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1. Zusammenfassung 
Eines der Forschungsgebiete der Biophysik ist die interzelluläre Adhäsion. 
Offensichtlich sind die einzelnen Zellen mehrzelliger Lebewesen in der Lage, 
aneinander oder an einer Matrix zu haften, um dem Organismus eine Gestalt zu geben 
und Funktionalitäten zu ermöglichen. Andererseits können komplexe Lebensformen 
Zellen besitzen, die nicht aneinander haften, z.B. Erythrozyten, die einzeln im 
Blutstrom treiben und Sauerstoff transportieren. Eine interessante Stellung nehmen 
Leukozyten ein, da sie auf äußere Signale mit Veränderung ihrer adhäsiven 
Eigenschaften reagieren können. Bestimmte Zellen des Immunsystems zirkulieren im 
ruhenden Zustand im Blutstrom, ohne an den Gefäßwänden zu haften, bis sie durch 
Signale veranlasst werden, die Blutgefäße zu verlassen und im umliegenden Gewebe 
Aufgaben durchzuführen. 
Zu diesen Zellen gehören die Monozyten, eine Untergruppe der mononuklearen 
Phagozyten, die auf die Vernichtung von körperfremden Antigenen spezialisiert sind 
und im ruhenden Zustand im Blut zirkulieren. Vorzeitige Haftung an das Endothel 
wird durch Expression des antiadhäsiven Glykoproteins CD43 (Leukosialin, 
Sialophorin) auf der monozytischen Membran verhindert. Im Verlauf der Aktivierung 
durch bakterielle Moleküle oder Entzündungssignale wird der antiadhäsive Charakter 
von CD43 durch Proteolyse verringert. Gleichzeitig erhöht sich die Expression und 
Freisetzung des Rezeptors CR4 (αxβ2, p(150,95)), der aus den Untereinheiten CD11c 
und CD18 besteht und an der Adhäsion am Endothel und der extrazellulären Matrix, 
der Chemotaxe und der Phagozytose beteiligt ist. 
CD11c wird normalerweise hauptsächlich von myeloiden Zellen exprimiert. Bei der 
Haarzell-Leukämie (HZL) tritt jedoch eine abnormale, starke CD11c-Expression in 
Lymphozyten auf, die zur Diagnose der Erkrankung dient. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden in vitro Mechanismen untersucht, die im 
Verlauf der monozytischen Aktivierung die Transkription der CD43- und CD11c-
Gene beeinflussen. Des weiteren wurden Ursachen der bei Haarzell-Leukämie (HZL) 
auftretenden abnormalen konstitutiven Expression von CD11c in Lymphozyten 
untersucht. 
In den Promotoren der humanen CD43- und CD11c-Gene wurden potenziell 
einzelsträngige cis-Elemente und an sie bindende trans-Faktoren identifiziert. Hierbei 
wurde demonstriert, dass diese DNS-Regionen für die Aktivitäten der CD43- und 
CD11c-Promotoren wichtig sind. Im Verlauf der monozytischen Aktivierung wurde 
die Bindung eines Einzelstrang-bindenden Faktors, PyRo1, an diese Regionen 
beobachtet. In weiteren Experimenten wurde Interaktion eines weiteren Einzelstrang-
bindenden Proteins, Purα, mit den CD43- und CD11c-Promotoren nachgewiesen. 
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Bindung von Purα an den CD43-Promotor führt zu einer Verringerung seiner 
Aktivität, während der CD11c-Promotor durch Purα aktiviert wird. Der 
Transkriptionsfaktor Purα scheint somit Teil eines Mechanismus zur gleichzeitigen 
Verringerung der Antiadhäsion und Erhöhung der Adhäsion im Verlauf der 
monozytischen Aktivierung darzustellen. 
Es handelt sich hierbei um den ersten bekannten Hinweis, dass die CD43- und 
CD11c-Promotoren das Potential zur Einzelstrangbildung besitzen. Es ist ebenfalls 
der erste Nachweis, dass die Aktivität des CD43-Promotors im Verlauf der 
monozytischen Aktivierung sinkt und dass dieser Vorgang durch Purα gesteuert wird.  
Die Untersuchung der abnormalen CD11c-Expression in HZL-Lymphozyten ergab, 
dass sie durch konstitutive Aktivierung des Transkriptionsfaktors JunD verursacht 
wird. Es wurde weiter gezeigt, dass das proto-Onkogen Ras die Aktivität des CD11c-
Promotors in HZL-Lymphozyten beeinflusst. Da bekannt ist, dass Störungen von 
JunD und Ras kanzerogen wirken können, lassen sich Transformation und CD11c-
Expression in Haarzell-Leukämie als gemeinsame Folge eines Defekts in der 
Kontrolle des proto-Onkogens Ras auffassen. Diese Ergebnisse können dazu 
beitragen, die molekularen Ursachen der Haarzell-Leukämie besser zu verstehen und 
ihre Behandlung zu erleichtern. 
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2. Abkürzungsverzeichnis 
Abb.   Abbildung 
Ac   Acetat 
ATP   Adenosintriphosphat 
β-Gal   β-Galactosidase 
CaM   Calmodulin 
CDn   Differenzierungscluster n 
CD11a-d  Bekannte α-Untereinheiten der β2-Integrine 
CD18   Gemeinsame β-Untereinheit der β2-Integrine 
CD43   Leukosialin, Sialophorin 
cDNS   Komplementäre Desoxyribonukleinsäure 
C/EBPα  C/enhancer binding protein 
Ci   Curie 
CMV   Cytomegalie-Virus 
COS   CV1 origin SV40 (transformierte Zelllinie) 
CR3   Komplement Rezeptor Typ 3 (CD11b/CD18) 
CR4   Komplement Rezeptor Typ 4 (CD11c/CD18) 
DAG   Diacylglycerin 
DNS   Desoxyribonukleinsäure 
dNTP   Desoxynukleosidtriphosphat 
DTT   1,4-Dithio-DL-threitol 
EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 
EGTA   Ethylenglykol-bis-(2-aminoethyl)-N,N,N’,N’-tetraessigsäure 
EMSA   Electromobility shift assay 
ERK   Extracellular signal-regulated kinase 
ERM   Ezrin, Radixin, Moësin 
FcγR   Fcγ (fragment crystaline)-Rezeptor 
g   Erdbeschleunigung (9,81ms-2) 
GDP   Guanosindiphosphat 
GTP   Guanosintriphosphat 
GTPase  Guanosintriphosphatase 
h   Stunde(n) 
HIV   Human immunodeficiency virus 
hnRNP-K  Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein-K 
HZL   Haarzell-Leukämie 
iC3b   Inaktiviertes Komplement 3b-Fragment 
ICAM   Intercellular adhesion molecule 
IP3   Inositol-1,4,5-triphosphat 
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JCV   JC Virus 
JNK   c-jun N-terminal kinase 
JNKK   JNK kinase 
kDa   1000 Dalton 
LFA-1   Lymphocyte function associated antigen-1 
LPS   Lipopolysaccharide 
M   Molar (mol/l) 
MAPK   Mitogen-activated protein kinase 
MAPKK  MAPK kinase 
MAPK3  MAPKK kinase 
MeCP2  Methyl-CpG-binding protein 2 
MEK   MAPK ERK kinase 
MEKK   MEK kinase 
MHC-1  Haupthistokompatibilitätskomplex-1 
min   Minute(n) 
MOPS   3-Morpholino-1-propansulfonsäure 
mRNS   Boten-RNS 
nAChRβ4  Nicotinic acetylcholine receptor subunit β4 
NIF   Neutrophil inhibiting factor 
ODn   Optische Dichte bei der Wellenlänge n 
ONPG   o-Nitrophenylgalactosid 
PIP2   Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat 
PKC   Proteinkinase C 
PLC   Phospholipase C 
PMA   Phorbol-12-myristat-13-acetat 
pRb   Produkt des Retinoblastom-Gens 
Pu   Purinbase (A oder G) 
Purα   Purin-rich element binding protein A 
Py   Pyrimidinbase (C oder T) 
PyRo   Pyrimidine recognition 
RNase   Ribonuklease 
RNS   Ribonukleinsäure 
RSV   Rous-Sarkom-Virus 
SDS   Natriumdodecylsulfat 
sec   Sekunde(n) 
SL   Slipped loop 
src   Sarcoma 
SV40   Simian Virus 40 
T4PNK  T4 Polynukleotidkinase 
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Tab.   Tabelle 
Tris   Tris(hydroxymethyl)aminomethan 
U   Unit(s) 
VCAM  Vascular cell adhesion molecule 
(v/v)   Volumen/Volumen 
(w/v)   Gewicht/Volumen 
YB-1   Y-box binding protein 1 
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3. Einleitung 

3.1. Die Diapedese von Monozyten 

Monozyten sind auf die Vernichtung von körperfremden Antigenen spezialisierte 
Leukozyten, die im ruhenden Zustand im Blutstrom zirkulieren. Sie werden durch 
Entzündungssignale oder durch Kontakt zu bakteriellen Molekülen aktiviert, 
woraufhin sie die Blutgefäße verlassen und in das umliegende Gewebe wandern 
(Diapedese) (Abb. 3.1.), um dort als sogenannte Makrophagen durch Phagozytose 
Krankheitserreger zu zerstören [1]. 

1

2 3 4 5 6

 
Abb. 3.1.: (1) CD43 (rot) verringert die Adhäsion ruhender Monozyten an das Endothel. (2) 

Aktivierung führt zu Proteolyse von CD43 sowie Freisetzung und Neubildung von β2-Integrinen (grün). 

Aktivierte, adhäsive Monozyten (3) werden durch Rollen an der Blutgefäßwand (4) verlangsamt. (5) 

Nach fester Haftung, z.B. an ICAM-1 (blau), erfolgt Umverteilung von CD43 und β2-Integrinen und die 

Monozyte beginnt, das Blutgefäß zu verlassen (6). Nach [1].  
 
Im ersten Schritt kommt es zur Proteolyse des antiadhäsiven Glykoproteins CD43, 
wodurch sich dessen antiadhäsiver Charakter verringert. Dies ermöglicht einen ersten 
Kontakt zum Endothel, der von Selektinen und ihren Liganden vermittelt wird. In 
diesem Stadium rollen die Monozyten an der Gefäßwand (rolling) und werden im 
Blutstrom abgebremst. Als nächstes kommt es zur Bindung von freigesetzten 
Integrinen auf der Membran der Monozyten an Adhäsionsmoleküle (intercellular 
adhesion molecules, ICAMs) des entzündeten Endothel und zum vollständigen Halt 
der Immunzellen (firm adhesion). Danach beginnt die aktive Wanderung der 
Monozyten, zu deren Zweck die Zelle durch Umlagerungen des Aktin-Zytoskeletts 
eine Polarität entwickelt. Hierbei werden proadhäsive Moleküle auf der Kontaktseite, 
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antiadhäsive Moleküle hingegen auf der entgegengesetzten Seite angereichert. Durch 
Polymerisation von Filamenten in Wanderungsrichtung und ihrem Abbau auf der 
rückwärtigen Seite kommt es zu einer gerichteten Bewegung, die der Monozyte das 
Hindurchzwängen zwischen den Endothelzellen erlaubt.  
 

3.2. Signaltransduktion in Monozyten 

Die Aktivierung von Monozyten kann in vivo durch verschiedene extrazelluläre Reize, 
darunter Entzündungssignale oder bakterielle Moleküle, erfolgen (Abb. 3.2.). CD14 
bindet Lipopolysaccharide (LPS) und aktiviert Phospholipase C (PLC) [2] sowie src-
Kinasen [3-5]. 
 

PKC

C
D

14

TF

PLC

MAPK

MAPKK

MAPK3

JNK p38 ERK

Raf-1MEKK1

JNKK MEK1 MEK2

c-junJunB JunD c-fos c-Myc

Ras

Zyto-
skelett

Rac

Cdc42

CaM

Rho

Zellmembran

Veränderte Genregulation

Extrazelluläre Signale

Zell-
kern

src

C
D

14

DAG
IP3

 
Abb. 3.2.: Extrazelluläre Reize aktivieren Proteinkinase C (PKC), Calmodulin (CaM) und src-Kinasen, 

die über GTPasen (Ras, Rac, Cdc42, Rho), die mitogen-activated protein kinase (MAPK) 

Signalkaskade und Transkriptionsfaktoren (TF) die Aktivitäten von Genen modulieren. Nach [3-10]. 

 
PLC hydrolysiert das Phospholipid Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat (PIP2) zu 
Diacylglycerin (DAG) und Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3). IP3 führt zur Freisetzung 
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von Ca2+ aus intrazellulären Speichern und damit zur Aktivierung Calmodulin (CaM)-
abhängiger Prozesse [11]. DAG aktiviert Proteinkinase C (PKC), die ebenso wie die 
src-Kinasen das Signal an eine Reihe kleiner GTPasen wie Ras, Rac, Cdc42 und Rho 
weiterleitet. Diese regulieren Umlagerungen des Aktin-Zytoskeletts und aktivieren 
eine Kaskade von Proteinkinasen (mitogen-activated protein kinases, MAPK), die 
letztendlich mehrere Transkriptionsfaktoren im Zellkern regulieren [3-10]. In vitro 
kann PKC durch Zugabe von Phorbolestern wie Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) 
aktiviert werden [12, 13]. Ca2+ kann mit Hilfe von Calciumionophoren, z.B. 
Ionomycin, A23187 [14] oder 4-Br-A23187 [15] aus Calcisomen freigesetzt werden. 
 

3.3. CD43 

Die vorzeitige Diapedese ruhender Leukozyten wird durch die Expression des 
Glykoproteins CD43 (Leukosialin, Sialophorin) (Swissprot#P16150) auf ihrer 
Oberfläche erschwert. Matures CD43 besteht aus 381 Aminosäuren, von denen 235 
die N-terminale extrazelluläre Domäne, 23 eine Transmembranregion, und 123 den 
zytosolischen C-Terminus bilden [16]. Die extrazelluläre Domäne, die eine 
stabförmige, 45nm lange Konformation einnimmt [17], besitzt eine N- und 25 O-
Glykosylierungsstellen, und erhält durch Übertragung von Kohlenhydratgruppen mit 
einem hohen Gehalt an N-Acetylneuraminsäure (Sialinsäure) auf viele dieser 
Positionen negative Ladungen [16] (Abb. 3.3.). 
 

ERM

TMExtrazellulär Zytosolisch

N C

 
Abb. 3.3.: Humanes CD43. Die Transmembrandomäne (TM) ist schwarz, der proteolytisch 

abgespaltene N-Terminus der extrazellulären Domäne dunkelgrau, Glykosylierungsstellen sind als rote 

Striche dargestellt. ERM-Proteine binden mit ihren N-Termini an den grün dargestellten Teil (ERM) 

des zytosolischen C-Terminus, nach [16-22]. 

 
Bedingt durch unterschiedliche Glykosylierung von CD43 schwankt seine scheinbare 
Größe in verschiedenen Subpopulationen von Leukozyten zwischen 95, 105 und 
130kDa. Aufgrund der negativen Ladungen, der stabförmigen Struktur und seiner 
hohen Konzentration auf der Membran wurde vermutet, dass CD43 die Adhäsion an 
andere Zellen sterisch und elektrostatisch verhindern kann [23]. In vivo ließ sich 
dieser antiadhäsive Charakter in CD43-defizienten Mäusen zeigen, deren Leukozyten 
verstärkt am Endothel haften [24]. 
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Im Verlauf der Aktivierung von Leukozyten muss die Abstoßung zur Blutgefäßwand 
überwunden werden, und es kommt zur proteolytischen Abspaltung einer 
glykosylierten, etwa 220 Aminosäuren umfassenden Region der extrazellulären 
CD43-Domäne, welche als „Galaktoglykoprotein“ im Blutserum nachweisbar ist [18, 
25, 26]. Aufgrund dieser Modifikation verringert sich der antiadhäsive Charakter der 
verbleibenden extrazellulären CD43-Domäne auf der leukozytischen Membran und 
ermöglicht proadhäsiven Rezeptoren wie Selektinen und Integrinen die Bindung an 
ihre Liganden auf den Endothelzellen. 
Obwohl CD43 in vivo antiadhäsiv wirkt, sind in vitro extrazelluläre Liganden bekannt, 
die von Lymphozyten exprimiertes CD43 binden. Es handelt sich hierbei um CD54 
[27], Galectin-1 [28], MHC-I [29] und Sialoadhesin [30]. Dieser scheinbare 
Widerspruch lässt sich vermutlich durch die unterschiedliche Glykosylierung von 
CD43 in verschiedenen Leukozyten erklären, durch die seine antiadhäsiven 
Eigenschaften beeinflusst werden [31]. 
Interessanterweise sind in vivo und in vitro Fälle bekannt, in denen CD43 von Tumor- 
und Metastasengeweben [32, 33] bzw. malignen Zelllinien [34] exprimiert wird. Eine 
mögliche Erklärung für diese Beobachtung besteht darin, dass die Erkennung CD43-
exprimierender Krebszellen durch das Immunsystem erschwert und somit das 
Tumorwachstum begünstigt wird. 
Nachdem Leukozyten an der Blutgefäßwand zum Stillstand gekommen sind, beginnen 
sie aktiv in das umliegende Gewebe vorzudringen. Den Beginn dieser Wanderung 
markiert eine Umverteilung pro- und antiadhäsiver Rezeptoren auf ihrer Oberfläche, 
wobei CD43 durch Umlagerungen des Aktin-Zytoskeletts am Uropod angereichert 
wird und dort mit Ezrin, Radixin und Moësin, den ERM-Proteinen, kolokalisiert [35, 
36]. In vitro bindet CD43 durch nahe der Zellmembran gelegene, positiv geladene 
Aminosäuren die N-Termini der ERM-Proteine, die wiederum über ihre C-Termini 
mit Aktinfilamenten verknüpft sind und auf diese Weise eine Verbindung zwischen 
CD43 und dem Aktin-Zytoskelett darstellen [22, 37]. Die Bindung von ERM-
Proteinen an Membranproteine wie CD43 ist durch RhoA regulierbar, das zusammen 
mit Cdc42 und Rac zu den kleinen GTPasen gehört, die eine zentrale Stellung in der 
Regulation des Aktin-Zytoskeletts einnehmen und unter anderem die Ausbildung von 
Filopodien, Lamellipodien und Stressfasern beeinflussen [38]. 
 
Das humane CD43-Gen wurde unabhängig voneinander von zwei verschiedenen 
Gruppen beschrieben [16, 20]. Sein Promotor besitzt keine konservierten TATA- oder 
CAAT-Boxen, die für konstitutiv exprimierte Gene typisch sind [16, 20], aber ein 
Initiator-Element, welches eine schwache basale Expression bewirken kann [39, 40] 
(Abb. 3.4.). Bindung des Faktors MS-2 an den CD43-Promotor wurde in EMSA-
Experimenten nachgewiesen [41]. In Leukozyten wird der Promotor durch Bindung 
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des ubiquitären Transkriptionsfaktors Sp1 an die G-reiche Sequenz nahe der Position 
+1 aktiviert [42]. In den Promotor eingeführte Mutationen zeigten, dass besonders die 
Nukleotide (+9/+10) kritisch für seine Aktivität sind. In anderen Zellen wird die 
CD43-Expression durch Methylierung einer den Promotor flankierenden Region [43] 
und anschließende Bindung von methyl-CpG-binding protein (MeCP2) unterdrückt 
[44].  

MS-2
Sp1

GGTGGGGTGG GGAGCCAGGGCCCACTTCCTTTCCCCTTGGGGCCCTGT

CCTTCCCAGTCTTGCCCCAGCCTCGGGAGGTGGTGGAGTGACCTGGCCCCA

GT

-
2

+
9
9

5’-

-3’
Inr  

Abb. 3.4.: Die humane CD43-Promotorregion (-2/+99). Die zwei Transkriptionsstarts sind mit Pfeilen 

markiert, das Initiatorelement (Inr) ist grau hervorgehoben. Die Bindungsstellen für Sp1 (grün) und 

MS-2 (weiß) sind eingerahmt. Die für die Promotoraktivität kritischen Nukleotide der Sp1-bindenden 

Sequenz sind unterstrichen. Nach [16, 20, 41, 42]. 

 

3.4. CD11c, eine der αααα-Untereinheiten der ββββ2-Integrine 

Die bisher bekannten β2-Integrine umfassen vier heterodimere Rezeptoren, in denen 
CD11a [45], CD11b [46], CD11c [47] oder CD11d [48] eine von vier möglichen α- 
und CD18 [49] die gemeinsame β-Untereinheit darstellt (Tab. 3.1.). 
 
Name MW Rezeptor Extrazelluläre Liganden Exprimierende Zellen 

CD18 95 kDa β2-Integrine Histoplasma capsulatum Alle Leukozyten 

CD11a 180 kDa αLβ2 

LFA-1 

ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3 Alle Leukozyten 

CD11b 155 kDa αMβ2 

CR3 

ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, 

iC3b, Faktor X, Fibrinogen, 

Heparin, FcγRII, FcγRIII, NIF, 

E. coli 

Monozyten, Makrophagen, 

Granulozyten, NK Zellen 

CD11c 150 kDa αXβ2 

p(150,95) 

CR4 

ICAM-1, iC3b, Fibrinogen, 

Kollagen, LPS 

Monozyten, Makrophagen, 

Granulozyten, NK Zellen,  

(Bei Haarzell-Leukämie: 

Lymphozyten) 

CD11d 160 kDa αDβ2 

CD11d/CD18 

ICAM-3, VCAM-1 Monozyten, Makrophagen, 

Schaumzellen 

Tab. 3.1.: Übersicht über die Untereinheiten der β2-Integrine, die Zellen, die sie exprimieren, und ihre 

extrazellulären Liganden [48-71]. 
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CD18 wird von allen Leukozyten exprimiert, die α-Untereinheiten jedoch bevorzugt 
von bestimmten Subpopulationen, weswegen nur diese funktionsfähige Heterodimere 
bilden. Im ruhenden Zustand exprimieren Monozyten LFA-1, CR3, CR4 und αDβ2 nur 
in geringem Umfang. Im Verlauf ihrer Aktivierung und anschließenden 
Differenzierung zu Makrophagen kommt es jedoch zur verstärkten Expression der 
CD11-Gene und zur Freisetzung der Rezeptoren aus intrazellulären Speichern, 
wodurch die Konzentration der β2-Integrine auf der Zellmembran steigt [72]. Die vier 
β2-Integrine besitzen verschiedene Liganden, die hauptsächlich auf anderen 
Leukozyten, Endothelzellen, Bakterien und in der extrazellulären Matrix vorkommen 
(Tab. 3.1.). Durch Bindung an diese Moleküle ermöglichen sie aktivierten Monozyten, 
an der Blutgefäßwand zu haften, durch das dahinter befindliche Gewebe zu wandern, 
andere Leukozyten an den Entzündungsherd zu leiten und Krankheitserreger direkt 
oder nach Markierung durch Antikörper oder Komplement-Proteine (Opsonisierung) 
zu binden. Deswegen nehmen die β2-Integrine eine zentrale Stellung bei 
Adhäsionsprozessen von Monozyten und Makrophagen ein [1, 72]. Fehlerhafte oder 
reduzierte Expression der β2-Integrine führt zu Störungen des Immunsystems 
(leukocyte adhesion deficiency), die sich in verzögerten Immunreaktionen und einer 
größeren Anfälligkeit gegenüber Erkrankungen äußert [72, 73].  
Ruhende Monozyten exprimieren weniger CD11c als CD11a oder CD11b, im Verlauf 
der Aktivierung ändert sich dies und CD11c wird am stärksten exprimiert [74]. 
CD11c (Swissprot#P20702) ist, wie oben erwähnt, die α-Untereinheit des Rezeptors 
CR4. Matures CD11c besitzt ein Molekulargewicht von etwa 150kDa und besteht aus 
1144 Aminosäuren. Von diesen bilden 1088 die N-terminale extrazelluläre Domäne, 
21 die Transmembranregion und 35 den zytosolischen C-Terminus [72]. Die 
extrazelluläre Region besitzt acht Glykosylierungsstellen, sieben Cystinbrücken und 
sieben Integrin-Domänen. Diese nehmen eine β-Propeller Struktur ein [75] und 
besitzen teilweise Ca2+-Bindungsstellen [76] (Abb. 3.5.). Zwischen den Domänen 2 
und 3 liegt eine etwa 200 Aminosäuren umfassende globuläre Domäne (I- bzw. A-
Domäne) mit einer Bindungsstelle für zweiwertige Metallionen (metal ion dependent 
adhesion site, MIDAS) [77], die an der Bindung der CD11c-Liganden ICAM-1 [65, 
66], iC3b [67], Fibrinogen [68, 69], Kollagen [70] und LPS [71] beteiligt ist. 
Bindungsstudien zeigten, dass manche I-Domänen Zustände hoher oder niedriger 
Affinität zu Liganden einnehmen können [78]. Umfangreiche Strukturuntersuchungen 
ergaben, dass I-Domänen in zwei verschiedenen Konformationen (open bzw. closed) 
vorliegen [65, 79, 80], obwohl die physiologische Bedeutung dieser Ergebnisse zuerst 
unklar war [81]. Mittlerweile gelang der Nachweis, dass ein Zusammenhang zwischen 
Konformation der I-Domäne und ihrer Affinität zu Liganden besteht [82, 83]. 
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Abb. 3.5.: Humanes CD11c. Die Transmembrandomäne (TM) ist schwarz, der zytosolische C-Terminus 

(Z) hellgrau dargestellt. Die sieben Integrin-Domänen (1-7) sind dunkelgrau, Ca2+-Bindungsstellen mit 

gelben Kreisen, die I-Domäne (I) ist orange markiert. Glykosylierungsstellen sind als rote Striche 

dargestellt, Cystinbrücken schwarz. Nach [72, 75, 76]. 

 
CD11c wird normalerweise hauptsächlich von myeloiden Zellen exprimiert. Bei der 
Haarzell-Leukämie (HZL) tritt jedoch eine abnormale, starke CD11c-Expression in 
Lymphozyten auf, die zur Diagnose der Erkrankung dient [84]. HZL-Lymphozyten 
besitzen außerdem aufgrund von Veränderungen ihres Zytoskeletts viele Filopodien 
und Lamellipodien, die zu einer morphologischen Ähnlichkeit mit Makrophagen 
führen [85, 86]. 
 
Der Promotor des humanen CD11c-Gens besitzt mehrere Bindungsstellen für 
Transkriptionsfaktoren, die seine Aktivität regulieren (Abb. 3.6.). c-jun/JunB 
enthaltendes AP-1 bindet in ruhenden Monozyten in geringem Umfang an die Position 
(-60/-54), im Verlauf der Aktivierung wurde starke Bindung der AP-1 Dimere c-fos/c-
jun, Fra-1/c-jun und c-jun/JunB an den CD11c-Promotor beobachtet [87]. Der 
Promotor besitzt eine weitere AP-1-Bindungsstelle (-50/-44), die mit der ersten 
kooperiert [88]. In der monozytischen Zelllinie HL60 wurde Bindung eines noch nicht 
identifizierten Ets-Faktors an die Sequenz (-42/-35) beobachtet [88]. Diese 
Bindungsstelle ist notwendig für die volle Aktivität der AP-1-Bindungssequenz um 
Position –60. In der Nähe des Transkriptionsstarts befindet sich eine weitere Ets-
Bindungsstelle, an die in der monozytischen Zelllinie THP-1 PU.1 bindet und als 
negativer Regulator des CD11c-Promotors fungiert [89]. In der promonozytischen 
Zelllinie U937 binden zusätzlich GABP-Proteine an diese Bindungsstelle. Insgesamt 
fünf Bindungsstellen für Sp1 wurden in vivo und in vitro identifiziert [90, 91]. 
Obwohl Sp1 ubiquitär ist, wurde seine Bindung an diese Stellen nur in aktivierten 
Monozyten beobachtet. Von den vier ursprünglich identifizierten Sp1-Bindungsstellen 
a-d bewirkt Deletion der Stelle c die größte Verringerung der Promotoraktivität [91]. 
Später wurde gezeigt, dass die Sp1-Bindungsstellen a-d in aktivierten Monozyten 
ebenfalls mit Sp3 interagieren [92]. Beide Transkriptionsfaktoren kooperieren bei der 
Aktivierung des CD11c-Promotors mit c-jun [91, 92]. Um Position –85 wurde 
Bindung von c-Myb festgestellt, allerdings führte die Mutation der Bindungsstelle zu 
keiner Veränderung des CD11c-Promotors in differenzierenden Monozyten [93]. 
Diese Bindungsstelle überlappt teilweise mit einer Bindungsstelle für C/EBP-Proteine 
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[94]. In ruhenden Monozyten bindet C/EBPα, im Verlauf der Aktivierung wurde 
zusätzlich Bindung von C/EBPβ nachgewiesen. Die C/EBP-Proteine aktivieren den 
Promotor und kooperieren hierbei mit Sp1. 
In einer Studie wurde über Bindung von Oct-2 an den Promotor in aktivierten 
Monozyten berichtet [95]. Mutation dieser Bindungsstelle führte zu einer erhöhten 
CD11c-Promotoraktivität. In verschiedenen, nicht-myeloiden Zelllinien führte 
Überexpression von c-Myc zu einer Verringerung der CD11c-Promotoraktivität [96]. 
Für diesen Effekt war die intakte AP-1-Bindungsstelle um Position –60 notwendig. 

c-Myb
Sp1/Sp3

Sp1

Sp1/Sp3

Sp1/Sp3 AP-1 AP-1

C/EBP

+36

5’-

-3’
Inr

-29

-79

-129

-179

-229

+22

Oct-2

GABP
 PU.1

TCTGGCAGTCAAGGGTGAGCCTGGGAGGGGCAGGGCAGGGATTTGCATCC

AATCTAAGCAAAGGGCATCAAGCCAAGTCATCTGATGAGAGTGACTCCGG

TTGGGGGGTGGGGGCGTGTGGGAGGCCGAGCCTGTCCTCGGATCAGTTGC

GTACTCTGCCCGCCCCCTCTGACTCATGCTGACAATCTTCTTCCTTCCCC

TGGCCACCTCTCTGCCCACTTGCTTCCTCAGTACCTTGGTCCAGCTCTTC

CTGCAACGGCCCAGG

a b c

d

 
Abb. 3.6.: Die humane CD11c-Promotorregion (-229/+36). Der Transkriptionsstart ist mit einem Pfeil 

markiert, das Initiatorelement (Inr) grau eingerahmt und die Bindungsstellen der Transkriptionsfaktoren 

sind grün (aktivierend), rot (supprimierend) oder weiß (unbekannter Effekt) dargestellt. Nach [87-98]. 

 

3.5. Aufgabe und Fragestellung 

CD11c als Stellvertreter der β2-Integrine und CD43 können als Antagonisten in Bezug 
auf Adhäsion/Antiadhäsion betrachtet werden. Im Verlauf der monozytischen 
Aktivierung findet Regulation von CD11c unter anderem auf Ebene der Transkription 
statt. Im Gegensatz dazu beruhen die bekannten Mechanismen zur Regulation von 
CD43 im Verlauf der monozytischen Aktivierung auf posttranslationalen 
Modifikationen. Eventuell vorhandene Mechanismen auf Ebene der Transkription 
sind nicht bekannt. Im Rahmen dieser Arbeit sollten in vitro neue cis-Elemente in den 
CD11c- und CD43-Promotoren, daran bindende trans-Faktoren und ihr Einfluss auf 
die Promotoraktivität charakterisiert werden. Der Schwerpunkt wurde hierbei auf 
Faktoren gelegt, die beide Promotoren im Verlauf der monozytischen Aktivierung 
beeinflussen und ihre koordinierte Regulation ermöglichen. 
Des weiteren sollten die Ursachen für die abnormale Expression von CD11c in 
Haarzell-Leukämie (HZL) untersucht werden. Da für diese Erkrankung eine erhöhte 
CD11c-Expression charakteristisch ist, können Kenntnisse der hierfür 
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verantwortlichen Mechanismen dazu beitragen, die molekularen Grundlagen der 
Haarzell-Leukämie besser zu verstehen. 
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4. Methoden 

4.1. Herstellung von Zellkernextrakten 

Die Herstellung von Zellkernextrakten dient der Gewinnung von Proteinen aus 
Zellkernen. Zu ihrer Isolation wurden etwa 250*106 Zellen bei 1800*g abzentrifugiert, 
dreimal mit je 15ml eiskaltem 1xPBS (120mM NaCl, 2,7mM KCl, 10mM Na2HPO4 
pH7,2) gewaschen und durch Resuspension in 4ml eiskaltem Puffer 1 (10mM NaCl, 
0,4M Saccharose, 10mM Tris.HCl pH7,8, 0,2mM EDTA, 0,1mM EGTA, 0,5% NP-
40) aufgeschlossen. Puffer 1-4 enthielten zusätzlich 0,5mM PMSF 1mg/ml Pepstatin, 
1mg/ml Leupeptin, 50mg/ml Antipain und 1mg/ml Aprotinin (Roche Diagnostics, 
Indianapolis, IN). Nach 30min Inkubation auf Eis wurden 4ml Puffer 2 (10mM NaCl, 
1,5M Saccharose, 10mM Tris.HCl pH7,8, 0,2mM EDTA, 0,1mM EGTA, 0,5mM 
DTT) mit der Suspension überschichtet. Nach Zentrifugation mit 20000*g für 20min 
bei 4°C verblieben zytosolische Bestandteile im Überstand, während die dichteren 
Zellkerne ein Pellet bildeten, das anschließend mit 4ml eiskaltem Puffer 3 (10mM 
NaCl, 0,4M Saccharose, 10mM Tris.HCl pH7,8, 0,2mM EDTA, 0,1mM EGTA, 
0,5mM DTT) gewaschen und zu einer Konzentration von 3*107 Zellkerne/100µl in 
eiskaltem Puffer 4 (20mM Tris.HCl pH7,8, 300mM KCl, 0,2mM EDTA, 0,1mM 
EGTA, 0,5mM DTT, 25% Glycerin) resuspendiert wurde. Nach Inkubation auf Eis für 
60min wurde über Nacht bei 4°C gegen Puffer 4 dialysiert. Ungelöste Partikel wurden 
durch Zentrifugation mit 16000*g bei 4°C für 10min entfernt, der den Zellkernextrakt 
enthaltende Überstand wurde bei -80°C aufbewahrt. Die Protein-Konzentration wurde 
mit Hilfe der Bradford-Methode [99] bestimmt. 
 

4.2. Radioaktive Markierung von Oligonukleotiden 

DNS-Fragmente lassen sich durch Übertragung einer radioaktiven Phosphatgruppe 
von der γ-Position eines ATP-Moleküls auf das 5’-Ende eines DNS-Strangs durch das 
Enzym T4 Polynukleotidkinase (T4PNK) radioaktiv markieren [100]. Zu diesem 
Zweck wurden 20ng eines Oligonukleotids (Genosys, The Woodlands, TX) für 2h mit 
25 µCi γ-32P-ATP (New England Nuclear, Boston, MA) und 20U T4PNK (Roche 
Diagnostics, Indianapolis, IN) in 1xPNK-Puffer (50mM Tris.HCl, 10mM MgCl2, 
1mM EDTA, 50mM DTT, 1mM Spermidin, pH8,2) in einem Gesamtvolumen von 
40µl bei 37°C inkubiert. Nach Beenden der Markierungsreaktion wurde noch 
vorhandenes γ-32P-ATP durch Ausschlusschromatographie unter Verwendung von 
Sephadex G-25 Säulen (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) gemäß 
Herstellerangaben entfernt. Hierzu wurde zuerst überschüssiger Säulenpuffer durch 
Zentrifugation für 5min bei 4°C und 1500*g entfernt. Anschließend wurde der 
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Markierungsansatz auf die Säule aufgetragen und durch erneute Zentrifugation bei den 
gleichen Bedingungen in ein Reaktionsgefäß eluiert. 
 

4.3. Elektromobilitäts-Shift Experiment (EMSA) 

Durch EMSA-Experimente lassen sich in vitro Interaktionen zwischen DNS und 
Proteinen oder anderen Faktoren nachweisen [101]. Inkubation radioaktiv markierter 
DNS mit Zellkernextrakten ermöglicht die Bildung von Komplexen, die bei 
anschließender Trennung auf einem Polyacrylamidgel langsamer wandern. Der 
Nachweis bestimmter Proteine in dem DNS-enthaltenden Komplex gelingt in 
sogenannten „Supershift“-Experimenten durch Zugabe eines Antikörpers, wodurch 
sich ein noch langsamer wanderndes Addukt bilden kann. Bei 
„Kompetitionsexperimenten“ zur Identifizierung der für die Bindung eines Faktors 
notwendigen Nukleotide wird nicht-radioaktive DNS im Überschuss zugegeben. Falls 
diese denselben Faktor bindet, beeinträchtigt sie die Bildung eines Komplexes 
zwischen radioaktiver Probe und DNS-bindendem Faktor und führt zum 
Verschwinden des langsamer wandernden radioaktiv markierten Komplexes. 
Doppelsträngige, radioaktiv markierte Oligonukleotide wurden durch Erhitzen 
komplementärer einzelsträngiger Oligonukleotide bei 90°C für 5min in 100mM NaCl 
und langsames Abkühlen auf 4°C hergestellt. 
In einem Gesamtvolumen von 20µl wurden 1,3µg Zellkernextrakt bei 0°C 15min in 
1xEMSA-Puffer (70mM KCl, 5mM NaCl, 20mM Tris.HCl pH7,5, 0,5mM EDTA, 
1mM DTT, 10% (v/v) Glycerin) und in Gegenwart von 2,4µg poly(dIdC:dIdC) 
(Amersham Pharmacia, Piscataway, NJ) inkubiert. Bei Kompetitionsexperimenten 
wurde zu der Bindungsreaktion ein 50- bis 400-facher molarer Überschuss an 
nichtmarkiertem Oligonukleotid zugegeben. Nach Zugabe von 0,3ng radioaktiv 
markiertem Oligonukleotid wurde die Lösung für weitere 30min bei 0°C inkubiert. Im 
Falle der „Supershift“ Experimente wurde die Bindungsreaktion in Gegenwart von 
1µl Antikörperlösung entweder 9C12 (monoklonal, gegen Purα gerichtet) [102] 
(freundlicherweise von Dr. E. Johnson, Mount Sinai School of Medicine, New York, 
zur Verfügung gestellt) oder Egr-1 (polyklonal, gegen Egr-1 gerichtet) (Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA) durchgeführt. DNS-Protein-Komplexe wurden auf 
einem 6% Polyacrylamid-Gel in 0,5xTBE (44,5mM Tris, 44,5mM Borsäure, 1mM 
EDTA pH8,5) bei 180V und 4°C aufgetrennt und durch Autoradiographie detektiert. 
Hierzu wurde ein medizinischer Röntgenfilm (Eastman Kodak, Rochester, NY) über 
Nacht bei -80°C durch das zuvor getrocknete Gel belichtet. 
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4.4. Verwendete Oligonukleotide 

CD11aGAGA: 5’-GCACACCTCCCTCCCCGCCTG-3’ 

   3’-CGTGTGGAGGGAGGGGCGGAC-5’ 

 

CD11aLYM:  5’-TTTTGGATGATGTGAAAATGCAAG-3’ 

   3’-AAAACCTACTACACTTTTACGTTC-5’ 

 
CD11aPyRoSS: 5’-CAAATCCCACGGGCCTCCTGACG-3’ 

 

CD11bPyRoASS: 5’-GCCTGCCCACCCTTCCTCCCCAGCTT-3’ 

 

CD11cEts:  5’-CACTTGCTTCCTCAGTACC-3’ 

3’-GTGAACGAAGGAGTCATGG-5’ 

 
CD11cP2:  5’-GTGTGGGAGGCCGAGC-3’ 

 
CD11cP3:  5’-GAGGGGGCGGGCAGAGT-3’ 
 
CD11cP4:  5’-AGAGAGGTGGCCAGGG-3’ 
 
CD11cPMt:  5’-ATTTTAATTAATA-3’ 
 
CD11cPWt:  5’-AGGGGAAGGAAGA-3’ 
 
CD11cPWt-R:  5’-TCTTCCTTCCCCT-3’ 
 
CD11cPyRo:  5’-TGGGGGGTGGGGGCGTGTG-3’ 

3’-ACCCCCCACCCCCGCACAC-5’ 

 

CD11cPyRoASS: 5’-CACACGCCCCCACCCCCCA-3’ 

 

CD11cPyRoSS: 5’-TGGGGGGTGGGGGCGTGTG-3’ 

 

CD11cSp:  5’-CGTGTGGGAGGCCGAGCCT-3’ 

3’-GCACACCCTCCGGCTCGGA-5’ 

 

CD11dPyRoSS: 5’-TCCTACCCACTGTGCCCCTCCTC-3’ 
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CD18BoxA:  5’-CACCACTTCCTCCAAGGAG-3’ 

3’-GTGGTGAAGGAGGTTCCTC-5’ 

 

CD43PUR-1:  5’-GGTGGGGTGGGTGGAGCCA-3’ 

3’-CCACCCCACCCACCTCGGTCCC-5’ 

 
CD43PUR-2:  5’-GGTGGGGTGGGTGGAGCCA-3’ 
 
CD43PyRo:  5’-GGGCCCACTTCCTTTCCCCTTG-3’ 

   3’-GGGTGAAGGAAAGGGGAAC-5’ 

 
CD43PyRoASS: 5’-CAAGGGGAAAGGAAGTGGGCCC-3’ 

 

CD43PyRoSS: 5’-GGGCCCACTTCCTTTCCCCTTG-3’ 
 
CD43Mut-01:  5’-GGGGGGTGTTCCTTTCCCCTTG-3’ 
 
CD43Mut-02:  5’-GGGCCCACAAGGAATCCCCTTG-3’ 
 
CD43Mut-03:  5’-GGGCCCACTTCCTTAGGGGATG-3’ 
 
CD43Mut-04:  5’-GGGGGGTGAAGGAATCCCCTTG-3’ 

 
CD43Mut-05:  5’-GGGCCCACAAGGAAAGGGGATG-3’ 
 
CD43Mut-06:  5’-GGGGGGTGTTCCTTAGGGGATG-3’ 
 
CD43Mut-07:  5’-GGGGGGTGAAGGAAAGGGGATG-3’ 
 
CD43Mut-08:  5’-GGGCCCACTTCCTTCTTTTCTG-3’ 
 
CD43Mut-09:  5’-GGGCCCACTTCCTTCTAATCTG-3’ 
 
CD43Mut-10:  5’-GGGCCCACTTCCTTCATTACTG-3’ 
 
CD43Mut-11:  5’-GGGCCCACTTCCTTCATATATG-3’ 
 
Consensus AP-1: 5’-CTAGTGATGAGTCAGCCGGATC-3’ 

   3’-GATCACTACTCAGTCGGCCTAG-5’ 
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Consensus AP-2: 5’-GATCGAACTGACCGCCCGCGGCCCGT-3’ 

   3’-CTAGCTTGACTGGCGGGCGCCGGGCA-5’ 
 
Consensus AP-3: 5’-CTAGTGGGACTTTCCACAGATC-3’ 

   3’-GATCACCCTGAAAGGTGTCTAG-5’ 
 
Consensus CREB: 5’-GATTGGCTGACGTCAGAGAGCT-3’ 

   3’-CTAACCGACTGCAGTCTCTCGA-5’ 
 
Consensus GRE: 5’-GATCAGAACACAGTGTTCTCTA-3’ 

   3’-CTAGTCTTGTGTCACAAGAGAT-5’ 
 
Consensus NF-1: 5’-ATTTTGGCTTGAAGCCAATATG-3’ 
   3’-TAAAACCGAACTTCGGTTATAC-5’ 

 
Consensus NF-κB: 5’-GATCGAGGGGACTTTCCCTAGC-3’ 
   3’-CTAGCTCCCCTGAAAGGGATCG-5’ 
 
Consensus Oct-1: 5’-GATCGAATGCAAATCACTAGCT-3’ 
   3’-CTAGCTTACGTTTAGTGATCGA-5’ 

 
Consensus Sp1: 5’-GATCGATCGGGGCGGGGCGATC-3’ 
   3’-CTAGCTAGCCCCGCCCCGCTAG-5’ 
 
GC-Rep:  5’-GGCTGGATGTGGTGGCTCAC-3’ 
 
MHC PU.1:  5’-GATCCGTCCCAAGTGAGGAACCAATCAGCATTG-3’ 
   3’-CTAGGCAGGGTTCACTCCTTGGTTAGTCGTAAC-5’ 

 
NS:   5’-GAGTTAGCTCACTCATTAGG-3’ 
 
NS-1:   5’-TATTAATTAAAAT-3’ 
 
SV40 PU.1:  5’-CCTCTGAAAGAGGAACTTGGT-3’ 
   3’-GGAGACTTTCTCCTTGAACCA-5’ 
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4.5. Verwendete Plasmid DNS 

Auf dem promotorlosen Luziferase-Reporterplasmid pATLuc [41] basieren die 
Luziferase-Reporterplasmide p11Wt, p11∆∆∆∆P, p11∆∆∆∆Pur, p43Wt, p43∆∆∆∆P und p43µµµµP. 
In p11Wt bzw. p11∆P steht das Luziferase-Gen unter Kontrolle der CD11c-
Promotorregion (-128/+36) bzw. (-117/+36) [103]. In p11∆Pur [104] wurden im 
Promotor (-128/+36) auf dem antisense-Strang die Nukleotide 5’-GGGGAAGGAAG-
3’ der (-30/-40)-Region zu 5’-TTTTAATTAAT-3’ mutiert (Abb. 4.1.). 
 

-117 +36

p11Wt

p11 P∆

-128 +36

p11 Pur∆

-40 -30
CTTCCTTCCCC
GAAGGAAGGGG

ATTAATTAAAA
TAATTAATTTT

-40 -30-128 +36

 
Abb. 4.1.: Darstellung der CD11c-Promotoren in p11Wt, p11∆P und p11∆Pur. 
 
Im Reporterplasmid p43Wt steht das Luziferase-Gen unter Kontrolle des CD43-
Promotors (-2/+99). p43∆P wurde durch Deletion der Promotorregion (+18/+39) aus 
p43Wt erzeugt. In p43µP wurde die Sequenz 5’-TCCCCT-3’ in der (+18/+39)-Region 
des CD43-Promotors (-2/+99) durch 5’-CATATA-3’ ersetzt [103] (Abb. 4.2.). 
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Abb. 4.2.: Darstellung der CD43-Promotor-Konstrukte in p43Wt, p43∆P und p43µP. 

 
Das Luziferase-Reporterplasmid pGL3-Promoter (Promega, Madison, WI) enthält 
ein Luziferase-Gen unter Kontrolle des SV40-Promotors. Das Luziferase-
Reporterplasmid pGL3-HYP basiert auf dem Plasmid pGL3-Promoter und enthält 
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zusätzlich upstream des SV40-Promotors ein Tetramer der Region (+18/+39) des 
CD43-Promotors [103] (Abb. 4.3.). 
 

+99

pGL3-Promoter

pGL3-HYP GGGCCCACTTCCTTTCCCCTTG
CCCGGGTGAAGGAAAGGGGAAC SV-40

SV-40

( )4

 
Abb. 4.3.: Darstellung der Promotor-Konstrukte in pGL3-Promoter und pGL3-HYP. 
 
Das Purα-Expressionsplasmid pHAPur1, in dem die Purα-cDNS unter Kontrolle des 
CMV-Promotors steht, wurde freundlicherweise von Dr. E. Johnson (Mount Sinai 
School of Medicine, New York) zur Verfügung gestellt. Das entsprechende 
Kontrollplasmid pHA wurde durch Entfernen der Purα-cDNS aus pHAPur1 
hergestellt [105]. 
Das Sp1-Expressionsplasmid pCMV-Sp enthält die Sp1-cDNS unter Kontrolle des 
CMV-Promotors. Das entsprechende Kontrollplasmid pCMV∆∆∆∆-Sp wurde durch 
Entfernen der Sp1-cDNS aus pCMV-Sp erhalten [104]. 
Auf dem den CMV-Promotor enthaltenden, „leeren“ Kontrollplasmid pCMV beruhen 
die Expressionsplasmide RasN17, RasV12 und TAM67. pCMV und TAM67 wurden 
freundlicherweise von Dr. M. Birrer (National Institutes of Health, Rockville, MD) 
zur Verfügung gestellt. RasN17 und RasV12 wurden freundlicherweise von Dr. J. 
Kyriakis (Harvard Medical School, Boston, MA) zur Verfügung gestellt.  
Im JunD-Expressionsplasmid pRSV-hjD steht die JunD-cDNS unter Kontrolle des 
RSV-Promotors. pRSV-hjD und das entsprechende, „leere“ Kontrollplasmid pRSV 
wurden freundlicherweise von Dr. Y. Shaul (Weizmann Institute of Science, Revohot, 
Israel) zur Verfügung gestellt. 
Das β-Galactosidase-Expressionsplasmid pRSVββββ enthält ein β-Galactosidase-Gen 
unter Kontrolle des RSV-Promotors (Promega, Madison, WI). 
 

4.5. Transformation von E. coli 

Ein Aliquot des transformationskompetenten E. coli Bakterienstammes XL-2 Blue 
(Stratagene, La Jolla, CA) wurde auf Eis aufgetaut. 20µl der Bakteriensuspension 
wurden in ein 15ml Zentrifugationsröhrchen (Becton Dickinson Labware, Franklin 
Lakes, NJ) gegeben und nach Zugabe von 0,3µl 1,44M β-Mercaptoethanol für 10min 
auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von ca. 50ng DNS wurde die Suspension für weitere 
30min auf Eis inkubiert. Das Zentrifugationsröhrchen wurde für 30sec in ein 42°C 
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warmes Wasserbad getaucht („Hitzeschock“) und anschließend 2min auf Eis gehalten. 
Nach Zugabe von 400µl LB-Medium (1% (w/v) Bactotrypton, 0,5% (w/v) 
Hefeextrakt, 0,5% (w/v) NaCl) wurden die Bakterien 1h in einem Schüttelinkubator 
bei 37°C inkubiert. 100µl der Suspension wurden auf LB-Agarplatten (1,5% (w/v) 
Bacto-Agar in LB-Medium) mit dem korrekten Antibiotikum ausgestrichen und über 
Nacht bei 37°C inkubiert. 
 

4.6. Isolierung von Plasmid DNS 

Plasmid DNS aus dem Bakterienstamm XL-2 Blue wurde mit dem QIAGEN Plasmid 
Maxi Kit (QIAGEN, Santa Clarita, CA) isoliert. 500ml LB-Medium (1% (w/v) 
Bactotrypton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 0,5% (w/v) NaCl) mit dem korrekten 
Antibiotikum wurden mit Bakterien angeimpft und über Nacht in einem 
Schüttelinkubator bei 37°C inkubiert. Die Bakterien wurden durch Zentrifugation mit 
4500*g bei 4°C pelletiert, in 10ml Puffer P1 (50mM Tris.HCl, 10mM EDTA, pH8,0, 
100µg/ml RNase A) resuspendiert und durch Zugabe von 10ml Puffer P2 (200mM 
NaOH, 1%SDS) und Inkubation für 5min bei Raumtemperatur lysiert. Nach 
Neutralisation durch Zugabe von 10ml Puffer P3 (3M KAc, pH5,5) und Inkubation 
bei Raumtemperatur für 5min wurden ungelöste Bakterienbestandteile durch 
Zentrifugation mit 12000*g bei 4°C für 15min entfernt. Der Überstand, in dem sich 
die Plasmid DNS befand, wurde auf eine Anionenaustauschsäule, die zuvor mit 10ml 
Puffer QBT (750mM NaCl, 50mM MOPS, 15% Isopropanol, 0,15% Triton X-100, 
pH7,0) äquilibriert worden war, geladen. An die Säule gebundene Plasmid DNS 
wurde zweimal mit je 30ml Puffer QC (1M NaCl, 50mM MOPS, 15% Isopropanol, 
pH7,0) gewaschen und bei höherem pH mit 15ml Puffer QF (1,25M NaCl, 50mM 
Tris.HCl, 15% Isopropanol, pH8,5) eluiert. Endotoxine (Lipopolysaccharide) wurden 
durch Zugabe von 15ml Phenol (GIBCO BRL, Rockville, MD) und 30sec vortexen 
aus der wässrigen Phase entfernt. Die organische Phase wurde verworfen, die wässrige 
Phase wurde dreimal mit je 15ml Diethylether (Fisher Scientific, Springfield, NJ) 
gewaschen. Plasmid DNS wurde durch Zugabe von 10,5ml Isopropanol präzipitiert, 
zweimal mit je 4ml Ethanol gewaschen und in vacuo getrocknet. Die Konzentration 
der Plasmid DNS wurde nach Resuspension in TE (50mM Tris.HCl, 1mM EDTA, 
pH7,5) durch Messung der optischen Dichte bei 260nm (OD260) bestimmt, wobei 
zugrunde gelegt wurde, dass 50µg doppelsträngige DNS eine OD260 von 1 besitzen.  
 

4.7. Zellkultur 

Alle Zelllinien wurden unter sterilen Bedingungen in Gegenwart der Antibiotika 
Penicillin G (100U/ml) und Streptomycin (50mg/ml) bei 37°C in 5% CO2 gezüchtet. 
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Die Zelllinien Mo (ATCC# CRL-8066, HZL-Lymphozyten), CEM (#CCL-119, T-
Lymphoblasten), Jurkat (#TIB-152, T-Lymphozyten), K562 (#CCL-243, Proerythro-
/Promegakaryozyten), U937 (#CRL-1593.2, Promonozyten) wurden gemäß den 
Empfehlungen der American Type Culture Collection (ATCC) kultiviert. Die 
Zelllinien EH und HK (HZL-Lymphozyten) wurden freundlicherweise von Dr. G. B. 
Faguet (Veterans Administration Medical Center, Augusta, GA) zur Verfügung 
gestellt und in α-MEM (GIBCO BRL, Rockville, MD) mit 2mM Glutamin (GIBCO 
BRL, Rockville, MD), 15% fetales Kälberserum (Atlanta Biologicals, Atlanta, GA), 
5,5µM 2-Mercaptoethanol (Sigma, St. Louis, MO) gezüchtet. 
 

4.8. Trypan-Blue Anfärbung von Eukaryonten 

Die Anfärbung von Eukaryonten mit dem blauen Farbstoff Trypan-Blue dient der 
Unterscheidung toter und lebender Zellen. Trypan-Blue dringt aufgrund seiner Größe 
und Ladung nicht in lebende Zellen ein, weswegen diese farblos bleiben. Die 
Zellmembran toter oder sterbender Zellen hingegen wird für den Farbstoff 
durchlässig, der diese Zellen blau färbt [106]. 500µl der Zellsuspension und 100µl 
0,4%Trypan-Blue Lösung (GIBCO BRL, Rockville, MD) wurden gemischt und 5min 
bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde der Anteil toter Zellen mit Hilfe 
einer Zählkammer bestimmt. 
 

4.9. Transfektion von Eukaryonten 

40*106 Zellen wurden durch Zentrifugation mit 1800*g für 5min bei Raumtemperatur 
pelletiert und zweimal mit je 35ml unsupplementiertem Medium gewaschen. Die 
Zellen wurden anschließend in 400µl unsupplementiertem Medium resuspendiert und 
in eine Elektroporationskuvette mit 4mm Spaltweite (Brinkmann Instruments, 
Westbury, NY) gefüllt. 25µg DNS in 25µl TE (50mM Tris.HCl, 1mM EDTA, pH7,5) 
wurde zu den Zellen gegeben und durch wiederholtes Auf- und Abpipettieren mit 
ihnen vermischt. Nach Inkubation bei Raumtemperatur für 5min wurden die Zellen in 
einem Gene-Pulser (Bio-Rad, Hercules, CA) bei 960µF und der optimalen Spannung 
elektroporiert. Die transfizierten Zellen wurden in der Elektroporationskuvette für 
weitere 5min bei Raumtemperatur inkubiert, anschließend in 30ml supplementiertem 
Medium resuspendiert und bei 37°C in 5%CO2 inkubiert. Wo angegeben, wurden die 
Zellen durch Addition von 100ng/ml Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) (Sigma, 
St. Louis, MO) aktiviert. 
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Transfektionsbedingungen: 

Zelllinie EH, HK K562, U937 CEM, Jurkat, Mo 

Spannung [V] 250 280 300 

 
DNS-Zusammensetzung: 

Experiment Promotor-Aktivität Transaktivierung  

(ein Transaktivator) 

Transaktivierung  

(zwei Transaktivatoren) 

Luziferase-

Reporterplasmid 

23µg 8µg 8µg 

Transaktivator 1 --- 16µg 8µg 

Transaktivator 2 --- --- 8µg 

pRSVβ 2µg 1µg 1µg 

 
16h nach der Transfektion wurden die Zellen pelletiert und zweimal mit je 15ml und 
einmal mit 1ml eiskaltem 1xPBS (120mM NaCl, 2,7mM KCl, 10mM Na2HPO4 
pH7,2) gewaschen. Der Überstand wurde verworfen, die Zellen wurden in 200µl 
„1xLysis Buffer“ (Promega, Madison, WI) resuspendiert und durch Inkubation für 
15min bei Raumtemperatur lysiert. Unlösliche Zellbestandteile wurden durch 
Zentrifugation mit 16000*g bei 4°C für 2min pelletiert, der Überstand wurde für die 
Messung der β-Galactosidase- und der Luziferase-Aktivitäten verwendet. 
 

4.10. Messung der Luziferase-Aktivität 

Die von Luziferase katalysierte Oxidation von Luziferin zu Oxoluziferin verläuft unter 
Lichtemission [107]. Zur Bestimmung der Luziferase-Aktivität wurden 100µl des 
Überstandes mit 600µl „Luziferase Assay Substrat Buffer“ (Promega, Madison, WI) 
in einer Luminometer Kuvette (Pharmingen, San Diego, CA) gemischt und die über 
30sec gemittelte Lichtemission in einem Monolight 2010 Luminometer (Analytical 
Luminescence Laboratory, San Diego, CA) gemessen. 
 

4.11. Messung der ββββ-Galactosidase-Aktivität 

Bei der Hydrolyse des farblosen o-Nitrophenylgalactosid (ONPG) durch β-
Galactosidase entsteht gelbes o-Nitrophenol [108]. Zur Bestimmung der β-
Galactosidase-Aktivität wurden 50µl des Überstandes mit demselben Volumen 2xβ-
Gal Puffer (200mM Na2HPO4 pH7,3, 2mM MgCl2, 100mM β-Mercaptoethanol, 
1,33mg/ml ONPG) bei 37°C inkubiert. Nach Gelbfärbung der Lösung wurde die 
Reaktion durch Zugabe von 300µl 1M Na2CO3 gestoppt. Die Gelbfärbung wurde 



 27 

durch Messung der OD420 in einem BECKMAN DU640 Spektrophotometer 
(Beckman, Fullerton, CA) quantifiziert. 
 

4.12. Berechnung der Promotoraktivitäten 

Promotoraktivitäten wurden anhand der gemessenen Luziferase- und β-Galactosidase-
Aktivitäten berechnet, wobei die β-Galactosidase-Aktivität als Maß für die 
Effektivität der Transfektion angesehen wurde. Die normalisierte Luziferase-Aktivität 
ergab sich aus der Division der Luziferase-Aktivität durch die dazugehörige β-
Galactosidase-Aktivität. Die „n-fache Aktivität“ eines Promotors (fold above 
background) wurde durch Division der normalisierten Luziferase-Aktivität des ihn 
enthaltenden Luziferase-Expressionsplasmids (z.B. p43Wt) durch die normalisierte 
Luziferase-Aktivität des zugrundeliegenden Luziferase-Expressionsplasmids ohne den 
zu untersuchenden Promotor (z.B. pATLuc) erhalten. 
Transaktivierung bzw. Transsuppression wurde berechnet, indem die „n-fache 
Aktivität“ eines Promotors bei Kotransfektion eines Transaktivatorplasmids (z.B. 
pHAPur1) durch die „n-fache Aktivität“ desselben Promotors bei Kotransfektion des 
entsprechenden, aber keine cDNS enthaltenden Plasmids (z.B. pHA) dividiert wurde.  
Soweit nicht anders angegeben, repräsentieren die Ergebnisse den Mittelwert von drei 
unabhängigen Experimenten und die Fehlerbalken die Standardabweichung. 
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5. Ergebnisse 

5.1. Identifizierung neuer cis-Elemente in den CD43- und CD11-Promotoren 

5.1.1. Die CD43-Promotorregion (+18/+39) beeinflusst Genaktivitäten 

CD43 wird in allen Leukozyten exprimiert. Um zu bestätigen, dass die humane CD43-
Promotorregion (-2/+99) in verschiedenen leukozytischen Zelllinien aktiv ist, wurde 
in Transfektionsexperimenten die Aktivität des Plasmids p43Wt mit der Aktivität des 
Plasmids pATLuc verglichen. In p43Wt steht ein Luziferase-Gen unter der Kontrolle 
der CD43-Promotorregion (-2/+99), während pATLuc ein promotorloses Luziferase-
Gen enthält. Die Transfektionsexperimente wurden in den Zelllinien Jurkat, CEM, 
K562 und U937 mit oder ohne anschließende PMA-Behandlung (U937±PMA) 
durchgeführt, und zeigten, dass die CD43-Promotorregion (-2/+99) in allen 
untersuchten Zelllinien aktiv ist, wobei sie in CEM (T-Lymphoblasten) die geringste, 
in K562 (Proerythro-/Promegakaryozyten) die stärkste Aktivität besitzt (Abb. 5.1.). 
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Abb. 5.1.: Darstellung der p43Wt-Promotoraktivitäten als n-facher Wert der Aktivität des promotor-

losen Plasmids pATLuc.  

 
In Vorversuchen war demonstriert worden, dass der DNS-Bereich (+18/+39) der 
CD43-Promotorregion in vitro Nuclease S1-hypersensitiv ist und deswegen 
einzelsträngig vorliegen kann [103]. Da einzelsträngige DNS-Bereiche sowohl für die 
DNS-Replikation [109] als auch DNS-Transkription wichtig sind [110], sollte 
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untersucht werden, ob die Region (+18/+39) die CD43-Promotoraktivität beeinflusst. 
Zu diesem Zweck wurde sie aus dem CD43-Promotor (-2/+99) in p43Wt entfernt, und 
die Aktivität des daraus resultierenden Plasmids p43∆P in Transfektionsexperimenten 
mit der von p43Wt verglichen. In allen untersuchten Zelllinien besaß p43∆P eine um 
durchschnittlich 88% verringerte Promotoraktivität verglichen mit p43Wt (Abb. 5.2.). 
Aus diesen Versuchen ergab sich somit, dass die Region (+18/+39) für die Aktivität 
des CD43-Promotors notwendig ist. 
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Abb. 5.2.: Auswirkung der Deletion der Region (+18/+39) auf die CD43-Promotoraktivität. Die 

Aktivität von p43Wt ist als 100% festgelegt. 

 
Da die Aktivität des CD43-Promotors in Abwesenheit der Region (+18/+39) sinkt, 
wurde angenommen, dass diese Promotorregion aktivierend wirkt. Falls dies zutrifft, 
sollte sie in der Lage sein, einen anderen, heterologen Promotor zu aktivieren. Um ein 
stärkeres Signal zu erhalten, wurde ein Tetramer dieser Sequenz 5’ des SV40-
Promotors in das Plasmid pGL3-Promoter kloniert. Transfektion des daraus 
resultierenden Plasmids pGL3-HYP in alle untersuchten Zelllinien ergab, dass das 
Tetramer der Region (+18/+39) zu einer Erhöhung der Promotoraktivität führte und 
somit in der Lage war, den SV40-Promotor zu aktivieren. Diese Aktivierung war in 
den lymphoiden Zelllinien CEM und Jurkat allerdings schwächer als in den myeloiden 
Zelllinien K562 und U937±PMA (Abb. 5.3.). 
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Abb. 5.3.: Aktivierung des SV40-Promotors durch ein Tetramer der CD43-Region (+18/+39) in PGL3-

HYP, bezogen auf die Aktivität von pGL3-Promoter. 

 
Insgesamt wurde aus den Transfektionen von p43∆P und pGL3-HYP gefolgert, dass 
die Nuclease S1-hypersensitive Region (+18/+39) aktivierend wirkt, da sie für die 
CD43-Promotoraktivität notwendig ist und ihr Tetramer darüber hinaus den SV40-
Promotor aktivieren kann. 
 

5.1.2. PyRo1 und PyRo2 binden an die Region (+18/+39) 

Um zu untersuchen, ob die Region (+18/+39) Proteine oder andere Faktoren bindet, 
die für die aktivierende Wirkung verantwortlich sein könnten, wurden EMSA-
Experimente mit dem radioaktiv markierten doppelsträngigen Oligonukleotid 
CD43PyRo und Zellkernextrakten aus verschiedenen Zelllinien durchgeführt (Abb. 
5.4.). Hierbei zeigte sich, dass CD43PyRo mit zwei Faktoren interagieren kann, die 
PyRo1 (Pyrimidine Recognition) und PyRo2 genannt wurden. Bindung von PyRo2 
wurde nur in Zellkernextrakten aus U937±PMA beobachtet, weswegen sie 
möglicherweise spezifisch für monozytische Zelllinien ist. PyRo1-Bindung an 
CD43PyRo ließ sich in allen untersuchten Zellen demonstrieren, mit Ausnahme von 
U937, in denen die Interaktion erst nach PMA-Behandlung beobachtet wurde. 
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Abb. 5.4.: EMSA-Experiment mit dem radioaktiv markierten Oligonukleotid CD43PyRo und 

Zellkernextrakten aus verschiedenen Zelllinien. Probe: CD43PyRo ohne Zellkernextrakt, (-): mit 

Zellkernextrakt, (+): mit Zellkernextrakt und 50-fachem Überschuss von unmarkiertem CD43PyRo. 

 
Kompetitionsexperimente mit einem 50-fachen molaren Überschuss von 
Bindungssequenzen anderer Transkriptionsfaktoren verhinderten nicht die Bildung der 
PyRo1- und PyRo2-DNS-Komplexe, was die Spezifität der Komplexbildung 
unterstreicht (Abb. 5.5.). 
 

 
Abb. 5.5.: EMSA-Experiment mit Zellkernextrakt aus U937+PMA, radioaktiv markiertem CD43PyRo 

als Probe und verschiedenen Kompetitoren. Probe: CD43PyRo ohne Zellkernextrakt, (-): mit 

Zellkernextrakt, (+): mit Zellkernextrakt und 50-fachem Überschuss von unmarkiertem CD43PyRo, 

restliche Bahnen: mit Zellkernextrakt und 50-fachem Überschuss jeweiliger Kompetitor-DNS. 
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Da die Region (+18/+39) in vitro potenziell einzelsträngig vorliegt, wurde untersucht, 
ob PyRo1 oder PyRo2 einzelsträngige DNS binden können. Hierzu wurden gesondert 
EMSA-Experimente mit Zellkernextrakt aus PMA-behandelten U937-Zellen und dem 
einzelsträngigen Oligonukleotid CD43PyRoSS bzw. dem dazu komplementären 
CD43PyRoASS durchgeführt, die zeigten, dass PyRo1 den Pyrimidin-reichen 
Einzelstrang CD43PyRoSS bindet, nicht jedoch den Purin-reichen Gegenstrang 
CD43PyRoASS (Abb. 5.6.). PyRo2-DNS-Komplexe traten unter diesen Bedingungen 
nicht auf, woraus geschlossen wurde, dass dieser Faktor eine geringere Affinität zu 
einzelsträngiger DNS besitzt. 
 

 
Abb. 5.6.: (Sense Strand) EMSA-Experiment mit CD43PyRoSS als Probe allein (Probe), mit 

Zellkernextrakt aus U937+PMA in Abwesenheit (-) bzw. Anwesenheit eines 250-fachen Überschusses 

verschiedener Kompetitoren: (+): CD43PyRoSS, (ASS): CD43PyRoASS, (NS): unspezifisches 

Oligonukleotid NS  

(Anti-Sense Strand) EMSA-Experiment mit CD43PyRoASS als Probe allein (Probe), mit 

Zellkernextrakt aus U937+PMA in Abwesenheit (-) bzw. Anwesenheit eines 250-fachen Überschusses 

verschiedener Kompetitoren: (+): CD43PyRoASS, (SS): CD43PyRoSS, (NS): unspezifisches 

Oligonukleotid NS 
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5.1.3. Charakterisierung der PyRo1-Erkennungssequenz 

Um die PyRo1-Erkennungssequenz in CD43PyRoSS zu identifizieren, wurde das 
Oligonukleotid in drei Blöcke unterteilt, die einzeln und in Kombination miteinander 
mutiert wurden (Abb. 5.7.). 
 

CD43PyRoSS  5’-GGGCCCACTTCCTTTCCCCTTG-3’ 

Mut-01      5’-GGGGGGTGTTCCTTTCCCCTTG-3’ 

Mut-02      5’-GGGCCCACAAGGAATCCCCTTG-3’ 

Mut-03      5’-GGGCCCACTTCCTTAGGGGATG-3’ 

Mut-04      5’-GGGGGGTGAAGGAATCCCCTTG-3’ 

Mut-05      5’-GGGCCCACAAGGAAAGGGGATG-3’ 

Mut-06      5’-GGGGGGTGTTCCTTAGGGGATG-3’ 

Mut-07      5’-GGGGGGTGAAGGAAAGGGGATG-3’ 

Mut-08      5’-GGGCCCACTTCCTTCTTTTCTG-3’ 

Mut-09      5’-GGGCCCACTTCCTTCTAATCTG-3’ 

Mut-10      5’-GGGCCCACTTCCTTCATTACTG-3’ 

Mut-11      5’-GGGCCCACTTCCTTCATATATG-3’ 

 
Abb. 5.7.: Die Sequenz des PyRo1-bindenden Oligonukleotids (CD43PyRoSS), darunter die in EMSA-

Experimenten eingesetzten mutierten Versionen. Mutierte Nukleotide sind farblich hervorgehoben. 

 
In EMSA-Experimenten wurde die Fähigkeit der einzelnen Mutationen, mit dem 
PyRo1-CD43PyRoSS-Komplex zu kompetitieren, untersucht. Ziel war es, Nukleotide 
zu identifizieren, die für die Interaktion mit PyRo1 notwendig sind. Diese sollten 
daran zu erkennen sein, dass die PyRo1-Bindung an das radioaktiv markierte 
Oligonukleotid CD43PyRoSS in allen Kompetitionsexperimenten erhalten bleibt, in 
denen die PyRo1-Erkennungssequenz im nicht-markierten Kompetitor mutiert ist 
(Abb. 5.8.). 
 
Mutation des ersten Blocks (CCCAC → GGGTG): 
In den Oligonukleotiden Mut-01, Mut-04, Mut-06 und Mut-07 wurde der erste Block 
allein oder in Kombination mit den anderen Blöcken mutiert. Mut-01 und Mut-04 
konnten PyRo1 noch binden, Mut-06 und Mut-07, in denen gleichzeitig der dritte 
Block mutiert wurde, jedoch nicht (Abb. 5.8.). Da Mut-01 und Mut-04 PyRo1 binden, 
ist die Sequenz CCCAC nicht für die Interaktion mit PyRo1 notwendig. 
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Abb. 5.8.: EMSA-Experiment mit CD43PyRoSS als Probe allein (Probe), mit Zellkernextrakt aus 

U937+PMA in Abwesenheit (-) bzw. Anwesenheit eines 200-fachen Überschusses der verschiedenen 

mutierten Oligonukleotide Mut-01 bis Mut-11. 

 
Mutation des zweiten Blocks (TTCCTT → AAGGAA): 
Oligonukleotide Mut-02, Mut-05 und Mut-07, in denen der zweite Block mutiert 
wurde, interagierten nicht mehr mit PyRo1. Wenn jedoch der zweite und gleichzeitig 
der erste Block mutiert wurden (Mut-04), wurde PyRo1 wieder gebunden. Der 
Einfluss des zweiten Blocks auf die Interaktion mit PyRo1 hängt also von der 
benachbarten Sequenz ab. Daraus folgt, dass der zweite Block die Interaktion mit 
PyRo1 beeinflussen kann, aber nicht notwendig ist, da benachbarte Sequenzen 
gleichzeitig Einfluss auf die Bindung ausüben.  
 
Mutation des dritten Blocks (TCCCCT → AGGGGA bzw. CTTTTC): 
Mutation des dritten Blocks allein (Mut-03) oder in Kombination mit den anderen 
Blöcken (Mut-05, Mut-06 und Mut-07) führte zum Verlust der PyRo1-Bindung. 
Deswegen ist der dritte Block mit der Sequenz TCCCCT notwendig für die 
Wechselwirkung mit PyRo1. Mutation der PyRo1-Erkennungssequenz TCCCCT zu 
CTTTTC (MUT-08), durch die der Pyrimidin-Anteil erhalten blieb, führte ebenfalls 
zum Verlust der Interaktion mit PyRo1. Dies legt nahe, dass PyRo1 nicht beliebige 
Pyrimidin-reiche Sequenzen, sondern bevorzugt bestimmte Nukleotidfolgen bindet. 
 



 35 

5.1.4. PyRo1-Bindung beeinflusst die CD43-Promotoraktivität 

Um den Einfluss der Interaktion zwischen PyRo1 und der Sequenz TCCCCT auf die 
Aktivität des CD43-Promotors zu bestimmen, wurde in dem Plasmid p43µP die 
Sequenz TCCCCT durch CATATA ersetzt, welche in EMSA-
Kompetitionsexperimenten PyRo1 nicht mehr band (Abb. 5.8, Spur Mut-11). Bei 
Transfektion von p43µP verringerte sich die Promotoraktivität in Jurkat-Zellen auf 
65% und in K562 auf 48% der Aktivität der ursprünglichen Sequenz in p43Wt (Abb. 
5.9.). Dieses Ergebnis zeigt, dass Bindung von PyRo1 die Aktivität des CD43-
Promotors regulieren kann und dass dieser Effekt in verschiedenen Zelllinien variiert. 
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Abb. 5.9.: Auswirkung der Mutation der PyRo1-Bindungsstelle im Plasmid p43µP auf die Aktivität der 

CD43-Promotoraktivität, bezogen auf die Aktivität von p43Wt, in dem die PyRo1-Erkennungssequenz 

intakt ist. 

 

5.1.5. PyRo1-Bindungsstellen in den CD11-Promotoren 

Beim Vergleich der PyRo1-Erkennungssequenz im CD43-Promotor mit den 
Sequenzen der Promotoren der CD11-Gene fielen weitere potenzielle PyRo1-
Bindungsstellen auf, die alle das Motiv CCCAC, gefolgt von einer Cytidin-reichen 
Sequenz, besitzen (Abb. 5.10.). In EMSA-Experimenten mit einzelsträngigen 
Oligonukleotiden waren diese Promotorsequenzen in der Lage, mit dem radioaktiv 
markierten Oligonukleotid CD43PyRoSS um die Bindung von PyRo1 zu 
kompetitieren (Abb. 5.11.).  
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CD43       5’-GGGCCCACTTCCTTTCCCCTTG-3’  (CD43PyRoSS) 

CD11a    5’-CAAATCCCACGGGCCTCCTGACG-3’   (CD11aPyRoSS) 

CD11b    5’-GCCTGCCCACCCTTCCTCCCCAGCTT-3’(CD11bPyRoASS) 

CD11c 5’-CACACGCCCCCACCCCCCA-3’          (CD11cPyRoASS) 

CD11d    5’-TCCTACCCACTGTGCCCCTCCTC-3’   (CD11dPyRoSS) 

 

Abb. 5.10.: Vergleich der CD43-PyRo1-Bindungsstelle mit potenziellen PyRo1-Bindungsstellen in den 

Promotoren der CD11-Gene. Das in allen Sequenzen vorkommende Motiv CCCAC ist unterstrichen, 

die Cytidin-reichen Sequenzen sind grau gefärbt. 
  

 
Abb. 5.11.: EMSA-Experiment mit CD43PyRoSS als radioaktiv markierter Probe allein (Probe) oder 

mit Zellkernextrakt aus PMA-behandelten U937-Zellen, (-): in Abwesenheit von Kompetitor-DNS, (+): 

in Anwesenheit eines 250-fachen Überschusses CD43PyRoSS, andere Bahnen: in Anwesenheit eines 

250-fachen Überschusses jeweiliger Kompetitor-DNS. 

 
EMSA-Experimente mit der PyRo1-Bindungsstelle des humanen CD11c-Promotors 
(CD11cPyRo) als Probe und Zellkernextrakten aus verschiedenen Zelllinien ergaben 
ein Bindungsmuster, das dem von CD43PyRoSS entsprach (Abb. 5.12.). 
Kompetitionsexperimente mit verschiedenen Oligonukleotiden demonstrierten, dass 
es sich um eine spezifische Bindung handelt (Abb. 5.13.). Zusammen zeigen diese 
Experimente, dass PyRo1 in vitro nicht nur den Promotor des CD43-Gens, sondern 
auch die Promotoren der vier CD11-Gene bindet. 
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Abb. 5.12.: EMSA-Experiment mit dem radioaktiv markierten Oligonukleotid CD11cPyRo und 

Zellkernextrakten aus verschiedenen Zelllinien. Probe: CD11cPyRo ohne Zellkernextrakt, (-): mit 

Zellkernextrakt, (+): mit Zellkernextrakt und 400-fachem Überschuss von unmarkiertem CD11cPyRo. 

 

 
Abb. 5.13.: EMSA-Experiment mit Zellkernextrakt aus Mo-Zellen, radioaktiv markiertem CD11cPyRo 

als Probe und verschiedenen Kompetitoren. Probe: CD11cPyRo ohne Zellkernextrakt, (-): mit 

Zellkernextrakt, (+): mit Zellkernextrakt und 250-fachem Überschuss von unmarkiertem CD11cPyRo, 

restliche Bahnen: mit Zellkernextrakt und 250-fachem Überschuss jeweiliger Kompetitor-DNS. 
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5.1.6. Deletion der PyRo1-Bindungsstelle im CD11c-Promotor 

Das Plasmid p11Wt enthält das Luziferase-Gen unter der Kontrolle der humanen 
CD11c-Promotorregion (-128/+36). Um den Einfluss der PyRo1-bindenden DNS-
Region (-128/-118) auf die Promotoraktivität zu untersuchen, wurde sie in dem 
Plasmid p11∆P aus dem Promotor entfernt. In Transfektionsexperimenten in Jurkat 
und PMA-behandelten U937 zeigte p11∆P eine um 47% bzw. 31% geringere 
Promotoraktivität verglichen mit p11Wt (Abb. 5.14.). Die Abwesenheit der PyRo1-
Bindungsstelle wirkt sich also negativ auf die Aktivität des humanen CD11c-
Promotors aus, allerdings ist der Effekt schwächer als im CD43-Promotor.  
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Abb. 5.14.: Auswirkung der Deletion der Region (-128/-118) auf die CD11c-Promotoraktivität in den 

Zelllinien U937 bzw. Jurkat. Die Aktivität von p11Wt in der jeweiligen Zelllinie ist als 100% definiert. 

 

5.1.7. Weiterführende Resultate 

In weiterführenden Experimenten gelang es, PyRo1 zu isolieren und ein Fragment 
seiner Aminosäuresequenz zu bestimmen, die identisch zu einem Fragment von 
hnRNP-K ist (C. S. Shelley und N. Da Silva, persönliche Mitteilung). In EMSA-
Experimenten wurde die Bindung eines bakteriell exprimierten GST-hnRNP-K 
Fusionsproteins an die Sequenz CD43PyRoSS gezeigt (C. S. Shelley und N. Da Silva, 
persönliche Mitteilung). Dies legt nahe, dass es sich bei PyRo1 um den ubiquitären 
Transkriptionsfaktor hnRNP-K handelt, der einzelsträngige DNS und RNS binden 
kann [111]. 
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5.2. Der Einfluss von Purαααα auf die CD43- und CD11c-Promotoren 

5.2.1. Purαααα verringert die CD43-Promotoraktivität 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte überprüft werden, ob die Promotoraktivität 
von CD43 im Verlauf der monozytischen Differenzierung sinkt. Tatsächlich verringert 
sich die Aktivität der CD43-Promotorregion (-2/+99) in U937-Zellen, die 16h mit 
PMA behandelt wurden, nur um etwa 20% verglichen mit ihrer Aktivität in 
unbehandelten U937-Zellen (siehe oben, Abb. 5.1.). Die CD43-Promotoraktivität 
sinkt aber stärker, nämlich auf 57% ihrer Aktivität in unbehandelten U937-Zellen, 
wenn die PMA-Behandlung nur für 5h erfolgt (C. S. Shelley, persönliche Mitteilung, 
Abb. 5.15.). 
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Abb. 5.15.: Die Aktivität des CD43Wt-Promotors in der Zelllinie U937 nach fünfstündiger PMA-

Behandlung (U937+PMA). Die Aktivität des CD43Wt-Promotors in unbehandelten U937-Zellen 

(U937) wurde als 100% definiert. 

 
Um die Ursache für die Reduzierung der Promotoraktivität herauszufinden, wurde 
nach Faktoren gesucht, die - ähnlich PyRo1 - erst nach PMA-Behandlung der Zelllinie 
U937 an Sequenzen des CD43-Promotors binden. Hierbei wurde in EMSA-
Experimenten ein Faktor gefunden, der in PMA-behandelten U937-Zellen die CD43-
Promotorregion (-2/+17) bindet (Abb. 5.16.).  
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Abb. 5.16.: EMSA-Experiment mit dem radioaktiv markierten doppelsträngigen Oligonukleotid 

CD43PUR-1 und Zellkernextrakten aus verschiedenen Zelllinien. Probe: CD43PUR-1 ohne 

Zellkernextrakt, (-): mit Zellkernextrakt, ohne Kompetitor-DNS, (+): mit Zellkernextrakt und 50-

fachem Überschuss von unmarkiertem CD43PUR-1. 

 
Die Expression des Faktors ist nicht auf Monozyten beschränkt, da er auch in 
Zellkernextrakten aus anderen Leukozyten und der Zelllinie HeLa Bindungsaktivität 
zeigt. Die Bindung des Faktors an die CD43-Promotorregion (-2/+17) scheint 
spezifisch, da sie in Kompetitionsexperimenten durch die Gegenwart mehrerer 
Oligonukleotide nicht beeinflusst wurde (Abb. 5.17.). Besonders hervorzuheben ist, 
dass die Bindungssequenz des Transkriptionsfaktors Sp1 die Interaktion des bis dahin 
unbekannten Faktors mit der CD43-Promotorregion (-2/+17) nicht beeinträchtigt 
(Abb. 5.17., Spur Sp1), obwohl diese Region Sp1 binden kann [42].  
Die CD43-Promotorregion (-2/+17) enthält ein GGA- und drei GGT-Motive, die das 
Erkennungsmotiv des Transkriptionsfaktors Purα darstellen, der bevorzugt mit 
einzelsträngiger DNS interagiert [111]. In weiteren EMSA-Experimenten mit 
einzelsträngiger DNS als Probe zeigte sich, dass der GGN-reiche Strang (N≠G) 
hinreichend für die Bindung des Faktors war. Zugabe des monoklonalen Antikörpers 
9C12, der den Transkriptionsfaktor Purα bindet, führte zur Bildung eines größeren 
Komplexes („Supershift“) (Abb. 5.18.). Diese Ergebnisse zeigen, dass ein 
immunologisch von Purα ununterscheidbarer Faktor in aktivierten U937-Zellen die 
CD43-Promotorregion (-2/+17) bindet. 
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Abb. 5.17.: EMSA-Experiment mit Zellkernextrakt aus U937+PMA, radioaktiv markiertem 

doppelsträngigem CD43PUR-1 als Probe und verschiedenen Kompetitoren. Probe: CD43PUR-1 ohne 

Zellkernextrakt, (-): mit Zellkernextrakt, (+): mit Zellkernextrakt und 50-fachem Überschuss von 

unmarkiertem CD43PUR-1, restliche Bahnen: mit Zellkernextrakt und 50-fachem Überschuss 

jeweiliger Kompetitor-DNS. 

 

 

Abb. 5.18.: EMSA-Experiment mit 

Zellkernextrakt aus PMA-behandelten U937-

Zellen und CD43PUR-2 als radioaktiv 

markierter, einzelsträngiger Probe. (Probe): 

CD43PUR-2 ohne Zellkernextrakt. Alle 

anderen Spuren enthalten Zellkernextrakt, (-): 

ohne Antikörper, (Pur AB): mit monoklonalem 

α-Purα Antikörper 9C12, (Egr AB): mit 

polyklonalem α-Egr-1 Antikörper Egr-1. 
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Um zu überprüfen, ob die nach PMA-Behandlung beobachtete Bindung von Purα an 
den CD43-Promotor für die Verringerung seiner Aktivität verantwortlich ist, wurden 
U937-Zellen mit p43Wt und dem Purα-Expressionsplasmid pHAPur1 kotransfiziert 
und anschließend mit PMA behandelt. Hierbei sank die CD43-Promotoraktivität auf 
54% ihres Wertes bei Kotransfektion des Kontrollplasmids pHA (Abb. 5.19.). Purα ist 
also in aktivierten U937-Zellen in der Lage, die CD43-Promotoraktivität zu 
verringern. 
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Abb. 5.19.: Kotransfektion des Purα-Expressionsplasmids pHAPur1 verringert die Aktivität des 

CD43Wt-Promotors in PMA-behandelten U937-Zellen. Die Aktivität des CD43Wt-Promotors bei 

Kotransfektion von pHA wurde als 100% definiert. 
 

5.2.2. Purαααα bindet den CD11c-Promotor 

Da PyRo1/hnRNP-K in der Zelllinie U937 nach PMA-Behandlung nicht nur den 
CD43-, sondern auch den CD11c-Promotor bindet, stellte sich die Frage, ob Purα 
hierzu ebenfalls in der Lage ist. Bei einer Analyse der CD11c-Promotorsequenz 
wurden vier potenzielle Purα-Bindungsstellen gefunden, von denen drei mit 
Bindungsstellen des Transkriptionsfaktors Sp1 überlappen (Abb. 5.20.).  
Um Purα-Bindung an diese Sequenzen zu bestätigen, wurden EMSA-Experimente mit 
dem einzelsträngigen Oligonukleotid CD11cPWt und Zellkernextrakt aus PMA-
behandelten U937-Zellen durchgeführt. Diese Versuche zeigten Interaktion zwischen 
dem radioaktiv markierten Oligonukleotid und einem Faktor, der das gleiche 
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Bindungsverhalten wie Purα besitzt, von dem gegen Purα gerichteten monoklonalen 
Antikörper 9C12 erkannt wird (Abb. 5.21.) und somit von Purα ununterscheidbar ist. 

Sp1

Sp1

Sp1

+36

5’-

-3’

-29

-79

-128

+22

*  **  ****

CD11cPWt

CD11cP2

CD11cP3

CD11cP4

 TGGGGGGTGGGGGCGTGTGGGAGGCCGAGCCTGTCCTCGGATCAGTTGC

GTACTCTGCCCGCCCCCTCTGACTCATGCTGACAATCTTCTTCCTTCCCC

TGGCCACCTCTCTGCCCACTTGCTTCCTCAGTACCTTGGTCCAGCTCTTC

CTGCAACGGCCCAGG

 
Abb. 5.20.: Darstellung des CD11c-Promotors mit drei Sp1-Bindungsstellen (grün) und den 

potenziellen Purα-Bindungsstellen (rot: mit Sp1-Bindungsstellen überlappend, blau: keine 

Überlappung). Die Lage der in EMSA-Experimenten verwendeten Oligonukleotide ist rot bzw. blau 

eingerahmt. 

 
Abb. 5.21.: EMSA-Experiment mit CD11cPWt als radioaktiv markierter, einzelsträngiger Probe und 

Zellkernextrakt aus PMA-behandelten U937-Zellen. (Probe): CD11cPWt ohne Zellkernextrakt. Alle 

anderen Spuren enthalten Zellkernextrakt, (-): ohne Kompetitor-DNS, (+): mit 200-fachem Überschuss 

CD11cPWt, (CD11cPWt-R, CD11cPMt, GG-Rep): mit 200-fachem Überschuss jeweiliger Kompetitor-

DNS, (Pur Ab): mit monoklonalem α-Purα Antikörper 9C12, (Egr Ab): mit polyklonalem α-Egr-1 

Antikörper Egr-1. 
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Um die anderen potenziellen Bindungsstellen zu analysieren, wurde ihre Fähigkeit 
untersucht, in EMSA-Experimenten mit CD11cPWt zu kompetitieren. Hierbei zeigte 
sich, dass alle drei Oligonukleotide ebenfalls Purα binden können (Abb. 5.22.), und 
dass der CD11c-Promotor folglich in vitro vier Bindungsstellen für diesen 
Transkriptionsfaktor besitzt. 

 
Abb. 5.22.: EMSA-Experiment mit CD11cPWt als radioaktiv markierter, einzelsträngiger Probe und 

Zellkernextrakt aus PMA-behandelten U937-Zellen. (Probe): CD11cPWt ohne Zellkernextrakt. Alle 

anderen Spuren enthalten Zellkernextrakt; (-): ohne Kompetitor-DNS; (+): mit 200-fachem Überschuss 

CD11cPWt; (CD11cP2, CD11cP3, CD11cP4, NS-1): mit 200-fachem Überschuss jeweiliger 

Kompetitor-DNS. 
 
Während der monozytischen Aktivierung steigt die CD11c-Expression [112, 113]. In 
diesem Zusammenhang stellte sich die Frage, ob die Aktivität von Purα unter diesen 
Bedingungen ebenfalls zunimmt. Zu diesem Zweck wurden EMSA-Experimente mit 
dem radioaktiv markierten Oligonukleotid CD11cPWt und Zellkernextrakten aus 
U937-Zellen vor und nach PMA-Behandlung durchgeführt. Hierbei zeigte sich, dass 
sich die DNS-Bindungsfähigkeit von Purα im Verlauf der monozytischen Aktivierung 
erhöht (Abb. 5.23.). 



 45 

 
Abb. 5.23.: EMSA-Experiment mit CD11cPWt als radioaktiv markierter, einzelsträngiger Probe und 

Zellkernextrakten aus U937-Zellen vor (Minus PMA) bzw. nach (Plus PMA) PMA-Behandlung in 

Abwesenheit (-) bzw. Anwesenheit (+) eines 200-fachen Überschusses an unmarkierter Kompetitor-

DNS. 

 

5.2.3. Die Purαααα-Bindungsstelle beeinflusst die CD11c-Promotoraktivität 

Ziel der folgenden Experimente war, die Bedeutung der Interaktion zwischen Purα 
und dem CD11c-Promotor für dessen Aktivität zu bestimmen. Ein Problem war, dass 
drei der vier Sequenzen nicht nur Purα, sondern auch Sp1 binden. Mutationen oder 
Deletionen in diesen Bereichen würden wahrscheinlich das Bindungsverhalten beider 
Transkriptionsfaktoren beeinflussen und somit die Interpretation des beobachteten 
Effekts erschweren. Deswegen wurden im Plasmid p11∆Pur in der vierten Purα-
Bindungsstelle des CD11c-Promotors G→T Mutationen eingeführt, die in EMSA-
Experimenten zum Verlust der Interaktion mit Purα geführt hatten (vgl. Abb. 5.21., 
Spur CD11cPMt). In Transfektionsexperimenten in U937+PMA besaß p11∆Pur eine 
um 91% geringere Promotoraktivität als p11Wt (Abb. 5.24.). 
Als nächstes sollte bestimmt werden, ob p11Wt bzw. p11∆Pur durch Purα aktiviert 
werden. Zu diesem Zweck wurde das Purα-Expressionsplasmid pHAPur1 zusammen 
mit den Reporterplasmiden p11Wt bzw. p11∆Pur in U937 transfiziert und die Zellen 
anschließend mit PMA behandelt. Hierbei zeigte sich, dass die Promotoraktivität von 
p11Wt um den Faktor 3,5 stieg, die Promotoraktivität von p11∆Pur jedoch nur um 
den Faktor 1,7 (Abb. 5.25.). Folglich besteht in vitro eine Korrelation zwischen der 
Bildung eines Purα-DNS-Komplexes und der Fähigkeit von Purα, den CD11c-
Promotor zu aktivieren. Mutation der Purα-Bindungsstelle in der Region (-44/-29) 
führt zu einer Verringerung der Transaktivierung um etwa 50%.  
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Abb. 5.24.: Vergleich der Promotoraktivitäten von p11Wt und p11∆Pur in der PMA-behandelten 

Zelllinie U937. Die Aktivität von p11Wt ist als 100% festgelegt. 
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Abb. 5.25.: Transaktivierung von p11Wt (mit intakter Purα-Bindungsstelle) und p11∆Pur (mit 

mutierter Purα-Bindungsstelle) durch pHAPur1 in PMA-behandelten U937-Zellen. 
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5.2.4. Einfluss der Ca2+-Konzentration auf die CD11c-Promotoraktivität 

Behandlung von Monozyten mit PMA führt zur verstärkten Bindung von Purα an 
DNS (siehe Abb. 5.23.) und gleichzeitig zu einer Aktivierung der CD11-Promotoren 
[97, 113, 114]. Die Promotoraktivität von CD11d erhöht sich außerdem nach 
Behandlung mit dem Calciumionophor A23187, das die Freisetzung von Ca2+ aus 
intrazellulären Speichern bewirkt [115]. Darüber hinaus ist bekannt, dass die DNS-
Bindungsfähigkeit von Purα in Gegenwart von Calmodulin, das andere Proteine in 
Abhängigkeit von Ca2+ beeinflusst, zunimmt [116]. Deswegen sollte als nächstes 
untersucht werden, ob die Freisetzung von Ca2+ die Fähigkeit von Purα, den CD11c-
Promotor zu aktivieren, erhöht. In einem ersten Experiment wurden U937-Zellen 20h 
in Gegenwart verschiedener Konzentrationen von A23187 kultiviert, um zu 
bestimmen, ob das Calciumionophor toxisch auf die Zellen wirkt. Trypan-Blue 
Anfärbung ergab, dass die Überlebensrate der Zellen bei einer A23187-Konzentration 
bis 100nM bei etwa 90% lag, bei höheren Konzentrationen jedoch sank (Abb. 5.26.). 
In den nachfolgenden Experimenten wurde eine A23187-Konzentration von 50nM 
eingesetzt, um toxische Effekte zu vermeiden. 
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Abb. 5.26.: Überlebensrate von U937-Zellen nach 20h in Gegenwart der angegebenen Konzentration 

des Calciumionophors A23187. 
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In A23187-behandelten U937-Zellen führte Kotransfektion von pHAPur1 zu einer 
Aktivierung des CD11c-Promotors um den Faktor 1,3 (Abb. 5.27.). Um 
auszuschließen, dass dieses Ergebnis ein Problem der experimentellen Durchführung 
widerspiegelt, wurde in einer gleichzeitig durchgeführten Transfektion die 
Aktivierung von p11Wt durch Purα in PMA-behandelten U937 gemessen. Unter 
diesen Bedingungen wurde eine 2,7-fache Aktivierung des CD11c-Promotors 
beobachtet, die vergleichbar zu früheren Ergebnissen ist. 
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Abb. 5.27.: Vergleich der Transaktivierung von p11Wt durch Purα in U937-Zellen in Gegenwart des 

Calciumionophors A23187 (50nM) bzw. PMA. 

 
In einem weiteren Experiment wurde der Einfluss von zwei weiteren 
Calciumionophoren auf die funktionelle Aktivität von Purα untersucht. Purα 
aktivierte den CD11c-Promotor in U937-Zellen, die mit 50nM Ionomycin und 50nM 
4-Br-A23187 behandelt wurden, um den Faktor 1,5, während in PMA-behandelten 
U937-Zellen eine 2,5-fache Aktivierung gemessen wurde (Abb. 5.28.).  
Zusammen zeigen diese Ergebnisse, dass die Freisetzung von Ca2+ aus intrazellulären 
Speichern unter diesen Versuchsbedingungen nur eine schwache Aktivierung von 
CD11c durch Purα ermöglicht. 
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Abb. 5.28.: Vergleich der Transaktivierung von p11Wt durch Purα in U937-Zellen in Gegenwart der 

Calciumionophore 4-Br-A23187 und Ionomycin (jeweils 50nM) bzw. PMA. 

 

5.2.5. Purαααα kooperiert mit Sp1 während der Differenzierung von U937-Zellen 

Die funktionelle Aktivität von Purα wird durch Interaktion mit mehreren Proteinen, 
darunter Sp1 [117], YB-1 [118], Purβ [119] und pRb [102] beeinflusst. Da bekannt 
ist, dass Sp1 den CD11c-Promotor bindet [98] und seine Bindungsstellen mit denen 
von Purα überlappen, sollte geklärt werden, ob Purα und Sp1 einander im CD11c-
Promotor beeinflussen. Möglich wäre zum Beispiel, dass die beiden Faktoren 
miteinander um die Bindung an den CD11c-Promotor konkurrieren. Um dies zu 
überprüfen, wurde in Transfektionsexperimenten der Einfluss von Sp1 oder Purα 
alleine und zusammen auf das Plasmid p11Wt untersucht. 
Kotransfektionen von p11Wt mit Sp1 oder Purα alleine in U937-Zellen zeigten 
jeweils einen Anstieg der Aktivität des CD11c-Promotors (Abb. 5.29.). 
Kotransfektion von p11Wt mit Purα und Sp1 zusammen führten zu einer Aktivierung, 
die in etwa der Summe der Aktivierungen, die jeweils von Purα oder Sp1 allein 
ausgeübt wurden, entsprach. 
Diese Ergebnisse zeigten, dass Purα und Sp1 bei der Aktivierung des CD11c-
Promotors kooperieren, und dass die von ihnen verursachte kooperative Aktivierung 
nach PMA-Behandlung etwa um den Faktor 2,5 steigt. 
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Abb. 5.29.: Transaktivierung von p11Wt durch Sp1, Purα bzw. Sp1 und Purα in U937-Zellen in 

Abwesenheit („U937-PMA“) bzw. Gegenwart von PMA („U937+PMA“). 
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5.3. Untersuchung der abnormalen CD11c-Expression in Haarzell-Leukämie 

5.3.1. Der CD11c-Promotor ist in HZL-Lymphozyten aktiv 

CD11c wird in Lymphozyten an Haarzell-Leukämie (HZL) erkrankter Personen so 
stark exprimiert, dass sein Nachweis als diagnostischer Marker dient. Da möglich ist, 
dass diese abnormale Expression durch Mutationen im CD11c-Promotor verursacht 
wird, wurde zuerst in vitro untersucht, ob der Wildtyp-CD11c-Promotor (-128/+36) in 
verschiedenen HZL-Lymphozyten erhöhte Aktivität besitzt. Transfektionsexperimente 
zeigten, dass die CD11c-Promotoraktivität in den HZL-Zelllinien Mo, EH und HK 3-8 
mal höher war als in der Zelllinie IM-9 (Abb. 5.30.). Dies führte zu der Annahme, 
dass die abnormale CD11c-Expression in HZL auf Veränderungen außerhalb des 
CD11c-Gens zurückzuführen ist. 
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Abb. 5.30.: p11Wt-Promotoraktivität in den HZL-Zelllinien Mo, HK, EH und der Zelllinie IM-9 (B-

Lymphozyten) als n-facher Wert der Aktivität des promotorlosen Plasmids pATLuc. 

 

5.3.2. Suppression des CD11c-Promotors in HZL-Lymphozyten 

In Vorversuchen war gezeigt worden, dass die CD11c-Promotoraktivität in HZL-
Lymphozyten stark von einer AP-1 Bindungsstelle abhängt, und dass in diesen Zellen 
JunD Hauptbestandteil des an den CD11c-Promotor gebundenen AP-1 Komplexes ist 
[120].  
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Um zu untersuchen, ob JunD für die Aktivität des CD11c-Promotors in HZL-
Lymphozyten notwendig ist, wurde der Transkriptionsfaktor durch Expression einer 
dominant negativen Mutante, TAM67, inhibiert. TAM67 wurde durch Entfernen der 
Transaktivierungsdomäne aus JunD erhalten, ist aber noch in der Lage, DNS zu 
binden [121, 122]. In Kotransfektionsexperimenten war TAM67 in der Lage, die 
CD11c-Promotoraktivität um 81% zu reduzieren (Abb. 5.31). 
JunD wird durch eine Signalkaskade von Proteinkinasen aktiviert, welche wiederum 
unter Kontrolle kleiner GTPasen wie Rho, Rac und Ras stehen [123]. Um zu 
überprüfen, ob die CD11c-Promotoraktivität in Mo-Zellen durch Unterdrückung 
dieser Signalkaskade reduziert werden kann, wurden Kotransfektionen mit RasN17 
durchgeführt, das aufgrund einer Mutation eine geringere Affinität zu GTP besitzt und 
deshalb bevorzugt im GDP-gebundenen, inaktiven Zustand bleibt [124]. Hierbei 
zeigte sich, dass die Expression des dominant negativen RasN17 in Mo-Zellen zu 
einer Reduktion der CD11c-Promotoraktivität um 35% führte (Abb. 5.31.). In HZL-
Lymphozyten kann folglich die CD11c-Expression durch Blockade des Ras/JunD 
Signalweges verringert werden. 
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Abb. 5.31.: Unterdrückung der CD11c-Promotoraktivität in der Zelllinie Mo (Haarzell-Leukämie) 

durch TAM67 (dominant negativ zu JunD) bzw. RasN17 (dominant negativ zu Ras). Die 

Promotoraktivität von p11Wt bei Kotransfektion des Plasmids pCMV (-) wurde als 100% definiert. 
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5.3.2. Aktivierung des CD11c-Promotors in Jurkat-Zellen 

Um zu überprüfen, ob Überexpression von JunD die CD11c-Expression in 
Lymphozyten, die nicht HZL-Ursprungs sind, erhöht, wurden 
Transfektionsexperimente in der Zelllinie Jurkat durchgeführt. Kotransfektion von 
JunD führte hierbei nicht zu einer Erhöhung der CD11c-Promotoraktivität (98%) 
(Abb. 5.32.). Aktivierung von endogenem JunD durch Expression der konstitutiv 
aktiven Ras Mutante RasV12, deren GTPase-Aktivität verringert ist [125], führte 
jedoch zu einer Aktivierung des CD11c-Promotors auf 346% (Abb. 5.32.). 
Ausgedrückt als n-fache Aktivität verglichen mit pATLuc beträgt der Wert 131 und ist 
damit vergleichbar mit CD11c-Promotoraktivitäten in HZL-Lymphozyten. 
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Abb. 5.32.: Erhöhung der CD11c-Promotoraktivität in der Zelllinie Jurkat durch Kotransfektion von 

JunD bzw. RasV12 (konstitutiv aktive Mutante von Ras). Die Promotoraktivität von p11Wt bei 

Kotransfektion des Plasmids pCMV bzw. pRSV (-) wurde als 100% definiert.  
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6. Diskussion der Ergebnisse 

6.1. Mögliche Mechanismen zur Regulation des CD43-Promotors 

CD43 ist in den meisten humanen Leukozyten exprimiert. Der Promotor des humanen 
CD43-Gens wird durch Interaktion der Nukleotide (+3/+8) mit dem ubiquitären 
Transkriptionsfaktor Sp1 aktiviert [42]. Die Beschränkung der CD43-
Promotoraktivität auf Leukozyten wird durch CpG-Methylierung und anschließende 
Bindung von MeCP2 an den Promotor erreicht [43, 44]. 
Die Region +18/+39 des CD43-Promotors besitzt aufgrund ihrer Hypersensitivität in 
vitro gegenüber Nuclease S1 das Potential zur Einzelstrangbildung [103]. Die Bildung 
einzelsträngiger DNS-Bereiche ist wichtig für Replikation und Transkription, da beide 
Vorgänge eine lokale Dissoziation des Doppelstrangs erfordern. Das Auftreten 
einzelsträngiger DNS-Bereiche kann durch flankierende DNS-Sequenzen unterstützt 
werden, z.B. durch Ausbildung von nicht-klassischen Strukturen. Wiederholt 
auftretende DNS-Sequenzen, Repetitionen, lassen in Abhängigkeit von ihrer 
Orientierung alternative Basenpaarungen zu. Direkte Repetitionen ermöglichen 
„slipped loop“-Strukturen (SL-Strukturen), die zwei ungepaarte Bereiche enthalten 
[126-129]. Invertierte Repetitionen begünstigen Kreuzstrukturen (cruciform 
structures), die ebenfalls über zwei einzelsträngige Schlaufen verfügen [130-133]. 
Solche Strukturen lassen sich in der Nähe des Transkriptionsstarts des CD43-Gens 
postulieren. In der Region (-2/+17), die eine Purα-Bindungsstelle enthält, befinden 
sich direkte Repetitionen GGTGG. Mit ihrer Hilfe lässt sich eine „slipped loop“-
Struktur formulieren, die zur Bildung zweier einzelsträngiger Schlaufen führt. Auf 
einer dieser Schlaufen liegen GGN-Repetitionen, die das Bindungsmotiv von Purα 
darstellen (Abb. 6.1.). In der Nähe der Region (+18/+39) befinden sich invertierte 
Repetitionen (CAGGGCCC bzw. GGGCCCTG), aufgrund derer eine Kreuzstruktur in 
diesem Bereich formuliert werden kann. Auf einem der einzelsträngigen Bereiche 
dieser Struktur befindet sich die Bindungsstelle von PyRo1/hnRNP-K (TCCCCT). 
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5’-TGGGTGGGGTGGGTGGAGCCAGGGCCCACTTCCTTTCCCCTTGGGGCCCTGTCCTTCCCA-3’
3’-ACCCACCCCACCCACCTCGGTCCCGGGTGAAGGAAAGGGGAACCCCGGGACAGGAAGGGT-5’
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Abb. 6.1.: Oben: Die doppelsträngige Sequenz der Region (-4/+48) des CD43-Promotors. Die direkten 

und invertierten Repetitionen sind mit Pfeilen markiert. 

Darunter: Schema der potenziellen „slipped loop“-Struktur der Region (-2/+17) und Kreuzstruktur der 

Region (+18/+39) des CD43-Promotors nach [105]. Die Kreuzstruktur kommt durch Ausbildung von 

Basenpaaren zwischen den invertierten Repetitionen eines DNS-Stranges zustande. Die 

einzelsträngigen Bindungssequenzen von Purα und PyRo1/hnRNP-K sind hellgrau bzw. dunkelgrau 

unterlegt. 
 

Die Region (+18/+39) ist notwendig für die Aktivität des CD43-Promotors, da ihre 
Deletion zu einer Verringerung der Promotoraktivität um etwa 88% führt. Im 
Gegensatz dazu wirken sich Mutationen, die ihre Bindung zu PyRo1 beeinträchtigen, 
wesentlich geringer auf die Promotoraktivität aus. Daher ist nicht anzunehmen, dass 
der Effekt der Deletion auf die Promotoraktivität durch fehlende Interaktion mit 



 56 

Transkriptionsfaktoren, speziell PyRo1/hnRNP-K, verursacht wird, sondern 
wahrscheinlich durch die hypersensitive Region selbst, möglicherweise durch ihre 
Fähigkeit zur Ausbildung der oben skizzierten Kreuzstruktur, die nahe des 
Transkriptionsstarts liegt. 
An die beiden in der Nähe des Transkriptionsstarts gelegenen potenziell 
einzelsträngigen Bereiche (-2/+17) und (+18/+39) wurde in vitro nach PMA-
Behandlung Bindung der Transkriptionsfaktoren PyRo1/hnRNP-K und Purα 
nachgewiesen. hnRNP-K (Swissprot#Q07244) bindet Poly(C)-Sequenzen in 
Nukleinsäuren und gehört zu einer etwa 20 Mitglieder umfassenden Proteinfamilie, 
die ubiquitär exprimiert und unter anderem an Transkription, Translation, Spleißen 
und Kontrolle der Stabilität von mRNS beteiligt ist [134]. Die Struktur des gesamten 
Proteins wurde bisher nicht aufgelöst, lediglich die Kristallstruktur einer Domäne 
(KH3), die einzelsträngige DNS bindet, wurde bestimmt [135]. Von hnRNP-K sind 
vier verschiedene Varianten mit 458 bis 464 Aminosäuren und Molekulargewichten 
um 50kDa bekannt, die durch alternatives Spleißen entstehen, und 
Phosphorylierungsstellen für Proteinkinase C (PKC) [136] und src-Kinasen [137] 
besitzen (Abb. 6.2.). 
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Abb. 6.2.: Darstellung von hnRNP-K nach [136]. Am N-Terminus befindet sich eine saure Region (rot). 

Die drei K-Homologie Domänen (KH1-3) und die RGG-Box (RGG) sind an der Bindung von 

Nukleinsäuren beteiligt. Die Funktion der Prolin-reichen Sequenz (P) ist nicht bekannt. Tyr236 und 

Ser302, die von src-Kinasen bzw. PKC phosphoryliert werden, sind mit Y bzw. S gekennzeichnet. An- 

oder Abwesenheit zweier C-terminaler Bereiche (schwarz bzw. weiß) unterscheidet die vier bekannten 

Spleißvarianten. 

 
src-Kinasen werden in Monozyten in einem CD14-abhängigen Prozess aktiviert [138] 
und phosphorylieren hnRNP-K an Tyr236. Dadurch wird anschließende 
Phosphorylierung von hnRNP-K an Ser302 durch PKC begünstigt [137], ein Vorgang, 
der in vitro auch in PMA-stimulierten COS-Zellen beobachtet wurde [139]. In vitro 
Studien zeigen, dass Phosphorylierung von hnRNP-K seine Affinität zu RNS [136] 
und DNS [140] beeinflusst. Zusammengefasst lässt dies folgende Hypothese zu: Die 
geringe Affinität von hnRNP-K zum CD43-Promotor in ruhenden Monozyten wird 
nach Aktivierung der Zellen durch posttranslationale Modifikationen, möglicherweise 
Phosphorylierung durch mehrere Kinasen, erhöht. Dadurch wird die Bindung von 
hnRNP-K an den CD43-Promotor begünstigt (Abb. 6.3.). 
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Abb. 6.3.: Möglicher Mechanismus zur Modulation der DNS-Affinität von hnRNP-K im Verlauf der 

monozytischen Aktivierung in vitro. PMA aktiviert src-Kinasen (src) und Proteinkinase C (PKC), die 

hnRNP-K phosphorylieren und dadurch seine DNS-Affinität erhöhen. 

 
Purα (Swissprot#Q00577) wurde zuerst in humanen HeLa-Zellen aufgrund seiner 
Fähigkeit, einzelsträngige Purin-reiche DNS zu binden, entdeckt [111]. Später wurden 
homologe Proteine in verschiedenen Geweben anderer Organismen nachgewiesen 
[141-143]. Das ursprünglich charakterisierte 28kDa Polypeptid stellt vermutlich nur 
einen Teil des gesamten Proteins dar, das aus 322 Aminosäuren mit einem 
Molekulargewicht von 39kDa besteht. Die Struktur von Purα ist nicht bekannt, aber 
verschiedenen Domänen konnten Funktionen wie Bindung von DNS oder anderen 
Proteinen zugeordnet werden [144] (Abb. 6.4.).  
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Abb. 6.4.: Domänen des humanen Transkriptionsfaktors Purα: (G) Glycin-reicher Bereich unbekannter 

Funktion, DNS-Bindungsregion mit drei basischen (blau) und zwei sauren (rot) Bereichen, (PSYCHO) 

homolog zu viralen Proteinen, (Q) Glutamin-reicher Transaktivator, (E) Glutamat-reiche Region 

unbekannter Funktion, nach [144]. 
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Purα bindet bevorzugt Wiederholungen des Motivs GGN in einzelsträngiger DNS und 
RNS [111] und beeinflusst in Säugetieren die Expression mehrerer Gene, darunter die 
für myelin basic protein [142, 145], TGFβ1 [146], smooth muscle α-actin [147, 148], 
c-Myc [111, 149], Neuropeptid Y [116], nicotinic acetylcholine receptor subunit β4 
(nAchRβ4) [116] und FE65 [150]. Des weiteren ist Purα an der Regulation viraler 
Sequenzen beteiligt, z.B. in HIV-1 [151] und JCV [118]. 
Purα bindet und supprimiert den CD43-Promotor in PMA-behandelten U937-Zellen. 
Die Bindungsstelle überlappt mit der des Transkriptionsfaktors Sp1, der bevorzugt 
doppelsträngige DNS bindet und den CD43-Promotor aktiviert. Eine ähnliche 
Situation ist im nAChRβ4-Promotor bekannt, wo Bindung von hnRNP-K und Purα an 
die Region E1 dazu führt, dass die benachbarte, Sp1-bindende Region E2 bevorzugt 
einzelsträngig vorliegt. Dadurch wird die Bindung von Sp1 an die Region E2 
inhibiert, was zur Inaktivierung des nAChRβ4-Promotors führt [141] (Abb. 6.5.). Eine 
vergleichbare Situation ist auch in Monozyten vorstellbar: Im ruhenden Zustand 
bindet Sp1 den CD43-Promotor und bewirkt die Expression des Gens. Im Verlauf der 
monozytischen Aktivierung binden hnRNP-K und Purα an den CD43-Promotor und 
halten ihn in einer einzelsträngigen Konformation, die eine geringere Affinität zu Sp1 
hat, wodurch die Aktivität des Promotors sinkt. 

nAChR 4β
hnRNP-K

X

Purα

CD43
hnRNP-KPurα

X

E1 E2

Sp1

Sp1

A

B

 
Abb. 6.5.: (A) hnRNP-K und Purα supprimieren den nAChRβ4-Promotor durch Bildung einer 

einzelsträngigen Region (dünnere Linie), die eine geringere Affinität zu dem Aktivator Sp1 besitzt, 

nach [141]. (B) Mögliche Inaktivierung des CD43-Promotors in aktivierten Monozyten durch einen 

ähnlichen Mechanismus. Die putative Sekundärstruktur aus Abb. 6.1. ist vereinfacht wiedergegeben. 
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6.2. Mögliche Mechanismen zur Regulation des CD11c-Promotors 

Der CD11c-Promotor besitzt in ruhenden Monozyten nur geringe Aktivität, die im 
Verlauf der monozytischen Aktivierung erheblich zunimmt. Die Expression von 
CD11c wird von mehreren Transkriptionsfaktoren, darunter Oct-2 [95], Sp1 [91, 98], 
Sp3 [92], AP-1 [87], PU.1 [89], C/EBP [94], c-Myb [93], MS-2 [97] und einem Ets-
Faktor [88] beeinflusst. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Bindung der Transkriptionsfaktoren 
PyRo1/hnRNP-K und Purα an den CD11c-Promotor und die Bedeutung ihrer 
Bindungsstellen für seine Aktivität demonstriert. Da beide Faktoren bevorzugt 
einzelsträngige DNS binden, liegt es nahe, nicht-klassische Sekundärstrukturen mit 
einzelsträngigen Bereichen zu formulieren. 
Die Region (-128/-110) des CD11c-Promotors bindet in aktivierten Monozyten 
PyRo1/hnRNP-K und ist von Bedeutung für die Promotoraktivität, was vermuten 
lässt, dass sie potenziell einzelsträngig vorliegt. Unter Zuhilfenahme der direkten 
Repetitionen TGGGGG können „slipped loop“-Strukturen gebildet werden, auf deren 
einzelsträngigen Schlaufen C-reiche Bindungsstellen für PyRo1/hnRNP-K liegen 
(Abb. 6.6.). 
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Abb. 6.6.: Die doppelsträngige Region (-128/-114) des CD11c-Promotors, darunter zwei mögliche 

Sekundärstrukturen mit einzelsträngigen Schlaufen, auf denen Bindungsstellen für PyRo1/hnRNP-K 

liegen. 

 
Der CD11c-Promotor besitzt außerdem direkte Repetitionen, welche mit der Purα-
Bindungsstelle im Bereich der Nukleotide (-44/-29) überlappen und unter deren 
Zuhilfenahme sich ebenfalls in diesem Bereich eine „slipped loop“-Struktur 



 60 

formulieren lässt. Eine der hierbei resultierenden Sekundärstrukturen besitzt eine 
Purα-Bindungsstelle, die bis auf ein G einzelsträngig vorliegt (Abb. 6.7.).  
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Abb. 6.7.: Die Sequenz (-46/-31) des CD11c-Promotors mit der Purα-Bindungsstelle um die 

Nukleotide (-40/-30), darunter zwei mögliche „slipped loop“-Strukturen. Die Repetitionen sind mit 

Pfeilen gekennzeichnet, die einzelsträngige Purα-Bindungsstelle ist grau hinterlegt. 

 
In diesem Fall würden die in p11∆Pur eingeführten Mutationen, die zu einem 
Rückgang der Promotoraktivität um etwa 90% führten, allerdings nicht nur die Purα-
Bindung beeinträchtigen, sondern auch die Bildung der „slipped loop“-Struktur, da 
sich die mutierten Nukleotide teilweise in einer der direkten Repititionen befinden.  
Kürzlich wurde berichtet, dass Purα in der Lage ist, DNS-Doppelstränge zu 
dissoziieren [152]. Unter Berücksichtigung dieser Beobachtung lässt sich auch ein 
Mechanismus vorstellen, in dem Purα direkt an den DNS-Doppelstrang bindet, seine 
Dissoziation begünstigt und auf diese Weise zur Bildung einzelsträngiger Regionen 
im CD11c-Promotor führt. In diesem Falle wäre die geringere Aktivität von p11∆Pur 
auf die fehlende Bindung von Purα zurückzuführen. 
Mit den im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Methoden lassen sich die 
beiden erwähnten Strukturen nicht unterscheiden. Ihre Bildung könnte sich aber 
ähnlich auf den Promotor auswirken, sei es durch die Dissoziation der DNS-Stränge 
nahe des Transkriptionsstarts, oder durch Erzeugung eines einzelsträngigen DNS-
Gelenkes, das die Wechselwirkung verschiedener, DNS-gebundener Faktoren 
ermöglicht. 
In der Zelllinie HL-60 wurde nach PMA-Behandlung Bindung eines nicht näher 
charakterisierten Ets-Faktors an eine teilweise mit der Purα-Bindungsstelle 
überlappende Sequenz beobachtet [88]. Dies scheint schwer vereinbar mit dem 
Modell der Purα-Bindung und der Bildung einer einzelsträngigen DNS-Region. 
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Möglicherweise reflektieren diese Ergebnisse einen Unterschied zwischen den 
Zelllinien U937 und HL-60. Zelllinienspezifische Unterschiede bei der Besetzung 
einer Bindungsstelle nahe des CD11c-Transkriptionsstarts sind bekannt. Zum Beispiel 
bindet in der monozytischen Zelllinie THP-1 PU.1 diese Sequenz, in U937-Zellen 
binden darüber hinaus GABP-Proteine [89]. 
In verschiedenen Studien wurden mehrere Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren 
im CD11c-Promotor mutiert oder entfernt [87, 88, 91, 94, 95, 103]. Durch Vergleich 
der Aktivitäten der resultierenden mutierten Promotoren mit der Aktivität der 
ursprünglichen Sequenz lässt sich der Einfluss der verschiedenen Promotorabschnitte 
abschätzen (Abb. 6.8.). Hierbei zeigt sich, dass die Mutation der Purα-Bindungsstelle 
zur geringsten CD11c-Promotoraktivität führt. Dies unterstreicht, unabhängig von der 
Sekundärstruktur des CD11c-Promotors, die Bedeutung dieser Purα-Bindungsstelle. 
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Abb. 6.8.: Mutationen (weiß) und Deletionen (grau) im CD11c-Promotor und ihre Auswirkungen auf 

seine Aktivität in monozytischen Zelllinien. Die Mutation der Purα-Bindungsstelle führt zur stärksten 

Verringerung der Promotoraktivität. Darstellung der CD11c-Promotorregion nicht maßstäblich, nach 

[87, 88, 91, 94, 95, 103]. 
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In der PMA-behandelten Zelllinie U937, einem in vitro Modell für aktivierte 
Monozyten, aktiviert Purα den CD11c-Promotor um den Faktor 3,5. Dies ist 
vergleichbar mit der von anderen Transkriptionsfaktoren verursachten Aktivierung des 
CD11c-Promotors in der monozytischen Zelllinie HL-60. Sp3 aktiviert die 
Promotoraktivität in diesem System um den Faktor 4,3, Sp1 um den Faktor 3,4 [92], 
c-fos um den Faktor 2,5 und c-jun um den Faktor 1,8 [88]. In der Zelllinie HeLa 
aktiviert C/EBPα den CD11c-Promotor um den Faktor 2 [94]. 
Unter physiologischen Bedingungen wird PKC durch Diacylglycerin aktiviert, das 
zusammen mit IP3 durch Hydrolyse von PIP2 gebildet wird. IP3 bewirkt die 
Freisetzung von Ca2+ aus intrazellulären Speichern, z.B. den Calcisomen, welches 
ebenfalls PKC aktiviert und zusätzlich durch Interaktion mit Calmodulin die Funktion 
anderer Proteine reguliert. Da Purα in Gegenwart von Calmodulin in vitro eine höhere 
Affinität zu DNS besitzt [116], wurde untersucht, ob die Freisetzung von Ca2+ aus 
intrazellulären Speichern hinreichend für die Aktivierung des CD11c-Promotors durch 
Purα ist. 
Unter den verwendeten Bedingungen wurde nur eine geringfügige Aktivierung des 
CD11c-Promotors durch Purα in Gegenwart verschiedener Calciumionophoren 
beobachtet. Bei Behandlung mit 50nM A23187 wurde der CD11c-Promotor von Purα 
um den Faktor 1,3 transaktiviert, in Gegenwart von 50nM Ionomycin und 50nM 4-Br-
A23187 um den Faktor 1,5. Die Freisetzung von Ca2+ befähigte Purα unter diesen 
Bedingungen nur zu einer geringen Aktivierung des CD11c-Promotors. Dies ist 
konsistent mit der Beobachtung, dass sich bei Behandlung von U937-Zellen mit 
Calciumionophoren die Expression der β2-Integrine nicht erhöht [153]. Dennoch 
scheint die Freisetzung von Ca2+ notwendig für die Aktivierung des CD11c-Promotors 
zu sein, da bei gleichzeitiger Anwesenheit von PMA und Ca2+-Antagonisten keine 
Erhöhung der CD11c-Expression gemessen wurde [153]. 
Die Aktivität von Purα wird durch Bindung anderer Proteine, darunter YB-1 [118], T-
Antigen [154], pRb [102], Purβ [119], Calmodulin [116] und Sp1 [117], beeinflusst. 
Von diesen Proteinen bindet nur Sp1 ebenfalls den CD11c-Promotor, und zwar an 
drei Positionen, die mit den Purα-Bindungsstellen überlappen [90-92, 94, 98]. Die 
einzelnen Bindungsstellen sollten nicht gleichzeitig von beiden Faktoren besetzt 
werden, da Purα einzelsträngige DNS, Sp1 hingegen doppelsträngige DNS bevorzugt. 
Experimente, die den Einfluss der beiden Transkriptionsfaktoren aufeinander 
bestimmen sollten, zeigten, dass Purα und Sp1 bei der Aktivierung des CD11c-
Promotors kooperieren. Für diesen Effekt existieren verschiedene Erklärungen. Die 
beiden Faktoren könnten zur gleichen Zeit den CD11c-Promotor an unterschiedlichen 
Stellen binden und auf diese Weise ihren Einfluss auf den Promotor verstärken. 
Eine andere Erklärung wäre die Modulation der Purα-DNS-Bindung durch Sp1. Im 
Gehirn der Maus kooperieren Sp1 und Purα bei der Aktivierung des MBP-Gens [117]. 



 63 

In Geweben mit höchster MBP-Expression wurde eine phosphorylierte Form von Sp1 
beobachtet, die eine höhere Affinität zu Purα besaß und deren Fähigkeit zur DNS-
Bindung erhöhte. Die Interaktion zwischen Purα und Sp1 wurde nur in Abwesenheit 
von DNS beobachtet, gleichzeitige Bindung an DNS hingegen nicht. Eine ähnliche 
Situation tritt auch in humanen Monozyten auf. Im Verlauf ihrer Differenzierung 
kommt es zur Phosphorylierung von Sp1 [155, 156], zur Erhöhung der DNS-Affinität 
von Purα und zu einem Anstieg der CD11c-Promotoraktivität. Ein Mechanismus 
ähnlich dem im Gehirn der Maus ist also auch in humanen Monozyten vorstellbar: 
Demnach würde Sp1 im Verlauf der monozytischen Differenzierung phosphoryliert, 
anschließend Purα binden und es dergestalt modifizieren, dass dessen Affinität für 
den CD11c-Promotor steigt (Abb. 6.9.). 
 

Monozytische Differenzierung

Sp1 Sp1

P

Purα

Purα

Sp1

P
Purα CD11c

 
Abb. 6.9.: Möglicher Mechanismus der Kooperation zwischen Sp1 und Purα. Im Verlauf der 

Differenzierung wird Sp1 phosphoryliert, diese Form bindet Purα und erhöht dessen DNS-Affinität. 

 

6.3. Vergleich von Purαααα mit MS-2 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde demonstriert, dass Purα im Verlauf der 
Differenzierung von Monozyten Teil eines Mechanismus zur Verringerung der CD43- 
und Erhöhung der CD11c-Promotoraktivitäten ist. Da während der monozytischen 
Differenzierung auch die Aktivität der CD11a- und CD11b-Promotoren erhöht wird, 
stellt sich die Frage nach weiteren Mechanismen zu ihrer koordinierten Regulation. 
Mehrere Transkriptionsfaktoren, darunter der bislang nicht identifizierte Faktor MS-2 
[97, 41], regulieren die CD11a- und CD11b-Promotoren (Abb. 6.10.). 
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Abb. 6.10.: Die Promotoren der humanen CD43- und CD11-Gene und daran bindende Faktoren. Nach 

[41, 42, 87, 91-95, 97, 98, 103-105, 157-159]

 
 Beim Vergleich von MS-2 mit Purα lassen sich einige Gemeinsamkeiten feststellen. 
Beide Faktoren wurden in den gleichen untersuchten Zelllinien, nämlich HeLa, CEM, 
K562 und PMA-behandelten U937 beobachtet und binden das gleiche DNS-Motiv, 
nämlich Häufungen des Tripletts GGN, wobei N für alle Basen außer G steht [41, 97, 
104, 105, 111]. Die Erkennungssequenz von MS-2 wurde ursprünglich mit Hilfe von 
Gelshift-Versuchen als CCNCCC definiert [41] und im folgenden zu einer etwas 
variableren Sequenz erweitert [97]. In beiden Studien zu MS-2 wurde allerdings 
doppelsträngige DNS verwendet, weswegen in der MS-2-DNS-Bindungsreaktion 
nicht nur der C-reiche, sondern auch der dazu komplementäre G-reiche Strang 
vorhanden war. Da kurze doppelsträngige DNS-Sequenzen zu einem nicht 
unerheblichen Grad in ihre Einzelstränge dissoziieren, war somit in den 
Bindungsreaktionen auch einzelsträngige, G-reiche DNS präsent. Die Analyse der 
MS-2 bindenden, komplementären Sequenzen ergibt das Purα-Konsensusmotiv (Abb. 
6.11.). 
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CD11a:  (-89) 5’-TTACACTTCCTCCCTGAACC-3’     (–70) 

              3’-AATGTGAAGGAGGGACTTGG-5’ 

CD11a:  (-45)    5’-GCACACCTCCCTCCCCGCCTG-3’ (–25) 

                 3’-CGTGTGGAGGGAGGGGCGGAC-5’ 

CD43:   (+20) 5’-CCCTGGCTCCACCCACCCCACC-3’    (-2) 

              3’-GGGACCGAGGTGGGTGGGGTGG-5’ 

CD11b: (-115)  5’-CACCCTTCCTCCCCAGCT-3’     (-132) 

               3’-GTGGGAAGGAGGGGTCGA-5’ 

Abb. 6.11.: Vergleich der MS-2 Bindungsstellen (oberen Stränge, unterstrichen) [41] mit den Purα-

Konsensusmotiven (untere Stränge, grau). 

 
Später wurde gezeigt, dass für die DNS-Bindung von MS-2 tatsächlich der G-reiche 
Einzelstrang ausreicht (C. S. Shelley, persönliche Mitteilung). In der CD43-
Promotorsequenz (-2/+17) findet sich somit der direkte Nachweis, dass MS-2 die 
gleiche Sequenz wie Purα bindet [105]. Des weiteren besaßen beide Faktoren unter 
den verwendeten Bedingungen ein scheinbares Molekulargewicht von etwa 28kDa, 
wobei es sich in beiden Fällen wahrscheinlich um ein Purα-Fragment handelt [97, 
111]. All dies zusammen ist konsistent mit der Annahme, dass MS-2 und Purα 
ununterscheidbare Eigenschaften besitzen oder identisch sind, und unterstützt die 
Vermutung, dass Purα Teil eines Mechanismus zur koordinierten Regulation der Gene 
der an der Zelladhäsion beteiligten Proteine CD43, CD11a, CD11b und CD11c 
darstellt. 
 

6.4. Mögliche Ursachen der fehlerhaften CD11c-Expression in HZL 

Ein Charakteristikum der Haarzell-Leukämie (HZL) ist die abnormale, konstitutive 
CD11c-Expression in B- und T-Lymphozyten [160-162]. In Vorarbeiten war gezeigt 
worden, dass die Aktivität des CD11c-Promotors in HZL-Lymphozyten stark von 
einer Bindungsstelle für den Transkriptionsfaktor AP-1 abhängt [120]. AP-1 bindet in 
HZL-Lymphozyten konstitutiv an den CD11c-Promotor [120], während dieser 
Vorgang in anderen myeloiden und lymphoiden Zelllinien erst nach Aktivierung 
beobachtet wird [87]. Eine solche konstitutive Aktivierung von AP-1, verursacht 
durch das Versagen zellulärer Kontrollmechanismen, wird in vivo mit dem Auftreten 
von Krebs [163-166] bzw. der Transformation maligner Zelllinien in vitro in 
Verbindung gebracht [167-171]. Insbesondere wurde konstitutive DNS-Bindung von 
JunD bei Patienten mit kutanem T-Zell-Lymphom [172] und adulter T-Zell Leukämie 
[173] beobachtet. Dies zeigt, dass die abnormale CD11c-Expression in Haarzell-
Leukämie die Konsequenz einer für Krebs nicht ungewöhnlichen konstitutiven 
Aktivierung von AP-1 ist. 
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JunD stellt in HZL-Lymphozyten den Hauptbestandteil von AP-1 dar, war aber in 
Transfektionsexperimenten in Lymphozyten anderen Ursprungs nicht hinreichend, um 
den CD11c-Promotor zu aktivieren. Hierfür wurden zwei mögliche Erklärungen in 
Betracht gezogen: Erstens könnten HZL-Lymphozyten mutiertes JunD exprimieren, 
dessen Fähigkeit zur Aktivierung des CD11c-Promotors nicht durch Expression des 
Wildtyp-Proteins erreicht wird. Mehrere Mutationen der Jun- und Fos-Proteine, die 
ihre Funktionen beeinflussen und mit der Entstehung von Tumoren in Verbindung 
gebracht werden, sind bekannt [174-183]. Eine zweite Erklärung besteht darin, dass 
möglicherweise spezifisch in HZL-Lymphozyten eine konstitutive Aktivierung von 
AP-1 bzw. JunD durch upstream gelegene Kontrollmechanismen vorliegt. Menge und 
Aktivität der Jun- und Fos-Proteine wird durch Kontrolle der Transkription und 
diverse posttranslationale Modifikationen reguliert [174, 175, 184-197]. 
Phosphorylierung der Jun- und Fos-Proteine wird von den kleinen GTPasen Ras, Rac, 
Cdc42 und einer nachgeschalteten Kaskade mehrerer Proteinkinasen kontrolliert [198-
200]. Ras reguliert Rac und Cdc42, die auch Umlagerungen des Aktin-Zytoskeletts 
beeinflussen, besonders die Bildung von Lamellipodien und Filopodien [201, 202]. 
Solche morphologischen Veränderungen sind ebenfalls typisch für HZL-
Lymphozyten. Eine fehlerhafte, chronische Expression von H-Ras wurde in der HZL-
Zelllinie ESKOL beobachtet [203]. Die Ergebnisse der Kotransfektionen mit RasN17 
und RasV12 zeigen, dass Ras sowohl in HZL-Lymphozyten als auch Lymphozyten 
anderen Ursprungs zur Aktivität des CD11c-Promotors beiträgt. Fehlerhafte Kontrolle 
von Ras könnte eine gemeinsame Ursache für die abnormale Proliferation, 
Morphologie und CD11c-Expression der Lymphozyten bei HZL darstellen. 
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7. Ausblick 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde in vitro demonstriert, dass die Aktivitäten 
der CD43- und CD11c-Promotoren von PyRo1/hnRNP-K-Bindungsstellen beeinflusst 
werden. Kotransfektionen mit hnRNP-K-Expressionsplasmiden werden es erlauben, 
eventuelle Transaktiverung der Promotoren durch PyRo1/hnRNP-K zu messen. 
Die Transkriptionsfaktoren Purα und MS-2 sind hinsichtlich ihrer funktionalen 
Aktivität, DNS-Bindungssequenz und ihrem Molekulargewicht bislang 
ununterscheidbar. Erste Hinweise zur Klärung der Frage, ob die beiden Faktoren 
identisch sind, können Supershift-Experimente mit MS-2-bindenden Oligonukleotiden 
und α-Purα-Antikörpern liefern. Isolierung von MS-2 und Bestimmung seiner 
Aminosäuresequenz beziehungsweise Klonieren des entsprechenden Gens sollte 
gesicherte Erkenntnisse diesbezüglich liefern. 
HZL-Lymphozyten exprimieren konstitutiv CD11c und besitzen eine veränderte, 
Makrophagen-ähnliche Morphologie. In der vorliegenden Arbeit wurde in einem in 
vitro Modell gezeigt, dass der CD11c-Promotor in HZL-Lymphozyten unter Kontrolle 
des proto-Onkogens Ras steht. Im nächsten Schritt sollte in vitro die Hypothese 
überprüft werden, dass Ras auch für die Morphologie von HZL-Lymphozyten 
verantwortlich ist. 
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