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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Hamostase

Das Blut der Wirbdtiere dient nicht nur ds Trangportmitte for Substanzen wie
Nahrungsstoffe und Atemgase zur Versorgung der Gewebe, es tréagt auch  zur
Aufrechterhdtung des inneren Milieus im Organismus bea. Weterhin ig es beteiligt an der
Vertdlung der Warme be homoiothermen Tieren und spidt eine Rolle in der Immunabwehr.
Fir den relbungdosen Ablauf der oben erwdhnten Funktionen des Blutes is die Hamostase
essantidl. Be Veletzungen dar Gefddwand efolgt primé& die Vasokondriktion der
zufihrenden Blutgefd3e und damit die Drossdung des lokden Blutflusses. Pardld kommt es
zu ener Adhdsion und Aktivieeung der Thrombozyten, die durch Aggregation enen
Thrombozytenpfropf bilden. Zudem wird die plasmatische Gerinnung aktiviert, die Uber ene
Kaskade in der Spdtung des Fbrinogens durch Thrombin und der Bildung enes
Fbringerinnsds mindet (Abb. 1).

GefalRwandverletzung
Thrombozytéres System Plasmatisches Gerinnungssystem
Thrombozytenadhésion Intrinsischer Weg Extrinsischer Weg

Thrombozytenaggregation

i ;
Thrombozytenpfropf Prothrombin = —

!

L Thrombin o Xllla L
Fibrinogen == Fibrin = Quervernetztes Fibrin

/

Thrombozyten-Fibrin-Gerinnsel
A

Fibrin:olyse

Abb. 1. Zusammenspied von thrombozytérem und plasmatischem System in der
Hamostase (veréndert nach Mller-Berghaus, 1998).
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Das Fbrinolysesysem schliefdich  wirkt durch Hemmung der Fbrinbildung und der
Thrombozytenaggregeation regulatorisch, begrenzt die Bildung des Fibringerinnsds und 16t
es nach erfolgter Wundheilung auf.

Durch en komplexes Zusammenspid von Aktivatoren und Inhibitoren der Blutgerinnung
wird die Huiditdt des Blutes gewdrleget und nach Verletizungen des Gefdisysgems en
Ubermd3ger Blutverlug durch Bildung enes Blutgerinnungspfropfs  verhindert.  Die
kaskadenartige Aktivierung der Blutgerinnung wird durch postive Rickkopplungsmecha-
nismen erheblich beschleunigt. Die Regulation efolgt unter Betelligung der Oberflache von
Endothe zellen und Thrombozyten sowie der subendothdiden Stukturen.

Eine Fehlregulation des Hamogtasesysems oder Defekte betelligter Faktoren  konnen
pathol ogisch entweder zu Blutungen oder zu Thrombaosen fuhren (MUller-Berghaus, 1998).

1.1.1 Das plasmatische Gerinnungssystem

Die plasmaische Geinnung gipfdt nach ener Gerinnungskaskede in der Bildung enes
Fibrinpolymers, das zusammen mit dem Thrombozytenpfropf zum Veschluss ener
Gefdddson betrégt. Die Aktivierung der Gerinnungskaskade erfolgt Uber proteolytische
Spdtung der plasmatischen Gerinnungs- oder Plasmafektoren, die im Blut as Proenzyme
vorliegen. Wahrend es sich bel den aktivierten Formen von Prothrombin (Faktor 11) und den
Fektoren VII, IX, X, XI und XIlI um Serinproteasen handdt, snd die Faktoren V und VIII
keine Enzyme, jedoch in ihrer aktivieten Form ds Cofaktoren von entscheidender
Bedeutung. Aus didaktischen Grinden wurde die Aktivierung der Blutgerinnungskaskade bis
heute in enen intrindschen und enen extringschen Weg untertellt. Das intringsche System
beginnt mit der Kontaktaktivierung der Gerinnungsfaktoren XII und XI durch negativ
geladene subendothdiae Strukturen.

Am Ende der Gerinnungskaskade wird Prothrombin durch Faktor Xa in Gegenwart von
Faktor Va, Cadcium und einer Phosholipid-Oberfléche aktiviert (Davie et d., 1991; Furie und
Furie, 1992). Die proteolytische Spaltung zweler Peptidbriicken durch Faktor Xa bewirkt die
Aktivierung des Prothrombins in Thrombin, das seinersaits proteolytisch die Fibrinopeptide A
und B des Fbrinogens entfernt und somit die Bildung des Fbringerinnsds enleitet.
Aulerdem aktiviet Thrombin die Cofaktoren Faktor V und Faktor VIII sowie Faktor XIII.
Fektor Xlll  kadyset die Quevernezung von FHbrin  und dimuliet die
Thrombozytenaggregation (Furie und Furie, 1992). Die Kaskade der plasmatischen
Gerinnungsaktivierung mit ihren Inhibitoren zeigt Abb. 2.
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Intrinsischer Weg

KK €¢——— PrakKK
«HK
Cl-Inh5¢
Xl === X]|la
|HK Extrinsischer Weg
Cl—lnh;

Xl »Xla Vila ¢—VII
HK| | TF 4
alPI; TTFPI = TFPI

IX—IXa <«TF>
JVIIIa
AT TFPI
v v
X » Xa
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AT =
Prothrombin — Thrombin

AT=

- Lo XN .
Fibrinogen — Fibrin £ra, Quervernetztes Fibrin

Abb. 2: Kaskade der plasmatischen Gerinnungsaktivierung mit Inhibitoren (aus Muller-
Berghaus, 1998). Verdédrkerschlefen snd ds dicke Pfelle und aktivierte Faktoren durch en
angehdngtes & gekennzeichnet. KK: Kadlikren, HK: hochmolekulares Kininogen, C1-Inh:
C1-Inhibitor, a;1P: ai-Proteinase-Inhibitor, TF. Tissue Factor, TFPI: Tissue Factor Pathway
Inhibitor, AT: Antithrombin.

Dem Thrombin werden zusizlich auch antikoagulatorische Funktionen zugeschrieben. Eine
wichtige Rolle spiden dabel zelgebundene Rezeptoren an der Oberfléche endothdider
Stukturen.  Hierbel  bedtzt das konditutiv.  auf dem  Gefdlendothd  exprimierte
Thrombomodulin eine wichtige Funktion. Thrombin aktiviert, gebunden an Thrombomodulin
und in Gegenwart von Protein S, Protein C. Aktivietes Protein C (APC) degradiert
proteolytisch die a&ktivieten Faktoren V' und VIII, was zu ene Inhibierung des
Koagulationsprozesses fuhrt (Esmon, 1983). Weitere Bestandteile des antikoagulatorischen
Sysems neben Thrombomodulin, Protein C und Protein S snd Antithrombin 11, Heparin-
Kofaktor 11 und Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI). Eine Ubersicht der verschiedenen
antikoagulatorischen Funktionen der Endothelzdleist in Abb. 3 dargestellt.
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Aktivierung der Gerinnung
———

IXa  Vila ‘7TFPI
l o\

N

o ) l
P | Va
APC Protein S | l

Prothrombin = Thrombin s HC-II

Protein C N:) &
Thrombin « AT /
oo 5

L /i

Abb. 3: Antikoagulatorische Aktivitdten der Endothelzelle (aus Miiller-Berghaus, 1998).
Aktivierte Faktoren sind durch ein angehéangtes ,d' gekennzeichnet. APC: Aktiviertes Protein
C, AT: Antithrombin, HC-II: Heparin-Kofaktor Il, TF. Tissue Factor, TFPI: Tissue Factor
Pathway Inhibitor.

Wird Antithrombin Uber Heparansulfat an die Endothelzellmembran gebunden, kann es durch
Inhibierung von Thrombin zur negativen Regulation der Koagulation betragen (Preissner,
1996). Eine ahnliche Inhibition von Thrombin erfolgt durch Heparin-Kofaktor 11 (HC-1I) an
der Endothelzdloberfliche gebunden an Dermaansulfat (Briginshaw und Shanberge, 1974,
Tollefsen und Blank, 1981; Tollefsen e d., 1983). TFPI schlieldich wird von Endothelzellen
gebildet, sezemiert und zirkuliet fre im Blut. Durch Bildung eines Komplexes mit Tissue
Factor (TF), Fektor Vila und Faktor Xa wird die Aktivierung des extringschen Weges der
Geinnung herunterreguliert (Broze und Miletich, 1987; Broze, 1994; Lindahl et d., 1992).
Das komplizierte Zusammengpid prokoagulatorischer und antikoagulatorischer  Faktoren
bedingt eine drikte Kontrolle der beteiligten Faktoren.
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1.1.2 Dasfibrinolytische System

Das Fbrinolysesysem begrenzt ds Gegenspider der Koagulation die Gerinnsdbildung und
baut Fbringerinnsd nach efolgter Wundhellung ab, um s0 den Blutfluss wieder herzustdlen.
Gleichzeitig bedtzt es auch Funktionen be der Degradation der extrazelluléren Matrix, z. B.
in Phasen des Wachstums und bel der Tumormetastaserung. Das Schlissdlenzym i Plasmin,
das nach Aktivierung des Zymogens Plasminogen durch Tissue-type Plasminogen Activator
(t-PA) oder Urine-type Plasminogen Activator (u-PA) Fibrin spdtet und so zur Lyse des
Gerinnsdls betragt. Plasminogen bewirkt die Spaltung einer breiten Pdette an Subdraten.
Verschiedene Kontrollmechanismen dienen zur Begrenzung der proteolytischen Aktivitét auf
den Bereich des Fibringerinnsds. So bewirkt der Abbau von Fibrin durch Plasmin ene
postive Rickkopplung durch Erhdhung der Bindungsaffinitée zwischen Plasminogen  und
Fibrin (Bachmann, 1994).

Die intrindsche  Aktivieeung der  Hbrinolyse efolgt  wie bem  plasmatischen
Gerinnungssysem  Uber die Kontaktaktivierung. Betelligt snd die Faktoren  Xlla,
Prékdlikrein und hochmolekulares Kininogen (HK; Miuller-Berghaus, 1998). Der Syntheseort
der Serinprotease Plasminogen ist die Leber. Der Aktivator der extrindschen Fibrinolyse tPA
hingegen wird es nach Stressainwirkung von Endothezellen gebildet und sezerniert (van
Hinsbergh, 1988). t-PA bindet Uber Lysnbindungsstedlen an Fbrin, was mit ener
Konformationsdnderung des t-PA-Molekils und ener dadurch bedingten  erhthten
Bindungsffinitdd an Plasminogen enhergeht. Beide Faktoren binden an die Fibrinmatrix
unter Bildung eines trimolekularen Komplexes. Auch diese fibrinabhéngige Aktivierung fuhrt
Zu einer Begrenzung der proteolytischen Aktivitdéd auf den Bereich des Fbringerinnsds
(Priglinger und Binder, 1998).

Das inaktive Zymogen Pro-u-PA wird von Makrophagen, neutrophilen Granulozyten,
Endothdzellen oder Tumorzellen gebildet. Pro-u-PA bindet Uber seine EGF-Doméne an den
u-PA-Rezeptor (-PAR). Das gebundene Zymogen wird dann an der Zdloberflache Uber
ebenfdls gebundenes Pasminoge/Plasmin in sadne &ktive Form, WwPA, dbefthrt und
aktiviet sanersaits Uber @nen  Vedakermechanismus wiederum  Plasminogen.  u-PA-
Rezeptoren snd vor dlem auf adhédrenten Zdlen an den fokaen Zdlkontakten zwischen Zdle
und extrazdlulder Matrix und an Zdl-Zedlkontakten exprimiert und begrenzen damit die u-
PA-vermittelte Fibrinolyse auf bestimmte Zelloberflachen.

Zur Regulation der Fibrinolyse tragen Inhibitoren aus der Familie der Serpine bel.



Einleitung 6

1.1.3 Thrombophilie

Mit Thrombophilie wird ene erhdhte Neigung zu Thrombosen bezeichnet. Ursachen hierfir
konnen erworbene oder angeborene Defekte in der Hamostase, dem Fibrinolysesystem oder
der Thrombozytenregulation sein. Diese werden auch ds thrombophile Diathesen bezeichnet
(Pabinger und Lechner, 1998). Vidfach liegt ene angeborene Thromboseneigung vor, die
entweder auf dem Defekt eines Gens oder auf der Kombination mehrerer Mutationen beruht.
So konnen z. B. Antithrombin-, Protein C- und Proten S-Mangd durch ene Anzahl
verschiedener Mutationen hervorgerufen werden (Lane et d., 1993; Reitsma et d., 1995;
Mugtafa et a., 1995). Be Pdienten mit APC-Resgenz ig im Gegensatz dazu in mehr ds
80 % der Félle die Faktor V-Leiden Mutation nachweisbar (Bertinaet d., 1994).

Der Antithrombin-Mangd gehdrt zu den angeborenen thrombophilen Diathesen  mit
Inhibitormangd. Er zeichnet sch durch verminderte Inaktivierung von Thrombin, Faktor Xa,
Fektor 1Xa, Faktor Xla oder Faktor Xlla aus. Diese verringerte Inaktivierung wird verursacht
durch Nonsense-Mutationen (Kettenabbruch durch Entstehung enes Stop-Codons) oder
Missense-Mutationen  (Verdnderung ener Aminosaure) und sdtener  durch  Deletionen.
Ahnliche genetische Defekte liegen dem Protein  C-Mange zugrunde. Dieser it
gekennzeichnet durch verminderte Inaktivierung von Faktor Va und Faktor VIlla, wahrend
be Protein S-Mangd ene verminderte Protein C-Aktivitdt durch verringerte Aktivitét des
Kofaktors vorliegt.

Die APC-Redstenz oder Faktor V-Leden Mutation igt verbunden mit ener gestorten
Degradation von Faktor Va durch aktiviertes Protein C (APC). Dieser genetisch bedingte
Defekt ist die Folge einer Punktmutation an Position 1691 im Faktor V-Gen.

Bea de Dydibrinogendmie kommt es zu ener verminderten Bindung von Thrombin oder zu
ener gedtbrten Stimulierung der t-PA induzieten Fibrinolyse durch abnormdes Fibrin.
Ursschen hierfir snd Punktmutationen an unterschiedlichen Stellen des  Fibrinogenmolekils,
warend der mulitfaktoridlen  Hyperhomocysteindmie  verschiedene  Mutationen  und
Polymorphismen von Enzymen zugrunddiegen (Pabinger und Lechner, 1998).

Der G20210A-Polymorphismus im Prothrombingen, mit dem dch die vorliegende Arbat
beschéftigt, fuhrt zu ener erhdhten Prothrombinkonzentration im Plasma der betroffenen
Petienten. Die Punktmutation liegt in der 3-untrandatierten Region des Prothrombingens und
fuhrt zu einer erhéhten Thromboseneigung (Poort et d., 1996).
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1.2 Prothrombin

Prothrombin und sene enzymatisch aktive Form Thrombin spiden ene zentrde Rolle in
verschiedenen biologischen Prozessen. Dazu gehdren neben seiner zentrden Funktion in
Koagulation und Antikoagulation in der Hamodase auch die Induktion der
Thrombozytenaggregation. Prothrombin  wirkt auRerdem chemotaktisch auf Makrophagen
und ist betaligt an der Regulaion der Proliferation von Endothelzdlen sowie anderer
ZdItypen (Degen und Sun, 1998). Eine Liste der verschiedenen biologischen Funktionen des
Prothrombinsig in Tab. 1 dargestdlit.

Tab. 1. Funktionen von Prothrombin (nach Degen und Sun, 1998).

Funktionen Zéllen oder Substrate

Koagulation Fibrinogen, Faktoren V, VIII und XI11, Thrombozyten
Antikoagulation Protein C

Gewebereparatur Fibroblasten

Regulation der Immunantwort T-Lymphozyten

Atherosklerose Vaskulére glatte Muskel zdlen, Endothelzellen

Myocardiae Ischémie und Infarkt Cardiomyozyten, Purkinje-Fasern

Eliminierung der Synapsen in der Periphere Motorneuronen
Entwicklung

Zentrdes Nervensystem Neuronen, Astrozyten
Entziindungen Monozyten, Makrophagen
TumorzdImetastasen Krebszellen

Der Hauptsyntheseort von Prothrombin befindet sich in der Leber (Barnhart, 1960, Jamison
und Degen, 1991). Vitamin K wird zur Synthese des EinzekettenGlycoproteins mit enem
Molekulargewicht von 72000 Da (Barnhart, 1960, Mann und Elion, 1980) bendtigt. Als
Cofaktor einer Carboxylase wirkt Vitamin K im rauhen Endoplasmatischen Retikulum, die an
podtirandationden  Caboxylierungen  von  aminoterminden  Glutamatreten zu ¢
Carboxyglutaminsauren (GLA) beteligt is. Die GLA-Reste des Prothrombins snd fir seine
cdciumvermittdte Bindung an Phospholipidmembranen  essentidl  (Stenflo e d., 1974,
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Nelsestuen e d., 1974; Magnusson et d., 1975). In Abwesenheit von Vitamin K igt
Prothrombin nicht funktiond! (Stenflo und Suttie, 1977).

Die Primadruktur  des humanen und bovinen  Prothrombins  wurde  mittels
Proteinsequenzandyse (Magnusson et d., 1975; Butkowski et d., 1977; Thompson e 4d.,
1977; Wdz et d., 1977; Seegers, 1979) bestimmt und aus der cDNA-Sequenz abgeetet
(Degen et d., 1983; MacGillivray und Davie, 1984; MacGillivray et d., 1980).

Prothrombin  wird zun&chs in der Zdle in senea Vorlaufeform Pre-Pro-Prothrombin
gynthetisert. Das Vorlaufer-Protein enthdt eine Pre-Pro-Sequenz (Aminoséuren -43 bis -1),
die fir die Sekretion und g-Carboxylierung des Proteins verantwortlich ist. Diese Sequenz
wird anschlief3end durch eine Signd peptidase und eine Protease abgespdten.

Das fre im Blut zirkulierende Zymogen Prothrombin besteht aus 579 Aminosaureresten, 8 %
Kohlenhydraten und 10 GLA-Resten (Magnusson et a., 1975; Degen e a., 1983; DiScipio &t
d., 1977). Funktiondle Doménen beinhdten eine GLA-Doméne, zwe Kringle-Strukturen
und ene kadytische Doméne. Die Kringle-Doméne ig gekennzeichnet durch ene
disulfidreiche, dreischlefige Struktur mit einer internen Homologie, die ca 80 Aminosiuren
umfasst (Magnusson et d., 1975). Kringle-Doménen interagieren mit Subdgtraten, Cofaktoren
oder Rezeptoren (Petthy et d., 1984; Patthy, 1985). So vermittelt die zweite Kringle- Struktur
des Prothrombins die Bindung an ihren Cofaktor, Faktor Va (Esmon und Jackson, 1974;
Kotkow et al., 1995).

Der GLA-Doméne am aminoterminden Ende des Prothrombins folgen zwe  Kringle-
Doménen, an die dch caboxyteemind das aktive Zentrum anschliefd. Die katdytische
Doméne setzt sch aus den drei aktiven Aminosiureresten His-363, Asp-419 und Ser-525
zusammen.

Prothrombin lagert Sch in Gegenwart von Cdcium an Phospholipidoberflachen an und bildet
mit Faktor Xa und Cofaktor Va zusammen den Prothrombinasskomplex. Die Anheftung an
die Endothdmembran bewirkt die Beschrdnkung der folgenden prokoagulatorischen
Ereignisse auf den Ort der Gefaldverletzung. Nach Aktivierung durch den Faktor Xa wird das
geainnungsérdernde Thrombin vom  Aminoterminus  des Proteins  fregesstzt.  Dabe
verbleben GLA- und Kringle-Doménen an der Zeloberfléche. Das 39 kDa Protein Thrombin
besteht aus zwe Polypeptid-Ketten, die durch eine Disulfidbriicke verbunden snd. Die A-
Kette des humanen Enzyms besteht aus 49 Aminoséuren, wahrend sch die B-Kette aus 259
Aminosiureresten  zusammensatzt. Thrombin bindet unter anderem  pezifisch an Fibrinogen
(Fenton et a., 1988), PAR-1 Thrombinrezeptor (Liu et d., 1991), Thrombomodulin (TSang et



Einleitung 9

d., 1990) und an Inhibitoren wie Hirudin (Markwardt, 1990; Ryde et d., 1990) und Heparin-
Cofaktor Il (Sheehan et a., 1993).

Die Thrombin-Aminoséuresequenz ist hochkonserviert. Die Regionen um das aktive Zentrum
gnd in dlen bidang untersuchten Spezies identisch. Auch dle Cyden- und TryptophanReste
der B-Kette snd konsaviet (Banfidd und MacGillivray, 1992), was die funktiondle
Bedeutung von Prothrombin im Organismus untergtreicht.

Die homozygote Deetion von Prothrombin in Mausen fihrt embryond zu enem patiel
letden Phénotyp: Ungefdhr die Hafte der homozygoten Méuse doirbt wéhrend der
Embryondentwicklung, verursacht durch ene nicht intekte Dottersackmembran und damit
verbundenen Blutungen. Die andere Hdfte dirbt innerhab weniger Stunden nach der Geburt
aufgrund von Blutungen (Sun et al., 1998).

1.2.1 Genstruktur

Die komplette cDNA des humanen Prothrombingens wurde 1983 zuerst von Degen e 4.
verdffentlicht. Die Aufkl&rung der Gendruktur erfolgte 1987 von Degen und Davie. Das
komplette Gen umfad 20241 bp vom  Transkriptionsstartpunkt  bis  zur
Polyadenylierungsstelle, bestehend aus 14 Exons und 13 Introns. Auffdlig i der hohe Antell
an repetitiven Sequenzen in den Introns, wobel diese 50 % des gesamten Gens ausmachen
(Degen und Davie, 1987; Bancroft et d., 1990). Dazu gehdren 41 Alu-Sequenzen, eingerahmt
durch 5 bis 17 bp direkte Sequenzwiederholungen, die Uber das gesamte Prothrombingen
vertellt snd. Auch andere repetitive Elemente, wie zwel Kopien partidler Kpn I-Sequenzen
und einige Kopien mitterepetitiver Sequenzen, sind Bestandteile des Gens (Degen und Davie,
1987; Degen, 1992). Durch Veglech der Prothrombingensequenz mit Sequenzen der
Datenbank GenBank wurden zusétzlich Homologien zweer Prothrombinregionen  mit
Regionen des humanen Gens fur Adenosin-Desaminase gefunden (Degen, 1992).

Das humane Prothrombingen wurde auf Chromosom 11, nahe des Centromers, lokalisert
(Royleet d., 1987).

1.2.2 Regulation des Prothrombingens

De Transkriptionsstart des humanen Prothrombingens wurde einer Region 3 his 38 bp
sromaufwarts des Methionin-Startcodons zugeschrieben (Bancroft et a., 1990; Chow et 4.,
1991). Die Sdle, die die hochge Ahnlichkeit mit der Konsensussequenz — fir
Transkriptionsstartstellen aufwelst, befindet sch 31 bp vor dem Trandationsstart und wurde
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mit +1 bezeichnet (Bancroft et a., 1990). Das Gen beditzt weder eine klasssche TATA-Box
noch eine CCAAT-Box.

Aufgrund der leberspezifischen Expresson des Prothrombins (Barnhart, 1960; Jamison und
Degen, 1991) ollten cisregulaorische Elemente Einfluss auf die gewebespezifische
Expresson nehmen. DNA-Bindungsstellen fir Transkriptionsfaktoren, die die Expresson von
leberspezifischen Proteinen steuern, wurden 1987 von Manidtis e a. und 1989 von Mitchell
und Tijan beschrieben. Zu den trans-wirksamen Transkriptionsfaktoren gehtoren C/EBP
(CCAAT enhancer bhinding protein), HNF- (hepatocyte-specific nuclear factor) 1, HNF-3A
und die HNF-4-Proteinfamilie (DiSimone und Cortese, 1992).

Zur Aufklarung der  wichtigden ciswirksamen Elemente in der 5-Region des
Prothrombingens  wurden  Chloramphenicol-Acetyltrandferase-  oder  Wachstumshormon-
Reportergenkonstrukte  hergestellt, die unterschiedlich lange Fragmente aus der 5'-
flankierenden Prothrombingensequenz enthielten (Bancroft et d., 1990; Chow e d., 1991;
Bancroft et d., 1992). Diese Kongrukte wurden in die Lebercarcinomzdllinie HepG2, die
nachweidich Prothrombin exprimiet (Far und Bahnak, 1984), sowie andere Zdllinien
trandiziert. Fir das humane Gen konnte en fir die leberspezifische Expresson essentidles,
cis-wirksames Element an Podtion -919 bis -790 identifiziet werden (Bancroft et a., 1992).
Nach Deetion diesr Region war weder in Leberzdlen noch in anderen Zdllinien ene
Expression des Reportergens detektierbar.

Mit Hilfe von Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSA) und Desoxyribonuclease |
Footprinting Andysen konnten 1991 Chow et d. und 1992 Bancroft et d. in Kernextrakten
aus HepG2-Zdlen verschiedene Proteine nachweisen, die in diesem Sequenzbereich an die
DNA binden. Kompetition mit HNF1- (hepatocyte nuclear factor-1) spezifischen
Oligonuklectiden inhibierte die Bildung eniger diessr  DNA-Proteinkomplexe. Zusitzlich
wies ene Region zwischen -887 und -875 eine sgr hohe Ahnlichkeit zur Konsensussequenz
der HNF-1-Bindungsstelle auf (Chow et d., 1991; Bancroft et d., 1992). Eine Beteligung
von HNF-1 an der Regulation der Expresson is bis heute nicht zwefedsfre geklat. Der
Transkriptionfaktor wurde @ber in Zusammenhang mit der leberspezifischen Expresson
anderer Gene beschrieben (Courtois et d., 1988).

Proteinbindende Eigenschaften konnten auch fir en zwetes Sequenzmotiv 5-CCTCCC-3
(Podition -850 bis -845) nachgewiesen werden. Es kommt ds potentidler Enhancer der
Transkription auch bei anderen |eberspezifischen Genen vor (Chow et ., 1991).

Ein zusizlicher DNA-Protenkomplex im Bereich -919 bis -790 des Prothrombingens wurde
sowohl mit HepG2 ds auch mit HelLa-Kernextrakten in DNase Footprints gefunden. Dies
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wed auf ene wetere, nicht-leberspezifische regulatorische Region hin (Bancroft et 4.,
1992).

Homologievergleiche mit dem bovinen Prothrombingen fihrten zur Identifizierung von zwe
konservierten Regionen (Bancroft et d., 1990; Irwin et d., 1988). Es handdt sch um die
Bereiche von -717 bis -581 und -108 bis -1 im humanen Gen, die eine Identité von 69 %
bzw. 79 % zu den Regionen von -580 bis -443 und -110 bis -1 im bovinen Gen aufweisen.
Obwohl diesen Sequenzabschnitten noch keine bekannte Funktion zugeordnet werden konnte,
goricht der Grad der Konservierung fir eine Betelligung an der Genregulation. Besonders der
Bereich direkt vor dem Transkriptionsstart von -110 bis -1 konnte potentielle Bindungsstellen
fir Transkriptionsfektoren enthdten, die an der Initiation der Transkription und der basden
Promotoraktivitét beteiligt Snd.

Durch enen Vergleich mit der murinen Prothrombin 5'-flankierenden Sequenz konnten zwel
konsarvierte Regionen identifiziet werden (Degen und Sun, 1998). Dazu gehtrt der Bereich
der potentielen HNF-1-Bindungsstdlle (Nukleotide -921 bis -844), der eine 0 %ige Identitét
zur murinen Sequenz aufwelst, und der Bereich vor dem Transkriptionsstart, der zu 79 % mit
den murinen Sequenzen Ubereingtimmt.

Zu den wichtiggen, bisher identifizieten regulaorischen Elementen des Prothrombingens
gehdrt demnach die potentielle Promotorregion, die einen Bereich von ca. 100 bp vor dem
Transkriptionsstart umfal¥. Die zweite Region von Pogtion -717 bis -581 welst eine grofie
Homologie mit dem bovinen Prothrombingen auf. Bidang konnte noch keine regulaorische
Funktion nachgewiesen werden. Die dritte Region im Bereich der Nukleotide -919 bis -790
umfald vermutlich zwe regulaorische Elemente. Zum eden dne potentidle HNF-1-
Bindungsstdle, verantwortlich fur die Ieberspezifische Prothrombinexpresson, und zum
Zweten ene nicht-gewebespezifische Proteinbindungsstdle, bel der es sch um en Enhancer-
Element handeln kdnnte,

1.2.3 Die G20210A-Mutation im Prothrombingen

Auf der Basis von populationsgenetischen Untersuchungen wurde eine G-A-Punktmutation in
der 3-untrandatieten Region (3-UTR) des Prothrombingens ds en  unabhangiger
genetischer Rigkofaktor fur die Entwicklung einer Thrombophilie beschrieben (Poort et d.,
1996). Mdoglicherweise ist der ba Mutationgtragern im Vergleich mit einem Kontrollkollektiv
erhthte Prothrombinplasmaspiegd fur die Thromboseneigung verantwortlich.

Eine Vidzahl von Untersuchungen der Pévdenz der Mutaion in  verschiedenen
Paientenkollektiven und Bevolkerungsgruppen  snd  bisher  verdffentlicht  worden.  Der
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G20201A-Polymorphismus ig der haufigte Riskofaktor fir vendse Thrombosen in der
spanischen Bevolkerung (Souto et a., 1998). Die Literaturlberscht in Tab. 2 zeigt enen
Vegleich der Préavdenz der Prothrombinmutation bei Petienten mit einer Vorgeschichte an
vendser Thrombose mit enem Kontrollkollektiv. Das relaive Thromboserisko fur Petienten
ig in dlen Falen erhoht.

Tab. 2: Préavalenz der Prothrombinmutation. Der Prozentsstiz der Patienten mit einer
Vorgeschichte an vendser Thrombose, die eine G20210A-Mutation tragen, wurde bestimmt
und mit dem Prozentsatz der Mutationstrager eines Kontrollkollektivs ohne Vorgeschichte an
vendser Thrombose verglichen. Daraus konnte von den Autoren das relative Thromboserisko
berechnet werden. Dieses rdative Thromboserisko bezeichnet das fir Mutationstréger
erhohte Risko, an einer Thrombose zu erkranken. k. A.: keine Angaben.

Referenz Jahr Patienten Kontrollen rel. Thrombo-
serisiko
Arrudaet d. 1997 43% 0,7 % 6,6
Brown et d. 1997 5,0 % 2,6 % 2,0
Cumming e 4. 1997 55% 1.2% 54
Ferares et d. 1997 16,0 % 4,0 % k. A.
Makriset d. 1997 7,9 % 0,7 % K. A.
Poort et al. 1996 6,2 % 2,3% 2,8
Souto et Al. 1998 17,2% 6,5 % 31
Tostto et d. 1999 4,3 % 34 % 1,3

Die Mutation G20210A liegt am 3-Ende des 3-untrandatierten Bereichs an der
Polyadenylierungsstelle des Prothrombingens und betrifft damit das letzte Nukleotid der
MRNA (Degen und Davie, 1987). Die Lage der Mutation l&sst darauf schliefien, dass die
Struktur des Proteins nicht beenfluss wird. Da be Mutationstragern die  Prothrombin-
Konzentration im Pasma erhoht is, wird ene verlangete Habwertszeit der 20210A
Prothrombin-mRNA  diskutiert. Ebenso wé&e es mdglich, dass die Mutaion die
Transkriptions-  oder  Trandationseffizienz verbessat  oder zu  ener erhdhten
Prozesserungsrate der Pr&mRNA am 3-Ende fihrt. Mutationen, die zu ener vermehrten

Genexpresson fuhren, snd bidang wenig bekannt. Der molekulare Mechanismus, der der
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Erhdhung des Plasma-Prothrombinspiegels bel  heterozygoten und homozygoten Tragern der
Mutation zugrunde liegt, ist bis heute noch nicht vollsténdig untersucht.

1.3 mRNA-Stabilitat in Eukaryoten

Die Habwertszeiten verschiedener messenger RNAs vaiieren zwischen wenigen Minuten
und mehreren Tagen. Damit ig die Stabilitd ener mMRNA en wichtiges Kriterium fir die
Genregulation und i somit fir die Hohe der Expresson ebenso entscheidend wie die
Regulation der Transkription. Regulatorische Elemente in der 3'-UTR, aber auch in der
kodierenden Region der mRNA, sowie die Lénge des Poly A-Endes entscheiden Uber die
MRNA-Sabilitét. Der Abbau ener mRNA beginnt meig mit der Verkirzung des Poly A-
Endes, der Deadenylierung, auf eine Lange von 25 bis 60 Adenosn-Resten bel Sdugern
(Brown und Sachs, 1998; Abb. 4).

Deadenylierungs-abhéngiger Abbauweg Deadenylierungs-unabhéngiger Abbauweg
m’G[ AUG UAA | AAA, m’G[ AuG
Entfernen der Kappe Endonukleolytische
Spaltung
m’G[AuG UAA | AAA. | AUG __[UAA UAA JAAA m'G[aue  uaaR{ AAA,
?
Entfernen der Kafy x@‘)EAbbau 5'® 3‘—AbbauJ / ) \
2O
€ [auG uaA — |AAA s m’GLAUG uank  Sauc Tuad UAA  |AAA, Entfernen der Kappe 3'® 5‘-Abbau
JS‘@ 3‘Abbau l
$auc UAA | AAAs 40 5'® 3'-Abbau

Abb. 4: Abbauwege der mRNA in Eukaryoten (nach Beedman und Parker, 1995).

Anschliel}end erfolgt der Abbau vom 5-, 3'-Ende oder von internen Schnitistellen aus. Das
Poly A-Ende liegt asoziiet mit Poly A-Bindeproteinen (PABP) vor, die die mRNA vor
nichtgpezifischer 3 ® 5’ -Exonukleasesktivitdt schitzen (Abb. 6a). Die Deadenylierung fuhrt
in der Regd zunéchst zur Entfernung der 5'-Kappe, entweder durch indirekte Wirkung nach
Verdnderung der subzdluldren Lokaisation oder durch direkte Wirkung nach Interaktionen
zwichen 5- und 3-Ende und damit Bildung ener mRNP- (mRNA-Proteinkomplex)
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Struktur. Nach Verkirzung des Poly A-Endes konnen Poly A-Bindeproteine nicht mehr
binden, was dann zur Zerstérung des mRNP-Komplexes fiihrt.

Die 5-Mehylguanosn-Kappe wird durch den Trandationgnitiationskomplex elF4F
gebunden, bestehend aus dem cap-Bindeprotein elF4E, dem Trandations-Initiationsfaktor
elF4G und dem Protein elF4A (McCarthy, 1998; Pestova und Helen, 1999; Mitchell und
Tollervey, 2000). elFAG interagiet mit elF3 und rekrutiet damit die 40 S ribosomae
Untereinheit. elFAG bindet auch das Poly A-Bindeprotein (Tarun und Sachs, 1996; Wdlls et
d., 1998; Imataka et d., 1998) und formt einen terndren Komplex mit dem cap-Bindeprotein
elF4E (Gingra et d., 1999). Dieser Komplex zirkularisert die mRNA in vitro (Wdls et 4.,
1998), fordert die Trandaion und konnte gleichzeitig die mRNA dabiliseren, indem e die
Deadenylierung und die Entfernung der 5-Kappe verhindert (Gao et a., 2000 und 2001,
Dehlin et a., 2000; Wilusz et d., 2001). Damit i die Regulation der mRNA-Degradation mit
der Initiation der Trandation verbunden (Linz et d., 1997; Welch und Jacobson, 1999, Michd
et a., 2000).

Die Deadenylierungs-unabhéngige Entfernung der 5'-Kappe wird ds mRNA , Survelllance'
bezeichnet. Se spidt ene Rolle bei der schnellen Degradation aberranter Transkripte, d. h.
mMRNAs mit frihen Nonsense-Codons, nicht gespleif¥en Introns oder extrem langen 3'-
Berdichen. Mit diessr Ubewachungsfunktion wird die Expresson verkirzter Proteine
verhindert (Culbertson, 1999; Czaplinski et a., 1999; Hilleren und Parker, 1999).

Der Abbau durch endonukleolytische Spdtung efolgt be  enigen mMRNAs  Uber
Endonuklease- Schnittstellen und  unabhéngig von Deadenylierung oder Entfernung der 5'-
Kappe. Bei der a-Globin-, Transferrin-Rezeptor- (TR) und der Xenopus Xlhbox2B-mRNA
z B. ig diee in da 3-UTR lokdiget (Wang und Kiledjian, 2000; Binder et d., 1994;
Brown et al., 1993). Be der c-myc-mRNA befindet se sch dagegen in der kodierenden
Region (Berngein et d., 1992). Schutzfaktoren konnen hierbel durch Maskierung der
Schnittstelle oder durch direkte Regulation der Endonuklease-Aktivité die Geschwindigkeit
des Abbaus modulieren,

1.3.1 Regulatorische mRNA-Sequenzen

Be dea podtranskriptiondlen Regulation der  Genexpresson snd die untranddierten
Regionen ener mRNA von groflier Bedeutung. Se snd betelligt an der Moduation des
MRNA-Trangports vom Nukleus in das Cytoplasma, an der Trandaionseffizienz (van der
Weden und Thomas, 1999), an der subzdluldren Lokalisation der mRNA (Jansen, 2001) und
an der Regulation ihrer Stabilitét (Bashirullah et d., 2001). Inzwischen ist bekannt, dass
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Mutationen in der 3-untrandatierten Region zu Erkrankungen fihren kénnen (Conne et d.,
2000).

Dabe efolgt die Regulation Uber untrandatiete Regionen durch cis-regulatorische
Sequenzmotive, an die Proteine binden, oder aber durch Sekundérstrukturen. Diese spielen
bel der Regulation auf RNA-Ebene eine groliere Rolle ds bei der Regulation auf DNA-Ebene,
be der die Primarstruktur im Vordergrund steht (Mignone et d., 2002). Waeiterhin ist bekannt,
dass durch Bindung von komplementaren nicht-kodierenden  RNA-Molekilen  an
Sequenzdlemente in enigen untrandatierten Regionen eine Modulation der Genexpresson
efolgt (Swveeney e d. 1996). Repetitive Elemente kdnnen in 5-untrandatierten Regionen
enigr mRNAs die Trandationsffizienz der betreffenden mMRNA beanflussen (Timchenko,
1999).

Die Lange der 3-untrandaierten Regionen id, auch innerhab ener Spezies sehr variabe
und rangiert zwischen 12 und mehreren tausend Nukleotiden (Pesole et d., 2001). Auljerdem
konnen untrandatierte Regionen eines Gens durch unterschiedliche Transkriptionsstartpunkte,
Polyadenylierungsstellen  oder dternatives Splicing, abhdngig vom Gewebe und dem
Entwicklungs- oder Krankheitsstadium, variieren (Grabowski und Black, 2001).

Zu den bisher bekannten cis-regulatorischen Elementen, die die Abbaurate ener mRNA
beeinflussen, gehdren die AU-rechen Elemente (ARES, Abb. 53). Se snd in der 3-
untrandatierten Region lokdiset und destabiliseren die betreffende mMRNA. Die Eintellung
efolgt in drel Klassen (Chen und Shuy, 1995; Mignone et d., 2002). Die Klassen | und I
snd charakterisert durch mehrere Kopien des Pentanukleotids AUUUA, das be Klasse Il
ARES nicht auftritt (Peng et d., 1996).

Klassel AREs, die hauptsachlich bei nuklegren Transkriptionsfektoren, z. B. c-fos und c-myc,
aber auch ba Cytokinen wie Interleukinr4 und -6 vorkommen, kontrollieren die
cytoplasmatische Deadenylierung durch glechmédge Degradation des Poly A-Endes bis zu
einem Rest von 30 bis 60 Nukleotiden. Im Anschluss daran erfolgt die komplette Degradation
der mRNA. Strukturdle Merkmae snd eine oder mehrere Kopien des Pentanukleotid-
Sequenzmotivs AUUUA in unmittelbarer Nachbarschaft einer U-reichen Region.

Klase Il AREs vermitteln dagegen eine asynchrone cytoplasmatische Deadenylierung, d. h.
verschiedene Transkripte werden unterschiedlich schnell degradiert. Hierbel wird das Poly A-
Ende komplett abgebaut. Dieses Sequenzmotiv ist charakterisert durch Tandem Reiterationen
des AUUUA-Pentamers und einer stromaufwérts gelegenen AU-reichen Region. Klasse I
AREs wurden z. B. fur die Cytokine GM-CSF, Interleukin-2, Tumor necrosis factor a und
Interferon-a beschrieben (Lagnado et a., 1994; Mignone et d., 2002).
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Klasse Il AREs enthdten im Gegensatz zu Klasse | und Il AREs kein AUUUA-Moativ. Se
sgndideren die Degradation der mRNA, z. B. die von c-jun, Uber en U-reches Element
(Peng et d., 1996).

a) — ——(AUUUA) —(U)~ Poly A
. SN A ATATA T
<
c) — Poly A
d) — B—PoyA
MYC
— | | ————Poly A
FOS
— ——PolyA
b-Tubulin

Abb. 5: Regulatorische Sequenzen und Strukturen, die die Halbwertszeit einer

eukaryotischen mRNA beeinflussen (Darstellung nach Ross, 1996).

a) AU- und U-reiche Regionen (ARES) desiabiliseren die mRNA (z. B. c-fos- und c-myc-
MRNA). In Transfektionsexperimenten destabiliseren ARES die b-Globin-mRNA (Shaw
und Kamen, 1986).

b) Stem-Loop-Elemente in der 3-UTR bieten Bindungsstellen fir regulatorische Proteine (z.
B. Tranderin-Rezeptor-, HisorrmRNA). Die Endonuklesse-Schnittstelle der Trandferrin-
Rezeptor-mRNA igt durch einen Pfell gekennzeichnet.

c) Stem-Loop-Regionen dienen ds endonukleolytische Schnittstelen (z. B. insulin-like
growth factor 11-mRNA).

d) Stabilitétsdeterminanten in der kodierenden Region offerieren Proteinbindungsstellen.

Als regulatorische Proteine, die an AU- und U-reéiche Regionen binden und zur Modulation
der Degradation der betreffenden mRNA beitragen, wurden hnRNP D (AUF1; Zhang et 4d.,
1993) und HUR (Ma et d., 1996; Myer et d., 1997) identifiziert (Abb. 6b). HNRNP D bindet
sowohl an DNA (Dempsey et d., 1998a) as auch an RNA (Swanson und Dreyfuss, 1988) und
besteht aus vier Isoformen p37, p40, p42 und p45 (Dempsey et a., 1998b). Alle Isoformen
enthdten zwe RNA-Erkennungsmotive (RNA recognition motifs RRMsS) und snd in
Nukleus und Cytoplasma lokaisiert (Zhang et d., 1993). Uberexpresson von hnRNP D fiihrt
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in verschiedenen Zdlsystemen zu ene ehdhten AUUUA-vermittdten mRNA-Degradation
(Loflin et d., 1999). Daba is die Modulation der Degradation an die zdlulare Lokdisation
des hnRNP D gekoppdt: Hitzeschock, Inhibition des Ubiquitin-Proteasom-Signdweges oder
Inaktivierung des E1 ubiquitinating enzyme resultieren in der Trandokation des hnRNP D in
den Nukleus von Hel a-Zéllen (Laroia et al., 1999).

a) —| ——— AAAAAAAAAA
—— ™
b) — —(AuuU),—(U),— Poly A
C—
—] —((Auwy),  (U),)- Poly A

c) — ﬂ
Iyt
d) — )JMBUDL Poly A

e) — @] Poya

) — W—PoyA
O—
— (@7 Poly A

Abb. 6: mRNA-bindende Proteine (Darstellung nach Ross, 1996).

a) Poly A-Bindeprotein (PABP) schiitzt vor Degradation.

b) HARNP D und HuR binden an AU-reiche Regionen, was zu Dedabiliserung bzw.
Stabiliserung der mRNA fuihrt.

c) Protein bindet an Stem-Loop-Struktur der HisonrmRNA und beeinfluss  mRNA-
Transport, Trandation und Abbaurate.
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d) IRE-Bindeproteine dabiliseren die Tranderrin-Rezeptor-mRNA durch Bindung an iron
response elements (IREs) und Maskierung der Endonuklease- Schnittgtelle.

e) Zwe Protenbindungsstdlen in dar 3-UTR de  Ribonukleotid- Reduktase 2-mRNA
beainflussen die Stabilitét der MRNA.

f) Protein schiitzt myc-mRNA vor Abbau durch Bindung in der kodierenden Region.

HUuR wird ubiquitdr exprimiert und gehdrt zur ELAV- (embryonic lethal abnormal vision)
Familie RNA-bindender Proteine (Ma et a., 1996; Good, 1995). Im Gegensatz zu hnRNP D
dabilisert eine Uberexpresson von HuR nach trandenter Transfektion mRNA-Transkripte
mit Klasse | und Il AREs und zu einem geringeren Prozentsatz auch Klase Il AREs (Fan
und Steitz, 1998a; Peng et d., 1998). Fir eine mRNA-dabiliserende Funktion von HuR
spricht auch, dass antisense HUR-RNA den Abbau ARE-tragender Transkripte beschleunigt
(Wang et d., 2000a; Wang et d., 2000b). HUR besitzt wie andere Proteine der Hu-Familie
drei klasssche RNA-Erkennungsmotive (RRMs). Im Fdle von HuD schent die Erkennung
des ARE-Sequenzmotivs durch die beiden ersten RRMs zu efolgen, wéhrend das dritte
vermutlich an das Poly A-Ende der mRNA bindet (Ma et d., 1997). Auch fur HUR wurde
ene Kolokdisation in Nukleus und Cytoplasma beschricben. Dabel zeichnet ene neue
Shuttling-Sequenz  fir den Transport zwischen Ken und Cytoplasma verantwortlich, die
zwichen zweitem und drittem RNA-Erkennungamotiv gelegen i und ds HNS bezeichnet
wird (Fan und Steitz, 1998a; Fan und Steitz, 1998b).

Eine von Deadenylierung und Entfernung der 5'-Kappe unabhdngige Degradation wurde fur
die Trandferin-Rezeptor-mRNA beschrieben. Der Abbau erfolgt endonukleolytisch in der 3'-
UTR an ena sequenzspezifischen Schnittstelle (Binder et a., 1994; Abb. 5b). In
unmittelbarer Néhe dear Schnittstdle snd  Sekundérstrukturen  (stem-loop  structures)
lokdidert, die ds iron-responsive elements (IREs) bezeichnet werden und reversbe das IRE-
Bindeprotein  binden (Abb. 6d). Be Eissnmangd maskieren |IRE-Bindeproteine das
Dedtabiliserungsdement, was zu ener Erhthung der Habwertszeit der Trandferrin-Rezeptor-
MRNA fihrt.

Sequenzbereiche innerhab der kodierenden Region konnen ebenfdls an der Regulaion der
Sabilitét einer mMRNA beteiligt sain.
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1.4 Zidsetzung

Der G20210A Prothrombin-Polymorphismus ist bel Tragern der Mutation mit ener erhdhten
Prothrombinkonzentration im Pasma verbunden. Die Mutdion ig in der 3'-untrandatierten
Region lokaiset. Da die Struktur des Proteins demnach nicht durch die Mutation beainflusst
wird, konnten die erhthten Pasmaspieged kausd mit ener erhdhten mMRNA-Sabilité,
Transkriptionseffizienz, Trandaionsate oder ener  verbessaten  Prozesserung des
Transkripts in Zusammenhang sehen. Der molekulare Mechanismus, der zur Erhdhung des
Rasma- Prothrombinspiegels bel  heterozygoten und homozygoten Trégern der Mutation flhrt,
i bis heute noch nicht vollsandig geklart. Zid der vorliegenden Arbeit war es deshalb, den
molekularen Zusammenhang zwischen erhohter  Prothrombinkonzentration und  G20210A-
Mutation aufzuklaen. Zur Untersuchung des Einflusses der G20210A-Punktmutation auf die
Habwertszeit bzw. Stabilitt der mMRNA <ollte die 3-untrandatiete Region des
Prothrombingens in ein Reportergensystem inseriert und stabil in ener Hepatozyten-Zdllinie
exprimiert werden. Die Habwertszeiten der Wildtyp- und G20210A-mRNA  sollten
verglichen werden, und ferner sollte die Habwertszeit des endogenen Prothrombins und des
rekombinanten Proteins in Hepatozyten und anderen Zdllinien ermittelt werden. Aul3erdem
slite die transkriptionswirksame Aktivitdd des Prothrombin  3-UTR-Fragments in  einem
geaigneten Reportergensystem getestet werden.
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2 Ergebnisse

2.1 Expresson von Prothrombin in Sduger zellen

Die Expresson von Prothrombin wurde sowohl in den etablierten Leber-Zdllinien HepG2,
CL-48 und CCL-13, ds auch in verschiedenen priméen Zdlen und ds Pogtivkontrolle in
Schweindeber mittels Northern Blot Andyse untersucht. Dazu wurde Gesamt-RNA  aus
humanen HepG2-Zdlen, Endothdzdlen (HUVEC), vaskul&ren glaten Muskezdlen aus
Maus und Schwein, sowie aus Schweineeber prépariert. Nach Auftrennung der RNA in
enem denaurierenden Agarosege und Transfer auf eine Nylonmembran wurde diese mit
dner  %?P-markierten, humanen  Prothrombin-spezifischen  ¢cDNA-Sonde hybridisert.  Als
Hybridiserungssonde wurde ein 1046 bp groles Sst |-Redriktionsfragment der humanen
Prothrombin-cDNA (Nukleotidposition 1 bis 1046, Acc. No. J00307) eingesetzt.

QQ»

AL SIS A

28S
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Abb. 7: Expresson von Prothrombin in verschiedenen Saugerzellen und Geweben.
Gesamt-RNA wurde aus den Leber-Zdllinien HepG2, CL-48, CCL-13 und verschiedenen
primaen Zdlen (HUVEC, mVSMC: vaskuldre glate Muskdzdlen aus Maus, pSMC. glate
Muskdzdlen aus Schweinesorta) sowie aus Schweindeber isoliet. Die in der Abbildung
angegebenen RNA-Mengen wurden in enem 15%igen denaurierenden Agarosege
aufgetrennt. Nach dem Trandfer auf eine Nylonmembran erfolgte die Hybridiserung mit einer
P.markieten 1kb  Prothrombin-cDNA-Sonde  (Sst I-5'-Restriktionsfragment).  Die
Expostionszeit betrug 16 h mit ener Sgndverséakefolie PDGF. Stimulation der glatten
Muskel zellen mit platel et derived growth factor-AB (10 ng/ml).

Abb. 7 zeigt wie ewartet eine hohe Prothrombinexpression in der |eberspezifischen Zdllinie
HepG2 und in Schweineeber. Aufgrund der groRen Homologie des Prothrombins in
verschiedenen Spezies hybridisert die humane Sonde auch mit  Prothrombin-mRNA  aus
Schwein. Keine Expresson von Prothrombin konnte dagegen in den Leberzdllinien CL-48,
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CCL-13 und SK-HEP-1 (Daen nicht gezegt), in primden Zdlen wie humanen
Endothdzdlen und in glaten Muskdzdlen aus Maus und Schwein nachgewiesen werden.
For die Untersuchung der Habwertszeit der  Prothrombin-mRNA und  regulatorischer
Elemente des Prothrombingens wurde deshdb die Zdllinie HepG2 verwendet.

2.2 Bestimmung der Halbwertszeit der endogenen Prothrombin-
MRNA

Die Hdbwertszeit der endogenen Prothrombin-mRNA  wurde in der  humanen
Lebercarcinomzelllinie HepG2 (Aden e d., 1979; Knowles e a., 1980) und in priméaren
Hepatozyten, isoliet aus Widar-Ratten, besimmt. Die Expresson von Prothrombin in der
humanen L eberzelllinie HepG2 wurde 1984 von Fair und Bahnak beschrieben.

2.2.1 Halbwertszeit der Prothrombin-mRNA in HepG2-Zellen

Die Stabilitét ener spezifischen mRNA wurde mit der RNA synthesis inhibitor-chase method
(Egyhazi, 1974 und 1976; Sehgd und Tamm, 1978) bestimmt. Diese Methode berunt auf der
Inhibition der RNA-Transkription durch unterschiedliche Inhibitoren. Verwendet wurden
Actinomycin D, das die gesamte RNA-Synthese in der Zdle durch Interkdierung in die DNA
blockiert, oder 5,6-Dichloro-1-b-D-Ribofuranosyl-Benzimidazol (DRB), ein Anaogon von
Adenosin, das sdektiv und reversbel die Synthese heterogener, nuklegrer RNA, ein Vorlaufer
cytoplasmatisccher  mRNA, durch Blockierung der RNA-Polymerase I hemmt. Die
Abbaugeschwindigkeit bzw. die Habwertszeit dar mRNA kann dann durch Quantifizierung
der Transkriptmenge Uber einen bestimmten Zetraum hinweg bestimmt werden, da keine
neue RNA synthetisert wird. Die Habwertszeit der endogenen Prothrombin-mRNA in der
humanen Lebezdlline HepG2 wurde nach Auswertung von acht Experimenten mit 539 +
146 h besimmt. Dazu wurden HepG2-Zdlen dra bis vier Tage in RPMI-Volmedium,
supplementiet mit 10 % FCS 2 mM Glutamin und 40 U/ml Penicllin beziehungswveise
40 mg/ml Streptomycin, be 37°C und 5% CO> in 60 mm-Gewebekulturschaen kultiviert.
Die Inhibition der Transkription efolgte wahlweise durch Einwirkung von Actinomycin D
oder DRB uber 24 h. Nach O, 2, 4, 8 und 24 h wurden die Zdllen mit PBS gewaschen, mit
0,5m D'-Losung (Chomzcinsky und Sacchi, 1987) lysiet und die RNA prépaiet. Zur
Bestimmung der mRNA-Habwertszeit von Prothrombin wurden je 10 pg Gesamt-RNA in
enem denaurierenden Agarosegd fir 1% h be 70V aufgetrennt, auf eine podtiv geladene
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Nylonmembran trandferiert und mit ener 1 kb-Prothrombin-cDNA-Sonde hybridisert (1 kb
5-St |-Redriktionsfragment der  humanen Prothrombin-cDNA, isoliet aus dem Pasmid
pBS-Prothr.-cDNA). Abb. 8 zeigt exemplarisch drel voneinander unabhéngige Experimente.

Experiment 1 Experiment 2 Experiment 3
50 2 4 8 24”0 2 4 8 24||0 2 4 8 24|hDRB

Prothrombin| S S 5 S5 S 45 65 55 & o8 & 8 a8 5 -

26S| e aE P A s O e e (28S
18S| wie i S S e S e B B B W e W e |18 S

Abb. 8: Northern Blot Analyse der Prothrombin-Expression in HepG2-Zellen nach
DRB-Behandlung. J 10 pg Gesamt-RNA wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach
Behandung mit DRB aus HepGz2-Zdlen isolit, in enem 15 %igen denaurierenden
Agarosegdl  aufgetrennt, auf ene Nylonmembran tranferiet und mit @ner 32P-markierten
Prothrombin-Sonde  hybridisert. Die  Expodtionszeit betrug 16 h mit  ener
Signavergakerfolie. Die 28 S und 18 S rRNA-Banden wurden zur Uberprifung des
gachmddgen Auftrags mit Methylenblau nach dem RNA-Trander auf der Membran
angefarbt.

Nach 16-dindiger Expostion des Flters mit einem Phosphorimager-Screen efolgte die
Quantifizierung im Phosphorimager. Die Rohdaten wurden in Abhdngigkeit von der Dauer
der Actinomycin D bzw. DRB-Behandiung hdblogaithmisch in  e@nem  Diagranm

aufgetragen und die exponentidle Regresson N =N xe It bestimmt (Abb. 9).
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Abb. 9: Bestimmung der exponentiellen Regression zur Berechnung der Halbwertszeit
der Prothrombin-mRNA in HepG2-Zelen. HepG2-Zdlen wurden fir 24 h mit DRB
behanddt und die Gesamt-RNA zu verschiedenen Zetpunkten danach prépariet. Die
sezifische  Prothrombin-mRNA-Menge  wurde nach  Northern Blot  Andyse  im
Phosphorimager  quantifiziert. Die Rohdaten wurden hdblogarithmisch in Abhangigkeit von
der Dauer der DRB-Behandlung im Diagramm aufgetragen. Die exponentielle Regresson y =
360834 9% \wurde in EXCEL bestimmt.

Die Habwertszeit wurde berechnet nach Tl,zzllﬁ. Die Habwertszeiten der verschiedenen

. . .
Versuche wurden gemittelt und die Standardabweichung s = berechnet.

ngn- 15

2.2.2 Halbwertszeit der Prothrombin-mRNA in primaren Rattenleberzellen

Die Habwertszeit der endogenen Prothrombin-mRNA in priméen Hepatozyten betrug nach
Auswertung von funf DRB-Versuchen 49,1 + 11,1 h. Dazu wurden aus zwel Wistar-Ratten
primére Hepatozyten isoliert, enen Tag in M199-Medium, versetzt mit 3 % (v/v) FCS, 100
U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 0, 5nM Insulin und 5 nM Dexamethason be 37 °C,
5 % CO; inkubiert und anschlief?end fir 24 h mit DRB behanddt, um die Transkription zu
hemmen. Nach 0, 2, 4, 8 und 24 h wurden die Zdlen mit PBS gewaschen, und mit 0,5 ml
Trireegenz lydet. Zur Bestimmung der mRNA-Habwertszeit von Prothrombin wurden je
10 pg Gesamt-RNA in einem Triethanolamingd 1 %2 h ba 70 V aufgetrennt, auf eine pogtiv
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gladene  Nylonmembran trandferiet  und mit  ener 1 kb-Prothrombin-cDNA-Sonde
hybridisert (1kb 5-Sst I-Redriktionsfragment der humanen Prothrombin-cDNA aus pBS-

Proth.-cDNA). Abb. 10 zeigt exemplarisch Flterfabung und Northern Blot Hybridiserung
dreier unabhangiger Experimente.

Experiment 1 Experiment 2 Experiment 3
|O 2 4 8 24”0 2 4 8 24||0 2 4 8 24|hDRB

Prothrombin| 8 S & & = & & & o o 5 0 5 0 -

Abb. 10: Northern Blot Analyse der Prothrombin-Expression in priméren Rattenleber-
zellen nach DRB-Behandlung. Je 10 pg Gesamt-RNA wurden zu verschiedenen Zeitpunkten
nach Behandung mit DRB aus primé&en Hepaozyten isoliet, in enem 15 %igen
denaturierenden Agarosegel  aufgetrennt, auf Nylonmembran transferiet und mit einer 32P-
markierten Prothrombin-Sonde hybridisert. Die Expodtionszeit betrug 16 h mit ener
Sgndversédrkerfolie. Die 28 S und 18 S rRNA-Banden wurden mit Methylenblau nach dem
RNA-Trandfer auf der Membran angefarbt.

28 S
18 S

W W 23S
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Die Quatifizierung efolgte nach 16-dUndiger Expodtion des Filter's mit  e@nem
Phosphorimager-Screen im  Phosphorimager. Die Rohdaten wurden in Abhdngigkeit der
DRB-Behandlungsdauer  hdblogarithmisch  in - @nem Diagramm  aufgetragen  und  die

exponentidleRegresson N =N, > It bestimmt.
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Abb. 11: Bestimmung der exponentiellen Regression zur Berechnung der Halbwertszeit
der Prothrombin-mRNA in Hepatozyten. Primée Hepaozyten wurden fir 24 h mit DRB
behanddt und die Gesamt-RNA zu verschiedenen Zeitpunkten prépariert. Die spezifische
Prothrombin-mRNA-Menge wurde nach Northen Blot Andyse im  Phosphorlmager
quantifiziet und die Rohdaten hdblogarithmisch in Abhdngigkeit von der Dauer der DRB-
Behandlung im Diagranm aufgetragen. Die exponentidle Regresson y = 9216190162
wurde bestimmit.

Die Habwertszeit T,, :||E wurde bestimmt. Anschlie3end wurden die Halbwertszeiten von

finf voneinander unabhdngigen DRB-Versuchen gemittdt und die Standardabweichung

o - f[o 2
S= na x >(a X) berechnet.
n><(n- 1)

2.2.3 Vergleich der Halbwertszeiten der endogenen Prothrombin-mRNA aus
HepG2 und Rattenleberzellen

Die endogene Prothrombin-mRNA-Habwertszeit in der Zellline HepG2 wurde in acht
voneinander unabhangigen RNA synthesis inhibitor-chase Versuchen, wahlweise entweder
durch Inhibition der RNA-Synthese mittels Actinomycin D oder DRB, ermittet. Im Vergleich
dazu wurde die Habwertszeit der Prothrombin-mRNA auch in @nem priméen

Zdlkultursystem bestimmt. Dazu wurden Hepatozyten aus Raten isoliert, mit DRB behandelt
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und die RNA zu verschiedenen Zetpunkten prdpariert. Durch Quantifizierung der Signde
nach Northern Blot Hybridiserung konnte die Habwertszeit der Prothrombin-mRNA in finf
voneinander unabhdngigen Versuchen nach exponentidler Regresson  bestimmt  werden.
Anschlielend wurde jewels en Mittdwet und die zugehdrige Standardabweichung
berechnet. Die Ergebnisse snd in Abb. 12 grafisch dargestdlt. Die Habwertszeit der
endogenen Prothrombin-mRNA betrug 539 + 14,6 h in der humanen Lebercarcinomzdllinie
HepG2 und 491+11,1h in prim&en Ratenleberzdlen. Die Mittdwerte beder
Versuchgehen wechen nicht ggnifikent voneinander ab, was die Berechnung des
zweisatigen Student’ schen t-Tests (p = 0,55) in EXCEL zeigt.

53,9+ 14,6

~
o

49,1 +£11,1

(o))
o
T

(a)
o
T

w
o
T

Prothrombin-mRNA Halbwertszeit [h]
N IN
o o

A
o
T

o

Abb. 12: Verglech der Prothrombin-mRNA-Halbwertszeiten. HepG2-Zdlen und primére
Hepatozyten wurden Uber 24 h mit 20 pg/ml DRB bzw. 10 pg/ml Actinomycin D behanddt,
um die RNA-Transkription zu hemmen. Zu verschiedenen Zetpunkten nach Beginn der
Inhibition wurden die Zdlen lysert und die Gesamt-RNA prdpariert. In der Northern Blot
Andyse wurde die Prothrombin-mRNA quantifiziert und durch Regresson die Habwertszeit
berechnet. Zur Bestimmung der Habwertszeit der endogenen Prothrombin-mRNA in HepG2-
Zdlen und Raten-Hepatozyten wurden acht bzw. funf Versuche gemittdt und die
Standardabwel chung berechnet. Die Werte snd im Diagramm angegeben.
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2.3 Analyseder mRNA-Halbwertszeit von b-Globin-
Prothrombin-Reporterkonstrukten

2.3.1 Klonierung von Prothrombin-Reportergenkonstrukten

Zur Untersuchung des Einflusses der Prothrombin 3'-Region und der G20210A-Mutation in
der 3 -untrandatierten Region des Prothrombingens auf die mRNA-Habwertszeit wurde die
bis jetzt bekannte 3 -untrandatierte und flankierende Region des Gens (Acc. No. M17262) in
en b-Globinreporterplasmid inseriert. Der Vektor pCMVbXho (Nanbu et a., 1994) tragt den
CMV-Promotor sowie die 5-untrandatierte Region, Exons 1 bis 3, Intron 2 und die 3'-
untrandatierte Region des Kaninchen b-Globingens. Zusdtzlich enthielt der Vektor eine durch
Punktmutation kreierte Xho I-Klonierungsstdlle 22 bp vor dem Polyadenylierungssignd
AATAAA des b-Globingens (Proudfoot und Brownlee, 1976; Proudfoot, 1991).

Als Template fir die Amplifikation der 3'-Region des Prothrombingens wurde genomische
DNA aus Blut von Pdienten isoliet, die bezlglich der G20210A-Mutation heterozygot
waren. Diese DNA wurde durch Amplifikation enes 345 bp Prothrombinfragments mit den
Oligonukleotiden FlI-1 und FlI-2 (Poort et al., 1996) auf die G20210A-Mutation Uberpriift.
Mit dem Primer FlI-2 wurde durch Trangtion C® T an Podtion 20214 ene Hind IlI-
Redriktionssele in das PCR-Fragment eingefihrt, fals der Petient die G20210A-Mutation
trug. Durch anschlielende Redtriktion der PCR-Produkte mit Hind 11l und Anayse der
Fragmente im Agarosegel  konnten  Wildtyp-Prothrombin (345 bp Fragment), heterozygote
Petienten (345bp und 322 bp Fragmente) und homozygote Patienten (322 bp Fragment)
identifiziert werden (Abb. 13).
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Abb. 13: Bestimmung des G20210A-Genotyps aus PatientenDNA. Ein 345 bp
Prothrombinfragment wurde mit den Oligonukleotiden FlI-1 und FlI-2 aus genomischer DNA
von Patienten amplifiziert. Die Fragmente wurden ener Hind I11-Redriktion unterzogen und
in eénem 2,5 %igen Agarosegel aufgetrennt. Der Wildtyp zeigt ein 345 bp Fragment (Petient-
Nr. 122). Be heterozygoten Peatienten lassen sch zwei Fragmente bei 345 bp und 322 bp
identifizieren (Pat.-Nr. 286, 319 und 321).

Eine 240 bp 3-untrandatiete und flankierende Region des Prothrombingens (Podtion
20114, direkt nach dem Stopcodon, bis 20353, Acc. No. M17262) wurde aus der
genomischen DNA heterozygoter Petienten mit dem Primerpaar FII-CMV-1 (Pos. 20114 bis
20134 des Prothrombingens und Xho |-Redtriktionsschnittstelle) und FII-CMV-2 (Pos. 20353
bis 20333 und Xho I-Schnittstdle) amplifiziert, ener Xho I-Redtriktion unterzogen und in den
lineariserten Vektor pCMVbXho insriert (Abb. 14). DH5a-Zdlen wurden trandiziert und
die Plaamid-DNA aus verschiedenen Klonen prdpariert. Die durch Redtriktion mit Xho | as
postiv identifizieten Klone wurden auf Wildtyp und G20210A-Polymorphismus  Uberprift.
Dazu wurde eine PCR mit dem Primerpaar FII-CMV-1 und FlI-2 durchgefthrt. Mit dem
Primer FI-2 wurde durch Trandtion C® T an Postion 20214 eine Hind Il1-Redriktionsstelle
in das PCR-Fragment engefihrt, fals das Plasmid die G20210A-Mutation trug. Durch
anchlieliende Redtriktion der PCR-Produkte mit Hind 11l und Agarosegdandyse konnten
Wildtyp-Klone (129 bp Fragment) pCMVbXho-wt und G20210A-Klone (106 bp Fragment)
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pCMVbXho-mut identifiziet werden. Zuletzt wurde die Kkorrekte Basenfolge mittels
Sequenzierung bestétigt.

FII-CMV-1 G20210A
—>

|
5—  Exon XIV 3-UTR Prothrombin |3 Prothrombingen
-—

FlI-CMV-2

PCR

XI?oI Xrllol
5-ctegag{  3-UTR Prothrombin | ctcgag-3"

l Xhol-Restriktion

5'-tcgagGGGGCC.....G...... GTGGGAGGAC - 3'

|
A

Xhol || poly(A) signal
EcoRlI

|

Pstl Intron 2 Exon3
sall Exons 1+2
b-Globin
3-UTR
cMV
Sacl
pCMVbXho-wt/mut
Kpnl
b-Globin .pn
5.UTR lacZ HindlII
lacz
Hindll
AmpR
Xnol  G20210A
5'—| CMV Exons 1+2 | Intron 2 | Exon 3 || 3-UTR Prothr. |—3' pCMVbXho-wt/mut
« b-Globingen o

Abb. 14: Hergdlung von Prothrombin-Reportergenkonstrukten. Aus genomischer DNA
heterozygoter Patienten (G20210A-Mutation) wurde mittedls PCR die 3-UTR und 3'-
flankierende Sequenzen des Prothrombingens amplifiziert. Tele der Prothrombingensequenz
snd in Grofduchgtaben, Erkennungsstdlen fir Redriktionsenzyme in Kleinbuchstaben
dargestelt. Nach Xho I-Redriktion wurden Wildtyp- und G20210A-Fragmente in die Xho I-
Schnittstelle des Vektors pCMVbXho insiet. Im unteren Tel der Abbildung is ene

schematische Abbildung der entsandenen Kondrukte dargestellt. CMV: Cytomegdovirus-
promotor.
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2.3.2 Stabile Expression von b-Globinreporterkonstrukten in HepG2-Zdlen

Fir die Trandektion von HepG2-Zdlen wurde ein Laborstamm verwendet, der keine
endogene Prothrombin-Expresson aufwies. Die verschiedenen b-Globinkonstrukte (Abb. 15)
wurden zunéchst durch Kpn I-Redtriktion linearigert und mittels Lipofectin-Transfektion oder
Elektroporation zusammen mit dem Vektor pSV2neo in HepG2-Zdlen cotrandiziert (Kap.
5.5).

s__b-Globin | 3-Globin___ |3 b-Globin

5-{__b-Globin _|_3-Prothrombin] _ 3-Globin__ -3 Wt

GZO|210A

5-{__b-Globin___|_3-Prothrombin| 3 -Globin___J-3* mut

Abb. 15: b-Globinreportergenkonstrukte. Die in Transfektionsexperimenten untersuchten
b-Globinkonstrukte sind schematisch dargestdlt. wt: Reportergenkonstrukt mit Wildtyp 3'-
Prothrombinregion, mut: Reportergenkonstrukt mit G20210A 3’ -Prothrombinregion.

Als Kontrolle dienten Konstrukte mit der 3'-Prothrombinregion in 3® 5'-Orientierung  (Wt-f
und mut-f) trandfiziert. Nach Kultivieeung der Zdlen in G418-hdtigem Sdektionsmedium
wurden jewells 60 bis 500 Klone verenigt. Die Anadyse enes Pools aus viden dabil
trandfizierten Klonen bietet den Vortel, dass der Einfluss, den Insartionsort und Anzahl der
ins Genom integrierten Kongrukte auf die Expressonshohe des rekombinanten Proteins
haben, minimiert wird. Fir jedes Reporterplasmid wurden so dre  Sabil trandfizierte
Mischklone angdegt. Die Zdlen wurden unter Sdektionsdruck weter passagiert, die
genomische DNA isoliet und mittels PCR auf die Insettion des entsprechenden
Reporterhybrids getestet.

2.3.3 Vergleich der Transkriptmengen von Wildtyp und Mutante

Zunéchst wurden die Transkriptmengen der 20210G- und der 20210A-Hybrid-mRNA
verglichen. Dre voneinander unabhéngige Populationen an dabil  trandfizieten  Klonen

wurden pro Kongrukt untersucht. Fir jeden Mischklon wurden mindestens 60 Klone
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vaenigt. Je 10 pg Gesamt-RNA aus den dabil trandfizieten Zelen wurden in eénem
denaturierenden Agarosegel  aufgetrennt, auf eine Nylonmembran tranderiert und der Filter
mit ener 3*P-markierten Kaninchen b-Globin-spezifischen ¢cDNA-Sonde aus pGEM-glol
(Vekaopoulou et d., 1991) hybridisert. Diese Sonde hybridiserte nicht mit der humanen b-
GlobinrmRNA der Zdlen. Dabe wurden jewels en Wildtyp- und en 20210A-
Trandektiongpool  zusammen auf enem Flter andyset. Ein Quervergleich is  aufgrund
unterschiedlicher Hyhbridiserungsbedingungen nicht méglich. Die Sgnde wurden schlieldich
im Phosphorimager  quantifiziet und miteinander  verglichen. Eine Gegentiberstdlung der
Werte zeigt Tab. 3.

Tab. 3. Verglech der Expression von b-Globin 20210G/A-Prothrombin-Hybriden.
Angegeben snd die Hintergrund-korrigierten Rohdaten des Phosphorlmagers. wt: 20210G 3'-
Prothrombinregion; mut: 20210A 3’ - Prothrombinregion; wt/mut: Quotient aus wt und mut.

Transfektion wt mut wt/mut
1 1564293 500865 31
2 529750 439358 1,2
3 192405 182857 11

Die Andyse der Transkriptmengen ergab keinen Hinwes auf ene durch die 20210A-Variante
verlangerte Halbwertszeit oder erhdhte Transkription der b-Globin-Hybride. Allerdings ist die
absolute Menge an gebildeter mRNA abhédngig von Anzahl der ins Genom integrierten Klone,
dem Insationsort und der Anzahl der verenigten Klone. Die Unterschiede in der
Expressonshohe lassen sch vermutlich darauf zurtickfuihren,

2.3.4 Bestimmung der Halbwertszeit der Hybrid-mRNA

Sabil trandfizierte HepG2-Zdlen wurden hingchtlich der Stabilitée der Prothrombink mRNA
untersucht. Fir die Bestimmung der Habwertszeit der b-Globin-Prothrombin Hybrid-mRNA
wurden jewels dre Zdlpopulationen zur Inhibierung der Transkription wéhrend enes
Zeitraumes von 0O, 1, 2, 4, 8 und 24 h mit DRB behanddt und die RNA prépariert. Die RNA
wurde in enem denaturierenden Agarosegel aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert
und der Filter mit einer 32P-markierten Kaninchen b-Globin-spezifischen cDNA-Sonde aus
pGEM-glol hybridisert. Die Sonde hybridiserte nicht mit der humanen b-Globin-mRNA der
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Zdlen. Abb. 16 zegt exemplarisch die Northern Blot Andyse dreer verschiedener
Experimente. Daraus igt edchtlich, dass die b-Globin-Prothrombin-Hybridtranskripte
gegeniber dem b-Globintranskript um ca. 240bp verldnget snd. Weterhin snd die
absoluten Mengen an Wildtyp-mRNA (pCMVbXho-wt) um den Faktor 3,1 hoher as bel der
Mutante (pPCMVbXho-mut; vergl. Tab. 3, Trandfektion 1). Die Sgnde wurden im
Phosphorlmager quantifiziet und die Rohdaten hablogarithmisch in Abhéngigkeit der DRB-
Behandlungdauer in  enem Diagranm aufgetragen. Nach der  Bestimmung der

|t

exponentidlen Regresson N =N, > in EXCEL wurde die Habwertszeit der mRNA-

Hybride bestimmt nach T,,, = llﬁ .

pCMVbXho pCMVbXho-wt pCMVbXho-mut

b-Globin “-M.HGI- b-Globin-

wt/mut

0 1 2 4 824 0 1 2 4 8 24 0 1 2 4 8 24hDRB

28s| DB DPDBBRDDORRRBRDEE s
18S| i e e i i 0 I b P B b G 0 W 0 W | 15 S

Abb. 16: Northern Blot Analyse der b-Globin-Hybrid-mRNA. Je 10 pg Gesamt-RNA
wurden zu verschiedenen Zetpunkten nach Behandlung von gabil mit b-Globinreportergen
kongrukten trandizieten HepG2-Zdlen mit DRB isoliet, in e@nem 15%
denaturierenden Agarosegel aufgetrennt, auf Nylonmembran transferiert und mit einer °P-
markierten b-Globin-Sonde (320 bp Hind Il1/BamH I-Restriktionsfragment der Kaninchen b-
GlobinncDNA  aus pGEM-glol)  hybridiset. Die  Expodtionszeit mit  ener
Sgndversérkerfolie betrug 16 h. Die 28 S und 18 S rRNA wurde mit Methylenblau nach
dem RNA-Trangfer auf der Membran angeférbt, um gleiche Auftragsmengen sicherzugtelen.

Insgesamt wurde die Halbwertszait der b-Globin-Hybride aus funf bis sechs Experimenten in
je dre dabil trandfizieten Mischklonen aus 60 bis 500 Klonen gemittdt und die
Standardabweichung berechnet (Tab. 4).
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Tab. 4. Halbwertszeiten der  b-Globin-mRNA-Hybride. Die Anzahl der voneinander
unabhéngigen DRB-Versuche ist unter n aufgdistet. Fir jedes Reporterkonstrukt wurden drel
verschiedene Transfektionen ein- bis zwema untersucht.

b-Globin-mRNA Halbwer tszeit n
b-Globin 32,8+5,7h 5
wt 174+ 53h 6
mut 17,2+ 45h 6
wi-f 291+7,1h 5
mut-f 282+122h 5

Fur die mRNA-Habwertszeit der Kaninchen b-GlobinrmRNA in HepG2-Zdlen ergab sSch
en Wert von 328 = 57 h. Nach Insertion der Prothrombin 3'-Region verringerte sch die
Habwertszeit der Hybrid-mRNA deutlich af 17,4 £ 53 h (wt) bzw. 17,2 + 45 h. Damit
scheint diese Region relevante regulatorische Elemente zu enthdten. Die Habwertszeiten der
Kontrollkonstrukte, die die 3'-Prothrombinregion in 3® 5'-Orientierung enthidten (wt-f und
mut-f) lagen dagegen deutlich hoher (29,1 = 7,1 hbzw. 28,2 + 12,2 h). Die Werte aus Tab. 4
sndin Abb. 17 ds Bakendiagramm grafisch dargestdt.
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Abb. 17: Vergleich de Halbwertszeiten der b-Globin-Hybrid-mRNA. Globin:
Trandfektion von HepG2-Zdlen mit dem Vektor pCMVbXho, wt: pCMVbXho + 240 bp
Wildtyp 3'-Prothrombin, mut: pCMVbXho + 240 bp G20210A 3'-Prothrombin, wt-f:
pCMVbXho + 240 bp Wildtyp 3'-Prothrombin, 3 ® 5'-Orientierung, mut-f: pCMVbXho +
240 bp G20210A 3'-Prothrombin, 3 ® 5'-Orientierung. Der Wert p = 0,94 wurde mit dem
zweisatigen Student’ schen T-Test in EXCEL berechnet.

Nach dem zweisatigen Student'schen t-Test weichen die Habwertszeiten von Wildtyp (wt)
und G20210A (mut) b-Globin-Prothrombin-mRNA nicht dgnifikant vonenander &b (p =
0,94). Die Mutation trégt damit nicht wie e'wartet zu einer verlangerten Halbwertszeit der
Reportergenkongtrukte in  diesem Expressonssysem be. Im Gegensatz dazu snd die
Unterschiede  zwischen Wildtyp und b - Globin- Ausgangsvektor sowie  den
Kontrollkongtrukten wt-f (enthdt die Prothrombin 3'-Region in fascher Orientierung) und
mut-f (enthdlt die G20210A 3'-Region in fascher Orientierung) signifikant (Tab. 5).
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Vel e b (t-Test) Tab._ 5. Vergleich der Halbwertszeiten der b

Globinreporterkonstrukte. Der Wert p wurde mit

b-Globin - wt 0,0073* dem zwesdtigen Student'schen t-Test in EXCEL

berechnet. Signifikante Abweichungen (p < 0,05)

b-Globin - mut 0,0007* and mit * gekennzeichnet.

b-Globin - wt-f 0,3883
b-Globin - mut-f 0,4716
wt - mut 0,9366
wt - wit-f 0,0125*
mut - mut-f 0,0682
wit-f - mut-f 0,8992

2.3.5 Uberpriifung des 3'-Endes der b-Globin-Prothrombin-Hybride

Obwohl der 3 -untrandatiete Bereich von b-Globin und Prothrombin jeweils ca 100
Basenpaare umfad, zeigte die Northern Blot Anadyse in Abb. 16 ein um ca 240 Basenpaare
groferes Transkript im Fdle der b-Globin-Prothrombin-Hybride. Dies legte die Vermutung
nahe, dass fir die Prozesserung an 3-Ende der Hybrid-mRNA nicht das Poly A-Signd der
3'-Prothrombinregion mal3geblich war, sondern das im Vektor weter 3'-geegene Poly A-
Sgnd des Kaninchen b-Globingens Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurden sowohl
Wildtyp- as auch 20210A-mRNA-Hybride revers transkribiert und die Prozesserung am 3'-
Ende durch Sequenzierung der cDNA untersucht. Dazu wurde die Gesamt-RNA aus stabil mit
den b-Globinkonstrukten trandfizierten Zdlpopulationen zunéachst einer DNase |-Behandiung
unterzogen. Anschlie?end wurde der Resktionsansatiz mit Phenol-Chloroform  extrahiert und
durch Fdlung konzentriert. Mittels RT-PCR wurde die mRNA in cDNA umgeschrieben, die
dann gezifiscch mit d@nem Oligo-dT-Primer  sowie einem  spezifischen  b-Globinprimer,
komplementdr zu einer Sequenz 110 bis 90 bp vor der Xho I-Stelle des Vektors pCMVb Xho,
fir die b-Globin bzw. b-Globin-Prothrombin 3'-Region amplifiziet wurde. Die PCR-
Produkte wurden mitteds TA-Klonierung in den Vektor pCROZ.l inseriert und der daraus
resultierende Vektor pCRO 2.1-3' -b Glo-Prothr. sequenziert.
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’—> b- d obin
Primer Pyl glo fw

1 |GCAGGCTGCC TATCAGAAGE TGGTGGCTGG TGTGGCCAAT GCCCTGGCTC ACAAATACCA 60

b-d obin € Xho | P
61 CTGAGATCTT TTTCCCTCTG CCAAAAATTA TGGGGACATC ATGAAGCCOC TCGAGGGGGC 120

3’ -Prot hronbin
121 CACTCATATT CTGGGCTCCT GGAACCAATC CCGTGAAAGA ATTATTTTTG TGITTCTAAA 180

Poly A Prothr. 20210G (Poly A-Stelle)
181 ACTATGGITC C@AG TGACTCTCAG qQAGCCT CAA TGCTCCCAGT GCTATTCATG 240
241 GGCAGCTCTC TGGGCTCAGG AAGAGCCAGT AATACTACTG GATAAAGAAG ACTTAAGAAT 300

3' - Prot hr onbi n €—)Xho |

301 CCACCACCTG GTGCACGCTG GTAGTCCGAG CACTCGGGAG GCTGAGGTGG GAGGA{CT@ 360
3'-b-dobin Poly A b-dobin Primer H T4,G
361 CATCTGACT TCTGGCT| GGAAATT TATTTTCATT GCAAAAAAAA AAAGCTT| 417

Abb. 18: 3-Region der b-Globin-Prothrombin-cDNA. Der 3-Bereich der b-
Globinreporter-mRNA aus pCMVbXho-wt wurde nach reverser Transkription mit einem b-
Globin-spezifischen Primer und e@nem Oligo-dT-Primer amplifiziet. Die Sequenzierung zeigt
von Postion 1 bis 109 die b-Globinsequenz. Stromabwarts der Xho |-Stdle folgen die
komplette 240 bp 3-UTR und 3-flakierende Region des Prothrombingens, an die sch
eneut eine Xho |-Sdle und die 3'-UTR des b-Globingens mit dem Poly A-Sgnd und dem

Poly A-Ende anschlielfen. Andoge Ergebnisse wurden mit pCMVbXho-mut trandfizierten
Zdlen ezdt. Poly A Prothr.. potertidles Polyadenylierungssgna des Prothrombingens,

Poly A b-Globin: Polyadenylierungssgnd des b-Globingens.

In Abb. 18 ig die Sequenzinformation des 3-Bereiches der Wildtyp Hybrid-cDNA
aufgdiget. Es zeigte dch, dass die mRNA der b-Globin-Prothrombin-Hybride tatséchlich
sowohl die gesamte 3'-Prothrombinregion (Abb. 18, Pos. 116 - 355) ds auch die 3'-
untrandatierte Region des b-Globingens (Pos. 362 - 402) enthidt. Die Prozesserung mit
Anheftung des Poly A-Endes eafolgte nicht an  der  Polyadenylierungsstelle  der
Prothrombingensequenz (Pos. 212), sondern an der Polyadenylierungsstelle des b-Globingens
(Pos. 402). Diese Ergebnise legen die Vermutung nahe, dass die bis dahin bekannte 240
Basenpaare  umfassende  3'-untrandatierte und  flankierende  Prothrombinregion  fir  ene
korrekte Prozessierung nicht ausreichend war.
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2.4 Uberexpression von Prothrombin in HepG2- und COS-1-
Zdlen

Zur weteren Charakteriserung des Prothrombin 3'-Bereiches und des Einflusses der
G20210A-Mutetion auf die Halbwertszait der rekombinanten Prothrombin-mRNA und auf die
Proteinmenge wurde en Uberexprimierendes Zdlsysem eabliet. Der Verglech der
Habwertszeiten von Wildtyp-Prothrombin  und G20210A-Prothrombin mRNA  wurde nach
stabiler Uberexpresson in den Zdllinien HepG2 und COS-1 durchgefiihrt. Die Klonierung
der humanen Prothrombin-cDNA (Basenpaare 1 bis 1947) efolgte nach Entfernung der 3'-
untrandatierten Region des Vektors und Einfligen der Wildtyp 3-Region sowie der
Prothrombin  3-Region mit de G20210A-Trandtion in den episomd replizierenden
Expressonsvektor pcDNA3. Fir die Transfektion von HepG2-Zdlen wurde erneut en

Laborstamm verwendet, der keine endogene Prothrombin- Expression aufwies.

24.1 Klonierung der Prothrombin-cDNA in einen Expressionsvektor

Der Expressonsvektor pcDNA3 enthdt neben den fir die Replikation und Klonierung in E.
coli notwendigen Sequenzen einen SV40-Replikationsursprung fur die episomde Replikation
in eukaryotischen Zedlen. Neomycinressenz ermdglichte die Seektion mit G418. Fur die
Initiation der Expresson trégt der Vektor den CMV-Promotor sowie fur die Stabiliserung der
rekombinanten MRNA ene BGH poly A-Region mit Poly A-Sgnd. Um enen Einfluss der
synthetischen Poly A-Region des Vektors auf die Habwertszeit der Prothrombin-mRNA zu
vermeiden, wurde die BGH poly A-Region durch Redriktion mit Xho | und Bbs | entfernt, die
5'-Uberhdngenden Enden des Vektors wurden mit Klenow-Enzym aufgefillt, und der Vektor
pcDNA3-BGH wurde durch Ligaion der glatten Enden zrkulaiset. Die 19 kb-
Prothrombin-cDNA lag nach Umklonierung aus M13mpl8 in die EcoR [-Sdle von
pBluescript 11 SK™ in dem Vektor pBS-Prothr.-cDNA vor. Die Klonierungsstrategie der
Prothrombin-cDNA durch Insertion der 1,9 kb-Prothrombin-cDNA in pcDNA3-BGH und
Einflgen der G20210A-Mutation sowie der 3'-flankierenden Sequenz ig in Abb. 19
dargestellt und wird im Folgenden erléutert.
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Bcll Bcll G20210A
EcioRI | Ncl)tl l | N(l)tl
5'-gaattc Prothrombin-cDNA —gcggeege-3' 549 3'-Fragm. Prothr. -gcggecge-3'
Restriktion mit Bcll und Notl
Ligation
G20210A
EcoRlI | Notl
5'-gaattc Prothrombin-cDNA wt/mut -gcggeege-3'
l Restriktion mit EcoRI und Notl
G20210A
|
5'-aattc—| Prothrombin-cDNA wt/mut |‘gC-3'

pcDNA3-BGH

Pvul

SV40 pA

Bsml
Abb. 19: Herstellung von Prothrombin-Expr essionsvektor en.

K lonierungsstr ategie:

1. Die Prothrombin-cDNA lag in 3® 5-Orientierung in  pBS-Prothr.-cDNA in  der
Klonierungsstdlle EcoR | vor. Die Isdlieeung der Pasmid-DNA efolgte aus dem
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Bakterienstamm SCS110 (damt, dcm’), da Methylierungen in anderen Bakteriensg@mmen
die Erkennungsstdle fir das Redtriktionsenzym Bcl | schiitzen.

2. Durch Redriktion mit Bcl | (unmittelbar vor dem Stop-Codon der Prothrombin-cDNA
gelegen, Pogtion 1833; Gen: Pos. 20095) und Not | wurde ein 170 bp Prothrombin-
Fragment inklusve G20210A-Pogstion, Poly A-Ende und 3'-EcoR I-Stelle des Vektors
ausgeschnitten.

3. De reaultirende Vektor enthidt das verbliebene 1,8 kb Prothrombin-cDNA-Fragment
mit den Klonierungsstellen EcoR | und Not |.

4. Fur die Amplifikation der 3 -untrandatierten und flankierenden Region mittds PCR
wurden ds Template genomische DNA aus heterozygoten Petienten und die Primer FlI-1
(Poort et a., 1996) und FlI-pcDNA3 eingesetzt. Das resultierende PCR-Produkt
umspannte Position 19839 in Intron M bis 20354 in der 3-flankierenden Region des
Prothrombingens. Dies entsprach einem 465 bp Prothrombin-Fragment  zuziiglich 8 bp
Not |-Stelle und 8 bp flankierender Sequenz aus Primer Fl1-pcDNAS.

5. Nach Redtriktion des PCR-Produktes mit Not | und Bcl | und Gereinigung entstanden en
207 bp 5-Fragment und das gewlnschte 258 bp 3'-Fragment mit 3'-Region des
Prothrombingens. Da fur die PCR genomische DNA, isoliet aus heterozygoten Trégern
der G20210A-Mutation, eingesetzt wurde, sollten die PCR-Produkte zu gleichen Teilen
aus Wildtyp-Prothrombin  3'-Region (wt) und aus 3'-Region mit G20210A-Trangtion
(mut) bestehen.

6. Anghliellend efolgte die Ligation von pBS-Prothr.-cDNA/Bcl I/Not | mit dem 258 bp
PCR-Fragment (wt und mut).

7. Kompetente DH5a-Zdlen wurden mit dem Ligaionsansaz trandformiet und die
resultierenden Klone nach Plasmidprdparation durch Redtriktion mit Not | und BamH |
andyset. Be eafolgreicher Klonierung wurde ein 494 bp Redriktionsfragment im
Agarosegd detektiert; enthidt der Vektor nicht das 258 bp PCR-Produkt, so entstanden
ein 23 bp Not I-BamH - und ein 391 bp BamH |- Restriktionsfragment.

8. Die ds pogtiv identifizierten Klone wurden auf Wildtyp und G20210A-Polymorphismus
Uberprift. Dazu wurde ene PCR mit dem Primerpaar FlI-4 und FlI-5 (Makris et 4.,
1997) durchgefiihrt. Mit dem Primer FlI-5 wurde durch Trangtion C ® T an Pogtion
20214 eine Hind Ill1-Redriktionsstelle in das PCR-Fragment eingefiihrt, fals das Plasmid
die G20210A-Mutation trug. Durch anschliefende Redtriktion der PCR-Produkte mit
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Hind 11l und Agarosegdandyse konnten Wildtyp (142 bp-Fragment) pBS-Prothr.-wt und
G20210A-Klone (118 bp Fragment) pBS-Prothr.-mut identifiziert werden.

9. Fur die Umklonierung der Prothrombin-cDNA inklusve 3'-flankierender Sequenzen in
pPcDNA3-BGH wurden zundchst die Plasmide pcDNA3-BGH, pBS-Prothr.-wt und -mut
prépariert.

10. Nach Redriktion von pcDNA3-BGH und pBS-Prothr.-wt/mut mit EcoR| und Not I,
efolgte die Gdreinigung des lineariserten Vektors pcDNA3-BGH und der 2 kb Inserts
aus pBS-Prothr.-wt/-mut.

11. Die efolgreiche Ligation von pcDNA3-BGH/EcoR I/Not | mit den 2 kb-Prothrombin-
wit/-mut-Fragmenten wurde nach Transformation von DH5a-Zdlen durch Redtriktion der
Plasmid-DNA mit BamH | Gberprift.

12. Mittels PCR mit dem Primerpaar FlI-4 und FlI-5 (Makris et da., 1997), Redtriktion mit
Hind Il und anschliefender  Sequenzierung  konnten  die  Prothrombinkonstrukte
pPcDNA3-BGH-wt und pcDNA3-BGH-mut verifiziert werden.

2.4.2 Untersuchung der Halbwertszeit der rekombinanten Prothrombin-
MRNA

Fir die Uberexpresson von Wildtyp- und G20210A-Prothrombin in der Leberzdllinie
HepG2 und in der Affennierenzelline COS-1 wurden die Plasmide pcDNA3-BGH-wt und
pcDNA3-BGH-mut durch Restriktion mit Ssp | linearisert. Nach Lipofectin-Transfektion und
Kultivierung der Zdlen in Sdlektionsmedium wurden 500 bis 2000 Klone vereinigt und die so
entsandene Population hingchtlich der Stabilitée der Prothrombin mRNA untersucht. Die
Veranigung vider Klone, die den Expressonsvektor tragen, minimiert den Einfluss den
Insertionsort und die Anzahl der ins Genom integrierten Kongtrukte auf Expressonshohe des
rekombinanten Proteins haben.

Zur Uberprifung der efolgreichen Transfektion, wurde genomische DNA aus den Zelen
prépariert und eine PCR mit dem Primerpaar FlI-4 und FlI-5 durchgefiihrt. Durch Restriktion
der PCR-Produkte mit HindIll und anschlielende Agarosegelandyse konnten  Wildtyp
(142 bp-Fragment) und G20210A-Zdllinien (118 bp Fragment) unterschieden werden.

For die Besimmung der Habwertszeit der rekombinanten Prothrombin-mRNA  wurden
jewels zwe dabil trandiziete HepG2- und COS-1-Zdllinien zur  Hemmung  der
Transkription Uber O, 2, 4, 8 und 24 h mit DRB behanddt und anschlielend die RNA
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prépariet. Die RNA wurde in einem denaturierenden Agarosegel aufgetrennt, auf eine
Nylonmembran transferiert und der Filter mit einer 3*P-markierten Prothrombin-spezifischen

cDNA-Sonde (1kb 5-Sat I-Redriktionsfragment der humanen Prothrombin-cDNA aus pBS-
Prothr.-cDNA) hybridisert.

e

Qé%égl HepG2 wt HepG2 mut COS-1wt COS-1 mut 6:\/
I

I | | ] X

28S

18S

0 2 4 824 0 2 4 8 24 0 2 4 8 24 0 2 4 8 24 hDRB

—

28S

18S

Abb. 20: Stabile Expresson der rekombinanten Prothrombin-cDNA in HepG2- und
COS-1-Zdlen. Je 10 pg Gesamt-RNA aus stabil mit der Wildtyp- sowie mit der G20210A-
Prothrombin-cDNA trandfizierten HepG2-Zdlen ohne endogene Prothombinexpresson bzw.
COS-1-Zdlen wurden zu verschiedenen Zetpunkten nach Behandlung mit DRB isoliert.
Zusitzlich wurden je 10 pg Gesamt-RNA aus dem untrandfizieten HepG2-Laborstamm,
HepG2- und COS-1-Zdlen in einem 15 %igen denaturierenden Agarosegd aufgetrennt, auf
Nylonmembran transferiert und mit einer 32P-markierten Prothrombin-Sonde hybridisiert. Die
Expostionszeit betrug 16 h mit ener Signdverséakerfolie. Die 28 S und 18 S rRNA-Banden
wurden mit Methylenblau nach dem RNA-Trander auf der Membran angefarbt. HepG2
wt/mut:  sabil  mit  der  Wildtyp/G20210A-Prothrombin-cDNA  trandfizierter  HepG2-
Laborsamm ohne endogene Prothrombinexpresson, COS-1 wt/mut:  dabil mit  der
Wildtyp/G20210A- Prothrombin-cDNA trandfizierte COS-1-Zdlen.

Wie Abb. 20 zegt, konnte im Northern Blot das erwartete 1,9 kb Prothrombin-Transkript
sowohl in dabil trandizieten HepG2- ads auch COS-1-Zdlen nachgewiesen werden. Die
Grofe diesss Transkripts entspricht derjenigen der endogenen Prothrombin-mRNA  aus
HepG2-Zdlen (Abb. 20, Spur 2). Der fur die rekombinante Expresson von Prothrombin
benutzte HepG2-Labordamm und die Affennierenzelllinie COS-1 zeigen keine endogene
Prothrombinexpresson. Auffalend ist aber ein ca 300 bp groferes Transkript, das in beiden
trandfizieten Zdllinien detektiet wird. Fir das Vorhandensen mehrerer Transkripte konnte
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ene unvollsdndige oder inkorrekte Prozesserung der rekombinanten mRNA die Ursache
sein. Die Doppdbande erscheint sowohl bei Wildtyp Prothrombin-mRNA ds auch bel der
mutierten mMRNA. Sowohl be trandfizieten HepG2 ds auch COS-1-Zdlen weisen die
Transkripte eine Grofe von ca 19 kb und 22 kb auf. Die Quantifizierung der beiden
Transkripte von Wildtyp-mRNA und 20210A-mRNA in beiden trandizierten Zdllinien zegt
ene Verschiebung zugunsten der korrekt prozesserten mRNA be der Mutante (Abb. 21).
Dies suricht fir ene Vebessrung der Polyadenylierungseffizienz  durch den 20210A-

Polymorphismus.
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Abb. 21: Quantifizierung der Transkripte aus stabil mit der Prothrombin 20210G/A-
cDNA transfizierten HepG2- und COS-1-Zdlen. Je 10 pg Gesamt-RNA aus stabil mit der
20210G (wt) und 20210A Prothrombin-cDNA (mut) trandfizieten HepG2- bzw. COS-1-
Zdlen wurden in enem 15 %igen dendurierenden Agaosegd  aufgetrennt, auf
Nylonmembran tranferiert und mit einer 3?P-markierten Prothrombin-Sonde hybridisiert. Die
beiden Transkripte (1,9 und 2,2 kb) wurden jewells im Phosphorimager quantifiziert und aus
jewells zwea unabhdngigen Trandfektionen der Mittdwert sowie die Standardaboweichung in
EXCEL berechnet.

Auffdlend ig die extren ehthte Expresson der rekombinanten mRNA in  der
Affennierenzdllinie COS-1 gegeniber HepG2-Zdlen. Diese Zdlline verfugt Uber en
integriertes, defektes SV40-Genom, das das virde T-Antigen exprimiert. Dieses erkennt
wiederum den virden Replikationsstartpunkt auf trandfizieten Plasmiden und bewirkt ene
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messve Replikation des Pasmids und damit ene Anreicheung des vom Plasmid
exprimierten Proteins (Gluzman, 1981).

Die Quantifizierung der ewateten 19 kb Transkripte im Phosphorlmager und die
Besdimmung der Habwertszeit durch Regresson zeigte weder bem Wildtyp noch ba der
Mutante eine Degradation Uber den untersuchten Zetraum von 24 h. Somit unterlag die
rekombinante Prothrombin-mRNA in diesen Zdlsysemen keiner Regulation, und auch hier
ergab sch kein Hinweis auf ene Verldngerung der Prothrombin-mRNA-Habwertszeit durch
den G20210A-Polymorphismus (vergl. Kap. 2.3.4).

2.4.3 Nachweis der Uberexpression im Western Blot

Sabil trandfiziete HepG2- und COS-1-Zdlen wurden hindchtlich der Expresson des
rekombinanten  Prothrombins in Western Blot Andysen getestet (Abb. 22). Als
Pogtivkontrolle wurde Zdllysat aus HepG2-Zelen mit endogener Prothrombinexpression
aufgetragen. Wie die Northern Blot Andyse (Abb. 20) zeigt, weisen die fir die Trandfektion
verwendeten HepG2-Zdlen keine endogene Prothrombinexpresson auf. Sowohl in stabil mit
den Prothrombinexpressonsvektoren transfizierten COS-1-Zdlen ds auch in  HepG2-
Zdllysaten lasst sch Prothrombin bei ca. 80 kDa detektieren. Die Differenz des apparenten
Molekulargewichts zum rechnerisch ermittelten von 72 kDa (Barnhat, 1960; Mann und
Elion, 1980) berunt vermutlich auf podtrandationden Modifiketionen. Bei dem Signd um
90 kDa handdlt es sich um eine Kreuzresktion des Antikorpers, da diese Bande auch in der
untrandfizierten Affennierenzdllinie COs1 erscheint, die keine endogene
Prothrombinexpresson aufweist (Abb. 20, Abb. 21). Wie aufgrund der Northern Blot Anadyse
ewate, is die rekombinante Prothrombinexpresson in sabil trandfizieten HepG2-Zdlen
sehr schwach, wéhrend die Signale in trandfizierten COS-1-Zdlen deutlich stérker sind.
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Abb. 22: Western Blot der Uberexpresson von Prothrombin in HepG2- und COS-1-
Zellen. Je 20 pg Lysat aus untrandfizieten HepG2- und COS-1-Zdlen bzw. mit enem
Prothrombin-Wildtypkonstrukt  (wt) und Prothrombin-G20210A-Kongrukt  (mut) trandfizierte
HepG2-Zdlen sowie trandizierte COS-1-Zdlen (wt 1, wt 2, mut 1, mut 2) wurden in einem
8 %igen SDS-Polyacrylamidge  aufgetrennt. Nach dem Trandfer auf ene Nitrocdlulose-
membran efolgte der Proteinnachweis mit dem Antikdrper Rabbit Anti-Human Prothrombin
im ECL-Verfahren.

Zur Quantifizierung der Signde im Western Blot wurden jewels zwe verschiedene COS-1-
Mischzdllpopulationen Wildtyp (wt) und G20210A (mut), bestehend aus 500 bis 2000
Klonen, untersucht. Hieflir wurden Zdllysate der trandfizieten COS-1-Zdlen und der
Zdlline HepG2 ds Pogtivkontrolle sowie Medienibersdand im  SDS-Polyacrylamidge
aufgetrennt und auf Nitrocdlulosemembran  trandferiert.  Mit  enem  AntikGrper  gegen
Prothrombin und zur Normierung der aufgetragenen Protenmenge mit einem Antikorper
gegen a - Tubulin lief¥en Sch die entsprechenden Proteine detektieren (Abb. 23).
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Abb. 23: Nachwes von Prothrombin in Zdlextrakten gabil trandizierter COS-1-Zellen
(mut 1, 2 , wt 1, 2) und im Mediumiuberstand verschiedener Zelen. Als Pogtivkontrolle
wurde Zdllysst von HepG2-Zdlen aufgetragen. Je 20 pg Gesamtzdllysat bzw. 20 pl Medium
wurden in e@nem 8 %igen SDS-Polyacrylamidge aufgetrennt, auf  Nitrocellulosemembran
tranderiet und mit dem Antikorper Rabbit Anti-Human Prothrombin im ECL-Verfahren

detektiert. Zur Standardiserung der aufgetragenen Proteinmenge wurde gleichzeitig a-
Tubulin (Antikdrper MA-a -Tubulin) detektiert.

Prothrombin- und Tubulinsggnde der COS-1-Zdllinien wt 1, 2 und mut 1, 2 sowie HepG2
wurden denstometrisch im  Phosporimager quantifiziet und die Prothrombinexpresson  auf
die Tubulinmenge normiet. Die in Abb. 24 grafisch dargestdite 4-fache Erhthung der
Prothrombin-Proteinexpresson bel der G20210A-Mutation i nach Berechnung mit dem
2weisatigen Student’schen t-Test nicht dgnifikant (p= 0,2). Dies ist dcher auch auf die
gainge Anzahl der Werte (n = 2) zurlickzufihren, die in die Berechnung der Mittedwerte
engegangen snd. Das im Weden Blot (Abb. 23) andysete DMEM-Medium und
Medientbersand von HepG2-Zdlen weisen Prothrombinsgnde auf. Die Medientbersténde
und das DMEM-Medium enthidten jewels 10 % FCS das vermutlich fir das
Prothrombinggna  verantwortlich is. Es konnte nicht geklat werden, warum be
transfizieten COS-1-Zdlen (mut 1) im Mediumiberstand keine Prothrombinexpression
nachweisbar is. Das dake Signd im Mediumiberstand von HepG2-Zdlen resultiert
vemutlich aus ener Akkumulation des Prothrombins in FCS und des von den Zdlen
sezernierten Prothrombins.
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Abb. 24: Quantifizierung der rekombinanten Prothrombinexpresson in sabil
trandizierten COS-1-Zellen. 80 kDa Prothrombin- und a-TubulinSignde der <abil
trandfizierten COS-1-Zdllinenwt 1, 2 und mut 1, 2 aus Abb. 23 wurden denstometrisch im
Phosphorimager quantifiziert. Die Standardiserung der  Prothrombin-Werte efolgte mittels
der a-TubulinWerte. Es wurden Mittedwerte aus jeweils 2 Zdllinien berechnet und die
Standardabweichung im Diagramm dargestdlt. Zum Vergleich der Expressonshthe ist das
quantifizierte und normalisierte endogene Prathrombinggna aus HepG2-Zdlen dargestellt.

2.5 Erweterungder humanen 3'-flankierenden

Prothrombinregion

Wie in Kap. 2.3.5 gezegt, fuhrte die bis zu Beginn dieser Arbet bekannte 240 bp 3'-
Prothrombinregion in b-Globinreporterkonstrukten zu einer inkorrekten Prozessierung der
MRNA. Nicht das weter 5-gdegene Polyadenylierungssignal bewirkte in den mRNA-
Hybriden die Anheftung des Poly A-Endes, sondern das weiter 3'-gelegene Poly A-Signd des
b-Globingens Dies legte die Vemutung nahe, dass wetere Sequenzbereiche des
Prothrombingens an Regulation und Prozesserung der mRNA beteligt snd.  Alterndiv
konnte das Poly A-Signd des b-Globingens stérker ds das des Prothrombingens sein, so dass
das ede Sgnad Uberlesen wird. Um Aufschluss Uber weiter 3'-gelegene, flankierende
Bereiche des Prothrombingens zu erlangen, wurde ene Sequenzhomologiesuche mit der
bekannten Prothrombin 3'-Region (Acc. No. M17262) und der Prothrombin cDNA-Sequenz
(Acc. No. J00307) in offentlich zuganglichen Datenbanken durchgeftihrt. For die
Sequenzrecherche wurde das Programm BLASTN, zugdnglich Uber das NCBI, verwendet.
Die Sequenzhomologiesuche lieferte keinen Aufschluss Uber weltere 3'-flankierende Bereiche
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des Prothrombingens. Daher wurde ein PCR-Screening in einer humanen genomischen P1-
Bibliothek durchgefiihrt (Genome Systems . Louis, USA). Die Oligonukleotide FlI-1 und
FII-3 amplifizieren ein 345 bp PCR-Fragment, das einen Teil des Introns M, das komplette
Exon X1V sowie den 3'-flankierenden Bereich des Prothrombingens umfald. Ein P1-Klon mit
der Nummer 24961 wurde as pogtiv identifiziert. Die PCR-Amplifikaion mit 50 ng
Template-DNA des entsprechenden Pl1-Klones und dem Primerpaar FlI-1 und FlI-3
resultierte in einem PCR-Produkt der erwarteten Grole. Durch Southern Blot Andyse und
Subklonierung enes genomischen DNA-Fragments wurde schliefdich eine 1,8 kb-Region aus
dem 3'-Bereich des Prothrombingens isoliert und einer Sequenzanadyse zuganglich gemacht.

2.5.1 Southern Blot Analyse eines Prothrombin-Subklons

Fur die Sequenzaufkl&rung des 3'-flankierenden Bereiches wurde zunéchst DNA des Pl-
Klones 24961 einer Southern Blot Andyse unterzogen. Als DNA-Sonde wurde en 345 bp
PCR-Fragment, amplifiziet aus genomischer DNA mit dem Primerpaar FlI-1 und FlI-2
verwendet.

> N AN \
& o« @

_ § :
‘ . - ' <23,1Kb

<122 Kb
L] - < 61Kb
- < 18Kb

Abb. 25: Southern Blot Analyse eines P1-Klones. Je 0,5 pg DNA des P1-Klones 24961
wurden mit den angegebenen Redtriktionsendonukleasen  geschnitten, die  resultierenden
Fragmente in dnem 08%igen TBE-Agaosege aufgetrennt, auf ene Nylonmembran
trandferiet und mit ener **P-markierten Prothrombin-spezifischen DNA-Sonde hybridisiert.
Die Expositionsdauer betrug 1 %2 h unter Verwendung einer Signdversarkerfolie.
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Die in Abb. 25 detektierten genomischen DNA-Fragmente beinhdten aufgrund der in Tab. 6
aufgdigeten Redriktionsstellen des Prothrombingens erweterte 3'-flankierende Bereiche.
3-Ende des
Prothrombingens zwischen Pogition 19890 und 20354, der am weitesten 3'-gdegenen, bisher
bekannten Base. Ein ca 18 kb Xba l-Redriktionsragment wurde fir die Subklonierung
augewahlt. Dieses Fragment sollte einen Bereich von Postion 19890 bis 20354 des

Kene de vewendaen  Redriktionsendonukleasen schneidet  im

Prothrombingens und zuziglich ca. 1350 bp weiter 3'-gelegene Bereiche umfassen.

Tab. 6: Positionen von Regtriktionsschnittstellen im Prothrombingen (Acc. No. M17262).

BamH | | EcoR I | HindIII Xbal Xho |
7705 1367 1583 677 1575
10274 2106 8613 16972 17061
13105 3018 10122 17311 19540
15579 17555 19890
15811 19827

2.5.2 Klonierung der 1,8 kb 3'-flankierenden Prothrombinregion

Xba I-Redtriktionsfragmente  aus DNA des P1-Klones 24961 wurden in den Vektor
pBluescript 11 SK* subkloniert. Die Sequenzandyse des resultierenden Vektors pBS-3'-
Fllew efolgte mehrfach von beiden Seten und wurde mit Hilfe des Programmes Align IR
(LI-COR) editiert. Abb. 26 zeigt die Sequenz des 1,8 kb Xba I-Fragments. Se umfasst einen
Tell von Intron M (Pos. 19889 -19968), Exon X1V (Pos. 19970 - 20210), die bekannte 3-
flankierende Region (Pos. 20211 - 20354) und neue 1350 bp 3'-flankierende Bereiche von
Position 20355 bis 21704.

Xba |
19889 AACA GITGCCTGEC AGAGGAATAC TGATGTGACC TTGAACTTGA CTCTATTGGA 19948

Ser ProPhe AsnAsnArgT rpTyrd nMe td yll eVal
19949  AACCTCATCT TTCTTCTTCA GAGCCCCTTT AACAACCGCT GGTATCAAAT GGGCATCGIC 20008

SerTrpd yG | ud yCysAs pArgAspdy LysTyrd yP heTyr ThrH sVal PheArg
20009  TCATGGGGTG AAGGCTGIGA CCGGGATGGEG AAATATGGCT TCTACACACA TGTGTTCCGC 20068

LeuLysLysT rplled nLy sVal Il eAsp G nPhed yG | u***
20069 CTGAAGAAGT GGATACAGAA GGTCATTGAT CAGTTTGGAG AGTAGGGGGC CACTCATATT 20128
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20129

20189

20249

20309

20369

20429

20489

20549

20609

20669

20729

20789

20849

20909

20969

21029

21089

21149

21209

21269

21329

21389

21449

CTGGGCTCCT GGAACCAATC CCGTGAAAGA ATTATTTTTG TGITTCTAAA ACTATGGTTC

Poly A 202010G

COPATAAAAG TGACTCTCAG JGAGCCTCAA TGCTCCCAGT GCTATTCATG GGCAGCTCTC

TGGGCTCAGG AAGAGCCAGT AATACTACTG

GIGCACCGCTG GTAGTCCGAG CACTCGGGAG

AGGTIGGAGEC TGCAGTGAGC CACTGCACCC

CAAAAGAATC CACTATCTAT CTTCAGAGCA

AATTTACAGG CATTAAAGAT GITCCACCCT

CTCACAAGAG GTAGGTGAGT AAACTGAGAT

GCTAAGAAAG CTCAAAGTAG GACTTCAAAT

TTTAGTTAAC TCCCTACATC TTCCCTTGTA

ATGGTGGCTC ACACCTGTAA TCTCAGCAAT

GAGATCAGTC TGGGCAATGI GGTGAGACCC

ATGTGCCTGI AGICAAGGTIT ACTTGGGAGG

GIGAGCCATG ATCATGICAC TACACCTGCA

TATAAAAATC AGGGECTGGEEC ACGGTGECTC

GAGGTGGATG GATCACAAGG TCAGGAGATT

TGICTCTACC AAAAATACAA AAAATTAGCC

CTACGTGGGA GGCTGAGGCA GGAGAATGGEC

ACAAGATTGC ACCACTGCAC TCCAGCCTGG

AAGAACCAAC CATGCATACC AAAATCCATA

AGTTTACATA TAACCTATGC ACATCCTCCC

CTTTTTGAGT TGGAATTTTG CTCATTGCCC

CACTGCAATC TCCGCCTCTT AGGTTCAAGT

GATAAAGAAG

GCTGAGGTGG

CAGCCTGGEGT

GGCCCAGGTG

CTGGGITTTA

TTGGAGAAGT

ATAGAAAATA

TCATTAAAAT

TTAGGAGACT

CAAAAAATAA

ATCACTTGAG

CTGCAGCCTG

AAGCCTGTAA

GAGACCATCC

AGGCGTGGTG

ATGAACCTGG

GCGACAGAGC

GATGCTCAAA

ATATACTTCA

AGCCTGGAGT

GATTCTCCTG

ACTTAAGAAT

GAGGATCGCT

GACAGAGTGA

AGAGGAAAGA

ATGGATTATC

ACCTTGTCCA

TTGAGTGAGG

GATATCAGAT

AAGGTTGAGG

AATTAGCTAG

CCCAGGAGGT

GGTGACAGTG

TCCCAGCACT

TGGTGAACAC

GTGGACGCCT

GAGGTGGAGC

GACTCTGICT

TCTCTTATAT

TTTTTAAAAT

GCAATGGTGC

CCTCAGCCTC

CCACCACCTG

TGAGCCCAGG

GACCCTGTCC

TGGCAGGTTG

TCATTTAATC

AAGTCACATG

ACGGTGCTTT

CAGGTAGEEC

CTAGGAATGC

GCGTGGTGEC

TGAGGCTGCA

AAACCCTGIT

TTGGGAGGECT

GGTGAAACCC

GTAGICCCAG

TTGCAGTGAG

CAAAAAGAAG

AAAATGGCAC

TTATTTTTAT

GATCTCGGCT

CCGAGTAGCT

20188

20248

20308

20368

20428

20488

20548

20608

20668

20728

20788

20848

20908

20968

21028

21088

21148

21208

21268

21328

21388

21448

21508
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21509 GGGATTACAG GTGCCCGCCA CCACGCCTGG CTAGITTTTG TATTTTTAGI AGAGATGGEGEG 21568
21569 TTTCAACGTG TTGGTCAGGC TGGTCTCAAA CTCCTGACCT CAGGTTATCC ACCCATCGGG 21628

21629 GCCTCCCAAA GTGTTTGGGA TTACAGACAT GAGCCACCCT GCCCGGECCTT CCCATATACT 21688

Xba |
21689  TCAAATCATC [TCTAGA] . . .« vvteeiit et e e 21704

Abb. 26: 1,8 kb 3'-Prothrombin-Region, GenBank Acc. No. AF493953. Die dargestdlte
Sequenz wurde durch Doppelstrangsequenzierung des Klons pBS-3'-Fllerw mit dem LI-COR
Sequenzautomaten ermittelt. Se umfasst enen Teil von Intron M (Pos. 19889 - 19968), das
Exon XIV (Pos. 19970 - 20210) und die 3 -flankierende Sequenz (Pos. 20211 - 21704). ***:
Stopcodon der Trandation, Poly A: Polyadenylierungssignal.

Die erweiterte 3 -flankierende Prothrombinregion wurde unter der Acc. No. AF493953 unter
Vewendung des Programms Banklt, ebenfdls zuganglich Uber NCBI, in die Datenbank
GenBank (Benson et a., 2002) eingegeben.

2.6 Analyseder regulatorischen Prothrombinregionen mit

L uciferase-Reporter konstrukten

Die potentielle Promotorregion des Prothrombingens wurde auf den Bereich -110 bis -1 vor
dem Transkriptionsstartpunkt eingegrenzt. Diessr Sequenzbereich ist bei den verschiedenen
Spezies hochkonserviert. Der Promotor bestzt keine TATA-Box. Waeltere regulatorische
Elemente snd eine konsarvierte Region im Bereich -717 bis -581, die eine grof3e Homologie
mit dem bovinen Prothrombingen aufwels, ene potentidle Bindungsstdle fir HNF1
(hepatocyte nuclear factor-1) und en nicht-gewebespezifisches Enhancer-Elemet im
Bereich -919 bis-790 (Chow et a., 1991; Bancroft et a., 1992).

Die potentidle HNF-1-Bindungsstelle umfad die Region -887 bis -875 (Sequenz 5'-
ACTAATATTTGCC-3) und vermittelt vermutlich die |eberspezifische
Prothrombinexpresson. Der  Transkriptionsfaktor  HNF1  wurde kausd mit  der
leberspezifischen Expresson anderer Gene in Zusammenhang gebracht (Courtois et d.,
1988).

Fur die Andyse moglicher regulatorischer 5'- und 3'-Regionen des Prothrombingens wurden
von einem 974 bp umfassenden 5'-flankierenden und -untrandetierten Bereich des humanen
Prothrombingens  (Podtion -944 bis +31, reativ zum Transkriptionsstat) mehrere
Deletionsmutanten hergestdlt. Hierzu wurden vom 5-Ende sukzessv  verkirzte PCR-



Ergebnisse 51

Fragmente der Prothrombin 5-Region in den Expressonsvektor pGL3 Basc vor das
Luciferasereportergen aus Photinus piralis geschdtet. Durch Deletion der ersten 197 bp
entstand das Kongtrukt -748/+31, dem die potentiedle HNF-1-Bindungsstdle und das
Enhancer-Element fehlte. Aus waeiterer Ddetion von 225 bp reaultiete das Kongtrukt
-524/+31 ohne die konservierte Region -717/-581 bis zur Ddetionsmutante -164/+31, die den
Bereich des basaden Promotors enthielt.

Als zdluldres Sysem fir die Messung der Promotoraktivitét der verschiedenen Fragmente
wurde sowohl die HepatozytenZdlline HepG2, ds auch die humane Cervixcarcinom:
Zdllinie HeLa asgewshlt. Dazu wurden die Reportergenkondrukte transent trandfiziert und
nach 48h die Luciferasesktivitd und damit die Promotoraktivitdt der verschiedenen
Fragmente gemessen.

In der 3 -untrandatieten Region des Prothrombingens befindet sch das potertidle
Polyadenylierungssignd  5-AATAAA-3 an Podtion 20191 bis 20196. Zur Andyse 3'-
regulatorischer Regionen wurden zusitzlich zu den Promotorddetionsmutanten  PCR-
Fragmente der 3-untrandaieten und -flankierenden Prothrombinsequenzen in den
pGL3 Badc-Expressonsvektor einkloniet und die Luciferaseektivitdt nach Trandfektion in
HepG2-Zdlen bestimmt. Die Normierung der Signde efolgte durch Cotransfektion des
Vektors pRL-TK, der fir die Luciferase aus Renilla reniformis (Matthews et d., 1977)
kodiert.

2.6.1 Promotoranalyse mit Luciferase-Reporterkonstrukten

Fior die Andyse de leberspezifischen Prothrombin-Promotoraktivitée wurden 5'-
Ddetionsmutanten der 5'-flankierenden Region zunéchst in HepG2-Zdlen trandfiziet und die
Luciferaseaktivitét der Konstrukte gemessen. Im Vergleich zum Kontrollvektor pGL3 control,
dessen SV 40-Promotor/Enhancer-Sequenzen dark  transkriptionsaktivierend wirken, zeigen
974 bp der 5 -flankierenden Sequenz (-944/+31) eine ca. 70 %ige Aktivitét (Abb. 27, FlI-
Prom.). Mit Verkirzung des Konstrukts um 197 bp (Pro FI-6, -748/+31) und der damit
verbundenen Deletion der potentidlen  HNF-1-Bindungsselle und enes potentielen
Enhancer-Elementes im  Sequenzbereich -919 bis -790 nimmt die transkriptionsaktivierende
Wirkung des engesstzten Fragments erwartungsgemdd auf ca 50 % der Ausgangssktivitét
ab. Weitere Deletion der 5-Region im Bereich -748 bis -525 und -524 bis -331 fihren zu
keiner ggnifikant erniedrigten  Promotoraktivitdt  (ProFll-7, ProFll-8). Die konservierte
Region -717/-581 scheint damit keinen regulatorischen Einfluss zu besitzen.
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Abb. 27: Prothrombin-Promotoranalyse in HepG2-Zellen. Die Transkriptionsaktivierung
der Luciferase-Reportergenkonstrukte  wurde mit  5-Dedetionsmutanten aus dem 5'-
flankierenden Bereich des Prothrombingens untersucht. Als Pogtivkontrolle wurde der
Vektor pGL3 control mit SV40-Promotor/-Enhancer- Sequenzen eingesetzt. Zur Kontrolle der
basden Aktivitdt diente der Vektor pGL3 Basic ohne Promotor- oder Enhancersequenzen.
Die rdative Luciferaseektivitét der Reportergenkonstrukte ergab sich durch Normierung der
Sgnde mitteds der Renilla reniformis-Luciferasesktivitdt des cotrandfizierten Vektors pRL-
TK. luct: Kodierende Sequenz des Luciferasegens aus Photinus pyralis, SV40: SV40-
Promotor, poly: SV40 late poly A-Sequenzen, Enh.. SV40-Enhancer, FI-Prom.. umfal¥
Nukleotide -944 bhis +31 des humanen Prothrombingens, ProFlI-6: -748/+31, ProFlI-7:
-524/+31, ProFl1-8; -331/+31, ProFIl-9: -164/+31.

Ba Eingrenzung dar 5-Region auf die potentidle Promotorregion des Prothrombingens
(ProFl1-9, -164/+31) ig eine basde Aktivitét von ca. 30 % des Kongrukts -944/+31 zu
verzeichnen. Diese Daten unterscheiden sich damit von denen von Chow et d., 1991, und von
Bancroft et a, 1992. Die basde Promotoraktivitét der Konsrukte nach Deletion der Region
-919 bis -790 falt nicht stark ab, obwohl de die vermutlich die leberspezifische Expresson
vermittelnde HNF-1-Bindungsstdlle und en potentidles Enhancer-Element enthét. Den hier
gezeigten Daten zufolge enthdt schon die minimae Promotorregion Sequenzen, die zu ener
|eberspezifischen Expresson betragen.

Die Untersuchung der Luciferasesktivitdt der Reporterkonstrukte nach Transfektion der
humanen  Ceavixcacnomzdlline HelLa i¢ in Abb. 28 dagesdlt. 5-flankierende
Prothrombinsequenzen zeigen wie ewatet ene nur minimade Transkriptionsaktivierung
leicht oberhalb der basden Aktivitdt des Vektors ohne Promotorsequenzen, da die
leberspezifische  Prothrombinexpresson  prérandational  reguliet i,  Se  wird durch

Expresson von trans-wirksamen Faktoren in  Hepatozyten, vermutlich durch HNF-1
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vermittelt (Bancroft et a., 1992; Chow et d., 1991; Jamison und Degen, 1991; Mitchdl und
Tjian, 1989; Maniatis et d., 1987).

PGL3 contro T

[poly} pGL3 Basic
-944 +31 4
\ [poly | Fll-Prom.
ProFi6
ProFiI-7
ProFI8
ProFI-9

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

relative Luciferaseaktivitat

Abb. 28: Prothrombin-Promotoranalyse in HelLa-Zdlen. Die Transkriptionsaktivierung
der Luciferase-Reportergenkongrukten wurde mit 5-Deetionsmutanten aus dem 5'-
flankierenden Bereich des Prothrombingens untersucht. Als Pogtivkontrolle wurde der
Vektor pGL3 control mit SV40-Promotor/-Enhancer- Sequenzen eingesetzt. Zur Kontrolle der
basden Aktivitdt diente der Vektor pGL3 Basc ohne Promotor- oder Enhancersequenzen.
luct+: Kodierende Sequenz des Luciferasegens aus Photinus pyralis, SV40: SV40-Promotor,
poly: SV40 late poly A-Sequenzen, Enh.. SV40-Enhancer, FlI-Prom.. umfal® Nukleotide
-944 bis +31 des humanen Prothrombingens, ProFlI-6: -748/+31, ProFlI-7: -524/+31, ProFlI-
8. -331/+31, ProFl1-9: -164/+31.

2.6.2 Einflussder 3'-Prothrombinregion auf die Luciferaseaktivitat

Zur  Untesuchung des Einflusses der 3-untrandatieten und  -flankierenden
Prothrombinregion auf die Transkriptionsaktivitdt wurden  Prothrombin-Promotorkonstrukte
hergestdlt, die zusitzlich eine 241 bp Prothrombin 3'-Region von Postion 20114 (direkt nach
dem Stop-Codon) bis 20354 enthidten. Damit konnte der Einfluss der G20210A-
Punktmutetion auf die Transkriptionsaktivitée des Reporters untersucht werden. Wahlweise
wurde die 3'-Region entweder mit oder ohne Deetion der SV40 late poly A Sequenzen des
pGL 3 Basc-Reporterplasmids direkt hinter das Luciferasegen geschaltet.
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Abb. 29: Luciferaseaktivitdt der Reportergenkonstrukte in HepG2-Zellen. Der Einfluss
eneg 241 bp Prothrombin  3-untrandatieren  und -flankierenden Region auf die
Transkriptionsaktivierung  der  Luciferase-Reportergenkonstrukte  wurde  untersucht.  Als
Pogtivkontrolle wurde der Vektor pGL3 control mit SV40-Promotor/- Enhancer- Sequenzen
eingesetzt. Zur Kontrolle der basden Aktivitét diente der Vektor pGL3 Basc ohne Promotor-
oder Enhancersequenzen. luc+: Kodierende Sequenz des Luciferasegens aus Photinus pyralis,
SV40: SV40-Promotor, poly: SV40 late poly A-Sequenzen, Enh.. SV40-Enhancer, FlI-
Promotor: umfald Nukleotide -944 bis +31 des humanen Prothrombingens, 3'-FIl wt: 241 bp
3 -untrandatierte und flankierende Region des Prothrombingens (20114/20354) 20210G, 3'-
FII mut: 20114/20354, 20210A.

Aus Abb. 29 und Abb. 30 geht hervor, dass der Austausch der stabiliserenden SV40 3'-
Bereiche durch die Prothrombin  3'-Region enen Uberaschend daken Abfal der
Luciferasesktivitét auf 25 % be der Wildtypregion bzw. 2,6 % be Insertion der 20210A-
Region zur Folge hat. Der Unterschied zwischen Wildtyp und mutierter 3'-Region war nicht
signifikant (p = 0,9, n = 20).

Diese Daen dnd konsgent mit den Untersuchungen aus Kap. 2.3.5 zur fehlerhaften
Prozesserung der b-Globin-Prothrombin-Hybrid-mRNA. Wieder erschien die 241 bp 3'-

Region des Prothrombingens nicht funktionell.
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Abb. 30: Prozentuale Luciferaseaktivitét der Reporterkonstrukte in HepG2-Zéelen. Der
Einfluss ener 241 bp Prothrombin 3-untrandatieren und -flankierenden Region auf die
Transkriptionssktivierung  der  Luciferase-Reportergenkonstrukte  wurde  untersucht.  Als
Pogtivkontrolle wurde der Vektor pGL3 control mit SV40-Promotor/- Enhancer- Sequenzen
eingesetzt. Zur Kontrolle der basden Aktivitét diente der Vektor pGL3 Basic ohne Promotor-
oder Enhancersequenzen. Die Messwerte beziehen sch auf die Luciferasesktivitét des FlI-
Promotors (-944/+31). luct+: Kodierende Sequenz des Luciferasegens aus Photinus pyralis,
SV40: SV40-Promotor, poly: SV40 late poly A-Sequenzen, Enh.. SV40-Enhancer, FlI-
Promotor: umfal® Nukleotide -944 bis +31 des humanen Prothrombingens, 3'-FII wt: 241 bp
3 -untrandatierte und flankierende Region des Prothrombingens (20114/20354) 20210G, 3'-
FII mut: 20114/20354, 20210A.

Deshdb wurde eine erwelterte 1,6 kb 3'-Prothrombinregion (Kap. 0, Abb. 26) von Pogtion
20114 bis Podtion 21704 angelle der SV40-dabiliserenden 3-Sequenzen des Vektors
eingefigt. Durch den Einsatz von Wildtyp und 20210A 3'-Region sollte der Einfluss der
Mutation untersucht werden.
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Abb. 31. Luciferaseaktivitat der Reporterkonstrukte mit unterschiedlich langen 3'-
Prothrombinfragmenten in HepG2-Zdlen. De Einfluss einer 241 bp und 16 kb
Prothrombin  3'-untrandatieren und -flankierenden Region auf die Transkriptionsaktivierung
der Luciferase-Reportergenkonstrukte wurde untersucht. Die Messwerte beziehen sch auf die
Luciferasesktivitdt des FlI-Promotors (-944/+31) mit SV40 late poly A-Region. luct:
Kodierende Sequenz des Luciferasegens aus Photinus pyralis, FlI-Promotor:  umfald
Nukleotide -944 bis +31 des humanen Prothrombingens, 3'-FI wt: 3'-untrandatierte und
flankierende Region des Prothrombingens 20210G, 3'-FII mut: 20210A.

Abb. 31 zegt nach Erweteung da 3-Region ene deutliche Erhdhung der
Luciferasesktivitédt. Fur die Wildtypregion ergibt sch eine Erhthung von 25 auf 56 %, was
ener Verdoppeung der Promotoraktivitdt entspricht. Bel der G20210A-Mutante ist der
Angtieg von 26 auf 10,1 % noch Stérker. Der Unterschied zwischen Wildtyp und 20210A-
Transition entspricht einem Faktor von 1,8 und ist hoch signifikant (p = 1,440°, n = 36).

2.7 Expresson der 3'-Prothrombin-Reporterkonstruktein
HepG2-Zdlen

Zur weiteren Charekteriserung des Prothrombin 3'-Bereiches wurde erneut  en
Uberexprimierendes  Zellsysem etabliet. Der Einfluss der durch Southern Blot Andyse
eweterten 3-flankierenden Region auf die Habwertszeit der  b-Globinreporterkonstrukte
sollte mittels transent und stabil trandfizierter HepG2- Zd len untersucht werden.
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2.7.1 Klonierungsstrategie

Eine 241 bp sowie ene 1,6 kb 3 -untrandaierte und -flankierende Prothrombinregion wurde
aus genomischer DNA von heterozygoten Patienten amplifiziert. Die aufgereinigten PCR-
Fragmente wurden dann sowohl in  die Xho I-Redriktionsschnittstelle  des  Vektors
pCMVbXho ds auch in die Schnitttdlen Xho!l und Kpnl nach Exzison de 3-b-
Globinregion des Vektors ligiert. Der Genotyp der resultierenden Klone wurde mittdds PCR
und Sequenzierung Uberpriift. Abb. 32 zeigt die verwendeten b - Globinreporterkonstrukte.

47 bE

Xhol Poly AStelle Kpn |
| !
5— b-Globin 3'-Globin 3 pCMVbXho

97 bp v
Xhol G20210A Xhol Kpn |

5* b-Globin |3‘-Prothr] 3'-Globin —3 wt/mut

Xhol G20210A Kpn |

5 b-Globin ‘_Proth 3 wt/mut

Xhol G20210A Xho | Kpn |
| | |
5‘—| b-Globin g‘-Prg;hr. 3‘-Globin — 3" wt/mut
Xho! G20210A Kpn |

5 b-Globin ‘-Proth 3 wt/mut

Abb. 32 Schematische Darstellung der b-Globinreporterkonstrukte. Klonierung ener
241 bp und ener 1,6 kb 3'-Prothrombinregion in den Sdugerexpressionsvektor pCMVbXho
unter Erhatung oder Eliminierung der 3'-b-Globinregion.

2.7.2 Transiente Expression von 3'-Prothrombin-Reporterkonstrukten

Die Reporterkonsirukte wurden in HepG2-Zdlen mit endogener  Prothrombinexpression
durch  Lipofectin-Trandfektion mit enem  Pasmid zur  Sandadiserung  der
Trandektionseffizienz engeschleust. 24 h nach der Trandektion wurden die Zdlen mit DRB
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behanddlt, um die Transkription zu hemmen. Nach O, 2, 4, 8 und 24 h wurde jeweils die RNA
isoliert und in enem dereturierenden Agarosegd aufgetrennt.
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Abb. 33: Trangente Transfektion von b-Globinreporterkonstrukten. Die 3'-b-
Globinregion des Vektors pCMVbXho wurde ersetzt durch die 241 bp 3 -untrandatierte und
flankierende Region (241 bp 3'-FlI) oder die 1,6 kb 3’ -Prothrombinregion (1,6 kb 3'FlI) und
der Einfluss der 20210G/A-Trandtion (Wt/mut) auf die Stabilitdé der mRNA-Hybride im
Northern Blot untersucht. Dazu wurden trandent trandiziete HepG2-Zdlen 24 h nach
Cotransfektion  mit  b-Globinreporterkonstrukten  und  pGL3control-  bzw.  pRL-TK-
Luciferasevektoren zur Inhibition der Transkription mit DRB behandelt und zu verschiedenen
Zeitpunkten danach die RNA isoliet. Es wurden zwel voneinander unabhéngige Experimerte
untersucht (Transfektion a und b). Je 10 pg RNA wurden in enem denaturierenden
Agarosegd aufgetrennt und auf eine Nylonmembran transferiert. Die 28 S und 18 S rRNA-
Banden wurden nach dem RNA-Trander auf der Membran mit Methylenblau angeférbt und
dokumentiert. Anschliel?end efolgte die Hybridiserung mit einer Kaninchen b-Globin-
spezifischen, 32P-markierten Sonde. Die Expositionszeit betrug 16 h.

Abb. 33 zegt die Northern Blot Hybridiserung der trandfizieten und mit DRB-behandeten
HepG2-Zdlen mit ener Kaninchen b-Globingpezifischen Sonde. Auffdlend it die darke
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Degradation der b-GlobinrmRNA, schtbar im unteren Bereich der Autoradiogramme. Diese
Ingtabilitét der Reporter-mRNA hdngt vermutlich mit e@ner unspezifischen Degradation der
nach trandenter Trandfektion Uberexprimierten rekombinanten Transkripte  zusammen.
Aul}erdem werden Unterschiede in der Trandfektionseffizienz und der Anzahl bzw. Intensitét
der Transkripte deutlich. So wurde im linken Tel der Abbildung (Transfektion @) ene
Doppelbande oberhab der 28 S rRNA-Makierung detektiert, wéhrend be enem zweiten
Experiment (Transfektion b) nur eine schwache Bande oberhab der 18 SHohe sichtbar war.
Eine Degradation der 1,6 kb 3-FII-mRNA wéahrend DRB-Inhibition, sowohl der unteren ds
auch der oberen mRNA-Bande, ist erkennbar.

Zur Normdigerung der Trandektionseffizienz wurde ene Cotransfektion mit Luciferase
Expressionsvektoren pGL 3control bzw. pRL-TK durchgefuhrt (Abb. 34).

Transfektion c, pGL3control Transfektion b, pRL-TK
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Abb. 34: Cotransfektion von Luciferase-Expressonsplasmiden. Nach transenter
Transfektion von HepG2-Zdlen mit b-Globinkonstrukten und pGL3control- (Transfektion )
bzw. pRL-TK-Luciferase-Expressonsvektoren (Transfektion b) efolgte ene 24-sindige
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DRB-Behandlung. Zu verschiedenen Zetpunkten wurde die Gesamt-RNA prdpariert. Jewells
10 pg RNA wurden in enem denaurierenden Agarosegd  aufgetrennt und auf ene
Nylonmembran transferiert. Die ribosomade RNA wurde auf den Filtern mit Methylenblau
schtbar gemacht und die Flteférbung dokumentiert. Die Northern Blot Hybridiserung
efolgte entweder im Fdle von pGL3control-Cotrandfektion mit ener Luciferase-
spezifischen,  32P-markierten Sonde (1689 bp Hind IlI/Xba |-Restriktionsfragment aus
pGL3control, Transfektion &) oder bel pRL-TK-Cotransfektion mit einer Renilla-Luciferase-
spezifischen Sonde (1212 bp Hind 111/Xba I-Redriktionsfragment aus pRL-TK, Transfektion
b). Die Expodtionszeit betrug 16 h.

Auch die Hybridiserung mit einer spezifischen Luciferase-Sonde zeigt einen starken Abbau
der mRNA. Aullerdem snd z. T. zZwe Signde und unterschiedliche Transfektionseffizienzen
sichtbar. Die Quantifizierung der unteren Banden bel Cotransfektion mit dem Kongtrukt 241
bp 3-HImut zeigt eine erhthte Degradation der mMRNA nach 24-giindiger DRB-Behandiung
der Zdlen. Die Ingabilitdt der LuciferasssmRNA, verbunden mit vermutlich unspezifischer
Degraddtion der nach trandenter Expresson in hohen Mengen exprimierten rekombinanten
Transkripte, l&st ene Quantifizierung und Normdiserung der  b-Globin-Hybrid-mRNA
wenig dnnvoll erscheinen. Zur Umgehung diessr Probleme wurden  zusiizlich  dabile
Trandfektionen durchgefihrt.

2.7.3 Stabile Expression von 3’-Prothrombin-Reporterkonstrukten

Fir die Trandektion wurden wie ba Kap. 2.7.2 HepG2-Zdlen mit endogener
Prothrombinexpresson  verwendet. Die  Reporterkonstrukte  wurden  zundchst  durch
Redriktion mit Kpnl, das Resstenz-vermittelnde Plasmid pSV2neo durch Redriktion mit
EcoR | lineariget. Nach Cotransfektion mit Lipofectin und Selektion dabil trandfizierter
Klone wurden jeweils zwel bis 240 Klone vereinigt und fir jedes Kongrukt ein bis zwel
Mischzdlpopuletionen  hingchtlich  der Sabilitd  der  b-Globin-Prothrombin-mRNA
untersucht. Dazu wurden die Zdlen Uber 24 h zur Inhibition der Transkription mit DRB
behandelt und zu verschiedenen Zeitpunkten die Gesamt-RNA prapariert. Die darauffolgende
Northern Blot Andyse schiol3 eine Hybridiserung mit einer Kaninchen b-Globin-gpezifischen
cDNA-Sonde ein. In Abb. 35 ig fir jedes Kongrukt exemplarisch jewells ein Experiment im
Northern Blot dargestdlit.
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Abb. 35: Stabile Transfektion von b-Globinreporterkonstrukten. HepG2-Zdlen wurden
dabil mit verschiedenen b-Globinreporterkongtrukten transfiziert (schematisch oberhalb der
Bechriftung dargestdlt). Zur Bestimmung der Habwertszeit der Hybrid-mRNA wurden die
Mischklone mit DRB inhibiert und zu verschiedenen Zeitpunkten die RNA isoliert. Je 10 ug
RNA wurden in enem denaturierenden Agarosegel aufgetrennt, auf ene Nylonmembran
tranderiet und die rRNA mit Mehylenblau angefarbt. Auf die Hybridiserung mit einer

Kaninchen b -Globin-spezifischen, 32P-markierten Sonde erfolgte die 24-stiindige Exposition.

Der 3-untrandatierte Bereich des Kaninchen b-Globingens umfasst von der engefihrten
Xho I-Sdle bis zur Poly A-Stelle 47 bp. So besteht bel korrekter Prozesserung nach 97
Nukleotiden der 3'-untrandatierten Region an Posgtion 20210 des Prothrombingens eine
Grolendifferenz. von  50bp  zwischen  b-Globin-Prothrombin-Hybrid-mRNA  und  b-
Globinreporter-mRNA. Die unteren Banden der Konstrukte 241 bp 3'-FlII, 1,6 kb 3'-FI1+3'-
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Glo und 1,6 kb 3'-FIl befinden dch ungeféhr auf glecher Hohe mit der b-Globin-mRNA aus
pCMVbXho und représentieren vermutlich die korrekt an der Postion 20210 polyadenylierte
Hybrid-mRNA. Be den Kongrukten mit dem 240bp 3'-Prothrombinbereich und dem
nachfolgendem b-Globin 3'-Bereich dagegen besteht en Grolenunterschied zwischen b-
Globin-mRNA und b-Globin-Prothrombin-mRNA von ca. 240 bp (vergl. Kap. 2.3.1, Abb.
16). Wie in Kap. 2.3.5 beschrieben wird das Poly A-Sgnd der Prothrombin 3'-Region
Uberlesen, und die Prozesserung findet ausschliedich an der Polyadenylierungsstelle des b-
Globingens Hatt.

Vor dlem be den Kondrukten mit kurzem 3'-Prothrombinbereich ohne b-Globin 3'-UTR
(241 bp 3-HIwt/mut) zeigen sch im Northern Blot eine Vidzahl nicht korrekt prozesserter
Transkripte. Im Gegensatiz hierzu fuhrt die Verldngerung des 3'-Bereiches mit oder ohne b-
Globin 3-UTR (Konstrukte 1,6 kb 3'-Flwt/mut und 1,6 kb 3-Fllwt/mut+3'-Glo) zur
Bildung von nur zwei Trangkriptvarianten.

Auffdlend ig en Andieg der PPF&mRNA und der prozesserten mRNA-Menge nach 24-
diindiger DRB-Behandlung bei den Konstrukten 241 bp 3'-FlI, 1,6 kb 3-FII1+3'-Glo und
1,6 kb 3'-Fll. Diese Beobachtungen gelten sowohl fur den Wildtyp ds auch fur die 20210A-
Variante. Fir jeden Zetpunkt wurden jewells 10 ug Gesamt-RNA aufgetragen, in der Rege
war aber die RNA-Ausbeute der 24 h-Werte niedriger ds die der anderen Werte. Somit
konnte der Anstieg der mRNA-Menge mit e@nem Einfluss der Inhibition auch auf die Menge
der ribosomden RNA und damit mit einer Verschiebung des Gleichgewichts von ribosomaer
RNA zu mRNA zusammenhangen.

Nach Quantifizierung der Signde im Phosphorimager wurden die Daten hablogarithmisch in
Abhdngigkeit der DRB-Behandlungsdauer grafisch  dargestdlt und die  exponentidle

Trendlinie N =N,>x It berechnet. Die Bestimmung der Habwertszeit der Hybrid-mRNA

effolgtenach T,,, = ||E :

In diesem Zdlsysem i kein Abbau der Kaninchen b-GlobinrmRNA aus pCMVbXho nach
24-gUndiger DRB-Behandlung messbar (T1z = 422,11 £ 21993, n = 2). Eine erhthte
Apoptoss der Zdlen nach 24-stindiger Inkubation mit DRB war zu beobachten, was sch
durch Ablésung der Zelen von der Oberfléche der Kulturschden bemerkbar machte. Die
offengchtlich toxischen Einflisse von DRB auf de HepG2-Zdlen machten dne
Quantifizierung und Habwertszeitmessung der rdativ. dabilen  Hybrid-mRNA  schwierig.
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Dies hatte negaive Habwertszeitmessungen und andeigende Trendlinien oder sehr hohe
Habwertszeiten oberhab von 100 h zur Folge.

Be Vernachléssgung der negativen Habwertszeiten ergibt sSch fir das Kongrukt 240 bp 3'-
Fllwt+3'-Glo ene Habwertszeit von 5883 + 1572 (n = 4) und fir die Mutante ene
Habwertszet von 59,69 + 2572 (n = 2). Damit liegen die Wete im Bereich der
Halbwertszeit der endogenen Prothrombin-mRNA aus HepG2-Zdlen (539 + 14,6) und
Rattenleberzellen (49,1 £ 11,1) wie in Kap. 2.2.3 beschrieben. Allerdings liegen Se deutlich
héher ds nach dtabiler Transfektion der beiden Kongrukte in einen HepG2-Laborstamm, der
keine endogene Prothrombinexpresson aufweist (Kap. 2.3).

Be keinem der Kondrukte lassen sSch jedoch Anhdtspunkte fir ene verléngerte
Hdbwertszeit der 20210A Hybrid-mRNA finden. Unterschiede bestehen dlerdings, wie
schon in Kapitd 2.4.2, Abb. 21, beschrieben, im Verhdltnis von prozesserter zu Pré&mRNA.
Die Quantifizierung von oberen und unteren Banden der Konstrukte 1,6 kb 3'-Fll, 241 bp 3'-
FIl. und 16 kb 3-FlI+3-Glo egibt ene Veschiebung zugunden der prozesserten
Transkripte (untere Banden) bel den mutierten Kongtrukten 1,6 kb 3'-FII und 1,6 kb 3'-
FI1+3'-Glo (Abb. 36).
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Abb. 36: Vergleich der Transkriptmengen der verschiedenen b-Globin-Prothrombin
MRNA-Hybride. HepG2-Zdlen wurden gabil mit verschiedenen b-
Globinreporterkonstrukten (1,6 kb 3 -Fllwt/mut, 241 bp 3-Fliwt/mut und 1,6 kb 3'-
Fliwt/mut+Glo) trandfiziet und die Klone vereinigt. Je 10 pg RNA wurden in einem
denaturierenden  Agarosegel aufgetrennt, auf eine Nylonmembran trandferiert und mit ener
Kaninchen b-Globin-spezifischen, ?P-markierten Sonde hybridisert. Obere und untere
Transkripte (oben und unten) wurden quantifiziet und mit Hilfe von EXCEL grafisch
dargestellt.

Be dem mutierten Konstrukt 241 bp 3'-Flimut is keine endeutige Verschiebung zugungten
der korrekt polyadenylierten Transkriptvariante messbar. Allerdings zeigt die Betrachtung der
Northern Blot Andyse mindestens zwel weitere Transkripte oberhab der unteren Bande, die
bei dem Wildtyp-Konstrukt deutlich stérker erscheinen (Abb. 35).
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3 Diskusson

3.1 DieG20210A-Mutation in der 3'-untrandatierten Region des

Prothrombingens

Der von Poort et d. erstmas 1996 beschriebene G20210A Prothrombin-Polymorphismus geht
bel heterozygoten Trégern der Punktmutation mit ener 1,25 bis 1,3-fach erhohten
Prothrombin-Konzentration im Plasma und ener erhthten Thromboseneigung einher (Poort et
a., 1996, Makris et d., 1997; Tosetto et d., 1999). Einen ersten Hinweis auf einen
tasachlichen  kausden  Zusammenhang  zwischen  Mutation,  erhdhtem  Plasma-
Prothrombinspiegd  sowie erhdhtem Thromboserisko liferte eine Linkage Anayse (Soria et
d., 2000). Diese Studie basete auf der Untersuchung von Familien mit mindestens einem
thrombotischen Ereignis. Es konnte eindeutig eine Korrdation zwischen 20210G/G-, G/A-
und A/A-Genotyp, Prothrombingpiegd und Thromboserisko hergestelt werden, wobe
Patienten, die homozygot bezliglich des 20210A-Allds snd, die hdchgen
Prothrombinkonzentrationen im Plasma aufweisen. Die Hypothese wird durch das Fehlen
anderer Polymorphismen in Promotor und kodierender Region des Prothrombingens
untersttitzt (Poort et a., 1996; Zivein et al., 1998).

Betroffen von der Mutation ist das 3'-terminde Nukleotid in der 3'-untrandatierten Region
des Prothrombingens. Fur den erhthten Plasmaspiegel kdnnten demnach eine erhbhte mRNA-
Stabilitét, Transkriptionseffizienz, Trandationsate oder ene verbessate Prozesserung
verantwortlich san (Poort e d. 1996, Gehring e d., 2001). Zur Untersuchung der
molekularen Mechanismen, die zu ene Erhdhung der Prothrombinkonzentration durch die
G20210A-Mutation  fuhren, wurde in  der vorliegenden Arbet die mutiete 3'-
Prothrombinregion in b-Globinreporterkonstrukten  untersucht.  Weiterhin  wurde de durch
rekombinante Uberexpression in verschiedenen Zellinien mit der Wildtyp-Region verglichen.
For die optimade Expresson von Luciferasereporterkongtrukten wurden verschiedene
Promotorregionen des Prothrombingens untersucht und der Einfluss der 3'-UTR auf die
Luciferasesktivitét getestet.



Diskussion 66

3.2 Regulation des Prothrombingens
3.21 Promotorregulation des Prothrombingens

Der Hauptsyntheseort von Prothrombin it die Leber (Barnhart, 1960; Jamison und Degen,
1991). Allerdings konnte die Expresson von geringen Mengen an Prothrombin auch im
Gehimn und neurden Zdllinien (Dihanich et d., 1991; Wengen e d. 1995), im
SKeettmuskel der Maus (Zoubine et d., 1996) und in differenzierten Skeettmuskelzellen
(Glazner et d., 1997; Kim und Neson, 1998) nachgewiesen werden. In der vorliegenden
Arbet wurden prim&e Zdlen und vesthiedene Zdllinien  hingchtlich  ihrer
Prothrombinexpresson untersucht (Kap. 2.1 und Kap. 2.2). Ein Nachweis der Expression von
Prothrombin auf mRNA-Ebene gelang jedoch nur in der Lebercarcinomzelllinie HepG2 (Abb.
7) und in priméren Ratenleberzdlen (Kap. 2.2.2, Abb. 10). Keine Expresson war in der
humanen embryonden Lebeazdlline CL-48, den humanen Leberzdlen CCL-13, der
humanen Leber-Adenocarcinomzdllinie SK-HEP-1, in COS-1- und HelLa-Zdlen sowie in
priméren Zdlen wie HUVEC und vaskuldren glaiten Muskdzdlen aus Maus und Schwein
detektierbar (Kap. 2.1, Abb. 7). Grinde fir enen Velus der Expresson in Leberzelen
konnten im Differenzierungsstatus der Zdlen zu suchen san. Kultivierung von Hepatozyten
Uber enen langeren Zetraum kann zum Verlust der Expresson spezifischer Faktoren und zur
Entdifferenzierung der Zdlen fihren (Baumhueter et d., 1988; Baker et d., 2001). So ist der
Transkriptionsfaktor HNF-1 (hepatocyte nuclear factor-1) fur die leberzelspezifische
Expresson einiger Gene verantwortlich (Courtois et d., 1988).

Einhetliche regulaiorische Sequenzen fur die leberzdlspezifische Expresson von Vitamin K-
abhangigen Faktoren sind bisher nicht bekannt (Sun und Degen, 2001). Einzig das Fehlen von
kanonischen TATA- und CCAAT-Sequenzen in der Promotorregion der Gene gdlt ene
Gemeinsamkeit dar (Pollak et d., 1996; Hung und High, 1996; Stauffer et a., 1998).

Zur Andyse dea leberzdlgezifischen  Prothrombin-Promotoraktivitdt wurden verschiedene
Deletionsmutanten der 5'-flankierenden Region vor en Luciferasereportergen geschatet und
die Luciferasesktivitét der verschiedenen Kongrukte nach transenter Transfektion in HepG2-
Zdlen besimmt (Kap. 2.6). Das langste Fragment, das die Region von -944 bis +31 der 5'-
flankierenden und untrandatierten Region umfad (Abb. 37), zeigte dabe die hochge
Aktivité. Sie betrug ca 70 % im Verglech zum Kontrollplasmid, bel dem das Luciferasegen
unter der Kontrolle des SV40-Promotors stand (Kap. 2.6.1, Abb. 27).
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Abb. 37: Schematische Darstellung der regulatorischen Elemente in der 5-
flankierenden Region des Prothrombingens (veréndert nach Degen und Sun, 1998). [I:
Enhancer-Element (Pos. -919 bis -790), B : potentiele HNF-1-Bindungsstelle (Pos. -887 bis
-875), [ : konsarvierte Region (Pos. -717 bis -581), @ : potentielle Promotorregion (Pos. -110
bis-1).

Die Ddetion des Sequenzbereichs -919 his -790 bewirkte eine deutliche Verringerung der
Luciferasesktivitd um ca 50 % im Vergleich zum Ausgangskonstrukt -944/+31 (Abb. 27).
Die Ddedtion weterer 5-Bereiche auf -748, -524 und -331/+31 hatte keine weitere
Reduzierung der transkriptiondlen Aktivitdé zur Folge Be Eingrenzung der 5'-Region auf
den Bereich -164 bis +31 mit der potentiellen Promotorregion ¢110/-1) des Prothrombingens
ig noch eine basde Aktivité von ca 30 % des Ausgangskonstrukts -944/+31 detektierbar.
Die Reduktion der Luciferasesktivitét nach Deletion des Sequenzbereichs -919 bis -790 deckt
sch mit der von Chow et d. (1991) und Bancroft et a. (1992) beschriebenen potentidlen
Bindungsstdle fur HNF-1 (-919/-849) und einem Enhancer-Element im Seguenzbereich -919
bis -790. Die Autoren zeigten nach Verkirzung der 5-Region auf -876 bzw. -849 ebenfalls
ene Reduktion der Promotoraktivitét und identifizieten die Region -887 bis -875 durch
Homologievergleich ds potentidle Bindungsstdle fir den leberspezifischen Faktor HNF-1.
HNF-1 ig fir die leberzelspezifische Expresson verschiedener Gene verantwortlich. Dazu
gehdren a 1-Antitrypsn, Albumin, a-Fetoprotein und die a- und b-Ketten von Fibrinogen
(Courtois et d., 1988; Frain et al., 1989; Monaci et a., 1988). Vermutlich vermittelt oder
potenziert die potentidle HNF-1-Erkennungssequenz eine leberspezifiscche Expresson von
Prothrombin. Allerdings war nach Deletion diesr Region bei Chow et d. und Bancroft et d.
nur noch ene geringe oder gar keine cis-wirksame Aktivitét der 5 -Bereiche feststelbar. Die
hier présentieten Daten sprechen fUr die Existenz zusdzlicher transkriptionsaktivierender
Elemente. Da in der Cervixcarcinomzelllinie HelLa keines der beschriebenen Kongrukte
Luciferaseaktivitéd  induziete (Abb. 28), schent es dch dabe um leberspezifische
Sequenzdlemente zu handeln. Die zusdizliche Reduktion nach Deetion der Bereiche -789 bis
-165 auf 30 % Redtaktivitat (Abb. 27) konnte auf die Exigenz von mindestens zwel weiteren
Elementen hinweisen.
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Die Ddetion der 5-Region im Bereich -748 bis -523 mit der konservierten Region -717/-581
fihrte zu keiner dgnifikant erniedrigten Promotoraktivitét, was bedeuten wirde, dass die
konservierte Region keinen regulatorischen Einfluss bestzt.

5 -flankierende  Prothrombinsequenzen  zeigten  nach  Trandfektion der  humanen
Ceavixcacinomzdllinie HeLa ene nur minimae Transkriptionsaktivierung leicht  oberhdb
der basden Aktivitdt des Vektors ohne Promotorsequenzen (Abb. 28). Fir die Initiation der
Transkription snd  demnach  trans-wirksame leberzdlspezifische  Fektoren  notwendig.
Bancroft et d. konnten 1992 dlerdings in Electrophoretic Mobility Shift und DNase Footprint
Andysen auch Proten-DNA-Komplexe in der Sequenzregion zwischen -919 und -790 mit
Hel a-Zelextrakten detektieren. Die Beteligung von nicht-leberzdlspezifischen Faktoren an
der Regulation, nicht aber be der Initiation der Transkription, erscheinen somit maglich.

Hierbe konnte es sich um einen ubiquitér vorkommenden Enhancer handeln.

3.2.2 Stabilitat der endogenen Prothrombin-mRNA

Die Habwertszeit der endogenen Prothrombin-mRNA wurde mit 539 £ 14,6 h in der
humanen Lebercarcinomzdllinie HepG2 sowie mit 49,1+ 11,1 h in primé&en Rattenleber-
zdlen besimmt (Abb. 12). Der Unterschied von 4,8 h war nicht sgnifikant (p = 0,55). Damit
egab dch kein Unterschied in der Habwertszeit der Prothrombin-mRNA  bei  den
untersuchten Spezies. Bisher sind noch keine Daten hierzu aus der Literatur bekannt.

In eukaryotischen Zdlen variiet die Habwertszeit verschiedener mRNAS zwischen wenigen
Minuten (c-fos-, c-myc-mRNA) und mehreren Stunden oder sogar Tagen (Globin-mRNA,
Lodish und Smadl, 1976; Volloch und Housman, 1981; Ross und Sullivan, 1985). Die
vergleichsweise hohe Habwertszelt soricht fir ene grofRe Stabilitét der Prothrombin-mRNA.
Eine erhthte mRNA-Sabilitéd kann durch fehlende destabiliserende Elemente bedingt sain.
Die mRNA-Menge in der Zdle ig damit keiner drikten Regulation unterworfen. Es sind aber
auch Sequenzelemente bekannt, die die betreffende mRNA vor Degradation schiitzen.

An der Modulation der Abbaugeschwindigkeit snd regulatorische Elemente beteligt, die
sowohl in den untrandatierten Regionen as auch in der kodierenden Region lokdiset sein
konnen. Auch die 5-Kappe, das Poly A-Ende und Sekundérstrukturen konnen die mRNA-
Stabilitét beeinflussen (Abb. 38).
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Abb. 38: mRNA-Stabilitdtsdeterminanten (nach Sachs, 1993). Sequenzelemente, die an der
Regulation der mRNA-Stabilitét betelligt snd, snd in verschiedenen Bereichen der mRNA
lokaisert. (1) 5-Kappe, (2) Sekundérstrukturen in der 5-UTR, (3) vorzeitige Stop-Codons,
(4) Sequenzmotive im kodierenden Bereich, (5) Sekundarstrukturen in der 3-UTR, (6)
Destabiliserungsdemente in der 3-UTR (z. B. ARES). (7) Poly AEnde. AUG: Start-Codon,
UAA: Stop-Codon.

Zudem tragen destabiliserende Sequenzmotive in der 3-UTR zu einem schndleren Abbau
der betroffenen mMRNA bel (Abb. 38 ®). Dazu gehdren AU-rich elements (ARES), die eine
oder mehrere Kopien des Pentanukleotids AUUUA in ener U-reichen Region enthdten. Als
klasssches Begiid fir ene mRNA mit ARE-Sequenzmotiv  dient die c-fossmRNA
(Treisman, 1985). Die Regulation der mRNA-Sabilitét erfolgt durch ARE-Bindeproteine wie
AUF-1 und HuR. Wéarend AUF-1 ene schnele Degradation der betroffenen mRNA
anlatet, hat die Bindung von HUR stabiliserende Funktion.

Sequenzelemente, die durch Inhibition von Abbauwegen zu ene Stabiliserung der mRNA
fuhren, wurden fir das a-Globintranskript beschrieben. Die a-Globin-mRNA enthdt in der
3-UTR ene Endonuklesse-Schnittstedle Durch Bindung des a-CP-Komplexes an én
Uberlappendes C-reiches Element wird die Schnittstelle maskiet und die mRNA vor
endonukleolytischem Abbau geschiitzt (Wang et d., 1999; Wang und Kiledjian, 2000). Der
a-CP-Komplex interagiert aufferdem mit Poly A-Bindeproteinen (PABP) und erhdht damit
ihre  Bindungsaffinité. Die ehohte Stabilitdé des Poly A-PABP-Komplexes  schiitzt
vermutlich die a - Globin-mRNA zusétzlich vor Deadenylierung (Wang et ., 1999).

Auch die Trandation beeinflusst die Abbaugeschwindigkeit einer mRNA. So konnte gezeigt
werden, dass durch Inhibition der Trandationgnitiation mRNA destabilisert wird (Schwartz
und Parker, 1999), wohingegen die Inhibition der Trandationsdongation zur Stabiliserung
fuhrt (Beelman und Parker, 1994).

Die Prothrombin-mRNA zeichnet sch durch eine hohe Stabilitd in Leberzdlen aus Die
Habwertszeit von ca 50 h wurde sowohl in prim&en Ratenzdlen ds auch in der
Leberzedlline HepG2 gemessen. Cater et d. (2002) konnten ene Bindung des
dabiliserenden ARE-Bindeproteins HUR an die Prothrombin 3-UTR zeigen. Keine Bindung
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efolgte durch den dedtabiliserenden Faktor AUF-1. Da diese Region kein AUUUA-
Sequenzmotiv  enthdlt, konnte as cis-regulatorisches Element e@n noch nicht identifiziertes
Klasse Il ARE-Motiv fungieren. Klasse 1l AREs zeichnen dch durch das Fehlen des
AUUUA-Pentamers aus. Als cisElement dient hier ene U-reche Region. Die hohe
Habwertszeit der Prothrombin-mRNA konnte demnach durch Bindung des <abiliserenden
FaktorsHUR an en ARE-Motiv in der 3'-UTR bedingt sain.

3.2.3 Analyseder 3'-Prothrombinregion mit b-Globinreporterkonstrukten

Zur Untersuchung der Hypothese, dass die 20210A-Vaiaion aufgrund einer Stabiliserung
der Prothrombin-mRNA zu den erhohten Prothrombinkonzentrationen im Pasma fihrt,
wurde der Prothrombin 3'-Berech in ene Kaninchen b-GlobinrmRNA inseriert. Die
Habwertszeit der Kaninchen b-GlobinrmRNA in dabil trandizieten HepG2-Zdlen ergab
enen Wert von 32,8 + 5,7 h (Kap. 2.3.4). Dabel stand das b-Globingen unter der Kontrolle
des CMV-Promotors. Aufgrund der sehr dabilen b-GlobinmRNA ermdglichte dieses
Vektorsystem die Messung des Einflusses beider Varianten der 240 bp 3 -untrandaierten und
flankierenden Region des Prothrombingens auf die mRNA-Stabilitdt des Reporters. Durch
Einfigen der 97 bp 3'-UTR und 143 bp flankierenden Region (Kap. 2.3.1) veringerte sich die
Habwertszeit der Hybrid-mRNA entscheidend auf 17,4 = 5,3 h (Wildtyp) bzw. 17,2 + 45h
(20210A). Zwischen Wildtyp und Mutante war kein ggnifikanter Unterschied in der
Halbwertszeit messbar (Kap. 2.3.4, Abb. 17 und Tab. 5). Dies bedeutet, dass die G20210A-
Mutation am 3'-Ende der 3'-UTR des Prathrombingens keinen Einfluss auf die Habwertszet
der Hybrid-mRNA hat. Kontré&r dazu sind die Befunde von Carter et d. (2002). Die Autoren
wiesen bisher ds Einzige eine durch die Mutatiion verlangete Habwertszeit der b-Globin
Hybrid-mRNA nach. Die b-Globin-Konstrukte unterschieden sich jedoch von den in der
vorliegenden Arbeit beschriebenen durch ausschliediche Verwendung der 3 -untrandatierten
Region des Prothrombingens. Se enthidten kene flankierende 3'-Prothrombinsequerzen.
Die Autoren konnten in dabilen Expressonssysemen ene Veldngerung der Habwertszeit
der 20210A-Transkriptvariante auf ca 20h gegentber ca 10h ba Wildtyp-mRNA
beobachten. Diese Ergebnisse snd nicht direkt vergleichbar, da andere Kongtrukte verwendet
wurden. Zudem efolgte die Quantifizierung ausschlieldich durch Red-Time-PCR, welche im
Verglech zum Northern Blot Einschrankungen unterliegt. Die Red-Time PCR gilt ds sehr
sengtiv. Gerade aber hier gibt es Probleme, da geringste Schwankungen an Ausgangsmaterid
am Anfang einer PCR zu erheblichen Schwankungen im Produkt fulhren konnen.
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Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Quantifizierung der exprimierten Hybrid-mRNA in jewells
dre verschiedenen Mischzdllinien ergab in zwa Experimenten keinen Unterschied zwischen
Wildtyp und Mutante (Kap. 2.3.3, Tab. 3). Fir die in enem Fal um das dreifache erhdhte
Wildtypexpresson konnten auch ene unterschiedliche Anzahl veranigter Zdlklone, ene
unterschiedliche Anzahl in das Chromatin integrierter Kopien oder der Ort der Insertion ene
Rolle spiden (Nanbu und Nagamine, 1997). Diese Messung i dak von den
Trandektionsvarisblen  ahéngig und kann  nicht  zur  Bedimmung von  erhthten
Transkriptmengen aufgrund ener  verlangeten  mRNA-Habwertszeit  herangezogen  werden.
Zur  Mesuung der Habwertszet ener mRNA  snd  deshdb  Transkriptions-
Inhibitionsexperimente unerl&sdich.

Die Laufeigenschaften der Hybrid-Sgnde im Northern Blot vermittelten den Eindruck eines
gegentiber der b-Globin-Reporter-mRNA  verlangerten Transkripts (Abb. 16). Die Vermutung
lag nahe, dass die Polyadenylierung nicht korrekt an der Polyadenylierungsstelle der 3'-
Prothrombinregion ettt fand, sondern erst an der stromabwarts folgenden Poly A-Stelle des
b-Globingens. Die Untersuchung der Hybrid-mRNA mittds reverser  Transkription,
soezifischer  Amplifikation, Klonierung und Sequenzierung zeigte, dass die b-Globin-
Polyadenylierungsstelle des Vektors fur die Prozesserung mageblich war und die mRNA-
Hybride zusdtzliche 3'-Sequenzen enthidten (Abb. 18). Be beiden mRNA-Vaianten efolgte
die Prozesserung an der b-Globin-Polyadenylierungsstelle des Reporterplasmids. Diese
Ergebnisse deuteten darauf hin, dass die bis dahin bekannte 240 Basenpaare umfassende 3'-
untrandatierte und flankierende Prothrombinregion fir ene korrekte Polyadenylierung an
Postion 20210 nicht ausreichend war oder die cis-wirksamen Elemente der 3'-Globinregion

trans-wirksame Faktoren stérker rekrutierten a's digjenigen der 3'-Prothrombinregion.

Zusitzlich wurde die komplette Prothrombin-cDNA mit 143 bp 3'-flankierender Sequenz in
einen Expressonsvektor ohne SV40-Poly A-Region kloniert, und HepG2 sowie COS-1-
Zdlen wurden dgabil trandfiziet (Kap. 2.4.1). Die Betimmung der Habwertszeit der
Wildtyp- und 20210A-mRNA ergeb in keiner der beiden Zdllinien einen Hinwes auf ene
durch die Mutation erhthte mRNA-Stabilitdt (Kap. 2.4.2). Vidmehr zegten dch in der
Northern Blot Analyse der beiden Zdllinien zwel Transkripte, von denen das kleinere die
vermutlich polyadenyliete mRNA dargdlt. Ein Vergleich mit der endogenen Prothrombin-
MRNA, die die gleche Fragmentgrolle aufwelst, unterstiitzt diese Vermutung. Das grof3ere
Fragment konnte die Pr&mRNA oder ene fdsch prozessete verlangete mRNA
représentieren.  Durch  die Mutation efolgte ene Verschiebung zugunsten der  Korrekt
prozesserten mMRNA.
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Zur Untesuchung des Einflusses weter stromabwarts gelegener Sequenzen der 3'-
flankierenden Prothrombinregion auf die Prozesserung und Habwertszeit der mRNA wurden
mittels Screening ener humanen genomischen P1-Bibliothek weitere 1350 bp 3 -flankierende
Prothrombinsequenz  aufgeklart (Abb. 26, Acc. No. AF493953). Diese erweiterte 3'-
Prothrombinregion wurde ebenfdls in den b-Globinreportervektor inseriert. Die Expresson
der Reporterplasmide wurde in HepG2-Zdlen mit endogener Prothrombinexpresson
untersucht. Bel trandenter Transfektion der Zellen war ene schlechte Prozesserung der
Transkripte und en starker Abbau der mRNA zu verzeichnen (Kap. 2.7.2, Abb. 33 und Abb.
34). Deshalb konnte keine Quantifizierung der  Hybrid-mRNA und somit  keine
Habwertszetmessung ba  trandent trandfizieten Zdlen durchgefUhrt werden. Be  dabiler
Transfektion der Reporterkonstirukte war dagegen die mRNA intakt (Kap. 2.7.3, Abb. 35).
Auch in diesem Zdlsysem efolgte die Polyadenylierung ausschlieldich an der b-Globin Poly
A-Stelle des Vektors.

Nach Deetion der b-Globin 3-Region snd ene Vidzahl nicht korrekt prozesserter
Transkripte detektierbar. Dabel entspricht vermutlich das kleinste Transkript der korrekt an
der Poly A-Stele (Pogtion 20210) polyadenylieten mRNA. Nach Insertion der erweiterten
3'-Prothrombinregion snd sowohl mit ads auch ohne 3'-Vektorregion nur noch zwe
Transkripte vorhanden, von denen das klenee wiederum die vermutlich  korrekt
polyadenylierte mRNA représentiert, wéhrend das grolere die Pr&mRNA darstdlt. Diese
Reduzierung der Transkripte nach Insation zusizlicher 3'-flankierender Sequenzen zegt,
dass hier wetere regulatorische Elemente liegen, die die korrekte Polyadenylierung
unterdiitzen. Die 3-Globinregion des Vektors hat nach Insetion der verlangerten 3'-
Prothrombinregion keinen Einfluss mehr auf die Polyadenylieeung der Pr&mRNA. Trotz
zusitzlicher 3 -flankierender Sequenzen ist die Prozesserung der  b-Globin-Prothrombin-
MRNA-Hybride nicht quantitetiv. Vermutlich enthét die Prothrombin 3'-Region nur en
schwaches Poly A-Signd, das nicht zu ener 100 %igen Polyadenylierung flhrt. Ein
Unterschied in der Menge an polyadenylierter mRNA zu Pr&mRNA zeigte sich jedoch bel
der Mutation. Die 20210A-Hybrid-Variante bewirkt ene Zunahme an polyadenylierter
MRNA, be glechzatiger Abnahme der PrédamRNA (Abb. 36). Dies spricht ebenfdls fir ene
verbessarte Polyadenylierungseffizienz durch die Mutation und damit fir eine erhdhte Menge
an funktiondler mRNA.

Eine Habwertszaitbestimmung der Hybride gedtdtete sch schwierig, da die Transkriptmenge
nach 24-sindiger DRB-Behandlung tellwese astieg. Zudem war eine erhdhte Apoptoss der
Zdlen nach langerer Behandlung mit DRB zu beobachten. Diese scheinbar toxischen Effekte
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durch DRB erlaubten die Bestimmung der mRNA-Habwertszeit nur fir enige Kongtrukte.
Es ergaben sch Habwertszeiten im Bereich der Habwertszeit der endogenen Prothrombin-
MRNA aus HepG2-Zdlen (539 + 14,6 h) und Rattenleberzellen (49,1 + 11,1 h), die in ihrer
groien Stabilitdt der rekombinanten Prothrombin-mRNA &dhneln (Kap. 2.4.2). Diese zagte in
dabil trandfizierten HepG2- und COS-1-Zdlen Uber den betrachteten Zeitraum von 24 h keine
Degradation. Allerdings liegen die Hdbwertszaten deutlich héher ds in e@nem HepG2-
Laborstamm, der keine endogene Prothrombinexpresson aufwies (Kap. 2.3). Dies spricht
dafUr, dass die Expresson von |ebergpezifischen Faktoren in den differenzierteren Zelen zu
ener Sabiliserung der MRNA betragen. Vermutlich exprimieren entdifferenzierte Zdlen im
Gegensatiz zu Zdlen mit endogener Prothrombinexpresson keine Faktoren, die an der
Regulation der Prothrombinhabwertszeit beteligt sind. Damit wae die Untersuchung der
Prothrombinregulation in  nicht-leberspezifischen  Zdlsystemen, wie de von Gehring e 4.
(2001) durchgefihrt wurde, fraglich. Fur die Ubrigen Kondrukte mit verlangerter 3'-
Prothrombinregion lield sich kein Abbau der mRNA Uber den betrachteten Zeitraum von 24 h
nechweisen.

Diese Befunde werden unterstiitzt durch die Studie von Pollak et d. (2002), die in vivo die
Menge an 20210G und 20210A Prothrombin-mRNA verglichen haben. Die Autoren
agumentieren, dass im Fdle ener Erhdhung des Prothrombingehdts um 25 % be
heterozygoten Tr&gern ene um das 1,5-fach erhohte Prothrombin-mRNA-Menge notwendig
s, Zur Untersuchung diessr Hypothese wurde mRNA aus der Leber eines 20210G/A
heterozygoten Patienten isoliert, revers transkribiet und spezifisch fir Prothrombin-cDNA
amplifiziet. Die daraus resultierenden Klone wurden sequenziert. Insgesamt wurden 70
Klone andysert, von denen 54% ein G an Podtion 20210 enthidten, dso dem Wildtyp
entsorachen, und 46% die Mutation 20210A trugen. Eine Erhthung der 20210A-
Transkriptmenge durch ene verlangerte Habwertszeit oder andere postranskriptionelle
Mechanismen lag demnach nicht vor. Vidmehr waren beide mRNA-Mutanten gleichmdig
exprimiert.  Allerdings zeigte dch, wie auch in diesr Arbet, en Unteschied im 3'-
Polyadenylierungsmuster der beiden Transkriptvarianten (Abb. 36). Wahrend dle cDNA-
Klone der 20210A-mRNA an Postion 20210A polyadenyliert waren, wiesen 74 % der
20210G-Klone eine Polyadenylierung an Podtion 20212 auf. Be den redlichen 26 % der
Transkripte efolgte dagegen die Anheftung des Poly A-Endes wie erwartet an Postion
20210. Pollak et a. podulieren aufgrund diesr Befunde ene Modifikation der
Prothrombinproteinmenge  durch  trandationde  Mechanismen.  Eine  Erhéhung  der
Trandaionseffizienz konnte kausal mit unterschiedlichen Poly A-Langen oder verénderten
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Bindungsffinitéten trans-wirksamer Faktoren in Zusammenhang dehen (Gehring et d.,
2001).

Zu vdllig anderen Daten kam die Studie von Gehring et d. aus dem Jahre 2001. Hier wurden
Hybrid-Kongrukte mit humanem b-Globin verwendet, be dem 3'-UTR und 62 bp 3-
flankierende Region des b-Globingens durch 3'-UTR und 140 bp 3 -flankierende Region von
Prothrombin 20210G bzw. 20210A ersetzt wurde. HelLa-Zdlen wurden trandent mit diesen
Kongrukten trandfiziet und eine Northen Blot Andyse von cytoplasmatischer RNA der
trandfizieten Zdlen zagte ene im Mittd 1,8-fach erhohte Akkumulation von 20210A-
Hybrid-mRNA. Die Untersuchung der b-Globinmengen mittds Immunoblot zeigten ene
damit korrelierende erhdhte Proteinexpresson bel dem mutieten Kongtrukt. Die Autoren
postulierten daraus einen kausden Zusammenhang zwischen enem durch die Mutation
erhdhten mMRNA-Gehdt und dem erhthten Plasmagehdt an Prothrombin bel Patienten und
fihren diesen auf eine durch die Mutation verbessarte Prozesserungseffizienz zurtick. Wie in
Kap. 2.7.2, Abb. 33, gezeqgt, ig die Untersuchung transent exprimierter Transkripte jedoch
aus verschiedenen Grinden schwierig. So war die Prozesserung der b-Globin-Prothrombin-
Hybride, im Gegensaiz zu dabilen Transfektionen (Kap. 2.7.3, Abb. 35), nicht vollsandig.
Zudem war eine erhbhte Degradation dieser aberranten Transkripte zu beobachten, wodurch
auch e@ne Bedimmung der absoluten Expresson sowie der  Habwertszeit der
Transkriptvarianten beaintréchtigt war. AuRerdem fihrt die hohe Anzahl der be trangenter
Trandektion im Nukleoplasma befindlichen Kopien zu ener verdndeten Stochiometrie
zwichen Template und trans-wirksamen Faktoren, wahrend bel sabiler Transfektion nur
wenige Kopien der Fremd-DNA in das Chromatin integriet snd. Auch hier konnen
Insartionsort und  Kopienanzahl Einfluss auf Hohe der Expresson und Abbaurate der
reultierenden  mMRNA  nehmen, weshdb die Untersuchung von  Mischklonen  zur
Herabsetzung der klonden Unterschiede ratsam erscheint (Nanbu und Nagamine, 1997, s
auch Kap. 3231). En weteres Problen beseht in der Vewendung der
Ceavixcarcinomzdllinie HelLa, die keine |ebergpezifischen Fektoren exprimiert. Abb. 27 zdgt
die leberzdlspezifische Induktion des Prothrombinpromotors in der Leberzdllinie HepG2,
wahrend in HelLa-Zdlen keine Transkriptionsaktivierung aufgrund fehlender trans-wirksamer
Fektoren erfolgt (Abb. 28). Wie zuvor eewédhnt, i zudem die Habwertszeit der Prothrombin-
MRNA vom Differenzierungsstatus der Zellen abhangig (S. 73).

Cater et a. (2002) favoriseren dagegen enen bifunktionden Mechanismus. Se konnten
durch den 20210A-Polymorphismus ene Veldngerung der Habwertszeit von b-Globin
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Hybriden nachweisen. Die Polyadenylierung efolgte, Ubereingimmend mit den zuvor
beschriebenen Befunden, an der SV40-Poly A-Stelle  des  Vektors. Die  Autoren
argumentieren, dass durch die identischen Schnitistellen der Einfluss der Mutation auf die
Prozesserung minimiert wirde und der Effekt der Mutation auf die Sabilitd der mRNA
unabhéngig von ewaigen Einflissen auf die Prozesserung untersucht werden kdnne. Bel den
in der vorliegenden Arbeit beschriebenen b-Globin-Hybriden it dies jedoch auch der Fal.
Ba Wildtyp- und 20210A-mRNA efolgte die Polyadenylierung an der stromabwarts
gdegenen Poly A-Stelle des Vektors (Abb. 18). Dennoch konnten keine Unterschiede in der
Sahilitét beider Hybrid-mRNAs festgestellt werden (Abb. 17).

Sowohl bel der Studie von Gehring et d. (2001) ds auch von Cater et d. (2002) i es
aufgrund der gewdhlten Ausschnitte der Northern Blot Analysen nict mdglich, eventudl
hoher laufende, nicht korrekt prozessierte Transkripte zu erkennen. Allerdings blieb auch be
beiden Untersuchungen die Poly A-Region des Vektors erhdten, was, wie in Kap. 2.3.5
gezeigt, zu ena préferentidlen  Prozesserung an der b-Globin-  bzw. SV40-
Polyadenylierungstele flihrte.

Der Vegleich der Habwertszeit zwischen Wildtyp- und 20210A-Prothrombin-mRNA  wurde
mittels b-Globinreporterkonstrukten mit und ohne 3'-Vektorregion, unter Verwendung der
143 bp 3'-flankierenden sowie der 1494 bp 3-flankierenden Sequenz in HepG2-Zdlen mit
und ohne endogene Prothrombinexpresson durchgefiihrt. Zusdtzlich wurde die Prothrombin-
cDNA mit 143 bp 3'-flankierender Sequenz dabil in HepG2- und COS-1-Zdlen exprimiert
und die Stabilitét der Wildtyp- und 20210A-mRNA verglichen. Bel keinem der untersuchten
Expresssonssysteme lief3 sich ein Anhdtspunkt fir eine durch die Mutation erhdhte mRNA-
Habwertszeit finden. Auch deutet die sehr hohe Habwertszeit der endogenen Prothrombin-
MRNA nicht auf eine drikte Regulation der Genexpresson Uber die mMRNA-Stabilitét hin
(vergl. Kap. 3.2.2). Vidmehr zeigten Northern Blot Andysen verschiedener 3'-Prothrombin-
Kongdrukte ene schenbar ehdhte Polyadenylierungseffizienz  bei  der  20210A-
Transkriptvariante (Abb. 21 und Abb. 36). Das Vehdtnis lag ba der Wildtyp-mRNA
deutlich auf Sdten der Pré&mRNA, wéhrend die Mutante einen hoheren Antel an 3'-

prozessierter mMRNA aufwies.

3.2.3.1 Vergleich der transenten und stabilen Expression von b -Globinkonstr ukten

Zur Untersuchung der Stabilitdt und Abbaurate einer spezifischen mRNA dienen in der Regd
Vektorsyseme, die trangent oder dabil in Zdllinien exprimiet werden. Transent
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trandfiziete Plasmide verbleiben dabe mes im Nukleoplasma Dabel kann der Ort der
Transkription im kompartimentierten und komplexen Zdlkern (Capco et d., 1982; Jackson,
1991; Stein e d., 1994) entscheidend fir die Expresson des modifizieten Gens sein, wie
auch die damit verbundene Veflgbarkeit und Menge von trans-wirksamen Faktoren enen
Einfluss auf die Stabilitét der entsprechenden mRNA ausiiben kénnen.

Be gabiler Expresson erfolgt dagegen eine Integration der Vektor-DNA in das Chromatin.

Ein Veglech zwischen trandent und dabil trandizierten b-Globin-Kongtrukten zeigte einen
deutlichen Unterschied in der Prozesserung der Pr&mRNA (Kap. 2.7.2 und 2.7.3). Be
trangent trandfizieten Zdlen waren mehrere b-Globin-Transkripte im Northern Blot sowie
ene dake Degradation der Uberexprimierten mMRNA nachweisbar (Abb. 33), was auf ene
unvollgéndige Prozesserung hindeutet. Gleiches gdt auch fir die LucferasssmRNA des
cotrandfizierten Plasmids. Dies kénnte durch die hohe Kopienanzahl an ektopischer DNA, die
mit dieser Trandfektionsmethode enhergeht, und ener Limitieeung der  fir die
Polyadenylierung verantwortlichen Faktoren in der Zdle eklat werden. Aufgrund der
degradierten und nicht korrekt prozesserten mRNA war eine quantitative Auswertung und
Habwertszeitbetimmung nicht moglich. Ba  dabiler Trandfektion der gleichen b-Globin-
Konstrukte dagegen war keine mRNA-Degradation in der Northern Blot Andyse erschtlich
(Abb. 35). Zudem verlief die Prozessierung der b-Globin-mRNA korrekt.

Ein weterer wichtiger Unterschied der beiden Methoden liegt in der Menge der
exprimierenden DNA. Wéhrend ba dabiler Trandektion mit nachfolgender Sdektion die
meigen Zdlen enige Kopien des Plaamids tregen, enthdten be transenter Trandfektion nur
wenige Zdlen eine grole Anzahl der klonierten DNA (Alwine, 1985; Nanbu et d., 1994).
Auch hier kann ene veranderte Stochiometrie zwischen Protein und Transkript den mRNA-
Metabolismus beanflussen. So war be einem Verglech zwischen transenter und abiler
Trandektion von b-Globinr und b-GlobinuPA-Kongrukten in LLC-PKi-Zdlen kene
veranderte Prozesserung zu beobachten, sondern eine verdnderte Habwertszeit der mRNA-
Hybride be trangenten Trandfektionsexperimenten (Nanbu und Nagamine, 1997). Fir die
hohe Zahl an Transkripten liegen trans-wirksame Faktoren, sowie subnukledre Strukturen, an
denen mRNA reguliert und prozesset wird, in zu geringer Menge vor und wirken so
limitierend. Erst trangente Transfektion von sehr geringen Konzentrationen an Vektor-DNA
fuhrten zu MRNA-Habwertszeiten, die mit denen aus dabil trandizierten Zelen vergleichbar
waren (Nanbu und Nagamine, 1997). Eine Quantifizierung der Transkripte ist be trandenter
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Trandfektion zudem sehr problematisch. Zur Normierung der Transfektionsrate muss ene
Cotransfektion durchgeftihrt werden.

Somit snd die Daten von Gehring et a. (2001) bzgl. der 1,8-fach gegeniber der Wildtyp-
MRNA erhdhten 20210A-mRNA-Menge mit Vorscht zu deuten. Die Messung efolgte nach
trangenter  Trandektion von Hela-Zdlen mit b-Globin-Hybrid-Konstrukten.  Zur
Normdiserung der Trandektionssffizienz wurde en zwetes Pasmid cotrandfiziet. Die
Untersuchungen der Regulation enes |eberzelspezifisch exprimierten Gens wurden in einer
Ceavixcacinomzdllinie (HeLa) durchgefihrt. Auch hier konnten Unterschiede in der
Veflgbarket von trans-wirksamen Faktoren bestehen, die an Polyadenylierung oder
Abbaugeschwindigkeit der mRNA betelligt 9nd, da es gch nicht um Leberzdlen handdt.
Wie hier gezegt, id gerade dear Differenzierungsstaius der Zele sehr entscheidend fur die
Stabilitdt und Halbwertszeit der mRNA (Kap. 2.3.4 und 2.7.3)

3.24 Rekombinante Expression der 20210G/A Prothrombin-cDNA

Die Uberexpression beider Varianten der Prothrombin-cDNA erfolgte in stabil trandfizierten
sektionieten HepG2-Zdlen ohne endogene Prothrombinexpresson und in COS-1-Zdlen
(Kap. 2.4). Die Behandlung der dabil trandfizieten Mischpopulation mit DRB zur Inhibition
der Transkription und die anschlielfende Quantifizierung im Northern Blot zeigten sowohl in
HepG2- ads auch in COS-1-Zdlen keine Degradation der Prothrombin-mRNA Uber den
untersuchten Zeitraum von 24 h (Kap. 2.4.2). Damit glecht die Stabilitét der rekombinanten
Prothrombin-mRNA derjenigen der endogenen Prothrombin-mRNA, die ebenfdls eine sehr
hohe Habwertszeit aufwies (Kap. 2.2.3; primae Ratenleberzelen: 49,1 + 11,1 h und HepG2-

Zellen: 539+ 14,6 h).

Die Andyse im Northern Blot zeigte in beiden Zdllinien zwe Transkripte, wobel das kirzere
die gleiche Grole wie die endogene Prothrombin-mRNA aus HepG2-Zdlen aufwies (Abb.
20) und somit vermutlich die korrekt an der Polyadenylierungsstelle 20210 prozesserte
MRNA dadgdlt. Die Quantifizierung der Transkripte ergab bei beiden Zdllinien ene
Veschiebung der mRNA-Menge zugunsten des kleineren Transkripts bel der 20210A-
Vaiante und damit enen Hinwes auf ene Erhdhung der Polyadenylierungseffizienz durch
den Austausch des Nukleotids G® A an Position 20210 Abb. 21). Mdglicherwese fihrt das
Dinukleotid CA (Mutante) zu ener verbesserten Erkennung der Schnittstelle durch die
Fektoren der Polyadenylierungsmaschinerie ds das Dinukleotid CG (Wildtyp). Bekannt i<,
dass die Basenfolge CA in vitro zu ener effizienteren Polyadenylierung ds das Sequenzmoativ
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CG fiuhrt (Chen et d., 1995). Eine korrekte Andyse der Habwertszeit der rekombinanten
MRNA beider Varianten war aufgrund der unterschiedlichen Mengen an korrekt prozesserter
MRNA und der hohen Stabilitét beider Varianten nicht moglich.

Die denstometrische Quantifizierung der rekombinant gebildeten Proteinmengen im Western
Blot (Kap. 2.4.3, Abb. 24) zeigte eine 4fach erhbhte Menge an rekombinantem Prothrombin
bel der Mutante im Vergleich zum Wildtyp. Diese Ergebnisse lassen darauf schliel¥en, dass
die erhohte Menge an korrekt prozesserter 20210A-mRNA zu ene Erhthung der
Prothrombinexpresson fuhrt. Man sollte jedoch noch wetere Studien und quantitative
Untersuchungen zur gebildeten Proteinmenge durchfihren, um dieses Ergebnis aus rediv
wenigen Transfektionsexperimenten statistisch abzusichern.

Diessr Mechanismus wird ebenfdls von Gehring et d. (2001) diskutiert, die mittels Primer
Extendons-Andysen ene 15-fache Erhdhung der 20210A-mRNA auf posttranskriptiondler
Ebene messen konnten. Ribonuklease- Schutzexperimente zeigten zudem erhdhte Mengen an
korrekt polyadenylieter  mRNA be der Mutation. Die Autoren zogen daraus die
Schlussfolgerung, dass die G20210A-Mutation zu ener erhthten Polyadenylierungsrate und
damit zu eénem Angtieg der Proteinexpression fuhrt.

Korrelierend mit den hier beschriebenen Befunden zeigten Carter e a. (2002), dass sowohl
rekombinante Prothrombin mMRNA- ds auch sekretiete Proteinmenge in gabil mit der
20210A-Vaiation der Prothrombin-cDNA trandfizierten NIH3T3-Zdlen gegenlber der
20210G-Wildtyp-cDNA erhoht war. Die Expresson der Prothrombin-cDNA erfolgte dabel
Uber enen Sadugerexpressionsvektor mit CMV-Promotor und SV40-Polyadenylierungsstelle,
wohingegen in der vorliegenden Arbet die Poly A 3'-Region des Expressonsvektors deletiert
wurde (Kap. 2.4.1). Weitere Unterschiede bestanden in der Lange der inserierten Prothrombin
3 -Region. Wéahrend Carter et a. die 97 Nukleotide umfassende 3'-UTR vor die SV40-
Poly A-Region des Vektors inserierten, wurde hier zusitzlich die 144 bp 3'-flankierende
Region verwendet (Abb. 19). Wie in Kap. 235, Abb. 18, gezegt, efolgte die
Polyadenylierung bel  b-Globin-Prothrombin-Hybriden ausschlielich an  der  stromabwérts
gelegenen Poly A-Stelle des b-Globingens. Das schwéachere Poly A-Signd der Prothrombin
3'-Region wurde Uberlesen. Durch das Ersetzen der bevorzugten SV40-Poly A-Region des
Expressonsplasmids durch 3'-flankierende Sequenzen wurde in der vorliegenden Arbeit der
Einfluss des Vektorsysems auf die Polyadenylierung der rekombinanten mRNA minimiert.
Die Autoren fiuhren die Konzentrationsunterschiede zwischen 20210A- und 20210G-mRNA
auf ene durch die Mutaion verlangerte Habwertszeit der Prothrombin- bzw. Reporter-
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MRNA zurick. Diese Befunde konnten in der vorliegenden Arbet mit  b-Globin-
Reporterkongtrukten  nicht  bestdtigt werden  (Abb.  17).  Auch  rekombinante
Prothrombintranskriptvarianten lieferten keinen Hinwels auf eine durch die Mutaion bedingte
Erhdhung der mRNA-Habwertszeit (Kap. 2.4.2). Damit widersprechen die vorliegenden
Daten deutlich den Befunden von Carter e d. Vidmehr scheint eine durch die 20210A-
Mutation verbesserte Prozesserung der mRNA  vorzuliegen.  Unterstitzt wird  diese
Vermutung durch den Verglech der Transkripte im Northern Blot (Abb. 21) und die
Quantifizierung der Western Blot Anadysen (Abb. 22; vergl. hierzu Kap. 3.2.5).

3.25 Prozessierung der mRNA am 3'-Ende

Die Poly A-Enden eukaryotischer mRNAs gnd essentidle grukturdle und  funktionelle
Elemente (Zarudnaya, 2003). Se snd an der Regulation der mRNA-Stabilitét (Wang et 4d.,
1999; Decker und Parker, 1993), dem mRNA-Export aus dem Kern in das Cytoplasma (Chen
et a., 1999) und an der Initigtion der Trandation ( Craig et d., 1998) betelligt. Alterntive
Polyadenylierungsstellen  konnen  aul¥rdem zur Regulation der  Genexpresson  betragen
(Edwalds-Gilbert et ., 1997).

Die Prozesserung am 3-Ende ene tierischen Pr&mRNA efolgt im Allgemenen an ener
optimaen Sequenz zwischen dem Polyadenylierungssgnd AAUAAA und enem U/GU-
rechen, 20 bis 40 Basenpaare dromabwérts der Polyadenylierungsstelle gelegenen
Sequenzmotiv. (Chou et d., 1994). Das Poly A-Sgnd liegt 10 bis 30 Basenpaare
dromaufwérts von der Polyadenylierungsstelle und ig in 90 % dler mRNA-Spezies
konsarviert (Colgan und Manley, 1997). Eine Studie von Zarudnaya et a. (2003) untersuchte
244 zufdlig ausgewdhlte humane DNA-Sequenzen, von denen nur 69 % der Pr&-mRNAS das
AAUAAA-Hexamer enthidten. Die Prothrombin-mRNA  enthdlt das Poly A-Sgnd
AAUAAA, aber kein eindeutiges U- oder GU-reiches Element in der 3'-flankierenden Region
(Abb. 39). Die Polyadenylierungsstelle, die von der Mutation betroffen i, liegt 14 bp
stromabwaérts des Poly A-Sgnds.
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A Maus bMi-Globin
+1 +10 +20

I I
AUGAUCUUUUAAAUUAUUUGCUCUGUGU

B SVv40 Late
+1 +10 +20 +30 +40

| | | | |
ACAAUUGCAUUCAUUUUAUGUUUCAGGUUCAGECEGACEUCUGEEAGG

C Ssv40 Early
+1 +10

I
UUCUAGUUGUGGUUUGUC

D HSV- tk
+1 +10 +20 +30

I | I I
AAUAAAACCCACCEEUGUUGGEEUCCUUUGUY
E MauslIgM heavy chain (secretory site)

+1 +10 +20 +30 +40 +50 +60 +70

| I I | | | | I
ACUGCGUUUUGAUUAUACAAUGCUCAUGCCUGCUGAGACAGUUGUGUUUUGCUUGCUCUGCACACACCCUG

F Humane cerebroside sulfotransferase
+1 +10 +20 +30 +40 +5|o

| I I | |
AAUCAGCCUCAGUGCEUGCGEUGACUUCEEEUCEEEEUUCEEEUCEEEEEAACCC
(G Humane Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

+1 +10 +20 +30 +40 +50

I I I I I I
AGUUACUUGUCCUGUCUUAUUCUAGEGEUCUGGEECAGAGEEGAGEEGAAGCUG

H Humanes Prothrombin
+1 +10 +20 +30 +z|10 +50 +60 +70

I I | | I
AGCCUCAAUGCUCCCAGUGCUAUUCAUGGGECAGCUCUCUGGECUCAGGAAGAGCCAGUAAUACUACUGGA

Abb. 39: Poly A-Signale in 3'-flankierenden Bereichen (verandert nach Zarudnaya et 4.,
2003). Die Postionsangabe +1 bezieht sich auf das 1. Nukleotid der 3'-flankierenden Region.
U- und GU-reche Elemente snd unterdrichen, G-reiche Sequenzen sind doppelt
unterstrichen.

Die Nuklectidfolge des Poly A-Sgnds und die Anzahl der Uridine ig entscheidend fur die
Effizienz der Prozesserung (Chou e d., 1994; Colgan und Manley, 1997). Die
Polyadenylierungsstelle it nicht streng konserviert (Zhao et d., 1999), es i aber bekannt,
dass das Dinukleotid CA, wie es im Fdle der Mutation vorliegt, in vitro zu ener hoheren
Prozesserungsrate batrégt, wahrend CG (Polyadenylierungsstelle bei Wildtyp-Prothrombin)
weniger effizient ist (Chen & d., 1995). Ein verlangertes Poly A-Ende kann zu ener erhthten
Stabilitét der entsprechenden mRNA beitragen.
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In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass keine Anheftung des Poly A-Endes an
der Polyadenylierungsstelle der 3-UTR des Prothrombingens bel  b-Globinreporterkon
dsrukten efolgte (Kap. 2.3.5), sondern dass be  beden Transkriptvarianten die
Polyadenylieeung an  der  dromabwérts gelegenen b-Globin-Poly A-Stdle  des
Expressonsvektors erfolgte (Abb. 18). Eine nur patidle Polyadenylierung konnte be
rekombinanter Expresson der Prothrombin-cDNA mit 3'-UTR und flankierender Region in
einem Expressonsvektor, bel dem die SV40-Poly A-Region deetiet war, sowohl in HepG2-
Zdlen ds auch in COS-1-Zdlen (Kap. 2.4.2) nachgewiesen werden. Der Antell an korrekt
prozessierter  Prothrombin-mRNA bei  der 20210A-Transkriptvariante schien in beiden
Zdllinien hther zu liegen (Abb. 21). Die Ergebnisse wurden bestétigt durch Transfektion von
b-Globinkongrukten mit ener erweterten 3-flankierenden Prothrombinregion (Abb. 35).
Nach Quantifizierung der Transkriptmengen im Northern Blot zeigte sch be der Mutante
ene Zunahme an korrekt prozesserter mRNA be gleichzeitiger Abnahme der PrémRNA
(Abb. 36). Ein ehohter Antel an polyadenylieter mRNA konnte ebenfdls zu ener
vermehrten Trandation der Transkripte fuhren. Die Quantifizierung des rekombinanten
Wildtyp- und 20210A-Prothrombins im Western Blot bedtétigte diese Vermutung. In stabil
trandfizieten COS-1-Zelen dieg die Proteinexpresson be der Mutante um den Faktor 4
(Abb. 24).

Die unvollsténdige Polyadenylierung der rekombinanten Prothrombin-mRNA deutet auf en
schwaches cis-regulaorisches Element in der 3'-flankierenden Region hin. Da das Poly A-
Sgnd des Prothrombingens der Konsensussequenz entspricht, konnte das Fehlen eines
U/GU-reichen Elementes sromabwéarts der Poly A-Stdle fur die ineffiziente Prozesserung
verantwortlich sein. Die Polyadenylierung der Sduger Pr&mRNA efolgt in zwel Schritten.
Zunachg wird die PrémRNA an der Poly A-Stdle endonukleolytisch gespaten.
Anschliellend efolgt die Anheftung des Poly A-Endes (Colgan und Manley, 1997, Wahle und
Riegsegger, 1999; Zhao et d., 1999). Fur die Spaltung der Pr&mRNA ig die Bildung eines
Komplexes aus den Faktoren cleavage and polyadenylation specifity factor (CPSF), cleavage
stimulation factor (CstF), cleavage factors I und Il (CF | und CF II) und poly(A) polymerase
(PAP) notwendig. Dabel bindet CPSF an das AAUAAA-Hexamer, wéhrend CgF mit dem
stromabwérts der Poly A-Sele geegenen U/GU-reichen Element interagiert (Abb. 40A). Fur
die Polyadenylierung sind ebenfdls die Faktoren CPSF und PAP sowie en drittes Protein,
poly(A) binding protein 2 (PABP2), erforderlich (Abb. 40B).

Inkorrekt prozessierte, d. h. 3'-verlangerte Transkripte, kdnnen einer Degradation durch den

cytoplasmatischen Survelllance Mechanismus der Zdle unterliegen (Muhlrad und Parker,
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1999) oder ds Subgrate fir das Exosom dienen, das im Kern zum Abbau abnormaer mRNA
fdhrt (van Hoof und Parker, 1999; Burkard und Butler, 2000).

5-GpppG 3!

Abb. 40: Modell des Spaltungskomplexes (A) und des Polyadenylierungskomplexes (B)
der Pr&-mRNA (nach Wahle und RUegsegger, 1999). (A) CPSF bindet an das AAUAAA-
Sequenzmotiv. CaF interagiert mit dem U/GU-reichen Element. Die exakten Postionen von
CF I, CF Il und PAP (82 kDa) sind nicht bekannt. (B) Der Faktor CPSF bleibt wahrend der
Polyadenylierung an das AAUAAA-Hexamer gebunden. PAP2 bindet an das Poly A-Ende
und dimuliet die Poly A-Polymerase (PAP). GpppG: 5-Kappe, CPSF. cleavage and
polyadenylation specifity factor (vier Untereinheiten: 160, 100, 73 und 30 kDa), CdF:
cleavage stimulation factor (drei Untereinheiten: 77, 64 und 50 kDa), CF I: cleavage factor |
(68 und 25 kDa funktiondle Untereinheten), CF Il: cleavage factor I, PAP:. poly(A)
polymerase (82 kDa), PABP2: poly(A) binding protein 2 (33 kDa).

Eine erhthte Prozesserungseffizienz der G20210A-Mutation wurde auch von Gehring et d.,
2001, Dbeschrieben. Ribonuklease-Schutzexperimente ergaben  in Abhangigkeit  der
verwendeten Konsrukte unterschiedliche Mengen an korrekt prozesserter mRNA. Die
Mutation fihrte dabel in dlen Fdlen der trandent trandfizieten Hela-Zdlen zu ener
verbessarten Polyadenylierung und damit zu einer erhéhten Menge an mRNA und Protein.

3.26 Einflussder 3'-flankierenden Prothrombinregion

Zur Untersuchung des Einflusses der 3'-Prothrombinregion und der 20210A-Mutation auf die
Expresson enes Luciferasereportergens wurden unterschiedlich lange 3'-Bereiche des
Prothrombingens in das Vektorsysem inseriert und trandent in HepG2 exprimiet (Kap.
2.6.2). Das Luciferasegen dand dabel unter der Kontrolle des Prothrombinpromotors. Bel
Insertion einer 241 bp 3'-UTR und flankierenden Region vor das SV40-Poly A-Ende des
Vektors lag die Luciferaseektivitt im Bereich des Kongrukis ohne 3'-Prothrombinregion
(Abb. 29). Zwischen Wildtyp und 20210A 3'-Region war kein dgnifikanter Unterschied zu
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vazechnen. Der Audtausch der 3'-Region des Vektors durch die Prothrombin 3'-Region
fihrte jedoch zur Reduktion der Luciferasesktivitét auf 2,5 % (Wildtyp) und 2,6 % (Mutante).
Wie in Kap. 2.3.5 gezeigt, fuhrte die 143 bp 3'-flankierende Region nicht zur korrekten
Polyadenylierung an der Poly A-Stdle des Prothrombingens. Die Polyadenylierung erfolgte
ausschlieldich an der Poly A-Stelle des Vektors (Abb. 18). Nach Deletion des 3'-
Vektorbereichs wurde dagegen die Pr&amRNA ungeniigend prozessert. Mehrere Banden im
Northern Blot wiesen auf aberrante Transkripte hin. Nur en Teill der PrémRNA war korrekt
polyadenyliert (Abb. 35). Weiterhin erfolgte nach Deetion der SV40-Poly A-Region nur eéne
unvollstandige Polyadenylierung rekombinanter Prothrombintranskripte in HepG2- und COS-
1-Zdlen. De auffdlige Abfadl der Luciferasesktivitt nach Deetion der Poly A-Sequenz
deutet auf ene fehlende bzw. ungenigende Polyadenylierung der entstehenden Transkripte
hin. Dies bestétigen auch die Befunde von Gehring et d. (2001), die mittels Ribonuklease-
Schutzexperimenten eine Erhéhung der korrekt polyadenylierten  Prothrombin-mRNA  durch
den G® A-Austausch an Position 20210 zeigen konnten.

Die Insertion einer erweiterten 1,6 kb 3 Prothrombinregion (Abb. 26) fihrt degegen zu einer
2,2-fachen Erhthung der Luciferasesktivitét bem Wildtyp und einer 3,9-fache Erhdhung bel
der Mutante im Vergleich zur 241 bp 3-Region (Abb. 31). Die 20210A-Transkriptvariante
fuhrt gegentber dem Wildtyp zu einer dgnifikent erhthten Aktivitée (Fektor 1,8). Dieser
Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante war nur mit zusizlichen 3'-flankierenden
Bereichen messbar. B Verwendung der bidang bekannten 144 bp 3'-flankierenden Sequenz
ergab sich weder mit noch ohne Poly A-Region des Vektors eine erhthte Luciferasesktivitét
durch die Mutation.

Zusammen mit den Ergebnissen der Northern Blot Andyse aus Kap. 2.7.3, Abb. 35, die eine
Abnahme aberranter  b-Globin-Prothrombin-Transkripte  durch  Verléngerung der  3'-
flankierenden  Prothrombinregion und ene Veschiebung der PréamRNA  zugungden
polyadenylierter mRNA zeigen, sprechen diese Daen fir eine cis-wirksame Regulaion der
Polyadenylierung durch 3'-flankierende Bereiche. Diese missen im Bereich 20355 bis 21704
lokdisert sein, da die 3-flankierende Region 20211 bis 20354 nicht zu ener effektiven
Polyadenylierung fihrt. Zudem ig nur mit der verlangerten 3-Sequenz eine Erhdhung der
Luciferaseaktivitét durch den 20210A- Polymorphismus feszugellen (Abb. 31).
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3.3 Madaglicheregulatorische Bereichein der 3'-

Prothrombinregion

Durch REMSA-Andysen mit HepG2-Zdlextrakten konnte gezeigt werden, dass die 97
Nukleotide umfassende 3'-untrandatierte Prothrombinregion mindestens drel Protein-RNA-
Bindungsstelen aufweist (Carter e d., 2002). Dabel war kein Unterschied in Migration oder
Bindungsaffinitst zwischen den beiden Prothrombinvarianten festzustellen, was die Autoren
auf die geainge Sendtivitdt des Vefadwrens zurickflhren. Als endeutigen Bindungspartner
konnte HUR, en ubiquitdr exprimiertes Protein aus der Hu-Familie von RNA-Bindeproteinen
(Ma & a., 1996) und eng verwandt mit ELAV (embryonic lethal abnormal visual) und SXL
(sex lethal) Proteinen aus Drosophila (Good, 1995; Mitchel und Tollervey, 2000), mittes
REMSA Supershift Experimenten identifiziert werden. Auch hier war kein Unterschied in den
Bindungseigenschaften zwischen Wildtyp und Mutante zu detektieren. Durch AUF-1 efolgte
keine Bindung an die 3'-UTR des Prothrombingens (Carter et d., 2002).

HuR gehtrt wie AUF-1 zu den ARE-Bindeproteinen. AREs (AU-rich elements sind in der
3 -untrandatierten  Region von Genen mit kurzer Habwertszeit lokaiset und erhGhen
Deadenylierungsrate und Degradation der betroffenen mRNA (Ford et d., 1999; Peng et 4d.,
1998). Die Grof3e variiert zwischen 50 und 150 Nukleotiden mit einer oder mehreren Kopien
des AUUUA-Pentamers oder UUAUUUA(U/A) (U/A)-Nonamers.  Bisher wurde eine
Eintellung dieser Sequenzmotive in drel Klassen vorgenommen, baserend auf Vorkommen
und Haufigkeit des AUUUA-Motivs (Peng et d., 1996). AREs ohne AUUUA - Sequenzmotiv
werden ds nonrAUUUA bezeichnet und kommen z. B. ba c-jun vor. AREs mit AUUUA-
Motiv werden in zwe Klassen engaseilt, Klasse | (z. B. cfos) und Klasse Il (z. B.
granulocyte-macrophage-colony-stimulating-factor) und unterscheiden sch  durch ihre
Regulationsmechanismen und Deadenylierungsmuster  (Chen und  Shyu, 1995). Durch
Bindung von trans-wirksamen Fektoren an das cis-Element wird die Degradation der
betreffenden mMRNA engdetet oder ihre Stabilitt modifiziet. Zu den spezifisch an ARE-
Sequenzen in der 3-untrandatierten Region von mRNAS bindenden Proteinen gehtren AUF-
1, vir Protene aus der ELAV-Familie (HUR, HuB, HuC, HuD), Glycerinddehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), hnRNPA1, hnRNPC und AUH (Gouble und Mordlo,
2000; Grzybowska et d., 2001). Dabe snd die Funktionen von AUF-1 und HuR
gegensiizlich. Wéahrend durch die Bindung von AUF-1 an das Motiv eine schndle
Degradation der mRNA eingeletet wird, hat die Bindung von HUR stabilisierende Funktion.
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So konnen durch in vitro Uberexpresson von HUR oder anderen Proteinen aus der ELAV-
Familie deadenylierte, das ARE-Motiv tragende Transkripte der Degradationsmaschinerie
entzogen werden (Ford et d., 1999). AuRere Faktoren, die zur Stabiliserung einer mMRNA
Uber das ARE-Sequenzmotiv  betragen, snd Stress Zdlstimulation oder onkogene
Transformation (Gallouzi et ., 2000).

Die hohen Habwertszeiten von endogener Prothrombin-mRNA  (Kap. 2.2.3) sowie
rekombinanter  Prothrombin-mRNA  (2.4.2) von Uber 50 h sprechen nicht fir das
Vorhandensein  von Dedabiliserungsdementen. Die Bindung von HuR an de 3-
Prothrombinregion (Carter et d., 2002) deutet jedoch auf die Présenz eines Klase Il ARE-
Sequenzdementes hin. ARES snd aber per se Dedabiliserungsdemente, auch wenn HuR
ene dabiliserende Wirkung vermittet. Die exakte Sequenz cis-regulatorischer Elemente und
ihre Funktion konnte bidang noch nicht abschlielfend geklat werden. Die Identifizierung
dieser Elemente und weiterer Sequenzbereiche in der 3'-flankierenden Prothrombinregion
sollte in Hinblick auf die Regulaion der mRNA-Stabilitdt und der Prozesserung Gegenstand

welterer Untersuchungen sein.

3.4 Abschlief3ende Diskussion

Die G20210A-Mutetion an der Polyadenylierungsstelle des Prothrombingens fihrte in b-
Globinexpressonsstudien und bel  rekombinanter Expresson in verschiedenen Zdllinien nicht
zu ener verdnderten Habwertszait im Vergleich zur Wildtyp-mRNA.

Sowohl bel  b-Globin-Prothrombin-Hybrid-mRNA as auch ba  rekombinanter Prothrombin-
MRNA dgand die Mutation jedoch kausd in Zusammenhang mit enem erhdhten Antell an
korrekt polyadenylieter mRNA. Gleichzeitig nahm die Menge an aberranten Transkripten
oder Pr&mRNA ab. Die verbessate Prozesserung durch die Mutation resultiete bel
rekombinanter Uberexpresson in einer 4-fach erhdhten Proteinmenge. Die G20210A-
Mutation flhrte zudem nach Klonierung der verlangeten 3'-Prothrombinregion in en
Luciferasereporterplasmid  zu  ener  gegentber der  Wildtypregion 1,8-fach  erhdhten
Luciferasesktivitét.

Die genannten Daen wesen auf ehodhte Polyadenylierungseffizienzen durch  den
Basenaudtausch von G nach A an dear Polyadenylierungsstdle von Prothrombin hin. Diese

fihrte be in vitro Expressonssudien zu einer erhdhten Proteinbildung. Damit kénnte die bel
Mutationstrégern  erhdhte  Plasma-Prothrombinkonzentration  aus  ener  verbesserten
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Polyadenylierung, enem damit verbundenen Andieg der mRNA-Menge und ener
vermehrten Trandation des Proteins resultieren. Bisher snd die beteligten cis-regulatorischen
Sequenzdemente und trans-wirksamen Faktoren nicht bekannt. Die Identifizierung der
Sequenzbereiche  konnte durch Homologievergleiche und DNA-Protenbindungsstudien
efolgen. Auch die Ausbildung von Sekundérstrukturen durch  dromabwérts  der
Polyadenylierungsstdlle  gelegene  Sequenzdemente kan  zu eng  dfizienten
Polyadenylierung beitragen (Phillips et d., 1999). Interessant sind die Untersuchungen von
Arhin e a. (2002), die bei ca. 34 % der Sauger-mRNAS kurze Greiche Sequenzen in der 3'-
flankierenden Region gefunden haben. Die Bindung von hnRNP H/H'-Proteinen an diese
Elemente bewirkt ene Stimulation der 3'-Prozesserung. Die G-reichen Sequenzen in der Pr&
MRNA snd zudem in der Lage, viersrangige G-Quadruplexe zu bilden (Patel et d., 1999).
Fur diese wird ebenfdls eine Beteligung an der Polyadenylierung diskutiet (Zarudnaya et
al., 2003).
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4 Material

41 Gerateund Verbrauchsmaterialien

Gerét/Material
b-Counter Rackbeta 1217
Brutschrank

CASY 1 Cdl Counter
Corex-Zentrifugenrohrchen
Einfrierrohrchen

Elektrophoresekammern DNA Sub Cell,
Mini Sub DNA Cdl

Elektrophoresegpparatur (Proteine): Protean 11-
Minige gpparaturen, inkl. Mini Trans-Blot Cel

Elektroporationsainheit (Genepulser und
Pulse Contraller)

Elektroporationskiivetten

EL I SA-Reader und Software Easyfit
Eppendorfreaktionsgefde (0,5 ml, 1,5 ml, 2ml)
Fal con-Réhrchen (15 ml, 50 ml)

Feinwaagen Mettler PC 440, PE 2000
Filme X-OMAT AR
Filmkassetten

Filterpapier

Glaswaren
Hamilton Spritze

Hand-UV-Lampe
Kihlzentrifuge Z 320 K
Luminometer Autolumeat LB 953

Lyophilisator: Speed Vac Concentrator
SVC 100 H und Refrigerated Condensation
Trap RT 100-A

Magnetrihrer MR2002

Firma

LKB, Bromma, Schweden

Memmert, Schwalbach

Schéarfe System, Reutlingen

Corning Glass Works, Corning (USA)

Greiner GmbH, Frickenhausen;
Nunc, Roskilde (Dénemark)

GiBco BRL, Gaithersburg (USA)
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, M inchen

BTX, San Diego (USA)
SLT-Labingruments, Crailsheim
Eppendorf Gerétebau, Hamburg

Becton Dickinson & Company, Lincoln
Park (USA)

Mettler Waagen GmbH, Giel2en
Eastman Kodak Co., Rochester (USA)

BioTech Trade & Service GmbH,
St Leon-Rot

Whatman Internationd Ltd, Maidstone
(England)
Schott, Mainz

Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz
(Schweiz)

Bachofer, Reutlingen

Hermle GmbH & Co., Gosheim

Berthold GmbH & Co. KG, Bad Wildbad
Savant, Farmingdde (USA)

Heidolph Elektro GmbH & Co KG,
Kelheim



Material

88

Gerét/Material

Mikroskop Axiovert 25
Mikrotiterplatten Maxisorp

MM301 Mixer Mill

Nitrocdlulose Transfermembran BA 85
Nylonmembran Hybond N+

PCR-Gerét: Perkin-Elmer/Cetus und
Primus 96 DNA Thermd Cycler

Phosphorlmager SF
Photometer Uvikon 710
Quarzklvetten
Rollinkubator
Schttelinkubatoren

Sequenzierautomeat LI-COR 4200
Sgndvergérkerfalien Cronex Lightning Plus
Spannungsgeber ST 504, Model 1000/500

Sterilbanke Gelare BSB 4, Twin 30
Sterilfilter

Storage Phosphor Screen
Tischzentrifuge 5415C, Hettich Mikroliter

Ultraschdlgeré Branson Sonifier Cel Disruptor
Ultrazentrifuge L7-65 (Rotor 70.1 TI)
UV-Stratdinker 1800

UV-Tisch Dud- Intengity Tranglluminator
Videodokumentationsanlage CS-1
Wasseranlagen Milli-RO 10 Plus, Milli-Q Plus
Wasserbéder Haake S mit Aufsatz F3,

Julabo 6A mit Aufsatz R5

Zdlkulturschalen

ZdIkulturschrank

Zentrifuge Heraeus Sepatech Cryofuge 5000
Zentrifugen J2-21 (JA-20-Rotor), TJ-6

Firma

CarlZeiss, Jena

Nunc, Roskilde (Dénemark)
Retsch GmbH & Co. KG, Haan
Schleicher & Schuell, Das

Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire (UK)

Perkin Elmer, Norwak (USA)
MWG-Biotech AG, Ebersberg

Molecular Dynamics, Sunnyvde (USA)
Kontron, Rotkreuz (Schweiz)

Hdlma GmbH, Mihlhem
Glaswarenfabrik Karl Hecht, Sondheim

New Brunswick Scientific, Edison (USA);
Infors AG, Bottmingen (Schweiz)

LI-COR Inc., Lincoln (USA)
DuPont, Boston (USA)

GiBco BRL, Gaithersburg (USA); Bio-
Rad Laboratories GmbH, Richmond
(UKA)

Gelare Flow Laboratories, Opera (Itaien)
Nage Company, Rochester (USA)
Molecular Dynamics, Sunnyvde (USA)

Eppendorf Gerédtebau, Hamburg; Hettich,
Tuttlingen
G. Heinemann, Schwabisch Gmind

Beckman Instruments GmbH, Minchen
Stratagene, La Jolla (USA)

Herolab, Wiedoch

Cybertech, Berlin

Millipore GmbH, Eschborn

Haake Mess-Technik GmbH u. Co.,

Karlsruhe; Juchheim Labortechnik KG,
Seelbach

Nage Company, Rochester (USA)
Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Beckman Instruments GmbH, Miinchen
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Firma

Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire (UK)

Biochrom KG, Balin
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Biotest AG, Dreieich

Boehringer Mannhem GmbH,
Mannheim

Calbiochem-Novabiochem GmbH,
Bad Soden/Ts.

Difco Laboratories, Detroit (USA)
Merck, Darmstadt

Eastman Kodak Co., Rochester (USA)
Eurogentec, Seraing (Belgien)

Fuka Chemie AG, Buchs (Schwez)

Fresenius AG, Bad Homburg v. d. H.
GiBco BRL, Gaithersburg (USA)

Greiner GmbH, Frickenhausen
Pharmacia Biotech, Uppsda (Schweden)
Pierce, Rockford (USA)

Roth, Karlsruhe

Produkte

ECL-Detektionsreagenzien, [a->2P|dATP,
[a-3?P|dCTP, RapidGel XL 40 %

Wasser ultra-pure, steril und pyrogenfrei
Protein Assay Farbstoff-Konzentrat, TEMED
Agar-Agar, Hefeextrakt

Lachssperma Carrier-DNA, FUGENE 6 Transfection
Reagent

G418

BiTek Agar, Gelatine, Yeast Nitrogen Base

Ammoniumperoxodisulfat, Chloroform,
Dikaiumhydrogenphosphat, 1soamylakohal,
Isopropanal, Kaiumdihydrogenphosphat,
Magnesumsulfat Heptahydrat, Natriumacetat,
Natronlauge (1 M), Salzséure (1 M)

Entwicklerldsung Kodak RP X-OMAT, Fixierlésung
Kodak RP X-OMAT LO

dATP/dCTP/dGTP/dTTP-Nukleotide,
Elektroporationskivetten 0,4 cm

b-Mercaptoethanol, Chloramphenicol, 5,6-Dichloro-
1-b-D-Ribofuranosyl-Benzimidazol (DRB),
Guanidinhydrochlorid, Magermilchpulver,
Natriumdeoxycholat, Triethanolamin

NaCl-Lasung (0,9 %)

Agarose, Casain Hydrolysat (Pepton), Collagenase,
DMEM -Medium, Fungizon (Amphotericin B),
Insulin-Zink- Komplex, L-Glutamin (200 mM),
Lipofectin, M199-Medium, Natriumpyruvat, Opti-
MEM I-Medium, Penicilliny Streptomycin-Lésung,
RPMI-Medium, Trypsn-EDTA-L6sung (10 x),
Waymouth-Medium

FCS (Fotales Kédberserum)

IPTG, Repd-Slane ES

BCA Protein Assay Reagenzien, SDS
a-D(+)-Glucose Monohydrat, Adenin, Ammonium-
aulfat ROTIPURAN, Borat, BSA, D(+)-Gaactose, Di-
natriumhydrogenphosphat Dihydrat, Essgsiure,
Ethanol, Formadehyd, Formamid, Glycerin

ROTISOLV 86 %, Glycin, Harngtoff, Kaiumacetat,
Kdiumchlorid, L-Arginin, L-Glutaminsdure



Material

90

Firma
Roth, Karlsruhe

SIGMA Chemicd Co., . Louis (USA)

Stratagene, La Jolla (USA)

43 Kits

Kit

Dua-Luciferase Reporter Assay System
High Prime DNA Labding Kit
Mycoplasma PCR ELISA

NucTrap Probe

Origind TA Cloning Kit

QIAamp Blood Kit

QIAquick Ge Extraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit
QIAGEN Endofree Plasmid Maxi Kit
QIAGEN Plasmid Maxi Kit

QIAGEN Plasmid Mini Kit
RNase-Free DNase Set

RNeasy Midi Kit

Thermo Sequenase fluorescent |abelled

primer cycdle sequencing kit with
7-deaza-dGTP

TOP10F One Shot™ Kit

Produkte

L-Hididin, L-1soleucin, L-Leucin, L-Lysn
Monohydrat, L-Methionin, L-Serin, L-Threonin, L-
Tryptophan, L-Vdin, Lithiumacetat, Magnesum-
chlorid Hexahydrat, Methanol, Natriumchlorid,
Natriumdihydrogenphosphat, Natriumhydroxid,
Phenol, Rotiphorese Gel 30 (30 % Acr., 0,8 % Bis)),
Rotisol, Sdzsdure 37 %, Trichloressgsiure

Actinomycin D, Ampicillin, Bromphenolblau,
Cdciumchlorid, Coomassie Brilliant Blue R 250
D(+)-Glucose, Dexamethason, Dimethylsulfoxid,
DTT, EDTA, EGTA, Ethidiumbromid, Ficoll 400,
Glycerin, HEPES, Imidazol, Methylenblau,
Mineral6l, MOPS, N-Lauroyl Sarcosin Natriumdcitrat
Dihydrat, Nonidet P-40, Polyethylenglycol 3350,
Polyoxyethylensorbitan Monolaurat (Tween 20),
Ponceau S-Losung, Trireegenz, Tris, Triton X-100

QuikHyb-Hybridiserungddsung

Firma

Promega, Madison (USA)

Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim
Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim
Stratagene, La Jolla (USA)

Invitrogen, San Diego (USA)

QIAGEN GmbH, Hilden

QIAGEN GmbH, Hilden

QIAGEN GmbH, Hilden

QIAGEN GmbH, Hilden

QIAGEN GmbH, Hilden

QIAGEN GmbH, Hilden

QIAGEN GmbH, Hilden

QIAGEN GmbH, Hilden

Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire
(UK)

Invitrogen, San Diego (USA)
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44 Enzyme

Enzym
Alkalische Phosphatase (CIP)

Complete™ Proteasen Inhibitoren
Cocktall

DNese |

Klenow-Enzym (DNA-Polymerase |
Large Fragment)

MMLYV reverse transcriptase
Pfu-DNA-Polymerase
Proteinase K
Restriktionsendonukleasen

RNase A
T4-DNA-Ligase
Tag-DNA-Polymerase

4.5 Elektrophoresemarker

Firma

New England Biolabs Inc., Beverly (USA)
Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim

Pharmacia Biotech, Uppsada (Schweden)
New England Biolabs Inc., Beverly (USA)

WAK -Chemie Medical GmbH, Bad Soden
Stratagene, La Jolla (USA)
Stratagene, La Jolla (USA)

GiBco BRL, Gaithersburg (USA);
New England Biolabs Inc., Beverly (USA)

Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim
New England Biolabs Inc., Beverly (USA)
SIGMA Chemicd Co., St. Louis (USA)

L angenstandar ds fur Agarosegelelektrophorese

100 bp DNA-Leiter
1 kb DNA-Leiter

| -DNA/Hind I11-Fragmente

GiBco BRL, Gaithersburg (USA)
GiBco BRL, Gathersburg (USA)

GiBco BRL, Gaithersburg (USA)

L angenstandardsfir SDS-Gelelektrophorese

Prestainded SDS-PAGE Standards Low Range (Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen)

Protein

Phosphorylase B

Bovine serum albumin
Ovalbumin

Carbonic anhydrase
Soybean trypsin inhibitor
Lysozyme

kDa

103,0

77,0
48,0
34,2
28,4
20,5
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4.6 Stammldsungen

Komponente Konzentration Endkonzentration
Ampicillin 100 mg/ml in0,3 M HCI 100  pgml
Chloramphenicol A mg/ml in Ethanol 170  pgml
Ethidiumbromid 10mg/ml in TE-Puffer 0,1 pgm
Magermilch 100 mg/ml in PBS 100 mg/ml
TE-Puffer 10 mM TrigHCl pH 8

1 mM bzw. 0,1 mM EDTA

4.7 Oligonukleotide

Die Schmeztemperatur T, der Oligonukleotide wurde nach der Formed T, =4 °C x (G + C)
+ 2 °C x (A + T) berechnet (Nelson und Brutlag, 1979). Oligonuklectide wurden von MWG-
Biotech (Ebersberg) und Eurogentec (Begien) bezogen. Erkennungssequenzen  flr
Restriktionsendonukleasen sind durch Fettdruck hervorgehoben.

4.7.1 Oligonukleotidprimer flir Sequenzierung

Sequenzierprimer wurden fUr die Sequenzierung mit dem LI-COR-Sequenzautomaten 4200
durch Fabstoffe IRDyea 700 oder IRDyed 800 5 -modifiziet (MWG-Biotech AG,
Ebersberg).
Sequenzierprimer pCMV b Xho:
SEQ-CMV-1: 19-mer, T, =60 °C
5-GCCCTGGCTCACAAATACC-3
SEQ-CMV-2: 19-mer, Ty, =60 °C
5-CCTTCCGAGTGAGAGACAC-3
Primer fr die Sequenzierung der erweiterten Prothrombin 3'-Region:
pGL 3fw: Pos. 1663 bis 1682 (bez. auf pGL3 Basic), 20-mer, Ty, = 62 °C, 80 bp vor Xba I-
Sdle
5-CTTACCGGAAAACTCGACGC-3
RVprimer4: Pos. 2061 bis 2080, 20-mer, T, = 66 °C, 56 bp hinter BamH 1-Stdle
5-GACGATAGTCATGCCCCGCG-3
RVprimer5: Pos. 2073 bis 2092, 20-mer, T, = 62 °C, 68 bp hinter BamHI-Stelle
5-CATAAGTGCGGCGACGATAG-3
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Fllerwfw: Pos. 651 bis 670 (3'-Fllerw, s. Kap. 0), 20-mer, T, =60 °C
5-AGACTAAGGTTGAGGCTAGG-3

Sequenzierprimer fir pcDNA3-BGH+FII-Konstrukte:
PcDNA3-r ev: reverse Primer fir Sequenzierung pcDNA3-BGH-Plasmide: Pos. 1287 bis
1268 (bez. auf pcDNA3), 20-mer, T = 60 °C
5-TGGTTCTTTCCGCCTCAGAA-3
FI1-fw: forward Primer fiir Prothrombin-cDNA: Pos. 877/844" bis 896/863 (bez. auf die
Prothrombin-cDNA, Acc. No. J00307), 20-mer, T, =60 °C
5 -TCAACTATTGTGAGGAGGCC-3
FIl-rev: reverse Primer fur Prothrombin-cDNA: Pos. 1170/1137 bis 1151/1118, 20-mer,
Tn=60°C
5 -GACTCTTCCGGAAAAGCATC-3

4.7.2 Oligonukleotide fiir PCR-Klonierungen

Primer fir den Nachweis der G20210A-Mutation im Prothrombingen nach Poort et al.,
1996 und Makriset al., 1997

FI1-1: Pos. 19889 bis 19908 (bez. auf die Prothrombingensequenz, Acc. No. M17262), 20-

mer, Tm =60 °C

5-TCTAGAAACAGTTGCCTGGC-3

Fl1-2: Pos. 20233 bis 20212, Transition G® A an Pos. 20214, 22-mer, Ty, =66 °C

5-ATAGCACTGGGAGCATTGAAGC-3

FI1-3: Pos. 20233 bis 20212, Wildtyp, 22-mer, T, = 66 °C

5 -ATAGCACTGGGAGCATTGAGGC-3

Fl1-4: Pos. 20093 bis 20116, 24-mer, Ty, = 70 °C

5 -ATTGATCAGTTTGGAGAGTAGGGG-3

FI1-5: Pos. 20234 bis 20211, 24-mer, Ty, =70 °C

5 -AATAGCACTGGGAGCATTGAAGCT-3

! Die erste Postionsangabe bezieht sich auf Prothrombin-cDNA mit Pre-Pro-Prothrombin-
Sequenz (+33 bp).
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Primer fir die Klonierung ener 240 bp 3-untrandatierten und flankierenden
Prothrombinregion in pCMVb Xho
FI1-CMV-1: Pos. 20114 bis 20134 (bez. auf die Prothrombingensequenz, Acc. No.
M17262), 30-mer, Ty, = 68 °C, Xho |-Sele
5 -CCGCTCGAGGGGGCCACTCATATTCTGGGC-3
FII-CMV-2: Pos. 20353 bis 20333, 30-mer, Ty, = 72 °C, Xho I-Sdle
5'-CCGCTCGAGTCCTCCCACCTCAGCCTCCCG-3

Primer fur die Klonierung der 241 bp und der erweiterten Prothrombin 3'-Region in
pCMVb Xho
241 bp 3'-Region: Pos. 20114 bis 20354 (bez. auf die Prothrombingensequenz, Acc. No.
M17262); Klonierungin Xho | und Kpn | angtelle der b-Globin 3'-Region des Vektors
FII-CMV-1: Pos. 20114 bis 20134, 30-mer, Tr,, = 68 °C, Xho |-Sdle
5 -CCGCTCGAGGGGGCCACTCATATTCTGGGC-3
FII-CMV-3rev: Pos. 20354 bis 20334, 29-mer, Ty, = 70 °C, Kpn I-Sele
5-GGGGTACCATCCTCCCACCTCAGCCTCCC-3

Zwelter reverse Primer fir die Klonierung in die Xho I-Stelle; 3'-Region des Vektors bleibt
erhalten
FI1-CM V-2: Pos. 20353 bis 20333 (bez. auf die Prothrombingensequenz, Acc. No.
M17262), 28-mer, Ty, = 72 °C, Xho |-Sdle
5-CCGCTCGAGTCCTCCCACCTCAGCCTCCCG-3

Reverse Primer fir die Klonierung der erwelterten FlI 3'-Region (1,6 kb) in Xho | und Kpn |
angelle der b-Globin 3'-Region des Vektors

FI1-CMV-4rev: 33-mer, Ty, =66 °C, Kpn I- und Xba |-Stele

5 -GGGGTACC-TCTAGAGATGATTTGAAGTATATGG-3

Reverse Primer fur die Klonierung der erweiterten Fll 3'-Region (1,6 kb) in Xho I, 3'-Region
des Vektors bleibt erhaten
FII-CMV-5rev: 34-mer, Ty, = 66 °C, Xho |- und Xba I-Stdle
5-CCGCTCGAG-TCTAGAGATGATTTGAAGTATATGG-3

Primer fur dieKlonierung der 3 -flankierenden Prothrombinregion in pcDNA3
FI1-1: Pos. 19889 bis 19908 (bez. auf die Prothrombingensequenz, Acc. No. M17262), 20-
mer, T, =60 °C
5-TCTAGAAACAGTTGCCTGGC-3
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FI1-pcDNA3: Pos. 20335 bis 20354 (PCR mit FII-1 und FII-pcDNA3 ergibt ein 465 bp-
Fragment, zuziglich 8 bp Not I-site und 8 bp Klammer), 36-mer, Ty, = 66 °C, Not |-Stelle
5-ATAAGAATGCGGCCGCATCCTCCCACCTCAGCCTCC-3

Primer fur die Klonierung der Prothrombin-Promotorregion und der 3'-Region in
pGL 3 Basic
Promotorregion: Pos. -944 bis +31 = 974 bp (Podtionsangaben nach Bancroft et a., 1990);
Klonierungin Xho | und Hind 111; Sequenzierung mit RV primer3 und GLprimer2
ProFI1fw. Promotor forward-Primer: Pos. -944 bis -925, 29-mer, Ty, = 64 °C, Xho |-Sele
5-CCGCTCGAGGAGGCGAGAACTTGTGCCTC-3
ProFI11-6: Promotor forward-Primer: Pos. - 748 bis-729, 29-mer, T, = 64 °C, Xho |-Stelle,
5-CCGCTCGAGCCCAGGGATTTCAGTAGCCC-3
ProFI1-7: Promotor forward-Primer: Pos. -524 bis -506, 28-mer, T, = 62 °C, Xho |-Stele,
5-CCGCTCGAGCATGGCGAGGGGCAACTTC-3
ProFI11-8: Promotor forward-Primer: Pos. -331 bis-311, 30-mer, Ty, = 64 °C, Xho |-Selle,
5-CCGCTCGAGGATGAGGAAACTGAGGCACAC-3
ProFI11-9: Promotor forward-Primer: Pos. -164 bis -146, 28-mer, T, = 62 °C, Xho |-Stele,
5- CGCTCGAGGACCATCCATCCCTGCTCC-3
ProFlIrev: Promotor reverse-Primer: Pos. +31 bis+12, 29-mer, T, = 64 °C, Hind 111-
Sdle
5-CCCAAGCTTAGTGTGTCAGCTCCTGGGTC-3

3'-Region: Pos. 20114 bis 20354 (bez. auf die Prothrombingensequenz, Acc. No. M17262),
Amplifikation eines 241 bp-Fragments, Klonierung in Xba | und BamH | angtelle der Poly A
Region des Vektors
3Fl1fw: Pos. 20114 bis 20134, 29-mer, Ty, = 68 °C, Xba |-Sdle
5-GCTCTAGAGGGGCCACTCATATTCTGGGC-3
3Fllrev: Pos. 20354 bis 20335, 28-mer, Ty, = 66 °C, BamH |-Sdle
5-CGGGATCCATCCTCCCACCTCAGCCTCC-3

Zweater reverse Primer fir Klonierung in Xba 1-Stele; Poly A-Region des Vektors blebt
erhaten
3xFllrev: Pos. 20354 bis 20335 (bez. auf die Prothrombingensequenz, Acc. No. M17262),
28-mer, Ty, = 66 °C, Xba I-Sdle
5-GCTCTAGAATCCTCCCACCTCAGCCTCC-3
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Reverse Primer fir die Klonierung der erwelterten FlI 3'-Region (1,6 kb)
Fllerwl: 32-mer, Ty, = 62 °C, BamH |- und Xba I-Sele
5 -CGGGATCC-TCTAGAGATGATTTGAAGTATATG-3
Fllerw2: 33-mer, Ty, = 66 °C, BamH |- und Xba I-Stele
5 -CGGGATCC-TCTAGAGATGATTTGAAGTATATGG-3
Fllerw3: 32-mer, Ty, = 66 °C, BamH |-Sdle
5 -CGGGATCCGATGATTTGAAGTATATGGGAAGG-3
Fllerw4: 33-mer, Ty, = 70 °C, BamH |-Sdle
5 -CGGGATCCGATGATTTGAAGTATATGGGAAGGC-3

Primer fur die Klonierung der 3-untrandatierten Region aus pCMVb Xho-wt und

pCM Vb Xho-mut in pCR®2.1
P>l glo fw: forward-Primer b-Globingen aus Kaninchen: Pos. 1208 bis 1227 (bez. auf das
b-Globingen, Acc. No. V00882.1); 110 bis 90 bp vor Xhol-Stdle (o)CMVb Xho), 20-mer,

n=64°C

5 -GCAGGCTGCCTATCAGAAGG-3

4.7.3 Oligonukleotide fur reverse Transkription

WAK -Chemie Medicd GmbH, Bad-Soden
H-T11A: 16-mer, T,, =36 °C

5-AAGCTTTTTTTTTTTA-3
H-T11C: 16-mer, T, =38 °C
5-AAGCTTTTTTTTTTTC-3
H-T11G: 16-mer, T, =38 °C
5-AAGCTTTTTTTITTTTG-3
4.8 Vektoren
Plasmid Eigenschaften Referenz
pBluescript lacZ’, Amp®, ColE1-ori, T3-/T7-Promotor Stratagene,
SK+ La Jolla(USA)
pCMV bXho CMV -Promotor, 5 -UTR, Exons 1, 2, 3, Intron 2, 3-UTR | Nanbu et &., 1994

des Kaninchen b-Globingens
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pCMV bXho-wt | CMV-Promotor, 5 -UTR, Exons 1, 2, 3, Intron 2, 3 -UTR | Diese Arbeit

des Kaninchen b-Globingens, 240 bp 3 -UTR und

flankierende Region des Prothrombingens (Wildtyp),

kloniert in Xho |
pCMV bXho- CMV -Promotor, 5 -UTR, Exons 1, 2, 3, Intron 2, 3 -UTR Diese Arbet
mut des Kaninchen b-Globingens, 240 bp 3 -UTR und

flankierende Region des Prothrombingens (G20210A -

Trangtion), kloniertin Xho |
pCMV bXho- CMV -Promotor, 5 -UTR, Exons 1, 2, 3, Intron 2, 3 -UTR | Diese Arbeit
Wi des Kaninchen b-Globingens, 240 bp 3 -UTR und

flankierende Region des Prothrombingens (Wildtyp),

fasche Orientierung, kloniert in Xho |
pCMV bXho- CMV-Promotor, 5 -UTR, Exons 1, 2, 3, Intron 2, 3-UTR | Diese Arbeit
mut; des Kaninchen b-Globingens, 240 bp 3 -UTR und

flankierende Region des Prothrombingens (G20210A -

Trangtion), falsche Orientierung, kloniert in Xho |
pCMV bXho- CMV -Promotor, 5 -UTR, Exons 1, 2, 3, Intron 2 des Diese Arbeit
wt-3 -bGlo Kaninchen b-Globingens, 241 bp 3 -UTR und

flankierende Region des Prothrombingens (Wildtyp),

kloniertin Xho I, Kpn |
pCMV bXho- CMV -Promoator, 5" -UTR, Exons 1, 2, 3, Intron 2 des Diese Arbeit
mut-3' -bGlo Kaninchen b-Globingens, 241 bp 3'-UTR und

flankierende Region des Prothrombingens (G20210A -

Trangtion), kloniertin Xho I, Kpn |
pCMV bXho- CMV -Promoator, 5 -UTR, Exons 1, 2, 3, Intron 2, 3 -UTR Diese Arbeit
1,6 kb-wt des Kaninchen b-Globingens, 1,6 kb 3 -UTR und

flankierende Region des Prothrombingens (Wildtyp),

kloniertin Xho I, Kpn |
pCMV bXho- CMV -Promotor, 5 -UTR, Exons 1, 2, 3, Intron 2, 3 -UTR Diese Arbet
1,6 kb-mut des Kaninchen b-Globingens, 1,6 kb 3 -UTR und

flankierende Region des Prothrombingens (G20210A -

Trangtion), kloniertin Xho |, Kpn |
pCMV bXho- CMV -Promotor, 5 -UTR, Exons 1, 2, 3, Intron 2 des Diese Arbeit
1,6 kb-wt-3' - Kaninchen b-Globingens, 1,6 kb 3 -UTR und flankierende
bGlo Region des Prothrombingens (Wildtyp), kloniert in Xho |,

Kpn
pCMV bXho- CMV -Promotor, 5’ -UTR, Exons 1, 2, 3, Intron 2 des Diese Arbeit
1,6 kb-mut-3' - Kaninchen b-Globingens, 1,6 kb 3 -UTR und flankierende
bGlo Region des Prothrombingens (G20210A - Transition),

kloniertin Xho I, Kpn |
pGEMglol 320 bp Hind I11/Bam HI-b-Globinfragment aus Kaninchen | Vakalopoulou et

a., 1991

pcDNA3 Amp®, Ned®, SV40-/ColE1-ori, SV40-/CMV -/Sp6-/ T7- Invitrogen,

Promotor, SV40 poly A, BGH poly A San Diego (USA)
pcDNAS3- Prothrombin-cDNA inkl. 241 bp 3 -UTR und flankierende | Diese Arbeit
BGH-wt Region (Wildtyp), Klonierungsstellen EcoR 1-Not |




und BanH | (Exzision der Poly A-Region des Vektors)
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pcDNA3Z- Prothrombin-cDNA inkl. 241 bp 3' -UTR und flankierende | Diese Arbeit
BGH-mut Region (G20210A), Klonierungsstellen EcoR [-Not |
pGL3 Basc AmpR, f1-/ColE1-ori, SV40 late poly A, upstream poly A Promega,

signal, Luciferasegen, RV primer3/4/GL primer2 Madison (USA)
pGL3-ProFl| 974 bp Prothrombin 5’ -flankierende und untrand atierte Diese Arbeit
Region (Pos. -944 bis +31), Klonierungsstellen Xho | und
Hind 111
pGL3-ProFl1-6 | 778 bp Prothrombin 5’ -flankierende und untrand atierte Diese Arbeit
Region (Pos. -748 bis +31), Klonierungsstellen Xho | und
Hind 111
pGL3-ProFI1-7 | 554 bp Prothrombin 5 -flankierende und untrandatierte Diese Arbeit
Region (Pos. -524 bis +31), Klonierungsstellen Xho | und
Hind 111
pGL3-ProFl1-8 | 361 bp Prothrombin 5’ -flankierende und untrand atierte Diese Arbeit
Region (Pos. -331 bis +31), Klonierungsstellen Xho | und
Hind 111
pGL3-ProFI1-9 | 194 bp Prothrombin 5 -flankierende und untrand atierte Diese Arbeit
Region (Pos. -164 bis +31), Klonierungsstellen Xho | und
Hind 111
pGL3- 974 bp Prothrombin 5’ -flankierende und untrand atierte Diese Arbeit
Prom.+3 -FlI Region (Pos. -944 bis +31), Klonierungsstellen Xho | und
wit Hind I11 und 241 bp Wildtyp-Prothrombin 3’ -Region,
Klonierungsstellen Xba | und BarmH | (Exzision der Poly
A-Region des Vektors)
pGL3-Prom. 974 bp Prothrombin 5 -flankierende und untrand atierte Diese Arbeit
+3 -FII mut Region (Pos. -944 bis +31), Klonierungsstellen Xho | und
Hind 111 und 241 bp 20210A -Prothrombin 3" -Region,
Klonierungsstellen Xba | und BarmH | (Exzision der Poly
A-Region des Vektors)
pGL3-Prom. 974 bp Prothrombin 5’ -flankierende und untrandetierte Diese Arbeit
+3 -FII wt+ Region (Pos. -944 bis +31), Klonierungsstellen Xho | und
poly A Hind I11 und 241 bp Wildtyp-Prothrombin 3" -Region,
Klonierungsstelle Xba |
pGL3-Prom. 974 bp Prothrombin 5’ -flankierende und untrand atierte Diese Arbeit
+3 -HI mut Region (Pos. -944 bis +31), Klonierungsstellen Xho | und
+poly A Hind 111 und 241 bp 20210A -Prothrombin 3’ -Region,
Klonierungsstelle Xba |
pGL3Basic+ 241 bp Wildtyp-Prothrombin 3 -Region, Diese Arbeit
3 -FIl wt Klonierungsstellen Xba | und BarmH | (Exzision der Poly
A-Region des Vektors)
pGL3Basic+ 241 bp 20210A -Prothrombin 3’ -Region, Diese Arbeit
3 -HI mut Klonierungsstellen Xba | und BarmH | (Exzision der Poly
A-Region des Vektors)
pGL3-Prom. 974 bp Prothrombin 5’ -Region (Pos. -944 bis +31), Diese Arbeit
+1,6 kb 3 -FlI Klonierungsstellen Xho | und Hind I11 und 1,6 kb
wt Wildtyp-Prothrombin 3 -Region, Klonierungsstellen Xba |
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pGL3-Prom. 974 bp Prothrombin 5’ -flankierende und untrand atierte Diese Arbeit
+1,6 kb 3 -FlI Region (Pos. -944 bis +31), Klonierungsstellen Xho | und
mut Hind 111 und 1,6 kb 20210A -Prothrombin 3’ -Region,

Klonierungsstellen Xba | und BarmH | (Exzision der Poly
A-Region des Vektors)
pGL3 control AmpR, f1-/ColE1-ori, SV40-Promotor, SV40-Enhancer, Promega,
SVA40 late poly A, upstream poly A signal, Luciferasegen, Madison (USA)
RV primer3/4/GL primer2
pRL-TK Amp®, f1-/ColE1-ori, T7-/HSV TK-Promotor, SV40 late Promega,
poly A, chimeric intron, Renilla-Luciferasegen Madison (USA)
pCR°2.1 lacz’, AmpF, Kan®, ColE1-ori, M13-/T7-Promotor Invitrogen,

San Diego (USA)
pCR02.1-3’ - 410 bp 3 -Prothrombin-b-Globin cDNA-Bereich Diese Arbeit
bGlo-Prothr.

M13mpl8- 1947 bp Prothrombin-cDNA (Degen et d., 1983, Dr. J. Hofsteenge,
Prothr.-cDNA Datenbank Acc. No. J00307), mit EcoR | kloniert Friedrich-
Miescher-Ingtitut,
Schweiz
pBS-Prothr.- 1947 bp Prothrombin-cDNA (Degen et al., 1983, Diese Arbeit
cDNA Datenbank Acc. No. J00307), mit EcoR | umkloniert aus
M13mp18-Prothr.-cDNA

pBS-Prothr.-wt | Prothrombin-cDNA inkl. 241 bp 3 -UTR und flankierende | Diese Arbeit
Region (Wildtyp), Klonierungsstellen EcoR 1-Not |

pBS-Prothr .- Prothrombin-cDNA inkl. 241 bp 3 -UTR und flankierende | Diese Arbeit

mut Region (G20210A), Klonierungsstellen EcoR |-Not |

pBS-3 -Fllerw | 1,8kb Xba I-Prothrombinfragment, umfaldt einen Tell aus | Diese Arbeit
Intron M, Exon X1V und 3’ -flankierende Sequenz

4.9 Antikorper

4.9.1 Primare Antikorper

Antikorper SAFI1-HRP von Haemochrom Diagnostica GmbH, Essen:
Polyklonaler Schaf- Antikdrper gegen humanes Prothrombin, isoliert aus Plasma,

Peroxidase-gekoppelt.
Antikorper Rabbit-Anti-Human-Prothrombin von Dako A/S, Glostrup (Dénemark):

Polyklonaler Kaninchen- Antikorper gegen humanes Prothrombin, isoliert aus Plasma
Antikorper M A-a -Tubulin von Sgma Chemical Co., St. Louis (USA):

Polyklonaler Maus- Antikdrper gegen humanes a - Tubulin, isoliert aus Plasma
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4.9.2 Sekundare Antikorper

POD-gekoppdter Ziege-anti-Kaninchen- Antikorper von Jackson |mmuno Research
Laboratories, West Grove (USA)

POD-gekoppelter Ziege-anti-Maus- Antikorper von Jackson Immuno Research Laboratories,
West Grove (USA)

4.10 Bakterienstamme

Die Klonierung des humanen Prothrombins und Telklonen des Prothrombins efolgte in

verschiedenen Escherichia coli- Stammen.

Stamm Genotyp Firma

DH5a supE44 DiacU169 (j 80lacZDM15) hsdR17 recAl endAl Clontech, Palo Alto
gyrA69 thi-1 relAl (Hanahan, 1983) (USA); GiBco BRL,

Gaithersburg (USA)

JM 109 recAl supE44 endA1 hsdR17 gyrA96 relAl thi D(lac- Clontech, Palo Alto
proAB) [F traD36 proAB lacl®ZDM15] (Y anisch-Perron et | (USA)
a.,1985)

SCS110 rpsL (Str') thr leu endA thi-1 lacY galK galT aratonA tsx | Stratagene, La Jolla
dam dcm supE44 D(lac-proAB) [F traD36 proAB (USA)
laclZDM15]

TOP10F’ | F{lacl®Tn10(Tet®)} mcrA D(mrr-hsdRMS-mcrBC) Invitro_gen,

F 80lacZDM15 DlacX74 deoR recAl araD139 D(ara- San Diego (USA)
leu)7697 galU galK rpsL endAl nupG

4.11 Zdllinien

In der vorliegenden Arbeit wurde mit adhéarent wachsenden Zellen gearbeitet.

4.11.1 Primare Zellen

HUVEC: humane Endothe zdlen aus der Vena umbilicdis (human umbilical vein endo-
thelid cdls).
Hepatozyten: mannliche Widar-Ratten (Rattus novegicus, Zentrdinditut fir Versuchdier-

zucht, Hannove).
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4.11.2 Etablierte Zelllinien

Zdllinien wurden von de Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und  Zdlkulturen

GmbH (DSMZ, Braunschweig) oder von der American Type Culture Collection (ATCC,

Rockville, USA) bezogen.

CL-48: humane embryonade Leberzdllen (U. S. Pat. 3,935,066)

CCL-13:  humane Chang Leberzdlen

COS-1: SV40 transformierte Affennierenzelen (Cer opithecus aethiops)

Hela humane Cervixcarcinom-Zédllinie (Scherer et d., 1953; Gey et d., 1952)

HepG2: humane L ebercarcinomzellen (Aden et ., 1979; Knowles et d., 1980)

SK-HEP-1: humane Leber-Adenocarcinomzdlen (Fogh et d., 1977, Heffdfinger et d.,
1992)
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5 Methoden

5.1 Molekularbiologische Methoden

5.1.1 Praparation und Reinigung von Plasmid-DNA

5.1.1.1 Bakterienkultur

LB-Medium, pH 7,5: 1 % (w/v) Casain Hydrolysat (Pepton)
05 % (wh) Hefeextrakt
1 % (W) NaCl
Nach dem Autoklavielen wurde Ampicllin @ zugesstzt
(100 pg/ml).

LB-Agarplatten, pH 7,5: 1 % (wiv) Casain Hydrolysat (Pepton)
05 % (wh) Hefeextrakt
1 % (wiv) NaCl
15 %(whN) Agar
Nach dem Autoklavieren wurde Ampicllin @ zugesstzt
(100 pg/ml) und jeweils 25 ml des Ansatzes in derile Petri-
schalen gegossen.

SOC-Medium, pH 7,0: 2 % (wiv) Casain Hydrolysat (Pepton)

05 % (wh) Hefeextrakt

10 mM NaCl
25 mM KCI

Nach dem Autoklavieren

10 mM MgCl

10 mM MgSOy4

20 mM Glucose zugeben.

L ager medium: 0,70 % (wWh) K3HPO4
0,30 % (Wwh) KH2PO4
0,05 % (w/v) Natriumcitrat
0,01 % (wh) MQgSO,
50,00 % (viv) Glycerin
Sevilfiltriert.

Anlegen einer Uber nachtkultur

5 ml LB-Medium wurden entweder mit einer Bakterienkolonie von einer Agarplatte oder mit
50 pl ener Lagerkultur angeimpft und be 37 °C und 225 rpm Uber Nacht geschiittelt. Diese
Kultur konnte fir die Miniprdparation von Pasmid-DNA oder zum Animpfen grof3erer

Kulturen verwendet werden.
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Anlegen einer Lagerkultur

900 pl dner Ubermachtkultur wurden mit 900 pl Lagermedium in einem Einfrierrohrchen
vorschtig gemischt und bel -75 °C gelagert.

200 ml-Bakterienkultur

200 ml LB-Medium wurden entweder mit einer Bakterienkolonie von einer Agarplatte oder
mit 05 ml Ubermnachtkultur angeimpft. Bei 37 °C und 225 rpm wurden die Bakterien bis zu
einer optischen Dichte (ODspp) von 0,8 bis 1,0 geschittedt. Nach Zugabe von 1 ml
Chloramphenicol (Stammldsung: 34 mg/ml in Ethanol, Endkonzentretion: 170 pg/ml) wurden
die Bakterien Uber Nacht geschiittelt.

5.1.1.2 Praparation geringer Mengen Plasmid-DNA (Minipr&par ation)

Losungl: 50 mM Glucose
10 mM EDTA
24 mM TrisHCl, pH 8,0
5 mgm  Lysozym frisch zum Ansatz geben.

Losung 11 : 200 mM NaOH
1  %(wh) SDS

Losung Il : 3 M KOAc, pH 4,8

Die Prgparation erfolgte nach der Methode der akdischen Lyse (Birnboim und Doly, 1979;
Birnboim, 1983). 2 ml ene Bakterienlbernachtkultur wurden in en Eppendorfgefal
Uberfihrt und 10 min be 10000 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde in 100 pl Losung |
resuspendiet und 5 min ba Raumtemperatur inkubiert. Anschliellend wurde der Ansatz mit
200 pl Losung Il versstzt und 5 min auf Eis inkubiet. Durch Zugabe von 150 pl kater
Lésung 111 wurden Proteine, chromosomae DNA und Membranpartikel ausgefdlt und 10 min
bei 10.000x g (4°C) auzentrifugiet. Die Pasmid-DNA wurde durch Zugabe von 2,5
Voumenantellen Ethanol gefdlt und durch 20-minitiges Zentrifugieren bei 10.000 x g und
4°C peletiet. Nach zwemdigem Waschen mit 70 %igem Ethanol wurde das DNA-Pdlet
getrocknet und in 295ul ddH,O und 0,5 Ribonukleese A (10 mg/ml) aufgenommen. Ein
Aliquot wurde fiir enen andytischen Restriktionsverdau eingesetzt.

Fur ene anschlielflende automatische Sequenzierung wurden geringe Mengen Plasmid-DNA
mit dem Plasmid Mini Kit der Firma QIAGEN nach Angaben des Herstdlersisoliert.
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5.1.1.3 Maxipraparation von Plasmid-DNA Uber Anionen-Austauschsaulen

Puffer P1: 50 mM TrisHCI, pH 8,0
10 mM EDTA
100  pgm RNase A

Puffer P2: 200 mvi NaOH

1 %(wh) SDS
Puffer P3: 3 M KOACc, pH 5,5
Puffer QBT: 750 mvl NaCl

50 mM M OPS (3-N-Morpholino-Propansulfonsaure), pH 7,0
15  %(vN) Ethanol
0,15 % (viv)  Triton X-100

Puffer QC: 1 M NaCl
50 mM MOPS, pH 7,0
15 %(vN) Ethand

Puffer QF: 1,25 M NaCl

50 mM TrigHCI, pH 85

15 %(vi) Ethand
Die Prgparation wurde unter Verwendung des von der Firma QIAGEN bezogenen Plasmid
Maxi Kits nach dem Anwendungsprotokoll des Herstellers durchgeftinrt.
Eine 200 ml-Bakterienkultur wurde 20 min be 6.000 x g und 4 °C abzentrifugiert. Das
Zdlpdlet wurde in 10 ml Puffer P1 resuspendiert, mit 10 ml Lysepuffer P2 versetzt und 5 mn
be Raumtemperatur inkubiert. Die Neutrdisation des Lysats erfolgte durch Zugabe von 10 ml
kadtem Puffer P3. Daran schlol3 sich ene 20-minitige Inkubation auf Eis an. Dendurierte
Proteine, chromosomale DNA und Zdlbruchstiicke wurden durch 30-minltige Zentrifugation
bei 19.500 rpm und 4 °C (Beckman J2-21, JA-20-Rotor) prézipitiert. Zur weiteren Reinigung
wurde der Ubergand nochmas 15 min zentrifugiert. Das patikefreie Lysat wurde dann auf
ene mit 10 ml Puffer QBT &quilibrierte QIAGEN-Saule 500 geladen und die Saule zweimd
mit je 30 ml Pufer QC gewaschen. Die Plasmid-DNA wurde mit 15 ml Puffer QF in en
dlanisertes Corex-Zentrifugenrdhrchen  duiert, durch Zugabe von 0,7 Volumenantelen
Isopropanol  gefdllt und durch ene 30-mindtige Zentrifugaion bei 9500 rpm und 4°C
(Beckman J2-21, JA-20-Rotor) prézipitiert. Das Pelet wurde mit 5 ml 70 %igem Ethandl
gewaschen, getrocknet und in 200 bis 500 pl TE-Puffer (10 mM TrigHCl pH 8, 1 mM
EDTA) ruckgdos. Nach der Konzentrationsbestimmung im  Photometer wurde eine
Konzentration von 05 bis 1,0ug/ul engesdlt. Fir Trandfektionsexperimente wurde die
Plasmid-DNA mit dem Endofree Plasmid Maxi Kit der Firma QIAGEN nach den Angaben
des Hergtellers Endotoxin-frel prépariert.
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5.1.1.4 Quantitative Bessimmung von Nukleinsauren

Zur Quantifizierung von Nukleinsduren wurde die Absorption bel 260 nm gemessen und die
Konzentration nach folgender Gleichung berechnet:
C = ODgzo xf xn [ugm]

c :  Konzentraion [ug/mi]

OD:  Optische Dichte

f :  Verdinnungsfaktor

n : 50 pg/ml fir DNA, 40 pg/ml fir RNA und 37 pg/ml fir Oligonukleotide ba ener

Schichtdicke der Quarzkivette von 1 cm.

Zur Bestimmung der Reinheit der Nukleinsdure wurde zusdtzlich die Absorption bei 280 nm
gemessen und der Quotient OD2e0/OD2gp bestimmt. Im Idedfdl liegt der Quotient bei einem
Wert von 1,8 fir DNA und 2,0 fir RNA.

5.1.1.5 Analysevon Plasmid-DNA
5.1.1.5.1 Restriktion von Plasmid-DNA

Redriktionsendonukleasen  spdten  doppelstrangige  DNA  sequenzspezifisch  in - definierte
Fragmente. Je nach Redriktionsenzym konnen dabel 3'- oder 5'-Uberhdngende Enden, die ds
kohdsive oder klebrige Enden bezeichnet werden, oder glaite Enden (blunt ends) entstehen.
Redriktionsspdtungen wurden fir andytische und prgparative Zwecke und zur Gewinnung
linearer DNA-Fragmente durchgefhrt.

Redtriktionsansatz: anaytisch préparativ
Plaamid-DNA (0,5 - 1,0 pg/ul) 05-4u 15-30u
10 x Reaktiongpuffer 25l 80l
Redtriktionsenzym (10 U/pl) 05 ul 30wl
ddH0 (deril) ad 25l ad8opl

Der Redriktionsansatz wurde 1 bis 16 h ba 37 °C inkubiert. Praparative Reaktionen wurden
duch Zustz von EDTA in ene Endkonzentraion von 10 mM und zehnminitiger
Hitzedenaturierung der Redriktionsenzyme be 65 °C gestoppt oder einer Chloroform:
Isoamylakohol- Extraktion mit nachfolgender Falung unterzogen.
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5.1.1.5.2 Analytische Agarosegel elektrophorese

1 x TBE-Puffer,pH 8,0. 0,09 M Tris
0,09 M Borat
0,002 M EDTA, pH 8,0

Agarosegele: 06-25 % (wh) Agarose
0,1 pgm  Ethidiumbromid

5 x Auftragspuffer: 25 mvi TrigHCI, pH 7,0
150 mM EDTA
0,05 % (wiv) Bromphenolblau
25 % (Viv) Glycerin

Die durch Redriktionsenzymspdtung erhdtenen Fragmente wurden durch  Agarosege-
elektrophorese aufgetrennt und analysiert (Southern, 1975 und 1977; Sambrook et a., 1989).
Durch Anlegen enes eektrischen Feldes wandert die negativ geladene DNA in Abhéngigkeit
von ihrer GrofRe unterschiedlich schnell durch die Poren des Agarosegels. Fir DNA-
Fragmente im Bereich von 700 bis 10.000 bp wurden 1 %ige Gee verwendet, fir kleinere
Fragmente wurde der Agaroseanteil auf bis zu 2,5 % erhdht. Die Agarose wurde in 1x TBE-
Puffer durch Aufkochen gelost. Nach dem Abkihlen der Losung auf ca 60 °C wurde
Ethidiumbromid in ener Konzentration von 01pgml zugesetzt und das Gd in ene
Gelkammer gegossen. Zum Aushéarten wurde das Gl mindestens 30 min be 4 °C in der
Kihizelle gelagert. Fir die Elektrophorese wurde der Kamm entfernt, die Gelkammer in die
Gdapparatur eingesstzt und mit 1 x TBE-Puffer Uberschichtet. Zur optischen Kontrolle
wurden die Redriktionsansitize mit 0,25 Volumenantelen 5 x Auftragspuffer versetzt. Vor
dem Auftragen auf das Gel wurden die Proben 2 min bel 65 °C erhitzt und anschliel}end auf
Eis abgekihlt, um Zykliserungen zu vermeden. Zur Abschédzung der Grol3e und Menge der
DNA-Fragmente wurden zusiizlich DNA-Léngenstandards aufgetragen. Fir Fragmente unter
500 Basenpaaren wurde der Langenstandard 100 bp DNA-Leter, fir grolere Fragmente
wurden 1 kb DNA-Leiter und | -DNA/Hind 1l (dle von GiBco BRL, USA) verwendet. Die
Trennung der DNA-Fragmente efolgte be ener angdegten Spannung von 5V/cm. Die
DNA-Banden konnten Uber die Fluoreszenz der DNA-Ethidiumbromid-Komplexe unter UV-
Licht af enem Tranglluminagor (I = 302 nm) dchtbar gemacht und zur weteren

Auswertung fotografiert werden.

5.1.1.5.3 Préaparative Agarosegelelektrophorese

1 x TAE-Puffer,pH 8,0: 40 mM Tris-Acetat, pH 8,0
1 mM EDTA
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Die Auftrennung und Isolieeung von PCR-Produkten oder durch Restriktionsspatung
entstandenen DNA-Fragmenten, die zur Ligation oder zur radioaktiven Markierung engesetzt
werden sollten, erfolgte in préparativen Agarosegelen. Andele von TBE-Puffer wurde hier
TAE-Puffer verwendet, da Borat-lonen be der nachfolgenden Ligation stérend wirken
konnen. Fir die Auftrennung wurde der gesamte Redtriktionsansatz mit 0,25 Volumenanteilen
5 x Auftragspuffer (Kap. 5.1.1.5.2) versetzt, 2 min ba 65 °C im Wasserbad erhitzt,
anschlieflend auf Eis abgekihlt und auf 1 %iges Agarose-TAE-Gd aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgte bel einer angeegten Spannung von 5 V/em in 1 x TAE-Laufpuffer.

5.1.1.5.4 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Puffer QX1: 3 N Nal

4 M NaClO4

5 mM TrisHCl, pH 7,5

0,1 % (wh) NaSOs3
Puffer PE: 70  %(viv) Ethandl

100 mM NaCl
1 mM EDTA
10 mM TrigHCI, pH 7,5

Puffer EB: 10 mM TrigHCI, pH 8,5

Die Isolieeung von DNA-Fragmenten aus prapaativen Agarosegeen efolgte  unter
Verwendung des QIAquick Gel Extraction Kits der Firma QIAGEN nach den Angaben des
Hersdlers.

Nach Auftrennung Uber ein préparatives Agarosegel wurde das gewiinschte DNA-Fragment
unter der Hand-UV-Lampe (I = 312 nm) mit Hilfe eines DNA-La&ngenmarkers identifiziert
und mit einem schafen Skapel herausggetrennt. Das ausgeschnittene Gelstiick wurde in en
tariertes 2 ml-Eppendorfgefdd Uberfihrt, gewogen und mit 3 Volumenantelen Puffer QX1
versetzt. Es folgte eine Inkubation be 50 °C bis zum vollgdndigen Auflésen der Agarose (ca
10 min). Die erhdtene Losung wurde auf QlAquick-Zentrifugensiulen gdaden, 1 min be
10.000 x g und Raumtemperatur zentrifugiert und das Eluat verworfen. Um Agarosereste zu
entfernen, wurden nochmals 500 pl Puffer QX1 auf die Saule aufgetragen und 1 min be
10.000 x g zentrifugiert. Die Saule wurde zweima mit je 750 ul Puffer PE gewaschen und
5 min getrocknet, die DNA mit 30 bis 50 yl Puffer EB duiert.
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5.1.2 Klonierung von DNA-Fragmenten

5.1.2.1 Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels PCR

Die Polymerase-Kettenregktion (PCR) dient der sdektiven Amplifizierung von  DNA-
Abschnitten zwischen zwe  Oligonukleotidprimern, die gegenlaufig an komplementdre DNA-
Strénge gebunden sind. Als Matrize (Template) benutzt man eine doppelsréngige DNA, die
be 94 °C denauriert wird. Unter Hybridiserungsbedingungen (58 bis 70 °C) efolgt die
Anlageung  (anneal) der  Oligonukleotidprimer.  DNA-Polymerasen  synthetiseren  die
komplement&ren Strdnge in 5® 3'-Richtung bei 72 °C. Zur DNA-Synthese werden
thermostabile DNA-Polymerasen verwendet, z. B. die Tag-Polymerase des Bakteriums
Thermus aquaticus oder die Pfu-Polymerase von Pyrococcus furiosus, die en
Temperauroptimum von 72°C besitzen und auch unter Denaturierungsbedingungen stabil
snd. Dieser Zyklus aus Denaurierung, Primer-Anlagerung und DNA-Synthese wird 25 bis
40-ma wiederholt, so dass am Ende maxima Z° bis Z° doppelstrangige DNA-Molekiile der
gewlnschten Sequenz vorliegen. Zur Amplifikation der Prothrombin-cDNA wurde die Pfu-
DNA-Poymerase, fir die Amplifikation von Telfragmenten des Prothrombingens aus
genomischer DNA dagegen die Tag-Polymerase verwendet. Die PCR-Ansdize wurden in
derile 05 ml-Eppendorfgefdie pipettiet und mit dem gleéchen Volumen Minerddl
Uberschichtet. Die Polymerase-Kettenresktion wurde in eénem DNA Thema Cycder
durchgefiihrt. Zunéchst wurden die optimaen Temperaturbedingungen fir die Amplifikation
der spezifischen DNA-Fragmente in andytischen Resktionsanséizen getestet. Dabel wurde
die Anlagerungsemperaiur in der Regd im Bedch der Schmeztemperaiur  der
Oligonukleotidprimer gewdhit. Je 10 pl PCRAnstz wurden auf enem andytischen
Agarosegel  Uberprift. Anschlief?end wurde eine préparative PCR durchgefuhrt, die Ansdize
wurden vereint und mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kits Enzym, Primer und
Nukleotide entfernt. Fir die nachfolgende Klonierung wurden die Fragmente mit den
entsorechenden  Redtriktionsenzymen  geschnitten und  Uber ein  préparaives Agarosege
aufgereinigt. Die PCR-Produkte konnten dann zur Ligation eingesetzt werden.

Reaktionsansatz mit Pfu-Polymerase

10 x Pfu-Puffer: 200 mM TrigHCI, pH 8,0
20 mM MgClh
100 mM KCI
60 mM (NH4)2804
1 % (viv) Triton X-100
100 pgm  Nuklease-freiles BSA (bovine serum albumin)
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Komponenten Volumen Endkonzentration
ddH,O ad 1000 pl
10 x Pfu-Puffer 100wl 1x
DMSO 100 pl 10 % (VIV)
dNTPs (5 mM) 100l 500 UM
DNA-Template (0,5 pg/ul) 10u 5ngiul
Forward-Primer (0,1 mM) ou 1uM
Reverse-Primer (0,1 mM) 10u 1uM
Pfu-DNA-Polymerase (2,5 U/pl) 20 0,05 U/l
gesamt 100,0 ul
Zykluspar ameter:
30 bis 40 zyklen:

Denaturierung: 1 minbea 94 °C

Hybridiserung: 2minbe 60 bis66 °C

DNA-Synthese: 3minbea 72°C
Khlung ba 4 °C.
Reaktionsansatz mit Tag-Polymerase Mix
10 x Tag-Puffer: 100 mM TrigHCI, pH 8,3

500 mM KCI
15 mM  MgCh
0,01 % (whv) Gdaine

Komponenten Volumen Endkonzentration
ddH,O ad 500l
10 x Tag-Puffer 100wl 1x
dNTPs (5 mM) 204l 200 uM
DNA-Template (0,5 pg/pl) o5l 5ngul
Forward-Primer (0,1 mM) o5 ul 1uM
Reverse-Primer (0,1 mM) 05l 1uM
Tag-Polymerase (5 U/Jl) 05l 0,05 U/l
gesamt 50,0
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Zykluspar ameter:

Denatuierung: 7minbe 95°C
40 Zyklen:
Denaturierung: Iminba 94 °C

Hybridiserung: 1bis2minbe 58 bis70 °C
DNA-Synthese; 1bis3minbe 72°C
DNA-Synthese: 5minbe 72°C
Kihlung bel 4 °C.

5.1.2.2 Reinigung von PCR-Produkten

Puffer PB: 3 N Nal
4 M NaClO4
5 mM TrisHCl, pH 7,5
0,1 % (wh) NaSOs3
Puffer PE: 70  %(viv) Ethandl
100 mM NaCl
1 mM EDTA
10 mM TrigHCI, pH 7,5
Puffer EB: 10 mM TrigHCI, pH 8,5

Die Reinigung der PCR-Ansdize von Polymerase und Nukleotiden wurde mit Hilfe des
QIAquick PCR Purification Kits nach dem Anwendungsprotokoll der Firma QIAGEN
durchgefiihrt. Der PCR-Ansaiz wurde mit 5 Volumenanteilen Puffer PB versstzt und auf
QIAquick-Zentrifugensdulen geladen. Nach enminitiger Zentrifugation bei 10.000 x g und
Raumtemperatur wurde das Eluat verworfen und die Saule mit 750 pl Puffer PE gewaschen.
Ansthlief?end wurde die Sdule 5 min an der Luft getrocknet und die DNA mit 30 bis 50 pl

Puffer EB duiert.

5.1.2.3 Dephosphorylierung linearisierter Vektoren

1 x Reaktionspuffer: 50mM NaCl
10mM  TrigHCI, pH 7,9
10mM  MgCh
1mM DTT

Um ene unewinschte Rezirkulariserung von linearisetem Vektor zu vermeden, wurden

die teminden 5-Phosphatgruppen mit akaischer Phosphatase aus Kdberdarm (CIP

Alkaline Phosphatase, Calf Intestinal) entfernt.
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Reaktionsansatz
linearisierte Vektor-DNA (10 - 15 ug) 89,5 ul

10 x Reaktionspuffer 100
alkalische Phosphatase (10 U/ul) os5ul
gesamt 100,0 ul

De Ansatiz wurde 30 min be 37 °C inkubiert. Zur Inaktivierung der Resktion wurde EDTA
in einer Endkonzentration von 5 mM zugesetzt und 10 min bel 75 °C erhitzt. Nach einer PCl-
Extraktion, einer Extraktion mit ChloroformIsoamyladkohol und anschliel3ender Prézipitation
mit Ethanol wurde die Plasmid-DNA in 100 pl ddH,O riickgdost, mit Auftragspuffer versetzt
(Endkonzentration: 1 x) und Uber ein préparatives Agarosegel aufgereinigt.

5.1.2.4 Extraktion mit Phenol-Chlor ofor m-I soamylalk ohol

Zur Entfernung von Proteinen aus ener wassrigen DNA-LOsung wurde der Ansatz mit dem
glechen Volumen Phenol-Chloroform-lsoamylakohol (25:24:1) extrahiet und 5 min be
10000 x g und 4 °C zetrifugiet. Die obere wésyige Phase wurde in en neues
Eppendorfgefa? Uberfihrt und die untere organische Phase mit dem gleichen Volumen ddH,O
reextrahiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Uberstande vereinigt.

5.1.2.5 Extraktion mit Chloroform-lsoamylalkohol

Um Phenolreste oder Redtriktionsenzyme zu entfernen, wurde der Ansatz mit dem gleichen
Volumen Chloroform-Isoamylakohol (25:1) versetzt und 5 min be 10000 x g und
Raumtemperatur  zentrifugiert. Der Uberstand (obere wéssrige Phase) wurde  abgenommen
und aufbewahrt. Die untere Phase wurde mit einem Volumenantell ddH,O reextrahiert und
zur Phasentrennung 5 min be 10.000x g und Raumtemperatur zentrifugiert. Anschlief3end
wurden beide Uberstande vereinigt.

5.1.2.6 Falungvon DNA mit Ethanal

Nach Zugabe von 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat, pH 7,0 (Endkonzentration: 0,3 M) und
dem 2,5-fachen Volumen an Ethanol wurde die DNA 20 min ba 10.000 x g und 4°C
prézipitiet. Das Pdlet wurde zweima mit 70 %igem Ethanol (-20 °C) gewaschen, jewelils
5min zentrifugiet und in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Die DNA wurde in e@nem
adéguaten Volumen an TE-Puffer (10 mM TrigHCI pH 8 0,1 mM EDTA) oder ddH,O
rtickgel 6t und bis zur weiteren Verwendung bel -20 °C aufbewalrt.
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5.1.2.7 Auffillen von 5 -tiberhdngenden Enden mittels Klenow-Enzym

1 x E. coli Polymerase |-Puffer: 100mM  TrigHCl, pH 7,5
50mM M gC|2
75mM  DTT

Fur die Ligation inkompatibler DNA-Enden wurden 5'-Uberhdngende Enden mit Klenow-
Enzym (DNA-Polymerase | Large Fragment) aufgefuillt.

Reaktionsansatz

DNA (30 pg) 845 ul
10 x E. coli Polymerase I-Puffer 100u
dNTPs (je 5 mM, Endkonz.: 200 pM) 40 pl
Klenow-Enzym (5 U/ul) 15ul
gesamt 100,0 pl

Der Ansaiz wurde 1 h bei 25 °C inkubiert, mit 25 pl 5 x Auftragspuffer versetzt, 10 min be
75 °C inaktiviert und das Fragment aus einem préparativen Agarosegd isoliert.

5.1.2.8 Ligation von DNA-Fragmenten

1x T4-Ligase-Puffer: 50 mM  TrigHCI, pH 7,8

10mM  MgCh

10mM  DTT
1mMv ATP

50 ygm  BSA

Zur Hegdlung von Vektorkongtrukten wurden die mit Restriktionsenzymen vorbehandelten
Vektoren und PCR-Produkte oder DNA-Fragmente Uber das Enzym T4-DNA-Ligase
miteinander ligiert (Lehman, 1974; Sambrook et d., 1989). Komplementére, von demsdben
Enzym ezeugte Einzddrangenden konnen eine Basenpaarung eingehen und dauerhaft durch
das Enzym DNA-Ligase, das die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen
benachbarten 3'-Hydroxyl- und 5-Phosphatgruppen doppelstrangiger DNA-Molekile
katalysert, zusammengefigt werden. Im Gegensatz zu der DNA-Ligase aus E. coli kann die
T4-DNA-Ligase (New England Biolabs, USA) auch Redriktionsfragmente mit glaiten Enden
(blunt ends) verbinden. Da die Vewendung zwee unterschiedlicher Schnittstdlen die
Anzehl der Rezirkulationen des Vektors veringet, efolgte in diessem Fal  kene
Dephosphorylierung des Vektors. Ein welterer Vortell der Verwendung zweier verschiedener
Redriktionsstellen ist die gerichtete Klonierung des Inserts.

Vektor- und Inset-DNA wurden nach dem Redriktionsverdau Uber ein préparatives
Agarosege gereinigt und mitteds des QIAquick Gel Extraction Kits (QIAGEN) aus dem Gd
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isoliert. Die Vektor-DNA wurde mit dem 3 bis 4fachen molaren Uberschul? freier Enden an
Insert-DNA in 1 x T4-Ligase-Puffer mit 400 U T4-Ligase bel der Ligation koh&sver Enden
bzw. 2000 U T4-Ligase be glaten Enden in enem Gesamtvolumen von 10 pl Uber Nacht
inkubiert. Die Anséize wurden bel Ligation kohésiver Enden Uber Nacht be 16 °C inkubiert,
um dorende Einflisse durch die themische Eigenbewegung der DNA-Molekile zu
minimieren. Blunt-end- Ligationen wurden dagegen bel Raumtemperatur durchgefihrt.

5.1.3 Transformation von Bakterien

Als kompetent bezeichnet man Zdlen, die in der Lage sind, in Lésung befindliche DNA
aufzunehmen. Eine Methode besteht darin, Zdlen und Pasmid-DNA in ener LOsung aus
Cdciumchlorid zu mischen und dann die Zdlen enem kurzen Hitzeschock auszuseizen
(Cohen et d., 1972; Dagert et d., 1979). Be diessm Vefahren bindet das Sdz an die
Zdlwande der Bakterien und induziet dort Poren durch Krigdlbildung. Eine weltere
Trandormationsmethode it die Elektroporation oder Elektrotransformation (Dower et d.,
1988; Wirth et a., 1989). Durch Anlegen ener eektrischen Spannung werden auch hier
Locher in der Zdlwand erzeugt. Fir die Elektroporation benttigt man eine Zdlsuspenson,
aus der durch Waschen mit ddH,O die lonen des Mediums entfernt wurden. Durch den hohen
gektrischen Widerstand der Suspenson kann die Elektroporation be  geniigend hoher
Spannung ohne Kurzschluss durchgeftinrt werden.

5.1.3.1 Transformation von kompetenten E. coli-Zellen

Die kompetenten Bakteriensgamme DH5a, IM109, SCS110 und TOP10F wurden bei -75 °C
gelagert. Die Transformation wurde nach den Anwendungsprotokollen der Hergeller
durchgefiihrt. Pro Transformationsansatz. wurden 50 pl kompetente Bakterienzelen auf Eis
aufgetaut, mit 2yl 05 M b-Mercaptoethanol (bei SCS110 und TOP10F) und 2 bis 3 pl
Ligationsansatz vermischt und 30 min auf Eis inkubiert. Anschlief?end wurde der Ansatz 30
bis 45 s bel 42 °C (IM109, SCS110, TOP10F') bzw. 20 s bei 37 °C (DH5a) inkubiert
(Hitzeschock). Nach zweminttiger Inkubation auf Eis wurden die Zdlen in 250 pl SOC-
Medium resuspendiert und 1 h bei 37 °C geschiittelt. Je 50 und 200 pl Zdlsuspension wurden
zur Sdektion auf ampidllinhdtigen LB-Agarplatten (100 ug/ml)  ausgedrichen und  Uber
Nacht bet 37 °C im Brutschrank inkubiert.
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5.1.3.2 Praparation von E. coli-Zdlen fir die Elektrotransformation

Zur Praparation elektrokompetenter E. coli-Zdlen wurden 10 ml Ubernachtkultur eines fur
die Trandformation geeigneten Bakteriendammes (DH5a, JM109) in 1 | 2xYT-Medium
Uberfihrt und bis zu ener ODgoo von 0,5 bis 1,0 be 37 °C im Bakterienschiittler (225 rpm)
inkubiert. Nach Abkihlung fir 15 bis 30 min auf Eis wurden die Bakterien 20 min be
4.000xg und 4°C sedimentiert. Es folgten zwel Waschschritte in 1 | und 500 ml katem
ddH,O mit nachfolgender Zentrifugation. Anschlielend wurden die Zdlen in 20ml 10 %
(Viv) Glycerin aufgenommen, in ein FaconRohrchen Uberfihrt und erneut sedimentiert. Die
sdzfreen Bakterien wurden in 1 bis 3 ml 10 % Glycerin resugpendiert, in 120 pl-Aliquots auf
Trockeneis schockgefroren und bel -75 °C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

5.1.3.3 Elektrotransformation

Fur die Elektroporation wurden 2 bis 3 pl Ligationsansatz mit 40 pl auf Eis aufgetauter
dektrokompetenter Bakterienzdlen in enem vorgekihiten Eppendorfgefd? gemischt und 1
min af Es gestzt. Das Zdl-DNA-Gemisch wurde in ene esgekihlite 02 cm
Elektroporationskiivette  Uberfihrt. Die Elektroporation efolgte in ener  Gene-Pulser-
Apparatur bei 200 W, 25 pF und 2,5 kV. Nach Anlegen eines eektrischen Impulses betrug die
Zeitkongante t im Idedfdl 45 bis 5 ms. Die Bakterien wurden sofort in 1 ml LB-Medium
aufgenommen und 1 h be 37 °C und 225 rpm geschittet. Danach wurden die Zdlen 5 min
bei 3.500 rpm und Raumtemperatur sedimentiert, 900 pl des Uberstandes abgenommen und
das Pdlet in dem redlichen Medium resuspendiert. Zur Sdektion wurden die Zdlen auf
ampidllinndtigen LB-Agarplatten (100 pg/ml) ausgestrichen und Ober Nacht bei 37 °C
inkubiert. Am néchgen Tag wurden mit 24 bis 48 Kolonien je 5 ml ampicillinhatiges LB-
Medium angeimpft, Uber Nacht bel 37 °C geschittelt und zur Uberprifung der Klonierung
Paamid-Minipréparate hergestdt.

5.1.4 Isolierung von genomischer DNA

Die Prparation von genomischer DNA aus kultivieten Zdlen bzw. humanem Blut efolgte
mit dem QlAamp Blood Kit. Pro Prgparation wurde eine konfluente 100 mm-Zdlkulturschae
(ca 440° Zdlen) eingesetzt. Alternaiv wurden 200 pl EDTA-Blut eingesetzt. Die Zellen
wurden mit PBS gewaschen, mit Trypsn abgeést und peletiert. Das Zdlpdlet wurde dann
in 200 ul PBS resuspendiet und die genomische DNA nach den Anwesungen des
Hergdlersisoliert.
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5.1.5 Radioaktive Markierung von DNA

STE-Puffer: 10 mM TrigHCI, pH 8,0
100 mM NaCl
1 mM EDTA

Die radioaktive Markierung von spezifischen DNA-Proben fur die Detektion in Southern und
Northern Blot Andyse efolgte mittds ,Random Priming“ (Feinberg und Vogdden, 1983).
Es wurde das High Prime DNA Labding Kit verwendet. Zunéchst wurden 50 bis 100 ng
dsDNA-Fragmente in einem Volumen von 8 pl fir 5 min ba 100 °C denauriet und
anchlielend auf Eis gekihlt. Fir die Reektion wurden 4 pl High Prime Resktionsgemisch
inklusve 12-me Random Primer Mischung, 1 Einhat/ul Klenow-Polymerase und 5 X
dabiliserter Resktionspuffer in Glycerin, 50 % (viv), 3 Wl dATP, dGTP, dTTP Mischung und
5 pl 50 uGi [a*2P]dCTP, 3000 Ci/mMol zugegeben. Der Ansatz wurde 30 min be 37 °C
inkubiert, anschlief?end durch Zugabe von 50 pl STE-Puffer das Klenow-Enzym inaktiviert.
Free Nukleotide wurden mittds Gdfiltration Uber ene NucTrgp-Siule von der markierten
Probe abgetrennt. Dazu wurde das Resktionsggemisch auf die mit 100 pl STE-Puffer
aquilibrierte Saule pipettiert und die markierte DNA-Probe mit 70 ul STE-Puffer duiert.

5.1.6 Southern Blot Analyse

Depurinierungddsung: 025 N HCI

Denaturierungddsung: 15 M NaCl

05 M NaOH
Neutralisierungslosung: 05 M  TrigHCl, pH 7,0

15 M NaCl
20 x SSC: 30 M NaCl

0,3 M  Natriumcitrat, pH 7,0

Redriktionsfragmente wurden in einem 0,8 %igem TBE-Agarosegd aufgetrennt. Nach dem
Waschen des Gees in ddH,O efolgte eine 30-mintitige Inkubation in Depurinierungd 6sung.
Daan <hlo3 dch  dne  zwemdige Behandlung mit  Denaurierungdésung  zur
Einzelstrangbildung der DNA und die Aquilibration des Geles auf einen pH-Wert von 7,4 mit
Neutraliserungd dsung an.

Der Southern-Transfer (Southern, 1975 und 1979) der DNA efolgte mittels Kapillarblot in
20x SSC auf dne postiv gdadene Nylonmembran (Amersham Hybond N¥). Durch UV-
crosdinking (0,12 J pro cnf) wurde die DNA auf der Membran fixiert. AnschlieRend wurde
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die Membran in 2 x SSC gewaschen und 1 %2 h bei 68 °C in ener Hybridiserungsréhre mit
QuikHyb Hybridization Solution préhybridisert. Eine radioaktiv markierte DNA-Probe (Kap.
5.1.5) wurde mit 200 ul LachsspermDNA (10 mg/ml) 10 min auf 95 °C erhitzt. Nach dem
Abkiihlen der DNA-Probe auf Eis wurden 1 bis 1,5 x10° com pro ml Hybridiserungdésung
eingesatzt. Die Hybridiserung erfolgte unter Rollen fir 1 h bel 68 °C.

Zur Entfernung unspezifisch gebundener DNA-Probe wurde die Nylonmembran dremad be
Raumtemperatur mit 1 x SSC, 0,1 % (w/v) SDS und mindestens zweima 15 min be 60 °C
mit 0,1 x SSC, 0,1 % (w/v) SDS unter Kontrolle der Restaktivitét auf dem Filter gewaschen.
Die Autoradiographie erfolgte fur 6 h mit ener Versérkerfolieba -75 °C.

5.1.7 Northern Blot Analyse

5.1.7.1 Préaparation von Gesamt-RNA aus Zellen

L dsung D: 4 M Guanidinthiocyanat

0,025 M Natriumcitrat pH 7,0

05 % (wh) N-Lauroyl Sarcosn

01 M b -Mercaptoethanol (vor Gebrauch zugesetzt)
1x PBS, pH 7,4: 34 mM NaH2PO4

178 mM NaHPO,

1450 mM NaCl

pH 7,4 mit 1 M NaOH eingtdlen, autoklavieren.
For die Isolieung von Gesamt-RNA nach Chomczynski und Sacchi (1987) wurden
konfluente Zdlen einer Zdlkulturschde zwemd mit PBS gewaschen und unter Zugabe von
Lésung D mit einem Zdlschaber abgddst. Das Lysat wurde in ein Resktionsgefél3 Uberfihrt,
mit /10 Volumen 2 M Natriumacetat pH 4 und 1 Volumen wassergeséttigtem Phenol versetzt
und 5 min gemischt. Nach Zugabe von 1/5 Volumen ChloroformIsoamylakohol (49:1 viv)
wurde erneut 2 min gemischt und 10 min ba 10.000 x g und 4°C zentrifugiert. Anschlief3end
wurde die wassrige Phase in e@n neues Gefa3 Uberfuhrt, die RNA mit 1 Volumen Isopropanal
fir 20 min ba -20 °C gefdlt und durch Zentrifugation sedimentiert (20 min, 10.000 x g,
4 °C). Das Pdlet wurde mit 70 %igem Ethanol gewaschen, in 50 pl ddH,O resuspendiert, mit
300 pl Losung D versstzt, eneut mit 1 Volumen Isopropanol prézipitiet und nach dem
Waschen mit 70 %igem Ethanol in ddH,O rickgeddst. Die Lagerung der RNA erfolgte be
-20 °C.
Alternativ wurde die Prgparation von Gesamt-RNA aus Zdlen mit Trireegenz nach den
Angaben des Herstdlers durchgefihrt.
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5.1.7.2 Praparation von Gesamt-RNA aus Gewebe

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Gewebeproben erfolgte mit dem RNeasy Midi Kit. Je
100 mg Schweineleber wurden in 1 ml RLT-Puffer mit 1 % (viv) b-Mercaptoethanol in einer
Schwingmiihle (Mixer Mill) homogeniset, einer Proteinase K-Behandlung unterzogen und
die RNA nach dem Anwendungsprotokoll des Herstdlers Uber Anionen-Austauschsiulen
isoliert. Gleichzetig konnte ene DNase |-Behandlung mit dem RNase-Free DNase Set
durchgeftihrt werden.

5.1.7.3 Denaturierende Agar osegeleektrophorese zur Auftrennung von RNA

Agarosegel: 15 % (wh) Agarose
0,04 M Triethanolamin pH 7,5
2 mM EDTA
8,3 % (VN) 37 % Formadehyd
0,1 % (wh) SDS

L aufpuffer: 0,04 M Triethanolamin pH 7,5
2 mM EDTA

8,3 % (VN) 37 % Formaldehyd

2 x Auftragspuffer: 0,08 M Triethanolamin pH 7,5

4 mM EDTA

15 % (vv) 37 % Formadehyd

82,5 % (viv) Formamid (deion.)

4 % (w/) Ficoll 400

0,2 % (wh) Bromphenolblau
Fur RNA-Gele (Lehrach et d., 1977; Nagamine et d., 1983) wurden 1,5 % Agarose in 0,04 M
Triethanolamin, 2 mM EDTA-LGsung durch Aufkochen geldst. Nach dem Abkihlen auf ca
60 °C wurden 83 % (v/v) ener 37 %igen Formadehydlésung und 0,1 % (w/v) SDS
zugegeben und das Ge gegossen. 10 bis 15 pg Gesamt-RNA wurden mit 1 Volumen 2 x
Auftragspuffer versetzt, 10 min be 65 °C denaturiet und auf das Ge geaden. Die
Elektrophorese erfolgte fir 1 % h ba 70 V in Triethanolamin-Laufpuffer. Zur Besimmung
der Transkriptgrofen dienten be Gesamt-RNA die 28 S und 18 S rRNA-Banden as interner
Standard. Die Molekillénge der 28 S rRNA betrégt 4718 Nukleotide und die der 18 S rRNA

1874 Nukleotide.

5.1.7.4 Transfer der RNA auf eine Nylonmembran

20 x SSC: 3 M NaCl
03 M Natriumcitrat pH 7,0

Methylenblaw-Losung: 0,04 % (w/v) Methylenblau
05 M Natriumacetat pH 5,2
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Der RNA-Trander erfolgte mittels Kapillarblot (Thomas, 1980 und 1983) fir 16 h auf eine
Nylonmembran. Dazu wurde zunéchst das Gd %2 bis 1 h in 20 x SSC aquilibriert und mit der
Obersaite nach unten auf Whatman-Filterpapier, das in en Pufferreservoir mit 10 x SSC
recht, aufgdegt. Die Nylonmembran wurde zundchst in ddH,O, anschlielfend in 10 x SSC
aquilibriert und dann luftblasenfre auf das Agarosegd gelegt, mit zwel in 10 x SSC
getrankten  Whatman-Filterpapieren und einem Pepiertuchstapel  bedeckt und mit ener
Glagplatte und enem Gewicht beschwert. Nach 16 h wurde die RNA durch UV-crosdinking
(0,12 J pro cnf) fixiet und die Membran mehrere Made mit ddH,O gewaschen. Zur
Uberprifung der Trandereffizienz und der gleichmaigen Beladung des Gels wurde der Filter
mit MethylenblatrLésung fir 2 min gefabt und die ribosomade RNA durch sukzessives
Entfarben mit 40 % Ethanol dchtbar gemacht (Herrin und Schmidt, 1988). Das Ergebnis

wurde mit Hilfe eines Scanners oder einer Kamera festgehalten.

5.1.7.5 Hybridiserung

Zur Hybridiserung (Khandjian, 1987) wurde ene Nylonmembran mit immobiliserten
Nukleinsduren mindestens %2 h ba 68 °C in dner Hybridiserungsthre mit QuikHyb
Hybridization Solution prahybridisert. Eine radioaktiv markierte DNA-Probe (Kap. 5.1.5)
wurde mit 200 pl Lachssperm-DNA (10 mg/ml) 10 min auf 95 °C ehitzt. Nach dem
Abkihlen der DNA-Probe auf Eis wurden 1 bis 1,5 x10° cpm pro ml Hybridiserungdésung
eingesetzt. Die Hybridiserung efolgte unter Rollen fir 1 bis 16 h be 68 °C. Zur Entfernung
unspezifisch gebundener DNA-Probe wurde die Nylonmembran dreima bei Raumtemperatur
mit 1 x SSC, 0,1 % (w/v) SDS und mindestens zweimal 15 min be 60 °C mit 0,1 x SSC,
0,1% (wh) SDS unter Kontrolle der Redektivitdt auf dem Filter gewaschen. Die
Autoradiographie erfolgte mit einem Kodak X-OMAT AR-RIm fir 3 bis 48 h mit ener
Vedéakefolie b -75 °C. Zur Quantifizierung der Signde wurde die Membran mit einem
Storage Phosphor Screen  exponiet und mit einem Phosporimager SF - (Programm

ImageQuant) ausgewertet.

5.1.8 Bestimmung der mRNA-Halbwertszeit

Die Stabilitét ener spezifischen mRNA wurde mit der RNA synthesis inhibitor-chase method
(Egyhazi, 1974 und 1976, Sehgd und Tamm, 1978) bestimmt. Diese Methode berunt auf der
Inhibition der RNA-Transkription durch unterschiedliche Inhibitoren. Verwendet wurden
Actinomycin D, das die gesamte RNA-Synthese in der Zdle durch Interkdierung in die DNA
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blockiert und 5,6-Dichloro-1-b-D-Ribofuranosyl-Benzimidazol (DRB), en Andogon von
Adenosin, das sdektiv und reversbel die Synthese heterogener, nuklegrer RNA, en Vorlaufer
cytoplasmatischer  mRNA, durch Blockierung der RNA-Polymerase I hemmt. Die
Abbaugeschwindigkeit oder die Habwertszeit eéner mRNA kann dann durch Quantifizierung
der Transkriptmenge Uber enen bestimmten Zetraum hinweg bestimmt werden, da keine
neue RNA synthetisert wird. Dazu wurden subkonfluente Zdlen zum Zetpunkt t = 0 mit
Actinomycin D oder DRB in einer Endkonzentration von 10 pg/ml (Kern e d. 1997) bzw.
20 pg/ml (Nanbu und Nagamine, 1997) zur Inhibition der Transkription behanddt und 24 h
be 37°C und 5 % CO, inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten t = 0, 2, 4, 8 und 24 h
wurden die Zdlen lysert und die RNA wie unter Kapitd 5.1.7.1 beschrieben isoliert. Je 10 pg
der RNA nach DRB-Behandlung wurden mittedls Northern Blot Hybridiserung mit der zu
untersuchenden  Sonde und  nachfolgender  Quantifizierung der  Sgndgake im
Phosphorimager untersucht und die Halbwertszeit der mRNA berechnet. Dazu wurden die
Rohdaten in Abhangigkeit von der Dauer der Actinomycin D bzw. DRB-Behandlung
hablogarithmisch  in  einem Diagranm aufgetragen und die  exponentidle  Regresson

N :N0>19'I U bestimmt (Microsoft EXCEL). Die Habwertszeit wurden dann berechnet

nech T, :llg. Anschlieffend wurden die Halbwertszeiten der verschiedenen Versuche

nd X' A3 ¥’
n ><(n- 1)

gemittedt und die Standardabweichung sz\/ mit Hilfe von Microsoft EXCEL

berechnet.

5.1.9 Uberprifung von mRNA 3'-Enden mittelsRT-PCR

5.1.9.1 DNase-Behandlung von Gesamt-RNA

Fur die reverse Transkription von Gesamt-RNA wurde zundchst eine DNase-Behandiung der
RNA durchgefiihrt. Dazu wurden 20 pg Gesamt-RNA aus dabil trandfizierten  Zdllinien
eingeseizt. Die Resktion efolgte in @nem Volumen von 50 pl in 40 mM Tris pH 7,5, 6mM
MgCl, unter Zugabe von 10 U DNase | fir 30 min be 37 °C. Zur Entfernung der DNase
wurde der Ansatz mit dem glechen Volumen Phenol-Chloroform-lsoamylakohol (25:24:1)
extrahiert und 2 min bei 10.000 x g und Raumtemperatur zentrifugiert. Die obere wéassrige
Phase wurde in ein neues Eppendorfgefd3 Uberfihrt und die untere organische Phase mit dem
gleichen Volumen ddH,O reextrahiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Uberstande
veranigt. Um Phenolreste zu entfernen, wurde der Ansaiz mit dem glechen Volumen
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Chloroform versetzt und 2 min be 10000 x g und Raumtemperaur zentrifugiert. Der
Uberstand (obere wéssiige Phase) wurde abgenommen und aufbewshrt. Die untere Phase
wurde mit enem Volumenantell ddH,O reextrahiet und zur Phasentrennung 2 min be
10.000xg und Raumtemperatur zentrifugiet. AnschlieRend wurden beide  Ubersténde
vereinigt. Nach Zugabe von 1/10 Volumen 2 M Natriumacetat, pH 4 und 1 Volumen
Isopropanol wurde die RNA mindestens 20 min be -20 °C gelagert und anschliel¥end fir
15min be 10000 x g und 4°C prazipitiet. Das Pdlet wurde mit 70 %igem Ethanol
gewaschen, 15 min zentrifugiert und getrocknet. Die RNA wurde in 20 pl ddH>O riickgel 6t
und bis zur weiteren Verwendung ba -20 °C aufbewahrt.

5.1.9.2 ReverseTranskription (RT-PCR)

Fur die reverse Transkription nach Kotewicz et a., 1985 und 1988, von DNase-behandelter
Gesamt-RNA  aus trandizierten Zdllinien wurden jewels dre Ansdtize mit verschiedenen
Oligonukleotiden H-T11A, H-T11C bzw. H-T11G hergestelt. Zunéchst wurden 0,2 pg Gesamt-
RNA in enem Volumen von 19 pl 5min ba 65 °C denturiert und anschlief?end fir 10 min
be 37 °C &uilibriert. Die Resktion efolgte in enem Volumen von 20 yl mit 02 pM
Oligonukleotiden H-T11A, H-T11C oder H-T11G, 20 M dNTPs, 25 mM TrigHCI pH 8,3,
37,6 mM KCl, 1,5 mM MgChk, 5 mM DTT und 100 Units MMLV reverse Transkriptase fur
50 min bei 37 °C. Durch Hitzeinaktivierung des Enzyms be 75 °C fir 5min wurde die
Reaktion gestoppt. Die Lagerung erfolgte bis zur welteren Verwendung bel -20 °C.

5.1.9.3 Spezifische Amplifikation des 3 -Endes

Die Amplifiketion des 3'-Endes der rekombinanten Kaninchen b-Globin-Prothrombin-cDNA
aus pCMVbXho bzw. pCMVbXho-mut efolgte mittdls PCR mit enem spezifischen b-Globin
forward Primer P.l glo fw, der komplementér zu einer Sequenz 110 bis 90 bp vor der Xho I-
Stelle des Vektors pCMVbXho igt, und einem entsprechend dem RT-PCR-Ansatz gewéhlten
Oligo-dT-Primer H-T11A, H-T1;-C oder H-T11G. Fur die PCR-Resktion wurden 50 pl-
Ansdtze mit 10 mM Trig/HCI, H 8,3, 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl, 0,001 % (v/iv) Gelatine,
200 UM dNTPs, je 0,2 uM forward und reverse Primer, 1 pl RT-Ansatz und 25 Units Taq
DNA Polymerase.

Zykluspar ameter:
Denaturierung: 5minbe 95°C
40 Zyklen:
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Denaurierung: 1 minbel 94 °C

Hybridiserung: 1 minbe 37 °C

DNA-Synthese: 1 minbel 72 °C
DNA-Synthese: 7minbe 72°C
Kihlung be 4 °C.

Je 10 yl PCR-Ansatz wurden auf einem 2 %igem andytischen Agarosegd Uberprift und
1,5 yl PCR-Ansatz in die Ligation eingesetzt.

5.1.9.4 TA-Klonierung und Sequerzierung der Fragmente

Fur die Sequenzierung und damit Identifizierung der 3'-Prozesserung der rekombinanten
Kaninchen b-Globin 3'-cDNA-Fragmente wurden die PCR-Ansitze zunéchst in den Vektor
pCROZ.l mittels TA-Klonierung inseriet. Der Vortel ener TA-Klonierung bestent darin,
dass keine weiteren Modifizierungen oder Restriktionen des PCR-Produktes notwendig sind
und es damit direkt in die Ligation eingesetzt werden kann. Das Prinzip besteht darin, dass die
Tag-Polymerase einzelne Desoxyadenosine an das 3'-Ende von PCR-Produkten anheftet. Da
der lineariserte Vektor an beiden Enden einzene 3 -Desoxythymidinreste trégt, erlaubt dies
die effiziente Ligation von Vektor und Insat. Die Ligaiongregktion erfolgte in enem
Gesamtvolumen von 10 yl mit 6 mM TrigHCl, pH 7,5, 6 mM MgCk, 5 mM NaCl, 0,1 mg/ml
BSA (bovine serum albumin), 7 mM b-Mercaptoethanol, 0,1 mM ATP, 2 mM Dithiothreital,
1 mM Spermidin, 50 ng linearisertem Vektor pCROZ.l und 1,5 pl PCR-Produkt fur 72 h bei
14 °C. Anschliefend wurden kompetente TOP10F -Bakterienzdlen mit je 2 ul Ligaions-
ansatz trandformiert (Kap. 5.1.3.1). Zur Sdektion wurden die Zdlen auf ampicllinhatigen
LB-Agaplatten (100 pg/ml) ausgedtrichen und Uber Nacht be 37 °C inkubiet. Zur
Uberprifung der Klonierung wurden Plasmid-Minipréparate hergestellt (Kap. 5.1.1.2). Da
sch an beiden Seiten der Insertionsstedle des Vektors EcoR I-Stdlen befinden, konnten
podtive Klone nach Redriktion der Pasmide mit EcoRI und Auftrennung der
Redriktiondfragmente in  einem  andytischen Agarosegd  identifiziert werden. Diese Klone
wurden fir ene anschlielende automatische Sequenzierung mit dem  Sequenzierautomaten
LI-COR DNA Sequencer 4200 oder bel der Firma SEQLAB Sequence Laboratories Goéttingen
ausgewahit.
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5.1.10 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Sequenzgel 66 cm, 0,2 mm: 2109 Urea
50m 10x TBE (Low Salt)
58 mM  RapidGd XL 40 %
300 m ddHO
200,0 i APS10 %, frisch ansetzen
50,0 4 TEMED

10 X TBE-Puffer (Low Salt): 1340,0 mM Tris
450,0 mM Borat
25,0 mM EDTA

Laufpuffer: 0,8 x TBE-Puffer (Low Sdt)

Die Sequenzierung von doppedrangiger  DNA  efolgte nach dem Prinzip der
Didesoxymethode nach Sanger et d. (1977) mit dem Thermo Sequenase fluorescent labelled
primer cycle sequencing kit with 7-deaza-dGTP. Fir jedes Plasmid wurden vier
Sequenzregktionen mit 0,2 pg Plasmid-DNA, 14,3 % (v/v) DMSO, 0,1 uM IRDyea 700- oder
IRDye& 800-Farbstoff 5'-modifizierte Primer und unterschiedlichen Resktionsgemischen mit
den Didesoxynukleotiden ddATP, ddCTP, ddGTP und ddTTP angesetzt. Diese vier
Resaktionsansdize wurden einer PCR mit folgendem Temperaturprofil unterzogen:
Denaurierung: 2minbe 95°C
30 Zyklen:
Denaurierung: 30 sbel 95 °C
Hybridiserung: 30 shbel 58 °C
DNA-Synthese: 1 minbel 68 °C
Kdhlung ba 4 °C.
Die Proben wurden anschlief3end mit 6 ul Formamide loading dye versetzt und je 1 pl PCR-
Ansstz auf @n 66 cm langes, 02 mm dickes Polyacrylamid-Sequenzgd aufgetragen. Als
Laufpuffer diente 0,8 x TBE (Low Sdt). Die Elektrophorese erfolgte fir 14 h be 2800 V,
40 mA, 55 W und 45 °C in einem Sequenzierautomaten LI-COR DNA Sequencer 4200. Die
Andyse da Sequenzierresktion efolgte vollastomatisch durch  Laserdetektion und
nachfolgender Sequenzierung mit dem Computerprogramm e-Seqg.

5.2 Sequenzrecherche und Datenbanken

Fir die Sequenzrecherche wurden offentlich zugdngliche Datenbanken und Suchprogramme
benutzt. Das Programm BLASTN (Altschul et d., 1997), zuganglich Uber die Internetsaite
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http:/Awww.nchi.nim.nih.gov des National Center for Biotechnology Information (NCBI),
bietet Zugang zu den Daenbanken DDBJ, EMBL und GenBank (Tab. 7) und deckt damit
enen Gro¥el der bekannten Sequenzen ab. Fir das Einpflegen neuer Sequenzen in die
Daenbank GenBank wurde das Programm Bankit, ebenfdls zuganglich Uber NCBI,

verwendet.

Tab. 7: Sequenzdatenbanken und I nter netadr essen.

Datenbank | L okalisation Referenz Inter net-Adresse

DDBJ DNA Databank of Japan, Taenoetd., | http://www.ddbj.nig.ac.jp
Mishima (Japan) 2000

EMBL European Molecular Biology Stoesser et al., | http:/Aww.embl-
Laboratory, Heidelberg 2001, 2002 heidelberg.de

GenBank GenBank at NCBI, National Bensonet d., | http://mww.nchbi.nim.nih.gov
Center for Biotechnology 2002
Information, Bethesda (USA)

5.3 Zdlkultur
53.1 Kultivierung von Zellen

Die Zdlkultivierung erfolgte unter aseptischen Bedingungen (Sterilbank) bei 37 °C und 5 %
(Viv) CO,. Das Medium wurde dle zwe bis dreé Teage gewechsdt. Es wurden derile
Einmdartiked und deriliserte Glasvaren (8 h ba 200 °C) verwendet. Plagikmateridien und
L 6sungen wurden 30 min bei 121 °C und 1 bar Uberdruck autoklaviert

Humane Endothelzellen (HUVEC)

Medium:  Waymouth- Medium mit 20 % FCS, 1 % RDGF, 1 mM Natriumpyruvat,
2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 200 pg/ml Streptomycin.

Humane umbilikde ventse Endothdzdlen wurden in  der  Arbetsgruppe von
Dr. Bernd Potzsch nach der Methode von Jaffe (1973) isoliet. Der fUr die Kultivierung der
Zdlen notwendige RDGF (Retina derived growth factor) wurde ebenfdls in dieser
Arbeitsgruppe nach Klagsburn (1987) prapariert. Die Zelen wurden auf gdatinebeschichteten
Petrischden kultiviert. Zur Beschichtung wurden die Schaden 2 h bai 4 °C mit ener 0,2 %igen
Gdatind bsung (in 0,9 %iger NaCl-L6sung) inkubiert.
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Hepatozyten

Medium: M199-Medium mit 3 % FCS 05 nM Inaulin, 5 nM Dexamethason,
100 U/ml Penicillin, 200 pg/ml Stireptomycin.

Waschmedium: 10 mM HEPES/NaOH, pH 7,35
144  mM NaCl
48 mM KCI
1,2 mM MgSO,
1,2 mM KH2PO4
1 gl BSA
pH auf 7,35 eindelen, Serilfiltrieren.

Préperfusionsmedium: 120 mM NaCl
48 mM KCI
1,2 mM MgSO,
1,2 mM KH2PO4
244 mM NaHCO3
0,25 mM EGTA
mit5 % (viv) CO, begasen, pH 7,35

Per fusionsmedium: 5 mM HEPES/NaOH, pH 7,35
120 mM NaCl
48 mM KCI
12 mM MgSO4
1,2 mM KH2PO4
244 mM NaHCO3
4 mM CaCl,
380 mgl Collagenase
mit5 % (viv) CO, begasen, pH 7,35
Die Prpardion und Kultivierung von priméen Hepatozyten aus ménnlichen Widar-Ratten
(Gewicht ca. 200 g) wurde in der Arbetsgruppe von Prof. Dr. Norbert Katz, Zentrum fir
Klinische Chemie und Pathobiochemie, Justus-Liebig-Universté Gief3en, durchgefihrt. Die
Isolierung der Hepatozyten (Seglen, 1973) nach Offnung der Bauchhohle erfolgte in zwei
aufeinanderfolgenden  Schritten, ener  nicht-rezirkulierenden in  situ  Perfuson Uber ene
Kanlle in der vena portae mit Prperfusonsmedium und ener rezirkulierenden in situ
Perfuson Uber die vena portae mit Collagenase-hdtigem Pefusonsmedium zum Auflésen
des Zdlverbandes. Dazu wurde das aus der Kanile in der vena cava inferior austretende
Peafusonsmedium Uber en Schlauchsysem in en Sammegefdd zurlickgdetet und nach
Oxygenierung und Temperierung auf 37 °C in die vena portae zur Leber zurlickgefthrt.
Thorakd wurde die vena cava inferior durch ene Ligatur unterbunden und damit en
Ruckfluss des Pefusonsmediums zum Hezen verhindet. Anschliefend wurde die
aufgequollenene Leber aus dem Tier herausorgpariert, und die Zdlen wurden aus dem

Gewebeverband gesplilt. Bindegewebe und Kapsdbestandteile wurden vordschtig entfernt.
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Die Zdlsusgpenson wurde filtriert, um sSe von Bindegewebsreten und Zelaggregaten zu
befreen. Durch mehrfaches Waschen und Zentrifugieren (3 min be 15 x @) wurden
Nichtparenchymzellen  und  Zdltrimmer mit dem  Ubedgand  entfent. Das
Hepatozytenssdiment wurde im  viefachen Volumen Waschmedium aufgenommen und  mit
Medium M199, supplementiet mit 3 % FCS und 100 U/ml Penicillin, 100 pg/mi
Streptomycin, im Vehdtnis 115 verdinnt. Zur besseren Anheftung der Zelen in den
Gewebekulturschaen enthidt das Medium wéhrend der ersten 4 h der Inkubation zusdizlich
5nM Insulin und 50 nM Dexamethason. Jewells 3 ml der Zelsuspension, was einer Menge
von ca 2,5 x 10° Zdlen entsprach, wurden in Gewebekulturschalen von 60 mm Durchmessser
pipettiert. Nach 4 h efolgte en Mediumwechsd. Das Standardmedium enthielt eine geringere
Konzentration an Insulin und Dexamethason von 05 nM bzw. 5 nM. DRB-Experimente
wurden 16 bis 20 h nach Kulturbeginn durchgefihrt.

Glatte Muskelzellen (SMC)

Medium: M199 mit 10 % FCS, 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicllin, 100 pg/ml
Streptomycin, Amphotericin.

Vaskulére glaite Muskelzellen aus der Maus wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Klaus

T. Pressner isoliet (Kanse, 1995). Glatte Muskelzdlen aus Schweinesorta wurden nach der

Methode von Kubin et ., 2003, isoliert.

Medien fur die Zdlkultur

CCL-13-Zdlen: DMEM-Medium mit 10 % FCS, 1 mM Natriumpyruva, 2 mM L-
Glutamin, 40 U/ml Penicillin und 40 pg/ml Streptomycin.

CL-48-Zdlen: DMEM-Medium mit 10 % FCS, 1 mM Natriumpyruva, 2 mM L-
Glutamin, 40 U/ml Penicillin und 40 pg/ml Streptomycin.

COS-1-Zdlen: DMEM-Medium mit 10 % FCS, 1 mM Natriumpyruva, 2 mM L-
Glutamin, 40 U/ml Penicillin und 40 pg/ml Streptomycin.

HelL a-Zdlen: RPMI-Medium mit 10 % FCS, 1 mM Natriumpyruva, 2 mM L-
Glutamin, 40 U/ml Penicillin und 40 pg/ml Streptomycin.

HepG2-Zdlen: RPMI-Medium mit 10 % FCS, 1 mM Natriumpyruva, 2mM L-
Glutamin, 40 U/ml Penicillin und 40 pg/ml Streptomycin.

SK-HEP-1-Zdlen: RPMI-Medium mit 20 % FCS (Anfangskultur 40 %), 1 mM
Natriumpyruvat, 2 mM L-Glutamin, 40 U/ml Penicllin und 40 pg/ml

Streptomycin.
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532 Zellpassage

1xHBS, pH 7,55: 137 mM NaCl
4 mM KCl
11 mM Glucose
10 mM HEPES
pH 7,55 mit 1 M NaOH eingellen, Serilfiltrieren.

Trypsin/EDTA: 20 mM HEPES-Puffer, pH 7,6

5 mM EDTA

0,720 % (viv) NaCl

0,005 % (viv) Trypsn

Seilfiltrieren.

Nach Aushbildung enes konfluenten Zdlrasens wurde das Kulturmedium abgenommen, die
Zdlen wurden zweima mit 1 x HBS (37 °C) gewaschen und mit Trypsn/EDTA-LGsung 2 bis
5 min im Zdlkulturschrank inkubiert. Nach dem Abldsen der Zdlen wurde das Trypsin durch
Zugabe von FCS-hdtigem Medium inektiviet. HUVEC und HepG2-Zdlen wurden im

Splittungsverhdtnis 1:3 unter Zugabe von frischem Medium auf neue Schden vertallt.

5.3.3 Einfrieren und Auftauen der Zelllinien

Einfrieren

Die konfluent gewachsenen Zelen wurden mit 1 x HBS gewaschen, trypsniert und mit FCS
hdtigem Medium versetizt. Die Zdlen wurden in en Zentrifugenrdhrchen Uberfihrt und 5 min
be Raumtemperatur und 500 x g (Beckman TJ-6) ssdimentiert. Die Zdlen ener 94 mm-
Schde wurden in 1 ml Medium mit 20 % FCS und 10 % DMSO aufgenommen und in &n
deriles Einfrierréhrchen Uberfihrt. Die Einfrierrdhrchen wurden zunéchst auf 4 °C abgekihit,
2h ba -20°C engefroren und Uber Nacht be -75°C gdaget. Fir die Langzetlagerung
wurden Sein flissgem Stickstoff (-196 °C) bis zur Wiederverwendung aufbewahrt.

Auftauen

Die Zdlen wurden bei 37 °C aufgetat, in eine Zdlkultuschde mit 10 ml Medium Uberfihrt
und Uber Nacht bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Am néchsten Tag wurde das Medium
gewechsdt, um restliches DM SO zu entfernen.
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5.34 Mycoplasmen-Test

Alle Zdllinien wurden regdméddg auf ene Infektion mit Mycoplasmen getestet. Dazu
wurden die Zdlen mindetens dreé Tage in anttibiotikafrdem Medium kultiviet. Der
ZdlUbergand wurde dann mit dem Mycoplasma PCR ELISA-Test von Boehringer Mannheim
nach dem Anwendungsprotokoll des Hergdlers auf eine Kontamination mit Mycoplasmen

untersucht.

5.4 Analyseregulatorischer Sequenzen mittels L ucifer ase-

Reporter genkonstrukten

Die Untersuchung moglicher regulatorischer 5- und 3'-Sequenzen des Prothrombingens
efolgte  mittedls trandenter  Transfektion  verschiedener  Reportergenkonstrukte  in
eukaryotische Zdlen. Hierfir wurde der Plasmidvektor pGL3 Basic der Firma Promega
verwendet. Dieser Vektor enthdlt Luciferase aus Photinus pyralis as Reportergen (Wood et
a., 1984; de Wet et a., 1985 und 1987). Verschieden lange 5'- und 3'-PCR-Fragmente (Kap.
5.1.2.1) des Prothrombingens wurden kloniert und die Expresson des Reporterplasmids ds
Lumineszenz-Signd in @nem Luminometer bestimmt. Zur Normdiserung des Signds wurde
gleichzeitig der Plaamidvektor pRL-TK trandent cotrandfiziert. Dieser Vektor kodiert fir die
Luciferase aus Renilla reniformis (Matthews et d., 1977), die im Vergleich zu der Luciferase
aus Photinus pyralis unterschiedliche Subdrate zur Kadiserung der Lumineszenz-Resktion
bendtigt. Dies macht es moglich, bede Lumineszenzagnde in den Zdlen sequentidl zu
quantifizieren, wobe die Renilla-Luciferase ds interne Kontrolle von Trandfektionseffizienz,
Aufschluss der Zdlen und weiteren experimentell bedingten Varigbilitéen dient.

541 Transente Transfektion

1x PBS, pH 7,4 34 mM NaH;PO4

17,8 mM NaHPO,4

1450 mM NaCl

pH 7,4 mit 1 M NaOH eingtdllen, autoklavieren.
HepG2- und Hela-Zdlen wurden mit dem Lipofectin-Reagenz (Felgner et d., 1987) trandent
trandiziet. Dazu wurden konfluente Zdlen im Verhdtnis 1.2 (HepG2-Zdlen) bzw. 1:3
(HeLa-Zdlen) auf 35 mm-ZdIkulturschaen passagiert und fir 3 bis 5 Tage ba HepG2-Zdlen

oder 24 h ba HelLa-Zdlen bis zu ener Konfluenz von 50 bis 70% Kkultiviert. Vor der
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Trandfektion wurden die Zdlen mit antibiotikafreem Medium (RPMI-Medium, versetzt mit 2
mM Glutamin) gewaschen. Der Einsstiz von 3 pl LipofectinrReagenz und die Cotransfektion
von je 1 pg pGL3 Badc-Reportergenplasmid und pRL-TK-Vektor ewiesen dSch in
Vorversuchen ds optimd. Fir die Transfektion wurden dementsprechend je 1 ug
Reporterplasmid und 1 pg pRL-TK-Vektor mit 100 pl Opti-MEM I-Medium gemischt. In
enem zweten Gefdd wurden 3 pl LipofectinrReagenz mit 100 yl Opti-MEM I-Medium 45
min be Raumtemperaiur inkubiert. Im Anschluss daran wurden Lipofectin-Gemisch  und
Pasmidverdinnung vermischt, weterhin 15 min be Raumtemperatur inkubiert, anschlie3end
mit 0,8 ml antibiotikafrelem Medium versetzt und auf die Zelen pipettiet. Nach 7 h wurde
das Trandektionsmedium durch frisches Medium (RPMI-Medium, 10 % FCS, 2mM
Glutamin) ersetzt und die Zdlen fir wetere 48 h kultiviert. Abschlief3end wurden die Zdlen
mit PBS gewaschen und mit 05 ml PLB-Lysepuffer nach Angaben des Hergdlers lysert.
Die Zdllyste wurden bis zur Bedimmung der Reportergenaktivitdée im Luminometer bel
-75°C aufbewahrt. Alterndtiv wurden trangent trandfizierte Zdlen zur Bestimmung der
Reportergent mRNA-Habwertszeit (Kap. 5.1.8) mit nachfolgender Northern Blot Anayse
(Kap. 5.1.7) engesezt. Hiefir wurden b-Globin-Reportergenkonsirukte  und — zur
Normaiserung der Vektor pRL-TK engesetzt. Die Lyse dar Zdlen efolgte nach DRB-
Behandlung mit Trireagenz.

5.4.2 Bestimmung der Genexpression des Luciferase-Reporters

Die Quantifizierung der Lumineszenzsgnde wurde mit dem Dual-Luciferase Reporter Assay
System im Luminometer durchgeflinrt. Dazu wurden im Luminometer zu 20l Zdllysat aus
Kap. 54.1 zunéachst 100pl Luciferase Asssy Resgent 1| zur Messung der Photinus-
Luciferaseektivitét injiziert. Die Messung efolgte Uber en Intevdl von 10s  Zur
Standardiserung der Transfektionseffizienz wurden direkt im Anschluss an die erse Messung
wetere 100 pl Stop & Glo Reagent injiziert. Dieses Reagenz stoppt die Lumineszenz des
Reporters und aktiviert gleichzetig die Renilla-Luciferase. Nach Quantifizierung der Renilla-
Luciferasesktivitéd Uber ein Intervdl von 10s wurde en von de Trandektionseffizienz
unabhangiger, rdativer Wert des Luciferase-Reporters berechnet.
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55 Stabile Expression von Reportergenkonstrukten in

eukaryotischen Zdllen

Fur die dabile Trandfektion von Reportergenplasmiden wurden verschiedene Methoden
optimiert, um ene moglichs gute Trandektionsffizienz zu erdchen. Benutzt wurden die
Elektroporationsmethode (Wong und Neumann, 1982; Neumann et d., 1982; Potter et d,
1984), das FUGENE 6 Transfection Reagent und das Lipofectin-Reagenz. Fir dabile
Trandektionen wurden Plasmide Endotoxin-frel  prépariert (Kap. 5.1.1.3). Vor der
Transfektion wurden Reportergenplasmide durch eine préparative Redtriktion (Kap. 5.1.1.5.1)
linearisert und die Redriktionsansétze durch Chloroform-1soamylakohol-Extraktion  mit
anchlielfender Fallung (Kap. 5.1.2.5 und Kap. 5.1.2.6) gereinigt. Fir die Sdektion wurden
Pasmide mit Neomycinressenzgen  entweder  cotrandfiziet oder es  wurden
Expressonsvektoren mit Neomycinresstenzgen verwendet. Sdektioniert wurde in Medium
mit Zusatz von 0,3 bis 1,5 mg/ml G418.

55.1 Stabile Transfektion mittels Elektroporation

Rekombinante Kaninchen b-Globin-Reportergenkonsirukte wurden fir die Bestimmung der
MRNA-Habwertszeit dabil in HepG2-Zdlen trandiziert. Dazu wurde der Sdektionsvektor
pSV2neo, dea eukayotischen Zdlen ene Neomycin-Ressenz vermittelt, cotrandfiziert.
HepG2-Zdlen wurden in der logarithmischen Phase geerntet (50 - 70 % Konfluenz), zweimd
mit HBS gewaschen und mit TrypsnEDTA-L6sung (Kap. 5.3.2) Uberschichtet. Nach 2 bis
3 min Inkubationszeit bel 37 °C wurde das Trypsin durch Zugabe von HBS inaktiviert und die
Zdlzahl im Cdl Counter bestimmt. Anschlie}end wurde die Zdlsuspenson pdletiert (4 min
bei 500 x @), nochmds mit HBS gewaschen und ene Zdlzahl von 1440° mit HBS
dngestellt. Pro Elektroporationsansatz wurden 500 pl Zelsuspension (entspricht 740° Zelen)
mit 2 pg pSv2neo-Plasmid und 20 pg b-Globin-Reporterkongtrukt  (Verhditnis  1:10)
gemischt, in eine 0,4 cm-Elektroporationskiivette pipettiert und 10 min bel Raumtemperatur
inkubiert. Vor der Elektroporation bet 260 V und 960 uF wurde das Zdl-DNA-Gemisch
nochmas gemischt. Nach Anlegen enes dektrischen Impulses betrug die Zeitkondtante t im
Idedfadl 34 ms Die Zdlen wurden emneut 10 min be Raumtemperatur inkubiert, in 10 ml
RPMI-Volmedium mit 10 % FCS 2 mM Glutamin und Penicllin-Streptomycin
resuspendiert und in ener 100 mm-Zdlkulturschade bel 37 °C und 5 % CO, kultiviert. Nach
48 h wurden die Zdlen 1.4 passagiet und bis zur Ausbildung von sngulaen Klonen in
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Sdektionsmedium (1,5 mg/ml G418) kultiviert. Anschlie?end wurden 60 bis 500 Klone
gepoolt und die so entstandenen Zd llinien unter Sdlektionsdruck weiter kultiviert.

55.2 Stabile Transfektion mit FUGENE 6

Zusdzlich zu der Elektroporationsmethode wurden HepG2-Zdlen mit  b-Globin-
Reporterkonstrukte  und  SV2neo mittds FUGENE 6-Reagenz cotrandfiziet. Fir einen
Trandektionsansatz wurden 9 pl FUGENE 6-Reegenz direkt in 91 pl serumfrees Medium
(RPMI-Medium mit 2 mM Glutamin) pipettiert, worauf dch ene finfmindtige Inkubation bei
Raumtemperatur anschlof3. Diese Losung wurde tropfenweise in eine DNA-LGsung aus 5 pg
Reporterkonstrukt  und 0,5pug  Sdektiongolasmid pSV2neo pipettiert, das Trandektions-
gemisch weitere 15 min ba Raumtemperatur inkubiert und anschliel}end tropfenweise auf die
Zdlen gegeben. 24 h nach Trandektion wurden die Zdlen im Vehdtnis 1.2 in
Sdektionsmedium (RPMI-Medium mit 1 mg/ml G418, 10 % FCS, 2 mM Glutamin und 40
U/ml Penicillin, 40 pg/ml Streptomycin) gesplittet, zwischen 60 und 200 Klone verenigt und
die Zdlen waiterhin unter Sdektion mit G418-hatigem Medium kultiviert.

5.5.3 Stabile Transfektion mit Lipofectin

Fur die dabile Trandfektion von HepG2- und COS-1-Zdlen mit der rekombinanten
Prothrombin-cDNA wurde der Saugerexpressonsvektor pcDNA3 verwendet. Da dieser
Vektor das Neomycin-Ressenzgen tragt war keine Cotransfektion notwendig. Fur die
Trandektion wurden 10 pl LipofectinrReagenz mit 100 pl Opti-MEM [-Medium 45 min be
Raumtemperatur inkubiet und mit 2 pg lineariserter Plasmid-DNA  (Restriktion mit Ssp 1),
verdinnt in 100 pl Opti-MEM I-Medium, gemischt. Nach 15 min wurden 1,8 ml serumfreles
RPMI- oder DMEM-Medium, supplementiet mit 2 mM Glutamin, zu dem Lipofectin-DNA-
Gemisch pipettiet und subkonfluente Zdlen in 60 mm-Zdlkulturschaen damit Uberschichtet.
16 h nach der Transfektion wurde das Medium gewechsdt und die Zelen wurden weitere
24h mit RPMI- bzw. DMEM-Vdlmedium, inklusve 10 % FCS und 2 mM Glutamin,
kultiviet. Im Anschluss daran wurden die Zdlen 1:4 in 100 mm-Zdlkulturschalen passagiert
und bis zur Ausbildung sngulérer Klone unter Zusatz von 0,8 mg/ml Neomycin (G418)
sdlektioniert. 500 bis 2000 Klone wurden vereinigt und die so entstandenen Zdlpopulationen
unter Selektionsmedium fir Northern Blot und Western Blot Andysen weiter kultiviert.
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5.6 Proteinanalytische M ethoden
56.1 Lysevon Saugerzellen mit RI PA-Puffer

RIPA-Puffer: 20 mM TrigHCl, pH 7,5
150 mM NaCl

1,0 %(viv) Nonidet P-40

0,5 % (w/v) Natriumdeoxycholat

1 x Complete™ Proteasen Inhibitoren Cocktail.
Konfluente HepG2- oder HUVEC-Zdlen wurden je einmd mit HBS (Kep. 5.3.2) und PBS
(Kap. 5.4.1) gewaschen, mit RIPA-Puffer Uberschichtet und 30 min bel 4 °C geschiittet. Mit
Hilfe enes Zdlschabers wurden die Lysate von der Kulturschae (£ 94 mm oder A 145 mm)
abgddst und in Resktionspefde Uberfihrt. Nach 10 min Zentrifugation be 10.000 x g und
4°C wurde der Uberstand diquotiet und bis zur Vewendung bei -75 °C aufbewahrt. Die
Bestimmung der Proteinkorzentration erfolgte nach Lowry (1951) mit Hilfe eines von der

FirmaPierce erhdtlichen Tests.

5.6.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry

BSA-Standar dlésungen: 0,025 pg/ul, 005 pgul, 01 pg/ul, 015 pgul und 02 pgul
BSA in20 mM TrigHCI, pH 7,5

Pier ce-Reagenz: 1:50 BCA Protein Assay Reagenz B in BCA Protein Assay Rea
genz A

De Proteingehdt der Probe wurde bestimmt, indem 20 pl ener geeigneten Verdinnung in

einer ELISA-Patte mit 200 pl Pierce-Reagenz versetzt und nach 30 min Inkubation bei 37 °C

die Extinktion be 550 nm gegen einen Leerwert gemessen wurde. Anschliel3end wurde die

Konzentration anhand der durch die Standardwerte definierten Eichgeraden berechnet.

5.6.3 Probenvorbereitung fur die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

6 x SDS-Auftragspuffer: 03 M TrigHCI, pH 6,8
10,28 % (wi) SDS
36 % (viv) Glycerin
06 M DTT
0,012 % (wiv) Bromphenolblau

Eine 10 pg entsprechende Menge Séugerzdllysat wurde mit ddH,O auf 20l aufgefiilt und
mt 4 pyl 6 x SDS-Auftragspuifer versstzt. Vor dem Auftrag auf das Ge wurden die
Proteinproben fur 10 min bel 96 °C erhitzt.
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5.6.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

1 x SDS-L aufpuffer: 50 mM Tris
384 mvi Glyadn
02 %(wh) SDS

Rotiphorese Gel 30: 30 % (wiv)  Acaylamid
0,8 % (wh) N,N-Methylen-Bis-Acrylamid

Pipettierschema fir 2 Minigele:

Trenngel Sammelgel

Acrylamid 8% 10 % 12 % 5%
ddH,O 45 ml 3,85 mi 32ml 5,65 ml
Rotiphorese Gel 30 2,7ml 3,35 ml 40ml 1,65ml
3M TrigHCI pH 8,8 25ml 25ml 25ml -
0,5M Tri/HCI pH 6,8 - - - 24ml
50 % (v/v) Glycerin 200 pl 200 200 pl 200l
10 % (w/v) SDS 100 100 100 100l
10 % (w/v) APS 100 100l 100l 200l
TEMED 10l 10ul 10u 5u

Die Auftrennung von Proteinen efolgte mittds diskontinuierlicher  SDS-Polyacrylamid-
geeektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (1970). Je nach Molekulargewicht der
aufzutrennenden Proteine wurden Trenngele zwischen 8 % und 12 % Acrylamid gewéhlt. Die
Grofe der Gele betrug 90 mm x 60 mm x 0,75 mm. Zur Hergtdlung des Gels wurde zunéchst
das Trenngd gegossen und mit ddH,O Uberschichtet. Nach dem Auspolymeriseren wurde
das Wasser mit Filterpapier abgesaugt, das Sammelgel gegossen und der Kamm gesteckt.
Nach 30 min wurde das Gel in die Apparatur (Protean [1-Minigelapparatur) eingesetzt, mit
SDS-Laufpuffer Uberschichtet, und die Proteinproben wurden in die gespilten Geltaschen
aufgetragen. Zur Abschézung des Molekulargewichts der Proteine wurde en Standard
gefarbter  Proteine definierter Grofie mitgefihrt. Die Elektrophorese erfolgte 1 %2 bis 2 Y2 h
be ener kongtanten Spannung von 100 V bis zum Audaufen der Bromphenolblaubande des
Auftragspuffers.
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5.6.5 Western Blot Analyse

Fur immunologische Nachweisverfahren wurden die Proteine mittds einer SDS-Polyacryl-
amidgeldektrophorese aufgetrennt und  anschlieeend auf  ene  Nitrocdlulosemembran
trandferiert. Die pezifische Erkennung des jeweligen Protens efolgte durch enen
Primaantikorper, an den en POD-gekoppelter Sekunddrantikdrper  bindet.  Zur
Immunodetektion wurde das ECL-System verwendet. Die ECL-Detektionsreagenzien
enthdten Luminol. Durch die von de Wassrdoffperoxidase katdyserte Oxidation von
Luminol gelangen Elektronen auf ein hoheres Energieniveau. Beim Ubergang der Elektronen
in den Grundzustand wird die frewerdende Energie in Form von Licht abgedtrahlt. Durch
Emissonsversaker kann das Signd auf enem FHIm (X-OMAT AR) sSchtbar gemacht

werden.

5.6.5.1 Elektrotransfer der aufgetrennten Proteine auf eine Nylonmembran

Blotpuffer: 20 mM Tris

216 mM Glydn

20 % (viv) Methanal
Fir den Elektrotrander wurden in ener Gelkassette Iuftblasenfrel en Fiberglaspolster, zwel
Lagen Filterpapier, die mit Blotpuffer benetzte Nitrocdlulosemembran, das SDS-Gd, zwe
Lagen Filterpapier und en weiteres Fiberglaspolster Ubereinander geschichtet. Die Kassette
wurde verschlossen, zusammen mit enem Kihlaggregat in die Blotzdle eingesetzt und mit
Blotpuffer Uberschichtet. Der Transfer erfolgte unter Kihlung bel 100 V Uber eine Zeitdauer
von 1 Y2h. Anschlie3end wurden die Proteine auf der Membran mit Ponceau S-Losung (1.5
verdinnt in PBS) dchtbar gemacht und zur weiteren Auswertung fotokopiert. Die Membran
wurde dann durch mehrmaliges Waschen mit ddH,O wieder entférbt.

5.6.5.2 Immunodetektion von Proteinen

1x PBS, pH 7,3: 14000 mM NaCl

27 mM KCl

10,1 mM NaHPO,

1,8 mM KH2PO4
Zur Absitigung der freen Bindungssdlen wurde die Nitrocdlulosemembran in 10 %
Magermilch (w/v) in 1 x PBS ba Siugazdllysaten bei 4 °C Uber Nacht inkubiert. Vor
Zugabe des Primarantikdrpers wurden die in Magermilch blockieten Membranen einmd  mit

0,1 % (v/v) Tween 20 in PBS gewaschen. Der Primé&rantikOrper wurde in einer Konzentration
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von 1500 bis 1:10000 in 01 % Tween/PBS zugesetzt und die Membran 1 h be
Raumtemperatur auf einem Roallinkubator inkubiert. Nach 4 bis 5 Waschschritten in 0,1 %
Tween/PBS wurde der Sekundérantiktrper zugegeben (Ziege-anti-KaninchenlgG, POD-
gekoppelt:  1:10000; Kaninchen-anti-Maus-1gG, POD-gekoppdt: 1:5000) und %2 h be
Raumtemperatur inkubiert. Der Blot wurde 4-5-ma mit 0,1 % Tween/PBS und einmad mit
PBS gewaschen. Die beiden ECL-Detektionsreagenzien wurden 1:1 gemischt (je 25 ml) und
de Membran 1 min dain gexchittdt. Die Membran wurde Iuftblasenfre in Folie
aengeschweil@ und in einer Fimkassette fixiert. Die Beegung des Blots mit einen Kodak X-
OMAT AR-FIm efolgte in der Dunkelkammer je nach Stérke des Sgnas fir 1 s bis 30 min.
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6 Zusammenfassung

Der G20210A-Polymorphismus im humanen Prothrombingen liegt in der 3-UTR der mRNA
und betrifft das letzte Nukleotid. Die Mutation fuhrt bel Patienten zu einer erhohten Plasma-
Prothrombinkonzentration und zu einer versdrkten Thromboseneigung. Das Thromboserisiko
ist fir diese Pdienten 1,3- bis 6,6-fach erhoht. Die Mutation beeinflusst aufgrund ihrer Lage
nicht die Struktur des Proteins. Deshdb wurde poduliert, dass die erhohte
Prothrombinkonzentration bei  betroffenen Patienten durch ene verlangerte Habwertszeit der
Prothrombin-mRNA, durch ene verbessate  Transkriptions-,  Trandaions-  oder
Polyadenylierungseffizienz verursacht  wird.  Die  Aufkl&rung des  zugrunde  liegenden
Mechanismus it V oraussetzung fur die Entwicklung von thergpeutischen Strategien.

Zur Untersuchung der Hypothese der mutationsbedingten htheren Stabilitdt der Prothrombin-
MRNA wurden sowohl Wildtyp as auch 20210A 3'-Prothrombinbereich mit 97 bp 3'-UTR
und 143 bp 3-flankierende Region vor das 3'-Poly A-Signd enes b-Globinreporterplasmids
inseriert. Dieses Vektorsysem ermdglicht aufgrund der hohen Habwertszeit der Globin-
MRNA die Messung des Einflusses der 3'-Prothrombinregion auf die Stabilitét der Reporter-
MRNA. Die G20210A-Mutation an der Polyadenylierungsstelle des Prothrombingens fihrte
in b-Globinexpressonsstudien und be rekombinanter Expresson in verschiedenen Zdllinien
nicht zu ene vedndeten Hdbwertszat im Veglech zur Wildtyp-mRNA. Sowohl die
endogene Prothrombin-mRNA ds auch b-Globin-Prothrombin-Hybride wiesen ene hohe
Habwertszeit von 17 bis 50 h in prim&en Leberzdlen und verschiedenen Zdllinien auf.
Daba war die Stabilitdt der mRNA abhdngig von der Art der verwendeten Konstrukte und
vom Differenzierungsstatus der Zellen.

Die Polyadenylierung erfolgte bei den b-Globinkongtrukten nicht an der Poly A-Stele der
Prothrombin 3'-Region, sondern ausschliedich an der stromabwérts gelegenen Poly A-Stele
des Reporterplasmids. Nach Exzison der Vektor-Poly A-Selle war eine  unvollsdndige
Prozesserung zu beobachten. Diese Daien weisen auf ein schwaches Polyadenylierungssigna
oder auf fehlende cisregulatoriscche Elemente in der  3-Prothrombinregion hin. Die
Verldngerung der  3-flankierenden  Prothrombinregion  fuhrte zur Reduzierung  der
Transkriptzahl auf zwel Transkripte, von denen das kleinere vermutlich die korrekt an
Postion 20210 polyadenyliete mRNA, das grofRere dagegen die Pr&mRNA oder en
inkorrekt prozessiertes Transkript représentierten.  Demnach  enthdt die erwetete 3'-
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flankierende Region zusédtzliche regulatorische Elemente, die jedoch nicht zu einer 100 %igen
Polyadenylierung fuhren.

Der  Vegech von Wildtyp- und 20210A-Transkriptmengen zeigte bea  b-
Globinreportersystemen  und  bel  rekombinanter  mRNA  enen ehdhten Antel an
polyadenylieter  mRNA be der Mutante. Diese Verschiebung zugunsten der korrekt
prozessierten und damit fir die anschlieiende Trandation funktiondlen mRNA flhrte be
Uberexpresson der mutieten Variante zu einer gegeniber dem Wildtyp 4-fach erhdhten
Proteinkonzentration. Die Insation der  verldngeten  3'-Prothrombinregion  in @n
Luciferasereportersystem  fulhrte in Ubereingimmung mit den zuvor beschriebenen Befunden
bel der Mutante zu einer erhdhten Luciferasesktivitét.

Alle Daten sprechen dafir, dass der erhthte Prothrombinplasmaspiegel be Patienten mit der
G20210A-Trandtion im Prothrombingen durch ene verbessarte Polyadenylierungseffizienz
der Pr&mRNA hervorgerufen wird. Der damit verbundene Angtieg der Prothrombin-mRNA-
Menge konnte be Patienten zu ener vermehrten Trandation und Proteinbildung flhren.
Diese Befunde simmen mit dem bel Mutationsrdgern erhohten Plasmagehdt an Prothrombin
Uberein. Die wetere Untersuchung der betaligten cis-regulatorischen Sequenzelemente und
der daran bindenden Faktoren konnte zu einem besseren Verstandnis von Mutationen in der
3 -untrandatierten Region weterer Gene fihren, die ene Erhdhung der mRNA-Menge zur
Folge haben und ds Grundlage fr zukiinftige Thergpien dienen.
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7 Abklrzungen und Symbole

A

A Adenin

Amp Ampidllin

APS Ammoniumperoxodisulfat

ARE AU-rich element

AS Aminosaure

ATP Adenosn-5’ -triphosphat

B

Bis N,N’-Methylen-Bis-Acrylamid

bp Basenpaare (base pairs)

BSA bovine serum albumin

C

c Konzentration [ug/ul]

C Cytosn

°C Grad Cddus

cDNA complementary DNA

C/EBP CCAAT enhancer binding protein
CIP Alkaline Phosphatase, CaAlf Intestind
CMV Cytomegdovirus

CTP Cytidin-5’ -triphosphat

D

A Durchmesser

Da Ddton

ddATP 2,3’ - Didesoxyadenosintriphosphat
ddCTP 2,3’ - Didesoxycytidintriphosphat
ddGTP 2,3 -Didesoxyguanos ntriphosphat
ddH,O Delonisertes Wasser

ddTTP 2,3 - Didesoxythymidintriphosphet
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

DNase Deoxyribonuklease

dNTP Desoxyribonukleotidtri phosphat
DRB 5,6-Dichloro- 1-b - D- Ribofuranosyl- Benzimidazol
dsDNA doppelstréngige DNA

DTT 1,4-Dithicthreitol

E

E. cali Escherichia coli

EBV Epstein Bar Virus

EDTA Ethylendiamintetraessgsiure

EGTA Ethylenglykol- bis- (2-aminoethylethyl) - tetraessigsaure
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EMSA
EtBr

F
FCS

GST
GTP

HBS
HEPES
HNF-1
HUVEC

kDa
KOACc
kV

LB
LiAc

3333=&%wg3=3 2
w

Electrophoretic Mobility Shift Assays
Ethidiumbromid

Fotales Kédberserum (fetal calf serum)

Erdbeschleunigung (9,81 m/s?)
Guanin

Glutathion S Transferase
Guanosn-5’ -triphosphat

Stunde

HEPES- gepufferte Kochsa zldsung
4-(2-Hydroxyethyl)- 1- Piperazinethansulfonsaure
hepatocyte-specific nuclear factor-1

Humane Nabe schnurvenen- Endothelzdlen (human
umbilical vein endothelial cells)

Isopropyl-b-D-Thiogdactosd

Kilobasen
Kilodaton
Kaiumacetat
Kilovolt

Liter
Waelenlange
Luria-Bertani
Lithiumecetat

Meter

Molar [mol/l]
Milliampere
Polylinkerregion (multiple cloning site)
Mikrofarad
Mikrogramm
Mikroliter
Milligramm
Milliliter
Minute
Millimeter
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mvi
MOPS
MRNA
MW

N

Na
Natriumdeoxycholat

NaAc
ng
nm

@)

oD
ori

PAGE
PBS
PCI
PCR
RDGF
PEG
Pfu

REMSA
RNA
RNase
RPMI
rRNA
rpm
RSV

RT

S

S
SDS
SDS-PAGE

T

t

T
TAE
Taq
TBE

Millimolar [Millimal/l]
3-(N-Morphalino)-Propansulfonsiure
Messenger Ribonukleinsiure
Molekulargewicht

Natrium

Deoxycholsdure Natriumsadz (3a,12a - Dihydroxy-5b -
Cholansiure Natriumsalz)

Natriumacetat

Nanogranm

Nanometer

Optische Dichte (Absorption)
Replikationsursprung (origin of replication)

Polyacrylamidgel el ektrophorese

Phosphatgepufferte K ochsal zl6sung

Phenol- Chloroform-1soamylakohol

Polymerase- K ettenreaktion (polymerase chain reaction)
Retina derived growth factor

Polyethylenglycol

Pyrococcus furiosus

Peroxydase

RNA Electrophoretic Mobility Shift Assays
Ribonukleinsaure

Ribonuklease

Roswdl Park Memorid Inditute (Medium)
ribosomale RNA

Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
Rous Sarcoma Virus

Reverse Transkription

Sekunde
Sodiumdodecylsulfat
SDS-Polyacrylamidgel el ektrophorese

Zet

Thymidin
Tris-Acetat-EDTA
Thermus aquaticus
Tris-Borat-EDTA
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TCA
TE
TEMED
TF
TFPI
Tris
TTP
Tween

U

U
UAS
UTR
uv

Vv

V
viv
Voal.

W

wiv

Trichloressigsaure

TrissEDTA
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

Tissue Factor

Tissue Factor Pathway Inhibitor
Tris-Hydroxymethylaminomethan

Thymidin-5’ -triphosphat
Polyoxyethylensorbitan Monolaurat (Tween 20)

Einhdten (units)

upstream activating sequence
untrandatierte Region
Ultraviolett

Vot
Volumenprozent
Volumen

Gewichtsprozent
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