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ZUSAMMENFASSUNG

Der protozoische Parasit Theileria parva verursacht in weiten Teilen Ostafrikas eine
meist todlich endende Rinderkrankheit, die als 'East Coast fever' oder Theileriosis
bezeichnet wird. Der Parasit infiziert Rinderlymphozyten und induziert ein
unkontrolliertes Wachstum, das allein von der Anwesenheit des Parasiten abhingig ist.
Da die infizierten Lymphozyten als permanente immortalisierte Zellinien in Gewebe-
kultur gehalten werden konnen und typische Eigenschaften transformierter Zellen
zeigen, eignen sie sich zum Studium allgemeiner Mechanismen der Krebsentstehung.

Im ersten Teil der Arbeit wurde das Protoonkogen c-raf-1 untersucht. Mit einer
menschlichen DNA-Sonde wurden zunichst c-raf-1-Sequenzen des Rinds aus einer
genomischen Rindergenbank und einer Rinder-cDNA-Bank isoliert. Eine Teil-
sequenzierung der isolierten cDNA zeigte, daB das C-terminale Ende des c-raf-1-
Proteins von Rind und Mensch eine 100%ige Aminosdurehomologie aufweist und somit
im Laufe der Evolution hochkonserviert wurde. Die isolierte ¢cDNA wurde zur
Untersuchung der Transkription und der DNA-Organisation des c-raf-1-Gens in
theileriainfizierten Zellen eingesetzt. Mit Hilfe eines raf-spezifischen Antiserums wurde
die Expression des Proteins untersucht. Die Ergebnisse zeigten, daB dieses Gen bei
primdren Ereignissen der Transformation der Lymphozyten nicht beteiligt ist, da bei
den Untersuchungen auf DNA-, RNA- und Proteinebene keine signifikanten
Unterschiede zwischen infizierten und nichtinfizierten Zellen erhalten wurden.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden mit den c-raf-1-Sequenzen als DNA-Sonde Unter-
schiede im Methylierungsmuster der DNA infizierter und nichtinfizierter Zellen in
einem weiten Bereich um den c-raf-1-Genlocus (ca. 300kb) mittels selten schneidender
CpG-Restriktionsenzyme identifiziert. In diesem chromosomalen Bereich treten in der
DNA menschlicher Krebszellen hiufig Translokationen und Deletionen auf. Die Unter-
suchung des Methylierungsmusters zeigte, daB bei einer Klonierung von Zellen in
diesem Bereich vermehrt Demethylierungen auftreten. Unter normalen Kultur-
bedingungen waren in der DNA infizierter Zellen keine Demethylierungen, sondern de
novo Methylierungen nachweisbar. Durch eine in vitro Infektion von Rinder-
lymphozyten wurde festgestellt, dal die zusétzlichen Methylierungen erst zu einem
spiten Zeitpunkt nach der Infektion mit dem Parasiten auftraten. Dies zeigte, dafl die
Verdnderungen im Methylierungsmuster keine primdre Rolle bei der Transformation
der Lymphozyten mit dem Parasiten spielen. Um zu untersuchen, ob durch
Methylierungen iiberhaupt wichtige Zellfunktionen beeinfluBt werden kdnnen, wurden
kiinstlich Methylierungen entfernt. Es konnte gezeigt werden, daB eine wichtige
Eigenschaft normaler aktivierter Lymphozyten, ein direkter Zell-Zellkontakt,
vermindert wurde. Desweiteren wurde festgestellt, dal eine durch den Tumorpromotor
TPA induzierte Signalkette und die Fahigkeit, in nackten Miusen Tumore zu bilden,

gehemmt wurde.



SUMMARY

Theileria parva-induced transformation of bovine lymphocytes: the raf-gene as a
DNA probe to identify changes in the methylation pattern of the bovine genome

The protozoan parasite Theileria parva causes a usually fatal disease in cattle called
'East Coast fever' or Theileriosis. The parasite infects bovine lymphocytes and induces
an uncontrolled proliferation, strictly dependant on the presence of the parasite. Because
infected lymphocytes can be maintained in cell culture as immortalized cell lines and
because the cells show typical features of transformed cells they represent a useful

model system to study mechanisms of cancer development.

In the first part of the work the protooncogene c-raf-1 was investigated. Using a human
cDNA probe bovine c-raf-1 sequences were isolated from a bovine genomic and a
cDNA library. By partial sequencing of the isolated cDNA, representing the C-terminal
end of the raf-protein, a high conservation of the raf-protein between human and bovine
amino acid sequence was identified (100% homology). The bovine cDNA was used as a
DNA probe to study the transcription and DNA organization of the c-raf-1 gene in
Theileria-infected cells. The expression of the raf protein was studied using a raf-
specific antibody. No differences between infected and uninfected cells could be shown
on the DNA-, RNA- and protein level. Therefore it can be assumed that the c-raf-1 gene
plays no primary role in the transformation of infected lymphocytes.

In the second part of the work differences in the DNA methylation pattern between
infected and uninfected lymphocytes were identified in the vicinity of the raf-gene
region (approximately 300 kb) using rare cutter restriction enzymes. This chromosomal
genomic region is known to be rearranged by translocations and deletions in certain
forms of human cancer cells. It was shown that extensive demethylations took place
during the cloning of cells in contrast to de novo methylations taking place under
normal culture conditions. By in vitro infection of normal lymphocytes it was finally
shown that de novo methylations occurred at relatively late time points after infection
indicating that changes in the methylation pattern plays no primary role in the
transformation of infected cells. To investigate whether changes in the DNA
methylation pattern of infected cells could possibly influence important cell functions,
methylated sites were removed. It could be shown that a direct cell-cell contact, a signal
transduction pathway induced by the tumor promoter TPA and the ability to form
tumors in nude mice were significantly suppressed.
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1. EINLEITUNG

Die Entwicklung und das Funktionieren eines vielzelligen Organismus ist durch ein
komplexes Zusammenspiel vielfdlltiger biochemischer Prozesse gekennzeichnet, die auf
Genebene gesteuert werden und meist verschiedenen Kontrollmechanismen unterliegen.
Spontane Verdnderungen in der DNA der Zelle oder durch externe Umweltfaktoren wie
chemische Agentien, Strahlung, und bestimmte Virusinfektionen induzierte Ver-
dnderungen konnen die Regulation dieser Prozesse beeinflussen. Werden dabei
Mechanismen gestort, die das Wachstum einer Zelle im Zellverband regulieren, so kann
Krebs entstehen [1,2]. Viele der heutigen Erkenntnisse iiber Wachstum und Mechanismen
der Krebsentstehung wurden durch systematische Untersuchung von Tumorzellen und
von in vitro Modellsystemen erhalten. Trotzdem bleiben viele Fragen offen. Theileria-
infizierte Lymphozyten sind in besonderem Mafle dazu geeignet, weitere Aufschliisse

iiber die Wachstumskontrolle zu erhalten.

1.1. Theileria parva-induzierte Transformation von Rinderlymphozyten

Theileria parva verursacht in weiten Teilen Ostafrikas eine meist tddlich endende Rinder-
krankheit, die als 'East-Coast fever' oder 'Theileriosis’ bezeichnet wird [3,4]. Der
protozoische Parasit durchlduft dabei einen komplizierten Generationszyklus, der iiber
einen Zwischenwirt (die Zeckenart 'Rhipicephalus appendiculatus’), iber Lymphozyten
und Erythrozyten im Rind verlduft [5]. Inzwischen ist iiber den Verlauf der Krankheit und
die Immunantwort einiges bekannt [6,7,8]. Eine durch den Parasiten induzierte starke
Vermehrung infizierter Lymphozyten, fiihrt in infizierten Rindern zunichst zum
Anschwellen der Lymphknoten und zu Fieber. Parallel dazu wird auch eine Aktivierung
des Wachstums nichtinfizierter Lymphozyten beobachtet. Durch eine unspezifische zell-
vermittelte Immunabwehr werden im spiten Krankheitsstadium infizierte und auch nicht-
infizierte Lymphozyten lysiert, was schlieBlich zum Tod der Rinder ungefihr 3 Wochen
nach der Infektion fiihrt. Der Tod tritt durch Ersticken infolge von Lungensdemen ein.
Der Parasit infiziert B-, T- imd Nullzellen, nicht aber Granulozyten und Monozyten oder
Lymphozyten anderer Species, was seine Wirtsspezifitdt anzeigt [9]. In vivo werden
vermutlich vor allem T-Zellen infiziert [9]. Aufgrund verschiedener Eigenschaften sind
infizierte Lymphozyten fiir die Grundlagenforschung zum Studium von Mechanismen,
die zur Entartung von Zellen fiihren, besonders geeignet:



- Lymphozyten konnen in vitro infiziert werden [10], sodaBl relativ friihe
Verdnderungen, die bei der Transformation der Zellen eine Rolle spielen kénnten,
durch Vergleich mit nichtinfizierten Lymphozyten, untersucht werden kénnen.

- Der immortalisierte und transformierte Zustand infizierter Zellen ist absolut von der
Anwesenheit des Parasiten abhdngig [11]. T6tet man den Parasiten mit dem theileri-
ziden Medikament 'BW720C' (ein Naphtochinon-Derivat, im folgenden als 720C'
bezeichnet), das spezifisch die Elektronentransportkette des Parasiten blockiert [12], so
stellen die Zellen nach ungefihr 5 Tagen ihr Wachstum ein und zeigen in ihrer
Morphologie typische Eigenschaften eines ruhenden Lymphozyten [11]. Durch diese
Reversibilitdt des transformierten Zustands werden die Moglichkeiten zum Studium der
Mechanismen der Transformation infizierter Zellen um vieles erweitert. Neben den
Ereignissen, die nach einer in vitro Infektion untersucht werden kénnen, kann auch
analysiert werden, welche frithen Verdnderungen nach einer Eliminierung des
Parasiten stattfinden. In diesem Punkt unterscheidet sich dieses Modellsystem von
anderen, in denen ein transformierter Zustand nach Infektion von Viren zwar induziert
wird, aber danach auch ohne Anwesenheit der Viren aufrechterhalten wird [13].

- Zudem bietet dieses Modellsystem den Vorteil, daB3 fiir den Menschen keine
Infektionsgefahr, wie beim Arbeiten mit anderen Modellsystemen besteht (z.B. Trans-
formation von Zellen mit menschlichen Retroviren), da der Parasit wie erwihnt
spezifisch Rinderzellen infiziert.

Die Reversibilitadt des transformierten Zustands ist eindeutig bewiesen, trotzdem sollte
betont werden, dafl 720C-behandelte Zellen gewisse Unterschiede zu normalen ruhenden
Lymphozyten aufweisen. Sie kdnnen z.B. nicht wie ruhende Lymphozyten durch das
Lektin Concanavalin A stimuliert werden [11]. Deshalb ist zu vermuten, daf} bestimmte
Signalketten, die bei ruhenden Lymphozyten zur Aktivierung der Zellen genutzt werden
konnen, nach einer Infektion des Parasiten irreversibel blockiert sind. Eine weitere
Kultivierung der Zellen ist bisher nur durch permanente Zugabe des Wachstumsfaktors
Interleukin 2 (IL2) und des Phorbolesters 12-O-Tetradecanoyl-Phorbol-13-Acatat (TPA)
moglich [14]. Aber auch diese Zellen sterben 6 bis 8 Wochen nach Abtdtung des

Parasiten ab.

Im folgenden werden einige Charakteristika infizierter Lymphozyten aufgefiihrt, die
zeigen, daf nach Infektion der Zellen mit dem Parasiten molekulare Prozesse ablaufen,
die bei der Aktivierung normaler Lymphozyten oder in transformierten Zellen auftreten.
Alle Eigenschaften gelten nur in Zellen, in denen der Parasit anwesend ist und nicht durch
das Medikament 720C abgetdtet wurde.



Typische Eigenschaften einer aktivierten T-Zelle, die auch in infizierten Zellen auftreten,

sind:

- lymphoblastoide Form [15,3]

- Bildung von Zellaggregaten durch direkten Zell-Zellkontakt [16,17]

- Expression des Wachstumsfaktors Interleukin 2 (IL2) und IL2-Rezeptoren
[18,19,20,21]

- Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF—xB [22,23]

- Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) [24, fiir theileriainfizierte Zellen von
Dr. A. Mastro und Mitarbeitern untersucht ( Pennsylvania State University, USA,) ]

- Hemmung des Wachstums durch Cyclosporin A [25,26]

- Wachstumsstop bei Wegfall des stimulierenden Signals [27,11]

Zu den Eigenschaften, die den transformierten Zustand der infizierten Zellen anzeigen,
gehoren:
- Konstitutive Expression von IL2 [28,20] und IL2-Rezeptoren [21,29]
Konstitutive Aktivierung von:
- NF—xB [23]
- PKC [personl. Mitteilung Dr.A . Mastro]
im Gegensatz zur transienten Expression bzw. Aktivierung in normalen T-Zellen.

- keine vollstindige Hemmung des Wachstums durch Cyclosporin A [27]

- erhohte Teilungsrate (ca. 16-20 Stunden pro Zyklus) und unbegrenztes Wachstum
(Immortalitit) [4]

- autokrines Wachstum [14]

- Wachstum in Weichagar [personliche Beobachtung]

- Bildung von Tumoren und Metastasen nach Injektion infizierter Zellen in nackte Mause

(Tumorgenitit und Metastasierungseigenschaften) [30,31]

Diese Aufzihlungen sollten verdeutlichen, daB inzwischen einige Daten vorliegen, iiber
welche Molekiile der Parasit die ungehemmte Proliferation der Zellen aufrechterhalten
konnte. Das autokrine Wachstum konnte unter Beteiligung des Transkriptionsfaktors
NF-xB verlaufen, der die IL2- und IL2-Rezeptor-Expression aktivieren konnte. Bei
menschlichen T-Zellen, die mit dem menschlischen T-Tell-Leukémie-Virus-1 (HTLV-1)
infiziert sind, aktiviert ein NF—xB-ihnliches Virusprotein die genannten Gene
[32,33,34]. AuBerdem scheint in theileriainfizierten Zellen ein direkter Zell-Zellkontakt
weitere wachstumsstimulierende Signale zu liefern, da das Wachstum durch Verhin-
derung des Zellkontakts (Schiitteln der Kulturen) inhibiert, durch Verstirkung des Zell-
kontakts (Zugabe von abgetoteten Zellen) aber aktiviert werden kann [17]. Welche



Oberflichenmolekiile diesen Wachstumsstimulus vermitteln und wie die Signale zum
Kem weitergeleitet werden, ist noch ungekldrt. Ob die Proteinkinase C (beteiligt bei der
Signaltransduktion von der Zellmembran zum Zellkern [24]), dabei eine essentielle Rolle
spielt, und durch welche molekularen Mechanismen der Parasit die Signalketten aktiviert,

ist nicht bekannt.

Bevor die Thematik dieser Arbeit erldutert wird, werden einleitend einige allgemeine
bereits bekannte Mechanismen genannt, die zur Entartung einer Zelle und der Entstehung
maligner Tumore fithren kénnen. Bekannt ist, daB die Onkogenese meist einen
Mehrstufenprozel darstellt, was auch als Tumorprogression bezeichnet wird [35,36].

1.2.  Tumorprogression

Mithilfe neuer Methoden der Molekularbiologie konnten einige Schritte der Tumor-
progression identifiziert werden. Festgestellt wurde, da3 sowohl bestimmte Gene aktiviert
(Onkogene, metastasenassozierte Gene) als auch negative Regulatorgene (als "Tumor-
suppressorgene’ oder als 'Antionkogene’ bezeichnet) inaktiviert werden [36]. Tumore
entstehen meist aus den Abkdmmlingen einer einzigen Zelle (klonaler Ursprung [37]), die
die Fahigkeit erlangt, sich unbegrenzt zu teilen (Erlangung der Immortalitét). Dabei sind
Onkogene, aber z.B. auch Viren beteiligt, die Wachstumsfaktoren bzw. Wachstums-
faktorrezeptoren aktivieren [38,39]. Nach weiteren molekularen Veridnderungen, durch
die vermutlich die Aktivitdt von Onkogenen, Tumorsuppressorgenen und der metastasen-
assoziierten Gene beeinflufit wird [36], und durch Selektion kdnnen neue Varianten mit

tumorgenen und metastasierenden Eigenschaften hervorgehen.

1.2.1. Onkogene

Onkogene sind verdnderte Versionen normaler Gene (Protoonkogene), die durch
verschiedene Mechanismen aktiviert werden konnen [40,41,42]. Die Proteine der Proto-
onkogene haben entscheidende Funktionen bei der Embryonalentwicklung, der Differen-
zierung und bei der Kontrolle des Zellwachstums [42]. Inzwischen sind ungefdhr 50
verschiedene Onkogene bekannt. Je nach Lokalisation und Funktion der Proteine kénnen
sie in Gruppen eingeteilt werden. Cytoplasmatische und membranassozierte Onkoproteine
gehoren funktionell zu Proteinkinasen (z.B. src, neu, raf), GTP-Bindungsproteinen (z.B.
ras), Wachstumsfaktorrezeptoren (z.B. erbB, fms), und Wachstumsfaktoren (z.B. sis).
Im Kern vorkommende Onkoproteine sind meist DNA-bindende Proteine, die als Trans-



kriptionsfaktoren wirken (z.B. jun, fos, erbA). Onkogene konnen somit in 3
entscheidende Prozesse, die bei der Regulation der Zellproliferation direkt miteinander
verbunden sind, eingreifen: 1. Aufnahme der externen Signale durch Oberflichen-
molekiile, wie z.B. Wachstumsfaktorrezeptoren. 2. Weiterleitung der Signale von der
Membran zum Kern iiber Signalketten z.B. durch Proteinkinasen und 3. Regulation der
Transkription von Genen im Kern durch Transkriptionsfaktoren. Vermutet wird, dafl
Kernonkogene wie z.B. das c-myc-Gen auch direkt bei der Replikation der DNA beteiligt
sein konnten [43]. Die Einteilung nach der Lokalisation der Proteine ist nicht fiir alle
Onkogene giiltig, da gezeigt wurde, dafl bestimmte Onkogene (SV40 large T-Onkogen)

im Kern und im Cytoplasma wirken.

Es wurden allerdings Hinweise erhalten, dafl die Aktivierung eines einzelnen Onkogens
meist nicht ausreicht, um eine Zelle in einen transformierten Zustand zu iiberfiihren.
Gezeigt wurde, dal verschiedene Onkogene bei der Transformation der Zelle syner-
gistisch wirken und kooperieren [44,45,46]. Dies deutet wiederum darauf hin, daf die
Onkogenese in mehreren Schritten ablduft, da mehrere Onkogene aktiviert werden
miissen. Jedes Onkogen kann zu einer Verdnderung in der Zelle fiihren, und gemeinsam

konnen sie bestimmte Eigenschaften des Tumorphénotyps hervorrufen.

1.2.2. Tumorsuppressorgene

Tumorsuppressorgene konnen die Bildung von Tumoren unterdriicken. Umgekehrt kann
der Verlust dieser Gene zur Tumorbildung fiithren. DaB ein Verlust eines Gens bzw.
dessen Funktion ('loss of function') bei der Onkogenese eine Rolle spielt, hat die
allgemeine Denkweise iiber die Enstehung von Krebs um viele Aspekte erweitert und ein
neues Arbeitsgebiet erdffnet [36,47]. Die ersten Daten iiber die Existenz von Tumor-
suppressorgenen im Genom wurden durch Fusion von normalen Zellen mit tumorgenen
Zellen erhalten [48,49,50]. Festgestellt wurde, daB bestimmte Chromosomen der
normalen Zelle in der Hybridzelle vorhanden sein muflten, damit eine Tumorsuppression
erfolgte. Ein Verlust der iibertragenen Chromosomen wéhrend der Kultivierung der
Hybridzellen fithrte zur Reexpression der Tumorgenitit [51].

Bei verschiedenen rezessiv vererbaren Krankheiten (z.B. Retinoblastom (bdsartiger
Tumor der Netzhaut), Wilm's Tumor (bosartiges Nierengeschwulst)) des Menschen wird
eine direkte Beteiligung von Tumorsuppressorgenen bei der Onkogenese vermutet [52].
In vivo fiihrt nach den bisherigen Ergebnissen erst der Verlust beider Allele ('loss of



heterozygosity') zur vollstindigen Auspriagung des malignen Phinotyps [47,52]. Wird
eine Deletion oder ein defektes Allel allerdings mit der Keimbahn vererbt, so besteht eine
erhohte Krebsanfilligkeit, da somatische Mutationen zum Funktionsverlust des gesunden
Allels fithren konnen.

Im Gegensatz zu Onkogenen wurden bisher nur wenige Tumorsuppressorgene kloniert
[47]. Es wird vermutet, daB3 sie in ihrer Funktion genauso heterogen sind wie die
Onkogene und in verschiedene Regulationsmechanismen des Zellwachstums eingreifen
konnen. Die bisher klonierten Gene sollen z.B. bei der Signaltransduktion, der Differen-
zierung und der Regulation des Zellzyklus beteiligt sein [47]. Das am besten
charakterisierte Tumorsuppressorgen ist das Retinoblastom-Gen Rb-1. Es handelt sich
um ein Phosphoprotein, das DNA-Bindungseigenschaften besitzen [53] und direkt bei der
Regulation der Zellproliferation (hemmender EinfluB} auf den Zellzyklus) beteiligt sein soll
[47]. Interessant ist die Beobachtung, dal3 das Rb-1-Protein mit Proteinen verschiedener
transformierender Viren (SV40-T Antigen [54], Adenovirus E1A [55] lind E7 des
menschlichen Papilloma Virus HPV [56]) interagiert. Aufgrund dieser Daten wird
vermutet, da3 Tumorsuppressorgene als Gegenspieler von Onkogenen wirken kénnen.
AuBerdem wurde deutlich, daB nicht nur der Verlust beider normaler Allele des Gens,
sondern jeder Mechanismus, der mit der Funktion eines Tumorsuppressorgens inter-
feriert, zur Inaktivierung des Proteins und somit zur Ausprigung des tumorgenen Phino-
typs fiihren kann [55]. Der Verlust der Funktion von Tumorsuppressorgenen soll auch
bei hdufig vorkommenden Krebskrankheiten des Menschen (wie z.B. Lungenkrebs) eine
Rolle spielen [47].

1.2.3. Metastasenassoziierte GGene

Gene, die bei der Metastasierung einer Zelle essentiell sind, kdnnen eine normale Zelle
nicht in eine Krebszelle iiberfiihren, sondern sie konnen dazu beitragen, daf} sich die
Krebszellen im Korper verteilen und Metastasen bilden. Es ist anzunehmen, daB sie eine
sehr heterogene Gruppe von Genen beinhalten, deren Regulation durch Onkogene und
vermutlich auch durch Tumorsuppressorgene beeinflut werden kann [36,57]. Im
folgenden werden einige Molekiile, die bei der Metastasierung beteiligt sein sollen,

genannt:

- Proteolytische Enzyme (z.B. Kollagenase Typ I und IV): Proteolytische Enzyme
werden zur Ablosung vom Muttertumor, zur Lysis der extrazelluldren Bindegewebs-



matrix und Eindringen in die Bindegewebsmatrix zwischen den Zellen und zum Durch- -
brechen der BlutgefdBwand benétigt [57,58,59].

- Oberflachenmolekiile, die bei der Anheftung der Tumorzelle an die extrazelluldre
Matrix benétigt werden: Dazu gehoren Zelladhisionsmolekiile, die auch als Integrine
bezeichnet werden (z.B. Fibronektin, Laminin und Adhisionsproteine von
Leukozyten) [57,60,61].

- Oberflachenmolekiile, die bei der Anheftung der Tumorzelle an spezifische Organe
beteiligt sind (‘homing receptors'): Durch klinische Studien hat sich gezeigt, daf3
maligne Tumore eines bestimmten histologischen Typs sehr hidufig Metastasen in
bestimmten Organen bilden. Dieses 'homing'-Phdnomen ist bereits von Lymphozyten
bekannt, die durch eine spezifische Interaktion mit einem passenden Rezeptoren auf
Endothelzellen in Lymphknoten eindringen kénnen [57,62,63].

- Da Tumorzellen meist spezielle Tumorantigene auf der Zelloberfldche exprimieren, die
das Immunsystem als 'fremd' erkennt, miissen metastasierende Zellen iiber einen
Schutzmechanismus verfiigen, um nicht vom Immunsystem eliminiert zu werden. Im
Tiermodell wurde gezeigt, daf die Erkennung von Tumorzellen durch Killerzellen des
Immunsystems durch MHC Klasse I-Oberfldchenmolekiile der Tumorzellen beeinflufit
wird [57,64,65].

Durch welche Mechanismen konnen Protoonkogene und metastasenassoziierte Gene
aktiviert bzw. Tumorsuppressorgene inaktiviert werden?

In den meisten Tumorzellen werden in fortgeschrittenen Stadien der Tumorprogression
Genomaberrationen identifiziert [66], die eine Aktivierung von Onkogenen oder
Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen zur Folge haben kénnen [36]. Protoonkogene
konnen z.B. durch Punktmutationen (z.B. die ras-Gene) oder Deletionen im Gen (z.B.
die raf-Gene), die die Struktur des Proteins veridndern, aktiviert werden. Amplifikationen
von Protoonkogenen (z.B. bei den myc-Genen) oder starke virale oder endogene
Promotoren konnen zu einer Uberexpression der Gene fiihren, die eine onkogene
Wirkung mit sich bringt [40,41]. Tumorsuppressorgene kénnen z.B. durch grofere
Deletionen im Genom verloren gehen [53] oder wie im Falle des Rb-1-Gens durch
kleinere Deletionen innerhalb des Gens inaktiviert werden [47,67,68]. Neben diesen
Verdnderungen auf DNA-Ebene wird wie erwihnt eine Interaktion der Proteine der
Onkogene mit den Proteinen der Tumorsuppressorgene und eine Aktivierung der
metastasenassoziierten Genen durch Onkogene vermutet [55,57]. Ein weiterer
Mechanismus, der die Expression der genannten Gene oder die Stabilitit des Genoms
verindern konnte, ist die DNA-Methylierung. Im ndchsten Abschnitt wird beschrieben,



welche Evidenzen fiir eine Rolle der DNA-Methylierung bei der Tumorprogression

vorliegen.

1.2.4. DNA-Methylierung und Tumorprogression

Die Vorginge, die die Entwicklung eines Organismus regulieren, bezeichnet man als
epigenetisch. Schon in sehr frithen Stadien der Embryonalentwicklung miissen in
bestimmten Zellen bestimmte Gene an- oder abgeschaltet werden, damit eine
Determinierung und Differenzierung in spezialisierte somatische Zellen erfolgt. Die
chemische Modifikation von Cytosin zu 5-Methyl-Cytosin im Dinukleotid CpG stellt bei
Vertebraten und Pflanzen einen epigenetischen Mechanismus der Genregulation dar
[69,70]. Es wird vermutet, dal die DNA-Methylierung bei der Spermatogenese, der
frithen Keimesentwicklung, der genomischen Pragung, der Differenzierung einer Zelle
[71] und bei der Tumorprogression [72,73] eine Rolle spielt. Bevor auf den letzten Punkt
eingegangen wird, werden einige Grundlagen zum Thema DNA-Methylierung erortert.

Evidenzen fiir die Beinflussung der Genregulation durch DNA-Methylierung

Verschiedene experimentelle Ansédtze und die systematische Untersuchung des Methy-
lierungsmusters spezifischer Gene in der DNA differenzierter Zellen lassen vermuten, daf3
die Genexpression durch DNA-Methylierung beeinfluf3t werden kann [70]. Dies gilt
jedoch nicht fiir alle Gene und nicht fiir alle Organismen (bei Drosophila wurde bisher
kein 5-Methylcytosin nachgewiesen). Bei Vertebraten wird durch Demethylierung die
Expression verschiedener Gene aktiviert, wihrend durch Methylierung bestimmte Gene

inaktiviert werden konnen:

1. Verschiedene Zelltypen zeigen ein unterschiedliches Methylierungsmuster (Gewebe-
spezifitit), das relativ stabil von einer Generation zur anderen weitervererbt wird [74]. Bei
Vertebraten betridgt der Anteil an 5-Methylcytosin-Basen im Genom ungeféhr 3%; davon
treten ca. 55-90% im CpG-Dinukleotid auf. Eine Erhaltungsmethylase erkennt bei der
Replikation der DNA hemimethylierte CpG-Stellen auf dem parentalen DNA-Strang und
fiigt auf dem neusynthetisierten Tochterstrang Methylierungen in den komplementiren
CpG-Stellen hinzu. Das unterschiedliche Methylierungsmuster einer Zelle kann sowohl
durch Setzen von Methylierungen (de novo Methylierungen) als auch durch Demethy-
lierungen entstehen. De novo Methylierungen finden vermutlich hauptsidchlich wihrend
der Spermatogenese und frithen Entwicklungsstadien statt [75,76]. Es wurde aber



gezeigt, daB exogene und endogene Sequenzen auch in somatischen Zellen und vor allem
in permanenten und transformierten Zellinien, wenn.auch durch einen sehr viel
langsameren Prozef, methyliert werden konnen [77,78,79]. Der Mechanismus wie die
Zelle erkennt, welche DNA-Sequenzen methyliert werden und welche vor Methylierungen
geschiitzt werden miissen, ist noch nicht geklirt. In vitro Experimente mit isolierten
Methylasen und Oligonukleotiden deuten darauf hin, dafl die Erhaltungsmethylase, die fiir
die Vererbung des Methylierungsmusters zustédndig ist, auch de novo Aktivitit besitzt
(allerdings mit einer 30 bis 100-fach langsameren Kinetik) [80].

2. Die Genaktivitdt korreliert in den meisten Fillen mit Hypomethylierung. Typische
gewebespezifische Gene sind sehr hidufig wihrend frithen Entwicklungsstadien und in
allen somatischen Zellen, die das Gen nicht exprimieren, methyliert [81]. Nur in den
spezialisierten Zellen, in denen sie exprimiert werden, findet eine Demethylierung statt
[82,83]. Fiir das transposable Ac-Element der Maispflanze wurde gezeigt, dall eine
Demethylierung unter Beteiligung eines spezifischen Proteinfaktors stattfindet [84]. Die
konstitutiv exprimierten Haushaltsgene enthalten dagegen hiufig Promotorbereiche mit
einer Anhdufung an CpG-Nukleotiden ('CpG-Islands'), die im allgemeinen vollstindig
nichtmethyliert vorliegen [85].

3. Durch in vitro Methylierung bestimmter Gene kann die Expression in vivo unterdriickt
werden. Festgestellt wurde, dal vor allem Methylierungen in 5" regulatorischen
Sequenzen wirksam sind [86,87].

4. Eine Behandlung von Zellen mit dem Demethylierungsagens 5-Azacytidin (5-Aza-C)
kann zur Aktivierung stummer Gene und zur Differenzierung von Zellen fiihren [88,89]:
5-Aza-C ist ein Basenanalog zu Cytosin, das bei der Replikation anstelle von Cytosin in
die DNA eingebaut wird. Die Demethylierungen werden vermutlich durch eine Hemmung
der DNA-Methylasen (Bildung eines Komplexes zwischen Enzym und modifizierter

Base) verursacht.

Trotz dieser Evidenzen ist noch immer nicht geklirt, welche Rolle die DNA-Methylierung
in der Zelle und speziell bei der Genexpression tatsichlich spielt. Die zum Teil hohen
gewebespezifischen Unterschiede im Gesamtgehalt an 5-Methylcytosin (bis zu
10 Millionen Cytosin-Nukleotide), zeigen z.B., daB die iiberwiegende Anzahl an methy-
lierten Stellen nicht die Genexpression beeinflussen kann [90]. Auflerdem wurde gezeigt,
dal3 das Methylierungsmuster einer Zelle einer gewissen Variabilitdt unterliegen kann
[91,92]. Trotzdem gibt es Beispiele (siche oben und unten), die eine Rolle der
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Methylierung bei der Regulation der Expression bestimmter Gene nicht anzweifeln lassen.
Deshalb wird angenommen, da3 nur ein geringer Anteil der CpG-Nukleotide die Gen-

expression beeinflussen kann.

Wie konnte die Genexpression durch Methylierung beeinflufit werden?

Bis heute ist der Mechanismus, wie die Transkription von Genen durch DNA-Methy-
lierung beeinflult wird, noch nicht vollstindig geklédrt. Nachgewiesen wurde, daf eine
Modifikation zu 5-Methylcytosin die DNA-Struktur beeinflussen kann [93], was sich auf
die Interaktion zwischen spezifischen Proteinen mit der DNA auswirken kann. Im Falle
eines Transkriptionsfaktors des Tyrosinaminotransferase-Gens und eines Transkriptions-
faktors von Hel.a-Zellen wurde gezeigt, daB eine spezifische Methylierung die Protein-
DNA-Interaktion verhindert [94,95]. DaB dies nicht fiir alle Transkriptionsfaktoren
zutrifft, wurde bereits gezeigt [96]. Unklar ist noch, ob eine Demethylierung oder Methy-
lierung ein priméires Ereignis zur Aktivierung oder Inaktivierung eines Gens darstellt. Es
gibt Beispiele, die zeigen, daB3 eine Demethylierung zwar eine notwendige, aber keine
ausreichende Voraussetzung fiir die Expression eines Gens sein kann [97] und da8 eine
Demethylierung erst nach der Induktion der Expression eines Gens erfolgt [98]. Es ist zu
vermuten, daf} bei der Regulation der iiberwiegenden Anzahl eukaryontischer Gene haupt-
sdchlich und primér Transkriptionsfaktoren beteiligt sind. Eine darauffolgende Demethy-
lierung konnte iiber die Beeinflussung der DNA-Struktur die weitere Expression der Gene
erleichtern (offenes Chromatin), wihrend durch Methylierung eine weitere Expression
verhindert (geschlossenes Chromatin) wird [70]. Diskutiert wird auch eine Beein-
flussung der RNA-Syntheserate, da auch Methylierungen innerhalb von Genen (in
kodierenden Regionen) die Transkription hemmen kdnnen [99].

Welche Evidenzen gibt es fiir eine Beteiligung der DNA-Methylierung bei der

Tumorprogression?

Es gibt verschiedene Hinweise, da3 Verdnderungen im Methylierungsmuster der DNA bei
der Entartung von Zellen beteiligt sein konnten. Vermutet wird eine Verdnderung der
Genexpression und ein Einfluf} auf die Stabilitit des Genoms:

- Bei der Untersuchung der DNA von Tumorzellen wurde festgestellt, da3 sie meist einen
niedrigeren Gesamtgehalt an 5-Methylcytosin besitzen als normale Gewebe [100] und daf3
spezifische Gene hypomethyliert vorliegen [101]. Demethylierungen wurden bereits in
der DNA benigner Tumore identifiziert, und konnten somit bei der Initiation der Krebs-
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entstehung durch Aktivierung von normalerweise stummen Genen eine Rolle spielen
[102]. Neben moglicher Verdnderungen in der Genexpression wird auch eine Beein-
flussung der Stabilitit des Genoms durch Hypomethylierungen diskutiert [103,47], da 5-
Aza-Cytidin in hoheren Konzentrationen zu Chromosomenumlagerungen fiihrt [104].
Demethylierungen im Genom konnten somit zum Teil die primire Ursache fiir
Chromosomenaberrationen in Tumorzellen sein [103]. Diese Hypothese wird dadurch
unterstiitzt, dafl verschiedene chemische Carcinogene und UV-Licht Demethylierungen
verursachen konnen [105,106]. Vermutet wird, da Methylierungen durch Excisions-
reparatur der DNA [107] oder durch eine Beeinflussung der Methylierungsenzyme
verloren gehen [106]. Demethylierungen werden vermutlich auch durch Viren induziert.
Nach Infektion und Integration der viralen DNA in das zelluldre Genom findet meist
zunichst eine langsame de novo Methylierung viraler Sequenzen statt (z.B. Epstein-Barr-
Virus [108], Adenovirus Typl12 [78,13], Herpes simplex [109], MMLV (Moloney
murine leukemia virus) [110]), wobei auch angrenzende zelluldre Sequenzen methyliert
werden konnen [111]. Vor der Aktivierung der Expression der viralen Gene werden die
Sequenzen durch einen unbekannten Mechanismus demethyliert, wobei auch Demethy-
lierungen in angrenzenden (z.B. EBV [112], Ad12 [113]) oder anderen DNA-Bereichen
(z.B. bei Herpes simplex [114]) des zelluldren Genoms stattfinden. Es wird vermutet,
daB die Demethylierung zelluldrer Sequenzen zur Aktivierung von Genen fiihren kann, die

bei der Transformation der Zelle von Bedeutung sind.

- Bis heute liegen nur wenige Daten iiber die Aktivierung von Onkogenen durch Demethy-
lierungen vor. Eine Aktivierung der iiberwiegenden Anzahl an Onkogenen durch
Demethylierung kann vermutlich ausgeschlossen werden, da viele Protoonkogene nur
durch Verinderungen, die die Struktur des Proteins beeinflussen, ihre onkogene Wirkung
zeigen. Bei Protoonkogenen, die nur in frilhen Entwicklungsstadien und nur in
bestimmten differenzierten Zellen eine Funktion iibernehmen oder die durch eine Uber-
expression des Gens aktiviert werden, konnte eine Induktion oder Erhohung der
Expression durch Demethylierung bei der Onkogenese beteiligt sein. Fiir bestimmte
Onkogene, c-myc [115], Ki-ras und Ha-ras [116] wurde festgestellt, daB} sie in einigen
Tumorzellen hypomethyliert (weniger methyliert) und in normalem Gewebe hyper-
methyliert (stirker methyliert) vorliegen. Im Falle des c-myc-Gens korrelierte eine
spezifische Demethylierung in der DNA von Tumorzellen mit einer erhShten Expression
des Gens [115]. Nach Transfektion eines aktivierten und in vitro methylierten Ha-ras
Onkogens wurde die tumorgene Aktivitdt des Gens unterdriickt, da keine Expression
erfolgte [117,118].
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- Uber eine Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen durch Methylierung liegen noch
keine Daten vor. Es wurde lediglich festgestellt, daB in der DNA verschiedener
Krebsarten (z.B. in Lungenkreb, T-Lymphomen) und nach Infektion von T-Zellinien mit
den Retroviren HTLV I und II ein hypermethylierter DNA-Bereich auf dem kurzen Arm
von Chromosom 11 auftritt [119]. In diesem Bereich werden mindestens 3 Tumor-

suppressorgene vermutet [120].

- Indirekte Hinweise, daB3 Onkogene, Tumorsuppressorgene oder metastasenassoziierte
Gene durch DNA-Methylierung beeinfluBt werden konnten, lieferten Experimente mit
Aza-Cytidin. Untersucht wurde, ob die Tumorgenitdt nach Demethylierungen der DNA
induziert werden kann, oder ob sich bestimmte Eigenschaften einer Krebszelle wie
Tumorgenitdt und Malignitit verdndern. Es hat sich gezeigt, daB 5-Aza-C in vitro und in
vivo wie ein Carcinogen wirken kann, d.h. es bildeten sich Tumore und Zellen wurden
transformiert [121,122]. Durch 5-Aza-C verursachte Chromosomenaberrationen wurden
bei den obengenannten Arbeiten jedoch nicht ausgeschlossen. Nach Zugabe von 5-Aza-C
zu Zellen, die sich in verschiedenen Stadien der Tumorprogression befanden, zeigte 5-
Aza-C unterschiedliche Wirkungen. Nach Behandlung tumorgener Zellinien wurden z.B.
nichttumorgene oder auch maligne metastasierende Varianten erhalten [103,123]. Nach
Behandlung metastasierender Varianten resultierten nichtmetastasierende Varianten [123].
Daraus wurde geschlossen, dal sowohl Gene aktiviert werden, die bei einer fort-
schreitenden Progression beteiligt waren, als auch Gene, die die Progression
reprimierten. Dies deutet darauf hin, daf die DNA-Methylierung in verschiedene Stadien
der Tumorprogression eingreifen konnte und, daf der Proze durch Verdnderung der
Methylierung in einigen Tumorzellen reversibel sein kann [103,124]. Eine Instabilitit
metastasierender Eigenschaften wird auch bei der Kultivierung von Tumorzellen
beobachtet, die nicht mit Aza-Cytidin behandelt wurden [103,125]. Aufgrund der
Hiufigkeit und Reversibilitét ist dies vermutlich nicht auf Mutationsereignisse zuriick-
zufiihren [73,103].

1.3. Thematik und Ziel der Arbeit

Lymphozyten, die mit dem Parasiten Theileria parva infiziert wurden, eignen sich wie
oben beschrieben in besonderer Weise als Modellsystem zum Studium der Mechanismen
wichtiger Zellfunktionen, wie Wachstum, Immortalitit, Tumorgenitit und Malignitit. In
dieser Arbeit sollten durch Vergleich infizierter und nichtinfizierter Zellen Unterschiede
auf molekularer Ebene nachgewiesen werden, um Riickschliisse auf die obengenannten
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Mechanismen ziehen zu konnen. Im ersten Teil der Arbeit wurde das c-raf-1-Gen unter-
sucht, dessen Rolle als Onkogen aus anderen Modellsystemen bekannt war. Ausgehend
von diesen Untersuchungen wurden im zweiten Teil der Arbeit Verdnderungen im

Methylierungsmuster der DNA infizierter Zellen untersucht.

1.3.1. Mogliche Rolle des c-raf-1-Onkogens in infizierten Zellen

Das raf-Gen wurde urspriinglich als das transformierende Gen zweier Retroviren (3611-
MSV, murine sarcoma virus [126] und MH2, avian acute lymphoma virus [127], enthélt
auflerdem ein virales myc-Gen) identifiziert [ 128]. Homologe Sequenzen zum viralen raf-
Onkogen wurden anschliefend aus verschiedenen Organismen kloniert [129,130,131].
Beim Menschen wurden insgesamt 3 homologe aktive Gene (c-raf-1, A-raf, B-raf)
nachgewiesen, die die raf-Genfamilie bilden [132,133]. Uber das c-raf-1-Gen (es wird
auch als Raf-1 bezeichnet) liegen bisher die meisten Daten vor:

Es handelt sich um eine cytoplasmatische serin-threonin-spezifische Proteinkinase
[134,135], die primire und sekundire Strukturhomologie zur Liganden-Bindungsregion
der Proteinkinase C bzw. aufgrund der ATP-Bindedoméne Strukturhomologie zur src-
Familie der Onkogene aufweist [133,136]. Vermutet wird, daf die Kinaseaktivitit nach
Bindung spezifischer Liganden und/oder nach Phosphorylierung durch andere Kinasen
aktiviert wird [133,137]. Eine Regulation des Gens auf Transkriptionsebene wurde bisher
nicht nachgewiesen [133]. Das Transkript ist in geringem MaBe in allen Zellen nach-
weisbar. Die genaue Funktion des Proteins ist noch nicht geklart. Die Kinaseaktivitit des
c-raf-1-Proteins wird durch wachstumsstimulierende Signale, die an der Zellmembran
erzeugt werden (nach Zugabe von Wachstumsfaktoren oder TPA, nach Transfektion des
Onkogens v-src), aktiviert [137,133]. Deshalb wird vermutet, da8 das c-raf-1-Protein bei
der Ubertragung wachstumsstimulierender Signale von der Zellmembran zum Kern
beteiligt ist. Es gibt Hinweise, daf} das Protein bei der Regulation von Genen eine Rolle
spielen konnte, die durch den Transkriptionsfaktor AP1 reguliert werden [138]. AP1 setzt
sich aus einem Proteinkomplex verschiedenener Proteine zusammen (aus den
Onkoproteinen der c-jun - und c-fos-Genfamilie), der z.B. durch UV-Strahlen oder nach
Applikation des Tumorpromotors TPA aktiviert wird und die Transkription verschiedener
Gene anschaltet [139]. Vermutet wird, daf die Aktivierung der beiden Kernproteine ¢c-fos
und c-jun iiber die c-raf-1-Signalkette verlaufen konnte [138]. Fiir eine Aktivierung des c-
fos-Gens liegen bereits Daten vor [140]. Das c-fos-Protoonkogen gehort zu den sog.
‘early response’ Genen, deren Transkription bei der Aktivierung von ruhenden Zellen
z.B. kurz nach Zugabe von Wachstumsfaktoren transient aktiviert werden [141].
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Wie wird das c-raf-1-Protoonkogen zu einem Onkogen aktiviert?

Das c-raf-1-Gen gehort zu den Protoonkogenen, deren onkogene Wirkung durch
Strukturveridnderungen des Proteins aktiviert wird. Neben Deletionen von 3'-liegenden
kodierenden Sequenzen [142] enthalten die bisher isolierten aktivierten Varianten des
Gens immer Deletionen in 5' kodierenden Sequenzen [130,143]. Fehlt dieser vermutlich
regulatorische Bereich, so resultiert eine konstitutive Kinaseaktivitdt [133,143].
Desweiteren scheint die ATP-Bindedomine fiir die Kinaseaktivitdt essentiell zu sein
[133]. Durch Uberexpression des normalen unverdnderten Gens wurde bisher keine
transformierende Wirkung nachgewiesen [133]. Eine Uberexpression des Gens wurde
aber bei verschiedenen Krankheiten des Menschen festgestellt [144,145,146]. c-raf-1 ist
beim Menschen auf einem chromosomalen Bereich des Chromosoms 3 (p25) lokalisiert,
in dem bei menschlichen Lungenkarzinomzellen hidufig Deletionen identifiziert werden
[147]. Ob das c-raf-1-Gen oder andere noch unbekannte Gene, die in der Nihe von c-raf-
1 lokalisiert sind bei der Entartung der Zellen eine Rolle spielen, ist bisher nicht bekannt
[145].

Im folgenden werden Charakteristika des c-raf-1-Gens aufgefiihrt, die verdeutlichen

sollen, warum das Gen in dieser Arbeit untersucht wurde:

- Roll -raf-1-Proteins bei der Weiterleitung wachstumsstimulierender Signale zum
Kern: Wie erwihnt ist das c-raf-1-Protein wie die Proteinkinase C, ein cytoplas-
matisches Protein mit serin-threonin-spezifischer Proteinkinase-Aktivitdt. Es wird
vermutet, daf3 dieses Protein neben den Signalketten, die iiber die Proteinkinase C und
andere Kinasen verlaufen, einen alternativen oder zusitzlichen Weg zur Weiterleitung

von externen Signalen in den Kern darstellt [133,137].

- Rolle des c-raf-1-Proteins bei der Aktivierung von B-und T-Zellen: Das c-raf-1-Gen
wird in mitogen-stimulierten B- und T-Zellen [148], in Burkitt-Lymphomzellinien und

in hyperaktivierten B- und T-Zellen von Patienten mit Autoimmunkrankheiten [146]
verstirkt transkribiert, sodaB3 eine Rolle des Gens bzw. Proteins bei der Aktivierung

von B- und T-Zellen vermutet wird.

- Rolle des c-raf-1-Gens bei der Tumorgenitit von Zellen: In Kombination mit dem myc-
Onkogen (Kooperation der beiden Onkogene [46]) erzeugt das virale raf-Onkogen im

Tiermodell Lymphome der B- und T-Zellinie [149,150].
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Wie erwihnt sind bereits einige Molekiile bekannt, die nach einer Infektion konstitutiv
exprimiert und aktiviert werden. Uber welche Signalketten die wachstumsstimulierenden
Signale schlieBlich zum Kern weitergeleitet werden, wurde noch nicht gekldrt. Da
infizierte Zellen typische Eigenschaften aktivierter und transformierter Lymphozyten
aufweisen und das c-raf-1-Gen sowohl beim Wachstum als auch bei der Entartung von B-
und T-Zellen beteiligt sein konnte, sollte dieses Gen in theileriainfizierten Zellen unter-

sucht werden.

Zunichst mufite eine homologe Rinder-DNA-Probe fiir Hybridisierungsexperimente

kloniert werden. Danach sollte die DNA-Organisation des Gens und umliegender

Bereiche, die Transkription des Gens und die Expression des Proteins in nichtinfizierten,

720C-behandelten und infizierten Zellen untersucht werden. Folgende Fragen wurden

gestellt:

- Treten in der DNA infizierter Zellen Strukturverdnderungen in Sequenzen des raf-Gens
oder im umliegenden DNA-Bereich auf?

- Treten in infizierten Zellen Unterschiede zu nichtinfizierten Zellen und 720C-
behandelten Zellen auf RNA-Ebene auf?

- Treten in infizierten Zellen Unterschiede zu 720C-behandelten Zellen beziiglich des raf-

Proteins auf?

Bei der Untersuchung, ob Strukturverdnderungen in umliegenden DNA-Bereichen des c-
raf-1-Gens auftreten, wurde nach Verdau mit einem methylsensitiven Restriktionsenzym
ein unterschiedliches Restriktionsmuster in infizierten und nichtinfizierten Zellen erhalten,
was auf einen Unterschied in der Methylierung der DNA infizierter Zellen zuriickzufithren
war. Im 2. Teil der Arbeit wurden deshalb Verdnderungen des Methylierungsmusters in
der DNA infizierter Zellen untersucht.

1.3.2. Untersuchung von Verinderungen in der Methylierung der DNA infizierter Zellen
und der Rolle der Methylierung fiir die Zelle

Verdnderungen in der Methylierung der DNA von Tumorzellen werden, wie erwihnt,
hdufig beobachtet und sollen bei der Tumorprogression eine Rolle spielen. In dieser
Arbeit wurde eine Hypermethylierung in Schnittstellen selten schneidender CpG-
Restriktionsenzyme identifiziert. Diese Enzyme haben inzwischen eine besondere
Bedeutung erlangt, da sie aufgrund ihrer lingeren Erkennungssequenz (meist 6 oder

8 Basen) und ihrer Sensitivitit gegeniiber Methylierungen nur sehr selten, aber bevorzugt
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in Promotorbereichen schneiden [151]. Aus diesem Grund werden die Enzyme zur
Kartierung grofler chromosomaler Bereiche und zur gezielteren Klonierung noch

unbekannter kodierender Sequenzen eingesetzt [152,153,154].

Aufgrund der unterschiedlichen Methylierung in infizierten und nichtinfizierten Zellen

wurde vermutet, dafl die Methylierung eine Folge der Infektion der Lymphozyten sein

konnte. Folgende Fragen wurden gestellt:

- Handelt es sich um eine spezifische Verinderung, die in allen infizierten Zellinien
auftritt?

- Wird der Parasit zur Aufrechterhaltung der Methylierung benéttigt?

- Zu welchem Zeitpunkt wird die Methylierung nach einer Infektion gesetzt?

- Konnen in anderen chromosomalen DNA-Bereichen Unterschiede festgestellt werden?

- Welche Verdnderungen treten nach 5-Aza-Cytidin-Behandlung infizierter Zellen auf?
Wird die Tumorgenitit der Zellen beeinfluf3t?
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2. MATERIAL
2.1. CHEMIKALIEN, RADIOI

Acrylamid

Actinomycin D

Agarose, Typ II, Typ VII
Alkalische Phosphatase
Amberlite
Ammoniumpersulfat
Ampicillin

AMV-Reverse Transkriptase
Aprotinin

Bacto-Agar
Bacto-Hefeextrakt
Bacto-Trypton
Bakterienplatten 9cm
Bakterienplatten, 25cm

Bal 31-Exonuklease

BSA (Rinderserumalbumin)
Caesiumchlorid
Concanavalin A

Coomassie Brilliant Blau
desoxy-Nukleosidtriphosphate
dideoxy-Nukleosidtriphosphate
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dithiothreitol, DTT

DMSO |

DNase

E.coli DNA-Polymerasel (Klenow)
EDTA

Ethanol

Ethidiumbromid

Ficoll

Ficoll Paque

Formamid

Fotales Kilberserum, FCS

TOPE UND ARBETTSMITTEL

Serva, Heidelberg

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Boehringer, Mannheim

Serva, Heidelberg

Bio Rad, Miinchen

Sigma, Miinchen

Live Science, Genf

Sigma, Miinchen

Difco Laboratories, Detroit
Difco Laboratories, Detroit
Difco Laboratories, Detroit
Greiner, Niirtingen

Gibco, Eggenstein

New England Biolabs, Schwalbach
Serva, Heidelberg

Biomol, Ilvesheim

P-L Biochemicals, Inc., Milvaukee
Bio Rad, Miinchen

Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim

Sigma, Miinchen

Gibco, Eggenstein

Fluka, Neu-Ulm

Boehringer, Mannheim

New England Biolabs Schwalbach
Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Sigma, Miinchen

Serva, Heidelberg

Pharmacia, Uppsala, Schweden
Merck, Darmstadt

Gibco, Karlsruhe
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Giemsa

Glycerin

Glyoxal

Harnstoff

Hepes

Hybond N Nylonfilter

hr Interleukin2 (ala-125)
Isoton

Jodoacetamid

Leupeptin

Lysozym

L15

Methionin-freies 1.15
N,N'-Methylen-bisacrylamid
Mikrotiterplatten
2-Mercaptoethanol
NACS-Prepac Sdulen
Natrium-Azid
Nick-Translations-Kit
Nitrocellulose Filter
Nukleosidtriphosphate
oligo-dT-Cellulose Typ 2
Protein-A-Sepharose
Penicillin/S treptomycin
PEG

Proteinase K

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)
Quickszint
Restriktionsendonukleasen

RNase A
RNAsin
RPMI

Merck, Heidelberg

BRL Inc., Neu-Isenburg

Sigma, Miinchen

BRL (Gibco), Karlsruhe

Sigma, Miinchen
Amersham-Buchler, Braunschweig
Amersham-Buchler, Braunschweig
Coulter Electronics, Krefeld
Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Boehringer, Mannheim

Gibco, Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe

Bio Rad Laboratories, Miinchen
Linbro, Flow Lab.GmbH, Meckenheim
Merck, Darmstadt

BRL Inc, Neu-Isenburg

Merck, Darmstadt
Amersham-Buchler, Braunschweig
Schleicher & Schiill, Dassel
Boehringer, Mannheim
Collaborative Research Inc., Bedford
Pharmacia, Freiburg

Gibco, Karlsruhe

Sigma, Miinchen

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Zinsser, Frankfurt

ABL, Basel

Boehringer, Mannheim

Promega Biotek, Heidelberg
Pharmacia, Freiburg

New England Biolabs, Schwalbach
BRL Inc., Neu-Isenburg
Boehringer Mannheim

Promega, Biotec, Heidelberg
Gibco, Karlsruhe



Rubidiumchlorid Fluka, Neu-Ulm

Salicylsdure Sigma, Miinchen

SDS Serva, Heidelberg

Sepharose Pharmacia, Freiburg

T4 DNA Ligase Amersham Buchler, Braunschweig
TEMED Bio Rad Laboratories, Miinchen
TPA Sigma, Deisenhofen

TPCK Sigma, Miinchen

transfer RNA (Hefe) Boehringer, Mannheim

Tris Sigma, Miinchen

Triton X 100 Bio Rad, Miinchen

Trypan Blau Serva, Heidelberg

Tryptose Phosphate Broth
Whatman GF/C -Filter

19

Gibco, Karlsruhe
Bender & Hobein, Karlsruhe

Whatman 3MM-Papier Bender & Hobein, Karlsruhe
Whatman DE 81-Papier Bender & Hobein, Karlsruhe
Zellkulturflaschen Falcon, Heidelberg

Greiner, Meckenheim

32P-dCTP (370 MBg/ml, >15 TBg/mmol)
a-358-dATP (296 MBg/ml, >14,8 TBq/mmol)
(methyl->H) Thymidin (37MBg/ml>1.55TBg/mmol)
L-33S-Methionin (555 MBg/ml, >49,1 TBq/mmol)
14 methylierte Proteine (185 kBq/ml)

Die Radioisotope wurden von Amersham Buchler, Braunschweig bezogen. Chemikalien,
soweit nicht gesondert aufgefiihrt, wurden von den Firmen Merck, Serva oder Sigma

bezogen.

2.2.  ZELLEN UND BAKTERIEN

Eukaryontische Zellen:

In vivo infizierte Theileria parva -infizierte Rinderlymphozyten:
-Theileria parva Muguga) TpM Klon 803 [155]
-Theileria parva (Kilif1) TpK
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In vitro infizierte Theileria parva-infizierte Rinderlymphozyten (erhalten von ILRAD,

Nairobi):

-D409/T1 und D409/T4 (T-Zellen mit CD4/CD8 T-Zellmarkern)

-D409/N1 (Nullzellen, T-Zellen ohne CD4/CD8 T-Zellmarker)

-D409/B1 (B-Zellen mit B-Zellmarkern)

In vitro infizierte Theileria parva-infizierte Rinderlymphozyten (in dieser Arbeit nach in

vitro Infektion ConA-stimulierter Lymphknotenzellen etabliert):

-In3, In7, In9, In10 (T-Zellen mit CD4/CD8 T-Zellmarkern)

Nichtinfizierte Rinderlymphozyten isoliert aus Lymphknoten von Schlachtrindern: Die

Lymphknoten wurden vom Schlachthof, Karlsruhe erhalten.

Bakterien ;

E. coli TG1 :

E. coli C600

E. coli NM538 :

E. coli NM539 :

Derivat von JM 101
Genotyp A (lac pro) , supE , thi, hsd A5 (r-m-)
F’ traD 36, proAB, lacl q Z, dN15

F-, thi -1, thr-1, leuB6, lacY1, tonA21, supE44

Derivat von ED8654, supF, hsdR

Derivat von NM538, supF, hsdR (P2 cox)

2.3. GEWEBEKULTUR-MEDIEN

Complete Leibovitz 15-Medium (cL15):

10% FCS, 1h bei 56 °C inaktiviert
10% Tryptose Phosphate Broth
20 pg/ml L-Glutamin

20 mM HEPES (pH 7,1)

1% Penicillin/Streptomycin
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Complete RPMI-Medium (cRPMI):

10% FCS, 1 h bei 56 °C inaktiviert
20 pg/ml L-Glutamin

20 mM HEPES (pH 7,1)

50 pg 2-Mercaptoethanol

Nihrmedium bei >>S-Methionin-Markierung:

cRPMI ohne Methionin und
mit deionisiertem FCS (iiber Nacht gegen PBS)

2.4, NAHRMEDIEN FUR BAKTERIEN

2 x YT Bakterienmedium:

0,8% Bacto-Trypton

0,5% Bacto-Hefeextrakt

0,5% NaCl
NZCYM-Medium:

10% NZ-Amin

5% Bacto-Hefeextrakt

5% NaCl

1% Casaminosduren

2% MgS04x7TH,0

mit NaOH auf pH 7,5 einstellen
SOB-Medium:

20% Bacto-Trypton

5% Bacto-Hefeextrakt

10 mM Na(Cl

10 mM MgClp

10 mM MgSO4

2,5 mM KCl

die Mg2+-Salze nach dem Autoklavieren

steril filtriert zugeben
LB-Medium:

10% Bacto-Trypton

5% NaCl

5 % Hefe-Extrakt

1% Glukose

H-Medium:
10 % Bacto-Trypton
8% NaCl

Alle Medien wurden in Wasser gelost und autoklaviert. Zur Herstellung fester Ndhrboden
wurde 15% Agar, zur Herstellung von Top-Agar 7,5% Agar zugegeben.
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SM-Medium:
5,8% NaCl
2% MgS04x7TH,0
50 mi/1 IM Tris, pH 7,5
5 ml/l 2% Gelatine

2.5. PUFFER UND LOSUNGEN

PBS (pH 7,3):
0,14 M NaCl, 2,7 mM KCl, 0,7 mM CaCl, 0,6 M MgCl, 6,5 mM NayHPOy,
1,5 mM KHpPOy4

Concanavalin A: 1 mg/ml in PBS
720C: Img/ml in Ethanol
TPA: 200 pg/ml in DMSO
1xTBE:

135 mM Tris, 7,5 mM Borséure, 2,5 mM EDTA pH 8,9

1xTE:
10 mM Tris, 1 mM EDTA pH 8

1XNTE:
10 mM Tris, 5 mM EDTA, 100 mM NaCl pH 7,5

PiPPi:
200 mM NaH,PO4, 300 mM NapHPOq4, 1,5% NagP207

20xSSC:
3 M NaCl, 300 mm NaCitrat pH 6,5

50xDenhardt's-L.osung:
1% Ficoll, 1% Polyvinylpyrrolidon, 1% BSA

2xRNA-Bindungspuffer:
IM NaCl, 20 mM Tris pH 7,4, 2 mM EDTA, 0,2% SDS
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RNA-Waschpuffer:
0,1 M NaCl, 10 mM Tris pH 7,4, 1 mM EDTA, 0,1% SDS

RNA-Elutionspuffer:
10 mM Tris pH7,4, 1 mM EDTA, 0,05% SDS

RNA-Denaturierungspuffer:
30 ul 30% deionisiertes Glyoxal, 105 ul DMSO, 4,2 ul 50xRNA Laufpuffer

RNA-Ladungspuffer:
50% Glycerin, 10 mM NapHPOy4, 0,4% Bromphenolblau

50xRNA-Laufpuffer:
500 mM NapHPOg4, pH 6,9

Zellysispuffer fiir 353 markierte Proteinextrakte:
10 mM Tris pH 7,5, 5 mM EDTA, 5 mM Jodoacetamid, 0,5% NP40. Bei -20 °C unter
LichtabschluB3 aufbewahrt. Vor Gebrauch, Zugabe von Proteinase-Inhibitoren: 10 pg/ml

Leupeptin, 10 pg/ml Aprotinin, 10 pg/ml TPCK, 10 pg/ml PMSF.

Protein A-Sepharose-Puffer NET1:
50 mM Tris pH 8, 500 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0,1% Na-Azid, 0,5% Triton X-100 oder
0,5% NP40, 1 mg/ml BSA : nach dem Ansetzten mit HCI auf pH 7,5 einstellen.

Protein A-Sepharose-Puffer NET2:
entsprechend NET]1, aber mit 150 mM NaCl, ohne BSA

Proteinproben-Puffer:
80 mM Tris pH 6,8, 2% SDS, 10% Glycerin, 0,01% Bromphenolblau. Zugabe von 5%

2-Mercaptoethanol vor Benutzung.

Elektrodenpuffer fiir SDS-Gelelektrophorese:
192 mM Glycin, 25 mM Tris pH 8.3, 0,1% SDS (Lammli-Puffer)

Farbeldsung fiir Proteingele:
50% Methanol, 10% Eisessig, 0,5% Coomassie Brilliant Blau
(Farbstoff zuerst in Methanol 16sen)
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Entfarbelosung fiir Proteingele:
25% Methanol, 7% Essigsdure

Kem-Lysis-Puffer fiir genomische DNA-Préparation:
10 mM Tris, 400 mM NaCl, 2 mM EDTA pH 8

Kern-Lysis-Puffer fiir genomische DNA-Priparation (PFG-Elektrophorese):
0,5% EDTA, 10 mM Tris pH 8, 0,5% SDS, vor Gebrauch Zugabe von 0,5 mg/ml
Proteinase K

Restriktionspuffer: _

10xlow, medium, high = 0, 500, 1000 mM Na(l, + jeweils 10 mM Tris pH 7,5, 10 mM
MgCl,, 100 pg/ml BSA. Fiir die Restriktionsenzyme BssHII, Mlul, Notl, Nael, Narl,
Sacll, Sfil wurden jeweils die von der Lieferfirma angegebenen Restriktionspuffer

hergestellt.

5x DNA-Ladepuffer fiir DNA:
10 mM EDTA, 10% Glycerin, 0,1% SDS, 0,02% Bromphenolblau

5x Ligationspuffer:
250 mM Tris pH 7,4, 50 mM MgCls, 50 mm DTT, 5 mM Spermidin, 5 mM ATP

SxKinasierungspuffer:
50 mM ATP, 50 mM MgCly 350 mM Tris pH 7,6

Lysozym-Losung fiir Plasmid-Priparation:
2 mg/ml Lysozym, 50 mM Glukose, 10 mM EDTA, 25 mM Tris pH 8

Sanger-Ladungspuffer:
100 ml deionisiertes Formamid, 4 ml 500 mM EDTA pH 8, 0,03 g Xylencyanol, 0,03 g

Bromphenolblau
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2.6. GENBIBLIOTHEKEN UND DNA-SONDEN

Genbibliotheken:

- genomische Rinder-Genbibliothek: hergestellt aus Rinderleber-DNA, kloniert in
Lambda EMBL3-Vektor, erhalten von Dr. G. Schiitz (DKFZ, Heidelberg).

- Rinder-cDNA-Bibliothek: hergestellt aus RNA theileriainfizierter Rinderlymphozyten,
kloniert in Lambda 1149-Vektor, erhalten von Dr. M. Carrington (IGT, Karsruhe).

DNA-Sonden:

- menschliches c-raf-1: bezogen von Amersham Buchler, Braunschweig.

- Rinder Interleukin 2 und Interleukin 2-Rezeptor (Tac-Antigen): erhalten von Dr. R.
Reeves (Washington State University).

- Rinder gamma-Interferon: erhalten von Ciba Geigy (Basel).

- Rinder CD3: erhalten von Dr. 1. Morrison, ILRAD (Nairobi).

- Rinder Interleukin 4: erhalten von M. Eichhorn, (IGT, Karsruhe).

- Rinder c-myec: erhalten von Dr. D. Dobbelaere, IGT, Karsruhe).

- Rinder invariante Kette: erhalten von Dr. D. Dobbelaere (IGT, Karsruhe).

- Rinder Aktin und Theileria Aktin: erhalten von Dr. A. Ehrfeld (IGT, Karsruhe).
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3. METHODEN

3.1. ALLGEMEINE ARBEITSMETHODEN MIT NUKLEINSAUREN

3.1.1. Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration

Die Konzentration der in Wasser gelosten Nukleinséuren wurde iiber die optische Dichte
(OD) im Spektralphotometer bestimmt. Einer optischen Dichte von 1 bei einer
Wellenlidnge von 260 nm entsprechen 50 pg/ml doppelstringige DNA, bzw. 40 pg/ml
RNA. Aus dem Verlauf der spektralen Absorption wird die Verunreinigung der
Nukleinsdure-Losung ersichtlich. Die OD sollte bei 280 nm hochstens zwischen 50 und
70% der OD bei 260 nm betragen.

3.1.2. Phenol/Chloroform-Extraktion einer Nukleinsidure-Losun

Um Proteinverunreinigungen aus einer Nukleinsdure-Losung zu entfernen, wurde diese
mit Wasser auf mindestens 50 ul aufgefiillt. Nach Zugabe eines gleichen Volumens
Phenol (TNE-gesittigt) und eines gleichen Volumens Chloroform/lsoamylalkohol (24:1)
wurde kriftig gemischt und kurz zentrifugiert. Die nukleinsédurehaltige wissrige
Oberphase wurde zweimal mit einem gleichen Volumen Chloroform/Isoamylalkohol

extrahiert,

3.1.3. Fillung von Nukleinsduren

Die nukleinsdurehaltige Losung wurde mit NaAcetat (pH 4,8) oder mit NaCl auf eine
Endkonzentration von 0,3 M gebracht und ein 2,5-faches Volumen an Ethanol
zugegeben. Die Fillung erfolgte entweder 30 min bei -80 °C oder iiber Nacht bei -20 °C.
Die ausgefallenen Nukleinsiuren wurden 10 min bei 10000 rpm abzentrifugiert und
anschlieend im Vakuum getrocknet.

3.1.4. Restriktionsverdau

Eine Enzymeinheit ist definiert als die Menge Enzym, die 1 ug Lambda-DNA in einer
Stunde vollstindig verdaut. Pro ug zu schneidender DNA wurde ein UberschuB von 2-3
Einheiten Enzym in 20-100 ul Reaktionsvolumen eingesetzt. Die Inkubation erfolgte iiber
mindestens 2 Stunden oder iiber Nacht unter den vom Hersteller angegebenen
Temperatur- und Pufferbedingungen. Es wurde ein Satz von 3 Reaktionspuffern mit
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unterschiedlichem Salzgehalt verwendet (high', 'medium’' und 'low'). Bei einem Verdau
mit mehr als einem Enzym, die unterschiedliche Restriktionspuffer benétigen, wurde
nacheinander im gleichen Reaktionsgefdl verdaut und die Puffer in der Reihenfolge von
'low' nach 'high' zugegeben.

3.1.5. striktionsverdau langketticer DNA-Molekiile fiir Pulsfeldgelelektrophorese

Wie in 3.4.3. beschrieben wird, wurden alle Arbeitsschritte mit genomischer DNA, die in
Agarose eingebettet vorliegt, durchgefiihrt. Die Agaroseblécke wurden mit einem Skalpell
(sauber!, EtOH benutzen) auf eine definierte Groe zurechtgeschnitten (moglichst Breite
der Geltasche und variable Linge je nach einzusetzender DNA-Konzentration). Es wurde
darauf geachtet, daB3 jeweils gleiche Mengen an DNA eingesetzt wurden, da DNA-
Fragmente gleicher Grofe bei unterschiedlicher Menge ein unterschiedliches Lauf-
verhalten zeigen. Die Gelstiicke wurden zundchst 2 x 1 Stunde in 1ml T.E. (10mM Tris
pHS, 0,1mM EDTA) bei Raumtemperatur inkubiert. Als Inkubationsgefdfie wurden Zell-
kulturplatten mit 24 Vertiefungen (2ml Volumen / Vertiefung) verwendet, bei einem
Wechsel der Losung wurde die alte Losung jeweils mit einer Pasteurpipette entfernt.
- Danach wurden die Gelstiicke 2 x 1 Stunde bei Raumtemperatur in 0,5ml des ent-
sprechenden Restriktionspuffers inkubiert. Fiir den folgenden Verdau wurden die Gel-
stiicke in ein 2,5 ml Eppendorf-Réhrchen (mit konisch zugespitzem Boden und Schraub-
deckel) iiberfiihrt, und danach 75 ul 1x Restriktionspuffer zugegeben (bei diesem
Volumen war ein Gelstiick mit einer Gré8e von ungefihr 4 x 6mm gut mit Flissigkeit
bedeckt). Nach Zugabe des Restriktionsenzyms (ca. 20U Enzym/Ansatz bzw. Verdau)
wurde tiber Nacht bei der entsprechenden Temperatur verdaut. Das Eppendorf-Rohrchen
wurde dabei vollstindig im Wasserbad untergetaucht, um die Bildung von Kondens-
tropfchen am Deckel zu vermeiden. Der Schraubdeckel-Verschluf3 des Rohrchens wurde
mit Parafilm abgedichtet. Nach dem Verdau wurde die Verdau-Losung entfernt. Das Gel-
stiick wurde bei anschlieBender Gelelektrophorese ungefdhr 30 min im Elektrophorese-
Puffer inkubiert oder mit TE versetzt und bei 4°C fiir eine spitere Elektrophorese auf-
bewahrt.

Wurde ein Doppelverdau durchgefiihrt, bei dem unterschiedliche Restriktionspuffer
eingesetzt wurden, so wurde zuerst mit dem Enzym verdaut, das niedrigere Salzkonzen-
trationen bendtigt. Nach diesem ersten Verdau wurde das Gelstiick wieder in eine
Vertiefung einer Zellkulturplatte tiberfiihrt und vor dem zweiten Verdau zuerst 1 Stunde
in 1ml T.E. und danach 2 x 1 Stunde in 0,5ml des zweiten Restriktionspuffers
inkubiert.
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3.2. DNA-KLONIERUNGSTECHNIKEN

3.2.1. Isolierung von DNA aus Agarose-Gelen

Die gewiinschte Bande wurde durch UV-Bestrahlung lokalisiert. In einen mit dem
Skalpell unterhalb der Bande eingefiihrten Schnitt wurde ein Stiick DEAE-Zellulosepapier
eingefiihrt. Die Elektrophorese wurde danach solange fortgesetzt, bis die Bande in den
Papierstreifen hineingewandert war. Der Papierstreifen wurde aus dem Gel entfernt und
in ein Eppendorf-Réhrchen mit 500 pul einer 1,5 M NaCl-Losung iberfiihrt. Nach sehr
kriaftigem Schiitteln (Vortex) und 20 min Inkubation bei 65 °C war die DNA in den
Puffer eluiert. Das Papier wurde folgendermallen abfiltriert: Ein Eppendorf-Réhrchen
wurde an seinem konischen Ende mit einer Kaniile durchbohrt, eine Spatelspitze
Quarzsand hineingegeben und auf ein intaktes Eppendorf-Rohrchen gesetzt. In das obere
Rohrchen wurde die papierhaltige DNA-Losung gegeben und beide Rohrchen
aufeinandersitzend in der Eppendorf-Zentrifuge einige Sekunden zentrifugiert. Die eluierte
DNA (im unteren R6hrchen) wurde gereinigt und geféllt.

3.2.2. Préparation von Vektoren fiir die Subklonierung von DNA-Fragmenten

5 pg der Vektor-DNA wurden mit dem gewiinschten Enzym in einer 50 pl-Reaktion
verdaut, wobei mit dieser Methode je nach verwendetem Enzym Vektoren mit stumpfen
(‘'blunt’) oder iiberstehenden ('sticky') Enden erzeugt werden konnten. Ein Aliquot von
500 ng wurde durch den Vergleich mit ungeschnittenem Vektor in einem Agarose-Minigel
auf Vollstdndigkeit des Verdaus hin iiberpriift. Der verbleibende Rest der DNA wurde
dephosphoryliert (s. 3.2.4.), Phenol/Chloroform-extrahiert, gefillt, zentrifugiert und das
Sediment mit 80% Ethanol gewaschen, getrocknet und in Wasser gelost.

3.2.3. Auffiillen von 5'-Uberhiingen

Etwa 1 pg des DNA-Fragmentes wurden mit 5 Einheiten DNA-Polymerase I (Klenow-
Fragment) in Polymerase-Reaktionspuffer in einem Volumen von 20 pl fiir 5 min bei
Raumtemperatur vorinkubiert. AnschlieBend wurden 2 pl einer 2 mM dNTP-L6sung
zugegeben und weitere 30 min bei 30°C inkubiert. Danach erfolgte eine Phenol/Chloro-
form-Extraktion. Die DNA wurde gefillt, zentrifugiert und das Sediment mit 80% Ethanol
gewaschen und anschlieBend getrocknet.
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3.2.4. Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Die DNA wurde in einem Endvolumen von 100 ul Dephosphorylase-Puffer mit 4 Enzym-
einheiten Alkalische Phosphatase versetzt. Nach 30 min Reaktionszeit bei 37 °C wurden
weitere 4 Enzymeinheiten zugesetzt und noch einmal 30 min inkubiert. AnschlieBend
erfolgten 10 min Inkubation bei 68 °C. Zur Entfernung des Enzyms wurde eine
Phenol/Chloroform-Extraktion durchgefiihrt.

3.2.5. Ligation

Ligation in wissriger L.osung:

1 pl 10x Ligase-Puffer wurde mit 1 pl einer 10 mM ATP-Losung und 50 ng Vektor-DNA
gemischt. Dazu wurde soviel Insert-DNA gegeben, dal das molare Verhéltnis von
Vektor-DNA zu Insert-DNA etwa 2:1 betrug. Mit Wasser wurde auf 9 pl aufgefiillt und
1 ul T4 DNA-Ligase (2,5 U/jl) zugegeben. Die Reaktion erfolgte iiber Nacht bei 15 °C.

Ligation im Agarose-Gel:

Die DNA wurde in Agarose Typ VII (niedrig schmelzende Agarose) aufgetrennt,
ausgeschnitten und die miteinander zu ligierenden Fragmente zusammengegeben.
AnschlieBend wurden die Gelstiicke 10 min bei 68 °C geschmolzen, auf 42 °C abgekiihlt
und mit Reaktionspuffer und Enzym in einem Gesamtvolumen von 20 ul ligiert. Die
Reaktionsbedingungen waren dieselben wie bei der Ligation in wissriger Losung.

3.2.6. Bal 31 Exonuklease-Verdau

10 pg des Plasmids wurden mit EcoRI verdaut, um das Insert herauszuschneiden. Nach
Phenol/Chloroform-Extraktion und Ethanolfillung wurde die DNA in 25 ul Wasser
resuspendiert. Durch Zugabe von 25 ul 2xBal31-Puffer (1200 mM NaCl, 24 mM CaClp
24 mM MgClp, 40 mM Tris-HCI pH 8) und 0,5 pl Bal 31 (Biolabs, 0,75 U/ul), erfolgte
der Start des Exonuklease-Verdaus bei 30 °C. Nach 30 sek, 2-, 4-, 6-, und 10 min
wurden der Reaktion je 10 pl entnommen und zum Stoppen der Reaktion in 50 pl Phenol/
20 pl 50 mM EGTA/ 17,5 ul Wasser gegeben. Nach Phenol/Chloroform-Extraktion und
Uberpriifung der GroBe der Deletionen in einem 0,8% Agarose-Gel wurde in Ethanol
gefdllt und in 100 pl Wasser resuspendiert. Eventuell iiberhdngende Enden wurden
aufgefiillt (s. 3.2.3). Bei Einzelverdaus wurde mit dem anderen Enzym der multiplen
Vektor-Klonierungsstelle nachgeschnitten. Die DNA wurde gereinigt, anschlieBend gefillt
und in entsprechend geschnittene Vektoren subkloniert (s. 3.2.2).
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3.2.7. Transformation von Bakterienzellen nach Hanahan [156]

Priparation von kompetenten Zellen fiir die Transformation:

Eine Ubernacht-Kultur von E. coli TG1 in SOB-Medium mit Magnesiumsalzen wurde
1:50 in frischem SOB + Magenesiumsalzen verdiinnt und bei 37 °C bis zu einer ODg(
von 0,5 herangeziichtet. Die Zellen wurden in einer ungekiihlten Zentrifuge bei 3000 rpm
fiir 10 min zentrifugiert und in einem Drittel ihres urspriinglichen Volumens in kaltem T-
Puffer resuspendiert. Nach 15 min Inkubation auf Eis erfolgte wieder eine Zentrifugation
bei 3000 rpm fiir 10 min, diesmal aber in einer gekiihlten Zentrifuge bei 4 °C. Das
Zellsediment wurde in einem Zehntel des Ursprungsvolumens in kaltem T-Puffer
resuspendiert und sofort fiir die Transformation der Bakterien verwendet.

T-Puffer (100 ml): 0,2 g MES-KOH (pH mit KOH auf 6,2 einstellen, bevor andere
Salze zugegeben werden)
1,2 g RnCl
0,9 g MnClp
0,08 g [Co(NH3)6lC
0,147 g CaClp
mit Wasser auf 100 ml auffiillen und steril filtrieren.

Transformation mit Plasmiden;

Zu 200 wl kompetenten Zellen wurden maximal 5 pl eines Ligationsansatzes gegeben und
fiir 1h auf Eis gestellt. Anschlieflend erfolgte ein Hitzeschock durch 90 sek Inkubation bei
42 °C. Nach 1 h Inkubation auf Eis wurde 800 pl SOB-Medium zugegeben. Die Zellen
wurden fiir 1 h in ein 37 °C-Wasserbad gestellt. Dann erfolgte die Zugabe von 100 ul 2%
X-Gal und 30 ul 2% IPTG als Indikator. Die Zellen wurden in Petrischalen auf LB-Agar
+ Ampicillin 100 pg/ml als Selektionsmarker ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C
inkubiert.

Tansformation mit M13-Phagen:

Zu 200 ul kompetenten Zellen wurden max. 5 ul eines Ligationsansatzes gegeben und 45
min auf Eis inkubiert. Nach 90 sek Hitzeschock bei 42 °C erfolgte eine erneute Inkubation
auf Eis fiir 15 min. Zu jedem Ansatz wurde nun 3 ml H-Top-Agar, der bei 45 °C fliissig
gehalten worden war und 50 pl 2% X-GAl, 30 pl 2% IPTG und 30 ul TG1-Ubernacht-
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Kultur enthielt, gegeben. Nach kurzem Mischen wurde der Top-Agar auf Petrischalen mit
H-Agar gegossen und die Platten nach dem Erstarren iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Bei
jeder Tansformation. wurden 3 Kontrollen mitgefiihrt: 1. Um die Effizienz der
Transformation beurteilen zu kénnen, wurde ein Ansatz mit 25 pg unverdautem Vektor
(ohne Insert-DNA) transformiert. 2. Je ein Ansatz erfolgte auch mit geschnittenem,
dephophoryliertem, nicht aber ligierten Vektor, um die Menge restlicher, eventuell nicht
geschnittener DNA erkennen zu kénnen. 3. SchlieBlich wurde mit 100 ng verdauter
dephosphorylierter Vektor-DNA eine Ligasereaktion angesetzt und anschlieBend
transformiert, um die Giite der Dephosphorylierung beurteilen zu kénnen.

3.2.8. Kolonie-Hybridisierung

Zur Identifizierung der gewiinschten Bakterienklone nach der Transformation wurde ein
Filterabdruck der Kulturplatte und anschlieBend eine Kolonie-Hybridisierung mit der
entsprechenden, radioaktiv markierten Probe durchgefiihrt. Dazu wurden die Kolonien
der Musterplatte auf ein Nitrozellulose-Filter iiberfiihrt. Die Filter wurden zuvor in
Wasser, dann in 2 M NaCl getaucht und kurz auf 3MM-Papier gelegt, um zu verhindern,
daB die Kolonien vollstindig auf dem Filter anhaften. Die aufgelegten Filter wurden auf
der Platte so markiert, daB nach der Hybridisierung des Filters die urspriingliche
Orientierung wiedergefunden werden konnte. Die Filterabziige wurden 2 min denaturiert
(0,5 M NaOH/1,5 M NaCl) und 3 min neutralisiert (0,5 M Tris pH 8/1,5 M NaCl).
Danach wurde die DNA fiir 2 Stunden in einem Vakuumofen bei 80 °C auf die Filter
festgebacken. Die Filter konnten anschlieBend bis zur Hybridisierung bei Raumtemperatur

aufbewahrt werden.

3.3. ELEKTROPHORETISCHE AUFTRENNUNG VON NUKLEINSAUREN
UND PROTEINEN

3.3.1. Auftrennung von DNA durch herkommliche Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte in 1%igen Agarosegelen (in 1xTBE).
Das Gel wurde in einen horizontalen Geltank gelegt, der 1xXTBE-Puffer als Laufpuffer
enthielt. Die Proben wurden nach Zugabe von 5xLadungspuffer in die Geltaschen
pipettiert. Die Auftrennung erfolgte je nach GréBe der Gelkammer bei 75-100 Volt in
einer Laufzeit von 1-3 Stunden oder bei 20-50 Volt iiber Nacht. Das Gel wurde
anschlieBend fiir ca. 10 min mit 1 pg/ml Ethidiumbromid gefirbt, auf eine UV-Lampe an
einen MaBstab angelegt und mit Hilfe einer Polaroidkamera photographiert.
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3.3.2. Auftrennung von DNA durch Pulsfeldgelelektrophorese

Zunichst wurde ein 1%iges Agarosegel (gelost in 0,5 x TBE-Puffer) gegossen. Dabei
wurde darauf geachtet, daB} eine waagrechte Stellfliche vorhanden ist, da eine unter-
schiedliche Dicke des Gels die Wanderung der DNA wihrend der Elektrophorese
beeinfluflt. Die Taschen des Gels wurden zunidchst mit Elektrophorese-Puffer
(0,5 x TBE) gefiillt, damit die Gelstiicke mit der verdauten DNA ohne Luftblasen in die
Geltaschen iiberfiihrt werden konnten. Die Gelstiicke wurden mit niedrig schmelzender
Agarose (0,75%, in 0,5 x TBE gelost) in der Geltasche fixiert. Damit sich die Ionen-
konzentrationen zwischen Puffer und Gel angleichen konnen, wurde das mit den Gel-
stiicken beladene Gel bereits 2 Stunden vor dem Start der Elektrophorese in die Gel-
kammer iiberfithrt. Wihrend dieser Zeit wurde auflerdem das Puffer-Kiihlsystem (Kiihl-
wasserbad bei 4°C mit Umlaufpumpe) in Betrieb genommen. Die Temperatur sollte sich
wihrend der Elektrophorese nicht veridndern, da bereits kleine Temperaturschwankungen
z.B. den Leitwert des Puffers verdndern und somit das Laufverhalten der DNA beein-
flussen. Die Elektrophorese wurde bei einer Auftrennung von DNA-Fragmenten bis zu
2000 kb mit einem Spannungsgradienten von bis zu 8,5 Volt/cm durchgefiihrt. Bei
einem Abstand der Elektroden von 35 cm entsprach dies einer Spannung von 300 Volt.
Diese im Unterschied zu herkdmmlichen Gelelektrophoresen sehr hohe Spannung
ermoglicht einen relativ kurzen Gellauf, erkldrt aber auch die Notwendigkeit eines Kiihl-
systems wihrend der Elektrophorese. Nach dem Gellauf wurde die DNA ca. 30 min mit
1 pg/ml Ethidiumbromid geférbt, 1 Stunde mit Wasser entfdrbt und photographiert.

3.3.3. Auftrennung von DNA in Acrylamid/Harnstoff-Gelen: Sequenzier-Gel

50 ml einer 6% Acrylamid/Harnstoff-Stammlosung (7M Harnstoff, 6% Acrylamid: pro 1
1xTBE, 57 g Acrylarnid+3g Methylenbisacrylamid) wurden mit 80 ul 25% APS und 80
pl TEMED versetzt, in eine Gelkammer (20x40 cm, 0,4 mm Abstand) gegossen und fiir
30 min polymerisiert. Die Geltaschen wurden durch einen 48-zihnigen Kamm der Firma
BRL gebildet. Als Laufpuffer diente 1XTBE. Das Gel wurde bei einer Stromstiirke von 28
mA soweit laufen gelassen, bis die Bromphenolblau-Bande am unteren Gelrand
angekommen war. Nach dem Lauf wurde eine der Glasplatten vorsichtig abgehoben,
sodal das Gel an der anderen Platte haftete. Es wurde zur Fixierung in eine 10%
Methanol/10% Essigsidure-Losung gelegt, anschlieBend mit Whatman-3MM-Papier von
der Platte abgezogen und 30 min bei 70 °C auf dem Geltrockner unter Vakuum
getrocknet. Das getrocknete Gel wurde autoradiographiert. |



33

3.3.4. Auftrennung von RNA in Agarose-Gelen

Maximal 10 pg RNA in einem Volumen von 4 bzw. 8 ul Wasser, wurde mit 7,2 bzw.
14,4 pl Denaturierungspuffer versetzt und 5 min bei 50 °C inkubiert. Nach dem
Abkiihlen auf Eis wurde dem Gemisch 1 pl Ladungspuffer zugegeben und auf ein 1,4%
Agarose-Gel (11x14 cm) geladen. Die Elektrophorese wurde mit 75 Volt 2,5 Stunden in
einer horizontalen Gelapparatur gefahren. Danach wurde das Gel mit 150 pl Acridin-
orange (30 pg/ml) in 150 ml RNA-Laufpuffer 10 min geférbt. Die Entfarbung erfolgte
jeweils durch dreimaliges Waschen in 20 min in Laufpuffer. Die RNA wurde
anschlieBend durch UV-Betrahlung sichtbar gemacht und photographiert.

3.3.5. Auftrennung von Proteinen durch SDS-Pol lamid-Gelelektrophorese [157

Die Auftrennung erfolgte in 10%igen SDS-Polyacrylamidgelen. Das Trenngel und das
Sammelgel wurden unter Verwendung einer Stammlosung (30% Acrylamid : 0,8% N,N'-
Methylenbisacrylamid) hergestellt. Die Endkonzentrationen im Trenngel betrugen: 10%
Acrylamid/Bis, 0,375 M Tris (pH 8,8), 0,1% SDS, 0,025% TEMED und 0,02% APS.
Das Sammelgel enthielt 5% Acrylamid/Bis, 0,125% Tris (pH 6,8), 0,1% SDS, 0,1%
TEMED und 0,05% APS. Als Elektrodenpuffer wurde 0,192 M Glycin, 0,1% SDS,
0,025 M Tris (pH 8,3) verwendet. Vor dem Auftragen wurden die Proben 3 min in 1x
Probenpuffer aufgekocht. Die Elcktrophoresc erfolgte bei 25 mA (solange bis die
Bromphenolblau-Bande die untere Kante des Gels erreichte). Anschlieend wurde das
Gel ca. 15 min mit der Proteinfarbelésung (mit Coomassie Brilliant Blue) gefirbt und
fixiert, mit der Entfdrbelosung entfirbt, und photographiert. Bei Verwendung 358-
markierter Proteine wurde das Gel zur Verstirkung der radioaktiven Signale 30 min in
Salicylsdure inkubiert. Danach wurden die Gele auf Whatman 3MM Papier tiberfiihrt, fiir
ca. 1 Stunde in einem Geltrockner bei 50°C getrocknet und anschlieBend autoradio-
graphiert.

34. PRAPARATIVE METHODEN

3.4.1. Herstellung von Proteinlysaten aus Lymphozyten
(nach einer Vorschrift von Dr. A. Bensaid, ILRAD, Nairobi)

Um die Aktivitit von Proteasen zu hemmen, wurden alle Arbeitsschritte bei 4°C durch-
gefiihrt und alle verwendeten Losungen auf 4°C gekiihlt. 2x107 Zellen wurden bei
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1700 rpm 10 min abzentrifugiert, resuspendiert, und 3x in 20 ml PBS (mit 0,1% Na-
Azid) gewaschen. Nach Zugabe von 1 ml Proteinlysispuffer und Uberfiihrung in ein
Eppendorfrohrchen wurde die Zellsuspension 45 min auf Eis gestellt (max. 2-
3 Stunden). Danach wurde 20 min in einer Eppendorfzentrifuge abzentrifugiert. Bei 3.
markierten Proteinlysaten wurde vom Uberstand ein Aliquot fiir eine TCA-Fillung zur
Messung der Menge an markierten Proteinen entnommen. Der Rest wurde bei -70°C
eingefroren oder direkt fiir Vorreinigung der Proteinlysate mit Protein A-Sepharose
verwendet (s.3.7.1).

3.4.2. Priparation genomischer DNA aus Lymphozyten [158]

Etwa 3x107 Zellen wurden in einem 50 ml Falcon-R6hrchen abzentrifugiert, der
Uberstand dekantiert und zweimal mit PBS gewaschen. Das Zellpellet wurde in 30 ml
Kern-Lysis-Puffer resuspendiert und nach Zugabe von Proteinase K (0,2 mg/ml), kurz
gemischt und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am ndchsten Tag wurde 10 ml 6 M NaCl-
Losung zugegeben, gemischt und 30 min bei 2500 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde, moglichst ohne Protein, dekantiert und zur Fillung der DNA ein 2-faches
Volumen an Ethanol zugegeben. Ohne zu zentrifugieren wurden die DNA-Fidden mit einer
Pasteurpipette herausgenommen und in 70% Ethanol gewaschen. Nach dem Trocknen der
DNA in der Luft wurde sie in 0,3-0,5 ml TE gelost. AnschlieBend wurde die OD
gemessen und die DNA bei 4 °C aufbewahrt. Bei Verunreinigung mit Proteinen wurde
zusitzlich mit Phenol/Chloroform-extrahiert.

3.4.3. Priparation langkettiger DNA-Molekiile fiir die Pulsfeldgelelektrophorese

(nach einer Vorschrift von Dr. A. Bensaid, ILRAD, Nairobi)

Im Gegensatz zu herkémmlichen Methoden der DNA-Priparation wurden hier jegliche
Pipettierschritte, die zu DNA-Briichen fithren konnten, durch Einbetten von Zellen in
niedrig schmelzende Agarose und anschlieBendem Proteinase K-Verdau des Zellmaterials
vermieden. Alle nachfolgenden Arbeitsschritte (Verdau der DNA, Elektrophorese)
wurden mit der in Agaroseblocken eingebetteten DNA durchgefiihrt.

Einbetten und Proteinase K-Verdau von Zellen:

Die Zellkonzentration in der Agarose sollte jeweils 2x10” Zellen/ml Agarose/PBS (siche
unten) betragen. Das jeweilige Volumen, in das die Zellen eingebettet wurden, errechnet
sich aus der Anzahl an eingesetzten Zellen. Bei einer Grofle der Gelstiicke von
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2 x 4 x 6 mm ergab sich eine DNA-Konzentration von ungefihr 5 ug. Eine definierte
Anzahl von Zellen (z.B. 2x107 Zellen, ausreichend fiir ungefidhr 12 Verdaus) wurde
zundchst 2 x mit eiskaltem PBS (je 50 ml) gewaschen. Das Zellpellet wurde dann in 50%
des errechneten Endvolumens mit 42°C warmem PBS resuspendiert und dann mit dem
gleichen Volumen niedrig schmelzender Agarose (1,5%ig, in PBS gelost, im Mikro-
wellenherd geschmolzen und auf 42°C abgekiihlt) versetzt und gut vermischt.
AnschlieBend wurde eine definierte Menge dieser noch fliissigen Mischung in eine Form
pipettiert (mufl zum schnellen Hirten der Agarose auf Eis stehen). Dazu wurde ein
Gelkamm benutzt, dessen Zwischenrdume der Zihne genauso breit waren wie die Zihne
des zur Elektrophorese benutzten Kamms, damit die Agarosestiicke genau in die Taschen
des Elektrophoresegels paBiten. Dieser Kamm wurde zwischen 2 Glasplatten (oder 2
weitere Kimme) eingespannt, sodal die Zwischenrdume die Form der Agaroseblocke
ergeben. Nach dem Hirten der Agarose (ungefdhr nach 2 min) wurden die Gelstiicke in
die auf 55°C vorgewirmte Lysis-Losung (0,5M EDTA pH 8, 0,5% SDS, 10 mM Tris pH
8, ungefdhr 5 ml in einem 25 ml Becherglas) iiberfithrt und nach Zugabe von
Proteinase K-Losung (Endkonzentration 0,5 mg/ml, Stocklosung 20 mg/ml in HzO )2-3
Tage bei 55°C inkubiert (mdglichst Schiittelwasserbad). Anschliefend wurde die Lysis-
Losung abgeleert, die Gelstiicke wurden 1 x mit TE (10mM Tris pH 8, ImM EDTA)
gewaschen und dann in TE (ca. 10 ml) iiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
nochmaligem Waschen mit TE wurden die Gelstiicke bei 4°C in TE aufbewahrt oder sie

wurden anschlieBend fiir einen Verdau verwendet (s.3.1.5.).
3.4.4. Priparation von amt-RNA Lymphoz

In einer sterilen Glasflasche wurden 19 ml NTE, 1 ml 10% SDS und 20 ml Phenol (Tris-
gesittigt, pH 8) gemischt und bei 80°C erhitzt. Ungefédhr 1x108 Zellen wurden auf 50 ml
Falcon-Roéhrchen verteilt und 10 min mit 2500 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde mit
insgesamt 50 ml NTE resuspendiert, in ein Rohrchen vereint und 5 min mit 2500 rpm
zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurden die Zellen in 1 ml NTE aufgenommen und
tropfchenweise in die heiBe Phenollosung gegeben. Diese Losung wurde nach
vorsichtigem Mischen auf neue 50 ml Rohrchen verteilt und fiir 10 min mit 3000 rpm
zentrifugiert. Die obere wissrige Phase wurde vorsichtig abgenommen und auf Eis
gestellt. Die untere Phenolphase wurde mit 10 ml NTE fiir 5 min reextrahiert. Nach der
Vereinigung der wissrigen Phasen, wurden sie erneut mit 20 ml Phenol versetzt und fiir
10 min mit 3000 rpm zentrifugiert. Die wissrige Phase wurde mit gleichen Volumen an
Chloroform vereinigt und fiir 5 min mit 2000 rpm zentrifugiert. Die obere wissrige Phase
wurde mit 2.5-fachem Volumen Ethanol in 200 ml PlastikgefiBen bei -20°C iiber Nacht
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gefillt. Die prizipitierte RNA wurde 50 min mit 10000 rpm in einer Beckman Zentrifuge,
Model J2-21, zentrifugiert, das Pellet getrocknet und anschlieBend in 1-3 ml Wasser
aufgelost. Nach Bestimmung des OD wurde die RNA wieder mit 2.5-fachem Volumen
Ethanol und 0,25M NaAc iiber Nacht bei -20°C gefillt. Nach dem Abzentrifugieren und
Waschen mit 70% Ethanol wurde das Pellet getrocknet, mit einer Konzentration von
4ug/ml in sterilem Wasser aufgenommen und bei -70°C aufbewahrt.

3.4.5. Priparation von PolyA-RNA aus Lymphozyten

Ungefdhr 6x107 Zellen wurden 5 min bei 1700 rpm abzentrifugiert, 2x mit PBS
gewaschen und in 10 ml kaltem NTE resuspendiert. Nach Zugabe von 150 pl Proteinase
K (20 mg/ml) und 0,5 ml 10% SDS wurden die Zellen mit einem Ultra-Turrax der Firma
Janker&Koch 30 sec homogenisiert und 45 min bei 37°C inkubiert. Nach einer
Phenol/Chloroform-Extraktion wurde der Uberstand auf eine Endkonzentration von 0,5
M NaCl eingestellt und zu ca. 100 mg Oligo-dT-Zellulose gegeben, die in RNA-
Bindungspuffer resuspendiert war. Die Suspension wurde iiber Nacht bei Raum-
temperatur auf einem Rototorque rotiert und anschlieBend abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen. Das Pellet mit der RNA wurde 3x mit RNA-Bindungspuffer und 1x
mit RNA-Waschpuffer gewaschen. Die Extraktion der RNA erfolgte durch 5 maliges
Waschen und Resuspendieren in RNA-Elutionspuffer (Zentrifugation bei 1400 rpm). Die
Uberstinde wurden vereinigt und nochmals abzentrifugiert. Nach Bestimmung der RNA-
Konzentration wurde die RNA durch Zugabe von 0,25 M NaAc und 2,5-fachem
Volumen an Ethanol gefillt, anschlieBend bei 10000 rpm fiir 40 min in einer Kiihl-
zentrifuge abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 400 pl sterilem Wasser geldst und in einem
Eppendorfrohrchen nochmals gefillt. Nach Waschen in 70% Ethanol wurde das Pellet
getrocknet, mit einer Konzentration von 1 pg/ml in sterilem Wasser aufgenommen und
bei -70°C aufbewahrt.

3.4.6. Priparation von Plasmid-DNA in kleinem MaRstab

Eine Kolonie der Bakterien, die das entsprechende Plasmid enthielten, wurde in 2 ml
2xYT-Medium mit Ampicillin (100 pg/ml) bei 37 °C iiber Nacht geschiittelt. 1 ml der
Bakteriensuspension wurde in 100 ul frisch hergestellter Lysozym-Losung aufgenommen
und 30 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 200 pl alkalischer SDS-Losung, weiteren
5 min Inkubation auf Eis und Zugabe von 150 ul 3M NaAc wurde weitere 60 min auf Eis
inkubiert. Danach wurde 5 min bei 10000 rpm zentrifugiert und die Plasmid-DNA aus
dem Uberstand in einem neuen R6hrchen mit Ethanol gefillt. Das Sediment wurde in
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100 pl 0,1 M NaAc, 50 mM Tris, pH 7,8 resuspendiert und erneut mit Ethanol gefilit
und in 40 pul Wasser aufgenommen. Zur Beseitigung von RNA wurde ein Verdau mit
DNase-inaktivierter RNase A (20 pg/ml) fiir 30 min bei 37 °C vorgenommen.

3.4.7. Priparation von Plasmid-DNA in groflem Maflsta

200 ml 2xYT-Medium + Ampicillin (100 pg/ml) wurden mit 2 ml einer Ubernachtkultur
der entsprechenden Bakterienkolonie angeimpft und iiber Nacht bei 37 °C geschiittelt. Die
Bakteriensuspension wurde dann bei 5000 rpm und 4 °C 10 min abzentrifugiert, das
Sediment in 10 ml frischer Lysozym-Losung resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert.
Nach Zugabe von 20 ml alkalischer SDS-Losung, 5 weiteren Minuten auf Eis und Zugabe
von 20 ml 3 M NaAcetat pH 4,8, wurde weitere 60 min auf Eis inkubiert. Zellfragmente
und hochmolekulare DNA wurden anschlieBend durch 40 min Zentrifugation bei
10000 rpm und 4 °C sedimentiert. Die Plasmid-DNA wurde aus dem Uberstand ohne
weitere Salzzugabe ausgefillt und durch 20 min Zentrifugation bei 10000 rpm und 4 °C
sedimentiert. Das Sediment wurde in 10 ml 0,1 M NaAc / 50 mM Tris pH 8 resuspendiert
und erneut ausgefillt. Dieser Niederschlag wurde in 4 ml 50 mM Tris / ImM EDTA pH 8
aufgenommen und nach Aufldsung mit soviel CsCl versetzt, sodal die Endkonzentration
1 g CsClI pro g Losung betrug. Zuvor wurden pro ml Losung 5 pl Ethidiumbromid
zugegeben. Die Losung wurde mit einer Spritze in ein 5 ml VTI65 Beckman Quick-Seal
Zentrifugenrohrchen gefiillt. Mit einer L'o'sung, die CsCl und Ethidiumbromid in den
ensprechenden Anteilen enthielt, wurde der Inhalt des Rohrchens bei Bedarf erginzt. Die
Roéhrchen wurden zugeschmolzen und 16 Stunden bei 55000 rpm in einem Beckman
Vertikalrotor zentrifugiert. Im entstehenden Dichtegradienten wurde die Plasmid-DNA
von verbleibender bakterieller genomischer DNA, RNA und Protein getrennt und
sammelte sich zu einer Bande, die durch Interkalation von Ethidiumbromid durch UV-
Bestrahlung sichtbar war und mit einer Spritze abgezogen werden konnte. Die
abgezogene LOsung wurde wie oben beschrieben aufgefiillt und unter denselben
Bedingungen noch einmal 6 Stunden zentrifugiert. Die plasmidhaltige Bande wurde dann
erneut abgezogen und mit Wasser auf ein Volumen von 5 ml aufgefiillt. Das Ethidium-
bromid wurde zweimal mit wassergesittigtem Butanol-1 extrahiert und die Plasmid-DNA
ohne weitere Salzzugabe mit Ethanol gefillt. Das CsCl wurde durch Dialyse bei 4 °C
gegen ein 1000-faches Volumen 1xNTE entfernt. Nach 1 Stunde erfolgte ein Wechsel des
NTE-Puffers, dann wurde iiber Nacht weiter dialysiert. Schlieflich wurde die DNA in
2,5-fachem Volumen an Ethanol und 0,25 M NaAc gefillt und in Wasser resuspendiert.



38

3.4.8. Pri ion von Lambda-DNA in kleinem Malista

100 pl einer Ubernacht-Kultur des jeweiligen Wirtsbakteriums, E.coli NM538hfl- oder
C600 hfl"» in NZCYM-Medium, dem 0,4% Maltose zugesetzt worden war, wurde mit
dem Phagenlysat (die Anzahl an Phagen wurde vorher durch Titrierung bestimmt, siehe
unten) beimpft und zur Infektion der Bakterien bei 37 °C fiir 30 min inkubiert (ohne zu
schiitteln). Die Phagenkonzentration sollte etwa 1 Phage pro 100 Bakterien betragen.
Nach der Infektion wurden 12 ml NZCYM-Medium zugegeben und bei 37 °C im
Schiittler inkubiert. Nach etwa 8 Stunden war die Bakterienlyse durch einen flockigen
Niederschlag sichtbar. Zur Lysis der restlichen Bakterien wurde 500 ul Chloroform
zugegeben. Die Kultur wurde tiber Nacht bei 4 °C stehen gelassen. Um die Zellfragmente
zu entfernen, erfolgte am néchsten Tag eine Zentrifugation bei 5000 rpm fiir 10 min, der
Uberstand (Phagenlysat) wurde in ein frisches Rohrchen dekantiert. Nach dem Verdau
der bakteriellen DNA und RNA durch Zugabe von DNase und RNase (je 10 ug/ml) und
einstiindiger Inkubation bei 37 °C, wurden die Phagen in 20% PEG6000/2,5 M NaCl
gefillt, indem sie fiir mindestens eine halbe Stunde auf Eis gestellt wurden. Nach emeuter
Zentrifugation bei 3000 rpm fiir 10 min, wurde der Uberstand dekantiert und alle am
Rand des Rohrchens haftende Fliissigkeit mit einem Zellstofftuch entfernt. Nach der
Aufnahme des Phagensedimentes in 250 pl IxXTE-Puffer (10 mM Tris pH 8 / 10 mM
EDTA) wurde Phenol/Chloroform-extrahiert und die DNA in Ethanol und NaAc gefiillt,
erneut in TE-Puffer resuspendiert und wieder gefillt. Die gereinigte Lambda-DNA wurde
schlieBlich in Wasser oder TE-Puffer (10 mM Tris pH 8 / 1 mM EDTA) gelost und bei 4
°C aufbewabhrt.

3.4.9. Pridparation von L da-DNA in groflem MaRstab [159

Die Phagenlosung wurde zundchst titriert. Dafiir wurden 5-10 Verdiinnungen von 1:10
von der Phagenstamml6sung angesetzt und die Ubernacht-Kultur der entsprechenden
E.coli-Bakterien in NZCYM-Medium + 0,4% Maltose zugegeben. Zur Absorption der
Phagen an die Bakterien wurde 30 min bei 37 °C (ohne Schiitteln) inkubiert. In jedes
Rohrchen wurden 3 ml H-Top-Agar gegeben, der in einem 45 °C-Wasserbad fliissig
gehalten wurde. Der Top-Agar wurde auf H-Agar-Platten gegossen und nach dem
Erstarren iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Durch das Auszihlen der Plaques konnte die
Konzentration der Phagenstammldsung errechnet werden. Fiir die DNA-Priparation
wurden 250 ml NZCYM-Medium + 0,4% Maltose mit einer 10 ml Ubernacht-Kultur des
entsprechenden Bakteriums angeimpft. Diese Vorkultur wurde fiir ca. 2 Stunden bei 37
°C geschiittelt. Die Bakterienzahl wurde bei einer ODgog bestimmt: 1 ODgpg = 8x108
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Bakterienzellen/ml. Fiir einen grof8en 400 ml-Ansatz wurden Phagen und Bakterien in
einem Verhiltnis von 1:100 und einer GroBenordnung von 1010 : 108 in 20 ml 10 mM
CaCly/10 mM MgCly zur Absorption vorinkubiert und dann zu den 400 ml NZCYM-
Medium + 0,4% Maltose zugegeben und bei 37 °C fiir 6-10 Stunden geschiittelt. Nach der
Lysis der Bakterien wurde 3 ml Chloroform zugesetzt und iiber Nacht inkubiert. Zur
Phagenisolierung wurden die Zellbruchstiicke am néichsten Tag 10 min bei 6000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit RNase/DNase, jeweils 1 ug/ml, fiir 1 Stunde bei
37 °C zum Abbau der bakteriellen Nukleinsduren inkubiert. Danach wurde wieder fiir 10
min bei 10000 rpm zentrifugiert. Aus dem Uberstand wurden dann die Phagen mit 10%
PEG6000/1 M NaCl gefillt (1 Stunde auf Eis). AnschlieBend wurden die Phagen bei
8000 rpm zentrifugiert und das Sediment in 6 ml TM-Puffer resuspendiert. Die
Entfernung des PEG's erfolgte durch Extrahieren mit gleichem Volumen Chloroform. Der
Uberstand, mit 0,5 g/ml CsCl, wurde auf einen CsCl-Stufengradienten vorsichtig
pipettiert und in einem SW40-Rotor bei 22000 rpm fiir 2 Stunden und 20 °C
zentrifugiert. Der CsCl-Stufengradient wurde folgendermalen hergestellt: die kleinste
Dichte (p=1,35) wurde als erstes in das Zentrifugenroéhrchen pipettiert, dann die beiden
anderen Dichten (p=1,5; p=1,7) vorsichtig unterschichtet. Die Phagen sammelten sich,
entsprechend ihrer Dichte, zwischen den beiden ersten Dichtestufen als eine bldulich
schimmernde Bande und waren somit von der restlichen bakteriellen DNA getrennt
worden. Die Bande wurde mittels einer groflen Kaniile abgezogen und in 0,817 g
CsCl/ml in einem SW 50 Swing-Out Rotor mit 37000 rpm fiir 16-20 Stunden bei 20 °C
zentrifugiert. Die Phagenbande wurde wieder mit einer Spritze abgezogen und 2x gegen
ein 1000-faches Volumen TM-Puffer iiber Nacht bei 4 °C dialysiert. Die dialysierten
Phagen wurden fiir 1 Stunde bei 65 °C mit Proteinase K verdaut (20 mM EDTA, 0,1%
SDS, 50 pg/ml Proteinase K). Danach wurde mit Phenol/Chloroform extrahiert und
erneut gegen ein 1000-faches Volumen TE-Puffer dialysiert. Schlie8lich wurde die DNA
gefillt, in Wasser gelost und die DNA-Konzentration photometrisch bestimmt.

3.5. ISOLIERUNG EINE ENS A EINER LAMBDA-GENBANK
(SCREENING")

3.5.1. Ausplattieren der Phagenkulturen (Plague-Hybridisierun

Nach der Bestimmung des Phagentiters der Gen- bzw. cDNA-Bibliothek (s. 3.4.9)
wurden 10000 bis 50000 Phagen mit 200 pl der entsprechenden Bakterien (Ubernacht-
Kultur) und 200 ul 10 mM CaCly/10 mM MgCl; versetzt und bei 37 °C inkubiert. Mit



40

40ml NZCYM-Top-Agar wurde das Inkubations-Gemisch auf die Bakterienplatten
(24x24 cm) auf NZCYM-Agar gegossen. Nach dem Erstarren des Top-Agars wurden die
Platten fiir 6-10 Stunden bei 37 °C inkubiert bis Phagenplaques zu erkennen waren.

3.5.2. Filterabdruck der Phagen-Plaques

Der Phagentransfer auf Nitrozellulose-Filter erfolgte auf die gleiche Weise wie bei der
Kolonie-Hybridisierung. Die Filter wurden hier allerdings vorher nicht befeuchtet. Die
Musterplatten wurden mit Parafilm versiegelt und bei 4 °C aufbewahrt. Denaturierung,
Fixierung und Hybridisierung, sowie die Zuordnung der spezifischen Signale, erfolgte
wie bei der Kolonie-Hybridisierung (s. 3.2.8.).

3.5.3. 'Rescreening' der Lambda-Klone

Bei der ersten Plaque-Hybridisierung werden aufgrund der hohen Phagendichte mit
grofer Wahrscheinlichkeit keine einzelnen Phagenklone, sondern Phagengemische
isoliert. Deshalb sollten die isolierten Phagen mindestens einmal erneut, jetzt aber in
geringerer Anzahl ausplattiert werden. Die Phagen wurden aus den Plaques durch Zugabe
von 1 ml SM-Puffer herausgel6st und zunichst titriert (s. 3.4.9.). AnschlieBend wurden
die Phagen so ausplattiert, da} einzelne Plaques isoliert werden konnten. Nach
Filterabdruck und Hybridisierung mit der entsprechenden, radioaktiv markierten Probe
wurden die positiven Plaques mit einem Zahnstocher gepickt.

3.6. PRAPARATION RADIOAKTIV MARKIERTER PROBEN

3.6.1. Invivo Markierung von Proteinen mit 35S—Methionin

Je 2x107 Zellen (logarithmische Wachstumsphase) wurden 1x mit PBS gewaschen,
resuspendiert, in 20 ml Markierungsmedium (N&hrmedium ohne Methionin, mit
dialysiertem FCS) aufgenommen und im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Nach
1 Stunde wurde 35S-Methionin (50 uCi) zugegeben und 16 Stunden bei 37 °C
inkubiert. Von den markierten Zellen wurden anschlieBend wie in 3.4.1. beschrieben,
Proteinlysate hergestellt. Um die Menge an Radioaktivitit zu bestimmen wurde eine TCA-
Féllung durchgefiihrt: 50 pl Proteinlysat wurde mit 50 pl NET1 (enthélt BSA, hier als
Carrier) und 100 pl 20% TCA versetzt, 5 min auf Eis gestellt, und anschliefend 5 min
abzentrifugiert. Danach wurde 3x mit 100 ul 20% TCA gewaschen. Die gefillten 33g.
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Methionin-markierten Proteine wurden in 100 ul Scintillationsfliissigkeit resuspendiert
und im Betamac Liquid Scintillation Counter gezihlt.

3.6.2. Markierung von DNA durch Nick-Translation {1

Verwendet wurde ein 'Nick-Translationskit' der Firma Amersham. 100ng DNA
(gereinigtes Insert) bzw. 300ng (Plasmid und Insert) wurden in einem Reaktionsvolumen
von 50 ul mit 10 pl Nicktranslationskit 1 (Nukleotide dATP, dGTP, dTTP und Puffer), 5
ul 0->2P-dCTP (50 LCi), und 5 pl Nicktranslationskit 2 (DNAse I und Polymerase I)
versetzt und fiir 2 Stunden bei 15 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 5
ul 0,5 M EDTA gestoppt. Die Abtrennung der radioaktiv markierten Nukleotide erfolgte
iber eine Sephadex-G 50 Siule (“Spin Column”). Als Siule diente eine 1 ml Spritze,
verdichtet mit Glaswolle. Die Sdule wurde zuerst 1 min bei 1000 rpm zentrifugiert, das
radioaktive Reaktionsgemisch auf die Sdule gegeben und anschlieend wieder 2 min bei
1200 rpm zentrifugiert. 2 ul des Sdulendurchlaufs wurden im Scintillations-Zghler
gezihlt. Die spezifische Aktivitdt wurde durch TCA-Fillung von 2 pl markierter Probe,

zusammen mit Carrier-DNA, ermittelt.

3.6.3. Markierung von DNA durch Multiprime labeling [161]

Mit dieser Methode kénnen im Vergleich zur Nick-Translation DNA-Proben mit einer
hoheren spezifischen Aktivitit von >10% cpm/ug DNA erhalten werden. Es wurde ein
'‘Multi Prime Labeling Kit' der Firma Amersham benutzt. 25 ng DNA (in 10 pl Wasser)
wurden durch 3 min Kochen denaturiert und auf Trockeneis abgekiihlt. In einem
Reaktionsvolumen von 50 pl wurden 18 pl Wasser, 10 ul Losung 1 (Nukleotide dATP,
dGTP, dTTP und Puffer), 5 ul Losung 2 (Hexanukleotid/Primergemisch), 5 ul o->2P-
dCTP (50 uCi), und 2 pl Losung 3 (2 Einheiten DNA-Polymerasel (Klenow-Fragment))
fiir mindestens 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion wurde mit 5 ul 5
mM EDTA gestoppt. Die Abtrennung der freien Nukleotide von der markierten Probe
erfolgte mittels einer Sephadex G50-Sdule (siehe 3.6.2.).
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3.7. ANALYTI METHODEN

3.7.1. Immunprizipitation mit Proteinlysaten
(nach einer Vorschrift von Dr. A. Bensaid, ILRAD, Nairobi)

Uberblick: Zur Durchfithrung der Immunprizipitation wurden verschiedene vorbereitende
Arbeitsschritte durchgefiihrt, die unten genau beschrieben sind. Die Protein A-Sepharose
wurde zunédchst hydratisiert, und dann mit dem Hochsalzpuffer NET2 gewaschen, um
Kontaminationen zu entfernen (1). Anschlieend wurde die Protein A-Sepharose mit dem
entsprechenden Antiserum inkubiert, um die Antikorper an die Protein A-Sepharose zu
binden (2). Die Proteinlysate wurden vor der eigentlichen Immunprizipitation mit Protein
A-Sepharose und gebundenem normalen Kaninchenserum vorgereinigt, um unspezifische
Bindungen zu verringern (3). Danach erfolgte die Immunprizipitation mit dem
spezifischen Antikorper bzw. in einem parallelen Ansatz mit dem Kontrollantikorper (4).
Das Antiserum und die Proteinlysate wurden jeweils vor Verwendung 20 min bei
10000 rpm abzentrifugiert, um Abbauprodukte zu entfernen.

(1) Vorbereitung der Protein A-Sepharose:

1g Protein A-Sepharose wurde zum Hydratisieren mit 50 ml NET2 versetzt und 30 min
auf einem Rotatorque rotiert. Danach wurde bei 1000 rpm abzentrifugiert, 2x mit 50 ml
NET1 und 1x mit NET2 gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde die
abzentrifugierte Protein A-Sepharose mit gleichem Volumen NET2 versetzt und bei 4 °C
aufbewahrt.

(2) Priadsorption von Antikérpern an Protein A-Sepharose:

Alle Arbeitsschritte wurden bei 4 °C durchgefiihrt. Zundchst wurde die Protein A-
Sepharose (in NET2 s.o0.) gemischt, ein definiertes Volumen wurde abgenommen (2 x
soviel wie Volumen an Antiserum) und in ein Eppendorfrohrchen oder 10 ml Falcon
Rohrchen iiberfiihrt. Nach dem Abzentrifugieren von NET2 (='gepackte’ Protein A-
Sepharose) wurde das Antiserum in gleichem Volumen zugegeben. Nach 1 Stunde
Inkubation (auf einem Rotatorque) wurde 3x mit 10-fachem Volumen NETI, und
anschlieBend 3x mit 10-fachem Volumen NET2 gewaschen. Bei groflerem Volumen (z.B.
bei der Pridadsorption des Kontrollserums) wurde jeweils 5 min bei 1000 rpm
abzentrifugiert, bei kleinem Volumen wurde 1 min bei 10000 rpm zentrifugiert. Nach
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dem letzten Waschschritt wurde die Protein A-Sepharose mit den gebundenen
Antikorpern mit gleichem Volumen NET2 versetzt und bei 4 °C aufbewahrt.

Vorreinigun r Proteinlvsate durch Immunprizipitation mit normalem

Kaninchenserum;

Alle Arbeitsschritte wurden bei 4 °C durchgefiihrt. Zu 100 pl Protein A-Sepharose, an die
zuvor das normale Kaninchenserum (NRS) gebunden wurde (s.0.), wurde je 1 ml
Proteinlysat (s. 3.4.1.) gegeben und 30 min auf einem Rotatorque rotiert. Danach wurde
3 min bei 10000 rpm abzentrifugiert. Zur weiteren Reinigung wurde der Uberstand in
gleicher Weise 3-5x erneut mit Protein A-Sepharose/NRS inkubiert. Der Uberstand
wurde anschlieend fiir die Immunprézipitation mit dem spezifischen Antikorper bzw.
dem Kontrollantikorper eingesetzt oder bei -70 °C aufbewahrt.

Je 500 pl des vorgereinigten Proteinlysats wurde zu 20 pl 'gepackter' Protein A-
Sepharose/NRS bzw. Protein A-Sepharose/spezifisches Antiserum gegeben und 1 bis
max. 3 Stunden bei 4 °C auf dem Rototorque inkubiert. Nach einer ersten Zentrifugation
fiir 2 min bei 10000 rpm wurde der Uberstand verworfen, wihrend das Pellet je 3x mit
1 ml NET1 und je 2x mit 1 ml NET2 géwaschen wurde. Nach wiederholter Zugabe von
1 ml NET2 und mischen, wurde 100 pl abgenommen, um die Menge an Radioaktivitit zu
messen. Der Rest wurde abzentrifugiert, der Uberstand entfernt und mit 20 pl 3x
Probenpuffer versetzt. Das Gemisch wurde entweder bei -70°C eingefroren oder zur
Hilfte direkt fiir die SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese eingesetzt (s. 3.3.5.).

3.7.2. Transfer von DNA auf Nitrozellulosefilter bzw, Hybond N-Nylonfilter
Southern Blot)[162

Die elektrophoretisch aufgetrennte DNA (s. 3.3.1. und 3.3.2.) wurde im Gel mit 0,25 M
HCI fiir 10-12 min bei einer herkdmmlichen Gelelektrophorese bzw. fiir 30 min bei
einer einer Pulsfeldgelelektrophorese teilweise hydrolysiert und anschlieend 1 Stunde
denaturiert (0.5 M NaOH/1,5 M NaCl). Danach wurde das Gel fiir mindestens 1 Stunde
neutralisiert (1 M Tris pH 8/1,5 M NaCl). Der Transfer der DNA aus dem Agarose-Gel
auf ein entsprechendes Filter wurde folgendermaBen durchgefiihrt: Das Gel wurde auf
einen mit 20xSSC getrinkten Schwamm gelegt. Ein Nitrozellulosefilter oder Nylonfilter
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wurde mit Wasser befeuchtet und auf das Gel gelegt. Danach kamen 2 Lagen 3MM-
Papier, darauf mehrere Lagen Papierhandtiicher. Das Ganze wurde mit einem etwa 1 kg
schweren Gewicht belegt. Der Transfer war im Fall von genomischer DNA iiber Nacht
vollstandig erfolgt. Fiir Plasmid-DNA geniigten 3-4 Stunden. Anschliefend wurde die
DNA bei Verwendung von Nitrozellulosefiltern bei 80 °C in einem Vakuumofen auf das
Filter festgebacken. Bei Nylonfiltern wurde 5 min mit UV-Strahlung bestrahlt.

3.7.3. Transfer von RNA auf Nitrozellulosefilter bzw. Hybond N-Nylonfilter
Northern Blot) [1

Der Transfer von RNA auf das jeweilige Filter erfolgte wie in 3.7.2. beschrieben, nur daf3
durch die Bedingungen des Gellaufs die RNA bereits denaturiert vorlag (s. 3.3.4).
Ebenso war auch keine saure Hydrolyse erforderlich, da die zu transferierenden RNA-

GrdBen relativ klein sind.

3.7.4. Hybridisierung der Northern- bzw. Southern Blots mit radioaktiv_markierten
DNA-Proben

A) Heparin-Hybridisierung

Die Filter wurden jeweils in eine Plastikfolie eingeschweilt und zur Absittigung freier,
unspezifischer Bindungsstellen fiir mindestens 4 Stunden in Hybridisierunglosung
vorhybridisiert. Die Vorhybridisierung und Hybridisierung erfolgten in derselben Losung
und falls nicht anders angegeben, bei 65 °C. Dazu wurde die radioaktiv markierte DNA
fiir 3-5 min hitzedenaturiert und fiir 5 min auf Trockeneis gestellt. Im Fall der
Hybridisierung von Plasmid- bzw. Lambda-DNA wurden 1x105 cpm der markierten
Probe/ml Hybridisierungslosung und bei genomischer DNA 1-2x106 cpm/ml
Hybridisierungslésung zugegeben. Hybridisiert wurde iiber Nacht in einem
Schiittelwasserbad.

Heparin-Hybridisierungslosung: 0,5% Heparin
| 5xSSC
0,1% SDS
0,5% PiPPi
SxDenhardt's-Losung

Gewaschen wurde das Filter wie folgt:
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1) Bei homologen Proben wurde das Filter fiir 30 min hintereinander mit
2xSSC/0,1%SDS, 1xSSC/0,1% SDS, 0,1xSSC/0,1%SDS, und 0,1xSSC mit
vorgewirmten Waschlosungen bei 65 °C in einem Schiittelwasserbad gewaschen.
2) Bei heterologen Proben wurde das Filter 3x 30 min mit 3xSSC/0,1% SDS und einmal
mit 3xSSC bei 55°C gewaschen. : '

B) Formamid-Hybrdisierun

Die Hybridisierung genomischer DNA sowie RNA erfolgte bei homologen DNA-Proben
stets mit dieser Methode. Es mullite streng darauf geachtet werden, dafl sowohl
Vorhybridisierung, als auch Hybridisierung bei exakt 42 °C durchgefiihrt wurden. Die
Filter wurden, wie oben beschrieben in Plastik-folien eingeschweif3t. Beim RNA-Blot
wurde zuvor das Glyoxal des Filters durch kurzes Kochen der Losung (20 mMTris pH 8)
und Abkiihlen auf Raumtemperatur entfernt. -

Vorhybridisierungslosung: 50% Formamid

4xSSC

0,1% SDS

0,1% PPi

10x Denhardt's-Losung
Hybridisierungslosung: 50% Formamid

6x SSC

0,1% SDS

0,1% PPi

5x Denhardt's-Liosung

10% Dextransulfat
Alles weitere wurde, wie unter A) beschrieben, durchgefiihrt.

3.7.5. Autoradiographie

Das Sichtbarmachen radioaktiv markierter DNA oder RNA erfolgte durch Auflegen eines
Rontgenfilmes der Marken Kodak X-AR oder Amersham HyperﬁlmTM in Kassetten mit
Verstirkerfolie bei -80 °C. ‘
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3.7.6. Sequenzierung von Nukleinsiuren

3.7.6.1. Préparation von Einzelstrang-DNA aus M13-Phagen

Eine Ubernacht-Kultur von E.coli TG1 wurde in 2xYT-Medium 1:100 verdiinnt und zu je
1,5 ml in Glasrohrchen aliquotiert. Mit einem Zahnstocher wurden die gewiinschten M13-
Plaques gepickt und damit die Bakterien angeimpft. Infektion und Vermehrung der
Phagen erfolgte in einem Schiittler bei 37 °C fiir 5-6 Stunden. Um die Zellen von den
Phagen zu trennen, wurde 4 min bei 10000 rpm zentrifugiert, der Uberstand wurde
verwendet und das Sediment im restlichen Medium als Phagenstock bei 4 °C aufbewahrt.
Durch Zugabe von 150 pl 20% PEG6000/2,5 M NaCl und 15 miniitiger Inkubation bei
Raumtemperatur wurden die Phagen gefillt, dann abzentrifugiert und der Uberstand
vollstindig mit einer ausgezogenen Pasteurpipette entfernt. Das Sediment wurde in 100 pl
TE-Puffer resuspendiert und die DNA je einmal mit Phenol und Chloro-
form/Isoamylalkohol (24:1) extrahiert, sowie in Ethanol und NaAcetat gefillt. Nach
Zentrifugation und Trocknen des Sediments an der Luft wurde die DNA in 60 pl TE-
Puffer (10 mM Tris pH 8)/0,1 mM EDTA) aufgenommen. 5 pl davon wurden in einem
Agarose -Minigel auf Reinheit und Ausbeute getestet .

3.7.6.2. Sequenzierung von Nukleinsiuren nach der Kettenabbruch-Methode nach
Sanger [164]

Das Prinzip dieser Methode ist eine in vitro-Sythese eines DNA-Stranges von einem
synthetischen Startermolekiil aus an einer einzelstringigen DNA-Matritze. Als Enzym
dient DNA-Polymerasel (Klenow-Fragment), die keine 5'-> 3' Exonuklease-Aktivitdt
besitzt. Durch Zugabe von entsprechenden Didesoxynukleotiden wird die Synthese
jeweils abgebrochen und startet wieder von neuem.

Pro Klon, der sequenziert werden sollte, wurden 2 pl Primer (1 pg/ml, 1212 Biolabs,
bzw. synthetisierte Oligonukleotide 2 pg/ml) mit 1 ul TM-Puffer und 5 ul Wasser
gemischt. Je 8 ul dieser Mischung wurden zu 8 pl der zu sequenzierenden,
einzelstrdngigen DNA gegeben und zur Hybridisierung des Primers an die Matritze fiir 20
min bei 55 °C inkubiert. Pro Reaktion wurden dann 4 pl dieses 'template'/Primer-
Gemisches mit 2 ul des jeweiligen Nukleotid-Mix (T-, C-, G-, A-Mix) und 2 pl der frisch
angesetzten Enzym-Losung zusammengegeben und zur Synthese des neues Stranges fiir
20 min bei 30 °C inkubiert. Zur Verlingerung der neusynthetisierten Stringe wurde
nochmals 2 pl einer 0,25 mM NTP-Losung zugegeben (‘chase’) und fiir 15 min
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weiterinkubiert. Schlielich wurde die Reaktion durch Zugabe von je 4 pul Formamid-
Ladungspuffer gestoppt. Vor dem Laden auf das Gel wurden die Proben 3 min bei 95 °C

hitzedenaturiert, 5 min auf Eis gestellt und ca.

Acrylamid/Harnstoff Gel geladen (s. 3.3.3).

1 pl bis 2 pul auf ein 6%

Losungen:
T-Mix: 5pl 0,5 mMdTTP G-Mix: 100 1 0,5 mM dTTP
100 pl 0,5 mM dCTP 100 ul 0,5 mM dCTP
100 pul 0,5 mM dGTP 5ul 0,5 mM dGTP
10l 10 mM ddTTP 3l 10 mM ddGTP
200 ul TE-Puffer 200 pl TE-Puffer
-Mix: 100 p1 0,5 mM dTTP A-Mix; 100 I 0,5 mM dTTP
5ul 0,5 mM dCTP 100 pl 0,5 mM dGTP
100 pul 0,5 mM dGTP 100 ul 0,5 mM dCTP
1,6 ul 10 mM ddCTP 3ul 1 mMddATP
200 pul TE-Puffer 200 ul TE-Puffer
Enzym-Mix: 2 pl a35S-dATP
4 pl 100 mM DDT
1 pl Klenow (5U/ul)
25 ul Wasser

100 ml deionisiertes Formamid
4ml 500mMEDTApHS
0,03 g Xylencyanol

0,03 g Bromphenolblau

Formamid-Ladun ffer:

3.8. ZELLKULTURTECHNIKEN

3.8.1. Zellkultivierung

Alle Zellinien und primire Zellkulturen wurden im Brutschrank bei 37 °C ohne CO;-
Begasung kultiviert. Das Zellmedium wurde mit HEPES gepuffert. Die Stammkulturen
wuchsen als Suspensionskulturen in 175 cm2 oder in 75 cm? Gewebekulturflaschen. Alle
3-4 Tage wurden die Zellen in frisches Medium tiberfiihrt und mit einer Zelldichte von
ca. 1 x 105 Zellen/ml (infizierte Zellen) bzw. 5 x 10 Zellen/ml (ConA-behandelte Zellen)
angesetzt. Bei der Kultivierung von Lymphknotenzellen mit ConA und IL2 wurden
5pg/ml ConA bzw. 10U/ml IL2 zugegeben.
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3.8.2. Bestimmung der Zelldichte

Die Zelldichte wurde auf zwei Arten bestimmt: 1. Zdhlung in der Zdhlkammer
(Trypanblau-Firbung). 2. Zdhlung im Coulter Counter (Model ZBI, Coulter Electronics

LTD) in geeigneten isotonverdiinnten Losungen.

3.8.3. Isolierung von Rinder-Lymphozyten [165]

Die Lymphozyten wurden aus Lymphknoten (Leistengegend) eines frischgeschlachteten
Rindes isoliert. Der Lymphknoten wurde zunéchst von Fett befreit und dann mit Skalpell
und Schere in RPMI-Medium (1% P/S, 0,1% DNAse) zerkleinert. Dieses Gemisch aus
Zellen und Gewebepartikeln wurde iiber eine feinmaschige Gaze filtriert. Die erhaltenen
Zellen wurden 15 min mit 2000 rpm zentrifugiert, das Sediment in RPMI-Medium (1%
P/S, 0,1% DNase) resuspendiert und wieder 15 min mit 2000 rpm zentrifugiert. Dieser
Vorgang wurde zweimal wiederholt. Nach dem Waschen wurden die Zellen in cRPMI
resuspendiert und gezihlt. Die Zellen wurden mit einer Dichte von 1 bis 2x106/ml auf 75
cm? Gewebekulturflaschen verteilt und mit 5 pg/ml Concanavalin A kultiviert. Bei
langerer Kultivierung (mehr als 2 Wochen) wurde zusitzlich 10U/ml IL2 zugegeben.

3.8.4. Klonierung von Zellen

Die Zellen wurden durch limitierte Verdiinnung einer Stammkultur, die sich in der
logarithmischen Wachstumsphase befand, kloniert. Die Stammbkultur wurde so verdiinnt,
daf theoretisch 1 bzw. 0,5 Zellen pro Vertiefung einer Mikrotiter-Platte (Firma Linbro,
mit 96 Vertiefung, fiir 200 pl Kulturmedium pro Vertiefung) ausplattiert wurden. Dem
Medium wurde IL2 (10U/ml) zugesetzt, um das Wachstum in der Anfangsphase zu
stimulieren. Da in der Regel nicht in jeder Vertiefung Zellen vorhanden sind und nur
wenige Zellen hochwachsen, wurden mindestens 3 Mikrotiterplatten angesetzt. Die
Platten wurden mit Parafilm abgedichtet, bei 37 °C im Brutschrank in einer Plastikwanne,
in die angefeuchtete Zellstofftiicher gelegt wurden, inkubiert und nach 1 Tag licht-
mikroskopisch nach Zellen untersucht. Vertiefungen mit 1 bis 2 Zellen wurden dokumen-
tarisch festgehalten. Anschliefend wurden die Platten solange inkubiert, bis ungefihr
1000 bis 10000 Zellen hochgewachsen waren (nach ca. 14 Tagen). Die Zellen wurden
isoliert, zunichst in Vertiefungen von Zellkulturplatten (von der Firma Nunc, mit
24 Vertiefungen, fir 2 ml Kulturmedium/Vertiefung) und dann in 10 ml Kulturflaschen
weitervermehrt. Nach der ersten Klonierung wurden die hochgewachsenen Zellen in
gleicher Weise rekloniert.
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3.8.5. Abtrennung toter Zellen

Tote Zellen wurden mit 'Ficoll-Paque for Lymphocyte culture' (Pharmacia) durch
Zentrifugation von den lebenden Zellen abgetrennt. Dazu wurde die Zellsuspension
vorsichtig mit doppeltem Volumen an Ficoll-Paque unterschichtet und bei 3000 rpm
30 min zentrifugiert (ohne Bremse). Die lebenden Zellen (in der Interphase) wurden
abpippettiert, 1x in L15 gewaschen und in Kulturmedium resuspendiert. Die toten Zellen
befanden sich am Boden des Zentrifugenrdhrchens.

3.8.6. Morphologische Untersuchung der Zellen

Ca. 1x104 Zellen wurden in einem Volumen von 100-200 ul in den Cytospin (Shandon &
Southern, UK) pipettiert und 5 min mit 1000 rpm auf ethanolgereinigte Objekttréger
zentrifugiert. Die Zellen wurden 5 min bei RT getrocknet, 5 min in 100% Methanol fixiert
und anschlieflend in einer 6% Giemsa-Losung bei 37 °C 45 min inkubiert. Nach der
Inkubation wurde die Giemsa-Losung dekantiert und die Objekttriger bei
Raumtemperatur getrocknet. Die so hergestellten Préparate konnten mit Hilfe von
Immersions6l im Mikroskop bei 1250-facher Vergrolerung betrachtet und photographiert

werden.

3.8.7. Eliminierung des Parasiten in theileﬁginﬁziertgn Zellen

Die theileriainfizierten Lymphozyten wurden mit BW720C (720C), einem Hydro-
naphtochinon, das fiir Sdugerzellen nicht toxisch ist, behandelt. BW720C wurde mit einer
Endkonzentration von 50ng/ml den Zellkulturen beigegeben.

3.8.8. 3H—Th)[rnidin—,Pulsmarkierung von Zellen

Den Zellen (in Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen, 200 ul) wurde jeweils
0,7 uCi/200 pl zugegeben. Nach einer Inkubation von 4 Stunden im Brutschrank
wurden die Platten mit den Zellen entweder bei -20 °C Zellen eingefroren oder zur
Bestimmung des 3H-Thymidin-Einbaus mit Hilfe des Cell Harvester Combi (Scatron AS,
Lier, Norwegen) auf Glasfaserfilter gesaugt (Lyse der Zellen mit destilliertem Wasser).
Die Filter wurden anschlieBend durch Ausstanzen in Plastikrohrchen iiberfiihrt, mit
2,5 ml Quickszintfliissigkeit (Zinsser, Frankfurt) versetzt und iiber Nacht darin belassen.
Die eingebaute Radioaktivitit wurde im Betamatic Liquid Scintillation Counter gemessen.
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4. ERGEBNISSE

Lymphozyten in vergleichbaren Mengen exprimiert

Um die Frage zu kliren, ob das zelluldre c-raf-1-Onkogen bei der Transformation
infizierter Lymphozyten beteiligt ist, wurden Untersuchungen hinsichtlich der DNA-
Organisation und der Expression auf RNA- und Proteinebene durchgefiihrt. Dabei
wurden jeweils infizierte Zellen mit nichtinfizierten Zellen verglichen. Als nichtinfizierte
Zellen dienten ConA-behandelte Rinderlymphozyten, die von Lymphknoten isoliert
wurden oder Zellen, bei denen der Parasit durch Behandlung mit dem Medikament 720C
abgetotet wurde.

Zur Durchfiihrung von Hybridisierungsexperimenten fiir die Analysen auf DNA- und
RNA-Ebene war es zunédchst wichtig, eine homologe Rinder-DNA-Probe des c-raf-1-
Gens zur Verfiigung zu haben. In Vorexperimenten hatte sich gezeigt, dafl auch bei
langeren Expositionszeiten der Autoradiogramme mit heterologen DNA-Proben (z.B. von
menschlicher DNA) dulerst schwache Hybridisierungssignale erhalten wurden. Die
Isolierung von Rinder-DNA-Proben des c-raf-1-Gens wird im folgenden Abschnitt
beschrieben.

4.1.1. Die _c-raf-1-cDNA Rinds zeigt im isolierten Bereich eine 100%ige
Aminosidurehomologie zur menschlichen ¢c-raf-1-cDNA

Zur Isolierung von homologen Rinder-DNA-Proben wurde ein 1,6 kb Fragment aus dem
3" Ende der c-raf-1-cDNA als DNA-Sonde eingesetzt, das aus einer menschlichen Leber-
cDNA-Bank isoliert wurde. Vor dem Durchsuchen einer Rindergenbank wurden zunzchst
verschiedene Hybridisierungsexperimente mit genomischer Rinder-DNA durchgefiihrt,
um geeignete Hybridisierungsbedingungen zu finden, bei denen die heterologe
menschliche Probe mit dem c-raf-1-Gen des Rinds kreuzhybridisiert.

Als geeignet erwies sich eine Hybridisierung bei 60°C und Waschen der Filter bei 55°C
mit einer Salzkonzentration von 3 x SSC. Diese Hybridisierungsbedingungen wurden
anschlieBend zur Isolierung von Rinder-DNA-Sequenzen des c-raf-1-Gens aus einer
Rinder-Genbank eingesetzt. Zur Verfiigung standen eine genomische Rinder-
lymphozyten-Genbank (erhalten von Dr. G.Schiitz, DKFZ, Heidelberg) und eine cDNA-
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Bank, die aus mRNA theileriainfizierter Lymphozyten hergestellt wurde (erhalten von Dr.
M. Carrington, IGT). In beiden Féllen war die DNA in Lambda-Vektoren kloniert. Bei
der genomischen Genbank wurde der Lambda 'TEMBL3'-Vektor und bei der cDNA-Bank
wurde der Lambda '1149'-Vektor verwendet. Um die Chance einer Isolierung von c-raf-
1-Sequenzen mit der heterologen DNA-Probe zu erhéhen, wurden beide Genbinke nach
c-raf-1-Sequenzen des Rinds durchsucht ('Screening’).

Von der genomische Genbank wurden 1,2)(106 Phagenklone, von der cDNA
Bank 4x10° Phagenklone auf Bakterienplatten ausplattiert, die das gesamte Genom bzw.
moglichst alle Transkripte reprasentieren sollten. Von jeder Platte wurden dann 2 Filter-
abziige (Nitrozellulose-Filter) angefertigt und mit der menschlichen c-raf-1-Probe unter
den zuvor getesteten Bedingungen hybridisiert. Der Vergleich der Hybridisierungssignale
zweier identischer Filter nach der Autoradiographie ergab einen stark hybridisierenden
positiven Phagenklon aus der cDNA-Bank und 8 positive Klone aus der genomischen
Genbank. Diese Phagenklone wurden von der Bakterienplatte isoliert, nochmals aus-
plattiert und hybridisiert, um Einzelklone zu erhalten und die positive Hybridisierung zu
tiberpriifen. Nach diesem 'Rescreening’ verblieben 3 genomische Phagenklone und 1
cDNA-Klon, die mit der menschlichen c-raf-1-Probe hybridisierten. Fiir weitere
Experimente wurde von den Phagenklonen DNA prépariert, das Insert des cDNA-Klons

wurde auBBerdem in einen Plasmidvektor ('bluescribe') umkloniert.

DalB es sich bei der isolierten cDNA und den genomischen Klonen tatsdchlich um c-raf-1-
Sequenzen des Rinds handelte, wurde durch verschiedene Hybridisierungsexperimente

und durch Teilsequenzierung der cDNA gezeigt:

1. Durch Hybridisierung mit der isolierten bzw. der menschlichen cDNA als DNA-
Proben wurde nachgewiesen, daf3 die Rinder-cDNA mit der menschlichen cDNA und
mit c-raf-1-Sequenzen in menschlicher genomischer DNA kreuzhybridisierte (Abb.1).
Die Plasmide wurden mit Restriktionsenzymen verdaut, sodall die cDNA-Inserts
herausgeschnitten wurden. Die menschliche DNA wurde mit dem Restriktionsenzym
EcoRI verdaut, das ein genomisches c-raf-1-Fragment bekannter Grofle (3 kb)

lieferte.
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Abb.1: Die isolierte
Rinder-c-DNA erkennt
menschliche c¢-raf-1-
Sequenzen

Nach Verdau der DNAs
wurden die resultierenden
DNA-Fragmente auf einem
Agarosegel aufgetrennt und
nach Transfer der DNA auf
Nitrozellulose-Filter mit der
radioaktiv markierten
Rinder-raf-cDNA + Plasmid
{A) bzw. einem radioaktiv
markierten gereinigten Insert
der menschlichen c-raf-1-
c¢DNA (B) hybridisiert. Als
GroBenmarker wurde
HindIII-verdaute DNA des
Phagen Lambda eingesetzt.

30
2,8

cDNA [1’6
Inserts
1.0
1 500ng Rinder-raf-cDNA

Hybrid.probe: Rinder-raf-cDNA Mensch-raf-cDNA + Plasmid (bluescribe):
+ Plasmid gereinigtes Insert Verdau mit EcoR/

2 500ng Mensch-c-raf-1-
c¢DNA + Plasmid (pSP65):
Verdau mit EcoRI/HindIlT

3 10pg menschliche geno-
mische DNA: Verdau mit
EcoRI

(Die Position des mensch-
lichen genomischen 3 kb
EcoRI-Fragments ist in A
mit einem Pfeil angegeben.)

Plasmide E

Die isolierte Rinder-cDNA (Abb.1A) hybridisierte an das 1 kb cDNA-Insert des cDNA-
Klons (Abb.1A, Spur 1) und an das 1,6 kb Fragment der menschlichen c-raf-1-cDNA
(Abb.1A, Spur 2). Da die Klonierungsvektoren homologe Sequenzen besitzen und das
gesamte Plasmid (Vektor + Rinder-cDNA-Insert) als Hybridisierungsprobe eingesetzt
wurde, hybridisierten auch die Plasmidvektoren (Abb.1/A, Spur 1: 3,0 kb-Fragment
von bluescribe, Vektor der Rinder-cDNA bzw. Abb.1/A, Spur 2: 2,8 kb-Fragment von
pSP65, Vektor der menschlichen cDNA). Bei Verwendung eines gereinigten Inserts der
menschlichen cDNA als Hybridisierungsprobe (Abb.1/B) waren die Vektorfragmente
kaum sichtbar (Abb.1/B, Spur 1 und 2). Da die cDNA-Inserts starke Hybridisierungs-
signale lieferten, war gezeigt, dal die Inserts (von Rind und Mensch) homologe
Sequenzen enthalten, die miteinander kreuzhybridisierten. Dies wurde durch Hybri-
disierung der beiden DNA-Proben an genomische menschliche DNA bestitigt, da ein
genomisches EcoRI-Fragment gleicher Grofie hybridisierte (Abb.1/A bzw. B: Spur 3). In
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Abbildung 1/B ist das 3 kb EcoRI-Fragment vermutlich deshalb stirker sichtbar, da mit
der homologen menschlichen cDNA und nicht wie in Abbildung 1/A mit der heterologen
Rinder-cDNA hybridisiert wurde.

2. Bei einer Hybridisierung der isolierten cDNA (Abb.2/A) und der menschlichen cDNA
(Abb.2/B) an Gesamt-RNA des Rinds resultierte ein Transkript gleicher Lénge
(3,4 kb). Die Linge des menschlichen c-raf-1-Transkripts betrdgt ebenfalls 3,4 kb
[130]. Die isolierte cDNA (1 kb) umfaBt somit ungefahr 1/3 des gesamten c-raf-1-
Transkripts.

Abb.2: Die isolierte ¢cDNA und die
Rinder-RNA menschliche ¢-raf-1-cDNA erkennen in Gesami-
RNA des Rinds ein Transkript gleicher Linge

A B

Northern-Blot-Analyse: 10 pg Gesamt-RNA des
Rind wurden auf einem Agarosegel aufgetrennt,
auf Nylonfilter iibertragen und mit der radioaktiv
markierten Rinder-cDNA (A) bzw. radioaktiv
markierten menschlichen c-raf-1-cDNA (B) hybri-

288 disiert.

188

Hybrid. Rinder-raf- Mensch-raf-
probe: cDNA cDNA

3. Eine Hybridisierung des Rinder-cDNA-Klons und des menschlichen cDNA-Klons an
Sall-verdaute DNA der genomischen Klone zeigte, da aus beiden Genbinken
homologe Sequenzen isoliert wurden (Abb.3). Durch Verdau mit Sall wurde jeweils
das Insert mit den genomischen Sequenzen aus dem Lambda-Klon herausgeschnitten.
Bei einem vollstdndigen Verdau entsprach die GroBe der hybridisierenden Fragmente
somit der GroBe der klonierten genomischen Sequenzen.
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genomische Rinder-raf-Klone Abb.3: Die Rinder-
c¢DNA und die menschliche c-

raf-1-cDNA erkennen Sequenzen
R1 R3 R2 der isolierten genomischen
~ Klone.

R1 R3 R2

kb kb
1 pg DNA der genomischen
Klone R1, R2, R3 wurden nach
Verdau mit dem Restriktions-
enzym Sall auf einem Agarose-
gel aufgetrennt, auf Nylonfilter
transferiert und mit der radio-
aktiv markierten isolierten
(Abb.3/A) bzw. der mensch-
lichen ¢cDNA-Probe (Abb.3/B)
hybridisiert.

14,5
14,0

14,5
14,0

Hybrid.probe: Rinder-raf-cDNA Mensch-raf-cDNA

Die DNA der Klone R1 und R3 ergaben mit beiden Hybridisierungsproben relativ starke
Hybridisierungssignale. Bei R3 hybridisierten durch einen unvollstindigen Verdau 2
Sall-Fragmente, von denen das grofere Fragment zusitzlich Vektorsequenzen enthielt.
Aus den Hybridisierungen wurde geschlossen, daf} iiberlappende, homologe Sequenzen
in der Rinder-cDNA und den genomischen Klonen R1 und R3 vorhanden waren. Da sie
auBerdem mit der menschlichen c-raf-1-Probe hybridisierten, handelte es sich vermutlich
um genomische c-raf-1-Sequenzen des Rinds. Die DNA des Klons R2 hybridisierte mit
der menschlichen ¢cDNA (Abb.3/B) , nicht aber mit der Rinder-cDNA (Abb.3/A). Er
enthielt somit keine mit der Rinder-cDNA iiberlappenden Sequenzen. Da oben (Abb. 1
und 2) gezeigt wurde, daB3 die isolierte cDNA-Sequenz mit einer Linge von 1 kb nur
einen Teil der gesamten c-raf-1-cDNA umfaBte, enthielt der Klon R2 somit vermutlich
weiter 5' liegende Sequenzen des c-raf-1-Gens, die der klonierten Rinder-cDNA fehlten,
in der menschlichen cDNA von 1,6 kb aber vorhanden waren.

4. Eine Teilsequenzierung und ein Sequenzvergleich mit der menschlichen c-raf-1-cDNA
ergab, daf} die Sequenzen der isolierten cDNA das 3' Ende des c-raf-1-Transkripts
repriasentierten (Abb.4/A und 4/B). Zur Sequenzierung wurde das cDNA-Insert in
den M13-Klonierungsvektor umkloniert und von beiden Richtungen her ansequen-
ziert. In den isolierten kodierenden Sequenzen wurde eine 100%ige Aminosiure-
homologie zwischen Rind und Mensch erhalten (Abb. 4/B).
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ATAACGCACCAGACGGCCCAGGGCTGTCGGGACTGTGGCGGCCTGGACGAGCCCGCTTTG

FErrrrer ee revrer ter b reer e vkt reerr e
AAGGCACCAAACAGCCCAGGACTGCCGAGACTCTGGCCGCCCGAAGGAGCCTGCTTTG

2545

GTACTA GGGACTITGAC TAGGGGACACG TCCTT TTCTGACGGGCTCAGT

Frerer be berr 1 rreerrrn RN e bbb 1
GTACTATGGAACTTTTCTTAGGGGACACGTCCTCCTTTCACAGCTTCTAAGGTGTCCAGT

2603

GC TGGGCTTGG TTCCACCAGAGGCGCTGGGCC TCC CCGCCC GGGGA

e e v LEer e i i IERRN [l
GCATTGGGATGGTTTTCCAGGCAAGGCACTCGGCCAATCCGCATCTCAGCCCTCTCAGGA

2663

GCAGTCCT CAGCCTGCCGA GTCGTCTTCCAGGGGCAGCCCGT GGGCGGGCC

AR R R R R R R R R R RO N R R N N RN RN
GCAGTCTTCCATCATGCTGAATTTTGTCTTCCAGGAGCTGCCCCTATGGGGCGGGCCGCA

2723

TGGCCAGCCTG TCICT GCA TCACATC

PEEEEErerr e 1l RERRRR
GGGCCAGCCTGTTTCTCTAACAAACAAACAAACAAACAGCCTTGTTTCTCTAGTCACATC

2783

ACGTG TGCAAGGAAGCCAGGAATACCGGTTTTCTTGATAATTT GGATTTAATTTTGT

bt b rrereerereer e rerrererer e verr re berrerrend
ATGTGTATACAAGGAAGCCAGGAATACAGGTTTTCTTGATGATTTGGGTTTTAATTTTGT

2843

TTTTATCGCGCCIGACAAAATACAGTTATTCAATTATGTTATTTTAATAAAATAAATTAA

PLEEEE e FEreree e er e e ok 1 ki T T O I O Y
TTTTATTGCACCTGACAAAATACAGTTA TC TGATGGTCCCTCAATTATGTTATTTTA

2903

ATGAAAAAAAAAADAARAARRAAADRAAA

Frrrr b 1l
ATAAAATAAATTAAATTT

2960

Abb.4/A: Teilsequenz 1 der isolierten cDNA und Sequenzvergleich mit der menschlichen ¢-raf-1-cDNA

337 Basen der 3' nichttranslatierten Region und Poly A-Ende der Rinder c-raf-1-cDNA-Sequenz (5' -->
3'Richtung). Da die cDNA am 3'Ende eine PolyA-Sequenz von 24 Nukleotiden besitzt, konnte
geschlossen werden, daf es sich bei der isolierten cDNA um das 3' Ende der c-raf-1-mRNA (Traoskript)
handelte. Die Gesamthomologie zur 3' nichttranslatierten Region (NTR) der menschlichen c-raf-1-cDNA
(Position 2545 bis Position 2977 [130]) betrug 66%. Die Bereiche von Position 2545 bis 2608 und
Position 2838 bis 2930 in der NTR der menschlichen ¢cDNA waren stirker konserviert. In diesen

Bereichen betrug die Homologie 81% bzw. 90%.



Arg Leu Val Ala Asp Cys Val Lys Lys VvVal Lys Glu Glu Arg Pro
CGG CTG GTA GCT GAC TGC GTG AAG AAA GTG AAG GAA GAA AGG CCT

O e e et I O N B B N B
AGG CTG GTA GCT GAC TGT GTG AAG AAA GTA AAG GAA GAG AGG CCT

Phe Pro Glu Ile Leu Ser Ser Ile Glu Leu Leu Glu His Ser Leu
T™rT CCC CAG ATC CTG TCT TCC ATC GAG CTG CTC CAG CAT TCT CTA

N O e e R e A e N N O R R B N A N AN O R
TTT CCC CAG ATC CTG TCT TCC ATT GAG CTG CTC CAA CAC TCT CTA

Lys Ile Asp Arg Ser Ala Ser Glu Pro Ser Leu His Arg Ala Ala
AAG ATC AAC CGG AGT GCC TCG GAG CCC TCC CT6 CAC CGG GCG GCC

T T I e B O B S R R N
AAG ATC AAC CGG AGC GCT TCC GAG CCA TCC TIG CAT CGG GCA GCC

Thr Glu Asp Ile Asp Ala Cys Thr Leu Thr Thr Ser Pro Arg Leu
ACC GAG GAC ATC AAC GCC TGC ACG CTG ACC ACG TCC CCT CGG CTG

R e e e o e e O O N N O RN
ACT GAG GAT ATC AAT GCT TGC ACG CTG ACC ACG TCC CCG AGG CTG

Val Phe
GTC TTC TAG

R R RN
GIC TIC TAG

Abb.4/B: Teilsequenz 2 der isolierten cDNA und Sequenzvergleich mit der menschlichen c-raf-1-cDNA

201 Basen kodierende Nukleotidsequenzen und Aminosiuresequenz vom 5'Ende der Rinder c-raf-1-
cDNA (fett gedruckte obere Reihe) in Richtung 3' bis zum Translationsstopcodon (TAG). Die Nukleotid-
sequenz zeigte zur menschlichen c-raf-1-cDNA eine Gesamthomologie von 90% (untere Reihe, Position
1875 bis Position 2076, entspricht Teil von Exon 16 und gesamtes Exon 17 {130]). Die Aminosiure-
homologie betrug 100%.

Die Sequenzierung der isolierten cDNA und die Hybridisierungsexperimente
bestitigten eindeutig die Isolierung von c-raf-1-Sequenzen des Rinds. Die 100%ige
Aminosdurehomologie am C-terminalen Ende des Proteins zwischen Rind und Mensch
konnte darauf hindeuten, daB3 es sich um einen funktionell wichtigen Teil des Proteihs
handelt.

Damit waren die Voraussetzungen fiir Hybridisierungsexperimente mit einer
homologen Probe zur Untersuchung der DNA-Organisation und Expression des c-raf-1-
Onkogens in theileriainfizierten Rinderlymphozyten vorhanden. Fiir diese Experimente
wurde die isolierte cDNA verwendet.
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4.1.2. In 3 liegenden Sequenzen des c-raf-1-Gens treten in der DNA theileriainfizierter
Rinderlymphozyten keine Strukturverinderungen auf

Untersuchungen beziiglich der DNA-Organisation des c-raf-1-Gens zeigten, dal3
innerhalb des Gens Strukturverdnderungen (z.B. Deletionen im 5' und 3' Bereich)
auftreten [130,142]. Die Strukturverdnderungen konnten durch die Lokalisation des Gens
in einem besonders instabilen chromosomalen Bereich begiinstigt sein (beim Menschen:
Chromosom 3 an der Position p25), der bei verschiedenen Krebsarten verdndert vorliegt
[147]. Im folgenden wurde untersucht, ob Strukturverdnderungen innerhalb des Gens in -
infizierten Lymphozyten auftreten.

Eine Moglichkeit kleinere Strukturverinderungen eines Gens wie z.B. kleine Deletionen
(Verlust von Sequenzen) zu identifizieren, ist eine Untersuchung kiirzerer Restriktions-
fragmente des betreffenden Gens. Neben der Wahl der Restriktionsenzyme ist bei solchen
Untersuchungen wichtig, dal die Hybridisierungsprobe mdglichst den gesamten Genort
abdeckt. Nur so konnen alle auftretenden Fragmente und eventuelle Abweichungen identi-
fiziert werden. Die das gesamte c-raf-1-Gen umfassende Analyse (die genomische
Sequenz umfafit ca. 40 kb) wurde nicht durchgefiihrt, da die als Hybridisierungsprobe
eingesetzte isolierte cDNA nur den 3' Bereich der c-raf-1-cDNA reprisentierte (5.0.).
Identifizierbar waren somit nur eventuelle Verdnderungen im 3' Bereich des c-raf-1-

Gens.

Die DNA infizierter (TpM- und TpK-Zellinie) und nichtinfizierter Zellen (ConA) wurde
mit Restriktionsenzymen verdaut, die hdufig schneiden und somit relativ kleine DNA-
Fragmente (ca. 0,5 kb bis 20 kb) erzeugen. Nach Auftrennung der DNA-Fragmente
durch herkdmmliche Gelelektrophorese und Hybridisierung mit der spezifischen c-raf-1-
Probe wurde die Grofle der Restriktionsfragmente in infizierten und nichtinfizierten Zellen
verglichen. Abbildung 5 zeigt die hybridisierenden Fragmente nach Verdau der DNAs mit
den Restriktionsenzymen EcoRI, Pstl, BamHI und Hindlll. Die DNA infizierter Zellen
zeigte keine Unterschiede zur DNA nichtinfizierter Zellen, was vermuten lie83, daB keine
Strukturverdnderungen im untersuchten 3' Bereich des c-raf-1-Gens auftraten. Es konnte
allerdings nicht vollig ausgeschlossen werden, da8 kleinere Deletionen vorhanden waren,
die mit den verwendeten Restriktionsenzymen und mit dieser Methode nicht nachweisbar

waren.



58

EcoRI Pstl HindIII BamHI
. < < . < «
g E = ¥ g = M & E = M g = M
2 3 & &3 & & 2 S & & 3 & &
kb kb
19,5
20,0
15,0
2,6
1,0
2.4
1,0
0,6

Abb.5: In 3' Regionen des c-raf-1-Gens werden keine unterschiedlichen Restriktionsfragmente in der
DNA infizierter und nichtinfizierter Zellen erhalten

10 pg der DNA nichtinfizierter Lymphozyten (ConA) und infizierter Lymphozyten (TpM, TpK) wurden
mit den Restriktionsenzymen EcoRI, Pstl, Hindll und BamHI verdaut, auf einem Agarosegel aufgetrennt,
auf Nylonfilter transferiert und mit der Rinder c-raf-1-cDNA hybridisiert. Als Hybridisierungskontrolle
(Kon) wurde 100 pg EcoRI-verdaute DNA der Rinder c-raf-1-cDNA + Plasmid aufgetragen. Als GroBen-
marker diente HindlII-verdaute DNA des Phagen Lambda.

In den folgenden Experimenten wurde die Transkription des c-raf-1-Gens in infizierten
und nichtinfizierten Zellen untersucht.
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4.1.3. c-raf-1 und ¢c-myc werden in infizierten und nichtinfizierten Lymphozyten in
gleichen Mengen transkribiert

Eine Uberexpression eines Protoonkogens kann in einigen Fillen eine onkogene Wirkung
zur Folge haben [40,41]. T- und B-Lymphome weisen hdufig charakteristische
Translokationen auf, bei denen das c-myc-Gen zum Beispiel in die Nihe der
Immunglobulin-Gene (schwere Kette) bzw. der alpha Kette des T-Zellrezeptors verlagert
wird, was zu einer Deregulation der Genexpression des c-myc-Gens fiihren kann [166].
Da myc und raf bei der Transformation von Zellen synergistisch wirken [46,149] und c-
myc zu den Genen gehort, die bei der Aktivierung des Wachstums ruhender
Lymphozyten verstirkt exprimiert werden [167], wurde neben der Expression des c-raf-
1-Gens auch die Expression des c-myc-Gens untersucht. Festgestellt werden sollte, ob
eine erhohte Transkription beider Gene im Vergleich zu ConA-stimulierten Rinder-

lymphozyten nachgewiesen werden kann.

Um zu iiberpriifen, ob das c-raf-1-Gen in einer frithen Phase der Aktivierung von
Lymphozyten (wie das myc-Gen, [167]) vermehrt transkribiert wird, wurden ConA-
Zellen verglichen, die nur 21 Stunden mit ConA stimuliert bzw. liber einen lingeren
Zeitraum von 12 Wochen stidndig mit ConA und dem Wachstumsfaktor Interleukin 2
(IL.2) kultiviert wurden. Auflerdem wurden infizierte Zellen untersucht, bei denen der
Parasit durch das theilerizide Medikament 720C abgetotet wurde. Bei einem direkten
Einflufl der Infektion bzw. des Parasiten auf die Transkription der Gene wurde eine
Verringerung der Transkriptmenge in 720C-behandelten Zellen erwartet.

Nach Isolierung von PolyA-RNA der verschiedenen Zellen wurde die RNA auf einem
Agarosegel aufgetrennt, auf Nylon-Filter transferiert ('Northern-Blot') und mit der
Rinder-c-raf-1-cDNA bzw. einer Rinder-c-myc-Probe (isoliert von Dr. D. Dobbelaere,
IGT; enthilt Exon 2 der genomischen Sequenz) hybridisiert (Abb.6). Um zu iiberpriifen,
ob gleiche Mengen an RNA eingesetzt wurden, erfolgte eine Rehybridisierung der Filter
mit einer Rinder-Aktin-cDNA-Probe (isoliert von Dr. A. Ehrfeld, IGT). Das Aktin-Gen
wird neben anderen konstitutiv exprimierten 'Haushaltsgenen' (‘housekeeping genes')
héufig fiir derartige Kontrollhybridisierungen verwendet. Als weitere Kontrollen wurden
die Filter mit einer Rinder-IL2-Rezeptor-cDNA-Probe (erhalten von Dr. R. Reeves,
Washington State University, USA) und einer Theileria-Aktin-cDNA-Probe (erhalten von
Dr. A. Ehrfeld [168]) rehybridisiert. Die Hybridisierung mit der theileriaspezifischen
Probe sollte zeigen, daB in der mRNA 720C-behandelter Zellen keine parasitiren
Transkripte nachweisbar sind, was nach einer erfolgreichen Abtttung des Parasiten durch
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720C zu erwarten ist. Durch Hybridisierung mit der IL2-Rezeptorprobe sollte eine bereits
auf molekularer Ebene beschriebene Reaktion der Wirtszelle nach der Eliminierung des
Parasiten [21], ndmlich eine verminderte Transkription des IL2-Rezeptors in 720C-
behandelten Zellen, gezeigt werden. In Abbildung 6 ist das Ergebnis der verschiedenen
Hybridisierungen dargestellt.

Abb.6: Transkriptmenge des c-raf-1- und des

Poly A - RNA myc-Gens in infizierten und nichtinfizierten
Rinderlymphozyten
=
£ ) 4 pg PolyA-RNA aus theileriainfizierten
:. :. S Zellen (TpM), aus ConA-stimulierten Lym-
5 5 = E phozyten (ConA, 21 Stunden bzw. ConA,
(=

12 Wochen) und aus infizierten Lympho-
Hybrid.proben ; zyten, die 4 Tage mit 720C behandelt waren
(TpM/720C, D4), wurden auf einem Agarose-

raf . .
34 kb gel aufgetrennt, auf Nylon-Filter transferiert
und mit den angegebenen radioaktiv
markierten DNA-Proben hybridisiert.
myc 2,2kb
3,6 kb
m2R
2,6 kb
Rinder-Aktin 2,3 kb
Theileria-Aktin 1,4 kb

Die c-raf-1-mRNA war, wie in aktivierten Lymphozyten anderer Organismen [148], in
allen untersuchten Zellen relativ stark und in vergleichbaren Mengen nachweisbar. Es
ergab sich kein Unterschied zu ConA-Zellen, die iiber verschiedene Zeitrdume stimuliert
wurden (ConA 21 Stunden bzw. 12 Wochen). Auch nach Abtéten des Parasiten war
keine verminderte Transkription feststellbar, obwohl die Proliferation dieser Zellen bereits
deutlich gehemmt war. Dies wurde durch Messung des 3H—Thymidin—Einbaus in die
DNA kultivierter Zellen vor der RNA-Préparation festgestellt. Ein Zusammenhang
zwischen einer erhohten Transkriptmege des c-raf-1-Gens und einer erhohten Aktivitit
von Lymphozyten [148] konnte demnach in diesem Zellsystem nicht bestétigt werden.
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Das c-myc-Gen zeigte in ConA-stimulierten Lymphozyten, die iiber einen Zeitraum von
12 Wochen kultiviert wurden, eine leicht verringerte Transkriptmenge im Vergleich zu
Lymphozyten, die 21 Stunden mit ConA stimuliert wurden. Dies war zu vermuten, da
Kelly und Mitarbeiter zeigten, daB die Transkriptmenge des myc-Gens bei einer erst-
maligen Stimulierung von ruhenden T-Zellen zunéchst stark zunimmt, und nach ca.
60 Stunden allmihlich abnimmt [167]. In theileriainfizierten Zellen wurde eine
Transkriptmenge erhalten, die den ConA-Zellen, die nur 21 Stunden mit ConA behandelt
wurden, entsprach. Nach Abtotung des Parasiten war keine Veridnderung feststellbar.

Die Hybridisierung mit der Rinder-Aktin-Probe zeigte, daB vergleichbare Mengen an
mRNA aufgetragen wurden. Wie erwartet, fithrte die Behandlung der infizierten Zellen
mit 720C zur Verminderung bzw. Eliminierung der parasitenspezifischen Aktin-RNA und
zu einer verminderten IL2-Rezeptor-Transkriptmenge in der Wirtszelle.

Die Northern-Analyse zeigte somit fiir die Transkription des c-raf-1- und des c-myc-Gens
keine signifikanten Unterschiede zwischen infizierten und nichtinfizierten Lymphozyten.
Auflerdem wurde nach Abtétung des Parasiten keine Verminderung der Transkriptmenge
nachgewiesen, sodal ein direkter und schnell wirkender EinfluB8 des Parasiten auf
Transkriptionsebene fiir beide Gene ausgeschlossen werden konnte.

Offen blieb allerdings die Frage, ob durch die Infektion posttranskriptionelle oder post-
translatorische Regulationsmechanismen der c-raf-1-Expression beeinflufit werden.

Deshalb wurde anschlieBend das c-raf-1-Protein untersucht.

4.1.4. Das c-raf-1-Protein wird in infizierten und 720C-behandelten Lymphozyten in

vergleichbaren Mengen exprimiert

Zum Nachweis des c-raf-1-Proteins in theileriainfizierten Zellen wurde ein polyklonales
Antiserum eingesetzt, das gegen ein 29 kD grofles Protein des viralen raf-Gens gerichtet
ist und 2/3 des C-terminalen-Endes des viralen raf-Proteins reprisentiert [169]. Das
Antiserum wurde auch zur Identifizierung des zelluldren c-raf-1-Proteins verschiedener
Species eingesetzt.

Zunichst wurden TpM-Zellen bzw. 3 Tage mit 720C-behandelte TpM-Zellen)
16 Stunden im Brutschrank mit 3SS-Methionin enthaltendem Kultur-medium inkubiert,
um die neusynthetisierten Proteine in vivo radioaktiv zu markieren. Den 720C-Zellen
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wurde dabei zusitzlich der Wachstumsfaktor IL.2 zugesetzt, um die Zellen zu aktivieren,
die Stoffwechselaktivitdt zu erhShen und somit ausreichende Mengen an markierten
Proteinen fiir das Experiment zu erhalten. Erwéhnt werden sollte, daB das zugesetzte 112
zwar die Stoffwechselaktivitit der Zellen erhoht, die Signale, die fiir die Transformation
der Zellen essentiell sind und in infizierten Zellen vom Parasiten geliefert werden, kann
IL2 allerdings nicht ersetzen. Nach der Markierung wurden Gesamt-Proteinlysate
hergestellt und nach einer Vorreiﬁigung mit normalem Kaninchenserum (durch Immun-
prézipitation) mit dem spezifischen Antikérper inkubiert. Die Vorreinigung sollte dazu
dienen, unspezifische Antikorper-Bindungen zu reduzieren. Nach Prézipitation mit dem
spezifischen Antiserum wurden die denaturierten Proteine durch SDS-Polyacrylamid-Gel-
elektrophorese nach ihrer Grofe getrennt. Die radioaktiv markierten Proteine wurden
anschlieBend durch Autoradiographie des Gels sichtbar gemacht.

Erste Experimente zeigten, daB} trotz Vorreinigung der Lysate mit normalem Kaninchen-
serum, viele unspezifische Signale nach der Prézipitation erhalten wurden. Das
verwendete Antiserum enthielt neben den raf-spezifischen Antikérpern vermutlich
unspezifische Antikorper, sodal andere Proteine koprizipitiert wurden. Eine Reinigung
des Antiserums konnte nicht durchgefiihrt werden, da die zur Verfiigung stehenden
Mengen nicht ausreichten. Die vorgereinigten Lysate wurden deshalb mit dem anti-v-raf-
Antiserum und in einem parallelen Ansatz mit normalem Kaninchenantiserum (NRS),
prazipitiert. Beide Ansitze wurden nebeneinander auf einem Proteingel aufgetragen.
Unspezifische Signale wurden dann in beiden Ansidtzen sichtbar und identifiziert. In
Abbildung 7 ist das Ergebnis einer Immunprézipitation gezeigt.

Als vermutlich spezifisch erwiesen sich zwei Proteine mit einer Gré8e von 74 kD bzw.
" 120 kD, da sie nur mit dem anti-v-raf-Antiserum erhalten wurden (Abb.7). Die Grofie
von 74 kD entsprach der Groe des endogenen c-raf-1-Proteinproduktes, wie es fiir
menschliche Zellen beschrieben wurde [130,133]. Da die GroBe des c-raf-1-Transkripts
beim Rind und beim Menschen ungefihr die gleiche Linge (3,4 kb) besitzt, wurde
geschlossen, daB das 74 kD Protein vermutlich das c-raf-1-Proteinprodukt des Rinds
repriasentiert. Bei dem 120 kD Protein konnte es sich um ein Protein handeln, das mit raf-
spezifischen Antikdrpern koprizipitiert wird. Spezifische Koprézipitationen groBerer
Proteine werden auch in menschlichen Proteinlysaten und verstirkt in Lungenkarzinom-
zellen beobachtet [personl. Mitteilung Dr. U. Rapp, National Cancer Institute,
Frederick, USA]. Es wird vermutet, daB es sich um Liganden, die bei der Aktivierung der
Kinaseaktivitit des c-raf-1-Proteins eine Rolle ibernehmen konnten oder um Substrate
handelt, die durch das c-raf-1-Protein phosphoryliert werden.
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- J Abb.7: Immunprizipitation 358-Methionin
la“"'v'raf” NRS markierter Proteine mit raf-spezifischen Anti-
kérpern zum Nachweis des c-raf-1-Proteins

Infizierte (TpM) bzw. 3 Tage mit 720C-behandel-
te TpM-Zellen (TpM/720) wurden fiir 16 h in

Kulturmedivm mit radioaktivem 355-Methionin
inkubiert. Bei TpM/720-Zellen wurde zusétzlich
der Wachstumsfaktor IL2 zugegeben. Nach Her-
stellung der Proteinextrakte und einer ersten
Immunprézipitation mit normalem Kaninchen-
120 serum (Vorreinigung) wurden die markierten
Proteine mit raf-spezifischen Antiserum (anti-v-
raf) und als Kontrolle mit normalem Kaninchen-
serum (NRS) prizipitiert, denaturiert und auf
74 einem SDS-Polyacrylamidgel (SDS-PAGE) auf-
getrennt. Das Gel wurde getrocknet und autoradio-
graphiert. Die Proteine bei 74 kD und 120 kD
wurden nur mit dem raf-Antiserum prézipitiert.

Als GroBenmarker dienten 14C-markierte Marker-
proteine.
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In TpM- und TpM/720C-Extrakte waren geringe quantitative Unterschiede beziiglich der
Signale bei 74 kD und 120 kD aufgetreten. Bei einer gleichen Anzahl an markierten
Zellen und bei gleicher Menge an Radioaktivitit (Bestimmung vor und nach der Immun-
prézipitation), wurde bei TpM-Zellen ein etwas stidrkeres Signal bei 74 kD und ein
deutlich stirkeres Signal bei 120 kD erhalten. Ob diese quantitativen Unterschiede in
direktem Zusammenhang mit der Abtotung des Parasiten stehen, miifite weiter untersucht
werden. Die Daten lassen jedoch vermuten, daf das c-raf-1-Protein bei priméren
Mechanismen der Transformation der Lymphozyten keine essentielle Funktion
iibernimmt, da 3 Tage bzw. 4 Tage nach AbtStung des Parasiten deutlichere
Unterschiede in der Expression des Proteins bzw. der mRNA (Abb.6) zu erwarten

waren.
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Wie in der Einleitung erwihnt wurde, liegt das c-raf-1-Gen beim Menschen in einem
instabilen DNA-Bereich auf Chromosom 3, der bei verschiedenen Krebsarten (z.B.
Kleinzelliges Lungenkarzinom) verindert vorliegt [147]. Es wird vermutet, da8 in diesem
Bereich, Gene lokalisiert sein konnten, die bei der Wachstumskontrolle wichtige
Funktionen {ibernehmen (z.B. Tumorsuppressor-gene) [47]. Wie oben gezeigt wurde,
gibt es keine Hinweise, daB3 das c-raf-1-Gen in infizierten Zellen eine essentielle Funktion
bei der Transformation der Lymphozyten iibernimmt. Deshalb ist nicht anzunehmen, daf3
das Gen durch die Infektion verdndert wird. Es ist aber eine geeignete DNA-Sonde, um
Veridnderungen der Genomorganisation in der Nidhe des c-raf-1-Gens wegen der
moglichen Homologie zur menschlichen Situation auszutesten.

DNA infizierter Lymphozvten zeigt Hypermethylierungen in Schnittstellen

selten schneidender CpG-Restriktionsenzyme

4.2.1. Beim Vergleich der Notl-Restriktionsfragmente in der Nihe des c-raf-1-Gens
resultierte in der DNA infizierter und nichtinfizierter Lymphozyten ein unter-

schiedliches Restriktionsmuster

Zur Untersuchung und Charakterisierung groerer Strukturverdnderungen im Genom wie
Translokationen in andere chromosomale Bereiche wird eine Gelelektrophoresemethode
(Pulsfeldgelelektrophorese s.u.) angewendet, die es erlaubt DNA-Molekiile groBer
20 Kilobasen aufzutrennen [152]. Fiir den Restriktionsverdau werden selten schneidende
Restriktionsenzyme (‘rare cutters') verwendet [151]. Dazu gehoren z.B. das Restriktions-
enzym Sfil mit der Erkennungssequenz -GGCCNNNNNGGCC- oder Restriktions-
enzyme, die 8 oder 6 Basen erkennen und CpG-Nukleotide in ihrer Erkennungssequenz
enthalten (z.B. Notl: -GCGGCCGC-). Die Schnittstellen dieser Enzyme sind im Genom
unterreprisentiert, wodurch relativ lange DNA-Fragmente mit einer Grée von bis zu
mehreren Tausend Kilobasen entstehen konnen.

Bei der herkommlichen Gelelektrophorese koénnen nur DNA-Molekiile bis zu
ca. 20 Kilobasen getrennt werden, da gréfiere Molekiile in den Poren des Gels hingen
bleiben ('Trapping’) und somit nicht wandern. In allen bisher entwickelten Varianten der
Pulsfeld-Gelelektrophorese-Methode wird die Trennung durch eine periodische Anderung
der Richtung des angelegten elektrischen Feldes erreicht. Diese Richtungsinderungen
fithren zum einen zu einer stindigen Anderung der Laufrichtung der DNA und somit zur
Auflosung des "Trappings', wodurch eine Bewegung der langen DNA-Molekiile durch
die Gelmatrix gewihrleistet wird. Zur Trennung der DNA-Molekiile wird die Zeit
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ausgenutzt, die die Molekiile bendtigen, um sich in Richtung des gednderten elektrischen
Feldes zu orientieren (Konformationsinderung der DNA). Kiirzere DNA-Molekiile
konnen diese Konformationsidnderung schneller ausfithren als lingere DNA-Molekiile
und bewegen sich somit insgesamt schneller durch die Gelmatrix [170,171]. In dieser
Arbeit wurde die FIGE- und OFAGE-Methode eingesetzt. Das Prinzip beider Methoden

wird im folgenden kurz erldutert:

- Bei der 'orthogonal field alternating gel electrophoresis’ (OFAGE, [172]) wird eine
Auftrennung der DNA durch eine periodische Anderung der Richtung des angelegten
elektrischen Feldes in einem 120° Winkels erreicht. Diese Richtungsénderung fiihrt zu
einer zickzackformigen Bewegung durch die Gelmatrix. Mit dieser Methode konnen
zur Zeit Molekiile bis zu einer GréB8e von 7000 Kb aufgetrennt werden.

- Bei der 'field inversion gel electrophoresis' (FIGE, [173]) wird eine Auftrennung der
DNA durch periodische Anderung der Richtung des angelegten elektrischen Feldes in
einem 180° Winkel erreicht. Durch Umkehren der Spannung nach gewissen Zeit-
abstinden wird die DNA zu einer Konformationsinderung und zu einer Anderung der
Laufrichtung (vorwirts bzw. riickwirts) gezwungen. Zur Auftrennung grofer DNA-
Molekiile werden die Zeiten fiir die Vorwirts- bzw. Riickwértsbewegung wihrend
eines Gellaufs kontinuierlich verdndert, da unterschiedlich groie DNA-Molekiile, wie
oben beschrieben, unterschiedliche Zeiten fiir die Konformationsdnderung benotigen.
Die Wahl der Zeiten fiir die Vorwirts- und Riickwirtsrichtung der Elektrophorese-
spannung bestimmt somit den GréBenbereich der Molekiile, die in einem FIGE-Lauf
getrennt werden. In dieser Arbeit wurde meist mit einer Zeit von 3 Sekunden fiir die
Vorwirtsrichtung bzw. 1 Sekunde fiir die Riickwértsrichtung begonnen (erste
Periode). Innerhalb der Laufzeit von 16 Stunden wurden diese Periodenzeiten
kontinuierlich um 6 Millisekunden (vorwirts) bzw. 3 Millisekunden (riickwirts)
erhoht. Die Zeiten fiir die letzte Periode betrug 21 Sekunden/vorwirts und
7 Sekunden/riickwirts. Dies entsprach einem Trennbereich von 5-2000 kb. Das
verwendete computergesteuerte FIGE-System wurde von G.Langlotz im Rahmen einer
Diplomarbeit entwickelt [174].

Fiir die Untersuchung der c-raf-1-DNA-Region wurde DNA ConA-stimulierter Lympho-
zyten mit der DNA theileriainfizierter Zellen bzw. DNA eines nichtinfizierten T-Zell-
Klons (G6) mit der DNA des T-Zell-Klons nach einer in vitro Infektion mit dem Parasiten
(G6TpM) verglichen. Die G6- bzw. G6TpM-Zellklone wurden im International
Laboratory for Research on Animal Diseases (ILRAD, Nairobi, Kenya), iiber einen Zeit-
raum von ungefidhr 2 Jahren in Zellkultur gehalten. Die DNAs wurden mit dem Enzym
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Notl bzw. Sfil verdaut und mit der FIGE-Methode bzw. der OFAGE-Methode elektro-
phoretisch aufgetrennt. Die Zeiten fiir die Vorwirts- bzw. Riickwirtsrichtung der
Elektrophorese-Spannung bei der FIGE bzw. der Zickzack-Richtung bei der OFAGE
wurden dabei so gewdhlt, daB Molekiile zwischen 5 bis ungefdhr 1000 Kilobasen auf
einem Agarosegel aufgetrennt wurden. Nach Transfer der DNA auf Nylonfilter wurde
mit der markierten Rinder-cDNA-Probe des c-raf-1-Gens hybridisiert.

Abbildung 8 zeigt die hybridisierenden Restriktionsfragmente der verschiedenen DNAs
mit dem Enzym Notl. Es wurde ein unterschiedliches Restriktionsmuster in der DNA
nichtinfizierter und infizierter Zellen erhalten.

mit der FIGE-Methode elektrophoretisch aufge-
trennt. Die Zeiten fir die Vorwirtsrichtung der
Elektrophoresespannung betrug 3 s bis 21 s, bzw. 1 s
bis 7s fir die Rickwartsrichtung der Elektro-
phoresespannung. Die Elektrophoresedauer betrug
16h bei einem Spannungsgradienten von 8V/cm
(300 V). Nach Transfer der DNA auf Nylonfilter
wurde mit der markierten Rinder-cDNA-Probe des
c-raf-1-Gens hybridisiert. Als Gro3enmarker dienten
Hefe-Chromosomen des Stammes Saccharomyces
cerevisiae und Konkatemere des Phagen Lambda.

Abb.8: Die DNA infizierter und nichtinfizierter
Lymphozyten zeigen ein unterschiedliches Notl-
% Restriktionsmuster
< b
E. 5 5 5ug DNA wurde mit dem Enzym No#l verdaut und

kb

7060

DNA nichtinfizierter Zellen:

- ConA-stimulierte Rinderlymphozyten (ConA)

- T-Zellklon (G6)

DNA infizierter Zellen:

- mit Theileria parva infizierte Zellinie 803 (TpM)

- mit Theileria parva infizierter T-Zellklon
(G6TpM)

300
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In der DNA nichtinfizierter Zellen (Abb.8: Spur ConA und G6) hybridisierte ein
Fragment mit einer Groe von ungefahr 300 kb, wihrend in der DNA infizierter Zellen
(Abb.8: Spur Tpm und G6Tpm) ein zusitzliches Not/-Fragment mit einer Grofe von
ungefdhr 700 kb auftrat. Um zu priifen, ob die DNA vollstindig verdaut war, wurde das
Experiment mehrmals wiederholt, wobei auch verschiedene Mengen an Restriktions-
enzym eingesetzt wurden. In allen Experimenten wurde jeweils das gleiche, in Abbildung
8 gezeigte Ergebnis erhalten, sodaf} ein unvollstdndiger Verdau sehr unwahrscheinlich

war.

Mit dem Restriktionsenzym Sfil war kein Unterschied zwischen infizierten und nicht-
infizierten Zellen nachweisbar. In infizierten (Abb.9: Spur G6TpM) und nichtinfizierten
Zellen (Abb.9: Spur G6) hybridisierten jeweils ein 65 kb und ein 175 kb Fragment.
Diese Fragmente wurden auch nach einem Doppelverdau mit den Enzymen No:l/Sfil

erhalten.

Abb.9: Die DNA infizierter und nichtinfizierter

I Sat l ﬁUNotIl Lymphozyten zeigen ein identisches Sfi/-Restrik-

tionsmuster
z 3
o B o E Die DNAs nichtinfizierter Zellen (G6) und
LCoOVo infizierter Zellen (G6TpM) wurden mit den

Enzymen Sfil bzw. Sfil/Notl verdaut und mit der
OFAGE-Methode elektrophoretisch aufgetrennt.
Die Zeiten fiir die Zickzackrichtung der Elektro-
phoresespannung betrug 20 s. Die Elektro-
phoresedauer betrug 28 h bei einem Spannungs-
gradienten von 8V/cm (300 V). Nach Transfer der
DNA auf Nylonfilter wurde mit der markierten
Rinder-cDNA-Probe des c-raf-1-Gens hybridisiert.
Als GroBenmarker dienten Konkatemere des
Phagen Lambda.

kb

175

65
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Da beim Doppelverdau mit Sfil/Notl und beim Einfachverdau mit Sfil DNA-Fragmente
gleicher GroBe erhalten wurden, konnte geschlossen werden, dal die Sfil-Schnittstellen

innerhalb des 300 kb NotI-Fragments liegen muBten (die Orientierung der Fragmente

wurde nicht bestimmt):

N N
l ra
[raf }
| = |
s s s
65
e e ol
175

Das Auftreten des zusitzlichen 700 kb Notl-Restriktionsfragments lie sich auf

verschiedene Weise erkliren:

1.

Moglich war, daBl im Bereich des c-raf-1-Genlocus eine Verdnderung, z.B. eine
Translokation in eine andere chromosomale Umgebung, stattgefunden hatte. Die
hypothetische Translokation mufite dabei einen Bereich von 65 kb + 175kb =
240 kb, also den Bereich innerhalb der Sfi/-Schnittstellen beinhalten, da diese nach
der Translokation erhalten blieben. AuBerdem mufte die Translokation nur eines der
zwei homologen Chromosomen betreffen, da das fiir nichtinfizierte Zellen
charakteristische 300 kb Not/-Fragment auch in infizierten Zellen nachgewiesen
wurde.

Neben einer Translokation ergab sich aber noch eine andere Moglichkeit das
zusidtzliche Notl-Fragment in infizierten Zellen zu erkldren. Alle selten schneidenden
CpG-Restriktionsenzyme sind methylsensitiv, d.h. sie schneiden nicht in ihrer
Erkennungssequenz, wenn ein Cytosin in einem CpG-Nukleotid methyliert vorliegt
[151]. Im vorliegenden Fall des zusitzlichen Notl-Fragment miifite somit eine Notl-
Schnittstelle, die auBerhalb des c-raf-1-Genlocus lokalisiert ist, teilweise methyliert
vorliegen. Da das Enzym diese methylierte Stelle nicht schneiden wiirde, kénnte
zusitzlich ein groBeres (das 700 kb) Fragment resultieren.

Die Untersuchung groBBerer DNA-Bereiche um den c-raf-1-Genlocus durch Pulsfeld

Gelelektrophorese lieferte erstmals Unterschiede zwischen der DNA nichtinfizierter und
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Fragment durch eine Verdnderung des Methylierungsmusters (eine Hypermethylierung)
in der DNA infizierter Zellen und nicht durch eine Translokation des c-raf-1-Gens in
einen anderen chromosomalen DNA-Bereich (‘rearrangement'), entstanden war. Diese
Hypermethylierung war nicht innerhalb des c-raf-1-Gens lokalisiert, sondemn aufgrund
des Sfil-Doppelverdaus (s.0.) mindestens 65 kb davon entfernt (vgl. Skizze Sfil-

Fragmente).

4.2.2. Der Unterschied im Notl-Restriktionsmuster ist auf eine verdnderte Methy-
lierung in der DNA infizierter Zellen zuriickzufiihren

Um festzustellen, ob das zusitzliche 700 kb-Fragment in der DNA infizierter Zellen
durch eine Methylierung der Base Cytosin in der Notl-Erkennungssequenz verursacht
wurde, wurden infizierte Zellen zunichst mit dem Agens 5-Aza-Cytidin (5-Aza-C)
behandelt. 5-Aza-C wird wie in der Einleitung beschrieben wurde, verwendet, um
Methylierungen in der DNA zu entfernen [88]. Es handelt sich um ein Basenanalog zu
Cytosin (vgl. Abb. 10), das bei der Replikation anstelle von Cytosin in die DNA
eingebaut wird und vermutlich die Aktivitidt der DNA-Methylasen hemmt.

NH,

NH; NH,
CH
/k 3 //K
Ng 5| Ng 5| N SN
1 1
¢} ¢ Ti‘l

¢ N

T—2Z=

Ribose

I

5—Methyl-Cytosin Cytosin 5-Aza--Cytidin

Abb.10: Chemische Strukturformeln vor 5-Methyl-Cytosin, Cytosin und 5-Aza-Cytidin

Bei jeder Zellteilung gehen somit sukzessive Methylierungen an den verschiedensten
Stellen der DNA verloren. Bei einer zusétzlichen Methylierung einer Not/-Schnittstelle
in infizierten Zellen, muBte die Schnittstelle nach der Behandlung der Zellen mit 5-Aza-
C erkannt werden und das zusétzliche 700 kb-Fragment muflte teilweise oder ganz ver-

schwinden.

Fiir die Behandlung von Zellen mit 5-Aza-C wurden in anderen Arbeiten z.B.
Konzentrationen von 1-5uM verwendet [89]. Diese Konzentrationen erwiesen sich aber
fiir die infizierten Zellen als duBlerst toxisch. Bei SuM und 2,5uM starben die Zellen
schon innnerhalb 24 Stunden ab. Bei einer Konzentration von 1uM konnten die Zellen
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morphologische Verinderungen (GroBenzunahme, Vakuolenbildung). Eine lingere
Behandlung mit 1pM 5-Aza-C fiihrte schlieBlich auch zum Zelltod.

Abbildung 11/A und B zeigt die DNA infizierter Zellen, die 1, 2 und 5 Tage bei einer
Konzentration von 1uM 5-Aza-C gehalten wurden, nach Verdau mit dem Restriktions-
enzym Notl, Auftrennung durch Pulsfeld-Gelelektrophorese und Hybridisierung mit der
c-raf-1-Probe.

Abb.11: Notl-Restriktionsmuster
TpM/ 1M Aza im Bereich des c-raf-1-Gens nach

Kurzzeit-Behandlung infizierter
Zellen mit 1 uM 5-Aza-C

s o+ 0+ 0+ s + 4o
a w © T a T w3
A R o e Die DNA infizierter Zellen, die fiir

verschiedene Zeitrdume mit 1 uM
5-Aza-C behandelt worden waren,
wurden mit Notl verdaut, mit der
FIGE-Methode aufgetrennt (16 h

b . G G ‘b

700 Gesamtlaufzeit bei 8V/cm; 3 bis
21s vorwirts, 1 bis 7s riick-
wirts), auf Nylonfilter transferiert
und mit der c-raf-1-c-DNA-Probe
hybridisiert. Als GroB8enmarker
dienten Hefe-Chromosomen,
Konkatemere und Hindlll-verdaute
DNA des Phagen Lambda.
DNA-Proben:

A: - unbehandelte infizierte

Zellen (TpM)
00 — - behandelte infizierte
. 300 Zellen (1 d+ bzw. 2 d+)
- Zellen, die 2 Tage nach
30 — R Behandlung fiir 7 weitere
10— 1150 Tage ohne 5-Aza-C
weiterkultiviert wurden

90 — 0 (2 d+,74d-)

B: - unbehandelte infizierte

Zellen (TpM)
- behandelte infizierte

Zellen (5 d+)

- Zellen, die 5 Tage nach
Behandlung fir 5
Wochen ohne 5-Aza-C
weiterkultiviert wurden
(5 d+, 5w-)
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Schon nach 1 Tag Behandlung war eine Verdnderung des Restriktionsmusters deutlich
sichtbar. Aufler den Fragmenten bei 700 kb und 300 kb traten zusitzliche kleinere
Fragmente bei ca. 130, 100, 40 und 7 kb auf. Bei lingerer Behandlung (2 und 5 Tage)
nahmen die Hybridisierungssignale der groeren Fragmente an Intensitit ab, wihrend die
Signale der kleineren stidrker wurden. Gezeigt ist auch die DNA von Zellen, die nach
2 tagiger Behandlung anschlieBend 7 Tage ohne 5-Aza-C kultiviert wurden (Abb11/A:
Spur 2d+,7d-). In dieser DNA wurde eine Zunahme in der Intensitit des 700 kb-
Fragments beobachtet. Bei entsprechend lidngerer Kultur (fiir weitere 5 Wochen) waren
die kleineren Fragmente schlieBlich nicht mehr nachweisbar (Abb.11/B: Spur 5d+, 5w-).
Das stirkere Hybridisierungssignal bei 700 kb und das Verschwinden der Fragmente
kleiner 300 kb kann durch ein Uberwachsen von Zellen, deren DNA durch die Behand-
lung in diesen Schnittstellen nicht demethyliert wurde oder durch Remethylierung der
demethylierten Not/-Schnittstellen erklért werden.

Durch dieses Experiment wurde gezeigt, da3 das 700 kb-Not/-Fragment durch eine
Kurzzeit-Behandlung teilweise entfernt wurde und daB weitere methylierte Not/-Schnitt-
stellen im Bereich des c-raf-1-Locus vorhanden sein muBlten (Auftreten der kleineren
Fragmente). Diese methylierten Schnittstellen sind vermutlich auch in der DNA nicht-
infizierter Lymphozyten vorhanden. Die Lage der zusitzlichen methylierten Schnittstellen
wurde nicht bestimmt. Abbildung 12 zeigt eine schematische Darstellung moglicher
Positionen in und um den c-raf-1-Genlocus.

Abb.12: Schematische Darstellung der

NotI-Schnittstellen im Bereich des c-raf-1-
Genlocus

In der Abbildung ist die GroéBe und
mogliche Position der Notl-Fragmente
dargestellt, die im Bereich des c-raf-1-Gens
lokalisiert sind und nach Hybridisierung
mit der cDNA (1 kb) nachweisbar waren.

700 kb

~t—e— 300 kb

N N* N Im oberen Teil der Abbildung sind die
] ol | 1 Fragmente gezeigt, die in infizierten
| =11 Zellen ohne S-Aza-C-Behandlung erhalten

N*  N* N¢ N* N* wurden. Das 700 kb-Fragment in der

7 DNA infizierter Zellen entsteht vermutlich

= durch eine teilweise Methylierung der

40 internen NotI-Schnittstelle (N ). Die

100 Fragmente kleiner 300 kb im unteren Teil

B der Abbildung waren nur nach Demethy-

130 lierung mit 5-Aza-C nachweisbar., Die

Schnittstellen sind vermutlich in
infizierten und nichtinfizierten Zellen voll-

*
stindig methyliert (N ).
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Um zu testen, ob das 700 kb-Fragment auch vollstindig demethyliert und damit
geschnitten werden kann, wurden infizierte Zellen iiber einen ldngeren Zeitraum (8 Tage,
14 Tage und 21 Tage) mit einer niedrigeren 5-Aza-C-Konzentration (0,25uM) behandelt.
Bei dieser Konzentration war das Wachstum der Zellen zwar leicht inhibiert (ca. 20%
Inhibition bei Bestimmung der Zellteilungsrate), ein Absterben der Zellen wurde aber
nicht beobachtet. In Abbildung 13/A ist das Restriktionsmuster der DNA dieser Zellen
nach Hybridisierung mit der c-raf-1-Probe gezeigt. Das 700 kb-Fragment war nach
8 Tagen noch sichtbar, nach 14 Tagen schwicher und nach 21 Tagen war es nicht mehr
zu erkennen. Um eine teilweise Degradation der DNA auszuschlieBen und um die Voll-
stindigkeit des Verdaus zu iiberpriifen, wurde dasselbe Filter mit einer anderen Probe
(Rinder-myc) rehybridisiert. In allen DNAs wurde ein 25 kb grofles Fragment erhalten
(Abb.13/B), was vermuten lie, dal es sich um einen vollstindigen Verdau mit nicht
degradierter DNA handelte.

TpM /0,25 uM Aza TPM /0,25 uM Aza

+ + L T o

£z E Iz E
A = ® T & O B = *® T &8 0O
kb
700
300
130
100

40

Abb.13: Notl-Restriktionsmuster im Bereich des c-raf-1-Gens nach Langzeit-Behandlung infizierter
Zellen mit 0,25 pM 5-Aza-C

Die DNA ConA-stimulierter Rinderlymphozyten (ConA) unbehandelter infizierter Zellen (TpM), und
infizierter Zellen, die fiir verschiedene Zeitrdume mit 0,25 pM 5-Aza-C behandelt worden waren (8d+,
14d+, 21d+), wurde mit Notl verdaut, mit der OFAGE-Methode (Rotaphor-Gelkammer) aufgetrennt (46 h
Gesamtlaufzeit bei 8.4V/cm und einer Pulszeit von 77 s), auf Nylonfilter transferiert und mit der c-raf-1-c-
DNA-Probe (A) bzw. einer myc-DNA-Probe (B) hybridisiert. Als GréBenmarker dienten Hefe-
Chromosomen und Hindlll-verdaute DNA des Phagen Lambda.
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Da das 700 kb-Fragment nach Langzeit-Behandlung der Zellen mit 5-Aza-C nicht mehr
nachweisbar war, bestitigte dieses Experiment, daB das 700 kb-Fragment in der DNA
infizierter Zellen durch Methylierung einer Notl-Schnittstelle verursacht wurde. Da in
infizierten Zellen allerdings auch das 300 kb-Fragment erhalten wurde, das in nicht-
infizierten Zellen als einziges Fragment hybridisierte, konnte es sich nur um eine teilweise
Hypermethylierung der internen Not/-Schnittstelle (vgl. Abb. 12: 'N *') handeln. Um
festzustellen, ob in der DNA infizierter Zellen im Bereich des c-raf-1-Gens mehrere
hypermethylierte Stellen vorhanden waren, wurden weitere methylsensitive CpG-
Restriktionsenzyme getestet.

4.2.3. Der Verdau mit anderen methylsensitiven -Restriktionsenz n zeigt, daB der
DNA-Bereich um das c-raf-1-Gen eine hypermethvlierte Region in der DNA

infizierter Lymphozyten darstellen konnte

Die DNA infizierter und nichtinfizierter Zellen wurde mit anderen methylsensitiven, selten
schneidenden Restriktionsenzymen ('CpG-Enzyme') verdaut und mit der c-raf-1-Probe
hybridisiert. Die Erkennungssequenzen der verwendeten Enzyme und die Grofle der
hybridisierenden Fragmente sind in Tabelle 1 aufgelistet.

Tabelle 1: GroBe der Restriktions-
fragmente der DNA infizierter und
nichtinfizierter Zellen nach Verdau mit
verschiedenen selten schneidenden

Restriktionsfragmente [kb]

Restriktions- Erkennungs- ConA-Zellen TpM-Zellen ~ CPG-Restriktionsenzymen
enyzme sequenz
A: Restriktionsenzyme mit denen in
Aval CI/T,CICG/AG/IG 240 240 der DNA infizierter (TpM) und
nichtinfizierter Zellen (ConA)
Nael GCCGGC 240 240 Fragmente gleicher GroBe erhal-
Narl GGCGCC %ﬁg 220 ten wurden.
240 B: Restriktionsenzyme mit denen in
der DNA infizierter (TpM) und
NotI GCGGCCGC 300 300 nichtinfizierter Zellen (ConA)
700 Fragmente unterschiedlicher
Miul ACGCGT 240 500 Grb68e erhalten wurden.
500 600
700
BssHII GCGCGC 220 220
240
Sacll CCGCGG 135 135
180
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Ein unterschiedliches Restriktionsmuster in der DNA infizierter und nichtinfizierter Zellen
wurde beim Verdau mit den Enzymen Mlul, BssHII und Sacll nachgewiesen. In
Abbildung 14 sind die hybridisierenden MIul und BssHII-DNA-Fragmente gezeigt.

IConA Il TpM l

kb

700

260
220

Abb.14: Unterschiedliche Restriktionsfragmente in der DNA infizierter und nichtinfizierter Zellen nach
Verdau mit den Restriktionsenzymen Miu/ und BssHII

Nach dem Restriktionsverdau wurde die DNA mit der FIGE-Methode aufgetrennt (16 h Gesamtlaufzeit bei
8V/cm; 3 bis 21 s vorwirts, 1 bis 7 s riickwirts), auf Nylonfilter transferiert und mit der c-raf-1-c-DNA-
Probe hybridisiert. Als GréBenmarker dienten Hefe-Chromosomen, Konkatemere und HindlII-verdaute
DNA des Phagen Lambda.

A: - DNA nichtinfizierter ConA-stimulierter Lymphozyten (ConA), Verdau mit M/

- DNA infizierter Zellen (TpM), Verdau mit Miul

- DNA infizierter Zellen, die 5 Tage mit 1 pM5-Aza-C behandelt wurden (TpM/Aza), Verdau
mit Mlul

B: - DNA nichtinfizierter ConA-stimulierter Lymphozyten (ConA), Verdau mit Not/
(1), Notl/BssHII (2), BssHII (3)

- DNA infizierter Zellen (TpM), Verdau mit Notl (1), Notl/BssHII (2), BssHII (3) (Das Auftreten
zweier BssHII-Fragmente in der DNA infizierter Zellen wurden bei Wiederholung des
Experiments unter anderen Elektrophoresebedingungen, bei denen die Fragmente besser
aufgetrennt wurden, bestitigt.)
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Mit Mlul resultierten bei nichtinfizierten Zellen 2 Fragmente mit einer Grofle von 240 kb
und 500 kb (Abb.14/A, Spur ConA) wihrend bei infizierten Zellen 3 Fragmente mit
einer GroBle von 500 kb, 600 kb und 700 kb hybridisierten (Abb.14/A, Spur TpM).
Um festzustellen, ob das unterschiedliche Mlu/-Restriktionsmuster in der DNA infizierter
Zellen (wie bei Notl), auf eine Methylierung im Bereich der M{ul-Schnittstellen zuriickzu-
fiihren war, wurde die DNA von TpM-Zellen, die 5 Tage mit 1 uM 5-Aza-C-behandelt
waren, mit M/ul verdaut. In dieser DNA wurden fiir die Fragmente der DNA
unbehandelter Zellen (bei 700, 600 und 500 kb) schwichere Hybridisierungssignale
beobachtet und es traten 6 zusitzliche kleinere Fragmente auf (Abb.14/A, Spur
TpM/Aza). Dies bestitigte eine Hypermethylierung im Bereich der Mlul-Schnittstellen
und zeigte, daB3, wie bei dem Enzym Notl, weitere methylierte Mlul-Schnittstellen im
Bereich des c-raf-1-Gens lokalisiert sein muBten.

Mit BssHII hybridisierte bei nichtinfizierten Zellen ein 220 kb-Fragment (Abb. 14/B:
Spur ConA/2), bei infizierten Zellen zusétzlich zu dem 220 kb-Fragment ein 260 kb-
Fragment (Abb. 14/B: Spur TpM/2). Nach einem Doppelverdau mit No#l/BssHII blieben
diese Fragmente erhalten (Abb. 14/B: Spur ConA/3 und TpM/3). Daraus konnte
geschlossen werden, daf3 die Fragmente innerhalb des 300 kb-Not/-Fragments lokalisiert
waren. Das 260 kb-Fragment in der DNA infizierter Zellen mufite durch eine teilweise
Methylierung einer BssHII-Schnittstelle entstanden sein. In Abbildung 15 ist die Position
der Schnittstellen schematisch dargestellt.

Abb.15:

Schematische Darstellung der
BssHII-Schnittstellen innerhalb des
300 kb Not/-Fragments im Bereich
des c-raf-1-Genlocus

In der Abbildung ist die Gré8e und
mogliche Position von BssHII-
Fragmenten dargestellt, die im
Bereich des c-raf-1-Gens lokalisiert
sind und nach Hybridisierung mit
der ¢cDNA (1 kb) nachweisbar

7060 kb

300 kb

I el
B B* B
220

240

waren. Im oberen Teil der Abbil-
dung sind die Not/-Fragmente
gezeigt. Das 700 kb-Notl-Frag-
ment und das 240 kb-BssHII-Frag-
ment in der DNA infizierter Zellen
entstehen vermutlich durch eine
teilweise Methylierung der internen

Notl- (N') bzw. BssHII-Schnitt-
*
stelle (B ).
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Die Restriktionsanalyse lie vermuten, dafl es sich bei dem hier untersuchten DNA-
Bereich um eine hypermethylierte Region in der DNA infizierter Zellen handeln konnte,
da mit insgesamt 4 verschiedenen selten schneidenden CpG-Restriktionsenzymen (Not/,
BssHII, Mlul, Sacll) in der DNA infizierter Zellen groflere Restriktionsfragmente erhalten

wurden.

In den folgenden Experimenten wurde untersucht, ob Verdnderungen der Methylierung in
der DNA infizierter Zellen auch in anderen DNA-Bereichen und nicht nur in der Region
des c-raf-1-Gens identifiziert werden konnen.

4.2.4. Hypermethylierungen sind auch in anderen Bereichen der DNA infizierter Zellen
nachweisbhar

Um zu untersuchen, ob weitere Verdnderungen in der Methylierung selten schneidender
CpG-Restriktionsschnittstellen in der DNA infizierter Zellen auftraten, wurden
Hybridisierungsexperimente mit anderen DNA-Proben durchgefiihrt. Die unten genannten
Rinder-DNA-Proben wurden im Laufe dieser Arbeit, zum Teil durch Klonierung in
unserer Arbeitsgruppe, erhalten:

- c-myc

- Interleukin 2 (IL2)

- IL2-Rezeptor (IL2R)

- Aktin

- CD3

- gamma-Interferon

- Interleukin 4 (IL4)

- invariante Kette

Mit der IL2-Probe und IL.2-Rezeptor-Probe waren jeweils keine Hybridisierungssignale
nachweisbar, was darauf schlieBen lieB, daB durch den Verdau Fragmente kleiner 5 kb
oder grofer 2000 kb entstanden sein mufBten, die unter den verwendeten Elektrophorese-
bedingungen nicht auf dem Elektrophoresegel vorhanden waren. Kein Unterschied
zwischen infizierten und nichtinfizierten Zellen war, wie schon in Abb. 13/B gezeigt
wurde, fiir das c-myc-Gen nachgewiesen worden und dies galt auch fiir das Aktin-,
gamma-Interferon-Gen (Abb.16/A) und CD3-Gen (Abb.16/B).
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Abb.16: Identisches Notl- und Mlul-Restriktionsmuster in der DNA infizierter und nichtinfizierter Zellen
im Bereich des CD3- bzw. gamma-Interferon-Gens

Die DNA infizierter (TpM) und nichtinfizierter Zellen (ConA), wurde mit Not! bzw. Mlul verdaut, auf
einem Agarosegel mit der FIGE-Methode (16 h Gesamtlaufzeit bei 8V/cm; 3 bis 21 s vorwirts, 1 bis 7 s
riickwirts) aufgetrennt, auf Nylonfilter transferiert und mit einer gamma-Interferon-DNA-Probe (A) bzw.
mit einer CD3-DNA-Probe (B) hybridisiert. Als GréBenmarker dienten Hefe-Chromosomen und
Konkatemere des Phagen Lambda.

{Beim Verdau mit M/w/ und Hybridisierung mit gamma-Interferon waren vermutlich DNA-Fragmente
kleiner 5 kb oder gréer 2000 kb entstanden, die unter den hier verwendeten Elektrophoresebedingungen
nicht auf dem Elektrophoresegel vorhanden waren.)

Ein deutlicher Unterschied wurde nach einer Hybridisierung mit den DNA-Proben fiir das
Gen der invarianten Kette und des Interleukin 4 - Gens erhalten. Daf} es sich dabei um
Hypermethylierungen handelte, wurde durch zusétzlichen Verdau der DNA 5-Aza-C-
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behandelter infizierter Zellen bestitigt (Abb.17, 18). Bei diesen DNAs traten nach
Demethylierung jeweils kleinere Restriktionsfragmente auf.

Notl Miul NotI Mlul
< < < 3 < =

= = = =
EEE&E & EE&E

Hybrid. Invariante Kette
probe:

Abb.17: Unterschiedliches Notl- und Miul-Restriktionsmuster in der DNA infizierter und nichtinfizierter
Zellen im Bereich des Gens der invarianten Kette

Die DNA nichtinfizierter (ConA), infizierter (TpM) Zellen und DNA der Zellen, die 5 Tage mit 1 uM 5-
Aza-C behandelt worden waren (TpM/Aza, ConA/Aza), wurde mit Notl bzw. Mlul verdaut, auf einem
Agarosegel mit der FIGE-Methode (16 h Gesamtlaufzeit bei 8V/cm; 3 bis 21 s vorwirts, 1 bis 7 s
riickwirts) aufgetrennt, auf Nylonfilter transferiert und mit der DNA-Probe fiir das Gen der invarianten
Kette hybridisiert. Als Gréenmarker dienten Hefe-Chromosomen und Konkatemere des Phagen Lambda.
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Abb.18: Unterschiedliches Not/- und Mlul-Restriktionsmuster in der DNA infizierter und nichtinfizierter
Zellen im Bereich des 1L4-Gens

Die DNA infizierter (TpM) und nichtinfizierter Zellen (ConA), und DNA der Zellen, die 5 Tage mit
1 uM 5-Aza-C behandelt worden waren (TpM/Aza, ConA/Aza), wurde mit Notl bzw. Mlul verdaut, auf
einem Agarosegel mit der FIGE-Methode (16 h Gesamtlaufzeit bei §V/cm; 3 bis 21 s vorwirts, 1 bis 7's
riickwirts) aufgetrennt, auf Nylonfilter transferiert und mit der ILA-DNA-Probe hybridisiert. Als Gré8en-
marker dienten Hefe-Chromosomen und Konkatemere des Phagen Lambda.

(Beim Verdau mit Not waren vermutlich DNA-Fragmente kleiner 5 kb oder griéfler 2000 kb entstanden,
die unter den hier verwendeten Elektrophoresebedingungen nicht auf dem Elektrophoresegel vorhanden

warer.)
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Die Hybridisierung mit der IL4-Probe (Abb.18) zeigte, da3 auch in der DNA nicht-
infizierter ConA-Zellen methylierte MIu/-Schnittstellen vorkamen. Bei der DNA unbe-
handelter ConA-Zellen waren 3 Fragmente mit einer GréBe von 690, 580 und 310 kb
sichtbar (Abb.18/A), bei DNA der 5-Aza-C-behandelten ConA-Zellen war, wie in der
DNA behandelter TpM-Zellen, nur das kleinste Fragment (310 kb) aufgetreten
(Abb.18/B).

Damit wurden weitere hypermethylierte Stellen im Genom von infizierten Zellen im
Bereich des IL4-Gens bzw. des Gens der invarianten Kette identifiziert. Aussagen wie
hiaufig Hypermethylierungen auftreten, konnten durch diese Experiniente nicht gemacht
werden, da dies keine statistische Untersuchung darstellte.

Transformation infizierter Zellen nicht essentiell

4.3.1. Die Hypermethylierung tritt nicht in allen infizierten I ymphozyten auf

In den zuvor beschriebenen Experimenten wurde die zusétzliche Methylierung in der
DNA zweier verschiedener infizierter T-Zellen (die T-Zellinien 'TpM 803" und
'G6TpM', vgl. z.B. Abb.5) nachgewiesen. Um festzustellen, ob die Methylierung
charakteristisch fiir alle theileriainfizierten Zellen war, sollten weitere infizierte Zellinien
untersucht werden. Zur Verfiigung standen eine mit Theileria parva Muguga-infizierte B-
Zellinie D409/B1, eine infizierte Null-Zellinie D409/N2, 2 weitere infizierte T-Zellinien
(D409/T1, D409/T4) und eine mit Theileria parva Kilifi-infizierte T-Zellinie (TpK). Bei
Nullzellen handelt es sich um einen bestimmten T-Zelltyp, dem die fiir Helfer- bzw.
cytotoxischen T-Zellen charakteristischen Oberflichenmolekiile ('CD4' bzw. 'CD8")
fehlen. Als Kontrolle diente DNA von Rinderlymphozyten, deren Wachstum fiir
12 Wochen durch Zugabe von ConA und IL.2 aufrechterhalten werden konnte.

Deutlich methylierungspositiv, sichtbar am Auftreten des zusétzlichen 700 kb-Fragments,
waren die beiden T-Zellinien D409/T4 (Abb.19: Spur T4) und TpK (Abb.19: Spur TpK).
Bei der T-Zellinie D409/T1 war das Fragment nur ganz schwach erkennbar (Abb;l9:
Spur T1). Die infizierten B- und Null-Zellinien waren eindeutig negativ (Abb.19: Spur B1
und N1). Daraus konnte geschlossen werden, daB eine Infektion durch den Parasiten
nicht in allen Lymphozyten zur Methylierung der spezifischen Notl-Schnittstelle fiihrte.
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Auffallend war, da8 sie in allen untersuchten infizierten T-Zellinien mit CD4- bzw. CD8-

Oberflichenmolekiilen (insgesamt wurden 5 verschiedene untersucht) auftrat.

infizierte T-Zellen

=
g
S

TpM

<
g2 g pc

TpK

Abb.19: Die NotI-Hyper-
methylierung tritt nicht in allen
infizierten Zellinien auf

Die mit dem Restriktionsenzym
Notl verdaute DNA der
verschiedenen Zellinien wurde
mit der FIGE-Methode (16 h
Gesamtlaufzeit bei 8V/cm; 3
bis 21 s vorwirts, 1 bis 7s
riickwiirts), auf Nylonfilter
transferiert und mit der c-raf-1-c-
DNA-Probe hybridisiert. Als
Gr6Benmarker dienten Hefe-
Chromosomen, Konkatemere
des Phagen Lambda.

DNA-Proben:

- nichtinfizierte Zellen, die
12 Wochen mit ConA und
IL2 stimuliert wurden
(ConA)

- infizierte B-Zellinie
D409/B2 (B2)

- infizierte Null-Zellinie
D409/N1 (N1)

- infizierte T-Zellinie
D409/T1 (T1)

- infizierte T-Zellinie
D409/T4 (T4)

- infizierte T-Zellinien (TpM,
G6TpM, TpK)

In der DNA der infizierten T-Zellinien wurden allerdings sehr unterschiedliche

Hybridisierungssignale beziiglich der Intensitdt des 700 kb-Fragments erhalten. Das
700 kb-Fragment war z.B. in D409/T1 nur sehr schwach erkennbar, in D409/T4 stirker
und in TpK war die Intensitit des Fragments vergleichbar mit der TpM-Zellinie (Abb.19).
Ein Unterschied in der Intensitét des 700 kb-Fragments war schon vorher beim Vergleich
der infizierten T-Zellinie G6TpM mit TpM aufgetreten (vgl. Abb.5). Diese Unterschiede
waren nicht auf eine schwichere oder stirkere Methylierung einer Zellinie in unter-

schiedlichen Wachstumsphasen zuriickzufiihren, denn bei einer DNA-Préparation in der

logarithmischen und stationdren Wachstumsphase blieb die Intensitét der beiden Notl-

Fragmente unverdndert erhalten.
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Dies liel vermuten, daB sich die Zellinien wahrscheinlich aus einer Mischpopulation von
Zellen mit unterschiedlichem DNA-Methylierungsmuster zusammensetzten. Theoretisch
waren 3 verschiedene Methylierungstypen im Bereich des c-raf-1-Genlocus moglich:

1. vollstindig methyliert (beide Allele ++) > 'met'T-Zellen'
2. teilweise methyliert (ein Allel +, ein Allel -) --> 'mett"-Zellen'

3. vollstindig nichtmethyliert (beide Allele -)  -->  'met -Zellen'

Durch eine Klonierung von Zellen sollten Zellpopulation eines Methylierungstyps (in der
spezifischen Notl-Schnittstelle) identifiziert werden.

4.3.2. Das Methvlierungsmuster erweist sich bei Klonierungen infizierter Zellen als sehr

instabil

Die Klonierung wurde durch limitierte Verdiinnung der Ausgangszellen in Mikrotiter-
platten mit 96 Vertiefungen (200l Volumen) in 2 Schritten durchgefiihrt. Nach der ersten
Klonierung wurden die erhaltenen Klone nochmals rekloniert, um sicher zu stellen, dafl
ein Zellklon aus einer einzelnen Zelle erhalten wurde. Bei der ersten Klonierung wurden
die Zellen so verdiinnt, daB statistisch verteilt 1 Zelle pro Vertiefung vorhanden sein
sollte. Bei der Reklonierung wurden '0,5' Zellen pro Vertiefung ausgesidt. Um das
Wachstum der Zellen in der Anfangsphase zu begiinstigen, wurde dem Kulturmedium der
Wachstumsfaktor IL.2 zugesetzt (10U/ml).

Fiir die Klonierung wurden Zellen der infizierten T-Zellinie TpM 803 eingesetzt, deren
DNA nach Hybridisierung mit der c-raf-1-Probe ein ungefihr 50% iges Verhiltnis in der
Intensitdt des 300 kb- und 700 kb-DNA-Fragments zeigten. Bei der 1. Klonierung
wurden nach 3 Wochen nur 2 Vertiefungen der Mikrotiterplatte gefunden, in denen
Zellen hochgewachsen waren. Nach weiterer Kultur wurde schlieBlich von diesen Zellen
(TpM1 und TpM2) zum friihest moglichen Zeitpunkt nach Beginn des Klonierungs-
experiments (4 bzw. 6 Wochen) DNA pripariert. Die unterschiedlichen Zeiten der
DNA-Isolierung waren dadurch zu erkldren, dal TpM1 schneller gewachsen war als
TpM2. Bei TpM2 waren erst nach 6 Wochen geniigend Zellen fiir eine DNA-Isolierung
vorhanden. Das folgende Schema zeigt die im Text beschriebenen Zellklone:
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TpM-Zellinie (803) (Ausgangszellen)

Klonierung 1 / \

TpM1 TpM2 (TpM-Klone)
Klonierung 2 / \ / \
TpM L1 wween TpM L11 TpM 2.1 s TpM 2,11 (TpM-Subklone)

Abbildung 20 zeigt das Notl-Restriktionsmuster der DNA von TpM1 und TpM2 nach
Hybridisierung mit der c-raf-1-Probe. Auffallend war, daB in beiden Klonen, aufer den
bekannten Fragmenten der Mischpopulation (das 300 kb und das 700 kb-Fragment),
zusitzliche kleinere Fragmente (bei TpM2 ein 100 kb-Fragment, bei TpM1 ein 100 kb
und ein 40 kb-Fragment) vorkamen. Diese Fragmente waren auch schon in der DNA 5-
Aza-C-behandelter Zellen aufgetreten (vgl. Abb.11), was vermuten lieB, daBl wihrend der
Klonierung der Zellen Demethylierungen stattgefunden hatten. Im vorliegenden Fall
komplizierten die auftretenden Demethylierungen das Vorhaben, den Methylierungs-
zustand einer einzelnen Zelle zu identifizieren, da wihrend der Klonierung der Zellen
wiederum eine Mischpopulation mit Zellen, deren DNA unterschiedlich methyliert war,
entstanden war.
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Kione Abb.20: Notl-Restriktionsmuster der TpM-
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Nach Verdau mit Not/ wurde die DNA auf einem
Agarosegel mit der FIGE-Methode (16 h Gesamt-
laufzeit bei 8V/cm; 3 bis 21 s vorwiirts, 1 bis
7 s riickwirts), auf Nylonfilter transferiert und
mit der c-raf-1-c-DNA-Probe hybridisiert. Als
GroBenmarker dienten Hefe-Chromosomen und
Konkatemere des Phagen Lambda.

kb

760

DNA-Proben:

- nichtinfizierte Zellen
(ConA)
Ausgangszellen fiir Klonierung 1
(TpM)

- TpM-Klone nach Klonierung
(TpM1, TpM2)

300

100

40

Da ein deutlicher Unterschied zwischen den beiden Klonen TpM1 und TpM2 beziiglich
des 700 kb-Fragments (nur ein sehr schwaches Hybridisierungssignal bei TpM2,
Abb.20: Spur TpM2) erhalten wurde, wurde die Reklonierung trotzdem durchgefiihrt.
Vermutet wurde, daB in der TpM2-Mischpopulation verhiltnisméBig mehr met -Zellen
vorhanden waren, die z.B. durch Verlust von Methylierungen in der spezifischen Notl-
Schnittstelle oder einer der methylierten Schnittstellen in der niheren Umgebung des
c-raf-1-Gens (vgl. Abb. 12) wihrend der Klonierung entstanden sein kdnnten. Moglich.
war auch, daB es sich bei der Ausgangszelle um eine met -Zelle handelte, deren
Abkommlinge zum Teil de novo methyliert wurden. Bei der Reklonierung von TpM1
waren nach 2 Wochen insgesamt 20 Subklone hochgewachsen, von 10 Subklonen
wurde schlieBlich 4 Wochen nach Beginn der Klonierung DNA prépariert. Bei TpM2
resultierten nach 3 Wochen insgesamt 15 Subklone, die DNA-Priparation von
13 Subklonen erfolgte 5 Wochen nach Aussden der Zellen.

Fiir die 10 Subklone von TpM1 wurde nach Hybridisierung mit der c-raf-1-Probe das in
Abbildung 21/B gezeigte Notl-Restriktionsmuster erhalten. Um zu zeigen, daf} gleiche
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Mengen an DNA aufgetragen wurden, ist in Abbildung 21/A auch das mit Ethidium-
bromid gefdrbte Agarosegel abgebildet.

A B TpM1 -Subklone
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Abb.21: Not-Restriktionsmuster der TpM1-Subklone nach Klonierung 2

A: Ethidiumbromid gefirbtes Agarosegel: Die DNA wurde nach Verdau mit NotI auf einem Agarosegel
mit der FIGE-Methode (12 h Gesamtlaufzeit bei 8V/cm; 3 bis 18 s vorwirts, 1 bis 6 s riickwirts)
aufgetrennt, mit 1 pg/ml Ethidiumbromid-Losung gefidrbt. Als GréBenmarker (M) dienten Hefe-
Chromosomen. Die Grofe der Chromosomen betrégt (von unten nach oben): 250, 280, 360, 450,
600, 690, 770, 840, 980 kb.

B: Restriktionsfragmente nach Transfer der DNA auf Nylonfilter und Hybridisierung mit der c-raf-1-c-
DNA-Probe.

DNA-Proben:
- TpM-Klon nach Klonierung 1 (TpM1)
- verschiedene TpM1-Subklone nach Klonierung 2 (1 bis 10)
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1. Bei allen Subklonen resultierte eine sehr starke Hybridisierung des 700 kb-
Fragments (vergleichbar mit der Intensitéit in TpM1 und den Ausgangszellen TpM).

2. Bei allen Subklonen war das 300 kb-Fragment schwicher als in TpM1. Dafiir
nahmen aber die kleineren Fragmente bei 100 kb bzw. 40 kb in der DNA der
meisten Subklone in ihrer Intensitdt zu. Deshalb mufite angenommen werden, dal3
wihrend der 2. Klonierung erneut Demethylierungen in der Nihe des c-raf-1-Gens
stattgefunden hatten. Auffillig war, daB vorallem das 300 kb-Fragment, nicht aber
das 700 kb-Fragment weiter demethyliert wurde.

Bei den 13 Subklonen von TpM2 ergab sich folgendes Notl-Restriktionsmuster
(Abb.22):

r TpM2-Subklone

TpM2 (+4w)

=]

=
)

[

t1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Abb.22: Notl-Restriktionsmuster der TpM2-Subklone nach Klonierung 2

Die DNA wurde nach Verdau mit Notl auf einem Agarosegel mit der FIGE-Methode (16 h Gesamtlaufzeit
bei 8V/cm; 3 bis 21 s vorwiirts, 1 bis 7 s riickswiirts) aufgetrennt, auf Nylonfilter transferiert und mit der
c-raf-1-cDNA hybridisiert. Als Gré8enmarker dienten Hefe-Chromosomen und Konkatemere des Phagen
Lambda.

DNA-Proben:
- TpM2-Klon nach Klonierung 1 (TpM2)
- TpM2-Klon nach 4 Wochen weiterer Kultur (TpM2)

- verschiedene TpM2-Subklone nach Klonierung 2 (1 bis 13)
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1. Bei 8 Subklonen von TpM2 war das 700 kb-Fragment zusammen mit dem 300 kb-
bzw. dem 100 kb-Fragment aufgetreten (Abb.22: Spur 2, 3, 5, 6, 8, 10, 11, 13).
Ein derart hoher Anteil an Zellen mit 700 kb-Fragment in der DNA wurde in der
TpM2-Mischpopulation aufgrund der schwachen Hybridisierung des 700 kb-
Fragments nicht erwartet (Abb.22:Spur TpM?2).

2. Bei insgesamt 5 Subklonen war das 700 kb-Fragment zunéchst kaum nachweisbar
(Abb. 22: Spur 1, 4, 7,9, 12). Die DNA der iiberwiegenden Anzahl an Zellen dieser
Subklone war somit in der fiir infizierte T-Zellen charakteristischen methylierten Notl-
Schnittstelle nicht methyliert (met -Zellen).

Bei zwei Subklonen wurde nach 4 Wochen weiterer Kultur (4 Wochen nach der
1. DNA-Priparation) das Restriktionsmuster iiberpriift, wobei ein iiberraschendes
Ergebnis erhalten wurde: das 700 kb-Fragment war in diesen Zellen jetzt deutlich stérker
sichtbar (Abb.23: Spur TpM2.7 + 4w bzw. TpM2.9 + 4w). Dies wurde auch bei lingerer
Kultur der TpM2-Zellen der 1. Klonierung beobachtet (Abb.22: Spur Tpm2 + 4w).

Abb.23: Veridnderung des Not/-Restriktions-
muster von TpM2-Subklonen nach 4 Wochen
Kultur

TpM2.7 + 4w
TpM2.9 + 4w

TpM2.9
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Die DNA wurde nach Verdau mit Not/ auf einem
Apgarosegel mit der FIGE-Methode (6 h Gesamt-
laufzeit bei 8V/cm; 3 bis 12 s vorwirts, 1 bis
4 s riickwirts) aufgetrennt, auf Nylonfilter trans-
feriert und mit der c-raf-1-cDNA hybridisiert. Als
GroBenmarker dienten Hefe-Chromosomen und
Konkatemere des Phagen L.ambda.

DNA-Proben:

- TpM2-Subklone nach Klonierung 2
(TpM2.7, TpM2.9)

- TpM2-Subklone nach 4 Wochen weiterer
Kultur (TpM2.7 + 4w, TpM2.9 + 4w)

Um festzustellen, ob die Zunahme in der Intensitdt des Hybridisierungssignals bei
700 kb durch ein Uberwachsen von met -Zellen durch met'-Zellen erklirt werden
konnte, wurde das Wachstum der verschiedenen TpM2-Subklone verglichen. Dabei
waren keine signifikanten Unterschiede nachweisbar. Ein Vergleich der Gesamtzellzahl
der TpM2-Subklone, die direkt nach der Klonierung bestimmt wurde, lieferte auch keine



88

Hinweise, daf met’-Zellen schneller gewachsen waren als met -Zellen. Da kein
Wachstumsvorteil von met’ -Zellen erkennbar war, konnte die stirker werdende
Methylierung nicht durch einen Wachstumsvorteil von met " -Zellen erklirt werden.
Moglich war, daf3 die Rate an in diesem Bereich stattfindenden de novo Methylierungen
groBer war, als die Rate an Demethylierungen.

Aus den oben beschriebenen Klonierungen konnten keine genauen Riickschliisse
beziiglich des Methylierungsmusters in der DNA einer einzelnen Zelle gezogen werden,
da sich die Methylierungen im Bereich des c-raf-1-Gens als instabil erwiesen und durch
Demethylierungen und vermutlich auch durch de novo Methylierungen wihrend der
Klonierung wiederum Mischpopulationen von Zellen mit unterschiedlichem Methy-

lierungsmuster enstanden.

Da in infizierten Zellen im Bereich des c-raf-1-Gens sehr wahrscheinlich de novo
Methylierungen stattfanden, die in normalen differenzierten Zellen eher ein seltenes
Ereignis darstellen [76], wurde im folgenden iiberpriift, ob sich das Methylierungsmuster
der DNA nach Abtotung des Parasiten verdndert.

4.3.3. Die Hypermethylierung ist nicht von der Anwesenhei Parasiten abhingi

Um zu untersuchen, ob eine stindige Anwesenheit des Parasiten fiir die Aufrechterhal-
tung der Hypermethylierung und die mogliche Remethylierung nach 5-Aza-C-Behandlung
der Zellen notig war, wurde der Parasit mit 720C in 5-Aza-C behandelten infizierten
Zellen und unbehandelten infizierten Zellen abgetdtet. Das Wachstum der TpM / 720C-
Zellen sollte durch Zugabe des Wachstumsfaktors IL2 und des Tumorpromotors TPA
solange wie moglich aufrechterhalten werden, um Verdnderungen im Methylierungs-
muster der DNA identifizieren zu kdnnen.

Ob eine Remethylierung der demethylierten DNA auch ohne Parasit moglich ist, wurde
nicht geklirt, da 5-Aza-C behandelte Zellen nach Abtdtung des Parasiten trotz Zugabe von
IL.2 und TPA nur wenige Zellteilungen durchfiihrten und nach kurzer Zeit (ca. 10 Tage)
abstarben. Dies war vermutlich auf die Demethylierungen in der DNA zuriickzufiihren.
Auf diesen Punkt wird in Abschnitt 4.4.4. genauer eingegangen.

In normalen TpM/720C-Zellen (also nicht mit 5-Aza-C behandelt) wurde das Wachstum
durch Behandlung mit IL2 und TPA induziert. Nach ungefidhr 3 Wochen teilten sich die
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Zellen nur noch einmal pro Woche, nach weiteren 4 Wochen wurde schlieflich DNA
pridpariert und die Methylierung tberpriift. Eine in der DNA der Ausgangszellen
vorhandene Methylierung, die bei jeder Teilung durch den Einflu3 des Parasiten gesetzt
wiirde, diirfte nach 7 Wochen ohne Parasit in der iiberwiegenden Anzahl der Zellen nicht
mehr vorhanden sein. Die Intensitdt der Hybridisierungssignale der zusitzlichen
Restriktionsfragmente miifite somit zumindest schwicher werden, da Zellen, in deren
DNA die Methylierung bereits vorhanden war, zunidchst durch moglichst viele Zell-
teilungen ausverdiinnt werden muBten.

Abbildung 24 zeigt die Fragmente NotI und Mlul-verdauter DNA nach Hybridisierung
mit der c-raf-1-Probe. Es wurde kein Verlust der Methylierung in den Notl- bzw. Mlul-
Schnittstellen festgestellt.

Abb.24: Keine Verdnderung des Not/- und
NotI Miul Mlul-Restriktionsmusters nach Abt6tung des
. z Parasiten
~ =
g S Die DNA wurde nach Verdau mit Nod/ und Miul
< = § < = § auf einem Agarosegel mit der FIGE-Methode
S & & 8 & £ (16 h Gesamtlaufzeit bei 8V/cm; 3 bis 21s

vorwirts, 1 bis 7 s riickwirts) aufgetrennt, auf
Nylonfilter transferiert und mit der c-raf-1-cDNA
hybridisiert. Als GréBenmarker dienten Hefe-
Chromosomen und Konkatemere des Phagen
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600 - infizierte Zellen (TpM)
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Da das Restriktionsmuster in Zellen ohne Parasit erhalten blieb, konnte folgendes

geschlossen werden:

1. Das Methylierungsmuster der DNA war in einer 720C-Massenkultur bis zum
untersuchten Zeitpunkt stabil und im Gegensatz zur Transformation der Lymphozyten
durch den Parasiten nicht reversibel. Die hier identifizierten Methylierungen konnten
somit fiir die Aufrechterhaltung der Transformation der Lymphozyten durch den
Parasiten keine essentielle Rolle spielen.

2. Die Hypermethylierungen wurden nicht durch einen Mechanismus aufrechterhalten,
bei dem eine stindige Anwesenheit des Parasiten notwendig war. Sie waren,
nachdem sie einmal gesetzt waren, unter normalen Kulturbedingungen (nicht bei den
Klonierungsexperimenten s.0.) stabil bei jeder Zellteilung weitervererbt worden.

Der Zeitpunkt, wann diese Verdnderungen nach einer Infektion auftraten, sollte in den
folgenden Experimenten bestimmt werden. Durch eine Infektion eines Rinds sollte ein
sehr frither Zeitpunkt, durch eine Infektion von ConA-stimulierten Lymphozyten und
anschlieBender Kultur dieser Zellen sollten auch spitere Zeiten untersucht werden.

4.3.4. Die NotI-Hypermethylierung ist erst zu einem spédten Zeitpunkt nach der Infektion

nachweisbar

Bei einer in vivo-Infektion [175] kann zu einem sehr frithen Zeitpunkt nach der Infektion
eine ausreichende Menge an infizierten Zellen durch Punktion der Lymphknoten isoliert
werden. Durch dieses Experiment sollten frilhe Verdnderungen des Methylierungsmusters
im Bereich des c-raf-1-Gens untersucht werden. Die Infektion und Isolierung der DNA
wurde im ILRAD (Nairobi, Kenya) freundlicherweise unter der Leitung von
Dr. 1. Morrison durchgefiihrt. Dem Versuchstier (Rind 760), das mit Theileria parva
Muguga (TpM) infiziert worden war, wurde vor der Infektion Blut entnommen, um nicht-
infizierte periphere Blutlymphozyten als Kontrolle zur Verfiigung zu haben. Zu ver-
schiedenen Zeiten nach der Infektion (14 bzw. 17 Tage) wurde durch Punktion
geschwollener Lymphknoten Lymphozyten isoliert, von denen anschlieBend DNA
prépariert wurde. Der Anteil an infizierten Lymphozyten wurde nach Anfirben der Zellen
mit Giemsa lichtmikroskopisch bestimmt, da die Kerne der Parasiten dadurch angeférbt
und sichtbar werden. Nach 14 Tagen waren 15%, nach 17 Tagen 40% der Zellen
infiziert. Der Notl- und Mlul-Verdau in Abbildung 25 ergab, dal 17 Tage nach der
Infektion (Spur B760/TpM) keine Hypermethylierungen auftraten. Daraus konnte
geschlossen werden, da8 sie fiir eine erfolgreiche Infektion der iiberwiegenden Anzahl an
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infizierten Zellen nicht notig waren. Ob diese Zellen nach 17 Tagen schon transformiert
waren, wurde nicht untersucht.

NotI Miul
= =
o
e =
< o o < o o
2 £ & B s EE 3%
= QL m m O =@ ;=
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kb kb

700 700

600
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300

240

Abb.25: Zu einem friihen Zeitpunkt nach einer in vivo Infektion eines Rind mit dem Parasiten war
keine Hypermethylierung in Not/-und Mlul-Schnittstellen nachweisbar

Die DNA wurde nach Verdau mit Not/ und Mlul auf einem Agarosegel mit der FIGE-Methode (16 h
Gesamtlaufzeit bei 8V/cm; 3 bis 21 s vorwirts, 1 bis 7 s riickwiirts) aufgetrennt, auf Nylonfilter
transferiert und mit der c-raf-1-cDNA hybridisiert. Als Gréenmarker dienten Hefe-Chromosomen und
Konkatemere des Phagen Lambda.

DNA-Proben:

- infizierte Zellinie (TpM)

- nichtinfizierte Zellen (ConA)

- periphere Blutlymphozyten vor der in vivo Infektion des Rinds B760 (B760)

- durch Punktion geschwollener Lymphknoten isolierte Lymphozyten 17 Tage nach der in vivo
Infektion. Der Anteil an infizierten Zellen betrug ca. 40% (B760/TpM)
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Durch die in vitro-Infektion [10] war es moglich, auch lidngere Zeitpunkte nach der
Infektion zu untersuchen. Mit Theileria parva Muguga infizierte Zecken wurden von
Dr.Ahmed (Institut fiir tropische Veterindrmedizin und Parasitologie, Freie Universitit
Berlin) freundlicherweise zur Verfiigung gestellt, die Infektion wurde unter Anleitung von
Dr. D.Dobbelaere (IGT) durchgefiihrt. Infiziert wﬁrden Lymphozyten, die von Lymph-
knoten einheimischer Schlachtrinder isoliert wurden und 5 Tage mit ConA behandelt
waren. Nach der Infektion mit den Parasiten, wurden die Zellen auf insgesamt 10 Kultur-
flaschen verteilt und ohne weiteren Zusatz von ConA kultiviert. Nach 1 Woche wurden
die 10 Kulturen lichtmikroskopisch auf infizierte Zellen untersucht (Anfidrbung der
Parasitenkerne mit Giemsa). In allen Kulturen waren infizierte Zellen vorhanden. Von
insgesamt 2 Kulturen war es moglich, nach 3 Wochen DNA zu préparieren, von weiteren
2 Kulturen konnte erst nach 6 Wochen DNA prépariert werden, da zuvor zuwenig Zellen
vorhanden waren. Die restlichen Kulturen zeigten kein Wachstum und enthielten
schlieBlich nur noch tote Zellen. Bei allen 4 Zellinien handelte es sich um T-Zellen, was
durch eine FACS-Analyse (‘fluorescence-activated cell sorting' [176]), durchgefiihrt im
ZMBH in Zusammenarbeit mit Dr. Terry Prospero) mit T-Zell-spezifischen Oberfldchen-
markern (CD2, CD4, CD8) gezeigt wurde [29].

Zwei der infizierten Kulturen wurden iiber einen Zeitraum von 3 Monaten, zwei weitere
Kulturen wurden iiber einen Zeitraum von 1 Jahr kultiviert. Das Wachstum der Zellen war
anfinglich sehr instabil, was am Anteil an abgestorbenen Zellen in den Kulturen und der
Sensitivitdt gegentiber stirkerer Verdiinnung der Kulturen deutlich wurde. Dies deutet
darauf hin, dafl nach einer Infektion ein SelektionsprozeB einsetzt, wobei vermutlich
weitere Verdnderungen in der Zelle stattfinden miissen, um ein stabiles unbegrenztes
Wachstum in Zellkultur zu erreichen. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion
wurde von den infizierten Zellen DNA pripariert und auf Anderung des Methylierungs-
musters im angrenzenden DNA-Bereich des c-raf-1-Gens untersucht. Als Kontrolle diente
DNA der ConA-stimulierten Zellen vor der Infektion.

In den in vitro-infizierten Zellen war zu einem relativ frithen Zeitpunkt nach der Infektion
eine Verdnderung nach Schneiden der DNA mit dem Restriktionsenzym MIul identifizier-
bar (Abb.26). Wihrend die Zellen 'IN3' und 'IN10' 4 Wochen nach der Infektion noch
das Restriktionsmuster von nichtinfizierten Zellen (ein 240 kb und ein 500 kb-Fragment)
aufwiesen, war das kleinere 240 kb-Fragment nach 6 Wochen nicht mehr nachweisbar.
Fiir die 2 weiteren Kulturen (IN7' und 'IN9"), von denen erst nach 6 Wochen DNA
prdpariert werden konnte, wurde dasselbe Ergebnis erhalten. Das Restriktionsmuster
verdnderte sich bei lingerer Kultur weiterhin, wobei zusitzlich das fiir TpM-Zellen
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typische 700 kb-MIul-Fragment auftrat, dessen Intensitit immer stirker wurde (Abb. 26
zeigt die Mlul-Fragmente der DNA von IN 10 und IN 9 zu verschiedenen Zeitpunkten

nach der Infektion).
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Abb.26: MIul-Restriktionsmuster in vitro infizierter Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten nach der
Infektion

Die DNA in vitro infizierter Zellinien (IN9, IN10), die zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion
pripariert wurde, DNA ConA-stimulierter Lymphozyten (ConA) und infizierter Zellen (TpM), wurde nach
Verdau mit Mlul auf einem Agarosegel mit der FIGE-Methode (16 h Gesamtlaufzeit bei 8V/cm; 3 bis
21 s vorwdrts, 1 bis 7 s riickwirts) aufgetrennt, auf Nylonfilter transferiert und mit der c-raf-1-cDNA
hybridisiert. Als Gré8enmarker dienten Hefe-Chromosomen und Konkatemere des Phagen Lambda.

Der relativ frithe Verlust des 240 kb-M/ul-Fragments (nach 6 Wochen) in den in vitro
infizierten Zellen konnte auf unterschiedliche Weise erkldrt werden: entweder waren
Zellen, ohne 240 kb-Fragment schon vor der Infektion in den ConA-Zellen vorhanden,
wurden infiziert und hatten schlieBlich andere nichtinfizierten Zellen iiberwachsen, oder es
fand zu einem frilhen Zeitpunkt nach der Infektion eine de novo Methylierung in der

Mul-Schnittstelle statt.
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Bei einem Verdau mit Notl war zu frilhen Zeitpunkten keine Verdnderung im
Methylierungsmuster nachweisbar. Wie in der DNA nichtinfizierter Zellen war nur das
300 kb-Notl-Fragment aufgetreten. 32 Wochen bzw. 40 Wochen nach der Infektion war
erstmals das fiir infizierte T-Zellen typische 700 kb-Fragment als schwache Bande
sichtbar (Abb.27). In diesen Zellen mufte somit eine de novo Methylierung in der
spezifischen NotI-Schnittstelle stattgefunden haben, da ein langsames Uberwachsen nach

dieser Zeit nicht zu erwarten war.

IN10/ 4w
IN10/20w
IN10/40w
TpM

IN9/ 6w
IN9/ 32w

<
g
Q

Abb.27: Notl-Restriktionsmuster in vitro infizierter Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten nach der
Infektion

Die DNA in vitro infizierter Zellinien (IN9, IN10), die zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion
pripariert wurde, DNA ConA-stimulierter Lymphozyten (ConA) und infizierter Zellen (TpM), wurde nach
Verdau mit Notl auf einem Agarosegel mit der FIGE-Methode (16 h Gesamtlaufzeit bei 8V/cm; 3 bis
21 s vorwirts, 1 bis 7 s riickwarts) aufgetrennt, auf Nylonfilter transferiert und mit der c-raf-1-cDNA
hybridisiert. Als Gréenmarker dienten Hefe-Chromosomen und Konkatemere des Phagen Lambda.
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Aus einer der infizierten Kulturen (IN9) wurde nach 28 Wochen Kultur Zellen kloniert.
Das Restriktionsmuster zeigte einen hoheren Anteil des 700 kb-Not/-Fragments im
Vergleich zu den Ausgangszellen, was wiederum auf eine novo Methylierungsaktivitit in
diesem Bereich wihrend der Klonierung schlieBen lieB (vgl. Abschnitt 4.3.2.).
Demethylierungen traten nicht auf. Die in vitro Infektion zeigte somit, da8 sich das
Methylierungsmuster im Bereich des c-raf-1-Gens nach einer Infektion von T-Zellen in
charakteristischer Weise dnderte. Es wurden zusétzliche DNA-Fragmente erhalten, die
zuvor in der DNA einer iiber langere Zeit kultivierten infizierten Zellinie nachgewiesen
wurden. Fiir die Methylierung in der Not/-Schnittstelle konnte geschlossen werden, dal3
eine de novo Methylierung erst nach ldngerer Kultur der Zellen nachweisbar war.

Bei den bisherigen Experimenten wurde das c-raf-1-Gen als Marker eines chromosomalen
DNA-Bereichs verwendet, in dem Hypermethylierungen in der DNA infizierter Zellen
auftreten. Es ergab sich keine Korrelation zwischen dem Auftreten dieser
Hypermethylierung und priméren Ereignissen der Transformation der Lymphozyten
durch den Parasiten. Um festzustellen, ob Methylierungen in der DNA infizierter Zellen
iberhaupt im Hinblick auf Zellwachstum oder Tumorgenitit von Bedeutung sind, wurden
infizierte Zellen mit 5-Aza-C behandelt, um Methylierungen zu entfernen, und
anschlieBend kloniert.

4. Demethylierungen fiithren z iner verinderten Zellmorphologi inem
yermin n_Zell-Zellkon iner verin n R ion auf den Tumorpromotor

TPA und einer verdnderten Tumorgenitit infizierter Lymphozyten

Als Ausgangszellen fiir die Klonierung wurden infizierte Zellen der TpM-T-Zellinie 803
benutzt, die 3 Wochen lang mit 5-Aza-C (0,25 uM) kultiviert worden waren. Um de
novo Methylierungen wihrend und kurz nach der Klonierung (beim Hochwachsen der
Klone) einzuschrianken bzw. zu unterbinden, wurde dem Kulturmedium 5-Aza-C
(0,25ouM) zugesetzt. Diese 5-Aza-C-Konzentration hatte sich in fritheren Zellkultur-
experimenten als nicht toxisch erwiesen (vgl. Abschnitt 4.2.2.). AuBlerdem konnen bei
Verwendung hoherer 5-Aza-C-Konzentrationen Chromosomenaberrationen auftreten
[104], sodaB Riickschliisse auf die Bedeutung der DNA-Methylierung in der Zelle nur
bedingt moglich sind.

Bei den Klonierungen wurden jeweils 1 Zelle pro Vertiefung der Mikrotiterplatte
ausgesit. Nach der ersten Klonierung, resultierte 1 Klon. Von diesem wurden nach einer
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zweiten Klonierung 7 Subklone erhalten. Das folgende Schema verdeutlicht das
Klonierungsexperiment:

TpM Zellinie (803)

Aza, 3w
TpM/Aza (Ausgangszellen)
Klonierung 1
TpM/Al (Aza-Klon)
Klonierung 2
TpM ALl TpM A 1.7 (Aza-Subklone)

Um zu tiberpriifen, ob Demethylierungen stattgefunden hatten, wurde die DNA der
erhaltenen Klone jeweils mit Not/ verdaut und mit der c-raf-1-Probe hybridisiert
(Abb.28/A):

1. Alle Klone hatten das charakteristische 700 kb-Fragment und das 300 kb-Fragment
verloren.

2. Alle Klone hatten kleinere Fragmente (bei 100 kb bzw. bei 40 kb, die bereits bei den
klonierten Zellen TpM1 bzw. TpM2 auftraten, vgl.Abb. 20, 21, 22), die in den Aus-
gangszellen von Klonierung 1 nur als sehr schwache Signale erkennbar waren (Spur
TpM/Aza+).
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Abb.28: Nachweis von Demethylierungen in der DNA 5-Aza-C behandelter infizierter klonierter Zellen

Die DNA wurde mit Not/ verdaut und in einem Agarosegel mit der FIGE-Methode aufgetrennt (A: 22 h
Gesamtlaufzeit bei 8V/cm; 3 bis 27 s vorwirts, 1 bis 9 s riickwirts, B: 16 h Gesamtlaufzeit bei 8V/cm;
3 bis 21 s vorwirts, 1 bis 7 s riickwirts). Nach dem Transfer der DNA auf Nylonfilter wurde mit der ¢-
raf-1-cDNA-Probe hybridisiert. Als GréBenmarker dienten Hefe-Chromosomen und Konkatemere des
Phagen Lambda.

DNA-Proben:

infizierte T-Zellinie 803, vor der Aza-Behandlung (TpM)

infizierte T-Zellinie 803, nach 21 Tagen Aza-Behandlung (0,25 uM), Ausgangszellen fiir
Klonierung 1 (TpM/Aza+)

infizierte T-Zellinie 803, nach 21 Tagen Aza-Behandlung und 14 Tagen weiterer Kultur ohne Aza
(TpM/Aza +-)

infizierter Aza-Klon nach Klonierung 1 (TpM/Al)

infizierte Aza-Subklone TpM/A1.1 bis TpM/A1.7 nach Klonierung 2 (1 bis 7)

infizierter Aza-Subklon TpM/A1l.3 nach 6 Wochen (TpM/A1.3 + 6 w) bzw. 8 Monaten
(TpM/A1.3 + 8 m) weiterer Kultur ohne 5-Aza-C



98

Die DNA der 5-Aza-C-behandelten Ausgangszellen wurde somit auch wihrend dieser
Klonierung weiter demethyliert (hier zusétzlicher 5-Aza-C-Effekt). Gezeigt ist auch die
DNA der Ausgangszellen, die nach der Behandlung mit 5-Aza-C weitere 14 Tage ohne 5-
Aza-C kultiviert wurden (Abb.28/A: Spur TpM/Aza +-). Es ist deutlich sichtbar, daf3 die
Intensitdt des Hybridisierungssignals des 700 kb-Fragments bei weiterer Kultur ohne 5-
Aza-C wieder stirker wurde. In einer Mischkultur von TpM/Zellen mit demethylierter
DNA wurde nach kurzer Zeit wieder der hypermethylierte Methylierungszustand erhalten
(wie schon in Abb.11 gezeigt wurde).

Um festzustellen, ob die DNA der TpM/A1-Subklone auch bei ldngerer Kultur stabil
methylierungs-negativ blieb, wurden die Zellen, ohne 5-Aza-C weiter kultiviert und das
Methylierungsmuster iiberpriift. Da 6 Wochen danach keine Veridnderungen im Bereich
des c-raf-1-Gens, (z.B. de novo Methylierung) nachweisbar waren, wurde vermutet, dafl
das Methylierungsmuster relativ stabil weitervererbt wurde. Diese Klone wurden
anschlieBend fiir vergleichende Experimente eingesetzt. Nach ldngerer Kultivierung
(ungefdhr 8 Monate) waren aber auch in diesen Zellen wiederum de novo Methylierungen
im Bereich des c-raf-1-Gens aufgetreten. Wihrend das 700 kb-Not/-Fragment nach
6 Wochen (Abb.28/B: Spur TpM/A1.3 + 6 w) noch eindeutig fehlte, war es nach
8 Monaten deutlich nachweisbar (Abb.28/B: Spur TpM/A1.3 + 8 m).

4.4.1. Das Wachstum von Zellen mit hvpomethvlierter DNA wird unter normalen
Kulturbedingungen nicht beeintrichtigt

Die Experimente wurden mit den TpM/Aza-Subklonen (TpM/A1.3, TpM/A1.7) durch-
gefiihrt, die 6 Wochen ohne Zusatz von 5-Aza-C kultiviert worden waren. Als
Vergleichszellen diente die infizierte TpM-Zellinie 803, deren DNA mehrere Hypermethy-

lierungen aufwies.

Um festzustellen, ob Demethylierungen zu Verdnderungen des Wachstums infizierter
Zellen fiihren, wurde zundchst das Wachstum der Zellen verglichen. Die resultierende
Wachstumskurve ist in Abbildung 29 gezeigt.
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Abb.29: Wachstumskurven infizierter Zellen mit hyper- bzw. hypomethylierter DNA

Zellen mit hypermethylierter DNA (TpM) bzw. mit hypomethylierter DNA (TpM/A1.3, TpM/A1.7)
wurden in jeweils 3 parallelen Ansdtzen mit 5 x 10 Zellen/ml in 10 ml Kulturflaschen angesetzt. Nach
1,2, und 3 Tagen wurde der 3H-’I’hymidin-Einbau (A) und nach 3 und 6 Tagen wurde jeweils die Zellzahl
(B) bestimmt. Die Standardabweichung pro Ansatz betrug max. 10%.
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Die TpM/Aza-Subklone mit hypomethylierter DNA zeigten ein etwas besseres Wachstum
im Vergleich zur TpM-Zellinie mit hypermethylierter DNA. Sie bauten mehr 3H-Thymidin
ein (etwa 10-20%) und erreichten nach 6 Tagen Kultur hohere Zellzahlen (etwa 10%). Es
handelte sich zwar nur um eine relativ geringfiigige Abweichung im Wachstum der
Zellen, die darauf schlieBen lieB, daf} die stattgefundenen Demethylierungen unter
normalen Kulturbedingungen das Wachstum der Zellen nicht beeintrichtigten. Dies war
aber fiir die Versuche beziiglich der Tumorgenitidt der Zellen (Abschnitt 4.4.4.) sehr
wichtig.

4.4.2. Zellen mit hypomethylierter DNA zeigen eine verdnderte Zellmorphologie und
ginen verminderten spontanen und TPA-induzierten Zellkontakt

Unterschiede zwischen den TpM/Aza-Subklonen und TpM-Zellen zeigten sich in der
Zellmorphologie. Im Gegensatz zu den in sehr verschiedenen Zellformen (rund,
langgestreckt, oval) auftretenden TpM-Zellen (Abb.30/A), zeigten sich die TpM/Aza-
Subklone als sehr homogen und hatten eine runde Form (Abb. 30/B). Auflerdem bildeten
sie keine groBeren, schon mit dem Auge sichtbaren Zellaggregate, wie sie fiir TpM-Zellen
typisch sind (Abb.30/A).

TpM TpM/ Aza-Subkion

Abb.30: Dic TpM/Aza-Subklone mit demethylierter DNA zeigten eine verinderte Zellmorphologie und
einen verminderten spontanen Zellkontakt (Vergréferung: 125-fach)

A: infizierte Zellinie mit hypermethylierter DNA (TpM)

B: infizierter TpM/Aza-Subkion mit hypomethylierter DNA (TpM/Aza-Subklon)
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Bei TpM-Zellen werden diese Zellaggregate nach TPA-Behandlung noch sehr viel grofler
(Abb.31/A), was bei den TpM/Aza-Subklonen nicht festzustellen war (Abb.31/B).

A B
TpM + TPA TpM/ Aza-Subkion + TPA

Abb.31: Die TpM/Aza-Subklone mit demethylierter DNA zeigten keinen TPA-stimulierten erhShten
Zellkontakt.Die Zellen wurden 48 Stunden nach Zugabe des Tumorpromotors TPA (50ng/ml)
photographiert (Vergréerung:80-fach).

A:  infizierte Zellinie mit hypermethylierter DNA (TpM)
B: infizierter TpM/Aza-Subklon mit hypomethylierter DNA (TpM/Aza-Subklon)

DaB diese verinderte Reaktion auf einen Tumorpromotor fiir das Wachstum entscheidend
sein konnte, wurde in einem Wachstumsexperiment nach Abttung des Parasiten deutlich.

4.4.3. Demethylierungen fiihren zu giner verringerten Wachstumsstimulation durch den
Tumorpromotor TPA

Im Vergleich zu TpM-Zellen zeigten die TpM/Aza-Subklone nach Abtdtung des Parasiten
mit dem theileriziden Medikament 720C ein anderes Wachstumsverhalten. Wihrend
720C-behandelte TpM-Zellen durch Zusatz des Wachstumsfaktors IL2 und des Tumor-
promotors TPA iiber einen lingeren Zeitraum kultiviert werden konnten, starben die
720C-behandelten TpM/Aza-Subklone nach ungefihr 10 Tagen trotz dieser Behandlung
ab. Ein Wachstumsexperiment, bei denen 5 Tage mit 720C-behandelten Zellen IL2 und
TPA zugesetzt wurde, soll dies verdeutlichen (Abb.32). Ahnliches wurde, wie in
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Abschnitt 4.3.3. beschrieben, auch nach Abt6tung des Parasiten in nichtklonierten Zellen

festgestellt, die zuvor mit 5-Aza-C behandelt worden waren.

B 720
B 720412
B 7204H2+TPA

TpM TpM/A1.3 TpM/AL.T

Zellen

Abb.32: Zellen mit
demethylierter DNA zeigten
nach Abt&tung des Parasiten
eine verringerte TPA-indu-
zierte Stimulation des
Wachstums

5 Tage mit 720C-behandel-
te Zellen wurden nach Zu-
gabe von 720C, 720C +
IL.2 (10U/ml) bzw. 720C +
IL2 + TPA (50ng/ml)
jeweils in 4 parallelen An-
sdtzen mit einem Titer von
5x10° Zellen/ml in Mikro-
titerplatten angesetzt (200ul
Volumen pro Verticfung).
Nach 24 Stunden wurde der
H-Thymidin-Einbau be-
stimmt. Die Standardab-
weichung pro Ansatz betrug
max. 10%.

Bei 720C-behandelten TpM-Zellen wurde im Vergleich zu den Kontrollzellen (ohne IL2
und TPA) eine Induktion des Wachstums der Zellen durch IL2 erhalten, die durch
zusitzliche Behandlung mit TPA ungeféhr 2.5-fach erhoht wurde. Bei den 720C-
behandelten TpM/Aza-Subklonen war nur ein sehr geringer stimulierender Effekt durch
TPA nachweisbar, der allerdings nicht fiir ein Uberleben der Zellen ausreichend war.

Nach Zugabe von TPA bildeten 720C-behandelte TpM-Zellen Zellaggregate, die 720C-
behandelten TpM/Aza-Subklone hingegen bildeten keine Zellaggregate. Wichtig ist in
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diesem Zusammenhang, daB} in 720C-behandelten TpM-Zellen ohne TPA keine groflen
Zellaggregate auftreten und die Zellen trotz Zugabe von IL2 nach ca. 10 Tagen absterben
[14,17]. TPA ist also fiir eine Aktivierung des Wachstums und ein ldngeres Uberleben
dieser Zellen unbedingt notig, wobei der TPA-induzierte Zellkontakt vermutlich bei der
Wachstumsstimulation beteiligt ist. Von Dobbelaere und Mitarbeitern wurde ndmlich
gezeigt, dafl das Wachstum IL2 und TPA-stimulierter 720C-behandelter TpM-Zellen
durch Stérung des Zellkontakts (durch stindiges Schiitteln der Kulturen) inhibiert wird.

Die Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen lassen vermuten, daB3 die Tumorgenitét von
Tumorzellen durch Verinderungen in der DNA-Methylierung beeinfluflt wird [103,123].
Zum einen ist bekannt, daB Tumorzellen im Vergleich zu normalen Zellen gleichen
Ursprungs meist einen geringeren Gehalt der Base 5-Methylcytosin aufweisen, wodurch
die Expression normalerweise stummer Gene in den Tumorzellen angeschaltet werden
konnte [100,102]. Experimente mit 5-Aza-C-behandelten Tumorzellen verschiedener
Spezies zeigten allerdings, dafl die Tumorgenitit der Zellen durch einen Verlust von
Methylierungen auch verringert werden kann [103,124]. Diese Beobachtung wurde im
folgenden iiberpriift.

4.4.4. Demethylierungen fithren zu einer verringerten Tumorgenitét

Ein Kriterium fiir die Tumorgenitdt von Zellen ist deren Fihigkeit in Miusen nach
subcutaner Injektion Tumore auszubilden. Um eine AbstoBungsreaktion der Fremdzellen
im Tier durch das zelluldre Immunsystem zu verhindern, werden immundefiziente nackte
Maiuse verwendet [177]. Vor der Injektion wurden die Miuse mit einer 60Co-garnma
Quelle entsprechend der Vorschrift von Irvin und Mitarbeitern bestrahlt [31]. Die
Injektion nackter Miuse wurde freundlicherweise von Dr. K. Tsunamoto und
A. Wenzel im DKFZ, Heidelberg durchgefiihrt. Injiziert wurden Zellen des TpM-Aza-
Subklons TpM/A1.3 (mit hypomethylierter DNA) bzw. Zellen der TpM-Zellinie 803 (mit
hypermethylierter DNA). Jeweils 5 Miuse wurden mit insgesamt 5 x 107 Zellen in
einem Volumen von 200pl Kulturmedium bzw. nur mit Medium injiziert. Schon 5 Tage
nach der Injektion der Zellen waren Knoten in allen mit Zellen injizierten Mausen sichtbar,
alle Kontrolltiere waren negativ. Es zeigten sich allerdings signifikante Unterschiede in
der Ausprigung der Tumore von Miusen, die Zellen der TpM-Zellinie 803 bzw. Zellen
des TpM-Aza-Subklons erhalten hatten:
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1. In den Miusen mit TpM-Zellen waren grofere Tumore (2 bis 3-fache Grofe)
herangewachsen (Abb. 33).

2. Die Tumore der Miuse mit TpM-Zellen zeigten eine beginnende Versorgung des
Tumorgewebes mit kleinen Gefdfen (Vascularisierung), was an der stirkeren
Durchblutung sichtbar war (Abb. 33).

Beide Beobachtungen ergaben, dal die TpM/Aza-Zellen mit demethylierter DNA im
Verleich zu den TpM-Zellen mit hypermethylierter DNA eine verringerte Tumorgenitét
aufwiesen. Die kleineren Tumore der TpM/Aza-Zellen deuteten auf eine verringerte
Teilungsrate in den nackten Mausen hin. Dies war aufgrund der durchgefiihrten in vitro
Zellkultur-Wachstumsexperimente nicht zu erwarten, in denen die TpM/Aza-Subklone
sogar ein etwas besseres Wachstum als die TpM-Zellen gezeigt hatten (vgl. Abb. 32).
Auflerdem wurde die Teilungsrate der in diesem Experiment verwendeten Kulturen direkt
vor der Injektion der Zellen tiberpriift, sodaB eine verringerte in vitro Teilungsrate der
TpM/Aza-Zellen auszuschlieBen war.
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Abb.33: Zellen mit demethylierter DNA zeigten eine verringerte Fahigkeit zur Tumorgenitit

Jeweils 5 x 107 Zellen des TpM-Aza-Subklons TpM/A1.3 (mit hypomethylierter DNA) bzw. Zellen der
TpM-Zellinie 803 (mit hypermethylierte DNA) wurden in einem Volumen von 200ul Kulturmedium
unter die Haut von jeweils 5 nackten Mdiusen (in rechte Schulter) injiziert. Nach 5 Tagen wurden die
Tumore isoliert und photographiert.

A: - obere Reihe: Tumore der 5 Miuse nach Injektion des TpM-Aza-Subklons TpM/A1.3
- untere Reihe: Tumore der 5 Méuse nach Injektion der TpM-Zellinie 803; (der kleinere Tumor
(ganz rechts Nr.5) resultierte nach Injektion von nur 2 x 107 Zellen)
B: - vergrofierter Bildausschnitt von A
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5. DISKUSSION

5.1. ¢-raf-1un

n h Theileri rvg nicht beteili

Die Untersuchungen auf DNA-, RNA- und Protein-Ebene lieferten keine Hinweise, dafl
das Rinder c-raf-1-Gen in infizierten Zellen in einer aktivierten Form vorliegt. Da v-raf
und v-myc in anderen Modellsystemen synergistisch wirken und beide bei der
Aktivierung und Tumorgenitit von Lymphozyten involviert sein sollen, wurde auf RNA-
Ebene auch das c-myc-Gen untersucht. Es trat keine Uberexpression des c-raf-1- und des
c-myc-Transkripts auf. Beide Gene wurden in theileriainfizierten Zellen in vergleichbaren
Mengen transkribiert wie in aktivierten, nichtinfizierten Lymphozyten. Dies bestitigt die
bisherigen Daten, daB sich theileriainfizierte Lymphozyten in einem zu aktivierten
Lymphozyten vergleichbaren, aber permanent aktivierten Stadium befinden. Es ist zu
vermuten, dafl die untersuchten Gene dabei Grundfunktionen tibernehmen (c-raf-1 bei der
Signaltransduktion von der Zellmembran zum Kern [133] und c-myc vermutlich bei der
Zellteilung [43]).

4 Tage nach Abtotung des Parasiten traten keine signifikanten Unterschiede beziiglich der
Transkriptionsmenge auf, obwohl die behandelten Zellen nach dieser Zeit bereits typische
Eigenschaften verloren hatten, die den transformierten Phénotyp von infizierten Zellen
charakterisieren (Verlust der lymphoblastoiden Zellform, des Zell-Zellkontaktes, und von
IL2-Rezeptoren). Es ist deshalb sehr wahrscheinlich, daB der Parasit zur Induktion und
Aufrechterhaltung des transformierten Zustands der Zelle primér andere Signalketten
benutzt. Die Frage, ob Onkogene bei der Transformation von Lymphozyten durch den
Parasiten eine essentielle Rolle spielen, bleibt offen. AuBBer c-myc und c-raf-1 sind weitere
Onkogene bekannt, die bei der Aktivierung von Lymphozyten verstirkt exprimiert werden
[15].

2. Das Methylierungsmuster in Schni llen selten schneidender Restriktionsenzyme

in der DNA infizierter Zellen erweist sich als instabil

Modifikationen der DNA durch Methylierung werden als einer der Mechanismen
angesehen, die bei der Tumorprogression beteiligt sein konnten [73]. Eine Voraussetzung
ist dabei, daB das Methylierungsmuster in Tumorzellen nicht so stabil weitervererbt wird,
wie in normalen differenzierten Zellen. In dieser Arbeit wurden in theileriainfizierten
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Zellen mit den c-raf-1-Sequenzen als Marker-Gen Verdnderungen im Methylierungs-
muster in Schnittstellen selten schneidender CpG-Restriktionsenzyme innerhalb eines
groBBen DNA-Bereichs von ca. 300 kb untersucht. Es wurden sowohl Demethylierungen
als auch de novo Methylierungen identifiziert.

5.2.1. Nach einer Klonierung infizierter Zellen resultierten keine identischen

Abkommlinge; ¢s traten vor allem Demethylierungen auf

Demethylierungen werden in der DNA transformierter Zellen sehr hdufig beobachtet, und
sollen bei der Tumorprogression durch Anschalten normalerweise stummer Gene und
durch Instabilisierung des Chromatins eine Rolle spielen [73,103]. Wihrend der
Klonierung von infizierten Zellen fanden neben de novo Methylierungen betrichtliche
Demethylierungen im untersuchten Bereich statt. In den Klonen wurden zusétzliche
kleinere DNA-Fragmente erhalten, die zuvor nur nach kiinstlicher Demethylierung der
DNA durch Behandlung der TpM-Zellinie mit dem Agens 5-Aza-C, aber nie in
unbehandelten Zellen beobachtet wurden. Die Demethylierungen im untersuchten Bereich
waren somit ein spezifisches Merkmal der Klonierungen. Eine Verdnderung des
Methylierungsmusters in Hpall-Schnittstellen (hdufig schneidendes methylsensitves
Restriktionsenzym) spezifischer Gene wihrend der Klonierung wurde von Wolf und
Mitarbeitern auf dem X-Chromosom identifiziert [178]. Die Autoren vermuteten, dall
nach der Klonierung Mischpopulationen von Zellen mit unterschiedlichem Methylierungs-
muster enstanden, was aufgrund der Anzahl der resultierenden Fragmente geschlossen
wurde. Die Anzahl der erhaltenen DNA-Fragmente in den TpM-Subklonen deutet darauf
hin, daB auch wihrend dieser Klonierung eine Mischpopulation von Zellen mit unter-
schiedlichem Methylierungsmuster in der DNA resultierte.

Welche Fol ngen konnten sich I n?

Heute wird allgemein angenommen, daB3 ein Tumorgewebe trotz seines klonalen
Ursprungs meist aus einer heterogenen Population von Einzelzellen besteht, da durch
Selektion stindig neue Varianten entstehen konnen, die sich in bestimmten Eigenschaften,
wie Tumorgenitdt oder Metastasierung, unterscheiden kénnen [179]. Beachtet werden
sollte, daB Exprimente, die AnlaB zu dieser Aussage geben, meist nach einem in vitro
durchgefiihrten Klonierungsschritt einzelner Zellen des Tumorgewebes durchgefiihrt
werden. Die Instabilitdt des Methylierungsmusters bei der Klonierung 148t vermuten, daf3
die beobachtete Heterogenitit zum Teil erst in vitro bei der Klonierung der Zellen entsteht.
Klonierungen sind somit ein kritisches Experiment, da sich Eigenschaften der Zellen
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durch Beeinflussung der Genexpression verdndern kénnten. Bei der Untersuchung von
Tumorzellen sollten deshalb wenn moglich primédre Zellen verwendet werden. Es ist
allerdings nicht auszuschlieBen, dal derartige Verinderungen im Methylierungsmuster
auch in vivo stattfinden konnen und zur Heterogenitdt einer Tumorzellpopulation

beitragen, was von Frost schon diskutiert wurde [180].

5.2.2. Nach einer Infektion traten vor allem novo Methvlierungen in der DNA
infizierter Zellen auf

Nach der Infektion wurden im Gegensatz zu den meisten Tumorzellen keine Demethy-
lierungen, sondern de novo Methylierungen im untersuchten Bereich der DNA infizierter
Zellen identifiziert. Dafl meist Hypomethylierungen in Tumorzellen nachgewiesen und in
Zusammenhang mit der Tumorprogression diskutiert wurden, kdnnte daran liegen, dafl
nicht spezifische DNA-Regionen, sondern in der iiberwiegenden Anzahl an
Untersuchungen der Gesamtgehalt an methylierten Cytosin-Basen in der DNA untersucht
wurde [100]. Da auBer den Hypermethylierungen im Bereich des c-raf-1-Gens weitere
Hypermethylierungen im Bereich des IL4-Gens und des Gens der invarianten Kette nach-
gewiesen wurden, ist zu vermuten, dal de novo Methylierungen in verschiedenen
Bereichen der DNA infizierter Zellen auftreten.

Was ergibt sich aus dem zeitlichen Verlauf, in dem die Verinderungen des Methylierungs-

musters in der c-raf-1-Region nachgewiesen wurden?

Eine partielle Hypermethylierung im untersuchten DNA-Bereich um den c-raf-1-Genlocus
war in allen Kulturen infizierter Zellen, die iiber einen lidngeren Zeitraum untersucht
wurden, nachweisbar. Daf} die Intensitidt der Hybridisierungssignale der zusitzlichen
DNA-Fragmente bei lingerer Kultur allméhlich zunahm, kdnnte bedeuten, daB die einmal
methylierten Stellen sehr stabil weitervererbt wurden. Unter der Annahme, daB auf de
novo Methylierungen wiederum Demethylierungen folgen kénnten und umgekehrt
(wegen der oben beschriebenen Instabilitdt bei Klonierungen), miite allerdings die Rate
an in diesem Bereich stattfindenden Demethylierungen unbedingt kleiner sein als die Rate
an de novo Methylierungen, da kein Wachstumsvorteil von 'met’-Zellen' bei den
klonierten Zellen unter normalen Kulturbedingungen festgestellt wurde. Das spiite
Auftreten der Methylierungen nach der in vitro Infektion (nach 5 Monaten bei NotI) und
die Tatsache, daB} sie nicht in infizierten B- und Null-Zellinien nachweisbar waren, 1483t
vermuten, daB kein direkter Zusammenhang mit primdren Mechanismen der
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Transformation der Lymphozyten durch den Parasiten besteht. Aulerdem blieb die
Hypermethylierung nach Abtstung des Parasiten erhalten, sodaB ein direkter Einflul des
Parasiten auf die Methylierungen bei jeder Zellteilung (z.B. eine parasiten-spezifische
DNA-Methylase) ausgeschlossen werden kann. Dies war zu erwarten, da keine Daten
vorliegen, daB eine Methylierung bei jeder Replikation der DNA durch eine spezifische de
novo Methylase neu gesetzt wird.

Bisher wurde nicht geklért, wie das Setzen von de novo Methylierungen in der Zelle
geregelt wird. Es wird zum Beispiel vermutet, dafl die DNA-Sequenz [181,182] und
DNA-Struktur [183], Storungen der Chromosomenorganisation nach Insertion von
Fremd-DNA [184] und der Aktivitdtszustand eines DNA-Bereichs (transkribierte Bereiche
sollen durch Bindung von Proteinfaktoren fiir die Methylasen unzuginglich sein [185])
von Bedeutung sind. Wichtig ist die Beobachtung, daB auch eine Mutation (von CG zu
AT) zu de novo Methylierungen angreniender DNA-Bereiche fiithren konnen [186].
Insgesamt betrachtet, deuten diese Ergebnisse darauf hin, dal de novo Methylierungen
nicht aktiv unter Beteiligung spezifischer DNA-bindender Proteine, die eine zu
methylierende Stelle 'markieren’, sondern sekundir nach Verdnderung der DNA-Struktur
durch die unspezifische Erhaltungsmethylase gesetzt werden. Findet eine Methylierung in
der spezifischen Bindungsstelle eines Transkriptionsfaktors statt, so kénnte die
Genexpression reprimiert werden. In der Einleitung wurden bereits 2 Transkriptions-
faktoren genannt, deren Interaktion mit der DNA durch Methylierung verhindert wird
[94,95].

Welche Rolle kénnten Verdnderungen im Methylierungsmuster nach der Infektion mit
dem Parasiten spielen?

Jones vermutete, dal der reversible Mechanismus der Verdnderung in der Methylierung
der DNA in vivo und in vitro neben genetischen Mutationen (Verdnderung der
Basensequenz) im Rahmen des Selektionsprozesses dazu beitragen konnte, dafl neue
Varianten entstehen, die besser an eine verdnderte Umweltbedingung angepaBt sind [73].
Auch nach der in vitro Infektion von Lymphozyten mit dem Parasiten wurde ein
allméhlicher Anpassungsprozell beobachtet. Mit zunehmender Kulturdauer war eine
allmahliche Steigerung der Teilungsrate feststellbar, wobei sich gleichzeitig der Anteil
abgestorbener Zellen verringerte. AuBlerdem wurde wie in einigen HTLV-infizierten
kultivierten Zellinien [187] eine zunehmende Wachstumsfaktorunabhiingigkeit [personl.
Mitteilung Dr. T. Coquerelle] beobachtet. Auffillig war auch eine Verminderung der
Menge an IL2-Transkript [personl. Mitteilung V.HeuBler]. Ob diese Beobachtungen
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jedoch in einem kausalen Zusammenhang mit den allméhlichen Verdnderungen im Methy-
lierungsmuster stehen, ist nicht geklirt. Ein Hinweis, daB die IL2-Expression tatsichlich
durch Methylierung beeinfluBt werden kann, geben die Ergebnisse von Ballas und
Mitarbeitern [188]. Sie stellten fest, dal die IL2-Expression nach Behandlung einer IL.2-
unabhiingigen Maus-T-Zellinie (EL4-Zellen) mit dem Demethylierungsagens 5-Aza-C
induziert wird. Von Holliday wird vermutet, dafl de novo Methylierungen fiir die Enzym-
defizienz permanenter Zellinien verantwortlich sind [189]. Dazu gehoren z.B. Zellinien,
die das Metallothionein-Gen oder das Thymidinkinase-Gen nicht exprimieren. Fiir diese
Gene wurde nachgewiesen, dall die Transkription durch Methylierung blockiert bzw.
durch Demethylierung induziert werden kann [190,191].

Um den Mechanismus von de novo Methylierungen besser zu verstehen, wire es wichtig,
endogene Sequenzen hoherer Organismen zu untersuchen, die in vivo bevorzugt
methyliert wurden. Um gleichzeitig die Rolle der Methylierung bei der Genexpression zu
studieren, wiirde es sich anbieten, gezielt Bereiche zu klonieren (z.B. Sequenzen in der c-
raf-1-Region der DNA theileriainfizierter Zellen), die Veridnderungen in Schnittstellen
selten schneidender Restriktionsenzyme aufweisen und z.B. auch nach einer
Demethylierung durch 5-Aza-C wieder remethyliert werden. In der Einleitung wurde
bereits erwihnt, da diese Enzyme zur Kartierung grofler genomischer Bereiche
eingesetzt werden. Wie in dieser Arbeit wurden Unterschiede zwischen der DNA von
Lymphozyten und der DNA von permanenten Zellinien festgestellt [192]. In der DNA der
Zellinien wurden zusitzliche groflere DNA-Fragmente identifiziert, wobei vermutet
wurde, daB es sich um differenzierungsspezifische Unterschiede im Methylierungsmuster
oder um Restriktionslangenpolymorphismen handeln konnte. Nur durch Klonierung einer
signifikanten Anzahl an Sequenzen, die im Bereich der Schnittstellen von selten
schneidenden CpG-Restriktionsenzyme liegen und nur in Tumorzellen methyliert
vorliegen, kann geklirt werden, ob die beobachteten Verdnderungen von Bedeutung sind.

5.3. Unspezifische Demethylierungen in der DNA nach 5-Aza-C-Behandlung fithren zu

verinderten Eigenschaften infizierter Zellen

Bei infizierten Zellen mit hypermethylierter DNA (unbehandelte Zellen) bzw. mit hypo-
methylierter DNA (Aza-behandelte Zellen) wurden Unterschiede beziiglich Morphologie,
Reaktion auf einen Tumorpromotor und Tumorgenitit identifiziert. Da durch 5-Aza-C an
den verschiedensten Stellen der DNA Methylierungen entfernt werden, ist anzunehmen,
daB Sequenzen, die auch in normalen nichtinfizierten Lymphozyten methyliert vorliegen,
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demethyliert wurden. Erwidhnt werden sollte auch, da8 5-Aza-C vermutlich nicht nur
durch Demethylierung die Genexpression beeinfluit. Die modifizierte Base hemmt
vermutlich die RNA-Polymerase und blockiert die Proteinbiosynthese [193]. In dieser
Arbeit kénnen diese Effekte ausgeschlossen werden, da die Experimente erst 6 Wochen
nach einer 5-Aza-C-Behandlung der Zellen durchgefiihrt wurden.

Aza-beh 1t llen zeigten eine veridn Ilmorphologi

Im Gegensatz zu den TpM-Zellen, die beziiglich der Zellform sehr inhomogen sind
(langgestreckt, oval, rund), waren die Zellen der TpM/Aza-Klone sehr homogen und
meist rund. Es ist moglich, daB die runde Zellform durch Demethylierungen in der DNA
induziert wurden, da in nichtklonierten 5-Aza-C-behandelten infizierten Zellen eine
dhnliche Verdnderung in der Morphologie zu beobachten war. Die Verdnderung der
Zellform konnte auf eine Verdnderung von Oberflichenmolekiilen oder des Cytoskeletts

beruhen.

Zellen mit demethylierter DNA zeigten ginen verminderten Zellkontakt

Die Bildung von Zellaggregaten ist eine charakteristische Eigenschaft von Lymphozyten,
die nach einer Aktivierung durch verschiedene Stimulatoren (z.B. Antigene oder ConA)
auftritt und bei der Aktivierung des Wachstums eine Rolle spielen soll [16]. Die
Ergebnisse von Dobbelaere und Mitarbeitern deuten darauf hin, daB der Zell-Zellkontakt
auch bei theileriainfizierten Zellen bei der Regulation des Wachstum beteiligt ist [17].
Nachgewiesen wurde, dal infizierte Zellen nach Abtdtung des Parasiten durch das
Medikament 720C die Fihigkeit zum Zellkontakt verlieren, was vermuten lieB, daf der
Parasit auf unbekannte Weise den Zellkontakt induziert. Dobbelaere zeigte weiterhin, dafl
der Zellkontakt vor allem bei stark verdiinnten Kulturen fiir das Wachstum infizierter
Zellen essentiell ist. Das Wachstum wurde in Abhédngigkeit von der Zelldichte durch
Verhinderung des Zellkontakts stark inhibiert bzw. durch Verstirkung des Zellkontakts
nach Zugabe abgetdteter Zellen aktiviert. Eine Aktivierung wird allerdings auch nach
Zugabe von exogenem Wachstumsfaktor (IL2) beobachtet, was zeigt, dafl Zellkontakt
und Wachstumsfaktor fiir die Proliferation der Zellen wichtig sind. Eine verminderte
Proliferation wird auch bei verdiinnten Kulturen anderer permanenter T-Zellinien
beobachtet und kann durch Zugabe von IL2 [194] oder Transfektion mit dem IL2-Gen
aufgehoben werden [195].
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Das gute Wachstum der infizierten Aza-Klone, die meist als Einzelzellen vorliegen,
bestitigt, daB die Zellaggregation unter normalen Kulturbedingungen (bei hoherer
Zelldichte) fiir die Aktivierung des Wachstums nicht essentiell sein kann. Uberpriift
werden konnte, ob das Wachstum der Aza-behandelten Zellen bei verdiinnten Kulturen
stiarker inhibiert wird, als das Wachstum normaler infizierter Zellen. Wiire dies der Fall,
so konnte eine genauere Untersuchung der Aza-Klone vielleicht dazu beitragen, die
Oberflichenmolekiile zu identifizieren, die nach der Infektion mit dem Parasiten induziert
werden und durch Demethylierung auf noch unbekannte Weise (s.u.) ihre Funktion

verlieren.

Infizierte Zellen mit demethylierter DNA zeigten keinen TPA-induzierten Zellkontakt und
gine verringerte Induktion des Wachstums durch IL2 und TPA nach Abtdtung des

Parasiten

In verschiedenen Arbeiten wurde gezeigt, daB TPA die interzelluldre Kommunikation
epidermaler Zellen hemmt [196]. Fiir Lymphozyten wurde aber festgestellt, dafl der
spontane Zellkontakt durch Behandlung mit TPA noch verstidrkt werden kann [197], was
auch fiir infizierte TpM-Zellen der Fall ist, nicht aber fiir die TpM-Aza-Klone. Dieser
fehlende TPA-induzierte Zellkontakt konnte fiir die ausbleibende Induktion des
Wachstums nach Abtoétung des Parasiten in den Aza-Klonen verantwortlich sein.

Das Wachstum und Uberleben infizierter Zellen kann nach Abtdtung des Parasiten durch
Zugabe des Wachstumsfaktors IL2 fiir ungefdhr 10 Tage aufrechterhalten werden. Durch
Gabe des Tumorpromotors TPA wird das Wachstum zusétzlich stimuliert (ca. 2,5-fache
Induktion) und die Zellen kdnnen iiber einen Zeitraum von ca. 6 Wochen weiterkultiviert
werden. Nach Demethylierung der DNA infizierter Zellen fand keine Induktion des
Wachstums durch TPA statt. Die Zellen starben innerhalb von 10 Tagen ab. Dies deutet
darauf hin, daf} die Signalkette, iiber die die Aktivierung der TpM/720-Zellen durch TPA
erfolgt, bei den Aza-Klonen durch Demethylierungen in der DNA nicht wirksam wurde.

Diese Beobachtung korreliert mit den Ergebnissen von Deguchi und Mitarbeitern, die
zeigten, daB3 die Aktivierung von peripheren Blutlymphozyten durch mitogene Stimuli
(ConA und TPA) bei gleichzeitiger Behandlung der Zellen mit 5-Aza-C inhibiert wird
[198]. Die Autoren hatten allerdings eine relativ hohe Dosis an 5-Aza-C eingesetzt (1uM)
und 5-Aza-C war wihrend des Experiments in den Kulturen vorhanden. Es konnte somit
nicht ausgeschlossen werden, dafl andere 5-Aza-C-Effekte [104,193] und nicht Demethy-
lierungen fiir die Hemmung der Aktivierung der Zellen verantwortlich waren. Da die
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TpM/Aza-Klone mit einer sehr niedrigen Konzentration an 5-Aza-C (0,25uM) behandelt
wurden und vor den Experimenten mindestens 6 Wochen ohne 5-Aza-C weiterkultiviert
wurden, wire es wahrscheinlich, daB die Aktivitit von Molekiilen, die bei TPA-Wirk-
ketten beteiligt sind, tatsdchlich durch DNA-Methylierung modifiziert werden kann.

TPA bewirkt vielfiltige morphologische und biochemische Verédnderungen in der Zelle,
und greift vermutlich in verschiedene Signalketten der Zelle ein [199,200,201]. Bekannt
ist z.B., daB eine der Signalketten, die durch TPA aktiviert wird, an der Zellmembran
beginnt, und vermutlich iiber die Aktivierung der Calzium- und Diacylglycerin-
abhingigen Proteinkinase C [202] schlieBlich im Kern zur Expression verschiedener
Gene fiihrt [201]. Fiir ruhende T-Zellen wurde gezeigt, da TPA alleine nicht oder nur
schwach mitogen ist und nur bei gleichzeitiger Stimulation mit dem Lektin Concanavalin
A oder mit Calzium-Ionophoren, die Aktivierung der Zellen stimuliert [203,204]. Wichtig
ist dabei, daB eine Langzeitbehandlung mit TPA in Rinderlymphozyten nicht zur
Aktivierung, sondern zur Hemmung des Wachstums fiihrt, wobei eine Hemmung der
Proteinkinase C vermutet wird [personliche Mitteilung Dr. A. Mastro, Pennsylvania State

University].

Bei 720C-behandelten Zellen, die nicht mit 5-Aza-C behandelt wurden, wird bei Langzeit-
behandlung mit TPA keine Hemmung, sondern eine Aktivierung des Wachstums
beobachtet. Unter der Voraussetzung, dafl die obengenannte Hemmung des Wachstums
bei Langzeitbehandlung mit TPA durch eine Hemmung der Proteinkinase C verursacht
wird, wiire es durchaus moglich, daf die Proteinkinase C-Signalkette fiir die Aktivierung
der 720C-behandelten Zellen nicht essentiell ist. Die fehlende Induktion des Wachstums
in den 720C-behandelten TpM/Aza-Klonen deutet darauf hin, daB Oberflichenmolekiile,
die beim Zellkontakt beteiligt sind, bei der Induktion des Wachstums durch TPA eine
bedeutende Rolle iibernehmen konnten. Es ist allerdings nicht auszuschlieBen, daf} die
beobachteten TPA-Effekte (verstirkte Zellaggregation und Aktivierung des Wachstums
nach Abtotung des Parasiten) iiber unterschiedliche Signalketten verlaufen, die durch TPA
induziert werden. In beiden Fillen werden die Signalketten jedoch durch Demethylierung
der DNA blockiert.

Methylierung beeinflufit werden?

Da ein Verlust von Methylierungen meist mit der Aktivierung der Expression von Genen
korrelliert, kann ausgeschlossen werden, dafl die Demethylierungen direkt die Expression
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der Oberflichenmolekiile beeinflussen. Moglich wire, dall ein negatives Regulator-
protein, das bei der Regulation der Aktivierung der Oberflachenmolekiile durch TPA oder
der Regulation der Expression der Oberflichenmolekiile beteiligt ist, durch Verlust von
Methylierungen in der DNA verstérkt exprimiert wird. Dieses Gen konnte in den TpM-
Zellen und in 720C-behandelten Zellen durch Methylierung abgeschaltet sein.

Welche Oberfldchenmolekiile konnten beteiligt sein?

Uber Oberflichenmolekiile, die beim Zellkontakt normaler T-Zellen beteili gt und durch
Methylierung beeinfluft werden, liegen bisher noch keine Daten vor. Bereits bekannte
Oberflichenmolekiile, die direkt bei der Zellaggregation beteiligt sind, sind die Zell-
adhdsionsmolekiile Molekiile LFA-1, LFA-3 und deren Liganden ICAM-I bzw. CD2
[205,206]. Oberflachenmolekiile, die bei der Regulation des Zellkontakts eine Rolle
spielen, sind z.B. CD44 [207] und der T-Zell-Rezeptor [208]. Um festzustellen, welche
Oberflachenmolekiile in infizierten Zellen durch Methylierung beeinflufit werden, wiirde
es sich anbieten, zunichst das 'lymphocyte function associated antigen-1' (LFA-1) und
seinen Liganden 'intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) zu untersuchen. Es wurde
nimlich gezeigt, dal Antikorper gegen diese Molekiile den spontanen und TPA-
induzierten Zellkontakt hemmen konnen [209,210]. Dies konnte fiir theileriainfizierten
Zellen iiberpriift werden. Es kann allerdings nich ausgeschlossen werden, dall andere
bereits bekannte oder noch unbekannte Oberflichenmolekiile dhnliche Eigenschaften

besitzen.

Demethylierungen fiihren zu einer verringerten Tumorgenitit infizierter Zellen

Von verschiedenen Arbeitsgruppen wurde festgestellt, daB eine Behandlung von Tumor-
zellinien mit 5-Aza-C sowohl zum Verlust als auch zu einer Induktion der Tumorgenitit
und Metastasierung fiihren kann [103,211]. Fiir transformierte Lymphozyten lagen bisher
noch keine Daten vor. In dieser Arbeit wurde festgestellt, daB theileriainfizierte T-
Lymphozyten mit hypomethylierter DNA (TpM/Aza-Klon) eine deutlich eingeschrinkte
Tumorgenitit aufwiesen. In allen Versuchstieren waren nach Injektion von Aza-Zellen
innerhalb von 5 Tagen signifikant kleinere Tumore gewachsen als nach Injektion
normaler TpM-Zellen, was zeigte, daB sich die Aza-Zellen im Tier eindeutig langsamer
vermehrten als unbehandelte Zellen. Die Zellkultur-Wachstumsexperimente ergaben aller-
dings, daB sich die Aza-Zellen und unbehandelte Zellen nicht in der Teilungsrate
unterscheiden. DaB3 Zellen, die in vitro keine Unterschiede im Wachstumsverhalten
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zeigen, eine unterschiedliche Tumorgenitdt aufweisen, wird hdufig beschrieben.
Stanbridge folgerte, daB in vivo zusitzliche Mechanismen ablaufen, die das Zellwachstum
in einem Organismus regulieren [212].

Auffillig war auBerdem, daBl die Tumore unbehandelter TpM-Zellen stidrker durchblutet
waren, was eine beginnende Vaskularisierung der Tumore mit kleinen Blutgefidfien
anzeigt. Dies 148t vermuten, da TpM-Zellen im Vergleich zu den TpM/Aza-Zellen auch
eine ausgepragtere Fihigkeit zur Metastasierung haben konnten, da die Versorgung des
Tumorgewebes mit BlutgefidBen eine wichtige Voraussetzung zur Bildung von Metastasen
ist [57]. Um diese Hypothese zu bestitigen, miiiten die nackten Miuse zu einem spiteren
Zeitpunkt nach einer Injektion auf Metastasen untersucht werden.

ian ngimM lierungsmuster in der DNA infiderter Zellen beeinfluBBt werden?

1. Durch 5-Aza-C werden Methylierungen in der DNA entfernt. Die Tumorgenitit der
Zellen wurde verringert, wihrend das Wachstum in vitro nicht gehemmt wurde.

2. Durch Demethylierung wird ein Gen meist angeschaltet, durch Methylierung
abgeschaltet.

Deshalb wire es moglich, daBl durch die Aza-Behandlung der TpM-Zellen ein oder
mehrere Kontrollgene demethyliert und somit aktiviert wurden, die das Wachstum im
Organismus, nicht aber in Zellkultur hemmen. In den unbehandelten TpM-Zellen konnte
dieses Gen durch Methylierung abgeschaltet sein oder schwicher exprimiert werden, da
in dieser Arbeit z.B. nur partielle Hypermethylierungen festgestellt wurden. Die tumor-
supprimierende Wirkung des Gens wére somit in den unbehandelten TpM-Zellen
verringert, sodaB ein besseres Wachstum im Tier (eine erhohte Tumorgenitét) im
Vergleich zu den Aza-Zellen resultieren konnte. Ahnliches wurde auch bei kultivierten
Wilm's Tumorzellinien und bei Rhabdomyosarkomzellen beobachtet, die eine Deletion
des kurzen Arms von Chromosom 11 (Lokalisation von mindestens 3 Tumorsuppressor-
genen [120]) zeigen. Nach Ubertragung der fehlenden Sequenzen verlieren die Zellen
zwar ihre Tumorgenitit, in vitro treten aber keine Unterschiede im Wachstum der Zellen

auf [51].

Wie in der Einleitung erwéhnt, wurden bisher nur wenige Tumorsuppressorgene kloniert,
so daB noch keine Aussagen iiber eine Repression der Gene durch Methylierung vorliegt.
Bustros und Mitarbeiter stellten fest, daB in einer Vielzahl menschlicher Lungenkarzinom-
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zellinien, T-Lymphomen und nach Infektion von menschlichen T-Zellen mit HTLV-1 und
HTLV-2-Viren, eine hypermethylierte DNA-Region im Bereich des Calcitonin-Gens
auftritt [119,213]. In den virusinfizierten Zellen wurde die Hypermethylierung ungefihr 8
Wochen nach der Infektion nachgewiesen [119]. Diese hypermethylierte Region liegt auf
dem kurzen Arm von Chromosom 11, in einem DNA-Bereich, wo wie oben beschrieben
wurde, vermutlich mehrere Tumorsuppressorgene lokalisiert sind. Es wurde diskutiert,
daB diese Gene durch eine Hypermethylierung in deren Regulationssequenzen
abgeschaltet werden konnten, wodurch ihre Funktion als "Unterdriicker’ der Fihigkeit zur
Tumorgenitdt verloren gehen konnte. Vor kurzem wurde die DNA-Region in der, die
Gene vermutet werden, von zwei Arbeitsgruppen mithilfe selten schneidender
Restriktionsenzyme kartiert [214,215] und vermutlich eines der 3 postulierten Wilm's
Tumorsuppressorgene isoliert [216,217]. Angenommen wird, daB es sich um einen
gewebespezifischen Transkriptionsfaktor handeln konnte. Eine erhohte Transkriptmenge
wurde in RNA von Nierenzellen, aber auch in RNA von Milzgewebe und zwei himato-
poetischen Zellinien nachgewiesen [217]. Im Hinblick auf die hypermethylierte Region,
die von Bustros und Mitarbeitern auf dem kurzen Arm von Chromosom 11 nachgewiesen
wurden, konnte eine Hybridisierung mit dem isolierten Gen als DNA-Sonde an Notl-
verdaute DNA der untersuchten Zellinien zeigen, ob auch eine Hypermethylierung im
Bereich des potentiellen Wilm's Gens vorliegt. Ein entsprechendes Experiment kdnnte
auch mit Notl-verdauter DNA theileriainfizierter Zellen durchgefiihrt werden. Schnitt-
stellen selten schneidender Restriktionsenzyme (unter anderem eine NotI-Schnittstelle)
sind im Bereich des Gens vorhanden, woraus die Autoren schlossen, daf3 es sich um ein
CpG-Island [85] und um das 5'-Ende des Gens handeln konnte.

5.4. Ausblick

In dieser Arbeit wurden durch Hybridisierungsexperimente mit verschiedenen DNA-
Proben an verschiedenen Stellen der DNA theileriainfizierter Zellen Hypermethylierungen
in Schnittstellen selten schneidender CpG-Restriktionsenzyme identifiziert. Demethy-
lierungen wie in den meisten Tumorzellen waren nur nach einer Klonierung von Zellen
nachweisbar. Eine Aussage iiber die Anzahl an Hypermethylierungen in der gesamten
DNA ist durch diese Daten nicht mdglich. Fiir weitere Untersuchungen konnte der
Gesamtgehalt an 5-Methylcytosin oder die GroBenverteilung von Hpall-Restriktions-
fragmenten zu verschiedenen Zeitpunkten nach einer in vitro Infektion bestimmt werden.
Aber auch diese Experimente konnen nur relativ ungenaue Angaben iiber die Anzahl an
hypermethylierten Stellen im Genom liefern. Es wiire von Vorteil, die Untersuchung auf
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kodierende aktive Bereiche zu beschrinken. Eine Moglichkeit wire die Identifizierung
von veridnderten Notl-Schnittstellen, mithilfe radioaktiv markierter NotI-Oligonukleotide.
Diese Methode wurde zur gezielteren Klonierung von noch unbekannten kodierenden
Sequenzen entwickelt [218]. Durch eine geringfiigige Modifikation dieser Methode,
nimlich Verdau der genomischen DNA mit Notl, wiren nur Restriktionsfragmente
sichtbar, die interne methylierte NotI-Schnittstellen enthalten.

Im Bereich des c-raf-1-Gens waren auBer mit dem Enzym Notl, auch Verdnderungen in
Schnittstellen anderer selten schneidender Restriktionsenzyme (Mlul, BssHII, Sacll)
nachweisbar, was vermuten 148t, dal eine hypermethylierte Region vorliegt. Da beim
Menschen in dieser chromosomalen Region auBer c-raf-1 vermutlich weitere wichtige
Gene lokalisiert sind und Schnittstellen selten schneidender Restriktionsenzyme héufig
Bereiche mit kodierenden Sequenzen markieren, wire eine Untersuchung des Methy-
lierungsmusters dieser DNA-Region in menschlichen Tumorzellen von Interesse. Es ist
jedoch nicht auszuschlieBen, daB die in dieser Arbeit identifizierten Veridnderungen bei der
Expression von Genen keine Rolle spielen. Dies konnte erst durch eine Klonierung der
betroffenen Sequenzen iiberpriift werden. Eine wichtige Funktion bei priméren
Ereignissen der Transformation der Rinderlymphozyten durch den Parasiten Theileria
parva wurde nicht festgestellt. Die Beobachtung, daf in diesem Bereich unter bestimmten
Kulturbedingungen (bei einer Klonierung von Zellen) betrichtliche Demethylierungen
auftreten, konnte in vivo vielleicht zur Instabilitit des chromosomalen Bereichs beitragen.

Die Aza-Klone ermdglichen, die Bedeutung des Zellkontakts fiir das Wachstum infizierter
Zellen ndher zu charakterisieren. Die Daten deuten darauf hin, daf eine Zellaggregation,
unter normalen Kulturbedingungen nicht fiir die Aktivierung der infizierten Zellen
essentiell ist. Moglich wire jedoch, daB nach Demethylierung quantitativ mehr IL2
produziert wird (&hnlich wie in Aza-behandelten EL4-Zellen), was den verringerten Zell-
kontakt ausgleichen konnte. Deshalb sollte zundchst die IL2-Transkriptmenge der Aza-
Klone iiberpriift werden. Auch im Hinblick auf neuere Daten von Dr. D. Dobbelare und
M. Eichhorn (IGT), die zeigten, daf3 das Wachstum infizierter T-Zellen durch MHC-
Klasse II-Antikorper stark gehemmt wird, ist zu vermuten, daB die Zelladhisions-
molekiile keine primire Rolle bei der Aktivierung der infizierten Zellen spielen. Sie
konnten allerdings unter bestimmten Bedingungen, z.B. bei verdiinnten Zellkulturen,
durch Verstirkung des Zell-Zellkontakts die Interaktion zwischen MHC-Klasse 1I-
Molekiilen und dem T-Zellrezeptorkomplex erleichtern.
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Eine genauere Charakterisierung der TpM/Aza-Klone konnte auch dazu beitragen, weitere
Informationen iiber die Beeinflussung der Expression von Genen durch DNA-
Methylierung zu erhalten. Der eingeschridnkte Zellkontakt nach Demethylierung der DNA
und die stark verringerte Induktion des Wachstums 720C-behandelter Aza-Zellen geben
einen Hinweis, daB die Aktivitit bereits bekannter Zelladhédsionsmolekiilen von Lympho-
zyten und eine durch TPA aktivierte Signalkette durch DNA-Methylierung beeinfluft
werden konnte. Zelladhdsionsmolekiile gewinnen immer mehr an Bedeutung, da sie bei
der Immunantwort, bei der Aktivierung und Proliferation von Lymphozyten und
vermutlich bei der Metastasierung beteiligt sind [206,61,219]. Uber die Regulation der
Molekiile ist bisher aber noch wenig bekannt. DaB ein negatives Regulatorprotein bei der
Regulation der Aktivitit der Zelladhdsionsmolekiile beteiligt sein konnte, wire durchaus
denkbar, da die meisten physiologischen Prozesse durch positive und negative Regula-
tionsmechanismen geregelt werden. Die verringerte Fihigkeit zur Tumorgenitét nach
Demethylierung der DNA bestidrkt die Hypothese, dal die Expression von Tumor-
suppressorgenen durch DNA-Methylierung beeinfluBt werden konnte. Dies bleibt
trotzdem nur eine Spekulation, da eindeutige Aussagen erst nach Klonierung und Unter-
suchung der Regulation der Gene erfolgen konnen. Eine alternative Moglichkeit wire,
daB die obengenannten Zelladhédsionsmolekiile, neben der bereits erwihnten Rolle bei der
Metastasierung auch fiir das beobachtete stirkere Wachstum normaler theileriainfizierter
Zellen in den nackten Miusen verantwortlich sind. Wenn nachgewiesen werden kann,
daB die Aktivierung dieser Molekiile in infizierten 5-Aza-C-behandelten Zellen durch
Demethylierung blockiert wurde, so wiirden sich theileriainfizierte Zellen gut als Modell-
system zur Untersuchung dieser Fragestellung eignen.
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