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Prolog

Menschen einer einzigen Prägung, in einheitlichen

Gruppen. Ein einziges bokanowskysiertes Ei liefert die

Belegschaft für eine kleine Fabrik.

„Sechsundneunzig völlig identische Geschwister bedienen

sechsundneunzig völlig identische Maschinen!“ Seine

Stimme bebte fast vor Begeisterung. „Da weiß man doch

wirklich woran man ist! Zum ersten Mal in der

Weltgeschichte!“ Er zitierte den Leitspruch des Erdballs:

„Gemeinschaftlichkeit, Einheitlichkeit, Beständigkeit.“

Goldene Worte. „Wenn sich das Bokanowskyverfahren

unbegrenzt fortführen ließe, wäre das ganze Problem

gelöst.“

Gelöst durch gleiche Gammas, identische Deltas,

einheitliche Epsilons. Millionenlinge. Massenproduktion,

endlich auch in der Biologie.

aus „Schöne neue Welt“ von Aldous Huxley, 1932
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A ZUSAMMENFASSUNG

Plasma-Kallikrein (PK) ist eine Serinprotease, die als inaktives Zymogen Plasma-

Prokallikrein (PPK) in der Leber gebildet und in den Blutstrom sezerniert wird. Dort erfolgt

die Konvertierung zum aktiven Enzym im Kontaktphasen-System der Blutgerinnung. Neben

der Funktion im Kontakt-System spielt diese Protease sowohl in der Fibrinolyse als auch im

Kallikrein-Kinin-System eine zentrale Rolle. Neuere Arbeiten haben gezeigt, dass PPK-

mRNA auch außerhalb der Leber exprimiert wird. Daraus ist zu schließen, dass dort ebenfalls

PPK-Protein gebildet wird und dass diesem extrahepatischen, gewebeständigen PPK bzw. PK

spezielle lokale Funktionen zukommen. Dieser Befund bildet die Grundlage dieser

Dissertation.

Mit dem langfristigen Ziel die physiologische und pathophysiologische Rolle des extrahepa-

tisch gebildeten PPK aufzuklären, sollte in dieser Arbeit zunächst mittels einer quantitativen

PCR-Technik (TaqMan) untersucht werden, in welchem Umfang PPK-mRNA und die

mRNAs der übrigen Komponenten des Kontaktphasen-Systems in humanen Zellen bzw. Ge-

weben exprimiert werden. Aufgrund dieser Ergebnisse sollte im zweiten Teil der Arbeit un-

tersucht werden, ob bzw. inwieweit das PPK-Gen gewebespezifisch reguliert werden kann.

Hierzu sollten die regulatorisch bedeutsamen Regionen des PPK-Gens charakterisiert werden.

Mittels der TaqMan-Technologie konnte die PPK-mRNA-Expression in allen untersuchten

humanen Geweben quantifiziert werden. In neun Geweben liegt die mRNA-Expression im

Vergleich zur Leber zwischen 1 % und 68 % und in sechs Geweben zwischen 0,1 % und 1 %.

Diese Ergebnisse sprechen für eine ubiquitäre, aber teils sehr unterschiedliche Expression der

PPK-mRNA in humanen Geweben.

Die mRNAs von hochmolekularem Kininogen (HK), niedermolekularem Kininogen (LK),

Faktor XI (FXI) und Faktor XII (FXII) werden dagegen nur in wenigen Geweben exprimiert.

Die Transkripte von HK, LK und FXI findet man außerhalb der Leber nur noch in Nieren-

gewebe in signifikanter Menge, während FXII-mRNA nahezu ausschließlich in der Leber

synthetisiert wird. Ein gemeinsames Merkmal aller Transkripte ist, dass sie in Lebergewebe

am stärksten expimiert werden.

Zellstimulationsversuche mit HepG2-Zellen ergaben, dass die PPK-mRNA-Synthese mittels

Lipopolysacchariden (LPS) kurzfristig induziert werden kann, was für eine wesentliche

Funktion von PPK bzw. PK bei Entzündungsreaktionen spricht. Im Gegensatz hierzu bewirkt

Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) eine Herabregulation der PPK-Transkription.
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Untersuchungen zur Stabilität der mRNAs von PPK und dem Haushaltsgen GAPDH mit den

Transkriptionsinhibitoren Actinomycin D, α-Amanitin und DRB zeigten, dass die mRNA-

Abbaurate in HepG2-Zellen vom jeweils eingesetzten Transkriptionsinhibitor abhängt. Bei

allen Transkriptionsinhibitoren wurde das PPK-Transkript im Vergleich zu GAPDH deutlich

schneller (Faktor 3-5) abgebaut. Dies weist darauf hin, dass die PPK-mRNA-Spiegel in den

Zellen durch ständige Neusynthese aufrechterhalten werden, um eine kontinuierliche Produk-

tion von PPK zu gewährleisten.

Mittels der RLM-RACE Methode wurden in Leber-, Pankreas-, Nieren- und Testisgewebe die

PPK-Transkriptionsstartpunkte (TS) identifiziert. Während in der Leber und im Pankreas nur

TSs in Exon 1 des PPK-Gens benutzt werden, findet man in Nieren- und Testisgewebe TSs

sowohl in der upstream-Region als auch in Intron 1. Weiterhin wurden in Nierengewebe drei

am 5´-Ende verkürzte PPK-Transkripte detektiert, die aufgrund dieser Deletion keine Signal-

peptid-Sequenz enthalten und dadurch eine intrazelluläre Lokalisation der entsprechenden

PPK-Isoform bedingen. Die Consensussequenz-Analyse für die Transkriptionsinitiation zeigt,

dass jedem experimentell ermittelten Transkriptionsstart eine TATA-Box oder/und ein

Initiator-Element assoziiert ist. Außerdem konnte durch die RLM-RACE-Analysen die Exi-

stenz eines weiteren untranslatierten Exons im 5´-Bereich des PPK-Gens ausgeschlossen wer-

den.

Unter Anwendung der Genome Walker Technik wurde die Promotorregion (P-1729) strom-

aufwärts von Exon 1 kloniert und mittels Reportergen-Studien analysiert. In HepG2-Zellen

zeigt dieses Gensegment eindeutig transkriptionsaktivierende Kapazität.

Durch die Generierung von neun Verkürzungsvarianten konnten der Core-Promotor (-158 bis

+22), Enhancerbereiche (-1675 bis -1494) und Silencerregionen (-1304 bis -674) charakteri-

siert werden. Die Transkriptionsfaktoren-Analyse ergab, dass bei der Regulation durch die

P-1729 Region neben ubiquitär exprimierten auch streng gewebespezifische Transkriptions-

faktoren eine zentrale Rolle spielen.

Reportergen-Untersuchungen des Intron-1-Bereichs in HEK 293-Zellen zeigten, dass auch

diese Region des PPK-Gens transkriptionsaktivierende Kapazität besitzt. Ebenso zeigt aber

auch der P-1729 Bereich in HEK 293-Zellen Promotoraktivität. Somit können innerhalb eines

Zelltyps beide Promotorbereiche funktionell aktiv sein, wodurch eine alternative Regulation

der PPK-Transkription ermöglicht wird.
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B EINLEITUNG

B.1 Plasma Kallikrein (Fletcher-Faktor)

B.1.1 Gen- und Molekülstruktur

Humanes Plasma-Prokallikrein (PPK) wird durch ein singuläres Gen mit einer Länge von

etwa 30 kb auf Chromosom 4 codiert (Beaubien et al., 1991; Yu et al., 2000). Das Gen besteht

aus 15 Exons und 14 Introns und weist eine ähnliche Genstruktur wie Faktor XI auf (Asakai

et al., 1987). Die mRNA von humanem Plasma-Prokallikrein codiert eine singuläre Polypep-

tidkette mit 619 Aminosäuren. Den amino-terminalen Bereich des Proteins bilden vier Apple-

Domänen (jeweils aus 90 bzw. 91 AS), deren Struktur durch mehrere Disulfidbrücken stabili-

siert wird (Chung et al., 1986; McMullen et al., 1991). Die gleiche molekulare Grundstruktur

weist auch Faktor XI auf (AS-Sequenzhomologie zu PPK 58 %), was auf die Duplikation ei-

nes gemeinsamen Vorläufergens hinweist (Beaubien et al., 1991; McMullen et al., 1991).

B.1.2 Vorkommen

Plasma-Kallikrein (PK) ist eine Serinprotease, die als inaktives Plasma-Prokallikrein syntheti-

siert wird. Im Blutplasma findet man zwei Formen unterschiedlichen Glykosylierungsgrades

mit Molekülmassen von 85 und 88 kDa (Hojima et al., 1985; Veloso & Colman, 1991) in ei-

ner Gesamtkonzentration von etwa 50 mg/l (= 0,6 µM); davon liegen 75 % an hochmolekula-

res Kininogen gebunden, die restlichen 25 % in freier Form vor (Mandle et al., 1976). Die

Dissoziationskonstante des PPK/HK-Komplexes beträgt 12-15 nM; aufgrund dieser großen

Stabilität bleibt der Komplex auch nach der Aktivierung von PPK zu PK erhalten (Bock et al.,

1985; Mandle et al., 1976).

B.1.3 Syntheseort

PPK wird in der Leber gebildet und in den Blutstrom sezerniert (Mandle & Kaplan, 1977).

Die immunzytochemische Lokalisation von PPK in humanen Hepatozyten gelang mittels

Laserscanning-Mikroskopie (Henderson et al., 1992). Ein weiterer Beweis für die Synthese in

der Leber ergab sich aus den Arbeiten von Ciechanowicz et al. (1993), durch die mittels RT-

PCR die Expression von PPK-mRNA in humaner Leber nachwiesen wurde. Die Untersu-

chungen von Ciechanowicz et al. (1993) sowie von Hermann et al. (1996, 1999a,b) erbrachten

darüber hinaus den überraschenden Befund, dass PPK-mRNA auch in anderen Geweben und
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in nicht-hepatischen Zelllinien gebildet wird und demnach auch extrahepatisch synthetisiert

werden kann. Dieser Befund bildet die Grundlage dieser Dissertation.

B.1.4 Aktivierung

Die Konvertierung des Plasma-Prokallikreins zu Plasma-Kallikrein erfolgt im Verlauf der

Aktivierung des Kontaktphasensystems der Blutgerinnung (siehe B.2.1) durch Spaltung der

Peptidbindung Arg371-Ile372 des einkettigen PPK. Die aktive Protease besteht aus einer schwe-

ren (371 AS) und einer leichten Kette (248 AS), wobei die leichte Kette das aktive Zentrum

mit der katalytischen Triade His415, Asp464 und Ser559 enthält. Die beiden Polypeptidketten

bleiben durch eine Disulfidbrücke miteinander verbunden (McMullen et al., 1991). 

B.2 Physiologische Funktionen

Die aktive Protease kann eine Reihe von Folgereaktionen einleiten. PK aktiviert Granulozyten

auf eine im Einzelnen noch nicht geklärte Weise; es bewirkt deren Aggregation, eine Erhö-

hung des Sauerstoffverbrauchs und die Freisetzung lysosomaler Elastase (Wachtfogel et al.,

1983; Schapira et al., 1982, 1983; van der Graaf et al., 1982). Auch das Komplement-System

kann von PK aktiviert werden (Gebrehiwet 1981, 1983; DiScipio, 1982). PK hat sich zudem

als effektiver Aktivator des Pro-Urokinase-Plasminogenaktivators erwiesen und stellt somit

eine Querverbindung zum Fibrinolyse-System her (Ichinose et al., 1986; Hauert et al., 1989).

Kürzlich zeigten Forschungsarbeiten, dass Plasma-Kallikrein auch an der Adipozyten-

Differenzierung durch die Aktivierung der Plasminogen-Kaskade maßgeblich beteiligt ist

(Selvarajan et al., 2001).

Neben der Kontaktaktivierung in der Blutgerinnung und Fibrinolyse spielt PK eine zentrale

Rolle im Kallikrein-Kinin-System (KKS).
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B.2.1 Kontaktaktivierung

Das Kontaktaktivierungs-System verbindet die drei physiologischen Systeme intrinsische

Blutgerinnungskaskade, Fibrinolyse sowie das Kallikrein-Kinin-System miteinander (Abbil-

dung B 1).

Es besteht aus den Serinprotease-Zymogenen Plasma-Prokallikrein (Fletcher-Faktor), Faktor

XII (Hageman-Faktor), Faktor XI (Plasma-Thromboplastin-Vorläufer) sowie dem nicht-

enzymatischen Cofaktor hochmolekulares Kininogen (Fitzgerald-Faktor).

Die Kontaktaktivierung wird ausgelöst, wenn das Blut mit negativ geladenen Oberflächen in

Berührung kommt, entweder in vitro (z.B. Kaolin, Dextransulfat) oder in vivo bei Verlet-

zungen des Endothels. Der im Blut zirkulierende PPK-HK-Komplex wird dabei über positiv

geladene Bereiche der Domäne 5 des HK an die negativ geladene Oberfläche gebunden

(Mandle et al., 1976). Es erfolgt somit eine lokale Anreicherung des PPK, das anschließend

durch Faktor XIIa aktiviert wird (Mandle & Kaplan, 1977). Faktor XII wird vermutlich durch

einen autokatalytischen Prozess ebenfalls an der negativ geladenen Oberfläche in geringem

Umfang aktiviert. In der Folge wird weiterer FXII sowohl durch Plasma-Kallikrein als auch

durch FXIIa aktiviert. Durch diesen positiven Rückkopplungsprozess kommt es somit lokal

begrenzt zu einer vermehrten Bildung der aktiven Proteasen Faktor XIIa und PK. FXIIa akti-

viert Faktor XI und löst damit die endogene Kaskade der plasmatischen Gerinnung aus, die

schließlich zur Spaltung von Fibrinogen durch α-Thrombin führt, wodurch ein Blutgerinnsel

(Thrombus) gebildet wird.

Neuere Forschungsarbeiten haben gezeigt, dass der HK/PPK-Komplex auf der Zelloberfläche

von Endothelzellen auch ohne die Präsenz von Faktor XIIa aktiviert werden kann (Colman &

Schmaier, 1997), wobei PPK vermutlich durch eine membranassoziierte, Zn2+-abhängige

Thiol-Proteinase gespalten wird. Somit stellt dieser Mechanismus eine neue Möglichkeit zur

Aktivierung von PPK an der Endothelzelloberfläche dar, der neben der Kininliberierung

hauptsächlich zur Induktion des Fibrinolyse-Systems beiträgt (Motta et al., 1998).

B.2.2 Fibrinolyse-System

Im hämostatischen System stehen die Gerinnungsvorgänge im Gleichgewicht mit der Fibri-

nolyse. In der Fibrinolyse wird das inaktive Zymogen Plasminogen durch Plasminogenakti-

vatoren, die in allen Geweben und Körperflüssigkeiten vorkommen, zu Plasmin umgewan-

delt, das dann Fibringerinnsel abbaut.

Man unterscheidet ähnlich wie bei der Gerinnung zwei Aktivierungsmöglichkeiten (Takada et

al., 1994). Zum einen existiert ein sofort wirksames exogenes System, bei dem gewebestän
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dige Proteasen Aktivator-Funktionen ausüben. Hierzu zählen der Urokinase-Plasminogen-

Aktivator (uPA), der hauptsächlich in der Niere (Sobel et al., 1952), später aber auch in ande-

ren Geweben und im Plasma identifiziert werden konnte (Dano et al., 1980; Wijngaards et al.,

1982; Tissot et al., 1982) und der Gewebetyp-Plasminogen-Aktivtor (tPA), der vor allem in

Endothelzellen gebildet wird (Loskutoff & Edgington, 1977). 

Zum anderen gibt es ein physiologisch langsamer ablaufendes intrinsisches plasmatisches Sy-

stem, das durch Proaktivatoren gestartet und katalysiert wird. Zu diesen zählen die bei Ge-

webeschäden aus Leukozyten freigesetzten Lysokinasen und das Kontaktsystem (siehe B.2.1).

Das im Kontaktsystem aktivierte Plasma-Kallikrein wandelt dabei einen 110 kDa Pro-

Aktivator in einen aktiven Plasminogenaktivator um, während Bradykinin (siehe B.2.3) die

Freisetzung von tPA aus intrazellulären Speichern im Endothel stimuliert (Lill et al., 1999).

Am Ende dieser Vorphase steht die Generierung eines Plasminogen-Aktivators, der intaktes

Plasminogen über die spezifische Spaltung der Peptidbindung Arg561-Val562 in Plasmin über-

führt. Die aktivierte Protease löst Blutgerinnsel auf, indem sie Fibrin zu löslichen Fibrinspalt-

produkten abbaut (Abbildung B 1).

Neben der Hauptfunktion, nämlich der Auflösung von Blutgerinnseln, ist Plasmin in eine

Vielzahl weiterer physiologischer Prozesse involviert, wie z.B. Embryonalentwicklung, Ge-

webeneumodellierung, Tumorinvasion, Entzündungsgeschehen, sowie Zelldifferenzierung

(Mülleritz, 1984; Selvarajan et al., 2001).
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B.2.3 Kallikrein-Kinin-System

Kininliberierung

Das Kallikrein-Kinin-System (Abbildung B 1) ist im Organismus für die kontrollierte Freiset-

zung der Kinine Bradykinin (BK) und Kallidin (KD) sowie deren Konvertierung und Inakti-

vierung verantwortlich. Kinine werden im Organismus aus den Plasmaproteinen hochmole-

kulares (HK) oder niedermolekulares Kininogen (LK) durch limitierte Proteolyse freigesetzt

und zwar durch die beiden Serin-Proteasen Plasma-Kallikrein (PK) und Gewebe-Kallikrein

(GK). Gewebe-Kallikrein setzt Kallidin frei, während Plasma-Kallikrein Bradykinin generiert

(Abbildung B 1); beiden Kallikreinen ist somit prinzipiell die Kinin-liberierende Wirkung

gemeinsam, ansonsten stellen sie aber biochemisch und funktionell grundverschiedene En-

zyme dar. 

Kinine und Kininrezeptoren

Kallidin kann durch Aminopeptidase(n) in Bradykinin überführt werden (Abbildung B 1).

Beide Kinine sind Agonisten der B2-Kininrezeptoren, sie können aber auch in vivo und in

vitro durch Carboxypeptidasen zu desArg9-BK bzw. des Arg10-KD konvertiert werden, die

spezifisch mit B1-Kininrezeptoren interagieren (Hall & Morton, 1997; Marceau, 1997). B2-

Rezeptoren werden in vielen (möglicherweise allen) Zellen konstitutiv exprimiert und ver-

mitteln die meisten der beschriebenen Kininwirkungen. Die Synthese der B1-Rezeptoren wird

dagegen als Antwort auf Entzündungsreaktionen induziert.

B1- und B2-Rezeptoren gehören zu den G-Protein gekoppelten Rezeptoren. Sie besitzen einen

extrazellulären Teil (extrazelluläre Schleifen), der für die spezifische Signalauslösung (Kinin-

bindung) verantwortlich ist, während der Transmembranteil (sieben transmembrane α-Heli-

ces) für die Weiterleitung des Stimulus zuständig ist. Intrazellulär löst die Aktivierung des

Rezeptors einen G-Protein-gekoppelten Prozess aus, durch den ein spezifisches Second-

Messenger Signal generiert wird, das anschließend zelluläre Effekte induziert.

Kinin-bedingte Effekte

Abhängig davon, in welchen Geweben und an welchen Zellen sie zur Wirkung kommen, lö-

sen Kinine über die Interaktionen mit ihren Rezeptoren die unterschiedlichsten Effekte aus

wie Schmerzempfindung, Dilatation von Venolen, Blutdruckabfall, Konstriktion von Kapil-

largefäßen in Herz und Lunge, Erhöhung der Gefäßpermeabilität, Kontraktion der glatten

Muskulatur der Atemwege, des Uterus sowie des Gastrointestinal- und Urogenitaltrakts, Stei
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gerung der Zellproliferation und Erhöhung der Spermienmobilität. Sie sind weiterhin auch an

der Steuerung des zellulären Glukose- und Chloridtransportes beteiligt und besitzen kardio-

protektive Wirkung (Bhoola et al., 1992; Linz et al., 1997).

Plasma-Prokallikrein

Gewebe-Prokallikrein

Plasma-Kallikrein Gewebe-Kallikrein

HK BK KD HK/LK

desArg9-BK desArg10-KD

Inaktive
Peptide

Inaktive
Peptide

B2-R
konstitutiv

B1-R
induzierbar

Kininasen Kininasen

CPasen

NPasen

Inhibitoren Inhibitoren

FXII

FXIIa

FXI

FXIa

Intrinsische
Blutgerinnungs-

kaskade
Pro-Urokinase

Urokinase

Plasminogen

Plasmin

Fibrin

Fibrinspaltprodukte

?

Abb. B 1 Stellung von Plasma-Kallikrein im Kontakt-System (grau), im Fibrinolyse-
System (hellgrau) und im Kallikrein-Kinin-System. FXII(a), FXI(a): Zymogenform bzw.
aktivierte Form der Blutgerinnungsfaktoren XII, XI; HK und LK, hochmolekulares und nie-
dermolekulares Kininogen; BK, Bradykinin; KD, Kallidin (Lys-Bradykinin); B1-R und B2-R,
B1- und B2-Kinin-Rezeptoren; CPasen, Carboxypeptidasen; NPasen, Aminopeptidasen.
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Inaktivierung der Kinine

Die zeitliche und räumliche Begrenzung der Wirksamkeit der Kinine und ihrer Derivate

desArg9-BK und desArg10-KD erfolgt durch proteolytische Inaktivierung durch ubiquitär vor-

handene Kininasen (Abbildung B 2).

Die Carboxypeptidasen M und N spalten das carboxyterminale Arginin der Kinine ab. Der

B2-Rezeptor erkennt diese C-terminal verkürzten Kinine nicht mehr, während der B1-Rezeptor

nur durch diese desArg-Kinine stimuliert wird.

Die neutrale Endopeptidase (NEP) und das Angiotensin-Converting-Enzym (ACE) spalten im

Bradykinin-Molekül die carboxyterminale Pro7-Phe8-Bindung, wodurch das Dipetid Phe8-

Arg9 freigesetzt wird. NEP erkennt zusätzlich die Spaltstelle zwischen Gly4 und Phe5.

Weitere Kinin-abbauende Enzyme sind die Aminopeptidase P (Spaltung der Arg1-Pro2-

Bindung) sowie die zwei Endopeptidasen Kininase A (Spaltung der Phe5-Ser6-Bindung) und

Kininase B (Spaltung zwischen Pro7 und Phe8).

Kinine und desArg9- bzw. desArg10-Kinine können daher nicht über längere Wegstrecken zu

Zielzellen transportiert werden, sondern üben ihren Einfluss unmittelbar auf Zellen am oder

nahe dem Ort ihrer Entstehung aus. Somit hängen die in vivo-Effekte einer Kininliberierung

ganz entscheidend davon ab, wo im Organismus die Freisetzung erfolgt und somit letztlich

davon, wo Plasma-Kallikrein und/oder Gewebe-Kallikrein verfügbar sind (Erdös & Skidgel,

1997).

Arg1-Pro2-Pro3-Gly4-Phe5-Ser6-Pro7-Phe8-Arg9

Aminopeptidase P Kininase A NEP Carboxypeptidase M

Carboxypeptidase NACEKininase B

Abb. B 2 Abbau von Bradykinin durch Kininasen.
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B.3 Pathophysiologische Bedeutung des Plasma Kallikreins

Eine Reihe krankhafter Zustände sind mit Symptomen verbunden, die auf eine erhöhte Akti-

vität von Plasma-Kallikrein und die dadurch bedingte überschießende Liberierung von Bra-

dykinin zurückzuführen sind (Colman & Wong, 1979). So setzt Plasma-Kallikrein, das als

Antwort auf Entzündungen oder Gewebeverletzungen aktiviert wird, Bradykinin frei, welches

eine Dilatation der Arteriolen und damit Blutdruckabfall sowie Plasmaextravasation verur-

sacht. Beim hereditären angioneurotischen Ödem besteht ein Mangel an funktionsfähigem

C1-Inhibitor, dem wichtigsten Hemmstoff für Plasma-Kallikrein (Reddigari et al., 1997). Die

akut auftretende Symptomatik mit Ödembildung vor allem im Gesichtsbereich erfolgt auf

Grund nicht ausreichend kontrollierter Aktivierung der Komplement- und Kallikrein-Kinin-

Systeme (Reddigari et al., 1997).

Bei der Hämodialyse (Tielemans et al., 1990; Verresen et al., 1990; Parnes & Shapiro, 1991)

und LDL-Apherese (Olbricht et al., 1992; Keller et al., 1993) treten gelegentlich anaphylak-

toide Reaktionen auf, offenbar wegen der Freisetzung von Bradykinin durch Plasma-

Kallikrein, das seinerseits an den negativ geladenen Oberflächen der Hämodialyse-Membra-

nen bzw. der LDL-adsorbierenden Materialien gebildet wird (siehe auch B.2.1).

B.4 Aufgabenstellung

Alle bisherigen Untersuchungen über die biologischen Funktionen von PPK bzw. PK und de-

ren physiologische Bedeutung gehen davon aus, dass dieses Enzym in der Leber synthetisiert

und anschließend in das Blut sezerniert wird. Dort erfüllt es seine diversen Aufgaben (siehe

B.2) als im Blutstrom zirkulierendes bzw. im Komplex mit HK an der Endothelzelloberfläche

assoziiertes Molekül.

Bis jetzt konnte Plasma Kallikrein keine Funktion außerhalb des Blutkreislaufes zugeschrie-

ben werden.

Demgegenüber beweisen aber die Arbeiten von Ciechanowicz et al. (1993) und Hermann et

al. (1996), dass PPK-mRNA auch in Geweben außerhalb der Leber transkribiert wird. Daraus

ist zu schließen, dass PPK-Protein dort ebenfalls gebildet wird und dass diesem extrahepati-

schen, gewebeständigen PPK spezielle lokale Funktionen zukommen. Weiterhin lässt diese

extrahepatische PPK-Synthese vermuten, dass das PPK-Gen gewebespezifisch und potentiell

auch entwicklungsspezifisch reguliert wird.
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Mit dem langfristigen Ziel, letztlich die physiologische und pathophysiologische Rolle des

extrahepatisch gebildeten PPK aufzuklären, sollte in dieser Arbeit mittels quantitativer PCR-

Technik untersucht werden, in welchen Zellen bzw. Geweben PPK-mRNA und die mRNAs

der übrigen Komponenten des Kontaktphasen-Systems (FXII, FXI, HK und LK) exprimiert

werden. Im zweiten Teil der Arbeit sollten die regulatorisch bedeutsamen Regionen des PPK-

Gens untersucht werden.

Im Einzelnen wurden folgende Fragestellungen untersucht:

1. In welchen humanen Geweben wird PPK-mRNA gebildet und wie hoch ist die PPK-

mRNA-Expression in diesen Geweben im Vergleich zur Leber?

2. In welchen Geweben werden die zur Aktivierung von PPK erforderlichen Komponenten

des Kontaktphasen-Systems gebildet?

3. Wird die Bildung von PPK-mRNA durch Entzündungsmediatoren beeinflusst?

4. Wie ist die Stabilität der PPK-mRNA im Vergleich zur mRNA des Haushaltsgens

GAPDH?

5. Wo liegen im PPK-Gen die Transkriptionsstartpunkte? Gibt es gewebespezifische

Unterschiede?

6. Welche Bereiche der Promotorregion des PPK-Gens sind an der Regulation der PPK-

mRNA-Expression beteiligt? Existieren alternative bzw. gewebespezifische Promoto-

ren?
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C MATERIAL UND METHODEN

C.1 Materialien

C.1.1 Geräte

ABI PRISM 7700 Sequence Detector PE Biosystems, Weiterstadt

Automatisches Sequenziergerät, Typ A 377 PE Biosystems, Weiterstadt

Brutschrank, Typ BE 30 Memmert, Schwabach

Elektroporationsapparat, Typ Gene Pulser Bio-Rad, München

ELISA-Reader, Typ MRX Dynex, Denkendorf

ELISA-Platten Inkubator Dynatech, England

Erntezentrifuge, Typ Sorvall RC3B DuPont, Dreieich

Flachbett-Gelektrophorese-Apparatur, Typ H4

H5 und H6 BRL, Neu-Isenburg

Gel-Dokumentations-System Pharmacia, Freiburg

Heizblock, Typ 2100 Liebisch, Bielefeld

Inkubationsschüttler, Typ ITE und TU Infors, Bottmingen (CH)

Kühlzentrifuge, Typ Zentrikon Hermle H 401

Mit Festwinkelrotoren A4.7, A6.9 und A8.24 Kontron, Eching

Kühlzentrifuge, Typ Centrifuge 5402 Eppendorf, Hamburg

Kryostat, Typ F10-VC/3 Julabo, Seelbach

Magnetrührer, Typ KMO IKA, Staufen

Mikrowellengerät, Typ R-6200 Sharp, Osaka, Japan

Multifunction Microplate Reader

Typ SPECTRAFluor Plus Tecan, Heidelberg

Neubauer-Zell-Zählkammer Plazotta, München 

PCR-Thermoblock, Typ Mastercycler gradient Eppendorf, Hamburg

PCR-Thermoblock, Typ N801-0150 Perkin Elmer, Langen

pH-Elektroden Ingold, Steinbach-Taunus

pH-Meter, Typ 114D WTW, Weilheim

Pipetboy acu Integra Biosciences, USA

Polaroid-Einrichtung, Typ Polaroid MP4

`Land Camera´ Polaroid, Bachofer Reutlingen
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Präzisionswaage, Typ A 120 S Sartorius, Göttingen

RNA/DNA Calculator, Typ GeneQuant Pharmacia, Freiburg

Spannungsquelle, Phero-stab. 500 Bachofer, Reutlingen

Spannungsquelle, Typ 5000/100 Bio-Rad, München

Spektralphotometer, Uvikon 930 Kontron, Eching

Sterilbank, Typ UVF6.18S BDK, Sonnenbühl

Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg

Tischautoklav, Typ RA 80 Zirbus, Osterode

Tischzentrifuge, Typ 5414 C Eppendorf, Hamburg

Umkehrmikroskop Olympus IX 50 Micro-Optik, München

Untertischzentrifuge, Typ Megafuge 1.0 Heraeus/Sepatech, München 

UV-Leuchtschirm 302 nm, Typ Chroma 43 Bachofer, Reutlingen

Varipetten, Gilson, Pipetman Abimed, Langenfeld

Vertikal-Elektrophoresesystem, Typ SE 650

und Mighty Small, Typ SE 245 Hoefer, Heidelberg

Wasserbad, Typ Exatherm U3 Julabo, Seelbach

Zellkulturbrutschrank B 5060 EC-CO2 Heraeus, Osterode

C.1.2 Substanzen und Materialien

Alle Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, in der Reinheitsstufe „z.A.“ von

den Firmen Baker, Deventer (NL); Fluka (CH); Merck, Darmstadt; Roth, Karlsruhe; Serva,

Heidelberg; Sigma, Deisenhofen (alle D) bezogen.

Wässrige Lösungen wurden mit Reinstwasser aus der Seral-Reinstwasseranlage der Fa.

Althäuser, Ransbach-Baumbach hergestellt. Für molekularbiologische Reaktionsansätze

wurde „Aqua ad injectabilia“ der Firma Braun, Melsungen benutzt.

Chemikalien

α-Amanitin Sigma, Deisenhofen

ABTS Roche, Mannheim

Acrylamid, 40% Appligene, Heidelberg

Actinomycin D Sigma, Deisenhofen

Agarose NuSieve (niedriger Schmelzpunkt) FMC, Biozym, Hameln

Agarose Seakem GTG FMC, Biozym, Hameln

Agarose Typ II Sigma, Deisenhofen
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Ammoniumperoxodisulfat Serva, Heidelberg

Ampicillin, Natriumsalz Biomol, Hamburg

Antikörper gegen Plasma-Kallikrein Laborbestand AG Prof. Dr. Fink

Bacto-Agar Difco, Augsburg

Bacto-Hefe-Extrakt Difco, Augsburg

Bacto-Trypton Difco, Augsburg

Bromphenolblau Bio-Rad, München

Core Reagent Kit PE Biosystems, Weiterstadt

CSPD Clontech, Heidelberg

Cycle Sequencing Kit, Dye Desoxyterminator PE Biosystems, Weiterstadt

5,6-Dichlorbenzimidazolribosid (DRB) Sigma, Deisenhofen

DNA-Längenstandards, Nr. V, VII und VIII Roche, Mannheim

DNA-Längenstandards 100 bp step ladder und

PhiX174 DNA/Hinf Marker Promega, Mannheim

dNTP-Mix Amersham Pharmacia, Freiburg

Ethidiumbromid Roche, Mannheim

Glycerin „ultrapure“ BRL, Neu-Isenburg

N,N,N´,N´-Tetramethylendiamin (TEMED) Serva, Heidelberg

Mineralöl, leicht Sigma, Deisenhofen

Mobius 1000 Plasmid Kit Novagen, USA

Peroxidase-konjugiertes-Kaninchen-anti-Ziege-IgG Dianova, Hamburg

Phorbol-12-myristiat-13-acetat Sigma, Deisenhofen

QIAEX II Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden

Qiagen Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden

Qiagen Plasmid Mini Kit Qiagen, Hilden

Silbernitrat (Proteicolor) Roth, Karlsruhe

TRI-Reagenz Sigma, Deisenhofen

Universal Master Mix PE Biosystems, Weiterstadt

Enzyme

Advantage Genomic Polymerase Clontech, Heidelberg

AmpliTaq Gold DNA-Polymerase PE Biosystems, Weiterstadt

Alkalische Phosphatase Clontech, Heidelberg

Avian Myeloblastosis Virus Reverse Transcriptase Invitrogen, Groningen, NL
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Calf Intestinal Phosphatase (CIP) Invitrogen, Groningen, NL

Goldstar DNA-Polymerase Eurogentec, Belgien

Murine Reverse Transcriptase Amersham Pharmacia, Freiburg

PanScript DNA-Polymerase PAN Biotech GmbH, Aidenbach

PfuTurbo DNA-Polymerase Stratagene, Amsterdam, NL

Restriktionsendonukleasen Typ II Roche, Mannheim, bzw. 

New England Biolabs, Schwalbach

RNase Roche, Mannheim

T4-DNA-Ligase Roche, Mannheim

T4-RNA-Ligase Invitrogen, Groningen, NL

ThermoZyme DNA-Polymerase Invitrogen, Groningen, NL

Tobacco Acid Pyrophosphatase (TAP) Invitrogen, Groningen, NL

Zellkultur

DMEM-Medium PAN Biotech GmbH, Aidenbach

DPBS PAN Biotech GmbH, Aidenbach

Fötales Kälberserum PAN Biotech GmbH, Aidenbach

FuGENE 6 Transfektions-Reagenz Roche, Mannheim

L-Glutamin PAN Biotech GmbH, Aidenbach

RPMI-Medium PAA, Linz, Österreich

Trypanblau Sigma, Deisenhofen

Trypsin PAN Biotech GmbH, Aidenbach

Weitere Materialien

12-bzw. 24-Kavitäten Zellkulturplatten Nunc, Wiesbaden

Filme, Polaroid Typ 667 Polaroid, Frankfurt

MicroAmp Optical PCR-Platten, 96 Kavitäten PE Biosystems, Weiterstadt

Mikrotiterplatten, 96 Kavitäten Nunc, Wiesbaden

Polystyrol-Petrischalen, d = 94 mm Greiner, Solingen

Röntgenfilme Kodak, Rochester, USA

Tiefgefrierröhrchen, 1,8 ml Nunc, Wiesbaden

Zellkulturflaschen, 75 cm2 bzw. 25 cm2 Sarstedt, Nümbrecht
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C.1.3 Escherichia coli Stämme

E. coli TOP10 (Invitrogen)

Genotyp: F-, mcrA, ∆(mrr-, hsdRMS-, mcrBC), Φ80lacZ∆M15, ∆lacX74, recA1, deoR,

araD139, ∆(ara-leu)7697, galU, galK, rpsL, (StrR), endA1, nupG

E. coli TG1 (Amersham Pharmacia)

Genotyp: ∆(lac-pro), supE, thi-, hsdD5/F#, trD36, proA+B+, lacIq, lacZ∆M15

E. coli HB101 (Laborbestand AG Fink)

Genotyp: thi-, hsdS20, (rB
-, mB

-), supE44, recA13, ara-14, leuB6, proA2, lacY1, rpsL20

C.1.4 Zelllinien

C.1.4.1 HepG2

Zelltyp: Humane Leberkarzinomzelllinie

Bezogen von: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Abt.

Menschliche und Tierische Zellkulturen

DSMZ Nr.: ACC 180

Herkunft: Tumorgewebe eines 15-jährigen Jungen aus Argentinien mit 

hepatozellulärem Karzinom

Zytogenetik: humaner hyperdiploider Karyotyp: 52(47-54)<2n>XY, +2, +14, +17,

+20, +2mar, t(1;21) (p22.2;p11-12), i(17q)/der(17)t(17;17)(p11;q11)

C.1.4.2 HEK 293

Zelltyp: Humane embryonale Nierenzelllinie

Bezogen von: European Collection of Cell Cultures

ECACC No.: 85120602

Herkunft: Emryonale Niere

Zytogenetik: 2n = 46
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C.1.5 Plasmid-Vektoren

C.1.5.1 pUC18 (2690 bp)

Bei pUC18 handelt es sich um einen Klonierungsvektor mit einer ausgedehnten multiplen

Klonierungsstelle, die zur Insertion von Fremd-DNA dient. Der Replikationsursprung des

Plasmids ermöglicht eine hohe Kopienzahl in E. coli, die relativ geringe Molmasse eine einfa-

che Isolierung und Handhabung. Als Selektionsmarker trägt das Plasmid das β-Lactamase-

Gen, welches die Ampicillin-Resistenz kodiert. Der Vektor wurde von der Firma Amersham

Pharmacia, Freiburg bezogen.

C.1.5.2 pCRII-TOPO (3950 bp)

Dieser Vektor von der Fa. Invitrogen, Groningen erlaubt die sogenannte TOPO-TA-Klonie-

rung, bei der direkt durch Taq-Polymerase amplifizierte PCR-Produkte in den Vektor ligiert

werden können. Taq-Polymerase besitzt eine matritzenunabhängige terminale Transferaseak-

tivität, wodurch einzelne Desoxyadenosin-Moleküle an die 3´-Enden der PCR-Amplifikate

angefügt werden. Der lineare Vektor dagegen besitzt überhängende Desoxythymidin-Mole-

küle, wodurch das Insert effizient mit dem Vektor ligieren kann.

Zusätzlich ist an die 3´-Phosphatreste des linearisierten Vektors das Enzym Topoisomerase I

gebunden. Die biologische Funktion dieses Enzyms besteht in der Aufwindung von dsDNA,

damit bestimmte DNA-Bereiche für entsprechende Faktoren (z.B. RNA-Polymerase II, Trans-

kriptionsfaktoren usw.) zugänglich werden. Dabei bindet Topoisomerase I an die Erken-

nungssequenz 5´-(C/T)CCTT-3´ von dsDNA und spaltet einen Strang am 3´-Ende der Con-

sensussequenz (Shuman, 1991).

Die Energie der gespaltenen Phosphodiester-Bindung wird durch die Bildung einer kovalen-

ten Bindung zwischen dem 3´-Phosphat des gespaltenen Stranges und der Aminosäure Tyro-

sin (Tyr-274) der Topoisomerase I gespeichert. Diese Phospho-Tyrosin-Bindung wird nach-

folgend von der 5´-OH Gruppe des PCR-Produktes in einem nukleophilen Angriff gespalten,

wobei das Enzym Topoisomerase I freigesetzt wird. Diese Funktion wird bei der TOPO-TA-

Klonierung eingesetzt (Shuman, 1994), wodurch sich sowohl die Zeitdauer der Ligationsre-

aktion stark verkürzt (5 min), als auch die Ligationseffizienz enorm steigert.

Der Vektor trägt als Selektionsmarker sowohl das Gen für β-Lactamase, welches die Ampi-

cillin-Resistenz bedingt, als auch das Gen für die Kanamycin-Resistenz. Er besitzt außerdem

den pUC-Replikationsursprung, wodurch ein hohe Kopienzahl in E. coli gewährleistet wird

(siehe Abb. 1).
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pCRII-TOPO
3950 bps

LacZα

MCS

f1-ORI

Kan res.

Amp res.

ColE1-ORI

5´-GAATTCGCCCTT....PCR....aAGGGCGAATTC-3´
3´-CTTAAGCGGGAa..Produkt..TTCCCGCTTAAG-5´

Abb. C 1 Plasmidkarte des TA-Klonierungsvektors pCRII-TOPO mit multipler Klo-
nierungsstelle (MCS). LacZ, LacZα-Genfragment; Kan res., Kanamycin-Resistenzgen;
Amp res., Ampicillin-Resistenzgen; f1-ORI, f1-Phagen Replikationsursprung; ColE1-ORI, E.
coli Plasmid Replikationsursprung; fett gekennzeichnete Basen stellen die überhängenden
Enden dar; kursiv hervorgehobene Basen kennzeichenen die Erkennungssequenz für das Re-
striktionsenzym EcoRI.

C.1.5.3 pSEAP2-Basic (4677 bp)

Der pSEAP2-Basic Vektor (Clontech, Heidelberg) erlaubt die Expression des Reporterpro-

teins sekretorische alkalische Phosphatase (SEAP). Dieser Vektor besitzt weder eukaryonti-

sche Promotor-Elemente noch Enhancer-Sequenzen. In die multiple Klonierungsstelle (MCS)

können putative Promotor-Fragmente stromaufwärts des SEAP-Gens inseriert werden. Poten-

tielle Enhancer-Elemente können entweder in die MCS oder auch in stromabwärts liegende

Restriktionsstellen kloniert werden. Auf die kodierende Sequenz des SEAP-Gens folgt das

späte Polyadenylierungssignal von SV40, wodurch eine korrekte und effiziente Prozessierung

des SEAP-Transkripts in eukaryontischen Zellen gewährleistet wird. Der Vektor enthält

außerdem einen f1-Ursprung für ssDNA-Produktion sowie einen pUC-Replikationsursprung

für eine effiziente Amplifikation in E. coli. Außerdem trägt er das Ampicillin-Resistenzgen

als Selektionsmarker.
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PPR/pSEAP2-Basic
4677 bps

MCS

SEAP

SV40-LPAS

pUC-ORI

Amp res.

f1-ORI
TB

5´-PPR-3´
Mlu I Nhe I

Abb. C 2 Plasmidkarte des Reportergenplasmids PPR/pSEAP2-Basic mit MluI und
NheI Restriktionsschnittstellen. PPR, putative Promotorregion; MCS, multiple Klonie-
rungsstelle; SEAP, Gen der sekretorischen alkalischen Phosphatase; SV40-LPAS, spätes
mRNA-Polyadenylierungssignal von SV40; Amp res., Ampicillin-Resistenzgen; TB,
Transkriptionsblocker; pUC-ORI, Plasmidreplikationsursprung in E. coli; f1-ORI, ssDNA-
Replikationsursprung.



C. MATERIAL UND METHODEN                                                                                                   20

C.1.5.4 pSEAP2-Control (5115 bp)

Der pSEAP2-Control Vektor besteht aus dem Plasmid pSEAP2-Basic mit einem SV40 Pro-

motor stromaufwärts des SEAP-Gens und einem SV40 Enhancer stromabwärts des SV40

Polyadenylierungssignals. Durch diese Promotor- und Enhancerelemente ist eine starke Ex-

pression der sekretorischen alkalischen Phosphatase gewährleistet. Dieser Vektor dient des-

halb sowohl für eine effektive Transfektion als auch für das Detektionssystem als Positivkon-

trolle, da dieses Vektorkonstrukt SEAP in den meisten eukaryontischen Zelltypen exprimiert.

pSEAP2-Control
5115 bps

MluI,15
NheI,21

SV40 EP

SV40 ORI

SEAP

SV40-LPAS

SV40 EH

pUC-ORI

Amp res.

f1-ORI
TB

MCS-A
MCS-B

Abb. C 3 Plasmidkarte des Reportergenplasmids pSEAP2-Control mit den multiplen
Klonierungsstellen A und B (MCS A und B). SV40 EP, SV40 Promotor; SV40 EH, SV40
Enhancer; SV40-ORI, SV40 Replikationsursprung; die restlichen Abkürzungen sind der
Vektorkarte von pSEAP2-Basic zu entnehmen.

C.1.6 Software zur Genomanalyse

Diverse Programme von NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

MatInspector V2.2 (http://genomatix.gsf.de/cgi-bin/matinspector/matinspector.pl)

WebGene (http://www.itba.mi.cnr.it/webgene)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://genomatix.gsf.de/cgi-bin/matinspector/matinspector.pl
http://www.itba.mi.cnr.it/webgene
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C.2 Methoden

C.2.1 Anzucht und Stammhaltung von Escherichia coli

Alle mikrobiologischen Methoden wurden, falls im Text nicht anders vermerkt, analog den

Anleitungen von Fritsch et al. (1989) durchgeführt.

Nährmedien wurden für die Dauer von 20 Minuten bei 121 °C unter einem Druck von

1,2 × 105 Pa autoklaviert. Hitzeinstabile Lösungen wurden durch Filtration (0,2 µm Poren-

größe) sterilisiert und den auf < 50 °C abgekühlten Lösungen bzw. Nährmedien nach dem

Autoklavieren zugesetzt. Für feste Nährmedien (Platten) wurden vor dem Autoklavieren

15 g/l Bacto-Agar zugesetzt.

Nährmedien

2 × YT-Medium: 16 g/l Bacto-Trypton (Casein-Pepton, tryptisch verdaut)

10 g/l Bacto-Hefeextrakt

5 g/l NaCl

LB-Medium: 10 g/l Bacto-Trypton (Casein-Pepton, tryptisch verdaut)

5 g/l Bacto-Hefeextrakt

10 g/l NaCl

SOC-Medium: 20 g/l Bacto-Trypton (Casein-Pepton, tryptisch verdaut)

10 g/l Bacto-Hefeextrakt

0,5 g/l NaCl

1,2 g/l MgSO4

0,95 g/l MgCl2

20 g/l D(+)-Glukose

Antibiotikum

Die Ampicillin-Stammlösung (200 mg/ml in 70 % Ethanol) wurde aliquotiert bei -20 °C auf-

bewahrt. Die Zugabe zu den Nährmedien erfolgte bei einer Temperatur < 50 °C, wobei die

Endkonzentration des Ampicillins 200 µg/ml betrug.
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Stammhaltung

Bakterienstämme in Form von Verdünnungsausstrichen wurden nach dem Bebrüten maximal

6 Wochen bei 4 °C (gegebenenfalls unter Antibiotika-Selektionsdruck) gelagert. Für eine

Langzeitkonservierung wurden ausgehend von Einzelkolonien Glycerinstammkulturen ange-

legt. Hierfür wurden 850 µl einer ÜN-Kultur (OD550nm = 6-10) mit 150 µl Glycerin versetzt

(Glycerin-Konzentration: 0,15 v/v), aliqoutiert und bei -80 °C aufbewahrt.

Anzucht

Zur Bakterienanzucht für Plasmidisolierungen wurden 6 ml (Minipräp) bzw. 100 ml (Midi-

präp) 2 × YT-Medium mit einer Einzelkolonie beimpft und ÜN bei 37 °C mit 220 Upm ge-

schüttelt. Die Bakterienernte erfolgte mittels Zentrifugation in 15 ml bzw. 50 ml Falcon-

Röhrchen.

C.2.2 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte im analytischen Maßstab unter Verwen-

dung des Plasmid Mini Kits der Fa. Qiagen. Für präparative Plasmid-Isolierungen wurde der

Plasmid Midi Kit (Qiagen) oder der Mobius 1000 Kit (Novagen, USA) verwendet.

Die Plasmid-DNA wurde durch alkalische Lyse der Zellen freigesetzt (Birnboim et al., 1979),

wobei Zellwandbestandteile sowie genomische DNA durch einen Zentrifugationsschritt sedi-

mentiert wurden. Die im Überstand enthaltene Plasmid-DNA wurde nun selektiv an ein Trä-

germaterial (Anionenaustauscher) gebunden und durch Waschen von Verunreinigungen

(RNA, Proteine, Metabolite und andere niedermolekulare Verunreinigungen) befreit. Die

Elution der Plasmid-DNA erfolgte unter Hochsalzbedingungen mit anschließender Präzipita-

tion durch Isopropanol. Das in der gefällten DNA enthaltene Salz wurde durch Waschen mit

70 %igem Ethanol entfernt. 

C.2.3 Reinigung, Konzentrierung und Konzentrationsbestimmung von DNA

Eine Extraktion und Reinigung von DNA aus enzymatischen Reaktionsansätzen (z.B. Re-

striktionsansatz) erfolgte durch Phenolextraktion. Dabei wurde die DNA-haltige Lösung mit

einem Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol-Gemisch (25:24:1) im Verhältnis 1:1 (v/v) ausge-

schüttelt. Nach Zentrifugation (14000 Upm; 5 min) wurde die wässrige, DNA-haltige Phase

abgenommen und durch Ethanolfällung konzentriert.
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Hierbei wurden die DNA-haltigen Lösungen mit 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat-Lösung

(pH 5,2) versetzt und gut gemischt. Durch Zugabe von 2,5 Volumen eiskaltem Ethanol (abs.)

wurde die DNA präzipitiert und durch Zentrifugation (14000 Upm; 30 min; 4 °C) sedimen-

tiert. Anschließend wurde mit 70 %igem Ethanol gewaschen und erneut wie oben beschrieben

sedimentiert.

Die Konzentrationsbestimmung DNA-haltiger Lösungen erfolgte photometrisch, wobei

A260nm = 1 einer Konzentration von 50 µg/ml doppelsträngiger, bzw. 33 µg/ml einzelsträngi-

ger DNA entspricht. Bei einem Quotienten von A260nm/A280nm = 1,8 – 2,0 kann von einer pro-

teinfreien DNA-Lösung ausgegangen werden. 

C.2.4 Agarosegel-Elektrophorese

Sowohl für analytische als auch für präparative Zwecke wurde die DNA in Agarosegelen

(0,5-3,0 %, abhängig von der Fragmentgröße) in einer Horizontalgelapparatur elektrophore-

tisch aufgetrennt. Hierzu wurde die Agarose in 1 × TAE-Puffer (40 mM Tris, 20 mM Natri-

umacetat, 2 mM EDTA, mit Eisessig auf pH 8,3 eingestellt) suspendiert und durch Kochen in

der Mikrowelle gelöst. 

Zur Visualisierung der Nukleinsäuren im UV-Licht wurde der Agarose-Lösung 1 µg/ml Ethi-

diumbromid zugesetzt. Die benutzten Gelvolumina betrugen je nach Probenvolumen und Pro-

benzahl 50 ml, 100 ml bzw. 150 ml. Vor dem Auftrag wurden die Proben mit 1/6 Volumen

6 × Farbmarker (30 % (v/v) Glycerin, 0,25 % (w/v) Bromphenolblau, 0,25 % (w/v) Xylency-

anol FF, 0,25 % (w/v) Orange G) versetzt. Die elektrophoretische Auftrennung der Nuklein-

säuren erfolgte bei einer Feldstärke von 5-7 V/cm über eine Dauer von 1-3 Stunden. Die auf-

getrennten DNA-Fragmente wurden unter UV-Licht (302 nm) betrachtet und photographisch

dokumentiert. 

C.2.5 DNA-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Analyse von niedermolekularen PCR-Produkten wurden die Nukleinsäuren in einer verti-

kalen Polyacrylamid-Elektrophorese in 14,5 % Polyacrylamid-Gelen (1,5 mm × 150 mm ×

140 mm) aufgetrennt.
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Reagenzien

Acrylamid/Bisacrylamid-Lösung 40 %: Fertiglösung 37,5 : 1

5 × TBE-Puffer: 54 g/l Tris, 27,5 g/l Borsäure,10 mM EDTA, pH 8,0 

10 % APS: 100 g/l Ammoniumperoxodisulfat

TEMED-Lösung (gebrauchsfertig)

Sammelgel (3 %; 0,5 % TBE)

Acrylamid/Bisacrylamid-Lösung 40 %: 0,4 ml

5 × TBE-Puffer: 0,5 ml

H2O: 4,0 ml

10 % APS: 0,04 ml

TEMED: 0,004 ml

Gesamtvolumen: 4,944 ml

Trenngel (14,5 %; 0,5 % TBE)

Acrylamid/Bisacrylamid-Lösung 40 %: 10,8 ml

5 × TBE-Puffer: 3,0 ml

H2O: 16,0 ml

10 % APS: 0,20 ml

TEMED: 0,02 ml

Gesamtvolumen: 30,02 ml

Probenvorbereitung und Elektrophorese

6 × DNA-Probenpuffer: 2,5 g/l Bromphenolblau, 2,5 g/l Xylencyanol, 30 % (v/v) Glyce-

rin

0,5 × TBE-Laufpuffer: 5,4 g/l Tris, 2,75 g/l Borsäure, 1 mM EDTA

DNA-Größenstandards: 100 bp DNA-Ladder (Promega), Konzentration 0,13 µg/µl

ΦX174 DNA/Hinf I-Marker (Promega), Konzentration 1,0 µg/µl
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Die Nukleinsäureproben wurden jeweils mit 1/6 Volumen DNA-Probenpuffer gemischt und

danach auf das Gel aufgetragen. Für die Größenbestimmung der DNA wurden 650 ng DNA-

Größenstandard pro Spur verwendet.

Die Elektrophorese erfolgte bei Raumtemperatur zuerst bei 300 V bis die Proben ins Sammel-

gel eingewandert waren, danach wurde die Spannung auf 400 V erhöht und die Proben 1,5 h

im elektrischen Feld aufgetrennt.

Silberfärbung der DNA

Um maximale Detektionssensitivität zu erreichen, wurden Nukleinsäuren in Polyacrylamid-

gelen mittels Silberfärbung nachgewiesen.

Schritt Reagenzien Zeit

(min)

1. Fixieren

2. Versilbern

3. Waschen

4. Entwicklung

5. Stoppen

100 ml Essigsäure

300 ml Ethanol, vergällt

ad 1000 ml mit H2Odest

0,1 g Silbernitrat

ad 100 ml mit H2Odest

mehrmals mit H2Odest

3,5 g NaOH-Plätzchen ad 300 ml mit H2Odest

1,0 ml 37 % Formaldehyd-Lösung

30 mg Natriumborhydrid, wird erst unmittelbar vor der

Verwendung zugegeben

50 ml Essigsäure

ad 1000 ml mit H2Odest

3-5

30

kurz

10-30

10

Tab. C 1 Silberfärbung von Polyacrylamidgelen
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C.2.6 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Nach Auftrennung der DNA im Agarosegel wurde die zu isolierende DNA-Bande unter UV-

Licht mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten und unter Verwendung des QIAEX II Gel-

Extraktions-Kits (Fa. Qiagen) gemäß den Herstellerangaben isoliert.

C.2.7 DNA-Sequenzanalyse

Die Sequenzbestimmung der DNA erfolgte nach der Kettenabbruchmethode (Sanger et al.,

1977). Die Cycle-Sequencing-Reaktion wurde mit Hilfe des PE Biosystems-Sequenzier-Kits

in Gegenwart von 500 ng Template-DNA und 20 pmol Sequenzieroligonukleotid in einem

PCR-Thermoblock (94 °C, 15 sec; 50 °C, 30 sec; 60 °C, 2 min; 30 Zyklen) durchgeführt.

Die Sequenzanalyse wurde an einem ABI Sequenziergerät 373A durch die Firma MediGeno-

mix, Martinsried ausgeführt.

C.2.8 Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen wurde DNA entsprechend den jeweiligen Herstel-

lerprotokollen spezifisch geschnitten. Für analytische Zwecke (2 µg DNA) betrug die Inkuba-

tionszeit 1-2 Stunden, für präparative Spaltungsansätze (5-20 µg DNA) 4-16 Stunden. Die

Vollständigkeit der DNA-Spaltung wurde durch eine Agarosegel-Elektrophorese überprüft.

C.2.9 Ligierung von DNA-Fragmenten durch T4-DNA-Ligase

Im Allgemeinen wurden in einem Ligationsansatz (10 µl) 100 ng (20-50 fmol) linearisierte

Plasmid-DNA mit einem 20-50fachen molaren Überschuss an Fragment-DNA, zusammen mit

2 U T4-DNA-Ligase und 1/10 Volumen des vom Hersteller mitgelieferten 10fach Puffers

16 Stunden bei 16 °C inkubiert. 

C.2.10 Transformation von E. coli

Die Transformation von E. coli erfolgte mittels Elektroporation (Dower et al., 1988). Zur Her-

stellung elektrokompetenter Zellen wurden 500 ml 2 × YT-Medium mit einer Einzelkolonie

des gewünschten Bakterienstammes angeimpft und bis zu einer OD550nm = 0,8 bei 37 °C kul-

tiviert. Anschließend wurden die Zellen auf Eis abgekühlt und in sterilen Zentrifugenbechern

sedimentiert (5000 × g, 10 min). Das Zellsediment wurde zweimal mit sterilem, eiskaltem

Wasser gewaschen, danach im gleichem Volumen 10 %iger Glycerinlösung resuspendiert und
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in 50 µl-Portionen aliquotiert. Die so hergestellten elektrokompetenten Zellen wurden bis zu

ihrer Verwendung bei -80 °C gelagert.

Zur Durchführung der Transformation wurden 2 µl des Ligierungsansatzes (siehe C.2.9) bzw.

0,5 ng salzfreie Plasmid-DNA mit 50 µl Suspension der elektrokompetenten Zellen vermischt

und in vorgekühlte Elektroporationsküvetten (Spaltbreite 2 mm, Fa. Eurogentec) überführt.

Die Elektroporation erfolgte gemäß den Angaben der Fa. Bio-Rad mit dem Gene Pulser

(Spannung: 2,5 kV, Kondensatorkapazität: 25 µF, Parallelwiderstand: 200 Ω). Nach dem

Strompuls wurden die Transformationsansätze sofort in 1 ml SOC-Medium resuspendiert und

bei 37 °C und 150 Upm für 60 min inkubiert. Anschließend wurden 50-900 µl dieser Zellsus-

pension auf Selektivmedium-Platten ausplattiert und über Nacht bei 37 °C inkubiert. 

C.2.11 PCR-Amplifikation von DNA 

Die Durchführung der PCR-Reaktionen (Saiki et al., 1988) erfolgte mit unterschiedlichen

DNA-Polymerasen (siehe C.1.2) gemäß den Herstellerangaben. Ein typischer PCR-Ansatz

(50 µl) enthielt < 1,0 ng DNA-Matrize, je 200 nM der beiden Oligonukleotid-Primer,

1,25 mM dNTP-Mix (dATP, dCTP, dGTP und dTTP), 2,5 mM MgCl2, 1 U DNA-Polymerase

und 5 µl 10 × PCR-Reaktionspuffer. Das gewählte Themperaturprofil wurde jeweils optimiert

und ist bei den einzelnen Anwendungen detailliert beschrieben. Die hergestellten PCR-Ampli-

fikationsprodukte wurden vor einer weiteren Verwendung (z.B. Ligation) über eine präpara-

tive Agarosegel-Elektrophorese (siehe C.2.6) gereinigt.

C.2.12 RNA ligase-mediated rapid amplification of 5´-cDNA ends (RLM-RACE)

C.2.12.1 Verwendete Oligonukleotide

RNA-Adapteroligo: 5´-CGACUGGAGCACGAGGACACUGACAUGGACUGAA

     GGAGUAGAAA-3´

5´-Adapterprimer: 5´-CGACTGGAGCACGAGGACACTGA-3´

5´-Nested-Adapterprimer: 5´-GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA-3´

PPK-r-139 (Exon 2): 5´-TAGCAAACAAGGAAATGAAATA-3´

PPK-r-124-e-NheI (Exon 2): 5´-GCTAGCTGAAATAAGTTGCTTGCTTGAATAAA-3´
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C.2.12.2 Prinzip und Durchführung

Die RLM-RACE-Technik basiert auf einem weiterentwickelten RACE-Protokoll, wobei die

eingesetzte RNA vor der cDNA-Synthese so vorbehandelt wird (Abbildung C 4), dass bei der

RACE-Reaktion nur RNA-Moleküle mit einer Cap-Struktur erfasst werden. Grundsätzlich

enthält ein RNA-Pool nach der Isolation aus Geweben zum einen Transkripte mit vollständi-

gem 5´-Ende und intakter Cap-Struktur, zum anderen eine Population verkürzter Transkripte,

die durch RNA-Abbaureaktionen entstanden sind. 

Für die Bestimmung des Transkriptionstarts sind nur solche RNA-Transkripte von Interesse,

die eine intakte 5´-Cap-Struktur (7-Methylguanosintriphosphat) besitzen. Damit selektiv nur

diese erfasst werden, wird die RNA zunächst mit Phosphatase (calf intestinal phosphatase =

CIP) behandelt, um die 5´-Phosphatreste der verkürzten Transkripte abzuspalten; demzufolge

kann das RNA-Adapteroligonukleotid nicht mehr an die verkürzten RNA-Moleküle ligiert

werden. Im nächsten Schritt wird nun die dephosphorylierte RNA mit Pyrophosphatase

(tobacco acid pyrophoshatase = TAP) inkubiert, wodurch die 5´-Cap-Struktur abgespalten

wird. Somit weisen nur jene Transkripte, die ursprünglich eine Cap-Struktur trugen, eine freie

5´-Phosphatgruppe auf, an die in einer nachfolgenden T4-RNA-Ligationsreaktion ein RNA-

Adapteroligonukleotid angefügt wird. Durch dieses RNA-Oligonukleotid wird eine Bindungs-

stelle für den Vorwärts-Primer der PCR in das Molekül eingeführt.

Nach reverser Transkription liegt nun eine cDNA-Population vor, die ausschließlich von

mRNA-Molekülen mit Cap-Struktur abstammt, und zusätzlich an ihrem 5´-Ende eine Bin-

dungsstelle für einen Adapterprimer trägt; somit ist es möglich, eine PCR-Reaktion mit nur

einem genspezifischen Primer (Rückwärts-Primer) durchzuführen, da alle cDNA-Moleküle

die Bindungsstelle für den Adapterprimer (Vorwärts-Primer) besitzen.

Die RLM-RACE-Reaktion wurde mit jeweils 250 ng mRNA verschiedener Gewebe der Fa.

Clontech (Leber, Pankreas, Niere und Testis) gemäß den Angaben des Herstellers durchge-

führt. 

In die nachfolgenden PCR-Reaktionen wurden jeweils 1 µl des Reaktionsgemisches oder 1 µl

einer 1:10 Verdünnung eingesetzt. Um die Spezifität der DNA-Amplifikation zu erhöhen,

wurden grundsätzlich zwei PCR-Reaktionen (erste PCR und nested PCR) zur Transkriptions-

startdetektion durchgeführt.
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AAAAAAAAA

AAAAAAAAA

    mRNA   m7G-p-p-p

Verkürzte mRNA              PO4

Nicht-mRNA                     PO4

CIP

CIP

I Abspaltung der 5´-Phosphatgruppen mit CIP

AAAAAAAAA

AAAAAAAAAVerkürzte mRNA

Nicht-mRNA

TAP

II Abspaltung der 5´-Cap-Struktur mit TAP

    mRNA   m7G-p-p-p

AAAAAAAAA

III Ligation des RNA-Oligonukleotids
(nur bei Transkripten, die eine Cap-Struktur besitzen)

PO4OH

T4-RNA-Ligase

RNA-Oligo

AAAAAAAAA

IV Reverse Transkription

RNA-Oligo

cDNA-Synthese

AAAAAAAAA

V Amplifikation des Transkriptionsstarts mittels nested PCR

GSP 1
GSP 2

LSP 2
LSP 1 TS

Random Hexamer-Priming

Abb. C 4 RLM-RACE-Prinzip. m7G-p-p-p, 7-Methylguanosintriphosphat (5´-Cap-Struk-
tur); CIP, calf intestinal phosphatase; TAP, tobacco acid pyrophosphatase; TS, Transkrip-
tionsstart; LSP, linkerspezifischer Primer; GSP, genspezifischer Primer.
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C.2.12.3 PCR-Ansatz

5 × ThermoZyme Puffer: 10 µl

dNTP´s (jeweils 10 mM):   1 µl

5´-Adapter-Primer (10 µM):   1 µl

PPK-r-139 (10 µM):   1 µl

H2O: 35 µl

ThermoZyme-DNA-Polymerase:   1 µl

cDNA-Template:   1 µl

Gesamtvolumen: 50 µl

Die Amplifikation erfolgte in 45 Zyklen mit folgendem Temperaturprofil:

Anfangsdenaturierung: 95 °C; 2 min

Denaturierung: 95 °C; 15 sec

Annealing: 56 °C; 30 sec

Elongation: 72 °C; 90 sec

Auffüllreaktion: 72 °C; 10 min

Die zweite (nested) PCR erfolgte mit dem 5´-Nested-Adapteroligonukleotid und dem genspe-

zifischen PPK-r-124-e-NheI-Primer, wobei als Template 1 µl einer 1:10 Verdünnung aus der

ersten PCR eingesetzt wurde. Das Amplifikationsprogramm entsprach dem aus der ersten

PCR, jedoch mit einer Annealing-Temperatur von 64 °C und einer Zyklenzahl von 35.

Danach erfolgte die Analyse der Proben durch eine Agarosegel-Elektrophorese. Nach Klonie-

rung der PCR-Produkte in den Vektor pCRII-TOPO wurde der Transkriptionsstart mittels

DNA-Sequenzierung analysiert.
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C.2.13 Genome Walker Verfahren

C.2.13.1 Verwendete Oligonukleotide

Adapter Primer 1 (AP1): 5´-GTAATACGACTCACTATAGGGC-3´

Adapter Primer 2 (AP2): 5´-ACTATAGGGCACGCGTGGT-3´

PPK-r-82 (Exon 1): 5´-AATTGCTTCTTGGAGGTGAGT-3´

PPK-r-44-e-NheI (Exon 1): 5´-GCTAGCTGAACGGTCTTCAAGCTGTTCT-3´

C.2.13.2 Beschreibung und Durchführung

Die Genome Walker Technik (Clontech, Heidelberg) ermöglicht, ausgehend von einer be-

kannten DNA-Sequenz, ein rasches „Wandern“ stromauf- bzw. stromabwärts auf dem Chro-

mosom (Chromosome Walking), um in noch unbekannte Sequenzbereiche (z.B. Promo-

torelemente) vorzustoßen (Siebert et al., 1995). Bei diesem Verfahren werden vier genomi-

sche DNA-Bibliotheken (EcoRV, DraI, PvuII, SspI) eingesetzt, die durch Restriktionsverdau

von hochreiner genomischer DNA mit unterschiedlichen Restriktionsenzymen (6-Basenerken-

nungssequenz, nicht überhängende Enden) erhalten wurden. Nach dem Verdau werden spezi-

fische Oligonukleotide (Genome Walker Adapter) an die 5´- bzw. 3´-Enden der DNA-Frag-

mente ligiert. Somit kann ein spezielles genomisches DNA-Fragment, dessen Sequenz zum

größten Teil unbekannt ist, mit einem genspezifischen und einem dem Genome Walker

Adapter komplementären Oligonukleotid in einer PCR-Reaktion amplifiziert werden. 

Um eine höhere Spezifität zu erreichen, wurden in der Regel zwei PCR-Amplifikationsrunden

(erste PCR und nested PCR) zur Vervielfältigung des putativen Promotorabschnittes des

PPK-Gens durchgeführt. 

PCR-Ansatz

H2O: 37,8 µl

10 × Tth-Reaktionspuffer: 5,0 µl

dNTPs (jedes 10 mM): 1,0 µl

MgAc (25 mM): 2,2 µl

Adapter Primer (10 µM): 1,0 µl

PPK-Primer (10 µM): 1,0 µl 

PCR-Polymerase Mix (50 ×): 1,0 µl

DNA-Bibliothek (5 ng): 1,0 µl

Gesamtvolumen: 50 µl
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Bei der ersten PCR wurden der äußere Adapter Primer (AP1) und das PPK-spezifische Oli-

gonukleotid PPK-r-82 verwendet. Die Ampkifikation erfolgte in 45 Zyklen mit folgendem

Temperaturprofil: Anfangsdenaturierung 1 min bei 94 °C, Denaturierung 15 sec bei 94 °C,

Annealing 30 sec bei 52 °C, Elongation 3 min bei 68 °C gefolgt von einer dreiminütigen Auf-

füllreaktion bei 68 °C. Die zweite PCR erfolgte mit dem Nested Adapter Primer (AP2) und

dem PPK-r-44-e-NheI-Oligonukleotid unter Verwendung von 1 µl Template aus der ersten

PCR. Das Thermoprofil entsprach dem der ersten PCR, mit der Ausnahme, dass in der zwei-

ten PCR die Annealing-Temperatur 62 °C betrug und nur mit 30 Zyklen amplifiziert wurde. 

Nach der zweiten PCR wurden die Proben mit Hilfe einer Agrosegel-Elektrophorese analy-

siert und anschließend zur Sequenzierung in den pCRII-TOPO-Vektor einkloniert. Die Se-

quenzierreaktion wurde mittels vektorspezifischer Oligonukleotide durchgeführt.

C.2.14 Herstellung von Reportergenplasmiden

Nachdem durch die Sequenzierung der klonierten DNA-Fragmente aus der Genome Walker

Reaktion sichergestellt war, dass es sich hierbei um 5´-PPK-Genfragmente handelte, wurde

das längste DNA-Segment in den pSEAP2-Basic Vektor einkloniert. Hierzu wurde der Vektor

mit den Restriktionsenzymen MluI und NheI geschnitten und danach präparativ mittels einer

Agarose-Gelelektrophorese gereinigt (siehe C.2.6).

In analoger Weise wurden die 5´-PPK-Fragmente mit den o.g. Restriktionsendonukleasen aus

dem pCRII-TOPO-Vektor ausgeschnitten und über ein Agarosegel gereinigt. Danach wurden

die putativen PPK-Promotorfragmente in den pSEAP2-Basic Vektor ligiert (siehe C.2.9).

Anschließend wurden kompetente E. coli Zellen (TG 1) mittels Elektroporation mit den Re-

portergenplasmiden transformiert und auf ampicillinhaltigen Nähragarplatten selektioniert.

Nachdem durch Restriktionsanalyse der Plasmide sichergestellt worden war, dass alle Kon-

strukte die korrekte Größe besaßen, wurde von diesen Klonen eine Plasmid-Präparation in

großem Maßstab (Maxi-Präp., Mobius 1000 Kit; siehe C.2.2) durchgeführt. Nach der photo-

metrischen DNA-Konzentrationsbestimmung wurden die Plasmide bis zur Transfektion von

eukaryontischen Zellen bei -20 °C aufbewahrt.
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C.2.15 Transfektion von HepG2- und HEK 293-Zellen

Alle Transfektionen wurden mit dem FuGENE 6 Transfektionsreagenz (Fa. Roche, Mann-

heim) durchgeführt. FuGENE 6 ist ein lipidbasierendes Multikomponenten-Transfektions-

reagenz, das zuerst die Fremd-DNA komplexiert und diese anschließend während der Trans-

fektion durch die Zellmembran in das Cytoplasma transportiert.

C.2.15.1 Durchführung der Transfektion mit Reportergenplasmiden

Die Transfektion der HepG2- bzw. HEK-293 Zellen wurde in Mikrotestplatten mit 12 Kavi-

täten durchgeführt, wobei zunächst die Zellen aus einer konfluent bewachsenen 75 cm2 Kul-

turflasche geerntet und in einem Verhältnis von 1:4 mit Medium verdünnt wurden. Danach

wurden die Zellen in die 12 Kavitäten einer Mikrotestplatte in einem Gesamtvolumen von je-

weils 2 ml RPMI- bzw. DMEM-Medium mit FKS ausgesät. Nach der Kultivierung über

Nacht bei 37 °C unter 5% CO2-Begasung hatten die Zellen 50-70 % Konfluenz erreicht und

konnten nun mit den pSEAP2-Vektorkonstrukten transfiziert werden. 

Die maximale Transfektionseffizienz wurde in Vorversuchen mit verschiedenen Verhältnis-

sen von Transfektionsreagenz zu DNA-Menge ermittelt.

FuGENE 6/DNA FKS-freies Medium FuGENE 6 DNA

3:2 100 µl 3 µl 2 µg

3:1 100 µl 3 µl 1 µg

3:0,5 100 µl 6 µl 1 µg

Tab. C 2 Transfektionsansätze

Die Transfektionsansätze wurden entsprechend Tabelle C 2 in Eppendorf-Reaktionsgefäßen

hergestellt und bei Raumtemperatur 15 min inkubiert. Danach wurde der Transfektions-

Ansatz tropfenweise den einzelnen Kavitäten, die vorher mit 900 µl RPMI- bzw. DMEM-

Medium + FKS befüllt worden waren, zugegeben (Endvolumen 1 ml pro Kavität).

Die erste Messung des Reporterproteins SEAP wurde 24 h nach Beginn der Transfektion

durchgeführt und nach 48 h wiederholt.
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C.2.16 Detektion und Quantifizierung des Reporterproteins SEAP

Das SEAP-Reporter System mit den Vektoren pSEAP2-Basic und pSEAP2-Control stellt ein

ausgereiftes und sehr sensitives System für die Analyse von eukaryontischen Promotoren und

Enhancern dar. Das Reportermolekül SEAP ist eine verkürzte Form der sekretorischen alkali-

schen Phosphatase aus menschlicher Plazenta (Berger et al., 1988). Das Chemolumineszenz-

Substrat CSPD ermöglicht die Detektion von SEAP mit einer unteren Nachweisgrenze von

100 fg; somit ist das System 10fach sensitiver als der Photinus pyralis Luciferase-Assay. Die

Nachweisreaktion für SEAP verläuft über einen weiten Bereich der Enzymaktivität (1-104)

linear, wodurch vergleichende Analysen verschiedener Promotorstärken ermöglicht werden.

Das SEAP-Reportergen codiert eine verkürzte Form des Plazentaenzyms, dem die Membran-

ankerdomäne fehlt; dadurch wird eine effiziente Sekretion aus den transfizierten Zellen er-

möglicht. Es konnte gezeigt werden, dass SEAP-Aktivitätsunterschiede, die im Kulturmedium

transfizierter Zellen gemessen wurden, direkt proportional zu den Unterschieden der intrazel-

lulären SEAP-mRNA bzw. des SEAP-Proteins sind (Berger et al., 1988; Cullen & Malim,

1992). Das SEAP-Protein ist extrem hitzestabil und resistent gegenüber dem Phosphatase-In-

hibitor L-Homoarginin (Cullen & Malim, 1992). Dadurch kann endogene alkalische Phos-

phatase durch eine Inkubation bei 65 °C und durch Komplexbildung mit L-Homoarginin in-

aktiviert werden. 

C.2.16.1 SEAP-Bestimmung

Die Bestimmung der SEAP-Aktivität wurde in Mikrotiterplatten mit 96 Kavitäten durchge-

führt. In jede Kavität wurden 15 µl Zellkulturüberstände von HepG2- bzw. HEK 293-Zellen

eingesetzt. Anschließend wurden in jede Kavität 45 µl Assay-Puffer zugegeben und 30 min

bei 65 °C inkubiert (Inaktivierung der endogenen alkalischen Phosphatase). Nach Abkühlung

auf RT wurden in alle Kavitäten zuerst 45 µl Substratpuffer und danach 45 µl CSPD-Substrat

pipettiert. Nach einer 10-minütigen Inkubation mit dem CSPD-Substrat wurde ein Röntgen-

film auf die Mikrotiterplatte gelegt, und 15 bzw. 45 min exponiert. Alternativ wurde die

SEAP-Aktivität mit Hilfe eines Luminometers quantifiziert.

Zusätzlich zu den pSEAP-PPK-Promotor-Konstrukten wurden Negativkontrollen (Zellen

transfiziert mit pSEAP2-Basic ohne Insert) und Positivkontrollen (Zellen transfiziert mit

pSEAP2-Control) durchgeführt. Weitere Kontrollen stellten Medium von nicht-transfizierten

Zellen sowie Medium mit exogen zugefügter sekretorischer alkalischer Phosphatase dar. Alle

Transfektions- bzw. Detektionsansätze wurden sechsfach durchgeführt.
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C.2.17 Erzeugung von PPK-Promotorverkürzungsvarianten

Um essentielle Promotorelemente zu bestimmen, wurden, ausgehend von einem 1729 bp

Fragment, insgesamt neun verschiedene PPK-Promotorverkürzungsvarianten (PVV) herge-

stellt. Zur Generierung der PVV wurde derselbe Rückwärtsprimer (PPK-r-44-e-NheI) benutzt,

die Vorwärts-Primer waren so ausgewählt, dass am 5´-Ende sukzessive verkürzte Produkte

erhalten wurden. Alle Vorwärts-Primer besitzen an ihrem 5´-Ende eine MluI-Schnittstelle

(Tab. C 3). Als Template wurde das P-1729/pSEAP2-Basic-Konstrukt eingesetzt und die PCR

wurde in gleicher Weise wie in C.2.12.3 beschrieben durchgeführt. Die PCR-Produkte wur-

den in den pCRII-TOPO-Vektor kloniert und anschließend mit vektorspezifischen Primern

sequenziert. Nach Sequenzüberprüfung erfolgte die Umklonierung in das Reportergenplasmid

pSEAP2-Basic wie bereits unter C.2.14 beschrieben wurde.

Variante Vorwärts-Primer Rückwärts-Primer

PVV-1 5´-ACGCGTCTAGTCTGCTGCTGAAGCTGTT-3´ PPK-r-44-e-NheI

PVV-2 5´-ACGCGTTCTTAAGGCAATTATTTTTAGC-3´ PPK-r-44-e-NheI

PVV-3 5´-ACGCGTAGTGTGGCCTTGCACTGAAGTA-3´ PPK-r-44-e-NheI

PVV-5 5´-ACGCGTGCTAACGTGGAGGCTAGATAGA-3´ PPK-r-44-e-NheI

PVV-6 5´-ACGCGTGTGGTGAAGTTAGGTTCTATCT-3´ PPK-r-44-e-NheI

PVV-7 5´-ACGCGTGGGATGAGCGCTAGAAACTCCT-3´ PPK-r-44-e-NheI

PVV-8 5´-ACGCGTGACATCACTCCCTGAAATAGTT-3´ PPK-r-44-e-NheI

PVV-9 5´-ACGCGTGATGTTCATGGAATATGTTGAC-3´ PPK-r-44-e-NheI

PVV-10 5´-ACGCGTAATATTGCCTGCAGTGCCACAT-3´ PPK-r-44-e-NheI

Tab. C 3 Oligonukleotide zur Generierung der PPK-Promotorverkürzungsvarianten
(PVV). Alle Vorwärts-Primer besitzen an ihrem 5´-Ende einen MluI-Linker; für die Erzeu-
gung aller Varianten wurde als Rückwärts-Primer das Oligonukleotid PPK-r-44-e-NheI (siehe
C.2.13.1) eingesetzt.
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C.2.18 Amplifikation des Intron-1-Bereichs

C.2.18.1 Oligonukleotide

P-I1-of-878: 5´-GTTGGCAGAAACCCAAAG-3´

P-I1-if-Mlu-929: 5´-ACGCGTGTGCCACATTAGAACAGC-3´

P-I1-or-1776: 5´-CCCGAAGCTGTATGTTCA-3´

P-I1-ir-Nhe-1682: 5´-GCTAGCCACTTACCACAGGAAACT-3´

C.2.18.2 Durchführung

Mit dem Ziel, den Intron-1-Bereich des PPK-Gens auf seine Promotoraktivität zu untersu-

chen, wurde dieser Sequenzbereich zunächst mittels nested PCR aus humaner genomischer

DNA von zwei verschiedenen Individuen amplifiziert.

1. PCR-Ansatz 2. PCR-Ansatz

H2O: 35,5 µl H2O: 35,5 µl

5 × Thermozyme Puffer: 10,0 µl 5 × Thermozyme Puffer: 10,0 µl

dNTPs (jedes 10 mM):   0,5 µl dNTPs (jedes 10 mM):   0,5 µl

P-I1-of-878 (10 µM):   1,0 µl P-I1-if-Mlu 929 (10 µM):   1,0 µl

P-I1-or-1776 (10 µM):   1,0 µl P-I1-ir-Nhe-1682 (10 µM):   1,0 µl

ThermoZyme (1 U/µl):   1,0 µl ThermoZyme (1 U/µl):   1,0 µl

genomische DNA (100 ng):   1,0 µl 1/10-Verdünnung aus 1. PCR: 1,0 µl

Gesamtvolumen: 50,0 µl Gesamtvolumen: 50,0 µl

Das Thermoprofil für die erste PCR war 2 min Anfangsdenaturierung, 35 Zyklen mit 15 sec

Denaturierung bei 95 °C, 30 sec Annealing bei 50 °C und 90 sec Elongation bei 72 °C. Ab-

schließend erfogte eine zehnminütige Auffüllreaktion bei 72 °C. In die zweite (nested) PCR

wurde als Template 1 µl einer 1/10-Verdünnung aus der ersten PCR eingesetzt. Das Thermo-

Cycler Programm entsprach dem der ersten PCR, allerdings mit einer Annealing-Temperatur

von 54 °C und nur 30 Zyklen.

Die PCR-Produkte wurden anschließend in den pCRII-TOPO-Vektor kloniert und mit vektor-

spezifischen Primern sequenziert. Nach Überprüfung der Sequenz wurden die PCR-

Fragmente in den pSEAP2-Basic Vektor umkloniert (siehe C.2.14).
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C.2.19 Quantitative PCR mittels der TaqMan-Technologie

C.2.19.1 Prinzip

Beim TaqMan-Verfahren wird die bei den einzelnen PCR-Zyklen entstandene Produktmenge

mittels eines Fluoreszenz-Detektionssystem bestimmt, wodurch die Menge des ursprünglich

eingesetzten Templates quantifiziert werden kann. 

Der PCR-Ansatz enthält zusätzlich zu den Primern eine Oligonukleotid-Sonde, die sich spezi-

fisch an eine Zielsequenz zwischen den Primern anlagert. Die Sonde trägt am 5´-Ende einen

Reporterfarbstoff (FAM oder VIC) und am 3´-Ende den Quencherfarbstoff TAMRA. Solange

die Oligonukleotidsonde intakt ist, wird die Fluoreszenzenergie des Reporterfarbstoffes auf

den Quencher übertragen (Fluorescence Resonance Energy Transfer = FRET), wodurch eine

Fluoreszenzemission unterdrückt wird.

Während der Elongationsphase eines jeden PCR-Zyklus spaltet die Taq-Polymerase aufgrund

ihrer 5´→ 3´-Exonuklease-Aktivität (Holland et al., 1991) die Sondenmoleküle. Dadurch wird

die Quenchung des Reporterfarbstoffes aufgehoben, so dass seine Fluoreszenz detektiert wer-

den kann (Abb. C 5). Während jeder PCR-Runde werden weitere Sondenmoleküle gespalten.

Die gemessene Zunahme der Fluoreszenz ist während der exponentiellen Phase der PCR-

Reaktion direkt proportional zur Menge des entstandenen Amplifikats, welche wiederum pro-

portional zur eingesetzten Template-Menge ist. 

Zur Quantifizierung der Template-Konzentration in einer Probe wird die Zykluszahl be-

stimmt, bei der das Fluoreszenzsignal einen festgelegten Schwellenwert überschreitet (CT-

Wert, threshold cycle). Dieser Schwellenwert ist definiert als das Zehnfache der Standardab-

weichung der Fluoreszenzsignale in den Zyklen 3-15. Der CT-Wert ist umso niedriger, je hö-

her die Template-Konzentration in der Probe ist. Werden die CT-Werte der Verdünnungsreihe

eines Template-Standards linear gegen den Logarithmus der Template-Konzentrationen auf-

getragen, so erhält man eine Eichgerade (siehe auch C.2.19.5), anhand der die Template-

Konzentration in einer unbekannten Probe ermittelt werden kann (Heid et al., 1996).
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Abb. C 5 TaqMan Prinzip. f, Vorwärts-Primer; r, Rückwärts-Primer; R, Reporterfarbstoff;
Q, Quencherfarbstoff.

C.2.19.2 cDNA aus humanen Geweben

Um die relative Expression der mRNAs von Plasmapräkallikrein, Faktor XI, Faktor XII,

hochmolekularem und niedermolekularem Kininogen sowie von GAPDH in verschiedenen

humanen Geweben zu untersuchen, wurden die Multiple Tissue cDNA Panels I und II der Fa.
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Clontech, Heidelberg verwendet. Das Panel I enthält die cDNAs von Gehirn, Herz, Niere,

Leber, Lunge, Pankreas, Plazenta und Skelettmuskel, das Panel II die von Colon, Ovar, peri-

pheren Leukozyten, Prostata, Dünndarm, Milz, Testis und Thymus.

Die cDNA-Präparationen sind aus poly(A)+-mRNAs hergestellt, die aus menschlichen Gewe-

bepools (von bis zu 25 Individuen) stammen. Jede einzelne cDNA-Präparation wurde vom

Hersteller auf eine etwaige Kontamination durch genomische DNA mittels eines PCR-

Verfahrens untersucht. Die cDNA-Präparationen sind innerhalb des Panels auf die mRNA-

Expressionslevel von vier verschiedenen Haushaltsgenen normalisiert. Zusätzlich sind die

Panels untereinander kalibriert, um einen Vergleich zwischen den einzelnen Panels zu er-

möglichen. Jede cDNA-Lösung hatte eine Konzentration von ~ 0,2 ng/µl.

C.2.19.3 Herstellung eines cDNA-Standards aus Leber-mRNA

Die Kalibrierungs-cDNA für die Standardkurven wurde aus 30 µg Leber Gesamt-RNA (Invi-

trogen, Groningen, NL) hergestellt, wobei der First Strand cDNA Synthesis Kit (Amersham

Pharmacia, Freiburg) verwendet wurde (siehe C.2.20.3). Die cDNA-Stammlösung wurde so

eingestellt, dass 1 µl der Lösung genau 300 ng ursprünglich eingesetzter RNA entsprach. Die

Abwesenheit von genomischer DNA in der Standard-cDNA Präparation wurde mittels PCR-

Reaktion mit nachfolgender Analyse des Reaktionsgemisches durch eine PAGE und anschlie-

ßender Silberfärbung überprüft. Aliquotierte Proben der cDNA-Stammlösung wurden bei

-80 °C aufbewahrt. Die Standard-Verdünnungsreihe wurde für jeden Quantifizierungsversuch

neu erstellt.

C.2.19.4 PCR-Effizienz und TaqMan-Standardkurve

Die PCR-Reaktion ist eine exponentiell verlaufende Reaktion, bei der im Falle einer

100 %igen Effizienz der Reaktion eine Verdopplung der Reaktionsprodukte aus dem voran-

gegangenen Zyklus erfolgt.

Sie kann daher mathematisch wie folgt beschrieben werden:

(1) nEXY )1(0 +=

Y: Menge des Amplifikats

X0: Kopienzahl zu Beginn der PCR

E: Effizienz der Reaktion

n: Anzahl der PCR-Zyklen
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Zur Erstellung einer Standardkurve für die Ermittlung der PCR-Effizienz wird Gleichung (1)

logarithmiert:

(2) )1log(loglog 0 EnXY ++=

Beim TaqMan-Verfahren gilt:

(3) TC
T EXX )1(0 +=

XT: Kopienzahl am Threshold (konstant)

X0: Kopienzahl am Anfang (variabel)

CT: Threshold Zyklus (abhängig von X0)

Logarithmierung der Gleichung (3) und Auflösung nach CT ergibt:

(4) )1log(loglog 0 ECXX TT ++= 0log
)1log(

1
)1log(

log
X

EE
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T +
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+

=
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Wird CT gegen 0log X  aufgetragen, so erhält man eine Gerade, mit der Steigung 
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Abb. C 6 TaqMan-Standardkurven bei unterschiedlicher PCR-Effizienz.
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Die Steigung der Geraden beschreibt die Effizienz der PCR-Reaktion.

(6) )1log(/1 Es +−= 110 /1 −= − sE

Die Effizienz der PCR hängt von mehreren Parametern ab, wie z.B. Reinheit der Probe, Ba-

senzusammensetzung des Amplikons und Länge des Amplifikats. Sie ist umso höher, je kür-

zer das zu bildende Amplifikat ist; dies wurde beim Design der TaqMan-Amplikons berück-

sichtigt.

C.2.19.5 Relative Quantifizierung und Relative Standardkurve

Die Bestimmung der cDNA-Konzentration der einzelnen Gentranskripte erfolgte in Bezug auf

die cDNA-Konzentration des jeweiligen Transkriptes in einer Standard-cDNA aus Leber; dies

wird als relative Quantifizierung bezeichnet. Mengenangaben wurden auf die bei der cDNA-

Synthese eingesetzte RNA-Menge bezogen (siehe C.2.19.3). 

Für die Erstellung einer Standardkurve wurden, ausgehend von einer cDNA-Menge, die

300 ng RNA entsprach, fünf 1:5 Verdünnungen (60,0 ng, 12,0 ng, 2,4 ng, 0,48 ng und

0,096 ng RNA) hergestellt. Die für die sechs Standardlösungen ermittelten CT-Werte wurden

gegen den Logarithmus der Standardkonzentrationen aufgetragen. Anschließend wurde die

Standardkurve durch lineare Regression berechnet.

Aus den gemessenen CT-Werten der unbekannten Proben wurden anhand der Geradenglei-

chung die dazugehörigen RNA-Mengen berechnet. Um die so erhaltenen Werte auf das Haus-

haltsgen (GAPDH) zu normieren, wurde jeweils der Quotient aus ng RNA (untersuchtes Gen)

und ng RNA (GAPDH) gebildet. Diese dimensionslosen Zahlen geben an, wieviele cDNA-

Kopien der analysierten Transkripte pro GAPDH-cDNA-Molekül in der Probe vorhanden

sind. Die auf den endogenen Standard GAPDH normierten Werte ermöglichen es, die mRNA-

Expression eines Gens in unterschiedlichen Geweben sowie die mRNA-Expression unter-

schiedlicher Gene im selben Gewebe zu vergleichen. Voraussetzung dafür ist, dass GAPDH-

mRNA in allen Geweben annähernd im selben Umfang gebildet wird, und die reverse Trans-

kription aller mRNAs mit gleicher Effizienz verläuft.

Für den Vergleich der untersuchten Gentranskripte (PPK, FXI, FXII, LK und HK) in den ver-

schiedenen Geweben wurde jeweils die Expression in Leber als 100 % definiert.
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C.2.19.6 TaqMan Primer und Sonden

Für die Konstruktion der Primer und Sonden wurde die Software Primer Express (PE

Biosystems, Weiterstadt) oder Primer Designer (Scientific and Educational Software,

Durham, NC, USA) verwendet. Für GAPDH wurden dieselben Sequenzen von Primer und

Sonde wie im Kontrollreagenzien-Kit der Fa. PE Biosystems (P/N 402869) verwendet. 

Grundsätzlich wurden die Primer- und Sondensequenzen so gewählt, dass sie entweder auf

Exon/Exon-Übergängen und/oder in verschiedenen Exons lagen. Diese Vorkehrungen sollten

eine Detektion von genomischer DNA ausschließen, die als Verunreinigung in den cDNA-

Präparationen vorhanden sein könnte.

Der 3´-Quencherfarbstoff war bei allen verwendeten Sonden TAMRA (6-Carboxy-

tetramethylrhodamin), der 5´-Reporterfarbstoff war bei GAPDH VIC und bei allen anderen

Sonden FAM (6-Carboxyfluorescein).

Die Primer und Sonden wurden von den Firmen MWG-Biotech, Ebersberg oder PE

Biosystems, Weiterstadt synthetisiert. Die Sonden waren an ihrem 3´-Ende durch eine

Phosphat- bzw. Amidgruppe blockiert, um eine Elongation durch die Taq-Polymerase zu ver-

hindern.

Primer- und Sondensequenzen für die Transkriptquantifizierung von Plasma-Prokallikrein,

Faktor XI, Faktor XII, Hoch- und Niedermolekulares Kininogen und GAPDH sind in Tabelle

C 4 angegeben.

Plasma-Prokallikrein

Bezeichnung Sequenz 5´ → 3´ Position im Gen

PPK-f-1190 GGAGCTCTGGTTACTCTTTGAGATTG Exon 10

PPK-r-1348 ACAGGTGCCTCTGAGCTGTCA Exon 11

PPK-sf-1229 ACAACTCTGTCTGCACAACAAAAACAAGCACAC Exon 10-11

Faktor XI

Bezeichnung Sequenz 5´ → 3´ Position im Gen

FXI-f-869 TCTGGTTTCAGTCTACAA Exon 8

FXI-r-970 AACAATATCCAGTTCTTCT Exon 9

FXI-sf-898 CAGCATCCCAGTGTTCTG Exon 8-9
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Faktor XII

Bezeichnung Sequenz 5´ → 3´ Position im Gen

FXII-f-166 CAGCTGTACCACAAATGTA Exon 3

FXII-r-294 GCAGTGGTCTTTCACTTT Exon 5-4

FXII-sr-274 TGGGCTCCAAACAGTATCCC Exon 4

HK und LK

Bezeichnung Sequenz 5´ → 3´ Position im Gen

Kg-f-185 CACTGGGAATGATCTCAC Exon 9-10

Kg-sf-228 ACCTTTCCGATCATCACGAATA Exon 10a

HKg-r-353 CTACGAGTATGCCCTTGT Exon 10b

LKg-r-297 GTACTCGCAGGACCTTAG Exon 11

GAPDH

Bezeichnung Sequenz 5´ → 3´ Position im Gen

GAPDH-f-66 GAAGGTGAAGTCGGAGTCA Exon 2

GAPDH-r-291 GAAGATGGTGATGGGATTTC Exon 4

GAPDH-sr-262 CAAGCTTCCCGTTCTCAGCC Exon 4

Tab. C 4 Primer-und Sondensequenzen für die TaqMan-Amplikons. Unterstrichene
Basen bezeichnen Exon/Exon-Übergänge; f, Vorwärts-Primer; r, Rückwärts-Primer; sf und sr,
Sonden.

C.2.19.7 TaqMan PCR-Bedingungen

Die PCR-Stammlösungen bestanden aus 12,5 µl TaqMan Universal MasterMix (Nr. 4304447,

PE Biosystems), Wasser und den entsprechenden Lösungen von Primern und Sonde, so dass

sich ein Gesamtvolumen von 24 µl ergab. Der Universal MasterMix besteht aus 10 mM Tris

(pH 8,3), 50 mM KCl, 5 mM MgCl2, AmpliTaq Gold DNA-Polymerase, AmpErase Uracil-N-

glycosylase (= UNG), 2,5 mM dNTPs mit dUTP, passive Referenz 1 sowie aus optimierten

Pufferbestandteilen.

1 µl des Leber cDNA-Standards, bzw. die zu quantifizierende cDNA-Probe (~ 0,2 ng) bzw.

Wasser (Negativkontrolle) und 24 µl PCR-Stammlösung wurden in die Kavitäten einer

MicroAmp Optical 96-well Platte (Nr. 403012, PE Biosystems) pipettiert.
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Die optimierten Endkonzentrationen für Primer und Sonden sind in Tabelle C 5 zusammen-

gestellt.

Gentranskript Primerkonzentration (nM) Sondenkonzentration (nM)

Plasma-Prokallikrein 200 150

Faktor XI 900 200

Faktor XII 200 150

HK 900 250

LK 900 250

GAPDH 200 150

Tab. C 5 Primer- und Sondenkonzentrationen in den TaqMan-PCRs. Für Vorwärts-
und Rückwärts Primer wurden jeweils äquimolare Mengen eingesetzt.

In der TaqMan-PCR wurde folgendes Themperaturprofil für alle untersuchten Transkripte an-

gewendet.

PCR-Schritt Zeit (sec) Temperatur (°C) Zyklen

 Spaltung mit UNG 120 50 -

 Anfangsdenaturierung 600 95 -

 Denaturierung 15 95

 Annealing u. Elongation 60 60
45

Tab. C 6 Themperaturprofil für die TaqMan-PCR. Amperase Uracil-N-Glycosylase
(UNG) dient zum Abbau potentieller verschleppter uracilhaltiger DNA-Kontaminationen;
Annealing und Elongation finden bei derselben Temperatur statt.

C.2.20 Bestimmung der Stabilität von PPK- und GAPDH-mRNA

Die Stabilität der mRNAs von PPK und GAPDH in Gegenwart der mechanistisch unter-

schiedlich wirkenden Transkriptionsinhibitoren α-Amanitin, Actinomycin D sowie 5,6-

Dichloro-1-ß-D-ribofuranosylbenzimidazol (DRB) wurde in HepG2-Zellen untersucht. α-

Amanitin bindet an die große Untereinheit der RNA-Polymerase II (Kedinger et al., 1970;

Lindell et al., 1970), wodurch die weitere Inkorporation von Ribonukleotiden in die entste-

hende RNA blockiert wird. Actinomycin D interkaliert in dsDNA und unterbindet dadurch die

Progression der RNA-Polymerase II (Perry et al., 1970; Sobell, 1985). DRB inhibiert CDK7

und CDK9/PITALRE (Yankulov et al., 1995), wodurch die Phosphorylierung der C-

terminalen Domäne der RNA-Polymerase II stark reduziert wird (Dubois et al., 1994). 
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C.2.20.1 Zellkulturexperimente

HepG2-Zellen aus einer 75 cm2 Zellkulturflasche wurden in einer 1:4 Verdünnung auf die 12

Kavitäten einer Mikrotestplatte verteilt und bis zur Konfluenz in RPMI-Medium mit FKS

kultiviert. Danach wurde das Medium abgenommen und 2 ml RPMI-Medium mit FKS und

den entsprechenden Verdünnungen der Transkriptionsinhibitoren zugegegeben (siehe Tabelle

C 6). Nach Inkubationszeiten von 2 h, 5 h, 8 h und 24 h wurden die Zellen durch Zugabe von

0,5 ml TRI-Reagenz lysiert und die Gesamt-RNA isoliert (siehe C.2.20.2).

TK-Inhibitor Inhibitor-Konzentration (µg/ml)

α-Amanitin 0 5,0 10,0 20,0

Actinomycin D 0 2,5 5,0 10,0

DRB 0 12,5 25,0 50,0

Tab. C 7 Eingesetzte Konzentrationen der verschiedenen Transkriptionsinhibitoren.

C.2.20.2 RNA-Isolierung aus HepG2-Zellen

Die Extraktion der RNA erfolgte in Anlehnung an die Methode von Chomczynski und Sacchi

(1987).

Zur Isolierung von Gesamt-RNA wurden die Zellen einer konfluent bewachsenen Kavität ei-

ner Mikrotestplatte geerntet, in 0,5 ml TRI-Reagenz (Sigma, Deisenhofen) aufgenommen und

kräftig durchmischt. Nach fünfminütiger Inkubation bei Raumtemperatur und anschließender

Zugabe von 0,1 ml Chloroform wurde der Ansatz 15 sec geschüttelt (Vortex-Mischer) und für

15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte die Phasentrennung mittels Zentrifu-

gation (12000 g; 15 min; 4 °C). Die obere Phase, die die RNA enthält, wurde vorsichtig abge-

nommen - um zu vermeiden, dass DNA aus der Interphase mitisoliert wird - und in ein neues

Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. Danach wurde die RNA durch Zugabe von 0,5 ml Iso-

propanol gefällt, und das Reaktionsgemisch nach 15-minütiger Inkubation bei Raumtempe-

ratur zentrifugiert (12000 g; 15 min; 4 °C). Das erhaltene Sediment wurde mit 1 ml 70 %igem

Ethanol gewaschen, kurz luftgetrocknet, und in 20 µl DEPC-H2O gelöst. Die RNA-Konzen-

tration wurde photometrisch bei OD260nm bestimmt, wobei zur RNA-Qualitätskontrolle zu-

sätzlich das Verhältnis OD260nm/OD280nm ermittelt wurde. Diese RNA-Präparationen wurden

entweder sofort in die cDNA-Synthese eingesetzt, oder bis zur weiteren Verwendung bei

-80 °C gelagert.
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C.2.20.3 Reverse Transkription

Die reverse Transkription erfolgte mit Hilfe des cDNA-Synthese Kits von Amersham

Pharmacia, Freiburg gemäß den Herstellerangaben. Da ein Vergleich unterschiedlicher

Primingmethoden (Genspezifisches Priming, Oligo-dT-Priming und Random-Hexamer

Priming) bei Hexamer-Priming die höchste Effizienz ergeben hatte, wurde ausschließlich die-

ses Verfahren eingesetzt. 

C.2.20.4 Bestimmung von mRNA-Halbwertszeiten mittels quantitativer RT-PCR

Zur Quantifizierung der PPK- und GAPDH-mRNA wurden die relativen Kopienzahlen in den

verschiedenen cDNA-Präparationen mittels des TaqMan-Verfahrens (siehe C.2.19) bestimmt.

Es wurde jeweils 1 µl cDNA-Lösung eingesetzt. Zur Ermittlung der Halbwertszeit wurde die

relative Kopienzahl gegen die Inkubationszeit mit dem entsprechenden Transkriptionsinhibi-

tor aufgetragen und die Halbwertszeit aus der Kurve entnommen.

C.2.21 Zellstimulation von HepG2-Zellen mit Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)

und Lipopolysacchariden (LPS)

In diesen Experimenten wurde untersucht, ob die Expression von PPK-mRNA durch PMA

oder LPS stimuliert werden kann.

Durch Tumorpromotoren wie Phorbolester kann Proteinkinase C aktiviert werden. Proteinki-

nase C bindet insbesondere den Tumorpromotor Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) mit

hoher Affinität und wird durch diese Bindung aktiviert. Die Aktivierung ist andauernd, weil

dieser Phorbolester, im Gegensatz zum natürlichen Liganden Diacylglycerin, deutlich lang-

samer abgebaut wird. Diese spezifische Aktivierbarkeit der Proteinkinase C durch Phorbol-

ester ermöglicht es, die Beteiligung des Enzyms an Signalübertragungswegen nachzuweisen.

Deshalb kann durch die externe Zugabe von PMA in zellulären Modellsystemen überprüft

werden, welche biologischen Antworten eines Signalübertragungsweges unter Beteiligung

und Kontrolle von Proteinkinase C ablaufen.

Lipopolysaccharide (LPS) stellen den Hauptteil der Zellwand gram-negativer Bakterien dar.

Sie werden häufig als Induktoren einer Entzündung eingesetzt, um die Synthese und Sekretion

von Wachstumsfaktoren wie z.B. Interleukine in in vivo Versuchen (z.B. Zellkultur) zu indu-

zieren, die wiederum an Genregulationsprozessen beteiligt sind. Dadurch wird durch LPS-

Stimulation die Synthese von sog. Akutphasen-Proteinen (C-reaktives Protein, Serumamy-

loide, Fibrinogen sowie verschiedene Protease-Inhibitoren) induziert.



C. MATERIAL UND METHODEN                                                                                                   47

C.2.21.1 Durchführung der Zellstimulationsversuche

HepG2-Zellen aus einer konfluent bewachsenen 75 cm2 Zellkulturflasche wurden in einer

Verdünnung von 1:4 in die 24 Kavitäten einer Mikrotestplatte verteilt, und bis zur Konfluenz

in RPMI-Medium mit FKS kultiviert. Danach wurde das Medium gewechselt, und die Zellen

mit RPMI-Medium ohne FKS für 24 h weiterkultiviert. Anschließend wurde das Medium

wiederum abgenommen und mit unterschiedlichen Konzentrationen (siehe Tabelle C 8) von

PMA bzw. LPS in RPMI-Medium ohne FKS über die Zeiträume 1 h, 2 h, 3 h, 4 h, 5 h, 6 h,

24 h und 48 h stimuliert.

Stimulans Stimulations-Konzentrationen

PMA 10 nM 50 nM 100 nM 150 nM 200 nM

LPS 10 ng/ml 50 ng/ml 100 ng/ml 250 ng/ml 500 ng/ml

Tab. C 8 PMA- und LPS-Konzentrationen in HepG2-Stimulationsversuchen.

Die HepG2-Zellen wurden nach den jeweiligen Stimulierungszeiträumen mit 0,5 ml TRI-

Reagenz lysiert. Die anschließende Gesamt-RNA-Präparation sowie die cDNA-Synthese er-

folgte nach dem selben Prinzip, wie es in C.2.20.2 und C.2.20.3 beschrieben ist.
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D ERGEBNISSE

D.1 Quantitative RT-PCR (TaqMan-Analyse)

D.1.1 Validierung der Methode

Um die Detektion von genomischer DNA, die unter Umständen in den untersuchten cDNA-

Präparationen als Kontamination vorhanden war, in den TaqMan-Assays auszuschließen,

wurden folgende Vorkehrungen getroffen.

Die Primer und Sonden der TaqMan-Amplikons von PPK, FXI, FXII, HK und LK wurden so

konstruiert, dass entweder die Sonde oder einer der beiden Primer auf einem Exon/Exon-

Übergang lag (siehe C.2.19.6). Dadurch wurde ausgeschlossen, dass dieses Oligonukleotid an

genomische DNA binden konnte. Zusätzlich wurden die Primer in unterschiedlichen Exons

des jeweiligen Gens plaziert, so dass die Intron enthaltende genomische DNA weniger effi-

zient amplifiziert würde. Um sicherzustellen, dass alle Amplikons die erwartete Größe hatten,

wurde der TaqMan-Reaktionsansatz nach dem Ende der quantitativen PCR-Reaktion mittels

PAGE (Silberfärbung) analysiert (Abbildung D 1).
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Abb. D 1 PAGE-Analyse des PPK-TaqMan-Amplikons nach 45 PCR-Zyklen. 1-6, Le-
ber cDNA-Standard (1:5 Verdünnungen, entsprechend 300 – 0,96 ng RNA); M, 100 bp Mar-
ker; 7, Gehirn-cDNA; 8, Herz-cDNA; 9, Nieren-cDNA; 10, Leber-cDNA; 11, Lungen-cDNA;
12, Pankreas-cDNA; 13, Plazenta-cDNA; 14, Skelettmuskel-cDNA; P1, P1-Marker; das PPK-
Amplikon zeigt die erwartete Länge von 159 bp; ein Amplikon von 313 bp (159 bp aus Exon
9 + Intron 10) ist nicht sichtbar; dies belegt die Abwesenheit von genomischer DNA.
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In analoger Weise wurden die TaqMan-Amplifikationsprodukte von FXI, FXII, LK, HK und

GAPDH auf ihre korrekte Größe überprüft.
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Abb. D 2 PAGE-Analyse der TaqMan-Amplikons GAPDH, FXII, FXI, LK und HK
nach 45 PCR-Zyklen. An der linken Seite ist jeweils der 100 bp Marker (M) aufgetragen;
alle Amplikons zeigen die korrekte Größe (GAPDH: 226 bp; FXII: 129 bp; FXI: 102 bp; LK:
113 bp; HK: 169 bp); es sind keine Amplikons aus genomischer DNA vorhanden.
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D.1.2 Effizienzen der TaqMan-PCRs

Anhand der Steigungen der Standardkurven wurde die Amplifikationseffizienz der TaqMan-

PCRs bestimmt (siehe C.2.19.4). Die PCR-Effizienz war bei PPK und GAPDH am höchsten

(0,986 bzw. 0,917), aber auch die anderen Amplikons wurden mit einer Effizienz von über 0,5

gebildet, was eine Voraussetzung für die Durchführung von sensitiven TaqMan-Assays ist

(Tabelle D 1). 

Gentranskript Geradensteigung PCR-Effizienz

PPK -3,3560 0,986

FXI -4,1786 0,735

FXII -3,6960 0,865

HK -4,1127 0,751

LK -4,4714 0,674

GAPDH -3,5395 0,917

Tab. D 1 PCR-Effizienzen der TaqMan-Amplikons. Die Steigungen der Eichgeraden
wurden mittels linearer Regression ermittelt und die PCR-Effizienzen anhand der Gleichung

110 /1 −= − sE  berechnet (siehe C.2.19.4).

D.1.3 Relative Quantifizierung der Transkripte von PPK, HK, LK, FXI und FXII

in humanen Geweben

Für die vergleichende Charakterisierung der Gentranskripte von PPK, FXI, FXII, HK und LK

wurde die relative Quantifizierungsmethode angewandt (siehe C.2.19.5).

Bei jedem Quantifizierungsexperiment wurden Standardkurven (jeweils fünf serielle 1:5-Ver-

dünnungen von Leber-cDNA) für das Haushaltsgen GAPDH und für die anderen untersuchten

Gentranskripte erstellt. 

Die folgende Abbildung zeigt exemplarisch die Standardkurven von PPK und GAPDH in ei-

nem TaqMan-Experiment.
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Abb. D 3 TaqMan-Standardkurven für die cDNAs von PPK und GAPDH. Ordinate,
CT-Wert; Abszisse, log ng RNA. Die Standard-cDNA wurde aus Leber-RNA hergestellt. Auf
der x-Achse ist angegeben, wieviel ng Leber-RNA der eingesetzten cDNA-Menge entspricht.
Die Eichgeraden wurden mittels linearer Regression ermittelt. PPK, Rauten mit durchgezoge-
ner Linie; GAPDH, gefüllte Kreise mit gestrichelter Linie.

Die Transkriptionsrate der fünf Gene wurde relativ zu der des Haushaltsgens GAPDH in 16

humanen Geweben ermittelt. Hierzu wurde mittels TaqMan-PCR der cDNA-Gehalt des je-

weiligen Zieltranskriptes sowie der von GAPDH in den cDNA-Präparationen der Gewebe be-

stimmt. Als Standard für die Erstellung von Eichgeraden diente eine cDNA-Präparation, die

aus einer definierten Menge von Gesamt-RNA aus Leber gewonnen worden war.

Um die erhaltenen Werte auf das Haushaltsgen GAPDH zu normieren, wurde jeweils der

Quotient aus den Ergebnissen für das Ziel-Gen und GAPDH berechnet (siehe C.2.19.5). Diese

Werte geben somit an, wieviele Kopien des Ziel-Transkripts pro GAPDH-cDNA-Molekül in

der Probe enthalten sind.

Unter der Annahme, dass das Haushaltsgen GAPDH in allen untersuchten Geweben etwa

gleich stark transkribiert wird, und die Effizienz der reversen Transkription für alle mRNAs

gleich war, konnten nun Vergleiche der mRNA-Expression der untersuchten Gene in ver-

schiedenen Geweben angestellt werden.

Tabelle D 2 gibt eine Übersicht über die relative mRNA-Expression von PPK, HK, LK, FXI

und FXII.
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In der folgenden Abbildung sind die Ergebnisse von Tabelle D 2 für das PPK-Transkript gra-

phisch dargestellt.

Abb. D 4 Relative Expression von PPK-mRNA in humanen Geweben. Es wurden
cDNAs aus 16 menschlichen Geweben untersucht. Die PPK-mRNA Expression in Leber
wurde als 100 % definiert.

Die höchste Expression von PPK-mRNA wurde in Lebergewebe gefunden. Außer in der Le-

ber wird das PPK-Gen auch in anderen Geweben signifikant transkribiert (Abbildung D 4;

Tabelle D 2). Allen voran in Pankreas (68 %), gefolgt von Nierengewebe (25 %) und Testis

(9,5 %). Auch in den übrigen 12 humanen Gewebe-cDNAs ist das PPK-Transkript detektier-

bar, wenn auch in deutlich geringerer Menge. Am niedrigsten ist die Transkription des PPK-

Gens mit 0,13 % im Skelettmuskel.

Im Gegensatz dazu ließen sich die anderen vier mRNAs nicht in allen Geweben nachweisen

(Tabelle D 2). HK und LK zeigen ein nahezu gleiches Transkriptionsprofil, sie werden außer

in der Leber nur in der Niere signifikant transkribiert. Die Expression von Faktor XII-mRNA

ist in der Leber am höchsten, am zweithöchsten, wenn auch tausendfach niedriger, in Plazen-

tagewebe. 

Einzig in Lebergewebe werden alle fünf Transkripte in signifikanter Menge gebildet, wobei

die Expression von FXII-mRNA am höchsten ist (Relative Kopienzahl: 0,87).
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Die relative Kopienzahl von LK-mRNA in der Leber war mit 0,32 ungefähr dreimal so hoch

wie die von HK (0,12), während die von PPK (0,21) zwischen den Werten von HK und LK

lag. In der Niere findet man PPK-, HK- und LK-Transkripte in etwa gleicher Größenordnung

(Relative Kopienzahlen: 0,059, 0,0508 und 0,0539).

Das Faktor XI-Gen weist in der Leber im Vergleich zu den übrigen Gentranskripten mit einer

relativen Kopienzahl von 0,0074 die niedrigste Transkriptionsrate (118fach niedriger als die

von Faktor XII) auf. Außer in der Leber wird Faktor XI nur noch in Nierengewebe signifikant

transkribiert, jedoch in deutlich geringerer Menge (25 %).

D.2 Zellstimulation von HepG2-Zellen mit LPS und PMA

Um der Frage nachzugehen, inwieweit die PPK-mRNA-Expression durch Entzündungsme-

diatoren und Tumorpromotoren beeinflusst wird, wurden Zellstimulationsexperimente mit Li-

popolysacchariden (LPS) und Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) durchgeführt. Hierzu

wurden HepG2-Zellen bis zur Konfluenz in FKS-haltigem RPMI-Medium kultiviert. Die

Stimulation mit PMA bzw. LPS erfolgte anschließend in FKS-freiem Medium (siehe C.2.21).

D.2.1 Ergebnisse der LPS-Stimulation

HepG2-Zellen wurden für 1 bis 24 h mit LPS (10-500 ng/ml) inkubiert, anschließend wurde

die Gesamt-RNA aus den stimulierten Zellen isoliert und die cDNA-Synthese mittels

Random-Hexamer-Priming durchgeführt. Die Quantifizierung der cDNAs erfolgte mittels der

TaqMan-Technik (Abbildung D 5).

Bei den beiden niedrigsten LPS-Konzentrationen (10 ng/ml und 50 ng/ml) weicht das mRNA-

Expressionsniveau von GAPDH nur in relativ geringem Maße von den Kontrollen

(unstimuliert) ab. PPK zeigt bis auf den 1-Stundenwert den gleichen Transkriptprozentanteil

wie GAPDH. Der Messwert nach einer Stunde zeigt bei PPK allerdings eine deutliche

Induktion der mRNA, die aber nach zwei Stunden wieder das Niveau des Kontrollwertes

erreicht hat.

Bei den höheren LPS-Konzentrationen (100 ng/ml, 250 ng/ml und 500 ng/ml) sind die Tran-

skriptionsprofile von PPK und GAPDH weitgehend gleich. Auffällig ist allerdings, dass die

Transkriptniveaus von PPK und GAPDH nach zwei Stunden deutlich ansteigen. So werden

beide Transkripte um den Faktor 3-6 hochreguliert. Nach drei Stunden pendeln sich die Tran-

skriptanteile von PPK und GAPDH schließlich wieder um den Kontrollwert (unstimuliert)

ein.
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Abb. D 5 Expression von PPK- und GAPDH-mRNA in HepG2-Zellen nach LPS-
Stimulation. Die einzelnen Messpunkte geben die RNA-Konzentration in Prozent des zuge-
hörigen Kontrollwertes (ohne LPS) wieder. PPK, gefüllte Kreise mit durchgezogener Linie;
GAPDH, Kreuze mit gestrichelter Linie.
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D.2.2 Ergebnisse der PMA-Stimulation

Um den maximalen Stimulierungseffekt in Abhängigkeit von PMA-Dosis und Inkubationszeit

zu erfassen, wurden HepG2-Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen des Phorbolesters

(10 bis 200 nM) stimuliert. Nach Inkubationszeiten von 1 bis 24 h wurde die Gesamt-RNA

der Zellen in den jeweiligen Kavitäten isoliert und mittels Random-Hexamer-Primern cDNA

synthetisiert. Anschließend erfolgte mittels des TaqMan-Verfahrens die Quantifizierung der

PPK- und GAPDH-Transkripte (Abbildung D 6).

PMA bewirkte in allen eingesetzten Konzentrationen eine Herunterregulation der PPK-

Transkripte, wobei der stärkste Effekt, mit Ausnahme der Konzentration 10 nM, nach einer

Inkubationsdauer von 24 Stunden zu beobachten ist. Für die maximale Herunterregulation der

PPK-mRNA Expression (auf ca. 5 % des Ausgangswertes) genügt bereits eine PMA-

Konzentration von 50 nM, höhere Konzentrationen zeigen keine wesentliche Verstärkung des

Effekts.

Demgegenüber zeigt das Haushaltsgen GAPDH bei sämtlichen PMA-Konzentrationen keine

signifikante Änderung des Transkriptionsniveaus (Abbildung D 6).
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Abb. D 6 Expression von PPK- und GAPDH-mRNA in HepG2-Zellen nach PMA-
Stimulation. Die einzelnen Messpunkte geben die RNA-Konzentration in Prozent des zuge-
hörigen Kontrollwertes (ohne PMA) wieder. PPK, gefüllte Kreise mit durchgezogener Linie;
GAPDH, Kreuze mit gestrichelter Linie.
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D.3 Stabilität der RNAs von PPK und GAPDH

Zur Überprüfung der PPK- bzw. GAPDH-RNA-Stabilität, wurden HepG2-Zellen mit ver-

schiedenen Transkriptionsinhibitoren inkubiert (siehe C.2.20.1), nach definierten Inkubations-

zeiten jeweils die Gesamt-RNA isoliert und von einer definierten RNA-Menge cDNA synthe-

tisiert. Die relativen Kopienzahlen der PPK- und GAPDH-cDNAs wurden in den einzelnen

cDNA-Präparationen mittels des TaqMan-Verfahrens (siehe C.2.19) bestimmt (Abb. D 7).
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Abb. D 7 PPK- und GAPDH-RNA-Stabilitäten ermittelt mit den Transkriptions-
inhibitoren (TI) Actinomycin D, α-Amanitin und DRB. Die Inkubationszeiten mit den TI
betrugen 2 h, 5 h, 8 h und 24 h; TI-Konzentrationen: Actinomycin D, 10 µg/ml; α-Amanitin,
10 µg/ml; DRB, 25 µg/ml; Kontrollwerte ohne den jeweiligen TI wurden bei jeder Inkuba-
tionszeit als 100 % definiert; die Zeit, nach der noch 50 % der ursprünglichen RNA-Menge
vorhanden ist, repräsentiert die RNA-Halbwertszeit (t1/2) und ist in jedem Diagramm angege-
ben; PPK, Rauten mit durchgezogener Linie; GAPDH, gefüllte Kreise mit gestrichelter Linie.
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Die Ergebnisse zeigen, dass die RNA-Stabilitäten vom jeweilig eingesetzten Transkriptions-

inhibitor abhängig sind. 

Inhibiert man die Transkription in HepG2-Zellen mit Actinomycin D, ist das PPK-Transkript

nach 5,8 h zur Hälfte abgebaut, während die GAPDH-RNA eine 3,6-mal so lange Halbwerts-

zeit (21,2 h) aufweist. Setzt man dagegen α-Amanitin, das Gift des grünen Knollenblätterpil-

zes (Amanita phalloides), ein, so verkürzen sich die RNA-Halbwertszeiten sowohl beim PPK-

Transkript (5,3 h) als auch beim GAPDH-Transkript (13,8 h). Unter Verwendung des Adeno-

sin-Analogon 5,6-Dichloro-1-ß-D-ribofuranosylbenzimidazol (DRB) ist eine weitere Ab-

nahme der RNA-Halbwertszeiten zu verzeichnen. So ergibt sich für PPK-Transkripte nur

noch eine Halbwertszeit von 1,4 h, während die GAPDH-Transkripte erst nach 6,5 h zur

Hälfte abgebaut sind. 

Die Analyse der Halbwertszeiten zeigt, dass PPK-RNA im Vergleich zu GAPDH-RNA eine

deutlich niedrigere Halbwertszeit besitzt; sie ist auf etwa 1/3 bis 1/5 reduziert.

D.4 Bestimmung des PPK-Transkriptionsstarts mittels der RLM-RACE Methode

D.4.1 PPK-Transkriptionsstartkartierung in mRNAs aus Leber, Pankreas, Niere

und Testis

Der Vergleich der PPK-mRNA-Expression in unterschiedlichen Geweben hatte ergeben, dass

das PPK-Gen außer in der Leber auch in Pankreas, Niere und Testis in erheblichem Ausmaß

transkribiert wird (siehe D.1.3). Daher wurden zur Kartierung der PPK-Transkriptionsstarts

die mRNAs dieser Gewebe eingesetzt. Durch den Vergleich dieser vier Gewebe sollte über-

prüft werden, ob bei der Synthese der PPK-mRNA gewebespezifische Transkriptionsstarts

und möglicherweise alternative Promotorregionen benutzt werden. 

Hierzu wurde zunächst mittels der RLM-RACE Methode (siehe C.2.12) cDNA aus den ge-

webespezifischen mRNAs hergestellt. In einer nachfolgenden Zweischritt-PCR wurde das 5´-

Ende der PPK-Transkripte mit intakter Cap-Struktur amplifiziert und nach Klonierung der

Amplikons die Transkriptionsstarts mittels DNA-Sequenzierung identifiziert.

Wie die Abbildungen D 8 und D 12 zeigen, ergaben sich für die einzelnen Gewebe deutliche

Unterschiede in den Positionen der Transkriptionsstartpunkte.
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Das längste Transkript, das in mRNA aus Leber gefunden wurde, beginnt in Position +1 (Yu

et al., 2000) von Exon 1 (Abbildungen D 8 und D 12). Zusätzlich wurden noch zwei weitere

TSs in den Positionen +4 und +6 identifiziert. In Pankreasgewebe findet man wie in der Leber

die TSs +1 und +6, während der TSP +4 nicht nachweisbar war.

Bei mRNA aus Niere zeigte sich, dass in diesem Organ eine Vielzahl von TSs rekrutiert wer-

den. Neben dem TSP +1 findet man zusätzlich zwei PPK-Transkripte, die um 36 bzw. 127

Basen verlängert sind. Im Gegensatz zu Leber- und Pankreasgewebe werden in der Niere

auch sechs TSs in Intron 1 (Positionen 136, 243, 248, 265, 334 und 436) zur Transkriptions-

initiation benutzt. Des Weiteren wurden in Nieren-mRNA auch drei Transkriptionsstartpunkte

im translatierten Bereich detektiert. Sie beginnen bei den Positionen +75, +76 und +77. Die-

sen Transkripten fehlt das Startcodon bei +72, sodass nur ein N-terminal verkürztes PPK-

Translationsprodukt generiert werden kann.

In Testis ergibt sich ebenfalls ein von Leber und Pankreas stark abweichendes TS-Vertei-

lungsmuster. Es wurden zwei Transkriptionsstarts stromaufwärts von Exon 1 detektiert (-80

und –20), aber auch in Intron 1 existieren drei Transkriptionsstartstellen (325, 392 und 535).

Im Gegensatz zu Leber-, Pankreas-, und Nierengewebe wird in Testis die +1 Position nicht

genutzt.

Insgesamt sprechen diese Ergebnisse dafür, dass sowohl in Nieren- als auch in Testis-Gewebe

die PPK-Transkription deutlich unterschiedlich von der in Leber und Pankreas reguliert wird.

D.4.2 Analyse der Consensus-Sequenzen für die Transkriptionsinitiation

Die Analyse der Sequenzbereiche vor den jeweiligen Transkriptionsstartpunkten hinsichtlich

TATA-Box- und Initiatorelement-Consensussequenzen (Smale, 1997) wurde mit den Pro-

grammen WebGene und MatInspector V2.2 durchgeführt. Dabei wurde für jeden experimen-

tell ermittelten Transkriptionsstartpunkt eine TATA-Box oder/und ein Inr-Element gefunden

(Tabelle D 3 und Abbildung D 12). 

In der Leber werden drei und in Pankreas zwei TSs benutzt, wobei zur Transkriptions-

initiation entweder ein gemeinsames Inr-Element (CCACATT, -7 bis -1) oder/und eine davor

liegende TATA-Box (-41 bis –32) zur Verfügung steht. Anders ist die Situation in Nieren-

bzw. Testis-Gewebe. In Nieren mRNA wurde das längste PPK-Transkript gefunden (-127),

das am 5´-Ende von einem Inr-Element flankiert wird. Ebenso wurden in Niere und Testis

weitere Transkripte detektiert, die stromaufwärts von Exon 1 beginnen (-80, -36 und –20).

Allen drei TS´s ist eine TATA-Box assoziiert. Bei allen Transkripten, die in Intron 1 begin-

nen, findet man stromaufwärts des TSP eine TATA-Box bzw. ein Inr-Element. 
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Transkriptionsstart Consensus-Typ Consensus-Sequenz Position

-127 (N): Inr-Element (h) TCACTCC –148 bis –142

-80 (T) TATA-Box (h) AGGATGTTCA -104 bis -95

-36 (N) TATA-Box (h) AATATGTTGA -91 bis -82

-20 (T) TATA-Box (h) AATATTGAAG -41 bis -32

+1 (L, P, N)
TATA-Box (h)

Inr-Element (h)

AATATTGAAG

CCACATT

-41 bis -32

-7 bis -1

+4 (L)
TATA-Box (h)

Inr-Element (h)

AATATTGAAG

CCACATT

-41 bis -32

-7 bis -1

+6 (L, P)
TATA-Box (h)

Inr-Element (h)

AATATTGAAG

CCACATT

-41 bis -32

-7 bis -1

136 (N) TATA-Box (h) AGTATGTAGA 105 bis 114

243 (N) TATA-Box (n) TTTAAATGGG 200 bis 209

248 (N) TATA-Box (n) TTTAAATGGG 200 bis 209

265 (N) TATA-Box (n) TTTAAATGGG 200 bis 209

325 (T) Inr-Element (h) TTACTCT 316 bis 322

334 (N) Inr-Element (h) CCAATTC 330 bis 336

392 (T) TATA-Box (n) AATGAACAAT 369 bis 378

436 (N) TATA-Box (h) ATTATAAATT 424 bis 433

535 (T)
Inr-Element (h)

TATA-Box (h)

CTAAATC

TCTATACCAG

533 bis 539

479 bis 488

+75 (N) Inr-Element (n) TTAGAAT 605 bis +73

+76 (N) Inr-Element (n) TTAGAAT 605 bis +73

+77 (N) Inr-Element (n) TTAGAAT 605 bis +73

Tab. D 3 Transkriptionsstartpunkte mit möglichen Consensus-Sequenzen für die
Transkriptionsinitiation. (h) bzw. (n), hohe bzw. niedrige Homologie zur Consensus-
Sequenz; +1, Beginn von Exon 1; negative Zahlen, stromaufwärts von Exon 1; kursiv, Posi-
tionen im Intron 1.
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D.5 Klonierung und Charakterisierung der PPK-Promotorregion

D.5.1 Klonierung der Promotorregion mittels der Genome Walker Methode

Aus den Ergebnissen der RLM-RACE-Analysen konnten die PPK-Transkriptionsstartpunkte

in Lebergewebe bei den Positionen +1, +4 bzw. +6 festgelegt werden (siehe D.4). Nachdem

dadurch gesichert war, dass keine weiteren untranslatierten Exons im 5´-Bereich des PPK-

Gens existieren, wurde die putative Promotorregion stromaufwärts von Exon 1 kloniert.

Hierzu wurde die Genome Walker Strategie (Clontech) angewandt (siehe C.2.13). Bei dieser

Technik werden vier genomische Banken eingesetzt, die durch Restriktionsfragmentierung

von humaner genomischer DNA und nachfolgender Ligation der Fragmente an Adapteroligo-

nukleotide generiert wurden. Unter Verwendung von Adapter-komplementären Vorwärtspri-

mern und genspezifischen Rückwärtsprimern wurden Segmente des upstream-Bereichs des

PPK-Gens mittels nested-PCR amplifiziert. Hierbei wurden PCR-Produkte mit unterschied-

lichen Kettenlängen erhalten, wobei das längste mit c.a. 1,7 kb in der DraI-Bank detektiert

wurde (Abbildung D 9).
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Abb. D 9 Genome Walker PCR-Amplifikate zur Klonierung der putativen PPK-
Promotorregion. M VII und M 100, DNA-Größenstandards; EcoRV, DraI, PvuII und SspI,
in die Genome Walker PCR eingesetzte genomische DNA-Bibliotheken. 
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Alle erhaltenen Amplifikate wurden in den Vektor pCRII-TOPO kloniert und anschließend

mit vektorspezifischen Primern sequenziert. Dabei stellte sich heraus, dass im längsten Frag-

ment (P-1739) aus der DraI DNA-Biobliothek alle kürzeren PCR-Produkte aus den übrigen

DNA-Bibliotheken (EcoRV, PvuII und SspI) enthalten waren.

Eine BLAST-Suche in der GenBank (Suchparameter: non redundant) nach ähnlichen Se-

quenzen ergab, dass der 5´-Bereich der zum damaligen Zeitpunkt deponierten Sequenzen von

humaner PPK-mRNA (M13143 und NM_000892.1) keine Ähnlichkeit mit dem entsprechen-

den Sequenzbereich des P-1739 Fragmentes (22 Nukleotide unmittelbar stromauf des für die

Klonierung verwendeten Rückwärts-Primers) aufwies.

Im Gegensatz dazu ergab sich eine hohe Sequenzhomolgie zu den PPK-mRNAs von M.

musculus und R. norvegicus (NM_008455 und NM_012725; Abbildung D 10), ein deutlicher

Hinweis darauf, dass das in der Datenbank publizierte 22 Basensegment am 5´-Ende der PPK-

mRNA nicht korrekt war. Ein weitere Beweis dafür, dass das P-1739 Fragment tatsächlich die

Region stromauf von Exon 1 des PPK-Gens darstellt, ergab sich bei der BLAST-Suche in der

htgs-Datenbank (high throughput genomic sequences) von GenBank. Hierbei wurden zwei

Einträge gefunden (AC012525 und AC04186), die die vollständige Sequenz des P-1739

Fragmentes und zudem den kompletten codierenden Bereich des PPK-Gens enthalten.

Insgesamt ist dadurch gesichert, dass das P-1739 Segment den Sequenzbereich stromaufwärts

von Exon 1 enthält und somit für die Promotoraktivitäts-Analysen geeignet ist.

                             -95          TATA                TATA
P-1739 atggaatatgttgacaggacaaaaagttgaaactgttggcagaaacccaaagtcaatattga
M. musculus gtggactatattgacaggttaaacagttgaaactgatgccagaaacccagtgtaaacactgg
R. norvegicus atggactgtattgacaggtcaaacagaagacactgatgccagaagcccagtgtcaacactgg

            -33      Inr  +1
P-1739 agccaagcaaaatattgcctgcagtgccacattAGAACAGCTTGAAGACCG--T--TCA
M. musculus agccaagca-aagaccgccctcggtgccatattcagagggcttgaagacca--tcttca
R. norvegicus agccaagcagagaccaacct-cagtgccatattcggagagcttgaagactagct--tca
H. s. M13143                           ggtagtagcaaatattcaaatgggtagtagcaaatattcaaatgAGAACAGCTTGAAGACCG--T--TCA

Abb. D 10 Sequenz-Alignment von P-1739 mit den 5´-Bereichen der PPK-mRNAs von
M. musculus, R. norvegicus, und H. sapiens. Fett, in allen drei Spezies identisch; kursiv, von
H. sapiens entweder zu M. musculus oder zu R. norvegicus identisch; fett unterstrichenen,
Consensus-Sequenzen von TATA-Box oder Inr-Element; +1, experimentell bestimmter PPK-
Transkriptionsstart in humanem Lebergewebe; große Buchstaben, PPK-r-44-e-NheI-Primer-
sequenz; kursiv unterstrichen, 22 Basen der M13143 Sequenz, die nicht mit der genomischen
Sequenz übereinstimmen.
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D.5.2 Aktivitätsanalyse der PPK-Promotorregion

Nachdem sichergestellt war, dass das P-1739 Fragment den putativen Promotorbereich des

PPK-Gens enthielt, wurde dieses P-1739/pCRII-TOPO-Konstrukt mit den Restriktionsendo-

nukleasen MluI und NheI verdaut (siehe C.2.6), das so erhaltene Fragment mit einer Länge

von 1729 bp (P-1729) isoliert und in das Reportergenplasmid pSEAP2-Basic kloniert. 

Anschließend wurden HepG2-Zellen (50-70 %ige Konfluenz) in einer Mikrotestplatte mit den

Reportergenplasmiden transfiziert (siehe C.2.15), wobei drei unterschiedliche Verhältnisse

von FuGENE 6 (Transfektionsreagenz) zu Plasmid-DNA verwendet wurden.

Die Messung des Reporterproteins sekretorische alkalische Phosphatase im Zellkulturüber-

stand erfolgte 48 Stunden nach der Transfektion. Die Lumineszenz-Analyse wurde in den er-

sten Versuchsreihen mittels eines Röntgenfilms durchgeführt (Abbildung D 11).

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 121

A

B

C

D

E

F

G

Abb. D 11 Promotoraktivitäts-Analyse des P-1729 bp Fragmentes in HepG2-Zellen.
A 1-6, C 1-6, E 1-6: HepG2-Zellen transfiziert mit pSEAP2-Basic; A 7-12, C 7-12, E 7-12:
HepG2-Zellen transfiziert mit pSEAP2-Control; B 1-12, D 1-12, F 1-12: HepG2-Zellen trans-
fiziert mit P-1729/pSEAP2-Basic; A und B, 3:2 Verhältnis von FuGENE 6 (µl) zu DNA-
Menge (µg); C und D, 3:1 Verhältnis von FuGENE 6 (µl) zu DNA-Menge (µg); E und F, 6:1
Verhältnis von FuGENE 6 (µl) zu DNA-Menge (µg); G 1-6, ZKÜ nichttransfizierter HepG2-
Zellen; G 7-10, Zugabe von exogener alkalischer Phosphatase (100 ng SEAP pro Kavität); G
11 und 12, Assay-Puffer ohne ZKÜ (Negativkontrolle); D 3, Pipettierfehler.
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Dieses Experiment zeigt eindeutig, dass das untersuchte P-1729 bp Fragment Promotorakti-

vität besitzt, da in allen Zellkulturüberständen (ZKÜ) von P-1729/pSEAP2-Basic transfizier-

ten HepG2-Zellen SEAP-Aktivität detektiert werden konnte (B 1-12, D 1-12 und F 1-12).

Somit ist gesichert, dass in dem 1729 bp DNA-Abschnitt Promotor-Elemente enthalten sind,

die eine PPK-Transkription ermöglichen. 

Negativ- und Positivkontrollen erbrachten die erwarteten Ergebnisse: Der Vektor pSEAP-

Basic ohne Insert besitzt keine Promotoraktivität (A 1-6, C 1-6 und E 1-6). Die ZKÜ von

HepG2-Zellen, die mit dem Plasmid pSEAP2-Control transfiziert worden waren, zeigen die

höchste SEAP-Aktivität. Dies steht im Einklang damit, dass das Kontrollplasmid hochaktive

SV40 Promotor- und Enhancer-Elemente besitzt. Anhand des Ergebnisses mit pSEAP2-

Control ließe sich im Zweifelsfall erkennen, ob die Transfektion erfolgreich war. 

Die Kavitäten G 7-10, in die exogene sekretorische alkalische Phosphatase (100 ng pro Kavi-

tät) pipettiert wurde, dienten zur Kontrolle auf korrekte Reaktionsbedingungen (Assay-Kon-

trolle). Bei nichttransfizierten HepG2 Zellen (G 1-6) sowie bei den Negativkontrollen G 11

und G 12 (nur Assay-Puffer) findet man keine alkalische Phosphatase-Aktivität. 

Hinsichtlich des Verhätnisses von Transfektionsreagenz zu DNA-Menge zeigen die für das

P-1729/pSEAP2-Basic Konstrukt erhaltenen Ergebnisse, dass bei einem Verhältnis von 3:1

die höchste Transfektionsrate in HepG2-Zellen erzielt wird. Deshalb wurde bei nachfolgenden

Transfektionsexperimenten dieses Verhältnis beibehalten.

D.6 Konstruktion von Promotorverkürzungsvarianten

D.6.1 Analyse des P-1729 bp Promotorregion nach Bindungsstellen für Transkrip-

tionsfaktoren

Nachdem sichergestellt war, dass das P-1729 bp Fragment eindeutig Promotoraktivität besitzt,

wurden die transkriptionsaktivierenden Elemente mittels Promotor-Deletionsanalysen näher

untersucht. Hierzu wurde zunächst die P-1729 bp Promotorregion nach Transkriptionsfaktor-

Bindungsstellen mittels der Programme MatInspector V2.2 und WebGene untersucht (Tabelle

D 4), um danach gezielt Promotorverkürzungsvarianten entwerfen zu können.
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TF Lok. CS MS Consensus-Sequenz W 1 2 3 5 6 7 8 9 10

OCT1 -1627(-) 1.0 0.973  attaatATGCattag
S8 -1620(-) 1.0 0.951  ttaagaaaATTAatat
GATA2 -1570(-) 1.0 0.951  aatGATAaaa
BRN2 -1541(-) 1.0 0.953  gtcatttgAAATtacc
TCF11 -1538(-) 1.0 0.968  GTCAtttgaaatt
RORA1 -1530(-) 1.0 0.969  agatacaGGTCat
LMO2COM -1525(-) 1.0 0.964  caGATAcag
AP1 -1452(-) 1.0 0.951  aaTGACtgaat
TCF11 -1447(+) 1.0 0.996  GTCAttttgttct
SRY -1359(-) 1.0 0.985  gaaaACAAtaca
SOX5 -1358(-) 1.0 0.995  aaaaCAATac
XFD3 -1344(-) 1.0 0.956  acagtaAACAaaat
FREAC2 -1344(-) 1.0 0.959  agacagTAAAcaaaat
SRY -1325(-) 1.0 0.976  caaaACAAtata
SOX5 -1324(-) 1.0 0.992  aaaaCAATat
S8 -1296(+) 1.0 0.982  ttaaggcaATTAtttt
TCF11 -1271(+) 1.0 0.987  GTCAtgcagtaaa
MZF1 -1195(-) 1.0 0.962  atcGGGGa
SOX5 -1087(-) 1.0 0.980  ccaaCAATct
DELTAEF1 -1033(-) 1.0 0.983  tcccACCTtag
CDPCR3HD -957(+) 1.0 0.958  catgGATCct
MZF1 -888(+) 1.0 0.968  catGGGGa
DELTAEF1 -882(+) 1.0 0.961  gatcACCTggc
MYOD -881(+) 1.0 0.977  atCACCtggc
LMO2COM -875(-) 1.0 0.953  actCAGGtgcca
DELTAEF1 -875(+) 1.0 0.968  tggcACCTgag
MZF1 -862(+) 1.0 0.968  catGGGGa
IK2 -825(+) 1.0 0.950  tcctGGGAacaa
MZF1 -728(+) 1.0 0.954  gcaGGGGa
LMO2COM -654(+) 1.0 0.960  taGATAgag
DELTAEF1 -373(-) 1.0 0.973  tctcACCTtca
TCF11 -371(-) 1.0 0.970  GTCAtctcacctt
MYOD -294(-) 1.0 0.957  acCACCtggt
DELTAEF1 -294(-) 1.0 0.956  taccACCTggt
DELTAEF1 -278(+) 1.0 0.992  tctcACCTgat
AP4 -121(-) 1.0 0.968  ttCAGCtgtt
AP4 -121(+) 1.0 0.960  aaCAGCtgaa
NF1 -62(+) 1.0 0.982  tgtTGGCagaaacccaaa
NF1 -43(-) 1.0 0.925  gctTGGCttcaatattga

Tab. D 4 Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen im P-1729 bp Promotorfragment. TF,
Transkriptionsfaktoren; Lok., Lokalisation im PPK-Gen (vgl. Abb. D 12); (+), Sequenzho-
mologie zum codogenen Strang; (-), Sequenzhomologie zum nicht-codogenen Strang; CS,
Homologie zur Core-Sequenz; MS, Homologie zur Matrix-Sequenz; Consensus-Sequenz:
große Buchstaben, Core-Region; kleine Buchstaben, Matrixsequenz; es sind nur Consensus-
Sequenzen mit einer Matrix-Ähnlichkeit von ≥ 95 % angegeben; W, P-1729 bp Promotorre-
gion; 1-10, Verkürzungsvarianten; Balkendiagramme, Transkriptionsfaktorbindungsstellen im
jeweiligen Promotorkonstrukt.

Die folgende Abbildung D 12 zeigt die sequenzierte P-1729 Promotorregion mit allen expe-

rimentell bestimmten TSs, den TF-Bindungsstellen sowie mit den Consensus-Sequenzen für

die Transkriptionsinitiation.
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D.6.2 Herstellung der PPK-Promotorverkürzungsvarianten

Die Auswahl der PPK-PVV-Konstrukte erfolgte in der Weise, dass durch 5´-terminale Ver-

kürzungen funktionelle Cluster von TF-Bindungsstellen im P-1729 bp Promotorfragment de-

letiert wurden. In der Region kurz vor dem Transkriptionsstart (~ 250 bp) wurden vier Vari-

anten so ausgewählt, dass sie sich in ihrer Länge um nicht mehr als 80 bp unterschieden. Mit

diesen Konstrukten sollte der Core-Promotor (minimale Promotor-Region, die eine basale

Promotoraktivität zeigt) des PPK-Gens identifiziert werden. Insgesamt wurden neun Varian-

ten hergestellt (Tabelle D 5).

PPK-PVV 5´-Ende Länge (bp)

PPK-PVV-1 -1488 1522

PPK-PVV-2 -1298 1332

PPK-PVV-3 -1176 1210

PPK-PVV-5 -668 702

PPK-PVV-6 -452 486

PPK-PVV-7 -205 239

PPK-PVV-8 -152 186

PPK-PVV-9 -102 136

PPK-PVV-10 -23 57

Tab. D 5 PPK-Promotorverkürzungsvarianten (PPK-PVV). 5´-Ende, Lage des 5´-Endes
der jeweiligen Variante im PPK-Gen; alle PPK-PVV-Konstrukte enthalten am 5´-Ende zu-
sätzlich die MluI-Restriktionsschnittstelle und am 3´-Ende jeweils die NheI-Schnittstelle;
diese Linker wurden bei der Längenangabe der Konstrukte miteinbezogen.

Die verkürzten Varianten des P-1729 Promotorfragmentes wurden mittels PCR unter Ver-

wendung von P-1729/pSEAP2-Basic als Template hergestellt (siehe C.2.17). Die Vorwärts-

Primer wurden so gewählt, dass das 1729 bp lange PPK-Promotorsegment am 5´-Ende suk-

zessive verkürzt wurde. Der Rückwärts-Primer (PPK-r-44-e-NheI) war für alle Varianten

identisch.
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Nachdem die elektrophoretische Analyse für alle PCR-Produkte die erwartete Größe ergab

(Abbildung D 13), wurden die Amplifikate mit den Restriktionsenzymen MluI und NheI ge-

schnitten, die DNA-Segmente in das Reportergenplasmid pSEAP2-Basic kloniert und die

DNA-Sequenz überprüft.

1000
700
500
400
300
200

100

34
67

110
147
242
320

501
692
900

1114

VIII 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M100

Abb. D 13 Agarosegel-Analyse der PPK-Promotorverkürzungsvarianten (PPK-PVV).
M VIII und M 100, Größenstandards; Spuren 1-10, verkürzte PPK-Promotorfragmente; 1,
PVV-1 (1522 bp); 2, PVV-2 (1332 bp); 3, PVV-3 (1210 bp); 4, PVV-4 (959 bp; wurde wegen
Sequenzfehler nicht weiter verwendet); 5, PVV-5 (702 bp); 6, PVV-6 (486 bp); 7, PVV-7
(239 bp); 8, PVV-8 (186 bp); 9, PVV-9 (136 bp); 10, PVV-10 (57 bp).

D.6.3 Promotoraktivitätsanalyse der PPK-PVV

Mit jedem PPK-PVV/pSEAP2-Basic Konstrukt wurden HepG2-Zellen in jeweils vier Kavi-

täten einer Mikrotestplatte transient transfiziert. Die SEAP-Aktivitäten in den Zellkulturüber-

ständen wurden nach 24 und 48 Stunden bestimmt und auf die absoluten Zellzahlen kalibriert.

Abbildung D 14 zeigt die detaillierte Promotoraktivitäts-Analyse der verschiedenen PPK-

PVV/pSEAP2-Basic Konstrukte.
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Wie Abbildung D 14 zeigt, besitzen die verschiedenen PPK-Promotorkonstrukte in HepG2-

Zellen sehr unterschiedliche transkriptionsaktivierende Kapazität. Betrachtet man zunächst

PVV-10 (kürzestes Promotorfragment), lässt sich keine Promotoraktivität detektieren, was

darauf hinweist, dass die PPK-Region von -29 bis +22 nicht genügend Sequenzinformation

beinhaltet (es besitzt nur das Inr-Element), um die Transkription des PPK-Gens initiieren zu

können.

Verlängert man dieses Konstrukt um 79 bp (PVV-9) in 5´-Richtung, so lässt sich eine signifi-

kante Promotoraktivität (sie liegt deutlich über der des pSEAP2-Basic ohne Insert) feststellen.

Dies deutet darauf hin, dass in HepG2-Zellen zur PPK-Transkriptionsinitiation zum einen die

TATA-Box (Rowlands et al., 1994) von Position -41 bis -32 und zum anderen zwei Bindung-

stellen für den Transkriptionsfaktor NF-1 (-62 bis -45 auf dem codogenen Strang bzw. -26 bis

-43 auf dem nicht-codogenen Strang) benutzt werden. Auffällig ist außerdem, dass sich die

Bindungsstellen für das TATA binding protein (TBP) und für ein NF-1-Element komple-

mentär überlappen, d.h. die Erkennungsregion für die TATA-Box (-41 bis -32) liegt auf dem

codogenen Strang, während die Consensus-Sequenz für die NF-1 Bindungsstelle (-26 bis -43)

auf dem nicht-codogenen Strang liegt.

Beim PVV-8 Konstrukt (-158 bis +22) steigt die Transkriptionsaktivität im Vergleich zu

PVV-9 um mehr als das 4-fache an. In diesem Sequenzabschnitt ist eine Bindungsstelle für

den Transkriptionsfaktor AP-4 lokalisiert, die eine sehr hohe Homologie zur Consensus-

Sequenz (NNCAGCTGNN) aufweist. Diese Palindromsequenz wird von AP-4 sowohl auf

dem (+) als auch auf dem (-) Strang erkannt.

Obwohl das Promotorkonstrukt PVV-7 gegenüber PVV-8 um 53 bp am 5´-Ende verlängert

ist, zeigt der SEAP-Assay keine höhere transkriptionsaktivierende Kapazität. Die Transkrip-

tionsfaktoren-Analyse zeigt, dass in diesen 53 bp nur zwei potentielle AP-1 Bindungsstellen

vorhanden sind, allerdings mit relativ geringer Homologie zur Consensus-Sequenz.

Die PPK-Promotorregion von -458 bis +22 (PVV-6) zeigt im SEAP-Assay noch eine weitere

Zunahme der Promotoraktivität (rund die 1,5-fache Aktivität im Vergleich zu PVV-7). In die-

sen 247 zusätzlichen Basenpaaren sind zahlreiche potentielle TF-Bindungsstellen lokalisiert

(drei Bindungsstellen für deltaEF-1, eine Bindungsstelle für TCF-11 sowie eine Bindungs-

stelle für MYOD).

Beim Konstrukt PVV-5 (-674 bis +22) steigt die Transkriptionsaktivität in Relation zu PVV-6

noch einmal um 25 % an. Hier ist eine Consensus-Sequenz für LMO2COM (NMGATANSG)

lokalisiert, die promotoraktivierend wirken könnte.
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Im Vergleich zu PVV-5 ist die transkriptionsaktivierende Kapazität der Konstrukte PVV-3,

PVV-2 und PVV-1 deutlich erniedrigt (85 %, 79 % bzw. 68 % der Promotoraktivität von

PVV-5). Untersucht man diesen DNA-Bereich (-1494 bis -674) nach repressiven Elementen,

so fallen hier mehrere potentielle Silencer-Elemente mit hoher Homologie zur jeweiligen

Consensus-Sequenz auf (vier Bindungsstellen für MZF-1, drei Consensus-Elemente für DEF-

1 und ein CDP/cut Element).

Die mit Abstand höchste Promotoraktivität weist das längste Konstrukt (P-1729) auf. Sie ist

1,5-mal, 2,2-mal bzw. 10-mal höher als die von PVV-5, PVV-1 bzw. PVV-9. Innerhalb von

einem Sequenzabschnitt von 110 bp sind in diesem Fragment sieben Bindungsstellen für aus-

schließlich aktivierende Transkriptionsfaktoren (Oct-1, S-8, GATA-2, Brn-2, TCF-11,

RORA-1 und LMO2COM) lokalisiert, die zudem alle eine hohe Homologie zur entsprechen-

den Consensus-Sequenz zeigen (Tabelle D 4). Dies spricht dafür, dass es sich bei diesem Se-

quenzabschnitt höchstwahrscheinlich um einen Enhancerbereich des PPK-Gens handelt.

D.7 Charakterisierung des Intron-1-Bereichs

D.7.1 Analyse der potentiellen TF-Bindungsstellen im Intron 1 des PPK-Gens

Die Ergebnisse der Transkriptionsstart-Kartierung in Leber, Pankreas, Niere und Testis (siehe

D.4.1) zeigten auffallende Unterschiede in Anzahl und Position der Transkriptionsstartpunkte.

So existieren in der Niere insgesamt 12 und in Testis fünf verschiedene Transkriptionsstart-

punkte (siehe Tabelle D 3). In diesen beiden Geweben sind TSs sowohl stromaufwärts von

Exon 1 als auch im Intron 1 zu finden. Dieses Verteilungsmuster der TSs spricht für eine al-

ternative bzw. gewebespezifische Promotornutzung im PPK-Gen, wodurch eine sehr kom-

plexe Genregulation möglich wird (Tolner et al., 1998; Nomoto et al., 1999).

Um zu klären, ob in Intron 1 potentielle Bindungsstellen für TF vorhanden sind, wurde dieser

Sequenzabschnitt mittels der MatInspector V2.2-Software (Transfac) analysiert (Tabelle D 6

und Abbildung D 15).
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TF Lok. CS MS Consensus-Sequenz
NKX25  +26 (+) 1.000 0.985 ttAAGTg
DELTAEF1  +40 (+) 1.000 0.960 actcACCTcca
SRY   20 (-) 1.000 0.947 ggaaACAAtcag
SOX5   21 (-) 1.000 0.980 gaaaCAATca
S8   38 (-) 1.000 0.939 acttaaaaATTAtagt
S8   51 (-) 1.000 0.941 ggtaaaaaATTAtact
S8   70 (+) 1.000 0.954 atgagaaaATTAatca
NFAT   95 (-) 1.000 0.951 ctcagGAAAtta
GATA1  117 (+) 1.000 0.960 gtataGATAatgtt
GATA1  119 (+) 1.000 0.961 ataGATAatg
LMO2COM  120 (+) 1.000 0.965 taGATAatg
HNF3B  140 (+) 1.000 0.902 agaaaTATTtaaatg
GFI1  149 (-) 1.000 0.902 tgatttaaAATCatcttacattta
GFI1  160 (+) 1.000 0.918 tgattttaAATCagaaagaatatt
HNF3B  175 (+) 1.000 0.925 aagaaTATTtgattg
GFI1  177 (-) 1.000 0.917 aaattttaAATCaatcaaatattc
PBX1  180 (-) 1.000 0.987 taaatCAATcaaata
HNF3B  264 (+) 1.000 0.905 gccatTATTtattaa
S8  272 (-) 1.000 0.948 aaaacaaaATTAataa
GFI1  286 (+) 1.000 0.907 tttgcccaAATCaagaggtttcat
S8  305 (-) 1.000 0.972 agtaaacaATTAtgaa
NKX25  307 (+) 1.000 0.980 caTAATtg
HNF3B  308 (+) 1.000 0.917 ataatTGTTtactct
SRY  308 (-) 1.000 0.960 gtaaACAAttat
SOX5  309 (-) 1.000 0.987 taaaCAATta
FREAC2  309 (-) 1.000 0.956 agagagTAAAcaatta
NF1  355 (-) 1.000 0.916 catTGGCcaactctgtgg
NF1  361 (+) 1.000 0.937 agtTGGCcaatgaacaat
CAAT  362 (+) 1.000 0.957 gttggCCAAtga
NFY  362 (+) 1.000 0.942 gttggCCAAtgaacaa
NFY  364 (+) 1.000 0.943 tggCCAAtgaa
SRY  370 (+) 1.000 0.950 atgaACAAtaaa
SOX5  371 (+) 1.000 0.993 tgaaCAATaa
HFH3  374 (-) 1.000 0.913 ttgTGTTtattgt
HFH8  374 (-) 1.000 0.931 ttgTGTTtattgt
IK2  413 (+) 1.000 0.959 tcttGGGAagca
TATA  425 (+) 1.000 0.906 ttaTAAAttttccaa
NFAT  430 (-) 1.000 0.975 agttgGAAAatt
S8  485 (-) 1.000 0.972 agcacacaATTActgg
GFI1  528 (+) 1.000 0.930 aaaatctaAATCaccttaaattaa
DELTAEF1  536 (+) 1.000 0.988 aatcACCTtaa
NKX25  545 (-) 1.000 0.957 ctTAATtt
HNF3B  589 (+) 1.000 0.962 tgtatTGTTttcttt
SRY  589 (-) 1.000 0.985 gaaaACAAtaca
SOX5  590 (-) 1.000 0.995 aaaaCAATac
GFI1  600 (-) 1.000 0.916 ttgaataaAATCattctaaaaaag
NFAT +119 (-) 1.000 0.970 cacagGAAActg

Tab. D 6 Putative TF-Bindungsstellen in der PPK-Intron-1-Region. TF, Bezeichnung
der Transkriptionsfaktoren; Lok., Lokalisation der Consensussequenz im PPK-Gen; +1, Be-
ginn von Exon 1; kursiv, Positionen in Intron 1; (+), Sequenzhomologie zum codogenen
Strang; (-), Sequenzhomologie zum nicht-codogenen Strang; CS, Homologie zur Core-
Sequenz des TF; MS, Homologie zur Matrix-Sequenz des TF; große Buchstaben, Core-
Region; kleine Buchstaben, Matrixregion; Fettdruck, Bindungsstellen mit einer Matrix-
Ähnlichkeit von ≥ 95 %. 
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Wie die Analyse ergab, ist in Intron 1 bei Position 424 eine TATA-Box lokalisiert, die 12 Ba-

sen vor einem experimentell bestimmten Nierentranskriptionsstart (Position 436) liegt. 74 Ba-

senpaare stromaufwärts von diesem TS liegt eine Consensus-Sequenz für eine CCAAT-Box

(NNNRRCCAATSA), an die der stark aktivierende Transkriptionsfaktor NF-Y binden kann

(Mantovani et al., 1998). Des Weiteren sind zwischen der TATA- u. CCAAT-Box zwei Bin-

dungsstellen für aktivierende Transkriptionsfaktoren (SRY/SOX-5 und IK-2) lokalisiert.

Außerdem findet man in diesem Sequenzbereich eine Bindungsstelle für den streng nieren-

spezifischen Transkriptionsfaktor HFH-3 (Clevidence et al., 1993) mit der Consensus-

Sequenz KNNTGTTTRTTTA. Dieser wird sowohl in der embryonalen als auch in der adulten

Niere ausschließlich im distalen Tubulus der Henle´schen Schleife exprimiert (Overdier et al.,

1997).

Diese Befunde sowie das Verteilungsmuster der Transkriptionsstarts ließen erwarten, dass

Intron 1 eine oder mehrere alternative Promotorregionen enthält. 

D.7.2 Reportergen-Analyse des PPK-Intron-1-Bereichs 

Um diese Hypothese experimentell zu überprüfen, wurde der Sequenzbereich -10 stromauf-

wärts von Exon 1, Exon 1 (+1 bis +70), Intron 1 (1 bis 608), Exon 2 (+71 bis +130) und ein

Teilbereich von Intron 2 (1 bis 7) mittels nested PCR aus humaner genomischer DNA ampli-

fiziert (siehe C.2.18). Nach Überprüfung der Sequenz wurde dieses Segment in das Reporter-

genplasmid pSEAP2-Basic kloniert. Anschließend wurden HEK 293-Zellen, die ein Modell-

system für humane Nierenzellen darstellen, mit dem Konstrukt transient transfiziert und die

Aktivität des Reporterproteins SEAP in den ZKÜ quantifiziert (Abbildung D 16).
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Aus diesen Transfektionsexperimenten geht hervor, dass der Intron-1-Bereich des PPK-Gens

in HEK 293-Zellen signifikante Promotoraktivität besitzt. Die SEAP-Aktivität in Zellkultur-

überständen von HEK 293-Zellen, die mit dem Intron-1-Konstrukt transfiziert waren, ist im

Vergleich zur pSEAP2-Basic Kontrolle deutlich erhöht.

Ebenso zeigt aber auch das P-1729/pSEAP2-Basic Konstrukt in HEK 293-Zellen transkripti-

onsaktivierende Kapazität, wobei das P-1729 Fragment eine fünfmal stärkere Promotoraktivi-

tät gegenüber Intron 1 besitzt. Somit kann sowohl die P-1729 Promotorregion als auch der

Intron-1-Promotorbereich in HEK 293-Zellen transkriptionsaktivierend wirken. Es können

demnach innerhalb eines Zelltyps beide Promotorbereiche funktionell aktiv sein und somit

eine komplexe Regulation der PPK-Transkriptionsinitiation ermöglichen.

Diese Resultate stehen im Einklang mit den Ergebnissen der Transkriptionsstartkartierung,

die zeigten, dass in Nierengewebe sowohl TSs stromaufwärts von Exon 1 (-127, -36, sowie

+1) als auch in Intron 1 (136, 243, 248, 265, 334 und 436) benutzt werden (siehe D.4.1). 

Insgesamt weisen die Transkriptionsstartkartierung, die Analyse der Consensus-Sequenzen

für die Transkriptionsinitation, das Verteilungsmuster der TF-Bindungsstellen sowie die Er-

gebnisse aus den Reportergenstudien in HEK 293-Zellen darauf hin, dass das PPK-Gen durch

spezifische Rekrutierung alternativer Promotorregionen reguliert werden kann.
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E. DISKUSSION

E.1 Expression der mRNAs von PPK, FXII, FXI, HK und LK in humanen

Geweben

Studien mittels qualitativer semi-nested RT-PCR hatten gezeigt, dass PPK-mRNA in einer

Vielzahl von humanen Zelllinien und extrahepatischen Geweben transkribiert wird (Ciecha-

nowicz et al., 1993; Hermann et al., 1996; Hermann et al., 1999a,b).

Diese Ergebnisse führten zu der Frage, ob der lokalen Synthese des PPK in extrahepatischen

Geweben eine physiologische Bedeutung zukommt. Einerseits könnte das extrahepatisch pro-

duzierte PPK, in gleicher Weise wie das in der Leber gebildete, in das Blut sezerniert werden,

um dort die diversen bekannten Funktionen zu erfüllen (siehe B.2). Andererseits könnte es, im

Sinne einer autokrinen oder parakrinen Wirkungsweise, in oder an den PPK-produzierenden

Zellen oder deren unmittelbarer Umgebung spezielle lokale Funktionen ausüben, die von dem

im Blut zirkulierenden PPK bzw. PK nicht wahrgenommen werden.

Um dieser Frage nachzugehen, wurden quantitative RT-PCR Studien durchgeführt und die

Transkriptionsraten des PPK-Gens in humanen Geweben bestimmt. Parallel dazu wurden die

mRNAs von HK und FXII, den beiden anderen Komponenten des Kontaktaktivierungs-

Systems, von FXI (ein Substrat von FXII) sowie von LK, einer Komponente des Gewebe-

Kallikrein-Kinin-Systems, quantifiziert.

Durch die Quantifizierung der PPK-mRNA sollte weiterhin geklärt werden, ob die mRNA-

Expression in nicht-hepatischen Geweben, die bisher nur qualitativ mittels einer äußerst sen-

sitiven RT-PCR-Methodik nachgewiesen worden war, überhaupt physiologisch relevant war,

oder ob es sich dabei um illegitime Transkription (Chelly et al., 1989) handelte.

Bisher sind in der Literatur keine Kriterien definiert, die eine Aussage darüber erlauben, ob

eine in Geweben oder in Zellen mittels qualitativer RT-PCR nachgewiesene niedrige Expres-

sion einer mRNA legitim, also physiologisch bedeutungsvoll, oder illegitim und damit phy-

siologisch irrelevant ist. Als vorläufiges Entscheidungskriterium wird in dieser Arbeit eine

mRNA-Expression von < 10-5 im Vergleich zum Gewebe mit der höchsten Expression als il-

legitim betrachtet.

Die mRNA-Expressionsniveaus von PPK, HK, LK, FXI und FXII in den verschiedenen hu-

manen Geweben weisen eine ausgesprägte Heterogenität auf (siehe Tabelle D 2).

Nimmt man einen unmittelbaren Zusammenhang zwischen der mRNA-Expression der fünf

Gentranskripte in der Leber und der Proteinsynthese sowie der Sekretion in das Blut an, so
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wäre eine direkte Korrelation zwischen den relativen Kopienzahlen (Tabelle D 2) und den

Plasmakonzentrationen (LK: 2,7 µM > HK: 0,9 µM > PPK: 0,5 µM > FXII: > 0,4 µM >>

FXI: 0,06 µM; Müller-Berghaus et al., 1999) zu erwarten. Dies trifft in gewissem Umfang zu:

FXI, der die niedrigste Plasmakonzentration besitzt, wird in der Leber weitaus am schwäch-

sten exprimiert, und das Verhältnis von HK zu LK beträgt sowohl für die Plasmakonzentra-

tion wie für die relativen Kopienzahlen 1 zu 3. Allen fünf Transkripten gemeinsam ist jedoch,

dass ihre mRNA-Expressionsrate in der Leber am höchsten ist. FXII-mRNA wird fast aus-

schließlich in der Leber synthetisiert, was in Übereinstimmung mit der Annahme steht, dass

FXII nur von diesem Organ gebildet wird (Gordon et al., 1990; Kaplan et al., 1998). Die

mRNAs von FXI, LK, und HK werden außer in der Leber nur noch in Nierengewebe in be-

trächtlichem Umfang gebildet (25 %, 17 % und 44 % im Vergleich zur Leber), während die

Transkription in den übrigen Geweben sehr niedrig bzw. illegitim oder nicht detektierbar wa-

ren.

Im Gegensatz dazu wird PPK-mRNA in allen untersuchten Geweben signifikant exprimiert:

In neun von 16 Geweben liegt die PPK-mRNA-Expression im Vergleich zur Leber zwischen

1 % und 68 % und in sechs Geweben zwischen 0,1 % und 1% (Tabelle D 2). 

Dieses Ergebnis steht im Einklang mit früheren PCR-Studien aus unserem Labor, in denen

das PPK-Transkript in allen untersuchten Geweben bzw. Zelllinien nachgewiesen werden

konnte (Hermann et al., 1999a,b).

Diese ubiquitäre und teils sehr hohe Expression der PPK-mRNA in humanen Geweben au-

ßerhalb der Leber stützt die Arbeitshypothese, dass PPK bzw. PK spezielle Funktionen in ver-

schiedenen Geweben ausüben können. Unklar ist, ob PK dabei lokal als Komponente des

Kontaktaktivierungs- oder des Plasmakallikrein-Kinin-Systems fungiert. Ein Indiz dafür wäre

es, wenn eine Korrelation zwischen den mRNA-Expressionsmustern von PPK und dessen

Substraten HK und FXII bestünde. Die vorliegenden Resultate der quantitativen RT-PCR las-

sen jedoch eine entsprechende Korrelation nicht erkennen (siehe Tabelle D 2). Andererseits

kann man eine extrahepatische, lokale Funktion des PPK als Komponente der beiden o.g.

Systeme nicht ausschließen, da die Substrate von PK (HK und FXII) gegebenenfalls durch die

Blutzirkulation bereitgestellt werden können.

Kürzlich haben neue Forschungsergebnisse darauf hingewiesen, dass Plasma-Kallikrein auch

außerhalb des Blutstromes spezielle Funktionen zukommen. So können PK und andere Serin-

Proteasen den Bradykinin B2-Rezeptor in vitro direkt aktivieren und zwar unabhängig von

der Freisetzung von Kininen (Hecquet et al., 2000), wobei die proteolytische Aktivität dieser
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Enzyme obligatorisch für die Rezeptoraktivierung ist. Der Aktivierungsmechanismus scheint

allerdings im Vergleich zu den bis jetzt bekannten Proteinase-aktivierten Rezeptoren (PARs;

Dery et al., 1998) unterschiedlich zu sein.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Plasma-Kallikrein an Zelldifferenzierungsprozes-

sen maßgeblich beteiligt ist. Demnach kann PK in Adipozyten Plasminogen direkt aktivieren,

wodurch eine Plasmin-abhängige Differenzierungskaskade induziert wird, die durch den Ab-

bau von Fibronectin-reichem Bindegewebe gekennzeichnet ist (Selvarajan et al., 2001).

Diese Arbeiten stehen mit unseren Ergebnissen der extrahepatischen Synthese von PPK in

Einklang und lassen den Schluss zu, dass PPK/PK in Abhängigkeit des Gewebetyps unter-

schiedliche physiologische Funktionen ausüben kann.

E.2 Stimulation von HepG2-Zellen mit Lipopolysacchariden (LPS)

Um zu überprüfen, inwiefern die Transkription des PPK-Gens durch Entzündungsmediatoren

induziert werden kann, wurden HepG2-Zellen mittels LPS-Zugabe stimuliert. Lipopoly-

saccharide stellen den Hauptteil der äußeren Zellwand gram-negativer Bakterien dar und wer-

den deshalb in Entzündungsmodellen eingesetzt (Guha et al., 2001). Die TaqMan-Quantifi-

zierunsergebnisse zeigen, dass die Transkription des PPK-Gens in HepG2-Zellen schon bei

niedrigen LPS-Konzentrationen (10 und 50 ng/ml) induziert wird. Nach zwei Stunden zeigt

sich hier eine 5-7fache Induktion im Vergleich zum Haushaltsgen GAPDH, während bei hö-

heren LPS-Konzentrationen (100, 250, und 500 ng/ml) beide Transkripte hochreguliert wer-

den (siehe Abbildung D 5). Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die PPK-

Transkription in HepG2-Zellen schon durch niedrige LPS-Konzentrationen induziert wird.

Somit könnte man die in vitro-Induktion von PPK-mRNA durch LPS als Modell für eine pa-

thogenbedingte Transkript-Generierung sehen, weil dadurch eine Erhöhung der Plasma-

Kallikrein-Konzentration ermöglicht wird, die wiederum zu einer vermehrten Freisetzung von

Bradykinin führen kann. Dies weist darauf hin, dass PPK bzw. PK eine wesentliche Rolle bei

Entzündungsprozessen zukommt.

Mehrere Forschungsarbeiten haben nämlich gezeigt, dass das Kontakt-System während einer

Sepsis durch Bakterientoxine aktiviert werden kann (Ben Nasr et al., 1996; Clements et al.,

1997; Herwald et al., 1998). Demnach werden Faktoren des Kontakt-Systems (siehe B.2.1) an

den Curli-Organellen von E. coli-Bakterien assembliert, wodurch das Kontakt-System initiiert

wird. Dadurch wird u.a. Bradykinin freigesetzt, was neben einer Blutdrucksenkung zu einer

Erhöhung der vaskulären Permeabilität führt. Diese Aktivierung des Kontakt- und Kallikrein-
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Kinin-Systems könnte eine Strategie des pathogenen Organismus sein, um seine Invasion und

Verbreitung im Gewebe des Wirtes voranzutreiben (Tapper & Herwald, 2000).

E.3 Stimulation von HepG2-Zellen mit Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)

Durch Zellstimulationsexperimente sollte untersucht werden, welchen Einfluss PMA auf die

Expression von PPK-mRNA in HepG2-Zellen ausübt und inwiefern sich die PPK-

Transkription durch PMA induzieren lässt. Dadurch sollten weiterführende Erkenntnisse über

potentielle Regulationsmechanismen des PPK-Gens erhalten werden.

Die Ergebnisse zeigten, dass PMA die PPK-mRNA-Expression bzw. -Stabilität nachhaltig

beinflusst, denn bereits ab einer PMA-Konzentration von 50 nM war eine Absenkung der

PPK-Transkripte auf 5 % des Ausgangsniveaus zu verzeichnen. Dagegen blieb die Transkrip-

tionsrate von GAPDH während der PMA-Stimulation praktisch unverändert (Abbildung D 6).

Im Allgemeinen verursacht PMA bei vielen Genen eine deutliche Induktion der Transkription

(Ross, 1995), was auch für das PPK-Gen erwartet wurde. Im Gegensatz dazu zeigte sich aber

während der PMA-Stimulation in HepG2-Zellen, dass die PPK-Transkription signifikant her-

abreguliert wird. Welcher molekulare Mechanisms der Herabregulation der PPK-

Transkription zugrunde liegt, kann zur Zeit noch nicht beantwortet werden.

Grundsätzlich können Phorbolester in der Zelle auf verschiedenen Ebenen wirken. Zunächst

durch die Aktivierung von Proteinkinase C, wodurch mittels dieses Signaltransduktionsweges

zelluläre Antworten ausgelöst werden können (Schenk et al., 1999). Ein weiteres Kennzei-

chen von Phorbolestern ist, dass sie mit definierten Promotorelementen (z.B. TPA-responsive

elements = TRE-Elemente) interagieren und somit direkt an der Transkriptionsregulation be-

stimmter Gene mitwirken können (Nie et al., 1998). Die Untersuchungen der Promotorregio-

nen des PPK-Gens (Tabelle D 4, D 6; Abbildung D 12, D 15) erbrachten aber keinen Hinweis

auf eine PMA-spezifische Consensussequenz. Somit dürfte eine direkte Interaktion von PMA

mit einem entsprechenden PPK-Promotorbereich wohl nicht für die Herabregulation der PPK-

Transkription verantwortlich sein.

Andererseits sprechen Forschungsergebnisse auch dafür, dass die Lokalisation bzw. das

Trafficking von Transkriptionsfaktoren durch PMA tiefgreifend beeinflusst wird (Kumar et

al., 1997). Phorbolester können aber auch die Stabilität von mRNAs beeinflussen, was sich

sowohl in einer Verlägerung als auch Verkürzung der mRNA-Halbwertszeit zeigen kann

(Ross et al., 1995). Anhand dieser Überlegungen kommen wohl eher die letztgenannten PMA-

induzierten Reaktionswege, die nicht mit einer direkten Promotorinteraktion in Verbindung

stehen, zur Herabregulation der PPK-Transkription in Frage.
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E.4 Bestimmung der mRNA-Stabilitäten von PPK und GAPDH

Die Regulation der mRNA-Abbaurate stellt neben zahlreichen anderen Faktoren wie struktu-

relle Aktivierung des Gens, Initiation der Transkription, Prozessierung des Transkriptes,

Transport des Transkriptes in das Cytoplasma sowie Translation der mRNA einen sehr wich-

tigen Regulationsmechanismus dar, durch den die Genexpressionsrate kontrolliert wird

(Lowenhaupt et al., 1978; Sachs, 1993). Um nun zu analysieren, wie lange die einmal

generierten PPK- bzw. GAPDH-Transkripte für die Translation zur Verfügung stehen, wurde

die Stabilität der beiden mRNAs mittels der TaqMan-Technologie bestimmt.

Aus den Untersuchungen mit den verschiedenen Transkriptionsinhibitoren in HepG2-Zellen

geht hervor, dass die bestimmten RNA-Stabilitäten signifikant vom jeweils eingesetzten

Transkriptions-Inhibitor abhängen (siehe Abbildung D 7). Sowohl für das PPK- als auch für

das GAPDH-Transkript wurden die längsten RNA-Halbwertszeiten unter Verwendung von

Actinomycin D gemessen, während mit α-Amanitin bzw. DRB die Halbwertszeiten für beide

Transkripte deutlich abnahmen. Auch aus anderen Arbeiten ist bekannt, dass mRNA-Halb-

wertszeiten in Abhängigkeit des verwendeten Transkriptionsinhibitors stark variieren können.

So zeigen Experimente zur Bestimmung der Transkript-Stabilität der schweren und leichten

Immunglobulinketten, dass die Halbwertszeiten dieser mRNAs von 2,4 h (mit Actinomycin

D) bis 6 h (mit DRB) differieren (Harrold et al., 1991).

Grundsätzlich zeigt das PPK-Transkript bei allen drei Transkriptionsinhibitoren aber eine

deutlich geringere Stabilität (siehe Abbildung D 7) als die GAPDH-mRNA (Faktor 1/3 bis

1/5). Dies weist darauf hin, dass die PPK-mRNA-Spiegel in Zellen durch ständige Neusyn-

these aufrechterhalten werden, um eine kontinuierliche Produktion von PPK zu gewährleisten.

Untersucht man die verschiedenen PPK-Transkripte nach Destabilisierungs-Elementen, findet

man in Intron 1 bei Position 268-276 eine Nonamer-Sequenz (5´-UUAUUUAUU-3´), die in

vielen mRNA-Transkripten für eine schnelle Degradation verantwortlich ist (Aharon et al.,

1993; Lagnado et al., 1994; Zubiaga et al., 1995). So zeigen zahlreiche labile mRNAs, die

z.B. Cytokine und andere Mediatoren codieren, oftmals AU-reiche Sequenzen (AU-rich

elements = ARE) in ihrem 3´-UTR-Bereich (Zubiaga et al., 1995; Bakheet et al., 2001).

Interessanterweise beinhalten nur vier nierenspezifische PPK-Transkripte (Transkriptionstart-

punkte: 136, 243, 248 und 265) dieses Abbausignal, da alle anderen Intron-1-Bereich-

Transkripte ihren Start stromabwärts von diesem ARE-Motiv aufweisen (siehe Abbildung D

15). Sämtlichen Transkripten, die ihren Transkriptionsstart vor Exon 1 aufweisen, fehlt dieses

Instabilitäts-Signal nach dem Splicing-Prozess ebenfalls. Kürzlich wurde beschrieben, dass

die Abspaltung der Cap-Struktur (7-Methylguanosintriphosphat) durch ARE-Elemente regu
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liert werden kann. Die Arbeitsgruppe zeigte, dass AU-reiche Sequenzen das sog. `Decapping´

von mRNA-Molekülen stimulieren können und dadurch zum schnelleren Abbau (kürzere

Halbwertszeit) dieser Transkripte beitragen (Gao et al., 2001; Tucker & Parker, 2000).

Somit ist durch das ARE-Element im Intron 1 die Möglichkeit gegeben, dass die am 5´-Ende

heterogenen PPK-Transkripte ihre jeweils spezifische Stabilität aufweisen, wodurch eine zu-

sätzliche transkriptspezifische Kontrolle der PPK-Genexpression möglich wird.

E.5 Analyse des PPK-Transkriptionsstarts mittels der RLM-RACE Methode

Da die Ergebnisse der PPK-Transkriptquantifizierung zeigten, dass das PPK-Gen außer in der

Leber auch in Pankreas, Niere und Testis in erheblichem Maße transkribiert wird, wurde un-

tersucht, ob in diesen Geweben alternative Transkriptionstartpunkte existieren. Hierzu wurde

die RLM-RACE Methode angewandt (siehe C.2.12), die zur Zeit die sensitivste und

spezifischste Methode zur Detektion von multiplen Cap-mRNAs eines Gens darstellt

(Maruyama et al., 1994; Volloch et al., 1994; Schaefer et al., 1995).

Während in Leber- und Pankreasgewebe nur TSs in Exon 1 des PPK-Gens benutzt werden

(Abbildung D 8), findet man in Niere und Testis TSs sowohl in der upstream-Region als auch

im Intron-1-Bereich. Diese ausgesprochene Heterogenität der PPK-Transkripte ist ein Indiz

dafür, dass das PPK-Gen gewebespezifisch durch alternative Promotoren reguliert werden

kann (Maniatis et al., 1987; Tolner et al., 1998).

Die genomische Organisation des PPK-Gens spricht nicht gegen eine derartige Nutzung von

alternativen Promotor-Bereichen stromabwärts von Exon 1, da dieses nicht translatiert wird

(Yu et al., 2000). Somit kann auch der Intron-1-Bereich transkriptionsaktivierend wirken, wo-

durch Transkripte mit einem TS in Intron 1 generiert werden, die aber trotzdem noch ein voll-

ständiges PPK-Protein codieren (Lin et al., 2000; Ruiz-Vazquez et al., 1996; Umenishi et al.,

1998).

Eine Besonderheit in Nierengewebe stellen die Transkriptionsstartpunkte bei den Positionen

+75, +76 und +77 in Exon 2 dar, da sie stromabwärts des Translationsstarts (+72) lokalisiert

sind (Abbildung D 8). Werden diese TSs unter physiologischen Bedingungen benutzt, so muß

dies eine Verkürzung des PPK-Proteins um mindestens 38 Aminosäuren nach sich ziehen

(Abbildung E 1). Neben den ersten 19 AS des N-Terminus würden dann ebenso die 19 AS des

Signalpeptides, die für die Sezernierung des Proteins aus der Zelle verantwortlich sind, fehlen.

Somit wäre eine intrazelluläre (cytoplasmatische) Lokalisation dieser PPK-Isoform zu erwar-

ten. Durch das Fehlen der N-terminalen 19 AS des reifen Proteins wäre die Struktur der N-

terminalen Apple-Domäne von PPK empfindlich gestört, da die erste Disulfid-Brücke im
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PPK-Protein nicht mehr ausgebildet werden könnte (Chung et al., 1986), somit wäre wohl

auch die Komplexbildung mit HK, die durch A1 und A4 vermittelt wird, deutlich vermindert

(Abbildung E 1).

Ein ähnlicher Regulationsmechanismus auf genomischer Ebene, der ein alternatives Protein-

Targeting bedingt, wurde bei einer speziellen Isoform der Carboxypeptidase A in Hirngewebe

beschrieben (Normant et al., 1995). Diese Arbeiten zeigen, dass durch alternatives Splicing

im CPA2-Gen Transkripte generiert werden, bei denen die ersten vier Exons deletiert sind.

Dem korrespondierenden Protein fehlt deshalb das Signalpeptid, wodurch eine cytoplasmati-

sche Form dieser Metalloprotease codiert wird.
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Abb. E 1 Struktur von Plasma-Prokallikrein (modifiziert nach Chung et al., 1986 bzw.
McMullen et al., 1991). A1-A4 kennzeichnen die Apple-Domänen der schweren Kette von
PPK. FXIIa (gebogener Pfeil) spaltet PPK nach Arginin 371. Histidin 415, Aspartat 464 und
Serin 559 repräsentieren die katalytische Triade (schwarz hinterlegt). Grau schattierte AS he-
ben die Regionen hervor, die an der Komplexbildung mit HK beteiligt sind. Größere Kreise
markieren die Aminosäuren des Signalpeptids. Methionin 20 stellt einen möglichen alternati-
ven Translationsstart in Nierengewebe dar.
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E.6 Consensus-Sequenzen für die Transkriptionsinitiation

Nachdem die Kartierung der TSs in den verschiedenen Geweben gezeigt hatte, dass unter-

schiedliche Regionen im PPK-Gen zur Transkriptionsinitiation genutzt werden, wurde mittels

der Software-Programme MatInspector V2.2 und WebGene nach Initations-Consensussequen-

zen gesucht. Dabei stellte sich heraus, dass für jeden experimentell bestimmten TS eine po-

tentielle TATA-Box bzw. ein Initiator-Element existiert (Tabelle D 3). Des Weiteren zeigte

die Analyse, dass die ausgesprochene Vielfalt der TSs und damit einhergehend die 5´-Hetero-

genität der entsprechenden Transkripte durch die Existenz von multiplen Transkriptionsstart-

Consensussequenzen (TATA-Box und/oder Inr-Element) im PPK-Gen bedingt ist.

Grundsätzlich kann die Transkription in eukaryontischen Genen durch verschiedene Consen-

sussequenzen initiiert werden. Zum einen durch die TATA-Box, die normalerweise 25-30 bp

stromaufwärts der Transkriptionsstartstelle lokalisiert ist. Sie bewirkt eine korrekte

Transkriptionsinitiation aufgrund der spezifischen Interaktion mit dem TATA-binding protein

(TBP) (Parker et al., 1984; Sawadogo et al., 1985; Buratowski et al., 1988; Dynlacht et al.,

1991), das eine Reihe von A/T-reichen Sequenzabschnitten erkennt (Kim et al., 1993; Zenzie-

Gregory et al., 1993).

Insgesamt konnten im PPK-Gen acht TATA-Elemente identifiziert werden, wobei fünf inner-

halb von Intron 1 lokalisiert sind (Tabelle D 3). Zum anderen existieren im PPK-Gen neben

den TATA-Sequenzen auch sechs Inr-Elemente (Tabelle D 3). Dieser Consensussequenz-

Bereich überlappt sowohl in TATA(+)- als auch in TATA(-)-Promotoren oftmals mit der

Transkriptionsstartstelle (Chen et al., 1985; Smale et al., 1989) und ist in der Funktion als

TATA-Box-Analogon bzw. als TATA-Box assoziiertes Consensus-Element für die Auslö-

sung einer akuraten Transkriptionsinitiation durch die RNA-Polymerase II verantwortlich

(Smale et al., 1989).

Unmittelbar stromaufwärts von Exon 1 sind sowohl ein Inr-Element (-7 bis -1) als auch eine

TATA-Box (-41 bis -32) vor dem TSP +1 lokalisiert, der in Leber-, Pankreas- und Nierenge-

webe benutzt wird. Neuere Forschungsarbeiten weisen darauf hin, dass die kombinierte An-

ordnung von TATA-Box und Inr-Element synergistisch auf die Transkriptionsinitiation wir-

ken kann. So haben Experimente mit synthetischen Promotoren gezeigt (Smale, 1997), dass

die Insertion eines Inr-Elementes 25 bp stromabwärts von einer TATA-Box zu einer siebenfa-

chen Steigerung der Transkriptionsrate führt (siehe auch E.7).

Diese gekoppelte Anordnung der beiden Initiations-Elemente könnte demnach mit ein Grund

dafür sein, dass das PPK-Gen in Leber, Niere und Pankreas die höchsten Transkriptionsraten

aufweist (siehe Abbildung D 4) (Pugh et al., 2000).
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E.7 Klonierung und Charakterisierung der P-1729 Promotorregion

Um cis-aktive Elemente im regulatorischen Bereich des PPK-Gens näher eingrenzen bzw.

charakterisieren zu können, wurde mittels der Genome Walker Technik ein Teil des putativen

PPK-Promotors amplifiziert und anschließend in das Reportergen-Plasmid pSEAP2-Basic

kloniert. Dieser genomische Bereich (P-1729) zeigt in HepG2-Zellen im Reportergen-Assay

eindeutig transkriptionsaktivierende Kapazität (siehe Abbildung D 11 und D 14). Um die für

die Promotoraktivität des P-1729 Fragmentes essentiellen Sequenz-Elemente näher einzu-

grenzen, wurden verschiedene PPK-Promotor-Verkürzungsvarianten (PPK-PVV) hergestellt

und ihre Aktivität im SEAP-System untersucht (siehe Abbildung D 14).

Aus diesen Analysen geht hervor, dass die Promotorregion von -108 bis +22 (PVV-9)

transkriptionsaktivierende Kapazität in HepG2-Zellen besitzt, während die Region von -29 bis

+22 (PVV-10) keine Promotoraktivität zeigt. Somit ist das Inr-Element (-7 bis -1) alleine, d.h.

ohne das Zusammenwirken mit upstream-Faktoren, nicht in der Lage die Transkription in

Gang zu setzen. Im PVV-9 Konstrukt ist sowohl eine TATA-Box (-41 bis -32) als auch ein

Initiator-Element (-7 bis -1) lokalisiert, sodass diese beiden Elemente im PPK-Promotor ihre

Funktionen auch konzertiert ausüben könnten. Es gibt nämlich Hinweise darauf, dass in ei-

nem Core-Promotor beide Consensus-Sequenzen zum Start der Transkription rekrutiert wer-

den können, wodurch eine zusätzliche Transkriptionsregulation ermöglicht wird (siehe auch

E.6). Experimente mit synthetischen Promotoren zeigten, dass die Transkriptionsrate deutlich

gesteigert werden kann, wenn 25 bp stromabwärts von einer TATA-Box zusätzlich ein

Initiator-Element inseriert wird (Emami et al., 1995).

Im Sequenzbereich von PVV-9 sind neben der TATA-Box und dem Inr-Element zwei Bin-

dungsstellen für den Transkriptionsfaktor NF-1 enthalten (Osada et al., 1996). Das NF-1-

Protein bindet als Dimer an eine doppelköpfig palindromsymmetrische Consensus-Sequenz

(TTGGC(N)5GCCAA), wobei die beiden Erkennungssequenzen durch einen 5 bp Linker

voneinander getrennt sind. Sowohl Sequenzen, die die Consensus-Sequenz flankieren, als

auch Basenvariationen innerhalb der Linker-Region können einen Einfluss auf die NF-1

Bindungsaffinität ausüben (Gronostajski, 1986, 1987, 2000; Gounari et al., 1990).

Das um 50 bp längere PVV-8 Konstrukt zeigt im Vergleich zu PVV-9 im Reportergen-Assay

eine deutliche Steigerung (mehr als das vierfache) der Transkriptionsaktivierung. Verant-

wortlich dafür könnte eine Consensus-Sequenz für den Transkriptionsfaktor AP-4 in diesem

Sequenzabschnitt sein (siehe Tabelle D 4 und Abbildung D 14). Der TF AP-4 wird wie NF-1

ubiquitär exprimiert und gehört zur Gruppe der bHLH-Zip Proteine (Hu et al., 1990;

Aranburu et al., 2001). Er bindet hochspezifisch an das 5´-CAGCTG-3´-Motiv und kann mit
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AP-1 synergistisch interagieren, wodurch eine Transkriptionsaktivierung des SV40 Promotors

in vitro beobachtet werden kann (Mermod et al., 1988). 

Das PVV-7 Konstrukt zeigt im Vergleich zu PVV-8 keine weitere Steigerung der Promo-

toraktivität. Dies steht im Einklang mit der Tatsache, dass in diesem Sequenzabschnitt keine

zusätzlichen TF-Consensuselemente vorhanden sind.

In HepG2-Zellen, die mit dem PVV-6 Konstrukt transfiziert waren, ist dagegen eine deutliche

Zunahme der Promotoraktivität zu verzeichnen. In diesem Sequenzsegment findet man drei

Bindungsstellen für das `delta-crystallin enhancer-binding protein´ (DEF-1), das in Augenlin-

sen-, Hirn-, Herz-, Lungen-, und Lebergewebe exprimiert wird (Kamachi et al., 1993). Dieser

TF greift in die linsenspezifische Genregulation von Delta1-Crystallin ein, wobei er auf den

Delta1-Crystallin Enhancer wirken kann (Funahashi et al., 1991; Sekido et al., 1994). Des

Weiteren findet man hier die Consensus-Sequenz für den TF MyoD, der in Muskelzellen ex-

primiert wird und muskelspezifische Gene aktivieren kann (Davis et al., 1990). TCF-11 indu-

ziert degegen die erythrozyten-spezifische Genexpression von Globin (Caterina et al., 1994).

Bei dem um 217 Basen längeren PVV-5 lässt sich gegenüber PVV-6 eine Zunahme der

Transkriptionsaktivität von 25 % verzeichnen. In diesem Abschnitt ist zusätzlich eine Bin-

dungsstelle für den aktivierenden TF LMO2COM (Consensus-Sequenz: NMGATANSG) lo-

kalisiert (siehe Abbildung D 14).

Die Konstrukte PVV-3 und PVV-2 zeigen im Vergleich zu PVV-5 eine Abnahme der

Transkriptionsaktivierung im Reportergen-Assay. In dieser Promotorregion (-1304 bis -674)

sind mehrere potentielle Silencer-Elemente lokalisiert, die repressiv auf die Genexpression

wirken können. Zunächst sind hier vier Bindungsstellen für den TF MZF-1, der in der Litera-

tur als Silencer für hämatopoese-spezifische Genexpression beschrieben worden ist, lokali-

siert. So führt eine Überexpression von MZF-1 in embryonalen Stammzellen zur Inhibition

der Hämatopoese (Perotti et al., 1995). Weiterhin findet man hier neben drei repressiven

DEF-1 Elementen eine Consensus-Sequenz für das `CCAAT displacement protein´

(CDP/cut). Dieser TF kann ebenso wie MZF-1 und DEF-1 als Silencer wirken. In verschiede-

nen Arbeiten wurde beschrieben, dass CDP/cut-ähnliche Proteine als negative Regulatoren

der Genexpression wirken können. So zeigen transiente Transfektionsexperimente mit huma-

nem CDP/cut-Expressionskonstrukten, dass dadurch die Transkriptionsaktivität des beta

MHC-Komplex Enhancers, des Ncam-Promotors bzw. des C-Myc-Promotors deutlich herab-

gesetzt wird (Andres et al., 1992; Valarche et al., 1993; Dufort et al., 1994).

Das PVV-1 Konstrukt zeigt noch eine weitere Abnahme der Transkriptionsaktivierung, ob-

wohl im Sequenzbereich von -1494 bis -1304 keine Consensus-Sequenzen für repressive TF
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lokalisiert sind (siehe Abbildung D 14). Vielmehr findet man in diesem Abschnitt zahlreiche

DNA-Elemente, an die aktivierende TF wie TCF-11, AP-1, FREAC-2, SRY und SOX-5 bin-

den können. Während TCF-11 und AP-1 in vielen Zelltypen transkriptionsaktivierend wirken

können, wird FREAC-2 nur in Lunge, Placenta und Prostata in signifikanter Menge expri-

miert (Hellqvist et al., 1996). Ebenso zeigen SRY und SOX-5, deren Consensus-Erkennungs-

sequenzen einander sehr ähnlich sind (SRY: NWWAACAAWANN; SOX-5:

NNAACAATNN) ein streng gewebespezifisches Expressionsmuster. Das Genprodukt von

SRY (sex determining region of the Y chromosome), das auch als TDF (testis-determining

factor) bezeichnet wird, ist in Säugetieren für die männliche Geschlechtsdeterminierung ver-

antwortlich, da es in der embryonalen Genitalleiste die Testisentwicklung induziert (Gubbay

et al., 1990; Koopman et al., 1990; Sinclair et al., 1990). Humane SOX-5-Transkripte findet

man dagegen in verschiedenen Geweben wie adulter Testis, Herz, Leber, Lunge, Niere, Milz

sowie in fetalem Hirngewebe (Wunderle et al., 1996). Diese Vielzahl von gewebespezifischen

TF könnte demnach der Grund dafür sein, weshalb das PVV-1 Konstrukt im Vergleich zu

PVV-2 in HepG2-Zellen, die ja einen leberspezifischen Zelltypus repräsentieren, keine er-

höhte Promotoraktivität aufweist.

Das längste Konstrukt (P-1729) zeigt in der Reportergen-Analyse die größte Promotoraktivi-

tät. In diesem DNA-Bereich sind innerhalb von 110 bp Bindungsstellen für die Transkrip-

tionsfaktoren Oct-1, S-8, GATA-2, Brn-2, TCF-11, RORA-1 und LMO2COM lokalisiert.

Bei Oct-1 (Consensus-Sequenz: NNGAATATKCANNNN) handelt es sich um einen

Transkriptionsfaktor, der ubiquitär exprimiert wird (Sturm et al., 1988). Deshalb kann er in

allen Zelltypen als starker Aktivator des RNA-Polymerase II-Systems wirken (Lebowitz et al.,

1988). GATA-2 (Consensus-Sequenz: NNNGATRNNN) und TCF-11 (Consensus-Sequenz:

GTCATNNWNNNNN) repräsentieren ebenfalls ubiquitäre, die Transkription aktivierende

Faktoren (Merika et al., 1993; Johnsen et al., 1998). Einen weit verbreiteten (nachgewiesen in

Gehirn, Herz, Leber, Testis und Haut; Carlberg et al., 1994) Transkriptionsfaktor stellt auch

RORA-1 (Consensus-Sequenz: NWAWNNAGGTCAN) dar, der zur Familie der `thyroid

hormone receptor-like factors´ gehört (Lau et al., 1999).

Bei S-8 handelt es sich dagegen um einen gewebespezifischen TF, der während der Embryo-

nalentwicklung hauptsächlich in mesenchymalem Gewebe exprimiert wird (Opstelten et al.,

1991). Brn-2 (Consensus-Sequenz: NNCATNSRWAATNMRN) gehört ebenso zu den gewe-

bespezifischen Transkriptionsfaktoren, da er normalerweise nur im Nervensystem exprimiert

wird (Schreiber et al., 1993). 
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Insgesamt zeigen diese Promotoranalysen, dass der Core-Promotor, der universell als basales

Element transkriptionsaktivierend wirken kann (Emami et al., 1995), im Sequenzbereich von

-158 bis +22 liegt. Im DNA-Segement von -674 bis -211 sind Bindungsstellen für aktivie-

rende und reprimierende TF lokalisiert (siehe Abbildung D 14) während im Bereich von

-1304 bis -674 hauptsächlich Consensus-Elemente für repressiv wirkende Transkriptionsfak-

toren, die zusammen als Silencer wirken können, lokalisiert sind. Der 5´-terminale Bereich

des PPK-Promotorfragmentes (-1675 bis -1494) weist innerhalb von 110 bp eine Vielzahl von

DNA-Consensussequenzen auf, die ausschließlich aktivierende TF binden können. Aufgrund

der Dichte der TF-Bindungsstellen und anhand der experimentellen Daten über die transkrip-

tionsaktivierende Fähigkeit dieses Sequenzabschnittes, handelt es sich hierbei höchstwahr-

scheinlich um einen Enhancer-Abschnitt im 5´-regulatorischen Bereich des PPK-Gens.

E.8 Promotor-Analyse des Intron-1-Bereiches in HEK 293-Zellen

Im Bereich des Intron 1 wurden mittels der RLM-RACE Methode neun nierenspezifische

Transkriptionsstartpunkte (136, 243, 248, 265, 334, 436, +75, +76 und +77) detektiert (siehe

Abbildung D 7). Transfektionsexperimente mit dem Intron-1-Bereich/pSEAP2-Basic-

Konstrukt in HEK 293-Zellen bestätigten, dass dieser Sequenzbereich des PPK-Gens

transkriptionsaktivierende Kapazität besitzt und somit offenbar als alternativer Promotorbe-

reich fungieren kann (siehe Abbildung D 16).

Analysiert man nun das Verteilungsmuster der TSs und die Lokalisation der Consensus-

Sequenzen für Transkriptionsfaktoren im Intron-1-Bereich des PPK-Gens, so ergibt sich fol-

gendes Bild: Der TS an der Position 136 liegt 26 bp stromabwärts von einer TATA-Box (105

bis 114) und zeigt somit den „Idealabstand“ zwischen TS und TATA-Element. Die

Transkriptionsstarts 243, 248 und 265 liegen dicht beieinander und könnten somit variabel

von der gleichen Initiationsregion genutzt werden. Diese Hypothese wird von der Tatsache

unterstützt, dass sich in unmittelbarer Nähe dieser TSs kein Inr-Element befindet, das mit die-

sen Transkriptionsstartstellen überlappen würde (siehe Abbildung D 15). Somit wird die

Transkriptionsinitiation in dieser Region wahrscheinlich von der TATA-Box (200 bis 209)

reguliert, die 38, 43, bzw. 60 bp stromaufwärts der genannten TSs liegt.

Einen interessanten TS stellt Position 334 dar, da dieser in der Consensus-Sequenz eines Inr-

Elements lokalisiert ist (siehe Abbildung D 15). Unmittelbar stromaufwärts dieses Initiators

schließt sich ein (CT)5-Repeat an. Neuere Arbeiten haben gezeigt, dass sich durch solche

Pyrimidin-Elemente die Konformation der DNA in eine partielle non-B-Struktur ändern kann,
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wodurch eine verbesserte Zugängigkeit für DNA-bindende Proteine erreicht wird (Xu and

Goodridge, 1996; 1998).

Der ebenfalls nierenspezifische Transkriptionsstart bei Position 436 liegt unmittelbar strom-

abwärts von einer TATA-Box (424 bis 433), zusätzlich befindet sich 74 bp stromaufwärts von

diesem TS die Consensus-Sequenz für eine CCAAT-Box, wodurch eine strukturelle Einheit

von TS, TATA-Box und CCAAT-Box geformt wird (Mantovani et al., 1998). Außerdem be-

findet sich zwischen der CCAAT- und TATA-Box eine Bindungsstelle für den aktivierenden,

streng nierenspezifischen Transkriptionsfaktor HFH-3 (Clevidence et al., 1993), welcher so-

wohl in der embryonalen als auch in der adulten Niere ausschließlich im Epithel des gewun-

denen distalen Tubulus der Henle´schen Schleife exprimiert wird (Overdier et al., 1997).

Potentielle Consensus-Sequenzen für HFH-3 wurden bisher nur in den Promotoren von sol-

chen Genen detektiert, die fast ausschließlich im distalen Tubulus des Nephrons exprimiert

werden. Beispiele hierfür sind unter anderem das Gen, welches den Na+/H+-Austauscher co-

diert, Gene für zwei Untereinheiten der renalen Na+/K+-ATPase sowie das Gen für den Mine-

ralcorticoid-Rezeptor. Dieser codiert einen aldosteronabhängigen Transkriptionsfaktor, der

wiederum die Expression von Genen induziert, deren Genprodukte in der Funktion des dista-

len Tubulus involviert sind (Overdier et al., 1997). Die Existenz der oben beschriebenen

funktionellen Einheit macht es wahrscheinlich, dass die Nutzung des Transkriptionsstarts bei

Position 436 mit einer Transkriptionsinitiation von PPK im distalen Tubulus der Henle´schen

Schleife einhergeht.

Den PPK-Transkripten, die bei den Positionen +75, +76 und +77 beginnen, kann zwar kein

Inr-Element und keine funktionelle TATA-Box zugeordnet werden (siehe Abbildung D 15),

andererseits zeigen die RLM-RACE Ergebnisse eindeutig (es wurden drei unterschiedliche

PCR-Klone detektiert, die von drei verschiedenen PPK-Transkripten mit intakter Cap-

Struktur abstammen), dass dieser PPK-Sequenzabschnitt stromabwärts des ATG-Startcodons

in Exon 2 als Transkriptionsstartbereich genutzt wird. Als Erkennungsregion für den TFIID-

Komplex (Chen et al., 1994) existiert hier möglicherweise ein TS-überlappendes Inr-Element

(siehe Abbildung D 15), das nur in einer Position von der Consensus-Sequenz

(PyPyANA/TPyPy) abweicht und stromaufwärts von einer Pyrimidin-reichen Sequenzabfolge

flankiert wird, welche die Zugängigkeit für DNA-bindende Faktoren erhöhen kann (Xu and

Goodridge, 1998).

Die Analyse der Verteilungsmuster von aktivierenden TF im Intron-1-Bereich zeigt, dass hier

fünf Consensus-Elemente (KGNANTRTTTRYTTW) für den TF HNF3B lokalisiert sind

(siehe Tabelle D 6, Abbildung D 15 und D 16). Dieser Transkriptionsfaktor wird fast aus
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schließlich in der Leber exprimiert und ist deshalb an der Expressionsregulation von vielen

leberspezifischen Genen maßgeblich beteiligt (Samadani & Costa, 1996). Im Gegensatz dazu

konnten im Intron-1-Bereich keine leberspezifischen TSs detektiert werden (siehe Abbildung

D 8), sodass diesen TF-Bindungsstellen in der Leber möglicherweise eine Funktion als

Downstream-Enhancer der Transkriptionsinitiation an den Positionen +1, +4 und +6 zukommt

(Yanai et al., 1999).

Neben Consensus-Sequenzen für aktivierende TF sind im Intron-1-Bereich auch sechs Bin-

dungselemente für GFI-1 enthalten (siehe Abbildung D 15 und D 16). Das GFI-Proto-

Onkogen codiert ein Zink-Finger Protein mit einer Repressor-Domäne (SNAG) und fungiert

als positions- und orientierungsunabhängiger Transkriptionsrepressor (Grimes et al., 1996a,b).

Promotor-Datenbankanalysen haben ergeben, dass haupsächlich Promotoren von Genen, die

an Proliferations- und Differenzierungsprozessen beteiligt sind, entsprechende GFI-Consen-

sussequenzen aufweisen (Zweidler-McKay et al., 1996).

E.9 Analyse des P-1729 Promotorbereiches in HEK 293 Zellen

Im P-1729 Promotorsegment existieren drei verschiedene nierenspezifische TSs (+1, -36 und

-127) (siehe Tabelle D 3 und Abbildung D 12). Deshalb wurden embryonale Nierenzellen

(HEK 293) auch mit dem P-1729/pSEAP2-Basic-Konstrukt transient transfiziert und deren

Zellkulturüberstände anschließend mittels des SEAP-Assays analysiert. Dabei zeigte sich,

dass dieses Konstrukt auch in Nierenzellen transkriptionsaktivierend wirken kann (siehe Ab-

bildung D 16).

Die Consensus-Element Analyse im Bereich der TSs bei Position -36 und -127 zeigt, dass

entsprechende Elemente für die Initiation der Transkription existieren. So ist stromaufwärts

des TS (-36) eine TATA-Box (-80 bis -71) lokalisiert. Ebenso findet man für den TS bei

Position -127 ein Inr-Element (-148 bis -142).

Betrachtet man die P-1729 Promotorregion und den Intron-1-Bereich im Ganzen, so findet

man eine Kombination von regulatorisch wirksamen Promotorbereichen, durch die die PPK-

Transkription in der Niere in mannigfaltiger Art und Weise reguliert werden kann. Diese

Komplexität der Transkriptionsregulation wird erklärlich, wenn man bedenkt, dass die Niere

aus einer Vielzahl von unterschiedlichen Zellverbänden bzw. strukturellen Einheiten besteht,

die völlig unterschiedliche physiologische Aufgaben erfüllen müssen.
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E.10 Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden grundlegende Untersuchungen zur mole-

kularen Regulation der mRNA-Expression des Plasma-Prokallikrein-Gens durchgeführt. Der

zentrale Befund, dass die Genregulation von PPK durch mehrere regulative Einheiten (P-1729

Region und Intron-1-Bereich) in Abhängigkeit des jeweiligen Gewebetyps gesteuert werden

kann, macht es sehr wahrscheinlich, dass dieser Protease in den verschiedenen Geweben un-

terschiedliche Aufgaben zukommen. Hierfür spricht auch die Tatsache, dass in Nierengewebe

drei mRNA-Transkripte detektiert wurden, die ein N-teminal verkürztes Protein und damit

eine intrazelluläre Isoform des PPK-Proteins codieren.

Zur Zeit werden in unserer Arbeitsgruppe weitere Reportergenstudien zur detaillierten Ana-

lyse des Intron-1-Bereichs durchgeführt. Primäres Ziel hierbei ist es, die Frage zu beantwor-

ten, ob die strukturelle Einheit von TS 436, TATA-Box (424-433) und CCAAT-Box (362-

373), in Nierenzelllinien transkriptionsaktivierend wirken kann. In diesem Sequenzbereich ist

nämlich die Consensus-Sequenz des zellspezifischen Transkriptionsfaktors HFH3 integriert,

der ausschließlich im gewundenen Teil des distalen Tubulus der Henle´schen Schleife expri-

miert wird. Denn immunhistochemische Untersuchungen von einer mit uns kooperierenden

Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass das PPK/PK-Protein in der Niere tatsächlich ausschließlich

im distalen Tubulus der Henle´schen Schleife exprimiert wird (Prof. Dr. K. Bhoola, Durban,

persönliche Mitteilung).

In diesem Zusammenhang müsste unter Einsatz rekombinanter Proteinexpression auch der

Frage nachgegangen werden, welchen funktionellen Unterschied die verkürzte nierenspezifi-

sche Isoform des PPK-Proteins im Vergleich zum Wildtyp zeigt.

Die RLM-RACE-Ergebnisse zeigen eindeutig, dass auch in Testis ähnlich wie in der Niere

multiple TSs sowohl in der upstream-Region als auch im Intron-1-Bereich rekrutiert werden.

Somit wäre es von großem Interesse Reportergen-Analysen in einer oder mehreren Testis-

spezifischen Zelllinien durchzuführen. Mit Hilfe von immunhistochemischen Analysen

könnten dann ähnlich wie in Nierengewebe Untersuchungen zur zellspezifischen Regulation

der PPK-Expression durchgeführt werden.
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Epilog

Utopien erweisen sich als weit realisierbarer, als man

früher glaubte. Und wir stehen heute vor einer auf ganz

andere Weise beängstigenden Frage: Wie können wir ihre

endgültige Verwirklichung verhindern? ... Utopien sind

machbar. Das Leben hat sich auf die Utopien

hinentwickelt. Und vielleicht beginnt ein neues Zeitalter,

ein Zeitalter, in dem Intellektuelle und Gebildete Mittel

und Wege erwägen, die Utopien zu vermeiden und zu

einer nichtutopischen, einer weniger „vollkommenen“

und einer freieren Gesellschaftsform zurückzukehren.

Nikolai Berdjajew
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