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Zusammenfassung: Proteinase-Inhibitoren spielen eine entscheidende Rolle in der Regulation
physiologischer Prozesse, da sie Proteinase-mediierte Signale kontrollieren. Ein Ungleichgewicht
zwischen einem Proteinase-Inhibitor und seiner Zielproteinase fuhrt zu einer dysregulierten
proteolytischen Aktivitét, die pathophysiologische Effekte zur Folge haben kann. Aus diesem Grund
besitzen Proteinase-Inhibitoren endogenen Ursprungs als mdgliche Therapeutika ein grofRes Potential
zur Behandlung Proteinase-induzierter Zellsch&digungen. Fir die gezielte Entwicklung
medikamentdser oder gentherapeutischer Strategien sind umfassende Kenntnisse ber den Inhibitor
wie regulatorische Mechanismen der Inhibitor-Genexpression notwendig. Daher war das Ziel dieser
Dissertation die Aufklarung regulatorischer Mechanismen der Genexpression des Proteinase-Inhibitors
LEKTI (lympho-epithelial Kazal-type related inhibitor), der eine wichtige Rolle in der
Hauterneuerung spielt und dessen Dysregulation zur Entstehung des Netherton Syndroms flhrt. Zu
diesem Zweck wurden anhand eines LEKTI-Genpromotorkonstrukts in silico Promotor-Analysen
durchgefiihrt und deren Ergebnis gezielt nach putativen regulatorischen Sequenz-Elementen
durchgemustert, die im Kontext inflammatorischer Zustdnde/Akute Phase eine zentrale Rolle spielen.
AnschlieBend wurde die Funktionalitdt der ausgewéhlten Bindungs-Elemente flir die
Transkriptionsfaktoren NF-xB, STAT-3, Lyf-1 und NFAT innerhalb des LEKTI-Genpromotors in
Luziferase-Reportergen-Assays, quantitativen Real-Time PCR-Analysen und Transkriptionsfaktor-
Bindungsstudien untersucht. Die korrespondierenden Ergebnisse der verschiedenen Experimente
charakterisieren das LEKTI-Gen als ein NF-kB- und IL-6/STAT-3-reguliertes Gen, dessen Expression
in lymphatischen Geweben durch die Regulatoren NFAT und Lyf-1 koordiniert wird. Daneben konnte
ein aktivierender Einfluss des Proteinase-aktivierten Rezeptors-2 (PAR-2), der u.a. von den LEKTI-
Zielproteinasen Trypsin, SCCE (Stratum Corneum chymotryptic Enzyme) und SCTE (Stratum
Corneum tryptic Enzyme) aktiviert wird, auf die Expression des LEKTI-Gens bestimmt werden. Die
Ergebnisse bestdtigen die protektive Funktion des Inhibitors LEKTI in lympho-epithelialen bzw.
mukdsen Geweben.

Schlagworte: Proteinase-Inhibitoren — LEKTI — Netherton Syndrom — Genexpression — NF-xB —
STAT-3 - NFAT - PAR-2

Summary: Proteinase inhibitors play a crucial role in the regulation of physiological processes
because they control proteinase-mediated signals. An imbalance between a proteinase inhibitor and its
target-proteinase leads to dysregulated proteolytic activities which can cause pathophysiological
effects. Consequently, endogenous proteinase inhibitors are potential therapeutics for the treatment of
proteinase induced cell damages. For strategies of medicamentous or gene-therapeutic treatment, a
comprehensive knowledge of the inhibitor itself as well as of regulatory mechanisms of gene
expression is necessary. Therefore, the goal of the presented work was the uncovering of yet unknown
gene regulation mechanisms of the inhibitor LEKTI which plays an important role in skin regeneration
processes. Furthermore, dysregulation of LEKTI causes the Netherton syndrome, a severe skin
disease. For this purpose, in silico promoter analyses based on a LEKTI genepromoter construct were
performed and selectively screened for putative regulatory sequence elements which play a central role
in inflammatory conditions/acute phase (AP). Subsequently, the functionality of the selected binding
sites for the transcription factors NF-xB, STAT-3, Lyf-1 and NFAT within the LEKTI gene promoter
was examined by means of luciferase reportergene assays, quantitative real-time PCR analyses and
transcription factor binding studies. The corresponding results show that LEKTI is a NF-xB- and IL-
6/STAT-3-regulated gene, which expression in lymphatic tissues is specifically coordinated by NFAT
and Lyf-1. Additionally, an activating influence of the proteinase activated receptor-2 (PAR-2) which
itself is activated by the LEKTI target proteinases trypsin, SCCE (stratum corneum chymotryptic
enzyme) and SCTE (stratum corneum tryptic enzyme) of the expression of the LEKTI gene was
determined. The results confirm the protective function of the inhibitor LEKTI in lympho epithelial
and/or mucous tissues.

Key words:  proteinase inhibitors — LEKTI — Netherton Syndrome — gene expression — NF-kB —
STAT-3 - NFAT - PAR-2
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D s Dalton

AAHL0. ..o Aqua bidestillata

DMSO ..ottt s Dimethylsulfoxid
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HCL s Salzsdure
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HRP .o s horseradish-peroxidase, Meerrettich-Peroxidase
L6t Interleukin-6
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L e Liter
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MM e Minute/n

M e Molar
ML Milliliter

MM s Millimolar

MUT e Mutante
Mt Nukleotide

NIV e Nanomolar

OD e Optische Dichte

PBS....co s phosphate buffered saline (Phosphatgepufferte Kochsalzldsung)
PCR ..ot polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)
PH oo potentium hydrogenii

o Proteinkinase A (CAMP-dependent protein kinase)
PKC ot Proteinkinase C

PMA oo Phorbol-12-myristat-13-acetat
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RNA .o ribonucleic acid (Ribonukleinséure)

R s Raumtemperatur

SD e Standardabweichung

SDS e Natriumdodecylsulfat
TSRO Sekunden

Tab. oo Tabelle

TS ittt Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

O TR Units (definierte Einheiten)

UN e Uber Nacht

VOl e vergleiche

W et Wildtyp
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1. EINLEITUNG

Proteolytische Prozesse sind von grofRer Bedeutung flr essentielle Lebensfunktionen und
werden von Proteinasen katalysiert. Sie bewirken nicht nur den Proteinabbau in den Zellen
und Korperflussigkeiten, sondern sind auch fir die Regulation biochemischer
Stoffwechselvorgénge, Zyklen und Kaskaden unentbehrlich. Daneben stellen proteolytische
Prozesse eine Art der posttranslationalen Modifikation dar. Als Beispiel sei die proteolytische
Abspaltung sekretorischer Signalpeptide genannt. Viele Proteine wie beispielsweise die
Verdauungsenzyme Chymotrypsin und Trypsin werden als inaktive Vorstufen (Propeptide,
Zymogene) synthetisiert, die dann unter geeigneten Bedingungen durch eine gezielte
Proteolyse aktiviert werden. Diese Proteolyse mufl} strengen Kontrollmechanismen
unterliegen, da es sonst zu unkontrollierten proteolytischen Aktivitdten kommen kann. Aus
diesen unkontrollierten Aktivitdten kénnen pathophysiologische Effekte in Form von Zell-
und Gewebsdegradationen entstehen, aus denen sich Krankheiten wie Krebs, Asthma oder
entzlindliche Dermatosen entwickeln kdnnen (SElFg, 1997; STEINHOFF et al., 1999). Die
notwendige Kontrolle bzw. Regulation der proteolytischen Aktivitaten wird unter anderem
durch die Présenz der Proteinase-Inhibitoren, den negativen Regulatoren der Proteinasen,
gewahrleistet. Daneben findet in jeder Zelle ein standiger Abbau und eine Synthese von
Proteinen statt, um die Mengen und derart die Aktivitdten der Proteine rasch dem
physiologischen Bedarf anzupassen. Dabei unterliegen sowohl die konstitutiven als auch die
induzierbaren Proteine strengen Regulationsmechanismen, die auf folgenden Ebenen

stattfinden:
(i) transkriptionale Ebene
(if) posttranskriptionale bzw. translationale Ebene

(i) posttranslationale Ebene

Die Regulation auf transkriptionaler Ebene erfolgt durch die Bindung von Transkriptions-
faktoren an die nukledre DNA (,,Gen-Promotor®), auf posttranskriptionaler Ebene bzw.
translationaler Ebene durch die Modulation der mRNA-Stabilitdt und alternatives SpleiRen
sowie auf posttranslationaler Ebene durch Protein-Modifikationenen (BEATO et al., 1997;

LEMON et al., 2000; ORPHANIDES et al., 1996).
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1.1 Proteinasen
Proteinasen (Peptidasen) hydrolysieren Peptidbindungen innerhalb von Proteinen und
Peptiden (Proteolyse) und z&hlen daher gemal der internationalen Enzymnomenklatur zu den
Hydrolasen. Die genaue Anzahl der Proteinasen ist bis jetzt unbekannt. SOUTHAN und
Mitarbeiter (2001) mutmaRen, dass etwa 1,8 % der menschlichen Gene fiir Proteinasen
kodieren. Das bedeutet, dass bei einer angenommenen Anzahl von ca. 30 000 kodierenden
Genen (LANDER et al., 2001; VENTER et al., 2001) hochgerechnet etwa 550 Proteinasen
existieren. Fur die wachsende Menge an beschriebenen Proteinasen ist daher eine eindeutige
Klassifizierung notwendig. Dazu werden die Proteinasen nach drei Gesichtspunkten
eingeteilt.
Aufgrund ihrer Lokalisation im Organismus kann zwischen extrazellularen Proteinasen, die
im Blut bzw. Korperflussigkeiten zirkulieren und intrazelluldren, die primar in den
Lysosomen lokalisiert sind, differenziert werden. Ferner kann, in Abhadngigkeit des Ortes
ihres enzymatischen Substrat-Angriffs, eine Einteilung in Exo- bzw. Endopeptidasen
vorgenommen werden. Exopeptidasen spalten meistens einzelne Aminosdurereste vom
Amino- bzw. Carboxy-Terminus einer Proteinkette ab. Im Gegensatz dazu spalten
Endopeptidasen wie beispielsweise Serinproteinasen selektiv Bindungen zwischen
bestimmten (definierten) Aminosauren im Inneren von Proteinen.
Das primare Unterscheidungskriterium ist jedoch die reaktive Gruppe Aminoséure innerhalb
des aktiven Zentrums der Proteinase, das in der internationalen Enzymnomenklatur als
Ausgangspunkt fur die Einteilung der Proteinasen in vier Klassen genutzt wird (LASKOWSKI
et al., 1980).

(i) Serinproteinasen

(if) Cysteinproteinasen

(iii) Carboxyproteinasen

(iv) Metalloproteinasen
Da die Zielproteinase(n) des im Rahmen dieser Dissertation untersuchten Inhibitors LEKTI

Serinproteinasen sind, wird diese Klasse im folgenden naher erlautert (1.1.1).

1.1.1 Serinproteinasen
Das Kennzeichen aller Serinproteinasen (Tab. 1.1) ist ein hochreaktiver Serinrest im aktiven
Zentrum, der fiir die spezifische Spaltung der Peptidbindung im Substrat ausschlaggebend ist.

Neben dieser Gemeinsamkeit besitzen die Serinproteinasen ein breites Spektrum an
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Funktionen. Dazu zédhlen u.a. die Prozessierung von Hormonen oder die Blutgerinnung und
Fibrinolyse (ROBERTS et al., 1995; STEUBE et al., 1988).

Im Blut sind neben den Proteinasen des Gerinnungs- und fibrinolytischen Systems weitere
proteolytische Enzyme zu finden. In inflammatorischen Zustdnden werden ebenfalls
korpereigene Proteinasen wie Elastase durch Zellen des Immunsystems freigesetzt. Elastase
hydrolysiert alle wesentlichen Komponenten des Bindegewebes (z.B. Elastin), weiterhin
Héamoglobin, Fibrin und Casein. Die Leukozyten-Elastase wird als ein inaktives Zymogen
(Proelastase) synthetisiert, in den Lysosomen gespeichert und bei Bedarf in das Blutplasma
oder in das Gewebe sekretiert. Die primére physiologische Funktion des Enzyms liegt in der
Immunabwehr, wo ihr bei der Eliminierung von phagozytierten Abbauprodukten sowie bei
der Infektabwehr eine bedeutende Rolle zugeschrieben wird. Daneben besitzt die Elastase
eine entscheidende Aufgabe beim kontrollierten Abbau von funktionsgeschadigtem

Bindegewebe (JANOFF, 1985).

Xizszlaehll'vlon Serinproteinasen aus der Expasy-Datenbank (www.expasy.ch/enzyme).

Klasse 3: Hydrolasen

3.4 Peptidasen

3.4.21 Serinproteinasen (Endopeptidasen)

34.21.1 a-Chymotrypsin

34.21.4 Trypsin

3.4.215 Thrombin

3.4.21.7 Plasmin

3.4.21.10 Acrosin

3.4.21.19 Endoproteinase Glu-C

3.4.21.34 Plasma-Kallikrein

3.4.21.35 Gewebe-Kallikrein

3.4.21.36 Elastase (Pankreas)

3.4.21.37 Elastase (Leukozyten)

3.4.21.59 Tryptase

3.4.21.68 Gewebe-Plasminogen-Aktivator (t-PA)

3.4.91 x* Stratum corneum chymotryptic Enzyme (SCCE)
Kallikrein-like 2 (KLKL2)

3.4.21 x* Strat_um corneum tryptic Enzyme (SCTE)
Kallikrein-like 5 (KLKL5)

* Noch nicht in die Datenbank aufgenommen.

Die Vielzahl der Serinproteinasen mit ihrem breiten Funktionspektrum bedingen die Existenz
einer ebenso breiten Vielfalt von spezifischen Serinproteinase-Inhibitoren zur Kontrolle der
proteolytischen Aktivitat (1.2).
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1.2  Serinproteinase-Inhibitoren

Serinproteinase-Inhibitoren sind an vielen biochemischen Prozessen wie der
Blutgerinnungskaskade oder der Immunantwort regulatorisch beteiligt (ROBERTS et al., 1995).
Da sie spezifisch die proteolytische Aktivitat ihrer Zielproteinase(n) regulieren, ist ihr
Genexpressionsmuster oft an das ihrer Zielproteinase gekoppelt. So wird beispielsweise das
Gen fir den humanen Akrosin-Inhibitor HUSI-1I, dessen Zielproteinase Akrosin eine
spermatidenspezifische Expression aufweist, nur im Hoden und in der Epididymis exprimiert
(MORITZ et al., 1991; NAYERNIA et al., 1994). Auch der Serinproteinase-Inhibitor LEKTI ist
an dieser Stelle zu nennen. Der lympho-epithelial exprimierte Inhibitor LEKTI hemmt die
Serinproteinasen SCTE und SCCE (EGELRUD et al., submitted; EGELRUD, personliche
Mitteilung, 2003), die in der Haut auf einem hohen Niveau exprimiert werden (BRATTSAND et
al., 1999; HANsSON et al., 1994). Alle bisher bekannten, humanen Serinproteinase-Inhibitoren
sind Proteine und reagieren nach einem Standardmechanismus. Die Inhibitoren besitzen
spezifische Kontaktregionen, die mit den aktiven Zentren der Zielproteinasen interagieren und
derart als Substratanaloga eine hohe Substratspezifitat aufweisen. Durch die sterische
Hinderung unterbinden sie den Zugang des Substrates zum aktiven Zentrum ihrer
Zielproteinase (ROBERTS et al., 1995). Die Bildung des stabilen Komplexes zwischen dem
Inhibitor und seiner Zielproteinase erfolgt schnell. Bei einer irreversiblen Hemmung wird der
Enzymkomplex in der Leber aus dem Blutkreislauf entfernt. Im Falle einer temporéren
Hemmung erlangt das Enzym nach einiger Zeit seine Aktvitat wieder (LAskowski et al.,
1980; Bode et al., 1992).

Die Anzahl der bis dato beschriebenen Serinproteinase-Inhibitoren ist grof3. Auf Grundlage
von Sequenzhomologien und Lage der intramolekularen Disulfidbriicken teilen BoDe und
Mitarbeiter (1992) die Inhibitoren in 16 Familien ein. In der Tabelle 1.2 sind einige

ausgewahlte Beispiele in Anlehnung an ROBERTS und Mitarbeiter (1995) aufgefihrt.
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Tabelle 1.2
Auswahl humaner Serinproteinase-Inhibitoren und deren Zielproteinase(n) in Anlehnung an ROBERTS
und Mitarbeiter (1995). Alternative Bezeichnungen der Inhibitoren sind ebenfalls angegeben.

Inhibitor-Familie Zielproteinase(n)
Serpine
oy-Antitrypsin (oy-AT) Trypsin, Elastase
az-Antiproteinase, o,-Proteinaseinhibitor
o,-Antichymotrypsin (ACT) Chymotrypsin, Elastase, Cathepsin G, Chymase
Antithrombin (AT) Blutgerinnungsproteinasen (z.B. Thrombin, Faktor Xa)
Antithrombin 111 (AT 111)
Plasminogen activator inhibitor-1/ -2 t-PA (tissue type plasminogen activator),
(PAI-1/-2) u-PA (urokinase type plasminogen activator)
Kunitz-Typ
Basic pancreatic trypsin inhibitor (BPTI); Trypsin, Chymotrypsin, Plasmin, Kallikrein

Trypsin-Kallikrein-Inhibitor (TKI); Aprotinin;
Pancreatic Kunitz Inhibitor

Leukoproteinase-Typ
SKALP / Elafin Elastase, Proteinase-3, Trypsin
(Skin-derived antileukoprotease)
Elastase spezifischer Inhibitor
Antileukoprotease (ALP); MPI; Sekretorischer Elastase, Cathepsin G, Trypsin, Chymotrypsin
Leukozyten Protease-Inhibitor (SLPI);
Human seminal inhibitor:(HUSI-I)

Kazal-Typ
Pancreatic secretory trypsin inhibitor (PSTI) Trypsin
Tumor-associated trypsin inhibitor (TATI)
Human seminal inhibitor (HUSI-II) Acrosin
LEKTI Trypsin,

(lympho-epithelial Kazal-type-related inhibitor) SCCE (Stratum corneum chymotryptic Enzyme)
SCTE (Stratum corneum tryptic Enzyme)

Nachfolgend wird die Familie der Kazal-Typ-Inhibitoren erldutert, der LEKTI angehort
(1.2.2).

1.2.1 Kazal-Typ-Inhibitoren

Die Familie der Kazal-Typ-Inhibitoren wurde nach KAzAL, dem Entdecker des bovinen
sekretorischen pankreatischen Trypsin-Inhibitors (PSTI) benannt (KazAL et al., 1948). lhr
Kennzeichen ist eine konservierte 6-Cystein-Struktur. Kazal-Typ-Inhibitoren besitzen
unterschiedliche Anzahlen dieser charakteristischen Kazal-Inhibitor-Hemmdomane. Der
Inhibitor PSTI enthélt beispielsweise eine, der Inhibitor LEKTI zwei und der Ovoininhibitor
des Huhnes sieben dieser Hemmdomanen (ROBERTS et al., 1995; MAGERT et al., 1999; KATO
etal., 1987).
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1.2.2 Der humane Multidoméanen-Serinproteinase-Inhbitor LEKTI

Im Niedersachsischen Institut fiir Peptid-Forschung konnten zwei unbekannte Peptide aus
Hamofiltrat isoliert werden, die aufgrund ihrer molaren Masse als ,,HF 6478“ (6478 Da) und
»HF 7665* (7665 Da) bezeichnet wurden. Zur genaueren Charakterisierung dieser Peptide
erfolgten umfangreiche molekularbiologische Arbeiten, in denen eine humane cDNA aus
Vaginalepithel generiert wurde (MAGERT et al., 1999, KREUTZMANN, 2000). Diese cDNA
(7.1) kodiert fur ein Protein, das aus 1064 Aminosdauren besteht und sich in 15 Doméanen
einteilen lai3t, wobei die Peptide ,,HF 6478 und ,,HF 7665“ die Doménen 1 bzw. 6 darstellen.
Dreizehn dieser Doménen zeigen ein 4-Cystein-Muster (Domdne 1 und 3 bis 14), zwei
weitere Domanen enthalten sechs Cysteinreste (Domane 2 und 15) und entsprechen je einer
Kazal-Inhibitor-Hemmdoméne. Das entsprechende Protein stellt daher einen Multidoménen-
Serinproteinase-Inhibitor dar (Abb. 1.1).

Pl P‘l
Signal peptid: MKIATVSVLLPLALCL IQDAAS 22
Doméane 1: KNEDQEMCHEFQAFMKNGKLFCPQDKKFFQSLDG IMF INKCATCKMI LEKEAKSQKR 79
Doméane 2: ARHLARAPKATAPTELNCDDFKKGERDGDF ICPDYYEAVCGTDGKTYDNRCALCAENAKTGSQ I GVKSEGECKSSN 155
Doméane 3: PEQDVCSAFRPFVRDGRLGCTRENDPVLGPDGKTHGNKCAMCAEL FLKEAENAKREGETR IRRN 219
Doméane 4: AEKDFCKEYEKQVRNGRLFCTRESDPVRGPDGRMHGNKCAL CAE I FKRRFSEENSKTDQNLGKAEEKTKVKR 291
Doméane 5: ETVKLCSQYQNQAKNG I LFCTRENDP I RGPDGKMHGNL CSMCQAYFQAENEEKKKAEARARNKR 355
Doméne 6: ESGKATSYAELCNEYRKLVRNGKLACTRENDP 1 QGPDGKVHGNTCSMCEVFFQAEEEEKKKKEGESRNKR 425
Doméane 7: QSKSTASFEELCSEYRKSRKNGRLFCTRENDP 1 QGPDGKMHGNTCSMCEAFFQQEERARAKAKR 489
Doméane 8: EAAKE I CSEFRDQVRNGTL I CTREHNPVRGPDGKMHGNKCAMCASVFKLEEEEKKNDKEEKGKVEAEKVKR 560
Doméane 9: EAVQELCSEYRHYVRNGRLPCTRENDP I EGLDGK IHGNTCSMCEAFFQQEAKEKERAEPRAKVKR 625
Doméane 10: EAEKETCDEFRRLLQONGKLFCTRENDPVRGPDGKTHGNKCAMCKAVFQKENEERKRKEEEDQRN 689
Doméane 11: AAGHGSSGGGGGNTQDECAEYQEQMKNGRLSCTRESDPVRDADGKSYNNQCTMCKAKLEREAERKNEYSRSRSN 763
Doméane 12: GTGSESGKDTCDEFRSQMKNGKL I CTRESDPVRGPDGKTHGNKCTMCKEKLEREAAEKKKKEDEDRSN 831
Doméane 13: TGERSNTGERSNDKEDLCREFRSMQRNGKL I CTRENNPVRGPYGKMH I NKCAMCQS | FDREANERKKKDEEKSSSKPSN 910
Doméane 14: NAKDECSEFRNY IRNNEL I CPRENDPVHGADGKFYTNKCYMCRAVFLTEALERAKLQEKPSHVRASQ 977
Doméane 15: EEDSPDSFSSLDSEMCKDYRVLPRIGYL—CPKDLKPVCGDDGQTYNNPCMLCHENL IRQTNTHIRSTGKCEESSTPGTTAASMPPSDE 1064
Abbildung 1.1:

Aminosauresequenz des LEKTI-Proteins (abgeleitet aus cDNA, nach MAGERT et al., 1999, KREUTZMANN,
2000). Das Signalpeptid ist unterstrichen. Die 15 Domanen sind nach ihrem Cystein-Muster (rot markiert)
untereinander dargestellt. Die grau hinterlegten Bereiche zeigen Sequenzhomologien innerhalb der
einzelnen Doménen. Die Peptide ,,HF 6478“ (1. Doméne) und ,,HF 7665“ (6. Doméane) sind in blau
dargestellt. Zuséatzlich sind gemaR der Nomenklatur die P; und P';-Aminoséauren angegeben. Die
Nomenklatur der reaktiven Aminosauren entspricht jener fur Substrate: P, fiir die aminoterminale und
P*, flir die carboxyterminale Aminosaure in der zu spaltenden Bindung.

Das Gen des Inhibitors konnte mittels Radiation-Hybrid-Mapping auf dem Chromosom 5¢31-
32 lokalisiert werden. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der Inhibitor LEKTI in mukésen
Epithelien wie dem Vaginalepithel oder der Mundschleimhaut, in der humanen Zelllinie
HaCaT (Keratinozyten) und im Thymus auf einem hohen Niveau exprimiert wird (MAGERT et
al., 1999; KrReuTzMANN, 2000). Daher wurde das Protein Lympho-epithelialer Kazal-Typ-
verwandter Inhibitor (LEKTI) genannt. Mittels Inhibitions-Studien gelang die Identifikation
der Zielproteinasen Trypsin, SCTE und SCCE (KREUTZMANN, 2000; EGELRUD et al.,
submitted; EGELRUD, persOnliche Mitteilung, 2003). Daneben zeigten CHAVANAS und
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Mitarbeiter (2000), dass Mutationen im LEKTI- bzw. SPINK-5-Gen ursdchlich fir die

Entstehung des Netherton-Syndroms verantwortlich sind.

1.3 Pathophysiologie der Serinproteinasen und ihrer Inhibitoren
Proteinasen spielen bereits im Verlauf der Embryogenese eine wichtige Rolle in der
Regulation vaskularer Prozesse. Spater sind sie dann sowohl bei zahlreichen physiologischen
(z.B. Blutgerinnung und Vasoregulation) als auch pathophysiologischen Prozessen wie
Entzindungen oder Wundheilung beteiligt (DERY et al., 1998; MACFARLANE et al., 2001).
Daneben tragen Proteinasen zur Entstehung von Krankheiten wie Erkéltungen, Krebs oder
Asthma bei, da beispielsweise Infektionen oder andere entzindliche Prozesse zu einer
erhdhten Proteinase-Ausschittung fihren konnen. Bleiben die daraus resultierenden,
gesteigerten proteolytischen Aktivitaten unkontrolliert, kénnen pathophysiologische Effekte
in Form von Zell- und Gewebsdegradationen entstehen. Aus diesem Grunde besitzen
Proteinase-Inhibitoren ein Potential flr die therapeutische Behandlung von Proteinase-
induzierten Zellschadigungen, die in Zusammenhang mit Entziindungen oder Infektionen
auftreten konnen (ROBERTS et al., 1995; SEIFg, 1997).

Das Lungenemphysem ist ein Beispiel flr einen pathologischen Effekt, der sich aus einem
Ungleichgewicht zwischen der Proteinase Elastase und ihrem spezifischen Inhibitor o-
Proteinaseinhibitor (a;-Antitrypsin; as-Antiprotease) entwickelt. Der im Blut und in
verschiedenen anderen, extrazellularen Flissigkeiten und Geweben vorkommende oy-
Proteinaseinhibitor schiitzt die Lungen vor der Wirkung von Proteinasen, die von Leukozyten
und phagozytierenden Zellen zum Abbau von geschadigten Lungenzellen und infiltrierten
Bakterien freigesetzt werden. Im Falle einer verminderten as-Proteinaseinhibitor-Aktivitat
bzw. bei os-Proteinaseinhibitormangel kann die Funktion dieser Proteinasen nicht
ausreichend gehemmt werden. Dadurch werden intakte kdrpereigene Substanzen wie Elastin
angegriffen. Dieses flhrt zu einem verstarkten proteolytischen Abbau der elastischen Fasern
und anderer Bindegewebsproteine im Lungengewebe, was langfristig die Ausbildung eines
Lungenemphysems zur Folge hat. Ein Patient mit Lungenemphysem muR kréftiger atmen, um
das gleiche Luftvolumen auszutauschen, da die Alveolen weniger elastisch sind als beim
Gesunden (STEUBE et al., 1988; STRYER, 1999). Eine eingeschrankte a-Proteinaseinhibitor-
Aktivitdt kann genetisch bedingt sein. Mindestens 20 der mehr als 75 bekannten
Allelvarianten des Inhibitor-Gens fiihren zu Mangelzustanden (PERLMUTTER, 1991). Die am

weitesten verbreitete Mutation (>90 %) ist die Z-Mutation, bei der die Aminosaure Gly**
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gegen Lys**? ausgetauscht ist. Dieser Aminosaureaustausch fiihrt zu einer fehlerhaften
posttranslationalen Modifikation und damit zu einer Veranderung der Tertidrstruktur des
Proteins. Bei Trégern dieser Mutation betrdgt die Serumkonzentration des ou-
Proteinaseinhibitors nur 15% des Normalwertes. Hinzukommt, dass diese 15 % eine
verminderte inhibitorische Aktivitat aufweisen. Allein in den USA sollen 100.000 Personen
an au-Proteinaseinhibitor-Defizienz leiden (COAKLEY et al., 2001). Ein Therapieverfahren zur
Behandlung dieser Defizienz ist die Verabreichung von rekombinant hergestelltem o-
Proteinaseinhibitor als Aerosol direkt in die Lunge (VEMURI et al., 1993).

Ein anderes Beispiel fir einen pathologischen Effekt, bei dem ein Ungleichgewicht zwischen
einer Proteinase und ihrem spezifischen Inhibitor eine bedeutende Rolle spielt, ist das
Netherton Syndrom. CHAVANAS und Mitarbeiter (2000) zeigten, dass Mutationen im LEKTI-
bzw. SPINK-5-Gen urséchlich fir die Entstehung des Netherton Syndroms sind. Das
Netherton Syndrom ist eine autosomal rezessive Erbkrankheit, die sich duRRerlich durch eine
gestorte Hauterneuerung und Haarstruktur (,,Bambus-Haar®) bemerkbar macht. Daneben
zahlen auch atopische (allergische) Dermatitis, hohe Serumspiegel an IgE und
Hypereosinophilie zu dieser Erkrankung, die in ihrer Gesamtheit zu einer hohen postnatalen
Mortalitat fihrt. Da die Arbeitsgruppe um CHAVANAS in einem Patientenkollektiv
verschiedene Mutationen innerhalb des LEKTI-Gen nachwies, konnte LEKTI als der erste
Serinproteinase-Inhibitor benannt werden, dem eine Funktion in der Hauterneuerung
zuzuschreiben ist. WALLEY und Mitarbeiter (2001) lokalisierten weitere Mutationen innerhalb
des LEKTI-Gens, wobei das Patientenkollektiv dieser Gruppe sowohl aus Netherton-Syndrom
Patienten als auch aus Patienten mit atopischer Dermatitis, Asthma und hohen IgE-Spiegeln
bestand. SPRECHER und Mitarbeiter (2001) mutmaliten, dass die pathophysiologische Rolle
des Inhibitors LEKTI bei Krankheitsbildern wie dem Netherton Syndrom oder Dermatitis in
der unzureichenden Regulation der fur die Hautbildung und Erneuerung notwendigen
Proteinasen liegen konnte. Die oberste Hautschicht des Menschen (Stratum corneum) bildet
eine wichtige Barriere gegen die AuBenwelt. Sie besteht aus differenzierten und
abgestorbenen Keratinozyten (Korneozyten), die alle 2 bis 4 Wochen durch proteolytische
Prozesse aus dem Stratum corneum entfernt werden (Hauterneuerung). An diesem als
Desquamation (Abschlifferung) bezeichneten ProzeR sind die Proteinasen Stratum corneum
chymotryptic Enzyme (SCCE) und Stratum corneum tryptic Enzyme (SCTE) beteiligt. Eine
Dysregulation dieser Proteinasen durch ihre Inhibitoren kann zu einer sténdigen
Hautabschlifferung flhren, wie es im Krankheitsbild des Netherton-Syndroms und der

Dermatitis anzutreffen ist. Die Gruppe um SPRECHER (2001) vermutete einen Zusammenhang
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zwischen Mutationen innerhalb des LEKTI-Gens und der unzureichenden Regulation der fir
die Hautbildung notwendigen Serinproteinasen SCTE und SCCE in der oberen Hautschicht.
Da kurzlich gezeigt werden konnte, dass LEKTI sowohl SCTE als auch SCCE hemmt
(EGELRUD et al., submitted; EGELRUD, personliche Mitteilung, 2003), ist es sehr
wahrscheinlich, dass die Mutationen innerhalb des LEKTI-Gens zur Einschrankung der
inhibitorischen Aktivitat fiihren und derart die proteoloytische Aktivitat von SCCE und SCTE
nicht ausreichend reguliert wird. Aus diesem Ungleichgewicht entsteht das Netherton

Syndrom.

1.3 Regulation der Genexpression

Die koordinierte Entwicklung und Aufrechterhaltung der Homgostase eines Organismus setzt
eine zeitlich genau definierte Expression von Genen voraus. Diese Regulation der
Genexpression  erfolgt auf  verschiedenen Ebenen. An dieser Stelle sind
Rekombinationsereignisse, Chromatinstruktur, Transkription, Regulation der RNA-Stabilitét,
alternatives SpleilRen, Translation und posttranslationale Modifikationen zu nennen.
Entscheidend fur die Regulation auf transkriptionaler Ebene sind neben der Chromatinstruktur
die  Genpromotoren (1.4.1) mit ihren regulatorischen Elementen und die
Transkriptionsfaktoren (1.5), die daran spezifisch binden (BEATO et al., 1997; LEMON et al.,
2000; ORPHANIDES et al., 1996).

1.4.1 RNA-Polymerase I1-Genpromotoren

Genpromotoren sind nicht-transkribierte regulatorische DNA-Sequenz-Einheiten von
variabler GroRie, die Bindungsstellen fir Transkriptionsfaktoren beinhalten. Sie sind einem
»Struktur-Gen* vorgeschaltet und steuern dessen Expression. Ein ,,Struktur-Gen* ist ein
transkribierter DNA-Sequenz-Abschnitt, der aus definierten Exons und nicht-kodierenden
Introns aufgebaut ist. Dieser gesamte DNA-Abschnitt des ,,Struktur-Gens* wird im Verlauf
der Transkription in heterogene (hn) RNA umgeschrieben. Die zunéchst transkribierten,
nicht-kodierenden Intronabschnitte werden durch das SpleiBen herausgeschnitten und die
Exonabschnitte als mRNA zusammengefiigt. Die mRNA wird anschlieBend in der
Proteinbiosynthese in ein Protein-Produkt translatiert (MANIATIS et al., 1987; MITCHELL et al.,
1989; ORPHANIDES et al., 1996).
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Transkriptionsstartpunkt (TSS)

Transkriptions- Transkriptions- Transkriptions- Positionierungs-
. .o THiat Unterstttzun
Verstarkung Aktivierung Initiation g
< i >
Promotor +1 ~Struktur-Gen*
Abbildung 1.2:

Darstellung eines Genpromotor-Modells aus vier verschiedenen Abschnitten, die unterschiedliche
Funktionen besitzen. Der Enhancer dient der Transkriptionsverstarkung und der proximale Promotor
der Transkriptionsaktivierung. Der Kernpromotor enthélt den Transkriptionsstartpunkt (TSS) und ist
der Ort der Transkriptions-Initiation. Stromabwarts lokalisierte, regulatorische Sequenz-Elemente haben
eine unterstitzende Funktion. Die gesamte regulatorische Einheit eines Genpromotors ist einem
»truktur-Gen* vorgeschaltet (in Anlehnung anWERNER, 1999; www.gsf.de).

Die regulatorische Einheit eines Genpromotors besteht aus vier verschiedenen Abschnitten
(Abb. 1.2), von denen jeder in sich (selbst) organisiert ist. Als Kernpromotor wird der
unmittelbare Bereich um den Transkriptionsstartpunkt (TSS) bezeichnet (DYAN et al., 1985;
SMALE, 2001). Er beinhaltet alle regulatorischen Sequenz-Elemente, die fiir eine akkurate
Initiation der Transkription (Abb. 1.3) benotigt werden (MANIATIS et al., 1987). Haufig
vorkommende Kernpromotor-Elemente sind beispielsweise die TATA-Box und das
Initiatorelement (Inr). Die TATA-Box liegt ca. 25-30 Bp. stromaufwérts vor dem
Transkriptionsstartpunkt, wéahrend der Initiator die Positionen von -3 bis +5 umfalit. Diese
beiden Elemente sind die einzigen beschriebenen, deren  Abstand zum
Transkriptionsstartpunkt relativ festgelegt ist (BREATHNACH et al., 1981; KOLLMAR et al.,
1993; SMALE et al., 1989).

Der proximale Promotor umfalit den unmittelbaren Bereich vor dem Kernpromotor. In dieser
Region sind Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren lokalisiert, die die Effizienz der
Initiation erhohen, indem sie direkt mit dem RNA-Polymerase Il-Initiationskomplex
interagieren (Abb. 1.3). Oftmals werden diese regulatorischen Elemente auch als UPEs
(Upstream Promotor Elements) bezeichnet (MANIATIS et al., 1987; MITCHELL et al., 1989).
Zu diesen Elementen z&hlt beispielsweise die CAAT-Box, die u.a von Faktoren der CTF-
Familie (CAAT-binding transcription factor family) erkannt wird (ALTMANN et al., 1994,
NussINov, 1992). Ein weiteres proximales regulatorisches Element ist die GC-Box, die
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haufig in mehreren Kopien mit unterschiedlicher Orientierung vorkommt und von den GC-
Box-bindenen Faktoren wie beispielsweise dem Zinkfinger-Protein SP-1 (Signal Protein-1)
gebunden wird (HOLLER et al.,1988; ARcoT et al., 1992).

regulatorizche
Transkriptionsfalaoren ENHANCE R

Y%

Proximaler . ;
Promotor i .

: I B : Strulchur-Gen

| TATASOX

allgemeine .
Transkriptionsfalioren allzemeine
Transkriptionsfaltoren
Abbildung 1.3:

Modell der Transkriptionsmaschinerie. In diesem Ausschnitt sind das ,,Herz* der Maschinerie, der an
den Kernpromotor gebundene Initiationskomplex aus allgemeinen Transkriptionsfaktoren (1.5) und der
RNA-Polymerase Il gezeigt, die mit regulatorischen Transkriptionsfaktoren (1.5) in Wechselwirkung
steht. Diese regulatorischen Transkriptionsfaktoren sind an ihre spezifischen DNA-Elemente innerhalb
des proximalen bzw. des distalen Genpromotors gebunden. Dieses Modell ist der Internetadresse
»www.berkeley.edu/news/features/ 1999/12/images/09_3dsm.gif“ entnommen und modifiziert wieder-
gegeben.

Der distale Genpromotor (Enhancer) ist ein DNA-Sequenz-Abschnitt, der typischerweise aus
einer Reihe von kurzen, oft repetitiv auftretenden regulatorischen Sequenz-Elementen
zusammengesetzt ist (DYNAN, 1989). Die Wirkung eines Enhancers ist unabhangig von seiner
Lage relativ. zum Promotor. Enhancer-Regionen kdnnen weit vor (,,upstream®) dem
proximalen Promoter liegen. Daneben koénnen sie sowohl hinter (,,downstream*) als auch
innerhalb eines ,,Struktur-Gens* vorkommen. Letztere sind héufig in Introns lokalisiert
(MULLER et al., 1988). Enhancer [von engl. enhance: verstarken] enthalten regulatorische
Bindungs-Elemente fir Transkriptionsfaktoren, die einen aktivierenden Einfluss auf die
Transkription des zugehdrigen ,,Struktur-Gens* ausiiben und werden daher oft als Aktivatoren
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(1.5) bezeichnet. Gebundene Aktivatoren kdnnen eine Erhdhung der ,,physiologischen bzw.
basalen* Transkription bewirken (Verstarker-Effekt). Die Wirkung eines Enhancers erfolgt in
analoger Weise zu der des proximalen Promotors. Die innerhalb eines Enhancers gebundenen
regulatorischen Aktivatoren interagieren ebenfalls mit dem Initiationskomplex bzw. den
damit assoziierten allgemeinen Transkriptionsfaktoren (Abb. 1.3). Entscheidend ist dabei die
raumliche Annéherung, die das ,,Looping-Modell* veranschaulicht (PTASHNE, 1986). In
diesem Modell erfolgt die raumliche Annaherung durch Veranderungen der
Chromatinstruktur in Form einer schlaufenférmigen Verdrangung der dazwischen liegenden
DNA-Sequenz-Abschnitte. Derart werden die regulatorischen Sequenz-Elemente, die in
linearer Sequenz weit voneinander entfernt liegen, in unmittelbare Nachbarschaft gebracht
und die gebundenen Transkriptionsfaktoren kdnnen interagieren (GUARENTE, 1988; MANIATIS
et al., 1987). So ist beispielsweise im Genpromotor des Serinproteinase-Inhibitors ACT (o;-
Antichymotrypsin) eine NF-kB-sensitive Enhancer-Region bei -13 Kilobasenpaare
»upstream vom Transkriptionsstartpunkt lokalisiert. Dieser Zytokin-induzierbare Enhancer
vermittelt eine bis zu 100-fach erhdhte Transkription des ACT-Gens (KORDULA et al., 2000).
Ein weiteres Beispiel ist das sieben Exone umfassende Gen des Serinproteinase-Inhibitors a;-
AT (ous-Antitrypsin; ou-Proteinaseinhibitor). Dieses Gen besitzt einen ,,downstream®-
Enhancer am 3"-Ende des flinften Exons. Dieser Enhancer kann die Transkription des a;-AT-

Gens in Hepatozyten verdreifachen (KALSHEKER et al., 2002).

Neben den regulatorischen Sequenz-Elementen, die im allgemeinen einen aktivierenden
Einfluss auf die Transkription haben, gibt es auch reprimierende Elemente innerhalb der
Genpromotoren (Abb. 1.3). Diese ,,Silencer* werden von spezifischen Transkriptionsfaktoren
(Repressoren) erkannt und gebunden. Die Repressoren konnen die Transkription ihre Zielgene
entweder direkt durch Bindung an ihr spezifisches DNA-Sequenz-Element oder indirekt
durch Interaktionen mit weiteren Transkriptionsfaktoren reprimieren. So koénnen sie die
Aktivierungs-Domanen anderer Transkriptionsfaktoren (Aktivatoren) maskieren oder
kompetitiv. den Zugang von Aktivatoren bzw. anderen Komponenten der
Transkriptionsmaschinerie zur Genpromotor-DNA blockieren. Daneben koénnen sie bereits
gebundene Aktivatoren von ihren Bindungsstellen verdrdngen oder die Struktur des
Chromatins direkt beeinflussen (OGBOURNE et al., 1998; TYLER et al., 1999).

So enthédlt beispielsweise der distale Genpromotor des Serinproteinase-Inhibitors
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-Typ 2 (PAI-2) ein regulatorisches Sequenz-Element fur den
Repressor PAUSE-1. Durch die Bindung des Repressors an das DNA-Sequenz-Element wird
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die Transkription des PAI-2-Gens reprimiert (OGBOURNE et al., 2001). Innerhalb des
Genpromotors des Serinproteinase-Inhibitors 2.3 (Spi 2.3) der Ratte sind drei repressorische
Sequenz-Elemente lokalisiert, die die Transkription des Inhibitorgens stark reduzieren (PAUL
et al., 1998). NourBKHSH und Mitarbeiter beschrieben 1999 erstmals den Repressor NRF
(NF-xB-repressing factor), der die NF-xB-mediierte Transkriptions-Induktion von Genen
unterbindet, indem er in Form von ,,negativen“ Protein-Protein-Wechselwirkungen mit dem
gebundenen Faktor NF-kB interagiert.

Die gewebsspezifische Expression eines Gens kann sowohl durch den proximalen Promotor
als auch durch Enhancer vermittelt werden. So kann einerseits der proximale Promotor durch
gewebsspezifische Transkriptionsfaktoren reguliert sein, und ein Enhancer fordert (verstarkt)
die Initiation der Transkription. Andererseits kann der proximale Promotor nur der basalen,
unspezifischen Regulation unterstehen und wird erst ,,angeschaltet” (aktiviert), wenn ein ihm
zugeordneter Enhancer gewebsspezifisch aktiviert wird. Ferner ist zu bemerken, dass die
Funktionalitat eines Promotors (Abb. 1.2; 1.3) erst durch das dreidimensionale Netzwerk bzw.
die koordinierte ,orchestrated response”“ des Chromatins, der regulatorischen DNA-
Abschnitte (Genpromotor) sowie der Gesamtheit aller beteiligten Transkriptionsfaktoren und
der RNA-Polymerase Il determiniert wird (EMERSON, 2002; HOCHHEIMER et al., 2003,
LEMON et al., 2000).

Im folgenden Kapitel werden die Transkriptionsfaktoren naher erldutert, da sie neben den
Genpromotoren eine gleichwertige Rolle bei der Regulation der Genexpression auf der
transkriptionalen Ebene einnehmen (1.5).

1.5 Transkriptionsfaktoren

Die RNA-Polymerase Il kann die Transkription eines humanen Gens alleine nicht initiieren.
Sie ist von weiteren regulatorischen Proteinen, den Transkriptionsfaktoren abhéngig.
Transkriptionsfaktoren sind spezifisch DNA-bindende Proteine. Uber die selektive Bindung
ihres regulatorischen DNA-Sequenz-Elements innerhalb eines Genpromotors steuern sie
dessen Transkription unter Einbindung der RNA-Polymerase Il (MANIATIS et al., 1987,
MITCHELL et al., 1989). Die rdumlich und zeitlich differenziert auftretende Aktivitat bzw.
Présenz von Transkriptionsfaktoren ist die Grundlage der differentiellen Genexpression. Sie
determiniert die morphologische/ontogenetische, die gewebsspezifische und die akute bzw.
dem physiologischen Zustand angepasste Expression ausgewahlter Gene (BRIVANLOU et al.,

2002; EMERSON, 2002; KEssEL et al., 1990). Die Transkriptionsfaktoren bestehen meistens
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aus zwei verschiedenen funktionellen Doménen, die als DNA-Bindedomane und
Aktivierungsdoméne bezeichnet werden. Die DNA-Bindedoméne bindet an das spezifische
DNA-Sequenz-Element innerhalo von Genpromotoren, und die Aktivierungsdomane
vermittelt die regulatorische Funktion. Sie kann mit anderen Transkriptionsfaktoren, der
RNA-Polymerase Il bzw. dem Transkriptions-Initiationskomplex oder dem Chromatin in
Wechselwirkung treten (BRIVANLOU et al., 2002; TJIAN et al., 1994).

Die groBe Anzahl der Transkriptionsfaktoren kann nach verschiedenen Gesichtspunkten
eingeteilt werden. Anhand der DNA-Bindungsdomanen, die oft hochkonservierten
Strukturmotiven entsprechen, erfolgt die ,,klassische* Einteilung der Transkriptionsfaktoren in
vier Familien (LATCHMAN, 1990; MITCHELL et al., 1989).

0] Zinkfinger-Familie

(i) Leucin-Zipper-Familie

(i) Helix-Turn-Helix-Familie

(iv)  Helix-Loop-Helix-Familie

Daneben koénnen die Transkriptionsfaktoren in zwei funktionell unterschiedliche Gruppen
eingeteilt werden (KRAJEWSKA et al., 1992):

0] allgemeine Transkriptionsfaktoren GTF (,,general transcription factors®)

(i) spezifische regulatorische Transkriptionsfaktoren

Die allgemeinen Transkriptionsfaktoren (Tab. 1.3) sind unabdingbar flr die exakte Initiation
der Transkription. Sie bilden in einer definierten Reihenfolge den Pra-Initiationskomplex, zu
dem die RNA-Polymerase Il hinzutritt (BurRATOWSKI, 1994; KRAJEWSKA et al., 1992;
ORPHANIDES et al., 1996).

Tabelle 1.3
Verzeichnis der humanen allgemeinen Transkriptionsfaktoren GTF (,,general transcription factors®)

der RNA-Polymerase Il in Anlehnung an ORPHANIDES und Mitarbeiter (1996).

Faktor Funktion

TFI-A Erhéhung der Bindungsaffinitit von TF1I-D an die TATA-Box

TFII-B Erhéhung der Bindungsaffinitat von TFII-D an die TATA-Box

TFII-D Die Untereinheit TBP (TATA-binding-protein) bindet die TATA-Box

Bindung an RNA-Pol. I, Untereinheit enthdlt eine DNA-abhéngige ATPase zur DNA-

TFII-E ; =

Entwindung (,,promotor melting*)

Bindung an RNA-Pol. I1, eskortiert RNA-Pol. Il zum TATA-Box-gebundenen TFII-D/TFII-A
TFII-F

/TF11-B-Komplex
TEI-H Bindung an RNA-Pol. I, Untereinheiten besitzen u.a. Helikase-Aktivitat sowie

Exzisionsreparatur-Aktivitat (3"-5und 5-3") und Kinase-Aktivitat

GemaR dieser funktionellen Einteilung zéhlen alle Transkriptionsfaktoren, die nicht in der

Tabelle 1.3 aufgeflhrt sind, zu den regulatorischen Transkriptionsfaktoren. BRIVANLOU &
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DARNELL (2002) wéhlten die in der Abbildung 1.4 dargestellte Einteilung der ,,positiv-

regulierenden Transkriptionsfaktoren* (Aktivatoren).

POSITIVE-ACTING —TRANSCRIPTION FACTORS

|
I |
CONSTITUTIVE REGULATORY (CONDITIONAL)
SP-1 ]
CAAT-binding | 1
NF-1 DEVELOPMENTAL SIGNAL-DEPENDENT
,,CELL-SPECIFIC*
GATA 1 1 |
HNFs STEROID INTERNAL CELL SURFACHE
Hox RECEPTOR SIGNALS RECEPTOR-LIGAND
SUPERFAMILY SREBP
GR ps3
ER RESIDENT LATENT
PR NUCLEAR CYTOPLASMATIC
TR FACTORS FACTORS
RAR CREBs STATS
AP-1 SMADs
(FOS-JUN) NF-kB
NFAT

Abbildung 1.4

Funktionale Klassifizierung ausgewahlter positiv-regulierender Transkriptions-Aktivatoren in Anlehnung
an BRIVANLOU & DARNELL (2002). SP-1: Signal Protein-1; CAAT-binding: CAAT-Box-bindende
Faktoren; NF-1: Nuclear Factor-1; HNFs: Hepatic Nuclear Factors; Hox: Homeobox-Proteins; GR:
Glucorticoid Receptor; ER: Oestrogen Receptor; PR: Progesterone Receptor; TR: Thyroid Receptor;
RAR: Retinoic Acid Receptor; SREBP: Sterol Regulatory Element Binding Protein; p53: Tumor-
Suppressor-Gen p53; CREB: cAMP-responsive Element Binding Protein; AP-1: Activating Protein-1;
STATSs: Signal Transducers and Activators of Transkription; SMADs: Sma- and Mad-related Proteins;
NF-kB: Nuclear Factor kappa B; NFAT: Nuclear Factor of Activated T-Cells.

Nachfolgend werden die Transkriptionsfaktoren NF-xB (1.5.1), STAT-3 (1.5.2) und NFAT
(1.5.3), die geméal der Abbildung 1.4 samtlich zu den ,,signal-dependent latent cytoplasmatic
factors” zdhlen, ndher erldutert, da diese Aktivatoren die Regulation des LEKTI-Gens
mafgeblich beeinflussen (3.5).

1.5.1 NF-«B

Der Transkriptionsfaktor NF-kB wurde erstmals von SEN & BALTIMORE (1986) als ein
Protein identifiziert, das in reifen B-Lymphozyten an ein 10 Basenpaare umfassendes DNA-
Sequenz-Element des intronischen Enhancers der leichten Kette des Immunoglobulins
bindet. Nachfolgend konnten sie zeigen, dass dieses Protein ubiquitér verbreitet ist und sich in
Zellen als Reaktion auf verschiedene exogene Stimuli die Menge an gebundenem NF-«xB-
Protein erhdht, obwohl keine de novo Synthese an NF-kB-Proteinen nachweisbar ist. Die

Anzahl der Gene, deren Promotor ein NF-kB-Element beinhaltet, nimmt stetig zu. Der
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inflammatorische Effekte vermittelnde ,,rapid response factor* NF-xB (SEN et al., 1986)
reguliert die Genexpression von Chemokinen, Interleukinen, Wachstumsfaktoren,
Zelladhasionsproteinen und Akute-Phase-Proteinen sowohl in ,,gesunden“ als auch in
inflammatorischen Zustdnden (BALDWIN, 1996; CHEN et al., 1999). Auch die Gene der
Serinproteinase-Inhibitoren o;-Antichymotrypsin  (ACT), SKALP/Elafin und Proteinase
inhibitor 9 (P1-9) sind NF-kB-responsiv (KORDULA et al., 2000, BINGLE et al., 2000;
KANNAN-THULASIRAMAN et al., 2002). NF-xB liegt in der Mehrzahl der Zellen als Homo-
oder Heterodimer aus Proteinen vor, die der rel/NF-xB-Familie angehéren und strukturell
verwandte Transkriptionsfaktoren darstellen (c-rel; rel-B; p65; pl100/p52; pl05/p50). Die
vorherrschende Form in allen Zelltypen ist das NF-kB-Heterodimer p50/p65 (JOBIN et al.,
2000). Im inaktiven Zustand liegt der Faktor NF-kB an inhibitorische IkB-Proteine gebunden
im Zytosol vor (Abb. 1.5). Infolge verschiedenster exogener Stimuli wie LPS, Phorbol-Ester,
Viren (z.B. HIV), Bakterien (z.B. Helicobacter pylori), Peroxiden, UV-Licht oder Zytokine
(z.B. IL-1, TNF-o) wird NF-«xB aktiviert (BALDWIN, 1996; GHOSH et al., 1998).

IL-1, TNF, LPS, Bacteria

kB

W 1. kB phesphorylation  ©, T
MF-xB1 2. IxB degradation: Ubiquitination + 285
beasome m:lmplmt
Rals EE‘“‘-—&. Lo

6. NF-xB trapping by new kB
5, IkB Translation =] - |

[BT: min} / “‘--._,______

mANA _-‘-"‘"-u._\-‘
7. Roemoval of NF-<B
bound to DNA v aites
1
5 4. WF-xB-dependent
Ik B,IL-6,IL-1, TNF.IL-8 S Tt

3. Translocation of free NF-«B

Abbildung 1.5:

Aktivierungs-Mechanismus des durch inhibitorische IkB-Proteine sequestrierten Faktors NF-xB im
Zytosol infolge exogener Stimuli wie LPS oder TNF-a in Anlehnung an JoBIN und Mitarbeiter (2000). Der
inhibitorische Proteinkomplex IkB wird durch IkB-Kinasen phosphoryliert und proteolytisch vom
p50/p65-Komplex durch das 26S-Proteasom abgebaut. Der freie, aktivierte Faktor transloziert in den
Zellkern und bindet sein regulatorisches DNA-Sequenz-Element (,,xB sites*) innerhalb von Promotoren.
Diese Bindung bewirkt eine schnelle Induktion der Transkription des jeweiligen Gens. Unter den
Zielgenen befinden sich ebenfalls die Gene der inhibitorischen IkB-Proteine. Diese werden unmittelbar
durch die Proteinbiosynthese generiert, um die zytoplasmatischen Pools an inaktiven NF-kB-Komplexen
wieder herzustellen sowie die an ,,xB-Sites* gebundenen aktiven NF-kB-Proteine zu inaktivieren und aus
dem Zellkern zu schleusen.
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Zur Aktivierung von NF-kB (Abb. 1.5) wird der inhibitorische Proteinkomplex IxB durch
IkB-Kinasen phosphoryliert und proteolytisch vom p50/p65-Komplex durch das 26S-
Proteasom abgebaut. Der freie, aktivierte Faktor transloziert in den Zellkern, bindet sein
regulatorisches DNA-Sequenz-Element (,,xB sites”) innerhalb von Promotoren und induziert
schnell die Transkription des jeweiligen Gens. Unter den Zielgenen befinden sich ebenfalls
die Gene der inhibitorischen IxB-Proteine. Diese werden unmittelbar durch die
Proteinbiosynthese generiert, um die zytoplasmatischen Pools an inaktiven NF-kB-
Komplexen wieder herzustellen sowie die an ,,xB-Sites“gebundenen aktiven NF-xB-Proteine

zu inaktivieren und aus dem Zellkern zu schleusen (JOBIN et al., 2000).

1.5.2 STAT-3

Der Transkriptionsfaktor STAT-3 wurde erstmals von WEGENKA und Mitarbeitern (1993) als
ein Protein beschrieben, das an Promotoren von Genen bindet, die fiir Akute-Phase-Antwort-
Proteine kodieren. Daher wurde dieses regulatorische Protein als APRF (,Acute Phase
Response Factor”) bezeichnet. Ein Jahr spéter zeigte diese Arbeitsgruppe, dass das APRF-
Protein zur Familie der STAT-Proteine (,,Signal Transducers and Activators of
Transcription*) zahlt (WEGENKA et al., 1994). Die STAT-Familie umfasst sechs bzw. acht
verschiedene zytoplasmatische Proteine (Tab. 1.4), deren Funktion als ein ,second
messenger” die intrazellulare Weiterleitung eines Zytokin-Rezeptor-vermittelten Signals ist
(DARNELL, 1997; HEINRICH et al., 1998).

Tabelle 1.4:

Verzeichnis der Mitglieder der STAT-Familie (,,Signal Transducers and Activators of Transcription®),
ihrer Aktivatoren, Verbreitung und einer Auswahl von Zielgenen (DARNELL, 1997; EHRET et al., 2001;

HEIMm, 1999; HEINRICH et al., 1998), GM-CSF: Granulocyte-Macrophage Colony-stimulating Factor; Tpo:
Thrombopoetin; EGF: Epidermal Growth Factor; G-CSF: Granulocyte Colony-stimulating Factor; IFN:

Interferon; IL: Interleukin.

Zytokin/Aktivator Verbreitung Ausgewahlte Zielgene Referenz
STAT-1la N
STAT-1p IFN-y ubiquitar ICAM-1 CALDENHOVEN et al., 1994
IFN-a, IFN-B Lo
STAT-2 (with STAT-1)! ubiquitar IFN-ou Lietal, 1996

1 STAT-2 bindet immer als Heterodimer mit STAT-1
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a,-Makroglobulin ZHANG et al., 2001
Serinproteinase-Inhibitor 3 KORDULA et al., 1996b
sTaT-3 | L-6 Prolactin, ubiquitar g;nﬁpet;ttrugg:réx\?r psin viorean et 2002
EGF, G-CSF o yiy YASUDA et al., 1993
inhibitor (PSTI)
Sekretorischer Leukozyten
Protease-Inhibitor (SLPI) ABe etal., 1991
Thymus
STAT-4 IL-12 Hoden IFN-y EHRET et al., 2001
IL-2, IL-3, IL-5, IL- . _
AT on 7,1L-15, wbiquitsr |5 (Sseri'“zef;mtease Inhibitor | gercaro et al., 1995
GM-CSF, Tpo 4 5P 2
Lo Interleukin-4 HEIM, 1999
B -3 L4 IL-1s ubiquitar Interleukin-4-Rezeptor KOTANIDES et al., 1996

Der ubiquitére ,, Transkriptions-Aktivator* STAT-3 ist an vielen physiologischen VVorgéngen
beteiligt. Dazu zdhlen beispielsweise die Embryogenese, die Proliferation und
Differenzierung der Epidermis und die Akute-Phase-Antwort (DARNELL, 1997; LEVY et al.,
2002). STAT-Proteine sind sequestrierte zytoplasmatische Monomere, die auf ein spezifisches
Signal aktiviert werden. So wird beispielsweise STAT-3 unter anderem durch das Zytokin
Interleukin-6 aktiviert (Abb. 1.6)

- IL-&

gp 130/IL-6-Rezeptor
5 e g S e
f "‘"f‘" == e Sy T

Abbildung 1.6:

Modell der Aktivierung der sequestrierten zytoplasmatischen STAT-3-Monomere durch das Zytokin IL-6
bzw. dessen Rezeptor gpl30. Die Bindung des Zytokins IL-6 an seinen Rezeptor gpl30 fihrt zur
Aktivierung der Rezeptor-assoziierten Janus-Kinasen (JAK), die daraufhin einen spezifischen Tyrosinrest
(T705) der STAT-3-Monomere phosphorylieren. Die ,,aktivierten STAT-Monomere dimerisieren und
translozieren in den Zellkern. Dort binden sie an ihr spezifisches regulatorisches DNA-Sequenz-Element
(,IL-6RE*) innerhalb von Promotoren und modulieren die Transkription des dazugehdrigen Gens
(DARNELL et al. ,1997; HeINRICH et al, 1998). Die Original-Abbildung ist der Internetadresse
»www.sigmaaldrich.com/STAT3_Signaling_Pathway.html* entnommen und modifiziert wiedergegeben.


http://www.sigmaaldrich.com/Area_of_Interest/Life_Science/Cell_Signaling/Pathway_Slides_and_Charts/STAT3_Signaling_Pathway.html
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Die Bindung des Zytokins IL-6 an seinen Rezeptor gp130 fuhrt zur Aktivierung der Rezeptor-
assoziierten Janus-Kinasen (JAK), die daraufhin einen spezifischen Tyrosinrest (T705) der
STAT-3-Monomere phosphorylieren. Die ,,aktivierten“ STAT-Monomere dimerisieren und
translozieren in den Zellkern. Dort binden sie an ihr spezifisches regulatorisches DNA-
Sequenz-Element (,,IL-6RE") innerhalb von Promotoren und modulieren die Transkription

des dazugehoérigen Gens (DARNELL et al.,1997; HEINRICH et al., 1998).

1.5.3 NFAT

Die NFAT-Proteine konnten durch ihre Bindung an das regulatorische DNA-Motiv ARRE-2
(Antigen Receptor Response Element) innerhalb des IL-2-Genpromotors sowie an eine
homologe Region innerhalb des HIV LTR (Human Immunodeficiency Virus Long-Terminal
Repeat) als Transkriptionsfaktoren identifiziert werden (SHAw et al., 1988; NABEL et al.,
1987). Mittlerweile sind funf Mitglieder dieser Transkriptionsfaktor-Familie (NFAT 1-5)
bekannt, die durch alternatives SpleilRen weitere Isoformen hervorbringen kdnnen. Da ihre
DNA-Bindungsdoméne eine Homologie zu der Bindungsdoméne der Rel-Familie (1.5.1)
aufweist, konnen NFAT- und NF-«B-Proteine an dhnliche DNA-Sequenz-Elemente binden
(Sica et al., 1997). Die NFAT-Gene werden hauptsachlich in lymphatischen Geweben wie
Thymus, Milz, T-Lymphozyten oder B-Lymphozyten exprimiert und spielen eine wichtige
Rolle bei der Transkription von Genen im Verlauf der Immunantwort. Dazu zéhlen
beispielsweise y-Interferon und die Interleukine IL-2, IL-3, -IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 (MASUDA
etal., 1995; Rao et al., 1997).

Der generelle Aktivierungs-Mechanismus der NFAT-Protein-Familie (NFAT) in T-
Lymphozyten ist in der Abbildung 1.7 dargestellt.
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Abbildung 1.7:

Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NFAT in T-Lymphozyten in Anlehnung an CoPe (2002). Die
NFAT-Aktivierung wird ausschlieBlich Uber den TCR-Rezeptor (T-Zell-Antigen-Rezeptor) vermittelt. In
der Membran wird durch die membranstéandige Phospholipase Cy (PLCy) aus Membran-Lipiden Inositol-
Triphosphat (IP3) gebildet. IP3 ist ein ,,second messenger*, der die Freisetzung von Kalzium-lonen (Ca2+)
aus intrazellularen Speichern (Endoplasmatisches Retikulum, ER) bewirkt. Die Kalzium-lonen aktivieren
die Serinphosphatase Calcineurin, die den inaktiven zytosolischen Faktor NFAT dephosphoryliert. Der
aktivierte Faktor NFAT transloziert in den Zellkern, bindet dort an sein regulatorisches DNA-Sequenz-
Element innerhalb von Genpromotoren und induziert die Transkription ihrer Gene. Diese Induktion wird
haufig kooperativ mit weiteren Transkriptionsfaktoren wie AP-1 (FOS/JUN) vermittelt. AP-1: Activator
Protein-1.

Die Aktivierung der Proteine der NFAT-Familie (NFAT) in T-Lymphozyten wird
ausschlieBlich ber den T-Zell-Antigen-Rezeptor (TCR) vermittelt. Dessen Aktivierung fuhrt
zur Bildung des ,,second messengers® IP3 (Inositol-Triphosphat) durch die membranstéandige
Phospholipase C (PLCy). IP; bewirkt die Freisetzung von Kalzium-lonen (Ca®") aus
intrazellularen Speichern (Endoplasmatisches Retikulum, ER). Die Kalzium-lonen aktivieren
die Serinphosphatase Calcineurin, die den inaktiven zytosolischen Faktor NFAT
dephosphoryliert. Der aktivierte Faktor NFAT transloziert in den Kern, bindet dort selektiv an
sein regulatorisches DNA-Element innerhalb von Promotoren und induziert die Transkription
des Gens. Diese Induktion wird haufig kooperativ mit weiteren Transkriptionsfaktoren wie
beispielsweise AP-1 (FOS/JUN) vermittelt (Cope, 2002; MASUDA et al., 1995, RAO et al.,
1997).
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1.6  Proteinase-aktivierte Rezeptoren (PARS)

Die Proteinase-aktivierten Rezeptoren (PARs) wurden erstmals als ,,Thrombin-Rezeptoren*
von VU und Mitarbeitern beschrieben (1991). Der Identifikation des murinen PAR-2-
Rezeptors (NYSTEDT et al.,, 1995) folgte die Klonierung des humanen Homologs, des
,» 1rypsin-Rezeptors®, durch BoHM und Mitarbeiter (1996b). Mittlerweile sind die Rezeptoren
PAR-3 (1997) und PAR-4 (1998) bestimmt worden (Tab. 1.5) und es ist zu vermuten, dass die
Identifikation weiterer folgen wird (HOLLENBERG, 1999).

Tabelle 1.5:

Verzeichnis der PAR-Rezeptoren (PAR-1-4), ihrer gebundenen Liganden, aktivierenden Proteinasen und
Gewebsverteilung (HOLLENBERG et al., 2002; MACFARLANE et al., 2001).

gebl_mdener aktivierende Proteinasen Gewebsverteilung
Ligand
Thrombin Gehirn, Lunge, Luftrohre, Knochen_, Herz, Blut
PAR-1 SFLLRN Trypsin, Plasmin, Faktor Xa, (':'hrombozyten), Magen, Kolon, Niere, I—!oden,.
Granzym A, Cathepsin G glatte Muskulatur, Skelettmuskulatur, Epidermis,
Immunsystem (T-Zellen, Mastzellen)
Gastrointestinaltrakt, glatte Muskulatur, Knochen,
Harnleiter, Gallenblase, Pankreas, Leber, Niere,
PAR-2 SLIGKV Tabelle 1.6 Lunge, Luftréhre, Haut, Prostata, Ovar, Gehirn,
lymphatische Gewebe/Immunsystem (Mastzellen,
T-Zellen)
Thrombin Knochenmark, Herz, Gehirn, Plazenta, Leber,
PAR-3 TFRGAP Faktor Xa, Trypsin, Elastase | Pankreas, Thymus, Dinndarm, Magen,
Chymotrypsin Lymphknoten, Luftréhre
Thrombin Lunge, Pankreas, Schilddriise, Hoden, Diinndarm,
PAR-4 GYPGKF . . Plazenta, Skelettmuskulatur, Lymphknoten,
Trypsin, Cathepsin G
Prostata, Uterus, Kolon

Tabelle 1.6:
Ubersicht bis dato beschriebener Agonisten des PAR-2-Rezeptors in Anlehnung an HOLLENBERG und
Mitarbeiter (2002) sowie MACFARLANE und Mitarbeiter (2001).

PAR-2-Agonist REFERENZ
SLIGKYV (synthetisches Hexapeptid) BoHM et al., 1996b
Trypsin® BoOHM et al., 1996b
Trypsin-2 ALM et al., 2000
Tryptase 2 MOLINO et al., 1997
Stratum corneum tryptic Enzyme (hKLKS5)* STEINHOFF et al., 1999
Stratum corneum chymotryptic Enzyme (hKLK7)? STEINHOFF et al., 1999
Neurosin (hKLK6) YAMASHIRO et al., 1997
HAT (human airway trypsin-like protease) Miki1 et al., 2003
MT-SP1 (membrane-type serine-protease 1, Matriptase) TAKEUCHI et al., 2000
TMPRSS3 (membrane-bound serine protease) WALLRAPP et al., 2000

! LEKTI-Ziel-Proteinasen (MAGERT et al., 1999; EGELRUD et al, submitted)
2 vermutete LEKTI-Zielproteinase (MAGERT et al., 1999)
® EGELRUD, personliche Mitteilung, 2003
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Acrosin SMITH et al., 2000
P22 (trypsin-like serine proteinase) SAWADA et.al., 2000
neutrophile Proteinase 3 (PR3) UEHARA et al, 2002
Faktor Xa CAMERER et al., 2000
Faktor Vlla (TF/FVIla-Komplex) CAMERER et al., 2000

SFRB60 (proteolytisches Fragment des ,,neuronal growth associated protein | HOLLENBERG et al., 2000
B-50/GAP-43", Entstehung u.a. durch Trypsinspaltung)

Gingipain-R (Serinproteinase des Bakteriums Porphyromonas gingivalis) LouURBAKOS et al., 1998

Der pl (Allergen der Dermatophagiodes pteronyssinus) ASOKANANTHAN et al., 2002
Der p3 (Allergen der Dermatophagiodes pteronyssinus) SuN et al., 2001
Der p9 (Allergen der Dermatophagiodes pteronyssinus) SUN et al., 2001

PARs sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) mit sieben Transmembran-o-Helices.
Die Aktivatoren der Rezeptoren sind Serinproteinasen, die nach ihrer Bindung an den
Rezeptor durch proteolytische Spaltung am extrazellularen N-Terminus einen neuen
gebundenen Liganden im Rezeptor selbst freisetzen, der nun denselben Rezeptor irreversibel
aktiviert (DERY et al., 1998a; MACFARLANE et al., 2001). In Abbildung 1.8 ist dieser
irreversible Aktivierungs-Mechanismus dem reversiblen durch einen l6slichen Liganden

gegenlbergestellt.

Mechanisms of GPCR Activation Mechanisms of GPPMCR Activation
by Heversible Binding by Protealysis
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Abbildung 1.8:

Vergleich zwischen der reversiblen und irreversiblen Aktivierung eines GPRC-Rezeptors. Bei der
reversiblen Aktivierung ist der Agonist ein I6slicher, bei der irreversiblen ein ,,endogener* Ligand. Dieser
»endogene* Ligand muR zuvor durch Proteolyse zuganglich gemacht werden (DERY et al., 1998).




EINLEITUNG 26

Die PAR-Rezeptor-vermittelten Signale werden schnell abgeschwdcht, um eine
unkontrollierte Stimulation zu verhindern bzw. um die PAR-Responsivitat der Zellen zu
bewahren (Abb. 1.9).
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Abbildung 1.9:

Modell des ,,PAR-Trafficking”“ in Anlehnung an BOHM und Mitarbeiter (1996a). Die irreversibel
aktivierten Rezeptoren werden phosphoryliert, mittels Klathrin-Hallen internalisiert und lysosomal
degradiert (1.-5.). Zur Resensibilisierung werden intrazellulare PAR-2-Speicher des Golgi-Apparates in
Vesikeln mobilisiert und die Rezeptoren in die Zellmembram eingebracht (6.).

Die irreversibel aktivierten PAR-Rezeptoren werden phosphoryliert, mittels Klathrin-Hullen
internalisiert und lysosomal degradiert (Abb.1.9). Zur schnellen Resensibilisierung werden
intrazellulare PAR-2-Speicher des Golgi-Apparates innerhalb weniger Minuten in Vesikeln
mobilisiert und die Rezeptoren in die Zellmembram eingebracht (BOHM et al., 1996a; DERY et
al., 1999b). Die PAR-Rezeptor-Aktivierung vermittelt u.a. die Freisetzung der ,,second
messenger“ Diacylglycerol (DAG) und Inositol-Triphosphat (IP3). IP3 erhoht die
intrazellulare Kalziumkonzentration durch die Freisetzung von Kalzium-lonen aus
intrazelluldren Kalziumspeichern wie dem endoplasmatischen Retikulum (ER). Der ,,second
messenger* DAG aktiviert die Proteinkinase C (PKC), die beispielsweise die
Phosphorylierung von Membrankanalen und weiteren Proteinen wie den Ras/MAP-Kinasen
bewirkt (GUTKIND, 1998a, b; HOLLENBERG et al., 2002).

PAR-Rezeptoren sind in verschiedene (patho-) physiologische Prozesse wie Wachstum und
Entwicklung oder Entziindungen involviert. Der ,, Thrombin-Rezeptor* PAR-1 ist unter
anderem an der Thrombozyten-Aktivierung, der Vasodilatation und Vasokonstriktion, der
vaskuldaren Permeabilitdt und der Proliferation von Fibroblasten und Endothelzellen beteiligt
(DERY et al., 1999a3; GRAND et al., 1996). Dem PAR-2-Rezeptor wird eine wesentliche

Bedeutung bei Entziindungen der Haut zugeschrieben (Hou et al., 1998). Keratinozyten, die
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sowohl wichtige Zielzellen als auch Generatoren fur Entziindungsmediatoren sind,
exprimieren den PAR-2-Rezeptor auf einem hohen Niveau. Daneben gibt es Hinweise, dass
der PAR-2-Rezeptor die Proliferation und Differenzierung von Keratinozyten negativ
beeinflusst und auch akute Entziindungen der Haut, wie die UV-induzierte Dermatitis,
mediiert (DERY et al., 1998; MACFARLANE et al., 2001; SHPACOVITCH et al., 2002). Ferner
wird dem PAR-2-Rezeptor bei Entziindungen und Infektionen in den Atemwegen eine
Beteiligung zugeschrieben (Cocks et al., 2000). Fur die beiden weiteren ,, Thrombin-
Rezeptoren® PAR-3 und PAR-4 sind die biologischen Funktionen weitgehend unbekannt.
Vermutlich unterstitzen sie die PAR-1-vermittelten ,Thrombin-Signale* in einer
kooperativen Art (KAHN et al., 1999; SHAPIRO et al., 2000).

1.7  Ziel der Arbeit

Da Mutationen innerhalb des Gens fur den Proteinase-Inhibitor LEKTI malgeblich an der
Entstehung des Netherton Syndroms beteiligt sind (CHANAVAsS et al., 2000), war das
wesentliche Ziel der vorliegenden Arbeit die Aufklarung regulatorischer Mechanismen der
LEKTI-Genexpression, um die vermutete anti-inflammatorische/protektive Funktion des
Serinproteinase-Inhibitors zu tberpriifen (MAGERT et al., 1999). Anhand der klonierten und
sequenzierten LEKTI-Genpromotor-Sequenz (DROGEMULLER, 1999) sollten in silico
Genpromotor-Analysen durchgefihrt und deren Ergebnis selektiv nach putativen
regulatorischen DNA-Sequenz-Elementen durchgemustert werden, die im Kontext von
inflammatorischen Zustanden (Akute Phase) eine zentrale Rolle spielen. Die Funktionalitét
der ausgewéhlten putativen DNA-Sequenz-Elemente sollte folgend in umfassenden
molekularbiologischen Untersuchungen ermittelt werden. Diesbeziliglich waren Reportergen-
Assays, quantitative Analysen mittels Real-Time-PCR, in vitro Stimulations-Experimente in
humanen Zelllinien sowie Transkriptionsfaktor-Bindungsstudien vorgesehen.

Ein weiterer Schwerpunkt stellte die Untersuchung eines Einflusses des aktivierten PAR-2-
Rezeptors auf die davon abhangige Expression des LEKTI-Gens dar. Der ,,inflammatorische*
PAR-Rezeptor ist in entzindliche Dermatosen verwickelt (STEINHOFF et al., 1999) und wird
von den LEKTI-Zielproteinasen Trypsin, SCTE und SCCE aktiviert (EGELRUD et al.,
submitted; EGELRUD, personliche Mitteilung, 2003). Daher ist eine genregulatorische

Interaktion in Fom eines negativen Feed-Back-Mechanismus zu vermuten.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Materialien, Organismen und Kulturbedingungen

2.1.1 Herstellung und Sterilisation von Lésungen

Alle Feinchemikalien, Losungsmittel und Materialien wurden in Analysenqualitat verwendet
und stammen, sofern nicht anders angegeben, ausschlieBlich von den Firmen Active Motif,
BioWhittaker, Costar/Corning, Falcon, Greiner, Invitrogen, Merck, Pharmacia, Roth und
Sigma-Aldrich. Agarplatten, N&hrmedien, Puffer und Lo&sungen wurden stets mit
deionisiertem Wasser aus einer Reinstwasseranlage (Milli-Q”plus, Millipore) angesetzt. Die
Sterilisation thermostabiler Ldsungen, Gebrauchswaren und Polypropylen-Einwegartikeln
erfolgte in feuchter Hitze fiir 20 min bei 2 bar und 120°C in einem Dampfdruckautoklaven
(Bioclav 3021001, Schitt Labortechnik). Hitzeempfindliche Losungen wurden (ber
Cellulose-Acetat-Phthalat (CAP)-Membranfilter sterilfiltriert (Filtropur, Sarstedt,
@ 0,22 um), Glas-, Keramik- und Metallwaren fir 4 h bei 180°C trockener Hitze entkeimt.

2.1.2 Gerate und Apparaturen

Die gesamten experimentellen Arbeiten wurden, sofern im Text nicht anders erwahnt, mit
autoklavierten Polypropylen-Einwegartikeln (z.B. ReaktionsgefaRe, Pipettenspitzen) bzw.
Glasmaterialien (z.B. Messzylinder) durchgefihrt. Zusétzlich zu den konventionellen
Laborgeraten wie beispielsweise Thermomixer oder Heizplatten wurden folgende Gerate

verwendet:

Bildbearbeitung: - Kodak EDAS 290-Dokumentationssystem mit Software Kodak 1D V. 3.5.0
(Kodak)
DNA-Gelelektrophorese: - Mini-Sub™ Cell (Bio-Rad)
- Wide Mini-Sub™ Cell (Bio-Rad)

DNA-Sequenzierer: - Kapillarelektrophorese-Sequenzer PRISM™ 310 Genetic Analyzer’ (ABI)
Echtzeit-PCR-Verfahren: - PRISM 7700 Sequence Detection System (ABI)
Inkubationsschrank: - B 6120 (Heraeus, Hanau)
Kulturschdittler: - Innova TM 4340 (New Brunswick, C.A., USA)
Kivettenschleuder: - KS 8 CE (Innovative-Technische-Systeme Th. Betzel, Hattersheim)
Luminometer - Lumat LB 9501 (Berthold, Hannover)
- LumiStar® mit LUMIstar®Software (BMG Labtechnologies GmbH, Offenburg)
Mikroskop - Invertoskop 1D03 (Zeiss, Géttingen)
Mikrotiterplatten-Reader: - Microplate Autoreader EL 311 (Bio-Tek Instruments)
pH-Meter: - CG 804 (Schott)
Spektralphotometer: - DU®640 (Beckman) inklusive:

wassertemperierbaren 6-fach Kuvettenhalter und Software-Paket
MultiTempll-Thermostat (Pharmacia)
Sterilbank - Sterilbank 8511 (Kéttermann, Utze/Hanigsen)
Sterilisation: - Bioclav 3.021001 (Schitt Labortechnik, Géttingen)
Thermocycler: - GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer)
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Waagen: - Laborwaage "LC 2200 S’ (Sartorius, Gottingen)

- Analytikwaage *AC 120 S’ (Sartorius, G6ttingen)

- Feinwaage ’supermicro’ (Sartorius, Gottingen)
Zellkulturschrank: - 1G 150 CO,-Inkubator (Jouan, Virginia, USA)
Zentrifugen: - Kihlzentrifuge *Mikro Rapid/K’ (Hettich, Henningen)

- Kiihlzentrifuge ’Biofuge 28 RS’ (Heraeus, Hanau)

- Kilhlzentrifuge "Rotixa/RP’ (Hettich, Henningen)

- Vakuum-Zentrifuge *Univapo 150H’ (Vacuumbrad GmbH&Co)

2.1.3 Oligonukleotide

Samtliche fir PCR-Reaktionen und DNA-Sequenzierungen benétigten Oligonukleotide
(Tabelle 2.1) wurden von den Firmen Perkin-Elmer und MWG-Biotech bezogen. Die
lyophilisierten Oligonukleotide wurden mit sterilem, schwermetallfreiem Wasser (ACS-grade,

Sigma) auf eine Stammkonzentration von 100 pmol eingestellt und bei -20°C gelagert.

Tabelle 2.1: Ubersicht der eingesetzten Oligonukleotide.

Bezeichnung / Oligonukleotidsequenz 5'>3'
Richtung
B-Tub-1Y TTCCCTGGCCAGCTSAANGCNGACCTNCGCAAG
B-Tub-2Y CATGCCCTCGCCNGTGTACCAGTGNANGAAGGC
UNIP5 CCTTGAATTCTAGAGCTCT(T)y7
KDLA-1AS CCCAACTCGAGAAGACGATGCAAGTCGCCTAC
KDLA-2S GGTTTGAGCTCCTGGTTTTATGTGGGTGTCACC
KDLA-3S GGTTTGAGCTCGTATATCTGGTATTTCTGAGG
KDLA-4S GGTTTGAGCTCGGTCTGCTTGCAAGTGCTGG
KDLA-5S GGTTTGAGCTCCAATTTGGCTCTGGTTTCAGTC
KDLEK-1SB? GTTTCTTCAGGTGCTTTCTTAAGCTATTAGAGGGCAAAATAA
KDLEK-1SBM?? GTTTCTTCAGGTGCTTCACTAAGCTATTAGAGGGCAAAATAA
KDLEK-1AS TTATTTTGCCCTAATAGCTTAAGAAAGCACCTGAAGAAAC
KDLEK-1ASM? TTATTTTGCCCTAATAGCTTAGTGAAGCACCTGAAGAAAC
KDLEK-2SB? TTTTCTTCTTTTCTTTTTGGGAGACTAAATAATGGGATGAT
KDLEK-2SBM?? TTTTCTTCTTTTCTTTTTACTAGACTAAATAATGGGATGAT
KDLEK-2AS ATCATCCCATTATTTAGTTCTCCCAAAAAGAAAAGAAGAAA
KDLEK-2ASM? ATCATCCCATTATTTAGTTCTIGAAAAAAGAAAAGAAGAAA
KDLEK-3SB? GAAGCAGCGTACAGAGAGGAAAGAATGTTATATGTGTGGT
KDLEK-3SBM?? GAAGCAGCGTACAGAGACTTAAGAATGTTATATGTGTGGT
KDLEK-3AS ACCACACATATAACATTCTTTCCTCTCTGTACGCTGCTTC
KDLEK-3ASM? ACCACACATATAACATTCTTGAGTCTCTGTACGCTGCTTC
KDLEK-4SB? CCCTGGATTTCTCTGGATGTGGAAATCTTTAAATCTATAC
KDLEK-4SBM?? CCCTGGATTTCTCTGGATGTACTAATCTTTAAATCTATAC
KDLEK-4AS GTATAGATTTAAAGATTTCCACATCCAGAGAAATCCAGGG
KDLEK-4ASM® GTATAGATTTAAAGATTTGTACATCCAGAGAAATCCAGGG
KDLEK-6SB? CATCAATTGCGTTCTGGGGGAGGTACCATGAAAGAACATT
KDLEK-6SBM?? CATCAATTGCGTTCTGGGTITCGGTACCATGAAAGAACATT
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KDLEK-6AS AATGTTCTTTCATGGTACCTCCCCCAGAACGCAATTGATG
KDLEK-6ASM® AATGTTCTTTCATGGTACCCATCCCAGAACGCAATTGATG
BASIC for ACATAGAATACCATGACATTGA
BASIC rev CTTTATGTTTTTGGCGTCTTCC
VAG 21AS AGTTTTCCATTTTGCAAAAGTCTCGC
VGA 19S AATGATCCTATTGAGGGTCTAGATGG
PAR2-2S ATCCTAGCAGCCTCTCTCTCCTGCAGTGG
PAR2-4AS GCTGTGATTTACATGGCCAATCTGGCCTT
PAR2TM-1S GTATGTCGTGAAGCAGACCATCTT
PAR2TM-3AS GTAATTGAACATGTCTCCCACCAA
PAR2-Sonde” FAM-TCCTGCCCTGAACATCACGACCTGT
LEKTM-2S TGGAATAATGTTCATCAATAAATGTGC
LEKTM-3AS CTTGGGAGCTCTTGCTAAATGC
LEKTI-5.TMP? FAM-CACGTGCAAAATGATACTGGAAAAAGAAGCAAA-Q
m/hGAPDH-F CCTGCACCACCAACTGCTTA
hGAPDH-R CATGAGTCCTTCCACGATACCA
gapdh-TagMpro? FAM-CCTGGCCAAGGTCATCCATGACAAC-Q

Y Redundanzen: S=(G+C)und N=(A+ T +G + C).

2 3'-biotinyliert (2.11)

3 mutiert (2.11)

“ FAM (6-Carboxy-fluorescein) bezeichnet den Reporterfarbstoff, TAMRA den Quencher (6-Carboxy-tetramethyl-rhodamin).

2.1.4 Kits

Die nachfolgend aufgefiihrten kommerziell erhaltlichen Kits (Reagenzien-Satze) wurden,
sofern im Text nicht explizit erwahnt, fir die jeweiligen Anwendungen eingesetzt. Kits
enthalten alle benétigten Verbrauchsmaterialien, Chemikalien, Enzyme etc. in
vorportionierter Form und ermdéglichen somit eine effizientere und homogenere

Versuchsdurchfiihrung.

Tabelle 2.3: Verwendete kommerziell erhéltliche Kits

Anwendung Kit

NucleoSpin RNA Il (Macherey-Nagel)
NucleoSpin Plus (Macherey-Nagel)

RNA-Isolierung

Plasmid-Isolierung

DNA-Extraktion aus Agarose-Gelen NucleoSpin Extract (Macherey-Nagel)

NucleoSpin Extract (Macherey-Nagel)
PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit (ABI)
Effectene-Transfektion-Reagent Kit (Qiagen)

Aufreinigung von DNA-Fragmenten

DNA-Sequenzierung

Transfektion

B-Galactosidase Enzyme Assay System (Promega)
Endofree®Plasmid Maxi Kit (Qiagen
pGEM®-T Vector System | (Promega)
Nuclear Extract Kit (Active Motif)
TagMan Universal PCR Master Mix (ABI)

B-Galactosidase-Assay

Plasmid-Isolierung

Klonierung von PCR-DNA-Fragmenten

Kernextraktion

Real-time PCR (TagMan)-Experimente
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2.1.5 DNA-modifizierende Enzyme und Restriktionsendonukleasen

Fur gentechnische Arbeiten wurden die in Tabelle 2.4 verzeichneten DNA-modifizierenden
Enzyme und Restriktionsendonukleasen sowie die entsprechenden Puffer der angegebenen
Firmen bezogen. Die spezifische DNA-Hydrolyse erfolgte mit den jeweiligen
Restriktionsendonukleasen der Firma Invitrogen. Alle Reaktionen wurden entsprechend der

Herstellerangaben durchgefihrt.

Tabelle 2.4: Verwendete DNA-modifizierende Enzyme und Restriktionsendonukleasen

Enzym Hersteller
Reverse Transkriptase SuperScript Il RT (Invitrogen)
DNA-Polymerasen Taq Platinum DNA-Polymerase (Invitrogen)
Ampli Tag-Gold (Applied Biosystems)
TAKARA Ex Taq
Taq (Qiagen)

DNA-Nukleasen DNase | Amp Grade (Invitrogen)
Restriktionsendonukleasen Sac |/ Sac II; Xho 1 (Invitrogen)

RNase-Inhibitor RNasin (Promega)

DNA-Ligase T4 DNA Ligase (Promega)

2.1.6 Plasmidvektoren und Organismen
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die in Tabelle 2.5 aufgelisteten Bakterienstimme und

Plasmidvektoren fir die molekular- und zellbiologischen Versuche verwendet.

Tabelle 2.5 : Verwendete Bakterienstimme und Plasmidvektoren

Bakterienstamm Genotyp Anbieter
Escherichia coli recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl
lac Stratagene®
XL2Blue [F' proAB lacl® lacZAM15 Tn10 (Tet") Amy Cam']?
Plasmidvektoren relevante Eigenschaften Anbieter/Referenz
pGEM-T-Vektor Linearisierter Expressionsvektor fiir PCR- Promeaa®
(3000 Bp.) Produkte mit 3"-Thymidin-Uberhéngen 9
pGL2-basic-Vektor ) Promega®
Luziferase-Reportergen-Vektor
(5598 Bp.) GouLD et al., 1988
pGL2-control-Vektor Luziferase-Reportergen-Vektor mit SV-40- Promega”
(6047 Bp.) Genpromotor GouLp et al., 1988
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pSV-B-Galactosidase- . i _ _ Promega®
control-Vektor Expressionsvektor fir -B-Galactosidase mit lacZ ALAM et al.. 1990
gene und vorgeschaltetem SV-40-Genpromotor N
(6820 Bp.) Lim et al., 1989
Pla::;;l}%e\/sgtliltléien relevante Eigenschaften Insert
LEKTI I Luziferase-Reportergen-Vektor pGL2-basic mit .
(5740 Bp.) LEKTI-Genpromotorkonstrukt | Grofe: 142 Bp.
LEKTI NI Luziferase-Reportergen-Vektor pGL2-basic mit e
(5964 Bp.) LEKTI-Genpromotorkonstrukt 11 Grofe: 366 Bp.
LEKTI I Luziferase-Reportergen-Vektor pGL2-basic mit o
(6293 Bp.) LEKTI-Genpromotorkonstrukt 111 Grofe: 695 Bp.
LEKTI IV Luziferase-Reportergen-Vektor pGL2-basic mit o
(6792 Bp.) LEKTI-Genpromotorkonstrukt IV GroRe: 1194 Bp.

2.1.7 Sicherheitsvorkehrungen und Abfallbeseitigung

Jegliche Arbeiten mit genetischem Material wurden gemal der gesetzlichen Vorschriften nur
in zugelassenen Raumen der Sicherheitsstufe 1 durchgefuhrt. Der Umgang mit radioaktiven
Substanzen erfolgte entsprechend der gesetzlichen Bestimmungen. Radioaktiver Abfall sowie
Losungsmittelreste und giftige Feststoffe wurden getrennt in den entsprechenden Behaltern
gesammelt und der vorgeschriebenen Beseitigung zugefihrt. Infektioses Material wurde nach
Desinfektion oder Autoklavieren entsorgt. Zum Schutz gegen Kontaminationen von Haut und

Kleidung wurden Einweghandschuhe und Laborkittel getragen.

2.2 Molekularbiologische Standardmethoden

Die molekularbiologischen Standardmethoden wurden in Anlehnung an die Beschreibungen

von AUSUBEL et al., 1992 und SAmBROOK et al., 1989 durchgefiihrt.

2.2.1 Gelelektrophoretische Trennung von DNA-Fragmenten

Die analytische oder préaparative Trennung von DNA-Fragmenten nach ihrem
Molekulargewicht erfolgte durch horizontale Elektrophorese in nativen Agarosegelen. In
Abhangigkeit der erwarteten DNA-Fragmentgrofie wurden 0,8-2%ige Gele in 1x TAE-Puffer
hergestellt und die Elektrophorese bei 10 Volt pro cm Gelldnge in 1x TAE-Laufpuffer
durchgefiihrt. Vor dem Auftragen wurden die DNA-Proben mit 0,2 Volumen 10x DNA-

Blaumarker versetzt. Dieses diente zum einen zur Verstarkung der Probensedimentation in
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den Geltaschen und zum anderen der Kennzeichnung der Lauffront wéhrend der
Elektrophorese. Zur Visualisierung der DNA unter UV-Licht wurde der Agaroselésung vor
dem Erstarren 0,1 pg/ml Ethidiumbromid hinzugefuigt. Die relative GroRe der DNA-
Fragmente wurde anhand eines im Gel aufgetrennten Molekularldngen-Standards (0,5pg/ml)
bestimmt. Mit Hilfe des Kodak EDAS 290-Dokumentationssystems konnten die Gele

photographiert und archiviert werden.

Ethidiumbromid-Stammldsung: 1 mg/ml  Ethidiumbromid in ddH,O

50 x TAE-Puffer (Stammlésung): 2M Tris
100 mM EDTA
1M Essigsaure

10 x DNA-Blaumarker: 40 % Glycerin
20 mM Tris-HCI, pH 8,0
2mM EDTA
0,05 % (w/v) Bromphenolblau

Molekular-GréRenstandards: 100 Bp.-Leiter (Invitrogen)
1 Kbp.-Leiter (Invitrogen)

2.2.1 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen

Die Isolierung gelelektrophoretisch getrennter DNA (VOGELSTEIN et al., 1979) wurde anhand
des NucleoSpin®Extract-Kits durchgefiihrt. Dabei wurden die jeweiligen elektrophoretisch
aufgetrennten Banden mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten, in ein Eppendorfgefal
uberfiihrt und eingewogen. Nach Zugabe von 300 pl Puffer NT1 pro 100 mg isolierter DNA
wurde die Agarose bei 50°C und 400 rpm fiir 10 min geschmolzen, die Suspension auf eine
NucleoSpin ®Extract-Séaule geladen und anschlieBend fiir 1 min bei 6000 x g zentrifugiert. Es
folgten zwei Waschschritte mit je 500 pl des Puffers NT3 bei 12.000 x g, bevor die Séule
durch eine dreimin(tige Zentrifugation vollstandig getrocknet wurde. Die DNA konnte nach
einer einmindtigen Inkubation der S&ule bei Raumtemperatur mit 50 pl ddH,0 bei 12.000 x g

eluiert werden.

Komponenten des NucleoSpin®Extract-Kits (Macherey-Nagel):

Puffer NT1 Puffer enthélt u.a. chaotrope Salze zur Bindung der Nukleinsduren an eine
Silika-Oberflache und Komponenten zur Auflésung der Agarose*
Puffer NT3 EtOH-haltiger Waschpuffer zur Entfernung von Verunreinigungen wie Salze,

Nukleotide oder Proteine*

NucleoSpin®Extract-Saulen  Die DNA-Bindung an die Silikamembran der Saule erhéht die Reinheit und
Ausheute der Praparation.
*Die genaue Pufferzusammensetzung ist vom Hersteller nicht angegeben.
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2.2.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Zur exakten Bestimmung von Nukleinsaurekonzentrationen in wéssrigen Lésungen wurde
deren Absorption bei einer Wellenldnge von 260 nm gemessen. Die Messung der
entsprechend mit Aqua bidest verdiinnten Proben erfolgte spektralphotometrisch in einer
Quartzkivette mit 1 cm Schichtdicke. Anhand der ermittelten optischen Dichte (ODygo) der

Proben konnte deren Konzentration ¢ durch folgende Gleichung berechnet werden:

¢ [ng/ul] = ODggo x € x V

Fur einzelstrangige DNA bzw. RNA betragt der Extinktionskoeffizient € 0,04 und fir
doppelstrangige DNA 0,05. Der Verdlnnungsfaktor V beschreibt die eingesetzte Verdinnung
der Nukleinsdure in der wéssrigen Losung.

Der Grad der Reinheit einer Nukleinsdurepréparation kann ebenfalls photometrisch bestimmt
werden, da Nukleinsauren bei 280 nm halb-maximal absorbieren. Der Quotient aus der
optischen Dichte bei 260 nm und 280 nm (OD26,/OD2gp) einer reinen Nukleinsiureldsung
betragt 2,0. Verunreinigungen durch Proteine, deren Absorptionsmaximium bei 280 nm liegt,

verringern diesen Quotient entsprechend.

2.2.4 Ligation

Die Durchfuhrung einer Sequenzierung oder Amplifikation von (PCR-) DNA-Fragmenten
setzt voraus, dass diese zuvor in einen geeigneten Klonierungsvektor eingebracht wurden.
Diesbezuglich fand das pGEM®-T Vector System Verwendung (MARCHUK et al., 1991). Fur
die Ligation in den Vektor wurde in Anwesenheit von 3 Units T4 DNA-Ligase ein 5- bis 8-
facher molarer Uberschuss des DNA-Fragments zu 20 ng Vektor mit 10 x Ligationspuffer in
einem 10 pl Ansatz vereint. Der Ansatz wurde fur 12-16 h bei 12-14°C inkubiert.
AnschlieBend konnte die erhaltene Plasmid-DNA in kompetente Zellen wie Escherichia coli
XL2 blue transformiert werden (2.2.6).

Der Konierungsvektor pGEM-5Zf(+) besitzt unter anderem ein Resistenzgen fir (-
Lactamantibiotika wie beispielsweise Ampicillin und eine lacZ-Region, die fir das N-
terminale Fragment des Enzyms [-Galaktosidase kodiert. In die lacZ-Region ist ein
Polylinker eingefliigt, in welchen der Plasmid-Vektor linearisiert ist. Im Falle einer
erfolgreichen Ligation verhindert die Insertierung der DNA in die Polylinker-Region des
Vektors die Expression des N-terminalen B-Galaktosidase Fragments, da das Leseraster des

N-terminalen Fragments durch das Einfligen der DNA-Fremdsequenz zerstort worden ist
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(Frame shift). Wird die anschlieRende Transformation mit Bakterienstdmmen durchgefiihrt,
die im lacZ-Gen die ,lacZM15“-Partialdeletion besitzen und aus diesem Grunde nur das
inaktive C-terminale Fragment der Galaktosidase exprimieren, kann nur in den Kolonien eine
enzymatisch aktive B-Galaktosidase vorliegen, in denen das N-terminale Fragment (des
Vektors) und das C-terminale Fragment (der Bakterienzelle) komplementiert sind. Diese
Kolonien sind nach einer Induktion des lac-Pomotors durch das Laktose-Analogon IPTG in
der Lage, das farblose Galaktosid X-Gal zu hydrolysieren. Im Verlauf der Hydrolyse entsteht
das blau gefarbte 5-Brom-3-Chlor-Indigo, welches die Kolonie blau erscheinen lait. Im
Gegensatz dazu kann in den Kolonien, in denen eine Insertierung in die Polylinkerregion
stattgefunden hat, diese Reaktion nicht ablaufen, da keine funktionale p-Galaktosidase
gebildet werden kann. Diese Kolonien erscheinen auf den Transformationsplatten als weil3
(Blau-WeiR-Screening). Diese Tatsache wird zur ldentifizierung positiv rekombinanter
Kolonien genutzt. Die Uberpriifung der exakten InsertgroRen der weiRen Kolonien erfolgte

mittels Restriktionsverdau und anschlieflender Sequenzierung (2.3).

2.2.5 Herstellung transformationskompetenter Zellen

Die Herstellung kompetenter Zellen aus E.coli-Stdammen wurde in Anlehnung an die Methode
von NISHIMURA und Mitarbeitern (1990) durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurde pro Ansatz
1 ml einer Ubernachtkultur des Stammes E.coli XL2-Blue mit 100 ml Medium A beimpft und
bei 37°C und 220 rpm bis zu einer ODs7gnm Von 0,55 inkubiert. Nachdem die Kulturen flr
10 min auf Eis gehalten wurden, erfolgte die Sedimentation der Zellen durch eine 15-minttige
Zentrifugation bei 1500 x g und 4°C. Das Sediment wurde in 500 ml eiskaltem Medium A
resuspendiert, tropfchenweise mit 2,5 ml Medium B vermischt und fir 20 min auf Eis
inkubiert. AnschlieBend wurden 100 pl-Aliquots hergestellt, in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80°C gelagert.

LB (Luria-Bertani) - Flissigmedium:

1,0% Caseinhydrolysat (Sigma C-0626)
0,5% Hefeextrakt (Sigma Y-4000)
0,5% NaCl

Losen der Feststoffe in Wasser, Einstellen des pH 7,4 mit 1 N NaOH und Autoklavieren.
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Medium A :
LB - Fllssigmedium mit Zusatz von: 10 mM MgSO,

0,2 % Glukose

MgSO,-Losung und eine Glukose-Stammldsung werden Uber einen Spritzenfilter zum LB-Medium
gegeben.

Medium B:
LB - Flissigmedium mit Zusatz von: 36 % Glycerin

12 % Polyethylenglykol (PEG 8000)
12 mM MgCl,
Das PEG 8000 wird in Glycerin geldst und zum magnesiumhaltigen LB-Medium gegeben.

2.2.6 Transformation von Plasmidvektoren in transformationskompetente

Zellen

Die benotigte Menge Aliquots transformationskompetenter Zellen (2.2.5) wurde langsam auf
Eis aufgetaut, mit je 100 ng Plasmid-DNA bzw. 5 ul eines Ligationsansatzes vorsichtig
gemischt und fir 30 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurde die rekombinante Plasmid-
DNA durch einen Hitzeschock von 45 s bei 42°C in die Zellen eingebracht und der Ansatz
unmittelbar auf Eis abgekihlt. Nach Zugabe von 900 ul vorgewarmten SOC-Medium und
einer anschlieBenden 60-minutigen Inkubation bei 37°C und 300 rpm wurden je 150 ul des
Transformations-Ansatzes auf Selektions-Agarplatten ausgestrichen. Zur phéanotypischen
Selektion von Rekombinanten waren die ampicillinhaltigen Platten vor dem Ausstreichen mit
je 40 ul X-Gal- und IPTG-L6sung behandelt worden. Aus diesem Grunde konnten in der
folgenden Inkubation Gber Nacht bei 37°C nur die E. coli-Zellen wachsen, die erfolgreich mit
dem Ampicillinresistenz-vermittelnden Vektor transfiziert waren. Anhand des Blau-Weif3-
Screenings (2.2.4) wurden die Kolonien mit korrektem Insert ausgewahit.

Die Aufbewahrung und Vereinzelung der Bakterien erfolgte durch Ausstreichen der Klone
auf Selektions-Agarplatten, deren Lagerung bei 4°C fir etwa 8 Wochen mdglich war. Zur
langerfristigen Konservierung bei -80°C wurden glycerinhaltige Dauerkulturen hergestellt,
indem je 1 ml einer tber Nacht inkubierten LB-Kultur mit 1 ml sterilem Glycerin versetzt

wurde.
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SOC-Medium:
2 % Caseinhydrolysat
1% Hefeextrakt
25mM KCI
10mM MgCl,
10mM MgSO,
10mM NaCl
20mM Glukose
Das Medium wurde vor Zugabe der Glukose autoklaviert und mit 5 N NaOH auf pH 7,0 eingestellt.

IPTG-L6sung (sterilfiltriert):
100 mM lIsopropyl-1-thio-p-D-galaktosid in ddH,0O

X-Gal-Losung:
2 % (w/v) 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-galaktosid in N,N-Dimethylformamid

Selektions-Agarplatten:
LB-Flussigmedium mit Zusatz von: 1,5 % Agar (Sigma A-5054)
100 pg/ml Ampicillin

Der Zusatz von 100 pg/ml Ampicillin erfolgte nach Abkihlung des autoklavierten Ansatzes auf 50 °C, pH 7,4 wurde mit 1 N NaOH eingestellt.

2.2.7 Mini-Praparation von Plasmid-DNA

Die Analyse ampicillinresistenter Kolonien (2.2.6) erfolgte durch alkalische Lyse in
Anlehnung an die Methode von BIRNBOIM und Mitarbeitern (1979). Im Rahmen dieser Arbeit
fand dafir das NucleoSpin®Plus-Kit VVerwendung.

Einzelne ampicillinresistente Bakterienkolonien wurden von den Platten in je 3 ml LB-
Selektivmedium tberimpft und bei 37°C und 220 rpm tber Nacht angezogen. Zur Praparation
wurden 2 ml der Kulturen fiir 30 s bei 12000 x g abzentrifugiert, der Uberstand dekantiert und
das Sediment mit 250 pl Puffer Al resuspendiert. Die alkalische Lyse der Zellen erfolgte
durch Zugabe von 250 pl Puffer A2 im Verlauf einer 5-minltigen Inkubation bei
Raumtemperatur unter leichtem Schitteln. Anschlieend wurden die bakteriellen Proteine
sowie die chromosomale Bakterien-DNA durch Zugabe von 300 pl Puffer A3 gefallt und
durch eine 10-miniitige Zentrifugation bei 12.000 x g und 4°C sedimentiert. Der Uberstand
wurde auf eine NucleoSpin®Plus-Saule Gberfiihrt und durch eine einminitige Zentrifugation
bei 12000 x g die Plasmid-DNA an die Silikamembran der Saule gebunden. Es folgten zwei
einminltige Waschschritte bei 12000 x g mit je 600 ul Puffer A4, an die sich eine
Zentrifugation bei 12000 x g fir 3 min zur Entfernung stoérender EtOH-Rickstande des
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Puffers A4 anschloss. Fir die Elution der Plasmid-DNA wurde die S&ule mit mit 50 pl ddH,0
fir 2 min bei Raumtemperatur inkubiert und abschlieRend fir 1 min bei 12000 x g
zentrifugiert. Zur Kontrolle, ob die Plasmid-Vektoren das korrekte Insert besitzen, wurde je
1l der gelésten Plasmid-DNA mit geeigneten Restriktionsendonukleasen (2.1.5) in
Gegenwart von RNase A (0,03 mg/ml) verdaut. Die DNA-Fragmente wurden mittels

Agarosegelelektrophorese (2.2.1) analysiert.

Komponenten des NucleoSpin®Plus-Kits (Macherey-Nagel):

Puffer Al Resuspension buffer ~ Puffer enthélt u.a. RNase A*

Puffer A2 Lysis buffer Alkalischer Puffer, enthalt u.a. SDS*

Puffer A3 Neutralisation buffer *

Puffer A4 Wash buffer EtOH-haltiger =~ Waschpuffer ~ zur  Entfernung  von

Verunreinigungen wie Salze, Nukleotide oder Proteine™

NucleoSpin®Plus-Séulen Die Plasmid-DNA-Bindung an die Silikamembran der Saule erhoht die Reinheit
und Ausbeute der Préparation.
*Die genaue Pufferzusammensetzung ist vom Hersteller nicht angegeben.

2.2.8 Maxi-Praparation von endotoxinfreier Plasmid-DNA

Die im folgenden beschriebene Prdparation von Plasmid-DNA unter Verwendung des
Endofree®Plasmid Maxi Kits ermdglicht die Isolierung von bis zu 500 pg Plasmid-DNA aus
einer 100 ml Bakterienkultur. Eine uUber Nacht in LB-Medium inokulierte Bakterienkultur
wurde bei 12000 x g und 4°C fir 15 min sedimentiert und in 10 ml Puffer P1 resuspendiert.
Zur Bakterienlyse wurden der Suspension vorsichtig 10 ml Puffer P2 hinzugeflgt und bei
Raumtemperatur fir 5 min inkubiert. Die F&llung der chromosomalen Bakterien-DNA sowie
bakterieller Proteine erfolgte durch die Applikation von 10 ml gekiihltem Puffer P3 durch
Filterspritzen (Filter-Cartridges®) bei Raumtemperatur fiir 10 min. AnschlieRend wurden
2,5 ml Puffer ER zugegeben und im Verlauf einer 30-mindtigen Zentrifugation bei 6000 x g
und 4°C wurden alle in der Suspension vorhandenen Endotoxine zersetzt. Der erhaltene
Uberstand wurde auf eine Tip500-Saule® gegeben, die zuvor mit 15 ml Puffer QBT
equilibriert worden war. Nach Durchlauf des Uberstandes wurde die Saule zweimal mit 30 ml
Puffer QC gewaschen. Die gebundene Plasmid-DNA wurde mit 15 ml Puffer QF aus der
Séaule eluiert und durch Zugabe von 0,7 VVolumeneinheiten Isopropanol bei Raumtemperatur
gefallt. Letzlich wurde die Plasmid-DNA wahrend einer 30-min(tigen Zentrifugation bei 4°C
und 13000 x g sedimentiert, zweimal mit 70% Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in

einem entsprechenden Volumen TE-Puffer aufgenommen.
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Komponenten des Endofree®Plasmid Maxi Kits (Qiagen):

Puffer P1 Resuspension buffer 50 mM Tris/HCI; pH8,0; 10mM EDTA,; 100ug/ml RNase A

Puffer P2 Lysis buffer 200 mM NaOH;1% SDS (w/v)

Puffer P3 Neutralisation buffer 3M Potassium Acetate, pH 5,5

Puffer ER Endotoxin removal buffer ~ Enthalt Isopropanol und Polyethylen Glykol Octylphenyl
Ether*

Puffer QBT Equilibration buffer 750 mM NaCl; 50 mM MOPS, pH7,0; 15% Isopropanol (v/v);
0,15% Triton®X-100 (V/v)

Puffer QC Wash buffer 1 M NaCl; 50 mM MOPS, pH7,0; 15% Isopropanol (v/v)

Puffer QF Elution buffer 1,25 M NaCl; 50 mM Tris/HCI, pH8,5; 15% Isopropanol (v/v);

Puffer TE Storage buffer 10 mM Tris/HCI, pH8,0; 1mM EDTA

Cartridge® Spritzenférmige Filterapparatur

Tip500-Saule®  Anionenaustausch-Chromatographieséule
*Die genaue Pufferzusammensetzung ist vom Hersteller nicht angegeben.

2.2.9 Arbeiten mit RNA

Samtliche Arbeiten mit RNA wurden mit sterilen gestopften Pipettenspitzen sowie RNase-
freien Losungen durchgefihrt. Diese Vorsichtsmanahmen dienten dem Schutz der RNA vor
dem enzymatischen Abbau durch die ubiquitdr verbreiteten RNasen. Die Lagerung der in
ddH,0 geldsten RNA erfolgte bei -80°C.

2.2.9.1 Préaparation von Gesamt-RNA aus Zellen

Die Praparation von Gesamt-RNA aus eukaryotischen Zellen wurde anhand des
NucleoSpin®RNA I1-Kits durchgefiihrt, dessen Versuchsablauf einen DNase-Verdau
beinhaltet, welcher bei Anwendung anderer Protokolle stets im Anschluss an die RNA-
Isolation erfolgte. Das genutzte Verfahren hat den Vorteil, dass die erhaltene RNA-LAsung
keine Komponenten des Verdauungsansatzes enthélt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die RNA ausschlielllich aus eukaryotischen Zellen isoliert
(2.5.1), die in 6-oder 12-Well-Platten bzw. 75 cm? Kulturflaschen angezogen wurden.
Aufgrund der limitierten Bindungskapazitat der silikahaltigen NucleoSpin®RNA-Séaulen
konnten pro Ansatz maximal 5x10° Zellen eingesetzt werden. Diese wurden einmal mit PBS
gewaschen, mit 400 pl Puffer RA1 (6- oder 12-Well-Platten) oder 800 pl Puffer RAl
(75 cm? Kulturflaschen) tiberschichtet und unmittelbar auf Eis gehalten. AnschlieRend wurde
das Zellysat anhand eines Einweg-Zellscrapers in den KulturgefaBen homogenisiert, auf eine
NucleoSpin®Filter-Saule geladen und zur Abtrennung der Zelltrimmer fir 1 min bei
12000 x g zentrifugiert. Da die maximale Beladungskapazitat der NucleoSpin®-Saulen 750 pl

betragt, wurde bei groReren Volumina der Schritt wiederholt. Das erhaltene Filtrat wurde mit
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300 pl bzw. 600 pl 96%igem Ethanol versetzt, auf eine NucleoSpin®Filter-Saule tiberfiihrt
und zweimal fir 1 min bei 12000 x g bis zur Trocknung zentrifugiert. Anschlieend wurde
die an der Sdule immobilisierte RNA zur Hydrolyse der ebenfalls gebundenen genomischen
DNA mit 95 pl DNase I-Losung fur 15 min inkubiert. Zur Inaktivierung der DNase | wurde
die S&ule mit 500 pl Puffer RA2 bei 800 x g fiir 30 s gewaschen. Im Verlauf der folgenden
Waschschritte mit 600 pl bzw. 250 ul RA3 Puffer wurden Salze sowie weitere
Verunreinigungen bei 12000 x g fir 30 s bzw. 2 min zentrifugierend entfernt. Die derart
getrocknete Saule wurde in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefal dberfihrt und mit 50 pl
RNase-freiem ddH,O bei 12000 x g fur 2 min eluiert. Den Eluaten wurden 5 pl zur
Konzentrationsbestimmung entnommen, alle Aliquots in flissigem Stickstoff schockgefroren
und unmittelbar bei —-80°C eingebracht. Die Bestimmung der Konzentration und Reinheit der

RNA-Praparation erfolgte mittels photometrischer Analyse (2.2.3).

Komponenten des NucleoSpin®RNA 11-Kits (Macherey-Nagel):

Puffer RA1 Lysispuffer, enthalt 4 M Guanidiniumisothiocyanat und B-Mercaptoethanol zur
Denaturierung aller Proteine und RNasen sowie chaotrope Salze zur Bindung
der Nukleinséuren an eine Silika-Oberflache*

Puffer RA2 Waschpuffer zur Inaktivierung und Entfernung der DNase | sowie weiterer
Verunreinigungen*

Puffer RA3 EtOH-haltiger Waschpuffer zur Entfernung von Verunreinigungen wie Salze,
Nukleotide oder Proteine*

RNase-free DNase | Desoxyribonuclease (DNA abbauendes Enzym)

DNase-reaction Puffer Reaktionspuffer der DNase |

RNase-free Water RNase-freies Wasser zur Elution der RNA von der Saule

NucleoSpin®Filter-Saulen Filterséulen zur Abtrennung der Zelltrimmer

NucleoSpin®RNA-Saulen Die RNA-Bindung an die Silikamembran der Séule erhdht die Reinheit und
Ausbeute der Praparation.
*Die genaue Pufferzusammensetzung ist vom Hersteller nicht angegeben.

2.3  Sequenzierung

Zur Bestimmung von Nukleinséduresequenzen doppelstraéngiger DNA-Fragmente wurde eine
modifizierte Form des enzymatischen Kettenabbruchverfahrens von SANGER und Mitarbeitern
(1977) genutzt.

Diese als Tag-Cycle-Sequencing bezeichnete Methode (MANONI et al.,1992) wurde unter
Verwendung des PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Kits (ABI) nach Anweisung
des Herstellers durchgefiihrt und sowohl zur Sequenzierung aufgereinigter PCR-generierter

DNA-Fragmente (2.2.1) als auch praparierter Plasmid-DNA (2.2.7) eingesetzt. In diesem
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Verfahren wird das Prinzip einer Polymerase-Kettenreaktion (2.4) mit einem kontrollierten
basenspezifischen Abbruch der enzymatischen Replikation durch den Einbau von Didesoxy-
Nukleosidtriphosphaten (ddNTP) verwendet, wobei die zu sequenzierende DNA mit nur
einem Oligonukleotid linear amplifiziert wird. Da der Tag-Polymerase sowohl Desoxy-
Nukleotide (dNTP) als auch ddNTPs zur Elongation angeboten werden, kommt es bei Einbau
eines ddNTPs zum basenspezifischen Kettenabbruch, so dass eine statistische Verteilung
unterschiedlich langer DNA-Amplifikate entsteht. Zur Markierung dieser Amplifikate sind
die vier eingesetzten ddNTPs mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen (Dye Terminatoren)
gekoppelt, die aufgrund ihres differierenden Emissionsverhaltens im Verlauf der
Elektrophorese vom Laserscanner des Kapillarsequenzers (ABI) detektiert werden. Dabei
erfolgte die Datenregistrierung und Geratesteuerung vollautomatisch mit der Data Collection
Software (ABI) auf einem Macintosh-Computer. Die erhaltenen Daten wurden mit Hilfe der

Sequence Analysis V3.4.1-Software (ABI) ausgewertet.

Sequenzierreaktions-Ansatz (1x):

4 ul BigDye Terminator Ready Reaction Mix

1 ul Oligonukleotidprimer (10 pmol/ul)

Xl Matrizen-DNA (DNA in ng = Basenpaaranzahl/7,5)
ad 20 ul  ddH,O

Temperaturprogramm fir 25 Zyklen:

Denaturierung 96°C 10 sek
Oligonukleotidanlagerung 45-60°C 10 sek
Elongation 60°C 4 min
Reaktionsende 4°C 00 mMin

2.3.1 Aufreinigung der Sequenzierproben mittels DNA-Prazipitation

Im Anschluss an die Sequenzierreaktion wurde jeder Ansatz mit 80 pl ddH,O versetzt und in
ein 1,5 ml ReaktionsgefaR uberfuhrt. Zur Fallung der DNA bei Raumtemperatur erfolgte die
Beimischung von 10 ul 3M Natriumacetatlésung, pH 4,6 und 250 pl 96%igen Ethanol, an die
sich eine Zentrifugation fiir 15 min bei 12000 x g anschloss. Der erhaltene Uberstand wurde
vorsichtig dekantiert, das DNA-Sediment zweimal mit 400 pl 70%igem Ethanol bei
12000 x g far 15 min zentrifugierend gewaschen und abschlieBend fur 5 min vakuum-
getrocknet. Das DNA-Prézipat wurde zur Sequenzierung in 25 pl des Formamid-haltigen TSR
(Template Supression Reagent, ABI) resuspendiert, fur 2 min bei 95°C denaturiert und im



MATERIAL UND METHODEN 42

folgenden auf Eis gehalten. Nach sorgfaltigem Mischen wurde der Ansatz auf das Kapillargel
geladen. Die elektrophoretische Trennung im Kapillarsequenzer erfolgte bei einer

Injektionszeit von 30 s fuir 36 min bei 50°C und einer Spannung von 15 kV.

2.4  Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Eine Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction) ermoglicht die selektive
exponentielle Amplifikation definierter DNA-Sequenzen in vitro (SAIKI et al., 1985). Die
Reaktion besteht aus aufeinanderfolgenden Zyklen mit je drei Schritten, bei denen die
neusynthetisierten DNA-Strange jeweils als Matrizen fur die weitere DNA-Synthese dienen.
Dabei setzt sich jeder PCR-Zyklus aus einer temperaturgesteuerten Reaktionsfolge von
Denaturierung, Annealing und Elongation zusammen. Zur Durchfiihrung einer PCR werden
eine hitzestabile Tag-DNA-Polymerase, ein Template (DNA-Sequenz) und spezifische Oligo-
nukleotide bendtigt. Diese Oligonukleotide sind jeweils einem Abschnitt des Templates
komplementar und schlieRBen als Sense- und Antisense-Oligonukleotid die zu amplifizierende
Sequenz ein. Im Verlauf der Denaturierung wird das doppelstrdéngige DNA-Template bei
hohen Temperaturen (95-99°C) zu Einzelstrangen aufgeschmolzen, an denen, aufgrund des
schnellen Abkulhlens auf 45-65°C, die komplementdren Oligonukleotide hybridisieren
(annealing). Die entstandenen doppelstrangigen Hybrid-DNA-Bereiche dienen der Tag-
Polymerase als Startpunkt zur Synthese des komplementdren Stranges bei 72°C, wobei die
Dauer der Elongationszeit von der Grofle des erwarteten DNA-Amplifikats abhangig ist
(~ 1000 Bp./min).

Im Rahmen dieser Arbeit fanden, in Abhé&ngigkeit des Versuchs, verschiedene Templates
bzw. Oligonukleotide (2.1.3) fir PCR-Reaktionen Verwendung. Dabei wurde die
entsprechende Annealingtemperatur fir jedes Oligonukleotidpaar zur Optimierung der
Stringenz experimentell ermittelt sowie das Standardprotokoll (2.4.1) gegebenenfalls gemaR

der Versuchsanforderungen modifiziert.

2.4.1 Standard-PCR
Die Standard-PCRs dienten der Akkumulation von DNA-Sequenzen zur Durchfuhrung von
Klonierungen und Sequenzierungen sowie der Untersuchung humaner Zelllinien (cDNA) auf

endogene Genexpression (LEKTI, PARsS).
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Reaktionsansatz fiir eine Standard-PCR (50 ul):

10 % 10 x PCR-Puffer (200 mM Tris-HCI [pH 8,4], 500 mM KCI)
2mM MgCl,
200 nM  Oligonukleotidprimer (Sense und Antisense)
200 mM dNTP-Mix (je 200 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP)
20-500ng DNA-Matrize (cDNA, Plasmid oder genomische DNA)
1U DNA-Polymerase
ad 100 % ddH,O

Samtliche PCR-Reaktionen wurden im *GeneAmp PCR System 2400’ (Perkin Elmer) gemaR
des folgenden Programms durchgefihrt, wobei die Zugabe der DNA-Polymerase nach Ablauf

der Erst-Denaturierung erfolgte.
Temperaturprogramm fiir 40 Zyklen (1.- 3. Schritt):

Erst-Denaturierung der DNA 99°C 3 min

1. Denaturierung 96°C 1-10s

2. Oligonukleotidanlagerung 50 - 65°C 10-45s

3. Elongation 72°C  30s-4min

End-Elongation 72°C 7 min

Reaktionsende 4°C oo min
24.2 RT-PCR

Die reverse Transkription ist eine abgewandelte Form der PCR (2.4), in deren Verlauf mit
Hilfe des viralen Enzyms Reverse-Transkriptase aus einer RNA komplementdre DNA
(cDNA) generiert wird.

Zur Herstellung der cDNA wurden pro Ansatz 3 g einer zuvor lyophilisierten Gesamt-RNA
in 12 ul ddH,O und 500 ng random hexamer primer ((dT)-Oligonukleotid UNIP 5) auf Eis
resuspendiert und fir 10 min bei 70°C denaturiert. AnschlieBend wurde der unmittelbar auf
Eis abgekiihlte Ansatz kurz zentrifugiert und mit 7 pl eiskaltem Reaktions-Premix vermischt.
Fur die reverse Transkription wurde der Reaktionsansatz fiir 1 min bei 42°C &quilibriert und
mit 200 U SuperScript Il (Invitrogen) versetzt. Nach Ablauf einer 50-minitigen Inkubation
bei 42°C, an die sich eine kurze Zentrifugation anschloss, erfolgte die Inaktivierung des
Enzyms bei 70°C Uber 15 min. Zur Konzentrationsbestimmung der generierten cONA wurde
die eingesetzte RNA-Aquivalentmenge zugrundegelegt. Die Effizienz der cDNA-Synthese
wurde anhand einer Standard-PCR mit B-Tubulin-Oligonukleotiden (2.1.3) durchgefihrt, in
deren Verlauf ein Amplifikat von 461 Bp. entsteht, welches in der anschlieBenden
Elektrophorese (2.2.1) nachgewiesen wird.
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Reaktions-Premix (1x) fiir eine RT-PCR:
4 ul 5 x Erststrangsynthesepuffer (Invitrogen)

2l 0,1 M Dithiothreitol (DTT)
1l dNTP-Mix (je 200 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP)

2.4.3 Quantifizierung von Transkripten mittels Real-Time PCR (TagMan)
Die Transkriptionshéhen von LEKTI in humanen Zelllinien wurden mittels real-time reverse
transcription-PCR (ScHILD, 1996) in einem PRISM 7700 Sequence Detection System
(Applied Biosystems) quantifiziert. Das Prinzip dieser Analyse, die im Folgenden als TagMan
bezeichnet wird, ist in Abbildung 2.1 dargestellt.

Die Echtzeit-PCR-Technologie wird zur Analyse der Transkriptionshéhe der untersuchten
Molekdile in humanem Gewebe sowie zur Untersuchung ihrer Induzierbarkeit in Zelllinien
genutzt. Diese Technik zeichnet sich neben der PCR-eigenen Sensitivitdt auch durch ein
hohes Mal} an Selektivitdat und Reproduzierbarkeit aus, wobei Letztere fir die verlassliche
Untersuchung der Stimulation der mRNA-Expression in Zelllinien von entscheidender
Bedeutung ist. Die hohe Reproduzierbarkeit des Assays ergibt sich zum einen aus dem
Wegfall weiterer Arbeitsschritte zum Nachweis der Spezifitdt des PCR-Produktes (z.B.
Gelelektrophorese, Blot-Methoden), zum anderen aus der Quantifizierung der PCR im
logarithmischen Bereich der Amplifikation. Die TagMan-Technologie basiert auf einem
5°-Nuklease-Assay (HOLLAND et al., 1991), bei dem man unter Ausnutzung der 5°-3’-
Exonukleaseaktivitdt der Tag-Polymerase relativ einfach sequenzspezifische Amplifikation
nachweisen kann. Durch die Einfiihrung einer mit fluoreszierenden Farbstoffen markierten
Oligonukleotidsonde (LEE et al., 1993) wurde dieser Assay automatisierbar.

Diese fluorogene Sonde wird zusatzlich zum spezifischen Primerpaar einer Standard-PCR
eingesetzt und hybridisiert genau wie diese spezifisch an die zu amplifizierende DNA-
Zielsequenz. Die Sonde besteht aus einem 24-30 bp langen Oligonukleotid, dessen 5" -Ende
mit einem Reporterfarbstoff (6-Carboxy-fluorescein) verknipft ist, wahrend das 3"-Ende mit
einem so genannten Quencher-Farbstoff (6-Carboxy-tetramethyl-rhodamin) versehen ist.
Zudem ist das 3"-Ende durch einen Phosphatrest blockiert, damit die sequenzspezifische
Sonde nicht auch durch die Polymerase verlangert werden und somit als dritter Primer
fungieren konnte. Solange die Sonde intakt ist, findet ein Fluoreszenz-Resonanz-Energie-
Transfer (FRET) statt. Die normalerweise nach Anregung (Wellenldnge A=488 nm) als Licht
emittierte Energie des Reporterfarbstoffs wird auf den Quencher Ubertragen, so dass nach

auflen nur sehr geringe Lichtsignale messbar werden. Die Absorption der Energie durch den
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Quencher ist nur moéglich, solange sich Reporter-Markierung und Quencher in unmittelbarer
raumlicher Nahe zueinander befinden, wie es bei intakten Sondenmolekiilen gegeben ist.
Wird die Oligonukleotidsonde durch die 5°-3"-Exonukleaseaktivitdt der Tag-Polymerase
wéhrend der Elongationsphase einer PCR-Reaktion hydrolysiert, so entfernen sich die beiden
Farbstoffe voneinander und die emittierte
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Abbildung 2.1

Prinzip der TagMan-PCR: (A) Zu Beginn der PCR hybridisiert die mit Reporterfarbstoff (R) und
Quencher (Q) markierte Oligonukleotidsonde an die Zielsequenz. Durch die raumliche Néhe der beiden
Fluoreszenzfarbstoffe findet ein Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) statt, der ein
Fluoreszenzsignal unterdriickt. (B) Wahrend der Elongationsphase trifft die Tag-Polymerase auf die
gebundene Sonde. Eine Y-formige Ubergangsstruktur wahrend der Verdriangungsreaktion aktiviert die
5°-3’-Exonukleaseaktivitat der Tag-Polymerase und fiihrt zur Sondenhydrolyse. (C) Aufgrund der nun
zunehmenden Entfernung zwischen Reporterfarbstoff und Quencher wird der FRET unterbrochen, und
ein Fluoreszenzsignal wird messbar. Die Tag-Polymerase ist durch eine graue Ellipse symbolisiert,
gebundene Oligonukleotidprimer durch fettgedruckte Balken.

Energie des Reporterfarbstoffs wird als Fluoreszenzsignal (A=518 nm) messbar.
Voraussetzung flr eine Hydrolyse der Sonde durch die 5°-3"-Exonukleaseaktivitat der Taq
DNA-Polymerase ist eine stabile Hybridisierung der Sonde an die Zielsequenz. Zu diesem
Zweck sollte die Schmelztemperatur (T,,) der Sonde mindestens 8-10 °C (ber T, der
Oligonukleotidprimer liegen. Ist dies der Fall, so trifft die Tag-Polymerase wahrend der
Extensionsphase auf die Sonde und beginnt, diese zu verdrédngen. Die dabei entstehende Y-
formige Sekundérstruktur, in der die ersten Basen der Sonde bereits verdrangt wurden,

induziert die 5°-3"-Exonukleaseaktivitdt der Tag-Polymerase, und die Sonde wird
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hydrolysiert. Eine nur schwach an die Matrize gebundene Sonde, wie z.B. bei einer
Fehlpaarung in einer abweichenden Sequenz eines Allels, wiirde von der Polymerase so
schnell verdrangt werden, dass keine Hydrolyse stattfinden konnte.

Zur Berechnung der Ausgangsmenge cDNA in einer unbekannten Probe wird die Anzahl der
PCR-Zyklen herangezogen, die notig ist, um einen festgelegten Schwellenwert eines
Fluoreszenzsignals zu Uberschreiten. Die bendtigte Zyklenzahl wird als Ct-Wert (threshold
cycle) bezeichnet. In der exponentiellen Phase der PCR-Reaktion, in der die
Fluoreszenzintensitaten entsprechend ihrer Wellenldngen detektiert werden, verdoppelt sich
die Anzahl ungequenchter Reportermolekiile mit jedem Zyklus. Da die Amplifikation in der
exponentiellen Phase im Gegensatz zur Endpunktbestimmung keinem limitierenden Faktor
unterliegt, ist die TagMan-Methode gut reproduzierbar. Durch die Abhéngigkeit eines
detektierbaren  Fluoreszenzsignals von der Hybridisierung dreier  verschiedener
Oligonukleotide (2 Primer und die Sonde) ist die Echtzeit-PCR ein hochspezifischer Assay.
Trotzdem wurde eine mogliche Amplifikation genomischer Sequenzen durch die Verwendung
exonibergreifender Primer zusatzlich unterbunden. Die im TagMan-Assay verwendeten
Primerpaare wurden zuvor in einer Standard-PCR darauf getestet, dass sie nur ein spezifisches
PCR-Produkt amplifizieren. Aullerdem ermdglichte die Verwendung von Wasser anstelle von
cDNA die Kontrolle auf mogliche Kontaminationen der genutzten Reagenzien.

Die Veranderungen der Fluoreszenzintensitaten wéhrend einer Echtzeit-PCR wurde mit Hilfe
des PRISM 7700 Sequence Detection Systems (Applied Biosystems) gemessen. Alle
bendtigten Sonden (Tabelle 2.1) waren mit 6-Carboxy-fluorescein (FAM) als
Reporterfarbstoff und mit 6-Carboxy-tetramethyl-rhodamin als Quencher markiert, welche
beide vom Argon-Laser des PRISM 7700 (A=488 nm) angeregt werden. Die
Emissionsspektren der Fluoreszenzfarbstoffe wurden im Bereich von 500-660 nm
automatisch aufgenommen und durch eine CCD-Kamera (charge-coupled device) in vom
Computer bearbeitbare Datenpunkte umgewandelt.

Oligonukleotidprimer und -sonden wurden mit dem Programm Primer Express (Applied
Biosystems) abgeleitet und von den Firmen MWG (Primer) und TIB MOLBIOL (Sonden)
bezogen. Als endogene Amplifikationskontrolle zum Abgleichen der eingesetzten cDNA-
Mengen dienten Oligonukleotide und Sonden fur die so genannten Haushaltsgene ribosomale
18S-RNA und Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase (GAPDH).
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Fur alle TagMan-PCR-Lé&ufe wurde folgendes Temperaturprogramm verwendet:

1.  Uracil-N-Glykosylase-Reaktion 50 °C 2min 1 Zyklus
2. Initiale Denaturierung 95 °C 10 min 1 Zyklus
3. Denaturierung 95°C 15s
Oligonukleotidanlagerung und
Amplifikation der Zielsequenz 60 °C 1 min 45 Zyklen
4. Reaktionsende 25°C o0

Die fur eine quantitative Auswertung notwendigen Absorptionsspektren der beteiligten Fluorogene wurden wéhrend
der Amplifikation der Zielsequenz (Schritt 3) aufgenommen.

Fur jeden PCR-Reaktionsansatz (25 ul Endvolumen) wurden folgende Reagenzien benétigt:

125 ul 2 x TagMan Universal PCR Master Mix (ABI)

250 nM Oligonukleotidprimer (250 nM je Primer)

250 nM Sonde (5"-FAM / 3"-TAMRA markiertes Oligonukleotid)
20 u cDNA-Matrize (Template)

2.4.3.1  Quantifizierung der endogenen Expression der Zielmolekule

Die Quantifizierung der Transkription von LEKTI erfolgte Uber das Prinzip der
Standardkurvenmethode. Bei der Quantifizierung von LEKTI wurde die Standardkurve aus
einer Verdinnungsreihe einer Stammldsung cDNA aus BHY-Zellen konstruiert. Aufgrund
der Datenaufnahme des TagMan-Systems in der exponentiellen Phase der PCR sowie
aufgrund der kurzen Amplifikationsprodukte ist die gemessene Effizienz der PCR von der
Startkopienzahl nahezu unabhéngig. Der Logarithmus der Startkopienzahl ist daher Uber
mindestens 5 GroRenordnungen proportional zum Ct-Wert. Die aus diesen zwei Parametern
konstruierte Standardkurve weist im Experiment meist einen Korrelationskoeffizienten
R > 0,97 auf, was das Standardkurvenverfahren zu einer sehr genauen Auswertungsmethode

macht.

2.4.3.2  Quantifizierung von LEKTI in humanen Zelllinien
Zur Erstellung der Standardkurve wurde cDNA aus BHY-Zellen in 10 Verdinnungsstufen im

Bereich von 50ng-25pg RNA-Aquivalentmenge eingesetzt. Fir die Erstellung der
Standardkurven sowohl fir die Bestimmung der Transkriptionsrate von LEKTI wie auch fir
die endogene Kontrolle GAPDH wurde fur alle Experimente die gleiche, zuvor aliquotierte
cDNA-Stammlésung aus BHY-Zellen genutzt. Die Doppelbestimmungen flr die Standards
wurden im gleichen Experiment wie die zu untersuchenden Proben analysiert. Es kamen nur

solche Versuche zur Auswertung, in denen die Standardreihen fir Zielsequenz und
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Haushaltsgen einen Korrelationskoeffizienten R >0,97 aufwiesen und zugleich alle
Probenwerte umspannten.

Die Berechnung der endogenen Expression von LEKTI erfolgte in zwei Schritten. Zuerst
wurden die Signale der einzelnen Proben normalisiert, indem die ermittelten
Startkopienzahlen von LEKTI durch die Startkopienzahl des Haushaltsgens GAPDH dividiert
wurden. Dieser Schritt erlaubte das Vernachlassigen abweichender Mengen eingesetzter
cDNA, die z.B. durch unterschiedliche Effizienzen bei der reversen Transkription entstanden
sein konnten. Im zweiten Schritt wurden dann alle so normalisierten Startkopienzahlen
kalibriert, indem man sie durch die normalisierte Startkopienzahl des Gewebes mit der
niedrigsten Transkriptionsrate (Kalibrator) dividierte. Das Ergebnis dieser Berechnung war
also ein relatives Expressionsniveau der Zielsequenz LEKTI in verschiedenen humanen
Zelllinien, wobei der Kalibrator gleich 1 gesetzt wurde.

Zur Berechnung der endogenen Expression in den Proben wurde anschlieend die
experimentell festgestellte Startkopienzahl des Zielgens durch die der endogenen Kontrolle

dividiert.

2.5  Allgemeine Zellkulturtechniken

2.5.1 Zelllinien und Kultivierung

Samtliche Arbeiten mit eukaryotischen Zellen erfolgten an einem sterilen Arbeitsplatz der
Sicherheitsstufe S1 und wurden gemé&R der von LINDL (2000) publizierten allgemeinen
Empfehlungen flir den Umgang mit eukaryotischen Zellen durchgefihrt.

Alle verwendeten Zelllinien (Tabelle 2.6) wurden ausschliellich mit den in Tabelle 2.7
aufgefiihrten Medien und Materialien kultiviert und unter Standardbedingungen in

wasserdampfgeséttigter Atmosphére bei 37°C und 5% CO, gehalten.
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Tabelle 2.6: Verwendete Zelllinien.

Zellstamm Gewebe / Morphologie Herkunft / Referenz
Humane Hepatoma-Zelllinie Etabliert aus der Resektion der Leber
HUH-7 Adharente Zellen, die als einschichtiger Zellrasen eines 57-jahrigen Patienten
(monolayer) wachsen (NAKABAYASHI et al., 1982)
Humane Keratinozyten-Zelllinie Spontan immortalisierte humane
HaCaT . Keratinozyten
adharent, als Monolayer wachsend (BOUKAMP et al., 1988)
Humane Lungenprimérzellen
SAEC 6043 ) Fa. Cellsystems, Nummer CC-2547
adharent, als Monolayer wachsend
Atypisches Karzinoid der Lunge
NCI H720 . . . . ATCC-Nummer: CRL-5838
nicht-adharente Suspensions-Zelllinie
Humane T-Zellen
Jurkat . ) . . DSMZ-Nummer: ACC 282
nicht-adharente Suspensions-Zelllinie
Humanes Lungenkarzinom
A-549 . DSMZ-Nummer: ACC 107
adhérent, als Monolayer wachsend
Humanes Mundschleimhautkarzinom
BHY . DSMZ-Nummer: ACC 404
adharent, als Monolayer wachsend
Humanes Kolonkarzinom
HT 29 . DSMZ-Nummer: ACC 229
adharent, als Monolayer wachsend
Humanes Leberkarzinom
SKHEP-1 ) DSMZ-Nummer: ACC 141
adhérent, als Monolayer wachsend
Humanes Kolonkarzinom (epithelialer Herkunft)
T84 . ATCC-Nummer: CCL 248
adhérent, als Monolayer wachsend

Tabelle 2.7: Verwendete Agenzien zur Kultivierung von Zellen.

Medien, sonstiges Zellkulturmaterial

Anbieter, Bestellnummer

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Invitrogen, 41965-029

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Invitrogen, 41965-039

Fetales Kélberserum (FCS), hitzeinaktiviert

BioWhittaker, 14-701F

Minimum Essential Medium Alpha Medium

Invitrogen, 41061-029

SAGM Bullet Kit

Cell Cystems CC-3118

PBS Dulbecco’s

Invitrogen, 14190-094

RPMI 1640

Invitrogen, 31870-025

SAGM Bullet Kit

Cell Cystems CC-3118

Trypsin/EDTA-LAsung (10x)

Invitrogen, 35400-027

10.000 pg/ml Penicillin/Streptomycin (100x)

Invitrogen, 15140-130

200 mM (100x) L-Glutamin

Invitrogen, 25030-024
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2.5.2 Kultivierung humaner Zellen

Zur Stammerhaltung und Zellvermehrung wurden die Zellen regelméRig mit frischem
Medium versorgt und spatestens bei Erreichen der Konfluenz umgesetzt (,,passagiert®). Die
adhérenten Kulturen wurden einmal mit warmer phosphatgepufferter Salzlésung (PBS)
gewaschen und mit 3 ml Trypsin-EDTA-L6sung bei 37°C vom Kulturflaschenboden geldst.
Diese Reaktion wurde durch Zugabe von 4 Volumina FCS-haltigem Kulturmedium gestoppt,
die Zellen fur 7 min bei Raumtemperatur und 120 x g zentrifugiert und in frischem
Kulturmedium resuspendiert. Anhand der Neubauer-Zahlkammer (2.5.3) wurde die
Zellzahl/ml bestimmt, um anschlieRend die Zellen in gewinschter Dichte auszuplattieren.
Suspensionskulturen wurden direkt sedimentiert, in frischem Kulturmedium aufgenommen,
die Zellzahl/ml bestimmt und wie ben6tigt ausgesat. Zellen, die zur Erhebung experimenteller

Daten genutzt wurden, waren mindestens 2 Wochen in Kultur bzw. drei Passagen alt.

2.5.3 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl (Anzahl der Zellen pro Volumeneinheit) und der Zellvitabilitat
(Trypanblauausschlussmethode) erfolgte mit Hilfe der Neubauer Zahlkammer (LINDL et al.,
2000). Trypanblau lagert sich an Proteinstrukturen des Zytoplasmas an, kann jedoch nur in
Zellen mit permeabler Zellmembran eindringen und farbt aus diesem Grunde selektiv tote

Zellen blaulich an.

Trypanblau: 0,1% Trypanblau (w/v) in PBS

2.5.4 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Uberzahlige Zellen wurden zur Stammerhaltung und eigenen Stockherstellung wieder in
flussigem Stickstoff (-196°C) eingefroren. Die Zellen wurden sedimentiert und je nach
Zelllinie 0,1-1x 10" Zellen in 1ml eiskaltem Einfriermedium aufgenommen. Die
Zellsuspension wurde in kéltebestandige EinfriergefalRe (Cryovial, Roth) Uberfuhrt und fir
48 h bei -80°C gelagert. AnschlieBend konnten die Cryovials in flissigem Stickstoff
eingebracht werden. Die Reaktivierung der Zellen erfolgte durch zlgiges Auftauen der
Cryovials in einem Wasserbad (37°C) und unmittelbarer Uberfiihrung in vorbereitete
Zellkulturflaschen mit 20 ml des jeweiligen Kulturmediums. Am nédchsten Tag wurde der

DMSO-haltige Mediumiberstand gewechselt, um optimales Wachstum zu erreichen.



MATERIAL UND METHODEN 51

Einfriermedium:  Der Zelllinie entsprechendes Medium
20% FCS
2mM L-Glutamin
100 pg/ml  Penicillin/Streptomycin
10% DMSO*

*Der 10%ige Zusatz von DMSO verhindert die Kristallbildung innerhalb und auBerhalb der
Zellen. Aufgrund seiner hygroskopischen Eigenschaften entzieht es den Zellen wéhrend des
Einfrierens Wasser. Da es jedoch bei Raumtemperatur toxisch wirkt, wurde es umgehend durch
Mediumwechsel aus den Kulturen entfernt.

2.6 Stimulation von Zellen

Samtliche im Rahmen der Arbeit durchgefiihrten in vitro Stimulationen mit pro-
inflammatorisch wirksamen Mediatoren dienten der Untersuchung der Responsivitdt des
LEKTI-Genpromotors in humanen Zellsystemen. Die Mediatoren wurden in Wasser (ACS-
grade, Sigma) oder DMSO (Sigma) gel6st, aliquotiert und bei -20°C gelagert. Aufgrund der
Tatsache, dass die Mediatoren sowohl in unterschiedlichen Aktivitdtseinheiten als auch
Reinheitsgraden kommerziell erhéltlich sind, sind zur exakten Identifizierung die jeweilige
Bestellnummer sowie der Produzent angegeben. Fir die Herstellung der Stimulationslésungen
wurden die Mediatoren entsprechend der gewtiinschten Konzentration in dem jeweiligen auf
Raumtemperatur &aquilibrierten Medium gelost. Da der Verdinnungsfaktor der DMSO-
haltigen Mediator-Stammldsungen im Medium mindestens 1:1000 betrug, war ein potentieller
Einfluss des (Stammlosungs-) Losungsmittels in den durchgefiihrten Experimenten zu

vernachlassigen.

Tabelle 2.8: Verwendete Mediatoren.

Mediator Kat. Nr. Hersteller
Forskolin F-105 RBI
Interleukin-6 (IL-6) 016200-R TEBU
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) P-8139 Sigma
lonomycin CA201-0001 Biomol
NF-kB-Inhibitor Kat. Nr. Hersteller
MG-132 4747-90-5MG CalBiochem
BAY 11-7082 El-270 Biomol
Peptid Aminosauresequenz Hersteller
PAR-2 SLIGKV MWG
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2.6.1 Stimulation zu Untersuchungen der Induzierbarkeit der Transkription des
LEKTI-Gens
Fur die Untersuchungen einer Induzierbarkeit der Transkription des LEKTI-Gens in vitro
(2.4.4) wurden diverse humane Zelllinien mit pro-inflammatorischen Mediatoren inkubiert. In
Abhéangigkeit des Versuches wurden diese sowohl dosis- als auch zeitabhangig variiert. Die
Zellkulturen wurden auf einer 6- oder 12-Well-Kulturschale ausgesat und bis zu einer
Konfluenz von 70-80% kultiviert. Zur Stimulation wurde das Kulturmedium entfernt und
durch vorbereitetes Stimulationsmedium (2.6) ersetzt. Nach Ablauf der jeweiligen
Inkubationszeit wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und zur Vorbereitung auf die
anschlieBende RNA-Extraktion (2.2.9) durch Zugabe von 500 ul Lysispuffer aufgeschlossen.
Jeder Stimulationsansatz wurde in zwei Wells gleichzeitig und mindestens einmal in einem
unabhangigen Experiment wiederholt. Als Kontrolle dienten Kavitaten, die mit zusatzfreiem

Kulturmedium inkubiert wurden.

2.6.2 Stimulation zu Untersuchungen der Reportergenaktivitat der LEKTI-
Genpromotorteilfragmente

Zur Bestimmung der Reportergenaktivitdt wurden transient transfizierte Zellen (2.6.2) in
weisse 96-Well-Mikrotiterplatten (Costar, Kat. Nr.3610) ausgesat und bis zu einer Konfluenz
von 90% im Kulturmedium gehalten. Fir die Stimulation wurde das Kulturmedium von den
Wells entfernt, je 25 ul MEMalpha Medium mit den entsprechend geldsten Mediatoren auf
die Zellen gegeben und fur 6 h bei 37°C/5%CO; inkubiert. Im Anschluss daran erfolgte die
Bestimmung der Reportergen-Aktivitét (2.8.2).

Zur Durchfiihrung der Versuche mit NF-kB-Inhibitoren wurden diese in einem Volumen von
25 pl auf die Zellen gegeben und fur 30 min bei 37°C/5%CO, vorinkubiert. Die
anschlieBende Stimulation erfolgte durch Zugabe von 5 pl Medium, in dem die Mediatoren in
6-facher Konzentration gelost vorlagen. Jeder Ansatz wurde in vier Wells parallel
durchgefiihrt und mindestens dreimal in unabh&ngigen Experimenten wiederholt.

2.6.3  Stimulation zur Isolierung von aktiven Kernproteinen
Die Extraktion von Kernproteinen (2.9) wurde mit etwa 90% konfluenten Zellen
durchgefihrt, die in 75 cm? oder 175 cm? Zellkultur-Flaschen angezogen worden waren. Zur

Synchronisation der Zellen wurden 12-16 h zuvor die Suspensionskulturen mit
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1,5 x 107 Zellen/ml in 10 ml serumfreiem Medium ausgesét sowie bei adharenten Zellen das
FCS-haltige Kulturmedium gegen 10 ml serumfreies Medium ersetzt. Die Stimulation der
Kulturen erfolgte durch direkte Applikation von 100 pl Stimulations-Ldsung in die
Zellkulturflaschen, an die sich eine 30-minutige Inkubationzeit bei 37°C/5%CO, anschloss.
Fur die Herstellung der Stimulationslésung waren die jeweiligen Mediatoren zuvor in 100-

facher Konzentration in 100 pl serumfreiem Medium gel6st worden.

Serumfreies Medium: Der Zelllinie entsprechendes Medium

0% FCS
2mM L-Glutamin

100 pg/ml  Penicillin/Streptomycin

2.7  Transfektion
Das Einfihren von DNA in eukaryotische Zellen wird als Transfektion bezeichnet. Diese
kann entweder transient oder stabil erfolgen. Bei der transienten Transfektion kommt es zu

einer voribergehenden, bei der stabilen zu einer permanenten Expression des fremden Gens.

2.7.1 Transiente Transfektion von adharenten Zellen

Alle transienten Transfektionen adhérenter eukaryotischer Zellen wurden anhand des
Effectene®-Transfektions-Reagent Kits durchgefiihrt. Zuerst wird die zu transfizierende
Plasmid-DNA in einem geeigneten Puffersystem mit einem Enhancer-Reagenz kondensiert.
In einem zweiten Schritt erfolgt die Applikation von nicht-liposomalen Lipiden (Effectene-
Reagenz), die die kondensierte DNA mizellenartig umhdillen. Der Transfektionsvorgang
erfolgt durch Fusion der Mizellen mit der Zellmembran, wobei die zu transfizierende DNA in
das Zellinnere eingeschleust wird.

Da die einzelnen Zellsysteme sehr unterschiedlich auf eine Transfektion reagieren kénnen,
wurde, ausgehend von den Hersteller-Richtwerten, fiir jede Zelllinie eine Optimierung der

Parameter durchgefihrt.

Komponenten des Effectene®-Transfektions-Reagent Kits (Qiagen):

EC buffer Puffersystem Keine Herstellerangaben bzgl. der Komponenten
Enhancer Kondensations-Reagenz Keine Herstellerangaben bzgl. der Komponenten
Effectene®  Nicht-liposomale Lipide Keine Herstellerangaben bzgl. der Komponenten

Manual Handbuch mit Referenzen und Versuchsprotokollen
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Zur Vorbereitung der Transfektion wurden die Kulturen in einer 6-Well-Platte mit einer
Dichte von 8 x 10° (HuH-7) oder 5 x 10° (SK-Hep-1) Zellen pro Well (9,5 cm?) ausgesat und
fiir 16-20 h in Kultur gehalten. Fiir die Transfektion wurden (pro Well) 5 pug Plasmid-DNA,
150 ul Buffer EC und 20 pl Enhancer gemischt und 2 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach Zugabe von 15 pl Effectene wurde die Losung fur 10s mit einem Vortex-Ruhrer
gemischt und zur Ausbildung der Micellen 8-10 min bei Raumtemperatur inkubiert. In der
Zwischenzeit wurden die Zellen einmal mit Kulturmedium gewaschen und mit 1 ml
Kulturmedium tberschichtet. Der DNA-Micellen-Komplex wurde mit 1 ml Kulturmedium
vermischt und gleichmé&Big uber die Zellen verteilt. Da Effectene nicht toxisch ist, konnte die
Inkubation fur 24 h bei 37°C/5%CO, erfolgen. Fur Kotransfektionen mit Vektoren ahnlicher
GroRe wurden je 2,5ug Plasmid-Vektor-DNA pro Transfektionsansatz eingesetzt. Alle
Transfektionen wurden in zweifachem Ansatz durchgefihrt, um Schwankungen der
Transfektionseffizienz zu nivellieren. Als Referenz dienten Transfektionen mit Nicht-
Reporter-Vektoren (pGL2-Basic).

2.8 Reportergenanalyse

Reportergenanalysen dienen dem Aktivitatsnachweis von Genpromotoren in transfizierten
Zellsystemen und werden unter Verwendung von Reportergen-Konstrukten durchgefuhrt. Im
Zuge der Klonierung des Luziferase-Gens von Photinus pyralis (DE WET et al., 1987) wurde
ein alternatives Reportersystem zu der bis dato gebrdulichen CAT (Chloramphenicol-
Acetyltransferase)-Methode entwickelt, welches sich sowohl durch die schnellere
Versuchsdurchfiihrung als auch die nicht-radioaktive Technik auszeichnet (NORDEEN, 1988;
WiLLiAMS et al., 1989). Ein Reportergen-Konstrukt besteht aus einem Teil der 5'-
nichtkodierenden Region (Promotor) des zu untersuchenden Gens und dem Reporter
(Plasmid-Vektor), der fir ein fluoreszierendes Protein wie green fluorescent protein (GFP)
oder ein Enzym wie Luziferase oder B-Galaktosidase kodiert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mit enzymkodierenden Reportergenvektoren (Luziferase, [3-
Galaktosidase) transient transfizierte Zellsysteme genutzt. Werden diese Zellsysteme mit
Mediatoren inkubiert, die den Promotor des Reportergens aktivieren, findet vermehrt eine
Translation des Reporters statt. Nach Ablauf einer Inkubationszeit werden die Zellen lysiert
und die Enzymaktivitat gemessen. In Anwesenheit von ATP, Luziferin, Mg®* und O, erzeugt
das Enzym Luziferase Licht und Oxyluziferin (Chemilumineszenz), welches in einem

Luminometer quantifiziert wird (Abb. 2.2).
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luciferin P oxyluciferin

+ O3 luciferase ¥ + light

Abbildung 2.2:
Prinzip der “Luziferase-Reaktion”: In Anwesenheit von ATP, Luziferin, Mg®* und O, erzeugt das Enzym
Luziferase Licht und Oxyluziferin (Chemilumineszenz).

Das Enzym p-Galaktosidase katalysiert die Spaltung eines farblosen Substrats (ONPG) zu
einem gelben Produkt (o-Nitrophenol). Diese Reaktion 4Rt sich aufgrund des Farbumschlages
spektralphotometrisch nachweisen (Abb. 2.3).
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Abbildung 2.3:
Prinzip der “B-Galaktosidase-Assays”: Das Enzym p-Galaktosidase katalysiert die Spaltung eines
farblosen Substrats (ONPG) zu einem gelben Produkt (o-Nitrophenal).

Unter  Anwendung des  Luziferase-Reportergen-Assays  wurden  sowohl  die
Transfektionseffizienz  (2.8.1) als auch die relativen Aktivititen der LEKTI-

Genpromotorteilfragmente in stimulierten Zellsystemen (2.8.2) bestimmt.

2.8.1 Bestimmung der Transfektionseffizienz

Unterschiede der Transfektionseffizienzen werden durch Kotransfektion mit dem pSV-j-
Galactosidase-control-Vektor (2.1.6) kontrolliert und normalisiert (ALAM et al., 1990; Lim et
al., 1989). Diesbeziiglich fand im Rahmen dieser Arbeit das Luciferase- und B-Galactosidase
Enzyme Assay System der Firma Promega Verwendung. Die Lyse der transient transfizierten
Zellen wurde mit Reporter Lysis Buffer nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Nach
zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit 400 pl 1 x Reporter Lysis Buffer fir
15 min bei Raumtemperatur unter leichtem Schitteln inkubiert, in ein vorgekihltes
1,5 ml Reaktionsgefal® berfihrt und im Folgenden auf Eis gehalten. Die erhaltenen Lysate
wurden flr 15 s gemischt und zur Sedimentierung der Zelltrimmer fir 2 min bei 4°C und

12000 x g zentrifugiert. AnschlieRend wurde der proteinhaltige Uberstand dekantiert und bei -
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70°C gelagert. Zur Durchfihrung der Messungen wurden die Lysate auf Raumtemperatur

aquilibriert, um temperaturbedingte Schwankungen der Enzymaktivitat zu vermeiden.

2.8.1.2  Messung der Luziferase-Aktivitat

Die Luziferase-Aktivitat der Zelllysate (2.8) wurde nach der von WiLLIAMS und Kollegen
(1989) beschriebenen Methode in einem Luminometer bestimmt. Fur jede Luziferinreaktion
wurden 100 pl des Luziferse Assay Reagents in Polystyrolrohrchen (Sarstedt) vorgelegt und
unmittelbar vor der Messung mit 20 ul Zelllysat versetzt. Die Messung erfolgte im
Luminometer Typ Lumat LB 9501 (Berthold), in dem automatisch vor jeder Messung 100 pl
Luziferinlésung zur Probe injiziert und die entstehenden Lichtemissionen (relative Light
Units, RLU) uber ein Intervall von 10s gemessen wurden. Der Leerwert betrug etwa
100 Light Units und wurde von den Messwerten abgezogen. Es wurden jeweils drei
Einzelmessungen durchgefihrt, die Werte gemittelt und anschlielend geméalR der RB-
Galaktosidase-Aktivitat normalisiert (2.8.1.3).

Komponenten des Luciferase Enzyme Assay Systems (Promega):

Luciferase assay substrate (lyophilized)
Luciferase assay buffer

Reporter lysis buffer
*Die genaue Pufferzusammensetzung ist vom Hersteller nicht angegeben.

2.8.1.3  Messung der p-Galaktosidaseaktivitat

Der B-Galktosidase Test beruht auf einer durch das bakterielle Enzym B-Galaktosidase
katalysierten Hydrolyse, in deren Verlauf farbloses ONPG (o-Nitrophenol-B-D-
Galactospyranosid) zu gelbem o-Nitrophenol und Galaktose umgesetzt wird. Dabei ist die
Menge des gebildeten Farbstoffes proportional zu der Enzymmenge. Die optische Dichte des
Farbstoffs wird spektralphotometrisch bei einer Wellenldnge von 420 nm quantifiziert.

Zur Durchfuhrung des B-Galaktosidase Tests wurden 96 Well-Mikrotiterplatten mit flachem
Boden verwendet. Als Standard wurde die Galktosidase (1 U/ml) zunéchst in 50 pl
1x Reporter-Lysis-Puffer (RLB) auf 0, 1, 2, 3, 4 und 5 mU verdunnt. Fir den Test wurden je
50 pl Standard, Leerwert (1x RLB) oder Probe (25pl Zellysat und 25 pl 1x RLB) in
Dreifachbestimmungen eingesetzt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von je 50 ul 2x Assay-

Puffer gestartet und bis zum Eintreten einer deutlichen Gelbfarbung bei 37°C im Brutschrank
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inkubiert (15-30 min). AnschlieRend wurde die enzymatische Reaktion durch Zugabe von
150 pl 1M NaCOs-Losung abgestoppt und die optische Dichte in einem Mikrotiterplatten-

Reader bei 420 nm gemessen.

Komponenten des B-Galactosidase Enzyme Assay Systems (Promega):

Reporter lysis buffer (RLB)
Assay 2x buffer
B-Galactosidase

1 M Sodium Carbonate (NaCO,)
*Die genaue Pufferzusammensetzung ist vom Hersteller nicht angegeben.

2.8.2 Bestimmung der Reportergenaktivitat

Die Reportergen-Aktivitat in stimulierten, transient transfizierten Zellsystemen wurde anhand
von stabilisierter Luciferase-Losung (SteadyGlo®) ermittelt. In diesem Fall findet die
Umsetzung des Substrates Luciferin nicht in einer schnellen Reaktion mit geringer
Halbwertszeit statt (vgl. 2.8.1.1), sondern wird aufgrund spezieller Pufferbedingungen derart
verlangsamt, dass die Halbwertszeit der Reaktion bei Raumtemperatur etwa 2 h betragt. Mit
Zugabe der Luciferin-Substrat-L6sung erfolgt gleichzeitig die Lyse der Zellen und somit die
Freisetzung der gebildeten Luziferase.

Nach Ablauf der Inkubationzeit mit den jeweiligen Mediatoren (2.6.2) wurden pro Kavitat
25 pl auf Raumtemperatur dquilibrierte SteadyGlow®-Lésung zugegeben und die 96 Well-
Mikrotiterplatte bei Raumtemperatur fir 20 min und 250 rpm geschittelt. Die Messung des
emittierten Lichts erfolgte in einem automatischen 96-Well-Lumineszenzmel3geréat
(LumiStar®, BMG), wobei jedes Well fir 10s vermessen wurde. Die Auswertung der

Messdaten erfolgte mit Hilfe einer LumiStar-Excel-Maske (BMG).

Komponenten des SteadyGlow®-Luciferase Assay (Promega):

SteadyGlow®-Luciferase Assay Substrate (lyophilized)*
SteadyGlow®-Luciferase Assay Buffer*

*Die genaue Pufferzusammensetzung ist vom Hersteller nicht angegeben

2.9 Herstellung von Kernextrakten
Die Isolierung aktiver Kernproteine wurde sowohl mit einem kommerziell erhéltlichen Kit als
auch anhand einer von BOMSzTYK und Mitarbeitern (1990) nach DiGNAM (1983)

modifizierten Methode durchgefihrt. Zur Vermeidung von Proteindegradationen wurden
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sterile, auf 4°C vorgekuhlte Puffer und Verbrauchsmaterialien verwendet sowie die gesamte
Préparation bei 4°C vollzogen.

Fiir die Isolierung nach BomszTyk wurden pro Ansatz 2 x 107 Zellen (2.6.3) zweimal mit
PBS gewaschen, trypsiniert (2.5.2) und im Verlauf einer 10-minitigen Zentrifugation bei
Raumtemperatur und 250 x g sedimentiert. Das Zellsediment wurde mit 10 ml kaltem PBS
aufgenommen, fir 10 min bei 4°C und 250 x g zentrifugierend gewaschen, in 1,5 ml kaltem
PBS resuspendiert und in 1,5ml Reaktionsgefale Uberfiihrt. Nach einer weiteren
Zentrifugation fir 15s bei 12000 x g wurde der Uberstand vorsichtig dekantiert, das
Zellsediment mit 400 ul Puffer A versetzt und zur hypoosmotischen Schwellung flr
15 Minuten auf Eis gehalten. Zur Proteinsolubilisierung (Zellmembranlyse) erfolgte die
Zugabe von 25 pul einer 10% Nonidet p-40-Losung, das Lysat wurde anschliefend kurz
gemischt und die Zellkerne fiir 30 s bei 12000 x g sedimentiert. Der zytosolische Uberstand
wurde verworfen, das Zellkernsediment in 50 pl Puffer C resuspendiert und zur Freisetzung
der Kernproteine (high-salt-extraction) fur 15 Minuten bei 250 rpm auf Eis inkubiert.
AbschlieBend wurden die Zelltrimmer im Verlauf einer 5-minitigen Zentrifugation bei
12000 x g von der Zellkernfraktion (DNA und Kernproteine) getrennt, der Uberstand in
vorbereitete frische 1,5 ml Reaktionsgefalie aliquotiert, in flussigem Stickstoff schockgefroren

und bei -80°C gelagert.

Pufferzusammensetzung:

Puffer A

HEPES 10 mM,pH 7,9

KCI 10 mM

EDTA 100 pM, pH 8,0

EGTA 100 puM, pH 7,6

PMSF 500 uM (Vor Versuchsbeginn frisch zusetzen.)
DTT 1 mM (Vor Versuchsbeginn frisch zusetzen.)
Puffer C

HEPES 20 mM, pH 7,9

NaCl 400 mM

EDTA 1 mM, pH 8,0

EGTA 1 mM, pH 76

PMSF 1 mM (Vor Versuchsbeginn frisch zusetzen.)
DTT 1 mM (Vor Versuchsbeginn frisch zusetzen.)

Die Extraktion aktiver Kernproteine unter Anwendung des Nuclear Extract Kits (2.1.4) der

Firma Active Motif wurde gemaR der Herstellerangaben vollzogen. Das erhaltene Kernextrakt
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wurde ebenfalls aliquotiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.
Die Konzentrationsbestimmung der Zellkernprotein-Fraktionen erfolgte anhand des Bradford-
Assays (2.10).

2.10 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Samtliche Bestimmungen von Proteinkonzentrationen erfolgten unter Anwendung des
Bradford-Assays (BRADFORD et al., 1976). Diesem Assay liegt das Prinzip zugrunde, dass der
Farbstoff Coomassie-Blue durch die Bindung an aromatische oder basische Aminoséuren der
Proteine vom Kkationischen in den anionischen Zustand (berfiihrt wird und derart eine
Verschiebung der Wellenldnge des Farbstoff-Absorptionsmaximums von 470 nm zu 595 nm
bewirkt. Der Anstieg der Absorption wird photometrisch bestimmt und die unbekannte
Proteinkonzentration einer Probe anhand einer mit Proteinstandard erstellten Eichkurve
bestimmt. Da ein Einfluss der Puffer-Komponenten, in denen die zu untersuchenden Proben
gelost waren auf das Absorptionsverhalten des Farbstoffs nicht ausgeschlossen werden
konnte, wurden den Proteinstandards der jeweilige konzentrationsaquivalente Zusatz der
Puffer beigefigt.

Die unbekannte Proteinprobe wurde mit dH,O auf ein Endvolumen von 20 ul aufgefillt, mit
200 pl Farbreagenz gemischt, 15 min bei Raumtemperatur inkubiert und bei einer Wellenlange
von 595 nm in einem 96-Well-Mikrotiterplatten-Reader vermessen. Als Leerwert diente ein
Ansatz, der 20 ul H,O und 200 ul Farbreagenz enthielt. Zur Erstellung des Proteinstandards
wurden 0-2 pg/ml einer BSA-Stammldsung (2 mg/ml) eingesetzt, wobei die Messungen in
Dreifachbestimmungen erfolgten. Die unbekannte Proteinmenge wurde unter Verwendung der

Eichgerade des Proteinstandards graphisch ermittelt.

Farbreagenz:
Coomassie Brilliant Blue G 250 100 mg

95% Ethanol 50 ml
85 % Phosphorséure 100 ml
Wasser 850 mi

Nach Filtration durch Faltenfilter wurde die Losung im Dunkeln bei 4°C aufbewahrt.

2.11 Analyse von DNA-Protein-Interaktionen

Die Kenntnis ber Interaktionen zwischen Zellkernproteinen (Transkriptionsfaktoren) und

DNA-Sequenzen gibt Aufschluss Uber genregulatorische Mechanismen des zu
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untersuchenden Genpromotors bzw. des Proteins, flr das er kodiert. Herkdmmlich wurden
derartige Wechselwirkungen in Gelshift- oder DNase | Footprint-Experimenten untersucht.
Folgend wird eine auf einem ELISA (2.11.1) basierende sensitivere und schnellere Methode
(2.11.2) beschrieben, die es ermdglicht, ohne den Einsatz von Radioaktivitat die Bindung
eines Kernproteins aufgrund seiner DNA-Affinitat in vitro spezifisch nachzuweisen.

2.11.1 ELISA

Unter dem Begriff ,Enzyme Linked Immunosorbent Assay“ (ELISA) werden die
Immunoassays zusammengefasst, bei denen die Konzentration eines Antikorpers Uber die
Aktivitat eines Markerenzyms ermittelt wird. Dabei finden immer zwei Reaktionstypen statt:
eine durch Antikdrper vermittelte immunologische und eine enzymatische Reaktion
(ENGVALL et al., 1972).

2.11.2 Transcription Factor Profiling by Enzyme-Linked Immunoassay

Zur Bestimmung der Existenz und Funktionalitdt der in silico detektierten
Transkriptionsfaktorbindungsstellen innerhalb des LEKTI-Genpromotors wurde ein
»rranscription Factor Profiling by Enzyme-Linked Immunoassay” (TF-EIA) durchgefihrt
(SHEN et al., 2002). Eine Ubersicht der Versuchsdurchfiinrung ist in Abbildung 2.4
dargestellt.
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Abbildung. 2.4:

Prinzip des TF-EIA (©Active Motif):

Eine biotinylierte doppelstrangige DNA (dsDNA), welche eine putative Transkriptionsfaktor-
Bindungssequenz des LEKTI-Genpromotors beinhaltet, wurde auf einer 96-Well-Miktrotiterplatte
immobilisiert. Aufgrund der Zugabe von Kernextrakt-Proteinen war zu dem Zeitpunkt die Bindung des
zu untersuchenden Transkriptionsfaktors an seine spezifische Erkennungssequenz innerhalb des
immobilisierten  LEKTI-Genpromotorfragments  mdglich.  Zur  Detektion der  gebundenen
Transkriptionsfaktoren wurden primére Antikérper hinzugefiigt, die spezifisch fur die gebundene aktive
Form des jeweiligen Transkriptionsfaktors sind. Es folgte eine Inkubation mit einem enzymkonjugierten
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(Horse Raddish Peroxidase, HRP) sekundaren Antikdrper, der nun an die entstandenen immobilisierten
Komplexe aus Transkriptionsfaktor und priméarem Antikérper binden konnte. Letztlich wurde diese
Enzymaktivitat durch Zugabe eines Chromogensubstrates (Tetramethylbenzidin, TMB) bestimmt. TMB
wird zu einem farbigen Substrat umgesetzt, welches photometrisch bei einer Wellenlédnge von 450 nm
quantifiziert wird, wobei die Intensitat des Farbschlages proportional zu der Menge an gebundenem
Sekundarantikdrper ist.

Eine biotinylierte doppelstrangige DNA (dsDNA), welche eine putative Transkriptionsfaktor-
Bindungssequenz des LEKTI-Genpromotors beinhaltet, wurde auf einer 96-Well-
Miktrotiterplatte immobilisiert. Aufgrund der Zugabe von Kernextrakt-Proteinen war zu dem
Zeitpunkt die Bindung des zu untersuchenden Transkriptionsfaktors an seine spezifische
Erkennungssequenz innerhalb des immobilisierten LEKTI-Genpromotorfragments maoglich.
Zur Detektion der gebundenen Transkriptionsfaktoren wurden primare Antikorper
hinzugefligt, die spezifisch fir die gebundene aktive Form des jeweiligen
Transkriptionsfaktors sind. Es folgte eine Inkubation mit einem enzymkonjugierten
(Horse Raddish Peroxidase, HRP) sekundéren Antikorper, der nun an die entstandenen
immobilisierten Komplexe aus Transkriptionsfaktor und primarem Antikorper binden konnte.
Letztlich wurde diese Enzymaktivitit durch Zugabe eines Chromogensubstrates
(Tetramethylbenzidin, TMB) bestimmt. TMB wird zu einem farbigen Substrat umgesetzt,
welches photometrisch bei einer Wellenldnge von 450 nm quantifiziert wird, wobei die
Intensitat des Farbschlages proportional zu der Menge an gebundenem Sekundérantikorper
ist.

Die in Abhéngigkeit des limitierten Messbereichs des genutzten Mikrotiterplatten-Readers
einzusetzenden Antikdrperverdinnungen wurden in \orversuchen optimiert. Bei einer
Verdinnung des primaren von 1:500 und des sekundéren Antikorpers von 1:1000 konnten
alle untersuchten Proben quantifiziert werden. Samtliche Ansatze wurden in vier Wells
parallel durchgefiihrt, wobei Ansatze, die ohne Kernextrakt inkubiert wurden, als Kontrolle

dienten.

2.11.3 Durchfihrung eines TF-EIA

Der nachfolgend beschriebene Versuch wurde bei Raumtemperatur durchgefihrt. Sdmtliche
Waschschritte wurden dreimal mit TBS-T anhand einer 10 ml Auslaufpipette vorgenommen,
wobei die Wells nach jedem Schritt vorsichtig Uber Saugpapier ausgeschlagen wurden.

Zur Herstellung der dsDNA wurden die jeweiligen Oligonukleotidpaare (2.1.3) mit einer
finalen Biotinkonzentration von 125 pmol in 100 pl TE-Puffer gelést und fir 10 min bei
100°C in einem Wasserbad hybridisiert. In der Zwischenzeit wurde die bendtigte Menge an

Mikrotiterplatten-Wells gewaschen und anschlieRend mit je 100 pl des auf Raumtemperatur
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abgekuhlten Hybridisierungsansatzes beladen. Nach einer einstiindigen Inkubation, an die
sich ein Waschvorgang anschloss, wurden 40 ul Kernextraktproteine, die zuvor in der
gewiinschten Konzentration mit 1x Rotiblock verdiinnt worden waren, auf die Wells gegeben.
Einer erneuten Inkubation fur 45 min folgte ein weiterer Waschvorgang, bevor 100 ul der
priméren Antikodrper-Losung auf das entsprechende Well geladen wurden. Nach Ablauf von
30 Minuten und einem vollzogenen Waschschritt wurden die Wells mit je 100 pl der
sekundaren Antikdrperldsung versetzt und erneut fur 30 Minuten inkubiert. Zur Detektion des
enzymkonjugierten sekundaren Antikdrpers wurde den gewaschenen Wells je 100 pl TMB-
Substrat-Losung beigefugt, diese nach 15 min mit 50 pul Stopplésung Uberschichtet und
letzlich die optische Dichte bei einer Wellenldnge von 450 nm bestimmt.

Tabelle 2.9: Verwendete Materialien zur Durchfiihrung eines TF-EIA

Material Hersteller
Microplate Autoreader EL 311 Bio-Tek Instruments
Reacti-Bind™Neutravidin™Coated .
Plates (Nr.: 0015508) Plerce, USA
Antikorper Hersteller
Ikaros (H-100); sc-13039 Santa Cruz, USA
NFATc1 (H-110); sc-13033 Santa Cruz, USA
NF-kB p50 (H-119); sc-7178 Santa Cruz, USA
Stat3 (H-190); sc-7179 Santa Cruz, USA
Goat Anti Rabbit IgG; sc-2054 Santa Cruz, USA
Puffer, Lésungen Hersteller
TMB (Nr.: 34014) Pierce, USA
Rotiblock (Nr.: 151.1) Roth
TE-Puffer: 10 mM Tris-HCL
1mM EDTA

pH-Wert auf 8,0 einstellen, ad 11 mit ddH,O

1 x TBS-Tween: 100 ml 10x TBS
1ml Tween20®
900 ml ddH,O
10 x TBS: 24,2 g Tris
80,09 NaCl

pH-Wert mit HCL auf 7,6 einstellen, ad 11 mit ddH,0
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2.12 Ca’*-Messungen mit FLIPR™

Fiir die Messung intrazellularer Ca®**-Anderungen wurde der FLIPR™ (Fluorometric Imaging
Plate Reader) verwendet. Das System basiert auf der Ladung von Zellen mit einem
fluoreszenten Acetoxy-Methyl-Ester (Fluo-4, Am, Molecular Probes®). Nach der Diffusion
des Farbstoffes in die Zellen wird der Ester intrazellular gespalten, so dass sich Fluoro-4 in
der Zelle anreichert. Das Derivat erhoht seine Fluoreszenz-Intensitdt um ca. das Hundertfache
nach Bindung von freiem, intrazellularen Ca*".

Fur die Experimente wurden BHY- und SKHEP-1-Zellen in schwarzen 96-Well-Platten
(Costar, Kat.Nr. 3603) mit je 30000 bzw. 45000 Zellen pro Well in Komplettmedium
ausplattiert und 16 h Uber Nacht bei 37°C/5%Co, inkubiert. Fir die Beladung wurden die
Zellen einmal mit 1 x HBSS (Invitrogen) inkl. 20 nM HEPES (Invitrogen) gewaschen und mit
dem gleichen Puffer incl. 1 uM Fluoro-4® (gelést in je 22 pl DMSO und 22 pl Pluronic F-
127; Molecular Probes) fir 40 min bei 37°C37°C/5%Co, beladen. Die Wells wurden
anschlieBend je 3 x mit 1 x HBSS/HEPES gewaschen und in einem Volumen von 100 pl
1 x HBSS/HEPES kurz bei 37°C inkubiert. Die Zugabe der in 1x HBSS/HEPES gel6sten
Testsubstanzen erfolgte wéhrend der Messung in einem Volumen von je 50 pl als 3-fach
konzentrierte Ldsungen. Die Anregung der Zellen erfolgte mit einem Argon-Laser bei
488 nm, die Emission wurde zwischen 510 und 520 nm gemessen. Die relative Fluoreszenz-
Anderung wurde 30 s im Verlauf (vor Applikation des Stimulus) und 130 s nach Zugabe der
Testsubstanzen gemessen. Alle weiteren Details wurden gemalR der Anweisungen des

Handbuchs Version 3.4, Molecular Devices durchgefihrt.

2.13 Computergestlitze  Sequenzanalyse, Datenbankrecherche und

genutzte Software

Die Vorbereitungen aller beschriebenen Experimente wurden mit Hilfe eines Personal
Computers unter Einsatz des kommerziellen Programms Matinspector (2.13.1) sowie den
kostenfrei zuganglichen Programme des NCBI (2.13.2) durchgefuhrt. Zum Vergleich von
sequenzierten DNA-Fragmenten untereinander wurde das Programm Sequencher™ Version
3.1 angewendet.

Weiterhin dienten zur Erstellung der vorliegenden Arbeit Computerprogramme zur Text- und
Graphikbearbeitung (Microsoft® Office und Adobe Photoshop). Samtliche statistischen
Berechnungen der Standardabweichungen (SD) wurden mit Excel 97 nach folgender Formel
berechnet:
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SD = \/Z(y| - yMitteIwert)2

n-1

(vi = Einzel-Messwerte; Ywitewert = Mittelwert aller Einzel-Messwerte, n = Anzahl der Replika)

2.13.1 Matlnspector

Zur in silico Analyse des LEKTI-Genpromotors auf potentielle Bindungsstellen fr
Transkriptionsfaktoren wurde das auf TRANSFAC 4.0 basierende Computerprogramm
Matlnspector V2.2 eingesetzt (http://transfac.gbf.de/cgi-bin/matSearch/matsearch.pl). Anhand
dieses Programmes wird eine vorgegebene DNA-Sequenz hinsichtlich kurzer Sequenzen
(,,core-sequence®) durchsucht, die mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit Bindungsstellen fir
einen Transkriptionsfaktor darstellen. Im Anschluss daran werden diese Daten automatisch
mit den gesamten bis dato bekannten Transkriptionsfaktor-Erkennungssequenzen aus der
Literatur verglichen (QUANDT et al., 1995). Das erhaltene Ergebnis gibt die
Wahrscheinlichkeit wieder, mit der einer der detektierten regulatorischen Sequenzen eine

Funktion in vivo zukommt.

2.13.2 NCBI

Die offentliche Datenbank NCBI (National Center for Biotechnology Information,
http://www.ncbi.nIm.nih.gov) bietet ein breites Spektrum an (Such-) Programmen zur
Bewiltigung der Datenfulle aller bisher publizierten DNA-Sequenzen diverser Spezies und
der rasant wachsenden Menge an Literatur im biologischen und medizinischen Bereich. Diese
Datenbank wurde ebenfalls fir den Vergleich von Sequenzen mit den bis dato bekannten
Genomen eingesetzt (BLAST, Basic Local Alignment Search Tool, ALTSCHUL et al., 1997)
und bietet weiterhin ein vielfaltiges Angebot zur Analyse von DNA-Sequenzen (GenBank)

und zur Literatursuche (PubMed).
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3. Ergebnisse

3.1 insilico Genpromotor-Analyse

Zur Charakterisierung der klonierten Promotorsequenz des LEKTI-Gens erfolgte eine in silico
Genpromotor-Analyse unter Einsatz des Computerprogramms Matlnspector (2.13.1). Das
Ergebnis dieser Analyse ist den Abbildungen 3.1 und 3.2 dargestellt. Zur Ubersicht sind in
Abbildung 3.1 nur die putativen regulatorischen Motive verzeichnet, die mdgliche
Bindungsstellen fiir die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Transkriptionsfaktoren
représentieren. Da der Transkriptionsstartpunkt des LEKTI-Gens bis dato unbekannt bzw. die
Maglichkeit multipler Transkriptionsstartpunkte diskutiert ist (DROGEMULLER, 1999),
beziehen sich alle nachfolgend angegebenen Positionsangaben des jeweiligen Sequenzmotivs
(5'-terminales Nukleotid) auf den Translationsstartpunkt ATG (Abb. 3.2).

~, ey e
LyF-1 IL-6 RE NF-kB o

Abbildung 3.1:

Darstellung der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten putativen Bindungsmotive fur Transkriptionsfaktoren
innerhalb des LEKTI-Genpromotors. Die Positionsangaben beziehen sich auf den Translationsstartpunkt. IL-6RE:
»Interleukin-6 response elements*; NF-kB: Nuclear Factor kappa-B*; NFAT:,,Nuclear Factor of Activated T-Cells*;
LyF-1: ,,Lymphoid Transcription Factor 1“.

Der untersuchte LEKTI-Genpromotor (Abb. 3.1) beinhaltet zwei putative , Interleukin-6
response elements” (IL-6RE; AKIRA et al., 1990), wobei eines im distalen (IL-6RE 1) und das
zweite im proximalen Abschnitt (IL-6RE Il) des klonierten Promotors lokalisiert ist.
Weiterhin detektierte das Programm sowohl ein putatives Bindungsmotiv fir den ,,Nuclear
Factor kappa-B“ (NF-kB; SEN et al., 1986) im proximalen als auch ein TATA-Box-Element
(BREATHNACH et al., 1981; MCKNIGHT et al., 1982) im Core-Promotorbereich. Ferner wurden
bei der Auswertung neben zwei putativen Bindungsmotiven fir den ,Nuclear Factor of
Activated T-Cells* (NFAT; McCAFFREY et al.,1992) auch eines des ,,Lymphoid Transcription
Factor 1“ (LyF-1; Lo et al., 1991) identifiziert.
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+1
(+) 3°-AGTG ACACCGATAG AAGTACAACT TCTGCTACGT TCAGCGGATG TCCAGGTGAG GTACGTAACG AGTCGACCAC -57
(-) 5°-TCAC TGTGGCTATC TTCATGTTGA AGACGATGCA AGTCGCCTAC AGGTCCACTC CATGCATTGC TCAGCTGGTG
TATA-Box CRE
GTCATACTGA CTTGAGCCCC GTTACGTCAA ATGAAAATAT TTCGTGACCA CTGTGGGTGT ATTTTGGTCA ACAAGTTCCA -137
CAGTATGACT GAACTCGGGG CAATGCAGTT TACTTTTATA AAGCACTGGT GACACCCACA TAAAACCAGT TGTTCAAGGT
CRE
CACCC-Box
GTACCCTGAA TATATGGTGT GGTGAAATCG AAGGTAGGAA ATCCTAGGAC AGTCCCACAG TCCAAACTTG TCTCTTATAG -217
CATGGGACTT ATATACCACA CCACTTTAGC TTCCATCCTT TAGGATCCTG TCAGGGTGTC AGGTTTGAAC AGAGAATATC
* NF-xB
ATAAAGATTC ATCCTTACAA GAAAGTACCA TGGAGGGGGT CTTGCGTTAA CTACCTCAGG TGTCTGGGAT GAGTTTCAAC -297
TATTTCTAAG TAGGAATGTT CTTTCATGGT ACCTCCCCCA GAACGCAATT GATGGAGTCC ACAGACCCTA CTCAAAGTTG
GRE/PRE
GAS
TTATAAGATA TTAGGATATA TTATTGGCTT AAGGAGTCTT TATGGTCTAT ATGATGGAGC ATTTGTTTGT ACAAAGACTG -377
AATATTCTAT AATCCTATAT AATAACCGAA TTCCTCAGAA ATACCAGATA TACTACCTCG TAAACAAACA TGTTTCTGAC
CRE
SP-1 IL-6RE 11
ACCTGAGGGA AGTATTCACC CTCTCCTCTC CTTTCCTTCT GTCTAACCAA CAGGATGGTC AGTCCATATC TAAATTTCTA -457
TGGACTCCCT TCATAAGTGG GAGAGGAGAG GAAAGGAAGA CAGATTGGTT GTCCTACCAG TCAGGTATAG ATTTAAAGAT
AAGGTGTAGG TCTCTTTAGG TCCCAAGGAC AAGACTTCAC AGACTCAAGT CACAGTGTCT GAGTATATAT ACAATCTCAA -537
TTCCACATCC AGAGAAATCC AGGGTTCCTG TTCTGAAGTG TCTGAGTTCA GTGTCACAGA CTCATATATA TGTTAGAGTT
NFAT 11 GRE/PRE
CTTGCTGGGA TTTTCTATTG GACCGTTTTA AGATTACAAC TTATATATCC CTCCGTCCTT GAGTCTCCTC GTTACTGAAA -617
GAACGACCCT AAAAGATAAC CTGGCAAAAT TCTAATGTTG AATATATAGG GAGGCAGGAA CTCAGAGGAG CAATGACTTT
Oct-1
GAGTATTCGT CTGTCAAATC AACCTCGTCC GTCTCCTCCG TAGGTCGTGA ACGTTCGTCT GGTGTGTATA TTGTAAGAAA -697
CTCATAAGCA GACAGTTTAG TTGGAGCAGG CAGAGGAGGC ATCCAGCACT TGCAAGCAGA CCACACATAT AACATTCTTT
GAS
GGAGAGACAT GYGACGAAGT AGGAATCTGT AATCTTTTCC GTCTTTGCAA CCTTTTTATT TTGAACATAC ATTGATTGAA -777
CCTCTCTGTA CRCTGCTTCA TCCTTAGACA TTAGAAAAGG CAGAAACGTT GGAAAAATAA AACTTGTATG TAACTAACTT
NFAT 1 Oct-1
AATTTTGAAG AGTTAGACGT CCTATAAAAT ATAAGACTTC GGAATAAAAT ATAAAATCGG TTTGTAGTAT TAGTATTTGT -857
TTAAAACTTC TCAATCTGCA GGATATTTTA TATTCTGAAG CCTTATTTTA TATTTTAGCC AAACATCATA ATCATAAACA
AACCTCTGAG TCAAATTGAA AGGGTATCGG ATACTAATGG GTATAATGGC AAACTTTTTA AACCGAGTTA GTCAAAAGAG -937
TTGGAGACTC AGTTTAACTT TCCCATAGCC TATGATTACC CATATTACCG TTTGAAAAAT TTGGCTCAAT CAGTTTTCTC
LyF-1
ATTTAGTATA AAGAAGGGAC ATAGTAGGGT AATAAATCAG AGGGTTTTTC TTTTCTTCTT TTTTCAACAA TTGTTAATAT -1017
TAAATCATAT TTCTTCCCTG TATCATCCCA TTATTTAGTC TCCCAAAAAG AAAAGAAGAA AAAAGTTGTT AACAATTATA
TTACACATTT ACATTGTAAA AAGATCTCTT TCAAAGAAGA GAAATCAACG AAGAAAGTAG GATTGTTCAT TGTGGAAAAA -1097
AATGTGTAAA TGTAACATTT TTCTAGAGAA AGTTTCTTCT CTTTAGTTGC TTCTTTCATC CTAACAAGTA ACACCTTTTT
Oct-1 CRE
AGATGGTCGA ATAAAACGGG ATTATCGAAT TCTTTCGTGG ACTTCTTTGT ACACTTCTAC TGACTTTGGT CTCGGTTTAA -1177
TCTACCAGCT TATTTTGCCC TAATAGCTTA AGAAAGCACC TGAAGAAACA TGTGAAGATG ACTGAAACCA GAGCCAAATT
IL-6RE 1
CAAAGTAAGG-5~
GTTTCATTCC-3~
Abbildung 3.2:

Darstellung ausgewdhlter in silico identifizierter putativer regulatorischer Motive innerhalb der untersuchten
LEKTI-Genpromotorsequenz unter Einsatz des Computerprogramms Matlnspector (2.13.1). Dabei fanden nur die
Sequenzmotive Bericksichtigung, deren Kern-Konsensussequenzen vollstandig (100 %) représentiert waren und eine
Matrixhomologie von mindestens 90 % aufwiesen. Der Translationsstartpunkt ATG (+1) ist gekennzeichnet. Oct-1
(Octamer-Binding Proteine 1); CRE (cAMP-Responive Element); GRE/PRE (Glucocorticoid/ Progesteron Response
Element); SP-1 (Signal Protein 1) IL-6RE (,,Interleukin-6 response element®); NF-kB (Nuclear Factor kappa-B“);
NFAT (,,Nuclear Factor of Activated T-Cells*); LyF-1 (,,Lymphoid Transcription Factor 1*); (*): Erlauterung in 4.5;
(-): nicht-kodierender Strang; (+): kodierender Strang
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3.2 Bestimmung der endogenen LEKTI-Genexpression humaner

Zelllinien
Die Grundlage aller im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Versuche wie Stimulationen
(2.6) oder Reportergenanalysen (2.8) war die Bestimmung humaner Zelllinien, die das
LEKTI-Gen endogen exprimieren. Unter dieser Pramisse mufite ebenfalls eine Referenz-
Zelllinie identifiziert werden, die weder in stimulierten noch unstimulierten Zustdnden eine
endogene Expression des LEKTI-Gens aufweist. Zu diesem Zweck erfolgte die Optimierung
einer Standard-PCR (2.4.1). Die dazu eingesetzten Oligonukleotide zeigten eine hohe
Sensitivitdt und Spezifitat sowohl bei der Amplifikation eines 180 Bp. umfassenden DNA-
Fragments (,,LEKTI*) als auch in den Kontrollen mit genomischer DNA, in denen ein
spezifisches Amplikon von ca. 2000 Bp. nachweisbar war. In die PCR-Reaktion (2.4.1)
wurden cDNASs (2.4.1) humaner Zelllinien (2.5.1), die Oligonukleotide VGA-19S und VAG-
21AS (2.1.3) sowie die TaKaRa Ex Tag™-Polymerase (Cambrex Bio Sience) unter folgenden

Parametern (2.4.1) eingesetzt:

Temperaturprogramm fiir 40 Zyklen (1.- 3. Schritt):

Erst-Denaturierung der DNA 97°C 3 min
1. Denaturierung 96°C 30s
2. Oligonukleotidanlagerung 65°C 455
3. Elongation 72°C 2,5 min
End-Elongation 72°C 7 min
Reaktionsende 4°C oo min

Das Ergebnis der elektrophoretischen Auftrennung der PCR-Ansédtze in einem 2 % igen

Agarosegel ist in Abbildung 3.3 dargestellt.
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Abbildung 3.3:

Bestimmung der endogenen LEKTI-Genexpression in humanen Zelllinien mittels einer optimierten
Standard-PCR. Die Abbildung zeigt die elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte in einem
2% igen Agarosegel. Eine 100 Bp.- und 1 Kbp.-Leiter (Invitrogen) wurden als GroéRenstandard
mitgefiihrt. Die Pfeile zeigen die Hohe des erwarteten Amplifikats von 180 Bp. fiir die LEKTI-cDNA bzw.
die Hohe der genomischen Kontrolle (ca. 2000 Bp.).

Die Ergebnisse (Abb. 3.3) zeigen eine LEKTI-Genexpression in verschiedenen humanen
Zelllinen (Tab. 3.1), die mit dem lympho-epithelialen Expressionsmuster des Serinproteinase-
Inhibitors LEKTI tbereinstimmt (MAGERT et al., 1999). Ferner konnte die Zelllinie SKHEP-1
(2.5.1) als Referenz-Zelllinie bestimmt werden, da diese weder im unstimulierten noch im
stimulierten Zustand eine endogene LEKTI-Genexpression aufweist. Zur Uberpriifung, ob die
generierten Amplifikate tatséchlich die erwartete DNA-Sequenz reprasentieren, erfolgte die
Extraktion der Amplifikate aus dem Agarosegel (2.2.2), die Klonierung in den pGEM-
T Vektor (2.2.4) sowie eine anschliefende Sequenzierung (2.3).
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Tabelle 3.1:
Zusammenstellung der identifizierten humanen Zelllinien, die das LEKTI-Gen endogen exprimieren.
Zelllinie Organ / Herkunft

HuH-7 (hepatoma cells) Leber
BHY (oral squamous cell carcinoma) Mundschleimhaut (epithelialer Herkunft)
SAEC 6043 (primary small airway epithelial cells) Alveolaren (epithelialer Herkunft)
NCI-H720 (lung; atypical carcinoid) Alveolaren (epithelialer Herkunft)
A459 (pulmonary epithelial type 11 cells) Alveolaren (epithelialer Herkunft)
HaCat (immortalised keranocytes) Haut (epithelialer Herkunft)
HT 29 (colon adenocarcinoma) Dickdarmschleimhaut (epithelialer Herkunft)
T84 (lung derived colorectal carcinoma) Dickdarmschleimhaut (epithelialer Herkunft)
Jurkat (T cell leucemia) Thymus (lymphatischer Herkunft)

3.3 Bestimmung der transkriptionellen Aktivitat der LEKTI-

Genpromotor-Deletionsfragmente mittels Reportergenanalyse
Die Bestimmung der transkriptionellen Aktivitidt des LEKTI-Genpromotors erfolgte anhand
von Reportergenanalysen (2.8). Dazu wurde der 1,25 kB. umfassende 5°-Bereich des LEKTI-
Genpromotors sukzessiv verkirzt und die generierten Deletionsfragmente in den Luziferase-
Reportergen-Vektor pGL2-Basic (2.1.6) kloniert (DROGEMULLER, 1999). Die GroRe und
Struktur der Fragmente bezlglich der deletierten, putativen regulatorischen Bindungsmotive

fiir Transkriptionsfaktoren sind aus Abbildung 3.4 ersichtlich.

— - AWy, ==
> NFxkB 3 TATA

IL-6 RE IL-6 RE
L]
+1
-1145 Bp H
(LEKTI 1V) ’u_-s RE\ > NFkB o TATA
L . . o —
646 Bp 1
(LEKTIL ) TATA
> NF«kB 3
.47 ‘;_
-317B o +
P !
(LEKTIL ) TATA
ﬂ
-93 Bp +1
(LEKTI )
Abbildung 3.4:
Darstellung der Grof3e (bezogen auf den Translationsstartpunkt) und Struktur des LEKTI-Genpromotors
(LEKTIIV) bzw. der Teilfragmente (LEKTI I, I, I1l) in Hinblick auf die deletierten, putativen

regulatorischen Bindungsmotive fir Transkriptionsfaktoren, die (nach Klonierung in den Luziferase-
Reportergen-Vektor pGL2-Basic) in den anschlieenden Reportergenanalysen Verwendung fanden.
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Der LEKTI-Genpromotor LEKTI IV (Abb. 3.4) enthalt (u.a.) zwei putative IL-6REs und ein
NF-kB-Motiv. Die Generation des Teilfragments LEKTI 111 diente zur Deletion des distalen
und die des Teilfragments LEKTI Il zur Deletion des proximalen putativen IL-6REs.
Demzufolge beinhaltet das Teilfragment LEKTI Il das putative NF-xB-Motiv und das
Teilfragment LEKTI | keines der untersuchten, putativen regulatorischen Sequenzmotive
(Abb. 3.4). Die Auswirkungen dieser Deletionen wurden anschlieRend experimentell
analysiert (3.3.1, 3.3.2).

3.3.1 Bestimmung der Aktivitat der LEKTI-Genpromotor-Reportergen-

konstrukte

Die Bestimmung der Aktivitdt der LEKTI-Genpromotor-Deletionsfragmente (Abb. 3.4)
erfolgte mittels Luziferase-Reportergen-Assays (ALAM et al., 1990; Lim et al., 1989). Die
dazu eingesetzten Plasmid-Vektoren (2.1.6) enthalten eine Kopie des Luziferase-Gens unter
der transkriptionellen Kontrolle des jeweiligen zu untersuchenden LEKTI-Genpromotor-
Deletionsfragments. Dazu wurde die Luziferase-Aktivitat als Ausdruck der Promotoraktivitat
in relativen Lichteinheiten (RLU) in transient transfizierten HuH-7-Zellen (2.7.1) gemessen
(2.8.1.2), wobei die Transfektionsansatze mit den Plasmid-Vektoren pGL2-Basic und pGL2-
Control (2.1.6) als Negativ- bzw. Positivkontrolle dienten. Zur Normalisierung der
Transfektionseffizienz (2.8.1) erfolgte eine Ko-Transfektion sdmtlicher Transfektionsansatze
mit dem pSVp-Galaktosidase-Control-Vektor (2.1.6).
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LEKTI IV
(TATA, NF-kB, IL-6REII, IL-6REI)

LEKTI I
(TATA, NF-kB, IL-6REII)

LEKTI Il
(TATA, NF-kB)

Plasmid

LEKTI |
(TATA)

pGL2-Basic

0 5 10 15 20 25

% der Control-Vektor Promotoraktivitat

Abbildung 3.5:

Bestimmung der Aktivitdt der LEKTI-Genpromotor-Deletionsfragmente in HuH-7-Zellkulturen. Die
Promotoraktivitat wurde im Verhaltnis zum Control-Vektor ermittelt und dessen Aktivitat auf 100 %
festgelegt. Gezeigt sind die durch B-Galaktosidase-Tests standardisierten Mittelwerte der Luziferase-
Messungen aus zwei Experimenten (n=3) +/- SD.

Der Abbildung 3.5 ist zu entnehmen, dass das LEKTI-Genpromotor-Deletionsfragment 11
(LEKTI 1) die hochste Promotoraktivitat aller untersuchten Plasmide aufweist. Der Vergleich
der LEKTI-Genpromotor-Deletionsfragmente I, I11 und IV~ zeigt eine Abstufung der
untersuchten Aktivitat von 111 > 1> 1V, wobei diese unter Bertcksichtigung der gezeigten
Aktivitat des Plasmids LEKT 11 samtlich als gering eingestuft werden mussen. In Hinblick auf
die Auswirkungen der durchgefiihrten Deletionen (Abb. 3.4) ist anhand dieser Ergebnisse
(Abb. 3.5) folgendes festzustellen:

0] Die Deletion des distalen putativen IL-6REs | bewirkt eine Erhéhung der Aktivitat des
LEKTI-Genpromotor-Deletionsfragments Il (LEKTI 111 > LEKTI IV).

(i) Die Deletion des zweiten proximalen putativen IL-6REs Il fiihrt zu einem deutlichen
Anstieg der Promotoraktivitdt des LEKTI-Genpromotor-Deletionsfragments Il
(LEKTI 1), welches das noch vorhandene putative NF-kB-Motiv beinhaltet.

(iii)  Interssanterweise zeigt das LEKTI-Genpromotor-Deletionsfragment | (LEKTI 1), das
abgesehen von der putativen TATA-Box keines der untersuchten putativen
regulatorischen Bindungsmotive beinhaltet, eine hohere Aktivitdt als das LEKTI-
Genpromotor-Deletionsfragment VI (LEKTI 1V), welches den gesamten (im Rahmen
dieser Arbeit) untersuchten LEKTI-Genpromotor darstellt (Abb. 3.4).

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass das Deletionsfragment LEKTI II, welches
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das putative NF-kB-Motiv beinhaltet in Bezug auf die Genpromotor-Deletionsfragmente
LEKTI I, 1T und IV eine stark erhohte Aktivitat aufweist.

3.3.2 Bestimmung der Reportergen-Aktivitat der LEKTI-Genpromotor-

Deletionsfragmente in Abhangigkeit definierter Stimuli

Auf Grundlage der Aktivitaten der LEKTI-Genpromotor-Deletionsfragmente (3.3.1) erfolgte
die spezifische Untersuchung der in den Fragmenten lokalisierten, putativen regulatorischen
DNA-Motive (Abb. 3.4) beziglich ihrer Responsivitdt auf genregulatorisch wirksame
Mediatoren (2.6). Dazu wurden die humanen hepatozytaren Zelllinien HuH-7 und SK-HEP-1
(2.5) transient mit den Plasmid-Vektoren pGL2-Basic, LEKT I, II, Il und IV (2.1.6)
transfiziert (2.7.1), wobei der promotorlose Vektor pGL2-Basic als Referenz auf der Plasmid-
Ebene und die ,,LEKTI-negative* Zelllinie SK-HEP-1 (3.2) fur Vergleichszwecke auf der
Zellsystem-Ebene diente. Im Anschluss an die Inkubation der Transfektionsansétze fir
6 Stunden mit verschiedenen Mediatoren (2.6.2) erfolgte die Bestimmung der Luziferase-
Aktivitat (2.8.2). Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in den nachfolgenden Abbildungen
dargestellt, in denen zum direkten Vergleich der Signifikanz des Einflusses des jeweiligen
genutzten, genregulatorisch wirksamen Mediators eine einheitliche Darstellung? beziiglich des
ermittelten Maximums der relativen Lichteinheiten (RLU) im Verlauf der Versuchsreihen
(Abbzisse) gewahlt ist.

Zur Feststellung, ob PKC-vermittelte Signale, die einen Einfluss auf die Promotoraktivitét
vieler Gene wie beispielsweise die der Serinproteinase-Inhibitoren SKALP/Elafin (BINGLE et
al., 2000; PrunDT et al., 1996) oder a-1-Antitrypsin (MORGAN et al., 2002) ausiiben,
ebenfalls die Aktivitdten der LEKTI-Genpromotor-Deletionsfragmente regulieren, erfolgte
eine Inkubation der Transfektionsansétze mit dem PKC-Aktivator PMA (2.6).

% In den Abbildungen 3.9 und 3.10 sind abweichende Skalierungen der Abbzisse gewéhlt.
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Abbildung 3.6:

Induktion der Aktivitat der LEKTI-Genpromotor-Konstrukte durch Stimulation mit dem PKC-Aktivator
PMA [1 uM] fir 6 Stunden in transient transfizierten HuH-7-Zellkulturen. Die Kontrolle reprasentiert
der Leer-Vektor pGL2-Basic. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte aus drei Experimenten (n=4) +/- SD.

Die Ergebnisse (Abb. 3.6) zeigen eine Verdopplung der LEKTI-Genpromotoraktivitét in allen
untersuchten Plasmiden. Diese PMA-Responsivitat weist auf regulatorische DNA-Motive
innerhalb des LEKTI-Genpromotors hin, die von (durch PKC-vermittelte Signale) aktivierten
Transkriptionsfaktoren wie beispielsweise NF-xB erkannt und gebunden werden und derart
die Transkriptionsrate modulieren (GHOSH, 1999).

Da an der Transkriptionsregulation verschiedener Gene wie beispielsweise die der
Serinproteinase-Inhibitoren ,,Plasminogen Activator Inhibitor Typ I* (HEATON et al., 1998)
und Typ Il (CosTA et al.,, 2000) PKA/cAMP-vermittelte Prozesse involviert sind, wurden
denkbare Einflisse auf die Aktivitit der untersuchten LEKTI-Genpromotor-
Deletionsfragmente im Verlauf einer Inkubation mit dem PKA/cAMP-Aktivator Forskolin
(2.6) untersucht.
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Abbildung 3.7:

Induktion der Aktivitat der LEKTI-Genpromotor-Konstrukte durch Stimulation mit dem PKA/cAMP-
Aktivator Forskolin [500 nM] fiir 6 Stunden in transient transfizierten HuH-7-Zellen. Die Kontrolle
reprasentiert der Leer-Vektor pGL2-Basic. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte aus drei Experimenten
(n=4) +/- SD.

Der Abbildung 3.7 ist zu entnehmen, dass alle untersuchten LEKTI-Genpromotor-Konstrukte
eine CAMP-Responsivitat aufweisen, da sich die Promotoraktivitdt im Vergleich zu den
unstimulierten Ansdtzen um mindestens 30 % erhoht. Dieses Ergebnis deutet auf das
Vorkommen regulatorischer Motive fir Transkriptionsfaktoren innerhalb des LEKTI-
Genpromotors hin, die infolge der Adenylat-Zyklase-Aktivierung aktiviert werden und die
Transkription beeinflussen (HAI et al., 2001; VALLEJO et al., 1993). Da innerhalb des
gesamten LEKTI-Genpromotors in silico putative cAMP-responsive DNA-Motive
identifiziert wurden (3.1), kann diesen in ihrer Gesamtheit vermutlich eine Beteiligung an der

Regulation der Transkription des LEKTI-Gens zugewiesen werden.

Ausgehend von der gezeigten PKC- und PKA/cAMP-vermittelten Beteiligung an der
Aktivierung der LEKTI-Genpromotor-Konstrukte (Abb. 3.6; 3.7) folgte in Hinblick auf eine
denkbare Interaktion dieser zwei signalvermittelnden Wege (BOGUSLAWSKI et al., 2000) eine
Ko-Stimulation der Transfektionsansatze mit dem PKC-Aktivator PMA [1 uM] und dem
PKA/cAMP-Aktivator Forskolin [500 nM].
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Abbildung 3.8:

Induktion der Aktivitdat der LEKTI-Genpromotor-Konstrukte durch Ko-Stimulation mit dem PKC-
Aktivator PMA[1 uM] und PKA/cAMP-Aktivator Forskolin [500 nM] flr 6 Stunden in transient
transfizierten HuH-7-Zellen. Die Kontrolle reprasentiert der Leer-Vektor pGL2-Basic. Die Abbildung
zeigt die Mittelwerte aus drei Experimenten (n=4) +/- SD.

Das Ergebnis (Abb. 3.8) zeigt eine deutliche Erhéhung der Aktivitaten sdmtlicher LEKTI-
Genpromotor-Konstrukte, die sich in einer Verdopplung in dem Plasmid LEKTI | sowie einer
Verdreifachung in den Plasmiden LEKTI II, 11 und IV manifestiert. Dieser Sachverhalt weist
auf eine additive cCAMP- und PKC-vermittelte Beteiligung an der Regulation der LEKTI-
Genpromotoraktivitdt hin Die LEKTI-Promotor-Konstrukte I, I11 und IV beinhalten das
untersuchte putative NF-kB-Motiv und putative cAMP-responsive DNA-Motive (Abb. 3.2).
Daher ist es denkbar, dass innerhalb des LEKTI-Genpromotors Bindungsstellen fir
Transkriptionsfaktoren lokalisiert sind, die infolge einer PKA- und PKC-Aktivierung die

Transkription des LEKTI-Gens additiv induzieren.

Zu Vergleichszwecken erfolgte die Ko-Stimulation der Referenz-Zelllinie SK-HEP-1 (3.2)
mit dem PKC-Aktivator PMA und PKA/cAMP-Aktivator Forskolin, die die LEKTI-
Genpromotor-Aktivitat in allen Reportergenkonstrukten additiv in HuH-7-Zellkulturen
induzieren (Abb. 3.8).
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Abbildung 3.9%

Induktion der Aktivitdt der LEKTI-Genpromotor-Konstrukte durch Ko-Stimulation mit dem PKC-
Aktivator PMA[1 pM] und PKA/cAMP-Aktivator Forskolin [500 nM] fir 6 Stunden in der transient
transfizierten Referenz—Zelllinie SK-HEP-1. Die Kontrolle représentiert der Leer-Vektor pGL2-Basic.
Die Abbildung zeigt die Mittelwerte aus drei Experimenten (n=4) +/- SD.

Die Ergebnisse (Abb. 3.9) zeigen, dass auch in der transfizierten Referenz-Zelllinie SK-HEP-
1 eine Steigerung der Aktivitdt der LEKTI-Genpromotor-Konstrukte nachweisbar ist, die
jedoch auf die Plasmide LEKTI I und Il beschrankt ist. Ferner ist ersichtlich, dass die
ermittelte HOhe der Lichteinheiten (RLU) im Vergleich zu den untersuchten transfizierten
HuH-7-Zellkulturen um eine Zehnerpotenz geringer ist (Abb. 3.8). Es ist festzustellen, dass
die ermittelte Induktion der Promotoraktivitdt des Plasmids LEKTI Il in der Referenz-
Zelllinie SK-HEP-1 die vermutete Responsivitat des putativen NF-xB-Motivs innerhalb des
LEKTI-Genpromotor-Konstrukts LEKTI 11 stitzt.

Typischerweise werden die Gene fir Akute-Phase-Antwort-Proteine wie beispielsweise die
der Serinproteinase-Inhibitoren ,,Pancreatic Secretory Trypsin Inhibitor* (YASUDA et al.,
1993) sowie a-1-Antitrypsin und a-1-Antichymotrypsin (KASHEKER et al., 2002) durch das
Zytokin IL-6 induziert (HEINRICH et al.,1998). Daher wurde eine denkbare IL-6-Responsivitét
des LEKTI-Genpromotors in Hinblick auf die zwei in silico identifizierten putativen IL-6RES
(3.1) innerhalb der Promotor-Konstrukte 111 bzw. 1V (Abb. 3.4) durchgefuhrt. Dazu wurden
die Transfektionsansatze mit dem Zytokin Interleukin-6 (2.6) inkubiert.

2 In dieser Abbildung ist eine abweichende Skalierung der Abbzisse gewahlt.
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Abbildung 3.10%

Induktion der Aktivitdt der LEKTI-Genpromotor-Konstrukte durch Stimulation mit dem Zytokin
Interleukin-6 [300 ng/ml] fur 6 Stunden in transient transfizierten HuH-7-Zellkulturen. Die Kontrolle
reprasentiert der Leer-Vektor pGL2-Basic. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte aus drei Experimenten
(n=4) +/- SD.

Die Ergebnisse (Abb. 3.10) zeigen eine IL-6-Responsivitdat aller untersuchten LEKTI-
Genpromotor-Konstrukte. Dieses Ergebnis ist insofern interessant, da die zwei in silico
identifizierten putativen IL-6REs (3.1) innerhalb der Promotor-Konstrukte Il bzw. IV
lokalisiert sind und somit keinen Einfull auf die ermittelte erhdhte Promotoraktivitat der
Promotorkonstrukte I und Il haben konnen (Abb.3.4). Der Vergleich zwischen den
Konstrukten LEKTI Il und LEKTI IV zeigt eine Zunahme der Promotoraktivitait um
30 % (LEKTI 1) bzw. 50 % (LEKTI IV). Somit weist das Konstrukt LEKTI IV, welches
beide untersuchten putativen IL-6REs beinhaltet, eine hdhere Aktivitat nach Ablauf der
Inkubation mit dem Zytokin Interleukin-6 als LEKTI Ill auf, welches nur das proximale
putative IL-6RE Il beinhaltet.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass alle untersuchten LEKTI-Genpromotor-Konstrukte
durch PKC- und PKA/cAMP-vermittelte Signale additiv induzierbar sind und eine IL-6-

Responsivitat aufweisen.

% In dieser Abbildung ist eine abweichende Skalierung der Abzisse gewéhlt.
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3.3.3 Bestimmung der Aktivitat des putativen NF-kB-Motivs innerhalb des

Genpromotor-Deletionsfragments LEKTI 11
Der nachfolgend beschriebene Assay diente dem selektiven Aktivitdts-Nachweis des
putativen NF-kB-Motivs (3.1) innerhalb des Genpromotor-Deletionsfragments LEKTI Il
(3.3), welches die hochste Promotor-Aktivitdat (3.3.1) sowie eine signifikant erhohte
Luziferase-Aktivitat im Verlauf einer Ko-Stimulation mit PMA (PKC-Aktivator) und
Forskolin (PKA/CAMP-Aktivator) zeigt (3.3.2). Zu diesem Zweck wurden HuH-7-
Zellkulturen mit dem Plasmid LEKTI 1l (2.1.6) transient transfiziert (2.7.1) und der Assay wie
unter 2.6.2 beschrieben durchgefiihrt. Nach Ablauf der Vorinkubation mit den Inhibitoren
MG-132 bzw. Bay 11-7082 (2.6) folgte die Stimulation fir 4 h mit den Mediatoren PMA
[1 uM] und Forskolin [500 nM], an die sich die Bestimmung der Luziferase-Aktivitat
anschloss (2.8.2). Der unspezifische, reversible Proteasom-Inhibitor MG-132 inhibiert die
Substratdegradation im Verlauf des UPP (,,Ubiquitin-Proteasome pathway*) und somit die
NF-kB-Aktivierung durch Hemmung des IkB-a-Abbaus. Im Gegensatz dazu ist Bay 11-7082
ein spezifischer, irreversibler NF-kB-Inhibitor, der die NF-kB-Aktivierung durch die

Stabilisierung von IkB-o hemmt.

100 7
80
60 1
40
20 7

Inhibition [%0]

opM 1uM S5uM 10uM 20uM
Bay 11-7082

Abbildung 3.11:

Konzentrationsabhéngige Inhibition der Aktivitdt des putativen NF-xB-Motivs innerhalb des
Genpromotor-Deletionsfragments LEKTI 11 durch den spezifischen, irreversiblen Inhibitor Bay 11-7082
in transient transfizierten HuH-7-Zellen. Die Zellen wurden mit dem Inhibitor fir 30 min vorinkubiert
und im Anschluss fiir 4 h mit dem PKC-Aktivator PMA [1 uM] und dem PKA/cAMP-Aktivator Forskolin
[500 nM] ko-stimuliert. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte aus vier Experimenten (n=4) +/- SD.
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Abbildung 3.12:

Konzentrationsabhéngige Inhibition der Aktivitdt des putativen NF-xB-Motivs innerhalb des
Genpromotor-Deletionsfragments LEKT]I Il durch den unspezifischen, reversiblen Proteasom-Inhibitor
MG-132 in transient transfizierten HuH-7-Zellen. Die Zellen wurden mit dem Inhibitor fir 30 min
vorinkubiert und im Anschluss fir 4 h mit dem PKC-Aktivator PMA [1 puM] und dem PKA/cAMP-
Aktivator Forskolin [500 nM] ko-stimuliert. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte aus vier Experimenten

(n=4) +/- SD.

Aus den Abbildungen 3.11 und 3.12 ist ersichtlich, dass sowohl der spezifische NF-xB-
Inhibitor Bay 11-7082 (Hu et al., 2001; PIERCE et al., 1997) als auch der Proteasom-Inhibitor
MG-132 (FIEDLER et al., 1998; Ros et al., 2001) eine konzentrationsabhé&ngige Inhibition der
NF-kB-Aktivierung in HuH-7-Zellen bewirkt. Diese beiden Resultate weisen deutlich auf die
Existenz eines funktionalen NF-kB-Bindungsmotivs innerhalb des Genpromotor-
Deletionsfragments LEKTI Il hin, da unter Einsatz von zwei voneinander unabh&ngigen
Inhibitor-Assays mit divergierend wirksamen Inhibitoren vergleichbare Ergebnisse erhalten

wurden.

3.4 Untersuchung der Induzierbarkeit der Transkription des LEKTI-
Gens mittels quantitativer Real-Time-PCR (,,TagMan*)

Zur Validierung der unter Einsatz von Luziferase-Reportergen-Assays erzielten Ergebnisse
(3.3) dienten quantitative Analysen mit dem ABI PRISM® 7700 Real-Time-PCR-System
(,TagMan*). Die dazu bendtigten cDNAs der Zelllinien HuH-7 und BHY, die das LEKTI-
Gen endogen exprimieren (3.2), wurden wie unter 2.6.1 beschrieben hergestellt. Fur die
Quantifizierung der Induktion der Transkription des LEKTI-Gens anhand der gewonnenen
experimentellen Daten fand im Rahmen dieser Arbeit die Standardkurven-Methode

Anwendung, welche unter 2.4.3 detailliert beschrieben ist. Ausgehend von der gezeigten
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additiven PKC- und PKA/cAMP-vermittelten Induktion der LEKTI-Genpromotor-Aktivitat
(3.3.2) sowie der vermuteten Beteiligung des Transkriptionsfaktors NF-kB an der Regulation
der Expression des LEKTI-Gens (3.3.3) erfolgten TagMan-Analysen, die unter Einsatz von
cDNA s der hepatozytaren Zelllinie HuH-7 durchgefuhrt wurden.

PMA [1 uM], Forskolin [500 nM]

Stimulations-Faktol

UNST. A B
(30 min) (6h)

Abbildung 3.13:

Bestimmung der Induktion der Transkription des LEKTI-Gens unter Einsatz von RNAs der
hepatozytaren Zelllinie HuH-7, die mit dem PKC-Aktivator PMA und dem PKA/cAMP-Aktivator
Forskolin fur 30 min und 6 h ko-stimuliert wurden. Der unstimulierte Ansatz reprasentiert die
Negativkontrolle nach Normalisierung mit dem Housekeeping-Gen GAPDH (2.4.3). Die Abbildung zeigt
die Mittelwerte aus drei Experimenten (n=2) +/- SD.

In der Abbildung 3.13 ist eine zeitabhéngige Induktion der LEKTI-Genexpression in der
hepatozytaren Zelllinie HuH-7 gezeigt. Im Verlauf einer sechsstiindigen Ko-Stimulation mit
dem PKC-Aktivator PMA und PKA/cAMP-Aktivator Forskolin erhoht sich die Transkription
des LEKTI-Gens bereits nach 30 min um das Vierfache (A) und versechsfacht sich nach
Ablauf von 6 Stunden (B). Die Tatsache, dass bereits nach 30 Minuten eine deutliche
Erhéhung der Gen-Expressionsrate festzustellen ist, unterstiitzt die Vermutung (3.3), dass
PKC-regulierte ,,rapid response* Transkriptionsfaktoren wie beispielsweise NF-kB (GHOsH et

al., 1998) die Transkription des LEKTI-Gens aktivierend beeinflussen.

Die nachfolgend dargestellten TagMan-Analysen dienten zur Uberpriifung der gezeigten
Interleukin-6-Responsivitdt des LEKTI-Genpromotors (Abb.3.10). Zu Vergleichszwecken
wurden diese Untersuchungen mit stimulierten RNAs (IL-6 [300 ng/ml]) der hepatozytaren
HuH-7- und der epithelialen BHY-Zelllinie durchgefuhrt.
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Abbildung 3.14:

Bestimmung der Induktion der Transkription des LEKTI-Gens unter Einsatz von cDNAs der Zelllinien
HuH-7 (Hepatozyten) und BHY (Mundschleimhaut) nach Inkubation mit dem Zytokin I1L-6 [300 ng/ml]
flr 30 min, 2 h bzw. 6 h. Der unstimulierte Ansatz beider Zelllinien repréasentiert die Negativkontrolle
nach Normalisierung mit dem Housekeeping-Gen GAPDH (2.4.3). Die Abbildung zeigt die Mittelwerte
aus drei Experimenten (n=2) +/- SD.

Die Ergebnisse (Abb. 3.14) zeigen eine zeitabhéngige Induktion der LEKTI-Genexpression in
beiden untersuchten Zelllinien, wobei diese jedoch einen deutlichen Unterschied in der
Expressionshohe aufweisen. In der epithelialen Zelllinie BHY verdreifacht und in der
hepatozytéren Zelllinie HuUH-7 verzehnfacht sich die Transkriptionsrate des LEKTI-Gens im
Verlauf einer sechsstiindigen Inkubation mit dem Zytokin Interleukin-6. Weiterhin ist eine
Induktion der Transkription in beiden Zelllinien bereits nach Ablauf von 30 Minuten
feststellbar. Dieses Ergebnis deutet auf einen aktivierenden Einfluss von IL-6-regulierten
»rapid response* Transkriptionsfaktoren wie beispielsweise STAT-3 (HEim, 1999) auf die
Transkription des LEKTI-Gens hin. Die relative Hohe der Induktion der LEKTI-
Genexpression ist in den hepatozytdren RNAs (HuH-7) im Vergleich zu den stimulierten
epithelialen RNAs verdreifacht.

Es ist festzustellen, dass die auf Grundlage von Luziferase-Reportergen-Assays ermittelte
PKC- und IL-6-Responsivitiat des LEKTI-Genpromotors sowie der postulierte aktivierende
Einfluss der Transkriptionsfaktoren STAT-3 und NF-kB auf die Expression des LEKTI-Gens

aus den erhaltenen Daten unterstiitzt wird.
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3.5 ,,Multiple Transcription Factor Profiling by Enzyme-Linked
Immunoassay (TF-EIA)“

Die Uberprifung der Funktionalitit ausgewahlter in silico identifizierter putativer
Transkriptionsfaktor-Bindungsmotive (IL-6RE, LyF-1, NFAT und NF-kB) innerhalb des
LEKTI-Genpromotors (3.1) erfolgte anhand eines Immunoassays (2.11) zur Detektion von
DNA-Protein-Interaktionen (BENOTMANE et al., 1997; KANNAN-THULASIRAMAN et al.,
2002; RENARD et al., 2001; SHEN et al., 2002). Zu diesem Zweck wurden die bendtigten
Kernextrakte aus den humanen Zelllinien BHY, HuH-7 und Jurkat isoliert (2.9), flr die eine
endogene LEKTI-Genexpression belegt ist (3.2). Der Einsatz ,,LEKTI-positiver* Kulturen
gewahrleistet die Prasenz aller an einer LEKTI-Genexpression beteiligten Transkriptions-
faktoren in dem untersuchten Kernextrakt. Zur Ubersicht sind diese fiir 30 Minuten ,,Faktor-

spezifisch stimulierten* Kernextrakte (2.6.3) in der Tabelle 3.2 verzeichnet.

;r/ztr)illir?nzls der fir 30 Minuten ,,Faktor-spezifisch stimulierten®, untersuchten humanen Kernextrakte.
Kernextrakt Einsatz zum Bindungsnachweis von
HuH-7 PMA [1 uM]; Forskolin [0,5 uM] NF-kB, STAT-3
HuH-7  TNF-o [20 ng/ml] NF-xB
HuH-7  IL-6 [150 ng/ml] STAT-3
HuH-7 PMA[1,5 uM]; lonomycin [0,5 uM] NFAT (Kontrolle)
BHY PMA [1 uM]; Forskolin [0,5 uM] NF-xB, STAT-3
BHY  TNF-a [20 ng/ml] NF-xB
BHY IL-6 [150 ng/ml] STAT-3
Jurkat  PMA [1,5 uM]; lonomycin [0,5 uM] NF-kB, STAT-3, NFAT, LyF-1

Im Rahmen dieser Versuche wurden vier verschiedene Wege ausgearbeitet, um Kontroll-

bzw. Referenzdaten zu erhalten:

0] Den Ansatzen wurde kein Kernextrakt beigefugt (NEG). In diesen Ansatzen sollte
keine bzw. nur eine basale Aktivitat detektierbar sein.

(i) Innerhalb der identifizierten putativen Bindungsmotive der Transkriptionsfaktoren
wurde eine 3 Basenpaare umfassende Mutation (MUT) eingefiigt, welche die
Erkennung und anschlieBende Bindung des jeweiligen Faktors an sein spezifisches
Motiv unterbinden sollte (Tab. 3.3).

(iii)  Aufgrund des Einsatzes von Kernextrakten aus stimulierten und unstimulierten Zellen
konnte gleichzeitig der Einfluss der jeweiligen Mediatoren auf die Bindung des
untersuchten Transkriptionsfaktors qualitativ ermittelt werden.

(iv)  Zur Verifizierung der Spezifitdt der primdren Antikorper wurde der primare
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Antikdrper gegen NF-xB (p50) mit einer dsDNA inkubiert, die in silico kein putatives
p50-Bindungsmotiv aufweist (3.5.3).

3.5.1 ,,Primer-Design* zur Herstellung der dsDNA

Die Herstellung der benétigten doppelstrangigen (ds) DNA (2.11.2) erfolgte anhand
komplementarer  Oligonukleotidhybride, die das zu untersuchende  putative
Transkriptionsfaktor-Bindungsmotiv  beinhalten. Auf diese Weise konnten mdgliche
Mutationen innerhalb einer PCR-generierten dsDNA-Sequenz ausgeschlossen werden. Der
Konstruktion der mutierten Oligonukleotide ging eine umfassende Literaturrecherche
hinsichtlich beschriebener funktionaler Bindungsmotive der untersuchten Transkriptions-
faktoren innerhalb humaner und muriner Genpromotoren voraus (vgl. EHRET et al., 2001;
UDALOVA et al., 2002), deren Ergebnis in der Tabelle 3.3 erfaflt ist. Fur den Faktor NF-kB,
der in drei verschiedenen Dimeren (p50/p50; p50/p65 und p65/p65) vorkommt, wurde die
Uberwiegende Présenz des p50/p65 Heterodimers zugrundegelegt (JOBIN et al., 2000) und
selektiv das p50-Bindungsmotiv mutiert. Gleichzeitig konnte derart eine Bindung des p50/p50
Homodimers unterbunden werden, so dass bei der Auswertung der Ergebnisse nur eine
maogliche Bindung des p65/p65 Homodimers berlcksichtigt werden mufBte. Da das
allgemeingultige palindrome Konsensus-Motiv der STAT-3-Faktoren (TTN@5AA) in der
Literatur kontrovers beschrieben ist (DARNELL et al., 1997; EHRET et al., 2001; HEIM 1999;
SEIDEL et al., 1995; ZHANG et al., 1996), sind zur Verdeutlichung die zwei entscheidenden
divergierenden Motive dargestellt (Tab. 3.3). Weiterhin sind die zitierten Bindungsmotive fir
den Transkriptionsfaktor STAT-3 gekennzeichnet (*), die als APRF (,,Acute Phase Response
Factor) beschrieben sind, da dieses die urspringliche Bezeichnung darstellt (WEGENKA et
al., 1993) und dessen Zuordnung in die Familie der STAT-Faktoren erst spater erfolgte
(WEGENKA et al., 1994).
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Tabelle 3.3:
Einordnung der in silico identifizierten putativen Transkriptionsfaktor-Bindungsmotive innerhalb des
LEKTI-Genpromotors (3.1) in eine Auswahl bis dato beschriebener, funktionaler regulatorischer Motive
innerhalb humaner und muriner Genpromotoren. Zur Ubersicht ist das Core (Kernkonsensus-Sequenz)
in fetten Lettern hervorgehoben sowie die Bindematrix (surrounding/flanking sequence), welche das Core
umschliel3t (soweit angegeben), ebenfalls verzeichnet, da dieser Bindematrix ein Einfluss an der
Erkennung und Bindung des Transkriptionsfaktors an sein Core-Motiv zugeschrieben wird (LAMB et al.,
1995; PAXTON et al., 1997; ZHONG et al., 1994). Weiterhin sind die Motive, die in revers komplementérer
Orientierung (r.0.) innerhalb beschriebener Genpromotoren Funktionalitdt besitzen, kursiv
gekennzeichnet und das entsprechende komplementédre Motiv in Klammern angegeben. Ferner ist die
(innerhalb der identifizierten putativen Transkriptionsfaktor-Bindungsmotive des LEKTI-Gen-
promotors) eingefigte, 3 Basenpaar umfassende Mutation (MUT) in Form unterstrichener fetter
Buchstaben hervorgehoben.
(*): STAT-3 Bindungsmotive, die als APRF (,,Acute Phase Response Factor*) beschrieben sind.
IUPAC-Code (Auswahl):

Y CoderT

R AoderG

N ACGoderT

Transkriptionsfaktor-
Bindungsmotiv

Referenz
(5'-3'- Orientierung)

NF-«xB

(p65)

(p50/p65)

GGTAC

LEKTI (WT)

Matlnspector (3.1)

TTTCC

CD3-y

BADRAN et al. 2002

YCC

IFN-y

Sicaetal., 1997

TTTC

Igx light chain

BomszTyk et al., 1990

TCCCC

PECAM-1-Gen

BoTELLA et al., 2000

TTTCCG

IL-2

McCAFFREY et al., 1992

TAACT

TTCC

IFN-B

BerkowITz et al., 2002

CCTTCT

TCCTC

uPA

BerkowiTz et al., 2002

ATGC

GTCCT

a-Makroglobulin

Bope et al., 2001

CTTGA

TTCTGG

ap-Makroglobulin

Bopeet al., 2001

GTCCCA

oy-Antichymotrypsin (ACT)

KoRrDULA et al., 2000

AGCCCCCA

SKALP/Elafin

BINGLE et al., 2000

GACCC

Proteinase-Inhibitor 9

KANNAN-T. et al., 2002

TCCCC

Proteinase-Inhibitor 9

KANNAN-T. et al., 2002

GGTAC

LEKTI (MUT)

DROGEMULLER, 2002




ERGEBNISSE 85

STAT-3/APRF* TTNEAA “generalized” DARNELL et al., 1997

TTN@AA SEIDEL et al., 1995
LEKTI (1) (WT) Matlnspector (3.1)
LEKTI (1) (WT) Matlnspector (3.1)
Leeetal., 1999
ZHANG et al., 2001
SPI-3* KorbuLa et al., 1996a
SPI-3* KorbuLa et al., 1996a
oy-Antitrypsin (AAT) MoRGAN et al., 2002
ag-Antitrypsin (AAT) MoRrGAN et al., 2002
TIMP-1 Korzus et al., 1997
PSTI Yasupa et al., 1993
SLPI* Aseetal., 1991
CRP* ZHANG et al., 1996
Haptoglobin Kim etal., 1997
LEKTI (1), (MUT) DROGEMULLER, 2002
LEKTI (1), (MUT) DROGEMULLER, 2002

212|233

ap-Makroglobulin

32|33

GGAAA LEKTI (1) MatlInspector (3.1)
GGAAA LEKTI (II) MatlInspector (3.1)
TTTCC
(GGAAA)
TTTCC
(GGAAA)
GGAAA CD3-y BADRAN et al. 2002
GGAAA CD3-y BADRAN et al. 2002
GTTCC
(GGAAC)
CTCAA LEKTI (1) (MUT) DROGEMULLER, 2002
TACAA LEKTI (1) (MUT) DROGEMULLER, 2002

Interleukin 2 MCCAFFREY et al., 1992

CD3-y BADRAN et al. 2002

IFN-y Sicaetal., 1997

TGGGAG LEKTI Matlnspector (3.1)

TGGGAG TdT
(Deoxynucleotidyltransferase) Loetal., 1991

TGGGAG PECAM-1 ALMENDRO et al., 1996

TGGCAG MUNC18-1 (n-Secl) GoToH et al., 1998

cceTec
(GGGAGG)

ACTGAG LEKTI (MUT) DROGEMULLER, 2002

B29 (1gB) THoMmPsON et al., 1996
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3.5.2 Bestimmung der Funktionalitat des putativen NF-kB-Motivs innerhalb des
LEKTI-Genpromotors

Zur  Bestimmung der Menge des einzusetzenden  Kernextrakts  dienten
konzentrationsabhéngige Bindungsstudien. Zu diesem Zweck wurde der primare Antikorper
gegen NF-xB (p50) mit den angegebenen Mengen (Abb. 3.15) eines Kernextrakts der
hepatozytéren Zelllinie HuH-7 (TNF-a [20 ng/ml]) und der spezifischen Wildtyp (WT) bzw.
mutierten (MUT) dsDNA inkubiert, die das zu Uberpriufende putative NF-«xB-Motiv des
LEKTI-Genpromotors (Abb. 3.2) beinhaltet.

B gsDNA WT O dsDNA MUT
35

2,57

OD 450 nm
N

157

0,51

O0pg 2519 5ug 7519 10 g 12,5 yg 15ug 17,5 g 20 ug
NEG gewahlter
Standard

Abbildung 3.15:

Konzentrationsabhéangige Bindungsstudie zur Bestimmung der Menge des einzusetzenden Kernextrakts
in einem TF-ElA-Assay. Dazu wurden der primére Antikdrper gegen NF-xB (p50), hepatozytére
Kernextrakte (HuH-7, TNF-a [20 ng/ml]) und die dsDNA, welche das untersuchte putative NF-xB-Motiv
des LEKTI-Genpromotors (dsDNA WT; dsDNA MUT) beinhaltet, eingesetzt. Der gewéahlte Standard von
15 ug Kernextrakt ist gekennzeichnet. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte aus vier unabhangigen Assays
+/- SD.

Die Resultate zeigen eine konzentrationsabhangige Erhthung der Menge gebundener NF-«kB-
Proteine an die LEKTI-spezifische NF-kB-dsDNA (WT). Deshalb kann das NF-xB-Motiv als
funktional bestimmt werden, da in allen Ansdtzen eine Bindung der NF-xB-
Transkriptionsfaktoren an das in silico identifizierte Motiv innerhalo des LEKTI-
Genpromotors erfolgte. Weiterhin ist ersichtlich, dass die eingefuigte Mutation innerhalb des
NF-kB-Motivs effizient ist, da in diesen Ansatzen (ASDNA MUT) kein Anstieg einer Bindung
von NF-kB-Proteinen in Bezug auf die Kontrolle (NEG) nachweisbar ist. Auf Grundlage der

Ergebnisse (Abb. 3.15) wurde fir alle folgenden Assays die einzusetzende Menge von 15 ug
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Kernextrakt gewahlt (RENARD et al., 2001; SHEN et al., 2002).
AnschlieBend wurde das als funktional identifizierte NF-xB-Motiv des LEKTI-Genpromotors
beziiglich seiner Sensitivitdt in Gegenwart von verschiedenen humanen Kernextrakten

(Tab. 3.2) und dem primaren Antikorper gegen NF-«B (p50) untersucht.

35 1 B 4sDNA WT OdsDNA MUT

OD 450 nm

BHY BHY BHY HuH-7 HuH-7 HuH-7 Jurkat Jurkat NEG
TNF-a PMA/F UNST TNF-a PMA/F UNST PMA/Iono UNST

Abbildung 3.16:

Untersuchung der Sensitivitdt des funktionalen (dSDNA WT) und mutierten (dsSDNA MUT) NF-xB-
Motivs innerhalb des LEKTI-Genpromotors mit 15 ug Kernextrakten (Tab. 3.2) aus den humanen
Zelllinien BHY (Mundschleimhaut), HuH-7 (Hepatozyten) und Jurkat (T-Zellen) sowie des priméren
Antikorpers gegen NF-xB (p50). Die Abbildung zeigt die Mittelwerte aus vier unabhangigen Assays +/-
SD.

Auch dieses Ergebnis (Abb. 3.16) bestatigt die Funktionalitit des untersuchten NF-kB-Motivs
innerhalb des LEKTI-Genpromotors. In allen Ansatzen, die mit (aus stimulierten Zellen
isolierten) Kernextrakten inkubiert wurden, konnte die Bindung von NF-kB-Proteinen an das
entsprechende Motiv des LEKTI-Genpromotors (ASDNA WT) nachgewiesen werden. Diese
Bindung konnte in den Ansatzen, die mit (aus unstimulierten Zellen isolierten) Kernextrakten
inkubiert wurden, nicht ermittelt werden. Ferner ist offensichtlich, dass die eingeflgte
Mutation innerhalb des NF-kB-(p50)-Bindungs-Motivs des LEKTI-Genpromotors wirksam
ist, da in diesen Ansatzen ebenfalls keine Bindung von NF-kB-Proteinen erfolgte. Dieses
Ergebnis steht in Einklang mit der Sequestrierung der NF-kB-Transkriptionsfaktoren im
Zytoplasma. Infolge spezifischer Stimuli translozieren die aktivierten Faktoren in den
Zellkern und modulieren die Transkription von NF-kB-responsiven Genpromotoren
(BALDWIN, 1996; GHOSH, 1999).
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3.5.3 Bestimmung der Spezifitat der verwendeten primaren Antikorper

Zum Nachweis der Spezifitdt der eingesetzten priméren Antikorper wurde der primare
Antikorper gegen NF-xB (p50) mit Kernextrakten der epithelialen Zelllinie BHY (Tab. 3.2)
und einer dsDNA (IL-6RE I, WT) inkubiert, die in silico kein putatives NF-xB (p50)
Bindungsmotiv aufweist (Abb. 3.2).
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Abbildung 3.17:

Untersuchung der Spezifitat des primaren Antikdrpers gegen NF-xB-(p50) unter Einsatz einer dsDNA
(IL-6RE I, WT) des LEKTI-Genpromotors, die in silico kein putatives NF-xB (p50)-Bindungsmotiv
aufweist (Abb. 3.2) sowie 15 pg Kernextrakt aus der epithelialen Zelllinie BHY [TNF-o,20 ng/ml]. Die
Abbildung zeigt die Mittelwerte aus vier unabhéngigen Assays +/- SD.

Das Ergebnis (Abb. 3.17) zeigt, dass der untersuchte primare Antikorper gegen NF-xB (p50)
Spezifitat besitzt, da im Vergleich zur Negativkontrolle (NEG) keine Bindung von NF-xB-
Proteinen an die eingesetzte dsDNA (IL-6RE I, WT) nachweisbar ist.

3.5.4 Bestimmung der Funktionalitat der zwei putativen IL-6REs innerhalb des
LEKTI-Genpromotors

Die Uberprifung der Funktionalitat der zwei in silico identifizierten putativen IL-6REs

innerhalb des LEKTI-Genpromotors erfolgte unter Einsatz des primaren Antikorpers gegen

STAT-3 sowie Kernextrakten, die aus IL-6-stimulierten hepatozytaren (HuH-7) und

epithelialen Zellen (BHY) isoliert wurden (Tab. 3.2).
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3.5.4.1 Bestimmung der Funktionalitat des distalen putativen IL-6RE | innerhalb des
LEKTI-Genpromotors
In diesem Assay wurde das im distalen Abschnitt des LEKTI-Genpromotors lokalisierte

putative IL-6RE | (3.1) auf dessen Funktionalitit untersucht.
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Abbildung 3.18:

Bestimmung der Funktionalitét des distalen putativen IL-6REs | (dAsSDNA WT; dsDNA MUT) innerhalb des
LEKTI-Genpromotors mit 15pug Kernextrakt (Tab. 3.2) aus den humanen Zelllinien BHY
(Mundschleimhaut) und HuH-7 (Hepatozyten) sowie des priméren Antikdrpers gegen STAT-3. Die
Abbildung zeigt die Mittelwerte aus vier unabhangigen Assays +/- SD.

Aufgrund der Ergebnisse (Abb. 3.18) kann das untersuchte distale IL-6RE | (dsSDNA WT)
innerhalb des LEKTI-Genpromotors als funktional bestimmt werden, da in allen Ansétzen,
die mit (aus stimulierten Zellen isolierten) Kernextrakten inkubiert wurden, eine Bindung des
Transkriptionsfaktors STAT-3 an das distale IL-6RE I nachweisbar war. Weiterhin ist die
Kontrolle in Form der eingefigten Mutation (dSDNA MUT) innerhalb des STAT-3
Bindungsmotivs des LEKTI-Genpromotors (IL-6RE I) wirksam, da in diesen Ansétzen keine
Bindung von STAT-3-Proteinen an das mutierte distale IL-6RE | detektiert werden konnte.
Hinzu kommt, dass in den Kontrollen (dsDNA WT), die mit (aus unstimulierten Zellen
isolierten) Kernextrakten inkubiert wurden, diese Bindung ebenfalls nicht ermittelt wurde.
Letzteres bestéatigt die auf einen spezifischen Stimulus erfolgende Aktivierung und
Translokation der zytoplasmatisch sequestrierten inaktiven Transkriptionsfaktoren STAT-3 in
den Zellkern, wo sie gemaR ihrer genregulatorischen Funktion aktiv werden (HEINRICH et al.,
1998).
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3.5.4.2 Bestimmung der Funktionalitdt des proximalen putativen IL-6RE Il
innerhalb des LEKTI-Genpromotors

Zur Untersuchung der Funktionalitat des in silico identifizierten proximalen putativen IL-

6REs Il innerhalb des LEKTI-Genpromotors (3.1) wurde der Assay wie unter 3.5.4.1

beschrieben durchgefihrt.
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Abbildung 3.19:

Bestimmung der Funktionalitdt des proximalen putativen IL-6REs Il (dsDNA WT; dsDNA MUT)
innerhalb des LEKTI-Genpromotors mit 15 pg Kernextrakt (Tab. 3.2) aus den humanen Zelllinien BHY
(Mundschleimhaut) und HuH-7 (Hepatozyten) sowie des primaren Antikdrpers gegen STAT-3. Die
Abbildung zeigt die Mittelwerte aus vier unabhéangigen Assays +/- SD.

Anhand der présentierten Ergebnisse (Abb. 3.19) kann dem proximalen IL-6RE Il keine
Funktionalitat zugewiesen werden. Es konnte weder ein Einfluss des Zytokins Interleukin-6
noch der eingefugten Mutation innerhalb des LEKTI-Genpromotor-Bindungsmotivs auf die
Bindung der Transkriptionsfaktoren STAT-3 an das proximale IL-6RE Il des LEKTI-

Genpromotors nachgewiesen werden.

3.5.5 Bestimmung der Funktionalitdit der putativen Bindungsmotive der
lymphozytaren Transkriptionsfaktoren NFAT und LyF-1 innerhalb des
LEKTI-Genpromotors

Fur die Untersuchungen einer Funktionalitdt der in silico identifizierten putativen

Bindungsmotive der lymphozytéren Transkriptionsfaktoren NFAT und LyF-1 innerhalb des

LEKTI-Genpromotors (3.1) wurden Kernextrakte aus der T-Zelllinie Jurkat eingesetzt
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(Tab. 3.2). Ferner diente zur Verifizierung der beschriebenen Gewebsspezifitat der
Transkriptionsfaktoren LyF-1 (Lo et al., 1991) und NFAT (MASUDA et al., 1995) das in silico
identifizierte putative NFAT I-Motiv (dsSDNA WT; dsDNA MUT) des LEKTI-Genpromotors
(3.1), welches mit hepatozytdren Kernextrakten (HuH-7) inkubiert wurde.

3.5.,5.1 Bestimmung der Funktionalitdét des putativen LyF-1-Bindungsmotivs
innerhalb des LEKTI-Genpromotors

Die Untersuchung der Funktionalitit des in silico identifizierten putativen Bindungsmotivs

des lymphozytéren Transkriptionsfaktors LyF-1 innerhalb des LEKTI-Genpromotors (3.1)

erfolgte unter Einsatz des priméren Antikorpers gegen LyF-1 und Kernextrakten aus der T-

Zelllinie Jurkat (Tab. 3.2).
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Abbildung 3.20:

Bestimmung der Funktionalitét des in silico identifizierten putativen LyF-1 Bindungsmotivs (ASDNA WT,
dsDNA MUT) innerhalb des LEKTI-Genpromotors mit 15 pg Kernextrakt (Tab. 3.2) aus der T-Zelllinie
Jurkat sowie des priméren Antikérpers gegen LyF-1. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte aus vier
unabhéngigen Assays +/- SD.

Den gezeigten Ergebnissen (Abb. 3.20) ist eine Funktionalitat des in silico identifizierten
LyF-1-Bindungsmotivs innerhalb des LEKTI-Genpromotors zu entnehmen. In allen Ansétzen
(dsDNA WT), die mit (aus stimulierten Zellen isolierten) Kernextrakten inkubiert wurden,
konnte eine Bindung von LyF-1- Proteinen an das entsprechende Motiv ermittelt werden.
Diese Bindung konnte weder in den Kontrollansatzen (UNST), die mit (aus unstimulierten
Zellen isolierten) Kernextrakten inkubiert wurden, noch in denen, die das mutierte Motiv
(dsNDA MUT) beinhalten, bestimmt werden.
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3.5.,5.2 Bestimmung der Funktionalitat der putativen NFAT-Bindungsmotive | und Il
innerhalb des LEKTI-Genpromotors

Zum Nachweis der Funktionalitat der zwei in silico identifizierten putativen NFAT-
Bindungsmotive innerhalb des LEKTI-Genpromotors (3.1) wurden die entsprechenden
dsDNAs mit verschiedenen Kernextrakten (Tab. 3.2) und dem priméren Antikorper gegen
NFAT inkubiert. Weiterhin wurde zur Verifizierung der Gewebsspezifitat der lymphozytaren
Transkriptionsfaktoren das in silico identifizierte NFAT I-Motiv (dsSDNA WT; dsDNA MUT)
des LEKTI-Genpromotors mit hepatozytarem Kernextrakt (HuH-7) und dem primaren
Antikorper gegen NFAT inkubiert.
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Abbildung 3.21:

Bestimmung der Funktionalitdt der putativen NFAT-Bindungsmotive I und Il (dsSDNA WT; dsDNA
MUT) innerhalb des LEKTI-Genpromotors mit 15 pg Kernextrakt (Tab. 3.2) aus der humanen Zelllinie
Jurkat (T-Zellen) sowie des primaren Antikérpers gegen NFAT. Zur Untersuchung der Gewebsspezifitat
der NFAT-Transkriptionsfaktoren wurden 15 pg Kernextrakt (Tab. 3.2) der humanen Zelllinie HuH-7
(Hepatozyten) eingesetzt. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte aus vier unabhangigen Assays +/- SD.

Die Ergebnisse (Abb. 3.21) zeigen, dass die zwei untersuchten NFAT-Bindungsmotive
(dsDNA WT) Funktionalitat besitzen, da in allen Ansatzen, die mit (aus stimulierten Zellen
isolierten) Kernextrakten inkubiert wurden, eine Bindung der NFAT-Proteine an die in silico
identifizierten Motive innerhalb des LEKTI-Genpromotors erfolgte. Weiterhin ist ersichtlich,
dass die spezifisch eingefiigte Mutation innerhalb des NFAT I- bzw. NFAT II-Motivs
wirksam ist, da in diesen Ansatzen keine Bindung der NFAT-Proteine an die entsprechenden
Motive (dsDNA MUT) nachweisbar ist. Die Gewebsspezifitdt der lymphozytaren
Transkriptionsfaktoren NFAT konnte ebenfalls in diesem Versuch bestétigt werden, da in den
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Ansatzen, die mit hepatozytaren Kernextrakten (HuH-7) inkubiert wurden, keine Bindung der
Transkriptionsfaktoren NFAT an das Bindungsmotiv NFAT | (dSDNA WT, dsDNA MUT)

nachweisbar ist.

3.5.5.2 Untersuchung des Bindungsverhaltens des Transkriptionsfaktors NFAT
an das funktionale NF-kB-Bindungsmotiv innnerhalb des LEKTI-

Genpromotors
Die Transkription des LEKTI-Gens ist, wie jeder Transkriptionsvorgang eines Gens, eine
»orchestrated response (orchestrierte Antwort)“ (LEMON et al., 2000) von aktivierenden,
reprimierenden sowie miteinander synergistisch oder antagonistisch kooperierenden Faktoren
(BRIVANLOU et al., 2002). In Hinblick auf beschriebene funktionale NF-xB-Bindungsmotive
innerhalb von humanen Genpromotoren, die ebenfalls von Transkriptionsfaktoren der NFAT-
Familie erkannt und gebunden werden (BADRAN et al., 2002; JAIN et al., 1995; MATSUDA et
al., 1994; McCAFFREY et al., 1992; SICA et al., 1997), wurde untersucht, ob NFAT-Proteine
ebenfalls an das funktionale NF-xB-Motiv des LEKTI-Genpromotors binden. Die Tabelle 3.4
verdeutlicht die beschriebene Bindung der NFAT-Proteine an NF-kB-Bindungsmotive
innerhalb humaner Genpromotoren.
Tabelle 3.4:
Darstellung der relevanten Konsensus-Bindungsmotive der Transkriptionsfaktoren NFAT und NF-xB.
Das Konsensus-Motiv der (p65)-NF-kB-Untereinheit ist unterstrichen und das untersuchte revers

komplementare Bindungsmotiv (r.O.) des Transkriptionsfaktors NFAT in fetten Buchstaben
hervorgehoben.

Kernextrakt Sequenz Referenz
NFAT-Konsensus 5 -GGAAA-3' BADRAN et al., 2002
NFAT-Konsensus (r.O) 3'-TTTCC-5' BADRAN et al., 2002

NF-kB (p50/p65)

NF-kB (p50-p65) LEKTI

5'-GGGGATTTCC-3’
5'-GGGACTTTCC-3'
5'-GAGGGGGTCT-3'

SicAaetal., 1997
MCcCAFFREY et al., 1992

Matlnspector (3.1)

In der Tabelle 3.4

ist gezeigt, dass

innerhalb des Konsensus-Bindungsmotivs des

Transkriptionsfaktors NF-xB (p65) in revers komplementérer Orientierung ein NFAT-
Bindungsmotiv lokalisiert ist. Zur Untersuchung, ob die Transkriptionsfaktoren NFAT an das
funktionale NF-xB-Bindungsmotiv innnerhalb des LEKTI-Genpromotors binden, wurde das
funktionale NF-xB-Bindungsmotiv des LEKTI-Genpromotors (dsSDNA WT, dsDNA MUT)

mit dem priméren Antikorper gegen NFAT unter Zugabe von Kernextrakten aus stimulierten



ERGEBNISSE 9

T-Zellen (Jurkat; PMA [1,5 puM]; lonomycin [0,5 uM]) inkubiert.
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Abbildung 3.22:

Untersuchung des Bindungsverhaltens des primaren Antikdrpers gegen NFAT an das funktionale (A) und
mutierte (B) NF-xB-Motiv (dsDNA) innerhalb des LEKTI-Genpromotors mit 15 ug Kernextrakt aus der
stimulierten T-Zelllinie Jurkat (PMA [1,5 uM]; lonomycin [0,5 uM]). Die Abbildung zeigt die Mittelwerte
aus vier unabhangigen Assays +/-SD.

Das Ergebnis (Abb. 3.22) zeigt in vitro eine Bindung der NFAT-Proteine an das untersuchte
funktionale (A) und mutierte (B) NF-kB-Bindungsmotiv (dsDNA) innerhalb des LEKTI-
Genpromotors. Dieses Ergebnis deutet stark darauf hin, dass NFAT-Proteine an das
funktionale NF-xB-Motiv des LEKTI-Genpromotors (3.5.2) binden.

Zur Ubersicht sind alle in diesem Kapitel prasentierten Ergebnisse in der Abbildung 3.23

zusammengefasst:

T
IL-6RE | LyF-1

IL-6RE 11
.

Abbildung 3.23:

Graphische Zusammenfassung der Ergebnisse der im Rahmen dieses Kapitels durchgefihrten Bindungs-
studien mittels TF-EIA. Funktionale Bindungsmotive sind blau, Falsifikate grau unterlegt. Die
GroRenangaben beziehen sich auf den Translationsstartpunkt (3.1).
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3.6 Untersuchung potentieller genregulatorischer Interaktionen
zwischen dem Serinproteinase-Inhibitor LEKTI und dem Proteinase-
aktivierten Rezeptor-2 (PAR-2)

Die Grundlage zur Untersuchung einer denkbaren genregulatorischen Interaktion zwischen
dem Serinproteinase-Inhibitor LEKTI und dem aktivierten PAR-2-Rezeptor bildeten humane
Zelllinien, die PAR-2-Rezeptoren auf ihrer Oberflache tragen (3.6.1). Im Anschluss an die
Uberpriifung der PAR-2-Rezeptor-Funktionalitit in einem dazu entwickelten FLIPR-Assay
(3.6.2) erfolgten die Untersuchungen hinsichtlich der potentiellen Interaktionen zwischen dem
Serinproteinase-Inhibitor LEKTI und dem aktivierten PAR-2-Rezeptor auf transkriptioneller
Ebene mittels quantitativer Real-Time-PCR (3.6.3).

3.6.1 Bestimmung der endogenen PAR-2-Genexpression in humanen Zelllinien

Die offentlich zugangliche PAR-2-cDNA-Sequenz (BOHM et al., 1996b; Acc. No.: U34038)
diente zur Konstruktion von Oligonukleotiden, die in den anschlieRenden PCR-Reaktionen fir
die Amplifikation der PAR-2-spezifischen Fragmente eingesetzt wurden. Parallel dazu
erfolgte der Einsatz von LEKTI-Oligonukleotiden zum Ausschluss genomischer
Verunreinigungen (3.2). Nachdem die Anlagerungstemperatur der zwei Oligonukleotidpaare
zur Optimierung der Stringenz experimentell ermittelt war, wurden die PCR-Reaktionen

(2.4.1) zur Generierung der folgenden Amplifikate wie unter 3.2 beschrieben vollzogen.

(i)  PAR-2-spezifisches Amplifikat 300 Bp.
(i)  LEKTI-spezifisches Amplifikat (3.2) 180 Bp.
(iii)  genomische Kontrolle (3.2) 2000 Bp.

Temperaturprogramm ftr 40 Zyklen (1.- 3. Schritt):

Erst-Denaturierung der DNA 97°C 3 min
1. Denaturierung 96°C 30s
2. Oligonukleotidanlagerung 58°C 455
3. Elongation 72°C 2,5 min
End-Elongation 72°C 7 min
Reaktionsende 4°C oo min

Das Ergebnis der elektrophoretischen Auftrennung der PCR-Ansédtze in einem 2 % igen

Agarosegel ist in Abbildung 3.24 dargstellt.
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Abb. 3.24:

Bestimmung der endogenen PAR-2- und LEKTI-Genexpression in humanen Zelllinien mittels einer PCR.
Die Abbildung zeigt die elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte in einem 2 % igen Agarose-
gel. Eine 100 Bp- und 1 Kb.-Leiter (Invitrogen) wurden als GroRenstandard mitgefiihrt. Die Pfeile zeigen
die Hohe der erwarteten Amplifikate von 300 Bp. fiir die PAR-2-cDNA, von 180 Bp. fiir die LEKTI-cDNA
und fiir die genomische Kontrolle von ca. 2000 Bp.

Das in Tabelle 3.6 dokumentierte Ergebnis (Abb. 3.24) zeigt, dass verschiedene humane
Zelllinien bestimmt werden konnten, die das PAR-2-Gen exprimieren. Weiterhin ist
ersichtlich, dass die hepatozytdren Zelllinien HuH-7 und SK-HEP-1 keine PAR-2-
Genexpression aufweisen. Daneben weisen die Ergebnisse auf eine korrelierende Expression
des LEKTI- und PAR-2-Gens in humanen Zelllinien hin. Die Uberpriifung, ob die generierten
Amplifikate tatséchlich die erwartete DNA-Sequenz reprasentieren, erfolgte durch die
Extraktion der Amplifikate aus dem Agarosegel (2.2.2), die Klonierung in den pGEM-

T Vektor (2.2.4) sowie einer anschlieBenden Sequenzierung (2.3).

Tabelle 3.6:
Untersuchung humaner Zelllinien auf eine endogene Expression des LEKTI- und PAR-2-Gens.

BHY (Mundschleimhaut)

n
HaCat (Keratinozyten) +
Jurkat (T-Zellen) +

n

¥

HT 29 (Kolonkarzinom)
T84 (Kolonkarzinom)
HuH-7 (Hepatozyten) -

SK-HEP-1 (Hepatozyten) - -

++ |+ |+ |+ |+
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3.6.2 Uberpriifung der Funktionalitit der PAR-2-Rezeptoren auf der
Zelloberflache

Zur Uberpriifung der Funktionalitit der PAR-2-Rezeptoren auf der Oberflache der
identifizierten humanen Zelllinien (Tab. 3.6) wurde die epitheliale Zelllinie BHY als Positiv-
sowie die hepatozytare Zelllinie SK-HEP-1 als Negativ-Kontrolle in die anschlieRenden
FLIPR-Untersuchungen eingesetzt. Diese auf Fluoreszenzanderung basierende Methode kann
Veranderungen der freien physiologischen Kalzium-Konzentration in der Zelle (ca. 100 nM)
durch Freisetzung aus zellularen Speichern oder durch Einstrom der im genutzten Messpuffer
enthaltenen Kalzium-lonen (ca. 1,4 mM) durch lonenkandle zeitaufgelst nachweisen (2.12).
In diesen konzentrationsabhangigen Untersuchungen wurden die Zellkulturen mit dem
synthetischen PAR-2-Agonisten SLIGKYV, dem beschriebenen physiologischen Agonisten
Trypsin (BOHM et al., 1996b) sowie einer Kontrolle (Lysozym) inkubiert.

* Trypsin
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Abbildung 3.25:

Untersuchung der Funktionalitdt der PAR-2-Rezeptoren auf der epithelialen Zelllinie BHY mittels
FLIPR-Untersuchungen. Dazu wurden der synthetische PAR-2-Agonist SLIGKYV, der physiologische
Agonist Trypsin und eine Kontrolle (Lysozym) in ansteigenden Konzentrationen [0-100 uM] eingesetzt.
Die Abbildung zeigt die Mittelwerte aus zwei Experimenten (n=3) +/- SD.

Die Ergebnisse (Abb. 3.25) zeigen eine konzentrationsabhangige Zunahme der intrazellularen
Kalziumkonzentration in den Ansatzen, die mit dem synthetischen PAR-2-Agonisten
SLIGKYV bzw. dem physiologischen Agonisten Trypsin inkubiert wurden. In den Kontrollen
konnte keine Veranderung der intrazelluldaren Kalziumkonzentration detektiert werden.

Die folgende Abbildung 3.26 zeigt die analoge Untersuchung in der hepatozytaren Kontroll-
Zelllinie SK-HEP-1 (Tab. 3.6).
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Abbildung 3.26:

Analoge Untersuchung des zur Bestimmung der Funktionalitdt der PAR-2-Rezeptoren auf der
epithelialen Zelllinie BHY genutzten FLIPR-Untersuchungen in der hepatozytaren Kontroll-Zelllinie SK-
HEP-1. Dazu wurden der synthetische PAR-2-Agonist SLIGKYV, der physiologische Agonist Trypsin sowie
eine Kontrolle (Lysozym) in ansteigenden Konzentrationen [0-100 uM] eingesetzt. Die Abbildung zeigt die
Mittelwerte aus zwei Experimenten (n=3) +/- SD.

Aus der Abbildung 3.26 ist ersichtlich, dass weder eine Inkubation mit dem synthetischen
PAR-2-Agonisten SLIGKV bzw. dem physiologischen Agonisten Trypsin eine Verdnderung
der intrazelluldren Kalziumkonzentration in der hepatozytaren Kontroll-Zelllinie SK-HEP-1
bewirkt. Aufgrund der gezeigten Ergebnisse wurde die epitheliale Zelllinie BHY fur die

nachfolgenden Experimente eingesetzt.

3.6.3 Untersuchung genregulatorischer Interaktionen zwischen dem aktivierten
PAR-2-Rezeptor und dem Serinproteinase-Inhibitor LEKTI mittels
guantitativer Real-Time-PCR (,,TagMan®)

Der Ausgangspunkt der folgenden Untersuchungen war eine denkbare genregulatorische

Interaktionen zwischen dem Serinproteinase-Inhibitor LEKTI und dem aktivierten PAR-2-

Rezeptor. Grundlage dieser putativen Interaktion in Form eines negativen Feedback-

Mechanismus (4.4) ist, dass die physiologischen PAR-2-Agonisten Trypsin, SCTE und SCCE

(Tab. 1.6) Zielproteinasen des Serinproteinase-Inhibitors LEKTI sind (MAGERT et al., 1999;
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EGELRUD et al., submitted; EGELRUD, personliche Mitteilung, 2003). Zur Prifung dieser
Hypothese wurden humane Zelllinien, die den PAR-2-Rezeptor tragen, in vitro unter Einsatz
des synthetischen PAR-2-Agonisten SLIGKV aktiviert und die abhangige LEKTI-
Genexpressionsrate quantitativ ermittelt (,,TagMan®). Fur die Quantifizierung der
Transkriptionsrate des LEKTI-Gens anhand der gewonnenen experimentellen Daten fand im
Rahmen dieser Arbeit die Standardkurven-Methode Anwendung, die unter 2.4.3 detailliert
beschrieben ist.

Dazu wurden die Zelllinien BHY (Mundschleimhaut) und T84 (Kolonkarzinom), die eine
endogene PAR-2- und LEKTI-Genexpression aufweisen (Tab. 3.6) mit dem synthetischen
PAR-2-Agonisten SLIGKYV inkubiert (30 min, 2,5 h und 6 h). Ausgehend von den FLIPR-
Ergebnissen (3.6.2) und Referenzen (BELHAM et al., 1996; KANKE et al., 2001; MIIKE et al.,
2001) wurde eine Agonisten-Konzentration von cSLIGKYV [100 uM] gewdhlt, um eine
maximale Aktivierung der PAR-2-Rezeptoren zu erreichen. Zu Vergleichszwecken wurde die
PAR-2-negative hepatozytéare Zelllinie HuH-7 in den folgenden Versuchen mitgefihrt.
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Abbildung 3.27:

Bestimmung des Einflusses des aktivierten PAR-2-Rezeptors bzw. des spezifischen synthetischen
Agonisten SLIGKYV auf die Induzierbarkeit der Transkription des LEKTI-Gens mittels Real-Time-PCR.
Zu diesem Zweck wurden die Kolonkarzinom-Zelllinie (epithelialer Herkunft) T84, der Mundschleinhaut-
Karzinom-Zelllinie BHY sowie die hepatozytdre Kontroll-Zelllinie HuH-7 mit dem synthetischen
Liganden SLIGKV [100 puM] fir 30 min, 2,5 h und 6 h inkubiert. Der unstimulierte Ansatz aller
untersuchten Zelllinien (T84, BHY, HuH-7) repréasentiert die Negativkontrolle nach Normalisierung mit
dem Housekeeping-Gen GAPDH (2.4.3). Die Abbildung zeigt die Mittelwerte aus drei Experimenten (n=2)
+/- SD.

Die Ergebnisse (Abb. 3.27) zeigen eine zeitabhéngige Induktion der Transkription des
LEKTI-Gens nach Inkubation mit dem spezifischen synthetischen PAR-2 Agonisten SLIGKV

in allen untersuchten humanen Zelllinien. Die niedrigste Induktionsrate, die einer
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Verdreifachung der Expression des LEKTI-Gens nach Ablauf von 6 h entspricht, weisen die
stimulierten Ansatze der Kolon-Karzinom-Zelllinie T84 auf (A; B). In der Mundschleimhaut-
Karzinom-Zelllinie BHY konnte im Verlauf von 6 h eine flinffach erhéhte Transkriptionsrate
des LEKTI-Gens ermittelt werden (C; D; E). Interessanterweise wurde die hdchste Induktion
der Transkription des LEKTI-Gens (F; G) in der hepatozytéren Zelllinie HuH-7 ermittelt, die
eine endogene LEKTI- aber keine PAR-2-Genexpression aufweist (3.6.1). Ferner ist zu
bemerken, dass in allen Ansétzen bereits nach Ablauf einer 30-minitigen Inkubation mit dem
synthetischen Agonisten SLIGKV eine deutliche Induktion der Transkription des LEKTI-
Gens erfolgt (A; C;F). Dieses weist auf eine Beteiligung von ,rapid response®
Transkriptionsfaktoren wie beispielsweise NF-xB an der PAR-2-mediierten Induktion der
Transkription des LEKTI-Gens hin. Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Bestimmung
eines aktivierenden Einflusses des synthetischen PAR-2-Agonisten SLIGKV auf die
Transkription des LEKTI-Gens in vitro gelang.
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4. Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Funktionalitdt des klonierten und
sequenzierten 1,25 Kilobasenpaare umfassenden LEKTI-Genpromotorkonstrukts
(DROGEMULLER, 1999) untersucht, um die vermutete anti-inflammatorische Funktion des
lympho-epithelialen Serinproteinase-Inhibitors LEKTI zu stitzen. Dabei gelang eine
Prazisierung sowie weitere Eingrenzung von regulatorischen DNA-Bereichen und schlief3lich
die Identifikation einzelner funktionaler Transkriptionsfaktor-Bindungsmotive innerhalb des
LEKTI-Genpromotors, die Ruckschlisse auf die Regulation der LEKTI-Genexpression
erlauben. Es konnte sowohl ein aktivierender Einfluss der zu den pro-inflammatorischen
»rapid response” zahlenden Transkriptionsfaktoren NF-xB und STAT-3 als auch eine
Beteiligung der lymphozytédren Transkriptionsfaktoren NFAT wund LyF-1 an der
(gewebsspezifischen) Expression des LEKTI-Gens bestimmt werden. Daneben konnte ein
Einfluss des PAR-2-Rezeptors auf die Induktion der Transkription des LEKTI-Gens bestimmt

werden.

4.1 insilico Genpromotoranalysen

Zur Bewaltigung der Datenflut seit Entschlisselung des Genoms (VENTER et al., 2001) und
der Forschungen in den Bereichen Signaltransduktion bzw. genregulatorischer Mechanismen
(BrRIvANLOU et al., 2002) avancierten in silico Promotor-Analysen zu einem nutzlichen
Handwerkszeug (Tool), um einen ersten Eindruck des zu untersuchenden Gens zu erhalten.
Die Kenntnis der Promotorstruktur eines Gens ermoglicht Rulckschlisse auf dessen
Regulation, Gewebsspezifitat und ist daher hilfreich zur Charakterisierung neuentdeckter
Gene bzw. deren Protein-Produkte (LENHARD et al., 2003; WINGENDER et al., 2000). So
werden mittlerweile einzelne Gene aufgrund ihrer Promotorstruktur zu den NF-kB-regulierten
(L1 et al., 2002; L1 et al., 2001; SAcCANI et al., 2001; TIAN et al., 2003), den Akute-Phase
(AP-) Dbzw. IL-6-responsiven (ALONzI et al., 2001; RumINYy et al., 2003) oder
gewebsspezifisch exprimierten Genen (FRecH et al., 1998; HOCHHEIMER et al., 2003)
zugeordnet. Allerdings mul3 dabei immer berlicksichtigt werden, dass in silico Analysen auf
einer Statistik beruhen, deren Ausgangspunkt Konsens-Sequenz-Motive sind, die in vivo
erhebliche Abweichungen aufweisen kénnen (NINIK et al., 2003; UDALOVA et al., 2002). Zu
diesem Zweck wurde im Rahmen dieser Arbeit die Tabelle 3.3 (3.5.1) erstellt. Neben diesen
Abweichungen bleiben der flankierende Bereich der Konsensus-Motive (LAMB et al., 1995;
PAXTON et al., 1997) und die Chromatinstruktur (BEATO et al., 1997; LEE et al., 2002; TYLER
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et al., 1999), die ebenfalls einen Einfluss auf die Bindung eines Transkriptionsfaktors an sein
regulatorisches DNA-Motiv haben, unbertcksichtigt. Daher muf3 die Funktionalitat von in
silico identifizierten putativen regulatorischen DNA-Motiven innerhalb eines Gen-Promotors
experimentell verifiziert werden, wie es im Rahmen dieser Arbeit mit den ausgewahlten
Bindungsmotiven der Transkriptionsfaktoren NF-xB, STAT-3 sowie LyF-1 und NFAT

erfolgte.

4.2 Istdas LEKTI-Gen ein NF-kB-reguliertes Gen?

Der Promotor eines NF-kB-regulierten Gens beinhaltet ein funktionales NF-kB-
Bindungsmotiv. Die Bindung des Tanskriptionsfaktors NF-xB induziert die Transkription des
NF-kB-responsiven Gens. Die Aktivierung des als ,,pro-inflammatorisch und genregulatorisch
wirksamen Mediator” beschriebenen Transkriptionsfaktors NF-xB vollzieht sich aufgrund
pro-inflammatorischer Stimuli innerhalb weniger Minuten (BALDWIN, 2001) und bewirkt eine
schnelle Hochregulation der Zielgene. Daher stehen die Zielgene mit dem auslésenden pro-
inflammatorischen Stimulus insofern in Zusammenhang, als dass sie als , Antwort®
hochreguliert werden. In diesem Kontext besitzen die induzierten Zielgene bzw. deren Gen-
Produkte vermutlich vorrangig protektive Funktionen, um die NF-xB-mediierten akuten
inflammatorischen Zusténde (lokal) einzugrenzen, ihnen entgegenzuwirken, und langerfristig
den physiologischen Ausgangszustand/Homdostase wiederherzustellen.

Der ubiquitare ,rapid response” Faktor NF-xB (SEN et al., 1986) ist ein zentraler
transkriptioneller Aktivator vieler Gene. Diese kodieren fur Proteine, die an der Zelladhdsion,
pro-inflammatorischen Prozessen, der Immunantwort, Apoptose sowie Wachstums- und
Differenzierungsvorgéangen beteiligt sind (BALDWIN, 1996; GHOSH et al., 1998; JOBIN et al.,
2000). Die Aktivierung des im Zytoplasma sequestrierten Transkriptionsfaktors NF-xB
erfolgt im Verlauf weniger Minuten aufgrund verschiedenster pro-inflammatorischer Stimuli
wie beispielsweise TNF-a, LPS oder UV-Strahlung (zur Ubersicht: GHosH et al., 1998; JOBIN
et al., 2000). Im Anschluss an die Translokation in den Zellkern bindet der aktivierte Faktor
NF-kB sein regulatorisches Motiv innerhalb von responsiven Genpromotoren. Derart kann die
Transkription des betreffenden Gens innerhalb kurzer Zeit (ca. 15 min) induziert werden, so
dass nach Ablauf der Proteinbiosynthese das kodierte Protein-Produkt in einer erhohten
Menge vorliegt und entsprechend seiner (physiologischen) Funktion wirksam werden kann
(ARENZANA-SEISDEDOS et al., 1995; LEGRAND-POELS et al., 2000). Auf diese Weise bewirkt
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der ,,Mediator“ NF-kB eine rasche (physiologische) Antwort auf den auslésenden Stimulus in

Form einer Hochregulation der fir diesen akuten Zustand notwendigen Gen-Produkte. Dabei

wird die selektive Aktivierung der jeweils ,,benttigten” NF-kB-responsiven Gene bzw. deren

Protein-Produkte zum einen durch den auslésenden Stimulus vorgegeben (JOBIN et al., 2000;

LI et al., 2001) und zum anderen durch komplexe Regulationsmechanismen kontrolliert. An

diesen Regulationsmechanismen sind sowohl die inhibitorischen NF-xB-Kinasen IxBa,

IxBp, IxBg, 1kBy und Bcl-3 (GHOsH et al., 1998; HOFFMANN et al., 2002) als auch weitere

interagierende Transkriptionsfaktoren wie beispielsweise AP-1 oder SP-1 beteiligt

(AINBINDER et al., 2002; KANNAN-THULASIRAMAN et al., 2002; TAK et al., 2001).

Die Funktionen der NF-kB-responsiven Gene sind vielfaltig (zur Ubersicht: LI et al., 2002).

Es ist jedoch insofern eine Differenzierung mdoglich, als dass zwischen Gen-Produkten

unterschieden werden kann, die selbst pro-inflammatorische Effekte vermitteln und solchen,

die direkt lokal bzw. systemisch wirksam werden. Zu der erstgenannten ,,NF-kB-Mediator-

Gruppe* zéhlen beispielsweise die Zytokine IL-6 und IL-8 oder der Wachstumsfaktor GM-

CSF (BALDWIN, 1996). Der zweiten Gruppe sind zum Beispiel das Zelladhédsionsmolekil

VCAM-1 (AHMAD et al., 1995) sowie die zu den Akute-Phase-Antwort-Proteinen zéhlenden

Serinproteinase-Inhibitoren a,-Macroglobulin (BODE et al., 2001) und oy-Antichymotrypsin

(KORDULA et al., 2000) zuzuordnen. Weiterhin sind an dieser Stelle der in respiratorischen

Epithelien exprimierte lokale Serinproteinase-Inhibitor Elafin (BINGLE et al., 2000) und der

zelluldre Serinproteinase-Inhibitor PI-9 (KANNAN-THULASIRAMAN et al., 2002) zu nennen.

Auch der Serinproteinase-Inhibitor LEKTI ist der zweiten Gruppe zugehorig, da dessen

Promotor ein funktionales NF-kB-Motiv beinhaltet. Das LEKTI-Gen wird infolge

spezifischer inflammatorischer Zustdnde NF-xB-mediiert hochreguliert, damit das Gen-

Produkt LEKTI entsprechend seiner diskutierten protektiven Funktion wirksam werden kann.

Zur Prifung dieser These dienten verschiedene Experimente, in denen die Funktionalitat des

in silico identifizierten putativen NF-xB-Motiv innerhalb des LEKTI-Genpromotors (3.1)

untersucht wurde. Zur Ubersicht sind die Ergebnisse nachfolgend stichpunktartig

zusammengefasst:

0] Fur die Bestimmung der Promotoraktivitit wurden LEKTI-Genpromotor-
Deletionskonstrukte- bzw. Plasmide hergestellt und diese in Luziferase-Reportergen-
Assays untersucht. Die Promotoraktivitdt des Genpromotor-Deletionskonstrukts
LEKTI I, das die putative TATA-Box und das untersuchte NF-kB-Motiv beinhaltet
(Abb. 3.4), ist im Vergleich zu den Deletionskonstrukten LEKTI I, 11l bzw. IV um den
Faktor 4 erhoht (Abb. 3.5).
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(i)

(iii)

(iv)

(v)

(vi)

Samtliche LEKTI-Deletionskonstrukte weisen eine PMA-Responsivitét auf, die sich in
einer verdoppelten Promotoraktivitat manifestiert und wie folgt differenzieren l&sst:
LEKTI I >> 111 > 1> 1V (Abb. 3.6). Der eingesetzte PKC-Aktivator PMA ist ein
beschriebener ,,direkter* NF-kB-Aktivator (LEE et al., 2002).

Weiterhin wurden Reportergen-Assays mit LEKTI Il-transfizierten, ko-stimulierten
HuH-7-Zellkulturen (PMA, Forskolin) durchgefiihrt, die mit dem Proteasom-Inhibitor
MG-132 bzw. dem spezifischen NF-kB-Inhibitor Bay 11-7082 vorinkubiert wurden.
In diesen konnte gezeigt werden, dass die Promotoraktivitit des Deletionskonstrukts
LEKTI 1l durch den Inhibitor Bay 11-7082 um 50 % bzw. dem Inhibitor MG-132 um
70 % vermindert wird (Abb. 3.11; 3.12).

Unter Einsatz der Real-Time-PCR konnte in quantitativen Analysen in den
untersuchten cDNAs der hepatozytdaren Zelllinie HuH-7 nach einer sechsstiindigen
Inkubation mit dem PKC/,,NF-xB“-Aktivator PMA eine Verdreifachung der
Transkription des LEKTI-Gens ermittelt werden. Weiterhin konnte in ko-stimulierten
Ansatzen mit dem PKC/,,NF-kB*“-Aktivator PMA und dem PKA-Aktivator Forskolin
eine zeitabhéngige Induktion der Transkription des LEKTI-Gens bestimmt werden,
die sich bereits nach 30 min in einer Vervierfachung und nach Ablauf von 6 Stunden
in einer sechsfach erhohten Transkriptionrate des LEKTI-Gens manifestiert
(Abb.3.13).

Die durchgefuhrten NF-kB-Transkriptionsfaktor-Bindungsstudien bestéatigen die
untersuchte Funktionalitit des NF-xB-Motivs innerhalb des LEKTI-Genpromotors, da
nur in den Ansédtzen gebundene NF-kB-Proteine nachweisbar waren, die mit
beschriebenen NF-xB-Aktivatoren (TNF-a,, PMA) stimuliert wurden. Hinzu kommt,
dass eine eingefligte 3 Basenpaare umfassende Mutation (BADRAN et al., 2002;
BINGLE et al., 2001) die Bindung der NF-xB-Proteine bzw. der (p50)-Untereinheit
verhinderte (Abb. 3.15; 3.16).

Im Verlauf einer sechsstundigen Inkubation mit dem synthetischen PAR-2-Agonisten
SLIGKYV konnte eine zeitabhangige PAR-2-mediierte Induktion der Transkription des
LEKTI-Gens in der Kolonkarzinomzelllinie T84 (dreifach), der Mundschleinhaut-
Karzinomzelllinie BHY (flinffach) sowie der hepatozytdren Zelllinie HuH-7
(zehnfach) ermittelt werden (Abb. 3.27). Dieses Ergebnis weist ebenfalls auf die
Funktionalitat des untersuchten NF-kB-Motivs innerhalb des LEKTI-Genpromotors
hin, da eine intrazelluldre Signaltransduktionskaskade, die im Zuge der PAR-2-

Rezeptor-Aktivierung ablauft, tber den Transkriptionsfaktor NF-kB vermittelt wird
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(KANKE et al., 2001; SHPACOVITCH et al., 2002; VLIAGOFTIS et al., 2000).

Die experimentell ermittelten Ergebnisse erlauben die Zuordnung des LEKTI-Gens zu der
Gruppe der NF-kB-regulierten Gene. Somit ist der Serinproteinase-Inhibitor LEKTI ein
lokaler und mdglicherweise auch systemischer Inhibitor, der schnell infolge spezifischer pro-
inflammatorischer Stimuli NF-xB-mediiert hochreguliert wird, um gemaR seiner diskutierten
protektiven Funktion wirksam zu werden.

Diese NF-kB-Responsivitdt des Serinproteinase-Inhibitors LEKTI kénnte beispielsweise im
Verlauf von entziindlichen Dermatosen oder auch im regenerativen Wundheilungsproze3 von
Bedeutung sein. Fir den Serinproteinase-Inhibitor LEKTI ist eine Beteiligung an der
Entstehung des Netherton Syndroms beschrieben, die auf Mutationen zurlckzufiihren ist.
Diese Mutationen innerhalb des LEKTI-Gens fiilhren zu einem eingeschrankten
inhibitorischen Potential des Inhibitors LEKTI (BITOUN et al., 2002a, b; CHAVANAS et al.,
2000; KOMATSU et al., 2002). Infolgedessen ist das Proteinase-Inhibitor-Gleichgewicht in der
Haut gestort, was unregulierte proteolytische Aktivitdten ermdglicht, die pathologische
Effekte wie Zell- und Gewebsdegradationen zur Konsequenz haben, die wiederum zu
entziindlichen Dermatosen fiihren kénnen.

Das Netherton-Syndrom (1.3) ist eine autosomal-rezessiv erbliche Enzymopathie, die sich in
mehr oder minder schweren Stérungen in der Keratinisation (Verhornungsprozef) in Form
einer Parakeratose auspragt. Das vielgestaltige Spektrum dieser Parakeratosen umfaldt u.a.
Haarfehlbildungen und entziindliche Ekzeme (JUDGE et al., 1994; PIMENTEL et al., 2003,
RESNIK et al.,, 2003). An der Keratinisation sind viele Komponenten beteiligt wie
beispielsweise die Serinproteinase SCTE (Stratum corneum tryptic Enzyme), die eine
Zielproteinase des Serinproteinase-Inhibitors LEKTI ist (EGELRUD et al., submitted). Das
mutationsbedingt verminderte Potential des Inhibitors LEKTI ermdglicht eine unkontrollierte
proteolytische SCTE-Aktivitat, die den Verlauf der Keratinisation beeintrachtigt und zur
Ausbildung des Netherton-Syndroms fiihrt (BITOUM et al., 2002; EKHOLM et al., 2000;
KOMATSU et al., 2002).

Zudem ist die Keratinisierung ein zentraler Vorgang in der regenerativen Wundheilung nach
(akuten) Gewebsverletzungen. In diesem inflammatorischen Zustand ist die Genexpression
aller beteiligten Komponenten dieses Prozesses, zu denen auch der Serinproteinase-Inhibitor
LEKTI z&hlt, induziert (BITOUM et al., 2002; MAST et al., 1997). Diese Induktion wird auch
uber den pro-inflammatorischen ,,rapid response* Transkriptionsfaktor NF-xB vermittelt, der

an der Differenzierung der Keratinozyten beteiligt ist (HU et al., 1999; KAUFMANN et al.,
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2000; TAK et al., 2001). Die NF-kB-Aktivierung bewirkt eine selektive Hochregulation der
Gene, welche fur Proteine wie beispielsweise Kollagen oder Integrine kodieren, die an der
Regeneration beteiligt sind, um die Homdoostase in der Haut/Epidermis wiederherzustellen
(HAN et al., 2000; KAUFMANN et al., 2000; L1 et al., 2001).

NF-kB besitzt eine wichtige Rolle in der Morphogenese der Haut/Epidermis. Transgene
Mause mit inaktivierten Genen der inhibitorischen NF-kB-Kinase IkBo weisen eine anormal
entwickelte Epidermis und Skelettierung auf (L1 et al., 1999a, b). Weiterhin sind diese Mause
durch Stérungen in der frihen Morphogenese der Haarfollikel, exokrinen Driisen und Z&hnen
gekennzeichnet (SCHMIDT-ULLRICH et al., 2001), leiden an einer ausgedehnten Dermatitis
und versterben nach 7 bis 10 Tagen (KLEMENT et al., 1996).

Fur den Faktors NF-«B ist eine protektive Wirkung im Hinblick auf die UV-Exposition der
Haut diskutiert. UV-Strahlung (Sonne) aktiviert NF-xB-Faktoren, die die Proliferation der
epithelialen Zellen insofern regulieren, als dass sie keiner vorzeitigen Apoptose unterliegen
(FISHER et al., 1996; QIN et al., 1999; SEITZ et al., 2000).

Zusammenfassend ist zu bemerken, dass der Transkriptionsfaktor NF-xB eine zentrale Rolle
in der Morphogenese der Haut und deren Anhangsgebilde, bei der Keratinisierung und eine
protektive Funktion im Hinblick auf die UV-Exposition besitzt. Da innerhalb des
Genpromotors des Serinproteinase-Inhibitors LEKTI ein funktionales NF-kB-Bindungsmotiv
lokalisiert ist, ist anzunehmen, dass die Regulation der Expression des LEKTI-Gens in der
Haut/Epidermis/Keratinozyten auch tber den Faktor NF-xB mediiert wird. In Hinblick auf
das Netherton Syndrom ist diese Hochregulation nicht relevant, da das inhibitorische Potential
des Serinproteinase-Inhibitors LEKTI mutationsbedingt vermindert ist. In Bezug auf den pro-
inflammatorischen NF-xB-mediierten regenerativen Prozel? der Wundheilung ist ein Einfuf3
auf LEKTI jedoch wahrscheinlich. Es verbleibt festzustellen, dass das LEKTI-Gen ein NF-

kB-reguliertes Gen ist.
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4.3 Istdas LEKTI-Gen ein IL-6-responsives Gen?

Das Zytokin Interleukin-6 (IL-6) ist als ein zentraler Mediator an vielen physiologischen
Vorgangen beteiligt. Dazu zéhlen beispielsweise die Induktion der Akute-Phase-Antwort oder
die Proliferation und Differenzierung von B- und T-Lymphozyten (HEINRICH et al., 1998).
Die Bindung des Interleukin-6 an seinen Rezeptor bewirkt die Aktivierung der Janus-
Tyrosinkinasen (Jak), die ihrerseits die Transkriptionsfaktoren STAT-3 aktivieren. Diese
liegen sequestriert im Zytoplasma vor und translozieren infolge ihrer Aktivierung innerhalb
weniger Minuten in den Zellkern (Abb.4.1). Dort binden sie an ihr spezifisches
regulatorisches Motiv (,,IL-6RE*) innerhalb von Genpromotoren und induzieren die

Transkription ihrer Genprodukte (HEINRICH et al., 1998; HEMMANN et al., 1996).

Abbildung 4.1:

Skizzierte Darstellung der IL-6-mediierten Aktivierung, Translokation und Bindung der
Transkriptionsfaktoren STAT-3 an ihr regulatorisches Motiv (,,IL-6RE*) innerhalb von Genpromotoren.
Diese Bindung bewirkt die folgenden genregulatorischen Mechanismen (HEINRICH et al., 1998; HEMMANN
etal., 1996).

Das Zytokin IL-6 ist der Hauptmediator der Akute-Phase-Reaktion (APR) in der Leber. Daher
ist den IL-6-responsiven Genen bzw. den IL-6-mediiert hochregulierten Genprodukten
vorrangig eine protektive, anti-inflammatorische Funktion zuzuweisen (ANDUS et al., 1988;
BAUMANN et al., 1994).
Innerhalb des LEKTI-Genpromotors wurden in silico zwei putative IL6-RE identifiziert (3.1).
Eine experimentell bestatigte Funktionalitat dieser putativen regulatorischen Motive wirde
die vermutete protektive, anti-inflammatorische Funktion des Serinproteinase-Inhibitors
LEKTI stitzen. Zur Prifung, ob das LEKTI-Gen ein IL-6-responsives- und STAT-3-
reguliertes Gen ist, dienten verschiedene Experimente, deren Ergebnisse nachfolgend
zusammengefasst sind:
0] Fur die Bestimmung einer IL-6-mediierten Induktion der Promotoraktivitit dienten
Luziferase-Reportergen-Assays, in denen die LEKTI-Genpromotor-Deletions-

fragmente- bzw. Plasmide unter Einsatz von transient transfizierten und IL-6-
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stimulierten hepatozytédren HuH-7-Zellkulturen untersucht wurden. In diesen konnte
gezeigt werden, dass samtliche LEKTI-Deletions-Konstrukte eine IL-6-Responsivitat
aufweisen. Das Plasmid LEKTI IV, welches beide untersuchten putativen IL-6RES
beinhaltet, zeigt eine um 20 % hohere Promotoraktivitat als das Plasmid LEKTI IlI,
welches nur das proximale putative IL-6RE Il beinhaltet (Abb. 3.10).

(i) Unter Einsatz der Real-Time-PCR wurden in quantitativen Analysen IL-6-stimulierte
RNAs der hepatozytaren Zelllinie HuH-7 sowie der epithelialen Zelllinie BHY
untersucht. In allen Ansdtzen konnte eine Induktion der Transkription ermittelt
werden. In den stimulierten cDNAs der epithelialen Zelllinie BHY ist die
Transkriptionsrate nach Ablauf von 30 Minuten um das zweifache und nach 6 Stunden
um das dreifache erhoht. Weiterhin konnte in den hepatozytéren Ansatzen ebenfalls
zeitabhédngige Induktion der Transkription des LEKTI-Gens bestimmt werden, die sich
bereits nach 30 Minuten in einer Verflinffachung und nach Ablauf von 6 Stunden in
einer zehnfach erh6hten Transkriptionrate des LEKTI-Gens darstellt (Abb 3.14).

(iti)  Die durchgefiihrten STAT-3-Transkriptionsfaktor-Bindungsstudien bestatigen die
Funktionalitat des distalen IL-6REs innerhalb des LEKTI-Genpromotors, da nur in
den Ansétzen gebundene STAT-3-Proteine nachweisbar waren, die mit dem Zytokin
IL-6 stimuliert wurden. Hinzu kommt, dass die eingefiigte, 3 Basenpaare umfassende,
Mutation die Bindung der STAT-3-Proteine an das distale IL-6RE verhinderte
(Abb.3.18). Dem untersuchten proximalen IL-6RE konnte unter Einsatz dieses
Versuches keine Funktionalitat zugewiesen werden (Abb. 3.19)

Anhand der Ergebnisse kann das LEKTI-Gen als ein IL-6-responsives- und STAT-3-

reguliertes Gen charakterisiert werden, da das distale IL-6RE funktional ist. Dieses Ergebnis

steht in Einklang mit denen der Reportergen- (i) und quantitativen TagMan-Analysen (ii).

Das Zytokin Interleukin-6 ist als ein wichtiger inflammatorischer Mediator an der Regulation
verschiedener zelluldrer Mechanismen wie beispielsweise der Proliferation und der
Differenzierung beteiligt (HEINRICH et al., 1998). Ferner ist Interleukin-6 der Hauptmediator
der Akute-Phase-Reaktion (APR) und bewirkt die schnelle Induktion der Transkription der
Akute-Phase (AP)-Gene in der Leber (ANDUS et al., 1988; CASTELL et al., 1989). An dieser
IL-6-mediierten Induktion ist der Transkriptionsfaktor STAT-3 mal3geblich beteiligt (ALONZI
et al., 2001). Die APR wird durch Gewebeschadigung hervorgerufen. In der Fruhphase
uberwiegen lokale Entziindungszeichen wie Schwellungen und Rdétungen, in der Spétphase
systemische Reaktionen. Diese Spatphase ist durch die systemische Wirkung von Zytokinen

(IL-6) charakterisiert, die das Temperaturregulationszentrum im Hypothalamus verdndern
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(Fieber). Dadurch wird der Metabolismus angeregt und die Bildung von Akute-Phase-
Proteinen (APP) in der Leber induziert. Das Ziel der APR ist der Schutz vor fortschreitender
Gewebezerstorung, die Zerstorung infektioser Organismen und die Initiation von
Reparaturprozessen. Die Funktionen der Akute-Phase-Proteine (APP) bestehen darin,
Reparaturprozesse zu beginstigen und einer Gewebeschédigung entgegenzuwirken. In diesem
Kontext haben die AP-Gene eine protektive, anti-inflammatorische Funktion (ANDUS et al.,
1988; BAUMANN et al., 1994). Zu der (heterogenen) Gruppe der APPs zahlen beispielsweise
die Serinproteinase-Inhibitoren a,-Makroglobulin (HEINRICH et al.,, 1998) oder a-1-
Antitrypsin und a-1-Antichymotrypsin (KASHEKER et al., 2002), die in der Leber IL-6-
mediiert Gber den Transkriptionsfaktor STAT-3 hochreguliert werden.

Die (regenerative) Wundheilung ist ein Bestandteil der APR und wird sowohl (ber lokal- als
auch systemisch hochregulierte APPs vermittelt, deren IL-6-responsive Gene in den
jeweiligen Geweben STAT-3-reguliert induziert werden (BAUMANN et al., 1994; SUGAWARA
et al., 2001). Dazu zahlen beispielsweise Fibrinogen, der Faktor | der Blutgerinnung, die
Matrix Metalloproteinasen MMP-1, MMP-3 und MMP-9, der Metalloproteinase-Inhibitor
TIMP-1 und das interzellulare Adhésionsmolekiul ICAM-1 (HEIM, 1999). Neben der
Funktion, die regenerative Wundheilung in den Keratinozyten zu induzieren, besitzt das
Interleukin-6 auch eine Rolle in pathologischen Hautverdnderungen wie beispielsweise
Psoriasis, in denen die Keratinisation gestort ist. Diese abnormal differenzierenden und
proliferierenden Keratinozyten zeigen eine stark erhohte Expression des IL-6-Gens
(GALLUCCI et al., 2000; GROSSMANN et al., 1989; SUGAWARA et al., 2001; SAWAMURA et
al., 1998). Weiterhin ist in transgenen Mausen, in deren Keratinozyten das Gen fir das
Zytokin Interleukin-6 Uberexprimiert wird, ein verdicktes Stratum Corneum nachweisbar
(TURKSEN et al., 1992). Daneben ist die Beteiligung des PAR-2-Rezeptors bei entzlindlichen
Dermatosen zu nennen (Hou et al., 1998; MACFARLANE et al., 2001; STEINHOFF et al.,
1999). PAR-2-Agonisten induzieren die Expression des IL-6-Gens in Keratinozyten
(SHPACOVITCH et al., 2002). Da bis jetzt keine konkrete Funktion/Rolle des Zytokins IL-6 im
Verlauf der Keratinisation bzw. Entstehung entziindlicher Dermatosen beschrieben ist, kann
nur darauf verwiesen werden, dass das Zytokin IL-6 in diese Prozesse involviert ist
(SUGAWARA et al., 2001; SAWAMURA et al., 1998; TURKSEN et al., 1992).

Der Serinproteinase-Inhibitor LEKTI ist an der Differenzierung der Epidermis bzw. der
Keratinisierung beteiligt (BITOUN et al., 2002a, b; KOMATSU et al.,, 2002) und wird
vermutlich im Zuge der Wundheilung oder entzindlicher Dermatosen zur Regeneration der

Homdoostase der Haut hochreguliert. Diese Hochregulation wird infolge akuter bzw. chronisch
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entzindlicher Zustdnde (ber pro-inflammatorische Mediatoren wie beispielsweise IL-
6/STAT-3 oder NF-«B vermittelt. Somit kann den selektiv induzierten Genen eine protektive,
anti-inflammatorische Funktion zugewiesen werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass innerhalb des LEKTI-Genpromotor ein funktionales IL-6-RE
lokalisiert ist und das LEKTI-Gen in hepatozytaren und epithelialen Zellkulturen Gber den IL-
6-mediierten Transkriptionsfaktor STAT-3 induziert wird. Es ist zu vermuten, dass das
LEKTI-Gen infolge inflammatorischer Prozesse IL-6-mediiert und STAT-3-reguliert in der
Haut/Keratinozyten zur Regeneration hochreguliert wird. Daher kann dem Serinproteinase-
Inhibitor eine anti-inflammatorische, protektive Funktion zugewiesen werden. (Es verbleibt

festzustellen, dass das LEKTI-Gen ein IL-6-responsives Gen ist.)

4.4 Ist der aktivierte PAR-2-Rezeptor an der Regulation der LEKTI-

Genexpression beteiligt?

Fir den ,, Trypsin-Rezeptor” PAR-2, der in epithelialen Geweben auf hohem Nivau exprimiert
wird (BoHM et al., 1996b; STEINHOFF et al., 1999) und dessen Genexpressionsmuster eine
Korrelation zum LEKTI-Gen aufweist (Abb. 3.24), sind sowohl inflammatorische als auch
protektive Funktionen beschrieben (1.6). Fir den Serinproteinase-Inhibitor LEKTI sind die
Zielproteinasen Trypsin (MAGERT et al., 1999), Stratum corneum tryptic Enzyme (SCTE)
und Stratum corneum chymotryptic Enzyme (SCCE) identifiziert (EGELRUD et al., submitted,;
EGELRUD, personliche Mitteilung, 2003) und eine Tryptasehemmung vermutet (WALDEN et
al., 2002). Alle genannten Serinproteinasen sind bereits beschriebene physiologische
Agonisten des PAR-2-Rezeptors. Daneben ist sowohl die Existenz weiterer Agonisten des
PAR-2-Rezeptors (CoCKs et al., 2000; HOLLENBERG et al., 2002) als auch bis dato
unbekannter Zielproteinasen des Serinproteinase-Inhibitors LEKTI wahrscheinlich (MAGERT
et al., 2002). Es ist deshalb anzunehmen, dass in Zukunft weitere LEKTI-Zielproteinasen
identifiziert werden, die zugleich physiologische Agonisten des PAR-2-Rezeptors sind. Eine
aktuelle Ubersicht der PAR-2-Agonisten ist in der Tabelle 1.6 (1.6) wiedergegeben, aus der
hervorgeht, dass samtliche humanen Agonisten ,.trypsin-ahnliche Serinproteinasen® sind
(COUGHLIN et al., 2003). Auf dieser Grundlage ist eine genregulatorische Interaktion in Form
eines negativen Feed-Back-Mechanismus zwischen der Aktivierung des PAR-2-Rezeptors auf
der Zelloberflache und der (davon) abhéngigen Transkription des LEKTI-Gens zu vermuten
(Abb. 4.2).
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Abbildung 4.2
Schematische Darstellung des postulierten negativen Feed-Back-Mechanismus zwischen der Aktivierung
des PAR-2-Rezeptors auf der Zelloberflache und der Transkription des LEKTI-Gens.

Dem negativen Feed-Back-Mechanismus (Abb. 4.2) liegt die erhohte Freisetzung von
LEKTI-Zielproteinasen zugrunde. Diese aktivieren den PAR-2-Rezeptor, der nun
intrazelluldre Signaltransduktionskaskaden ausldst (Abb. 4.3), die die Transkription des
LEKTI-Gens induzieren. Daraus resultiert letztlich eine erhdhte Menge des Inhibitors LEKTI.
LEKTI wird in den Interzellularraum sekretiert und hemmt dort seine (den PAR-2-Rezeptor
aktivierenden) Zielproteinasen. Die Inhibition der physiologischen PAR-2-Agonisten bewirkt
eine Verminderung an aktivierten PAR-2-Rezeptoren auf der Zelloberflache und damit

einhergehend langerfristig eine Erniedrigung der Transkriptionsrate des LEKTI-Gens.

Dass der aktivierte PAR-2-Rezeptor einen direkten Einfluss auf die Sekretion eines Proteins
hat, konnte bereits gezeigt werden. So wird beispielsweise die Sekretion der
Matrixmetalloprotease-9 (MMP-9) in epithelialen Alveolarzellen (VLIAGOFTIS et al., 2000),
des Zelladhasionsproteins ICAM-1 in epithelialen Zellen (STEINHOFF et al., 1999; UEHARA
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et al., 2002) oder Kollagen aus den Lebersternzellen (GACA et al., 2002) infolge der
Aktivierung des PAR-2-Rezeptors auf der Zelloberflache mediiert. Ferner ist gezeigt, dass
Agonisten des PAR-2-Rezeptors die Genexpression von Signal-Mediatoren wie der Zytokine
Interleukin-6 und Interleukin-8 (SHPACOVITCH et al., 2002), des Chemokins MCP-1
(UEHARA et al., 2002) oder des Wachstumsfaktors GM-CSF (WAKITA et al., 1997) spezifisch
hochregulieren.

Die Aktivierung des G-Protein-gekoppelten PAR-2-Rezeptors (1.6) bewirkt den Ablauf

intrazelluldrer Signaltransduktionskaskaden (Abb. 4.3).

aktivierter PAR-2-Rezeptor

gebundener, aktivierender Ligand

Interzellularraum

Abbildung 4.3

Skizze der intrazellularen Signaltransduktionskaskaden nach Aktivierung des G-Protein-gekoppelten
Rezeptors PAR-2 auf der Zelloberflaiche im Hinblick auf den postulierten negativen Feed-Back-
Mechanismus (LUNDIN BROCKKDORFF et al., 2002; GUTKIND, 1998a, b; HOLLENBERG et al., 2002; KANKE et
al., 2001; Kim et al., 1999; VLIAGOFTIS et al., 2000; YE et al., 2001; Yu et al., 1997).

Die Aktivierung des PAR-2-Rezeptors bewirkt den Ablauf intrazellularer Signal-
transduktionskaskaden, an denen die Transkriptionsfaktoren NF-xB, STAT-3 und NFAT
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beteiligt sind. Da diese Transkriptionsfaktoren funktionale regulatorische Bindungsmotive
innerhalb des LEKTI-Genpromotors besitzen, wird folgend die PAR-2-vermittelte
Aktivierung dieser Transkriptionsfaktoren erlautert.

Die PAR-2-mediierte Translokation des ,,rapid response* Transkriptionsfaktors NF-xB in den
Zellkern wird primar Uber Proteinkinase C (PKC) vermittelt (KANKE et al., 2001;
SHPACOVITCH et al., 2002; YE et al., 2001). NF-xB bindet an sein regulatorisches Motiv
innerhalb von Genpromotoren und induziert deren Transkription. Die Hochregulation der
Matrixmetalloprotease-9 (VLIAGOFTIS et al., 2000) sowie des Zelladhasionsproteins ICAM-1
(STEINHOFF et al., 1999; UEHARA et al., 2002) wird uber NF-kB vermittelt und ist fir die
Zytokine IL-6 und IL-8 diskutiert (SHPACOVITCH et al., 2002). Da das LEKTI-Gen NF-«xB-
reguliert ist (4.2), ist zu vermuten, dass infolge der Aktivierung des PAR-2-Rezeptors die
Induktion der Transkription des LEKTI-Gens ebenfalls ({ber die erlduterte
Signaltransduktionskaskade verlauft.

Ein direkter Einfluss des aktivierten PAR-2-Rezeptors auf den Transkriptionsfaktor STAT-3
ist bislang nicht beschrieben. Jedoch gibt es eindeutige Hinweise darauf, dass der aktivierte
PAR-2-Rezeptor die Tyrosinphosphatase SHP-2 induziert (YU et al., 1997). Die SHP-2
interagiert wiederum mit den Januskinasen (JAKS), welche die Translokation der STAT-
Transkriptionsfaktoren in den Zellkern vermitteln (LUNDIN BROCKKDORFF et al., 2002;
HEINRICH et al., 1998; KIM et al., 1999; SERVIDEI et al., 1998). Unter der Pramisse, dass der
aktivierte PAR-2-Rezeptor an der Aktivierung und Translokation der Transkriptionsfaktoren
STAT-3 in den Zellkern beteiligt ist, ist anzunehmen, dass die STAT-3-Faktoren die
Transkription des LEKTI-Gens regulieren, da der LEKTI-Genpromotor ein funktionales
STAT-3-Bindungs-Motiv (IL-6RE) aufweist (4.3).

Die Ca®*-Mobilisierung aus intrazellularen Speichern ist vermutlich die wichtigste
Signalvermittlungs-Kaskade nach der Aktivierung des PAR-2-Rezeptors. Diese Annahme
wird dadurch bestatigt, dass samtliche Assays zur Bestimmung der Funktionalitat von PAR-2-
Rezeptoren in vitro auf der Quantifizierung intrazelluldrer Ca?*-Konzentrationen basieren
(BELHAM et al., 1996; BOHM et al., 1996b; HOWELLS et al., 1997; UEHARA et al., 2002). In
Hinblick auf die hohe Expression des LEKTI-Gens im Thymus, die vermutete immuno-
regulatorische Funktion des lympho-epithelialen Inhibitors LEKTI (MAGERT et al., 1999), die
gezeigte LEKTI-Genexpression in der humanen T-Zelllinie Jurkat (Abb.3.3) und der
beschriebenen Expression des PAR-2-Rezeptor-Gens in T-Zellen (BAR-SHAVIT et al., 2002;
MARI et al., 1996) konnte diese Kaskade von besonderer Relevanz sein. In Anbetracht der

korrelierenden  Expression beider Gene (PAR-2; LEKTI) wund der funktionalen
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Bindungsmotive fiir die lymphozytéren Transkriptionsfaktoren LyF-1 und NFAT innerhalb
des LEKTI-Genpromotors (Abb. 3.20; Abb. 3.21), ist zu vermuten, dass die Regulation der
LEKTI-Genexpression in  lympho-epithelialen ~ Geweben vorwiegend durch die
gewebsspezifischen Faktoren NFAT und LyF-1 vermittelt wird und infolge der PAR-2-
Aktivierung die Ca®*-Signaltransduktionskaskade verstarkt ablauft. Zur Verifizierung dieser
Vermutung miften jedoch weitere Untersuchungen unter Einsatz von T-Zellen bzw.
lymphatischer Gewebe in vitro durchgefiihrt werden. Uber eine konkrete Funktion des PAR-
2-Rezeptors auf T-Zellen ist, aulRer einer Beteiligung an der T-Zell-Regulation im Verlauf
inflammatorischer Dermatosen, wenig bekannt (BAR-SHAVIT et al., 2002; STEINHOFF et al.,
1999). Diese Dermatosen werden auch durch inflammatorische Neuromediatoren wie
Substanz P (SP) oder ,,calcitonin gene related peptide” (CGRP) vermittelt, die infolge der
PAR-2-Aktivierung auf den kutanen sensorischen Nervenendungen ausschliellich Uber die
Ca’*-Signaltransduktionskaskade (CORVERA et al., 1999) freigesetzt werden (LUGER, 2002;
STEINHOFF et al., 2000; STEINHOFF et al., 2003). Somit wird die Annahme, dass die
»Kalzium-mediierte* Signaltransduktionskaskade die vorherrschende ist, gestutzt.

Es ist zu vermuten, dass alle drei erlauterten Signaltransduktionskaskaden in Abhéngigkeit
des Zelltyps bzw. Gewebes sowie des beteiligten spezifischen PAR-2-Agonisten verstérkt
bzw. vermindert im Verlauf des postulierten negativen Feed-Back-Mechanismus ablaufen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden humane Zelllinien mit dem synthetischen PAR-2-Agonisten
SLIGKYV inkubiert und die Expression des LEKTI-Gens quantitativ mittels Real-Time-PCR
in vitro bestimmt. In allen Untersuchungen konnte eine Transkriptions-Induktion des LEKTI-
Gens bestimmt werden, die sich bereits nach 30 Minuten deutlich und im Verlauf von 6
Stunden stetig (auf einem geringeren Niveau) erhoht (Abb. 3.27). Dieses Ergebnis stiitzt die
vermutete Beteiligung der ,,rapid response® Transkriptions-Aktivatoren NF-kB, NFAT und
STAT-3 an der Regulation der Expression des LEKTI-Gens (Abb. 4.3).

In der humanen Zelllinie T84 (Kolon) verdoppelte und in der epithelialen Zelllinie BHY
(Mundschleimhaut) vervierfachte sich die Transkriptionsrate des LEKTI-Gens nach Ablauf
von 6 Stunden (Abb. 3.27). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine erhthte Menge des
Inhibitors LEKTI im Anschluss an die Translation und Prozessierung in den Interzellularraum
sekretiert wird. Diese gesteigerte LEKTI-Présenz hatte lokal weitreichende physiologische
Veranderungen zur Folge, da sich nun ein ,positives®, da ,anti-inflammatorisches
Ungleichgewicht* zwischen dem Serinproteinase-Inhibitor LEKTI und dessen Zielproteinasen
einstellt. Derart konnten die im Zuge von entzlndlichen Prozessen vermehrt freigesetzten

LEKTI-Zielproteinasen in den untersuchten (epithelialen) Geweben inaktiviert werden. Diese
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lokal protektive Funktion ist ebenfalls fir die Serinproteinase-Inhibitoren SKALP/Elafin in
entzlindeter psoriatischer Epidermis (ALKEMADE et al.,1994), SLPI in der Lunge
(SALLENAVE, 2000) sowie PSTI/SPINK 1 im Pankreas (WITT et al., 2000) beschrieben und
fir LEKTI diskutiert (DROGEMULLER, 1999; MAGERT et al., 2002). Weiterhin wird dem
PAR-2-Rezeptor eine Beteiligung an neurogenen Entziindungen und deren Nozizeption im
peripheren sensorischen Nervensystem zugeschrieben (VERGNOLLE et al., 2001). Diese
neurogenen Entzindungen sind ein Teil des komplexen Krankheitsbildes chronisch
entzlindlicher Hauterkrankungen wie Psoriasis, atopischer Dermatitis oder des Netherton
Syndroms (STEINHOFF et al., 1999; STEINHOFF et al., 2003). Fir den Serinproteinase-
Inhibitor ist eine Beteiligung an der Entstehung und Manifestierung des Netherton Syndroms
bewiesen (BITOUN et al., 2002a, b; CHAVANAS et al., 2000). Durch die Existenz des
»heuronalen Verbindungsglieds* PAR-2 und der Présenz der Serinproteinase Trypsin im
Nervensystem (KOSHIKAWA et al., 1998) wird die postulierte protektive Funktion des
Serinproteinase-Inhibitors LEKTI weiter gesttzt.

Angesichts der postulierten protektiven Funktion des Inhibitors LEKTI kann der aktivierte
PAR-2-Rezeptor wiederum als ein lokal aktivierendes ,,Glied* einer (Ubergreifenden
(systemischen) inflammatorischen Signal-Kette angesehen werden. In dieser Kette fungiert
der PAR-2-Rezeptor selbst als ein ,Sensor* fir einen lokalen Uberschuf an pro-
inflammatorischen LEKTI-Zielproteinasen und besitzt eine protektive Funktion, obwohl er
bezlglich der Ubergreifenden Signal-Kette ein Mediator inflammatorischer Effekte ist. Diese
ambivalente Mediator-Funktion des PAR-2-Rezeptors ist diskutiert (Cocks et al., 2000;
VERGNOLLE et al., 2001) und die gewdhlte Bezeichnung des PAR-2-Rezeptors als ein
»Sensor anerkannt. BOHM und Mitarbeiter (1996b) charakterisieren den PAR-2-Rezeptor als
» Trypsin-Sensor im Intestinaltrakt, CAMERER und Mitarbeiter (2000) als generellen
»Koagulations-Proteinasen-Sensor”, COUGHLIN und Mitarbeiter (2003) als ,,Sensor fir
Gewebsverletzungen* und CocKs und Mitarbeiter (2000) bezeichnen den PAR-2-Rezeptor
gar als einen ,,Wachposten fur Entziindungen (Sentries for Inflammation)“. Abschlie3end
kann der von MIIKE und Mitarbeitern (2001) beschriebene Sachverhalt, dass der PAR-2-
Rezeptor sensitiv auf Veranderungen in seinem ,,microenviroment® reagiert und daraufhin

seine jeweilige Effektor-Funktion ausibt, zitiert werden.
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4.4.1 Welchen Einfluss hat der aktivierte PAR-2-Rezeptor auf die Regulation
der LEKTI-Genexpression in Hepatozyten?

In der untersuchten hepatozytdren Zelllinie HuH-7, die mit dem synthetischen Agonisten
SLIGKYV inkubiert wurde, versechsfacht sich die Transkriptionsrate des LEKTI-Gens nach
Ablauf von 30 Minuten und ist nach 6 Stunden um das Zehnfache erhéht (Abb. 3.27). Im
Vergleich zu den bereits diskutierten Ergebnissen mit den epithelialen Zelllinien T84 und
BHY weisen diese Daten auf eine Erhohung der beschriebenen anti-inflammatorischen
Effekte des Serinproteinase-Inhibitors LEKTI in Hepatozyten hin. Dieses Ergebnis ist
insofern interessant, da die hdchste Induktion der Transkription des LEKTI-Gens (im Verlauf
einer Inkubation mit dem synthetischen PAR-2-Agonisten SLIGKV) in einer humanen
hepatozytéren Zelllinie detektiert wurde, die keine intrinsische PAR-2-Genexpression zeigt
(Abb. 3.24). Demgegeniiber steht jedoch die belegte hohe Expression des PAR-2-Rezeptor-
Gens in der Leber (BOHM et al., 1996b; GACA et al., 2002). Es ist denkbar, dass der genutzte
PCR-Assay nicht die nétige Sensitivitdt zur Quantifizierung der beschriebenen PAR-2-
Genexpression aufwies. Diesbezlglich ist die Prasenz von Subpopulationen des PAR-2-
Rezeptors (SCHECHTER et al., 1998) oder das Vorkommen polymorpher PAR-2-Rezeptoren
(ComMPTON et al., 2000) zu erwagen. Daneben sind bis dato unbekannte Rezeptoren der PAR-
Rezeptor-Familie in Betracht zu ziehen (BELHAM et al., 1996; DERY et al., 1999a; KAHN et
al., 1998; VERGNOLLE et al., 2001), deren wahrscheinliche Existenz HOLLENBERG (1999)
mit der Frage ,,Protease-activated receptors: PAR-4 and counting: how long is the course?”
beantwortete.

In der Leber laufen im Vergleich zu anderen Geweben divergierende genregulatorische
Mechanismen bzw. spezifische physiologische Vorgdnge ab. Hierzu gehoren die
Metabolisierung und Exkretion toxischer Substanzen, die Synthese funktionell wichtiger
Proteine wie Albumin, verschiedener Gerinnungsfaktoren sowie den systemischen Akute-
Phase-Proteinen (BAUMANN et al., 1994). Daher ist es denkbar, dass die ermittelte hohe
Induktion der Transkription des LEKTI-Gens infolge der PAR-2-Aktivierung auf weitere,
leberspezifische Effekte zuruckzufiihren ist, die wiederum in den untersuchten epithelialen
Zelllinien T84 bzw. BHY nicht ablaufen. In diesem Kontext ist auf die bereits diskutierte
Interleukin-6-Responsivitét in Hinblick auf eine denkbare Zugehdrigkeit des LEKTI-Gens zu
den Akute Phase-Genen zu verweisen (4.3). Unter dieser Pramisse sind an der Regulation der
LEKTI-Genexpression im Zuge der PAR-2-Rezeptor-Aktivierung vermutlich weitere
leberspezifische genregulatorische Mechanismen an der Transkription des LEKTI-Gens

beteiligt. Ein Einblick in die ,orchestrated response (orchestrierte Antwort)” des
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Transkriptionsvorgangs (LEMON et al., 2000) wird im Rahmen dieser Diskussion in dem
folgenden Kapitel (4.5) vermittelt.

Es ist festzustellen, dass ein negativer Feed-Back-Mechanismus (Abb. 4.2) wahrscheinlich ist.
Die lokal protektive Funktion des Serinproteinase-Inhibitors LEKTI kann in Abh&ngigkeit
von der weit verbreiteten Expression des PAR-2-Rezeptors und der ubiquitdren Présenz
tryptischer Aktivitaten auf eine systemische Funktion in lympho-epithelialen und durch das
»Verbindungsglied PAR-2* auch auf kutane neuronale Gewebe ausgeweitet werden. Daneben
kann dem PAR-2-Rezeptor in den Regulations-Mechanismen der Expression des LEKTI-
Gens die Funktion eines lokalen Mediators und ,,Sensors* zugewiesen werden. Der PAR-2-
Rezeptor ist Komponente einer (infolge von inflammatorischen Einflissen hochregulierten
lokalen Prasenz von Zielproteinasen des Serinproteinase-Inhibitors LEKTI) ablaufenden
,»Systemischen® inflammatorischen Signal-Kette. In deren Verlauf induziert der aktivierte
PAR-2-Rezeptor auf der Zelloberfliche das LEKTI-Gen wiederum gewebs- bzw. zell-
spezifisch (ber dessen funktionale regulatorische Bindungsmotive der Transkriptionsfaktoren
NF-kB-, STAT-3- und NFAT. Daher kann das LEKTI-Gen als PAR-2-reguliert bezeichnet

werden.

45 Die Transkription des LEKTI-Gens ist ein Zusammenspiel

interagierender Faktoren
Der Transkriptionsvorgang jedes Gens ist eine ,,orchestrated response” (LEMON et al., 2000)
von aktivierenden, reprimierenden, miteinander synergistisch oder antagonistisch
kooperierenden Transkriptionsfaktoren, die zudem eine ubiquitdre oder gewebsspezifisch
limitierte Présenz aufweisen. Dieses muf} bei Untersuchungen regulatorischer Mechanismen
eines Genpromotors immer berticksichtigt werden. Demzufolge sollten die Ergebnisse
selektiver in vitro Untersuchungen wie beispielsweise Reportergen-Analysen stets in Relation
zu dem beschriebenen ,in vivo Gesamtkontext* der Transkription gesetzt werden
(BRIVANLOU et al., 2002; LEMON et al., 2000). Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit
verschiedene Ansatze zur ldentifikation regulatorischer Mechanismen der LEKTI-
Genexpression in vitro gewahlt:
0] Die ,,Induzierbarkeit* des LEKTI-Genpromotors wurde mittels quantitativer TagMan-

Analysen unter Einsatz humaner cDNAs aus Zellen, die zuvor mit genregulatorisch

wirksamen Mediatoren stimuliert worden waren, untersucht (3.4).
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(i) Zur Aktivitatsbestimmung der LEKTI-Genpromotor-Deletionskonstrukte dienten
Reportergen-Assays, die sowohl in stimulierten als auch in unstimulierten transient
transfizierten, hepatozytaren Zellkulturen durchgefuhrt wurden (3.3).

(i)  Die Funktionalitat jedes in silico identifizierten putativen regulatorischen
Bindungsmotivs wurde mittels Transkriptionsfaktor-Bindungsstudien unter Einsatz
verschiedener Kernextrakte aus humanen Zelllinien untersucht (3.5).

In allen Untersuchungen gelang der Nachweis einer PKC- und IL-6-Responsivitat des

LEKTI-Genpromotors. Weiterhin konnte die vermutete Beteiligung der

Transkriptionsfaktoren NF-xB und STAT-3 an der Transkription des LEKTI-Gens bestétigt

werden, da das in silico detektierte NF-kB-Bindungsmotiv (Abb. 3.15) bzw. das distale IL-

6RE (Abb. 3.18) innerhalb des LEKTI-Genpromotors als funktional bestimmt werden konnte.

Die daraus gefolgerte, bereits diskutierte Zuordnung des LEKTI-Gens zu den NF-kB-

regulierten- (4.2) bzw. IL-6-responsiven Genen (4.3) erlaubt weitere Postulate in Hinblick auf

die Regulation der Expression des LEKTI-Gens.

Die ,orchestrated response” der Transkription ist ein exakt aufeinander abgestimmtes

Zusammenspiel verschiedener Komponenten. Neben den beteiligten regulatorischen

Proteinen wie den Transkriptionsfaktoren oder der RNA-Polymerase Il ist auch die

Chromatinstruktur von Bedeutung. Diese kann die regulatorischen Proteine sterisch an ihrer

Bindung hindern. Ferner kdnnen Bindungsmotive, die in der linearen DNA-Sequenz mehrere

Kilobasenpaare voneinander entfernt liegen, raumlich dicht zueinander geflihrt werden, so

dass eine Interaktion der regulatorischen Proteine ermoglicht wird. Die Effekte dieser

Interaktionen sind verschieden. Sie kdnnen reprimierend, inhibierend oder auch aktivierend

sein, tragen aber in jedem Fall wesentlich zur Regulation der Transkription bei. Daher ist ihre

Kenntnis unabdingbar zum Verstandnis genregulatorischer Mechanismen (BEATO et al., 1997;

KADONAGA, 1998; LEMON et al., 2000; SAccANI et al. 2001). Im Folgenden werden

ausgewahlte Modelle fur Interaktionen des Transkriptionsfaktors NF-xB erlautert, die im

Verlauf der Transkription des LEKTI-Gens ebenfalls denkbar sind.

Die Interaktion zwischen den Transkriptionsfaktoren NF-kB und SP-1 (Signal Protein-1)

liefert beispielsweise ein Modell fur die transkriptionale Induktion von NF-kB-regulierten

Genen (AINBINDER et al., 2002). In ,normalen physiologischen Zustanden*“ werden die

Promotoren der NF-kB-regulierten Gene durch den Transkriptionsapparat (1.4.1) und

konstitutive Transkriptonsfaktoren wie SP-1 auf einem basalen Niveau exprimiert. Infolge

»inflammatorischer Zustdnde* transloziert der aktivierte Faktor NF-«xB in den Zellkern

(1.5.1), bindet an sein regulatorisches Motiv in Ziel-Genpromotoren und tritt mit mehreren



DISKUSSION 119

Komponenten des Transkriptionsapparates in Wechselwirkung. Diese Interaktion bewirkt

multiple Transkriptionszyklen und derart die Induktion der Genexpression (Abb. 4.4).

Unstimulated cells

' ot ,normaler* physiologischer Zustand
TEIA i |7
A WAL ST o

Single round transcription

Stimulated cells ,inflammatorischer* Zustand

Multiple rounds transcription

Abbildung 4.4:

Modell der transkriptionellen Induktion von NF-kB-regulierten Genen. In ,,normalen physiologischen
Zustéanden* werden die Gene durch den Transkriptionsapparat und konstitutiven Transkriptionsfaktoren
wie beispielsweise SP-1 auf einem basalen Niveau transkribiert. In inflammatorischen (stimulierten)
Zusténden bindet der aktivierte Faktor NF-kB an sein regulatorisches Motiv in Ziel-Genpromotoren und
interagiert mit dem Trankriptionsapparat. Diese Interaktion bewirkt multiple Transkriptionszyklen
(AINBINDER et al., 2002).

Dieses Interaktions-Modell (Abb. 4.4) ist durchaus auf die ermittelte NF-kB-mediierte
Induktion des LEKTI-Gens projizierbar, da innerhalb des LEKTI-Genpromotors in silico ein
putatives SP-1-Bindungsmotiv identifiziert wurde (Abb. 3.2). Diese Interaktion wurde im
Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht.

Das folgend erlduterte Modell beschreibt einen vermutlich grundlegenden regulatorischen
Mechanismus (BODE et al., 2001). Es basiert darauf, dass die regulatorischen Bindungsmotive
zweier Faktoren Gberlappen bzw. eines Bestandteil des anderen ist.

Der Faktor SP-1 bindet selektiv an NF-kB-Bindungsmotive (p50/p50) und bewirkt eine
konstitutive Genexpression. Gelangen aktivierte NF-kB-p50-Dimere in den Zellkern,
verdréngen sie die SP-1-Proteine und induzieren die Expression ihrer Zielgene. Derart kann
die Expression von NF-kB-regulierten Genen auch in Abwesenheit von NF-kB-Proteinen im

Zellkern auf einem basalen Niveau gewahrleistet werden (HIRANO et al., 1998).
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In vielen Genpromotoren von Akute-Phase-Proteinen, wie beispielsweise denen der
Serinproteinase-Inhibitoren o,-Makroglobulin oder o;-Antichymotrypsin, berlappen die
regulatorischen Bindungsmotive fur die Transkriptionsfaktoren STAT-3 und NF-xB (BODE et
al., 2001). Bisherige Untersuchungen zeigen, dass die Faktoren um die Bindung des Motivs
konkurrieren kénnen (ZHANG et al., 1997a, b) oder auch bereits gebundene ,,schwéchere*
Faktoren durch ,starker” aktivierende substituiert werden (BoDE et al., 2001; BROWN et
al.,1995).

Ein weiteres Beispiel fiir die Uberlappung von regulatorischen Motiven ist die Bindung der
lymphozytéren Transkriptionsfaktoren NFAT an NF-kB-(p65)-Bindungsmotive (BADRAN et
al., 2002; JAIN et al., 1995; MATSUDA et al., 1994; McCAFFREY et al., 1992). In diesem
Modell konkurrieren beide Faktoren um die Bindung des Motivs. Im Promotor des Interferon-
v-Gens binden beide Faktoren kooperativ an das DNA-Motiv und ,.induzieren die maximale
Transkription“ (SICA et al., 1997). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde diese, auf den
LEKTI-Genpromotor projizierbare Interaktion zwischen den Transkriptionsfaktoren NF-xB
und NFAT untersucht (3.5.5.3). Anhand von Transkriptionsfaktor-Bindungsstudien konnte
die Bindung von NFAT-Proteinen an den untersuchten LEKTI-Genpromotor-Abschnitt
(dsDNA), der das funktionale NF-xB-Bindungsmotiv beinhaltet, bestatigt werden
(Abb. 3.22). Da diese Bindung in allen untersuchten Ansatzen (WT; MUT; stimuliert;
unstimuliert) nachweisbar war, ist die eingefiigte 3 Basenpaare umfassende Mutation
innerhalb des NF-kB-p50-Bindungsmotivs unwirksam. Eine denkbare Erklarung ist, dass die
Mutation innerhalb des p50-Motivs, das in reverser Orientierung untersuchte NFAT-
Bindungsmotiv jedoch im NF-xB-p65 Motiv lokalisiert ist (Tab. 3.4). Daneben konnte, nach
erneuter Sequenzanalyse der eingesetzten NF-kB-dsDNA, in silico ein putatives NFAT-
Bindungsmotiv (5'-GGAAA-3') stromabwarts in unmittelbarer N&he (5 Bp.) des untersuchten
funktionalen NF-kB-Bindungsmotivs des LEKTI-Genpromotors identifiziert werden
(Abb. 3.2*). Zur Analyse dieser Interaktion mif3ten weitere Experimente durchgefiihrt
werden, um die genaue Bindungsstelle der NFAT-Proteine innerhalb des untersuchten
dsDNA-Abschnitts zu ermitteln.

Durch die Aufklarung der Interaktion bzw. Bindung des Transkriptionsfakors NFAT an das
funktionale NF-xB-Motiv innerhalb der LEKTI-Genpromotorsequenz konnte im Rahmen
dieser Arbeit ein Teil der ,,Komplexitat“ genregulatorischer Mechanismen beschrieben

werden.
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4.6  Perspektiven

Im Verlauf der letzten Jahre ist das Interesse an Proteinase-Inhibitoren stark gestiegen, da sie
ein hohes therapeutisches Potential besitzen. Eine haufige Ursache pathologischer Zell- und
Gewebsdegradationen ist ein Ungleichgewicht zwischen einer Proteinase und ihrem
spezifischen Inhibitor (1.3). Dieses MiRverhéltnis kann zu polymorphen Krankheitshildern
wie Asthma, Krebs, entziindliche Dermatosen oder Stérungen in der Wundheilung fiihren.
Daher sind Proteinase-Inhibitoren fiir eine (gen-) therapeutische Behandlung von Proteinase-
induzierten Zellschadigungen bzw. Gewebsdegradationen geeignet (LEUNG et al., 2000;
RoBERTS et al., 1995; SEIFg, 1997; STEINHOFF et al., 1999).

Als Gentherapie wird das Einschleusen funktionsfahiger Gene mittels Vektoren in die vom
Gendefekt betroffenen Zellen bezeichnet. Daneben kann der Gentransfer ebenfalls zur
korpereigenen Synthese verschiedenster therapeutisch oder praventiv wirksamer Genprodukte
eingesetzt werden. Insofern kann der Gentransfer auch als eine ,,natlrliche”, endogene Form
der Medikament-Produktion angesehen werden, die gezielt am physiologischen Ort der
Erkrankung ansetzt (VERMA et al., 1997).

Mutationen innerhalb von Proteinase-Inhibitor-Genen, die das inhibitorische Potential des
Gen-Produkts vermindern oder géanzlich unterbinden, kénnen zu unkontrollierten Aktivitaten
der Zielproteinase(n) und derart zu degenerativen Effekten bzw. pathophysiologischen
Dysfunktionen fuhren. So wird beispielsweise eine Form der chronischen Pankreatitis durch
Mutationen innerhalb des Gens fir den Serinproteinase-Inhibitor SPINK-1/PSTI
hervorgerufen (Keim et al., 2003; WITT et al., 2000). Auch das Krankheitsbild des Lungen-
emphysems resultiert aus einem mutationsbedingten Mangel an funktionalem oy-
Proteinaseinhibitor (CARRELL et al., 2002), und das Netherton Syndrom entsteht u.a. aufgrund
von Mutationen innerhalb des Gens flr den Serinproteinase-Inhibitor LEKTI (BITOUN et al.,
2002a, b; CHAVANAS et al., 2000). Die Kenntnis dieser Mutationen bzw. des Ursprungs der
Dysfunktionen auf molekularer Ebene ermoglicht eine gezielte Entwicklung gen-
therapeutischer Verfahren. Diese werden bei der chronischen Pankreatitis und dem
Lungenemphysem bereits intensiv erforscht und waren ebenfalls fir den Serinproteinase-
Inhibitor LEKTI in Hinblick auf das Netherton Syndrom vorstellbar. Eine aktuelle Ubersicht
uber bisher durchgefiihrte Kklinische Studien kann unter der Internet-Adresse
http://www.wiley.co.uk/genetherapy eingesehen werden. Die Abbildung 4.5 soll einen
Eindruck Gber den momentanen Forschungsstand der Gentherapie per se vermitteln, der grof3e
Zukunftsperspektiven eingerdumt werden (BAGNIS, 2002; RUSSELL et al., 1999; STECENKO et
al., 2003; VERMA et al., 1997).
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Aktuelle Darstellung der gen-therapeutischen Forschungsbereiche kommerzieller
(entnommen aus: http://www.wiley.co.uk/genetherapy).
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Mit Hilfe von synthetischem Serinproteinase-Inhibitor LEKTI im Krankheitsbild des
Netherton-Syndroms und den damit verbundenen entzlindlichen Dermatosen wére auch eine
topische Therapie der betroffenen Hautregionen denkbar. Diese konnte in Form von Salben
oder Cremes, die den ,intakten” Serinproteinase-Inhibitor LEKTI enthalten, darauf abzielen,
die entzlindliche Reaktion der Haut positiv zu beeinflussen und derart zu einer Linderung der
Entzindungen, Rdétungen und Juckreiz fiuhren. Somit ware der Serinproteinase-Inhibitor
LEKTI durchaus als ein wirksames (Gen-) Therapeutikum zur Behandlung von entziindlichen

Dermatosen geeignet.
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5. Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Identifizierung und Charakterisierung regulatorischer
Mechanismen der Genexpression des humanen Multidoménen Serinproteinase-Inhibitors
LEKTI. Dazu wurden auf Grundlage der bekannten LEKTI-Genpromotor-Sequenz
(DROGEMULLER, 1999) Untersuchungen zur Bindung in silico identifizierter putativer
Transkriptionsfaktoren durchgefiihrt.

Hierzu wurden humane Zelllinien unterschiedlicher Herkunft beziglich ihrer endogenen
LEKTI-Genexpression untersucht und in die anschlieBenden Experimente eingesetzt. Zur
Identifikation responsiver Elemente auf dem verwendeten LEKTI-Genpromotor-Fragment
wurden Deletionsmutanten hergestellt und diese in Reportergen-Experimenten analysiert.
Dabei fuhrte die Deletion flankierender Bereiche um das putative NF-kB-Bindungsmotiv
(Genpromotorkonstrukt LEKTI I1) zur hochsten endogenen Aktivitdt in transient
transfizierten hepatozytaren Zellen (HuH-7). In weiteren Experimenten, in denen die Zellen
mit dem PKC-Aktivator PMA und cAMP-Aktivator Forskolin oder dem Zytokin IL-6
vorstimuliert wurden, konnte eine Induktion des Reportergens in allen LEKTI-
Genpromotorkonstrukten bestimmt werden. Untersuchungen mit NF-kB-Inhibitoren zeigten,
dass diese die ermittelte PKC-Responsivitadt des Konstrukts LEKTI I um 50 % reduzieren.
Zur Evaluierung der ermittelten PKC- und IL-6-Responsivitdt der untersuchten LEKTI-
Genpromotorsequenz wurde die endogene Expression von LEKTI in humanen Zelllinien
unter Einfluss verschiedener Stimuli mit Hilfe von quantitativen RT-PCR-Analysen
untersucht. Hierbei gelang der Nachweis einer zeitabhangigen Induktion des LEKTI-Gens in
hepatozytéren Zellen (HuH-7) durch die Ko-Stimulation mit dem PKC-Aktivator PMA und
dem cAMP-Aktivator Forskolin. Weiterhin konnte eine zeitabhangige Induktion des LEKTI-
Gens in IL-6-stimulierten epithelialen (BHY) sowie hepatozytaren (HuH-7) Zellen ermittelt
werden, wobei sich die endogene Expression in diesen Zellen um das 3-fache bzw. um das
10-fache erhohte. Mit Hilfe von Transkriptionsfaktor-Bindungsstudien (TF-EIA) konnten die
in silico identifizierten putativen NF-xB-, LyF-1- und NFAT-Bindungsmotive sowie des IL-
6RE I bestatigt werden.

Im Kontext der in den letzten Jahren intensivierten Forschungen an den pathophysiologisch
bedeutsamen Proteinase-Aktivierten-Rezeptoren (PARs) wurden Untersuchungen zu
Interaktionen zwischen dem aktivierten PAR-2-Rezeptor und der Expression des LEKTI-
Gens durchgefihrt. Da der PAR-2-Rezeptor durch die LEKTI-Zielproteinasen Trypsin, SCTE
und SCCE aktiviert wird, ist eine Interaktion in Form eines negativen Feedback-Mechanismus

vorstellbar. PAR-2-exprimierende humane Zellen wurden mit Hilfe des synthetischen PAR-2-
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Agonisten SLIGKV aktiviert und die abh&ngige LEKTI-Genexpressionsrate mittels
quantitativer RT-PCR-Analysen bestimmt. In allen untersuchten Zellen gelang der Nachweis
einer zeitabhéngigen Induktion des LEKTI-Gens. Die Expression des LEKTI-Gens
verdreifachte bzw. verfiinffachte sich in den epithelialen Zelllinien T84 bzw. BHY, und in der
hepatozytéren Zelllinie HuH-7 konnte eine Verzehnfachung ermittelt werden.

Aufgrund dieser Ergebnisse kann das LEKTI-Gen als NF-kB-reguliert, IL-6-responsiv und
PAR-2-mediiert induzierbar bezeichnet werden. Da der Transkriptionsfaktor NF-xB, das
Zytokin IL-6 und der aktivierte PAR-2-Rezeptor pro-inflammatorische Effekte vermitteln,
stitzen die Ergebnisse die vermutete anti-inflammatorische Funktion des Serin-Proteinase-
Inhibitors LEKTI.
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7.1

Anhang

LEKTI cDNA und Translation in Aminosauresequenz

In der Abbildung 7.1 ist die cDNA des Serinproteinase-Inhibitors LEKTI und deren
Translation in die Aminosauresequenz im 2. Leseraster aufgelistet. Die beiden in Hamofiltrat
identifizierten Peptide ,,HF 6478“ bzw. ,HF 7665 und alle weiteren Doménen sind

gekennzeichnet.

Leseraster 2 M K I A
5! T ATG CAT GGA GTG GAC CTG TAG GCG ACT TGC ATC GTC TTC AAC ATG AAG ATA GCcC
10 19 28 37 46 55
|--> HF6478
T \ S \ L L P L A L C L I Q D A A S |K N
ACA GTG TCA GTG CTT CTG CCC TTG GCT CTT TGC CTC ATA CAA GAT GCT GCC AGT AAG AAT
64 73 82 91 100 109
* 1.Doméne #_
E D Q E M C H E F Q A F M K N G K L F C
GAA GAT CAG GAA ATG TGC CAT GAA TTT CAG GCA TTT ATG AAA AAT GGA AAA CTG TTC TGT
124 133 142 151 160 169
#

P Q D K K F F Q S L D G I M F I N K C A
CCC CAG GAT AAG AAA TTT TTT CAA AGT CTT GAT GGA ATA ATG TTC ATC AAT AAA TGT GCC
184 193 202 211 220 229

_ HF6478 <-- |
T C K M I L E K E A K S Q | K R A R H L A
ACG TGC AAA ATG ATA CTG GAA AAA GAA GCA AAA TCA CAG AAG AGG GCC AGG CAT TTA GCA
244 253 262 271 280 289
* 2 .Domane
R A P K A T A P T E L N C D D F K K G E
AGA GCT CCC AAG GCT ACT GCC CCA ACA GAG CTG AAT TGT GAT GAT TTT AAA AAA GGA GAA
304 313 322 331 340 349
Typische Kazal-Domdne # +
R D G D F I C P D Y Y E A \ C G T D G K
AGA GAT GGG GAT TTT ATC TGT CCT GAT TAT TAT GAA GCT GTT TGT GGC ACA GAT GGG AAA
364 373 382 391 400 409
! # *

T Y D N R C A L C A E N A K T G S Q I G
ACA TAT GAC AAC AGA TGT GCA CTG TGT GCT GAG AAT GCG AAA ACC GGG TCC CAA ATT GGT
424 433 442 451 460 469

+ * 3 .Doméane
\ K S E G E C K S S N P E Q D \ C S A F
GTA AAA AGT GAA GGG GAA TGT AAG AGC AGT AAT CCA GAG CAG GAT GTA TGC AGT GCT TTT
484 493 502 511 520 529
#

R P F \ R D G R L G C T R E N D P \ L G
CGG CCC TTT GTT AGA GAT GGA AGA CTT GGA TGC ACA AGG GAA AAT GAT CCT GTT CTT GGT
544 553 562 571 580 589

# *

P D G K T H G N K C A M C A E L F L K E
CCT GAT GGG AAG ACG CAT GGC AAT AAG TGT GCA ATG TGT GCT GAG CTG TTT TTA AAA GAA
604 613 622 631 640 649

A E N A K R E G E T R I R R N A E K D F
GCT GAA AAT GCC AAG CGA GAG GGT GAA ACT AGA ATT CGA CGA AAT GCT GAA AAG GAT TTT
664 673 682 691 700 709
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* 4 .Doméne #

C K E Y E K Q \ R N G R L F C T R E S D
TGC AAG GAA TAT GAA AAA CAA GTG AGA AAT GGA AGG CTT TTT TGT ACA CGG GAG AGT GAT
724 733 742 751 760 769

# *

P \ R G P D G R M H G N K C A L C A E I
CCA GTC CGT GGC CCT GAC GGC AGG ATG CAT GGC AAC AAA TGT GCC CTG TGT GCT GAA ATT
784 793 802 811 820 829

F K R R F S E E N S K T D Q N L G K A E
TTC AAG CGG CGT TTT TCA GAG GAA AAC AGT AAA ACA GAT CAA AAT TTG GGA AAA GCT GAA
844 853 862 871 880 889

* 5.Domane
E K T K \ K R E I \ K L C S Q Y Q N Q A
GAA AAA ACT AAA GTT AAA AGA GAA ATT GTG AAA CTC TGC AGT CAA TAT CAA AAT CAG GCA
904 913 922 931 940 949
#

K N G I L F C T R E N D P I R G P D G K
AAG AAT GGA ATA CTT TTC TGT ACC AGA GAA AAT GAC CCT ATT CGT GGT CCA GAT GGG AAA
964 973 982 991 1000 1009

# *

M H G N L C S M C Q \ Y F Q A E N E E K
ATG CAT GGC AAC TTG TGT TCC ATG TGT CAA GTC TAC TTC CAA GCA GAA AAT GAA GAA AAG
1024 1033 1042 1051 1060 1069

| --> HF7665
K K A E A R A R N K R |E S G K A T S Y A
AAA AAG GCT GAA GCA CGA GCT AGA AAC AAA AGA GAA TCT GGA AAA GCA ACC TCA TAT GCA
1084 1093 1102 1111 1120 1129
* 6 .Domane #

E L C N E Y R K L \ R N G K L A C T R E
GAG CTT TGC AAT GAA TAT CGA AAG CTT GTG AGG AAC GGA AAA CTT GCT TGC ACC AGA GAG
1144 1153 1162 1171 1180 1189

# *

N D P I Q G P D G K \ H G N T C S M C E
AAC GAT CCT ATC CAG GGC CCA GAT GGG AAA GTG CAC GGC AAC ACC TGC TCC ATG TGT GAG
1204 1213 1222 1231 1240 1249

HF7665 <--|

\ F F Q A E E E E K K K K E G E S R N | K
GTC TTC TTC CAA GCA GAA GAA GAA GAA AAG AAA AAG AAG GAA GGC GAA TCA AGA AAC AAA

1264 1273 1282 1291 1300 1309

* 7 .Domane

R Q S K S T A S F E E L C S E Y R K S R
AGA CAA TCT AAG AGT ACA GCT TCC TTT GAG GAG TTG TGT AGT GAA TAC CGC AAA TCC AGG

1324 1333 1342 1351 1360 1369

#

K N G R L F C T R E N D P I Q G P D G K
AAA AAC GGA CGG CTT TTT TGC ACC AGA GAG AAT GAC CCC ATC CAG GGC cCA GAT GGG AAA
1384 1393 1402 1411 1420 1429

# *

M H G N T C S M C E A F F Q Q E E R A R
ATG CAT GGC AAC ACC TGC TCC ATG TGT GAG GCC TTC TTT CAA CAA GAA GAA AGA GCA AGA
1444 1453 1462 1471 1480 1489

* 8 .Domane
A K A K R E A A K E I C S E F R D Q \ R
GCA AAG GCT AAA AGA GAA GCT GCA AAG GAA ATC TGC AGT GAA TTT CGG GAC CAA GTG AGG
1504 1513 1522 1531 1540 1549
#

N G T L I C T R E H N P \ R G P D G K M
AAT GGA ACA CTT ATA TGC ACC AGG GAG CAT AAT CCT GTC CGT GGA CCA GAT GGC AAA ATG
1564 1573 1582 1591 1600 1609

# *
H G N K C A M C A S \ F K L E E E E K K
CAT GGA AAC AAG TGT GCC ATG TGT GCC AGT GTG TTC AAA CTT GAA GAA GAA GAG AAG AAA
1624 1633 1642 1651 1660 1669
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N D K E E K G K \ E A E K \ K R E A \ Q
AAT GAT AAA GAA GAA AAA GGG AAA GTT GAG GCT GAA AAA GTT AAG AGA GAA GCA GTT CAG
1684 1693 1702 1711 1720 1729
* 9 .Domane #

E L C S E Y R H Y \ R N G R L P C T R E
GAG CTG TGC AGT GAA TAT CGT CAT TAT GTG AGG AAT GGA CGA CTC CCC TGT ACC AGA GAG
1744 1753 1762 1771 1780 1789

# *

N D P I E G L D G K I H G N T C S M C E
AAT GAT CCT ATT GAG GGT CTA GAT GGG AAA ATC CAC GGC AAC ACC TGC TCC ATG TGT GAA
1804 1813 1822 1831 1840 1849

A F F Q Q E A K E K E R A E P R A K \ K
GCC TTC TTC CAG CAA GAA GCA AAA GAA AAA GAA AGA GCT GAA CCC AGA GCA AAA GTC AAA
1864 1873 1882 1891 1900 1909

* 10.Domane
R E A E K E T C D E F R R L L Q N G K L
AGA GAA GCT GAA AAG GAG ACA TGC GAT GAA TTT CGG AGA CTT TTG CAA AAT GGA AAA CTT
1924 1933 1942 1951 1960 1969
#

F C T R E N D P \ R G P D G K T H G N K
TTC TGC ACA AGA GAA AAT GAT CCT GTG CGT GGC CCA GAT GGC AAG ACC CAT GGC AAC AAG
1984 1993 2002 2011 2020 2029

# *

C A M C K A Vv F Q K E N E E R K R K E E
TGT GCC ATG TGT AAG GCA GTC TTC CAG AAA GAA AAT GAG GAA AGA AAG AGG AAA GAA GAG
2044 2053 2062 2071 2080 2089

E D Q R N A A G H G S S G G G G G N T Q
GAA GAT CAG AGA AAT GCT GCA GGA CAT GGT TCC AGT GGT GGT GGA GGA GGA AAC ACT caG
2104 2113 2122 2131 2140 2149

* 11 .Doméne #

D E C A E Y Q E Q M K N G R L S C T R E
GAC GAA TGT GCT GAG TAT CAG GAA CAA ATG AAA AAT GGA AGA CTC AGC TGT ACT CGG GAG
2164 2173 2182 2191 2200 2209

# *

S D P \ R D A D G K S Y N N Q C T M C K
AGT GAT CCT GTA CGT GAT GCT GAT GGC AAA TCG TAC AAC AAT CAG TGT ACC ATG TGT AAA
2224 2233 2242 2251 2260 2269

A K L E R E A E R K N E Y S R S R S N G
GCA AAA TTG GAA AGA GAA GCA GAG AGA AAA AAT GAG TAT TCT CGC TCC AGA TCA AAT GGG
2284 2293 2302 2311 2320 2329

* 12 .Doméane
T G S E S G K D T C D E F R S Q M K N G
ACT GGA TCA GAA TCA GGG AAG GAT ACA TGT GAT GAG TTT AGA AGC CAA ATG AAA AAT GGA
2344 2353 2362 2371 2380 2389
#

K L I C T R E S D P \ R G P D G K T H G
AAA CTT ATC TGC ACT CGA GAA AGT GAC CCT GTC CGG GGT CCA GAT GGC AAG ACA CAT GGT
2404 2413 2422 2431 2440 2449

# *

N K C T M C K E K L E R E A A E K K K K
AAT AAG TGT ACT ATG TGT AAG GAA AAA CTG GAA AGG GAA GCA GCT GAA AAA AAA AAG AAA
2464 2473 2482 2491 2500 2509

E D E D R S N T G E R S N T G E R S N D
GAG GAT GAA GAC AGG AGC AAT ACA GGA GAA AGG AGC AAT ACA GGA GAA AGG AGC AAT GAC
2524 2533 2542 2551 2560 2569

* 13 .Doméne #

K E D L C R E F R S M Q R N G K L I C T
AAA GAG GAT CTG TGT CGT GAA TTT CGA AGC ATG CAG AGA AAT GGA AAG CTT ATC TGC ACC
2584 2593 2602 2611 2620 2629

#
R E N N P \ R G P Y G K M H I N K C A M
AGA GAA AAT AAC CCT GTT CGA GGC cCcA TAT GGC AAG ATG CAC ATC AAT AAA TGT GCT ATG
2644 2653 2662 2671 2680 2689



Anhang 145
*

C Q S I F D R E A N E R K K K D E E K S
TGT CAG AGC ATC TTT GAT CGA GAA GCT AAT GAA AGA AAA AAG AAA GAT GAA GAG AAA TCA
2704 2713 2722 2731 2740 2749

* 14 .Domane
S S K P S N N A K D E C S E F R N Y I R
AGT AGC AAG CCC TCA AAT AAT GCA AAG GAT GAG TGC AGT GAA TTT CGA AAC TAT ATA AGG
2764 2773 2782 2791 2800 2809
#

N N E L I C P R E N D P \% H G A D G K F
AAC AAT GAA CTC ATC TGC CCT AGA GAG AAT GAC CCA GTG CAC GGT GCT GAT GGA AAG TTC
2824 2833 2842 2851 2860 2869

# *

Y T N K C Y M C R A \% F L T E A L E R A
TAT ACA AAC AAG TGC TAC ATG TGC AGA GCT GTC TTT CTA ACA GAA GCT TTG GAA AGG GCA
2884 2893 2902 2911 2920 2929

K L Q E K P S H \% R A S Q E E D S P D S
AAG CTT CAA GAA AAG CCA TCC CAT GTT AGA GCT TCT CAA GAG GAA GAC AGC CCA GAC TCT
2944 2953 2962 2971 2980 2989

* 15.Doméne Typische Kazal-Domane
F S S L D S E M C K D Y R \% L P R I G Y
TTC AGT TCT CTG GAT TCT GAG ATG TGC AAA GAC TAC CGA GTA TTG CCC AGG ATA GGC TAT
3004 3013 3022 3031 3040 3049
# + !

L C P K D L K P \% C G D D G Q T Y N N P
CTT TGT CCA AAG GAT TTA AAG CCT GTC TGT GGT GAC GAT GGC CAA ACC TAC AAC AAT cCCT
3064 3073 3082 3091 3100 3109

# *

C M L C H E N L I R Q T N T H I R S T G
TGC ATG CTC TGT CAT GAA AAC CTG ATA CGC CAA ACA AAT ACA CAC ATC CGC AGT ACA GGG
3124 3133 3142 3151 3160 3169

o+

K C E E S S T P G T T A A S M P P S D E

AAG TGT GAG GAG AGC AGC ACC CCA GGA ACC ACC GCA GCC AGC ATG CCC CCG TCT GAC GAA
3184 3193 3202 3211 3220 3229

TGA CAG GAA GAT TGT TGA AAG CCA TGA GGG AAA AAA TAA ACC CCA GTT CTG AAT CAC CTA
3244 3253 3262 3271 3280 3289

CCT TCA CCA TCT GTA TAT ACA AAG AAT TCT TCG GAG CTT GTC TTA TTT GCT ATA GAA AAC
3304 3313 3322 3331 3340 3349

AAT ACA GAG CTT TTG GGA ATG GAA TCA CTG ATT TTC AGT CTT TTC CAT TTC TTT CCT CCT
3364 3373 3382 3391 3400 3409

AGA ATC TGT GAT CTG AGG GTA TAA AGA CAT TTC CAC CAA GTT TGA GCC CTC AAA ATG TCC
3424 3433 3442 3451 3460 3469

Polyadenylierungssignal

TGA TTA CAA TGC TGT CTG TCC AAC TGC CTG TTC AAT AAA AGT AAA CTC AGC AGA.Poly(a) 3!
3484 3493 3502 3511 3520 3529

Abblidung 7.1:

Die Positionen der Hamofiltratpeptide HF 6478 und HF 7665 sind markiert. Die Kazal-Typ &hnlichen
Domanen (4 Cysteine) und die typischen Kazal-Domanen sind (berstrichen. Die erwarteten (und fir
HF7665 bekannten) Cystein-Verbriickungen sind durch Markierung mit jeweils gleichen Zeichen gezeigt.
Das konservierte Tyrosin (Y) innerhalb der Kazal-Typ Doménen ist durch ein Ausrufungszeichen
markiert. Das Polyadenylierungssignal ist doppelt unterstrichen gekennzeichnet. Die GrofRe der cDNA
ohne Poly(A)-Schwanz umfalit 3528 Bp. und codiert fir ein 1064 Aminosiduren langes Protein
(KREUTZMANN, 2001).
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