonierungsstelle im LacZ’-Gen befindet, fuhrt jede Insertion zu einer Unterbrechung
des Gens, es bilden sich weilde Kolonien, da das X-Gal nicht mehr umgesetzt werden
kann. In der Praxis hat es sich allerdings bei Verwendung kleinerer Inserts (< 1kb)
bewahrt, weille Kolonien mit blauem Zentrum zu picken.

Die multiple Klonierungsstelle beinhaltet mehrere Restriktionsendonuklease-
schnittstellen, von denen EcoRV und BamHI fur die Klonierung ausgewahlt worden
sind. Neben dem Replikationsursprung (pUC ori) befindet sich noch ein p-Lactamase
Gen (Amp'), was den vektorhaltigen Bakterien eine Resistenz gegen Ampicillin
(50 pg/ml) verleiht. Die Amplifizierung des Inserts in der Multiple-Klonierungsstelle

erfolgte mit Hilfe eines T7-Universalprimers.

63



Methoden

Um die Konzentration von Salzen aus dem Ligationspuffer zu vermindern, welche die
Elektroporation behindern konnten, wurde der Ligationsansatz Uber das QiAquick
Gel Extractor Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben entsalzt. Das Eluat wurde in 30 pl

TE-Buffer aufgenommen.

ori

T7 Universalprimer

Ampicillin-
Resistenz

LacZ®

. — Multiple
Zr1 K]onierungs

pBluescriptplus
(2958 bp)

Promotor f

Abb. 3.4: Schematische Darstellung des pBluescript plus Vektors

Es erfolgte eine Transformation mittels elektrokompetenter E. coli sure mit 5 bis 10 pl
entsalztem Ligationsansatz. Nach 30-minutiger Erholungsphase in LB-Medium
wurden die elektroporierten Bakterien auf, mit kurz zuvor mit X-Gal/lPTG
beschichteten, ampicillinhaltigen Agarplatten ausgestrichen. Nach Inkubation der
Agarplatten Uber Nacht wurden diejenigen Kolonien gepickt und flr eine
Minipraparation angeimpft, die weil3 waren und ein blaues Zentrum aufwiesen. Es
wurden von diesen Proben Minipraparationen erstellt und zur Kontrolle einem
Restriktionsendonucleaseverdau mit EcoRI und BamHI unterzogen.

Mit inserthaltigen Proben wurden eine Sequenzierung mit dem T7-Universalprimer
durchgefuhrt. Die so erhaltenen Sequenzen wurden mit der Ursprungssequenz

verglichen.
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3.3.2 Histonmodifikationsanalyse

3.3.2.1 Chromatin Immunoprazipitations Assay (CHIP)

Die Chromatin-Struktur in eukaryontischen Zellen kann in einer kompakten Form,
dem Heterochromatin, und einer aufgelockerten Form, dem Euchromatin,
vorkommen. Letztere Form ist charakteristisch flr aktive, transkribierte Gene. Die
Nucleosomen spielen fur den ,Verpackungsgrad“ der DNA eine entscheidende Rolle.
Sind ihre Untereinheiten, die Histone, durch Histonacetyltransferase (HATs) acetyliert
worden, liegt die DNA in einer aufgelockerten Struktur um das Nucleosom, das Gen
kann transkribiert werden. Werden die Acetylgruppen von Histonedeacetylasen
(HDACs) entfernt, wobei diese teilweise durch Methylgruppen mit Hilfe von
Methyltransferasen (HMTs) ersetzt werden, so liegt eine dichtere Chromatinstruktur
vor, die den Zugang von Transkriptionsfaktoren bzw. die Transkription erschwert.
Anhand der Acetylierungsmuster, vor allem der Histone H3 und H4, ist es moglich
Aussagen daruber zu treffen, ob ein Gen transkribiert wird oder nicht (Histon-Code-
Hypothese; Jenuwein, 2001). Bei der Chromatin Immunoprazipitation macht man
sich die Mdglichkeit zu Nutze, die Histone an die sie umgebende DNA zu fixieren.
Durch Ultrschallbehandlung werden jeweils kurze Histon-DNA Bruchstlucke
geschaffen. Mit Antikorpern, die spezifisch acetylierte Histone erkennen, werden
jeweils nur die Histon-DNA-Fragmente zurlckgehalten, die acetyliert vorliegen,
wahrend die anderen durch Waschen entfernt werden. Entfernt man nun die Histone
von der DNA, kann man mit Hilfe einer quantitativen PCR mit genspezifischen
Primern das urprungliche Vorhandensein bzw. die Abwesenheit von acetylierten

Histonen in der Probe nachweisen.

3.3.2.2 DNA-Fixierung

Es wurden 1x 10° Zellen je nach Bedingung in einem Well einer 6-Well
Zellkulturschale ausgesat und durch Zugabe von Formaldehyd (Endkonzentration
1%) fixiert. Es folgte eine 10-minutige Inkubation bei Raumtemperatur. Es wurde eine

Waschlésung mit PBS erstellt, der man die Proteaseinhibitoren Phenlymentyl-
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sulfonyl-Fluorid (PMSF, 1mM), Aprotinin (1 pg/ml) und Pepstatin A (1 ug/ml)
hinzugeflgt hat. In diesem eisgekuhlten Puffer wurden die Zellen aufgenommen und
bei 4°C mit 2000 rpm fur 5 min in 15 ml Falcon Rdéhrchen zentrifugiert. Dieser
Waschschritt wurde nochmals durchgefiihrt, der Uberstand verworfen und das
Zellpellet in SDS Lyse-Puffer (37°C) bei Raumtemperatur resuspendiert. Nach einer
10-mindtigen Inkubation erfolgte die DNA-Scherung.

3.3.2.3 DNA-Scherung

Die Zelllysate wurden in 1,5 ml Reaktionsgefal’e Uberfuhrt, gut gemischt und 20
Minuten auf Eis inkubiert. Die Ultraschallbehandlung wurde mit einer 2 mm
Mikrosonde des Ultraschall Desintegrator 130W mit in Eiswasser schwimmenden
Proben durchgefuhrt. Es wurde mit 30% maximaler Amplitude 6 mal jeweils 10

Sekunden sonifiziert.

3.3.2.4 Histon-Prazipitation

Die ultraschallbehandelten Zelllysate wurden bei 13.000 rpm bei 4°C fur 10 min
zentrifugiert und jeweils 200 ul Uberstand in 2 ml Reaktionsgefae (berfiihrt. Nach
Verdinnung mit dem ChIP Dilutionspuffer (10x) und Hinzugabe von Protease-
Inhibitoren wurde eine Kontrollprobe von 120 pyl abgenommen. Es wurden je Probe
70 yl ,Salmon Sperm DNA/ProteinA Agarose® (50%) Mischung hinzugefugt und auf
einem Schdattler far 30 min bei 4°C inkubiert, danach abzentrifugiert (1,5 min bei
1800 rpm; RT) und der Uberstand in neue ReaktionsgefaRe uberfiihrt. Es wurden die
folgenden Immunoprazipitationsantikorper hinzugefigt:

Kontrolle: kein Antikdrper

Isotypkontrolle: Kanninchen IgG 2,5 pl

Anti-acetyl-Histone H4 (Lys8) 5,0 ul

Anti-2b-dimethyl-Histon H3 (K9) 5,0 pl

Anti-dimethyl-Histon H3 (Lys4) 5,0 pl

Anti-acetyl-Histon H3 (Lys9) 5,0 ul

Anti-trimethyl Histon3 (Lys4) 2,0 ul
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Es erfolgte eine Inkubation bei 4°C Uber Nacht unter Rotation, danach wurde
nochmals 60 ul ,Salmon Sperm DNA/ProteinA Agarose® Mischung hinzugefugt und
1 h bei 4°C unter Rotation inkubiert. Nach einer Zentrifugation bei 4°C mit 1800 rpm
fir ca. 1,5 min konnte die unspezifische DNA mit dem Uberstand entfernt werden,
wahrend das Pellet den Agarose/Antikérper/Histon-Komplex enthielt. Der Komplex
wurde in 1 ml des jeweiligen Waschpuffers fur 3 bis 5 min unter Rotation gewaschen
und bei 1800 rpm fur 1,5 min bei RT zentrifugiert:

Low Salt Immune Complex Wash Buffer (1x)

High Salt Immune Complex Wash Buffer (1x)

LiCl Immune Complex Wash Buffer (1x)

TE-Buffer (2x)

3.3.2.5 Entfernung der Histone und Aufarbeitung fiir die Realtime-PCR

Es wurde der Elutionspuffer frisch erstellt (1 % SDS, 0,1 M NaHCOs in Aqua dest.).
Dem Komplex wurden je 250 pl Elutionspuffer hinzugefugt und 15 min bei
Raumtemperatur unter Rotation inkubiert. Es erfolgte ein Zentrifugationsschritt (1,5
min bei 1800 rpm, RT), der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR tberfihrt.
Um die Histone von der DNA zu entfernen, wurde je Probe 20 pl 5 M NaCl
hinzugeflgt und fur 4 h bei 65 °C inkubiert. Nach einer Abklhlphase erfolgte die
Zugabe von 10 yl EDTA (0,5 M), 20 ul Tris HCL (1 M, pH 6,5) und 2 pl Proteinase K
(10 mg/ml), danach eine erneute Inkubation (1 h bei 45 °C).

Die Aufreinigung der Proben erfolgte mittels QIAquick PCR Purification Kit wie folgt:

Es wurden pro Ansatz 60 ul Puffer PB (5x) zugegeben, gut gemischt und auf eine
QlAquick Saule aufgetragen. Die Zentrifugation erfolgte bei 13.000 rpm fir 1 min.
Der Durchfluss wurde verworfen, die Saule mit 750 pl Puffer PE gewaschen und
erneut zentrifugiert. Es folgte noch eine Trockenzentrifugation. Danach wurde die
Saule mit einem neuen 1,5 ml Reaktionsgefal® versehen und die DNA mit 50 ul TE-

Puffer unter Zentrifugieren eluiert.
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Die Realtime-PCR erfolgte unter Zugabe von SYBR Green als Markersubstanz
(siehe Realtime-PCR; S. 56). Je Probe wurde ein Ansatz wie folgt pipettiert, der
Probenansatz erfolgte in Triplikaten:

2,0 ul DNA

1,0 pl 5’-Primer (10 pmol/pl)

1,0 pl 3’-Primer (10 pmol/pl)

12,5 ul SYBR Green (Qiagen)

8,5 ul Merck Wasser

Das Realtime-PCR Protokoll bestand aus 40 Zyklen folgender Reaktionschrittfolge:

Reaktionsschritt 1 (Enzymaktivierung) 12 min 95°C
Reaktionsschritt 2 (Denaturierung) 55 sec 95°C
Reaktionsschritt 3 (Primerannealing) 35 sec 60°C
Reaktionsschritt 4 (Polymerisation) 25 sec 72°C

Die Auswertung der Daten erfolgte unter Verwendung des Analyseprogramms
.Sequence Detection System“. Die CT-Werte der einzelnen Proben, die als
Triplikate gemessen worden sind, wurden gemittelt, ggf. AusreilRerwerte
herausgenommen. Von der Differenz der gemittelten CT-Werte wurde der Outputwert
vom Inputwert abgezogen, um die, durch den Reaktionssablauf verursachte
(Waschschritte etc.), unspezifische Reduktion des Templates zu ermitteln. Nach der
sogenannten ,Delta Delta Methode (AA CT) wurde der Differenzwert ACT (Output —
Input) nochmals vom Kalibrierungswert ,ACT ohne Antikdrper‘ abgezogen. Der

resultierende AACT Wert wurde in die Formel 2T eingesetzt.
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4 ERGEBNISSE

4.1. Induktion des NKG2A Rezeptors

Die Stimulation von T-Zellen im Rahmen der CD94/NKG2A Induktion kann Uber
Superantigene wie das toxische Schocksyndrom-Toxin (toxic shock syndrome-toxin-
1, TSST-1) oder verschiedene andere Staphylokokkus Enterotoxinen (SEA, SEB,
SEC, SEE) erfolgen. Superantigene sind Moleklle, die, durch Bindung an MHC-
Klasse-lI-Molekule auf antigenprasentierenden Zellen und an die variable-Beta-
Domane (Vg) von T-Zell-Rezeptore, eine Untergruppe von T-Zellen aktivieren. Sie
kdnnen sowohl CD4" Helferzellen als auch zytotoxische CD8" T-Zellen stimulieren,
wenn sie bestimmte Vg-Gensegmente exprimieren. Staphylokokken-Enterotoxine
verursachen Lebensmittelvergiftungen, sie gehdéren zu den bakteriellen
Superantigenen (Proft, 2003; Mingari, 1996). Weitere Moglichkeiten, um T-Zellen zu
stimulieren, ist die Quervernetzung des TCR durch immobilisierte o-CD3-(TCR)-
Antikérper (Romero, 2001) sowie die Stimulation mit alloantigenen MNCs als
gemischte Lymphozytenreaktion (MLR; mixed lymphocyte reaktion; Mingari, 1998)

oder mit Stimulatorzelllinien, meist B-Zelllinien (Guerra, 1999).

Mit Hilfe von IL-15 konnte CD94/NKG2A in superantigen-und alloantigenaktivierten
T-Zellen als auch in sich differenzierenden NK-Zellen (Mingari, 1997) induziert
werden (Mingari, 1998). Eine anschlieRende Arbeit konnte die Induktion von
CD94/NKG2A auf humanen T-Zellen (CD4" und CD8") durch Stimulation mit TSST
oder verschiedenen Staphylokokkus Enterotoxinen und TGF-B zeigen. Obwohl CD94
in beiden T-Zell-Populationen induziert werden konnte, dominierte die NKG2A
Expression in CD8" zytotoxischen T-Zellen. Erstaunlicherweise konnten diese

Experimente nicht mit T-Zell-Klonen reproduziert werden (Bertone, 1999).

Eine andere Gruppe konnte mit ihrer Arbeit die Wichtigkeit von IL-15 bei der
CD94/NKG2A Induktion wahrend der NK-Zell-Differenzierung aus CD34"
Stammzellen unterstreichen (Carayol, 1998). Doch zeigte sich, dass TGF-$ bei der
CD94/NKG2A Hochregulation in allostimulierten CD8" T-Zellen zwar eine Rolle spielt,
doch wurde die Induktion von CD94/NKG2A schon durch die Stimulation per se
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erreicht. In dieser Publikation konnte kein Effekt von IL-15 auf die CD94/NKG2A

Induktion auf CD8" T-Zellen nachgewiesen werden (Guerra, 1999).

Bei der Induktion von CD94/NKG2A auf CD8" T-Zellen aus G-CSF (Granulozyten-
Koloniestimuliernder Faktor)-mobilisierten MNCs mit o-CD3-Antikorper konnte der
induzierende Effekt von IL-15 reproduziert werden. Es konnte gezeigt werden, dass
die Zugabe von CD14" Monozyten, im Speziellen der direkte Kontakt mit diesen, zu
einer erhdhten CD94/NKG2A Expression auf den CD8" T-Zellen fiihrte (Tanaka,
2004).

Wahrend die CD94/NKG2A Induktion auf CD4" Helferzellen in oben genannten
Publikationen aullerst schwach ausfiel, konnte anhand der in HIV-Patienten
beobachteten CD94/NKG2A Hochregulation gezeigt werden, dass ursachlich IL-10 fur
diesen Effekt verantwortlich ist (Galiani, 1999). Dies flUhrte zur Etablierung einer
Stimulationsmethode mit immobilisierten a-CD3-Antikdrpern und IL-10, mit deren
Hilfe die sukzessive Induktion der CD94/NKG2-Familie auf CD4" T-Zellen analysiert
werden konnte: Angefangen mit CD94, dann NKG2D und NKG2E, danach NKG2A
und zum Schluss NKG2C (Romero, 2001).

Zur Gewinnung von NKG2A-positiven T-Zellen (in vivo) als Ausgangsmaterial und flr
die Analyse der NKG2A Transkriptpopulationen wurden T-Zellen isoliert und in Kultur
weiterexpandiert. Es wurden zwei Stimulationsprotokolle gewahlt, fur die eine
moglichst starke Induktion von NKG2A, sowohl auf CD4" Helferzellen (Romero,
2001) als auch CD8" zytotoxischen T-Zellen (Mingari,1998; Bertone, 1999), gezeigt

worden war.
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4.1.1 Induktion von NKG2A auf zytotoxischen CD8" T-Zellen

Die Stimulation von CD8" T-Zellen mit Staphylokokkus Enterotoxin B (SEB) und
TGF-p ist eine Methode, um NKG2A Expression zu induzieren (Bertone, 1999). Von
entscheidender Bedeutung ist hier, dass die Zellen Uber Depletion gewonnen werden,
d.h. die Zellen durfen nicht Uber einen a-CD8-Antikdrper vorstimuliert werden (Daten
nicht gezeigt). Es wurde Nabelschurblut (CB, cord blood) als MNC Quelle gewahlt
(Macardle, 1999), abweichend vom Originalprotokoll, da es keine NKG2A-positiven T-
Zellen enthalt und so eine Depletion positiver T-Zellen unnétig macht. Voraussetzung
fir die Stimulierbarkeit sowohl der Helfer (CD4") - als auch der zytotoxischen (CD8")
T-Zellen ist eine spezifische variable Region in der TCR-B-Kette. Im Zuge der SEB
Stimulation kdénnen auch ungewdhnliche doppelt-positive T-Zellen (CD4'/CD8™)
auftreten (Sullivan, 2001).

Die FACS-Analyse wurde jeweils auf das Lymphozytengate bezogen, in dem sich der
Hauptanteil lebender Lymphozyten befindet, wobei unspezifische Farbung mit Hilfe

von Kontrollen vermindert wurde.

Wie Abbildung 4.1 zeigt, weist eine mit IL-2 kultivierte Kontrolle (0,2 %) sowie eine
zusatzlich mit IL-15 versehene Probe (0,3 %) nach 15 Tagen Kultur keine Induktion
von NKG2A auf CD8" T-Zellen auf. Die Stimulation mit TGF-B erbrachte in 11 % der
kultivierten T-Zellen eine NKG2A Induktion, wahrend die zusatzliche Gabe von IL-15
keine nennenswerte Erhdhung (von 11 % auf 12 %) der NKG2A Expression zur Folge
hatte.

In der Originalpublikation (Mingari, 1998) betrug die Induktion von NKG2A auf CD8"
zytotoxischen T-Zellen 0,7 % in der Kontrolle zu 8,5 % nach IL-15 Kultur. Die
Stimulation mit TGF-p (Bertone, 1999) ergab 4 % NKG2A-positive CD8" T-Zellen in
der Kontrolle zu 17 % nach TGF-$ Kultur.

Parallel zu den Experimenten mit den zytotoxischen CD8* T-Zellen wurden die
gleichen Versuche mit CD4" T-Zellen angesetzt. Die FACS-Analysen sind in
Abbildung 4.2 dargestellt: Wahrend die Kontrolle mit IL-2 (0,2 %) bzw. die zusatzliche
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Gabe von IL-15 (0,3 %) auch hier keine Induktion zur Folge hatte, konnte eine
Induktion mit TGF-B (6 %) gemessen werden. Auch hier hatte die zusatzliche Gabe

von IL-15 zu dem IL-2/TGF-B Gemisch nur ene geringe Auswirkung auf die NKG2A
Induktion (von 6 % auf 8 %).

In der Originalpublikation (Bertone, 1999) ergab die Stimulation mit TGF-f 2 %
NKG2A-positive CD4" T-Zellen in der Kontrolle zu 6 % nach TGF-B Kultur.
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Abb. 4.1: Dotplot-Darstellung von SEB stimulierten mit IL-2, IL-15 und TGF-p kultivierten CD8"
T-Zellen; n = 3; Darstellung eines reprasentativen Experiments
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4.1.2 Induktion von NKG2A auf CD4" Helferzellen

Fur die Generierung von NKG2A-positiven CD4" Helferzellen wurden, dem Protokoll
nach Romero et. al. (2001) folgend, die T-Helferzellen auf mit o-CD3 Antikdrper
IL-2 und IL-10 kultiviert. Alle 5 Tage

erfolgte eine Restimulation mit a-CD3-Antikdrper beschichteten Kulturplatten. Nach

beschichteten Kulturplatten unter Zugabe von

25 Tagen erfolgte die Datenanalyse. Wie Abbildung 4.3 zeigt, weist eine derart
behandelte Kultur von CD4" T-Zellen eine NKG2A Induktion von 15 % auf, wahrend
die parallel dazu kultivierten zytotoxischen T-Zellen nur einen Anteil von 2 %
aufweisen. Versuche, NKG2A unter den gegebenen Bedingungen auf der NKG2A-

negativen T-Zelllinie Jurkat zu induzieren, um ein zuverlassiges Induktionsmodell zu

etablieren, schlugen fehl (Abb. 4.4).
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Abb. 4.3: Dotplot-Darstellung von a-CD3-Antikérper stimulierten, mit IL-10 kultivierten CD4" und CD8" T-
Zellen; n = 3; Darstellung eines reprasentativen Experiments
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4.1.3 Regulation von NKG2A auf primaren NK-Zellen durch Zytokine

Um zu testen, in wie weit die Zytokine nicht nur bei der Induktion auf T-Zellen, sondern
auch bei der Regulation von NKG2A auf NK-Zellen beteiligt sind, wurden primare NK-

Zellen uber 13 Tage mit entsprechenden Zytokinen kultiviert.

Die FACS-Analyse wurde auch hier auf das Lymphozytengate bezogen, die
unspezifische Farbung mit Kontrollen vermindert und die spezifische Bindung mit dem
Gate ,M1“ markiert. Die in IL-2 kultivierten Zellen wurde als Kontrolle (grau) im selben

Histogramm dargestellt wie die spezifischen Proben (schwarz).

Es ergab die Analyse (Abb. 4.5) der Kulturen mit TGF-B, IL-10 und IL-15 zwar keine
Anderung der Anzahl der NKG2A-positiven NK-Zellen (A; KO 86 % ; TGF-p 84 %,
IL-10 88 % und IL-15 87 %), doch verringerte sich die Rezeptordichte (MFI; mean
fluorescence intensity) mit TGF-B bzw. stieg mit IL-10 und IL-15 (D; KO 553; TGF-$
392, IL-10 620 und IL-15 770). Es konnten keine Effekte fur die Regulation von
NKG2C sowohl in der Expressionsstarke (in %) als auch in der Rezeptordichte (MFI)
nachgewiesen werden (B). IL-10 und IL-15 Stimulation zeigten auch keinen Effekt bei
der NKG2D Expression und Rezeptordichte, aber @ TGF-f fuhrte sowohl in
Expressionsstarke (87 % zu 63 %) als auch in Rezeptordichte (MFI 102 zu 52) zu
einer erheblichen Reduktion, ein Effekt, der bereits fur NKG2D beschrieben ist und

hier lediglich als Kontrolle mitgefihrt wurde (Gastriconi, 2003).
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Abb. 4.5: Histogramm von Zytokin-stimulierten (13 d), primaren NK-Zellen; Analyse der Rezeptorexpression von
NKG2A, NKG2C und NKG2D; n = 2; Darstellung eines reprasentativen Experiments
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4.1.4 Isolation von NKG2A-positive und —negative NK-Zell-Klonen

Fir weitergehende Experimente wurden neben den induzieren CD4" Helferzellen
und CD8" T-Zellen noch zwei NK-Zell-Klone ausgewahlt, von denen der eine
NKG2A-positive (Klon 9) und der andere NKG2A—negativ (Klon 10) war. Vor allem
fur die spater folgende Transkriptanalyse ist es wichtig, nicht nur Mischpopulationen
zu analysieren, sondern auch eine Probe, die aus einer hochreinen Population
stammt. Wie aus Abbildung 4.6 deutlich wird, korrelieren hier mRNA Expression und
Oberflachenexpression miteinander. Es zeigt weiter, dass NK-Zellen, die KIR-

Rezeptoren exprimieren, auch NKG2A-negativ sein kdnnen.
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Abb. 4.6: Dotplot-Darstellung der NKG2A-positiven und NKG2A-negativen NK-Zell-Klone 9 und 10;
Gelfoto von der CD94/NKG2-Familien PCR
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4.1.5 Zusammenfassung: Teil Regulation

e NKG2A konnte auf zytotoxischen CD8" T-Zellen und CD4" Helferzellen durch
SEB mit Hilfe von TGF-B, jedoch nicht mit IL-2 oder IL-15 induziert werden.
CD8">CD4™;

e Durch  Stimulation mit o-CD3-Ak und IL-10 konnte NKG2A auf CD4"
Helferzellen, jedoch nicht auf zytotoxischen CD8" T-Zellen induziert werden.
CD4" >> CD8";

e Das Stimulationsprotokoll konnte nicht auf die T-Zelllinie Jurkat Ubertragen

werden.

e Stimulationsversuche mit primaren NK-Zellen fuhrten nur mit TGF- zu einer
Reduzierung der Expressionsstarke beim NKG2D, nicht jedoch bei NKG2A
oder NKG2C. Auch IL-10 und IL-15 hatten keine Auswirkung auf die

Expressionsstarke.

e Die Rezeptordichte (MFI) fir NKG2A auf primaren NK-Zellen wurde durch
TGF-B vermindert, durch IL-10 und IL-15 erhdht. Die Expressionsdichte flr
NKG2C anderte sich kaum. TGF-B regulierte die Expressionsdichte von
NKG2D herunter, schwacher war die Wirkung von IL-10.

e Es konnte ein NKG2A-positiver (Klon 9) und ein —negativer (Klon 10) NK-Zell-

Klon isoliert und expandiert werden.
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4.2 Analyse der NKG2A Transkripte

Im vorangegangenen Teil konnte gezeigt werden, dass der NKG2A Rezeptor sowohl
auf NK-Zellen als auch auf CD4" Helferzellen und zytotoxischen CD8" T-Zellen durch
verschiedene Stimuli reguliert bzw. induziert werden kann. In wie weit die
Oberflachenexpression mit der Transkriptexpression korreliert und ob eventuelle
Zelltyp-spezifische Transkriptionsmuster vorherrschen, soll in diesem Kapitel geklart
werden.

Fir den mit NKG2A komplexierten Rezeptor CD94 ist gezeigt worden, dass er
sowohl im humanen als auch im murinen System Uber zwei Promotoren reguliert wird
(Lieto, 2003; Wilhelm, 2003). Es konnte flir das humane CD94 Gen ein proximaler
und ein distaler Promotor charakterisiert werden, von denen jeweils lange bzw. kurze
Transkripte initiierten. In allen NK-Zellen und zytotoxischen CD8" T-Zellen wurden
kurze Transkripte vom proximalen Promotor identifiziert, wahrend eine kurzfristige
Kultur mit IL-2 oder IL-15 das Erscheinen von langen Transkripten zur Folge hatte,
die vom distalen Promotor initiierten. Wahrend also die kurzen Transkripte konstitutiv
in CD94-positiven Zellen exprimiert wurden, wurden die langen Transkripte, die wie
NKG2A ein nichttranslatiertes Exon beinhalten, durch Zytokine induziert. Des
weiteren konnte gezeigt werden, dass die Oberflachenexpression von CD94 in
zytotoxischen CD8" T-Zellen nicht immer mit der Transkriptexpression korreliert
(Lieto, 2003).

FUr das humane NKG2A Gen sind zwei Populationen von Transkripten identifiziert
worden: Die eine Population von kurzen Transkripten hat zwei, kurz aufeinander-
folgende, Startpunkte direkt vor dem Exon 2, wahrend die andere Population lange
Transkripte aufweist, die an multiplen Startpunkten vor dem untranslatierten Exon 1
beginnen (Plougastel, 1998). Um zu uberprifen, ob dieses Transkriptmuster eine
funktionelle Bedeutung fur die NKG2A Expression haben kénnte, wurden es mit Hilfe
der Realtime-PCR analysiert. Hierzu wurden Primer erstellt, die jeweils im Exon 1
oder Exon 2 binden. Uber eine Standardverdiinnungsreihe wurden jeweils die
Ausgangskonzentrationen der Transkriptkopien errechnet. Die Kopienzahl der
Transkripte aus Exon 1 wurde von den Transkripten aus Exon 2 subtrahiert, da der
Primer fir Exon 2 nicht spezifisch nur an die kurzen Transkripte bindet. Aus der

Differenz ergibt sich somit rechnerisch die Anzahl der kurzen Transkripte.
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4.2.1 Transkriptanalysen in Zelllinien

Um zu Uberprifen, ob die beiden aus einer Lymphozytenmischpopulation
charakterisierten NKG2A Transkriptpopulationen ein Muster aufweisen oder beide
Transkripte in allen Zelltypen exprimiert werden, wurden sowohl in vivo isolierte als

auch in vitro induzierte Zellpopulationen (siehe vorangegangenes Kapitel) analysiert.

Aus Abbildung 4.7, welche die Transkriptverteilung fur einige Zelllinien zeigt, wird
deutlich, dass die NKG2A-negative T-Zelllinie Jurkat auch keine nennenswerte
Transkriptexpression aufweist. Die NK-Zelllinien NK3.3 und NKL weisen Transkripte
auf, dies korreliert mit der Analyse der Oberflachenexpression des Rezeptors (Daten
nicht gezeigt). Hier dominieren kurze Transkripte Uber die langen, wahrend dieses
Verhaltnis in der YT NK-Zelllinie umgekehrt ist.

Transkriptanalyse in NK-und T-Zelllinien

[ lange Transkripte [ kurze Transkripte
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300000
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200000

100000

Jurkat (-) NK3.3 (+) NKL (+) YT (+)

Abb. 4.7: Graphische Darstellung der Realtime-PCR zur Analyse der langen und kurzen NKG2A
Transkripte in NK- und T-Zelllinien; n = 2; Darstellung eines reprasentativen Experiments
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4.2.2 Transkriptanalysen in primaren NK- und T-Zellen

Da die Ergebnisse, die man mit Zelllinien erhalt, nicht immer die Situation in primaren
Zellen widerspiegelt - wie oben dargestellt, unterschied sich die Expression schon
zwischen den NK-Zelllinien - wurden die Analysen auf primare Zellen ausgeweitet.

Es geht aus einer Publikation hervor, welche die NKG2A Kopienzahl von NK-Zell-
Klonen analysiert hat, dass sich die Anzahl der Kopien von Klon zu Klon bzw. von
Klon zu NK-Zelllinie sehr stark unterscheiden kann (Brostjan, 2002).

Die Analyse des NKG2A-negativen Klons 10 erbrachte keine nennenswerte
Transkriptexpression, wohingegen der NKG2A-positive Klon 9 Transkripte mit einer
leichten Dominanz der kurzen aufwies (Abb. 4.8). Dies untermauert das
Transkriptverhaltnis, was schon fiur die NK-Zelllinien NK3.3 und NKL beobachtet
worden ist. Die Analyse der Transkriptpopulationen der NKG2A-induzierten CD4"
Helferzellen (mit a-CD3-Ak und IL-10) bzw. CD8" zytotoxischen Zellen (mit SEB und
TGF-B) weist eine Dominanz der langen Transkripte auf. Die deutliche Differenz
zwischen primarem NK-Zell-Klon und den T-Zellen kdnnte sich auch aus der Zellzahl
ergeben, die fur NKG2A positiv war: Wahrend alle Zellen des Klons 9 NKG2A
exprimiert haben, taten dies nur 15 % der CD4" T-Zellen bzw. 12 % der CD8" T-
Zellen (siehe FACS-Daten S. 75 und 73). Wahrend also in NK-Zellen die kurzen

Transkripte dominieren, ist das Verhaltnis in T-Zellen umgekehrt.

Transkriptanalyse: primére NK- und T-Zellen
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ADbb. 4.8: Graphische Darstellung der Realtime-PCR Analyse der Transkriptldngen-Verhéltnisse in primédren NK-
und T-Zellen; n = 2; Darstellung eines représentativen Experiments
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4.2.3 Regulation von CD94/NKG2A durch Zytokine

Allgemein lassen sich Zytokine in zwei Gruppen einteilen: Wahrend Zytokine wie IL-2
und IL-12 zu den Th1-Zytokinen zahlen, die durch eine zellvermittelte Immunantwort
charakterisiert sind, gehéren Zytokine wie IL-4 und IL-10 zu den Th2-Zytokinen, flr
die eine humorale, von Antikorperproduktion gekennzeichnete, Immunantwort typisch
ist. TGF-B stellt einen Sonderfall dar, weil die Immunantwort je nach Konzentration
und Zellen variieren kann. Im Rahmen der CD94/NKG2A Induktion konnte es seine
Fahigkeit bei der Stimulation von CD8" T-Zellen unter Beweiss stellen (Guerra,
1999), und auch in dieser Arbeit kann diese Fahigkeit bestatigt werden (siehe

vorangegangenes Kapitel, S. 73).

IL-13, IL-6 und TNF-o gehoren zu den proinflammatorischen Zytokinen, die im
Vorfeld einer Infektion zur Zellaktivierung sowohl von Immunzellen als auch
Endothelzellen fihren (Immunantwort der akuten Phase). IL-1p erhoht speziell die
IFN-y Produktion von NK-Zellen (Cooper, 2001), IL-6 erhoht die LAK-Zytotoxizitat von
NK-Zellen (lymphokine activated killer cells) und kann als Antagonist von TGF-§
diese LAK-Aktivitat wiederherstellen (Hsiao, 2004). TNF-a kann von NK-Zellen selbst
produziert werden (Jacobs, 2001) und autokrin die Zytotoxizitat steigern (Ostensen,
1987).

IL-2 ist der klassische Wachstumsfaktor fir NK- und T-Zellen, er erhoht die
Zytotoxizitat und wirkt anti-apoptotisch. In hoheren Dosen lassen sich mit ihm
Lymphokin-aktivierte Killerzellen (LAK) stimulieren. IL-2, IL-15 und IL-21 ist gemein,
dass sie uUber die gleiche Rezeptorkette (IL-2Ry) verfiugen, wobei ihre Wirkung auf
NK-Zellen uber ein breites Spektrum recht ahnlich ist. IL-15 ist ein wichtiger NK-Zell-
Reifungsfaktor (Mingari, 1997), er erhoht die Zytotoxizitat (Gosselin, 1999), wirkt anti-
apoptotisch und kann den humanen CD161 Rezeptor hochregulieren (Azoni, 1998).
In Superantigen-stimulierten T-Zellen konnte es CD94/NKG2A induzieren (Mingari,
1997), in dieser Arbeit konnte lediglich eine Rezeptorerh6hung auf stimulierten NK-

Zellen nachgewiesen werden (siehe Seite 77).
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IL-21 kann bei der NK-Zell-Reifung aus CD34" Stammzellen (Sivori, 2003), bei der
Expansion (Parrish-Novak, 2001) und Effektorfunktion von NK-Zellen beteiligt sein
(IFN-y, Strengell 2002). Es limitiert aber auch die NK-Zell-Antwort und fordert die
Antigen-spezifische T-Zell-Aktivierung (Kasaian, 2002).

Ein weiteres Zytokin, das fur eine Th1-Antwort charakteristisch ist, ist das IL-12, auch
.,NK-Zellen stimulierender Faktor“ genannt (Valiante, 1992). Es erhoht in NK-Zellen
die Zytokinproduktion, Proliferation und Zytotoxizitat (Trinchieri, 1996). Eine
Stimulation mit IL-12 kann die Induktion von CD94/NKG2A auf a-CD3-Ak-stimulierten
CD8" T-Zellen zur Folge haben (Derre, 2002).

IL-4 und IL-10 gehodren zu den Th2-Zytokinen, sie sind klassische Antagonisten der
Th1-Zytokine. IL-10, auch ,Zytokinsynthese inhibierender Faktor® genannt, kann in
Kombination mit IL-18 die NK-Zellproliferation, Zytotoxizitat und IFN-y Produktion
induzieren (Cai, 1999; Moore, 2001). Fur IL-10 ist seine Wirkung auf die
CD94/NKG2A Induktion auf CD4" Helferzellen beschrieben (Romero, 2001), was in
dieser Arbeit ebenfalls reproduziert werden konnte (siehe S.75).

Fur IL-4 ist im murinen System gezeigt, dass es sowohl in reifen als auch sich
differenzierenden NK-Zellen den CD94/NKG2A Rezeptorkomplex herunterregulieren
bzw. die Induktion inhibieren kann (Fraser, 2002). Und auch beim Menschen
dominiert die CD94/NKG2A Expression auf NK-Zellen, die mit Th1-Zytokinen
stimuliert worden sind (Aktas, 2005).

In einer friheren Publikation wurde eine Zytokin-induzierte Veranderung der NKG2A
Expression auf den NK-Zelllinien NKL und NK92 mit Hilfe von Northern Blotting und
quantitativer PCR untersucht, es konnten jedoch keine Veranderungen

nachgewiesen werden (Brostjan, 2000).
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4.2.3.1 Regulation der Transkripte in primaren NK-Zellen durch Zytokine

Um zu prufen, ob sich durch Zytokinstimulation das Verhaltnis der langen und kurzen
Transkripte andern kann, ahnlich wie IL-2 und IL-15 die langen Transkripte vom
distalen Promotor des CD94 induzieren, wurden expandierte primare NK-Zellen fur
24 Stunden mit den jeweiligen Zytokinen inkubiert, die RNA isoliert und revers

transkribiert.

Aus der nachfolgenden Realtime-Analyse auf lange und kurze Transkripte ergab sich
folgendes Bild (Abb. 4.9): Eine mit IL-2 inkubierte Kontrolle zeigte das fur NK-Zellen

gewohnte Verhaltnis mit der Dominanz der kurzen Transkripte.

Transkriptanalyse: primare NK-Zellen (24 h)
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Abb. 4.9: Graphische Darstellung der NKG2A Realtime-PCR aus IL-2 stimulierten (24 h),
primaren NK-Zellen; n = 3; Darstellung eines reprasentativen Experiments

Die Stimulation mit IL-12 zeigt keine groRen Abweichungen von der Kontrolle.

Mit IL-15 und TGF-B kultivierte NK-Zellen weisen ein leichte Erhdhung der kurzen

Transkripte auf.

Eine Kultivierung mit IL-21 ergab keine Anderung des Verhaltnisses zwischen langen

und kurzen Transkripten.
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Eine Inkubation mit IL-4 fiihrt zu keiner groRen Anderung dieses Verhaltnisses,
obwohl im murinen System eine inhibierende Wirkung auf die NKG2A

Oberflachenexpression publiziert worden ist (Fraser, 2002).

Eine Stimulation mit IL-10, das NKG2A auf CD4" T-Zellen induzieren konnte, beweist

auch in NK-Zellen seine Wirkung — es reguliert die langen Transkripte hoch.

Die proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-1-B und IL-6 scheinen, mit Ausnahme
des IL-6, zwar die langen Transkripte zu erhdhen, dafur aber die kurzen zu

verringern.

4.2.3.2 Regulation der Transkripte in primaren T-Zellen durch Zytokine

Da das Transkript-Profil in NK-Zellen anders ist als in T-Zellen, wurden auch mit
primaren T-Zellen Versuche unternommen. Es wurden in vitro induzierte NKG2A-
positive CD8" T-Zellen isoliert, stimuliert (a-CD3-Ak) bzw. expandiert und fiir 24
Stunden mit den jeweiligen Zytokinen kultiviert. Eine mit IL-2 inkubierte Kontrolle
zeigt das fur T-Zellen bekannte Verhaltnis mit der Dominanz der langen Transkripte
(Abb. 4.10).

Transkriptanalyse: primére NKG2A" CD8" T-Zellen (24h)
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Abb. 4.10: Graphische Darstellung der NKG2A Realtime-PCR aus IL-2 stimulierten (24 h),
primaren NKG2A" CD8" T-Zellen
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Mit IL-21 konnten, ahnlich wie bei den NK-Zellen, nur sehr geringe Effekte
nachgewiesen werden, es konnte eine leichte Erhohung der langen Transkripte

verzeichnet werden.

Die Stimulation mit IL-4 ergab eine leichte Anderung des Transkriptverhaltnisses, es

kam zu einer leichten Erhohung der kurzen Transkripte.

TGF-B fuhrte zu einer, wie schon bei den NK-Zellen beobachteten, Erhdhung der

kurzen Transkripte.
Die proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-1p und IL-6 zeigten fur beide

Transkriptlangen eine Erhohung, wobei hier jedoch die kurzen Transkripte

dominierten.
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4.2.4 Induktion des NKG2A Gens im Rahmen der NK-Zell-Entwicklung

Um zu Uberprifen, ob die Dominanz der langen Transkripte mit der Induzierbarkeit
von NKG2A korreliert oder T-Zell-spezifisch ist, wurden Versuche unternommen, NK-

Zellen aus CD34-positiven Nabelschnurblutzellen zu differenzieren.

Hierzu wurden CD34" Zellen mit einer murinen Knochenmarkstromazelllinie (OP-9)
oder einer fotalen Leberzelllinie (AFT024) nach Differenzierungsprotokollen nach
Williams et al. (1999) bzw. Miller et. al. (1999, 2001) kokultiviert. Mit der Kokultur mit
AFT024 kann, neben der NKG2A Expression, auch die KIR Expression induziert
werden, wahrend letzteres mit der OP-9 Zelllinie unterbleibt (Poster Eisermann,
2002). Da die NKG2A Expression der KIR Expression vorausgeht und die CD34"
Zellen in fruhen Phasen besser auf OP-9 expandieren, ist in Abbildung 4.11 die
Transkriptanalyse fur eine OP-9 Kokultur gezeigt. Wahrend nach 7 Tagen noch keine
NKG2A Transkripte nachweisbar sind, ist dies nach 14 Tagen Kokultur moglich,

wobei hier mehr lange als kurze Transkripte vorliegen.

Transkriptanalyse: CD34+ Kultur auf OP-9
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Abb. 4.11: Graphische Darstellung der Realtime-PCR Analyse der Kokultur von CD34" Stammzellen
auf OP-9; n=3, Darstellung eines reprasentativen Experiments
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4.2.5 Induktion der NKG2-Spleissvarianten im Rahmen der NK-Zell-Entwicklung

Neben der Regulation der beiden Transkriptpopulationen gibt es noch einen
Mechanismus, der die CD94/NKG2A Expression beeinflussen koénnte: das
Spleissverhalten von NKG2A, das sowohl im humanen (Plougastel, 1996) als auch
im murinen System (Lohwasser, 1999) nachgewiesen werden konnte. Auch NKG2B
kann mit CD94 komplexiert auf der Zelloberflache exprimiert werden (Lazetic, 1996).
In reifen, CD94/NKG2A exprimierenden NK- und T-Zellen scheint das Verhaltnis von
NKG2A und NKG2B immer konstant zu sein (Brostjan, 2002), wobei immer NKG2A
Uber NKG2B dominiert. Doch spielt die Spleissvariante fir die Regulation von langen

und kurzen Transkripten bzw. wahrend der NK-Zell-Entwicklung eine Rolle?

Aus dem Gelfoto 4.12, welches die Proben aus der vorangegangenen
Transkriptanalyse der auf OP-9 differenzierten NK-Zellen zeigt, wird deutlich, dass
schon in frihen Phasen der NK-Zell-Differenzierung die Spleissvariante NKG2B
auftritt, somit keine Korrelation zwischen Spleissvariante und Transkriptlange

bestehen kann.
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Abb. 4.12: Gelfoto der NKG2A-PCR aus der Kokultur von CD34" Stammzellen auf
OP-9
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Dies wird durch das Gelfoto 4.13 noch untermauert, welches zeigt, dass in allen
NKG2A exprimierenden Zellen und Zelllinien neben NKG2A auch NKG2B Transkript
vorliegt. Somit ist die Spleissvariante weder differenzierungs- noch zelltypspezifisch

und korreliert auch nicht mit einer der beiden Transkriptpopulationen.

NKG2A
NKG2B

Abb. 4.13: Gelfoto der NKG2A-PCR aus verschiedenen primaren Zellen und Zelllinien
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4.2.6 Analyse des 5’ UTR des langen Transkriptes

Es konnte fur die beiden NKG2A Transkriptpopulationen eine unterschiedliche
Regulation durch Zytokine nachgewiesen werden (siehe S. 85). Mogliche
Angriffspunkte fur die Wirkung der Zytokine kann sowohl die Translation (MRNA) als
auch die Transkription (DNA) sein. Wahrend die Frage nach der transkriptionellen
Regulation im nachsten Kapitel (4.3 Regulation des NKG2A Promotors) geklart
werden soll, werden hier die Unterschiede der beiden Transkriptpopulationen

analysiert werden.

Die Population der langen Transkripte weist, im Gegensatz zu den Kkurzen
Transkripten, in ihrer gespleissten, reifen RNA Form das spater nichttranslatierte
Exon 1 auf. Die Sequenz kann Ziel weiterer regulatorischer Faktoren sein. Die
Analyse des nichttranslatierten Exon 1 mit Hilfe der ,Gene Construction Kit“ Software
ergab, dass, wenn man den publizierten Startpunkt des Exons 1 als Ausgangspunkt
nimmt (Plougastel; 1996), kurz vor dem Exonende ein Stopp Codon die
proteincodierende Sequenz unterbrechen wirde, wenn diese translatiert werden
wulrde. Der Startpunkt entspricht nicht der Kozak-Sequenz ,(A/G)XXATG* (Kozak,
1999), sondern lautet “AGATTG", auch die drei darauffolgenden ATGs entsprechen

nicht der Konsensussequenz (Abb. 4.14).

2911 gcgaagattgcaggcattgtttgttcttgtcttggatttgzgcctttaaatttcaccttt

1MAlaGlylleValCysSerCysLeuGlyPheMetProLeuAsnPheThrPhe
2971 tattacacagctatagcaggcctttttatgagactaacctggcectctceccactaaaggatg

18FTyrTyrThrAlalleAlaGlyLeuPheMetArgLeuThrTrpProlLeuHise++ArgMet

3031 tgtgactttctggggacagaaggtatgtattgctactctccaact
|

38#Cy sAspPhelLeuGlyThrGlu

Abb. 4.14: Schematische Darstellung des nichttranslatierten Exons 1 mit dem Translationsstartpunkt
und dem Stopp Codon (...)
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Eine Analyse des Exon 1 mit ,UTRScan“ weist eine Interne Ribosombindungs-
sequenz (Internal Ribosome Entry Site; IRES) auf sowie eine 15-LOX DICE Sequenz
(15-Lipoxygenase Differentiation Control Element; Abb. 4.15). Erstere ermdglicht
eine Umgehung konventioneller Transkriptionsinitiation am Ribosom, z.B. in Folge
einer Virusinfektion, und ist durch eine Y-formige, von einer AUG-Sequenz gefolgten,
Struktur gekennzeichnet (Le, 1997). Eine 15-LOX DICE Sequenz ist eher fur 3’
Enden charakteristisch, wo sie in 3 tandemartigen Wiederholungen auftritt und von
Proteinen erkannt wird, welche die Translation der mRNA inhibieren (Ostareck-
Lederer, 1994).

Exonl
2911 agggcagtctgcgaagatt gcaggcattgtttgttcttgtcttggatttatgecctttaaatttcacct

IRES 15-LOX-DICE

2979 | tttattacacagct at agcaggcctttttat gagact aa|;ct ggcctct ccact aaaggat gt gt gact
L

3048 ttctggggacagaaqgt atgtattgctactctccaact

Abb. 4.15: Analyse des Exon 1 mit der ,UTRSCAN* Software
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4.2.7 Zusammenfassung Teil Transkriptanalyse

e Die Transkriptanalysen in Zelllinien ergaben eine Dominanz der kurzen
Transkripte in den NK-Zelllinien NKL und NK3.3, wahrend YT eine Dominanz
der langen aufwies. Die NKG2A-negative T-Zelllinie Jurkat wies keine

Transkripte auf.

e Die Transkriptanalysen in primaren NK- und T-Zellen ergaben eine Dominanz
der kurzen Transkripte im NKG2A-positiven NK-Zell-Klon 9 und eine
Dominanz der langen Transkripte in NKG2A-induzierten CD4" und CD8"
T-Zellen.

e Die Regulation der Transkripte in primaren NK-Zellen durch Zytokine ergab
eine Hochregulation der langen Transkripte durch IL-10. Sowohl IL-15 als
auch TGF-p konnt die kurzen Transkripte hochregulieren. Die
proinflammatorischen Zytokine IL-1p, IL-6 und TNF-a zeigten die Tendenz, die
langen Transkripte hochzuregulieren, wahrend die kurzen, mit Ausnahme von

IL-6, herunterreguliert wurden.

e Die Regulation der Transkripte in primaren T-Zellen durch Zytokine zeigte eine
Hochregulation der kurzen Transkripte durch TGF-B und die proinflamma-
torischen Zytokine IL-1pB, IL-6 und TNF-a, wobei auch die langen Transkripte

mit IL-6 und TNF-a tendentiell hochreguliert wurden.

e Die Induktion des NKG2A Gens im Rahmen der NK-Zell-Entwicklung wies

eine frihzeitige Dominanz der langen Transkripte auf.

e FuUr die Induktion der NKG2A Spleissvariante NKG2B im Rahmen der NK-Zell-
Entwicklung konnte gezeigt werden, dass NKG2B nicht mit einer der
Transkriptpopulationen korreliert und immer zusammen mit NKG2A exprimiert

wird.
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Die Analyse des 5" UTR des langen Transkriptes konnte 3 Stopp Codons
identifizieren, die zum Translationsabbruch gefuhrt hatten, wenn Exon 1
mittranslatiert worden ware. Es konnte eine Interne Ribosombindungs-
sequenz (IRES) identifiziert werden, eine 15-LOX DICE Sequenz liegt nur

artifiziell vor.
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4.3 Regulation des NKG2A Promotors

In einer Publikation, in welcher der clusterartige Aufbau von CD94 und der NKG2-
Gene auf dem humanen Chromosom 12 geklart wurde, wurden mit Hilfe der RACE-
PCR (Rapid Amplification of cDNA Ends) die 5-Enden der NKG2A Transkripte
charakterisiert. Es wurden zwei Initiationspunkte vor dem Exon 2 und mehrere Punkte,
verteilt auf einen Bereich vor dem nichttranslatierten Exon 1, gefunden. Dies lasst
vermuten, dass es zwei Promotoren gibt, von denen jeweils die langen Transkripte (5’
vor Exon 1) und die kurzen Transkripte (5 vor Exon 2) initiert werden. Eine
anschlielfende Transkriptionsfaktor Analyse zeigte sowohl fur den distalen als auch
den proximalen Promotorbereich mogliche Bindungssequenzen fur TCF-1, GATA-1
und NF-IL6 an, wahrend eine TATA-Box nur im proximalen Bereich zu finden war
(Plougastel, 1998). In einer spateren Publikation wurden die Promotorbereiche der
NKG2-Familienmitglieder NKG2A, NKG2C/E und NKG2F miteinander verglichen.
Vor allem in dieser Familie vorhandene Alu-Sequenzen wiesen unter anderem
Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen fur AP-1, C/EBP, GATA-1, LyF-1, Sp-1, TCF-1
und Retinsaure-Rezeptorelemente (retinoic acid receptor respose element, RARE)
auf. Hier wird bereits die Wichtigkeit der Alu-Sequenz flir mdgliche
Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen und ein moglicher Einfluss auf die Position von

Nucleosomen in diesem Bereich (5’ vor Exon 2) deutlich (Brostjan, 2000).

Fur den mit NKG2A-assoziierten Rezeptor CD94 konnten Promotorstudien zeigen,
dass hier ein duales Promotorsystem vorliegt, wobei der proximale Promotor
konstitutiver Art ist, und der distale Promotor durch Zytokine wie IL-2 und IL-15
aktiviert werden kann. Wahrend frische NK- und T-Zellen vom proximalen Promotor
CD94 mRNA transkribieren, fihrt eine Kultivierung mit diesen Zytokinen zur
Produktion von CD94C mRNA, die ahnlich dem NKG2A Gen ein nichttranslatiertes
Exon beinhaltet. Es konnte eine Zelltyp-Spezifizitdt gezeigt werden, wobei die
Promotorfragmente zwar in den NK-Zelllinien YT-Indy und NKL Aktivitat aufweisen
konnten, nicht jedoch in der T-Zelllinie Jurkat. Als moglicher Regulator wurde ein
Element (GAS/EBS) identifiziert, welches aus einer IFN-y-aktivierten- (gamma
inferferon activated sequence) und einer ETS-Bindungssequenz besteht und ein

konserviertes Element im humanen und murinen CD94 zu sein scheint (Lieto, 2003).
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4.3.1 Proximaler Promotor — Langenfragmente

Fur die Promotoranalysen wurden lange Promotorkonstrukte erstellt und diejenigen,
die im Vergleich zu anderen Fragmenten erhdhte Luziferaseaktivitat aufwiesen,
wurden sukzessiv verkurzt, um die Minimalpromotoren zu identifizieren. Hatte man die
fur die Aktivitdt verantworlichen Sequenzen so eingegrenzt, wurden anhand von
Transkriptionsfaktor Analysen Fragmente erstellt, in denen die Konsensussequenzen

der Faktoren deletiert bzw. mutiert worden sind.

Zur Analyse des proximalen Promotors wurden Fragmente erstellt, die Uber den
unmittelbaren Bereich vor dem Exon 1 hinaus, die Alu-Sequenz einschlielend, bis

1134 bp stromaufwarts reichen.

Eine Transkriptionsfaktor Analyse des proximalen Promotors weist Elemente eines
klassischen Promotors wie CAAT- und TATA-Boxen auf (Plougastel, 1998; Abb.
4.17). Eine sukzessive Verklrzung der Fragmente, angefangen bei dem 1134 bp
Fragment, das uber die Alu-Sequenz hinaus ging, ergab eine erhdhte
Luziferaseaktivitat fur die Fragmente bis zu 116 bp (Abb. 4.16), wahrend eine
Verkurzung auf 60 bp eine erhebliche Aktivitatsminderung zur Folge hatte, die sich

durch abermalige Verkurzung auf 32 bp fortsetzte.

Der Vergleich zwischen dem 531 bp und 228 bp Fragment zeigt, dass die
Anwesenheit der Alu-Sequenz keinen direkten Einfluss auf die Luziferaseaktivitat

dieser Basisfragmente hat.
Obwohl eine CAAT-Box vorhanden ist, hat sie keine Auswirkungen auf die

Promotoraktivitat, da das 163 bp vergleichbar mit dem 116 bp Fragment lauft, welches
erst nach der CAAT-Box beginnt.
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Nucleofection NK3.3: Proximaler Promotor - Langenfragmente

covor |

1134bp7 |

531 bp |

228 bp |

Fragmente

163 bp 1 |

116 bp |

60 bp

32 bp |

1 10 100 1000 10000

Spezifische Luziferaseaktivitat

Abb. 4.16 Graphische Darstellung der Luziferaseaktivitat der einzelnen Konstrukte fiir den proximalen
Promotor; n > 3; Darstellung eines reprasentativen Experiments

TATA:Box]
Alu-Sequenz CAA"{—BOXQ;EATA-BOXZ 1«AEXOHZ

7 I N e
1134bp_

531 by >
228 bp D

163 bp E—TTT———

116 bp E———

60 bp E—

32bp mmp>

Abb. 4.17: Schematische Darstellung des proximalen Promotorbereichs von der Alu-Sequenz bis zum
Exon 2; 1.+2. sind Transkriptionsstartpunkte
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4.3.1.1 Proximaler Promotor — Mutanten

Da das 163 bp Fragment maximale Luziferaseaktivitat aufwies, wurde es als Basis fur
Mutationen verwendet, um spezifische Sequenzmotive auszuschalten (Abb. 4.19).
Eine Verlangerung des 163 bp Fragmentes bis zum Ende des zweiten Exons, wobei
das ATG des Exons mutiert wurde (Exon2), um ein Hybrid-Protein aus
Promotorsequenz und Luziferaseprotein zu verhindern, fuhrte zu keiner
nennenswerten  Aktivitdtsanderung. Wurde jedoch die Sequenz aus dem
nachfolgenden Intron (Intron 2) an das 163 bp Fragment gehangt, fuhrte dies zu
einem dramatischen Aktivitatsverlust (Abb. 4.18). Fur den proximalen Promotor wurde
eine TATA-Box beschrieben (Plougastel; 1998; TATA-Box 1, Abb. 4.19), die der
Konsensussequenz ,TATAAAA® entsprach, aber bei der Luziferasemessung des
mutierten Fragmentes (dTATA-Box 1) keine Aktivitatsreduktion zeigte. Eine andere
Sequenz, die nicht der Konsensussequenz entsprach (TATA-Box 2), wurde ebenfalls
mutiert und zeigte sowohl im 163 bp Fragment als auch auf Basis des 60 bp
Fragments eine Verringerung der Luziferaseaktivitdt. Eine Mutation einer Ikaros-

Sequenz (dIk) fuhrte zu keiner nennenswerten Aktivitatsreduktion (Abb. 4.18).
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Nucleofection NK3.3: Proximaler Promotor - Mutanten

163 bp | |

163+Exon |

163+Intron
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163+dIK | |

60 bp

60+dTATA2 |

32 bpi |

1 10 100 1000 10000
Spezifische Luziferaseaktivitat

Abb. 4.18: Graphische Darstellung der Luziferaseaktivitat der deletierten/mutierten Konstrukte fiir den

proximalen Promotor des NKG2A Gens in der NK3.3 Zelllinie; n > 3; Darstellung eines reprasentativen
Experiments

CAA’{-BOX Ike]ros TATA-Box1 TATA-Box2 Exon2
[ |

| | ] || ATG |

163 bp 4

163+Exon
163+Intron
163+dTATA] I >
163+dTATA? I >
163+dIK I

60 bp >
C0HTATA e aa—)>
32bp

Abb. 4.19: Schematische Darstellung der deletierten/mutierten Konstrukte des proximalen Promotors des
NKG2A Gens
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4.3.1.2 Transkriptionsfaktor Analyse: proximaler Promotor

Eine Transkriptionsfaktor Analyse dieses Genabschnitts mit Hilfe der ,TF-Search
Version 1.3 ergab fur diesen Sequenzabschnitt ab dem 163 bp Fragment folgendes
Bild (Abb. 4.20; modifiziert): Der fur die Promotoraktivitat essentielle Bereich zwischen
dem 116 bp Fragment und dem 60 bp Fragment, welches schon eine deutliche
Reduktion der Aktivitat aufweist, zeigt von der Wahrscheinlichkeit (score) und den zu
erwartenden  Transkriptionsfaktoren  keine  Kandidaten, die fir dieses

Promotorverhalten verantwortlich gemacht werden konnten.

Transkriptionsfaktor Analyse:

Proximaler Promotor

** TFSEARCH ver.1.3 ** (c)1995 Yutaka Akiyama (Kyoto Univ.)
This simple routine searches highly correlated sequence fragments
versus TFMATRIX transcription factor binding site profile database
by E.Wingender, R.Knueppel, P.Dietze, H.Karas (GBF-Braunschweig).

Database: TRANSFAC MATRIX TABLE, Rel.3.3 06-01-1998
Query: 163 bp proximaler Promoter NKG2A (163 bases)

Taxonomy: Vertebrate

TFMATRIX entries with High-scoring:

163 bp CAAT-Box*116 bp
1 ATCAGAGAAA GAACTTTAGA TTATTTAATG CAAAATGAGC TCCAATACTC entry score
————————— M0O0095 CDP 85.2

STAT Ikaros TATA-Box1*
51 GTTCTCCACC TCACCCTTTT AATTGCACTA GGGAATCCTG TATATAAACC entry score
T e M00271 AML-la 88.7
________ N M00241 Nkx-2. 88.2
Lmmm—— M00101 CdxA 87.9
———————————— > M00087 ITk-2 87.3
___________ > M00073 deltaFE 86.4
———————————— M00252 TATA 86.2
mmmm———— M00129 HFH-1 86.2
B M00133 Tst-1 85.4
D M00099 S8 85.3
-—> MO0095 CDP 85.2
60 bp STATTATA* TATA-Box2 32 bp

101 ATTTATTAAC TTCTTAACTA CTGTTATTAT AGAGTACAGT CCCTGACATC entry score
——————— > M00101 CdxA 91.4
______ N M00101 CdxA  90.0
——————— M00041 CRE-BP 87.8
——s M00252 TATA  86.2
— M00129 HFH-1 86.2
——————— MO0039 CREB 86.1
P MO00003 v-Myb 85.3

* Plougastel 1998

# Brostjan 2000

Konsensussequenzen (Lewin B., 2002)
TATA-Box : TATAAAA

CAAT-Box : GGCCAATCT

STAT: TTCT

Abb. 4.20: Transkriptionsfaktor Analyse (modifiziert) — proximaler Promotor
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Durch Deletionsmutanten wurden sowohl die Ikaros Bindungssequenz als auch die
TATA-Box 1 ausgeschaltet und mit ihnen mogliche andere Transkriptionsfaktor-
Bindungsstellen (CdxA, HFH-1). Potentiell konnten hier AML-1a und die STAT-
Proteine, die in Gegenrichtung bzw. auf dem 3’ Strang binden, ihre Wirkung entfalten.
Einzige, hier experimentell nachgewiesen, wichtige Sequenz ist die TATA-Box 2, die
sowohl als Deletion im 163 bp als auch im 60 bp Fragment eine Aktivitatsreduktion zur
Folge hatte. Dies lasst den Schluss zu, dass der proximale Promotor TATA-Box-

abhangig arbeitet.

4.3.2 Distaler Promotorbereich — Langenfragmente

Aufgrund der Transkriptanalyse, die zwei Transkriptpopulationen charakterisieren
konnte, wurde vermutet, dass ein zweiter Promotor sich im Bereich vor dem Exon 1
erstrecken muss (Plougastel, 1998). Folglich wurden also ebenfalls Iangere
Fragmente flr diesen Bereich erstellt, um durch fortgesetzte Verklrzungen den

Promotorbereich zu identifizieren.

Der distale Promotor ist kein scharf abgegrenzter Promotor im klassischen Sinn,
sondern ein Bereich mit unterschiedlicher Promotoraktivitat. Sukzessive Verklrzungen
eines 1215 bp Fragments, das nur geringe Luziferaseaktivitat aufwies (Abb. 4.21),
fuhrte zur Identifizierung von zwei Teilbereichen: Einem 731 bp Fragment, das als
stromaufwarts aktivierende Sequenz (SAS; Abb. 4.22) angesprochen werden kann,
und dem Promotorbereich (269 bp) im engeren Sinne. Das 731 bp Fragment verliert
seine Fahigkeit, sobald es nicht den distalen Promoterbereich miteinschliel3t (534 bp).
Sowohl eine Verlangerung (740 bp) als auch eine Verkurzung (715 bp) haben eine

Reduktion der Luziferaseaktivitat zur Folge.
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Nucleofection NK3.3: Distaler Promotorbereich - Langenfragmente

oot |

1215 bp |

972 bp |

767 bp |

534 bp |

Fragmente

740 bp |

731 bp |

715 bp |

269 bp |

1 10 100 1000 10000

Spezifische Luziferaseaktivitat

Abb. 4.21: Graphische Darstellung der Luziferaseaktivitat der Konstrukte fir den distalen Promotor-
bereich des NKG2A Gens in der NK3.3 Zelllinie; n > 3; Darstellung eines reprasentativen Experiments

"Stromaufwérts
aktivierende distaler
Line-1 Sequenz" Promotor Exonl

1215 b >
972 bp I
767 bp >
534 bp I
740 bp >
731 bp >
715 bp >
269 bp D>

Abb. 4.22: Schematische Darstellung des distalen Promotorbereichs mit stromaufwarts aktivierender
Sequenz (SAS) und distalem Promotor des NKG2A Gens
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4.3.3 Stromaufwarts aktivierende Sequenz (SAS)

Eine genauere Analyse der stromaufwarts aktivierenden Sequenz (SAS) des 731 bp
Fragments ergab, dass eine Verlangerung auf 750 bp bzw. 740 bp einen Verlust der
Luziferaseaktivitat zur Folge hatte (Abb. 4.23). Fur das 750 bp Fragment wurde eine
AML-1 Sequenz deletiert (dAML1), die aber keine Aktivitatsanderung brachte. Auch
eine Deletion einer Cdxa Sequenz (dCdxa) sowie eine Mutation einer Oct-1 Sequenz

im 740 bp Fragment konnte diese Inhibition nicht verhindern.

Nucleofection: NK3.3 - Stromaufwarts aktivierende Sequenz (SAS)

750 bp | |
dAMLA1 |

740 bp | |
dCdxa |
mOct1 |

Fragmente

731 bp |
dAP1 |
mCdxa |

1 10 100 1000 10000

Abb. 4.23: Graphische Darstellung der Luziferaseaktivitat der deletierten/mutierten Konstrukte fiir
die stromaufwarts aktivierende Sequenz; n > 3; Darstellung eines reprasentativen Experiments

. AML-1 Oct-1 Cdxa AP-1
Line-1

gggcatatgt gtggggeg tat cc ctglactttectec tagtaagatt

750 bp |
dAMLI1 I
740 bp I

dCdxa s

mOctl s

731 bp I

dAP1 B

mCdxa tggcagca I

Abb. 4.24: Schematische Darstellung der mutierten 5’ Enden der Konstrukte fir die stromaufwarts
aktivierende Sequenz (SAS)
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Fur das 731 bp Fragment ergab sich die Kernsequenz ,TGAC" als essentiell fur die
aktivierende Funktion des Fragments. Eine Deletion (dAP1) sowie ein Austausch
(mCdxa) des 5’ Bereichs bis zu dieser Kernsequenz durch eine beliebige Sequenz vor
einem ,TGAC® dieses Genabschnitts fuhrte zu einer erheblichen Aktivitatsreduktion
des 731 bp Fragments (Abb.4.24).

4.3.3.1 Transkriptionsfaktor Analyse: Stromaufwarts aktivierende Sequenz (SAS)

Eine Transkriptionsfaktor Analyse der stromaufwarts aktivierenden Sequenz (SAS)
(Abb. 4.25) ergab als mdgliche aktivatorisch wirkende Faktoren c-Rel, NF-kappaB,
Cdxa, S8 und AP-1 sie alle umschlieien mehr oder weniger die zentrale ,TGAC*

Sequenz. Als mogliche Inhibitoren wurden eine GATA-3 Sequenz und eine C/EBPA-

Bindungssequenz aufgelistet.

Transkriptionsfaktor Analyse:
Distaler Promotorbereich - stromaufwdrts aktivierende Sequenz (SAS)
Database: TRANSFAC MATRIX TABLE, Rel.3.3 06-01-1998
Taxonomy: Vertebrate
TFMATRIX entries with High-scoring:
750 bp 740 bp 731 bp 715 bp
1 GGGCATATGT GTGGGGGACC ACTATTCTGC CAATTTACTG AGTTTCCTCC entry score
------ > M00101 CdxA 86.4
L M00371 AML-la 85.4
______ M00101 CdxA 85.0
PG T M00101 CdxA 83.1
—————— ——— M0O0053 c-Rel 81.0
—————— —_———> MO00053 NF-kap 79.5
____________ > M00087 Ik-3 78.5
———————————————— > M00099 S8 78.3
____________ > M00348 Oct-1 77.4
_________ > M00141 Lyf-1 76.6
<mmdem— o M00141 Lyf-1 76.6
——————— -——> M00173 AP-1 76.3
DN N M00116 C/EBPa 76.1
L — MO00076 GATA-3 759
Abb. 4.25: Transkriptionsfaktor Analyse der stromaufwarts aktivierende Sequenz (SAS; modifiziert)
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4.3.3.2 Ist die stromaufwarts aktivierende Sequenz (SAS) ein klassischer
Enhancer?

Ob es sich bei der stromaufwarts aktivierenden Sequenz (SAS) um einen echten
Enhancer handelt, und welche maoglichen Auswirkungen dies auf den proximalen
Promotor haben kénnte, wurde durch ein Fusionsfragment geklart, das die 5
Primersequenz des 731 bp Fragments (23 bp) mit der 5 Sequenz des 164 bp
Fragments kombinierte. Abbildung 3.26 zeigt, dass das Vorhandensein der
stromaufwarts aktivierenden Sequenz (SAS) im 163 bp Fragment gar keine bis

minimale Anderung der Luziferaseaktivitat zur Folge hatte.

Stromaufwarts aktivierende Sequenz (SAS):
Vergleich mit proximalem Promotor

1000

100

Spezifische Luziferaseaktivitat

731 bp 163 bp 163 bp
Fusionsfragm.

Abb. 4.: Schematische Darstellung der Luziferaseaktivitat unter dem Einfluss
der SAS in der NK-Zelllinie NK3.3

105



Ergebnisse

4.3.4 Distaler Promotor - Langenfragmente

Basierend auf den Daten fur das 731 bp Fragment wurden Fragmentverkirzungen
durchgefiihrt, die zur Charakterisierung des distalen Promoters flhrten, der keine
klassischen Promotorelemente wie CAAT-Box oder TATA-Box aufweist (Abb. 4.28).
Das 269 bp Fragment zeigte relativ schwache Aktivitat (Abb. 4.27). Eine weitere
Fragmentverkirzung fuhrte zu geringfugigem Aktivitatsverlust (130 bp und 103 bp),
wahrend ein 73 bp eine Erhdéhung aufwies. Das 50 bp Fragment zeigte eine
erhebliche Reduktion der Luziferaseaktivitat, wahrend eine weitere Verklrzung auf 26
bp die Promotoraktivitdt wiederherstellte. Es wurde noch ein weiteres Fragment
getestet, das weiter stromabwarts liegt und direkt vor der codierenden Sequenz des
Exon 1 beginnt, um zu testen, ob sich der Bereich mit Promotoraktivitat bis zum Exon
1 erstreckt. In diesem Bereich liegen viele Transkriptinitiationsstellen. Dieses 45 bp
lange Fragment weist maximale Luziferaseaktivitat auf - sogar hoher als das, die

stromaufwarts aktivierende Sequenz beinhaltende, 731 bp Fragment.

4.3.4.1 Distaler Promotor — Mutanten

Wie Abbildung 4.30 zeigt, konnte flr das 73 bp Fragment eine GATA2 Sequenz
identifiziert werden, deren Deletion (dGATAZ2) einen erheblichen Aktivitatsverlust zur
Folge hatte, wahrend die Deletion einer Lyf-1/lkaros Sequenz (dLyf1) nur geringe
Auswirkungen hatte (Abb. 4.29). Eine Deletion im Bereich einer GATA1 Sequenz
(dGATA1) konnte die Inhibition der Luziferaseaktivitat im 50 bp Fragment nicht
aufheben. Verlangerte man aber sowohl das 73 bp als auch das 50 bp Fragment Utber
das 26 bp Fragment hinaus bis zum 3’ Ende des 45 bp Fragments, welches die
Transkriptionsinitiationsstellen vor Exon 1 beeinhaltet und maximale Luziferase-
aktivitat zeigte, so hatte dies nur eine leichte Luziferaseerhéhung beim 73 bp, aber
eine erhebliche Aktivitatserhohung des 50 bp Fragments zur Folge. Diese Aktivitaten
bleiben aber immer noch hinter dem eigentlichen 45 bp Fragment zurlck.

Da die Verlangerung des 26 bp Fragments auf 50 bp zum Aktivitatsverlust fuhrt,
scheint hier ein Silencer lokalisiert zu sein. Diese Annahme wird dadurch unterstutzt,
dass das 73 bp Fragment Uber eine GATA2 Bindungsstelle den Aktivitatsverlust

kompensieren kann.
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Nucleofection NK3.3: Distaler Promotor - Ldngenfragmente

731 bp |

269 bp |

120 bp |

Fragmente

102 bp |

73 bp |

50 bp

26 bp |

45 bp |

1 10 100 1000 10000
Spezifische Luziferaseaktivitat

Abb. 4.27: Graphische Darstellung der Luziferaseaktivitat der Konstrukte fuir den distalen Promotor des
NKG2A Gens in der NK3.3 Zelllinie; n > 3; Darstellung eines reprasentativen Experiments

GATA-2 j f-1 GAiTA'l ! 23 4 56789101112131415 Exonl

269 by >
120 bp D>
102 bp I
73bp  ——
50 bp EE—
26 bp P>
45bp EEE—

Abb. 4.28: Schematische Darstellung der Konstrukte fiir den distalen Promotor des NKG2A Gens;
Nummerierung entspricht Transkriptionsstartpunkten
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Nucleofection NK3.3: Distaler Promotor - Mutanten

]

73 bp | |
dGATA2 |

dLyf1 | |

73145 | |

50 bp | |
dGATA1 |
50/45 |

Fragmente

26 bp | |
45 bp
73145 | |
50/45 | |

1 10 100 1000 10000

Spezifische Luziferaseaktivitat

Abb. 4.29: Graphische Darstellung der Luziferaseaktivitat der deletierten/mutierten Konstrukte fiir den distalen
Promotor des NKG2A Gens in der NK3.3 Zelllinie; n > 3; Darstellung eines reprasentativen Experiments

GA’{A2 Lyfl GA/TAI 1 2 3 45678 91@11 12 131415 EXOn1
7 L1

| | Il |
1 [ il \ |

73 bp D>
dGATA? I D>
dLyfl I >
73/45 |

50 bp D

dGATA| Il D>
50/45 D>
26 bp D> 45 bp N>

Abb. 4.30: Schematische Darstellung der deletierten/mutierten Konstrukte fiir den distalen Promotor des NKG2A
Gens; Nummerierung entspricht Transkriptstartpunkten
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4.3.4.2 Transkriptionsfaktor Analyse: distaler Promotor

Eine Transkriptionsfaktor Analyse dieses Genabschnitts ergab fur den Sequenz-
abschnitt zwischen 50 bp und 26 bp Fragment als mdgliche Inhibitoren AML-1a,
C/EBP (,caat-bindenes Protein“) und den Faktor Evi-1 (,evi“) sowie als Aktivator eine
Ansammlung ineinanderubergehender moglicher GATA-Faktor-Bindungsstellen. Es
konnte mit Hilfe des ,Matinspector® Programms (Release professional 7.3.1) im
Bereich der Lyf-1 Sequenz ein Regulationselement identifiziert werden, welches auf
Stimulation mit TGF-B reagieren kénnte. Fur das 26 bp Fragment ergaben sich
mdgliche Bindungsstellen fur die Faktoren CdxA, USF, NF-kappaB, N-Myc und c-Rel.
Die Sequenz des 45 bp Fragments weist eine Bindungsstelle flir AP-1 auf (Abb. 4.31;
4.32).

Transkriptionsfaktor Analyse:
Distaler Promotorbereich 73 bp

Database: TRANSFAC MATRIX TABLE, Rel.3.3 06-01-1998
Query: distaler Promotor (300 bases)
Taxonomy: Vertebrate

Bereich zwischen 73 bp und 50 bp Fragment:

73 bp dGATA2 dLyf * 50 bp

1 CTTGTACTTT TAATAGA[LCA AGTATCCTAT ATTTTGGAGE[TGTGTGATGA entry score
_______ > M00101 CdxA  93.9

-------- > M00141 Lyf-1 88.3

B S M00076 GATA-3 88.1

---- M00138 GATA-1 87.8

- M00303 GATA-X 86.8

oo M00101 CdxA  85.7

—————— M00079 Evi-1 85.6

*MatInspector Release professional 7.3.1 Oct 3004
Matrix Family Library Version 4.3 (August 3004)
ALL vertebrates.lib (0.75/Optimized)

Family/m Position C Matri
atrix Further Information Opt. Str. ﬁ ﬁ Sequence
from - to I
[VSSPIF/T |[TGFbeta-inducible early gene (TIEG) / Early
[EG.01 erowth response gene alpha (EGRalpha) 0-83 - 18 () 0-750 10878 JgGAGGtgtgtgat

Abb. 4.31: Transkriptionsfaktor Analyse des 73 bp Fragments (modifiziert)
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Transkriptionsfaktor Analyse:
Distaler Promotor-Bereich: 50 bp bis 26 bp, 26 bp und 45 bp Fragment
Database: TRANSFAC MATRIX TABLE, Rel.3.3 06-01-1998
Taxonomy: Vertebrate
TFMATRIX entries with High-scoring:
A) 50 bp - Inhibitor
50 bp dGATA-1 26 bp
1 TATATTTTGG AGGTGTGTGA TGAGATAAAA CTGATTTCAC AATAGCCC entry score
———————— M00109 C/EBPb 89.3
________ -> M00141 Lyf-1 88.3
<—q-————— M00116 C/EBPa 86.1
—————————— > M00043 Sox-5 85.6
___________ S M00079 Evi-1 85.6
——————— M00148 SRY 84.5
——m———— > M00117 C/EBPb 84.0
P D MO0073 deltaE 83.8
P M00100 CdxA 83.3
_________ L M00159 C/EBP 83.1
———————————— > M00160 SRY 83.0
______ N M00371 AML-la 83.1
—————————— > MO0360 HLF 80.1
B) GATA-Faktoren
GATA-1 *
1 TATATTTTGG AGGTGTGTGA TGAGATAAAA CTGATTTCAC AATAGCCC entry score
N > M00138 GATA-1 87.8
___________ S M00303 GATA-X 86.8
________ > M00077 GATA-3 84.1
_______ L M00075 GATA-1 81.3
B I > M00076 GATA-3 79.1
______ LS M00077 GATA-3 77.8
_______ LS M0O0076 GATA-3 76.7
______ —_——> MO0075 GATA-1 76.3
o __ > M00136 GATA-1 76.1
_______________ > M00137 GATA-1 75.9
* Plougastel 1998
C) 26 bp Fragment
1 CACAATAGCC CATGTGTAGA ATTTCC entry score
Cmmm——— M00101 CdxA 93.9
________ > M00317 USF 84.5
__________ > M00053 NF-kap 84.1
P M00317 USF 83.5
____________ > MO0055 N-Myc 81.3
__________ > M00053 c-Rel 80.3
D) 45 bp Fragment
1 CCACTCTTGA CTCACTCTGA GCCTTCACAG GGCAGTCTGC GAAGA entry score
P M00199 AP-1 91.9
o M00340 Nkx-3. 83.7
Abb. 4.32: Transkriptionsfaktor Analyse: 5’ Ende 50 bp Fragment, 26 bp und 45 bp Fragment
(modifiziert)
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4.3.5 Vergleich proximaler — distaler Promotor

Ein Vergleich der Promotorstarken des distalen Promotorbereichs mit dem proximalen
Promotor (Abb. 4.33) zeigt, dass der proximale Promotor die hdchste
Luziferaseaktivitat aufweist. VerhaltnismaRig stark ist auch noch das 45 bp Fragment
des distalen Promotorbereichs, wohingegen das 73 bp und 26 bp Fragment zwar
schwache, aber nennenswerte Aktivitditen hatten, die durch die stromaufwarts
aktivierende Sequenz (SAS) des 731 bp Fragmentes noch gesteigert werden
konnten. Der proximale Promotor hat somit eine hohere Aktivitatsstarke als der distale
Promotor, auch die SAS im 731 bp Fragment kann diesen Unterschied nicht

kompensieren.

Nucleofection: Vergleich proximaler, distaler Promotor und SAS

600«‘

500

400

Spezifische Luziferaseaktivitat

Abb. 4.33: Graphische Darstellung der Luziferaseaktivitdt der starksten Konstrukte
des NKG2A Promotors in der NK-Zelllinie NK3.3; n > 3; Darstellung eines
reprasentativen Experiments
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4.3.5.1 Nucleofection - Jurkat

Da die Transkriptanalyse gezeigt hat, dass in T-Zellen die langen Transkripte
dominieren, wurden ausgewahlte Konstrukte in der NKG2A-negativen T-Zelllinie
Jurkat (siehe Transkriptanalyse, S. 81) getestet. Wie aus Abbildung 4.34 deutlich
wird, zeigt sich das von NK3.3 bekannte Aktivitatsmuster. Wahrend das 163 bp
Fragment die hochste Luziferaseaktivitat zeigte, ist diese im 731 bp Fragment schon
schwacher, auch fur das 73 bp Fragment ist die Luziferaseaktivitat nochmals deutlich

verringert.

Die Luziferaseauswertung fur die Fragmente des distalen Promotorbereichs zeigt
(Abb. 4.35) das gleiche Aktivitatsmuster, aber mit anderen Verhaltnissen der
Fragmente untereinander: Das 731 bp Fragment ist hier starker als das 45 bp
Fragment. Das 73 bp Fragment ist das schwachste, mit dem 26 bp Fragment erhdht
sich die Luziferaseaktivitat, gefolgt vom 45 bp Fragment. Kombiniert man das 73 bp
bzw. das 50 bp Fragment mit dem 3' Ende des 45 bp Fragments, so steigt die
Luziferaseaktivitat wieder an, beim 73/45 Konstrukt mehr als beim 50/45 Fragment.

Nucleofection - Jurkat:
distaler Promotorbereich und proximaler Promotor im Vergleich

2501/1 —

200

150

100

50

Spezifische Luziferaseaktivitit

o) 4, J
2 %

Abb. 4.34: Graphische Darstellung der Luziferaseaktivitdt der Konstrukte des
distalen Promotorbereichs im Vergleich zum proximalen Promotor in der T-Zelllinie
Jurkat; n = 3; Darstellung eines reprasentativen Experiments

112



Ergebnisse

Nucleofection Jurkat:
Distaler Promotorbereich

Spezifische Luziferaseaktivitét

Abb. 4.35: Graphische Darstellung der Luziferaseaktivitat der Konstrukte des
distalen Promotorbereichs in der T-Zelllinie Jurkat; n = 3; Darstellung eines
reprasentativen Experiments
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4.3.6 Vergleich NK3.3 primare NK-Zellen

Da die Nucleofector-Technologie es nicht nur ermdglicht, NK-Zelllinien, sondern auch
primare NK-Zellen zu transfizieren, wurden Experimente unternommen, um zu
klaren, ob die NK3.3 Daten im Einklang mit primaren NK-Zellen stehen. Die
Nucleofection von primaren, in Kultur expandierten NK-Zellen, wurde mit

ausgewahlten Fragmenten unternommen.

Fir den proximalen Promotor (Abb. 4.36) ergaben sich, in Abhangigkeit von der
Nucleofectionseffizienz, zwar unterschiedliche absolute Luziferaseaktivitaten
(Vergleich Nucleofection 4 zu 1), aber das Muster bzw. die relative Aktivitat der
Fragmente zueinander blieb erhalten. Es ist somit eine Aussage, ob ein Fragment
Promotoraktivitat aufweist oder nicht, méglich, wohingegen eine quantitative Aussage
Uber das Verhaltnis der aktiven Promotorfragmente nicht moglich ist. Auch fur den
distalen Promotorbereich (Abb. 4.37), hier Fragmente der stromaufwarts
aktivierenden Sequenz (SAS), konnte gezeigt werden, dass trotz niedriger
Nucleofectionseffizienzen eine Aussage Uber eine Aktivitat der Fragmente getroffen

werden kann.

Die Daten Uber aktive und nicht aktive Fragmente, die aus den Nucleofectionen der
NK-Zelllinie NK3.3 stammen, sind somit auch in primaren NK-Zellen zu
reproduzieren und stellen keine Zelllinien-spezifischen Artefakte dar. Dies wird im
direkten Vergleich von starken Promotorfragmenten in NK3.3 und primaren NK-
Zellen (Abb. 4.38) noch untermauert, wohingegen bei den recht schwachen
Promotorfragmenten der distalen Promotorregion (Abb. 4.39) die Auswertung an ihre
Grenzen stolt und Fragmente wie dGATA2, dLyf, 50 bp und dGATA1 nicht mehr

genugend aufgeldst werden kdnnen, um eine Aussage zu machen.
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Nucleofection primarer NK-Zellen: proximaler Promotor

Spezifische Luziferaseaktivitat

NUCIeofeCtion 3

Nucleofection 4

Abb. 4.36: Graphische Darstellung der Luziferaseaktivitat der Konstrukte des proximalen NKG2A
Promotors - Vergleich verschiedener Nucleofectionen in priméren NK-Zellen

Nucleofection primarer NK-Zellen: distaler Promotor

Nucleofection 1

Nucleofection 2

Nucleofection 3

Spezifische
Luziferaseaktivitat

Nucleofection 4

o/

(6] E7
(o4 4
% %

7
%

Abb. 4.37: Graphische Darstellung der Luziferaseaktivitdt der Konstrukte des distalen Promotor-
bereichs des NKG2A Gens — Vergleich verschiedener Nucleofectionen in primaren NK-Zellen
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Nucleofection:
Vergleich primarer NK-Zellen mit NK3.3 Zelllinie
- proximaler Promotor -

Spezifische
Luziferaseaktvitat

Nk3 3

Prim s
Mére Nk. Zewe
n

23 760

76360

76
40' 6,
7:4 7:49 Ob'o \3’2 bp

Abb. 4.38: Graphische Darstellung der Luziferaseaktivitdt der Konstrukte des Promotorbereichs im Vergleich
NK3.3 mit primaren NK-Zellen

Nucleofection:

Vergleich primare NK-Zellen mit NK3.3 Zelllinie
- distaler Promotor -

Spezifische Luziferaseaktivitat

Abb. 4.39: Graphische Darstellung der Luziferaseaktivitdt der Konstrukte des distalen Promotorbereichs im
Vergleich NK3.3 mit priméren NK-Zellen
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4.3.7 Vergleich NK-Zellen, nicht-NK-Zellen und murine Zellen

Um zu ermitteln, ob die Fragmente Uber NK-Zell-spezifische Faktoren gesteuert
werden, wurden ausgewahlte Fragmente, sowohl des proximalen als auch des

distalen Promotorbereichs, in nicht-NK-Zelllinien getestet (Abb. 4.40).

Es konnte gezeigt werden, dass nicht nur humane nicht-NK-Zelllinien, wie die
Zervixkarzinomzelllinie HeLa oder die humane Knochenmarkstromazelllinie L88/5,
das gleiche Expressionsmuster aufweisen wie NK3.3, sondern dass auch die murine
Knochenmarkstromazelllinie OP-9 und die murine, foetale Leberzelllinie AFT024 die
gleichen Aktivitatsmuster aufwiesen. Die Datengewinnung erfolgte neben der
Nucleofection (Nuc), die flr die HeLa Zellen angewendet wurde, auch mit der JetPEI
Methode (Jet), die ahnlich der Lipofektion die zu transfizierende Vektor-DNA durch
die Membran schleust. Diese Methode ist vor allem fur adharente Zellen geeignet.
Die Datenauswertung erfolgte mit weniger Zellen und, anstelle von 4 Stunden, nach
24 Stunden Inkubationszeit (siehe Methoden Seite 52).

Proximaler Promotor:
NK-Zellen, nicht-NK-Zellen und murine Zellen

AFT024 (Jet)
OP-9 (Jet)

Spezifische
Luziferaseaktivitat

L88/5 (Jet)

Hela (Nuc)

NK3.3 (Nuc
S, G 76 (Nuc)
& Jx/ ébé 9>
O, el
/}v" /)&'o/) éo
2o

Abb. 4.40: Graphische Darstellung der Luziferaseaktivitdt der Konstrukte des distalen
Promotorbereichs im Vergleich NK-Zellen mit nicht-NK-Zellen und murinen Zellen
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Distaler Promotor/SAS:
Vergleich NK-Zellen - nicht-NK-Zellen - murine Zellen

Spezifische Luziferaseaktivitat

NK3.3 (Nuc)

Abb. 4.41: Graphische Darstellung der Luziferaseaktivitit der Konstrukte des distalen Promotor-
bereichs im Vergleich NK-Zellen mit nicht-NK-Zellen und murinen Zellen

4.3.8 Vergleich Nucleofection — JetPEI

Um auszuschlielen, dass die Nucleofektor-Technik hier artifizielle Daten liefert,
wurden in einem Experiment die Daten der Nucleofection der HeLa Zelllinie mit
denen der JetPEI Transfektion verglichen. Bei der Nucleofection wird die Vektor-DNA
direkt in den Zellkern beférdert und kdnnte so zytoplasmatische Faktoren in den

Zellkern mitreil’en oder nukleare Faktoren kdnnten ins Zytoplasma tbergehen.
Wie Abbildung 4.42 zeigt, ist zwar die absolute Luziferaseaktivitat bei der JetPEI

Transfektion hoher, aber das von NK3.3 bekannte Aktivitatsmuster ist auch hier

reproduzierbar.
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Vergleich: Nucleofection - JetPEI Transfektion von HeLa

Spezifische Luziferaseaktivitat

Fragmente

Abb. 4.42: Graphische Darstellung der Luziferaseaktivitdt der Konstrukte des proximalen und distalen
Promotorbereichs im Vergleich Nucleofection und JetPEI Transfektion in der HeLa Zelllinie

4.3.9 Unterschiede lymphozytare Zelllinien — nicht lymphozytare Zelllinien

Erwahnt werden sollte noch, dass HeLa eine Ausnahme im Bezug auf die Aktivitat
des 50 bp Fragments macht (Abb. 4.42). Dieses Fragment, das in NK3.3 und
primaren NK-Zellen einen deutlichen Aktivitatsverlust, im Vergleich zum 73 bp

Fragment, aufwies, scheint hier sogar noch starkere Luziferaseaktivitat zu haben.

Ein Vergleich von lymphozytaren Zelllinien mit nicht-lymphozytaren Zelllinien macht
den Effekt deutlich (Abb. 4.43): Wahrend lymphozytare Zelllinien wie die NK-Zelllinie
NK3.3, die T-Zelllinie Jurkat und die B-Zellinie 721.221 eine deutliche
Luziferasereduktion des 50 bp Fragments aufweisen, ist ihre Aktivitat in den nicht-
lymphozytaren Zellen L88/5 und HelLa sowie den murinen OP-9 und AFT024 sogar
leicht hoher als die des 73 bp Fragments. Weiter fallt auf, dass neben dieser nicht
mehr vorhandenen Aktivitatsreduktion auch die Deletionsmutante der GATA2
Sequenz vom 73 bp Fragment (dAGATA2) ahnliche Luziferaseaktivitat aufweist wie
das Referenzfragment. Dieser Effekt wird in Abbildung 4.44 noch deutlicher, welche
die beiden NK-Zelllinien NK3.3 und NKL sowie die B-Zelllinie 721.221 im Vergleich
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zu Hela zeigt. Diese Abbildung zeigt auch die leichte Aktivitatsreduktion des

dGATA1 Fragmentes gegenuber dem 50 bp Fragmentes bei Hela, jedoch nicht bei

NKL, NK3.3 und 721.221.

Distaler Promotor: Unterschiede Lymphozyten-Linine gegen
nicht-lymphozytare Lininen

0173 bp @50 bp

10000

1000 +

Spezifische Luziferaseaktivitat

NK3.3 Jurkat 721.221 L88/5 OP-9 AFT024 HelLa

Zelllinien

Abb. 4.43: Graphische Darstellung der Luziferaseaktivitdt der Konstrukte 73 bp und 50 bp des distalen
Promotors im Vergleich lymphozytére zu nicht-lymphozytare Zelllinien

Distaler Promotor:
Unterschiede 73 bp, 50 bp, dGATA2 und dGATA1

10000

HelLa
721.221
NK3.3

Spezifische Luziferaseaktivitat

Abb. 4.44: Graphische Darstellung der Luziferaseaktivitdt der Konstrukte 73 bp, 50 bp, dGATA2 und
dGATA1 im Vergleich NK-Zelllinien und B-Zelllinie zu HelLa
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4.3.10 Zusammenfassung Teil Promotoranalyse

Ex1 Ex2 Ex3
Line-1 SAS MIR AT  Alu
mam I — II
\o o/ "
distaler Promotor  proximaler Promotor
(-2983 bis -2263/-2153) (-531 bis 1)

Abb. 4.45: Schematische Darstellung der beiden Promotorbereiche des NKG2A Gens

e Der humane NKG2A Promotor ist durch zwei Promotoren charakterisiert -
einen starkeren proximalen Promotor direkt vor dem Exon 2 und einen
schwacheren distalen Promotorbereich, der sich vor dem nichttranslatierten
Exon 1 erstreckt (Abb. 4.45).

e Die Analyse des proximalen NKG2A Promotors ergab ein Minimalpromotor-
fragment von 116 bp. Eine Fragmentverkirzung flhrte sukzessiv. zum

Aktivitatsverlust (vom 60 bp bis 32 bp Fragment).

e Fur die Alu-Sequenz konnte kein Einfluss auf die Basisaktivitat des proximalen

Promotors ermittelt werden.

e Es konnte eine essentielle TATA-Box (TATA-Box2) fur den proximalen

Promotor identifiziert werden.

e Die Anwesenheit des Intron 2 reduzierte die Aktivitdt des vorgelagerten,

proximalen Promotors.

e Die Transkriptionsfaktor Analyse des proximalen Promotors ergab keinen
essentiellen Kandidaten fur die Regulation des Promotors.

e Der distale Promotorbereich erstreckt sich vor Exon 1 und kann durch eine

stromaufwarts aktivierende Sequenz (SAS) verstarkt werden.
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Der Distale Promotorbereich ist kein scharf abgegrenzter Promotor, sondern
durch zwei aktive Bereiche charakterisiert (26 bp und 45 bp). Er wird

anscheinend von einer GATA-Sequenz reguliert.

Die stromaufwarts aktivierende Sequenz (SAS) besteht aus einer Cdxa und
Ap-1 Bindungssequenz, die bei Verlangerung oder Verkiurzung des Fragments
zum Aktivitatsverlust fuhrt und nur mit einem spezifischen 3’ Ende (26 bp)

aktiv ist. Sie stellt keinen universellen Enhancer dar.

Die Fragmente scheinen nicht Zelltyp-spezifisch reguliert zu werden, da sie
sowohl in der NK3.3, in Jurkat als auch in der Lymphozytenzelllinie 721.221
und in den nicht-Lymphozytenzelllinien L88/5 und HelLa aktiv sind. Einziger
Unterschied ergab sich in den nicht-lymphozytaren Zelllinien im distalen
Promotorbereich, wo das dGATA2 und das 50 bp Fragment keine

Aktivitatsreduktion aufweisen.

Die Transkriptionsfaktor Analyse des distalen Promotors ergab als Aktivator
eine mogliche GATA-Faktor-Bindungsstelle und als mdgliche Inhibitoren
AML-1a, C/EBP und den Faktor Evi-1. Es konnte ein, potentiell auf Stimulation
mit TGF-p reagierendes, Regulationselement identifiziert werden. Fur das 26
bp Fragment ergaben sich Faktoren wie CdxA, USF, NF-kappaB, N-Myc und
c-Rel als mogliche Kandidaten. Die Sequenz des 45 bp Fragments wies eine

Bindungsstelle fur AP-1 auf.

Die Fragmente scheinen nicht Spezies-spezifisch reguliert zu werden, da sie
sowohl in den humanen Zelllinien NK3.3 und HelLa wie auch in den murinen
Zelllinien OP-9 und AFT024 aktiv sind.

Eine methodische Ursache fur dieses Verhalten wurde durch den Vergleich
der Nucleofektor-Methode mit der JetPEI Transfektion sowie einen Vergleich

von NK3.3 NK-Zelllinie mit primaren NK-Zellen ausgeschlossen.
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4.4 Sequenzvergleich:

Fir CD94 und die NKG2-Familie wurden die unterschiedlichsten Sequenzvergleiche
untereinander, aber auch in verschiedenen Spezies durchgefuhrt (Maus, Ratte,
Mensch), um sowohl auf DNA- (Houchins, 1991; Glienke, 1998) als auch auf Protein-
Ebene (Lohwasser, 2000; Kim, 2004) Gemeinsamkeiten, aber auch Unterschiede zu
finden, die Schlusse auf die evolutionare Entwicklung zulassen (Lohwasser, 2000).
Aufgrund dieser Daten wird heute vermutet, dass der humane NKG2-Gen-Cluster
durch Genduplikation eines urspringlichen NKG2A Gens entstanden ist, und dann
erst NKG2F, danach NKG2C und NKG2E entstanden sind (Sobanov, 1999;
Plougastel, 1998). NKG2D scheint dem CD94 ahnlicher zu sein, als seine Zuordnung
zur NKG2-Familie vermuten lasst (Lohwasser, 2000). Weiter konnten diese Daten
auch Hinweise auf gemeinsame Regulationsmechanismen der Gene bzw. auf das
Ligandenspektrum sein. So konnte flr das humane CD94 Gen nicht nur seine, aus
zwei Promotoren bestehende Regulationseinheit, sondern auch die Aktivititat
bestimmende GAS/EBS Sequenz im murinen System identifiziert werden (Lieto,
2003; Wilhelm, 2003; Lohwasser, 2000).

Eine Analyse der Promotorsequenzen der NKG2-Familie, speziell der Vergleich der

3 kb vor der proteincodierenden Sequenz von NKG2A, NKG2C/E und NKG2F, ergab
viele gemeinsame Transkriptionsfaktor Bindungsstellen in verschiedenen Alu-

Sequenzelementen (Brostjan, 2000).

Mit den aus dem vorangegangenen Kapitel (Promotoranalyse) gewonnenen
Erkenntnissen um die essentiellen Sequenzen der moglichen Transkriptionsfaktoren
wurde ein DNA-Sequenzvergleich gemacht, um zu Uberpriufen, ob die anderen
NKG2-Familienmitglieder einer ahnlichen Regulation unterliegen bzw. ob auch im

murinen System diese Sequenzen eine Rolle spielen kénnten.
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4.4.1 Sequenzvergleich: NKG2A, NKG2C und NKG2E

Um zu uberprufen, wie ahnlich sich die Promotorstrukturen, die sich vom
ursprunglichen NKG2A Gen ableiten, noch heute sind, wurden die Sequenzen

miteinander verglichen.

Ein Vergleich der proximalen Promotorsequenz des NKG2A Gens mit den NKG2C-
und NKG2E-Genen zeigt (Abb. 4.46), dass die Bereiche durchaus ahnlich sind, doch
sind die Sequenzen von NKG2C und NKG2E untereinander ahnlicher als die
Sequenz des NKG2A. Dies fallt besonders im Bereich ab der TATA-Box 2 bis zum
ATG auf.

Aus Abbildung 4.47, die den Sequenzvergleich des distalen Promotorbereichs zeigt,
wird deutlich, auch hier weisen NKG2C und NKG2E eine hohere Sequenzahnlichkeit
zueinander als zum NKG2A auf. Auch die fur NKG2A ermittelten GATA2 und
GATA1 Sequenzen sind hier vorhanden, ohne jedoch der prazisen Sequenz im

NKG2A zu entsprechen.

4.4.1 Sequenzvergleich: humanes NKG2A und murines Nkg2a

Ein Vergleich der humanen NKG2A Promotorsequenz des proximalen (Abb. 4.48)
und des distalen Promotors (Abb. 4.49) zeigen nur geringe Ahnlichkeit mit den

murinen Sequenzen, wobei bis jetzt fur das murine Nkg2a Gen weder ein

nichttranslatiertes Exon noch eine Alu-Sequenz nachgewiesen worden ist.
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Sequenzvergleich: Proximaler Promotor - NKG2A,
NKG2C und NKG2E

CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment

63b
NKG2c TAAAAAATTGC-------- CAATTATA' Hﬁmmccmmmn 52
NKG2e TAAAAAATTGC-------- CAATTATA' TTTTTGTTTAAAGCTTTAGGAAATT 52
NKG2a TAAAAATCTTTTTTTAAAACAAATAT-TCAT CGTGTTTAGGCTTGAAGAAAATC 59
LR AR 2 8 - LR R - - - - - LA R R 2 - - LA B B
CAAT-Box 116bp
NKG2c AGTAGCAGAATTTTACATTGGTTAACAGCAAAGTAAACATTATT) GCCCCAACACA 112
NKG2e AGTAGCAGAATTTTACATTGGTTAACAGCAAAGTAAA TATT CCAACACA 112
NKG2a AGAGAAAGAACTTTAGATTATTTAAT-GCAAAATGAGCTCCAATA 118
- w dhkkk Shdd AEA L2 E x dhEdEd & & * SEEES * & &
TATA-Boxl  60bp
NKG2c TGCACATTGCCTATACCAGGGA-TCCTGTCAAAATATACACCATT T-AGCTTCTTAAG 170
NKG2e TGCACATTGCCTATACCAGGGA-TCCTGTCAAAATATACACCATTTAT-AGCTTCTTAAG 170
Hi'G2a ACCCTTTTAATTGCACTAGGGAATCCTGT - - - -ATATAAACCATTTATTAACTTCTTAAC 174
- - . - - L2 2 X B ] L2 2 R R B EEE R ] IZE R R R X 20 * dhkddddEd
TATA-Box2  32bp
YKG2c TGCAGTTATCATAGAGCACAGTCCCTCACATCACACAGCTGCAGAGATG 219
nXG2e TGCAGTTATCAT) CACAGTCCCTCACATCACACAGCTGCAGAGATG 219
‘1IXG2a TACTGTTATTATAGAGTACAGTCCCTGACATCACACA-CTGCAGAGATG 222
- * dEEE R A RR S RRRRA R AR AR AR AR AR AR edRE R RRS

Abb. 4.46: Sequenzvergleich NKG2A, NKG2C und NKG2E im proximalen Promotor

Sequenzvergleich: Distaler Promotor - NKG2A,
NKG2C und NKG2E

LUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment

GATA-2 GATA-1
“KG2c -TGACACACTAGCCACCCAAAGTCTCCTATATTCTAAAG-TGTGTGA CAAA-CTG 57
MEG2e -TGACACACTAGCCACCCAAAGTCTCCTATATTCTAAAG-TGTGTGA CAAA-CTG 57
%¥G2a CTTGTACTTTTAATAGACCAAGTATCCTATATTTTGGAGGTGTGTGA TAAAACTG 60
- - - - * AEEE AEEEEEREE W % Ahdh A AR A AR AR AhN
26bp
WKG2c ATT-CAAAATAGCCCTAGGGTGAGAATTTCCTGTTCAAATCTGCAGTGACACATTGGTGA 116
HKG2e ATT-CAAAATAGCCCTAGGGTGAGAATTTCCIGTTCAAATCTGCAGTGACACATTGGTGA 116
NKG2a ATTTCACAATAGCCCATGTGT-AGAATTTCCTIGTTCAAACCT-TAGTAACACGTTGATGA 118
dEd *F SbEdddA AN *® #F FEEERAA R AR RRREE aW whkE b dd Rk d EAd
45b
NKG2c GGAATCTACTTTTTY 176
NKG2e GGAATCTACTTTTT) 176
NKG2a GAAATCTACTTTTTY 178
* SEAAAARERRAAREAAN
NKG2c CACAGATAACGTTTGTGTCTTTCAGAGGTAACCTGA 212
HKG2e CACAGATAACGTTTGTGTCTTTCAGAGGTAACC--- 209
AKG2a TGCAGGCATTGTTTGTTCTTGTCTTGGATTTA---- 210

Abb. 4.47: Sequenzvergleich NKG2A, NKG2C und NKG2E im distalen Promotor
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Sequenzvergleich: Proximaler Promotor des
humanen und murinen NKG2A

CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment

human
mouse

human
mouse

163bp
—————— TAAAAATCTTTTTTTAAAACAAATATTCAT. TGTTTAGGCT-TGAAG
TCCCChTTAAGTTCTTGCCTTATCAAAAATA
L 3 L 8 3 * L8 & 3 * wEk Rk AR *hw - - -

CAAT-Box 116 bp

ARAATCAGAGAAAGAACTTTAGATTATTTAATGCAAAATGAGCTCCAATACTICGTTCTCC
GTTGTTGTTACCACAGCACTCGTATTCATTGTCCAAGGGA&B ---AAAPATAGATTA- -
* * - - - * ®&E - *k & * * &

TATA-Box1 60bp
ACCTCACCCTTTTAATTGCACTAGGGAATCCTGTATATAAACCA' TTAACTTCTTAA
GGTTTAAATTTCCAACTGCAAAATGAGTGCCATITGTTCCAA - -ACTCCTCCTCCTTTGGC

- * - *h SEER * -w . ¥ L] * & - * & &
TATA-Box2 32b
CTACTGTTATTAT CRGTCCCTC—kCRTCﬁCACRCTGCAGHGﬁEG 222
CTCATCAGATTGTGTA! TCACTAGCTGCAGACATG 222
LA - L - * & & & AhdEEEd dE kb E S EEE

53
60

113
114

173
172

Abb. 4.48: Sequenzvergleich des proximalen, humanen NKG2A Promotors mit dem murinen

Sequenzvergleich: Distaler Promotor des humanen
und murinen NKG2A

CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment

human
mouse

human
mouse

human
mouse

human
mouse

human
mouse

GATA-2 GATA-1
CTTGTACTTTTAATAGACCAA ATATTTTGGAGGTGTGTGA' CTG 60
------ CCACAAGAA AAGCA AAAGGTGTGTGA 52

- * * - - & - & & & - (Z SRR R 2080 EEE SR 2 23
26bp
A T-AGCCCATGTGT- - - - - AGAA’ CCTTAGTAACACGTTG 114
A TCAGCTTCTCTGAGTATGAGAA' TGACACATTA 112
LR R R 3 - - - - IZ 2RSSR R R 2R - - * & L2 R3] L R
45bp
ATGAGAAATCTA CTCACTCTGAGCCTTCACAGGGCAGTCTGCGA| 174
GTGAGAAATCT- CTTGACTCACTCTGAGGCT -CATGGGGCAACCTTCAA| 170
LA A RS S SRR - - W LR A 5 8 IZ SR SRR RS SRR R R NS - - R R R B - w -
: AGGCATTGTTTGTTCTTGTCTTGGATTTATGCCTTTAAATTTCACCTTTTATT 234
: ACAGTCACTGCT------~- GCCCTAGATTTCTGCCAC--AGACARACCCTTTGGT 221
- - - - - W - - * & kR kd AR - - .. - -

ACACAGCTAT 244
GCTTGGC--- 228

* *

Abb. 4.49: Sequenzvergleich des distalen, humanen NKG2A Promotors mit dem murinen
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4.4.3 Zusammenfassung Teil Sequenzvergleich

e Der Sequenzvergleich des proximalen und distalen Promotorbereichs von
NKG2A mit NKG2C und NKG2E zeigt durchaus Ahnlichkeiten, wobei jedoch
grolRere Unterschiede zwischen NKG2A und NKG2C bzw. NKGZ2E als
zwischen NKG2C und NKG2E auffallen.

e Die fur NKG2A ermittelten GATA2 und GATA1 Sequenzen sind bei NKG2C
und NKG2E vorhanden, ohne jedoch prazise der Sequenz aus NKG2A zu

entsprechen.

e Der Sequenzvergleich des proximalen und distalen Promotors vom humanen

NKG2A mit dem murinen Nkg2a weist nur sehr geringe Ahnlichkeiten auf.
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4.5.1 Epigenetik

Die Epigenetik betrifft alle Vorgange, die sich ,epi“- d.h. neben/Uber der DNA-
Sequenz abspielen, ohne diese zu verandern, und dazu fuhren, dass die codierte
Information in einem Gen aktiv wird. Im weitesten Sinne gehoéren alle Mechanismen
der Genregulation und Genexpression dazu, im engeren Sinne vor allem die Frage,
wie diese Mechanismen aufrechterhalten bzw. von Zelle zu Zelle weitergegeben
werden. Die Methylierung von Cytosinen in CpG-Nucleotiden von Genpromotoren ist
eine haufige epigenetische Modifikation, die meistens mit der Repression der
Transkription einher geht (Attwood, 2002). Gerade im Immunsystem ist es ein
bekannter Mechanismus, der bei der T-Zell-Rezeptor Rekombination und bei der
Expression von Zytokinen auftritt (Agarwal, 1998; Muegge, 2003). Kurzlich konnte fur
die KIR-Gene gezeigt werden, dass sie im Zuge der Feinregulation durch
Methylierung von CpGs in ihren Promotorbereichen abgeschaltet werden kdnnen
(Santourlidis, 2002; Chan, 2003). Eine weitere Moglichkeit, um epigenetisch Einfluss
auf die Genexpression zu nehmen, ist die Veranderung der Chromatindichte.
Wahrend abgeschaltete Genbereiche ein dichtes Heterochromatin aufweisen,
befindet sich das Chromatin transkriptionell aktiver Gene in einem aufgelockerten
euchromatischen Zustand, der durch Acetylierung der Histonproteine gekennzeichnet
ist. Beide Modifikationsmoglichkeiten werden jeweils durch spezielle Enzyme
hervorgerufen, die Methylgruppen an CpG bzw. Acetylgruppen an Histonproteinen

verandern kdénnen (Felsenfeld, 2003).

Es konnte die Wichtigkeit der DNA Methylierung in den Promotorsequenzen der KIR
Gene fur deren Expressionsmuster gezeigt werden (Santourlidis, 2002). Wahrend
exprimierte KIR-Gene demethylierte Promotorsequenzen aufweisen, sind die der
nicht-exprimierten KIRs methyliert. Durch Stimulation mit dem demethylierenden
Agenz 5-AZA-2’-Cytidin, das die Methylierung der CpG-Sequenzen verhindert,
konnten nicht-exprimierte KIRs induziert werden. Ein weiteres epigenetisch
wirkendes Agenz ist Trichostatin A (TSA), es ist ein Deacetylaseinhibitor, der
verhindert, dass die Acetylgruppen an Histonproteinen entfernt werden und das
Chromatin in diesen Bereichen verdichtet wird. Eine Stimulation mit diesem Agenz
kann bei sensitiven Genen ebenfalls zur Induktion bzw. Aktivierung des Promotors
fuhren (CD21 - Komplementrezeptor Il; Schwab, 2001). Die epigenetische Regulation
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scheint ein Mechanismus zu sein, der auch in Anwesenheit spezifischer
Transkriptionsfaktoren einen Zielpromotor regulieren kann, indem die Bindung der
Faktoren an die Sequenzen durch Methylierung der CpGs in den
Bindungssequenzen bzw. durch Verdichtung des Chromatin in den
Promotorbereichen verhindert wird. Es scheint also durchaus denkbar, dass das
humane NKG2A Gen, dessen Promotorkonstrukte in lymphoiden als auch nicht-
lymphoiden Zellen Aktivitat aufweist, epigenetisch reguliert sein kdonnte. Die in der
Alu-Sequenz  vorhandenen CpGs und die fir Alus beschriebenen
chromatinregulierenden Fahigkeiten kénnten ein Hinweis darauf sein (Englander,
1995).

4.5.2 Stimulation der NK-Zelllinie YT mit AZA und TSA

Das humane NKG2A-Gen weist in seinem potentiellen Promotorbereich vor dem
Exon 2 eine sogenannte Alu-Sequenz auf, die 17 CpGs beinhaltet und als CpG-Insel
angesprochen werden kann. Diese CpGs kdnnten Ziel von modifizierenden Enzymen
sein, wobei eine Demethylierung eine Geninduktion zur Folge haben kdnnte. Auch
der Beitrag der Chromatindichte flr die Genaktivitat Iasst sich durch einfache Kultur

mit dem Deacetylaseinhibitor Trichostatin A (TSA) klaren.

Es wurden Zellen mit dem demethylierenden Agenz AZA bzw. mit dem
Deacetylaseinhibitor Trichostatin A (TSA) stimuliert. Fir die Induktion einer
Hypomethylierung in CpG-Zielstrukturen mussen die Zellen proliferieren, da die
Chemikalie 5-AZA-2’-Cytidin (AZA) nicht aktiv die Methylgruppen von den Cytosinen
entfernt, sondern das Enzym, welches bei der Replikation Methylgruppen uUbertragt
(DNA-Methyltransferase; DNMT-1), inhibiert (Juttermann, 1995). Innerhalb der
Inkubationszeit von ca. 5 Tagen sollten die Zellen mindestens zwei
Replikationszyklen durchlaufen haben, damit beide DNA Strdnge gemal dem
semikonservativen Mechanismus methylgruppenfrei vorliegen. Trichostatin A (TSA)
wirkt ebenfalls als Inhibitor, es verhindert, dass spezifische Enzyme (Histonde-
acetylasen; HDACSs) die Acetylgruppen von den Nucleosomen entfernen und halt so

einen offenen Chromatinstatus aufrecht (Mishra, 2001).
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Fur die initialen Versuche wurde die humane NK-Zelllinie YT gewahlt, da sie nur
geringe Mengen des NKG2A Rezeptors auf der Zelloberflache tragt, wahrend andere
NK-Zelllinien meist eine hohe Expression aufweisen, und Anderungen nur schlecht
zu analysieren sind. Die Dotplot-Analyse (Abb. 4.50) der NK-Zelllinie YT bezieht sich
auf das Lymphozytengate und ergab, dass sich NKG2A wahrend der Stimulation mit
AZA induzieren lasst (von 4,1 % auf 24 %). Auch eine Inkubation mit TSA zog eine
sehr starke NKG2A Expression (40 %) auf der Zelloberflache nach sich. Eine
Verwendung beider Reagenzien zeigte einen synergistischen Effekt (24 % AZA, 40
% TSA und 72 % AZA/TSA). Diese Effekte werden in der Uberlagerungsdarstellung

im Histogramm noch deutlicher.
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Abb. 4.50: Dotplot-Analyse von AZA und TSA stimulierten YT-Zellen; Uberlagerungs-
histogramm der vier Einzelplots; n = 3; Darstellung eines reprasentativen Experiments 130
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4.5.2.2 Stimulation von primaren NK-Zellen mit AZA und TSA

Um zu Uberprufen, ob es sich tatsachlich um einen allgemeinen, auch andere NK-
Zellen betreffenden, Effekt handelt, wurden Versuche mit weiteren Zelllinien
unternommen. In Ermangelung von NKG2A-negativen NK-Zelllinien wurde die
Induktion mit einer primaren NK-Zelllinie durchgefuhrt, die nur eine geringe NKG2A
Expression (43 %) aufwies. Die Analyse umfasst die Zellen aus dem in Abbildung
451 dargestellten Lymphozytengate. Es wird eine Ubereinanderlegung der
Histogrammkurven von Kontrolle und induzierter Probe (AZA, TSA oder AZA/TSA)
dargestellt, wobei die Markierung M1 die spezifische Antikdrperfarbung darstellt, die
sich aus den Daten der Isotypkontrolle (unspezifische Antikorperfarbung) ergab. Es
wird deutlich, dass die Stimulation mit AZA keine weitere NKG2A Induktion (A; KO
43 % zu 35 %) verursachte, auch die Werte fur die Stimulation mit TSA waren
vernachlassigbar gering (47 %), lediglich die Rezeptordichte (D) erfuhr mit AZA,
TSA und AZA/TSA eine leichte Erhdhung (KO 316, AZA 333, TSA 426, AZA/TSA
359). Die Analyse des ebenfalls mit CD94 assoziierten NKG2C Rezeptors ergab
sogar eine deutliche Reduktion von NKG2C exprimierenden Zellen nach der TSA
Inkubation (B; KO 77 %, TSA 37 %), wahrend die verbliebenen Zellen eine leicht
erhohte Rezeptordichte aufwiesen (KO 56, TSA 95). Auch das, als Homodimer
exprimierte, NKG2D wurde durch Inkubation, diesmal mit AZA, erheblich inhibiert (C;
KO 86 %, AZA 65 %).

Es wurden weitere Stimulationsversuche mit den Zelllinien Jurkat (humane T-
Zelllinie) und RPMI 8866 (humane B-Zelllinie) unternommen, es konnte aber keine

NKG2A Expression auf der Zelloberflache induziert werden (Daten nicht gezeigt).
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4.5.2.2 Stimulation von primiren CD4" und CD8" T-Zellen mit AZA und TSA

Die NKG2A Expression ist nicht nur auf NK-Zellen beschrankt, sondern wie bei den
Induktionsversuchen schon dargestellt, auch auf Subpopulationen von CD4"
Helferzellen und CD8" T-Zellen zu finden. Bei unterschiedlichen NKG2A
Expressionsmustern zwischen diesen Populationen konnte auch die Regulation
unterschiedlich sein.

Es wurden Versuche unternommen, um CD8" zytotoxische T-Zellen und CD4"
T-Helferzellen mit AZA und TSA zu stimulieren. Hier ergab die Analyse der primaren
CD4" Zellen (Abb. 4.52 linke Spalte) und CD8" Zellen (Abb. 4.52 rechte Spalte) aus
den Lymphozytengates keine Induzierbarkeit von NKG2A mit AZA, TSA oder deren
Mischung. Als Kontrolle fur die Wirksamkeit der Reagenzien wurde hier eine Analyse
der KIR-Rezeptoren miteinbezogen, flr die eine Induzierbarkeit mit AZA beschrieben
worden ist (Santourlidis, 2002).
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Abb. 4.52: Dotplot-Darstellung von AZA und TSA stimulierten CD4" Helferzellen und CD8" zytotoxischen T-
Zellen; n = 3; Darstellung eines reprasentativen Experiments

133




Ergebnisse

4.5.2.3 Stimulation von NK3.3, Jurkat und HeLa mit AZA und TSA

Wahrend man mit AZA bzw. TSA Stimulation NKG2A Expression auf der Oberflache
von YT induzieren konnte, schlugen alle Induktionsversuche auf anderen Zelllinien
bzw. primaren Zellen fehl (siehe FACS-Daten; Abb. 4.50; Abb. 4.52). Ob sich NKG2A
tatsachlich mit den Reagenzien nicht induzieren lasst, oder ob dieser Effekt auf die
Nichtinduzierbarkeit von CD94 zurlickzuflUhren ist, ohne dessen Expression NKG2A
nicht auf der Zelloberflache exprimiert werden kann, wird aus Abbildung 4.4 deutlich:
Es wurde die NKG2A exprimierende NK-Zelllinie NK3.3, die NKG2A-negative
T-Zelllinie Jurkat und die Zervixkarzinomzelllinie HelLa jeweils mit AZA, TSA und
einer Mischung beider inkubiert. Aus den so stimulierten Zellen wurde RNA isoliert,
einer RT-PCR unterzogen und eine PCR mit spezifischen Primern durchgefihrt. Aus
der ersten Reihe der Abbildung 5.53 wird deutlich, dass NKG2A Transkripte zwar in
allen NK3.3 Proben vorlagen, jedoch weder in den stimulierten Jurkat noch in den
HelLa Zellen induziert werden konnte. Und auch CD94 Transkripte (2. Reihe), die in
allen NK3.3 Proben nachgewiesen werden konnten, fehlten in den stimulierten
Proben von Jurkat und HelLa. Es wurde ebenfalls eine PCR mit dem Primerpaar fur
das lange Transkript (Exon 1) durchgefihrt, doch auch in diesem Fall war keine
nennenswerte Induzierbarkeit nachweisbar (3. Reihe). Die 4. Reihe zeigt die Kontroll-
PCR mit GAPDH-spezifischen Primern. Es sind also weder NKG2A noch CD94
Transkripte durch Stimulation mit AZA oder TSA induzierbar.
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NK3.3 Jurkat Hel.a

NKG2a
(325 bp)

CD94
(572 bp)

Exonl
(128 bp)

GAPDH
(450 bp)

Abb. 4.53: Gelfoto der PCR auf NKG2A, CD94, Exon 1 und GAPDH der mit AZA und TSA
stimulierten Zelllinien NK3.3, Jurkat und HeLa
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4.5.2.4 Transkriptanalyse in NK3.3 nach AZA und TSA Stimulation

Es konnten sowohl NKG2A als auch CD94 weder durch AZA noch durch TSA
Stimulation induziert werden. Das Gegenteil ist der Fall. Wie aus Realtime-PCR

Analyse der Transkriptpopulationen in Abbildung 4.54 deutlich wird, hat eine

Inkubation mit beiden Reagenzien sogar einen suppremierenden Effekt auf die
Transkripte. Die Inkubation mit AZA als auch TSA fuhrt zu einer Reduktion von

NKG2A Transkripten in der so behandelten NK3.3 Zelllinie, den gleichen Effekt

zeigte die Stimulation primarer NK-Zellen (Daten nicht gezeigt).

250000

Kopienzahl

Transkriptanalyse: AZA/TSA-Stimulation von NK3.3

E lange Transkripte Okurze Tanskripte

200000 -

150000 -

100000 -

50000 -

kurze Tranksirpte

KO AZA TSA A/T

Abb. 4.54: Graphische Darstellung der Realtime-PCR Analyse von NKG2A Transkripten aus
mit AZA und TSA stimulierten NK3.3 Zellen
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4.5.3 Methylierungsstatus-Analyse

Die Basis fur die Anwendung dieser Methode ist die Beobachtung, dass die
Methylierung von CpGs in Promotorbereichen von Genen mit deren transkriptioneller
Inaktivierung einhergehen. Die Hypermethylierung bzw. die Hypomethylierung von
Promotorstrukturen ist eine Madoglichkeit, regulatorischen Einfluss auf die
Genexpression zu nehmen. Die Alu-Sequenz des NKG2A Promotors weist gleich

mehrere solcher CpGs auf.

Zur Unterscheidung von methylierten und unmethylierten Cytosinen macht man sich
die Eigenschaft von Bisulfit zu Nutze, unmethylierte Cytosine in Uracil umzuwandein,
wahrend sich methylierte Cytosine chemisch inert verhalten. Bei anschliel3ender
Sequenzierung werden alle umgewandelten (unmethylierten) Cytosine als Uracile
bzw. Thymidine gelesen, wahrend die methylierten als Cytosine verbleiben. Ein
Vergleich der ursprunglichen DNA-Sequenz mit der konvertierten offenbart also,

welche Cytosine methyliert vorliegen.

C->T(U)
Met-C -> C

Da die, dem Konvertierungskit beiliegende, Gebrauchsanweisung nicht den
gewunschten Erfolg erbrachte, d.h. es verblieben auch nichtmethylierbare Cytosine
als solche, wurden Modifikationen vorgenommen. Aufgrund der repetitiven Struktur
der Alu-Sequenz, die vermutlich sehr stabile Sekundarstrukturen bilden kann, wurden
die Randbereiche des Alus initial mit Restriktionsenzymen verdaut. Kurzzeitige
Erhitzungen auf 95 °C sollten ebenfalls die Strukturen fur die Konvertierung
zuganglich machen (siehe Konvertierung, S.60).

Wie aus Abbildung 4.55 ersichtlich ist, weist die NKG2A exprimierende NK-Zelllinie
NK3.3 eine nahezu unmethylierte Alu-Sequenz auf. Residual verbleibende
Methylgruppen konnten noch methodisch bedingt sein. Die NKG2A-negative T-
Zelllinie Jurkat (Abb. 4.56) hat eine fast komplett methylierte Alu-Sequenz, was mit
der Nichtexpression von NKG2A als mRNA bzw. als Rezeptor auf der Zelloberflache
korreliert (siehe FACS-Daten S.75; Transkriptanalyse S. 81).
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Alu-Sequenz: NK3.3 (NKG2A")

HH—H—H—H-HH—HH Kione
OO0 OO0 00O 00 OO Om 4
OO0 O® 000 00 0OWO emw 1
00 00 000 00 0O e 1
OO0 OO OO0OO 00 OO e 1
00 00 000 00 0WO O 3
OO0 OO0 000 00 0OMO e 2

320 b

@ 5-Methyl CpG
OCpG

Abb. 4.55: Schematische Darstellung des Methylierungsstatus der CpGs in der Alu-Sequenz in
der NK3.3 NK-Zelllinie

Alu-Sequenz: Jurkat (NKG2A)

o —— HHH - Kione

00 © e 0 00 00 0000 OB 1

e 0O 6 © 060 00 0000 o 1

e 0606 o000 60 C®® o 1

0O® 060 000 00 0000 o& 1

o0 060 000 00 000 o® 7
320 b .

@ 5-Methyl CpG
OCpG

Abb. 4.56: Schematische Darstellung des Methylierungsstatus der CpGs in der Alu-Sequenz in
der Jurkat T-Zelllinie
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4.5.4 ChIP (Chromatin-Immunoprazipitation):

In eukaryotischen Zellen ist die DNA mit Histonproteinen und Nichthistonproteinen
assoziiert und bildet das Chromatin. Die innere Kernstruktur eines solchen
Nucleosoms besteht aus dem Histonoktamer, gebildet von jeweils 2 Molekulen H2A,
H2B, H3 und H4, um die sich in 1 % Windungen 146 bp DNA windet. Die Struktur
des Chromatins verhindert normalerweise den Zugang von Transkriptionsfaktoren zu
ihren Bindungsstellen, deshalb ist es notwendig, die Chromatinstruktur zu verandern,
damit diese Faktoren binden konnen. Es gibt zwei Mechanismen, welche die
Chromatinstruktur verandern und so einen Zugang ermoglichen: Die ATP-abhangige
Repositionierung der Nucleosomen bzw. die posttranslationelle Modifikation der
Lysingruppen der N-terminalen Enden der Kernhistone H3 und H4 durch
acetylgruppenubertragende Enzyme (Histonacetyltransferasen, HAT). Diese
Modifikation fuhrt dazu, dass die positiv geladenen Histonenden neutralisiert werden,
und die negativ geladene DNA in einem weniger dichten Zustand um das Histon
liegt. Im Gegensatz zu diesem Mechanismus gibt es auch Histondeacetylasen
(HDAC), die eine, durch Verdichtung nach sich ziehende, Repression der
Transkription verursachen. Das Gleichgewicht zwischen Acetylierung und
Deacetylierung kann die Genexpression bestimmen (Chang, 2000). Es wurde
vermutet, dass diese Modifikationen bzw. deren Kombination einen Code darstellt,
der den jeweiligen oder maoglichen transkriptionellen Status eines Genes
widerspiegelt (Jenuwein, 2001). Und in der Tat konnte eine Lesbarkeit der
Modifikationen durch obengenannte Enzyme bzw. Enzymkomplexe nachgewiesen
werden, doch schein dies nicht universell zu gelten, sondern vielmehr auf dem
Genkontext zu beruhen (Turner, 2002). So ist die Acetylierung der beiden Lysine K4
und K9 im Histon 3 mit transkriptionell aktiven Genen bzw. bei letzterer Modifikation
auch mit potentieller Aktivierbarkeit korreliert, da Mitglieder des basalen
Transkriptionskomplexes an diese Modifikation binden kénnen (Turner, 2002;
Agalioti, 2000).

Neben der Lysin-Acetylierung konnen auch Methylierungen die Lysine modifizieren:
Sie kdnnen eine, zwei oder drei Methylgruppen tragen, wobei jede Modifikationsstufe

einen anderen funktionellen Effekt haben kann. Eine Dimethylierung des Lysins 9 im
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Histon 3 (dimK9H3) geht meist mit einer transkriptionellen Repression einher (Jiang,
2004). Die Dimethylierung des Lysins 4 im Histon 3 (dimK4H3) kommt sowohl in
aktiven als auch inaktiven Promotoren sowie in deren codierenden Sequenzen vor,
wahrend die Trimethylierung des Lysins 4 im Histon 3 (triK9H3) im Zusammenhang
mit Transkriptionsvorgangen steht (Santos-Rosa, 2002). Dies zeigt wiederum, dass
die Modifikationen immer im Genkontext gelesen werden muissen und keine

allgemeingultige Aussage zulassen.

4.5.4.1 ChIP-Analyse des distalen Promotors

Aus der Abbildung 4.57 wird deutlich, dass in der NKG2A exprimierenden NK-
Zelllinie NK3.3 (A) im distalen Promotorbereich ein hoher Acetylierungsgrad der
Histone H3 und H4 vorliegt, wahrend der Marker fur inaktive Gene (dimeK9H3) kaum
zu detektieren war. Auch der hohe Anteil an di- und trimethylierten Lysinen 4 im
Histon 3 sprechen fur die Transkription des NKG2A Gens. Im Gegensatz dazu weist
die Analyse der NKG2A-negativen T-Zelllinie Jurkat (B) eine recht geringe
Acetylierung der Histone H3 und H4 auf - man beachte die y-Achse, was mit einer
Geninaktivitat einhergeht. In der Knochenmarkstromazelllinie L88/5 (C), die als
Negativkontrolle verwendet wurde, liegt der geringste Acetylierungsgrad von Histon
H3 und H4 vor. Hier ist auch ein Anstieg der Dimethylierung des Lysins 9 im Histon
3 erkennbar, ein Indiz daflir, dass der Promotor in einem inaktiven, verdichteten

Chromatinzustand vorliegt.

4.5.4.2 ChIP-Analyse des proximalen Promotors

Ein ahnliches Bild (Abb. 4.58 ) zeigt die Analyse des proximalen Promotorbereichs
von NKG2A. Wahrend in der NKG2A-positiven NK3.3 Zelllinie (A) ein hoher Anteil
von Markern fur aktive Gene (acK9H4 und trimeK4H3) detektiert werden kann, und
der Marker fur Geninaktivitat (dimeK9H3) nahezu undetektierbar gering vorliegt,
weisen die Zelllinine Jurkat (B) und L88/5 (C) eine geringe Histonacetylierung und

eine hdhere Dimethylierung am Lysin 9 des Histons 3 auf.
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Abb. 4.57: Schematische Darstellung der Realtime-PCR fiir die ChIP-Analyse des proximalen
Promotors in den Zelllinien NK3.3, Jurkat und L88/5; n = 2
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ChIP-Analyse: Proximaler
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Abb. 4.58: Schematische Darstellung der Realtime-PCR fir die ChIP-Analyse des distalen
Promotors in den Zelllinien NK3.3, Jurkat und L88/5; n = 2
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4.5.5 Zusammenfassung Teil Epigenetik

e Die Stimulation mit AZA und TSA konnte zwar in der NK-Zelllinie YT eine
NKG2A Induktion sowohl mit AZA als auch mit TSA erzielen, eine Mischung
beider zeigte einen synergistischen Effekt, doch konnte dieser Effekt weder
mit anderen Zelllinien noch primaren NK- oder T-Zellen (CD4" und CD8")

reproduziert werden.

e Auch die Transkriptanalyse nach AZA und TSA Stimulation konnte zeigen,
dass weder NKG2A noch das mit ihm assoziierte CD94 induziert werden

konnten.

e Die Methylierungsstatus Analyse der vor dem Exon 2 befindlichen Alu-
Sequenz ergab eine unmethylierte Alu-Sequenz in der NKG2A
exprimierenden NK-Zelllinie NK3.3 und eine methylierte Alu-Sequenz in der
NKG2A-negativen T-Zelllinie Jurkat.

e Die Chromatin-Immunoprazipitation zeigt, dass die NKG2A exprimierende NK-
Zelllinie NK3.3 sowohl im distalen als auch proximalen Promotor eine offene
Chromatinstruktur aufweist. Die NKG2A-negative T-Zelllinie Jurkat und
Knochenmarkstromazelllinie L88/5 weisen in beiden Promotoren eine

geschlossene Chromatinstruktur auf.
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5 DISKUSSION

Absicht dieser Arbeit war es zu klaren, wie das humane NKG2A Gen reguliert wird.
Die Charakterisierung von zwei Transkriptpopulationen, die jeweils vor dem
nichttranslatierten Exon 1 bzw. vor dem Exon 2 initiieren (Plougastel, 1998), legt die
Vermutung nahe, dass es auch zwei Promotoren gibt. Wahrend eine kurzlich
publizierte Arbeit nur einen distalen Promotorbereich identifizieren konnte, der GATA-
3 abhangig reguliert zu sein scheint (Marusina, 2005), war es hier mdglich, sowohl
vor dem Exon 1 einen distalen Promotorbereich als auch einen proximalen Promotor
vor dem Exon 2 zu identifizieren. Es konnte im distalen Promotorbereich eine
stromaufwarts aktivierende Sequenz (SAS) sowie der eigentliche sehr kurze
Minimalpromotor identifiziert werden, der komplex reguliert zu sein scheint. Im
Gegensatz dazu arbeitet der starkere proximale Promotor TATA-Box-abhangig und
verliert mit zunehmender Verkirzung an Aktivitat. Durch die Transkriptanalyse
konnte gezeigt werden, dass in NK-Zellen, im Unterschied zu T-Zellen, die kurzen
Transkripte dominieren, wobei dies nicht statisch ist, sondern durch Stimulation mit
Zytokinen verandert werden kann. Es konnte auch gezeigt werden, dass in NK-
Vorlauferzellen, anders als bei reifen NK-Zellen, die langen Transkripte dominieren.
Obwohl die Daten zum Methylierungsstatus der Alu-Sequenz vor dem Exon 2 im
NKG2A Gen und die Analyse der Histonmodifikationen in den beiden
Promotorbereichen Hinweise auf eine epigenetische Regulation gaben, konnte keine
Induktion der Expression von NKG2A und CD94 durch Hemmer der DNA-

Methyltransferase oder Deacetylasehemmer hervorgerufen werden.

5.1 Ein distaler, TATA-loser Promotor, der durch eine stromaufwartsgelegene

aktivierende Sequenz (SAS) reguliert wird

Der distale Promotorbereich weist keine klassische TATA-Box auf, die
Transkriptionsstartpunkte sind dementsprechend vor dem untranslatieren Exon 1
verteilt (Plougastel, 1998). Die Promotoranalysen in der NK-Zelllinie NK3.3 ergaben,
dass die Promotoraktivitat nicht scharf abgegrenzt, sondern auf einen Bereich verteilt
ist. Sowohl ein 26 bp Fragment als auch ein weiter stromabwarts gelegenes 45 bp

Fragment zeigten Aktivitat. Das 26 bp Fragment kann durch eine weiter
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stromaufwarts gelegene aktivierende Sequenz (SAS) in seiner Aktivitat gesteigert
werden, ohne jedoch die des 45 bp Fragments zu erreichen. Der Aktivitatsverlauf ist
umgekehrt — je langer das Fragment wird, desto geringer wird seine Aktivitat, was auf
nicht identifizierte, inhibitorische Sequenzbereiche schliel3en Iasst. Es konnte gezeigt
werden, dass das 73 bp Fragment als aktivierende Sequenz eine GATA
Bindungsstelle aufweist, welche die inhibitorische Wirkung im 50 bp Fragment in
lymphozytaren Zellen kompensieren konnte. Eine Verlangerung der Fragmente bis
zum 45 bp Fragment erbrachte eine weitere Aktivitatssteigerung, proportional zu den
Ausgangsaktivitaten. Es ist also durchaus denkbar, dass die DNA-Sequenz in
diesem Bereich die Grundaktivitat bestimmt, wahrend die weiter & gelegenen
Bereiche modulatorisch bzw. auch Zelltyp-spezifisch diese Grundaktivitat verandern
konnten. In der Publikation von Marusina et al. (2005) wurde anhand eines DNase-I-
Verdaus ein DNase-I-sensitiver Bereich (DNase hypersensitiv site; DHS1) im distalen
Promotor identifiziert, der Anhaltspunkt dafur ist, dass in der Nucleosomstruktur einer
NKG2A exprimierenden NK-Zelllinie (NKL) eine Veranderung stattgefunden hat, die
es dem Enzym ermdglicht, in diesem Bereich die DNA zu schneiden. Weiter wurden
zwei GATA-Bindungsstellen identifiziert (GATA-Bindungsstelle | und II). Diese
Bindungsstellen sind nahezu mit den in dieser Arbeit charakterisierten GATA2 und
GATA1 Bereichen identisch, wobei GATA2 der Bindungsstelle | und GATA1 der
Bindungstelle Il entspricht. Ferner wurde in der Publikation eine Bindung von GATA-
3 an der GATA-Bindungsstelle Il in vitro (Pulldown-Assay) und in vivo (ChlP-Assay)
nachgewiesen, eine Kotransfektion eines GATA-3 Expressionsvektors und eine
Inhibition der GATA-3 mRNA Uber siRNA (small interference RNA) untermauern die
Wichtigkeit dieses Faktors in der NKG2A Regulation des distalen Promotors.
Unterschiede ergeben sich aber im Bezug auf die durchgeflhrten Promotoranalysen,
welche die Bindungsstelle |l als essentielle definieren und nicht Bindungsstelle |
(GATAZ2 in dieser Arbeit). Mogliche Erklarung hierfur sind die recht langen Konstrukte
(3900 bis 2300 bp), die verwendet wurden, d.h. es wurden Fragmente erzeugt, die in
5 Richtung weit Uber die, in dieser Arbeit definierte, stromaufwarts gelegene
Aktivatorsequenz ~ (SAS) hinaus, das nichttranslatiete Exon 1 und Intron 1
umfassend, bis ins Exon 2 hineinragen (+15). Sukzessive Verkurzungen vom 5’ Ende
bis zum Exon 1 und in vitro Mutationen der GATA Bindungsstellen | und Il fihrten zu

deren Identifizierung. Es war nur die Aktivitdt des distalen Promotors messbar,
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obwohl der proximale Promotor in den Fragmenten enthalten war. Dieser Effekt
spricht dafur, dass zwischen dem distalen und proximalen Promotor eine Art Puffer
existiert, der verhindert, dass die Aktivitat des distalen Promotors Auswirkungen auf
den proximalen hat (Interferenz; Proudfoot, 1986). Es wurde in der Publikation
berichtet, dass zwar Versuche unternommen wurden, das Intron 1 aus den
Fragmenten zu deletieren, aber da die Fragmente erst 40 bp vor dem Exon 2
beginnen, hétte auch hier keine Anderung der Aktivitdt gemessen werden kdnnen,
da die Promotoraktivitat, wie die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen, erst ab ca. 60
bp messbare Werte liefert. Es sind zwar hier auch langere Fragmente, 1215 bp fur
den distalen und 1134 bp fur den proximalen Promotor, erstellt worden, die aber nur
geringe Aktivitat zeigten. Es wurde kein Fragment erstellt, welches beide
Promotorbereiche in einem Konstrukt vereint. Die langen Fragmente scheinen nicht
identifizierte, regulatorische Sequenzen zu beinhalten, die auch die in der Publikation
dargestellte Zelltyp-spezifische Promotoraktivitat (NK-Zelllinie YT-Indy gegen Jurkat
bzw. K562) erklaren konnten (Ljutic; NKRP1C, 2003). Grundsatzlich sind lange
Fragmente in der Promotoranalyse vorzuziehen, da sie der in vitro Situation der DNA
eher entsprechen. Es kann aber eine Regulation Uber Nucleosomen, die Teilbereiche
wie Enhancer oder Silencer blockieren bzw. aktivieren kdnnten, fir das humane
NKGZ2A Gen nicht ausgeschlossen werden (Brostjan, 2000; Gunturi, 2005), deshalb
mussen diese Daten mit Vorsicht interpretiert werden. AulRerdem erfolgte nur die
Promotoranalyse und nicht die anderen Experimente in der Zelllinie YT-Indy, einer
Sublinie der YT-Zelllinie, die schon in dieser Arbeit bei den Stimulationsversuchen
mit AZA und TSA artifizielle Daten lieferte. Fur die Mutterzelllinie ist bekannt, dass sie
konstitutiv IL-10 produziert (Mehrotra, 1998) und so vielleicht die Promotordaten der
Publikation mit YT-Indy die Promotoraktivitat nach IL-10 Stimulation widerspiegelt.
Wie der Vergleich der Transkriptpopulationen gezeigt hat, entspricht die YT-Zelllinie
eher dem T-Zell-Profil mit der Dominanz der langen Transkripte. Es konnte sich bei
der YT-Indy Zelllinie auch um einen NK-Zell-Vorlaufer handeln, bei dem, wie fur die
differenzierenden NK-Zellen gezeigt, die langen Transkripte dominieren. GATA-3
Expression kann schon in humanen CD34-positiven Stammzellen aus
Nabelschnurblut und adultem Knochenmark nachgewiesen werden (Toor, 2001), so
dass es in fruhen NK-Zell-Vorlaufern den distalen Promotor aktiveren konnte. Es ist

auch bei der Analyse der KIR-Promotoren ein unterschiedliches Verhalten der YT-
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Indy Zelllinie im Vergleich zu NK3.3 bzw. primaren NK-Zellen bekannt (Trompeter,
2005).

Die in der vorliegenden Arbeit identifizierte stromaufwarts aktivierende Sequenz
(SAS) ist kein eigenstandiger Promotorbereich, sondern kann ihre Aktivitdt nur in
Verbindung mit einem Promotorbereich des distalen Promotors, speziell des
getesteten 3’ Endes vom 26 bp Fragment, entfalten. Aber die SAS ist kein Enhancer
im eigentlichen Sinne, da er nicht richtungsneutral auf jeden benachbarten Promotor
wirkt (Mueller, 1988) und im Fusionsfragment mit dem 163 bp Konstrukt des
proximalen Promotors zu keiner Aktivitatserhohung fuhrte. Es stellt sich die Frage
nach dem eigentlichen Transkriptionsfaktor, der hier seine Wirkung entfaltet bzw.
nach dem Inhibitor, der 10 bp stromaufwarts diese Aktivitat schon wieder unterdrickt.
Die SAS liegt direkt am 3’ Ende einer LINE-Sequenz, einem Transposon, das sowohl
in Promotorbereichen als auch proteincodierenden Sequenzen von Genen gefunden
werden kann. Durch seine mobile Fahigkeit kann es sowohl die befallenen Gene
ausschalten (Han, 2004), als auch Teilsequenzen des alten Integrationsort mit in den
neuen einfigen (Esnault, 2000). Es kann aber auch nicht ausgeschlossen werden,
dass dieser Bereich im NKG2A Gen, ahnlich wie fir die TATA-Box beschrieben

(Sewack, 2001), durch Verschiebung des Nucleosoms reguliert werden konnte.

Der Sequenzvergleich fur den distalen Promotor mit den wichtigen GATA-
Bindungsstellen (GATA2 und GATA1) zeigt im Vergleich von humanen NKG2A mit
NKG2C bzw. NKG2E, dass zwar die Sequenzbereiche sehr homolog sind, sich die
GATA-Bindungsstellen jedoch durch einen Basenaustausch unterscheiden. Hier sind
NKG2C und NKG2E sich ahnlicher. Das gleiche Bild zeigt sich auch fur das 26 bp
und 45 bp Fragment, die eigenstandige Promotoraktivitat aufwiesen. In wie weit
diese Sequenzen Einfluss auf die jeweiligen Gene haben konnten sei dahingestellt,
da es zur Zeit keine detaillierte Promotoranalyse fur NKG2C und NKG2E gibt. Der
Vergleich des distalen Promotors vom humanen NKG2A mit dem murinen
Sequenzbereich zeigte, dass sie nur geringe Homologien aufweisen. Es ist zu
vermuten, dass trotz sehr ahnlichem Expressionsmuster des Rezeptors (Vance,
2002), eine Aminosauresequenz Homologie von 45 % und der Spleissvariante
(NKG2B), welche die Schaftregion betrifft (Lohwasser, 1999), die Regulation der
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Gene durch ahnliche, aber doch unterschiedliche Faktoren bestimmt wird. Allgemein
scheint das humane CD94 Gen (Lieto, 2003) dem murinen (Wilhelm, 2003)
ahnlicher zu sein als das NKG2A Gen, was sich in der Promotorstruktur mit zwei
Promotoren, die CAAT- und TATA-Box unabhangig arbeiten, widerspiegelt (Lieto,
2003).

5.2 Identifikation eines zweiten, proximal gelegenen, TATA-abhdngigen

Promotors

Der in dieser Arbeit erstmals identifizierte proximale Promotor zeigte starkere
Aktivitat als der distale Promotor und steht damit in Korrelation mit den
Auswertungen der Transkriptanalyse, die zeigen, dass grundsatzlich in diesen Zellen
mehr kurze Transkripte vom proximalen Promotor als lange vom distalen Promotor
vorliegen. Der proximale Promotor ist ein klassischer TATA-Box-abhangiger
Promotor, der die Transkriptinitiation nur an zwei Stellen erlaubt (Plougastel; 1998),
was auf die startpunktpositionierende Wirkung der TATA-Box zurlckzufuhren ist
(Martinez, 1994). Eine Analyse von zwei TATA-Boxen, von denen TATA-Box 1
schon als putative TATA-Box publiziert wurde (Plougastel, 1998), zeigte, dass nur die
hier in dieser Arbeit identifizierte TATA-Box 2 einen Einfluss auf die Promotoraktivitat
hatte. Eine sukzessive Fragmentverkirzung zog eine allmahliche Verringerung der
Luziferaseaktivitat nach sich, es konnte keine Transkriptionsfaktor Bindungsstelle
identifiziert werden, die einen totalen Aktivitatsverlust zur Folge hatten. Die einzige
auf den proximalen Promotor regulatorisch wirkende Sequenz konnte im Intron 2
gefunden werden, welche die Promotoraktivitat erheblich reduzieren konnte, im
Gegensatz zum Exon 2, welches keinen Einfluss auf den proximalen Promotor zu
haben scheint. Es sind sowohl fur Exons als auch Introns sowohl Aktivatoren als
auch Silencer beschrieben, die, auch richtungsspezifisch, den vorgelagerten
Promotor beeinflussen kdénnen (LeHir, 2003; Youn, 2001). Wahrend das Exon 2
keinerlei Wirkung auf die Promotoraktivitat auslbte, kann die inhibierende Wirkung
des Intron 2 durch einen potentiell vorhandenen intronischen Silencer begrindet
sein. FUr das humane CD21 Gen ist im ersten Intron ein Zelltyp-spezifischer

Silencer/Enhancer Bereich  beschrieben, der Chromatinstruktur-abhangig und
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spezifisch den Promotor regulieren kann (Komplement Rezeptor Typ 2; Zabel,
2000).

Der Sequenzvergleich fur den proximalen Promotor mit der wichtigen TATA-Box
zeigt im Vergleich von NKG2A mit NKG2C bzw. NKG2E, dass zwar die
Sequenzbereiche fur die ersten 70 bp recht homolog sind, doch in NKG2C und
NKG2E erfolgte eine Schwachung der TATA-Box durch einen Basenaustausch. Der
Ubrige Sequenzbereich weist schon geringere Homologie auf. Der Vergleich der
Sequenzen des proximalen Promotors vom humanen NKG2A Gen mit dem murinen

Gen zeigt, dass hier sehr grol3e Sequenzunterschiede vorliegen.

5.3 Das NKG2A-Modell — ein duales Promotorsystem

Es stellt sich die Frage, warum das humane NKG2A Gen uUber zwei Promotoren
verfugt. Aus den Promotordaten geht hervor, dass die Fragmente des proximalen
Promotors in allen getesteten Zelllinien und primaren Zellen, trotz unterschiedlicher
absoluter Luziferasehdhen, doch gleiche Aktivitatsmuster aufweisen, wobei beide
Promotoren jeweils auch gleichzeitig Aktivitat zeigen. Es liegt also weder
Gewebespezifizitat noch Differenzierungsspezifizitat vor, bei der jeweils
ausschlieflich einer der Promotoren aktiv ist. Bei gleichzeitiger Aktivitat scheint aber
der distale Promotor einer komplexeren Regulation zu unterliegen, der proximale
nicht oder nur unter bestimmten Bedingungen (Intron 2; Zytokinstimulation). Stellt
man die Promotordaten den Transkriptanalysen gegenuber, so fallt auf, dass zwar
die langen Transkripte in den T-Zellen (CD4" und CDS8") dominieren, die
Aktivitatsmuster der Promotoranalyse in NK3.3 und Jurkat aber ahnlich sind. Wenn
es also gewebsspezifische, regulatorische Sequenzen gabe, mussten sie im distalen

Promotorbereich zu finden sein.

Die NKG2A Expression scheint ein fester Bestandteil des NK-Zell-
Differenzierungsprogramms zu sein, da es verhindert, dass reifende NK-Zellen
normale Zellen toten. Es 10st wahrscheinlich das 2B4 (CD244) ab, das schon fruh

wahrend der Entwicklung auf CD34" Stammzellen exprimiert wird und mit
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zunehmender NK-Zell-Differenzierung einen Funktionswechsel vom inhibierenden
zum aktivierenden Rezeptor vollzieht (Speiser, 2001; Chuang, 2001). In CD4"
Helferzellen und CD8" zytotoxischen T-Zellen ist die NKG2A Expression nur zu
einem bestimmten Zeitpunkt (naive T-Zellen) induzierbar und auf eine kleine
Subpopulation beschrankt. Hier scheint die Expression komplexer reguliert zu sein

als in NK-Zellen, wenn sie nicht sogar durch andere Faktoren reguliert wird.

Ein duales Promotorsystem mit nichttranslatierten Exons ist fur die Gene im NK-Zell-
Cluster nicht selten. Neben dem humanen und murinen CD94 Promotor (Lieto, 2003;
Wilhelm, 2003) weisen auch das murine NKRP1C Gen (Ljutic, 2003) und die Ly49
Familie mindestens zwei, meist Zelltyp-spezifisch regulierte Promotoren auf. Fur
letzteres Gen bzw. Genfamilie ist sogar ein dritter Promotor beschrieben, der
ausschliellich in fetalen NK-Zellen oder Thymozyten und auch im Knochenmark
aktiv ist (Ljutic, 2003; Saleh, 2002). Es scheint also, dass ein ,Initiatorpromotor® seine
Aktivitat, differenzierungsabhangig, auf die stromabwarts gelegenen Promotoren
Ubertragt. Die NKG2A Transkriptanalyse von, auf OP-9 kokultivierten, CD34"
Stammzellen zeigt ebenfalls eine Dominanz der Transkripte, die vom distalen
Promotor stammen. In reifen NK-Zellen liegt aber die Hauptaktivitat im proximalen
Promotor, was sowohl durch die Transkriptanalyse als auch die Promotoranalyse
untermauert wird. Auch die in T-Zellen, sowohl bei CD4" Helferzellen als auch CD8"
zytotoxischen T-Zellen, induzierte NKG2A Expression wird praferenziell vom distalen
Promotor initiiert, ein Hinweis darauf, dass die Induktion am distalen Promotor
beginnt, aber die Hauptaktivitat langfristig (in NK-Zellen) vom proximalen Promotor
Ubernommen wird. Da die Transkripte vom proximalen Promotor kirrzer sind, kdnnten
sie zwar schneller produziert, aber auch wieder abgebaut werden. Dies wirde den
NK-Zellen ermoglichen, relativ schneller und feiner die NKG2A Expression zu
regulieren als die T-Zellen. Es ware aber auch denkbar, dass die Transkriptaktivitat
des distalen Promotors die Aktivitat des proximalen Promotors erst ermdglicht, da er
initial die Nucleosomen nach der Transkription verschiebt und so eine offene
Chromatinstruktur verursacht. Es ist auch denkbar, dass der distale Promotor den
Genabschnitt durch seine Aktivitat kontinuierlich offenhalt, damit der proximale
Promotor arbeiten kann. Dies wird durch die Publikation von Marusina et al. (2005)

unterstitzt, die zeigt, dass vor dem Exon 1 ein DNase-I-sensitiver Bereich (DHSI) in
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der NKG2A exprimierenden NKL Zelllinie zu finden ist, die den distalen Promotor
beinhaltet. Es ist fur den murinen Th2 Genlocus (IL-4/IL-13) gezeigt worden, dass
GATA-3 hier einen DNase-l-sensitiven Bereich  durch seine Chromatin-struktur
verandernde Aktivitat schafft (Takemoto, 2002). Im humanen CD8 Genkomplex fallen
sogar GATA-3 Bindungsstelle, DHSI und eine Matrix-Anheftungsregion (matrix
association region, MAR) in einem Sequenzbereich zusammen. Eine Matrix
Anheftungsregion verankert die Chromatinschleifen der Kernmatrix und ist
Ausgangspunkt fir Anderungen in der Chromatindichte (Kieffer, 2002). Auch der
bereits erwahnte NKR-P1C Locus zeichnet sich durch eine DHSI vor dem

differenzierungsspezifischen dritten Promotor (fetal) aus (Ljutic, 2003).

Der distale NKG2A Promotor sorgt in der frihen Entwicklungsphase der NK-Zelle
daflr, dass frihzeitig und ausreichend NKG2A Transkript produziert wird, damit die
NK-Zelle inhibitorische Signale empfangen kann. Langfristig Ubernimmt der
proximale Promotor die Hauptaktivitat, doch durch Zytokininduktion kdnnen sowohl
der distale als auch der proximale Promotor hochreguliert werden. Die
unterschiedliche Sensitivitat der Promotoren fur unterschiedliche Zytokine kdnnte
Ausdruck der Fahigkeit sein, auf unterschiedliche Zytokingemische mit abgestufter
NKG2A Expressionsstarke zu reagieren. Doch bleibt die Frage offen, ob die Zytokine
direkt die Promotoren beeinflussen oder vielleicht doch indirekt die unterschiedlich
langen Transkripte Ziel der Regulation sein konnten. Wird die Transkriptmenge
vielleicht nicht durch die Promotorstarke, sondern auf Transkriptebene reguliert? Die
langeren Transkripte, die vor dem Exon 1 initieren, konnten Angriffspunkt
regulatorischer Faktoren sein, welche die mRNA stabilisieren (Chen, 2000), oder
einfach durch ihre Lange stabiler sein als die kurzen. Eine Studie, die NKG2
Expressionsmuster von NK-Zell-Klonen miteinander verglichen hat, zeigt, dass die
MmRNA mit der Oberflachenexpression klar Kkorreliert, aber die absolute
Transkriptmenge von NKG2A von Zellklon zu Zellklon stark variieren kann. Es konnte
lediglich ein konstantes Verhaltnis zwischen NKG2A und der Spleissvariante NKG2B

nachgewiesen werden (Brostjan, 2002).

Das untranslatierte Exon 1 weist eine interne Ribosom Erkennungssequenz (internal

ribosome entry site; IRES) auf, die es den langen NKG2A Transkripten ermdoglicht
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Uber Cap-unabhangige Mechanismen translatiert zu werden, wenn die Cap-
abhangige Translation z.B. infolge von Virusinfektionen oder Hitzeschock-Induktion
blockiert sein sollte (Pozner, 2000). Die Aktivitat des distalen Promotors kdnnte also
die NKG2A Expression im Falle einer Virusinfektion sichern, so dass die NK-Zelle,

trotz Infektion, inhibitorische Signale empfangen kann.

Die Analysen von NKG2A und seiner wichtigsten Spleissvariante NKG2B zeigen,
dass dieses Verhaltnis nicht mit dem der Transkriptpopulationen korreliert. Sobald
NKG2A Transkript produziert wird, ist auch NKG2B vorhanden, dies kdnnte ein
weiterer  Sicherungsmechanismus sein. Fur das murine Ly49A ist ein
Regulationsmechanismus beschrieben worden, nach dem Ly49A Rezeptoren nicht
nur mit den Liganden auf einer Targetzelle (,trans®) interagieren kénnen, sondern
auch mit den Liganden auf der eigenen Zelle (,cis), es wird als
Regulationsmechanismus diskutiert, der die Aktivierungsempfindlichkeit betrifft
(Doucey, 2004). Da im NKG2B die Schaftregion (Exon 4) fehlt, sollte
dementsprechend der Rezeptor kirzer sein als das NKG2A-Molekul. Wahrend
NKG2A sowohl als Trans-Rezeptor als auch als Cis-Rezeptor fungieren kénnte, hatte
NKG2B nur eingeschrankte Bindungsfreiheit und konnte nur als Trans-Rezeptor
arbeiten. Es stunde somit auch bei eigener Hochregulation des NKG2A-Liganden
(HLA-E) immer noch der NKG2B Rezeptor fur die Inhibition durch die
targetzelleigenen HLA-E Moleklle zur Verflgung. Alternativ konnte das Fehlen der
Schaftregion, die Ziel von Glykosylierungen (Moody, 2001; Mason, 2003) ist, ein
anderes Ligandenspektrum abdecken (HLA-E gegen HLA-G; Perez-Villar, 1997).

5.4 Induktion der de novo Expression von NKG2A auf T-Zellen durch Zytokine

In dieser Arbeit konnte nach modifizierten Protokollen von Romero et al. (2001) und
Mingari et al. (1998) jeweils NKG2A auf CD4" Helferzellen und zytotoxischen CD8"
T-Zellen induziert werden, wobei sich TGF-$ fir beide Populationen als am besten
erwies und IL-10 vornehmlich eine Induktion auf CD4" Helferzellen induzierte. Die
Induktionsstarken entsprachen den zu erwarteten GroRRen. Eine Wirkung von IL-15

auf CD4" Helferzellen oder zytotoxische CD8" T-Zellen allein konnte nicht beobachtet

152



Diskussion

werden, jedoch ein leichter Synergie-Effekt zusammen mit TGF-B. Der Versuch, eine
erfolgreiche NKG2A Induktionsmethode von primaren CD4 T-Zellen auf die Jurkat T-
Zelllinie zu Ubertragen, um ggf. ein Modell fir die NKG2A Induktion zu haben, schlug
fehl. Dies spricht dafur, dass NKG2A nur auf speziellen T-Zellsubtypen zu einem
bestimmten Zeitpunkt der Entwicklung induziert werden kann. Es hat sich gezeigt,
dass NKG2A vornehmlich auf murinen Th1-Zellen exprimiert wird (Hartt- Meyers,
2002), auch Th1-polarisierte humane NK-Zellen weisen eine hdhere NKG2A
Expression auf (Aktas, 2005). Dies kann normale regulatorische Grinde haben, um
eine bei einer Immunantwort aktivierte Zelle durch NKG2A Induktion wieder herunter
zu regulieren (Romero 2001) bzw. eine andere Immunantwort zu provozieren (von
Th1 zu Th2; Jinushi, 2004) oder, im Falle einer Tumorzelle, ein Unterwandern des
Immunsystems ermoglichen, um der Zerstorung durch NKG2A exprimierende Zellen
zu entkommen (Zhang, 2005).

Die bei der NKG2A Induktion erzielten Ergebnisse werden durch die Publikation von
Guerra (1999) unterstutzt, die zeigen konnte, dass NKG2A auf allogen stimulierten
CD8" T-Zellen durch TGF-B, nicht jedoch durch IL-15 induziert werden konnte. Und
beide Zytokine konnten kein NKG2A auf CD4" Helferzellen induzierten. Diese
Diskrepanz wird malgeblich durch unterschiedliche Zellauswahl begrindet, wobei
indirekte Effekte, z.B. durch die Zytokinproduktion von Stimulatorzellen, nicht
ausgeschlossen werden. Allgemein scheint die Induktion von NKG2A auf T-Zellen
ein sehr spezifischer Mechanismus zu sein, der malRgeblich von der Zellauswahl -
gesamt MNC Population (Guerra, 1999; Mingari, 1998), intraepitheliale Lymphozyten
(Jabri, 2000), GCS-F mobilisierte T-Zellen (Tanka, 2000) und der definierten
Stimulationsweise (SEB, a-CD3-Ak, allogene MNC, CD14" Monozyten) abhangt. Es
scheint aber, dass ein TCR-Stimulus die NKG2A Expression induziert, wahrend die
Zytokinzugabe lediglich den Rezeptor hochzuregulieren vermag (Ortega, 2004;
Guerra, 1999). Es gibt die Theorie (Jabri, 2002), nach der CD94 in T-Zellen in TCR-
unabhangiger Weise durch IL-15 induziert werden kann, und nur die NKG2A
Expression TCR-abhangig verlauft. Die Induktion beginnt mit CD94 als Homodimer
mit geringer Oberflachenexpression (CD94°Y/NKG2A’) und geht nach NKG2A-
Induktion als Heterodimer mit hoher Oberflichenexpression (CD94°""/NKG2A")
hervor. Die Regulation von NKG2A |auft also als negative Feedback-Schleife mit der

TCR-Stimulation einher. Das Gegenteil wird in einer Publikation von Derre (2002)

153



Diskussion

behauptet, die zeigen kann, dass allein IL-12 NKG2A induzieren kann, wohingegen
die TCR-Stimulation diesen Effekt potenziert, da sie die Expression des IL-12
Rezeptors fordert. Experimentell wurden indirekte Effekte durch a-IFN-y und a-IL-15
Antikorper ausgeschlossen. In dieser Publikation wird aber mit der positiven
Selektion der CD8 T-Zellen gearbeitet, deren stimulatorischer Effekt nicht zu
unterschatzen ist. Es darf auch nicht auler Acht gelassen werden, dass gerade im
Bezug auf durchflusszytometrische Analysen der Effekt nicht unbedingt direkt
NKG2A betreffen muss, sondern auch CD94, ohne das NKG2A nicht auf der
Oberflache erscheinen kann. Im Speziellen ist fur die Oberflachenexpression bzw.
Regulation von CD94/NKG2A auf NK-Zellen beschrieben, dass es unabhangig von
der Rezeptorvernetzung internalisiert wird, und eher einem Rezeptorrecycling
unterworfen ist. Auch scheint der Transport des NKG2A, uber Glykosylierung und
Disulfidbrickenbindung mit CD94 im ER, und Transport zur Zelloberflache ein
anderer zu sein als z.B. der des NKG2C (endozytischer Transport, DAP-12
abhangige Oberflachenexpression; Borrego, 2002; LaBonte, 2004; Lanier, 1998). Es
gibt Zelltyp-spezifische Regulationsmechanismen, so weisen zwar alle NK-Zellen
Oberflachenexpression von NKG2A auf (Brostjan, 2002), wohingegen dies nur bei
wenigen T-Zellen der Fall ist. Fir eine besondere Subpopulation von T-Zellen
(invariante yd T-Zellen) ist sogar eine stimulationsinduzierte Translokation von
intrazellular praformierten CD94/NKG2A Molekullen beschrieben (Boullier, 1998).

Interessanterweise ist fur das humane CD94 Gen gezeigt, dass es ebenfalls Uber ein
duales Promotorsystem arbeitet, bei dem ein konstitutiver, proximaler Promotor
durch einen IL-2 und IL-15 induzierbaren Promotor unterstitzt wird (Lieto, 2003). In
beiden Promotoren konnte eine verschachtelte Interferon-y-aktivierte Sequenz und
eine Ets-Bindungssequenz identifiziert werden. Das Expressionsverhalten von CD9%4
auf T-Zellen, wie oben beschrieben, drangt die Frage nach einer mdoglichen
coordinierten Induktion bzw. Regulation der beiden Rezeptoren auf. Es konnte aber
weder im distalen noch im proximalen NKG2A Promotor eine GAS/EBS (gamma
interferon activated sequence/ets binding site) Sequenz identifiziert werden. Eine
kirzlich erschiene Publikation zeigt, dass NKG2A auf NK-Zelllinien sowie primaren
NK-Zellen durch IFN-y Stimulation hochreguliert werden kann, wobei IFN-o das

Gegenteil bewirkt (Zhang, 2005). Es konnten dadurch im NKG2A Promotorsystem
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Sequenzmotive vorhanden sein, die bei einer IFN-y Stimulation neben der

Expressionserhdhung von CD94 auch die NKG2A Erhdhung ermdglichen.

5.5 Modulation der NKG2A Expression auf NK-Zellen durch Zytokine

Bei den Stimulationsversuchen von primaren NK-Zellen wurde eine IL-2 stimulierte
Kontrolle mitgefuhrt. Wie aus den Transkriptanalysen priméarer, expandierter NK-
Zellen deutlich wird, scheint vor allem eine Stimulation mit IL-10, IL-15 und TGF-
eine Erhdhung der Transkriptmenge zur Folge zu haben. Wahrend IL-10 die Menge
der langen Transkripte erhohte, waren es bei IL-15 und TGF-f die kurzen
Transkripte. Es ist erstaunlich, dass die Inkubation mit IL-12 zu keiner Anderung der
Transkriptmenge bzw. der Transkriptzusammensetzung gefiihrt hat, da doch seine
NKG2A-induzierende Wirkung auf NK-Zellen beschrieben worden ist (Draghi, 2004).
Eine mdgliche Erklarung ware, dass die Induktion der de novo Expression von
NKG2A (z.B. auf T-Zellen) auf andere Weise reguliert wird als die Modulation der
NKG2A Expression auf NKG2A-positiven Zellen (z.B. auf NK-Zellen). Die
Experimente mit T-Zellen konnten ein Hinweis dafur sein, dass eine Induktion durch
die TCR-Stimulation induziert werden kann, eine Hochregulation allerdings erst durch
Zytokinstimulation (Ortega, 2004; Romero, 2001; Tanaka, 2000; Guerra, 1999). Dies
wlrde die nicht erfolgte Transkripthochregulation durch IL-12 erklaren. Vergleicht
man diese kurzfristigen Anderungen in primaren NK-Zellen (Transkriptanalyse) mit
den langfristigen Anderungen (FACS-Analyse), nach 13-tagiger Inkubation, so fallt
auf, das die Zytokine weniger eine induzierende Wirkung, bezogen auf den
prozentual Anteil NKG2A-positiver Zellen (in %) hatten, als viel mehr die
Rezeptordichte (in MFI) erhdhten. Dabei zeigte sich, dass die IL-15 Stimulation die
hochste Rezeptordichte zur Folge hatte, wahrend IL-10 eine Erhohung und TGF-§
eine Verringerung der Rezeptordichte verursachten. Letzteres spricht wieder fur eine
Unterscheidung in kurzfristige und langfristige zytokininduzierte Effekte. In T-Zellen
dominieren, im Gegensatz zu NK-Zellen, die langen NKG2A Transkripte, auch bei
der Regulation durch Zytokinstimulation scheint es ahnliche Mechanismen, z.B. mit
TGF-B, aber auch Unterschiede, z.B. mit den proinflammatorischen Zytokinen TNF-

a, IL-1B und IL-6, zu geben.
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Bisher konnte keine Veranderung der NKG2A Expression in den NK-Zelllinien NKL
und NK92 festgestellt werden (Brostjan, 2000). Dies lasst sich dadurch erklaren,
dass die Inkubationszeit von 5 h mit den getesteten Zytokinen zu kurz gewesen sein
konnte. Es wurden deshalb in der vorliegenden Arbeit expandierte, primare NK-

Zellen verwendet, die Uber 24 h mit den jeweiligen Zytokinen kultiviert worden sind.

In einer erst kurzlich publizierten Arbeit konnten die gegensatzlichen Effekte von IFN-
vy und IFN-a auf die Regulation von NKG2D und NKG2A analysiert werden. |FN-y
inhibierte die NK-Zell-Aktivitat, indem es die NKG2A Expression hoch- und NKG2D
Expression herunterregulierte. Funktionelle Analysen mit Liganden exprimierenden
Tumorzellen (HLA-E fir NKG2A bzw. MICA flir NKG2D) zeigten, dass diese Zytokine
so die Balance zwischen inhibierenden und aktivierenden Rezeptoren verandern
konnten (Zhang, 2005). Eine fruhere Arbeit zeigt aber, dass IFN-a die NKG2A
Expression nicht herunter, sondern heraufreguliert (Mori, 1998), mdgliche Erklarung
fur diesen Effekt waren die unterschiedlich langen Stimulationszeiten (5 h zu 48 h).
Wahrend aber keine verschachtelte GAS/EBS Sequenz, wie fir die beiden CD94
Promotoren publiziert, in den Promotorbereichen des NKG2A Gens gefunden werden
konnte, sind im proximalen Promotor Sequenzmotive zu finden, die fir IFN-y und
IFN-o. Bindungselemente typisch sind. Die Signaltransduktion von IFN-y verlauft
Uber STAT-1 und bindet an ein GAS (gamma interferon activated sequence) Element
mit der Konsensussequenz ,TTNCNNNAA® die Signaltransduktion von IFN-a
verlauft ebenfalls Uber STAT-1, bindet jedoch an eine ISRE (IFN stimulated response
element) mit der Konsensussequenz ,GAAAN(N)GAAA“ (Goodbourn, 2000). Im
proximalen Promotor liegt ein GAS im 5’ Bereich des 164 bp Fragments, wobei die
erste ,GAAA" nicht mehr im Fragment und die zweite ,GAAA®“ Sequenz 6 bp
stromabwarts liegt. Die 5 gelegene ,GAAA" Sequenz schliet als die
vorangegangene ISRE Sequenz ab, anstelle eines C steht hier allerdings ein A. Im
distalen Promotorbereich findet sich weder eine GAS noch eine ISRE, aber im
Bereich hinter dem nichttranslatierten Exon 1 gibt es eine, exakt der
Konsensussequenz entsprechende, ISRE gefolgt von einer GAS, weiter
stromabwarts finden sich noch zwei ca. 50 bp auseinanderliegende GAS. Dies
konnten Anhaltspunkte dafur sein, dass NKG2A doch zusammen mit dem CD94 Gen

reguliert werden kénnte, da eine GAS/EBS zwar in beiden CD94 Promotoren, nicht
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jedoch im NKG2A Gen gefunden werden konnte. AuRerdem ermoglicht die
Identifizierung dieser Sequenzmotive eine detaillierte Untersuchung der NKG2A
Regulation, da man jetzt Agonist (IFN-a) und Antagonist (IFN-y) kennt, und die
funktionelle Bedeutung, namlich die Verschiebung der Balance zwischen
aktivierenden (NKG2D) und inhibierenden (NKG2A) Rezeptoren, klar wird (Zhang,
2005).

5.6 Keine klassisch epigenetische Regulation des NKG2A Gens

Wahrend Gene wie CD21 oder auch murine Mitglieder der NKRP-Familie (Gays,
2000) sowohl durch AZA (Demethylierung) als auch TSA Behandlung
(Histonacetylierung) induziert werden kénnen, beschrankte sich die KIR-Induktion auf
die Demethylierung mit AZA (Santourlidis, 2002). Die initialen NKG2A
Induktionsexperimente mit der NK-Zelllinie YT schienen erfolgversprechend zu sein,
stellten sich im Hinblick auf spatere Experimente mit primaren NK- und T-Zellen
jedoch als Zelllinien-spezifischer Effekt heraus. Dieser Effekt scheint die
Expressionsfahigkeit von NKG2A auf der Zelloberflache zu beeinflussen, da sowonhl
CD94 als auch NKG2A mRNA in YT vorhanden sind, und NKG2A als unreifes
Molekul im Golgi-Apparat vorliegt (Brooks, 1997). Es konnte fur eine YT-Sublinie
(YT-Indy), die keine CD94 mRNA aufweist, gezeigt werden, dass eine Transfektion
mit CD94 zwar eine Oberflachenexpression von NKG2A induziert, ohne jedoch
funktionell eine Wirkung zu haben, d.h. die Targetzellen wurden nach wie vor lysiert
(Chua, 2002). Da eine AZA und TSA Stimulation auch keine CD94 mRNA
Expression induzieren konnte, wie in einer Publikation tGber den humanen CD94

Promotor vermutet (Lieto, 2003), scheiden direkte Effekte aus.

AZA als auch TSA Stimulation hatten ebenfalls keinen Einfluss auf die
Oberflachenexpression der anderen Familienmitglieder von NKG2A: Weder fur
NKG2C noch fur NKG2D konnte eine Induktion beobachtet werden, das Gegenteil
war der Fall, sie wurden eher vermindert. Auch die Erhdhung der Rezeptordichte von
NKG2A, NKG2C und NKG2D scheint weniger auf direkte Effekte als auf
unspezifische Regulation zurickzufihren sein. Wie auch die Transkriptanalyse der

stimulierten NK-Zelllinie NK3.3 zeigt, fuhrt die Stimulation eher zur Reduktion der

157



Diskussion

NKG2A Transkripte. Eine Erklarung hierfir kdnnten indirekte Effekte sein. So
konnten inhibitorische Faktoren wie Transkriptionsfaktoren induziert bzw.
aktivierende Faktoren reduziert worden sein. Ahnliche Effekte konnten vor allem mit
TSA-Stimulation beobachtet werden. So kann TSA die CD154 und IL-10 Expression
herunter und die IFN-y Produktion hoch regulieren (Mishra, 2001) oder die
Expression von Transkriptionsfaktoren wie c-Myc (Rascle, 2003) und PU.1 (Laribee,

2001) verringern.

5.7 Zelltyp- und Speziesspezifizitat der NKG2A Regulation

Erstaunlicherweise wiesen alle Fragmente des distalen und proximalen Promotors
nicht nur in NK-Zellen, sondern auch in nicht-lymphoiden Zellen bzw. sogar in
murinen Zellen Aktivitat auf. Es konnte durch den Vergleich der Nucleofection mit der
JetPEI-Transfektion bzw. der Nucleofection von NK-Zelllinien und primaren NK-
Zellen eine methodische Ursache hierfir ausgeschlossen werden. Dies lasst
vermuten, dass fur die Promotoraktivitat keine Zell- bzw. Spezies-spezifischen
Transkriptionsfaktoren bendtigt werden. Es ware mdglich, dass in murinen Zellen
Faktoren die Aktivitat bestimmen, die konserviert im murinen wie auch im humanen
System vorkommen. Es konnte sich aber auch um eine unspezifische Aktivitat
handeln, die hier artifizielle Daten liefert. Wenn also fur die Aktivitdt der NKG2A
Promotoren keine spezifischen Faktoren bendtigt werden, werden sie von ubiquitar
vorkommenden Faktoren reguliert. Eine Moglichkeit hier regulatorisch aktiv zu
werden, ist Uber epigenetische Modifikationen, welche die Chromatindichte bzw. den
Zugang zu den Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen beeinflussen. Unter den hier
gewahlten Bedingungen ist ein Einfluss von Histonproteinen auf den pGL3-Vektor
ausgeschlossen, es kdnnten sich zwar Histonproteine einlagern, aber deren Struktur
und Moglichkeiten sind nicht mit der in vitro Nucleosomstruktur vergleichbar (Reeves,
1985). Aus den ChIP-Daten geht hervor, dass die NKG2A exprimierende NK-Zelllinie
NK3.3 einen offenen, mit einem hohen Acetylierungsgrad versehenen,
Promotorbereich aufweist, wahrend die NKG2A-negative T-Zelllinie Jurkat eine
reduzierte  Histonacetylierung und L88/5 einen nahezu geschlossenen

Promotorbereich aufweisen. Da sowohl die Behandlung mit dem demethylierenden
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Agenz AZA als auch mit dem Histondeacetylaseinhibitor Trichostatin A keine NKG2A
Expression induzieren konnte, kdnnten andere Modifikationen hierfur verantwortlich
sein. Man muss bedenken, dass nur AZA- bzw. TSA-sensitive Gene direkt auf die
Stimulation reagieren, aber in anderen Fallen kann die Regulation auch komplexer
sein. Aber es gibt weitere Maoglichkeiten, um epigenetischen Einfluss auf die
Nucleosomstruktur zu nehmen (Brostjan, 2000). So konnen bestimmte
Transkriptionsfaktoren wie Fos/Jun (AP-1) sich ihren Zugang zur ihrer spezifischen
Sequenz erzwingen, indem sie das betreffende Nucleosom verdrangen (Ng, 1997).
Meist reicht aber schon ein Gleiten des Nucleosoms um einige Basenpaare, um
entweder die Sequenz in den nicht blockierten Bereich zweier Nucleosomen zu
bringen (Nucleosomenshift) bzw. mit einer halben Drehung der DNA die Sequenz
von der geschutzten Innenlage des Nucleosoms zur exponierten Aul3enlage zu
bringen (,Rotationspositionierung®; Goriely, 2004). Fir Hefen wurde gezeigt, dass
eine Veranderung von 2-3 bp reicht, um einem TATA-Box-bindenden Protein den
Zugang zu ermaglichen (Martinez-Campa, 2004), ahnliche Effekte wurden auch im
humanen System bei einem hormonregulierten Promotor nachgewiesen (Sewack,
2001).

Fur den murinen IFN-y Promotor konnte gezeigt werden, dass er in NK-Zellen, im
Unterschied zu T-Zellen, nicht epigenetisch, in diesem Falle uUber Methylierung,
reguliert wird (Tato, 2004). Aufgrund ihres ,offenen Chromatinstatus
(Demethylierung, Histonacetylierung) kdnnen NK-Zellen nicht nur schneller [FN-y
produzieren, sondern dies auch proliferations- und AZA/TSA-unabhangig tun. Ein
ahnliches Bild zeigt die Induzierbarkeit von CD94/NKG2A auf NK- bzw. T-Zell-
Subpopulationen. Wahrend NKG2A auf NK-Zellen mit IL-12 innerhalb von wenigen
Stunden induziert werden kann (Draghi, 2004), benétigt die T-Zell-Stimulation mit
IL-12 (Derre, 2002) allein wie auch mit anderen Zytokinen (IL-10, TGF-$) und der
Stimulation Uber den TCR (SEB, a-CD3-Ak), einige Tage bis Wochen, bis man eine
effektive Induktion nachweisen zu kann (Romero, 2001; Bertone, 1999). Aber wie
konnte dies bei NKG2A funktionieren, wo sowohl durch Inkubation mit AZA als auch
durch Behandlung mit TSA weder CD94 noch NKG2A induziert werden konnte? Fur
den Humanen Immundefizienz Virus Typ | (HIV-1) Promotor konnte gezeigt werden,

dass er nicht Uber Histonacetylierung, sondern Uber die Positionsverlagerung der
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acetylierten Histone induziert wird (Nucleosomeshift; Kiefer, 2004). Es sind also
Histonacetylierung und Transkriptionsinduktion nicht zwangsweise miteinander
verknupft (Kiefer, 2004; Goriely, 2004). Fur den humanen IFN-B Promotor konnte
eine kaskadenartige Rekrutierung von chromatinmodifizierenden und generellen
Transkriptionsfaktoren beschrieben werden, wobei die Histonacetylierung des einen
Komplexes die Anlagerung des Nucleosomen-verschiebenden-Komplexes ermdéglicht
bzw. dessen Bindung stabilisiert und so dem Prainitiationskomplex den Zugang zur
TATA-Box ermdglicht (Agalioti, 2000). Eine solche chromatin-strukturverandernde
Aktivitat (Chromatinremodeling) konnte auch fur die Zytokine IL-2 (IFN-y; Bream,
2004), IL-12 (CD25; O’Sullivan, 2004), IL-15 (IL-12RB1; Musikacharoen, 2005) und
TGF-beta (Ten Dijke, 2000) gezeigt werden.

5.8 Spielt die Alu-Sequenz doch eine Rolle?

Alu-Sequenzen ahneln durch ihre Tandemdoppelstruktur den Transposons und ent-
halten alle die Erkennungssequenz des Alu-Restriktionsenzyms - daher der Name.

Fur die Alu-Sequenz konnte kein Einfluss auf die Promotoraktivitat bzw. —starke
ermittelt werden. Aber bei der Methylierungsstatus Analyse wies die NKG2A-positive
NK3.3 Zelllinie eine unmethylierte Alu-Sequenz auf, wahrend sie in der NKG2A-
negativen T-Zelllinie Jurkat komplett methyliert war. Die Versuche mit dem
demethylierenden Agenz AZA haben gezeigt, dass die Demethylierung keinen
Einfluss auf die NKG2A Expression hat, aber vielleicht bei der Abschaltung des
NKG2A Promotors. NK-Zellen, die KIR exprimieren, konnen auch NKG2A-negativ
sein (Draghi, 2004), und in T-Zellen kann mit zunehmender Reifung kein NKG2A
mehr induziert werden (Arlettaz, 2004). Eine weitere Maoglichkeit ware die
Abschaltung in NKG2C-positiven NK-Zellen (Cantoni, 1998), wobei eine mogliche
Induzierbarkeit inhibiert wird bzw. exprimiertes NKG2A herunterreguliert wird. Die
Methylierungsstatus Analysen sowie die ChIP-Daten der NKG2A exprimierenden
NK3.3 und der NKG2A-negativen Jurkat Zelllinie kdnnten hierfir ein Hinweise sein.
Im humanen CD8a Gen ist im T-Zell-spezifischen Enhancer des letzten Introns eine
Alu-Sequenz identifiziert worden (Hambor, 1993). Es ware ein Einfluss der Alu-

Sequenz denkbar, die zwar keinen Beitrag zur Basisaktivitat des Minimalpromotors
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lieferte, aber durch eine Smad-Bindungsstelle und weitere Bindungsstellen fur
Faktoren wie ETS (,GGAT"), SMAD (,AGAG®), STAT (,TTAA®), IRF (,TAAA®), AP-1
(,TGACA) und GATA-Bindungssequenzen (,GATA®) an der Zytokin-induzierten
Regulation des proximalen Promotors beteiligt sein konnte. Es ware auch maoglich,
dass die Alu-Sequenz hier die erwahnte Pufferfunktion zwischen den distalen und
proximalen Promotoren erflllt, wie es fur eine Alu-Sequenz beschrieben wurde
(Willoughby, 2000).
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Aufgabe dieser Arbeit war es, die Regulation des humanen NKG2A Gens zu
untersuchen, welches zusammen mit CD94 einen wichtigen, MHC-Klasse-I-
spezifischen, inhibitorischen Rezeptor auf NK-Zellen darstellt. Im Rahmen dieser
Arbeit konnten zwei Promotoren fir das NKG2A Gen identifiziert werden: Einen, in
dieser Arbeit erstmals beschriebenen, starkeren proximalen Promotor (5’ von Exon 2)
und einen schwacheren distalen Promotor (5 von Exon 1), der durch eine
stromaufwarts gelegene aktivierende Sequenz (SAS) verstarkt werden kann. Der
proximale Promotor arbeitet TATA-Box-abhangig, der distale weist keine klassischen
Promotorelemente auf, sondern besteht aus mehreren Bereichen sowohl
inhibitorischer als auch aktivierender Sequenzen. Es ergaben sich Hinweise, dass
hierbei der Transkriptionsfaktor GATA und/oder die SAS eine regulatorische Rolle
spielen. Die Minimalpromotoren waren sowohl in nicht-lymphozytaren als auch
murinen Zellen aktiv. Im Gegensatz dazu spielte die GATA-abhangige Regulation
des distalen Promotors nur in lymphozytaren Zellen (NK-, T- und B-Zelllinien) eine
Rolle, nicht aber in nicht-lymphozytaren Zellen (HelLa). Diese Ergebnisse waren
unabhdngig von der gewahlten Transfektionsmethode (Nucleofection™ und
JetPEI™) und konnten auch in primaren NK-Zellen reproduziert werden. Die
Analyse der Transkripte, die von den beiden Promotoren initiiert werden, ergab eine
Dominanz der kurzen Transkripte (proxmimaler Promotor) in reifen NK-Zellen,
wahrend lange Transkripte (distaler Promotor) sowohl in frihen Differenzierungs-
stadien von NK-Zellen als auch in reifen T-Zellen (CD4" und CD8") dominieren. Das
Verhaltnis der Transkripte war dabei auch abhangig von der Anwesenheit bestimmter
Zytokine wie z.B. IL-10 (Dominanz der langen Transkripte) und IL-15 (Dominanz der
kurzen Transkripte). Eine Analyse der epigenetischen Regulation ergab eine
Korrelation des Methylierungsmusters im 5 Bereich des NKG2A Gens mit der
Expression: Die NKG2A-positive NK3.3 NK-Zelllinie zeigte einen demethylierten, die
NKG2A-negative T-Zelllinie Jurkat einen methylierten Promotor. In gleicher Weise
zeigte die Analyse der Chromatinstruktur (Analyse der Histonmodifikationen) eine
offenen Promotor in der NK-Zelllinie und einen geschlossenen Promotor in Jurkat T-
Zellen. Interessanterweise konnte die Expression von NKG2A weder durch das

demethylierende Agenz AZA noch durch den Histondeacetylasehemmer TSA,
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induziert werden. Die hier erzielten Ergebnisse zeigen, dass die Expression des
NKG2A Gens durch zwei Promotoren gesteuert wird, die sowohl im Verlauf der NK-
Zellentwicklung als auch durch Zytokinstimulation differentiell reguliert werden. Die
hier gezeigte erstmalige Beschreibung des dynamischen Wechselspiels dieser
beiden Promotoren legt die Basis flr ein besseres Verstandnis der NKG2A
Regulation im Rahmen der NK-Zelltoleranzentwicklung und der NK-Zell-spezifischen

Immunantwort.
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8 ANHANG

8.1 Abkurzungen:

ADCC

APC
AZA
BSA
CD
CIAP
CT
CTL
DHS
DNMT
dNTP
DECTIN

DMSO
DNA
E. coli
EDTA
EBS
FACS

FCS
FITC
FSC
GAS
G-CSF

GVHD
GVL
HAT
HCMV
HDAC
HLA
g

IFN

IL
IPTG
IRES
ISRE
ITAM
ITIM
Jet
KIR
LAK
LCMV
LGL

antikdrperabhangige Zytotoxizitat (antibody-dependent cellular
cytotoxicity)

antigenprasentierende Zellen (antigen presenting cells)
5’-Aza-2’deoxycytidin

Bovines Serum Albumin

Differenzierungscluster (cluster of differentiation)

Alkalische Phosphatase (calf intestinal alkaline phosphatase)
Grenzzyklus (threshold cycle)

zellulare Zytotoxizitat (cellular cytotoxicity)
DNase-l-empfindliche Sequenz (DNase-I-hypersensitive site)
DNA-Methyltransferase

Desoxyribonucleosintriphosphat

Dendritische Zellen assoziiertes C-Typ Lektin (dendritic-cell-associated
C-type lectin)

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleinsaure

Escherichia coli

Ethylendiamintetraacetat

Ets-Bindungssequenz

Fluoreszenz-vermittelte Zellsortierung (Fluorescence-activated cell
sorting)

fetales Kalberserum (fetal calf serum)
Fuorescein-Isothiocyanat

vorwarts gerichtetes Streulicht (forward scatter)

Gamma Interferon aktivierte Sequenz

Granulozyten koloniestimulierender Faktor (granulocyte colony-
stimulating factor)

Spender gegen Empfanger Krankheit (graft-versus-host-disease)
Spender gegen Leukamie (graft-versus-leukemia)
Histonacetyl-Transferase

humanes Cytomegalievirus

Histondeacetylase

humanes Leukozytenantigen (human leukocyte antigen)
Immunglobulin

Interferon

Interleukin

Isopropyl-beta-D1-thiogalactopyranosid

Interne Ribosombindungssequenz (internal ribosome entry site)
IFN stimulated response element

immunoreceptor tyrosin-based activating motif
immunoreceptor tyrosin-based inhibiting motif

JetPEI Transfektion

killer cell immunoglobulin-like receptor

Lymphokin-aktivierte Killerzellen

Lymphozytares Choriomeningitis Virus

grol3e granulierte Lymphozyten (large granular lymphocytes)
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Line

min
MAR
MMLV
LM
LOX
MACS
MAFA
MLR
MHC
MIR

N-CAM
NCR
NKRP
NK-Zellen
Nuc
MICA
KLR
PBMC
PBS
PCR
PE

PEI
PHA
PMSF
RACE

RARE
rom
SAS
SCF
SEB
sec
SSC
TBE
TCR
TE
TGF
TNF
TSA
TSST
U
ULBPs
UTR
X-Gal

lange gestreute Nukleotidsequenzen (long inerspersed nucleotide
sequence)

Minuten

Matrix Anheftungsregion (matrix attachement region)

Moloney Murine Leukemia Virus

Listeria monocytogenes

Lipoprotein mit geringer Dichte (low density lipoprotein)
Magnet-vermittelte Zellisolation (magnet activated cell sorting)
Mastzellen-assoziiertes Funktionsantigen

Gemischte Lymphozytenreaktion (mixed lymphocyte reaction)
Haupthistokomatibilitdatskomplex (major histocompatibility complex)
Mammalia-spezifische, gestreute Wiederholungen (mammalian-wide
interspersed repeat)

Neurales Zelladhasionsmolekule (neural cell-adhesion molecule)
naturliche Zytotoxizitatsrezeptoren (natural cytotoxicity receptors)
NK-Zell-Rezeptorprotein

Naturliche Killerzellen

Nucleofection

MHC-Klasse-1-verwandtes Molekll A (MHC-class-I-chain-related)
Lektin-artige Rezeptoren (killer lectin-like receptor)

periphere mononukleare Zellen (peripheral blood mononuclear cells)
Phosphat-gepufferte Salzlosung (phosphat-buffered saline)
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
Phycoerythrin

Polyethylenimin

Phytohamagglutinin

Phenlymentylsulfonyl-Fluorid

schnelle Amplifizierung von cDNA Enden (rapid amplification of cDNA
ends)

Retinsaurerezeptor-Bindungselement (retinoic acid receptor element)
Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)

stromaufwarts aktivierende Sequenz

Stammzellfaktor (stem cell factor)

Staphylokokkus Enterotoxin B

Sekunden

seitwarts gerichtetes Streulicht (side scatter)

Tris-Borat-Puffer

T-Zell Rezeptor (T cell receptor)

Tris-EDTA-Puffer

Transformierender Wachstumsfaktor (transforming growth factor)
Tumor Nekrose Faktor

Trichostatin A

toxisches Schocksyndrom Toxin (toxic shock syndrome-toxin)
Einheit (unit)

U16-bindende Proteine (U16-binding proteins)

Nichttranslatierte Sequenz (nontranslated region)
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-Galactopyranosid
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