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1.  Zusammenfassung

Transforming Growth Factor-betal (TGF-B1) ist ein multifunktionales Zytokin mit vielfaltigen
Aufgaben in physiologischen und pathologischen Organprozessen. Im Rahmen vieler
Erkrankungen verandert sich die extrazellulare TGF-B1-Konzentration, die z.B. bei
fibrosierenden Krankheiten erhéht ist. Zudem sind genetisch bedingte interindividuelle
Unterschiede der TGF-B1-Plasmakonzentration beschrieben. Um die komplexen Einflisse
auf die TGF-B1 Expression, Synthese, Prozessierung und Sekretion besser verstehen zu
kdnnen, ist es wichtig die Rolle involvierter Proteine wie der subtilisin/kexin-like Serin-Endo-
protease Furin und des TGF-B1 Bindungsproteins LTBP-1 sowie genetischer Varianten zu
kennen. Das Wissen um die physiologischen Verhaltnisse erlaubt pathologische Ablaufe
nachzuvollziehen, gezielt zu beeinflussen und im Falle von genetischen Polymorphismen
Erkrankungsrisiken abzuschatzen. TGF-B1 Genpolymorphismen werden als Faktoren der
zeitlich sehr variablen Leberfibroseentwicklung und -progression in Folge einer chronischen
Hepatitis C Infektion diskutiert. Auf welche Weise sie die TGF-B1 Wirkung modulieren, wurde

in der vorliegenden Arbeit analysiert.

Im ersten Teil der Experimente wurde der Einfluss des TGF-B1 Genpolymorphismus im
Promotorbereich an Position =509 sowie der SNPs in Codon 10, Codon 25 und Codon 263
auf die Hepatitis C induzierte Leberfibrose in vivo untersucht. Dazu wurden entziindliche
Aktivitat (Grading) und Fibrosegrad (Staging) von 430 Leberbiopsaten bestimmt, die DNA
aus dem in Paraffin eingebetteten Gewebe isoliert und die Genotypen mittels LightCycler
Analysen ermittelt. Fiir die Polymorphismen in Codon 10, Codon 25 und Codon 263 waren in
Vorversuchen LightCycler-Programme entworfen worden, die fir diese Experimente
optimiert werden mussten. Zur Analyse des Polymorphismus an Position —509 wurde ein
neues LightCycler-Programm etabliert. Anschliefiend wurden Geschlecht und Polymor-
phismen statistisch mit Grading und Staging korreliert. Auflerdem wurde untersucht, ob
Patienten mit milder Fibrose statistisch signifikant unterschiedliche Allelfrequenzen
aufweisen als Patienten mit schwerer Fibrose. AbschlieRend wurden die einzelnen
Polymorphismen auf Abhangigkeiten tberpriift.

Bei der Datenanalyse zeigte sich ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem
Geschlecht und dem Fibrosegrad (p=0,0030) sowie der Art des Polymorphismus in Codon
10 und dem Fibrosegrad (p=0,0183). Dabei waren Patienten mit schwerer Fibrose haufiger
heterozygot als Patienten mit milder Fibrose. Fir die anderen Polymorphismen ergab sich
keine statistisch signifikante Korrelation zwischen der Art des Polymorphismus und dem
Staging. Aulerdem hatten die Polymorphismen keinen Einfluss auf die entzindliche
Aktivitat.



Bei der Analyse der Allelfrequenzen des Promotorpolymorphismus zeigte sich ein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen ,milde Fibrose® und ,schwere Fibrose®.
Patienten mit milder Fibrose wiesen signifikant haufiger das T-Allel und signifikant seltener
das C-Allel auf (p=0,019). AuBerdem zeigten Patienten der Gruppe ,schwere Fibrose"
verglichen mit der Allelverteilung des Gesamtkollektivs signifikant haufiger das C-Allel
(p=0,019) und signifikant seltener das T-Allel (p=0,019). Zwischen den Gruppen ,milde
Fibrose“ und ,schwere Fibrose“ zeigte sich dabei kein Unterschied in den Allelfrequenzen
der anderen Polymorphismen.

Bei der Analyse der Haplotypen ergab sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem
Promotorpolymorphismus und dem Polymorphismus in Codon 10 sowie Codon 263.
Aulerdem zeigte sich eine Assoziation zwischen den Polymorphismen in Codon 10 und
Codon 25.

Im zweiten Teil der Experimente wurden die Einflisse der Proteinkonvertase Furin und des
Bindungsproteins LTBP-1 sowie der Polymorphismen in Codon 10 und Codon 25 auf
Expression und Sekretion des humanen TGF-B1 in vitro analysiert. Zunachst wurden
Vektoren synthetisiert, die hTGF-f1 C-terminal mit EGFP oder dem Flag-Oktapeptid
fusionierten und das Gen unter die Kontrolle des CMV-Promotors stellten. Diese Plasmide
wurden in CHO und LX-2 Zellen eingebracht und die Funktion der Konstrukte mittels
Western Blot Analysen, Konfokal- und Immunfluorenszensmikroskopie tGberprift.

Die Rollen von Furin und LTBP-1 bei der hTGF-1 Synthese, Prozessierung und Sekretion
wurden durch Ko-Expressionsexperimente untersucht. Dabei wurden die Zellen entweder
alleine mit dem hTGF-B1-Flag Expressionskonstrukt oder zusatzlich mit einem Furin
und/oder LTBP-1 Expressionskonstrukt transfiziert. Nach 72 Stunden wurden die Zellen
geerntet und die hTGF-B1-Flag-Konzentration der Zelllysate bzw. Uberstande der 4 Anséatze
in Western Blot und ELISA Analysen verglichen. Aullerdem wurden die in vivo vor-
kommenden Allelvarianten 10Leu/25Arg, 10Pro/25Pro und 10Pro/25Arg der Signalsequenz
in hTGF-p1-Flag Expressionskonstrukte kloniert und deren Einflisse ebenfalls durch
Western Blot und ELISA Analysen untersucht. Der eingesetzte Flag-ELISA wurde fir diese
Experimente neu etabliert.

Die hTGF-f1 Expressionsplasmide waren sowohl in CHO als auch in LX-2 Zellen aktiv.
Durch die Fusion mit dem unter UV-Licht grin fluoreszierenden EGFP konnte in der
Konfokalmikroskopie gezeigt werden, dass hTGF-B1 intrazellular hauptsachlich im Zytosol in
dichten Vesikeln konzentriert vorliegt.

Synthese und proteolytische Spaltung von hTGF-1 wurden durch Furin und LTBP-1 in den
beiden Zellsystemen in unterschiedlicher Weise beeinflusst. In CHO Zellen steigerte die

Furin und/oder LTBP-1 Ko-Expression die hTGF-B1-Konzentration in Zelllysaten und Uber-



stdnden. Dagegen wurde die hTGF-f1 Synthese in LX-2 Zellen durch Ko-Expression
supprimiert.

Unter den Kulturbedingungen Transfektion bei hoher Zelldichte, Reduktion der FKS-
Konzentration auf 0,2% nach 24 Stunden und Ernten der Zellen nach weiteren 48 Stunden
fihrte die Nukleotidsubstitution an Position +869 von Thymin durch Cytosin sowie der
Austausch von Guanin durch Cytosin an Position +915 des hTGF-B1 Gens zu einer

Abnahme der hTGF-p1-Konzentration in Zelllysat und Uberstand.



2.  Einleitung

2.1 Leberfibrose und Leberzirrhose

2.1.1 Leber: Allgemeines

Die Leber ist mit einem durchschnittlichen Gewicht von 1,5 kg das grof3te parenchymatdse
Organ des menschlichen Korpers. Sie liegt, Uber die Facies diaphragmatica mit dem
Zwerchfell verwachsen, Uberwiegend im rechten Oberbauch in enger Nachbarschaft zu
Gallenblase, Gallengang, Pankreas, Magen, Duodenum und Colon [1,2]. Die Funktionen der
Leber sind vielfaltig. Sie erfiillt lebenswichtige metabolische, synthetische, katabole und
biotransformatorische Aufgaben. Zudem dient die Leber als Speicher- und Ausscheidungs-

organ [1,2].

Abb. 1: Oberbauchorgane ohne Magen
in der Vorderansicht.

Dargestellt ist die physiologische Anato-
mie des Oberbauches mit Leber, Gallen-
blase, Pankreas, Milz, Duodenum und
M den zugehorigen Gefalten.

Der Magen ist nicht abgebildet.

9 Truncus
4 coeliacus

A lienalis

A W, lienalis

* V. mesentarica
inferior

Pankreas
A, mesenterica
superior

Duodenum V. mesenterica superior

Renz-Polster et al. 2006 [5]

Das klassische Leberlappchen auch Zentralvenenlappchen genannt, stellt die morpho-
logische Untereinheit der Leber dar. Die Leberbalkchen bestehen aus einer Zellschicht von
Leberepithelzellen (Hepatozyten) und laufen parallel zu den Sinusoiden und Gallenkanalikuli
auf die Zentralvene zu. Durch die Sinusoide fliel3t Mischblut aus den Leberarterien und der
Pfortader, welches tber die Zentralvene zur Lebervene und Uber die Vena cava inferior zum
rechten Atrium stromt. Die Definition des Leberazinus bezieht sich auf die funktionelle Einheit
der Leberstruktur. Ein Leberazinus umfasst Teile zweier benachbarter Zentralvenen-
lappchen. Die Ecken des im Anschnitt rhombenférmigen Azinus werden von den Zentral-
venen der beiden Leberlappchen und zwei Periportalfeldern gebildet. Die Periportalfelder
bestehen aus lockerem Bindegewebe, in welches eine Interlobulararterie und —vene, ein

kleiner Gallengang, Lymphgefalle sowie sympathische und parasympathische Nerven



eingebettet sind. Arterie, Vene und Gallengang werden zusammen als Glisson-Trias
bezeichnet. Aufgrund unterschiedlicher Sauerstoff-, Nahrstoff- und Hormonkonzentrationen
des sinusoidalen Mischblutes sowie der metabolischen Heterogenitat der Hepatozyten lasst
sich der Leberazinus in drei Zonen gliedern. Diese drei Zonen werden durch Hypoxie, Noxen
und andere toxische Einfliusse in unterschiedlichem Ausmal geschadigt. Die periportalen
Bezirke sind besonders anfallig gegeniber toxischen Substanzen, wahrend die zentro-
lobuldren Areale empfindlicher auf Sauerstoffmangel und Minderdurchblutung reagieren
[1,2].

Die Leberepithelzellen sind an zahlreichen Stoffwechselprozessen wie der Entgiftung von
Ammoniak und Bilirubin, dem Abbau von kérpereigenen Hormonen und Medikamenten, der
Glukoneogenese, dem Lipidstoffwechsel und der Synthese von Exportproteinen beteiligt. Die
Apicis der kubischen oft diploiden und teilweise mehrkernigen Hepatozyten bilden die
epithellosen Gallenkanalikuli, in welche die Gallensalze aktiv sezerniert werden. Die Mikrovilli
der Hepatozytenbasis reichen ohne abgrenzende Basalmembran in den Disse-Raum. Der
Disse-Raum dient dem Stoffaustausch zwischen dem sinusoidalen Blut und den
Hepatozyten und enthalt wenige Kollagenfibrillen, hauptsachlich Kollagen-lll und die
perisinusoidalen Hepatischen Sternzellen (HSCs). Diese fibroblastenahnlichen, im Ruhe-
zustand abgerundeten Zellen, die auch als Lipozyten oder Ito-Zellen bezeichnet werden,
weisen zahlreiche Vitamin-A-haltige Lipidtropfen auf und produzieren das sparliche Binde-
gewebe des Disse-Raumes. Der Disse-Raum steht in direktem Kontakt zu den Sinusoiden.
Diese werden von Endothelzellen begrenzt, die zahlreiche Poren ohne Diaphragmen
aufweisen und keiner Basalmembran aufliegen. Die Poren gewahrleisten den fiir die
Funktion der Leber wichtigen ausgepragten Stoffaustausch. Durch diese anatomischen
Verhaltnisse kdnnen bis auf die zelluldren Bestandteile des Blutes alle Nahrstoffe, Hormone,
Abbauprodukte und Toxine in den Disse-Raum ubertreten und die Hepatozyten erreichen.
Analog kdénnen von den Hepatozyten in den Disse-Raum abgegebene Stoffwechselprodukte
frei in das Blut diffundieren [1,2]. Die Kupffer-Zellen stellen Makrophagen des retikulo-
histiozytaren Systems dar, liegen in den Wéanden der Sinusoide und reichen mit ihren Zell-

fortsatzen in deren Lumen [1,2].

2.1.2 Definition und Pathologie der Leberfibrose und Leberzirrhose

Leberfibrose und Leberzirrhose sind die gemeinsame Endstrecke chronischer Leber-
schadigungen unterschiedlicher Genese. Die Ursachen dieser pathologischen Entwicklung
kénnen toxisch, infektids, metabolisch, autoimmun, biliar oder kardial sein. In den Industrie-
landern sind Alkoholabusus und chronische Virushepatitiden die haufigsten atiologischen

Faktoren. Leberfibrose und Leberzirrhose sind gekennzeichnet durch eine Bindegewebs-



vermehrung, objektivierbar durch die Bestimmung des Gesamtkollagengehaltes. Neben der
gesteigerten Synthese von Kollagen, hauptsachlich Kollagen-lI und Kollagen-Ill werden auch
Matrixbestandteile wie Elastin, Glykoproteine, Proteoglykane und Hyaluronsaure vermehrt
abgelagert. Auflerdem &ndert sich die molekulare Morphologie der Matrixproteine. Der
Umbau der Leber wird durch Reparationsmechanismen nach Zellschadigung, immuno-
logische Mechanismen und/oder die primare Stimulation kollagenbildender Zellen ausgeldst
[1,3].

Bei der Leberfibrose bleibt im Gegensatz zur Leberzirrhose die normale Lappchenarchitektur
erhalten. Neben der allgemeinen Bindegewebszunahme kommt es zu einer Verschiebung
der relativen Verhaltnisse der naturlichen Matrixkomponenten. Der Kollagen-I-, Hyaluronan-,
Chondroitinsulfat- und Dermatansulfatgehalt nimmt bei relativer Abnahme der Kollagen-IlI-
und Heparansulfatkonzentration zu [1]. Neben der vermehrten Bildung extrazellularer
Matrixproteine wird auch ein verminderter Abbau des Bindegewebes durch Hemmung von
Matrixmetalloproteinasen fir die Fibrosierung verantwortlich gemacht. Durch die Kollagenab-
lagerung im Disse-Raum wird der Stoffaustausch beeintrachtigt und die Leberfunktion
gestort. Aulerdem verliert das sinusoidale Endothel seine Fenestration. Die so verursachte
Kapillarisierung der Sinusoide schrankt den Stoffaustausch zwischen Hepatozyten und
sinusoidelem Mischblut weiter ein. Folge des strukturellen Umbaus ist eine Widerstands-
erhdhung im Leberstrombett mit portaler Hypertension, Osophagusvarizenbildung und der

Entwicklung portosytemischer Shunts [1,2,3].

Abb. 2: Zirrhotische Leber.

Die Leber ist makroskopisch hart
und knotig. Das Bild zeigt eine
kleinknotige Zirrhose.

Bocker et al. 2004 [1]

Die Leberzirrhose ist das irreversible Endstadium der Leberfibrose. Der Ubergang von der
Leberfibrose zur Leberzirrhose dauert bei den meisten Patienten etwa 15 bis 20 Jahre [4].
Die Ausbildung von portoportalen und portozentralen Bindegewebssepten im Laufe der

ausgedehnten Ablagerung von Kollagen im Disse-Raum und den Periportalfeldern, die



Destruktion und Leberzellnekrose, die ungeordnete Regeneration und die Veranderung der
Durchblutungsverhaltnisse fuhren zu einer irreversiblen Zerstérung der lobuldren und vasiku-
laren Leberarchitektur. Daraus resultieren zunehmende Minderperfusion des Gewebes und
Insuffizienz der Leber.

Die zirrhotische Leber ist bei fortgeschrittener Zerstérung und zunehmender Bindegewebs-
bildung klein, hart und knotig. Makroskopisch wird die z.B. durch chronischen Alkoholabusus
verursachte mikronodulare Leberzirrhose mit Regeneratknoten kleiner 3 mm von der v.a. bei
Virushepatitiden auftretenden makronodularen Zirrhose mit Regeneratknoten einer GrofRe
von 3 mm bis zu 3 cm unterschieden. Bei der Mischform finden sich mikro- und makro-
nodulare Areale. Histologisch kdnnen eine aktive Form, bei der eine atiologische Einteilung

noch moglich ist, und eine stationare Form differenziert werden [1,3,5].

2.1.3 Pathobiochemie der Leberfibrose

Fur die exzessive Produktion von Kollagenen und den anderen Bestandteilen der extrazellu-
laren Matrix werden hauptsachlich aktivierte Hepatische Sternzellen (HSCs), in die Leber
eingewanderte Myofibroblasten (MFBs) des Knochenmarks und portale Fibroblasten
verantwortlich gemacht [6,7]. Es wird vermutet, dass transdifferenzierte HSCs 80% und
MFBs bis zu 20% der extrazellularen Matrix synthetisieren und dagegen die portalen
Fibroblasten eine untergeordnete Rolle spielen [7,8]. AuRerdem tragt die Metaplasie von
epithelialem zu mesenchymalem Gewebe zu einem Anstieg der bindegewebsbildenden
Zellen bei [9].

Eine Vielzahl von Leberschadigungen verursacht z.B. durch Alkoholabusus, Infektionen,
Cholestase oder das Metabolische Syndrom fiihren initial zu Nekrose und Apoptose der
Leberzellen mit Freisetzung von Entzindungsmediatoren und Aktivierung von latentem
TGF-B. Geschadigte Hepatozyten und Gallengangsepithelien setzten inflammatorische Zyto-
kine und I6sliche Faktoren frei, die Kupffer-Zellen aktivieren und T-Zellen rekrutieren. Freie
Radikale und verschiedene Zytokine wie TGF-f1, TNF-o, PDGF und IL-6 stimulieren die
HSCs und fordern deren Transdifferenzierung. Die aktivierten HSCs produzieren vermehrt
Komponenten der EZM, Zytokine, Chemokine, Matrixmetalloproteinasen (MMPs) und deren
Inhibitoren [4,10].

Die nicht-parenchymatésen HSCs stellen etwa 5% der Leberzellen. Morphologisch sind die
ruhenden sinusoidalen Hepatischen Sternzellen durch einen kompakten Zellkérper mit
sternformigen zytoplasmatischen Zellfortsdtzen und zahlreichen Vitamin-A-haltigen Fett-
tropfen, in denen sie 80% des Lebervitamin-A speichern, charakterisiert. Die nicht aktivierten
HSCs haben vielfaltige lokale und systemische Funktionen. Sie regulieren unter anderem die

Vitamin-A-Homeostase des Korpers [11], modulieren den sinusoidalen Blutfluss [12] und die



hepatische Mikrozirkulation [13],

synthetisieren die

in der gesunden Leber gering

vorhandene extrazelluldre Matrix (EZM) des Disse-Raumes und setzen Gewebshormone frei

[14]. AuRRerdem gelten HSCs als potentiell Antigen-prasentierende Zellen [15,16].
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Im Mittelpunkt der Fibrogenese steht die Transdifferenzierung von Hepatischen Sternzellen
zu Myofibroblasten (MFBs), die den Hauptteil der extrazellularen Matrix produzieren [17].
Durch die von Nachbarzellen wie Hepatozyten, Kupffer-Zellen, Endothelzellen, Thrombo-
zyten und Lymphozyten freigesetzten Mediatoren werden die HSCs stimuliert und andern
ihren Phanotyp. Sie transdifferenzieren unter Verlust der Retinoidtropfen zu proliferierenden,
fibrogenen, kontraktilen und a-smooth muscle actin (aSMA) exprimierenden Zellen, die
verschiedene pro-fibrogene Faktoren wie TGF-B1 [18], PDGF [19,20], reaktive Sauerstoff-
radikale [21,22], Acetaldehyd [23,24], Lipidmediatoren [25]

Rezeptoren exprimieren. Durch autokrine Stimulation wird die Aktivierung aufrechterhalten

sezernieren und deren

und die Transdifferenzierung geférdert. Aktivierte HSCs produzieren exzessiv EZM,
Die

Produktion von Bestandteilen der EZM wird durch transkriptionale und post-transkriptionale

regulieren den EZM-Abbau und modulieren die Immunantwort der Leukozyten.

Faktoren beeinflusst [4].
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Abb. 4: Verédnderungen von Leberparenchym, Disse-Raum und Sinusoid im Rahmen der Fibro-
genese.

Dargestellt ist oben links ein makroskopisches Bild einer gesunden Leber. Rechts ist schematisch der
Aufbau des Disse-Raumes mit Paranchymzellschicht und Sinusoid abgebildet. Im Disse-Raum liegen
die ruhenden Vitamin-A-haltigen Hepatischen Sternzellen, Bindegewebe ist kaum vorhanden. Die
sinusoidalen Endothelzellen sind gefenstert und erméglichen einen regen Stoffaustausch zwischen
Blut und Hepatozyten.

Bei chronischer Leberschadigung kommt es zur Einwanderung von Entziindungszellen und Apoptose
von Hepatozyten. Die Hepatischen Sternzellen werden aktiviert, verlieren ihre Fetttropfen, proliferieren
und bilden vermehrt EZM. Dies fiihrt zur Ablagerung von Kollagen im Disse-Raum und zur Kapillar-
isierung des sinusoidalen Endothels mit Verschluss der Fenestrationen. Der Stoffaustausch wird
behindert und das Lumen der Sinusoide eingeengt, wodurch der Flusswiderstand steigt. Die
mikroskopischen Veranderungen bewirken die portale Hypertension mit Minderversorgung der
perizentralen Hepatozyten. Makroskopisch zeigt sich die zirrhotische Leber wie unten links dargestellt
hart und knotig.

Bei chronischer Leberschadigung kommt es zu einer Ansammlung von aktivierten HSCs und
portalen MFBs am Ort der Zellregeneration. Die gesteigerte Produktion von Matrixbestand-
teilen, Matrixmetalloproteinasen wie MMP-2 und deren Inhibitoren wie TIMP-1 und TIMP-3
fuhrt zu vermehrter Ablagerung und Umbau des hepatischen Bindegewebes. Das lockere
Bindegewebe wird durch groRe Mengen von unldslichem fibrillarem Kollagen ersetzt. Dieser
Umbau flhrt zur Kapillarisierung der Sinusoide und zum Verlust der typischen Leber-

architektur bis hin zu zirrhotischen Veranderungen [4].

2.1.4 Rolle von TGF-B1 bei der Fibrogenese

Alle nicht-parenchymalen Zellen der Leber wie HSCs, Kupffer-Zellen und sinusoidale

Endothelzellen kénnen TGF-B1 synthetisieren. Hepatozyten sind nicht in der Lage TGF-p1
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zu produzieren. Weil das Zytokin trotzdem intrazellular nachgewiesen werden kann, wird
vermutet, dass sie den inaktiven TGF-f1 Komplex aufnehmen und bei Schadigung freisetzen
[26,27].

TGF-B1 ist neben PDGF der potenteste pro-fibrogene Faktor in der Entwicklung der Organ-
fibrose mit multiplen Wirkungen auf Geweberegeneration, EZM Produktion, Wachstum und
Apoptose [27]. In der Leber kontrolliert TGF-B1 die Proliferation der Hepatozyten und die
Leberregeneration, inhibiert die Zellproliferation, induziert die Apoptose von parenchymalen
Zellen und reguliert die Immunantwort. In der Frihphase der Gewebeschadigung wird die
TGF-B1 Produktion rasch induziert [28]. Das freigesetzte TGF-$1 bewirkt die Rekrutierung
von Entziindungszellen, HSCs und MFBs, die noch mehr TGF-B1 synthetisieren [28].

TGF-B1 hat komplexe Wirkungen auf die HSC Aktivierung, Transdifferenzierung und deren
Matrixproduktion. Das Zytokin hemmt die Proliferation der Hepatischen Sternzellen und
induziert die Transkription TGF-B1-abhangiger Gene. Die Synthese von Matrixbestandteilen
wie Kollagen, Proteoglykanen und Glykoproteinen sowie von MMPs und TIMPs wird ebenso
wie die Produktion und Freisetzung von Zytokinen und anderen Mediatoren geférdert
[18,26,30]. So flhrt TGF-B1 zu vermehrter Synthese und Sekretion der pro-fibrotischen
Faktoren CTGF und ED-A und erhoht die intrazellulare Produktion von H,O, in aktivierten
Hepatischen Sternzellen [31,32]. Die freigesetzten Mediatoren entfalten vielfaltige auto- und
parakrine Wirkungen und es entsteht ein Autoregulationsmechanismus, der die Aktivierung
und Transdifferenzierung der HSCs aufrechterhalt.

Die Wirkung von TGF-B1 auf die Hepatischen Sternzellen verandert sich im Laufe der
Transdifferenzierung. Ruhende HSCs und HSCs in der friihen Aktivierungsphase reagieren
stark auf die Stimulation mit TGF-B1. Volldifferenzierte MFBs zeigen kein Ansprechen auf
TGF-B1, sie produzieren die Matrixbestandteile TGF-f1 unabhangig [33].

2.1.5 Kilinik, Diagnostik und Therapie der Leberzirrhose

Die Symptome der Leberzirrhose resultieren aus hepatozellularer Funktionsstérung und
portaler Hypertension. Neben den klinischen Zeichen der Leberschadigung zeigen viele
Patienten die Symptomen der zugrunde liegenden Erkrankung.

Die hepatozellulare Funktionsstérung fuhrt bei 70% der Patienten zu Allgemeinsymptomen
wie Mudigkeit, Abgeschlagenheit, Leistungsminderung und eventuell zu einer Gewichts-
abnahme. Auffallen kdnnen Leberhautzeichen wie Spider naevi, Palmar- und Plantarerythem
sowie Lacklippen. Hormonelle Stérungen fihren bei Mannern zu Potenzstérungen, Verlust
der Sekundarbehaarung (Bauchglatze) und Gyndkomastie. Frauen leiden unter Menstrua-
tionsstérungen bis hin zur sekundaren Amenorrhoe. Verursacht durch die portale

Hypertension klagen 60% der Leberzirrhotiker Uber Druck- und Véllegefiinl im Oberbau.
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Zusétzlich kénnen Osophagusvarizen entstehen, mit der Gefahr von Rupturen und
lebensbedrohlichen Blutungen. Die Dekompensation der Leberschadigung fuhrt zu lkterus,
hamorrhagischen Diathesen, Malnutrition mit Kachexie, Aszites, Odemen und hepatischer
Enzephalopathie bis hin zum Leberausfallkoma. Die Leberzirrhose stellt eine Prakanzerose
dar und fuhrt bei 3-6% der Zirrhosepatienten im Jahr zu der Entwicklung eines primaren

hepatozellularen Karzinoms [3,5].

Bei der klinischen Untersuchung zeigt sich meist eine Hepatosplenomegalie. In spateren
Stadien ist die Leber klein und hart tastbar. Zusatzlich kénnen Meteorismus, Aszites und
Odeme auffallen [3,5].

Typische Serumparameter dienen als diagnostische Faktoren bei Leberschadigung und
Leberinsuffizienz. Die verminderte Syntheseleistung fuhrt zum Abfall der Cholinesterase-,
Antithrombin-lll- und Albuminkonzentrationen sowie der Werte Vitamin-K-abhangiger
Gerinnungsfaktoren. Durch die Schadigung des Parenchyms steigen die Transaminasen
GOT und GPT. Aulerdem zeigt sich eine Erhéhung der y-GT bei Cholestase und von
Bilirubin und Ammoniak bei verminderter metabolischer Leistung [3,5]. Im Rahmen der
Fibrogenese steigen aullerdem die Serumkonzentrationen von Proteinen, die direkt in den
Fibroseprozess involviert sind, wie beispielsweise das N-terminale Pro-Peptid des Kollagen-
lll, Hyaluronsaure und Gewebeinhibitoren der MMPs. In Zukunft soll die massenspektro-
skopische Bestimmung des Serumproteinmusters (Proteomics) helfen eine Fibrose zu
diagnostizieren und ihren Verlauf zu beurteilen [4].

In der Sonographie stellt sich die zirrhotische Leber inhomogen und mit unregelmafiger
Oberflache dar. Diese Untersuchungsmethode erlaubt eine genaue Beurteilung von
Komplikationen wie portaler Hypertension mit Splenomegalie und Aszites. Die Leber-
morphologie kann auf3erdem durch CT, MRT und die Laparoskopie beurteilt werden [3,5].
Eine neue, nicht-invasive bildgebende Methode der Diagnostik bei Leberzirrhose ist der
FibroScan. Das Gerat nutzt die transiente Elastographie flr die Messung der Lebersteifigkeit
[34,35].

Die invasive Feinnadelpunktion sonographiegesteuert oder ideal unter laparoskopischer
Sicht, gilt immer noch als Goldstandard fiir Diagnosesicherung, Verlaufskontrolle und
Bestimmung des Fibrosestadiums [3,5]. In Zukunft sollen Kombinationen aus Serum-
fiborosemarkern und FibroScan die diagnostische Genauigkeit nicht-invasiver Methoden

erhéhen und eine Verlaufskontrolle ohne Leberbiopsie moglich machen.

Zur Prognoseabschatzung bei Leberzirrhose und fur die Planung einer stadienabhangigen
optimalen Therapie wird klinisch der Child-Pugh-Score eingesetzt. Als Kriterien dienen die
Serumkonzentationen von Albumin und Bilirubin sowie der Quick-Wert. Des weiteren wird

die Auspragung des Aszites und der hepatischen Enzephalopathie beurteilt. Patienten, die
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mit Child A klassifiziert wurden, haben eine hohe 1-Jahres-Uberlebensrate. Bei Child B liegt
die Letalitat innerhalb eines Jahres bei 20-40%, bei Child C bei 40-60% [3,5].

Abb. 5: endoskopisches Bild
einer zirrhotischen Leber.

Der Leberrand ist nicht scharfkantig
sondern abgerundet. Die Leberober-
flache erscheint unregelmalig und
héckrig.

|
Ciralies Netz® Galleniblase

Renz-Polster et al. 2006 [5]

Im Vordergrund der Behandlung steht die Therapie der Grunderkrankung. Dazu kommen
allgemeine Malnahmen wie die Vermeidung von Hepatotoxinen und eine eiweil3- und
kalorienreiche Erndhrung. Neben der Therapie von Komplikationen ist eine regelmaRige
Kontrolle durch Sonographie und die Bestimmung des a,-Fetoproteins zur Friiherkennung
eines hepatozellularen Karzinoms etwa alle sechs Monate besonders wichtig. Als ultima ratio
gilt die Lebertransplantation, die einzige mdgliche Therapie bei Dekompensation der
Leberschadigung [3,5].

Das zunehmende Wissen Uber die Pathophysiologie der Fibrogenese ermdglicht die
Entwicklung gezielter Therapien. Medikamentdse Therapieoptionen waren der Einsatz von
anti-fibrotischem INF-a. oder INF-y, von Antioxidantien wie Vitamin-E, N-Acetylcystein oder
Glutathion sowie von ACE-Hemmern oder Sartanen zur Blockade des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems [4,36]. TGF-p1 stellt als potentestes Fibrogen einen sinnvollen Angriffs-
punkt flir eine molecular targeted therapy dar. Die Wirkungen von TGF-f1 kdnnen
experimentell in vivo und in vitro auf unterschiedliche Weise blockiert werden. Die TGF-1
Synthese kann durch den Einsatz von anti-sense RNA inhibiert [37] und die Aktivierung des
latenten TGF-B1 durch Blockade von Proteasen wie Thrombospondin-1 (TSP-1) [38] und
Plasmin [39] gehemmt werden. Aktives TGF-B1 kann durch TGF-$1 bindende Proteine wie
Dekorin, BMP-7 und a,-Makroglobulin [36,40], durch Iéslichen TBR [41,42] und durch die
Expression dominant negativer TGF-B Rezeptoren [41] abgefangen oder durch TGF-31
Antikérper [43] eliminiert werden. AulRerdem ist es mdoglich die Signaltransduktion durch
Uberexpression inhibitorischer Smad Proteine zu unterbrechen [44]. Allerdings ist eine

langfristige systemische Inhibition aufgrund der Multifunktionalitdt dieses Zytokins
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problematisch. Ziel vieler Forschungsgruppen ist deshalb die Entwicklung organ- oder

zellspezifischer TGF-B1 Suppressionsstrategien [36].

2.1.6 Hepatitiden: Grading und Staging der chronischen Hepatitis

Die Hepatitis ist eine Entziindung der Leber charakterisiert durch hepatozellulare Nekrosen
mit nachfolgender Infiltration des Gewebes mit hauptsachlich lymphozytaren Entzindungs-
zellen [3,5].

Auslésende Faktoren einer akuten Hepatitis kdnnen Infektionen mit Viren, Bakterien oder
Pilzen, toxische Einflisse durch Alkohol, Medikamente oder Vergiftungen sowie Schwanger-
schaft und immunologische Prozesse sein [3,5].

Die klinische Diagnose einer chronischen Hepatitis kann gestellt werden, wenn Symptome
und typische laborchemische Veranderungen mindestens sechs Monate persistieren.
Histopathologische Kriterien einer chronischen Hepatitis sind die hauptsachlich portalen
rundzelligen Entzundungsinfiltrate fakultativ einhergehend mit portaler Bindegewebs-
vermehrung und entzindungszelliger Infiltration mit hepatozelluldren Nekrosen in der
parenchymatésen Grenzlamelle [45]. Ursachlich kommen Virusinfektionen, hauptsachlich
hervorgerufen durch die Hepatitisviren B und C, Autoimmunprozesse, Medikamente und
Toxine, Stoffwechselerkrankungen sowie kryptogene Faktoren infrage [3,5,45]. Die
alkoholische und die nichtalkoholische Steatohepatitis werden, obwohl sie die Kriterien einer
chronischen Hepatitis groltenteils erflillen, nach den Leitlinien der Deutschen Gesellschaft
fir Pathologie (CGP), der Deutschen Gesellschaft fir Verdauungs- und Stoffwechsel-
erkrankungen (DGVS) und des Kompetenznetzes Hepatitis (Hep-Net) nicht in die Definition
einbezogen [45].

Die Indikation zur Leberbiopsie wird gestellt, wenn ihr Ergebnis flr die weiteren
therapeutischen Mallnahmen von Bedeutung ist. Die histopathologische Analyse des
Biopsats stellt den Goldstandard fir die Bestimmung der entziindlichen Aktivitdt und des
Fibrosestadiums dar [46] und hat pradiktive Bedeutung fur das therapeutische Ansprechen
[47]. Zusatzlich dient sie der Diagnosestellung einer Hepatitis, der Beurteilung ihrer
Chronizitat sowie der atiologischen Abklarung [3,45].

Fir die Bestimmung von Fibrosestadium (Staging) und entzindlicher Aktivitat (Grading),
definiert durch das Ausmal des nekroinflammatorischen Gewebeschadens, empfehlen die
Leitlinien der Pathologie die Verwendung des Scoring-Systems nach Desmet et al. [48] in
der Routinediagnostik [44]. Das Staging ist unter Berlcksichtigung anderer Faktoren wie
Alter und Grading das wichtigste histologische Kriterium der Prognoseabschatzung und
malfigebend flr Therapieindikation und -auswahl. Der Desmet-Score unterscheidet 5 Stufen
der Leberfibrose, die verbal als keine, milde, maRige, schwere Fibrose und das letzte

Stadium als Zirrhose bezeichnet und die numerisch in Grad 0-4 eingeteilt werden [45]. Die
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entziindliche Aktivitat einer chronischen Hepatitis ist variabel und kann sowohl ab- als auch
zunehmen. lhre Bestimmung erlaubt deshalb nur eine Beurteilung des Entziindungsgrades
zum Biopsiezeitpunkt. Allerdings kann zusammen mit dem Fibrosestadium, auch wenn
Infektionszeitpunkt und Erstmanifestation nicht bekannt sind, eine prognostische Aussage
gemacht werden. Der Desmet-Score differenziert eine minimale, milde, maRige und schwere

hepatische Entziindung entsprechend Grad 1 bis 4 [48].

2.1.7 Hepatitis C Virus und Hepatitis C Virus Infektion

Das Hepatitis C Virus ist ein Einzelstrang-Plus-RNA-Virus aus der Gruppe der Flaviviren mit
hoher genetischer Variabilitat. Die Ubertragung erfolgt Uberwiegend parenteral meistens
durch Bluttransfusionen oder im Rahmen von Drogenmissbrauch. Die akute Infektion verlauft
zu 75% asymptomatisch, die restlichen 25% zeigen nur milde unspezifische Symptome mit
leichtem bis mittelgradigem Transaminasenanstieg. Bei mehr als 50-80% persisiert das Virus
und es entwickelt sich eine chronische Hepatitis, die bei mindestens 20% der Betroffenen
innerhalb von 10-20 Jahren in eine Leberzirrhose miindet, in deren Verlauf ein primares
hepatozellulares Karzinom entstehen kann. Die chronische Hepatitis C ist in Europa und
Nordamerika fir 40% der Leberzirrhosen und 60% der primaren Leberzellkarzinome
verantwortlich [3,5]. Die Hepatitis C induzierte Leberfibrose ist histologisch initial periportal
lokalisiert. Pathogenetisch wird vermutet, dass im Laufe der Erkrankung bestimmte
Virusproteine Entziindungsreaktionen, Apoptose und Fibrogenese férdern. Das Core-Protein
und NS5A beeinflussen beispielweise den hepatischen Lipidstoffwechsel und férdern die
intrazellulare Fettakkumulation durch Interaktion mit Apolipoprotein A1 und A2 [49].
Aulerdem bewirken sie die Freisetzung von Sauerstoffradikalen [50,51].

Die Diagnose erfolgt durch den Nachweis von anti-HCV-Antikérpern mittels ELISA oder
Immunoblot oder von HCV-RNA durch Polymerasekettenreaktion. Die Bestimmung der HCV-
RNA erlaubt eine Aussage Uber die Infektiositat des Virustragers. Bis jetzt gibt es im
Unterschied zur Hepatitis B Infektion keine Schutzimpfung flr die Pravention einer Infektion
mit dem Hepatitis C Virus. Die Entwicklung eines solchen Impfstoffes ist deshalb Gegen-
stand intensiver Forschungen. Einige Studien haben bereits gezeigt, dass eine T-Zell-
Vakzine bei Schimpansen zu einer hinreichenden Immunitat verhelfen kann, die zwar nicht
die Infektion an sich aber die Viruspersistenz verhindern konnte [52].

Therapiert wird bei akuter Infektion mit einer Interferon-a Monotherapie fiir 24 Wochen. Bei
chronischer Infektion und erhdéhten Transaminasen wird versucht, das Virus mit einer Kombi-
nantiontherapie aus PEG-Interferon-a. und Ribavirin Gber 24 bei Genotyp 1 und 4 sowie 48
Wochen bei Genotyp 2 und 3 zu eradizieren [3,5]. Die Mdglichkeit einer individualisierten

Therapie wird diskutiert.
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2.2  Transforming Growth Factor-51

2.21 TGF-p1: Allgemeines

TGF-B1 ist ein Zytokin aus der Gruppe der Wachstumsfaktoren, deren Signaltransduktion
Uber Rezeptor-Serin/Threonin-Kinasen vermittelt wird [53].

Zu der TGF-B-Superfamilie zahlen mehr als 30 verwandte, evolutionar hoch konservierte
Proteine, die eine wichtige Rolle in der Regulation von Zellwachstum und -differenzierung
spielen und essentielle Funktionen in der Embryogenese tbernehmen. Mitglieder sind z.B.
die drei Isoformen des TGF-B, Aktivine, Inhibine, bone morphogenic proteine (BMPs),
growth/differentiation factors (GDFs) und das Anti-Muller-Hormon [18,54,55]. Alle werden als
Pra-Pro-Proteine mit einer hydrophoben Signalsequenz, einer Pro-Doméane und einer
maturen C-terminalen Domane synthetisiert. Die biologisch aktiven Proteine sind Uber
Disulfidbriicken verbundene Homodimere [55,56].

Die humanen TGF-p Isoformen TGF-f1, TGF-f2 und TGF-B3 sind, obwohl ihre Gene auf
unterschiedlichen Chromosomen lokalisiert sind, zu 80% homolog [26]. Sie sind in zahlreiche
physiologische und pathologische Prozesse wie Wundheilung, Entwicklung, Onkogenese,
Immunmodulation und Arteriosklerose involviert [57]. TGF-B1 stellt die meist vorhandene und
am besten charakterisierte Form dar und wird hauptsachlich in Endothelzellen und Zellen
des hamatopoetischen Systems synthetisiert. Dabei weisen Thrombozyten, aus denen

TGF-B1 zuerst isoliert wurde, die hochste intrazellulare TGF-pB1-Konzentration auf.

2.2.2 Vom Gen zum biologisch aktiven Zytokin

Die Synthese von Proteinen beginnt mit der Transkription ihrer Gene im Zellkern. Die RNA-
Polymerase erstellt eine Kopie der fir das Protein kodierenden DNA-Sequenz in Form eines
einzelstrangigen RNA-Molekils. Die Transkriptionsrate kann durch Bindung verschiedener
Faktoren an Verstarkersequenzen moduliert werden. Nach post-transkriptionaler Modifikation
des primaren RNA-Transkriptes verlasst die mRNA G-Protein-anhangig den Zellkern Uber
die Kernporen. Im Zytosol beginnt die Translation mit Bindung der ribosomalen Unter-
einheiten an das Start-Codon der mRNA. Das Ribosom entfernt sich im Laufe der Elongation
der Proteinsynthese vom 5’-Ende der mRNA, sodass sich mit einem Abstand von etwa 30
Nukleotiden weitere Ribosomen an die mRNA lagern konnen. Erreicht das Ribosom ein

Stop-Codon, zerfallt dieses in seine Untereinheiten und das Polypeptid wird freigesetzt [53].

Sekretorische Proteine wie TGF-$1 missen ko-translational in das raue endoplasmatische
Retikulum (rER) transportiert werden. N-terminal befindet sich eine Signalsequenz aus etwa
20 hydrophoben Aminosauren. Verlasst das Signalpeptid die grof3e ribosomale Untereinheit,

wird es von einem Signalerkennungspartikel erkannt und zusammen mit dem Ribosom
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gebunden. Die Proteinbiosynthese wird unterbrochen bis der Erkennungspartikel Uber einen
Rezeptor an die Membran des rER bindet und Signalpeptid mit Ribosom an das Translocon
abgibt. Das Protein wird bei fortlaufender Synthese in das Lumen transloziert, wo das Signal-
peptid durch eine Signalpeptidase abgespalten wird und die initialen post-translationalen
Modifikationen stattfinden. Wahrend und nach der Synthese sorgen Chaperone flr die
ordnungsgemale Faltung. Die Proteine werden in ausknospenden Vesikeln durch den Golgi-
Apparat in das trans-Golgi Netzwerk transportiert. Dort erfolgt die Verpackung in sekre-
torische Vesikel und deren Sortierung. Auf dem Weg durch den Golgi-Komplex wird die im

rER begonnene Glykosylierung der Proteine vervollstandigt [53].

2.2.2.1 TGF-p1 Genstruktur

Das TGF-B1 Gen liegt auf Chromosom 19 q13.1-q13.3. Es setzt sich aus sieben Exons und
sechs Introns zusammen und kodiert flir 390 Aminosauren (AS) [58].

In der Literatur sind 2 Promotoren beschrieben, von denen die Transkription ausgehen kann.
Diese enthalten weder eine TATA- noch eine CAAT-Box, dafir aber eine GC-reiche Region,
welche fur die Transkription des TGF-f1 Gens essenziell ist [59]. Verschiedene regulierende
Bereiche auf der DNA sind bekannt. Von besonderer Bedeutung ist der 132bp-umfassende
Abschnitt zwischen Position —453 und —323, der fir die TGF-p1 Autoregulation verant-
wortlich gemacht wird [60].

2.2.2.2 Synthese, Prozessierung und Sekretion von TGF-31

TGF-B1 wird wie alle Mitglieder der TGF-B-Superfamilie als Pra-Pro-Protein mit einer
typischen hydrophoben Signalsequenz, einer Pro-Region und dem C-terminal lokalisierten
maturen Protein synthetisiert, das schnell dimerisiert.

Die Abspaltung der Signalsequenz zwischen Gly-29 und Leu-30 erfolgt ko-translational
wahrend der Translokation in das Lumen des rER [61]. Die Dimerisierung des Vorlaufer-
proteins und die Formierung der korrekten Disulfidbriicken finden wahrend oder kurz nach
der Proteinbiosynthese statt [62]. Dabei bilden Cysteinreste an Position 223 und 225 jedes
Monomers Disulfidbriickenbindungen [63], welche die Pro-Region verbinden. Das C-
terminale TGF-B1 wird dagegen durch 9 Disulfidbriicken zusammengehalten [64].

Nach der Synthese im rER wird das TGF-B1 Vorlauferprotein tber die cis-Golgi Zisternen zu
den trans-Golgi Zisternen und weiter in das trans-Golgi Netzwerk (TGN) transportiert. Die
endoproteolytische Spaltung des Homodimers zwischen zwei Argininen an Position 278 und
279 im Bereich der basischen Sequenz Arg-Arg-X-Arg erfolgt Uberwiegend im TGN
katalysiert durch eine Pro-Proteinkonvertase (PC) [67]. Dubois et al. zeigten, dass die

Kalzium-abhangige subtilisin/kexin-like Serin-Protease Furin die wichtigste TGF-$1 Konver-
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tase darstellt. Es wird allerdings vermutet, dass ihre Funktion durch andere Mitglieder der
PC-Familie wie PC5B, PACE-4 und PCY7 teilweise ersetzt oder ergdnzt werden kann [68].

1

Signal- latency-associated matures
peptid peptid (LAP) TGF-betal

129 279 390

¢ rER

&

F
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223 225 356 \ } ). ’/J Zyslemgen
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Apparat

Modifiziert nach Janssens et al. 2005 [55]
Abb. 6: TGF-B1 Synthese und Sekretion.
1: Das Signalpeptid veranlasst die Synthese des Pra-Pro-Proteins am rER. Wahrend der Trans-
lokation ins Lumen erfolgt die Abspaltung der hydrophoben Signalsequenz.
2: Das Vorlauferprotein dimersiert unter Ausbildung von Disulfidbriicken und wird zu den cis-Golgi
Zysternen transportiert.
3: Im Golgi-Apparat finden die post-translationalen Modifikationen statt. Die Pro-Proteinkonvertase
Furin katalysiert die Endoproteolyse des dimeren Pro-Proteins zwischen AS 278 und 279. LAP und
TGF-B1 bleiben nicht kovalent verbunden und bilden den small latent complex (SLC).
4: Der SLC kann Uber eine Disulfidbricke mit einem singuldren LTBP verknipft werden. Der
Komplex wird als large latent complex (LLC) bezeichnet. Uber das Bindungsprotein LTBP kann der
LLC kovalent mit der EZM verbunden werden.

Furin ist ein ubiquitar exprimiertes Typ-l Transmembranprotein mit Hauptlokalisation im TGN,
das zwischen Zellmembran, frihen Endosomen und TGN zirkuliert. Die Phosphorylierung
und Dephosphorylierung der 56 AS umfassenden zytoplasmatischen Doméane regulieren die

Furinkonzentration in den einzelnen Kompartimenten [69]. Furin prozessiert neben TGF-31
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auch Neurotransmitter, Serumproteine, Rezeptoren, virale Glykoproteine wie das HIV
Glykoprotein gp160 und bakterielle Toxine [68,69].

Das mature TGF-B1 Dimer und seine dimere Pro-Region bleiben nach Endoproleolyse nicht-
kovalent verbunden und bilden den small latent complex (SLC) [70]. Die Pro-Region ist dabei
fir die biologische Inaktivitat des TGF-B1 verantwortlich und wird als TGF-£1 latency-
associated peptid (B1-LAP) bezeichnet [62]. Die meisten Zellen wie hamatopoetische Zellen
und Immunzellen sezernieren einen hochmolekularen Komplex, den large latent complex
(LLC), in dem B1-LAP kovalent mit einem singularen latent TGF-£ binding protein (LTBP)
verbunden ist [61]. Diese Assoziation wird Uber eine Disulfidbriicke zwischen Cys-33 des 1-
LAP und einem Cysteinrest des LTBP vermittelt [71]. LTBP ist ein Mitglied der LTBP/Fibrillin-
Proteinfamilie, die Fibrillin-1, Fibrillin-2, und Fibrillin-3 sowie die vier Isoformen des LTBP
umfasst. Das Bindungsprotein spielt keine Rolle bei der TGF-p1 Latenz [62], soll aber fur die
korrekte Prozessierung und Sekretion wichtig [72] und fir die Verankerung an die EZM
verantwortlich sein [73]. Die Komplexbildung erfolgt wahrscheinlich vor der Endoproteolyse

in den cis-Golgi Zisternen [74].

2.2.2.3 TGF-B1 Latenz und Aktivierung

Die meisten Zellen sezernieren TGF-B1 als large latent complex (LLC), der an die
extrazelluldre Matrix gebunden wird und nicht mit TGF-p1 Rezeptoren der Zellmembranen
interagieren kann. Die Konzentration von aktivem TGF-B1 wird hauptsachlich durch die
Rekrutierung dieses biologisch inaktiven Gewebereservoirs reguliert. Im Rahmen von Matrix-
veranderungen oder als Antwort auf andere Reize kann latentes TGF-B1 schnell und gezielt
mobilisiert werden und in kurzer Zeit extra- und intrazellulare Signalwege in Gang setzten.
Annes et al. vermuteten, dass bei diesem Regulationsvorgang LTBP als Lokalisations-
regulator, B1-LAP als Detektor, und TGF-p1 als Effektor fungieren mit der Hauptfunktion,
Veranderungen des extrazellularen Milieus zu registrieren und eine Antwort zu initiieren [75].
Die Assoziation des LLC mit der EZM wird Uber LTBP vermittelt. Das Enzym Trans-
glutaminase verknlpft die N-terminale Region des Bindungsproteins kovalent mit Proteinen
der extrazellularen Matrix [73,76,77]. Aulerdem wird vermutet, dass auch der C-Terminus
des LTBP an der Verankerung des Komplexes in der EZM beteiligt sein kann [78].

Das so gespeicherte TGF-f1 kann durch sequenzielle Proteolyse des LTBP katalysiert durch
verschiedene Serin-Proteasen wie Plasmin, Thrombin und Leukozytenelastase von der
extrazellularen Matrix gelost werden [79]. Dabei wird LTBP an der Proteinase-sensiblen
hinge Region zwischen der EZM Bindungsdomane und der SLC Bindungsstelle gespalten.
Der freie Komplex kann Uber Mannose-6-phosphatreste des B1-LAP an Kationen unab-
hangigen Mannose-6-phosphat/Insulin-like growth factor-1I Rezeptoren (M6P-IGF-II Rezep-

toren) der Zielzellmembran binden [80].
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Abb. 7: TGF-B1 Sekretion, Latenz und Aktivierung.

TGF-B1 wird als Pra-Pro-Protein synthetisiert. Vor der Sekretion wird im ersten Schritt ko-translational
die N-terminale hydrophobe Signalsequenz abgespalten. Die Endoprotease Furin trennt die Pro-
Region und das mature TGF-B1 zwischen der 278. und 279. AS. Die Pro-Region, auch als TGF-p1-
latency-associated peptid (B1-LAP) bezeichnet, bleibt nicht kovalent mit dem maturen TGF-B1
verbunden. Nach weiteren Modifikationen wie Glykosylierung und Phosphorylierung im Golgi-Apparat
wird das dimere latente TGF-B1 Uber ein p1-LAP Monomer mit LTBP verbunden und sezerniert.
Extrazellular wird der large latent complex (LLC) Uber das LTBP in einer Transglutaminase-
abhangigen Reaktion kovalent mit Bestandteilen der EZM verknipft. Durch proteolytische Spaltung
z.B. durch Plasmin oder Thrombin des LTBP wird der LLC von der EZM gel6st und bindet Utber
Mannose-6-Phosphatreste des B1-LAP an MG6P/IGF-Il Rezeptoren der Zielzellen. Die Rezeptor-
bindungsstellen des maturen TGF-B1 werden nach proteolytischer Spaltung durch z.B. Plasmin oder
Cathepsin D oder Konformationsanderung durch Interaktion mit z.B. Integrinen oder Thrombospondin
des LAP frei. Darauf kann TGF-B1 an seine Rezeptoren (TBR-I, TBR-II und TPR-IIl) binden und
intrazellulare Signalkaskaden in Gang setzen.

Auch nach Abspaltung von der EZM ist der Komplex aus SLC und verkurztem LTBP inaktiv
[62]. B1-LAP blockiert die biologisch wirksamen Regionen des TGF-1 Dimers, Uber die der
Kontakt zu den TGF-B1 Rezeptoren vermittelt wird. Das mature TGF-$1 kann in vivo und in
vitro durch Spaltung von B1-LAP mittels Proteasen wie Plasmin, Cathepsin G oder MMP-2,
Konformationsanderungen des B1-LAP, induziert durch Bestandteile der EZM wie bestimmte
Integrine oder Thrombospondin-1, sowie die Zerstérung der nicht-kovalenten Bindung
zwischen B1-LAP und TGF-1 durch Hitze oder Ansduerung aktiviert werden [75].
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2.2.2.4 Regulation von Expression, Sekretion und biologischer Aktivitat

Die Regulation der TGF-B1 Expression, Sekretion und biologischen Aktivitat erfolgt auf
verschiedenen Ebenen.

Die Genexpression kann durch unterschiedlichste Faktoren induziert oder supprimiert
werden. TGF-B1 unterliegt z.B. einer ausgepragten Autoregulation fir die, wie in Abschnitt
2.2.2.2 bereits beschrieben, bestimmte Sequenzen auf der DNA verantwortlich sind [60].
AuBRerdem wird eine Regulation durch Steroidhormone, Retinoide und Vitamin-D vermutet
[81,82]. Eine Kontrolle der Syntheserate kann aulierdem post-transkriptional durch
Beeinflussung der mRNA Stabilitdt erfolgen. Die Regulationsmechanismen auf trans-
lationaler und post-translationaler Ebene sind im Detail noch nicht ganz verstanden, es ist
allerdings belegt, dass die mRNA-Konzentration in der Zelle nicht immer mit der Sekretions-
rate Ubereinstimmt [83]. Die post-translationalen Kontrollmechanismen scheinen demnach
wichtiger zu sein als die Kontrolle der Transkription. Ein entscheidender Schritt in der
Regulation der biologischen Wirkung ist die Aktivierung des latenten TGF-B1.

Die TGF-B Isoformen zeigen in vitro nahezu dieselben Effekte, wogegen sich ihre Funktionen
in vivo weitgehend voneinander unterscheiden. Zuriickgefiihrt wird diese Beobachtung auf
genetische Unterschiede der Pro-Regionen. Sequenzanalysen ergaben nur eine 34-38%ige
Ubereinstimmung der Aminosauresequenz der LAP Isoformen gegeniiber einer bis zu
80%igen Homologie von TGF-p1, TGF-p2 und TGF-B3 [75]. Annes et al. stellten die
Hypothese auf, dass die LAP Isoformen auf unterschiedliche Stimuli das latente TGF-$
freisetzten und die spezifischen Wirkungen von TGF-B1, TGF-f2 und TGF-3 bedingen.
Aulerdem vermuteten sie, dass unbekannte Proteine LAP binden und die Aktivierung des
latenten TGF- verhindern kdnnen [75].

Die Bindungsproteine uUbernehmen eine wichtige Rolle in den Kontrollmechanismen der
biologischen TGF-B1 Aktivitdt. LTBP soll wichtig fir die korrekte TGF-f1 Prozessierung und
Sekretion sowie flr dessen Lokalisations- und Aktivierungskontrolle sein. LTBP-1 weist ein
sehr variables Molekulargewicht zwischen 126 kDa und 210 kDa auf. Daflir werden zwei
unterschiedliche Promotoren, alternatives Splicen und zellspezifisches Processing verant-
wortlich gemacht. Es konnte nachgewiesen werden, dass die langere LTBP-1 Form effek-
tiver an die extrazellulare Matrix bindet und eine Aktivierung des Komplexes erschwert,
wogegen das kurzere LTBP-1 eine Lésung von der EZM beglinstigt [77]. AuBerdem findet
sich ein unterschiedliches Expressionsmuster der LTBP Isoformen verschiedener Zellen.

Die Regulation von Synthese und Sekretion der TGF-p1-aktivierenden Faktoren wie Plasmin,
bestimmten Integrinen und Thrombospondin-1 sowie der TGF-B1-bindenden Proteine wie
az-Makroglobulin und Decorin ist ebenfalls von groRer Bedeutung. Alle diese Proteine unter-

liegen wiederum einer Regulation durch Aktivatoren und Inhibitoren. TGF-B1 beeinflusst die
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Genexpression der meisten Proteine, die an seiner Synthese, Prozessierung, Sekretion und
Aktivierung bzw. Inaktivierung beteiligt sind. Dadurch ergibt sich ein sehr komplexes
Netzwerk aus férdernden und hemmenden Faktoren auf den verschiedenen Ebenen, deren

Mechanismen im Einzelnen noch nicht ausreichend verstanden sind.

2.2.3 TGF-p1 Rezeptoren und Signaltransduktion

TGF-B1 Zelloberflachenrezeptoren sind Glykoproteine mit einer Cystein-reichen Domane,
einer einzelnen Transmembran-o-Helix und einem zytoplasmatischen Anteil mit
Kinaseaktivitat [53]. Es werden Typ-l, Typ-Il und Typ-lll TGF-B Rezeptoren unterschieden
[84,85]. Alle drei TGF-B Isoformen binden an einen heterotetrameren Transmembran-
rezeptorkomplex bestehend aus dimerem Typ-l und dimerem Typ-ll Rezeptor mit

zytoplasmatischer Serin/Threonin Kinase [53].
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In Abwesenheit des Liganden liegen die Rezeptoren als Homodimere vor. Die Typ-lll
Rezeptoren Endoglin und Betaglykan sind akzessorische Rezeptoren, die durch Modulation
der Ligandenbindungsspezifitat indirekt an der Signaltransduktion beteiligt sind [86,87].
Bindet matures TGF-1 an den Typ-Il Rezeptor (TBR-II) rekrutiert dieser den Typ-lI Rezeptor
(TBR-I). Der konstitutiv aktive Typ-ll Rezeptor des Heterotetramers phosphoryliert und
aktiviert den Typ-l Rezeptor. Darauf folgt die Phosphorylierung intrazellular assoziierter
receptor-regulated Smad Proteine (R-Smads) durch den TBR-l. An der klassischen TGF-$1
Signalkaskade sind hauptsachlich die R-Smads Smad2 und Smad3 beteiligt. Die Interaktion
zwischen Smad2 und Rezeptor wird durch das membranverankerte Adaptermolekil SARA
(Smad anchor for receptor activation) vermittelt. Dieses bindet das unphosphorylierte Smad2
Protein und prasentiert dieses dem TPR-I. Smad3 bindet SARA-unabhangig an den Typ-I
Rezeptor [17].

Nach der Phosphorylierung der R-Smads |6sen sich diese von dem Rezeptor, andern ihre
Konformation und bilden Heteromere mit common-mediator Smad4 (Co-Smad4) [55,88]. Der
Smad-Komplex transloziert in den Zellkern und reguliert TGF-p-abhangige Gene entweder
durch direkte Bindung an die DNA oder Interaktion mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren
[89,90].

TGF-B1 induziert die Synthese der inhibitory Smad-Proteine (I-Smads) Smad6 und Smad?7,
die den TGF-B1 Signalweg inhibieren. Smad7 bindet an den TGF-B Rezeptorkomplex,
blockiert die R-Smad Bindungsstellen und verhindert die R-Smad Aktivierung [88,91].
Aulerdem koénnen die I-Smads den Abbau des Rezeptorkomplexes initiieren [92,93]. Sie
sind Bestandteile der negativen Riickkopplung zur Verhinderung Uberschielender TGF-f1
Wirkungen.

Neben den Smad-abhangigen werden auch Smad-unabhangige Signaltransduktionswege
beschrieben. TGF-Bf1 kann alle drei MAPK Signalwege aktivieren. Zwischen den
verschiedenen Signalwegen gibt es zahlreiche Kreuzreaktionen. Die ras/MEK/ERK MAP
Kinasekaskade moduliert z.B. die Smad-Aktivitdt. Abhangig vom jeweiligen Zelltyp férdern
oder hemmen die Interaktionen der verschiedenen Wege die TGF-p Signaltransduktion
[54,94].

2.2.4 Inaktivierung und Abbau von TGF-31

TGF-B1 wird durch Bindung an verschiedene Faktoren wie o,-Makroglobulin [95] oder
Proteoglykane wie Decorin [96] und Biglycan [97,98] inaktiviert. Obwohl auch Hamato-
poetische Zellen den large latent complex sezernieren, liegt das TGF-f1 im Serum
hauptsachlich an a,-Makroglobulin gebunden vor. Es wird vermutet, dass bei Thrombozyten-

degranulation freigesetztes TGF-f1 im Blutplasma durch Proteolyse aktiviert und durch die
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Bindung an oa,-Makroglobulin eine Uberschiellende systemische Wirkung verhindert wird
[99]. Eventuell wird TGF-f1 daneben durch Bindung an Typ-lll Rezeptoren und deren
Internalisierung abgebaut.

AuRerdem wird vermutet, dass TGF-1 von verschiedenen Zellen wie z.B. den Hepatozyten

aufgenommen werden kann. Die Ausscheidung erfolgt Gber Niere und Leber [100,101].

2.2.5 Kilinische Bedeutung von TGF-f1

TGF-B1 reguliert ein breites Spektrum biologischer Prozesse wie Zellproliferation, -differen-
zierung, -Uberleben, -migration, Immun- und Entzindungsreaktionen sowie die Produktion
von extrazellularer Matrix. Fehlende oder falsche Regulation der TGF-B1 Sekretion,
Aktivierung oder Signaltransduktion fihrt zu vielfaltigen Erkrankungen, bei denen die
normale Gewebearchitektur verloren geht. TGF-B1 defiziente Mause versterben in der 3. bis
5. Woche post partum an multiplen Organentziindungen und Autoimmunprozessen
[102,103].

Wie in Kapitel 2.1 flr die Leber ausfihrlich beschrieben, spielt TGF-B1 eine wichtige Rolle
bei der Genese fibrosierender Erkrankungen. In Tierexperimenten fihrte die systemische
Uberexpression zur Fibrose hauptsachlich von Leber, Nieren und Lunge. Eine organ-
spezifische TGF-p1 Uberexpression bewirkte eine selektive Fibrosierung [104,105,106].
Klinisch findet man eine Erhéhung der TGF-$1 mRNA Expression und TGF-B1-Konzentration
bei Patienten mit Leber-, Nieren- und Lungenfibrose sowie bei Patienten, die unter
Systemischer Sklerose, Osteomyelofibrose, proliferativer Vitreoretinopathie oder Sklero-
dermie leiden [107].

Aulerdem ist TGF-B1 an der Genese von Karzinomen, Arteriosklerose, Osteoporose und
neurodegenerativen Erkrankungen beteiligt. TGF-1 kdnnte bei einigen dieser Erkrankungen
als Diagnose- oder Prognosefaktor genutzt werden. Erhdhte TGF-f1 Serumwerte fanden
sich z.B. bei Patienten mit invasivem Prostatakarzinom [108] und aggressiven Kolorektalen
Karzinomen [109]. Studien konnten zeigen, dass eine hohe TGF-f1 mRNA-Konzentration
mit geringem Uberleben bei Magenkarzinom [110] und eine gesteigerte TGF-B1 Aus-
scheidung im Urin diagnostischer und prognostischer Faktor flr Zirrhose bedingte primare
Hepatozellulare Karzinome sein kann [111]. AuRBerdem ergab sich ein Zusammenhang
zwischen hohen TGF-B1 Plasmaspiegeln und gesteigertem Fibroserisiko bei Frauen mit

Mammakarzinom und Radiatio [112].
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2.3 Genetische Polymorphismen

2.3.1 Polymorphismen: Allgemeines

Als genetischer Polymorphismus wird das Vorhandensein von mehr als einem Allel eines
Gens innerhalb einer Population bezeichnet. Die Haufigkeit jeder Variante muss bei
mindestens einem Prozent liegen und das Auftreten darf nicht durch wiederholte Spontan-
mutationen oder zufallige Verdnderungen bedingt sein. Es kann sich um Substitutionen,
Deletionen, Insertionen oder Amplifikationen einzelner Nukleotide oder ganzer
Genabschnitte handeln, die in allen somatischen Zellen und den Keimzellen zu finden sind.
Der Austausch einer einzelnen Base wird als single nucleotide polymorphism (SNP)
bezeichnet [53].

2.3.2 Genetische Faktoren der Fibrogenese

Erkrankungen unterschiedlichster Atiologien kdnnen, wie in Kapitel 2.1 beschrieben, zur
Entwicklung einer Leberfibrose bis hin zur Zirrhose fihren. Der Krankheitsverlauf ist dabei
allerdings interindividuell sehr variabel. Allgemein konnen Alter, Geschlecht, Rasse,
Lebenswandel, Komorbiditdten und genetische Varianten auf die Entwicklung Einfluss
nehmen. Zahlreiche Studien postulieren, dass Genpolymorphismen bei der Leberfibrose-
progression im Rahmen z.B. von chronischem Alkoholabusus, Autoimmunhepatitiden oder
einer Hepatitis C Virus Infektion eine entscheidende Rolle spielen. Die genetischen Polymor-
phismen aller in die Fibrogenese involvierten Gene sind potentiell einflussnehmende GrélRen
im variablen Krankheitsverlauf [113]. Dabei kénnen Polymorphismen in Genen, die flr
Regulatoren des Immunsystems, pro- oder anti-inflammatorische Zytokine, Chemokine,
Wachstumsfaktoren oder Fibrosefaktoren kodieren, eine Leberschadigung beschleunigen
oder hemmen. Mégliche Kandidatengene sind in Tabelle 1 dargestellt. Polymorphismen
kénnen dabei Enzymaktivitdten, die Expressions- und Sekretionsrate von Proteinen oder
Immunreaktionen beeinflussen. Die biologische Aktivitat von Zytokinen, die in verschiedene
pathobiochemische Prozesse involviert sind, kann gesteigert oder herabgesetzt sein.
Polymorphismen kénnen auf unterschiedlichen Ebenen wirken und das Individuum sowohl

anfalliger fir Schadigungen machen, als auch die Krankheitsentwicklung verandern.

Im Folgenden sind einige Ergebnisse von Genotyp-Phanotyp-Analysen am Beispiel von
durch chronischen Alkoholabusus, Autoimmunhepatitiden und Hepatitis C Virus Infektion
induzierter Leberfibrose dargestellt. Eine Zusammenfassung zeigt Tabelle 2. Die Literatur zu
diesen Themen ist allerdings oft widerspriichlich und die Resultate waren von anderen

Autoren nicht immer reproduzierbar.
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vermittelnde Mediatoren

Alkohol
PBC
chronische HCV Infektion

LPS Signalweg
Todesrezeptor Liganden
ROS Generation

Kandidatengene

ADH, ALDH |
TNF-a, Vitamin D
Haptogobin

CcD14

Fas

CYPZ2E1, MnSOD,
HFE

Immunantwort HLA Molekule HLA Il Allele

Einwanderung von Zytokine TNF-a

Entzindungszellen Chemokine INF-y,IL-10
' IL-1B

HSC Aktivierung Wachstumsfaktoren Angiotensinogen
' pro-fibrogene Zytokine Leptin, TGF-B

gesteigerte Kollagensynthese pro-fibrogene Zytokine TGF-p

verminderter Kollagenabbau Kollagenasen/TIMPs TIMP-1,

Plasminogen
Modifiziert nach Bataller et al. 2003 [114]

Tabelle 1: Pathogenese der Leberfibrose, ausfihrende Mediatoren und Kandidatengene, deren
Polymorphismen auf die Fibrogenese Einfluss nehmen kénnen.

Als atiologische Faktoren der Leberfibrogenese kommen z.B. chronischer Alkoholabusus, PBC und
die chronische HCV Infektion infrage. Die individuelle Vulnerabilitat fir alkoholische Leberschaden
kann durch genetische Varianten der ADH oder ALDH modifiziert werden. Die Pradisposition fur PBC
oder die Neigung zur HCV Persistenz wird z.B. durch Mutationen der HLA-II Allele beeinflusst. Die
gesteigerte Bildung von ROS oder die Aktivierung des LPS Signalweges fordert die Schadigung der
Leber, beteiligt sind daran z.B. CD14 und Cytochrom P450IIE1. Im Rahmen der Fibrogenese wird das
Immunsystem aktiviert und Entziindungszellen wandern in das geschadigte Gewebe. Bestimmte
HLA-Il Allele und Polymorphismen von Zytokinen und Chemokinen kdénnen diesen Prozess
beeinflussen. Die HSC Aktivierung wird durch Wachstumsfaktoren und pro-fibrogene Zytokine wie
TGF-B1 getriggert. Es wird vermutet, dass genetische Polymorphismen von an der Aktivierung der
HSC sowie am Umbau der EZM beteiligten Faktoren die individuell variable Krankheitsprogression
mitbedingen kdnnen.

Die alkoholtoxische Leberschadigung entsteht im Rahmen komplexer Wechselwirkungen
zwischen Lebenswandel des Patienten, Umweltbedingungen und genetischen Faktoren
[115]. Dabei zeigen einzelne Individuen eine sehr variable Alkoholempfindlichkeit.
Mutationen in Enzymen des Alkoholmetabolismus wie der Alkohol-Dehydrogenase oder der
Aldehyd-Dehydrogenase kénnen die Konzentration des hepatotoxischen Acetaldehyds
erhdhen und eine alkoholische Leberschadigung beglinstigen [116,117,118,119]. Studien
ergaben, dass u.a. eine durch Mutationen in der Promotorregion bedingte vermehrte TNF-a-
Konzentration mit schwerer Steatohepatitis assoziiert ist [120]. Superoxiddismutase und
Glutathion-S-Transferase neutralisieren freie Sauerstoffradikale. Veradnderungen ihrer

Aktivitaten kdnnen die Progression der alkoholischen Leberschadigung beeinflussen [121].
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Die primar biliare Zirrhose ist eine gegen Gallengangsepithelien gerichtete Autoimmun-
erkrankung. Zwillingsstudien ergaben, dass bestimmte HLA Allele fur die Entwicklung der
primar bilidren Zirrhose (PBC) pradispositionieren [122]. Mutationen von pro-inflamma-
torischen Zytokinen oder dem Vitamin-D Rezeptor kdnnen den Krankheitsverlauf beein-
flussen. Einige Allelvarianten des Apolipoprotein E Gens bedingen ein von der Norm

abweichendes Ansprechen auf die Standardtherapie mit Ursodeoxycholsaure [123].

Kandidatengene Proteinfunktion Genotyp  Effekt auf Fibrogenese Erkrankung Literatur
Proteinebene

IL-10 anti-inflammatorisch  -627 Czu  verminderte gesteigert ALD 130
A Transkription
IL-1B pro-inflammatorisch  -511 Czu  gesteigerte gesteigert ALD/PBC 130, 131
T Sekretion
-3953 T zu
Cc
IL-1 Rezeptor pro-inflammatorisch VNTR gesteigerte gesteigert ALD/PBC 133
Intron2 Transkription
Angiotensinogen pro-fibrogen -6 GzuA  gesteigerte gesteigert HCV 132
Transkription
HLA-II Haplotypen Immunantwort Allele variabel variabel HCV/PBC/AIH 132, 134,
135
TNF-a pro-inflammatorisch  -308 Gzu  gesteigerte gesteigert HCV/PBC/ALD 120, 133,
A Transkription 136, 137
CD-14 LPS Rezeptor -159 Czu  gesteigerte gesteigert ALD 138
T Transkription
CTLA-4 Immunantwort -66 Azu G gesteigerte gesteigert ALD 139
Transkription
MnSOD Antioxidant 1193 Czu unnormale gesteigert ALD 121
T Funktion
TAP-2 Immunantwort 0201 Allel  unbekannt gesteigert ALD 124
ApoE Virus Penetration epsilon4 unnormale gesteigert HCV 123
Allel Funktion

Modifiziert nach Bataller et al. 2003 [114]

Tabelle 2: Beispiele fir nachgewiesene Einflisse von Polymorphismen auf die Expression,
Sekretion oder Funktion des jeweiligen Proteins sowie auf die Fibrogenese.

Zu jedem Kandidatengen sind die Funktion des kodierten Proteins, der untersuchte Genotyp, die Aus-
wirkungen der Mutation auf Proteinebene und der Einfluss auf die Fibrogenese angegeben.
AuRerdem ist aufgefiihrt, bei welcher Krankheit die Analysen durchgefiihrt und welcher Literatur die
Ergebnisse enthommen wurden.

Im Fall der Hepatitis C induzierten Leberschadigung konnte nachgewiesen werden, dass
Patienten mit im Hinblick auf Lebererkrankungen positiver Familienanamnese in jungerem
Alter eine Zirrhose entwickeln [124]. Diese Ergebnisse legen die Beteiligung genetischer
Faktoren nahe. Dabei kdnnen genetische Variablen die Neigung zur Chronifizierung, die
Progression der Fibrogenese oder das Ansprechen auf die antivirale Therapie beeinflussen.

So kénnen z.B. Mutationen von Bestandteilen des Immunsystems (HLA-Allele, TAP2) eine
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Hepatitis C Virus Persistenz beginstigen oder verhindern [124,125,126]. Andere Studien
belegen, dass der Krankheitsverlauf durch Polymorphismen von Faktoren des Renin/
Angiotensin/Aldosteronsystems, IL-10, TNF-a oder TGF-B1 und das Ansprechen auf die
antivirale Therapie durch Mutationen Interferon-induzierter Proteine sowie Kombinationen
gekoppelter Polymorphismen des RANTES Gens moduliert wird [127,128, 129].

2.3.3 Polymorphismen im TGF-p1 Gen

TGF-p1 stellt, wie in Kapitel 2.1 beschrieben, den potentesten pro-fibrogenen Mediator in der
Genese der Leberfibrose dar. Deshalb wird vermutet, dass einige Polymorphismen des Gens
am interindividuell variablen Verlauf der Leberschadigung beteiligt sind. Bis jetzt sind acht
TGF-B1 Genpolymorphismen bekannt.

Im Promotorbereich befinden sich drei Nukleotidsubstitutionen [140,141]. An Position —988
kann das Nukleotid Cytosin (C) gegen Adenin (A) ausgetauscht und an Position —800 kann
statt Guanin (G) ein Adenin (A) positioniert sein. Das Nukleotid Thymin (T) kann in Position
-509 der TGF-B1-Promotorregion Cytosin (C) substituieren. Die 5’-untranslatierte Region
weist an Position +72 eine C-Insertion auf. Dabei beschrieben Derynck et al. acht
aufeinanderfolgende Cytosine [58], wogegen Kim et al. nur sieben Cytosine detektierten [59].
In Intron 4 konnte eine C-Deletion aufgezeigt werden [58].

Im kodierenden Bereich finden sich drei single nucleotide polymorphisms (SNPs), die zu
einem Aminosdureaustausch fuhren. Zwei davon liegen im Bereich der Signalsequenz in
Codon 10 und Codon 25. An Position +869 in Exon 1 kann statt Thymin Cytosin lokalisiert
sein. Codon 10 kodiert damit nicht mehr fur die Aminosaure Leucin (CTG) sondern fur Prolin
(CCG). Der Polymorphismus an Position +915 filhrt durch Substitution von Guanin durch
Cytosin zu einem Aminosaureaustausch von Arginin (CGG) zu Prolin (CCG). Der dritte
Polymorphismus befindet sich in der Pro-Region des TGF-B1 Vorlauferproteins. In Exon 5 an
Position +1632 wird das Nukleotid Cytosin durch Thymin ersetzt und Codon 263 kodiert

damit nicht flr Threonin sondern fiir Isoleucin [140].
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3. Arbeitsmaterial

3.1  LightCycler Analysen

3.1.1 Gerate
Gerat Firma
LightCycler™ Roche, Deutschland

LightCycler™ Centrifuge Adapters
5415 D, Zentrifuge
Z 233 MK, Zentrifuge

Roche, Deutschland
Eppendorf, Deutschland

Biotron Labortechnik GmbH,

Deutschland

3.1.2 Verbrauchsartikel

Verbrauchsartikel

Firma

LightCycler Kapillaren 20ul
Mikroreaktionsgefalte 1,5ml
Pipetman 10ul, Pipette
Pipetman 100ul,Pipette
Pipetman 200ul, Pipette
Pipetman 1000pl, Pipette
Pipettenspitzen, gestopft 10l
Pipettenspitzen, gestopft 100pl
Pipettenspitzen, gestopft 200pl
Pipettenspitzen, gestopft 1000yl

Roche, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
Biozym, Deutschland
Biozym, Deutschland
Biozym, Deutschland
Biozym, Deutschland

3.1.3 Chemikalien

Chemikalie Firma

DMSO Fluka, Osterreich
Glucogen Fermentas Life Sciences
3.1.4 Kits

Kit Firma

LC-FastStart DNA Master Hybridisation Probes
Purgene™ DNA Isolierungskit

Roche, Deutschland
Biozym, Deutschland

3.1.5 Primer

Bezeichnung Sequenz

Firma

Arg25Pro-For2 5-CTA GGT TAT TTC CGT GGG-3 MWG, Deutschland

Arg25Pro-Rev2 5-CCT TGG CGT AGT AGT CG-3’ MWG, Deutschland

For4 5-GGA GAG CAATTC TTA CAG GTG- MWG, Deutschland
3’

K1 5-CTC CTACCT TTT GCC GGG AG-3' MWG, Deutschland
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K2 5-GAC AGG ATC TGG CCG CGG AT- MWG, Deutschland

3!
Rev2 5'-CAG GCG GAG AAG GCT TAA TC-3 MWG, Deutschland
HWO09-For 5-AAG CAG GGT TCA CTA CCG GC-3' MWG, Deutschland
HW10-Rev 5-AGG CCT CCA TCC AGG CTA CA-3' MWBG, Deutschland
3.1.6 Sonden
Bezeichnung Sequenz Firma
-509-A1 5-AGG GTG TCA GTG GGA GGA GGG Metabion,

GGC AA-Fluo-3 Deutschland
Leu10Pro-A 5-TCC CCC ATG CCG CCC TCC GGG Metabion,

CT-Fluo-3’ Deutschland
Arg25Pro-A 5-GCT ACC GCT GCT GTG GCT ACT Metabion,

GGT GCT-Fluo-3’ Deutschland
Thr263lle-A 5-LC-Red640-GAG AGG GCC CAG Metabion,

CAT CTG CAA AGC T-P-3 Deutschland
-509-S1 5-LC-Red640-AGG ACA CCT GAG Metabion,

GGA TGG A-P-3 Deutschland
Leu10Pro-S 5-LC-Red640-CGG CTG CTG CCG Metabion,

CTG CT-P-3 Deutschland
Arg25Pro-S 5-LC-Red640-ACG CCT GGC CCG Metabion,

CCG-P-3 Deutschland
Thr263lle-S 5-ATG GCC ACC CCG CT-Fluo-3 Metabion,

Deutschland
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3.2 Molekularbiologie und Zellkultur

3.2.1 Gerate

Gerat Firma

ABI 310 Genetic Analyzer, Sequenziermachine Applied Biosystems, USA

Agarose Gel-Elektrophorese System Febikom Labortechnik, Deutschland

Axiovert 136 M, Mikroskop Zeiss, Deutschland

Beckman Avanti™ J-15, Zentrifuge Beckman Coulter, USA

Beckman Optima L-70k, Ultrazentrifuge Beckman Coulter, USA

Biofuge pico centrifuge, Zentrifuge Heraus Instruments, Deutschland

Biofuge 15R, Zentrifuge Kendro Laboratory Products,
Deutschland

Cary 50 Probe, UV-Vis Spectophotometer Varian, USA

Certomat BS-1, Inkubationsschiittelschrank B. Braun, Deutschland, Deutschland

Ecoline 011, Wasserbad Lauda

Eismaschine Ziegra, Deutschland

ER 7600, Mikrowelle Toshiba, Japan

Hera Safe® HSP12, Flow-Bench Heraeus, Deutschland

Function Line UT 20P Heraeus, Deutschland

INTAS DNA-Gel-Documentation Imager INTAS, Deutschland

Leica DMLB, Mikroskop Leica, Deutschland

Lumi-Imager™ ECL Boehringer Mannheim, Deutschland

MicroBeta Jet 1470 Scintillation and Luminescece PerkinElmer, USA

Counter

Mikroprocessor, pH-Meter WTW, Deutschland

MilliQ Water Purification System, Wasser- Millipore S.A., Frankreich

reinigungssystem

Pipetman 10ul, Pipette Eppendorf, Deutschland

Pipetman 20ul, Pipette Eppendorf, Deutschland

Pipetman 100ul,Pipette Eppendorf, Deutschland

Pipetmen 200ul, Pipette Eppendorf, Deutschland

Pipetman 1000pl, Pipette Eppendorf, Deutschland

Power Pack PP 2000, Power Supply Biometra, Deutschland

Red Rocker PR50, Schiittler Hoefer Pharmacia Biotech, USA

Suprasil, Quarzkiivette fir DNA-Quantifizierung Hellma, Deutschland

T3 Thermocycler, PCR-Gerat Biometra, Deutschland

Thermomixer 5436, Heizschuttler Eppendorf, Deutschland

Titramax™ 100, Mikrotiterplattenschdittler Heildolph, Deutschland

UV Tisch NP 90 Konrad Benda, Deutschland

Vacuum-Zentrifuge Savant

Victor 1450 Multilable Counter Wallac, Finnland

Voltage Power Pack PP2000, Power Supply Biometra, Deutschland

Vortex Genie2 Fisher Scientific, USA

ZBE 151, Eismaschine Ziegra, Deutschland

X Cell Blot Module, Western Blot Kammersystem Invitrogen, USA

X Cell Sure LockTM Mini-Cell, Elektrophoresekammer Invitrogen, USA

3.2.2 Verbrauchsartikel

Verbrauchsartikel Firma

Centri-Sep Colums, Sequenziersaulchen Princeton Separations, USA
Lab-Tek®-1l Chamber slide™ Nalge Nunc International, USA
Mikroreaktionsgefaf’ 0,5ml Eppendorf, Deutschland

Mikroreaktionsgefaf 1,5ml Sarstedt, Deutschland



Mikroreaktionsgefaf 2ml
Nitrozellulosemembran
Petrischalen @ 60mm
Petrischalen @ 100mm
Pipettenspitzen 10l
Pipettenspitzen 200l
Pipettenspitzen 1000l
PP-Réhrchen 15mi
PP-R6hrchen 50mi
Skalpell

Samper med, Handschuhe
6-Well Multiplatte, Zellkultur
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Sorenson Bio Science Inc., USA
Pierce Biotechnology, USA
Sarstedt, Deutschland

Sarstedt, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
Greiner, Deutschland

Greiner, Deutschland

Feather Safety Razor Co, Japan
Semperit, Osterreich

Sarstedt, Deutschland

3.2.3 Chemikalien

Chemikalie

Firma

Aceton

Agarose seaKem®
Ammoniumacetat
Ampicillin

Bacto™ Agar
Bench Mark™
Bicin

Biotin Blocking Solution
Bis-Tris

Borsaure
Bromphenolblau
BSA

CaC|2

Chloroform

DMEM

DMSO

DOC

DTT

dNTPs

EDTA

Eisessig
Enzympuffer B
Enzympuffer H
Enzympuffer M
Ethanol
Ethidiumbromid
Foetal Bovine Serum

Fischgelatine
Formaldehyd, 36,5%
Fugene

Glucose

Glycerin

HCI, 1M

HEPES

Isopropanol
Kaliumacetat

KCI

Lamda-DNA-HindlIII Digest

Merck, Deutschland

Cambrex, USA

Merck, Deutschland

Sigma, Deutschland

BD Bioscience, USA

Invitrogen, Deutschland
AppliChem, Deutschland
DrakoCytomation, USA

AppliChem, Deutschland

Merk, Deutschland

Merk, Deutschland

Sigma, Deutschland

Merk, Deutschland

Sigma, Deutschland

Camprex, Belgien

Fluka, Osterreich

Merk, Deutschland

Sigma, Deutschland

Roche, Deutschland

Merk, Deutschland

Merk, Deutschland

Roche, Deutschland

Roche, Deutschland

Roche, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co, Deutschland
Sigma, Deutschland

PAA Laboratories GmbH,
Deutschland

Sigma, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co, Deutschland
Roche, Deutschland

Sigma, Deutschland

Sigma, Deutschland

Merk, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co, Deutschland
Merk, Deutschland

Merk, Deutschland

BioLaps
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L-Glutamin

LiCl

Lysozym

MgC|2

Methanol

2-Mercaptoethanol
Milchpulver

MOPS

N82C03

Na,HPO,

NaCl

Natriumacetat
Natriumhydroxid
Nitrozellulosemembran
Nucleotid-Mix

NuPAGE Bis-Tris Gel 4-12%
NuPAGE Tris-Acetat Gel 3-8%
NuPAGE LDS-Puffer
Paraformaldehyd

Pen-Strep (Penicillin/Streptomycin)
Phenol

Polyethylenglucol

Ponceau S

Propidiumjodid

RPMI 1640 Medium

Sequenzpuffer mit EDTA (10x)
SDS

Stop-Lésung, ELISA

Tritiplex Il

Trichloressigsaure

Triton X-100

Trizma® base

Trypsin-EDTA (10X)

Tween 20
T4-Ligasepuffer
Waschpuffer, ELISA

Cambrex, Belgien

Merk, Deutschland

Roche, Deutschland

Merk, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co, Deutschland
Merk, Deutschland

Merk, Deutschland

Merk, Deutschland

Merk, Deutschland

Merk, Deutschland

Schleicher & Schuell, Deutschland
Roche, Deutschland

Invitrogen, Deutschland

Invitrogen, Deutschland

Invitrogen, Deutschland

Merk, Deutschland

Cambrex, Belgien

Carl Roth GmbH & Co, Deutschland
Fluka Chemie AG, Schweiz

Sigma, Deutschland

Sigma, Deutschland

PAA Laboratories GmbH,
Deutschland

Applied Biosystem, USA

Carl Roth GmbH & Co, Deutschland
R&D System, Deutschland

Merk, Deutschland

Merk, Deutschland

Sigma, Deutschland

Sigma, Deutschland

PAA Laboratories GmbH,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co, Deutschland
Roche, Deutschland

R&D System, Deutschland

3.2.4 Puffer und Losungen

Ammoniumacetat (10M)

20ml: 15,42g Ammoniumacetat wurden ad 20ml H,0 geldst. Die Lésung wurde sterilfiltriert.

Ampicillin (100mg/ml)

10ml: 1g Ampicillin wurde in sterilem H,O geldst und in 1ml Aliquots bei —20°C gelagert.

Block-Puffer

100ml: 5g Milchpulver wurden in 100ml 1xTBST geldst.

Blockierungslosung-I

100ml: 50ml FKS, 10ml 10x PBS und 10ml 1% BSA wurden zusammengegeben und mit

sterilem H,O wurde auf 100ml aufgefilllt.
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Blockierungslésung-Il
100ml: Zu 50ml 1% BSA wurden 50ml PBS und 100ul Fischgelatine gegeben.

Blotting-Puffer (fiir Western Blot)
100ml: 5g Milchpulver wurden in 100ml 1x TBS sorgfaltig geldst.

Bromphenolblauldsung (w/v)
10ml: 50mg Bromphenolblau wurden in 10ml sterilem H,O gel6st und bei 4°C gelagert.

1% (w/v) BSA in PBS pH 7,4
100ml: 1g Albumin wurde in 100ml PBS pH 7,4 gelost.

CaCl, (1M)
100ml: 14,7g CaCl x 2 H,O wurden ad 100ml gelost, danach autoklaviert.

DMEM-Medium (0,2%)
50ml: Zu 50mlI DMEM-Medium wurden 500ul Pen-Strep, 1ml L-Glutamin und 100ul FKS
gegeben. Das Medium wurde bei 4°C gelagert.

DMEM-Medium (2%)
500ml: Zu 500mlI DMEM-Medium wurden 5ml Pen-Strep, 10ml L-Glutamin und 10ml FKS
gegeben. Das Medium wurde bei 4°C gelagert.

DMEM-Medium (10%)
500ml: Zu 500mI DMEM-Medium wurden 5ml Pen-Strep, 10ml L-Glutamin und 50ml FKS
gegeben. Das Medium wurde bei 4°C gelagert.

DOC (1mg/ml)
50ml: 50mg Na-DOC wurden in 50ml sterilem H,O geldst.

DTT (500 mM)
10ml: 0,77g DTT wurden ad 10ml 0,01M NaOAc pH 6,0 geldst, sterilfiltriert, zu 500l
aliquotiert und bei —20°C gelagert.

EDTA-LAsung (500 mM), pH 8,0

500ml: 93,06g Tritiplex Il wurden in 350ml sterilem H,0 unter Zugabe von 10g NaOH-
Plattchen geldst. Unter standiger pH-Kontrolle wurde soviel 5M NaOH zugegeben, bis der
pH-Wert 8,0 betrug. Es wurde mit H,O auf ein Volumen von 500ml aufgeflllt und die Lésung
autoklaviert.

Einfriermedium
20ml: Zu 11ml DMEM-Medium wurden 5ml FKS und 4mlI DMSO gegeben und gut gemischt.

ELISA-Puffer

50ml: In 5ml 1M Tris-HCI wurden 0,5g BSA gel6st. Dazu wurden 100ul 1M MgCl, und 250ul
Tween 20 gegeben und gut gemischt. Mit sterilem H,O wurde auf ein Endvolumen von 504l
aufgefulit.

Ethidiumbromid (10 mg/ml)
5ml: 50mg Ethidiumbromid wurden in 5ml sterilem H,O geldst und lichtgeschiitz bei 4°C
gelagert.

Glukose (1M)
100ml: 18,0g Glukose wurden in 100ml sterilem H,O geldst und sterilfiltriert. Die Lésung
wurde bei 4°C gelagert.
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HCI (1M)
100ml: 1ml 1M HCI wurden mit sterilem H,O auf 100ml aufgefiillt.

H,0, steril
Destilliertes H>O wurde abgefillt und autoklaviert.

Kaliumacetat (5 M)
500ml; 245,38g CH3;COOK wurden ad 500ml H,O gel6st und autoklaviert.

KCI (1 M)
10ml: 7,45g KCI wurden ad 100ml H,O geldst und autoklaviert.

LB-Medium
11: 10g Tryptone, 5g Hefeextrakt, 10g NaCl wurden in 1| destilliertem H,O gel6st und auto-
klaviert. Lagerung bei 4°C.

Lithiumchlorid (5 M)
100ml: 21,2g LiCl wurden ad 100ml sterilem H,O geldst und autoklaviert.

Lésung-I (Plasmidpraparation)
100ml: 5ml Glucose, 2ml 500mM EDTA (pH 8,0), 2,5ml Tris-HCI (pH 8,0) und 90,5ml steriles
H,O wurden gemischt und bei 4°C gelagert.

Lésung-Il (Plasmidpraparation)
100ml: In 85ml sterilem H,O wurden 10ml NaOH und 5ml 20% SDS (w/v) geldst. Die Losung
musste vor der Praparation stets frisch angesetzt werden.

Losung-lli
200ml: 121ml 5M Kaliumacetatlésung, 23ml Eisessig und 57ml steriles H,O wurden gemischt
und bei 4°C gelagert.

Lysozymldsung (10mg/ml)
5ml: 50mg Lysozym wurden in 5ml Ldsung-I aufgenommen. Vor Gebrauch musste die
Lésung stets frisch angesetzt werden.

MES-SDS Laufpuffer (20x)
500ml : 97,6 MES, 60,69 Bis-Tris, 10g SDS und 3g EDTA wurden in 500ml sterilem H,O
geldst.

MgCl, (1 M)
100ml: 20,00g MgCl, wurden ad 100ml H,O gel6st und autoklaviert.

MOPS (1 M)
100ml: 20,93g MOPS wurden in 60ml H,O gelost, mit 5M NaOH ein pH-Wert von 7,0
eingestellt und mit H,O auf 100ml aufgefiillt und dann sterilfiltriert.

MOPS SDS-Laufpuffer
500ml: 104,6g MOPS, 60,69 Bis-Tris, 10g SDS und 3g EDTA wurden ad 500ml sterilem H,O
gelost.

Natriumacetat (3 M) pH 6,8 (zur DNA-Fallung)
100ml: 24,69 Natriumacetat wurden in 60ml H,O geldst, mit Eisessig wurde ein pH von 6,8
eingestellt und mit H,O auf 100ml aufgefiillt. Die Lé6sung wurde anschliel3end autoklaviert.

NaCl (5 M)
200ml: 58,44g NaCl wurden ad 200ml H,O gel6st und autoklaviert.
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NaCl (1,6 M)/PEG-L6sung (13% (w/v) (fur Plasmidpraparation)
100ml: 13g PEG und 9,35g NaCl wurden in 100ml sterilem H,O gelést.

NaOH (2M)
100ml: 8g NaOH-Platzchen wurden in 100ml sterilem H,O geldst.

NaOH (5 M)
100ml: 20g NaOH-Platzchen wurden in 100ml sterilem H,O geldst und in einer Polyethy-
lenflasche gelagert.

1,2N NaOH/0,5M HEPES
100ml: 11,9g HEPES wurden in 75ml sterilem H,O geldst, 12ml 10N NaOH zugegeben und
gut gemischt.

NuPAGE Transferpuffer (20x)
126ml: 10,29 Bicine, 13,08g Bis-Tris und 0,75g EDTA wurden ad 126ml H,O geldst.

PBS pH 7,4 (10x)
11: 80g NaCl, 2g KCI, 14,2g Na2HPO4 und 2,04g KH,PO, wurden in 1l sterilem H,O gel6st
und der pH mit HCI auf 7,4 eingestellt.

Permeabilisierungslésung
0,1g Natriumacitrat wurden in 100ml sterilem H,O geldst. Dazu wurden 100ul Triton X-100
gegeben und gut gemischt.

Propidiumjoidlésung (10mg/ml)
10mg PJ wurden in 1ml HBSS gel6st und bei 4°C im Dunkeln gelagert.

Proteinlaufpuffer 1x (fir Western Blot)
21: 2g SDS (20%), 6g Trizma base und 28,759 Glycin wurden in 2| H,O geldst.

RPMI 1640 Medium (0,2%)
50ml: Zu 50ml RPMI 1640 Medium wurden 500ul Pen-Strep, 1ml L-Glutamin und 100ul FKS
gegeben. Das Medium wurde bei 4°C gelagert.

RPMI 1640 Medium (10%)
500ml: Zu 500mlI RPMI 1640 Medium wurden 5ml Pen-Strep, 10ml L-Glutamin und 50ml
FKS gegeben. Das Medium wurde bei 4°C gelagert.

Ripa (pH 7,2)
11: In 20ml Nonidet P-40 wurden 2,429 Bis-Tris, 8,76g NaCl, 1g SDS und 5g DOC gel6st und
gut gemischt. Mit sterilem H,O wurde auf ein Endvolumen von 1l aufgefiillt.

Ripa + Complete
50ml: In 50ml Ripa wurde 1 Plattchen Complete geldst und bei —20°C gelagert.

SDS (20%)
100ml: 20g SDS wurden in 100ml sterilem H,O gelost.

SDS-Gelladepuffer (2x)
10ml: 1ml 1M Tris-HCI, 2ml 20% SDS, 2ml 1% Bromphenolblau und 2ml Glycin wurden
gemischt. Mit sterilem H,O wurde auf ein Endvolumen von 10ml aufgefiillt.

STE-Puffer
11: 20mM 5M NaCl, 2ml 500 mM EDTA und 190ml 1 M Tris-HCI pH 8,0 wurden in 968mi
sterilem H,O gel6st, autoklaviert und bei 4°C gelagert.
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Stop-Mix (flir Agarosegelelektrophorese)
5ml: 0,2ml 500mM EDTA (pH 8,0), 1ml Bromphenolblaulésung, 1,7ml Glyzerin und 0,126ml
20% SDS-L6sung wurden mit H,O auf 5ml aufgefillt und bei 4°C gelagert.

TBE (10x)
11: 108g Trisbase, 55g Borsaure und 7,44g Titriplex Il wurden in 11 H,O geldst und auto-
klaviert.

TBS (10x)
500ml: 10ml 1M Tris-HCI pH 7,5, 151ml 5M NaCl wurden mit H,O auf 500ml aufgefullt und
autoklaviert.

TBST (10x)
500ml: 500ml TBS wurden mit 500ul Tween 20 versetzt und gut gemischt.

TE (pH 8,0)
100ml: 1ml 1M Tris-HCI pH 8,0 und 0,2ml 500 mM EDTA pH 8,0 wurden in 98,8ml H,O
gelost und anschlieRend autoklaviert.

TFB-I-Ldsung

100ml: 2,5ml 4M RbCl, 5ml MnCI2, 1ml 1M CaCl,, 0,6ml 3 M KOAc pH 6,0 und 15ml Gyzerin
wurden vermischt und mit sterilem kalten H,O auf ein Endvolumen von 100ml aufgefllt.

Die Lésung wurde vor Gebrauch stets frisch angesetzt und kihl bei 4°C gelagert.

TFB-II-Lésung

100ml: 1ml 1M MOPS pH 7,0, 7,5ml 1M CaCl,, 1ml 1M NaCl und 15ml Glyzerin wurden
vermischt und mit sterilem kalten H,O auf ein Endvolumen von 100ml aufgefulit.

Die Losung wurde vor Gebrauch stets frisch angesetzt und kihl bei 4°C gelagert.

Transferpuffer (fir Western Blot)
11: 5,829 Tris, 2,93g Glycerin, 1,875ml 20% SDS und 200mI Methanol wurden mit H,O auf 1l
aufgefulit.

Tris-HCI (1 M) pH 8,0

11: 122,1g Bis-Tris wurden in 800ml H,O geldst und mit konzentrierter HCI einen pH-Wert
von 8,0 eingestellt. Mit H,O wurde auf ein Endvolumen von 11 aufgefiillt und die Lésung
autoklaviert.

TS

500ml: 0,495g Glukose wurden in 450ml sterilem H,O geldst. Dazu wurden 15ml 5M NacCl,
2,5ml 1M KCI und 12,5ml 1M Tris-HCI pH 8,0 gegeben. Mit sterilem H,O wurde auf ein
Endvolumen von 500ml aufgefillt.

Waschpuffer (Western Blot)
11: 12,1g Trizbase, 148,1g NaCl, 25ml Tween 20 und 2,5ml NP wurden mit sterilem H,O
gemischt, mit HCI auf pH 7,5 eingestellt und anschlieffend mit H,O auf 1| aufgefilit.



37

3.2.5 Multireaktionssysteme/Kits

Multireaktionssysteme/Kit

Firma

anti-Flag® HS M2, beschichtete 96-Multiwellplatte
pGEM-Teasy Vektor System 1
Substrate Reagent Pack, Substratreagenz A + B,

Sigma, Deutschland
Promega, Deutschland
Pierce Biotechnology, USA

ELISA

SuperSignal®West Dura Extended Duration Pierce Biotechnology, USA
Substrat

3.2.6 Enzyme

Enzym Firma
BamHI NEB, USA
EcoRI NEB, USA
Fsel NEB, USA
Hindlll NEB, USA
Notl NEB, USA
Pstl NEB, USA

Tag-DNA-Polymerase
Trypsin (10x)
T4-DNA-Ligase

Roche, Deutschlapd
PAA Laboratory, Osterreich
Roche, Deutschland

RNase Roche, Deutschland

3.2.7 Primer

Bezeichnung Sequenz Firma

MAOO1 5-AAT GTC GTA ACA ACT CCG CC-3 MWG, Deutschland

MBO001 5-GCA CTG CAC GCC GTA GGT CAG- MWG, Deutschland
3’

Mut4 5-°CTC GAG CAC TTG CAG GAG CGC MWG, Deutschland
ACG-3

TGF1 5-CTA CTA CGC CAA GGA GGT C-33 MWBG, Deutschland

TGF4 5-CCG TGG AGC TGA AGC AAT AG-3* MWG, Deutschland

SIM001 5-GCT AGC CCT GTT CGC GCT CTC MWG, Deutschland
GGC-3

SIM002 5-AAG CTT GCA GGA GCG CAC GAT MWG, Deutschland
CAT G-3

SIM003 5-AGC CCT GTT CGC GCT CTC GGC- MWG, Deutschland
3!

SIM004 5-AAG CTT GCT GCA CTT GCA GGA MWG, Deutschland

T7-Primer

GCG CAC-3’

5-TAA TAC GAC TCA CTATAG GG

MWG, Deutschland
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3.2.8 Antikorper

Antikérper

Firma

anti-Flag M2, monoklonaler mouse 1. Antikdrper
anti-Furin, polyklonaler rabbit 1. Antikbrper
anti-GFP, polyklonaler rabbit 1. Antikérper
anti-goat 1gG, 2. Antikorper

anti-LTBP-1, polyklonal goat 1. Antikorper
anti-mouse IgG, 2. Antikérper

anti-mouse IgG, 2. Antikorper

anti-rabbit 1gG, 2. Antikérper

anti-TGF-p1 Antikdrper, biotiniliert

Biotin Blocking System

Streptavidin-FITC

Streptavidin-HRP

Sigma, Deutschland

Santa Cruz Biotechnology, USA
Santa Cruz Biotechnology, USA
Sigma, Deutschland

Clontech, Deutschland

DAKO, Deutschland

Sigma, Deutschland

Sigma, Deutschland

R&D System, Deutschland
DAKO, Deutschland

DAKO, Deutschland

R&D System, Deutschland

3.2.9 Biologische Materialien
3.2.9.1 Plasmide

Vektor

Firma

pReceiver-M02-CMV-hFurin
LTBP-1 Vektor

pCMV-Tag4A
pAE1sp1A-CMV-full-length TGF-p1

pEGFP-N1
pGEM-Teasy Vektor

RZPD, Deutschland

Dieser Vektor wurde von Herrn Dr.
rer. nat. Falko Drews zur Verfligung
gestellt.

Stratagene, Deutschland

Dieser Vektor wurde von Herrn Prof.
Dr. rer. nat. Ralf Weiskirchen zur
Verfligung gestellt.

Clontech, Deutschland

Promega, Deutschland

3.2.9.2 Bakterienstamme

Firma

endA1 gInvV44 sbcB15 rpsL thi-1 A(lac- ATTC Cellculture

proAB) [F’ traD36 proAB* lacl® lacZAM15]

Bezeichnung Genotyp
JM105, E.coli

hsdR4(rk” mk*)
XL2-Blue

endA1 gyrA96(nal?) thi-1 recA1 lac gin V44 ATTC Cellculture

F’[::Tn10 proAB* lac® A(lacZ)M15 Amy Cm*

3.2.9.3 Eukaryotische Zellen

Bezeichnung

Firma

CHO
LX-2

ATCC Cell culture, Deutschland
erhalten von Dr. Scott L. Friedman
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4. Arbeitsmethoden

4.1 LightCycler Analysen

4.1.1 lIsolierung von DNA aus Paraffinschnitten
4.1.1.1 Paraffinierung

Die verwendeten Biopsien wurden in der Universitatsklinik Kéln sowie in anderen Kranken-
hausern entnommen. Die Einbettung des Gewebes wurde vor Ort maschinell oder manuell
durchgefiihrt. Im Folgenden wird das im Institut fir Klinische Chemie und Pathobiochemie
der Universitatsklinik Aachen verwendete Protokoll zur Einbettung von Gewebe in Paraffin-
blécke beschrieben.

Die Gewebeproben wurden in 4%igem Paraformaldehyd fixiert und darin mindestens 24
Stunden inkubiert. Dann wurde das Paraformaldehyd verworfen und das Gewebe durch eine
aufsteigende Alkoholreihe gefiihrt und dabei entwassert. Die Proben wurden je nach Dicke
2x 20-45 Minuten in Xylol inkubiert, welches das Gewebe fir Paraffin durchgangig machte.
Die Lésungsmittel wurden in den nachsten Schritten durch Paraffin ausgetauscht. Dafur
wurden die Gewebeproben in die jeweilige Kapsel gelegt und fir 2 Stunden bei 60°C in
Paraffinbad-l gegeben. Es folgte eine 2-stlindige Inkubation in Paraffinbad-Il und eine

Inkubation Uber Nacht in Paraffinbad-Ill. Am Folgetag wurden die Proben eingeblockt.

4.1.1.2 Herstellung und Farbung von Paraffinschnitten

Die Paraffinbldcke wurden mit einem Mikrotom in Schichten von 1,5um Dicke geschnitten, in
einem 40°C warmen Wasserbad gestreckt, auf die Objekttrager aufgezogen und tber Nacht
bei 37°C getrocknet. Zum Entparaffinieren wurden die Schnitte zuerst Uber 3x 2 Minuten
Xylolbad und absteigende Alkoholreihe gefuhrt. Das Gewebe wurde in Paraformaldehyd
nachfixiert und anschlielend gefarbt. Von den Schnitten wurden Hamatoxilin-Eosin-

Farbungen (HE-Farbung) sowie Trichrom-Farbungen nach Gomori angefertigt.

Bei der HE-Farbung erscheinen die Zellkerne blau, Kollagen und Zytoplasma rot.

Die Schnitte wurden 3x 10 Minuten in Xylol inkubiert und anschlieBend durch eine
absteigende Isopropanolreihe geflihrt (5 Minuten 98% Isopropanol, 5 Minuten 96% Iso-
propanol, 5 Minuten 90% Isopropanol, 5 Minuten 80% Isopropanol, 5 Minuten 70%
Isopropanol). Nach einer 5-minttigen Inkubation in Wasser wurden sie 5 Minuten in
Hamalaun-Lésung nach Mayer gestellt und anschlieRend kurz unter Leitungswasser gespilt.
Die Schnitte wurden 15 Minuten in flieRendem Wasser geblaut, 3 Minuten in 1% Eosin
inkubiert und kurz ausgewaschen. Es folgten 5 Sekunden Inkubation in 70%igem

Isopropanol, 5 Sekunden 80%igem Isopropanol, 5 Sekunden 90%igem Isopropanol und 2x 5
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Minuten 100%igem Isopropanol. Danach wurden die Schnitte 3 Minuten in Xylol gestellt und

in Eukitt eingedeckt.

Die Trichrom-Farbung nach Gomori ist eine Spezialfarbung mit Silbernitrat, die argyrophile
Bindegewebsfasern dunkelbraun bis schwarz darstellt. Das Zytoplasma der Zellen farbt sich
rot, wogegen ihre Zellkerne blau-schwarz erscheinen. Kollagenfasern grenzen sich durch
einen grunen Farbton vom restlichen Gewebe ab. Weil Bindegewebe bei der Gomori-
Farbung hervorgehoben wird, eignet sich diese Farbung besonders zur Darstellung von
fibrosierten Organen.

Die entparaffinierten Schnitte wurden in destilliertes Wasser gelegt und danach bei Raum-
temperatur Uber Nacht oder bei 56°C fur 1 Stunde in Brouinsche-Losung gestellt. Bevor die
Schnitte unter flieRendem Wasser griindlich ausgewaschen werden konnten, mussten diese
abklhlen. Es folgte die Kernfarbung mit Weigertschen Eisenhdmatoxylin fir 2 Minuten und
erneutes Auswaschen fur 10 Minuten. Die Schnitte wurden 10-20 Minuten in Trichrom-
Lésung gestellt und danach 2 Minuten mit 0,5%iger Essigsaure gespult. Bei zu kraftiger
Farbung wurde in Differenzierungsflissigkeit entfarbt. Die Schnitte wurden in 90%iges

Isopropanol gestellt und zuletzt mit Isopropanol abs., Xylol und Harzeinschluss fixiert.

4.1.1.3 Entparaffinierung und Zelllyse fir DNA-Isolierung

Um DNA aus dem in Paraffin eingebetteten Gewebe zu gewinnen, wurden zuerst je 3x
7,5um des Paraffinblockes mit einem Mikrotom abgehobelt und in ein 1,5ml Mikro-
reaktionsgefald tUberflhrt. Pro Tube wurden 2954l Cell Lysis Solution und 5ul Proteinase-K
Mix zupipettiert, gevortext und anschlieBend kurz zentrifugiert. Die Proben wurden Uber
Nacht bei 65°C im Schiittler inkubiert. Dabei verflissigte sich das Paraffin und trennte sich
vom Lebergewebe, gleichzeitig wurden die Zellen des Leberbiopsats lysiert. Nach Abklhlung
bildete das Paraffin eine feste Schicht auf dem fliissigen Gewebelysat. Das Lysat wurde
nach Durchdringen der harten Oberflache vorsichtig abgezogen und in ein neues

Mikroreaktionsgefald gegeben.

4.1.1.4 DNA-Extraktion

Die Isolation und Aufreinigung der Gewebe-DNA wurde mit dem Puregene® DNA
Purification Kit der Firma Gentra Systems durchgeflhrt.

Das lysierte Gewebe wurde mittels Salzfallung von Proteinen und anderen Kontaminationen
getrennt. Hierfir wurden 100ul Protein Precipitation Solution zu den Proben gegeben, 20
Sekunden gevortext und 5 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einer 3-minatigen Zentrifugation
bei 13000g, wurde der wassrige Uberstand abgezogen und in neue Mikroreaktionsgefafie
Uberfiihrt, in die 300l Isopropanol sowie 0,5ul Glykogen als DNA-Carrier vorgelegt worden

waren. Die Proben wurden vorsichtig 50x invertiert und 3 Minuten bei 13000g zentrifugiert.
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Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 300ul 70%igem EtOH gewaschen. Nach
vorsichtigem Mischen folgte eine 2-minutige Zentrifugation bei 13000g. Das Pellet wurde
nach Abziehen des Uberstandes bei Raumtemperatur unter dem Abzug getrocknet. Um die
DNA wieder in Losung zu bringen, wurden dem Pellet 50pl DNA Hydration Solution zuge-
setzt und 1 Stunde bei 65°C inkubiert. Die Proben wurden bei —20°C gelagert.

4.1.2 LightCycler

4.1.2.1 Grundlagen der Schmelzpunktanalyse

Der LightCycler ermdglicht eine effiziente Real-Time PCR gekoppelt mit einer schnellen
Differenzierung von Genpolymorphismen durch Schmelzpunktanalyse. Die Detektion von
Punktmutationen durch den LightCycler beruht dabei auf dem Prinzip des Fluorescence
Resonance Energie Transfers (FRET).

Es wurden zwei fluorophorgekoppelte Oligonukleotide eingesetzt, die spezifische Sequenzen
des PCR-Produktes erkennen und binden konnten. Die Interaktion und damit der
Energietransfer zwischen den beiden unterschiedlich markierten Sonden konnte nur statt-
finden, wenn die Fluorophore in engem Kontakt zueinander standen und die Dipole parallel
ausgerichtet waren. Diese Bedingungen wurden nur erflllt, wenn beide Oligonukleotide an
ihre spezifische Sequenzen gebunden vorlagen. Die Zahl der gebundenen Sonden war
temperaturabhangig und deren Schmelzpunkte wurden von dem Grad der Komplementaritat
zwischen Sonden- und DNA-Sequenz bestimmt. Ein Basenaustausch verschob die Schmelz-

temperatur durchschnittlich um 4 bis 8°C.

4.1.2.2 FRET: Fluorescence Resonance Energy Transfer

Das Prinzip des Fluorescence Resonance Energy Transfer wurde zuerst 1946 von Theodor
Forster beschrieben. Es handelt sich um einen strahlungsfreien Energietransfer von einem
Fluoreszenzfarbstoff auf einen zweiten Fluoreszenzfarbstoff. Das angeregte Donor-
Fluorophor Ubertragt die Energie nicht in Form von Fluoreszenz sondern durch Dipol-Dipol-
Wechselwirkung auf das Akzeptor-Fluorophor. Um diese Interaktion mdglich zu machen,
mussen bestimmte Bedingungen gegeben sein: Das Emissionsspektrum des Donors muss
mit dem Absorptionsspektrum des Akzeptors Uberlappen. Daraus ergibt sich, dass der
maximal mogliche Energietransfer durch die Grofle der Ubereinstimmenden Flachen der
Spektren bestimmt wird. Zusatzlich missen die Fluorophore parallele elektronische
Schwingungsebenen und einen Abstand von nur wenigen Nanometern aufweisen. Der
Energietransfer kann Uber die Abnahme der Emissionsintensitdt des Donors oder die
Zunahme der Emissionsintensitat des Akzeptors detektiert werden.

Mit Bindung der LightCycler-Sonden an die komplementaren DNA-Sequenzen erfillen sich

die oben genannten Voraussetzungen fir den Flurescence Resonance Energie Transfer. Die
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Fluorophore liegen nur durch wenige Basenpaare getrennt nahe beieinander und die Dipole
sind parallel ausgerichtet. Das Donor-Fluorophor wird von einer externen Lichtquelle das
LightCyclers angeregt und Ubertragt einen Teil seiner Energie durch Dipol-Dipol-Wechsel-
wirkung an den Akzeptor. Dieser wird angeregt und emittiert Licht einer anderen Wellen-

lange, das vom LightCycler gemessen werden kann.
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Abb. 9: Fluorescence Resonance Energy Transfer mit fluoreszenzmarkierten Oligonukleotiden.
F1 entsprach bei den LightCycler Analysen Fluoreszein, F2 dem Fluorophor LightCycler-Red640.

FRET macht man sich in der Molekularbiologie bei der Quantifizierung von Nukleinsaure
wahrend der Real-Time quantitativen PCR und wie hier bei der Detektion von Punkt-
mutationen zunutze. AuRerdem findet die Methode Anwendung bei dem Nachweis von

Proteininteraktionen, der Messung von Konformationsanderungen und vielem mehr.

4.1.2.3 LightCycler-Programm und Schmelzpunktanalyse

Zu Beginn des Programms wurden die Proben auf 95°C erhitzt. Bei dieser hohen
Temperatur wurden thermolabile blocking-groups von Aminosauren der FastStart Tag-
Polymerase geldst und diese auf so aktiviert. Wahrend der Amplifikation wurden die
verschiedenen PCR-Schritte durchlaufen. In der Denaturierungsphase lagen die genomische
DNA, Primer und Sonden als Einzelstrange vor. Das Fluoreszein des Donors wurde mit
blauem Licht einer Wellenlange von 470nm angeregt und emittierte griines Licht der
Wellenlange 530nm, das vom LightCycler nicht erfasst werden konnte. Bei Erreichen der
Annealing-Temperatur banden Sonden und Primer an die spezifischen Sequenzen der
eingesetzten DNA. Mit der Hybridisierung kamen die Fluorophore der Sonden in enge
Nachbarschaft. In dieser Konstellation konnte der Donor, der durch das blaue Licht erregt
worden war, Energie an LightCycler-Red640 Ubertragen. In der Folge wurde das Fluorophor
(LightCycler-Red640) angeregt und emittierte Licht der Wellenlange 640nm. Das rote Licht
konnte im Gegensatz zum grunen Licht vom LightCycler gemessen werden. Die Elongation
erfolgte bei einer Temperatur von 72°C. Zu diesem Zeitpunkt waren die Sonden bereits von
der DNA geldst oder wurden wahrend der Primer-Extension von der DNA-Polymerase

verdrangt. Am Ende der Replikation lag die eingesetzte DNA in doppelter Menge als
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Doppelstrang vor. Mit der Denaturierung trennten sich die DNA-Einzelstrange und der
nachste PCR-Zyklus wurde eingeleitet. Insgesamt wurden je nach Protokoll 45 bis 55 Zyklen
durchlaufen. Auf die Amplifikation folgte die Schmelzpunktanalyse. Wahrend der Schmelz-
punktanalyse wurde die Temperatur schrittweise erhdht. Mit langsam steigender Temperatur
hybridisierten die Sonden zunehmend bis alle Oligonukleotide an die DNA gebunden waren,
um sich bei weiter fortschreitender Temperaturerhdhung wieder von der DNA zu trennen. Die
Menge, der an die DNA gebundenen Sonden, nahm stetig ab, wobei sich die Sensor-Sonden
vor den Anchor-Sonden I6sten. Desto mehr Sonden von der DNA denaturierten, desto
schwacher wurde das Signal des emittierten Lichtes. Die Energieabnahme wurde registriert,
vom Computer analysiert und in Form von Kurven abgebildet. Die Schmelztemperatur wurde
durch den Austausch einer Base abhangig von der Art des Basenaustausches und den
umliegenden Basenpaaren um etwa 4 bis 8°C herabgesetzt. Auf diese Weise konnten
Wildtyp und Mutante differenziert werden, wobei der Sensor je nach Wunsch komplementar
zu Wildtyp oder Mutante war. Deshalb konnte abhangig vom Sonden-Design die Schmelz-
temperatur bei Punktmutation fallen oder steigen. Im letzten Schritt wurden die Proben auf

40°C abgekuhlt und konnten entnommen werden.

4.1.2.4 Arbeitsschritte

Fir jeden LightCycler-Ansatz wurden 10uM LightCycler FastStart DNA Master Hybrid
Probes, 4mM MgCl,, 0,5uM For- und Rev-Primer, 0,3uM Anchor und Sensor und 5% DMSO
eingesetzt. Zunachst wurden die einzelnen Komponenten auf Eis aufgetaut und kurz
anzentrifugiert. Fur einen Ansatz wurden 2ul LightCycler Master Hybrid Probes, 2,4l MgCl,,
1ul For- und Rev-Primer, 1,33ul Anchor- und Sensor-Sonde und 1yl DMSO in ein 1,5ml
Mikroreaktionsgefald pipettiert. Mit Wasser wurde auf ein Endvolumen von 20ul minus der
eingesetzten DNA-Menge aufgefillt. Der MasterMix wurde in Gaskapillaren tberfiihrt und als
Letztes die jeweilige DNA vorsichtig zupipettiert. Die Gaskapillaren wurden fir 1 Minute bei
4°C und 80g zentrifugiert. Dadurch sammelte sich die Lésung am Boden der Kapillaren. Die
Glaskapillaren wurden in das LightCycler-Rondell gestellt, der Deckel geschlossen und nach
Eingabe der Daten das entsprechende Programm gestartet. Nach etwa 1 Stunde, abhangig
von Zykluszahl und Anzahl der Proben (maximal 32), konnten die Ergebnisse ausgewertet
und die Proben enthommen werden. Die Proben wurden verworfen oder durch Anzentri-
fugation in ein 1,5ml Mikroreaktionsgefal® Uberfuhrt. Die amplifizierte DNA wurde dann
entweder bei 4°C gelagert oder direkt mit Stop-Mix versetzt, auf ein Agarosegel aufgetragen
und durch Gelelektrophorese nach GréRRe aufgetrennt. Durch die Elektrophorese konnte die
Lange des amplifizierten Fragmentes bestimmt und mit der Sollgré3e verglichen werden. So
konnte beurteilt werden, ob bei der PCR das richtige Fragment vervielfaltigt wurde und

gegebenenfalls eine Sequenzierung durchgeflihrt werden.
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4.2 Molekularbiologie

4.2.1 PCR: Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion ist eine in vitro Methode zur Amplifizierung spezifischer DNA-
Sequenzen. Die enzymatische Vervielfaltigung verlauft in drei sich wiederholenden Zyklen.
Im Denaturierungsschritt werden die Wasserstoffbrickenbindungen der Doppelhelix geldst
und die DNA-Strange getrennt. Es folgt die Anlagerung der Primer (Annealing) an die
komplementaren Sequenzen der DNA-Einzelstrange. Wahrend der Elongation werden die
Primer am 3’-Ende durch eine DNA-Polymerase komplementar zur Matrize verlangert.

Die PCR beginnt mit der Erwarmung der Proben auf 95°C, gefolgt von mehreren PCR-
Zyklen. Dabei kénnen Temperaturen, Inkubationszeiten und Anzahl der Zyklen variieren,
abhangig von den verwendeten Primern, der Lange des zu amplifizierenden Fragmentes und
der Menge der eingesetzten Startmolekile. Die Annealing-Temperatur richtet sich nach der
Schmelztemperatur (T,,) der Primer, dabei liegt die optimale Temperatur meist ca. 5°C
unterhalb der ermittelten Primer T,. T, ist definiert als die Temperatur, bei der 50% der
Primer frei in LOsung vorliegen. Sie wird durch die Anzahl der Basenpaare und den G/C bzw.
A/T Anteil bestimmt. Dabei erhoht jede Adenin- bzw. Thymin-Base die Temperatur durch-
schnittlich um 2°C, jede Cytosin- bzw. Guanin-Base um 4°C, folglich steigt die Schmelz-
temperatur mit der Lange der Primer und bei gleicher bp-Zahl mit zunehmendem G/C Anteil.
Bei der Entscheidung Uber die Anzahl der Zyklen muss berilcksichtigt werden, dass sich die
DNA-Ausbeute mit steigender Zykluszahl erhéht, die Wahrscheinlichkeit fir Punktmutationen
aber ebenfalls zunimmt. Wird sehr wenig DNA eingesetzt, kdnnen bis zu 50 Zyklen fir eine
hinreichende Ausbeute noétig sein. Sind die Startmolekile hoch konzentriert, kdnnen 20
Zyklen ausreichen.

Fir den PCR-Ansatz bendtigt man die Tag-Polymerase und Tag-Polymerasepuffer, um
optimale Bedingungen fiir eine effektive PCR zu schaffen. Verwendet wurde die Tag-DNA-
Polymerase der Firma Boehringer Mannheim, eine hoch progressive 5-3’-DNA-Polymerase
ohne 5’-3’-Exonukleaseaktivitdt. Weiter braucht man dNTPs in einer Konzentration von
10mM, einen For- sowie einen Rev-Primer, Wasser, um auf das gewiinschte Endvolumen
aufzufiillen, und nattrlich die DNA.

Zuerst wurden auf Eis jeweils 1ul (200ng) des 1:5 verdinnten For- bzw. Rev-Primers in ein
0,5ul Mikroreaktionsgefald pipettiert. Von der DNA wurden etwa 7ng eingesetzt, dazu wurden
5ul 10x Polymerasepuffer, 2ul dNTPs (10mM) und 2ul DNA-Polymerase gegeben. Mit
Wasser wurde auf 50ul Endvolumen aufgeflllt. Die PCR wurde im Biometra® T3
Thermocycler durchgefiihrt. Im Thermocycler wurden die Proben zunachst 5 Minuten auf
95°C erhitzt. Es folgten 30 PCR-Zyklen mit Denaturierung fir 1 Minute bei 95°C, Annealing
fir 1 Minute bei 60°C und Elongation fiur 3 Minuten bei 72°C. Zuletzt wurden die Proben 10
Minuten bei 72°C inkubiert und dann auf 4°C abgekdhilt.
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4.2.2 Elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten

Jede beliebige Nukleinsaure, wie durch PCR amplifizierte DNA und Plasmid-DNA, kann
mittels Gelelektrophorese nach ihrer MolekulargroRe aufgetrennt werden. Dabei wandern
kleine DNA-Molekiile unter Einfluss eines elektrischen Feldes schneller durch die eng-
maschige Gelmatrix in Richtung Kathode als gréRere. Auf diese Weise werden Nuklein-
saurestrange nach ihrer GroRe getrennt. Gleiche Molekiile laufen in sog. diskreten Zonen,
den Banden, deren GroRe durch Vergleich mit Strangen bekannter bp-Anzahl bestimmt
werden kann. Die Nukleinsdurebanden kénnen durch Zugabe von Ethidiumbromid (EtBr)
unter ultraviolettem Licht sichtbar gemacht werden.

Zunachst wurde Agarose abgewogen, mit 1x TBE gemischt, aufgekocht, mit EtBr versetzt
und auf einen abgedichteten Gelschlitten gegossen. Beim Abkuhlen verfestigte sich die
zahflissige Losung. Die Agarosekonzentration des Gels wurde nach der Fragmentgrofie
gewahlt. Fragmente mit geringer Molekulargréfe wurden in einem hochprozentigen,
Fragmente mit einer hohen Anzahl an bp in einem niedrigprozentigen Gel effektiver aufge-
trennt. Der Agaroseanteil lag je nach Fragmentlange zwischen 0,8% und 1,5 %. In den Gel-
schlitten wurde ein Kamm gesteckt, sodass beim Erharten des Gels Taschen entstanden, in
welche die aufzutrennende DNA gefiillt werden konnte. Die DNA-L&sung wurde mit Stop-Mix
versetzt und auf das Gel geladen. Stop-Mix erhdht die spezifische Dichte der DNA-L&sung,
sodass sich beim Fullen der Geltaschen die DNA am Boden absetzt, zudem macht es durch
seine blaue Farbe die Lauffront sichtbar. Der Gelschlitten wurde in eine Gelkammer, die mit
1x TBE gefiillt war, Uberfihrt und die DNA zusammen mit einem Marker aufgetragen. Der
Marker wurde nach der Lange der zu erwartenden bzw. gesuchten Fragmente ausgewabhit.
Dabei wurde bei kurzen Fragmenten ein Marker mit ebenfalls hauptsachlich kurzen
Fragmenten verwendet und umgekehrt. Bei den Versuchen wurde fliir Fragmente geringer
Basenpaarzahl ein 100bp-Marker und fir die restlichen der A-HindllI-Marker eingesetzt. Die
Kammer wurde geschlossen und eine Spannung zwischen 30V und 80V angelegt. Dabei
wanderte die negativ geladene DNA zur Kathode und wurde auf ihrem Weg der Grofie nach
aufgetrennt. Durch den Zusatz von EtBr konnten die einzelnen DNA-Banden unter UV-Licht

sichtbar gemacht und anhand des Markers die Grél3e bestimmt werden.

4.2.3 Elektroelution von DNA aus Agarosegelen

Bei der Elektroelution wurde die DNA im elektrischen Feld aus dem Agarosegel geldst und
anschliefend aufgereinigt. Dafir wurde die gewilnschte Bande unter UV-Licht ausge-
schnitten und in vorbehandelte, am unteren Ende abgeklemmte Dialyseschlauche gegeben.
Die Dialyseschlauche wurden luftblasenfrei mit 0,1x TBE gefiillt und zusatzlich am oberen
Ende abgeklemmt. Die Schlauche wurden in eine mit 0,1x TBE geflllte Gelapparatur

Uberfiihrt und es wurde eine elektrische Spannung von 200V angelegt. In diesem Feld
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wanderte die negativ geladene DNA aus dem Agarosegel und konzentrierte sich in der
Flussigkeit im Lumen des Dialyseschlauches. Nach 1 Stunde konnte der Strom abgestellt
und die FlUssigkeit aus den Schlauchen abgezogen werden. Zur Fallung wurden 0,1VT 3M
NaOH und 2,5VT EtOH abs. zugegeben und mindestens 30 Minuten bei —80°C gelagert.
Nach der Inkubation wurde 15 Minuten bei 4°C und 15000rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet in 60ul 70%igem kaltem EtOH gewaschen. Es folgte eine
weitere Zentrifugation unter gleichen Bedingungen fiir 10 Minuten. Der Uberstand wurde
abgezogen und das Pellet in der Speed vac unter Vakuum getrocknet. Dieses wurde im

letzten Schritt in Wasser aufgenommen und bei —20°C weggefroren.

4.2.4 Aufbereitung von Dialyseschlauchen

Vor Gebrauch mussten die Dialyseschlauche vorbehandelt werden. Dialyseschlauche
unterschiedlicher Lange wurden in einem Liter Wasser mit 20g geléstem NaHCO3; und 2ml
500mM EDTA pH 8,0 fur 10 Minuten gekocht. Diese wurden anschlieend mit destilliertem
Wasser gewaschen und erneut 10 Minuten in einer Lésung von einem Liter Wasser und 2ml
500mM EDTA pH 8,0 gekocht. Die Dialyseschlauche wurden bei 4°C gelagert.

4.2.5 Sequenzierung

Zur Kontrolle der Aminosauresequenz wurde die gewonnene DNA sequenziert.

Die Sequenzierung wurde in einem 0,5ml Mikroreaktionsgefal® mit einem Endvolumen von
20yl angesetzt. Der verwendete Primer (1ug/pl) wurde zunachst 1:50 verdinnt, fur die
Sequenzierung wurden 2pl eingesetzt. Zu den 2ul Primerlésung wurden 8ul Sequenzier-Mix
(RR-Mix) und die DNA pipettiert. Dabei sollte die DNA-Menge zwischen 200ng und 500ng
liegen. Mit Wasser wurde auf ein Volumen von 20ul aufgeflllt. Die Sequenzier-PCR erfolgte
in einem Biometra® T3 Thermocycler.

Fir die Sequenzierung wurden die Proben vom T3 Thermocycler zunachst 5 Minuten auf
95°C erhitzt und die Temperatur fir 30 Sekunden gehalten. Es folgten 50 Zyklen mit
Denaturierung fir 1 Minute bei 95°C, Annealing fir 20 Sekunden bei 50°C und Elongation fiir
4 Minuten bei 60°C. Im letzten Schritt wurden die Proben auf 4°C abgekihlt und konnten
entnommen werden. In der Zwischenzeit wurden Sequenziersaulchen mit je 800yl Wasser
fir mindestens 30 Minuten, meist Uber Nacht, aufgequollen. Das Wasser wurde aus den
Saulchen abgelassen und diese wurden flr 2 Minuten bei 750g zentrifugiert. Das Uber-
schissige Wasser wurde verworfen, die Saulchen in Mikroreaktionsgefalle gestellt und der
20ul Sequenzieransatz vorsichtig auf die Saulchen pipettiert. Die Saulchen wurden erneut
zusammen mit den dazugehoérigen Mikroreaktionsgefallen flir 2 Minuten bei 750g zentr-
ifugiert. Die Sequenzierlosung wanderte durch das Gel, Uberschiissige Bestandteile wurden

abgefangen und die DNA-L&6sung sammelte sich im Mikroreaktionsgefall. In der Speed vac
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wurde der DNA das Wasser entzogen und das zurtickgebliebene Pellet wurde mit 25ul ABI
Prism® Template Supression Reagent versetzt und fur 2 Minuten bei 95°C inkubiert. Die
Proben wurden anschlielend auf Eis gestellt und in Genetic Analyser 5,5ml Sample Tubes

Uiberfiihrt. Die Sequenzierung wurde im ABI Prism™ 310 Genetic Analyzer durchgefiihrt.

4.2.6 Restriktionsenzymverdau

Die in der Molekularbiologie verwendeten Restriktionsenzyme sind meist Endonukleasen,
welche DNA innerhalb einer Erkennungssequenz ohne ATP Verbrauch und ohne Methyl-
transferaseaktivitdt schneiden. Restriktionsenzyme erkennen hauptsachlich palindromische
Sequenzen von vier, sechs oder acht Basenpaaren. Man unterscheidet zwei verschiedene
Schnittformen: Eine Gruppe von Restriktionsenzymen verdaut die DNA-Strange der Doppel-
helix versetzt, sodass Uberlappende einander komplementare singuldre DNA-Fragmente
sog. sticky ends entstehen. Die andere Gruppe von Restriktionsendonukleasen schneidet
doppelstrangige DNA an nur einer Stelle, es entstehen blunt ends, ohne dass entsprechende
klebrige Uberhange verbleiben. Sticky ends sind leichter ligierbar.

Die eingesetzten Restriktionsendonukleasen bendtigten ein bestimmtes Milieu, um effektiv
arbeiten zu kénnen. Hierbei spielten Faktoren wie pH-Wert und Salzkonzentrationen eine
Rolle. Um diese Bedingungen zu gewahrleisten, musste jedem Ansatz ein Puffer zugesetzt
werden, der auf das verwendete Enzym abgestimmt war. Wurden in einem Ansatz
verschiedene Enzyme gebraucht, musste derjenige Puffer gewahlt werden, in dem jedes
einzelne Enzym eine mdglichst optimale Aktivitat zeigte. Der fertig gelieferte Puffer war
10fach konzentriert und sollte zum Restriktionsverdau einfach konzentriert vorliegen d.h., bei
einem Endvolumen von 30ul wurden 3ul Puffer eingesetzt. Zum Verdau von 1ul DNA wurden
3 Units des jeweiligen Enzyms verwendet, wobei 1yl Enzym ungefahr 10 Units entsprach.
Auf das gewahlte Endvolumen wurde wenn noétig mit Wasser aufgefillt und der Ansatz eine
Stunde bei 37°C inkubiert.

4.2.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Die DNA-Ligase ist ein unverzichtbares Instrument zur stabilen Einbringung von DNA-
Fragmenten in Expressionsvektoren. Sie verbindet DNA-Einzelstrange durch die Synthese
einer Esterbindung zwischen einem Phosphatrest und dem Zucker Desoxyribose. Auf diese
Weise kénnen die, beim DNA-Verdau entstehenden sticky ends, neu verknlpft werden.
Ebenso, aber mit geringerer Effektivitat, kbnnen manche Ligasen die kovalente Bindung von
blunt ends katalysieren.

Die am haufigsten verwendeten Ligasen sind die T4-DNA-Ligase und die E. coli Ligase. Die
T4-Ligase bendtigt als Co-Faktor ATP, die bakteriellen DNA-Ligasen sind NAD-abhangig.
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Die hier eingesetzte T4-Ligase wird heute in der Molekularbiologie hauptsachlich verwendet,
weil sie effektiver arbeitet und sowohl blunt ends als auch sticky ends verknulpft.

Fur die Ligation wurde standardmallig ein Gesamtvolumen von 20ul angesetzt. Zuerst
wurden Vektor und Insert in einem molaren Verhaltnis von 1:3 vorgelegt. Dann wurden 2pl
10x Ligasepuffer und zuletzt 2ul Enzym zupipettiert. Der Ligationsansatz wurde mindestens
12h bei 16°C inkubiert.

4 2.8 Hitzeschocktransformation von Bakterien

Im folgenden Schritt wurden kompetente Bakterien mit den neu klonierten Expressions-
vektoren transformiert.

Zunachst wurde ein 200ul Aliquot kompetenter Bakterien auf Eis aufgetaut, diese auf 10ul
der jeweiligen DNA in Mikroreaktionsgefale pipettiert und 30 Minuten auf Eis inkubiert. In
der Inkubationszeit lagerte sich die DNA an die Wand der Bakterien, um im nachsten Schritt,
dem Hitzeschock, in die Bakterien aufgenommen zu werden. Wahrend der 2-minutigen
Inkubation bei 42°C wurde die Bakterienzellwand voriibergehend permeabel, sodass die
Plasmid-DNA diese penetrieren konnte. Die erhitzten Bakterien wurden anschliefend 2
Minuten auf Eis abgekihlt und dann 600ul LB-Medium zugesetzt. Um optimale Bedingungen
zur Bakterienvermehrung zu schaffen, wurden diese bei 37°C und 225rpm fur eine Stunde
geschuttelt.

Mit der Internalisierung der Vektoren erhielten die Bakterien ein Resistenzgen gegen ein
bestimmtes Antibiotikum. Damit ausschliel3lich Kolonien erfolgreich transformierter Bakterien
wuchsen, wurden diese auf geeignete Selektionsplatten ausplattiert. Flr die Transformation
mit dem pGEM-Vektor wurde dem Agar Ampicillin zugesetzt, wogegen bei dem pEGFP-N1-
Vektor und dem pCMV-Tag 4A-Vektor Kanamycin das Antibiotikum der Wahl war. Die nétige
minimale und maximale Antibiotikakonzentration konnte entsprechenden Tabellen
entnommen werden. Die empfohlene Ampicillinkonzentration lag bei 100ug/ml. Das
Antibiotikum Kanamycin sollte in einer Konzentration von 50ug/ml eingesetzt werden. Die
Agarplatten wurden dber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am Folgetag wurden von den
gewachsenen Bakterienkolonien einige ausgewahlt, in 3ml LB-Medium mit Antibiotikazusatz
geimpft und zusammen mit einer Leerkontrolle Gber Nacht bei 37°C 225rpm geschdttelt. Eine
milchige Tribung des Mediums zeigte eine starke Bakterienvermehrung an, dement-

sprechend blieb die Leerkontrolle klar.

4.2.9 Minipraparation von Plasmid-DNA

Die Minipraparation ermoglicht eine schnelle Gewinnung der Plasmid-DNA. Dadurch kann in
klrzester Zeit mit relativ geringem Materialverbrauch abgeklart werden, ob das Insert richtig

orientiert in den Vektor eingebaut und mutationsfrei ist.
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Fur die Plasmidminipraparation wurden je Ansatz ca. 1,5ml Bakteriensuspension in ein
Mikroreaktionsgefal tberfiihrt, 30 Sekunden zentrifugiert und der Uberstand abgezogen.
Das Pellet wurde in 100pl kalter Lésung-lI aufgenommen und zur Resuspension gevortext.
AnschlieRend wurden 200ul frisch angesetzte Lésung-Il dazugegeben, geschittelt und 2
Minuten auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 150ul kalter Losung-1ll und intensivem Mischen
folgte erneut eine Inkubation auf Eis fir 3 Minuten. Dann wurde 5 Minuten bei Raum-
temperatur und 15000rpm zentrifugiert. Je 500upl Phenol/Chloroform im Verhaltnis 1:1
wurden vorgelegt und der Uberstand dazu pipettiert. Nach 2-miniitigem Vortexen wurde zur
Phasentrennung erneut 5 Minuten zentrifugiert. Die obere Phase wurde vorsichtig abge-
zogen und in ein neues Mikroreaktionsgefall Uberfiihrt. Zur Fallung der DNA wurde 1ml
EtOH abs. zugesetzt, 2 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieliend 10 Minuten
bei 4°C und 15000rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und jedes Pellet mit
70l kaltem 70%igem EtOH gewaschen. Es folgte eine weitere 10-minltige Zentrifugation
unter gleichen Bedingungen. Danach wurde der Uberstand abgezogen und das Pellet in der

Speed vac getrocknet. Als letzten Schritt wurde das Pellet in 20ul TE aufgenommen.

4.2.10 GrofRpraparation von Plasmid-DNA

Die Plasmid-GroRpraparation ist aufwendiger als die Minipraparation, ermoglicht aber eine
quantitativ und qualitativ bessere Aufreinigung von DNA. Deshalb hatte, obwohl beide
Protokolle DNA-Aufreinigung ermoglichen, jede Methode im Verlauf des Experiments seine
eigenstandige Aufgabe. Nach der Bakterientransformation und Vermehrung wurde durch
Minipraparation von mehreren Kolonien je Ansatz erste Plasmid-DNA gewonnen. Diese DNA
wurde genutzt um mittels Restriktionsverdau und Sequenzierung zu eruieren, in welcher
Kolonie die Vektoren fehlerfrei vorlagen. Fir die GroRpraparation wurden ausschlie3lich die
Bakterienkulturen verwendet, bei denen durch die Vorversuche gesichert worden war, dass
die Plasmide alle Anforderungen erfiillten. Nur die aus der GroRpraparation gewonnene
Plasmid-DNA wurde in folgenden Versuchen zur Transfektion von eukaryotischen Zellen
eingesetzt.

Am Tag vor der GroRpraparation wurden 250ml Antibiotika-haltigen LB-Mediums mit ca.
1,5ml der Bakterienkultur angeimpft und bei 37°C und 225rpm geschittelt. Unter diesen
optimalen Bedingungen vermehrten sich die Bakterien rasant, weshalb sich das Medium
Uber Nacht tribte. Am nachsten Tag wurde der Bakteriensud in GSA-Becher tberfihrt und
fir 15 Minuten bei 4°C und 5000rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet in 50ml kaltem STE-Puffer resuspendiert. Nach einer weiteren 15-mindtigen
Zentrifugation wurde der Uberstand wieder verworfen, das Pellet in 10ml kalter Lésung-|
aufgenommen und gut resuspendiert. Nach Zugabe von 1ml Lysozymlésung folgte eine

Inkubation von 10 Minuten auf Eis. 20ml frisch angesetzte Losung-Il wurden zugesetzt und



50

fur weitere 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend wurden 15ml kalte
Losung-Ill zugegeben und fur 10 Minuten auf Eis gestellt. Es wurde fir 15 Minuten bei 4°C
und 8000rpm zentrifugiert und der Uberstand durch drei Lagen Mull in einen neuen GSA-
Becher filtriert. Dem Filtrat wurden 30ml Isopropanol zugesetzt, die Lodsung gut gemischt und
10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte eine 15-minltige Zentrifugation bei 4°C
und 8000rpm. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet getrocknet. Das Pellet wurde
in 2ml TE aufgenommen und mit 2ml 5M LiCl versetzt. Die Lésung wurde in 15ml Falkon-
gefalRe Uberflhrt und fir 10 Minuten bei 4°C und 10000rpm zentrifugiert. Im Fallungsschritt
wurde der Uberstand zu 6ml Isopropanol gegeben und 10 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach einer 10-minltigen Zentrifugation bei 4°C und 10000rpm wurde der Uber-
stand verworfen und das Pellet in 1ml 70%igem ETOH gewaschen. Es folgte eine erneute
Zentrifugation fir 5 Minuten bei 4°C und 10000rpm. Danach wurde das Pellet getrocknet, in
500ul TE aufgenommen und die Lésung in Mikroreaktionsgefal’e Uberfihrt. Es wurden 20l
RNase-Losung zugesetzt und 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Wahrend dieser Zeit wurde die
bakterielle RNA abgebaut. Danach wurden 540ul 1,6M NaCl/13% PEG zupipettiert und
gevortext. Es folgt eine 10-miniitige Zentrifugation bei 4°C und 15000rpm. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet in 400ul TE aufgenommen. Wahrend einer Inkubation von
30 Minuten bei 37°C wurde das Pellet geldst und gegebenenfalls durch vorsichtiges Auf- und
Abziehen per Pipette sorgfaltig resuspendiert. Der Lésung wurden 400ul Phenol zugesetzt
und mindestens 2 Minuten gevortext. Nach einer Zentrifugation von 5 Minuten und 15000rpm
in der Laborzentrifuge wurde der Uberstand zu 800ul Phenol/ Chloroform im Verhaltnis 1:1
pipettiert und erneut fir mindestens 2 Minuten gevortext. Durch eine weitere Zentrifugation
von 5 Minuten bei 15000rpm und Raumtemperatur erfolgte die zweite Phasentrennung. Es
wurde erneut die obere Phase vorsichtig abgezogen und in ein Mikroreaktionsgefal® zu 400l
Chloroform pipettiert, gevortext und weitere 5 Minuten zentrifugiert. Dadurch wurde die dritte
Phasentrennung erreicht und die Plasmid-DNA konzentrierte sich wie in den vorherigen
Schritten in der oberen wéassrigen Phase. Der Uberstand wurde abgezogen und in ein
Mikroreaktionsgefals mit vorgelegten 100yl 10M Ammoniumacetatldsung pipettiert. Dazu
wurde 1ml EtOH abs. gegeben und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Bei genligend
hohem DNA-Gehalt konnte man diese als weil3-durchsichtigen Schleier ausfallen sehen. Der
5-minitigen Zentrifugation bei 4°C und 15000rpm folgten die Verwerfung des Uberstandes
und das Waschen des Pellets in 120l 70%igem EtOH. Nach einem weiteren Zentrifuga-
tionsschritt wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in der Speed vac unter Vakuum
getrocknet. Zuletzt wurde das Pellet in 500ul TE aufgenommen und gelost. Es folgte die

photometrische Bestimmung des DNA-Gehalts.
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4.2.11 Photometrie

Die DNA-Konzentration wurde mit dem UV-Visible Photometer der Firma Varian bestimmt.
Die zu quantifizierende DNA wurde 1:200 verdinnt und in eine Quarzkulvette Uberfihrt. Die
Normierung erfolgte mittels destilliertem Wasser. Weil das Absorptionsmaximum von
Desoxyribonukleinsdure bei 260nm lag, wurde die DNA-Menge bei einer Wellenlange von
260nm gemessen. Um eine Aussage Uber die Reinheit der DNA machen zu kénnen, wurde
zusatzlich eine Messung bei 280nm durchgefiihrt. AnschlieRend wurde der Quotient aus der
optischen Dichte bei 260nm und bei 280nm gebildet, dabei war ein Wert < 1,8 ein Indikator
flr eine mogliche Kontamination mit Proteinen und aromatischen Verbindungen, ein Wert > 2
sprach fur eine Verunreinigung mit RNA. Die DNA-Konzentration berechnete sich nach der

Formel: pg/mil=0Dy¢y x Verdinnungsfaktor x 50ug/ml.

4.2.12 Herstellung kompetenter Bakterien

Um Bakterien transformieren zu kénnen, musste die Bakterienwand gentigend durchlassig
fur DNA sein. Aus diesem Grunde mussten die verwendeten Bakterien fur die
Transformation vorbereitet werden. Die Hauptkultur wurde 1/100 angeimpft und ca. 2
Stunden bei 30°C und 225rpm geschuttelt. Dabei sollten die sich vermehrenden Zellen das
Medium bis zu einer optischen Dichte von OD 600=0,5 triiben. Alle weiteren Arbeitsschritte
wurden bei 4°C durchgefiihrt. 2x 100ml Bakterienkultur wurden in je 2x 50ml Falkonréhrchen
uberfuhrt und 10 Minuten auf Eis inkubiert. Es folgte eine 10-mindtige Zentrifugation bei
3000rpm. Der Uberstand wurde abgegossen und je 25ml frisch angesetzter TFB-I-Lésung
zugegeben. Nach Resuspension der Pellets wurde weitere 10 Minuten auf Eis inkubiert.
AnschlieRend wurden die Losungen beider Falkonrohrchen vereinigt und die Suspension 10
Minuten bei 3000rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und es wurden 4ml TFB-
lI-L6ésung zugegeben. Das Pellet wurde sorgfaltig resuspendiert und in 200ul Aliquoter in

1,5ml Mikroreaktionsgefalie bei —80 °C weggefroren.

4.2.13 Uberprifung der Kompetenz

Um die Kompetenz der Bakterien zu bestimmen, wurde eine Testtransformation durch-
geflhrt. Dabei wurden 200pl der Bakteriensuspension mit 1ug einer beliebigen Plasmid-DNA
transformiert. Die Bakterien wurden in Verdlinnungsreihen auf geeignete Selektionsplatten
ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Am Folgetag wurden die Bakterienkolonien
gezahlt und es wurde mittels der Verdinnungsfaktoren die Kompetenz errechnet. Es

konnten Konzentrationen von 1 x 10%/ug DNA erreicht werden.
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4.3 Zellkultur

4.3.1 Kulturbedingungen

Die Zellen wurden bei 37°C, 5% CO, und 100% Luftfeuchtigkeit im Brutschrank kultiviert.

Die Auswahl des Medium war abhangig von den zu kultivierenden Zellen. CHO Zellen
wuchsen in RPMI 1640 Medium unter Zusatz von 10% FKS und 1% Penicillin und
Streptomycin (10000U Penicillin/ml, 10000ug Streptomycin/ml). Die ,Hamster Ovarien
Zellen® (CHO Zellen) sind nicht in der Lage die Aminosaure Prolin selbst zu synthetisieren,
und deshalb auf die Substitution im Medium angewiesen. Die LX-2 Zelllinie wurde in DMEM-
Medium kultiviert. Diesem Medium wurden 2% FKS, 1% Penicillin und Streptomycin (10000U
Penicillin/ml, 10000ug Streptomycin/ml, sowie 2% L-Glutamin (200mM L-Glutamin in 0,85%

NaCl-Ldsung) zugesetzt.

4.3.2 Zellen auftauen

Ein Aliquot der jeweiligen Zellen wurde auf Eis aufgetaut und in 10ml Standardmedium
resuspendiert. Danach wurden die Zellen auf einer Petrischale von 100mm Durchmesser
ausplattiert. Am Folgetag wurde das Medium gewechselt, um das zelltoxische DMSO zu

entfernen.

4.3.3 Zellen kultivieren

Die Zellen wuchsen im Brutschrank unter den oben genannten Bedingungen. Das Medium
wurde je nach Zelldichte und Bedarf alle 2 bis 3 Tage gewechselt. Die Mediumvolumina
waren abhangig von der PlattengrofRe. @100mm Petrischalen wurden mit 10-14ml, Wells mit

60mm Durchmesser mit 4ml Medium befllt.

4.3.4 Zellen trypsinisieren

Bei hinreichender Zelldichte auf den @100mm Petrischalen wurden die Zellen gesplittet.
Dazu wurde das alte Medium abgezogen und die Zellen 3x mit 5ml TS gewaschen. Die
Zellen wurden unter Zugabe von 2ml 1x Trypsin fur 2 Minuten bei 37°C und 5% CO,
inkubiert und von der Platte gelést. Die Zellsuspension wurde in 8ml Medium pro Platte
aufgenommen. Je nach Bedarf wurden die Zellen auf unterschiedlich groRe Petrischalen
ausplattiert. Den @100mm Petrischalen wurden 8ml Medium und 2ml Zellsuspension
zugesetzt. Die @60mm Platten wurden mit 3ml Medium und 1ml Zellsuspension gefllt,

wogegen in die 6-Well-Platten 2ml Medium und 500ul Zellsuspension pipettiert wurden.
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4.3.5 Zellen einfrieren

Im ersten Schritt wurde das Medium abgezogen und die Zellen jeder Platte wurden 2x mit
5ml TS gewaschen. Pro Platte wurden 2ml 1x Trypsin zugegeben und 5 Minuten bei 37°C
inkubiert. Die Zellen wurden geldst und die Zellsuspension in Zellkulturmedium Uberflhrt,
wobei pro ml 1x Trypsin 3-4 ml Medium eingesetzt wurden. Wahrend der 5-mindtigen
Inkubation wurde das zelltoxische Trypsin inaktiviert. Nachfolgend wurde fiir 5 Minuten bei
4°C und 1000g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in Zellkultur-
medium auf Eis resuspendiert. AnschlieRend wurden 10ml Einfriermedium zugegeben und

Aliquots von 1ml bei —80°C gelagert.

4.3.6 Transfektion von Zellen mit Plasmid-DNA

Die verwendeten Zellen wurden in @60mm Petrischalen kultiviert. Mindestens 1 Stunde vor
der Transfektion erfolgte ein Mediumwechsel. Wie oben beschrieben wurde flir CHO Zellen
10%iges RPMI 1640 Medium verwendet, fur die LX-2 Zellen 2%iges DMEM-Medium. Zur
Transfektion wurden 3ul Fugene pro pg DNA mit 100ul serumfreiem Medium versetzt und 10
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Mischung wurde in ein separates Tube auf die
DNA pipettiert und fir weitere 15 Minuten inkubiert. In dieser Zeit bildeten DNA und
Transfektionsreagenz einen Komplex. Das Medium/Fugene/DNA Gemisch wurde vorsichtig
auf die Zellen gegeben und diese unter Standardbedingungen kultiviert. Nach 24 Stunden

wurde das Medium abgezogen und durch 0,2%iges Medium ersetzt.

4.3.7 Herstellung von Proteinlysaten

Am 3. Tag nach der Transfektion bzw. 48h nach Mediumwechsel wurden die Zellen geerntet.
Zuerst wurde das Medium abgezogen, in 2ml MikroreaktionsgefalRe Uberfihrt und fir 10
Minuten bei 4°C und 10000rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues 2ml Tube
oder ein 15ml Falkonrohrchen pipettiert. Die Zellen wurden 3x mit 5ml 1x PBS gewaschen
und danach mit 250ul Ripa + Complete versetzt. Die Zellen lysierten und wurden mit
Zellschabern von der Platte geloést. Das Zelllysat wurde in ein 1,5ml Mikroreaktionsgefa®
gegeben und 10 Minuten bei 4°C und 15000rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein

neues Mikroreaktionsgefald uberfuhrt.

4.3.8 TCA-Fallung

Im ersten Schritt wurde 1ml Uberstand mit 100ul DOC (1mg/ml) und 150ul TCA (67-72%)
versetzt und 30 Minuten bei 4°C und 10000rpm zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uber-

stand verworfen und das Pellet 2x mit Aceton gewaschen. Dabei wurden jeweils 500l
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Aceton eingesetzt, 5 Minuten bei 4°C und 15000rpm zentrifugiert und der Uberstand abge-
zogen. Das Pellet wurde in 20ul Ripa + Complete und 20pl 2x SDS-Gel-Ladepuffer geldst.

4.3.9 Lyophilisation

Um eine hdhere Proteinkonzentration zu erreichen, wurden die Ubersténde in einigen Fallen
zunachst lyophilisiert. Lyophilisation oder Gefriertrocknung ist ein technisches Verfahren zum
Entzug von Wasser aus Objekten in gefrorenem Zustand in einer Vakuumkammer. Dabei
wird der flissige Aggregatzustand libergangen und der Feststoff geht direkt in die Gasphase
Uber.

Zuerst wurden die 2ml Uberstand in fliissigem Stickstoff schockgefroren und anschlieRend
bei Sollwerten von -2°C und 0,011mbar getrocknet. Das Lyophilisat wurde in 140ul Ripa +

Complete aufgenommen und bei —20°C gelagert.

4.3.10 Proteinkonzentrationsbestimmung mittels DC-Testung

Es wurden jeweils 5ul Standard bzw. Probe in Doppelbestimmung auf die Mikrotitterplatte
aufgetragen. In jedes Well wurden zuerst 25ul Reagenz A (20ul Reagenz S pro ml Reagenz
A) und danach 200ul Reagenz B pipettiert. Es wurde kurz gemischt und 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Die photometrische Messung erfolgte bei einer Wellenlange von
690nm.

4.3.11 SDS-PAGE mit anschlie®Rendem Western Blot

Beim Western Blot werden durch Elektrophorese aufgetrennte Proteine auf eine Trager-
membran transferiert und dort immobilisiert.

Je nach Bedarf wurden zwischen 10ug und 250ug Protein pro Probe mit 2x SDS-Gel-
Ladepuffer und 5ul DTT versetzt und 10 Minuten bei 95°C aufgekocht. Das Detergenz SDS
band an die Proteine und neutralisierte so deren Eigenladung, die Proteine denaturierten und
DTT reduzierte die Cysteinbriicken. Die negativen Komplexe unterschieden sich nach
Zerstorung von Sekundar-, Tertiar- und Quarterstrukturen ausschlieflich durch ihre GroRe.
Bei diesen Experimenten wurde nach dem Tank Blot Verfahren gearbeitet. Fir den
Nachweis niedermolekularer Proteine wurde ein 1 bzw. 1,5mm dickes 4-12% Bis-Tris-Gel
verwendet, auf das bis zu 30pl bzw. 40pl Probe aufgetragen werden konnte. Der Kamm
wurde vorsichtig aus dem Gel entfernt, die Taschen mit Puffer gespilt und das Gel in die
Elektrophoresekammer gesteckt. Zusatzlich zu den Proben wurden 10ul Seeblue Marker auf
das Gel geladen. Abhangig vom eingesetzten Laufpuffer gaben die farbigen Banden des
Markers festgelegte Molekulargewichte an. Bei kleinen Proteinen wurde 1x MES-SDS-

Laufpuffer ausgewahlt, von dem 500ml in die Western Blot Kammer geflillt wurden. Es wurde
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eine Spannung von 150V fur ca. 1 Stunde angelegt. Die SDS-Proteinkomplexe wanderten
zur Kathode und wurden auf ihnrem Weg nach Molekulargewicht aufgetrennt. Wenn die 3kDa
Bande des Markers das Gel vollstandig durchlaufen hatte, wurde das Gel der Apparatur
entnommen und die Taschen sowie der untere Rand wurden entfernt, sodass das Gel etwa
eine Flache von 6x 8cm hatte. Das zurechtgeschnittene Gel wurde in Transferpuffer
gewaschen. Die ebenfalls 6x 8cm groRe Whatman-Membran wurde ca. 10 Minuten in
30%igem Methanol aktiviert. Pro Blot wurden 6 Filterpapiere sowie die verwendeten
Schwamme in Transferpuffer gelegt.

Der Blot hatte folgenden Aufbau: (Anode) 3-4 in Transferpuffer getrankte Schwamme, 3
Filterpapiere, Bis-Tris-Gel, Nitrozellulosemembran, 3 Filterpapiere, 3-4 in Transferpuffer
getrankte Schwamme (Kathode).

Die Blotkammer wurde mit kaltem Transferpuffer gefiillt. Damit die Kammer nicht Gberhitzte,
wurde sie zusatzlich auf Eis gestellt. Es wurde 2 Stunden bei 40V geblottet. Durch das
elektrische Feld I6sten sich die Proteine aus dem Gel und absorbierten an der Membran,
wobei die Lokalisation der getrennten Proteine erhalten blieb. Die Nitrozellulosemembran
wurde der Blotapparatur entnommen, in 1x TBST gewaschen und mit Ponceau S gefarbt.
Durch die Farbung konnte Uberprift werden, ob die Proteinauftrennung erfolgreich war,
gleichzeitig diente sie als Ladekontrolle. Die Membran wurde in 1x TBST entfarbt und
anschlielfend, um unspezifische Bindungen zu minimieren, fir 30 Minuten bis 2 Stunden mit
Block-Puffer geblockt,. Der Primarantikbrper wurde in vorgegebener Konzentration in einem
Volumen von 10ml bis 15ml Block-Puffer auf die Membran gegeben und tber Nacht bei 4°C
geschwenkt. Am nachsten Tag wurde die Membran 4x 5 Minuten in 1x TBST gewaschen
und der mit Peroxidase-gekoppelte Sekundarantikdrper, gegen das spezienspezifische Fab-
Segment des Primarantikérpers mit Block-Puffer verdiinnt zugegeben. Die Membran wurde
darin mindestens 2 Stunden unter Schitteln bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde die
Membran 3x 5 Minuten in 1x TBST und anschlielend 2x 5 Minuten in 1x TBS gewaschen.
Die Membran wurde mit 1000ul Entwicklungsldsung benetzt, die von der Peroxidase des
Sekundarantikorpers umgesetzt wurde. Die Entwicklungslésung bestand 1:1 aus Luminol/
Enhancer Solution und Peroxidase Buffer. Nach kurzer Inkubation konnte das Signal mit
dem Lumi Imager™ detektiert werden.

Um grofRe Proteine zu detektieren, wurde ein 3-8%iges Tris-Acetat-Gel eingesetzt. Es wurde
1x Tris-Acetat-Gellaufpuffer verwendet und als Marker diente ebenfalls der Seeblue Marker
der Firma Invitrogen. Weil sich hochmolekulare Proteine langsamer von dem Gel I6sen und
an die Membran absorbieren, musste bis zu 5 Stunden geblottet werden. Der Transferpuffer
wurde nicht wie in den anderen Experimenten mit Methanol, sondern mit Ethanol versetzt,
welches die Effizienz des Blotvorgangs verbessern sollte. Um das Signal zu verstarken,

wurde die Nitrozellulosemembran nach Inkubation mit dem primaren Antikérper 4x mit 1x
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TBST gewaschen und in einer 1:1000 Lésung des biotinilierten Antikdrpers gegen die Fab-
Doméne des Primarantikérpers geschuttelt. Nach 1 Stunde wurde die Membran 4x mit 1x
TBST gewaschen und 1 Stunde in Streptavidin-HRP L6sung inkubiert. Die Messung im Lumi

Imager™ erfolgte wie oben beschrieben.

4.3.12 Konfokale Mikroskopie

Die konfokale Mikroskopie erreicht durch Unterdriickung der optischen Informationen
aulerhalb der Fokalebene eine bessere raumliche Auflosung als die konventionelle Licht-
mikroskopie. Verwendet wurde ein konfokales Laserrastermikroskop. Dieses rasterte das
Objekt Punkt fir Punkt mit einem Laserstrahl, wobei die Fluoreszenzmolekule im Lichtweg
angeregt und die Signale vom Detektor aufgefangen wurden. Die gesammelten Bildpunkte
wurden vom angeschlossenen Computer zu einem vollstandigen Bild zusammengesetzt.

Fir die Konfokalmikroskopie wurden die CHO bzw. LX-2 Zellen in dem Chamber slide™
System kultiviert. Bei diesem System wuchsen die Zellen in zwei Kammern direkt auf dem
Objekttrager. Jedes Well wurde mit 2ml Medium befillt und es wurden verschiedene
Volumina der Zellsuspensionen zugegeben. Die Chamber slides™ wurden bei 37°C und 5%
CO; inkubiert. Am Folgetag wurden die Zellen transfiziert, wobei 2ug Vektor-DNA eingesetzt
wurden. 24 Stunden spater folgte ein Mediumwechsel und nach weiteren 24 Stunden
konnten die Zellen fixiert werden. Dafiir wurde das Medium abgezogen und die Zellen 2x mit
1x PBS gewaschen. In jede Kammer wurden 2ml 4%iges Paraformaldehyd gegeben und flr
15 Minuten im Dunklen inkubiert. AnschlieRend wurde das Paraformaldehyd abgezogen und
die Zellen wurden 2x mit 1x PBS gewaschen. Nach der Fixierung der Zellen auf dem Objekt-
trager konnten die Kammerbegrenzungen abgehoben werden. Auf die Objekttrager wurde
pro Well 1 Tropfen Antifade pipettiert und die Deckglaser vorsichtig luftblasenfrei auf die
Zellen gelegt. Abschlieliend wurden die Deckglaser mit klarem Nagellack abgedichtet.

Die konfokale Mikroskopie wurde mit freundlicher Hilfe von Herrn Dr. Mlller-Newen aus dem
Institut fir Biochemie der RWTH-Aachen durchgeflihrt.

4.3.13 Immunfluoreszenzmikroskopie

Die Immunfluoreszenzmikroskopie wurde zur Lokalisierung des rekombinanten Flag-
gekoppelten TGF-1 Proteins verwendet.

Die Kultivierung erfolgte in 6-Well Platten. Dafir wurde in jedes Well ein Deckglas gelegt,
Medium zugegeben und fir 1 bis 2 Tage im Brutschrank inkubiert. In dieser Zeit bildete sich
ein Biofilm auf den Glasern, sodass die Zellen anschlieRend besser anwachsen konnten. Die
Zellen wurden in unterschiedlichen Konzentrationen ausplattiert und die Wells bei 37°C und
5% CO, inkubiert. Die Transfektion mit 2ug des Vektors wurde nach etwa 24 Stunden

durchgeflhrt. Am darauf folgenden Tag wurde das Medium gewechselt. Zwei Tage nach
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Transfektion wurden die Zellen fixiert. Dazu wurde das Medium abgezogen und die Zellen
wurden 3x mit 1x PBS gewaschen. Die Deckglaser wurden mit 4%igem Paraformaldehyd
benetzt und 15 Minuten im Dunkeln inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen 3x mit 1x PBS
gewaschen. Zur Permeabilisierung wurden die Platten auf Eis gestellt und jedes Well genau
2 Minuten mit 2ml Permeabilisierungsldsung inkubiert. Die Zellen wurden 3x mit 1x PBS
gewaschen. Im nachsten Schritt wurde das endogene Biotin mit dem Blocking System der
Firma DAKO blockiert. Daftir wurden auf jedes Deckglas 2-3 Tropfen Avidin gegeben und fir
10 Minuten inkubiert. Anschliefend wurden sie 3x mit 1x PBS gewaschen und mit 2-3
Tropfen Biotin benetzt. Nach 10-mintiger Inkubation wurden die Zellen erneut 3x mit 1x
PBS gewaschen. In jedes Well wurden 2ml Blockierungslésung pipettiert. Dann wurden die
Platten fir 1 Stunde bei 37°C geschiittelt. Die Zellen wurden 3x mit 1x PBS gewaschen und
200yl des Primarantikdrpers zugegeben. Fir ein Deckglas pro Versuch wurde als Negativ-
kontrolle mouse IgG 1:200 verdiinnt verwendet. Die fixierten Zellen wurden Uber Nacht bei
4°C in einer feuchten Kammer gelagert. Am Folgetag wurden die Zellen zuerst 3x 5 Minuten
mit 1x PBS gewaschen und die Deckglaser danach mit 200ul einer 1:200 Verdinnung anti-
mouse IgG-Biotin benetzt. Die Platten wurden 30 Minuten bei 37°C geschittelt und
anschlielend 3x 5 Minuten mit 1x PBS gewaschen. Im nachsten Schritt wurden 200l
Streptavidin-FITC in einer Verdlinnung von 1:100 auf die Deckglaser pipettiert und 1 Stunde
bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Streptavidin-FITC band an das Biotin des
Sekundarantikdrpers und ermdglichte mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluoresceinisothiocyanat
die Lokalisierung des Zielproteins durch Nachweis von Fluoreszenzlicht bei gleichzeitiger
Verstarkung. Nach der 1-stiindigen Inkubation wurden die fixierten Zellen 3x 5 Minuten mit
1x PBS und darauf 2x 5 Minuten mit sterilem Wasser gewaschen. Zur Kernfarbung wurden
die Zellen mit Propidiumjodid behandelt. Propidiumjodid bindet ahnlich wie Ethidiumbromid
an die DNA und fluoresziert rot im ultravioletten Licht. Dafiir wurden die Deckglaser 30
Sekunden mit 200ul einer 10ug/ul konzentrierten Propidiumjodidiésung inkubiert und die
Zellen anschlieftend grindlich mit Wasser gewaschen. Die Deckglaser wurden mit MOWIOL

auf Objekttragern eingedeckt und bei 4°C im Dunkeln gelagert.

4.3.14 ELISA: Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Bei dem verwendeten Sandwich-ELISA war ein spezifischer Antikdrper an die Oberflache
der Mikrotitterplatte gebunden. Der im Uberschuss vorhandene Festphasenantikdrper
reagierte mit dem in der Probe enthaltenen Antigen, wobei das Antigen fest mit dem
Antikérper der 96-Well Mikrotitterplatte verknlpft wurde. Der mit Biotin markierte Detektions-
antikdrper band an ein anderes Epitop des Antigens. Im nachsten Schritt wurde das Biotin
dieses Antikoérpers durch Meerrettichperoxidase-gekoppeltes Streptavidin erkannt. Nach

Zugabe eines Substrates wurde dieses von der Peroxidase umgesetzt. Dabei entstand ein
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optisch aktives Hydroperoxid, das die Substratldsung zunachst blau und nach Zugabe der
Stop-Losung gelb farbt.

Um spezifisch das mit Flag-gekoppelte Gberexprimierte TGF-B1 zu detektieren, wurden flr
den ELISA anti-Flag® HS 96-Well Platten gewahlt. Der monoklonale IgG1 mouse Antikrper
ist Uber seine Fc-Doméane kovalent an die Platte gebunden und erkennt das Flag-Oktapeptid
unabhangig von seiner Position im Fusionsprotein. So konnte ausgeschlossen werden, dass
im Medium enthaltenes oder endogen produziertes TGF-f1 mit erfasst wurde. Als
Detektionsantikérper wurde ein biotinilierter TGF-1 Antikérper verwendet. Der lyophilisierte
Antikérper wurde in sterilem Tris-Puffer mit 0,1% BSA geldst und hatte eine Konzentration

von 50pg/ml. AuRerdem wurde Streptavidin-HRP eingesetzt.
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Abb. 10: Sandwich ELISA.

a. Well mit anti-Flag M2 Festphasenantikdrper

b. TGF-p1-Flag Antigen bindet an Festphasenantikérper

c. Biotin-gekoppelter anti-TGF-B1 Detektionsantikdrper bindet anderes Epitop des Antigens
d. Streptavidin gekoppelt mit Meerrettichperoxidase erkennt Biotin

e. Meerrettichperoxidase setzt Substrat um

Vor der Durchfihrung des ELISAs musste das im Komplex gebundene dimere TGF-31 in die
monomere Form Uberfihrt und aktiviert werden. Dazu wurden 80ul der verdiinnten Probe mit
16ul 1IN HCI versetzt, gut gemischt und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Zur
Neutralisation wurden 16pl 1,2N NaOH/0,5M HEPES zupipettiert. Nach erneutem Mischen
konnte das Assay durchgefiihrt werden. Im ersten Schritt wurden jeweils 100ul der zuvor
aktivierten Probe in ein Well pipettiert und die Platte wurde 1 Stunde bei 37°C geschiittelt.
AnschlieRend wurden die Proben abgezogen und die Platte 4x mit 300ul 1x Waschpuffer
gewaschen. Jedes Well wurde mit 100ul des biotinilierten TGF-B1 Detektionsantikorpers
geflllt und 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die Platte wurde erneut 4x mit 300ul 1x
Waschpuffer gewaschen und 100yl Streptavidin-HRP 1:1500 mit ELISA-Puffer verdinnt in
die Wells pipettiert. Nach einer 1-stiindigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Platte
4x mit 300ul 1x Waschpuffer gewaschen. In jedes Well wurden 100ul Substrat Solution
bestehend aus einer 1:1 Mischung aus Substrat Lésung A und B gegeben. Nach etwa 20
Minuten Inkubation im Dunklen wurden 50ul Stop Solution zugegeben und gut gemischt. Die

Absorption wurde bei 450nm fur 1 Sekunde gemessen.
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5.  Ergebnisse

5.1  LightCycler Analysen

5.1.1 LightCycler Analysen: Allgemeines

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss verschiedener TGF-31
Polymorphismen auf entziindliche Aktivitdt und Fibrosegrad einer chronischen Virushepatitis
in vivo untersucht. Es standen Lebergewebeproben von zwei Kollektiven infizierter Patienten
zur Verfigung. Das erste Kollektiv bestand aus Patienten der Datenbank des deutschen
Kompetenznetzes Hepatitis (Hep-Net), das zweite setzte sich aus Patienten des
Pathologischen Instituts der Universitatsklinik Kéln zusammen. Die Charakterisierung der

Patientenkollektive ist in Tabelle 3 dargestellt.

Insgesamt
Kollektive (Hep-Net + KdlIn) Hep-Net Koln

Anzahl der Patienten 430 195 235

45+/-13 44+/-14 46+/-13
Alter zum Zeitpunkt der Median=43 Median=43 Median=43
Biopsie in Jahren MIN=18 MIN=18 MIN=18

MAX=85 MAX=81 MAX=85
Frauen 173 79 94
Manner 245 110 135
Geschlecht unbekannt 12 6 6
Hepatitis B 29 29 -
Hepatitis C 396 161 235
Hepatitis B + C 3 3 -
Hepatitis B + D 1 1 -
Hepatits B+ C + D 1 1 -

Tabelle 3: Beschreibung der beiden Patienten Kollektive.

Im ersten Schritt wurde die DNA aus Paraffinschnitten isoliert und aufgereinigt. Anschliefend
wurden die TGF-1 Polymorphismen im Promotorbereich —509 sowie in Codon 10, Codon 25
und Codon 263 von insgesamt 430 Patienten mittels LightCycler bestimmt und mit
Entzindungs- und Fibrosegrad korreliert. In der Histologie wurde die entzindliche Aktivitat
sowie die Auspragung der Leberfibrose nach dem Score von Desmet et al. beurteilt [48]. Fur
die spateren Analysen wurden die Patienten in jeweils zwei Gruppen aufgeteilt. Die
Patienten mit histologisch gering ausgepragter Entziindung G0-G2 wurden denen mit
hochgradiger Entzindung G3-G4 gegenubergestellt. Ebenso wurden Patienten mit dezenter
Fibrose S0-S2 mit Patienten, die histologisch schwere Bindegewebsvermehrung S3-S4

aufwiesen, verglichen.
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Abb. 11: Histologie der Leberbiopsate.

Dargestellt sind die Fibrosestadien 1-4 nach Desmet et al. [48].
Links: HE-Farbung. Rechts: Trichrom-Farbung nach Gomori.
A: S1

B: S2

C:S3

D: S4
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5.1.2 Polymorphismus —509

Fir die LightCycler Analysen des TGF-B1 Polymorphismus an Stelle =509 der Promotor-
region wurde ein neues LightCycler-Programm etabliert. Dazu mussten Primer und Sonden

synthetisiert und ein LightCycler-Protokoll erstellt werden.

5.1.2.1 Auswahl der optimalen DNA-Sequenz

Zu Beginn der Versuche wurde deutlich, dass die aus Paraffinblocken gewonnene
genomische DNA in kleinen Fragmenten vorlag. Deshalb sollte, um eine optimal effektive
PCR zu gewahrleisten, das zu amplifizierende Fragment mdglichst kurz sein. Gleichzeitig
musste genigend Zeit fur den Energietransfer zur Verfligung stehen. Um beiden
Anforderungen gerecht zu werden, mussten bei der Auswahl der passenden DNA-Sequenz
und der Lage von Sonden und Primern bestimmte Regeln befolgt werden:

Die Bindungsstelle der Sonden sollte beispielsweise moglichst nahe am 3’-Ende des DNA-
Einzelstranges und so weit wie mdglich von der Primer-Bindungsstelle desselben Stranges
entfernt liegen. Die optimale Lokalisation der Sonden ware auf Hohe der Primer-Bindungs-
stelle des Gegenstranges, ohne dass sich die Sequenzen von Primer und Sonden (ber-
lappen. Diese Anordnung ermdglicht auch bei kurzem PCR-Produkt genlgend Zeit fur die
Hybridisierung der Sonden und die Energielbertragung, bevor diese von der Tag-

Polymerase verdrangt werden.

5.1.2.2 Primer

Die Lage von Forward- und Reverse-Primer (For- und Rev-Primer) bestimmt die Lange des
PCR-Produktes. Der For-Primer ist komplementar zum 3’-Ende des Antisense- und der Rev-
Primer komplementar zum Sense-Strang.

Die Anzahl der Basen dieser Oligonukleotide sollte bei der LightCycler Analyse zwischen 18
und 24 liegen. Kirzere Primer wirden die Sequenzspezifitdt verringern, wogegen die
Spezifitat durch zusatzliche Basenpaare nicht wesentlich erhéht wiirde. For- und Rev-Primer
sollten ungefahr dieselbe Schmelztemperatur aufweisen. Diese sollte zwischen 55°C und
65°C liegen und konnte mit der Formel T,(°C)= A/T x 2°C + G/C x 4°C — 2°C grob
abgeschatzt werden. Die Primer mussten deshalb moglichst gleich lang sein und einen
ahnlichen G/C-Anteil aufweisen, der zwischen 40 und 60% liegen sollte. Der G/C-Anteil
beeinflusste die Schmelztemperatur mehr als die Anzahl der Basenpaare.

Aulerdem sollte ein Ungleichgewicht an Purin- und Pyrimidin-reichen Domanen vermieden
werden. Bei der Primersequenz war weiter zu beachten, dass an der 3’-Region die
Replikation startet und hier besonders wichtig war, dass diese keine Sekundarstruktur, keine

repetitiven Sequenzen, keine Palindrome oder hoch degenerative Sequenzen aufwies. Die
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Primer durften nicht komplementar zueinander und im Fall der LightCycler Analysen auch

nicht komplementar zu den Sonden sein.

Unter Berlcksichtigung der oben genannten Punkte wurden mehrere Primerpaare
synthetisiert. Die PCR wurde zunachst im Biometra T3 Thermocycler durchgefiihrt. Dabei
wurde zu Beginn eine Schmelztemperatur gewahlt, die 5°C unter der errechneten Primer T,
lag. Die PCR-Produkte wurden anschlieRend auf ein 1,5%iges Agarosegel aufgetragen, im
elektrischen Feld der GroRBe nach aufgetrennt und die Banden unter UV-Licht sichtbar
gemacht. Nachdem in der herkdmmlichen PCR die Funktion der Primer gesichert worden
war, wurde die erste LightCycler-PCR gefahren. Die Produkte wurden ebenfalls durch
Gelelektrophorese aufgetrennt und das Ergebnis unter UV-Licht Gberprift.

Die Primer For4 mit der Nukleinsduresequenz 5-d(GGAGAGCAATTCTTACAGGTG)-3’ und
Rev2 mit der Frequenz 5-(CAGGCGGAGAAGGCTTAATC)-3' ermdglichten die Synthese
eines kurzen Fragmentes bei gutem PCR-Ergebnis und wurden fir die folgenden Versuche

eingesetzt.

5.1.2.3 Sonden

Im nachsten Schritt mussten Sonden fur die Schmelzpunktanalyse synthetisiert werden.
Sonden sind Oligonukleotide, die zu spezifischen Sequenzen der eingesetzten DNA
komplementar und durch Fluorophore markiert sind. Sie binden ebenso wie die Primer an
das PCR-Produkt, dienen aber nicht der Elongation, sondern der Detektion von Punkt-
mutationen. Die Nomenklatur der Sonden scheint zu Beginn etwas kompliziert, vereinfacht
sich aber, wenn man bericksichtigt, dass die verschiedenen Bezeichnungen unter-
schiedliche Teilaspekte der Oligonukleotide beleuchten. Es handelt sich um voneinander
unabhangige Begriffe, die parallel verwendet werden. Neben der Differenzierung zwischen
Donor- und Akzeptor-Sonde unterscheidet man Sensor- und Anchor-Sonde.

Grundlage ist zum einen das Prinzip des Fluorescence Resonance Energie Transfers.
Hierbei betrachtet man die Orientierung und Markierung der Oligonukleotide. Definitions-
gemall tragt die Donor-Sonde das Donor-Fluorophore und die Akzeptor-Sonde das
Akzeptor-Fluorophore. Die Begriffe ,Sensor und ,Anchor“ beziehen sich auf die Lage der
Punktmutation, in der zu den Oligonukleotiden komplementaren DNA-Sequenz.

Bei der Mutationsanalyse war das 3’-Ende der Donor-Sonde mit Fluorescein verknlpft und
lag in 5-Richtung. Das am 5-Ende mit LightCycler-Red640 markierte 3’-Oligonukleotid
stellte den Akzeptor dar. Die Sensor-Sonde umfasste immer die Mutationssequenz und war

deshalb ausschlaggebend fur die Differenzierung zwischen Wildtyp und Mutante.

Um die Elongation der Sonden wahrend der PCR zu verhindern, musste deren 3’-Ende

modifiziert werden. Die Donor-Sonde war am 3’-Ende bereits Fluorescein markiert und
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bedurfte deshalb keiner weiteren Veranderungen. Im Gegensatz dazu war das 3’-Ende der
Akzeptor-Sonde, die ausschliel3lich am 5-Ende modifiziert war, frei und hatte bei der PCR
verlangert werden kdnnen. Damit der Akzeptor nicht selber als Primer fungieren konnte,
wurde das 3’-Ende phosphoryliert und die Elongation durch die zusatzliche Phosphatgruppe
geblockt.

Die Schmelztemperatur (T,,) der Sonden sollte héher als die der Primer sein, um zusatzliche
Zeit fur den Energie Transfer zu gewinnen. Als Regel galt: die T, der Sonden sollte 5-10°C
Uber der Primer Ty, liegen, ohne zu stabile Sonden zu generieren, die Differenz sollte nicht
mehr als 10-20°C betragen. Die Schmelztemperatur der Anchor-Sonde sollte wiederum
héher sein als die T,, des Sensors. Dadurch wurde sichergestellt, dass die Sonde, welche
die Mutation umfasste, den Energietransfer und die Emission von messbarem Licht
kontrollierte. Deshalb musste die Anchor-Sonde langer und der G/C Anteil hdher sein.
Zudem durfte die Sequenz der Sonden nicht komplementar zu der Primer-Sequenz sein, es
mussten repetitive, monotone oder selbst-komplementadre Sequenzen, sowie G/C Cluster
und extrem Purin-reiche Regionen vermieden werden. Donor und Akzeptor mussten nahe
beieinanderliegen, damit der Energietransfer durch Dipol-Dipol-Interaktion stattfinden konnte.

Der Abstand der Oligonukleotide sollte zwischen 1 und 5 Basenpaaren liegen.

Die Auswahl der Sonden erfolgte mit Hilfe des Sonden Design Programms der LightCycler-
Software. Verwendet wurden die Sensor-Sonde —509-S1 mit der Frequenz 5’-LC-Red640-
(AGGACACCTGAGGGATGGA)-P-3’ und die Anchor-Sonde —509-A1 mit der Frequenz 5'-
(AGGGTGTCAGTGGGAGGAGGGGGCAA)-Fluo-3'.

Fluorescei

-5|53 —SIOG -4I?1 -3|38
(P)- AGGTAGGGAGTCCACAGGA AACGGGGGAGGAGGGTGACTGTGGGA

[eler:Ner-Teler. V.V ey pvXedTelejyel, | . TCCATCCCTCAGGTGTCCTGTTGCCCCCTCCTCCCACTGACACCCT. . .GTCCGCCTCTTCCGAATTAG
CCTCTCGTTAAGAATGTCCAC. . . AGGTAGGGAGTCCACAGGACAACGGGGGAGGAGGGTGACTGTGGGA . . .[o\elelsleler.NerV.Yele oy yv.-V.Yie

For-Primer 216bp Rev-Primer

Abb. 12: Lokalisation von Primern und Sonden zur Analyse des single nucleotide polymor-
phism an Position —509.

Mit dem For-Primern For4 und dem Rev-Primer Rev2 wurde ein 216bp TGF-p1 Genfragment
amplifiziert und mit den fluoreszenzmarkierten Oligonukleotiden -509-S1 und -509-A1 der
Polymorphismus an Position —509 der Promotorregion detektiert. Die Punktmutation wurde von der
LC-Red640-markierten Sensor-Sonde umfasst, die komplementar zur Wildtypsequenz war.
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5.1.2.4 LightCycler-Programm

Das LightCycler-Programm fiir den Polymorphismus im Promotorbereich an Position —509
wurde zu Beginn nach den vorgegebenen Anweisungen des Herstellers entworfen. Dabei
waren die verschiedenen Variablen abhangig von der Basenpaarlange des PCR-Fragmentes
und/oder von der Basenpaaranzahl der Oligonukleotide. Nach dem ersten Lauf wurde eine
Gelelektrophorese durchgefiihrt und die PCR-Fragmente unter UV-Licht sichtbar gemacht.
Schmelztemperatur, Inkubationszeit der Elongation und Zykluszahl wurden mehrfach variiert
und fir das endglltige Programm die Bedingungen gewahlt, bei denen die Banden am
kraftigsten waren. Im nachsten Schritt wurden die Schmelzkurven durch Modifikation der

Segmente der Schmelzpunktanalyse optimiert.

Temperatur Anderung
Arbeitsschritte Segment (°C) Zeit (s) (°Cls) Zykluszahl
Denaturierung 1 95 600 20 1
1 95 10 20
Amplifikation 2 59 10 20 45
3 72 8 20
1 95 60 20
Schmelzpunktanalyse 2 39 30 20 1
3 78 0 0,2
Abkihlung 1 40 30 20 1

Tabelle 4: LightCycler-Programm , TGF-B1-Promotor-509“.

Das LightCycler-Programm setzte sich aus den Arbeitsschritten Denaturierung, Amplifikation,
Schmelzpunktanalyse und Abkuihlung zusammen, die jeweils in verschiedene Segmente unterteilt
waren. In der Denaturierung wurden die Proben bei einer Temperaturanderung von 20°C/s fur 600s
auf 95°C erhitzt. Die Amplifikation entsprach der Polymerasekettenreaktion mit Denaturierung bei
95°C fir 10s, Annealing bei 59°C fir 10s und Elongation bei 72°C fiir 8s. Dieser Zyklus wurde 45x
durchlaufen. Anhand des gemessenen Lichtes ermittelte der LightCycler wahrend der Schmelz-
punktanalyse die Schmelzkurven. Die Temperatur wurde dabei in Segment 3 um 0,2°C/s auf 78°C
gesteigert. Im letzten Schritt werden die Proben auf 40°C abgekdhilt.

5.1.2.5 Analyse der Allelvarianten

Die Berechnungen des LightCyclers lieferten drei unterschiedliche Kurvenverlaufe. Es
zeigten sich Kurven mit einem Peak bei 61°C, Kurven mit einem Peak bei 55°C und Kurven
sowohl mit einem Peak bei 61°C als auch einem bei 55°C. Die Sensor-Sonde —509-S1 war

dabei komplementar zur Wildtypsequenz.
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Abb. 13: Mutationsanalyse des Promotorpolymorphismus an Position —509.
A: Schmelzpunktanalyse der verschiedenen Allelvarianten.

Probanden,

die in beiden Allelen an Stelle —509 des TGF-B1 Gens Cytosin aufwiesen, zeigten in der

LightCycler-Kurve einen Peak bei 61°C. Der Austausch von Cytosin durch Thymin bewirkte eine
Erniedrigung der Schmelztemperatur um 6°C. Folglich waren Probanden mit einem Peak bei 55°C
homozygot fir Thymin. Ein Peak sowohl bei 55°C als auch bei 61°C kennzeichnete heterozygote

Probanden.

B: Agarosegelelektrophorese.

Die Produkte der LightCycler-PCR wurden auf ein 1,5%iges Agarosegel aufgetragen und im elek-
trischen Feld aufgetrennt. Unter UV-Licht wurde das 216bp-umfassende PCR-Fragmente sichtbar.

C: Sequenzierung.

Die DNA-Banden wurden mit einem Skalpell ausgeschnitten, die DNA-Proben isoliert und sequenziert.
Die dargestellten Sequenzen verifizierten die Ergebnisse der Schmelzpunktanalyse.
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Nach Angaben des Herstellers verringert ein Basenaustausch die Schmelztemperatur
durchschnittlich um 4-8°C. Folglich sollte der Schmelzkurvenpeak bei héherer Temperatur
den Wildtyp und bei niedrigerer Temperatur die Punktmutation an Position —509 kenn-

zeichnen. Diese Interpretation der LightCycler-Kurven musste bewiesen werden.

Es wurden LightCycler-Proben jeder Kurvenvariante auf ein 1,5%iges Agarosegel aufge-
tragen und die DNA-Fragmente im elektrischen Feld aufgetrennt. Unter UV-Licht wurden die
Banden mit einem Skalpell ausgeschnitten und anschliefend eluiert, aufgereinigt und
sequenziert.

Durch die Sequenzierung konnte gesichert werden, dass ein Proband, dessen DNA bei der
LightCycler Analyse einen Peak bei 61°C zeigte, an Position —509 des TGF-B1-Promotors
homozygot Cytosin trug. Probanden, die an dieser Stelle auf beiden Allelen Thymin auf-
wiesen, konnten durch einen Peak bei 55°C identifiziert werden. Ein Peak sowohl bei 61°C

als auch bei 55°C kennzeichnete Heterozygote.

Nach Etablierung des LightCycler-Programms wurden alle DNA-Proben der beiden
Kollektive gemessen. Von den insgesamt 430 Patienten konnte bei 413 der Genotyp
bestimmt werden. Dabei waren 212 Patienten (51,3%) homozygot fur Cytosin, 52 Patienten
(12,6%) homozygot fur Thymin und 149 Patienten (36,1%) heterozygot. Es zeigte sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den Allelhaufigkeiten des Hep-Net und des ,Kdélner

Kollektivs“. Die Haufigkeitsverteilung ist in Tabelle 5 aufgefihrt.

Promotor )
Insgesamt Hep-Net Koln

-509
413 190 223
212 92 120

c/C
51,3% 48,4% 53,8%
149 77 72

CIT
36,1% 40,5% 32,3%
52 21 31

TIT
12,6% 11,1% 13,9%

Tabelle 5: Haufigkeitsverteilung Promotor —509.

Insgesamt konnte mittels LightCycler Analyse der Genotyp von 413 Patienten erfolgreich bestimmt
werden. Dabei stammten 190 Patienten aus dem Hep-Net Kollektiv und 223 Patienten aus dem
»Kolner Kollektiv“.

Homozygot fur Cytosin waren insgesamt 212 Patienten (51,3%), davon 92 Patienten aus dem Hep-
Net und 120 Patienten aus dem ,Kdlner Kollektiv‘. Die Heterozygotenhaufigkeit lag zusammen-
genommen bei 36,1% (149 Patienten), im Hep-Net Kollektiv bei 40,5% (77 Patienten) und im ,Kdlner
Kollektiv“ bei 32,3% (72 Patienten). Die restlichen 52 (12,6%) der 413 Patienten waren homozygot flr
Thymin, entsprechend 21 Patienten aus dem Hep-Net und 31 Patienten aus dem ,Kdlner Kollektiv*.
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AnschlieBend wurde die Verteilung der Genotypen in Bezug auf Grading und Staging
berechnet. Dabei wurden ausschlief3lich isoliert Hepatitis C infizierte Patienten einbezogen.
In die Analysen gingen deshalb statt der urspriinglich 413 erfolgreich gemessenen Patienten
nur 377 ein. Die Haufigkeitsverteilung anderte sich dabei nicht signifikant. Von diesen 377
Patienten waren 195 homozygot fur Cytosin, 134 heterozygot und 48 homozygot fur Thymin.
Es wurde berechnet, wie hoch der prozentuale Anteil der Patienten mit geringer
entzindlicher Aktivitat (GO-G2) und mit hoher entzindlicher Aktivitat (G3-G4) bzw. mit gering
ausgepragter Fibrosierung (S0-S2) und schwerer Fibrosierung (S3-S4) war. Dabei wiesen
84% der C/C-Patienten, 81% der C/T-Patienten und 92% der Pro/Pro-Patienten eine niedrige
entziindliche Aktivitat auf. Die restlichen 16% der C/C-Patienten, 19% der C/T-Patienten und
8% der T/T-Patienten wurden einem hohen Entziindungsgrad zwischen G3 und G4 zuge-
rechnet. Histologisch gering ausgepragte Fibrose (S0-S2) wurde bei 66% der C/C-Patienten,
72% der C/T-Patienten und 83% der T/T-Patienten festgestellt. Einen hohen Fibrosegrad
zwischen S3 und S4 wiesen 34% der C/C-Patienten, 28% der C/T-Patienten und 17% der
T/T-Patienten auf. Die Ergebnisse sind in Tabelle 6 dargestellt, die statistische Auswertung
folgt in Abschnitt 4.1.6.

Grading Staging
n=376 | GO0-G2 | G3-G4 n=377 S0-S2 S3-S4
194 163 31 195 129 66
C/C C/C
84% 16% 66% 34%
134 109 25 134 96 38
CIT CIT
81% 19% 72% 28%
48 44 4 48 40 8
TIT T/T
92% 8% 83% 17%

Tabelle 6: Verteilung der Genotypen des Promotorpolymorphismus an Position —=509 in Bezug
auf Grading und Staging.

Insgesamt waren von den 413 erfolgreich gemessenen Patienten 377 isoliert Hepatitis C infiziert.
Unter den 377 Patienten war bei einem Patienten das Grading nicht bekannt war. Dadurch reduzierte
sich die Patientenzahl beztglich des Gradings auf 376.

5.1.3 Polymorphismus Codon 10

Das LightCycler-Programm fir den TGF-B1 Genpolymorphismus in Codon 10 war bereits
von Tag et al. fir Experimente mit Blutproben etabliert worden [142]. Die Messungen, der
aus Paraffin isolierten DNA, erwiesen sich allerdings schon in den ersten Versuchen als
ineffektiver. Durch Erhéhung der Amplifikationszyklen von 45 auf 50 konnte die Ausbeute
gesteigert werden. Verglichen mit den in Abschnitt 5.1.2 beschriebenen LightCycler

Analysen, waren die Messungen des Polymorphismus in Codon 10 dennoch unbefriedigend.
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Der Genotyp konnte nur bei einem Bruchteil der Patienten bestimmt werden. Die meisten

Messungen waren negativ.

Temperatur Anderung
Arbeitsschritte Segment (°C) Zeit (s) (°Cl/s) Zykluszahl
Denaturierung 1 95 600 20 1
1 95 10 20
Amplifikation 2 59 10 20 50
3 72 20 20
1 95 60 20
Schmelzpunktanalyse 2 45 30 20 1
3 78 0 0,2
Abkihlung 1 40 30 20 1

Tabelle 7: LightCycler-Programm , TGF-B1LeulOPro“.

Das LightCycler-Programm setzte sich aus den Arbeitsschritten Denaturierung, Amplifikation,
Schmelzpunktanalyse und Abkihlung zusammen, die jeweils in verschiedene Segmente unterteilt
waren. In der Denaturierung wurden die Proben bei einer Temperaturanderung von 20°C/s fur 600s
auf 95°C erhitzt. Die Amplifikation entsprach der Polymerasekettenreaktion mit Denaturierung bei
95°C flr 10s, Annealing bei 59°C fiir 10s und Elongation bei 72°C fiir 20s. Dieser Zyklus wurde 50x
durchlaufen. Anhand des gemessenen Lichtes ermittelte der LightCycler wahrend der Schmelz-
punktanalyse die Schmelzkurven. Die Temperatur wurde dabei in Segment 3 um 0,2°C/s auf 78°C
gesteigert. Im letzten Schritt wurden die Proben auf 40°C abgekdhilt.

Die DNA schien durch Einbettung des Gewebes in Paraffin, anschlieRende Entparaffinierung
und Aufreinigung in kleine Fragmente zerlegt vorzuliegen. Mit den urspringlich verwendeten
Primern Arg25Pro-For2 mit der Nukleinsauresequenz 5-d(CTAGGTTAT-TTCCGTGGG)-3’
und Arg25Pro-Rev2 mit der Sequenz 5-d(CCTTGGCGTAGTAGTCG)-3' wurde ein 523bp
groBes Fragment vervielfaltigt. Dieses Fragment war fur die Analysen zu lang. Mit den neuen
Primern K1 mit der Nukleinsduresequenz 5-d(CTCCTACCTTTT-GCCGGGAG)-3’ und K2
mit der Sequenz 5-d(GACAGGATCTGGCCGCGGAT)-3' konnte ein 270bp-Fragment
amplifiziert werden, was die Ermittlung des Genotyps von mehr DNA-Proben mdglich
machte.

Fir die Analysen wurden die Sensor-Sonde Leu10Pro-S mit der Sequenz 5’-LC-Red640-
(CGGCTGCTGCCGCTGCLT)-P-3’ und die Anchor-Sonde Leu10Pro-A mit der Frequenz 5'-
(TCCCCCATGCCGCCCTCCGGGCT)-Fluo-3’ eingesetzt.
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Fluorescein|
‘lSI?1 1971 201 21I40

| |
TCCCCCATGCCGCCCTCCGGGCT CGGCTGCTGCCGCTGCT—@

(ohfaley v Telegwpmieslslelelerlel, | TCCCCCATGCCGCCCTCCGGGCTGCGGCTGCTGCTGCTGCT. . . CTGTCCTAGACCGGCGCCTA
GAGGATGGAARACGGCCCTC. . . AGGGGGTACGGCGGGAGGCCCGACGCCGACGACGACGACGA . . .[erlerTeler. Vsl felclslaleloleier Wy

For-Primer 270bp Rev-Primer

|Fludreiscein
1971 201 2295

TCCCCCATGCCGCCCTCCGGGCT CGGCTGCTGCCGCTGCT— ®

17;?3

BTN S ST telee. . . TCCCCCATGCCGCCCTCCGGGCTGCGECTGCTGCTGCTGET . . . CGACTACTACGCCAAGG
GATCCAATAAAGGCACCC . . . AGGGGGTACGGCGGGAGGCCCGACGCCGACGACGACGACGA . . [Hia NNl ue

For-Primer 523bp Rev-Primer

Abb. 14: Lokalisation von Primern und Sonden zur Analyse des single nucleotide polymor-
phism in Codon 10.

A: Primer K1 und K2, 270bp-Fragment.

Mit dem For-Primer K1 und dem Rev-Primer K2 wurde ein 270bp TGF-B1 Genfragment amplifiziert
und mit den fluoreszenzmarkierten Oligonukleotiden Leu10Pro-S und Leu10Pro-A der Polymor-
phismus an Position +869 detektiert. Die Punktmutation wurde von der LC-Red640-markierten
Sensor-Sonde umfasst, die komplementar zu der Codon Sequenz CCG und somit zur Mutation war.
B: Primer Arg25Pro-For2 und Arg25Pro-Rev2, 523bp-Fragment.

Mit dem For-Primer Arg25Pro-For2 und dem Rev-Primer Arg25Pro-Rev2 wurde ein 523bp TGF-p1
Genfragment amplifiziert und mit den fluoreszenzmarkierten Oligonukleotiden Leu10Pro-S und
Leu10Pro-A der Polymorphismus an Position +869 detektiert. Die Punktmutation wurde von der LC-
Red640-markierten Sensor-Sonde umfasst, die komplementar zu der Codon Sequenz CCG und somit
zur Mutation war.

In den LightCycler-Kurven zeigte sich bei einem Patienten, der in Codon 10 fir Leucin
kodierte, ein Peak bei 56°C. Da die verwendete Sensor-Sonde komplementar zur Punkt-
mutation war, fihrte der Basenaustausch zu einer Erhéhung der Sondenschmelztemperatur
um 11°C. Ein Peak sowohl bei 56°C als auch bei 67°C kennzeichnete einen heterozygoten
Patienten. Die Analyse von DNA eines homozygot flr Prolin kodierenden Patienten ergab in
den LightCycler-Kurven einen Peak bei 67°C.

Um die richtige Auswertung der LightCycler-Kurven sicherzustellen, wurden Proben aller drei
Kurvenvarianten auf ein 1,5%iges Agarosegel geladen und durch Elektrophorese aufge-
trennt. Unter UV-Licht wurden die DNA-Banden ausgeschnitten, die DNA aus dem Gel
isoliert und aufgereinigt. Anschlieffiend wurden die Proben sequenziert. Die Ergebnisse der

Sequenzierung stimmten mit den Kurvenverlaufen tberein.
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Abb. 15: LightCycler Analyse Codon 10 mit den Primern K1 und K2.
A: Schmelzpunktanalyse der verschiedenen Allelvarianten.

Probanden, die in beiden Allelen des TGF-B1 Gens fiir Leucin kodierten, zeigten in der LightCycler-
Kurve einen Peak bei 56°C. Der Austausch von Thymin durch Cytosin bewirkte eine Erhéhung der
Schmelztemperatur um 11°C. Folglich waren Probanden mit einem Peak bei 67°C homozygot fur die
Aminosaure Prolin an 10. Stelle des Proteins. Ein Peak sowohl bei 56°C als auch bei 67°C kenn-
zeichnete heterozygote Probanden.
B: Agarosegelelektrophorese.

Die Produkte der LightCycler-PCR wurden auf ein 1,5%iges Agarosegel aufgetragen und im elek-
trischen Feld aufgetrennt. Unter UV-Licht wurde das 270bp-umfassende PCR-Fragmente sichtbar.

C: Sequenzierung.

Die DNA-Banden wurden mit einem Skalpell ausgeschnitten, die DNA-Proben isoliert und sequenziert.
Die dargestellten Sequenzen verifizierten die Ergebnisse der Schmelzpunktanalyse.
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Abb. 16: LightCycler Analyse Codon 10 mit den Primern Arg25Pro-For2 und Arg25Pro-Rev2.

A: Schmelzpunktanalyse der verschiedenen Allelvarianten.

Probanden, die in beiden Allelen des TGF-B1 Gens fiir Leucin kodierten, zeigten in der LightCycler-
Kurve einen Peak bei 56°C. Der Austausch von Thymin durch Cytosin bewirkte eine Erhéhung der
Schmelztemperatur um 11°C. Folglich waren Probanden mit einem Peak bei 67°C homozygot fur die
Aminosaure Prolin an 10. Stelle des Proteins. Ein Peak sowohl bei 56°C als auch bei 67°C kenn-
zeichnete heterozygote Probanden.

B: Agarosegelelektrophorese.

Die Produkte der LightCycler-PCR wurden auf ein 1,5%iges Agarosegel aufgetragen und im elek-
trischen Feld aufgetrennt. Unter UV-Licht wurde das 523bp-umfassende PCR-Fragmente sichtbar.

C: Sequenzierung.

Die DNA-Banden wurden mit einem Skalpell ausgeschnitten, die DNA-Proben isoliert und sequenziert.
Die dargestellten Sequenzen verifizierten die Ergebnisse der Schmelzpunktanalyse.

1000bp

500bp
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Mit diesem LightCycler-Programm wurden die Proben von allen 430 Patienten gemessen.
Der Genotyp konnte aber nur bei 362 Patienten bestimmt werden. Dabei waren 136
Patienten (37,5%) homozygot fur Leucin, 60 Patienten (16,6%) homozygot fur Prolin und 166
Patienten (45,9%) heterozygot. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den
Allelfrequenzen des Hep-Net und des ,Kdlner Kollektivs®. Die Haufigkeitsverteilung ist in

Tabelle 8 dargestellt.

Codon 10 Insgesamt Hep-Net KolIn

362 186 176
136 66 70

Leu/Leu
37,5% 35,5% 39,8%
166 94 72

Leu/Pro
45,9% 50,5% 40,9%
60 26 34

Pro/Pro
16,6% 14,0% 19,3%

Tabelle 8: Haufigkeitsverteilung Codon 10.

Insgesamt konnte mittels LightCycler Analyse der Genotyp von 362 Patienten erfolgreich bestimmt
werden. Dabei stammten 186 Patienten aus dem Hep-Net Kollektiv und 176 Patienten aus dem
»Kolner Kollektiv“.

Homozygot fiir Leucin waren insgesamt 136 Patienten (37,5%), davon 66 Patienten aus dem Hep-Net
und 70 Patienten aus dem ,Koélner Kollektiv. Die Heterozygotenhaufigkeit lag zusammengenommen
bei 45,9% (166 Patienten), im Hep-Net Kollektiv bei 50,5% (94 Patienten) und im ,Kélner Kollektiv* bei
40,9% (72 Patienten). Die restlichen 60 Patienten (16,6%) der 362 Patienten waren homozygot fir
Prolin, entsprechend 26 Patienten aus dem Hep-Net und 34 Patienten aus dem ,Kdélner Kollektiv®.

Auch bei diesem Versuch wurde die Verteilung der Genotypen in Bezug auf Grading und
Staging berechnet. Dabei wurden nur isoliert Hepatitis C infizierte Patienten einbezogen. Die
Haufigkeiten der Genotypen anderten sich dabei nicht signifikant. Von den erfolgreich
gemessenen Proben gingen 326 in die Analyse ein. Eine niedrige entziindliche Aktivitat
zwischen GO und G2 wiesen 86% der Leu/Leu-Patienten, 78% der Leu/Pro-Patienten und
89% der Pro/Pro-Patienten auf. Folglich zeigten 14% der Leu/Leu-Patienten, 22% der
Leu/Pro-Patienten und 11% der Pro/Pro-Patienten ein Grading zwischen G3 und G4.
Histologisch gering ausgepragte Fibrose zwischen SO und S2 wurde bei 73% der Leu/Leu-
Patienten, 65% der Leu/Pro-Patienten und 79% der Pro/Pro-Patienten festgestellt. Ein hoher
Fibrosegrad zwischen S3 und S4 wurde 27% der Leu/Leu-Patienten, 35% der Leu/Pro-
Patienten und 21% der Pro/Pro-Patienten zugeteilt.

Die gesamten Ergebnisse sind in Tabelle 9 zusammengefasst und die statistische
Auswertung folgt in Abschnitt 5.1.6.
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Grading Staging
n=325 | GO0-G2 | G3-G4 n=326 | S0-S2 | S3-S4

123 106 17 124 90 34

Leu/Leu Leu/Leu
86% 14% 73% 27%
146 114 32 146 95 51

Leu/Pro Leu/Pro
78% 22% 65% 35%
56 50 6 56 44 12

Pro/Pro Pro/Pro
89% 11% 79% 21%

Tabelle 9: Verteilung der Genotypen des Polymorphismus in Codon 10 in Bezug auf Grading
und Staging.

Insgesamt waren von den 362 erfolgreich gemessenen Patienten 326 isoliert Hepatitis C infiziert.
Unter den 326 Patienten war bei einem Patienten das Grading nicht bekannt. Dadurch reduzierte sich
die Patientenzahl bezlglich des Gradings auf 325.

5.1.4 Polymorphismus Codon 25

Fur die Analyse des Polymorphismus in Codon 25 wurden die gleichen Primer verwendet
wie bei der Untersuchung des Polymorphismus in Codon 10. Dementsprechend ergaben
sich ahnliche Probleme. Die Messungen waren zu einem grof3en Teil negativ und nicht aus-
wertbar. Nach Anpassung des LightCycler-Programms durch Erhdhung der Amplifikations-
zyklenzahl von 45 auf 50 wurde der Hauptteil der Messungen mit dem Primerpaar K1 und K2
durchgeflhrt.

Temperatur Anderung
Arbeitsschritte Segment (°C) Zeit (s) (°Cls) Zykluszahl
Denaturierung 1 95 600 20 1
1 95 10 20
Amplifikation 2 59 10 20 50
3 72 20 20
1 95 60 20
Schmelzpunktanalyse 2 40 30 20 1
3 80 0 0,2
Abkihlung 1 40 30 20 1

Tabelle 10: LightCycler-Programm , TGF-B1Arg25Pro“.

Das LightCycler-Programm setzte sich aus den Arbeitsschritten Denaturierung, Amplifikation,
Schmelzpunktanalyse und Abkuihlung zusammen, die jeweils in verschiedene Segmente unterteilt
waren. In der Denaturierung wurden die Proben bei einer Temperaturanderung von 20°C/s fur 600s
auf 95°C erhitzt. Die Amplifikation entsprach der Polymerasekettenreaktion mit Denaturierung bei
95°C flr 10s, Annealing bei 59°C fiir 10s und Elongation bei 72°C fir 20s. Dieser Zyklus wurde 50x
durchlaufen. Anhand des gemessenen Lichtes ermittelte der LightCycler wahrend der Schmelz-
punktanalyse die Schmelzkurven. Die Temperatur wurde dabei in Segment 3 um 0,2°C/s auf 80°C
gesteigert. Im letzten Schritt wurden die Proben auf 40°C abgekdhit.
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Als Sonden wurden die Sensor-Sonde Arg25Pro-S mit der Sequenz 5’-LC-Red640-
(ACGCCTGGCCCGCCG)-P-3' und die Anchor-Sonde mit der Sequenz 5-(GCTACCGCT-
GCTGTGGCTACTGGTGCT)-Fluo-3’ eingesetzt.

|Fluoresoein
1%?1 1??1 201 2]40

|
GCTACCGCTGCTGTGGCTACTGGTGCT ACGCCTGGCCCGCCG“CJ

(eSS P NIt G T B eISToTelelele]. . . GCTACCGCTGCTGTGGCTACTGGTGCTGACGCCTGGCCGGCCE. . . CTGTCCTAGACCGGCGCCTA
GAGGATGGAAAACGGCCCTC . . . CGATGGCGACGACACCGATGACCACGACTGCGGACCGGCCGGC . . JINSNT UIstiaaaaaaae vy

For-Primer 270bp Rev-Primer

Fluorescein
1773 1971 2011 2295

[
GCTACCGCTGCTGTGGCTACTGGTGCT ACGCCTGGCCGecG—(P)

[y eleygv-Vigwislslejfelele]. . . GCTACCGCTGCTGTGGCTACTGGTGCTGACGCCTGGCCGGCCG. . . CGACTACTACGCCAAGG
GATCCAATAAAGGCACCC. . .CGATGGCGACGACACCGATGACCACGACTGCGGACCGGCCGGC . . fejsyyerVyer:Vyelsleleyyyee

For-Primer 523bp Rev-Primer

Abb. 17: Lokalisation von Primern und Sonden zur Analyse des single nucleotide polymor-
phism in Codon 25.

A: Primer K1 und K2, 270bp-Fragment.

Mit dem For-Primer K1 und dem Rev-Primer K2 wurde ein 270bp TGF-B1 Genfragment amplifiziert
und mit den fluoreszenzmarkierten Oligonukleotiden Arg25Pro-S und Arg25Pro-A der Polymor-
phismus an Position +915 detektiert. Die Punktmutation wurde von der LC-Red640-markierten
Sensor-Sonde umfasst, die komplementar zu der Codon Sequenz CCG und somit zur Mutation war.
B: Primer Arg25Pro-For2 und Arg25Pro-Rev2, 523bp-Fragment.

Mit dem For-Primer Arg25Pro-For2 und dem Rev-Primer Arg25Pro-Rev2 wurde ein 523bp TGF-p1
Genfragment amplifiziert und mit den fluoreszenzmarkierten Oligonukleotiden Arg25Pro-S und
Arg25Pro-A der Polymorphismus an Position +915 detektiert. Die Punktmutation wurde von der LC-
Red640-markierten Sensor-Sonde umfasst, die komplementéar zu der Codon Sequenz CCG und somit
zur Mutation war.

Die verwendete Sensor-Sonde war komplementar zur Punktmutation. Deshalb zeigten
Patienten, die in Codon 25 homozygot fir Leucin kodierten, den Peak bei niedrigerer
Temperatur als die Patienten, die homozygot fir Prolin kodierten. Dabei lag die Schmelz-
temperatur des Wildtyps bei 51°C und die der Mutante bei 65°C. Der Basenaustausch fiihrte
also zu einer Erhéhung der Sondenschmelztemperatur um 14°C. Eine LightCycler-Kurve mit
einem Peak bei 51°C und einem zweiten bei 65°C liel3 auf Heterozygotie schliel3en.

Die Deutung der Kurven wurde durch Sequenzierung gesichert. Dabei wurden LightCycler-
Proben der drei Kurvenvarianten durch Gelelektrophorese aufgetrennt, die Banden unter UV-
Licht ausgeschnitten und die DNA aufgereinigt. Es folgte die Sequenzierung der DNA,
welche die Genotypen bestatigte. Auf diese Weise wurde sowohl das kurze Fragment mit

einer Lange von 270bp, als auch das lange Fragment mit einer Lange von 523bp Uberprtift.
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Abb. 18: LightCycler Analyse Codon 25 mit den Primern K1 und K2.

A: Schmelzpunktanalyse der verschiedenen Allelvarianten.

Probanden, die in beiden Allelen des TGF-B1 Gens fir Arginin kodierten, zeigten in der LightCycler-
Kurve einen Peak bei 51°C. Der Austausch von Guanin durch Cytosin bewirkte eine Erhéhung der
Schmelztemperatur um 14°C. Folglich waren Probanden mit einem Peak bei 51°C homozygot fir die
Aminosaure Prolin an 25. Stelle des Proteins. Ein Peak sowohl bei 51°C als auch bei 65°C kenn-
zeichnete heterozygote Probanden.

B: Agarosegelelektrophorese.

Die Produkte der LightCycler-PCR wurden auf ein 1,5%iges Agarosegel aufgetragen und im elek-
trischen Feld aufgetrennt. Unter UV-Licht wurde das 270bp-umfassende PCR-Fragmente sichtbar.

C: Sequenzierung.

Die DNA-Banden wurden mit einem Skalpell ausgeschnitten, die DNA-Proben isoliert und sequenziert.
Die dargestellten Sequenzen verifizierten die Ergebnisse der Schmelzpunktanalyse.
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Abb. 19: LightCycler Analyse Codon 25 mit den Primern Arg25Pro-For2 und Arg25Pro-Rev2.

A: Schmelzpunktanalyse der verschiedenen Allelvarianten.

Probanden, die in beiden Allelen des TGF-B1 Gens fur Arginin kodierten, zeigten in der LightCycler-
Kurve einen Peak bei 51°C. Der Austausch von Guanin durch Cytosin bewirkte eine Erhéhung der
Schmelztemperatur um 14°C. Folglich waren Probanden mit einem Peak bei 65°C homozygot flr die
Aminosaure Prolin an 10. Stelle des Proteins. Ein Peak sowohl bei 51°C als auch bei 65°C kenn-
zeichnete heterozygote Probanden.

B: Agarosegelelektrophorese.

Die Produkte der LightCycler-PCR wurden auf ein 1,5%iges Agarosegel aufgetragen und im elek-
trischen Feld aufgetrennt. Unter UV-Licht wurde das 523bp-umfassende PCR-Fragmente sichtbar.

C: Sequenzierung.

Die DNA-Banden wurden mit einem Skalpell ausgeschnitten, die DNA-Proben isoliert und sequenziert.
Die dargestellten Sequenzen verifizierten die Ergebnisse der Schmelzpunktanalyse.

1000bp

500bp 523bp
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Mit dem LightCycler-Programm wurde der Polymorphismus in Codon 25 der 430 Patienten
bestimmt. Dabei war die Messung von 360 Proben erfolgreich. Insgesamt waren 84,2%
entsprechend 303 Patienten homozygot flir Guanin an Position +915 des TGF-1 Gens und
somit homozygot fur Arginin. 50 Patienten (13,9%) zeigten in den LightCycler Analysen zwei
Piks und waren heterozygot. Nur 7 Patienten (1,9%) der gemessenen Patienten kodierten in
beiden Allelen fir Prolin. Im Hep-Net Kollektiv war kein Patient homozygot fir Prolin, alle 7

Patienten gehérten dem ,Kdlner Kollektiv‘ an. Die Haufigkeitsverteilung ist in Tabelle 11

dargestellt.
Codon 25 Insgesamt Hep-Net KoélIn

360 186 174
303 157 146

Arg/Arg
84,2% 84,4% 83,9%
50 29 21

Arg/Pro
13,9% 15,6% 12,1%
7 0 7

Pro/Pro
1,9% 0% 4%

Tabelle 11: Haufigkeitsverteilung Codon 25.

Insgesamt konnte mittels LightCycler Analyse der Genotyp von 360 Patienten erfolgreich bestimmt
werden. Dabei stammten 186 Patienten aus dem Hep-Net Kollektiv und 174 Patienten aus dem
,Kolner Kollektiv*.

Der Grolteil der Patienten insgesamt 303 (84,2%) waren homozygot fiir Arginin, davon 157 Patienten
aus dem Hep-Net und 146 aus dem ,Kdlner Kollektiv“. Die Heterozygotenhaufigkeit lag zusammen-
genommen bei nur 13,9% (50), dabei waren 29 Patienten dem Hep-Net und 21 Patienten dem ,KéIner
Kollektiv® zuzurechnen. Patienten, die homozygot fiir Prolin kodierten, waren allein im ,K&lner
Kollektiv® (7 bzw. 4%) zu finden.

Auch fir den Polymorphismus in Codon 25 wurden die Genotypen in Bezug zu Grading und
Staging gesetzt. Da nur isoliert Hepatitis C infizierte Patienten mit einbezogen wurden, lag
die Patientenzahl bei 323. Die Haufigkeitsverteilung anderte sich aber nicht wesentlich. Statt
bei 84,2% lag die Anzahl der homozygot Arginin Patienten bei 83%. Die Anzahl der Hetero-
zygoten betrug nicht 13,9% sondern 15%. Eine niedrige entziindliche Aktivitat zwischen GO
und G2 wiesen 83% der Arg/Arg-Patienten, 81% der Arg/Pro-Patienten und 100% der
Pro/Pro-Patienten auf. Folglich zeigten 17% der Arg/Arg-Patienten, 19% der Arg/Pro-
Patienten und 0% der Pro/Pro-Patienten ein Grading zwischen G3 und G4. Histologisch
gering ausgepragte Fibrose (S0-S2) wurde bei 72% der Arg/Arg-Patienten, 67% der Arg/Pro-
Patienten und 57% der Pro/Pro-Patienten festgestellt. Ein hoher Fibrosegrad zwischen S3
und S4 wurde 28% der Arg/Arg-Patienten, 33% der Arg/Pro-Patienten und 43% der Pro/Pro-
Patienten zugeteilt. Die Ergebnisse sind ausflihrlich in Tabelle 12 zusammengefasst und die

statistische Auswertung folgt in Abschnitt 5.1.6.



78

Grading Staging
n=322 | G0-G2 | G3-G4 n=323 | S0-S2 | S3-S4

267 222 45 268 194 74

Arg/Arg Arg/Arg
83% 17% 72% 28%
48 39 9 48 32 16

Arg/Pro Arg/Pro
81% 19% 67% 33%
7 7 0 7 4 3

Pro/Pro Pro/Pro
100% 0% 57% 43%

Tabelle 12: Verteilung der Genotypen des Polymorphismus in Codon 10 in Bezug auf Grading
und Staging.

Insgesamt waren von den 360 erfolgreich gemessenen Patienten 323 isoliert Hepatitis C infiziert.
Unter den 323 Patienten war bei einem Patienten das Grading nicht bekannt. Dadurch reduzierte sich
die Patientenzahl bezlglich des Gradings auf 322.

5.1.5 Polymorphismus Codon 263

Das von Wang et al. etablierte LightCycler-Programm zur Analyse des Polymorphismus in

Codon 263 musste nicht modifiziert werden [143].

Temperatur Anderung
Arbeitsschritte Segment (°C) Zeit (s) (°Cl/s) Zykluszahl
Denaturierung 1 95 600 20 1
1 95 10 20
Amplifikation 2 59 10 20 45
3 72 20 20
1 95 60 20
Schmelzpunktanalyse 2 39 30 20 1
3 74 0 0,2
Abkihlung 1 40 30 20 1

Tabelle 13: LightCycler-Programm , TGF-B1-Thr263lle".

Das LightCycler-Programm setzte sich aus den Arbeitsschritten Denaturierung, Amplifikation,
Schmelzpunktanalyse und Abkuihlung zusammen, die jeweils in verschiedene Segmente unterteilt
waren. In der Denaturierung wurden die Proben bei einer Temperaturanderung von 20°C/s fur 600s
auf 95°C erhitzt. Die Amplifikation entsprach der Polymerasekettenreaktion mit Denaturierung bei
95°C flr 10s, Annealing bei 59°C fiir 10s und Elongation bei 72°C fiir 20s. Dieser Zyklus wurde 45x
durchlaufen. Anhand des gemessenen Lichtes ermittelte der LightCycler wahrend der Schmelz-
punktanalyse die Schmelzkurven. Die Temperatur wurde dabei in Segment 3 um 0,2°C/s auf 74°C
gesteigert. Im letzten Schritt wurden die Proben auf 40°C abgekdhit.

Das mit den Primern HWO09-For mit der Nukleinsauresequenz 5-d(AAGCAGGGT
TCACTACCGGC)-3’ und HW10-Rev mit der Sequenz 5-(AGGCCTCCATCCAGGCTACA)-3’

amplifizierte 182bp-Fragment war kurz genug, um mit diesem System fast alle Patienten-
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proben erfolgreich messen zu kdnnen. Zur Detektion der Punktmutation wurden die Sensor-
Sonde Thr263lle-S mit der Sequenz 5-(ATGGCCACCCCGCT)-Fluo-3' und die Anchor-
Sonde Thr263lle-A mit der Sequenz 5-LC-Red640-(GAGAGGGCCCAGCATCTGCAAA
GCT)-P-3’ eingesetzt.

| Fluorescein
261 335 - 374 4c|12

| |
ATGGCCACCCCGCT GAGAGGGCCCAGCATCTGCAAAGCT—(:)

. eler-Teleleyyor oy Yolalelelsl. . . ATGGCCACCCCGCTGGAGAGGGCCCAGCATCTGCARAGCT. . . TCTAGCCTGGATGGAGGCCT
TTCGACCCAAGTGATGGCCG. . . TACCGGTGGGGCGACCTCTCCCGGGTCGTAGACGTTTCGA. . . plerYjeleler-Toloy v -Yolokfololele) |

For-Primer 182bp Rev-Primer

Abb. 20: Lokalisation von Primern und Sonden zur Analyse des single nucleotide polymor-
phism in Codon 263.

Mit dem For-Primer HWO09-For und dem Rev-Primer HW10-Rev wurde ein 182bp TGF-p1
Genfragment amplifiziert und mit den fluoreszenzmarkierten Oligonukleotiden Thr263lle-S und
Thr263lle-A der Polymorphismus an Position +1632 detektiert. Die Punktmutation wurde von der
Fluorescein-markierten Sensor-Sonde umfasst, die komplementar zur Wildtypsequenz war.

Die Fluorescein-markierte Sensor-Sonde war komplementar zur Wildtypsequenz. Der
Austausch von Cytosin durch die Nukleinsaure Thymin fUhrte zur Erniedrigung der Sonden-
schmelztemperatur um 12°C. Wies eine Probe der LightCycler Analyse einen Peak bei 60°C
auf, kodierte der Patient homozygot fur Threonin in Codon 263. Ein Peak sowohl bei 60°C
als auch bei 48°C zeigte einen heterozygoten Patienten an. Eine LightCycler-Kurve mit nur
einem Peak bei 48°C wurde nicht gesehen.

Um die Aussagen der LightCycler Analyse zu beweisen, wurden die Proben durch Gel-
elektrophorese aufgetrennt und die DNA eluiert. Die anschlieRende Sequenzierung
bestatigte, dass Patienten mit einem Peak homozygot flir Threonin waren und Patienten mit

zwei Peaks auf einem Allel fir Threonin und auf dem zweiten Allel fir Isoleucin kodierten.

Mit diesem Programm wurden LightCycler-Messungen der 430 DNA-Proben durchgefiihrt.
Dabei konnte der Genotyp bei 415 Patienten erfolgreich bestimmt werden. Von diesen 415
Patienten waren 395 (95,2%) homozygot fur Threonin. Die Homozygotenfrequenz lag im
Hep-Net Kollektiv bei 94,2% und im ,Kdlner Kollektiv“ bei 96%. Es zeigte sich insgesamt ein
Heterozygotenanteil von 4,8%. Im Hep-Net Kollektiv kodierten 11 Patienten (5,8%) und im
,Kolner Kollektiv“ 9 Patienten (4%) in einem Allel fur Isoleucin.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 14 zusammengestellt.
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Abb. 21: LightCycler Analyse Codon 263.

A: Schmelzpunktanalyse der verschiedenen Allelvarianten.

Probanden, die in beiden Allelen des TGF-B1 Gens fiir Threonin kodierten, zeigten in der LightCycler-
Kurve einen Peak bei 60°C. Der Austausch von Guanin durch Cytosin bewirkte eine Erniedrigung der
Schmelztemperatur um 12°C. Probanden, die heterozygot in einem Allel flr Threonin, im anderen fir
Isoleucin kodierten, wiesen in der Schmelzpunktanalyse sowohl einen Peak bei 60°C als auch einen
bei 48°C auf.

B: Agarosegelelektrophorese.

Die Produkte der LightCycler-PCR wurden auf ein 1,5%iges Agarosegel aufgetragen und im elek-
trischen Feld aufgetrennt. Unter UV-Licht wurde das 182bp-umfassende PCR-Fragmente sichtbar.

C: Sequenzierung.

Die DNA-Banden wurden mit einem Skalpell ausgeschnitten, die DNA-Proben isoliert und sequenziert.
Die dargestellten Sequenzen verifizierten die Ergebnisse der Schmelzpunktanalyse.
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Codon 263 Insgesamt Hep-Net Kdln

415 190 225
395 179 216

Thr/Thr
95,2% 94.,2% 96,0%
20 11 9

Thr/lle
4,8% 5,8% 4,0%
0 0 0

lle/lle

0% 0% 0%

Tabelle 14: Haufigkeitsverteilung Codon 263.

Insgesamt konnte mittels LightCycler Analyse der Genotyp von 415 Patienten erfolgreich bestimmt
werden. Dabei stammten 190 Patienten aus dem Hep-Net Kollektiv und 225 Patienten aus dem
.Kolner Kollektiv*.

Der Grofdteil der Patienten insgesamt 395 (95,2%) waren homozygot fir Threonin, davon 179
Patienten aus dem Hep-Net und 216 aus dem ,Kdlner Kollektiv®. Die Heterozygotenhaufigkeit lag
zusammengenommen bei nur 4,8% (20), dabei waren 11 Patienten dem Hep-Net und 9 Patienten
dem ,Kolner Kollektiv* zuzurechnen. Patienten, die homozygot fiir Isoleucin kodierten, gab es weder
im Hep-Net noch im ,Kdlner Kollektiv®.

Far den Polymorphismus in Codon 263 wurden die Genotypen in Bezug zu Grading und
Staging gesetzt. Da nur isoliert Hepatitis C infizierte Patienten mit einbezogen wurden, lag
die Anzahl der Patienten bei 379. Die Haufigkeitsverteilung anderte sich dabei nicht. Die
Homozygotenfrequenz betrug nicht 95,2 sondern 96%. Heterozygote Patienten machten
einen Anteil von 4 statt 4,8% aus.

Eine niedrige entzundliche Aktivitat zwischen GO und G2 wiesen 84% der Thr/Thr-Patienten
und 76% der Thr/lle-Patienten auf. Die restlichen 16% der Thr/Thr-Patienten und 24% der
Thr/lle-Patienten waren einem hohen Grading zwischen G3 und G4 zuzurechnen.
Histologisch gering ausgepragte Fibrose zwischen SO und S2 zeigten 69% der Thr/Thr-
Patienten und 88% der Thr/lle-Patienten. Ein hoher Fibrosegrad zwischen S3 und S4 wurde
bei 31% der Thr/Thr-Patienten und 12% der Thr/lle-Patienten festgestellt.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 15 zusammengefasst und die statistische Auswertung folgt in
Abschnitt 5.1.6.
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Grading Staging
n=378 | GO-G2 | G3-G4 n=379 | S0-S2 | S3-S4

361 305 56 362 251 111

Thr/Thr Thr/Thr
84% 16% 69% 31%
17 13 4 17 15 2

Thr/lle Thr/lle
76% 24% 88% 12%
0 0 0 0 0 0

llellle llellle

0% 0% 0% 0%

Tabelle 15: Verteilung der Genotypen des Polymorphismus in Codon 263 in Bezug auf Grading
und Staging.

Insgesamt waren von den 415 erfolgreich gemessenen Patienten 379 isoliert Hepatitis C infiziert.
Unter den 379 Patienten war bei einem Patienten das Grading nicht bekannt. Dadurch reduzierte sich
die Patientenzahl beziiglich des Gradings auf 378.

5.1.6 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit freundlicher Unterstiitzung von Dr. Stanzel aus dem
Institut fir medizinische Statistik der RWTH-Aachen mit dem Computerprogramm SAS 9.1.
Analysiert wurde die Abhangigkeit der einzelnen Polymorphismen sowie der Einfluss der

Polymorphismen auf die entziindliche Aktivitat (Grading) und den Fibrosegrad (Staging).

Zunachst wurde fur die beiden Zielparameter Grading und Staging separat ein multiples
logistisches Regressionsmodell mit den folgenden 6 Risikofaktoren durchgefihrt: Promotor-
polymorphismus an Position =509, Polymorphismus Codon 10, Polymorphismus Codon 25,
Polymorphismen Codon 263, Kollektiv und Geschlecht. Es wurde ein Signifikanzniveau von
p=0,05 festgelegt. Nach Bonferroni-Adjustierung konnte p<0,025 als signifikant angesehen

werden.

Wie in Tabelle 16 dargestellt, hatte keiner der 6 Faktoren einen statistisch signifikanten
Einfluss auf die entzlindliche Aktivitdt. Es bestand allerdings ein signifikanter Zusammen-
hang zwischen dem Polymorphismus in Codon 10 und dem Fibrosegrad mit p=0,0183 sowie
dem Geschlecht und dem Fibrosegrad mit p=0,0030. Der Tabelle 9 ist zu entnehmen, dass
der Anteil der Patienten mit ausgepragter Fibrose bei den Leu/Leu-Patienten bei 27%, bei
den Leu/Pro-Patienten bei 35% und bei den Pro/Pro-Patienten bei 21% lag. Damit zeigten
die Heterozygoten prozentual haufiger ein Staging zwischen S3 und S4 als die homozygote

Patienten.
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Grading Staging

Variable p-Wert Variable p-Wert
Promotor —509 0,1325 Promotor —509 0,0610
Codon 10 0,0583 Codon 10 0,0183
Codon 25 0,6094 Codon 25 0,2732
Codon 236 0,9754 Codon 236 0,2958
Kollektiv 0,0847 Kollektiv 0,7530
Geschlecht 0,8889 Geschlecht 0,0030

Tabelle 16: Multiple logistische Regression.
Signifikanzniveau nach Bonferroni-Adjustierung p=0,025. Signifikante p-Werte fett gedruckt.

In einem zweiten Ansatz wurde Uberprift, ob ein statistisch signifikanter Zusammenhang
zwischen den Allelfrequenzen einzelner Polymorphismen und den Patientengruppen ,milde
Fibrose“ (S0-S2) und ,schwere Fibrose“ (S3-S4) nachzuweisen war. Die Allelfrequenzen
wurden mit Hilfe der De Finetti’s Parabola bestimmt. Die Kollektive hatten wie in Tabelle 17

dargestellt keinen Einfluss auf die Allelfrequenzen.

Polymorphismus | insgesamt Hep-Net Koln
Promotor
0,69/0,31 0,69/0,31 0,70/0,30
(CIT)
Codon 10
0,60/0,40 0,61/0,39 0,60/0,40
(T/C)
Codon 25
0,91/0,09 0,92/0,08 0,90/0,10
(GIC)
Codon 236
0,98/0,02 0,97/0,03 0,98/0,02
(CIT)

Tabelle 17: Allelfrequenzen.
Allelfrequenzen berechnet mit dem Programm WinPop3 nach dem Prinzip der De Finetti’'s Parabola.

Die Allelfrequenzen wurden getrennt fir die Gruppen ,milde Fibrose® und ,schwere Fibrose*

berechnet. Die Ergebnisse sind Tabelle 18 zu entnehmen.
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gesamt Hep-Net Kéln
S0-S2 S3-S4 S0-S2 S3-S4 S0-S2 S3-S4
Promotor -509 n=265 n=112 n=110 n=43 n=155 n=69
. 129 66 49 25 80 41
48,68% 58,93% 44,54% 58,14% 51,61% 59,42
o 96 38 46 16 50 22
36,23% 33,93% 41,82% 37,21% 32,26% 31,88%
T 40 8 15 2 25 6
15,09% 7,14% 13,64% 4,65% 16,13% 8,70%
C=0,6680 C=0,7590 C=0,6545 C=0,7674 C=0,6774 C=0,7536
Allelfrequenzen
T=0,3321 T=0,2411 T=0,3455 T=0,2326 T=0,3226 T=0,2464
Codon 10 n=229 n=97 n=107 n=42 n=122 n=55
90 34 37 16 53 18
Leu/Leu
39,30% 35,05% 34,58% 38,10% 43,44% 32,73%
95 51 54 20 41 31
Leu/Pro
41,48% 52,58% 50,47% 47,62% 33,61% 56,36%
44 12 16 6 28 6
Pro/Pro
19,21% 12,37% 14,95% 14,30% 22,95% 10,91%
T=0,6004 T=0,6135 T=0,5982 T=0,6191 T=0,6025 T=0,6091
Allelfrequenzen
C=0,3996 C=0,3866 C=0,4019 C=0,3809 C=0,3976 C=0,3909
Codon 25 n=230 n=93 n=107 n=42 n=123 n=51
194 74 87 34 107 40
Arg/Arg
84,35% 79,57% 81,31% 80,95% 86,99% 78,43%
32 16 20 8 12 8
Arg/Pro
13,91% 17,20% 18,69% 19,05% 9,76% 15,69%
4 3 0 0 4 3
Pro/Pro
1,74% 3,23% 0,00% 0,00% 3,25% 5,88%
G=0,9132 G=0,8817 G=0,9066 G=0,9047 G=0,8862 G=0,8628
Allelfrequenzen
C=0,0869 C=0,1193 C=0,0934 C=0,0953 C=0,1139 C=0,1373
Codon 263 n=266 n=113 n=110 n=43 n=156 n=70
251 111 102 43 149 68
Thr/Thr
94,36% 98,23% 92,73% 100% 95,51% 97,14%
15 2 8 0 7 2
Thr/lle
5,64% 1,77% 7,27% 0,00% 4,49% 2,86%
0 0 0 0 0 0
lle/lle
0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
C=0,9718 C=0,9912 C=0,9637 C=1,0000 C=0,9775 C=0,9857
Allelfrequenzen
T=0,0282 T=0,0089 T=0,0363 T=0,0000 T=0,0225 T=0,0114

Tabelle 18: Absolute und relative Haufigkeiten der verschiedenen Polymorphismen und deren

Allelfrequenzen.

Abgebildet sind die Ergebnisse gesplittet in Gesamt-, Hep-Net und ,Kdlner Kollektiv®. Gegeniiber-
gestellt werden jeweils die Gruppe der Patienten mit hochgradiger Fibrose und die Gruppe der
Patienten mit milder Fibrose. Die Allelfrequenzen wurden mit dem Programm WinPop3 berechnet. Die
Allelfrequenzen des Promotorpolymorphismus sind fett und kursiv hervorgehoben.
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C-Allel T-Allel
1 1
0,9 - 0,9 A
08 A 0,759 0,8 -
07 ] 0,668 0.69 07 |
0,6 - 0,6 -
0,5 0,5 -
04 | 04 0,332 0,31
0’3 a 0‘3 n 0,241
0.2 02 |
01 0,1
0 0

Abb. 22: Allelfrequenzen des Promotorpolymorphismus.

1. Saule:Gruppe ,milde Fibrose*

2. Saule:Gesamtkollektiv

3. Saule:Gruppe ,schwere Fibrose*

Insgesamt trat an Position —509 des TGF-f1-Promotors Cytosin mit einem Anteil von 0,69 und Thymin
mit einem Anteil von 0,31 auf. Die Allelfrequenzen der Gruppen ,milde Fibrose® und ,schwere Fibrose*
unterschieden sich signifikant. Verglichen mit dem Gesamtkollektiv zeigten Patienten mit schwerer
Fibrose signifikant haufiger das C-Allel bzw. seltener das T-Allel.

Die Analyse der Allelfrequenzen des Promotorpolymorphismus ergab, dass sich die Allel-
verteilung der Gruppe ,milde Fibrose® von der Allelverteilung der Gruppe ,schwere Fibrose®
unterschied. Bei Patienten mit milder Fibrose trat das C-Allel mit einer Frequenz von 0,668
und das T-Allel mit einer Frequenz von 0,332 auf. Dagegen hatte das C-Allel bei Patienten
mit schwerer Fibrose einen Anteil von 0,759 und das T-Allel einen Anteil von 0,241. Der
Unterschied war signifikant mit p=0,019. AuRerdem zeigten Patienten der Gruppe ,schwere
Fibrose“ verglichen mit der Allelverteilung des Gesamtkollektivs signifikant haufiger das C-
Allel (p=0,019) und signifikant seltener das T-Allel (p=0,019).

Bei den anderen Polymorphismen waren zwischen den zwei Gruppen keine Abweichungen

der Allelfrequenzen in Abhangigkeit vom Fibrosegrad nachzuweisen.

Im nachsten Schritt wurde die Abhangigkeit einzelner Polymorphismen mithilfe des exakten
Fischer Tests analysiert. Diese Untersuchung sollte Aufschluss Uber die vorkommenden
Allele des TGF-B1 Gens geben. Die Ergebnisse sind in Tabelle 19 zusammengefasst.
Weiterfihrend wurden die Kombinationen der Polymorphismen ausgezahlt. In Tabelle 20
sind die Allelvarianten dargestellt.

Insgesamt ergaben die Untersuchungen einen Zusammenhang zwischen dem Promotor-
polymorphismus und dem Polymorphismus in Codon 10 sowie Codon 263. AuRerdem zeigte

sich eine Assoziation zwischen den Polymorphismen in Codon 10 und Codon 25.
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LeulOLeu | LeulOPro | Prol0Pro | Arg25Arg | Arg25Pro | Pro25Pro | Thr/Thr Thr/lle
CiC <0,0001 <0,0001 0,0070 0,1139 0,2194 0,1243 <0,0001 <0,0001
CIT <0,0001 <0,0001 0,1754 0,4083 0,6291 0,4292 0,0163 0,0163
TIT <0,0001 0,0070| <0,0001 0,0926 0,4851 0,6027 0,0125 0,0125
LeulOLeu - - - <0,0001 <0.0001 0,1009 0,0154 0,0154
LeulOPro - - - 0,2985| <0,0001 0,0468 0,1241 0,1241
Pro10Pro - - - 0,1532 0,0155| <0,0001 0,2933 0,2933
Arg25Arg - - - - - - 0,4148 0,4148
Arg25Pro - - - - - - 0,1472 0,1472
Pro25Pro - - - - - - 0,2760 0,2760
Thr/Thr - - - - - - - -
Thrille - - - - - - - -

Tabelle 19: p-Werte des exakten Fisher-Tests zur Untersuchung der Abhé&ngigkeiten zwischen
den einzelnen Polymorphismen.
Signifikanzniveau p=0,05. Signifikante p-Werte sind kursiv gedruckt.

Wenn ein Proband auf einem Allel im TGF-B1-Promotor an Position —509 ein Cytosin auf-
wiest, kodierte er in Codon 10 dieses Gens statistisch haufiger fir Leucin als fir Prolin.
Kodierte ein Proband in Codon 25 fir Prolin, kodierte er in dieser Studie auch in Codon 10

fur Prolin. Die Kombinationen Arg25Pro und Leu10Leu bzw. Pro25Pro und Leu10Pro oder

Leu10Leu traten nicht auf.

-509 n

Codon 10 n

Codon 25 n

Codon 263

CiC

181

Leu10Leu

128

Arg25Arg

128

Thr263Thr

Thr263lle

lle263lle

Arg25Pro -

Thr263Thr

Thr263lle

lle263lle

Pro25Pro -

Thr263Thr

Thr263lle

lle263lle

Leu10Pro

44

Arg25Arg 17

Thr263Thr

Thr263lle

lle263lle

Arg25Pro

27

Thr263Thr

Thr263lle

lle263lle

Pro25Pro -

Thr263Thr

Thr263lle

lle263lle

Pro10Pro 10

Arg25Arg 1

Thr263Thr

Thr263lle

lle263lle

Arg25Pro 3

Thr263Thr

Thr263lle

lle263lle

Pro25Pro 6

Thr263Thr

Thr263lle

lle263lle
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CIT

131

Leu10Leu

Arg25Arg

Thr263Thr

Thr263lle

lle263lle

Arg25Pro

Thr263Thr

Thr263lle

lle263lle

Pro25Pro

Thr263Thr

Thr263lle

lle263lle

Leu10Pro

109

Arg25Arg

102

Thr263Thr

Thr263lle

lle263lle

Arg25Pro

Thr263Thr

Thr263lle

lle263lle

Pro25Pro

Thr263Thr

Thr263lle

lle263lle

Pro10Pro

15

Arg25Arg

Thr263Thr

Thr263lle

lle263lle

Arg25Pro

Thr263Thr

Thr263lle

lle263lle

Pro25Pro

Thr263Thr

Thr263lle

lle263lle

T/T

47

Leu10Leu

Arg25Arg

Thr263Thr

Thr263lle

lle263lle

Arg25Pro

Thr263Thr

Thr263lle

lle263lle

Pro25Pro

Thr263Thr

Thr263lle

lle263lle

Leu10Pro

10

Arg25Arg

Thr263Thr

Thr263lle

lle263lle

Arg25Pro

Thr263Thr

Thr263lle

lle263lle

Pro25Pro

Thr263Thr

Thr263lle

lle263lle

Pro10Pro

34

Arg25Arg

32

Thr263Thr

Thr263lle

lle263lle

Arg25Pro

Thr263Thr

Thr263lle

lle263lle

Pro25Pro

Thr263Thr

Thr263lle

lle263lle

Tabelle 20: Allelvarianten.
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5.2 Humanes TGF-B1: Vektorkonstruktion und Expression

5.2.1 Molekularbiologische Experimente: Allgemeines

Zu Beginn der in vitro Experimente mussten geeignete TGF-1 Expressionsvektoren kloniert
werden. Das humane TGF-B1 (hTGF-p1) sollte durch die Sequenz des Vektors mit einem
Molekul gekoppelt werden, welches mit spezifischen Methoden detektiert werden kann.
Diese Anordnung ermdglichte den selektiven Nachweis des rekombinanten Zytokins
unabhangig von endogen synthetisiertem oder im Medium enthaltenem TGF-f1.

Kriterien fir die Wahl eines geeigneten Fusionsmolekiils waren das Vorhandensein
moglichst guter Nachweisverfahren. Ein selektiver Antikorper flir Western Blot Analysen
sollte erhaltlich und Moglichkeiten fir fluoreszenzmikroskopische Darstellungen oder die
Detektion mittels ELISA sollten gegeben sein. Zusatzlich sollte das getaggte Oligopeptid,
Polypeptid oder Protein raumliche Struktur und Kinetik des Zytokins mdglichst wenig beein-
flussen.

Zur Expression des hTGF-f1 wurden zwei Vektorsysteme ausgewahlt. Zum einen der
pEGFP-N1 Vektor der Clontech Laboratories und der pCMV-Tag4A Vektor der Firma

Stratagene.

Der pEGFP-N1 Vektor enthédlt eine Nukleinsauresequenz, die fur das enhanced green
fluorescent protein (EGFP) eine optimierte Variante des green fluorescent protein (GFP) mit
5-10-fach starkerer Expression kodiert. Dieses Protein fluoresziert unter UV-Licht grin und

hat ein Exitationsmaximum bei 488nm und ein Emissionsmaximum bei 507nm.

pCMV

Abb. 23: pEGFP-N1 Vektor.
CMV-Promotor: Nukleotid-Position 1-589
MCS: Nukleotid-Position 591-671

EGFP Gen: Nukleotid-Position 672-1408
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EGFP kann fluoreszenz- und konfokalmikroskopisch nachgewiesen werden und erlaubt die
Analyse der intrazellularen Lokalisation eines damit fusionierten Proteins. Ein spezifischer
Antikorper gegen das 30 kDa grof3e Protein ist bei der Firma Santa Cruz erhaltlich.

Die Genkassette steht unter der Kontrolle des immediate early-Promotor des Cytomega-
lievirus (CMV). Die Multiklonierungssequenz (MCS) befindet sich zwischen dem CMV-
Promotor und der fiir EGFP-kodierenden Sequenz.

hTGF-B1 wurde in diesem Vektor bei Einhaltung des Leserasters mit dem N-Terminus des
EGFP fusioniert. Obwohl EGFP mit 30 kDa ein relevantes Molekulargewicht aufweist,
eignete es sich durch die optische Nachweisbarkeit gut zur Verfolgung des Protein-

syntheseweg.

In dem pCMV-Tag4A Vektorsystem wurde hTGF-B1 C-terminal mit dem Flag-Oktapeptid
fusioniert. Flag hat die Aminosauresequenz DYKDDDDK, ist sehr klein und beeinflusst
normalerweise nicht die Funktion des gekoppelten Proteins. Ein spezifischer Antikorper kann
bei der Firma Sigma bestellt werden, zusatzlich kann dort auch eine mit diesem Antikorper
beschichtete 96-Well Platte zur Etablierung eines ELISAs erworben werden. Die

Genkassette steht wie bei dem pEGFP-N1 Vektor unter der Kontrolle des CMV-Promotors.

pCMV

Flag

Abb. 24: pCMV-Tag 4A Vektor.
CMV-Promotor: Nukleotid-Position 1-602
MCS: Nukleotid-Position 651-743
Flag-Tag: Nukleotid-Position 744-767
T3-Primer Bindungsstelle:
Nukleotid-Position 620-639

T7-Primer Bindungsstelle:
Nukleotid-Position 819-840

TEPA " pCMV-Tag 4A ¢ ,|
4,3 kDa pA

\ Kanr/Neor

Fir die Expression der hTGF-f1 Kontrukte in Zellkulturexperimenten wurden Chinese
hamster ovary cells (CHO Zellen) und LX-2 Zellen, die immortalisierten humanen

Hepatischen Sternzellen entsprechen, eingesetzt.
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5.2.2 hTGF-B1-EGFP

Um die Expression des rekombinanten humanen TGF-B1 in der Fluoreszenzmikroskopie
verfolgen und den Syntheseweg in der konfokalen Mikroskopie raumlich darstellen zu
kénnen, wurde ein Expressionsplasmid kloniert, der das hTGF-B1 Gen mit der fir das

enhanced green fluorescent protein kodierenden Nukleinsauresequenz fusionierte.

5.2.2.1 Vektorsynthese

Im ersten Schritt wurde eine PCR auf dem Klon pAE1sp1A-CMV-full-length TGF-31
durchgefihrt. Verwendet wurde der For-Primer SIM001 mit der Sequenz 5-d(GCTAGC
CCTGTTCGCGCTCTCGGC)-3’ und der Rev-Primer SIM002 mit der Sequenz 5’-d(AAGCTT
GCAGGAGCGCACGATCATG)-3'. Durch diese PCR entstand am 5-Ende des Fragmentes
eine Schnittstelle fir Nhel und am 3’-Ende eine Schnittstelle flir das Restriktionsenzym
Hindlll. Das hTGF-B1 Genfragment umfasste 46 Nukleinsduren des 5’-untranslatierten
Bereiches, das Start-Codon AUG und das hTGF-B1 Gen bis zum 388. Codon. Bei diesem

Ansatz gingen neben dem Stop-Codon zwei C-terminale Aminosauren (CS) verloren.

A

PCR-Fragment

5’- GCTAGC.....AAGCTT-A-3’ pGEM-T
3’-A-CGATCG....TTCGAA -5 easy Vektor

pGEM-T
easy-hTGF-betal

Vektor

Abb. 25: Synthese des pGEM-T easy-hTGF-p1

Vektors.

A: Das hTGF-B1 PCR-Fragment wurde mit dem

linearen pGEM-Teasy Vektor ligiert. Daraus ent-

stand der pGEM-Teasy-hTGF-B1 Vektor.

B: Auf ein 0,8%iges Agarosegel wurde der pGEM-

Teasy-hTGF-B1 Vektor unverdaut (Spur 2) und mit

EcoRI geschnitten (Spur 3) aufgetragen. In Spur 1

— Insert wurde der A-Hindlll Marker auf das Gel geladen.
Die 3319bp Bande in Spur 2 entspricht dem
unverdauten pGEM-Teasy-hTGF-B1 Vektor. In
Spur 3 zeigt sich die Bande des verdauten Vektors
bei etwa 3000bp und die 319bp-Bande des
Inserts.

pGEM-T easy
~ Vektor

EcoRI Verdau
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Das PCR-Produkt wurde auf ein 1,5%iges Agarosegel geladen und mittels Gelelektro-
phorese der Grélke nach aufgetrennt. Unter UV-Licht wurde das 300bp-Fragment ausge-
schnitten, eluiert und die DNA durch EtOH aufgereinigt. Jedes PCR-Fragment tragt nach der
Amplifizierung am 3’-Ende die Nukleinsdure Adenin. Der lineare pGEM-Teasy Vektor weist
am 5-Ende ein Thymin auf. Durch diese Konstellation konnte das PCR-Fragment direkt mit
dem linearen pGEM-Teasy Vektor ligiert werden. Das neu synthetisierte zirkulare Plasmid
wurde mittels Plasmid-Minipraparation amplifiziert. Verwendet wurden Bakterien des E. coli
Stamms JM105, die auf Ampicillin-haltigen Selektionsplatten kultiviert wurden. Die aufge-
reinigte DNA wurde nach der Minipraparation mit dem Restriktionsenzym EcoRI verdaut, auf
ein 0,8%iges Agarosegel aufgetragen und mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Auf diese
Weise konnte schnell Gberprift werden, ob das Fragment richtig in die Klone integriert
worden war. Der pGEM-Teasy Vektor weist zwei EcoRI Schnittstellen, eine N-terminal und
die andere C-terminal von der Multiklonierungssequenz, auf. Nach Verdau und anschlie-
Render Elektrophorese der Vektor-DNA zeigten sich im UV-Licht zwei Banden eine Plasmid-
Bande bei ca. 3000bp und die Bande des ausgeschnittenen Inserts bei 319bp. Bei Verdau
des pGEM-Teasy Vektors ohne Insert zeigte sich nur die Plasmid-Bande. Bevor die DNA flr
weitere Versuche verwendet wurde, mussten Punktmutationen, die zum Aminosaure-
austausch flhren wirden, ausgeschlossen werden. Sequenziert wurde mit den Primern
Mut4, SIM001, SIM002, TGF1 und TGF4. Nach der Sequenzierung wurden Klone mit richtig
eingebautem Fragment und fehlerfreier Aminosauresequenz durch Plasmid-GroR3praparation
vervielfaltigt. Die durch Grolpraparation gewonnene DNA war rein und hoch konzentriert.

Sie wurde fir die weiteren Versuche eingesetzt.

Im nachsten Schritt wurden der pGEM-Teasy-hTGF-31 Vektor und der pEGFP-N1 Vektor mit
den Restriktionsenzymen Nhel und Hindlll geschnitten. Die verdaute DNA wurde auf ein
0,8%iges Agarosegel geladen und im elektrischen Feld der Gréle nach aufgetrennt. Die
diskreten Banden konnten unter UV-Licht sichtbar gemacht und mit dem Skalpell
ausgeschnitten werden. Das 300bp grof’e hTGF-B1 Fragment und der ca. 4700bp grofle
lineare pEGFP-N1 Vektor wurden aus dem Agarosegel eluiert und die DNA durch EtOH-
Fallung aufgereinigt. Es folgte die Ligation von Insert und linearisiertem Vektor. Kompetente
XL2-blue Bakterien wurden mit der Plasmid-DNA transformiert und auf Kanamycin-haltigen
Selektionsplatten ausplattiert. Das Plasmid wurde mittels Plasmid-Minipraparation ampli-
fiziert und die aufgereinigte Plasmid-DNA mit den Primern MAOO1 und MB001 sequenziert.
Auf diese Weise wurden die Plasmid-Insert-Ubergange uberpriift. Es musste gesichert
werden, dass Plasmid und Insert in richtiger Orientierung ligiert worden waren und das Lese-
raster erhalten geblieben war. Die pCMV-hTGF-B1-EGFP Klone, die keinen Fehler auf-
wiesen, wurden mittels Plasmid-GroRRpraparation vervielfaltigt und die gewonnene DNA in

den folgenden Zellkulturexperimenten eingesetzt.
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pGEM-T pEGFP-N1
easy-hTGF-betal | Vektor
Vektor

5- GCTAGC....A -3

5- G....TTCGAA -5 linearer
pEGFP-N1
Vektor

Ligation

Abb. 26: Synthese des pCMV-hTGF-
O\ B1-EGFP Expressionsvektors.
DCMV— hTGE-betal- ,'::. pGEM'TeaSY'hTGF'B1 Und pEGFP'N1
GFP Expressions- | wurden mit Nhel und Hindlll ge-
vektor schnitten. Das hTGF-B1 Genfragment
und der lineare pEGFP-N1 Vektor
wurden ligiert. Daraus entstand der
pCMV-hTGF-B1-EGFP  Expressions-
vektor

5.2.2.2 hTGF-p1-EGFP Konstrukt in CHO Zellen

Nach Gewinnung gréRer Mengen reiner Plasmid-DNA durch Grofpraparation wurde die
Funktion des pCMV-hTGF-B1-EGFP Expressionsvektors in Zellkulturexperimenten Uberpruft.
Dann wurden CHO Zellen mit 2ug Plasmid-DNA transfiziert. Ein Mediumwechsel mit
Herabsetzen der FKS-Konzentration auf 0,2% erfolgte nach 24 Stunden. Weitere 48 Stunden

spater wurde der Uberstand abgezogen und die Zellen wurden geerntet.

Die Expression des hTGF-B1-EGFP-Fusionsproteins konnte unter dem Mikroskop durch das
bei UV-Licht griin fluoreszierende EGFP Uberprift werden. Mit pEGFP-N1 transfizierte CHO
Zellen dienten als Positivkontrolle. Unter UV-Licht fluoreszierten Zellen die EGFP expri-
mierten grun. Auf diese Weise konnte auch die Transfektionseffizienz abgeschatzt werden,
die weder in dem in Abb. 27 gezeigten Experiment noch in den darauf folgenden hoch war.
Nicht transfizierte Zellen zeigten keine Fluoreszenz. Die mit dem hTGF-B1-EGFP
Expressionskonstrukt transfizierten Zellen unterschieden sich mikroskopisch nicht von der

Negativkontrolle. Fluoreszenz konnte nicht nachgewiesen werden.
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Abb. 27: Mikroskopische Bilder von CHO Zellen am 3. Tag nach Transfektion.

A-C: lichtmikroskopisches Bild links, fluoreszenzmikroskopisches Bild rechts.

A: Mit 2ug pEGFP-N1 Vektor transfizierte Zellen. Erfolgreich transfizierte Zellen fluoreszieren unter
UV-Licht gran.

B: Die Bilder zeigen nicht transfizierte Zellen. Unter UV-Licht ist keine Fluoreszenz nachweisbar.

C: Zellen transfiziert mit 2ug pCMV-hTGF-B1-EGFP. In der Fluoreszenzmikroskopie sind keine hTGF-
B1-EGFP synthetisierenden Zellen zu erkennen.

Fir die Western Blot Analysen wurden die Uberstande der Zellen abgezogen und die
Proteine durch TCA-Fallung aufkonzentriert. Die CHO Zellen wurden mit Ripa + Complete

lysiert und von den Platten gelost.
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Die Western Blots wurden wie in Kapitel 4.3 beschrieben durchgefihrt. Als Marker diente der
Seeblue Marker der Firma Invitrogen. Es wurden 15ug Zelllysat bzw. 30ul Uberstand auf das
8-12%ige 1mm dicke Bis-Tris-Gel aufgetragen. Als Primarantikorper wurde der polyklonale
rabbit anti-GFP Antikdrper 1:1000 verdinnt eingesetzt. Dadurch konnte selektiv das
rekombinante hTGF-B1-EGFP nachgewiesen werden. Positivkontrollen und Proben wurden

im Doppelansatz nicht reduziert und durch 5ul DTT reduziert aufgetragen.

A: Zelllysate B: Uberstinde
kDB _ap i 5. 4 ke 4 =z 3 @
188 — 188 =

98— 98—

- T

62— 62—

49— 49—

38= 3G

25— G — EGFP 28— D — EGFP
17— 17=

14— 14=

6 = 6=

Abb. 28: 8-12%iges Bis-Tris-Gel, anti-GFP Antikérper.

A: Western Blot der Zelllysate, aufgetragen wurden 15ug Protein.

Spur 1 und 2 zeigen das Zelllysat von mit pEGFP-N1 transfizierten Zellen, einmal nicht reduziert (Spur
1) und einmal reduziert (Spur 2). Mit dem rabbit anti-GFP Antikdrper lie3 sich das etwa 30 kDa
schwere EGFP nachweisen. In den Spuren 3 und 4 wurden je 15ug der Probe von mit pCMV-hTGF-
B1-EGFP transfizierten Zellen auf das Gel geladen. Weder in der Spur 3 der nicht reduzierten Probe
noch in der Spur 4 der reduzierten Probe ist eine Proteinbande zu erkennen.

B: Western Blot der Uberstande, aufgetragen wurden 30ul des durch TCA-Fallung aufgereinigten
Uberstandes.

Spur 1 und 2 zeigen den Uberstand von mit pEGFP-N1 transfizierten Zellen, einmal nicht reduziert
(Spur 1) und einmal mit 5ul DTT reduziert (Spur 2). Die EGFP-Bande liegt bei 30 kDa. In den Spuren
3 und 4 wurden 30ul der Proben von mit pCMV-hTGF-B1-EGFP transfizierten Zellen auf das Gel
geladen. Weder in der nicht reduzierten Probe (Spur 3) noch in der reduzierten Probe (Spur 4) ist ein
spezifisches Protein nachweisbar.

Im Western Blot konnte in der Positivkontrolle sowohl im Zelllysat als auch im Uberstand das
etwa 30 kDa grolke EGFP nachgewiesen werden. EGFP lag als Monomer ohne Disulfid-
brickenbindung vor, deshalb anderte sich das Molekulargewicht unter reduzierenden

Bedingungen nicht. Das rekombinante hTGF-B1-EGFP-Fusionsprotein konnte auch bei
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maximal aufgetragener Proteinmenge weder im Zelllysat noch im Uberstand detektiert

werden.

Zur weiteren Analyse wurden konfokalmikroskopische Bilder der transfizierten CHO Zellen
nach dem in Kapitel 4.3 beschriebenen Protokoll angefertigt. Bei der konfokalen Mikroskopie
konnte eine bessere Auflosung erreicht und eine Aussage uber die intrazellulare Lokalisation
der Proteine gemacht werden.

Das grun fluoreszierende EGFP wurde von den mit pEGFP-N1 transfizierten CHO Zellen der
Positivkontrolle synthetisiert und reicherte sich Uberwiegend im Zellkern an, der homogen
grin leuchtete. Im Gegensatz dazu fluoreszierten die Zellkerne der mit pCMV-hTGF-p1-
EGFP transfizierten Zellen inhomogen. Das exprimierte Fusionsprotein konzentrierte sich
hauptsachlich im Zytosol der Zellen. Mit dem 63er Objektiv des Laserrastermikroskops ergab
sich eine hohe raumliche Auflésung. Das rekombinante Protein sammelte sich im Zytosol der
Zellen in dichten Vesikeln. Trotz fehlendem Nachweis von Expression und Sekretion des
hTGF-B1-EGFP-Fusionsprotein in Western Blot und Fluoreszenzmikroskopie lie3 sich das

rekombinante Protein konfokalmikroskopisch detektieren.
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A: Aufnahme mit dem 20er Objektiv.

Die Zellen wurden im Chamber slide™ System
kultiviert und mit 2ug pEGFP-N1 Expressions-
vektor transfiziert. Das grin fluoreszierende
EGFP farbte den Kern homogen. Das Zyto-
plasma zeigte nur eine geringe Fluoreszenz.

B: Aufnahme mit dem 20er Objektiv.

Die Zellen wurden im Chamber slide™ System
kultiviert und mit 2ug pCMV-hTGF-B1-EGFP
Expressionsvektor  transfiziert.  Fluoreszenz
zeigte sich hauptsachlich im Zytoplasma der
CHO Zellen. Der Kern leuchtete nur inhomogen.

C: Aufnahme mit dem 63er Objektiv.

Die Zellen wurden im Chamber slide™ System
kultiviert und mit 2ug pCMV-hTGF-B1-EGFP
Expressionsvektor transfiziert. Das griin fluores-
zierende hTGF-B1-EGFP sammelte sich im Zyto-
plasma in dichten Vesikeln. Der Kern leuchtete
inhomogen.

Abb. 29: Konfokalmikroskopische Bilder transfizierter CHO Zellen aufgenommen mit einem
Laserrastermikroskop.
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5.2.2.3 hTGF-B1-EGFP Konstrukt in LX-2 Zellen

Die Plasmid-DNA des hTGF-B1-EGFP Kontruktes wurde zusétzlich zu den CHO Zellen in
LX-2 Zellen eingebracht.

e

Abb. 30: Mikroskopische Bilder von LX-2 Zellen am 3. Tag nach Transfektion.

A-C: lichtmikroskopisches Bild links, fluoreszenzmikroskopisches Bild rechts.

A: Mit 2ug pEGFP-N1 Vektor transfizierte Zellen, erfolgreich transfizierte Zellen fluoreszieren unter
UV-Licht gran.

B: Die Bilder zeigen nicht transfizierte Zellen. Unter UV-Licht ist keine Fluoreszenz nachweisbar.

C: Zellen transfiziert mit 2ug pPCMV-hTGF-B1-EGFP. Die Zellen, die das rekombinante Fusionsprotein
synthetisieren, leuchten grin.
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Auch bei den Experimenten mit der LX-2 Zelllinie wurde am 3. Tag nach Transfektion das
Medium abgezogen, die Zellen wurden 2x mit 1x PBS gewaschen und danach die mikro-

skopischen Bilder angefertigt.

Fir die Western Blot Analysen wurden die Proteine der Uberstidnde mittels TCA-Fallung
héher konzentriert. Dadurch konnte eine groflere Menge an Proteinen auf das Gel geladen
werden. Jeweils 15ug Zelllysat wurden mit SDS-Gelladepuffer versetzt und auf das Gel

aufgetragen. Von den Uberstanden wurden 30ul eingesetzt.

Die Proben wurden in zwei Spuren einmal nicht reduziert und einmal durch 5ul DTT reduziert
aufgetragen. Im Gegensatz zu den mit hTGF-B1-EGFP transfizierten CHO Zellen konnte bei
den Experimenten mit der LX-2 Zelllinie das rekombinante Fusionsprotein nachgewiesen
werden. Die reduzierte Probe des Zelllysats zeigte eine Bande bei etwa 64-72 kDa, die dem
monomeren Pro-hTGF-B1-EGFP entsprach. Pro-hTGF-B1-EGFP ist ein Pro-Protein
bestehend aus LAP und hTGF-B1 gekoppelt mit EGFP. Nicht reduziert lag dieses Protein als
dimeres Makromolekil vor, welches ein hdheres Molekulargewicht aufwies.

Die dem Pro-hTGF-B1-EGFP entsprechende Bande zeigte sich auch im Western Blot des
Uberstandes. Zusétzlich bildete sich eine Bande bei etwa 42-44 kDa. Diese Bande bestand
aus dem immobilisiertem, mit EGFP gekoppelten monomeren hTGF-$1 (12-14 kDa). Das
auch bei der Spaltung des Pro-hTGF-B1-EGFP frei werdende N-terminale LAP konnte mit
dem Antikérper gegen das an den C-Terminus gebundene EGFP nicht detektiert werden.
Eine weitere schwache Bande, die isoliertem EGFP entsprach, war in dieser Probe ebenfalls
zu erkennen. Bei intakten Disulfidbriicken der nicht reduzierten Probe zeigte sich eine
hoéhermolekulare Banden zusammen mit unspezifischen Banden und einer schwachen
EGFP-Bande.

Im Western Blot konnte in der Positivkontrolle sowohl des Zelllysates als auch des
Uberstandes das etwa 30 kDa groRe EGFP nachgewiesen werden. Die Negativkontrolle war

in beiden Fallen leer.
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Abb. 31: 8-12%iges Bis-Tris-Gel, anti-GFP Antikérper.

A: Western Blot der Zelllysate, aufgetragen wurden 15ug Protein.

Spur 1 zeigt das Zelllysat von mit pEGFP-N1 transfizierten Zellen. Mit dem rabbit anti-GFP Antikérper
lie® sich das etwa 30 kDa schwere EGFP nachweisen. In den Spuren 2 und 3 wurden je 15ug der
Probe von mit pCMV-hTGF-B1-EGFP transfizierten Zellen auf das Gel geladen, einmal nicht reduziert
(Spur 2) und einmal mit 5yl DTT reduziert (Spur 3). In Spur 3 ist bei einem Molekulargewicht von etwa
64-72 kDa die Bande des mit EGFP fusionierten monomeren Pro-hTGF-$1 zu erkennen. In Spur 2
liegt die Bande des dimeren Pro-hTGF-B1-EGFP bei tber 98 kDa. In Spur 4, der Negativkontrolle,
zeigt sich keine Proteinbande.

B: Western Blot der Uberstande, aufgetragen wurden 30ul des durch TCA-Fallung aufgereinigten
Uberstandes.

Spur 1 zeigt den Uberstand von mit pEGFP-N1 transfizierten Zellen. Die EGFP-Bande liegt bei etwa
30 kDa. In den Spuren 2 und 3 wurden 30ul der Proben von mit pCMV-hTGF-B1-EGFP transfizierten
Zellen auf das Gel geladen. In der reduzierten Probe (Spur 3) kann ebenfalls eine Bande bei 64-72
kDa, die der Bande des Pro-hTGF-B1-EGFP-Fusionsprotein des Zelllysates entspricht, detektiert
werden. Eine weitere Bande liegt bei etwa 42-44 kDa. Diese Bande reprasentiert das monomere
hTGF-B1-EGFP. Die Banden in Spur 2 entsprechen den dimeren Proteinen. Zusatzlich ist die 30 kDa
EGFP-Bande schwach zu erkennen. Die Negativkontrolle (Spur 4) enthalt kein nachweisbares Protein.

Zur weiteren Analyse wurden wie bei den CHO Zellen konfokal mikroskopische Aufnahmen
der transfizierten LX-2 Zellen angefertigt.

In der Positivkontrolle konzentrierte sich das fluoreszierende EGFP, wie bei den Aufnahmen
von mit pEGFP-N1 transfizierten CHO Zellen, im Zellkern, der sich homogen griin darstellte.
Mit dem 20er Objektiv des Laserrastermikroskops konnte ein Unterschied in der intra-
zellularen Lokalisation des EGFP und hTGF-B1-EGFP nachgewiesen werden. Das Fusions-
protein zeigte die hochste Konzentration im Zytosol der LX-2 Zellen. Der Zellkern
fluoreszierte nur geringfiigig und inhomogen. Mit dem 63er Objektiv war eine gute raumliche
Darstellung der Proteinlokalisation moglich. Das rekombinante hTGF-B1-EGFP sammelte
sich in dichten Vesikeln im Zytosol der Zellen. Expression und Sekretion konnten auf diese

Weise sichtbar gemacht werden.
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A: Aufnahme mit dem 20er Objektiv.

Die Zellen wurden im Chamber slide™ System
kultiviert und mit 2ug pEGFP-N1-Expressions-
vektor transfiziert. Das grin fluoreszierende
EGFP farbte den Kern homogen. Das
Zytoplasma fluoreszierte demgegeniber nur
gering.

B: Aufnahme mit dem 20er Objektiv.

Die Zellen wurden im Chamber slide™ System
kultiviert und mit 2ug pCMV-hTGF-B1-EGFP
Expressionsvektor  transfiziert.  Fluoreszenz
zeigte sich hauptsachlich im Zytoplasma der LX-
2 Zellen. Der Kern leuchtete nur schwach und
inhomogen.

C: Aufnahme mit dem 63er Objektiv.

Die Zellen wurden im Chamber slide™ System
kultiviert und mit 2ug pCMV-hTGF-B1-EGFP
Expressionsvektor  transfiziert. Das  grin
fluoreszierende rekombinante Fusionsprotein
konzentrierte sich in dichten Vesikeln im Zyto-
plasma der Zellen. Der Zellkern zeigte wenig
Fluoreszenz.

Abb. 32: Konfokalmikroskopische Bilder transfizierter LX-2 Zellen aufgenommen mit einem
Laserrastermikroskop.
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5.2.3 hTGF-p1-Flag

In dem zweiten Expressionsvektor sollte das humane TGF-B1 Gen mit der Nukleinsaure-

sequenz des Flag-Oktapeptids fusioniert werden.

5.2.3.1 Vektorsynthese

Ausgangsplasmid war erneut der 8663bp-umfassende Plasmid pAE1sp1A-CMV-full-length
TGF-B1. Mit dem For-Primer SIM003 der Sequenz 5-d(AGCCCTGTTCGCGCTCTCGGC)-3’
und dem Rev-Primer SIM002 der Nukleinsduresequenz 5-d(AAGCTTGCAGGAGCGCAC
GATCATG)-3 wurde die PCR durchgefihrt. Das entstehende Fragment setzte sich aus
46bp des 5’-untranslatierten Bereiches, dem Start-Codon und dem hTGF-31 Gen bis auf das
Stop-Codon und die letzten 6 fir Aminosauren kodierenden Basenpaare plus drei
zusatzliche bp des Rev-Primers zusammen. Mit dem Rev-Primer wurde am 3’-Ende des
Fragmentes eine Hindlll Schnittstelle integriert. Das PCR-Produkt wurde auf ein 1,5%iges
Agarosegel geladen und mittels Gelelektrophorese der Grofe nach aufgetrennt. Unter UV-
Licht wurde das 303bp-Fragment aus dem Gel geschnitten, eluiert und die DNA durch EtOH
Fallung aufgereinigt.

Analog zu dem in Abb. 25 dargestellten Prinzip wurde das hTGF-B1 Genfragment in den
pGEM-Teasy Vektor kloniert und durch Plasmid-Minipraparation amplifiziert. Die aufge-
reinigte Plasmid-DNA wurde mit dem Restriktionsenzym EcoRI verdaut, auf ein 0,8%iges
Agarosegel aufgetragen und durch Elektrophorese nach der GroRRe aufgetrennt. Anhand des
bei der Elektrophorese entstehenden Bandenmusters konnten Plasmide, in welche das
Fragment eingebaut worden war, differenziert werden. Die verdaute DNA des pGEM-Teasy-
hTGF-B1 Expressionsvektors zeigte nach der Elektrophorese zwei diskrete Banden, wo-
gegen bei Verdau des pGEM-Teasy Vektors nur eine DNA-Bande zu erkennen war. Es
folgte die Sequenzierung der Klone mit den Primern Mut4, SIM001, SIM003, TGF1 und
TGF4 um sicher zu stellen, dass keine relevanten Punktmutationen vorlagen. Klone ohne
Punktmutation wurden mittels Plasmid-Grol3praparation vervielfaltigt.

Im nachsten Schritt wurden der pGEM-Teasy-hTGF-p1 Vektor sowie der pCMV-Tag4A
Vektor mit den Restriktionsenzymen Notl und Hindlll verdaut, auf ein 0,8%iges Agarosegel
aufgetragen und im elektrischen Feld aufgetrennt. Die diskreten Banden des 320bp hTGF-j1
Genfragmentes und des ca. 4300bp linearisierten pCMV-Tag4A Vektors wurden ausge-
schnitten und mittels Elektroelution aus dem Agarosegel isoliert. Es folgte die Ligation von
Insert und Vektor. Kompetente XL-2-blue Bakterien wurden mit 10ul des Ligationsansatzes
transformiert, auf Kanamycin-haltigen Selektionsplatten kultiviert und die Plasmide durch
Minipréparation amplifiziert. Die Insert-Vektor-Ubergéange wurden mit den Primern MA0O1

und T7 Uberpruft. Der pCMV-Tag4A-hTGF-B1 Expressionsvektor mit richtig orientiertem
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Genabschnitt und erhaltenem Leseraster wurde mittels GroRRpraparation vervielfaltigt, um
hinreichende Mengen reiner DNA zu erhalten.

A

pGEM-T

easy-hTGF-betaip
Vektor 7

@ Verdau mit Notl und Hindlll
5-GGCCGC....A -3 linearer pCMV-
3. CG...TTCGA-5’ TagdA Vektor

pCMV-Tag4A-
hTGF-beta1 Vektor

= linearer pCMV-
Tag4A Vektor

- linearer pGEM-T
easy Vektor

= Insert

Verdau mit Notl und Hindlll

Abb. 33: Synthese des pCMV-Tag4A-hTGF-B1 Expressionsvektors.

A: Der pGEM-Teasy-hTGF-B1 Vektor und der pCMV-Tag4A Vektor wurden mit Notl und Hindlll
geschnitten. Das hTGF-B1 Genfragment wurde mit dem linearen pCMV-Tag4A Vektor ligiert. Daraus
entstand der pCMV-Tag4A-hTGF-B1 Expressionsplasmid.

B: Auf ein 0,8%iges Agarosegel wurden die Restriktionsanséatze jeweils in zwei Spuren neben dem
A-Hindlll Marker (Spur 1) aufgetragen. Die Bande in Spur 2 und 3 reprasentieren den verdauten
pCMV-Tag4A Vektor. In Spur 4 und 5 zeigen sich jeweils zwei Banden, die etwa 3000bp-Bande des
linearen pGEM-Teasy Vektors und die 320bp-Bande des hTGF-p1 Genfragmentes.
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5.2.3.2 hTGF-p1-Flag Konstrukt in CHO Zellen

CHO Zellen wurden nach dem Protokoll aus Kapitel 4.3 mit 2ug pCMV-Tag4A-hTGF-$1
transfiziert. Nach 24 Stunden wurde das Medium abgezogen und durch 0,2%iges Medium

ersetzt. Nach weiteren 48 Stunden wurden die Zellen geerntet.

Vorexperimente hatten ergeben, dass in Western Blot Analysen von unbehandeltem
Uberstand kein hTGF-p1-Flag nachzuweisen war. Die Proteine des Uberstandes mussten
deshalb vor Durchfihrung weiterer Versuche aufkonzentriert werden. Fir den einfachen
Nachweis von Expression und Sekretion wurden die Proteine mittels TCA-Fallung

aufgereinigt.

Die Western Blots wurden wie in Kapitel 4.3 beschrieben durchgeflihrt. Der monoklonale
mouse anti-Flag M2 Antikérper in einer Verdinnung von 1:5000 wurde genutzt, um selektiv
das rekombinante hTGF-B1-Flag zu detektieren. Nach Proteinkonzentrationsbestimmung
mittels DC-Testung wurden 15ug Protein des Zelllysates auf das Gel geladen. Vom
Uberstand wurden 30ul eingesetzt. Die Proben wurden in zwei Spuren einmal nicht reduziert
und einmal durch 5ul DTT reduziert neben einer Negativkontrolle aufgetragen. Zur
Bestimmung der Lauffront und zur Berechnung von Molekulargewichten wurden 10pl

Seeblue Marker eingesetzt.

Im Zelllysat konnte unter reduzierenden Bedingungen mit dem gegen das Flag-Oktapeptid
gerichteten Antikorper eine Bande bei etwa 44-56 kDa nachgewiesen werden. Dieses
immobilisierte Protein entsprach dem Pro-hTGF-pB1-Flag-Fusionsprotein, bestehend aus
monomerem LAP und monomerem hTGF-B1-Flag (12-14kDa). Unreduziert zeigte sich die
hochmolekulare Bande des dimeren Proteins bei etwa 90-121 kDa. Die Spur der
Negativkontrolle war leer.

In der nicht reduzierten Probe des Uberstandes konnte ein Protein mit einem Molekular-
gewicht von etwa 90-121 kDa detektiert werden. Nach Reduktion des Uberstandes mit 5l
DTT konnte wie im Zelllysat das Pro-hTGF-B1-Flag-Fusionsprotein bei 44-56 kDa nach-
gewiesen werden. Neben zwei unspezifischen hochmolekularen Banden war ein Protein mit
einem Molekulargewicht von 12-14 kDa zu differenzieren. Dieses Molekulargewicht ent-
sprach dem des monomeren hTGF-B1-Flag. Das N-terminale LAP liel3 sich mit dem gegen
Flag gerichteten Antikérper nicht darstellen. In den Proben der nicht transfizierten Zellen

konnten keine spezifischen Banden nachgewiesen werden.
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Abb. 34: 8-12%iges Bis-Tris-Gel, anti-Flag M2 Antikérper.

A: Western Blot der Zelllysate, aufgetragen wurden 15ug Protein.

Spur 1 zeigt das Zelllysat nicht transfizierter Zellen. In den Spuren 2 und 3 wurden je 15ug Protein des
Zelllysates von mit pCMV-Tag4A-hTGF-B1 transfizierten CHO Zellen auf das Gel geladen, einmal
nicht reduziert (Spur 2) und einmal durch Zugabe von 5ul DTT reduziert (Spur 3). In Spur 3 stellt sich
eine Proteinbande bei etwa 44-56 kDa dar. Sie entspricht dem mit Flag gekoppelten Pro-hTGF-31. In
der nicht reduzierten Probe zeigt sich das dimere Pro-hTGF-B1-Flag bei einem Molekulargewicht von
etwa 88-112 kDa (Spur 2).

B: Western Blot der Uberstande, aufgetragen wurden 30ul des durch TCA-Fallung aufgereinigten
Uberstandes.

In Spur 1 wurde die Negativkontrolle nicht transfizierter Zellen aufgetragen. Hier bilden sich zwei hoch-
molekulare unspezifische Banden. Spur 2 und 3 zeigen den Uberstand von mit pCMV-Tag4A-hTGF-
B1 transfizierten Zellen, einmal nicht reduziert (Spur 2) und einmal reduziert (Spur 3). In der
reduzierten Probe ergeben sich 2 Banden, eine bei 12-14 kDa, die dem monomeren hTGF-31-Flag
entspricht, und eine bei 44-56 kDa homolog zu Spur 3 des Zelllysates in Abb. 34B. Zusétzlich
zeichnen sich dieselben hochmolekularen Banden ab, die in der Kontrolle zu sehen sind. In der nicht
reduzierten Probe lasst sich eine Bande von etwa 88-112 kDa nachweisen. Diese Bande zeigt die
dimeren Formen des hTGF-B1-Flag.

5.2.3.3 hTGF-p1-Flag Konstrukt in LX-2 Zellen

LX-2 Zellen wurden ebenfalls mit 2ug pCMV-Tag4A-hTGF-B1 transfiziert. Am 3. Tag nach
Transfektion wurde der Uberstand abgezogen und die Zellen mit Ripa + Complete lysiert und
geerntet. Mittels TCA-Fallung wurden die Proteine des Uberstandes aufgereinigt und héher

konzentriert.

Um Expression und Sekretion des hTGF-B1-Flag-Fusionsproteins zu Uberprifen, wurden
Western Blots durchgefiihrt. Dafiir wurden 15ug Protein des Zelllysates und 30ul Uberstand
auf ein 8-12%iges 1mm dickes Bis-Tris-Gel geladen. Negativkontrolle und Probe wurden

reduziert und nicht reduziert aufgetragen.
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Abb. 35: 8-12%iges Bis-Tris-Gel, anti-Flag M2 Antikérper.

A: Western Blot der Zelllysate, aufgetragen wurden 15ug Protein.

Spur 1 zeigt das Zelllysat nicht transfizierter LX-2 Zellen. In den Spuren 2 und 3 wurden Proben der
mit pCMV-Tag4A-hTGF-B1 transfizierten Zellen aufgetragen; nicht reduziert (Spur 2) und reduziert
(Spur 3). In Spur 3 ist die 44-56 kDa Bande des Pro-hTGF-B1-Flag zu erkennen. Die Bande in Spur 2
entspricht der dimeren nicht reduzierten Form des Pro-Proteins.

B: Western Blot der Uberstande, aufgetragen wurden 30ul des durch TCA-Fallung aufgereinigten
Uberstandes.

In Spur 1 wurde die Negativkontrolle nicht transfizierter Zellen aufgetragen. Die Spuren 2 und 3 zeigen
den Uberstand von mit pCMV-Tag4A-hTGF-p1 transfizierten LX-2 Zellen. In der reduzierten Spur 3
bilden sich 2 Banden. Eine bei etwa 44-56 kDa analog zum Zelllysat dem Pro-hTGF-B1-Flag
entsprechend und eine bei 12-14 kDa. Das Molekulargewicht der niedermolekularen Bande stimmt mit
dem des monomeren hTGF-B1-Flag Uberein. Die nicht reduzierte Probe (Spur 2) zeigt eine Bande, die
etwa das doppelte Molekulargewicht des Pro-hTGF-B1-Flag aufweist und das dimere Protein darstellt.

Die Western Blots der Zelllysate zeigten in der reduzierten Probe, der mit pCMV-Tag4A-
hTGF-B1 Expressionsvektor transfizierten Zellen, eine Bande bei etwa 44-56 kDa. Diese
entsprach dem Pro-hTGF-f1-Flag-Fusionsprotein in der monomeren Form. In der nicht
reduzierten Probe konnte das dimere Protein mit einem Molekulargewicht von etwa 88-112
kDa detektiert werden.

In der reduzierten Spur des Uberstandes, von mit pCMV-Tag4A-hTGF-B1 transfizierten
Zellen, bildete sich ebenfalls die 44-56 kDa schwere Bande des Pro-Proteins. Daneben
zeigte sich die 12-14 kDa Bande des rekombinanten monomeren hTGF-B1-Flag. Im nicht
reduzierten Uberstand lieR sich ein hochmolekulares Protein, den dimeren Formen des
hTGF-B1 entsprechend, nachweisen.

Die Negativkontrollen von Zelllysat und Uberstand waren leer.
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5.2.4 Full-length hTGF-B1-Flag

Das in Kapitel 5.2.3 beschriebene hTGF-B1-Flag-Fusionsprotein wurde in beiden Zelllinien
exprimiert und sezerniert, konnte im Uberstand aber nur nach Anreicherung der Proteine
nachgewiesen werden. Dies bedeutete einen hoheren zeitlichen und materiellen Aufwand.
Um eventuelle Einflisse der C-terminal fehlenden Aminosauren zu testen und die Ausbeute
des rekombinanten Proteins zu optimieren, wurde ein neuer Vektor konstruiert, mit dem full-

length hTGF-B1 gekoppelt mit Flag synthetisiert werden konnte.

5.2.4.1 Vektorsynthese

Fir die PCR auf dem pAE1sp1A-CMV-full-length-hTGF-B1 wurde der For-Primer SIM0O03 mit
der Sequenz 5’-d(AGCCCTGTTCGCGCTCTCGGC)-3’ und der Rev-Primer SIM004 mit der
Nukleinsauresequenz 5-d(AAGCTTGCTGCACTTGCAGGAGCGCAC)-3' eingesetzt. Das
pCMV-Tag4A-full-length-hTGF-B1 Expressionskonstrukt wurde wie in Kapitel 5.2.3 be-

schrieben kloniert.

5.2.4.2 Full-length hTGF-B1-Flag Konstrukt in CHO Zellen

Der pCMV-Tag4A-full-length-hTGF-B1 Vektor wurde in CHO eingebracht und Expression
und Sekretion wurden mittels Western Blot analysiert. AuRerdem wurde das rekombinante

Protein durch Immunfluoreszenz nachgewiesen.

CHO Zellen wurden mit 2ug des Expressionsvektors transfiziert. Nach 24 Stunden wurde
das Medium gewechselt und dabei die FKS-Konzentration von 10% auf 0,2% herabgesetzt.
Weitere 48 Stunden spater wurde das Medium abgezogen, in Mikroreaktionsgefal’e Uber-
fihrt und flr Western Blot Analysen verwendet. Die Zellen wurden mit Ripa + Complete

lysiert und von den Platten gel6st. Der Proteingehalt wurde mittels DC-Testung bestimmt.

Im ersten Schritt wurde Uberprift, ob die Sekretionsrate des full-length hTGF-B1-Flag
ausreichte, um das rekombinante Protein im Uberstand ohne vorausgehende TCA-Fallung
nachzuweisen.

Der Western Blot wurde wie in Kapitel 4.3 beschrieben durchgefiihrt. In einem Ansatz
wurden 15ul des Mediums mit 15ul 2x SDS-Gelladepuffer versetzt und auf ein 8-12%iges
Bis-Tris-Gel geladen. In einer zweiten Spur wurden 15ul Medium, 3ul DTT und 12ul SDS-
Gelladepuffer aufgetragen. Zur Bestimmung der Lauffront und zur Berechnung der

Molekulargewichte diente der Seeblue Marker.

In den Western Blot Analysen der nicht reduzierten Probe waren Banden zu differenziert, die
den dimeren Formen des Pro-Proteins (88-112 kDa) entsprachen. Die reduzierte Probe

zeigte eine schwache Bande bei etwa 50 kDa, dem Molekulargewicht des Pro-hTGF-p1-
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Flag. Aber analog zu den Ergebnissen aus Abschnitt 5.2.3, konnte das mature hTGF-p1-
Flag-Fusionsprotein im Western Blot des Mediums nicht zufriedenstellend dargestellt
werden.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden in den folgenden Versuchen die Proteine des

Uberstandes durch TCA-Fallung aufkonzentriert.

kDa 1 2
188 =

98—

62 = Abb. 36: 8-12%iges Bis-Tris-Gel, anti-Flag M2 Antikorper.
In Spur 1 wurden 15yl nicht reduzierten Uberstandes trans-
fizierter CHO Zellen versetzt mit 15ul SDS-Gelladepuffer auf

49 = das Bis-Tris-Gel aufgetragen, aufgetrennt und durch das

Tank-Blot Verfahren auf eine Nitrozellulosemembran Uber-

tragen. Mit dem anti-Flag M2 Antikorper lieRen sich drei

38— Banden differenzieren. Eine Bande ist hier bei etwa 50 kDa
zu erkennen, zwei weitere ineinander Ubergehende Banden
28— zeigen sich zwischen der 62 kDa Bande und der 98 kDa
Bande des Markers. Diese entsprechen dem dimeren Pro-
17 = Protein.
In Spur 2 wurde die Probe zusatzlich mit 3ul DTT versetzt
14 = aufgetragen. Es ist eine schwache Bande bei etwa 50 kDa zu
erkennen. Weitere Proteinbanden sind nicht zu differen-
6= zieren.

In den nachsten Western Blots wurden neben 10ul Seeblue Marker, 15ug Protein des Zell-
lysates auf ein 8-12%iges Bis-Tris-Gel geladen. Vom gefallten Medium wurden 30pl ein-
gesetzt. In eine Tasche des Gels wurde die reduzierte Negativkontrolle geladen. Die Proben
wurden in zwei Spuren einmal nicht reduziert und einmal durch Zugabe von 5ul DTT

reduziert aufgetragen.

Die Western Blots der Zelllysate zeigten in der Negativkontrolle nicht transfizierter Zellen und
den Proben transfizierter CHO Zellen mehrere unspezifische Banden. Unter reduzierenden
Bedingungen konnte eine Bande bei 44-56 kDa detektiert werden. Das mit dem anti-Flag M2
Primarantikorper nachgewiesene Protein entsprach dem intrazellularen Pro-hTGF-B1-Flag,
bestehend aus LAP, hTGF-$1 und dem C-terminalen Flag-Protein. Unter nicht reduzier-
enden Bedingungen zeigte sich eine Bande bei 44-49 kDa. In der Negativkontrolle bildeten
sich bei diesen Molekulargewichten keine Banden.

Die Ergebnisse der Western Blots des Zelllysates von mit pCMV-Tag4A-full-length-hTGF-p1
transfizierten CHO Zellen unterschieden sich in allen Versuchen von den Western Blots der
mit pCMV-Tag4A-hTGF-B1 transfizierten Zellen. Neben den zusatzlichen unspezifischen
Banden waren die Befunde in der nicht reduzierten Probe am auffalligsten. Im Vergleich

zwischen den Zellen, die full-length hTGF-pB1-Flag Uberexprimierten und denen, die hTGF-
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B1-Flag synthetisierten, hatte das nicht reduzierte Pro-hTGF-B1-Flag unterschiedliche
Molekulargewichte. Bei den Experimenten mit full-length hTGF-B1-Flag wurde reproduzierbar
eine Bande bei 44-49 kDa detektiert. Der Western Blot des 2 Aminosauren defizitaren hTGF-
B1-Flag Proteins zeigte dagegen, wie in Abschnitt 5.2.3 beschrieben, in der nicht reduzierten
Spur eine Bande bei 88-112 kDa.

A: Zelllysate B: Uberstande
1 2 3 1 2 3
kDa kDa
188 = 188—-
98— 98—
62~ - 62—
. — Pro-hTGF-p1-
49— - "'-' _ Pro-hTGF-B1- 49— Flag
— - e Flag
38= 38 =
— e E—
28 = 28 =
17= 17= &4 _ hTGF-p1-
14 = 14 e Flag
B -

Abb. 37: 8-12%iges Bis-Tris-Gel, anti-Flag M2 Antikérper.

A: Western Blot der Zelllysate, aufgetragen wurden 15ug Protein.

Spur 1 zeigt das reduzierte Zelllysat nicht transfizierter Zellen. In den Spuren 2 und 3 wurden je 15ug
Protein des Zelllysates von mit pCMV-Tag4A-full-length-hTGF-B1 transfizierten CHO Zellen auf das
Gel geladen, einmal nicht reduziert (Spur 2) und einmal durch Zugabe von 5ul DTT reduziert (Spur 3).
In allen 3 Spuren zeichnen sich unspezifische Banden bei ca. 30 kDa, 40 kDa, 50 kDa und 60 kDa ab.
Bei etwa 44-56 kDa kann durch das C-terminal fusionierte Flag die Pro-hTGF-B1-Flag Bande
detektiert werden, welche sich in der Negativkontrolle nicht darstellt. Spur 2 und Spur 3 unterscheiden
sich nur wenig, wobei das Molekulargewicht der Bande in Spur 2 niedriger ist als in Spur 3.

B: Western Blot der Uberstande, aufgetragen wurden 30ul des durch TCA-Fallung aufgereinigten
Uberstandes.

In Spur 1 wurde die reduzierte Negativkontrolle nicht transfizierter Zellen aufgetragen. Hier ergeben
sich zwei hochmolekulare unspezifische Banden. Spur 2 und 3 zeigen den Uberstand von mit pCMV-
Tag4A-full-length-nTGF-B1 transfizierten Zellen, einmal nicht reduziert (Spur 2) und einmal reduziert
(Spur 3). In der reduzierten Probe sind 2 Banden, eine bei 12-14 kDa, die dem monomeren hTGF-31-
Flag entspricht, und eine bei 44-56 kDa homolog zu Spur 3 des Zelllysates in Abb. 37A nach-
zuweisen. Zusatzlich zeichnen sich dieselben hochmolekularen Banden ab, die in der Kontrolle zu
sehen sind. In der nicht reduzierten Probe lasst sich eine Bande von etwa 88-112 kDa detektieren.
Diese Bande zeigt die dimeren Formen des hTGF-B1-Flag.

Das Bandenmuster der Uberstédnde zeigte keine Auffilligkeiten. In der Negativkontrolle
waren hochmolekulare unspezifische Banden nachweisbar, die auch in der reduzierten
Probe zu detektieren waren. Sonst war die Negativkontrolle leer. In der unreduzierten Probe

des Uberstandes konnte ein Protein mit einem Molekulargewicht von etwa 90-121 kDa
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dargestellt werden. Nach Reduktion des Uberstandes mit 5ul DTT konnte wie im Zelllysat
das Pro-hTGF-B1-Flag-Fusionsprotein bei 44-56 kDa nachgewiesen werden. Neben den
zwei unspezifischen hochmolekularen Banden war ein Protein mit einem Molekulargewicht
von 12-14 kDa zu differenzieren. Dieses Molekulargewicht entsprach dem des maturen

monomaren hTGF-1.

Zur weiteren Analyse wurden Immunfluoreszenzaufnahmen der transfizierten CHO Zellen

nach dem in Kapitel 4.3 beschriebenen Protokoll angefertigt.

Abb. 38: Immunfluoreszenzaufnahmen transfizierter CHO Zellen.

Unter dem Fluoreszenzmikroskop stellte sich das rekombinant hergestellte und mit Antikdrpern

markierte humane TGF-B1 griin dar, die Kerne hebten sich rot von der Umgebung ab.

A+B: Negativkontrolle, 20er Objektiv (A) und 40er Objektiv (B). Die Zellkerne leuchteten durch die
Propidiumjodidfarbung rot.

C+D: Mit 2ug pCMV-Tag4A-full-length-hTGF-B1 transfizierte CHO Zellen, 20er Objektiv (A) und 40er
Objektiv (B). Die Zellkerne leuchteten durch die Propidiumjodidfarbung rot. Erfolgreich
transfizierte Zellen fluoreszierten grin.

Die CHO Zellen wurden in 6-Wells kultiviert, in die zuvor Deckglaser gelegt und in 10%igem
DMEM-Medium inkubiert worden waren, und mit 2ug pCMV-Tag4A-full-length-hTGF-1

transfiziert. Ein Mediumwechsel erfolgte nach 24 Stunden. Am 2. Tag nach Transfektion

wurden die CHO Zellen mit 4%igem Paraformaldehyd fixiert. Als Primarantikérper wurde der
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monoklonale mouse anti-Flag M2 Antikérper eingesetzt. Dieser Antikorper detektierte
ausschliel3lich das rekombinante Protein. Auf diese Weise konnten Transfektionseffizienz,

Expression und intrazellulare Lokalisation Uberpruft werden.

Nicht transfizierte CHO Zellen dienten als Negativkontrolle. Durch das im UV-Licht
fluoreszierende Propidiumjodid, das mit der DNA interkalierte, farbten sich die Zellkerne rot.
Weitere Fluoreszenz war nicht nachweisbar.

Die CHO Zellen, die erfolgreich mit 2ug pCMV-Tag4A-full-length-hTGF-p1 transfiziert worden
waren, leuchteten grin. Die Zellkerne stellten sich unter dem Mikroskop wie die der
Negativkontrolle rot fluoreszierend dar. Vereinzelt waren Zellen zu erkennen, in denen sich
das hTGF-B1-Flag in Vakuolen im Zytoplasma sammelte. Die Transfektionseffizienz war

jedoch in allen Versuchen gering.

5.2.4.3 Full-length hTGF-B1-Flag Konstrukt in LX-2 Zellen

Mit der LX-2 Zelllinie wurden ebenfalls nach Transfektion mit pCMV-Tag4A-full-length-hTGF-
B1 Western Blot Analysen zur Uberprifung von Expression und Sekretion sowie Immun-

fluoreszenzuntersuchungen durchgefuhrt.

LX-2 Zellen wurden mit 2ug des Expressionsvektors transfiziert. Am 3. Tag nach Trans-
fektion wurden die Zellen geerntet. Zuerst wurde das Medium abgezogen und in ein 1,5ml
Tube Uberfuhrt. Die Zellen wurden gewaschen und anschlieend mit Ripa + Complete lysiert

und von der Platte geldst.

In den ersten Western Blot Analysen wurde Uberprift, ob die Sekretionsmenge hoch genug
war, um das rekombinante hTGF-B1-Flag im Uberstand nachweisen zu kdnnen, ohne die
enthaltenen Proteine aufzureinigen. Dazu wurden 15l des Mediums mit 2x SDS-Gellade-
puffer versetzt, zusammen mit 10ul Seeblue Marker in einer Spur nicht reduziert und in einer
Spur durch Zusatz von 3ul DTT reduziert auf ein 8-12%iges Bis-Tris-Gel aufgetragen, und
die Proteine im elektrischen Feld aufgetrennt. Diese wurden nach dem Tank-Blot Verfahren
auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen und dort immobilisiert. Mit dem anti-Flag M2

Primarantikorper sollte spezifisch das rekombinante Protein detektiert werden.

Im Western Blot des nicht aufgereinigten Mediums zeigte sich in der nicht reduzierten Probe
eine Bande auf Hohe der 98 kDa Bande des Seeblue Markers. Diese reprasentierte die
dimeren Pro-hTGF-B1-Flag Proteine. In der durch Zugabe von 3pl DTT reduzierten Probe
konnte eine dezente Bande bei dem Molekulargewicht des monomeren Pro-hTGF-B1-Flag
(44-56 kDa) nachgewiesen werden. Das Probenmaterial war aber nicht ausreichend

konzentriert, um das mature monomere hTGF-B1 detektieren oder eine kraftige Pro-hTGF-
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B1-Flag-Bande darstellen zu kdnnen. Wie bei den Experimenten mit CHO Zellen war die
hTGF-B1-Flag-Konzentration im Uberstand zu gering, um weiterflilhrende Experimente
erfolgreich durchzufiihren. Die Proteine des Uberstandes wurden deshalb mittels TCA-

Fallung aufkonzentriert.

kDa 1 2
188 = .
oo )
62 =
4Q = Abb. 39: 8-12%iges Bis-Tris-Gel, Anti-Flag M2 Antikdrper.
In Spur 1 wurden 15yl nicht reduzierten Uberstandes trans-
fizierter LX-2 Zellen versetzt mit 15ul SDS-Gelladepuffer auf
38— das 8-12%ige Bis-Tris-Gel geladen. Mit dem anti-Flag M2
Antikérper lielRen sich drei Banden differenzieren. Eine Bande
28=— zeigt sich hier bei etwa 98 kDa dem Molekulargewicht des
dimeren Pro-hTGF-B1-Flag. Zuséatzlich sind zwei hdher-
17 = molekulare Proteinbanden zu detektieren.
In Spur 2 wurde die Probe zusatzlich mit 3ul DTT versetzt
14 und auf das Gel geladen. Reduziert ist eine schwache Bande
bei etwa 50 kDa zu erkennen. Weitere Proteinbanden kénnen
6 — nicht differenzieren werden.

In den folgenden Western Blot Analysen wurden zum Nachweis von Expression und
Sekretion 15ug Protein des Zelllysates nach Proteinkonzentrationsbestimmung mittels DC-
Testung und 30l des durch TCA-Fallung aufgereinigten Uberstand eingesetzt. Neben 10yl
Seeblue Marker zur Bestimmung der Lauffront wurden die Proben in einer Spur nicht
reduziert und in einer reduziert zusammen mit einer Negativkontrolle auf ein 8-12%iges Gel
geladen und die Elektrophorese mit anschlieBendem Western Blot wie in Kapitel 4.3

beschrieben durchgefuhrt.

Die Western Blot Analysen von Zelllysaten und Uberstanden der LX-2 Zellen ergaben
ahnliche Befunde wie die der CHO Zelllinie. Die Untersuchungen der Zelllysate zeigten in der
reduzierten Probe der mit pCMV-Tag4A-full-length-hTGF-B1 transfizierten Zellen neben
einigen unspezifischen Banden, die sich auch in der reduzierten Negativkontrolle abbildeten,
eine Proteinbande bei 44-56 kDa. Dieses mit anti-Flag M2 Antikérper detektierte Protein
entsprach dem rekombinanten Pro-hTGF-B1-Flag. Ohne Zugabe von DTT konnten anders
als bei den Versuchen mit dem pCMV-Tag4A-hTGF-B1 Expressionsvektor zwei Banden
dargestellt werden. In beiden Fallen zeigte sich eine hochmolekulare Bande, dem dimaren
Pro-hTGF-B1-Flag entsprechend, zusatzlich war eine zwischen 40 kDa und 48 kDa

abzugrenzen. In der Negativkontrolle war keine dieser Banden nachzuweisen.
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A: Zelllysate B: Uberstande
1 2 3 1 2 3

kDa kDa
188 = 188 =

02 o2 Pro-hTGF-p1
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49 = Flag 49—
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Abb. 40: 8-12%iges Bis-Tris-Gel, anti-Flag M2 Antikérper.

A: Western Blot der Zelllysate, aufgetragen wurden 15ug Protein.

Spur 1 zeigt das reduzierte Zelllysat nicht transfizierter Zellen. In den Spuren 2 und 3 wurden je 15ug
Protein des Zelllysates von mit pCMV-Tag4A-full-length-hTGF-B1 transfizierten LX-2 Zellen auf das
Gel geladen, einmal nicht reduziert (Spur 2) und einmal durch Zugabe von 5ul DTT reduziert (Spur 3).
Die Negativkontrolle (Spur 1) zeigt keine spezifische Bande. In der nicht reduzierten Probe dominieren
zwei Banden, eine zwischen 62 und 98 kDa, die zweite mit einem Molekulargewicht zwischen 40 und
48 kDa. In Spur 3 kann bei etwa 44-56 kDa die Pro-hTGF-B1-Flag-Bande detektiert werden, welche in
der Negativkontrolle nicht nachzuweisen ist.

B: Western Blot der Uberstande, aufgetragen wurden 30ul des durch TCA-Fallung aufgereinigten
Uberstandes.

In Spur 1 wurde die reduzierte Negativkontrolle nicht transfizierter Zellen aufgetragen. Hier zeigt sich
eine hochmolekulare unspezifische Bande. Der Uberstand von mit pCMV-Tag4A-full-length-hTGF-B1
transfizierten Zellen wurde in Spur 2 nicht reduziert und in Spur 3 reduziert auf das Gel geladen. In der
reduzierten Probe ergeben sich 2 Banden, eine bei 12-14 kDa, die dem monomeren TGF-31-Flag
entspricht, und eine bei 44-56 kDa homolog zu Spur 3 des Zelllysates in Abb. 40A. Zusatzlich zeigt
sich dieselbe hochmolekulare unspezifische Bande wie in der Negativkontrolle. In der nicht
reduzierten Probe lasst sich eine Proteinbande zwischen der 62 kDa und 98 kDa Bande des Markers
nachweisen. Diese Bande entspricht der dimeren Formen des hTGF-B1-Flag.

In den Western Blots der Uberstande lieR sich in der reduzierten Probe der transfizierten
Zellen ebenfalls die 44-56 kDa Bande des Pro-Proteins detektieren. Daneben zeigte sich
eine Bande bei 12-14 kDa. Das Molekulargewicht entsprach dem des maturen monomeren

hTGF-B1 fusioniert mit dem Flag-Oktapeptid. Die Negativkontrolle war fur diese Banden leer.

Zur weiterfihrenden Untersuchung der Funktionalitdt des full-length hTGF-B1 Expressions-

konstruktes wurden ebenfalls Immunfluoreszenz Aufnahmen angefertigt.
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In der Immunfluoreszenzmikroskopie erschienen die Zellkerne durch die Farbung mit
Propidiumjodid rot. Die Negativkontrolle zeigte keine weitere Fluoreszenz.

In den transfizierten Zellen konnte zusatzlich die grine Fluoreszenz des rekombinanten full-
length hTGF-B1-Flag-Fusionsprotein intrazellular nachgewiesen werden. hTGF-B1-Flag
leuchtete inhomogen im Zytoplasma der Zellen. Die Transfektionseffizienz lag bei der LX-2
Zelllinie deutlich Uber der bei CHO Zellen.

Abb. 41: Immunfluoreszenz Aufnahmen transfizierter LX-2 Zellen.

Unter dem Fluoreszenzmikroskop stellte sich das rekombinant hergestellte und mit Antikdrpern

markierte humane TGF-B1 grliin dar. Die Kerne hebten sich rot von der Umgebung ab.

A+B: Negativkontrolle, 20er Objektiv (A) und 40er Objektiv (B). Die Zellkerne leuchteten durch die
Propidiumjodidfarbung rot.

B+D: Mit 2ug pCMV-Tag4A-full-length-nTGF-B1 transfizierte LX-2 Zellen, 20er Objektiv (A) und 40er
Objektiv (B).Die Zellkerne leuchteten durch die Propidiumjodidfarbung rot. Erfolgreich
transfizierte Zellen fluoreszierten grin.

5.2.5 Einbau der Polymorphismen

Um den Einfluss der hTGF-B1 Polymorphismen in Codon 10 und Codon 25 der Signal-
sequenz auf Synthese und Sekretion zu untersuchen, mussten die drei in vivo vorkom-
menden Allelvarianten in einen hTGF-B1 Expressionsplasmid kloniert werden. Zunachst
wurden PCRs aus Patienten-DNAs mit dem For-Primer 5-d(CTAGGTTATTTC-CGTGGG)-3’
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und dem Rev-Primer 5-d(CCTTGGCGTAGTAGTCG)-3’ durchgefuhrt. Die PCR-Produkte
wurden auf ein 1,5%iges Agarosegel geladen und im elektrischen Feld der GroRe nach
aufgetrennt. Unter UV-Licht konnten die 523bp-umfassenden Genfragmente ausgeschnitten
werden. Anschlie®end wurde die DNA durch Elektroelution isoliert und durch EtOH Fallung
aufgereinigt.

Die hTGF-B1 Fragmente wurden mit dem linearen pGEM-Teasy Vektor ligiert. Kompetente
XL2-blue Bakterien wurden mit den Plasmiden transfiziert und auf Ampicillin-haltigen
Selektionsmedien ausplattiert. Die Plasmid DNA wurde durch Minipraparation amplifiziert
und anschlieRend sequenziert. Drei Plasmide mit den gesuchten Sequenzen wurden

entsprechend der vorkommenden Allele ausgewahlt.

A

— CMV I Full-length hTGF-p1

= AUG L CTG . COG s T

— AUG: CE G CO B m e T dai TAA

— CMV I Full-length hnTGF-B1 -—

— AUG: CCGE..:.CO0. . unmmnaumunmmm R mRRa TAA
- CMV Full-length hTGF-B1 -—

Abb. 42: Darstellung der Genkassetten der drei Expressionsvektoren.

Dem CMV-Promotor des pCMV-Tag4A-full-lengt-hTGF-B1 Vektors folgte das humane TGF-$1 Gen.
Die kodierende hTGF-B1 Gensequenz umfasste 390bp. Bei der Klonierung wurde das Stop-Codon
des Gens eliminiert und die hTGF-B1 Gensequenz mit den fir das Flag-Oktapeptid kodierenden
Nukleinsauren verbunden.

Die Expressionsvektoren unterschieden sich jeweils in ein bzw. zwei Nukleotiden, die wahrend der
Translation zu einem Aminosaurenaustausch fihrten. Die Sequenzen entsprachen den in vivo vor-
kommenden Allelvarianten des humanen TGF-1.

A: Wildtyp.

Die hTGF-B1 Gensequenz entsprach der des Wildtyps. An Position +869 des Gens stand die Nuklein-
saure Thymin, an Position +915 die Nukleinsdure Guanin. Codon 10 kodierte fir die Aminosaure
Leucin und Codon 25 fur die Aminosaure Arginin.

B: Mutation in Codon 10 und Codon 25.

An Position +869 des hTGF-p1 Gens wurde Thymin gegen Cytosin ausgetauscht. Zusatzlich wurde an
Position +915 Guanin durch Cytosin ersetzt. Das nach Transkription und Translation entstehende
Protein trug an 10. und 25. Stelle ein Prolin.

C: Mutation in Codon 10.

In dieser moglichen Allelvariante stand an Position +869 des Gens ein Cytosin. Daraus resultierte ein
Aminosaurenaustausch an Position 10. Codon 25 kodierte wie in der Wildtypvariante flr Arginin.
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Das Fragment des ersten Plasmides kodierte in Codon 10 und Codon 25 des hTGF-1 Gens
fir die Kombination Leucin (CTG) und Arginin (CGG). Der zweite Plasmid trug eine
Genkassette, die sowohl in Codon 10 als auch in Codon 25 fir Prolin (CCG) kodierte,
entsprechend einem Basenpaaraustausch an Position +869 von Thymin durch Cytosin und
an Position +915 von Guanin durch Cytosin. Die Codierung des dritten Plasmids entsprach
der Sequenz flir Prolin (CCG) in Codon 10 und Arginin (CGG) in Codon 25.

Diese Plasmide wurden ebenso wie der pCMV-Tag4A-full-length-hTGF-B1 Vektor mit den
Restriktionsenzymen Pstl und Fsel geschnitten. Die verdauten Proben wurden auf ein
0,8%iges Agarosegel aufgetragen und die DNA im elektrischen Feld aufgetrennt. Fragmente
und linearisierter Vektor wurden aus dem Gel eluiert und die DNA aufgereinigt. Im nachsten
Schritt wurden die hTGF-B1 Genfragmente in den mit Pstl und Fsel geschnittenen pCMV-
Tag4A-full-length-nTGF-B1 Vektor kloniert. Die drei neu synthetisierten zirkuldren Plasmide
wurden mittels Plasmid-Minipraparation amplifiziert. Um die Insert-Vektor-Ubergénge zu
kontrollieren, wurde die gewonnene Plasmid-DNA sequenziert. Klone, die keinen Fehler
aufwiesen, wurden durch Plasmid-GroRpraparation vervielfaltigt und die gewonnene DNA in

den weiterfihrenden Zellkulturexperimenten eingesetzt.
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5.3 Weiterfuhrende Zellkulturexperimente

5.3.1 Experimente Zellkultur: Allgemeines

Wie in Kapitel 5.2 ausfihrlich beschrieben, wurde die Funktionalitdt der hTGF-p1 Expres-
sionsplasmide durch Western Blot Analysen, Immunfluoresz- bzw. konfokale Mikroskopie
bewiesen. Danach musste entschieden werden, welcher dieser Vektoren fur weiterfihrende
Zellkulturexperimente eingesetzt werden sollte.

hTGF-B1-EGFP wurde zwar konfokalmikroskopisch nachweisbar in beiden Zellsystemen
exprimiert, konnte aber im Western Blot lediglich in der LX-2 Zelllinie detektiert werden.
Damit eignete sich der pCMV-hTGF-B1-EGFP Vektor nicht fur weitere Untersuchungen.

Die beiden pCMV-Tag4A Expressionsvektorvarianten waren in beiden Zelllinien aktiv. Die
Sekretionsrate des rekombinanten Proteins konnte durch die zuséatzlichen C-terminalen
Aminosauren (CS) im pCMV-Tag4A-full-length-nTGF-B1 Expressionsvektor, die im pCMV-
Tag4A-hTGF-B1 fehlten, nicht gesteigert werden. Es war aber davon auszugehen, dass die
Eigenschaften des rekombinanten full-length hTGF-B1-Flag denen des endogenen hTGF-31
am nachsten kamen. Aus diesem Grund war der pCMV-Tag4A-full-length-hTGF-B1 Vektor

Ausgangspunkt flr die weiteren Experimente.

Im Folgenden soll noch einmal die Struktur des rekombinanten Fusionsproteins und der
durch den anti-Flag M2 Antikdrper nachweisbaren Produkte beschrieben werden:

Das rekombinante full-length hTGF-B1-Flag Protein wurde wie das endogene TGF-B1 als
Pra-Pro-Protein synthetisiert. Dieses setzte sich aus dem N-terminalen Signalpeptid (AS 1-
29), LAP (AS 30-278), hTGF-p1 (AS 279-390) und dem daran gebundenen Flag-Oktapeptid
(AS 391-398) zusammen. Wahrend der post-translationalen Modifikation wurde das Signal-
peptid durch eine Signalpeptidase abgespalten. Das Pro-hTGF-B1-Flag umfasste LAP,
hTGF-B1 und C-terminal das fusionierte Flag. Im nachsten Schritt trennte die Pro-Protein-
konvertase Furin LAP und hTGF-B1-Flag, die nicht kovalent verbunden blieben. Unter nicht
reduzierenden Bedingungen lagen die Pro-Form und das mature hTGF-p1-Flag als Dimere
vor. Das dimere LAP blieb nach Abspaltung nicht kovalent mit dem dimeren hTGF-1-Flag
assoziiert.

Nach Dissoziation konnte LAP nicht mehr detektiert werden. Durch Reduktion und
anschliefende 10-minutige Erwarmung auf 95°C wurden die Disulfidbriicken getrennt. Das
Molekulargewicht des monomeren Pro-hTGF-B1-Flag betrug etwa 50 kDa, das des

monomeren maturen TGF-B1-Flag etwa 13 kDa.
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Abb. 43: Darstellung der monomeren detektierbaren hTGF-p1-Flag-Formen im Laufe der post-
translationalen Modifikation.

Signalpeptid AS 1-29, LAP AS 30-278, hTGF-1 AS 279-390, Flag AS 391-398.

A: Pra-Pro-hTGF-B1-Flag.

Pra-Pro-hTGF-B1 umfasst 398 Aminosauren. Das Protein beginnt N-terminal mit dem Signalpeptid,
darauf folgen die Aminosduresequenzen von LAP, hTGF-B1 und dem Flag-Oktapeptid.

Die Proteine der drei synthetisierten pCMV-Tag4A-full-length-hTGF-1 Konstrukte unterschieden sich
in der 10. und/oder 25. Aminosaure des Signalpeptids.

B: Pro-hTGF-p1-Flag.

Pro-hTGF-B1-Flag umfasst 369 Aminosauren und hat ein Molekulargewicht von 50 kDa. Das Protein
setzt sich zusammen aus LAP, hTGF-B1 und dem fusionierten Flag.

C: hTGF-p1-Flag.

hTGF-B1-Flag umfasst 121 Aminosauren und hat ein Molekulargewicht von etwa 13 kDa. Das Protein
besteht nur noch aus der Aminosauresequenz des maturen hTGF-B1 gekoppelt mit dem Flag-Okta-
peptid.

Des weiteren mussten geeignete Analyseverfahren ausgewahlt und etabliert werden. Die
grundlegende Methode zum Nachweis des rekombinanten hTGF-B1 war der Western Blot,
der mit anti-Flag M2 als Primarantikorper durchgefiihrt wurde. Um das in geringer Menge
sezernierte Protein sensitiver und semiquantitativ nachweisen zu kdnnen, wurde ein neuer
ELISA etabliert. Fur diesen Flag-ELISA wurden eine mit anti-Flag M2 Antikorper
beschichtete 96-Well Platten verwendet. Das rekombinante Fusionsprotein wurde Uber das
Flag-Oktapeptid an die Platten gebunden. Nach dem ersten Waschschritt wurden die
restlichen Proteine inklusive dem eventuell endogen synthetisierten oder im Medium
enthaltenen TGF-B1 entfernt. Als Detektionsantikdrper diente ein biotinilierter TGF-B1

Antikorper, der ausschliel3lich die rekombinanten hTGF-B1-Formen detektieren konnte.
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5.3.2 Einflisse von Furin und LTBP-1 auf die hTGF-f1 Synthese, Prozessierung
und Sekretion

Durch die Ko-Expression von hTGF-B1-Flag, der Pro-Proteinkonvertase Furin und/oder dem

latent TGF-£ binding protein-1 sollte deren Einfluss auf die TGF-f1 Synthese und Sekretion

in CHO und LX-2 Zellen untersucht werden.

Die beiden Zelllinien wurden nach dem in Abschnitt 4.3.6 beschriebenen Protokoll
transfiziert. Jeweils eine Zellgruppe der CHO bzw. LX-2 Zellen wurde nicht transfiziert und
diente als Negativkontrolle. Eine Zellpopulation wurde mit 1ug hTGF-B1-Flag Expressions-
vektor, eine mit 1ug hTGF-B1-Flag Expressionsvektor und 1ug Furin Expressionsplasmid,
eine mit 1uyg hTGF-p1-Flag, 1ug Furin und 1ug LTBP-1 Expressionsplasmid und eine
Zellreihe mit 1ug hTGF-B1-Flag Expressionsvektor und 1ug LTBP-1 Expressionsplasmid
transfiziert. In Vorversuchen konnte nach Transfektion der LX-2 Zellen ein massiver
Zelluntergang beobachtet werden. Je mehr Fugene eingesetzt worden war, desto geringer
war die Zelldichte. Aus diesem Grund wurden alle LX-2 Zellen mit insgesamt 3ug DNA
transfiziert. Die Gruppen, in die nach dem Transfektionsschema weniger DNA eingebracht
werden musste, wurden zusatzlich mit dem Blue Script Plasmid als Leervektor transfiziert.

Die Zellen wurden unter Standardbedingungen kultiviert und 72 Stunden nach Transfektion
geerntet. Der Uberstand wurde vor weiteren Analysen gefriergetrocknet und das Lyophilisat
in Ripa + Complete aufgenommen. Der Proteingehalt von Zelllysaten und Uberstéanden
wurde mittels DC-Testung bestimmt. Dieser Schritt war notwendig, um das eingesetzte
Volumen der Proben auf Proteingehalt zu normieren und einen Vergleich der Ergebnisse zu

ermoglichen.

Mit den Proben der Zelllysate und Uberstéande wurden Western Blot Analysen durchgefihrt.

Die Proben wurden mit 4x SDS-Gelladepuffer und 3-5ul DTT versetzt, 10 Minuten auf 95°C
erhitzt und auf ein 8-12%iges Bis-Tris-Gel geladen. Neben der Negativkontrolle wurde die
Probe der allein mit pCMV-Tag4A-full-length-hTGF-B1 transfizierten Zellen aufgetragen. Es
folgte eine Spur der Zellen, die zusatzlich mit dem Furin Konstrukt transfiziert worden waren,
eine Spur, der mit hTGF-B1-Flag, Furin und LTBP-1 ko-transfizierten Zellen, und zuletzt die
Spur, der mit hTGF-B1-Flag und LTBP-1 Plasmid transfizierten Zellen. Zur Bestimmung der
Lauffront und zur Abschatzung der Molekulargewichte wurde der Seeblue Marker eingesetzt.
Nach SDS-Gelelektrophorese wurden die immobilisierten Proteine mittels Western Blot auf
eine Nitrozellulosemembran Ubertragen und die Flag-gekoppelten Proteine mit dem anti-Flag
M2 Antikorper detektiert. In den Zelllysaten konnte das Pro-hTGF-B1-Flag-Fusionsprotein, in

den Uberstanden zusétzlich das mature hTGF-B1-Flag nachgewiesen werden.
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Um neben den hTGF-B1-Flag Proteinen auch die Expression von Furin bzw. LTBP-1 zu
beweisen, wurden weitere Western Blot Analysen durchgeflihrt. Dabei wurde neben dem
anti-Flag M2 Antikérper ein Antikdrper gegen Furin und ein Antikérper gegen LTBP-1
eingesetzt. Zum Nachweis von Furin wurden die Proben auf ein 8-12%iges Bis-Tris-Gel
geladen. Dagegen wurde zur Detektion des hochmolekularen LTBP-1 ein 3-8%iges Tris-

Acetat-Gel verwendet.

Zur weiteren Analyse der Einflisse von Furin und LTBP-1 auf die hTGF-B1-Konzentration in
Zelllysat und Uberstand von CHO und LX-2 Zellen wurde der in Abschnitt 4.3.14
beschriebene Flag-ELISA eingesetzt. Jede Probe wurde in Dreifachbestimmung gemessen
und die Versuche wurden mindestens dreimal wiederholt, um sicher zu stellen, dass die
Ergebnisse reproduzierbar sind. Da bei dem neu entwickelten ELISA keine Standards zur
Verfigung standen, musste mit relativen Werten gearbeitet werden. Von den Absorptions-
werten jeder Probe wurde der Mittelwert gebildet. Der Mittelwert der jeweiligen Negativ-
kontrolle wurde von den anderen Werten subtrahiert. Die Probe, der allein mit dem hTGF-p1-
Flag Expressionsplasmid transfizierten Zellen, wurde gleich 1 gesetzt. Zuletzt wurden die
Signifikanzen mit dem t-Test berechnet, dabei wurde ein Signifikanzniveau von 0,05

festgelegt.

5.3.2.1 Ko-Expression von hTGF-p1, Furin und/oder LTBP-1 in CHO Zellen

Fur die Western Blot Analysen der CHO Zelllysate wurden 20-50ug Protein jeder Probe
eingesetzt. Die Western Blots zeigten eine erhéhte Pro-hTGF-B1-Flag-Konzentration im
Zelllysat der Zellen, die neben dem hTGF-p1-Flag Expressionskonstrukt auch mit dem Furin
und/oder LTBP-1 Expressionsplasmid transfiziert worden waren. Die Pro-hTGF-p1-Flag-
Bande bei einem Molekulargewicht zwischen 44 kDa und 56 kDa war in der einfach
transfizierten CHO Zellpopulation schwach ausgepragt. Der Einfluss von Furin und LTBP-1
auf die Expression von hTGF-B1-Flag bzw. auf dessen Konzentration im Zelllysat war in den
einzelnen Experimenten unterschiedlich. In einigen Versuchen war die Pro-hTGF-B1-Flag-
Konzentration in den Zellen, die nur hTGF-B1-Flag und LTBP-1 exprimierten, am hdéchsten
und in denen, die zusatzlich allein Furin tGberexprimierten nahm die Konzentration nur leicht
zu. In anderen Experimenten stieg die Konzentration in allen mehrfach transfizierten Zellen
stark an, sodass sich kaum Unterschiede zwischen den einzelnen Proben ergaben.
Insgesamt war festzustellen, dass Furin und LTBP-1 den hTGF-B1-Flag-Gehalt der Zellen

beeinflussten.



120

2 4 2 8§ 4 s Kba 4 o 3 4 5
188 —
188 = —— — . 98—
98— PRRpR——Y ]
62—, 62=
w— G — Pro-hTGF-41-
= Flag 49— S . o TCR -
38 = E
38—
28 =
28—
17
14 17
1Y
[

= Pro-hTGF-p1-
Flag
. — —

Ponceau S Ponceau S

Abb. 44: Western Blot der Zelllysate von CHO Zellen, 8-12%iges Bis-Tris-Gel.

Dargestellt sind zwei Western Blots von CHO Zelllysaten. Aufgetragen wurden 30ug Protein des Zell-

lysates von nicht transfizierten, mit hnTGF-pB1-Flag Expressionsplasmid transfizierten und zusatzlich mit

Furin und/oder LTBP-1 Expressionsplasmid transfizierten CHO Zellen. Die Ponceau S Farbungen

dienten als Ladekontrolle und bestatigten die gleich aufgetragene Proteinmenge.

Spur 1: Negativkontrolle

Spur 2: Zellen transfiziert mit 1ug hTGF-p1-Flag Expressionsplasmid

Spur 3: Zellen transfiziert mit 1ug hTGF-p1-Flag Expressionsplasmid + 1ug Furin Expressionsplasmid

Spur 4: Zellen transfiziert mit 1ug hTGF-B1-Flag Expressionsplasmid + 1ug Furin Expressionsplasmid
+ 1ug LTBP-1 Expressionsplasmid

Spur 5: Zellen transfiziert mit 1ug hTGF-B1-Flag Expressionsplasmid + 1ug LTBP-1 Expressions-
plasmid

A: Die Bande oberhalb der 49 kDa Bande des Markers entspricht dem Pro-hTGF-B1-Flag-Fusions-

protein, welches im Western Blot bei einem Molekulargewicht von 44-56 kDa lauft. Die Negativ-

kontrolle ist fir diese Bande leer. Daneben erkennt man einige unspezifische Banden. Auffallend ist

die stetige Zunahme der Bandenintensitat von Spur 2 bis Spur 5. Die Zellysatproben der Zellen, die

allein hTGF-B1-Flag Uberexprimierten, zeigen eine verhaltnismalig schwache Proteinbande. In Spur 4

und Spur 5 lasst sich bedeutend mehr rekombinantes hTGF-B1-Flag nachweisen.

B: Die Pro-hTGF-B1-Flag-Proteinbande liegt auch in diesem Blot etwa auf Hohe der 49 kDa Bande

des Seeblue Markers. Die Negativkontrolle ist fur diese Bande leer. Die Bande in Spur 2 ist schwach

ausgepragt und nur bei langer Belichtung (kleine Abbildung) deutlich zu erkennen. Die ko-

transfizierten Zellen zeigen eine deutlich stérkere Expression des rekombinanten hTGF-B1-Flag.
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Von den Proteinen der Uberstande wurden im Western Blot zwischen 80 und 150ug
eingesetzt. Die Western Blots der Ubersténde zeigten analog zu denen der Zelllysate einen
Einfluss von Furin bzw. LTBP-1 auf die hTGF-B1-Flag-Konzentration des untersuchten
Materials.

Im Uberstand konnte eine Zunahme des Signals sowohl des Pro-hTGF-B1-Flag als auch des
maturen hTGF-B1-Flag-Monomers beobachtet werden. In den Proben der Furin Uber-
exprimierenden CHO Zellen konnte eine gesteigerte Spaltung des Pro-hTGF-p1-Flag in LAP
und hTGF-B1-Flag nachgewiesen werden. Die Pro-hTGF-B1-Flag-Bande setzte sich in den
anderen Proben aus zwei Proteinbanden mit leicht unterschiedlichen Molekulargewichten
zusammen. Wurde die Pro-Proteinkonvertase Furin Uberexprimiert, verschwand die hoher-
molekulare Bande. In den Zellen, die hTGF-B1-Flag und LTBP-1 Uberexprimierten, zeigte
sich eine starke Zunahme der Pro-hTGF-B1-Flag-Konzentration im Uberstand. Auch die
Konzentration des maturen hTGF-p1-Flag konnte durch Ko-Expression gesteigert werden. In
welcher Probe die Konzentration am starksten anstieg, konnte in den Experimenten
variieren. In manchen Versuchen war die hTGF-B1-Flag-Konzentration des Uberstandes in
den nur mit dem LTBP-1 Expressionsplasmid ko-transfizierten Zellen am hochsten. In
anderen Experimenten zeigten dagegen die Western Blots der Uberstéande der dreifach

transfizierten Zellen die starksten Proteinbanden.
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Abb. 45: Western Blot der Uberstande von CHO Zellen, 8-12%iges Bis-Tris-Gel.

Dargestellt sind zwei Western Blots. Aufgetragen wurden die Uberstadnde von nicht transfizierten, mit

hTGF-B1-Flag Expressionsplasmid transfizierten und zusatzlich mit Furin und/oder LTBP-1 Expres-

sionsplasmid transfizierten CHO Zellen. Die Proben wurden durch 5ul DTT reduziert. Die Ponceau S

Farbungen dienten als Ladekontrolle und bestatigten die gleich aufgetragene Proteinmenge.

Spur 1: Negativkontrolle

Spur 2: Zellen transfiziert mit 1ug hTGF-p1-Flag Expressionsplasmid

Spur 3: Zellen transfiziert mit 1ug hTGF-p1-Flag Expressionsplasmid + 1ug Furin Expressionsplasmid

Spur 4: Zellen transfiziert mit 1ug hTGF-B1-Flag Expressionsplasmid + 1ug Furin Expressionsplasmid
+1ug LTBP-1 Expressionsplasmid

Spur 5: Zellen transfiziert mit 1ug hTGF-B1-Flag Expressionsplasmid + 1ug LTBP-1 Expressions-
plasmid.

Die Banden um 49 kDa entsprechen dem monomeren Pro-hTGF-B1-Flag, die zwischen 12 kDa und

14 kDa kennzeichnen das monomere mature hTGF-B1-Flag. Die Negativkontrollen zeigen diese

Banden nicht.

A: Aufgetragen wurden je 80ug Protein der Uberstande. Die Pro-hTGF-B1-Flag-Bande setzt sich in

Spur 2 und Spur 5 aus zwei Banden zusammen, die hoher molekulare Bande fehlt in den Spuren 3

und 4, entsprechend den Proben der Furin exprimierenden Zellen. Die Intensitat dieser Banden nimmt

von Spur 2 bis Spur 5 zu. Auch die hTGF-B1-Flag-Konzentration steigt von Spur 2 bis Spur 5 an.

B: Aufgetragen wurden 100ug Protein der Ubersténde. Die Pro-hTGF-B1-Flag-Bande setzt sich in

Spur 2 und Spur 5 aus zwei Banden zusammen, die hoher molekulare Bande fehlt in den Spuren 3

und 4, entsprechend den Proben der Furin exprimierenden Zellen. Die Intensitat sowohl der Pro-

hTGF-B1-Flag als auch der hTGF-B1-Flag-Bande ist in den Spuren 3-5 deutlich hdher als in Spur 2.

Zudem wurden die Expressionen von Furin und LTBP-1 mittels Western Blot Uberpriift. Mit
dem gegen Furin gerichteten Antikdrper konnte im Zelllysat der mit Furin Konstrukt ko-
transfizierten Zellen die hauptsachlich im trans-Golgi Netzwerk Iokalisierte Proteinase

nachgewiesen werden. Im Uberstand zeigten sich keine Banden.
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Die Konzentration von LTBP-1 in Zelllysaten und Uberstanden reichte nicht aus, um dieses
Protein detektieren zu kénnen. Spezifische Banden waren in keiner Probe zu erkennen.
Allerdings konnte in Vorexperimenten gezeigt werden, dass LTBP-1 in anderen Zellsystemen
wie COS und HEK Zellen exprimiert wird. Aufgrund dieser Ergebnisse und dem deutlichen
Einfluss der Ko-Expression auf das hTGF-pf1-Flag-Signal im Western Blot, war auch von

einer Funktion des LTBP-1-Expressionplasmids in CHO Zellen auszugehen.

A
kba 1 2 3 45 67 8 9 A: Western Blot, 8-12%iges Bis-Tris-Gel,
188m = anti-Flag Antikorper.
98- Aufgetragen wurden 30ug Protein der Zellly-
. —— - - sate (Spur 1 bis Spur 4) und 100ug Protein der
i Uberstande (Spur 5 bis Spur 9) reduziert durch
19. wEe o el 50l DTT.
38=
28 = Bei einem Molekulargewicht von 44-49 kDa
17 zeigt sich die Pro-hTGF-p1-Flag Banden.
Zwischen 12-14 kDa ist das hTGF-p1-Flag zu
14= et erkennen.
B
Kba 1 2 3 45 678 9 B: Western Blot, 8-12%iges Bis-Tris-Gel,
188= anti-Furin Antikorper.
98= Aufgetragen wurden 30ug Protein der Zellly-
- sate (Spur 1 bis Spur 4) und 100ug Protein der
62= Uberstande (Spur 5 bis Spur 9) reduziert durch
49. SEEENN 5ul DTT.
38= In Spur 2 und Spur 3 ist die Bande der
28= Uberexprimierten Pro-Proteinconvertase Furin
nachzuweisen. In den Proben der Uberstande
1= sind keine Banden zu erkennen.
14 =
C
kba 1 2 3 45 67 8 9 C: Western Blot, 3-8%iges Tris-Acetat-Gel,
anti-LTBP-1 Antikorper.
210 Aufgetragen wurden 50ug Protein der Zellly-

sate (Spur 1 bis Spur 4) und 300ug Protein der
1443 Uberstande (Spur 5 bis Spur 9) reduziert durch
5ul DTT.
Die Proben der mit LTBP-1 Expressionskon-
= strukt transfizierten Zellen zeigen keine LTBP-1
55 = Bande, die bei einem Molekulargewicht von
etwa 121 kDa zu erwarten ware.

Abb. 46: Western Blots mit anti-Flag (A), anti-Furin (B) bzw. anti-LTBP-1 (C) Priméarantikdrper.
Spur 1-4: Zelllysat, Spur 5-9: Uberstand.

Spur 5: neg. Kontrolle, Spur 1+6: transfiziert mit hTGF-B1-Flag Vektor, Spur 2+7: transfiziert mit
hTGF-B1-Flag + Furin Vektor, Spur 3+8: transfiziert mit hTGF-B1-Flag + Furin + LTBP-1 Vektor, Spur
4+9: transfiziert mit hnTGF-B1-Flag + LTBP-1 Vektor.
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Bei den ELISA Analysen wurden bei den Zelllysaten 100ug Protein pro Well und bei den
Uberstanden 200ug Protein pro Well eingesetzt.

Die zusatzliche Furin Expression flhrte in den ELISA Analysen der Zelllysate durch-
schnittlich zu einem 2,1810,67-fachen Anstieg der Absorptionswerte. Im t-Test berechnete
sich eine tendenzielle Signifikanz bei einem p-Wert von 0,0686. Die Ko-Expression von
hTGF-B1-Flag und LTBP-1 ergab mit einem Anstieg auf das 2,9610,54-fache signifikant
hohere Absorptionswerte mit p=0,0068. Wenn Furin und LTBP-1 ko-exprimiert wurden,
beeinflusste diese Kombination die Konzentration von hTGF-B1-Flag im Zelllysat um das
2,8510,95-fache. Bei einem p-Wert von 0,051 ergab sich ein tendenziell signifikanter Anstieg

der bei 450nm gemessenen Absorption.

Die Analyse der Uberstéande ergab einen tendenziell signifikanten Einfluss der zusétzlichen
Furin Expression mit einem p-Wert von 0,0686 um das 1,59+0,338-fache. Die dreifach
transfizierten Zellen zeigten, verglichen mit den allein mit hTGF-B1-Flag Expressionsplasmid
transfizierten CHO Zellen, signifikant héhere Absorptionen (p=0,0214) bei einem durch-
schnittlichen Anstieg um das 2,37+0,27-fache. Der Einfluss der Uberexpression von LTBP-1
zusammen mit hTGF-B1-Flag fuhrte zu einem signifikanten Anstieg der relativen Absorp-
tionswerte mit p=0,0015. Das entsprach einer Erhéhung der gemessenen Absorption um das
2,49+0,27-fache.
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Abb. 47: ELISA Zelllysate.

Dargestellt sind Ergebnis der ELISA Analysen.
A: Ergebnis nach dreimaliger Durchfiihrung der Experimente.

Bei jedem Versuch wurde der Mittelwert der Negativkontrolle von den anderen Mittelwerten sub-
trahiert. Der Mittelwert, der allein mit dem hTGF-B1-Flag Expressionsplasmid transfizierten Probe,
wurde gleich 1 gesetzt. Mittelwert und Standardabweichung wurden berechnet.

B+C: Beispiele fur ELISA Analysen.
Auf der Y-Achse sind keine relativen Werte, sondern die absoluten Absorptionswerte bei 450nm ange-
geben. Die beiden Beispiele zeigen, dass die Absorption in unterschiedlicher Auspragung beeinflusst
wurde, was im Gesamtergebnis der ELISA Analysen zu groRen Standardabweichungen fiihrte.

A: ELISA Ergebniss des Zelllysates.

Y-Achse: relative Werte

X-Achse: Proben

1: Expression von hTGF-B1-Flag, Wert
gleich eins gesetzt

2: Expression von hTGF-B1-Flag + Furin

3: Expression von hTGF-B1-Flag, Furin +
LTBP-1

4: Expression von hTGF-p1-Flag + LTBP-1

Die zusatzliche Expression von Furin

und/oder LTBP-1 fuhrt zu einer Erhéhung

der Absorption hier als rel. Werte ange-

geben.

B: Beispiel 1

ELISA Ergebniss des Zelllysates.

Y-Achse: Absorption bei 450nm

X-Achse: Proben

1: Negativkontrolle

2: Expression von hTGF-p1-Flag

3: Expression von hTGF-p1-Flag + Furin

4: Expression von hTGF-p1-Flag, Furin +
LTBP-1

5: Expression von hTGF-B1-Flag + LTBP-1

Die Absorption steigt bei Ko-Expression des

hTGF-B1-Flag mit Furin bzw. LTBP-1.

C: Beispiel 2

ELISA Ergebniss des Zelllysates.

Y-Achse: Absorption bei 450nm

X-Achse: Proben

1: Negativkontrolle

2: Expression von hTGF-B1-Flag

3: Expression von hTGF-p1-Flag + Furin

4: Expression von hTGF-p1-Flag, Furin +
LTBP-1

5: Expression von hTGF-B1-Flag + LTBP-1

Die Absorption steigt bei Ko-Expression des

hTGF-B1-Flag mit Furin bzw. LTBP-1.
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A: ELISA Ergebniss des Uberstandes.
3,000 Y-Achse: relative Werte
2,500 - X-Achse: Proben
2000 | 1: Expression von hTGF-B1-Flag, Wert
’ gleich eins gesetzt
1,500 + 2: Expression von hTGF-p1-Flag + Furin
1,000 - 3: Expression von hTGF-B1-flag, Furin +
LTBP-1
0,500 J 4: Expression von hTGF-B1-Flag + LTBP-1
0,000 - Die zusatzliche Expression von Furin
1 2 3 4 und/oder LTBP-1 flihrt zu einer Erhdhung
der Absorption, hier als rel. Werte ange-
geben.
B: Beispiel 1
3,000 ELISA Ergebniss des Uberstandes.
2.500 1 Y-Achse: Absorption bei 450nm
X-Achse: Proben
2,000 1 1: Negativkontrolle
1,500 - 2: Expression von hTGF-p1-Flag
1000 | 3: Expression von hTGF-B1-Flag + Furin
' 4: Expression von hTGF-p1-Flag, Furin +
0,500 - LTBP-1
0,000 | me—m_ ‘ ‘ ‘ 5: Expression von hTGF-B1-Flag + LTBP-1
1 2 3 4 5 Die Absorption steigt bei Ko-Expression des
hTGF-B1 mit Furin bzw. LTBP-1.
C: Beispiel 2
3,000 ELISA Ergebniss des Uberstandes.
2,500 - Y-Achse: Absorption bei 450nm
X-Achse: Proben
2,000 1 1: Negativkontrolle
1,500 - 2: Expression von hTGF-B1-Flag
1,000 3: Expression von hTGF-B1-Flag + Furin
4: Expression von hTGF-p1-Flag, Furin +
0,500 1 LTBP-1
0,000 | memm ‘ ‘ ‘ 5: Expression von hTGF-B1-Flag + LTBP-1
1 2 3 4 5 Die Absorption steigt bei Ko-Expression des
hTGF-B1 mit Furin bzw. LTBP-1.

Abb. 48: ELISA Uberstande.

Dargestellt sind Ergebnis der ELISA Analysen.

A: Ergebnis nach dreimaliger Durchfiihrung der Experimente.

Bei jedem Versuch wurde der Mittelwert der Negativkontrolle von den anderen Mittelwerten sub-
trahiert. Der Mittelwert, der allein mit dem hTGF-B1-Flag Expressionsplasmid transfizierten Probe,
wurde gleich 1 gesetzt. Mittelwert und Standardabweichung wurden berechnet.

B+C: Beispiele fur ELISA Analysen.

Auf der Y-Achse sind keine relativen Werte, sondern die absoluten Absorptionswerte bei 450nm ange-
geben.



127

5.3.2.2 Ko-Expression von hTGF-$1, Furin und/oder LTBP-1 in LX-2 Zellen

Von den Zelllysaten jeder Probe der LX-2 Zellkulturen wurden in den Western Blot Analysen

10-20ug Protein eingesetzt.

kDa

188 ==

98—

62 =

g -- . — Pro-hTGF-p1-

Flag

38 ==
28=—

17—

14

Ponceau S

Abb. 49: Western Blot der Zelllysate von LX-2 Zellen, 8-12%iges Bis-Tris-Gel.

Dargestellt ist ein Western Blot von Zelllysaten nicht transfizierter, mit hTGF-B1-Flag Expressions-

plasmid transfizierter und zusatzlich mit Furin und/oder LTBP-1 Expressionsplasmid transfizierter LX-2

Zellen. Aufgetragen wurden 15ug Protein. Die Ponceau S Farbung diente als Ladekontrolle und

bestatigte die gleich aufgetragene Proteinmenge.

Spur 1: Negativkontrolle

Spur 2: Zellen transfiziert mit 1uyg hTGF-p1-Flag Expressionsplasmid

Spur 3: Zellen transfiziert mit 1ug hTGF-p1-Flag Expressionsplasmid + 1ug Furin Expressionsplasmid

Spur 4: Zellen transfiziert mit 1ug hTGF-B1-Flag Expressionsplasmid + 1ug Furin Expressionsplasmid
+ 1ug LTBP-1 Expressionsplasmid

Spur 5: Zellen transfiziert mit 1ug hTGF-B1-Flag Expressionsplasmid + 1ug LTBP-1 Expressions-
plasmid

Die Bande oberhalb der 49 kDa Bande des Markers entspricht dem Pro-hTGF-p1-Flag-Fusions-

protein, welches im Western Blot bei einem Molekulargewicht von 44-56 kDa lief. Die Negativkontrolle

ist fur diese Bande leer. Daneben ist in Negativkontrolle und Proben eine unspezifische Bande zu

erkennen.

Die Pro-hTGF-B1-Flag-Bande in Spur 2 ist im Vergleich zu den Spuren 3-5 in Dicke und Farbintensitat

am starksten. In Spur 3 und Spur 4 stellt sich die Proteinbande weitaus schmaler und heller dar, wobei

sie in Spur 4 die geringste Intensitat aufweist. Die Pro-hTGF-B1-Flag-Bande in Spur 5 ist schwacher

als die der Spur 2, aber starker als die der Spuren 2 und 3.

Die Western Blot Analysen ergaben eine niedrigere Pro-hTGF-B1-Flag-Konzentration im
Zelllysat der Zellen, die neben dem hTGF-B1-Flag Expressionskonstrukt auch mit dem Furin

und/oder LTBP-1 Expressionsplasmid transfiziert worden waren. Die Pro-hTGF-p1-Flag-
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Bande bei einem Molekulargewicht zwischen 44 kDa und 56 kDa zeigte in der nur einfach
transfizierten LX-2 Zellpopulation die starkste Intensitat und Dicke. Das Mal des Einflusses
von Furin und LTBP-1 auf die Expression von hTGF-B1-Flag bzw. auf dessen Konzentration
im Zelllysat war unterschiedlich. Dabei war die Pro-hTGF-B1-Flag Konzentration in den
Zelllysaten der Zellen, die nur hTGF-B1-Flag und LTBP-1 exprimierten, am hdchsten und in
den Zellen, die alle drei Proteine Uberexprimierten, am niedrigsten. In allen Versuchen
beeinflussten Furin und LTBP-1 den hTGF-pB1-Flag-Gehalt der Zellen. Anders als bei den
CHO Zellen senkte die Ko-Expression in der LX-2 Zelllinie die intrazellulare Konzentration
des rekombinanten hTGF-p1-Flag.

Von den Proteinen der Uberstande wurden im Western Blot zwischen 80ug und 100ug
eingesetzt. Die Western Blots der Uberstande zeigten eine Suppression der maturen hTGF-
B1-Flag-Konzentration durch zusatzliche Transfektion mit dem Furin und/oder LTBP-1
Expressionsplasmid. In einigen Western Blots nahm die hTGF-p1-Flag-Konzentration in allen
drei Proben stark ab. In anderen Western Blots war deutlicher zu erkennen, dass die
detektierbare Menge an hTGF-p1-Flag in den Proben, der zusatzlich LTBP-1 aber nicht Furin
exprimierenden Zellen, am wenigsten abnahm. In den Uberstanden der mit dem hTGF-p1-
Flag, dem Furin und dem LTBP-1 Expressionsplasmid transfizierten Zellen, war das Signal
im Western Blot am geringsten. Auffallend war, dass die Pro-hTGF-B1-Flag-Bande in den

Zellen, die Furin exprimierten, fehlte.
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Abb. 50: Western Blot der Uberstande von LX-2 Zellen, 8-12%iges Bis-Tris-Gel.

Dargestellt sind zwei Western Blots von LX-2 Zelliberstdnden. Aufgetragen wurde jeweils eine Probe

nicht transfizierter, mit hTGF-B1-Flag Expressionsplasmid transfizierter und zusatzlich mit Furin

und/oder LTBP-1 Expressionsplasmid transfizierter LX-2 Zellen. Die Proben wurden durch 5ul DTT

reduziert. Die Ponceau S Farbung dient als Ladekontrolle und bestatigt die gleich aufgetragene

Proteinmenge.

Spur 1: Negativkontrolle

Spur 2: Zellen transfiziert mit 1ug hTGF-p1-Flag Expressionsplasmid

Spur 3: Zellen transfiziert mit 1ug hTGF-p1-Flag Expressionsplasmid + 1ug Furin Expressionsplasmid

Spur 4: Zellen transfiziert mit 1ug hTGF-B1-Flag Expressionsplasmid + 1ug Furin Expressionsplasmid
+ 1ug LTBP-1 Expressionsplasmid

Spur 5: Zellen transfiziert mit 1ug hTGF-B1-Flag Expressionsplasmid + 1ug LTBP-1 Expressions-
plasmid

Die Banden um 49 kDa entsprechen dem monomeren Pro-hTGF-B1-Flag, die zwischen 12 kDa und

14 kDa kennzeichnen das monomere mature hTGF-B1-Flag. Die Negativkontrollen sind leer fur diese

Proteine.

A: Aufgetragen wurden je 50ug Protein der Uberstéande. Die Pro-hTGF-B1-Flag-Bande ist nur in den

Spuren 2 und 5 in etwa gleicher Intensitat (in Spur 2 ein wenig starker als in Spur 5) zu erkennen. Die

Bande des maturen monomeren hTGF-B1-Flag verliert in den Spuren 3-5 an Intensitat und Dicke. In

Spur 2 ist diese am kraftigsten, gefolgt von Spur 5. Die Spuren 3 und 4 zeigen bei 12-14 kDa eine

etwa gleich starke Bande, die schwacher ist als die in Spur 5 und viel schwacher als die in Spur 2.

B: Aufgetragen wurden 80ug Protein der Uberstande. Die Pro-hTGF-B1-Flag-Bande fehlt in den

Spuren 3 und 4, d.h. in den Proben der Furin Uberexprimierenden Zellen. Die Bande des maturen

hTGF-B1-Flag zeigt die starkste Intensitat in Spur 2 und Spur 5. In Spur 3 und 4 ist diese Bande nur

schwach ausgepragt, wobei Intensitat und Dicke in Spur 4 am geringsten sind.
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Der Nachweis von Furin und LTBP-1 erfolgte ebenfalls durch Western Blot Analysen.
Mit dem gegen Furin gerichteten Antikdrper konnte im Zelllysat der mit dem Furin Konstrukt
ko-transfizierten Zellen die Protease nachgewiesen werden. Auch im Uberstand konnte das

Protein detektiert werden.

A
kba 1 2 3 4 56 78 9 A: Western Blot, 8-12%iges Bis-Tris-Gel,
i " — anti-Flag Antikorper.
Aufgetragen wurden 15ug Protein der Zellly-
98 = sate (Spur 1 bis Spur 4) und 80ug Protein der
62 = Uberstéande (Spur 5 bis Spur 9) reduziert durch
4o W e - = - 5ul DTT.
38 = Bei einem Molekulargewicht von 44-49 kDa
. zeigen sich die Pro-hTGF-B1-Flag Banden.
Zwischen 12-14 kDa lasst sich das hTGF-p1-
17 = Flag detektieren.
14= s s e
B
kba 1 2 3 4 5 6 7 8 9 B: Western Blot, 8-12%iges Bis-Tris-Gel,
" anti-Furin Antikorper.

180 Aufgetragen wurden 30ug Protein der Zellly-
98 = ""H sate (Spur 1 bis Spur 4) und 100ug Protein der
62 = " Uberstande (Spur 5 bis Spur 9) reduziert durch

———— 5ul DTT.
49 =
38 = In Spur 2 und Spur 3 ist die Gberexpremierte
Pro-Proteinconvertase Furin nachzuweisen. In
28 = den Proben der Uberstande zeigen sich diese
17 = Banden ebenfalls.
14= .
C
kba 1 2 3 45 6 7 8 9 C: Western Blot, 3-8%iges Tris-Acetat-Gel,
' anti-LTBP-1 Antikorper.
L Aufgetragen wurden 50ug Protein der Zellly-
sate (Spur 1 bis Spur 4) und 300ug Protein der
210= . Uberstande (Spur 5 bis Spur 9) reduziert durch
- 5ul DTT.
1114
Die Proben der mit LTBP-1 Expressionskon-
= strukt transfizierten Zellen zeigen keine LTBP-1
7= Bande, die bei einem Molekulargewicht von
55m a— etwa 121 kDa zu erwarten ware.

Abb. 51: Western Blots mit anti-Flag (A), anti-Furin (B) bzw. anti-LTBP-1 (C) Primérantikérper.
Spur 1-4: Zelllysat, Spur 5-9: Uberstand.

Spur 5: neg Kontrolle, Spur 1+6: transfiziert mit hTGF-p1-Flag Vektor, Spur 2+7: transfiziert mit hTGF-
B1-Flag + Furin Vektor, Spur 3+8: transfiziert mit hTGF-$1-Flag + Furin + LTBP-1 Vektor, Spur 4+9:
transfiziert mit hnTGF-pB1-Flag + LTBP-1 Vektor.

Die Konzentration von LTBP-1 in Zelllysaten und Ubersténden reichte nicht aus um dieses
Protein zu detektieren. Spezifische Banden waren in keiner Probe zu erkennen. Da die

LTBP-1 Expression wie bereits beschrieben in Vorexperimenten in anderen Zellsystemen
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wie COS und HEK Zellen nachgewiesen werden konnte und zudem dein deutlicher Einfluss
der Ko-Transfektion auf das hTGF-B1-Flag-Signal im Western Blot zu erkennen war, war

auch von einer Funktion des LTBP-1-Expressionplasmid in LX-2 Zellen auszugehen.

Bei den ELISA Analysen wurden bei den Zelllysaten 50ug Protein pro Well und bei den
Uberstanden 100ug Protein pro Well eingesetzt.

Die ELISA Analysen der Zelllysate bestatigten die Ergebnisse der Western Blots. Durch die
zusatzliche Expression von Furin und/oder LTBP-1 sank die bei 450nm gemessene
Absorption. Die niedrigsten Werte ergaben sich bei den Proben der hTGF-31-Flag, Furin und
LTBP-1 exprimierenden Zellen, die Absorption sank auf das 0,610,07-fache. Dieser
Unterschied war statistisch signifikant mit einem p-Wert von 0,0002. Die Werte, der mit dem
hTGF-B1-Flag und dem Furin Expressionsplasmid ko-transfizierten Zellen, waren signifikant
niedriger als die, der allein mit dem hTGF-B1-Flag Expressionsplasmid transfizierten LX-2
Zellen mit p=0,0012. Die Absorption war um das 0,55+0,05-fache niedriger. Bei den
zusatzlich allein mit LTBP-1 ko-transfizierten Zellen zeigte sich ein Abfall der Absorption auf

das 0,9+0,07-fache mit einer tendenziellen Signifikanz (p= 0,0921).

Bei den ELISA Analysen der Uberstande ergaben sich fiir den Einfluss von Furin alleine,
Furin und LTBP-1 zusammen und LTBP-1 alleine signifikante Werte. Die Ko-Expression von
hTGF-pB1-Flag und Furin fuhrte zu signifikant niedrigeren Absorptionswerten mit p=0,0024.
Sie sanken dabei auf das 0,5+0,1-fache. Auch die zusatzliche Transfektion mit dem Furin
und dem LTBP-1 Expressionsplasmid fihrte zu einem signifikanten Abfall der Werte
(p=0,0003) auf das 0,41+0,07-fache verglichen mit den Ergebnissen der nur mit dem hTGF-
B1-Flag-Expressionsplasmid transfizierten Zellen. Die Uberexpression von hTGF-B1-Flag
und LTBP-1 senkte die im ELISA gemessene Absorption signifikant auf das 0,78+0,02-fach
bei einem p-Wert von 0,0001.

Die ELISA Analysen des Uberstandes bestatigten demnach die Ergebnisse der Western
Blots. Die Ko-Expression von hTGF-B1-Flag zusammen mit Furin und/oder LTBP-1 flhrte im
Uberstand zu signifikant niedrigeren hTGF-p1-Flag-Konzentrationen. In diesem Punkt

unterschieden sich die Resultate der LX-2 und CHO Zellsysteme.
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Abb. 52: ELISA Zelllysate.

Dargestellt sind Ergebnis der ELISA Analysen.
A: Ergebnis nach dreimaliger Durchfiihrung der Experimente.

Bei jedem Versuch wurde der Mittelwert der Negativkontrolle von den anderen Mittelwerten sub-
trahiert. Der Mittelwert, der allein mit dem hTGF-B1-Flag Expressionsplasmid transfizierten Probe,
wurde gleich 1 gesetzt. Mittelwert und Standardabweichung wurden berechnet.

B+C: Beispiele fur ELISA Analysen.
Auf der Y-Achse sind keine relativen Werte, sondern die absoluten Absorptionswerte bei 450nm ange-
geben. Die beiden Beispiele zeigen, dass die Absorption der Probe 5 in unterschiedlicher Auspragung
beeinflusst wurde.

A: ELISA Ergebniss des Zelllysates.

Y-Achse: relative Werte

X-Achse: Proben

1: Expression von hTGF-B1-Flag, Wert
gleich eins gesetzt

2: Expression von hTGF-B1-Flag und Furin

3: Expression von hTGF-B1-Flag, Furin +
LTBP-1

4: Expression von hTGF-p1-Flag + LTBP-1

Die zusatzliche Expression von Furin und/

oder LTBP-1 flhrte zu einer Senkung der

Absorption, hier als rel. Werte angegeben.

B: Beispiel 1

ELISA Ergebniss des Zelllysates.

Y-Achse: Absorption bei 450nm

X-Achse: Proben

1: Negativkontrolle

2: Expression von hTGF-p1-Flag

3: Expression von hTGF-p1-Flag + Furin

4: Expression von hTGF-p1-Flag, Furin +
LTBP-1

5: Expression von hTGF-B1-Flag + LTBP-1

Die Absorption sinkt bei Ko-Expression des

hTGF-B1-Flag mit Furin bzw. LTBP-1.

C: Beispiel 2

ELISA Ergebniss des Zelllysates.

Y-Achse: Absorption bei 450nm

X-Achse: Proben

1: Negativkontrolle

2: Expression von hTGF-p1-Flag

3: Expression von hTGF-p1-Flag + Furin

4: Expression von hTGF-p1-Flag, Furin +
LTBP-1

5: Expression von hTGF-B1-Flag + LTBP-1

Die Absorption sinkt bei Ko-Expression des

hTGF-B1-Flag mit Furin bzw. LTBP-1.
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Abb. 53: ELISA Uberstande.

Dargestellt sind Ergebnis der ELISA Analysen.
A: Ergebnis nach dreimaliger Durchfiihrung der Experimente.

Bei jedem Versuch wurde der Mittelwert der Negativkontrolle von den anderen Mittelwerten sub-
trahiert. Der Mittelwert, der allein mit dem hTGF-B1-Flag Expressionsplasmid transfizierten Probe,
wurde gleich 1 gesetzt. Mittelwert und Standardabweichung wurden berechnet.

B+C: Beispiele fur ELISA Analysen.
Auf der Y-Achse sind keine relativen Werte, sondern die absoluten Absorptionswerte bei 450nm ange-
geben. Die beiden Beispiele zeigen, dass die Absorption in unterschiedlicher Auspragung beeinflusst

wurde.

A: ELISA Ergebniss des Uberstandes.

Y-Achse: relative Werte

X-Achse: Proben

1: Expression von hTGF-B-Flag 1, Wert
gleich eins gesetzt

2: Expression von hTGF-p1-Flag + Furin

3: Expression von hTGF-B1-Flag, Furin +
LTBP-1

4: Expression von hTGF-p1-Flag + LTBP-1

Die zusatzliche Expression von Furin und/

oder LTBP-1 flhrte zu einer Senkung der

Absorption, hier als rel. Werte angegeben.

B: Beispiel 1

ELISA Ergebniss des Uberstandes.

Y-Achse: Absorption bei 450nm

X-Achse: Proben

1: Negativkontrolle

2: Expression von hTGF-p1-Flag

3: Expression von hTGF-p1-Flag + Furin

4: Expression von hTGF-p1-Flag, Furin +
LTBP-1

5: Expression von hTGF-B1-Flag + LTBP-1

Die Absorption sinkt bei Ko-Expression des

hTGF-B1 mit Furin bzw. LTBP-1.

C: Beispiel 2

ELISA Ergebniss des Uberstandes.

Y-Achse: Absorption bei 450nm

X-Achse: Proben

1: Negativkontrolle

2: Expression von hTGF-p1-Flag

3: Expression von hTGF-p1-Flag + Furin

4: Expression von hTGF-p1-Flag, Furin +
LTBP-1

5: Expression von hTGF-B1-Flag + LTBP-1

Die Absorption sinkt bei Ko-Expression des

hTGF-B1-Flag mit Furin bzw. LTBP-1.
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5.3.3 Einflisse der hTGF-B1 Signalsequenzpolymorphismen auf die hTGF-31
Synthese und Sekretion

Um die Auswirkung der Polymorphismen in der Signalsequenz des hTGF-$1 Gens auf die

hTGF-B1 Synthese und Sekretion analysieren zu kdénnen, wurden wie in Abschnitt 5.2.5

beschrieben Expressionsplasmide der drei in der Bevélkerung vorkommenden Allele kloniert.

CHO und LX-2 Zellen wurden mit diesen Plasmiden transfiziert und Western Blots und

ELISAs durchgefiihrt.

Die Zellen wurden bei hoher Zelldichte mit 2ug DNA transfiziert. Ein Mediumwechsel mit
Herabsetzen der FKS-Konzentration auf 0,2% erfolgte nach 24 Stunden. Am dritten Tag
nach Transfektion wurden die Zellen geerntet. Dabei wurde der Uberstand abgezogen und in
ein 1,5ul Mikroreaktionsgefal® Gberfiihrt. Die Zellen wurden nach zweimaligem Waschen mit
1x PBS mit Ripa + Complete lysiert und mit Zellschabern von den Platten gel6st. Der Uber-
stand musste vor den weiteren Experimenten gefriergetrocknet werden. Das Lyophilisat
wurde in Ripa + Complete geldst. Mittels DC-Testung wurde die Proteinkonzentration der

Proben von Zelllysaten und Uberstanden bestimmt.

Als erstes Experiment zur Analyse der Auswirkung der Polymorphismen in Codon 10 und
Codon 25 auf die hTGF-B1 Synthese und Sekretion wurden Western Blots mit den Proben
der Zelllysate und Uberstéande durchgefihrt. Die Proben wurden durch Zugabe von 3-5l
DTT reduziert und mit 2-4%igem SDS-Gelladepuffer versetzt auf ein 8-12%iges Bis-Tris-Gel
geladen. Zur Bestimmung von Lauffront und Molekulargewichten wurden 10ul des Seeblue
Marker eingesetzt. In einer Spur wurde die Negativkontrolle nicht transfizierter Zellen auf das
Gel geladen. Daneben wurden die drei Proben, der mit den verschieden Expressions-
plasmiden transfizierten Zellen, aufgetragen. Nach Gelelektrophorese und anschlieRendem
Western Blot konnten die gesuchten immobilisierten hTGF-1-Flag-Formen durch den gegen

Flag gerichteten Primarantikorper sichtbar gemacht werden.

Zur weiteren Analyse wurden ELISAs durchgefihrt. Um sicher zu gehen, dass die
Ergebnisse reproduzierbar sind, wurde jede Probe in Dreifachbestimmung gemessen und
die Versuche wurden mindestens dreimal wiederholt. Bei dem neu entwickelten ELISA
standen keine Standards zur Verfigung, deshalb musste mit relativen Werten gearbeitet
werden. Von den Absorptionswerten jeder Probe wurde der Mittelwert gebildet. Der
Mittelwert der jeweiligen Negativkontrolle wurde von den anderen Werten subtrahiert. Die
Probe, der allein mit dem Wildtypexpressionsplasmid transfizierten Zellen, wurde gleich 1
gesetzt. Zuletzt wurden mit dem t-Test die Signifikanzen berechnet, dabei wurde ein

Signifikanzniveau von 0,05 festgelegt.
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5.3.3.1 Einflisse der Polymorphismen in CHO Zellen

Bei den Western Blot Analysen wurden zwischen 20ug und 30ug Protein der CHO Zelllysate
bzw. 80ug bis 150ug Protein der CHO Zellliberstande eingesetzt.

Die Western Blots der Zelllysate zeigten eine Intensitadtsabnahme des Signals im Western
Blot durch die Polymorphismen gegeniiber dem hTGF-B1-Flag Wildtypallel. Die Pro-hTGF-
B1-Flag-Bande lag bei einem Molekulargewicht zwischen 44 kDa und 56 kDa. Diese Bande
war in den Western Blots aller drei Plasmide nachweisbar. Die Negativkontrolle zeigte diese
Bande nicht.

In den Proben der Zellen, die mit dem Plasmid transfiziert worden waren, der in Codon 10
und Codon 25 fur Prolin kodierte, war die Pro-hTGF-B1-Flag-Bande schwacher als in den
Proben der Zellen, die mit dem Plasmid transfiziert worden waren, der in Codon 10 fir
Leucin und Codon 25 fur Arginin kodierte. Die nachweisbare Konzentration von Pro-hTGF-
B1-Flag im Zelllysat der Zellen, die hTGF-B1-Flag synthetisierten, das an Position 10 die
Aminosaure Prolin trug, nahm, verglichen mit den Proben der Zellen, welche die Wildtypform
exprimierten, ebenfalls ab. Ein Nukleotidaustausch an Position +869 des hTGF-1 Gens von
Thymin durch Cytosin senkte in allen Experimenten die hTGF-pB1-Flag Expression der CHO
Zellen. Ebenso fuhrte ein Nukleotidaustausch an Position +869 und +915 des Gens von
Thymin bzw. Guanin durch Cytosin zu einer verminderten Synthese des rekombinanten

Proteins.

Analog zu den Ergebnissen der Zelllysat-Western Blots nahm die nachweisbare
Konzentration von Pro-hTGF-B1-Flag im Uberstand der Zellen, die in Codon 10 bzw. in
Codon 10 und Codon 25 des hTGF-1 Gens fir die Aminosaure Prolin kodierten, gegenlber
den Zellen, die fur die Wildtypform kodierten, ab. Die Intensitat und Dicke der Bande des
maturen hTGF-B1-Flag bei einem Molekulargewicht von etwa 13 kDa wurde durch die
Polymorphismen in gleicher Weise beeinflusst. Die nachweisbare Konzentration des wildtyp
hTGF-B1-Flags war am hochsten. Durch einen Nukleotidaustausch an Position +869 von
Thymin durch Cytosin bzw. an Position +915 von Guanin durch Cytosin sank die hTGF-p1-
Flag-Menge im Uberstand.
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A: Zelllysate B: Uberstande
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Abb. 54; Western Blots CHO Zellen, 8-12%iges Bis-Tris-Gel.

Spur 1: Negativkontrolle

Spur 2:Lysat bzw. Uberstand der Zellen, die mit dem Wildtypplasmid transfiziert worden waren.
Exprimiertes hTGF-B1-Flag trug im Signalpeptid an Position 10 die Aminosaure Leucin und an
Position 25 die Aminosaure Arginin.

Spur 3:Lysat bzw. Uberstand der Zellen, die mit dem Plasmid, der in Codon 10 und Codon 25 des
hTGF-B1 Gens fir die Aminosaure Prolin kodierte, transfiziert worden waren.

Spur 4: Lysat bzw. Uberstand der Zellen, die mit dem Plasmid, der in Codon 10 fiir die Aminoséaure
Prolin und in Codon 25 fur die Aminosaure Arginin kodierte, transfiziert worden waren.

A: Western Blot der Zelllysate.

Eingesetzt wurden 30ug Protein der Zelllysate. Die Proben wurden durch 3ul DTT reduziert und mit

SDS-Gelladepuffer versetzt aufgetragen.

Die Pro-hTGF-B1-Flag-Bande liegt bei einem Molekulargewicht zwischen 50 kDa und 56 kDa. In der

Negativkontrolle lasst sich dieses Protein nicht nachweisen. Spur 2 zeigt die dickste und dichteste

Proteinbande. In den Spuren 3 und 4 stellt sich die Bande weitaus schwacher dar.

B: Western Blot der Uberstande.

Eingesetzt wurden 100ug Protein der Uberstande. Die Proben wurden durch 3ul DTT reduziert und

mit SDS-Gelladepuffer versetzt aufgetragen.

Die Pro-hTGF-pB1-Flag-Bande zeigt von Spur 1 bis Spur 4 dieselben Veranderungen wie in Abb. 54A.

Die Bande des maturen hTGF-B1-Flag bei 12-14 kDa ist in Spur 2 am kraftigsten. lhre Intensitat nimmt

von Spur 2 bis Spur 4 ab. Die Negativkontrolle (Spur 1) zeigt bei diesem Molekulargewicht keine

Bande.
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Bei den ELISA Analysen wurden 100ug Protein der Zelllysate und 200ug Protein der
Uberstande eingesetzt und der ELISA wie in Abschnitt 4.3.14 beschrieben durchgefiihrt.
Die ELISA Analysen bestatigten die Ergebnisse der Western Blots.

A: Zelllysate B: Uberstande

1,200 1,200

1,000 - 1,000 -
0,800 - 0,800 -
0,600 - 0,600 -
0,400 - 0,400 -
0,200 - 0,200 -
0,000 - ‘ ‘ 0,000 -

1 2 3 1 2 3

Abb. 55: ELISA Analysen TGF-B1 Polymorphismen, CHO Zellen.

Ergebnisse nach dreimaliger Durchfihrung der Experimente. Bei jedem Versuch wurde der Mittelwert

der Negativkontrolle von den anderen Mittelwerten subtrahiert. Der Mittelwert, der allein mit dem

hTGF-B1-Flag Expressionsplasmid transfizierten Proben, wurde gleich 1 gesetzt. Mittelwert und

Standardabweichung wurden berechnet.

Y-Achse: relative Werte

X-Achse: Proben

A: Zelllysate.

1: Lysat der Zellen, die mit dem Wildtypplasmid transfiziert worden waren.

Exprimiertes hTGF-B1-Flag trug im Signalpeptid an Position 10 die Aminosaure Leucin und an
Position 25 die Aminosaure Arginin.

2: Lysat der Zellen, die mit dem Plasmid, der in Codon 10 und Codon 25 des hTGF-B1 Gens fiir die
Aminosaure Prolin kodierte, transfiziert worden waren.

3: Lysat der Zellen, die mit dem Plasmid, der in Codon 10 flir die Aminosaure Prolin und in Codon 25
fur die Aminosaure Arginin kodierte, transfiziert worden waren.

Die Absorptionswerte der Proben 2 und 3 sind signifikant niedriger als die der Probe 1. Probe 3 zeigt

niedrigere Absorptionswerte als Probe 2.

B: Uberstande.

1: Lysat der Zellen, die mit dem Wildtypplasmid transfiziert worden waren. Exprimiertes hTGF-p1-Flag
trug im Signalpeptid an Position 10 die Aminosaure Leucin und an Position 25 die Aminosaure
Arginin.

2: Lysat der Zellen, die mit dem Plasmid, der in Codon 10 und Codon 25 des TGF-B1 Gens fur die
Aminoséaure Prolin kodiert, transfiziert worden waren.

3: Lysat der Zellen, die mit dem Plasmid, der in Codon 10 fir die Aminosaure Prolin und in Codon 25
flr die Aminosaure Arginin kodiert, transfiziert worden waren.

Die Absorptionswerte der Proben 2 und 3 waren signifikant niedriger als die der Probe 1. Probe 3

zeigte niedrigere Absorptionswerte als Probe 2.

Die Absorptionswerte der Zelllysate der Zellen, die rekombinantes hTGF-B1-Flag
synthetisierten, das an Aminosaureposition 10 bzw. an den Aminosaurepositionen 10 und 25
ein Prolin aufwies, waren signifikant niedriger. Durch den Nukleotidaustausch an Position
+869 und +915 sank die Absorption durchschnittlich auf das 0,76+0,04-fache. Dieses
Ergebnis war signifikant mit einem p-Wert von 0,0015. Kodierte des hTGF-B1 Gen des

Expressionsplasmids allein in Codon 10 fir die Aminosaure Prolin, war der Einfluss auf die
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Absorption ebenfalls signifikant mit p=0,001. In diesem Fall fihrte der Nukleotidaustausch zu
einer Erniedrigung der Absorption auf das 0,43+0,09-fache. Der isolierte Nukleotidaustausch
an Position +869 fuhrte zu signifikant niedrigeren Absorptionswerten als der Nukleotid-
austausch an Position +869 und Position +915 (p=0,0096).

Auch die ELISA Analysen der Proben des Uberstandes zeigten, dass ein Nukleotid-
austausch an Position +869 bzw. an Position +869 und +915 die Absorptionswerte signifikant
senkte. Wies das rekombinante hTGF-B1-Flag an Position +869 und Position +915 des
hTGF-B1 Gens das Nukleotid Cytosin auf, sanken die gemessenen Absorptionswerte auf
das 0,56+0,12-fache. Der Einfluss der Polymorphismen war signifikant mit p=0,0049. Ein
Nukleotidaustausch an Position +869 erniedrigte die bei 450nm gemessene Absorption
signifikant auf das 0,47+0,003-fach bei einem p-Wert von <0,0001. Der alleinige Nukleotid-
austausch in Codon 10 fihrte zu tendenziell signifikant niedrigeren Absorptionswerten als
der Nukleotidaustausch in Codon 10 und Codon 25 (p=0,31).

5.3.3.2 Einflisse der Polymorphismen in LX-2 Zellen

Bei den Western Blot Analysen der LX-2 Zellproben wurden zwischen 10ug und 20ug
Protein der Zelllysate bzw. 80ug bis 100ug Protein der Ubersténde eingesetzt.

Die Western Blots der Zelllysate zeigten wie die der CHO Zellen eine Intensitdtsabnahme
des Pro-hTGF-B1-Flag-Signals durch die Polymorphismen gegeniber dem Wildtypallel. In
den Proben der Zellen, die mit dem Plasmid transfiziert worden waren, der an Position +869
und Position +915 das Nukleotid Cytosin trug, war die Pro-hTGF-B1-Flag-Bande schwacher
als in den Proben der Zellen, die mit dem Plasmid transfiziert worden waren, der in Codon 10
fir Leucin und Codon 25 flir Arginin kodierte. Die nachweisbare Konzentration von Pro-
hTGF-B1-Flag im Zelllysat der Zellen, die hTGF-B1-Flag synthetisierten, das an Position 10
die Aminosaure Prolin trug, nahm verglichen mit den Proben der Zellen, welche die Wild-
typform exprimierten, ebenfalls ab. Ein Nukleotidaustausch an Position +869 senkte in allen
Experimenten die hTGF-B1-Flag Expression der LX-2 Zellen. Ebenso flhrte ein Nukleotid-
austausch an Position +869 und +915 des hTGF-B1 Gens zu einer verminderten Expression

des rekombinanten Proteins.
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Abb. 56: Western Blots LX-2 Zellen, 8-12%iges Bis-Tris-Gel.

Spur 1: Negativkontrolle

Spur 2:Lysat bzw. Uberstand der Zellen, die mit dem Wildtypplasmid transfiziert worden waren.
Exprimiertes hTGF-B1-Flag trug im Signalpeptid an Position 10 die Aminosaure Leucin und an
Position 25 die Aminosaure Arginin.

Spur 3:Lysat bzw. Uberstand der Zellen, die mit dem Plasmid, der in Codon 10 und Codon 25 des
hTGF-B1 Gens fir die Aminosaure Prolin kodierte, transfiziert worden waren.

Spur 4: Lysat bzw. Uberstand der Zellen, die mit dem Plasmid, der in Codon 10 fiir die Aminoséaure
Prolin und in Codon 25 fir die Aminosaure Arginin kodierte, transfiziert worden waren.

A: Western Blot der Zelllysate.

Eingesetzt wurden 30ug Protein der Zelllysate. Die Proben wurden durch 3ul DTT reduziert und mit

SDS-Gelladepuffer versetzt aufgetragen.

Die Pro-hTGF-B1-Flag-Bande liegt bei einem Molekulargewicht zwischen 50 kDa und 56 kDa. In der

Negativkontrolle lasst sich dieses Protein nicht nachweisen. Spur 2 zeigt die dickste und dichteste

Proteinbande. In den Spuren 3 und 4 stellt sich die Bande weitaus schwacher dar.

B: Western Blot der Uberstande.

Eingesetzt wurden 100ug Protein der Ubersande. Die Proben wurden durch 3ul DTT reduziert und mit

SDS-Gelladepuffer versetzt aufgetragen.

Die Pro-hTGF-B1-Flag-Bande zeigt von Spur 1 bis Spur 4 dieselben Veranderungen wie in Abb. 56A.

Die Bande des maturen hTGF-B1-Flag bei 12-14 kDa ist ebenfalls in Spur 2 am kréaftigsten und deren

Intensitat nimmt von Spur 2 bis Spur 4 ab. Die Negativkontrolle (Spur 1) zeigt keine Bande.



140

Die Western Blots der Uberstéande zeigten im Vergleich ebenfalls eine Konzentrations-
abnahme von Pro-hTGF-p1-Flag in den Ubersténden der LX-2 Zellen, die in Codon 10 bzw.
in Codon 10 und Codon 25 des hTGF-B1 Gens flir die Aminosaure Prolin kodierten, gegen-
Uber den Zellen, welche die Wildtypform synthetisierten. Die Intensitat und Dicke der Bande
des maturen hTGF-B1-Flag bei einem Molekulargewicht von 12-14 kDa wurde ebenfalls
durch die Polymorphismen herabgesetzt. Die nachweisbare Konzentration des wildtyp
hTGF-pB1-Flags war am hoéchsten. Durch einen Nukleotidaustausch an Position +869 oder
einen Nukleotidaustausch sowohl an Position +869 als auch an Position +915 sank die
hTGF-B1-Flag-Menge des Uberstandes.

Zur weiteren Analyse wurden ELISAs durchgefuhrt. Dabei wurden 50ug Protein der
Zelllysater und 100ug Protein der Uberstande eingesetzt und der ELISA wie in Abschnitt
4.3.14 beschrieben durchgefuhrt.

Die ELISA Analysen fuhrten zum gleichen Ergebnis wie die Western Blots. Die
Absorptionswerte der Zelllysate der Zellen, die rekombinantes hTGF-B1-Flag synthetisierten,
das an Aminosaureposition 10 bzw. an den Aminosaurepositionen 10 und 25 ein Prolin
aufwies, waren signifikant niedriger. Durch den Nukleotidaustausch in Codon 10 und Codon
25 sank die Absorption durchschnittlich auf das 0,68+0,15-fache. Dieses Ergebnis war
signifikant mit einem p-Wert von 0,0407. Kodierte des hTGF-B1 Gen des Expressions-
plasmids nur in Codon 10 flr die Aminosaure Prolin, war der Einfluss auf die Absorption
ebenfalls signifikant mit p<0,0001. In diesem Fall flihrte der Nukleotidaustausch zu einer
Erniedrigung der Absorption auf das 0,57+0,03-fache. Der alleinige Nukleotidaustausch in
Codon 10 flihrte zu tendenziell signifikant niedrigeren Absorptionswerten als ein Nukleotid-
austausch in Codon 10 und Codon 25 (p=0,34).

Auch die ELISA Analysen der Proben des Uberstandes zeigten, dass ein Nukleotid-
austausch in Codon 10 bzw. in Codon 10 und Codon 25 die Absorptionswerte signifikant
senkte. Wies das rekombinante hTGF-B1-Flag an Position 10 und Position 25 die Amino-
saure Prolin auf, sanken die gemessenen Absorptionswerte auf das 0,57+0,13-fache. Der
Einfluss der Polymorphismen war signifikant mit p=0,0088. Ein Nukleotidaustausch an
Position +869 des hTGF-Bf1 Gens erniedrigte die bei 450nm gemessene Absorption
signifikant auf das 0,42+0,13-fach bei einem p-Wert von 0,0036. Der alleinige Nukleotid-
austausch in Codon 10 flhrte zu tendenziell signifikant niedrigeren Absorptionswerten, als
der Nukleotidaustausch in Codon 10 und Codon 25 (p=0,32).
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A: Zelllysate B: Uberstande
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Abb. 57: ELISA Analysen TGF-B1 Polymorphismen, LX-2 Zellen.

Ergebnisse nach dreimaliger Durchfiihrung der Experimente. Bei jedem Versuch wurde der Mittelwert

der Negativkontrolle von den anderen Mittelwerten subtrahiert. Der Mittelwert, der allein mit dem

hTGF-B1-Flag Expressionsplasmid transfizierten Probe, wurde gleich 1 gesetzt. Mittelwert und

Standardabweichung wurden berechnet.

Y-Achse: relative Werte

X-Achse: Proben

A: Zelllysate.

1: Lysat der Zellen, die mit dem Wildtypplasmid transfiziert worden waren. Exprimiertes hTGF-f1-Flag
trug im Signalpeptid an Position 10 die Aminosaure Leucin und an Position 25 die Aminosaure
Arginin.

2: Lysat der Zellen, die mit dem Plasmid, der in Codon 10 und Codon 25 des TGF-B1 Gens fur die
Aminosaure Prolin kodierte, transfiziert worden waren.

3: Lysat der Zellen, die mit dem Plasmid, der in Codon 10 fir die Aminosaure Prolin und in Codon 25
fir die Aminosaure Arginin kodierte, transfiziert worden waren.

Die Absorptionswerte der Proben 2 und 3 sind signifikant niedriger als die der Probe 1. Probe 3 zeigt

niedrigere Absorptionswerte als Probe 2.

B: Uberstande.

1: Lysat der Zellen, die mit dem Wildtypplasmid transfiziert worden waren. Exprimiertes hTGF-f1-Flag
trug im Signalpeptid an Position 10 die Aminosaure Leucin und an Position 25 die Aminosaure
Arginin.

2: Lysat der Zellen, die mit dem Plasmid, der in Codon 10 und Codon 25 des TGF-B1 Gens fir die
Aminosaure Prolin kodierte, transfiziert worden waren.

3: Lysat der Zellen, die mit dem Plasmid, der in Codon 10 fiir die Aminosaure Prolin und in Codon 25
fur die Aminoséaure Arginin kodierte, transfiziert worden waren.

Die Absorptionswerte der Proben 2 und 3 sind signifikant niedriger als die der Probe 1. Probe 3 zeigt

niedrigere Absorptionswerte als Probe 2.
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0. Diskussion

6.1 Invivo Experiment

Die Hepatitis C induzierte Leberfibrose ist charakterisiert durch eine sehr variable Krank-
heitsprogression. Sie zeigt im Durchschnitt einen langsam progredienten Verlauf mit
Entwicklung einer Zirrhose in einem Zeitraum von etwa 20 bis 30 Jahren. Bei einem Dirittel
der Patienten entsteht dagegen bereits innerhalb von 10 bis 20 Jahren nach Infektion eine
irreversible Leberschadigung (,rapid fibrosers®), wahrend bei anderen die Krankheit stagniert
und sich eine Zirrhose gar nicht oder erst nach mehr als 50 Jahren ausbildet (,slow
fibrosers®) [24,67]. Deshalb ist es von grol3er Bedeutung Faktoren zu identifizieren, welche
die Fibroseentwicklung und -progression beeinflussen, um besonders geféahrdete Patienten
schnell einer geeigneten Therapie zuflihren zu kénnen.

Das Zytokin TGF-B1 spielt eine entscheidende Rolle in der Pathophysiologie der Leber-
fibrose im Rahmen chronisch entziindlicher Lebererkrankungen. TGF-p1 fordert die Fibrose-
entwicklung durch Aktivierung von Hepatischen Sternzellen zu kontraktilen bindegewebs-
produzierenden Myofibroblasten und stimuliert diese zur exzessiven Matrixproduktion.
Aulerdem hemmt es den Matrixabbau durch die Suppression der Synthese von Matrix-
metalloproteinasen und Steigerung der Expression ihrer Inhibitoren [18,26,30]. Die viel-
faltigen Funktionen von TGF-B1 bei der Ausbildung der Leberfibrose legen nahe, dass inter-
individuelle Unterschiede in Expression, Sekretion, Aktivierung oder biologischer Aktivitat,
Faktoren der zeitlich sehr variable Krankheitsprogredienz sein kénnen.

Im ersten Teil meiner Analysen wurde der Einfluss von Genpolymorphismen des humanen
Transforming Growth Factor-#1 auf die Leberfibrose in einer 430 Patienten mit chronischer

Virushepatitis umfassenden Fallstudie untersucht.

6.1.1 Design humaner Assoziationsstudien

Es wird vermutet, dass die groflen interindividuellen Unterschiede im Verlauf vieler
Erkrankungen, wie der hepatischen Fibrose, genetisch mitbedingt sind. Aus diesem Grunde
werden immer mehr Genotyp-Phanotyp Populationsstudien durchgefihrt, deren Ergebnisse
helfen sollen, Prognosescores fur die untersuchten Erkrankungen zu etablieren. Da solche
Analysen sehr stoéranfallig sind und bis jetzt viele widersprichliche Ergebnisse erbracht
haben, stellten verschiedene Autoren Richtlinien flr ein optimales Studiendesign auf.

Osterreicher et al. forderten in ihrem 2007 Uber genetische Analysen im Rahmen von Leber-
erkrankungen erschienenen Artikel, dass die untersuchten Gene eine biologisch plausible
Rolle spielen und die Kandidatengene deshalb nach bekannter pathophysiologischer

Funktion des kodierten Proteins ausgewahlt werden sollten. Die Polymorphismen sollten
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eine nachgewiesene funktionelle Auswirkung, z.B. auf die Transkription, die RNA-Stabilitat
oder die Aminosauresequenz, haben [144]. Wasmuth et al. verlangten dagegen 2003
Genom ubergreifende Untersuchungen und die Einbeziehung von Genloci, die bis dato noch
in keinem Zusammenhang mit der Leberfibrose gesehen worden waren. Auf jeden Fall sollte
nicht nur eine isolierte Mutation in einem Gen, sondern mehrere Polymorphismen des Gens
mit eventueller Identifikation von Haplotypstrukturen, betrachtet werden [145]. Beide Autor-
engruppen winschten fir eine gute Studie die Erganzung durch in vitro Untersuchungen.

Fir die vorliegende Arbeit wurden vier Polymorphismen des TGF-f1 Gens untersucht: ein
Polymorphismus in der Promotorregion an Position =509 (C zu T), zwei in der Signalsequenz
an Stelle +869 (T zu C) und +915 (G zu C) sowie eine Nukleotidsubstitution im Bereich des
maturen Proteins an Position +1632 (C zu T). Die drei single nucleotide polymorphisms
(SNPs) im kodierenden Bereich flihren wahrend der Translation zu einem Aminosaure-
austausch. Wie die beiden Autorengruppen fordern, wurde im Anschluss an die Genotyp-
Phanotyp Analyse die funktionelle Auswirkung der beiden Signalsequenzpolymorphismen
auf die Zytokinsynthese und -sekretion in Zellkulturexperimenten analysiert. Eine Korrelation
der Polymorphismen untereinander wurde ebenfalls Uberprift.

In der Literatur wird aulRerdem darauf hingewiesen, dass die Fallzahl bei genetischen
Populationsstudien mdglichst grol3 sein sollte, um eine hinreichende statistische
Aussagekraft zu gewahrleisten. Zu kleine Kollektive erhdhen die Gefahr fir falsch positive
Ergebnisse und fuhrten oft zu einer fehlenden Reproduzierbarkeit in grofleren Studien.
Zudem wird kritisiert, dass die untersuchten Patienten meist aus nur einem Institut oder
Universitatsklinikum stammen. Bei der statistischen Analyse der durch chronische Hepatitis
C induzierten Leberfibrose sollten im optimalen Fall ,slow fibrosers® mit ,rapid fibrosers*
verglichen werden [144, 145,114]. Da die Festlegung des Krankheitsbeginns z.B. die
Hepatitis C Virusinfektion oft unmdéglich ist, hielten es Osterreicher et al. auch fiir
hinreichend, Patienten mit ,milder Fibrose® denen mit ,schwerer Fibrose*
gegenuberzustellen. Ein Vergleich zwischen gesunden Probanden und Patienten mit
Leberfibrose sollte vermieden werden [144].

Zu Beginn meiner Experimente wurde die genomische DNA aus Leberbiopsaten von 430
Patienten isoliert und die Polymorphismen wurden mittels LightCycler Analysen bestimmit.
Von den 430 Patienten waren 396 isoliert Hepatitis C infiziert. Das 396 Patienten
umfassende Gesamtkollektiv setzte sich aus 161 Patienten der Hep-Net Bank und 235
Patienten des Pathologischen Instituts der Universitatsklinik Koln zusammen. Entziindungs-
und Fibrosegrad (Grading und Staging) wurden histologisch nach dem Score von Desmet et
al. bestimmt und die Patienten in die Gruppen ,leichte Entzindung® / ,schwere Entzindung®
sowie ,milde Fibrose“ / ,schwere Fibrose® eingeteilt. Nach Bestimmung des Genotyps wurde

der Einfluss der Polymorphismen auf Grading und Staging untersucht. Zusatzlich wurden die
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Allelfrequenzen berechnet und anschlieBend die Allelfrequenzen der Subgruppen ,milde
Fibrose® und ,schwere Fibrose* verglichen.

Sowohl von Osterreicher et al. als auch von Bataller et al. wurde eine zuverlassige Analyse-
methode und das Mitfiihren einer negativen und einer positiven Kontrolle gefordert [144,114].
In meiner Arbeit wurde sowohl das fir die Analyse des Promotorpolymorphismus neu
etablierte LightCycler-Programm als auch die optimierten Programme flr die anderen drei
SNPs durch Sequenzierung validiert und die geforderten Kontrollen mitgefihrt.

StoérgroRen wie Alkoholkonsum, Hormonstatus, Komedikationen oder andere Gen-Umwelt-
Interaktionen konnten nicht berticksichtigt werden. Bei der Interpretation der Ergebnisse
musste von einer Gleichverteilung dieser Parameter ausgegangen. Trotzdem muss bei
kritischer Beurteilung berlcksichtigt werden, dass die Assoziation der Polymorphismen mit
einer anderen unbekannten Variablen, die flir den beobachteten Effekt verantwortlich ist

(,linkage disequilibrium®), nicht ganzlich ausgeschlossen werden kann.

6.1.2 Auswirkungen von hTGF-f1 Polymorphismen auf Entzindungs- und
Fibrosegrad der Hepatitis C induzierten Leberfibrose

In meiner Fallstudie wurden ein Polymorphismus in der Promotorregion des humanen

TGF-B1 Gens an Position —509 sowie drei Polymorphismen in der kodierenden Sequenz

untersucht. Die Polymorphismen des kodierenden Genabschnittes flihren bei der Translation

zu einem Aminosaureaustausch in Codon 10 von Leucin zu Prolin, in Codon 25 von Arginin

zu Prolin und in Codon 263 von Threonin zu Isoleucin.

Die multiple logistische Regression des Risikofaktors Polymorphismus an Position —509 und
den Zielparametern Grading und Staging ergab keinen statistisch signifikanten Zusammen-
hang zwischen der Art des Polymorphismus und der entzlndlichen Aktivitdt oder dem
Fibrosegrad. Zu dem gleichen Ergebnis kamen Oliver et al. 2005 bei der Analyse der
Auspragung alkoholischer Leberschadigungen von 165 Patienten mit chronischem Alkohol-
abusus [146] und Gewaltig et al. 2002 bei der Untersuchung von 48 Patienten mit Hepatitis C
induzierter Leberfibrose [147].

Beim Vergleich der Allelfrequenzen, den die oben genannten Arbeitsgruppen nicht durch-
gefihrt haben, ergab sich in dieser Studie ein signifikanter Unterschied zwischen den
Patienten mit schwerer Fibrose und den Patienten mit milder Fibrose sowie dem
Gesamtkollektiv (Hep-Net Kollektiv + ,Kdlner Kollektiv®). Das C-Allel hatte bei der Gruppe mit
schwerer Fibrose einen Anteil von 0,759 und das T-Allel einen Anteil von 0,241. Dagegen lag
die Frequenz des C-Allels der Gruppe ,milde Fibrose® bei 0,668 und die des T-Allels bei
0,332. Dieser Unterschied war statistisch signifikant mit p=0,019. Die Gegenulberstellung der
Patienten mit schwerer Fibrose und dem Gesamtkollektiv zeigte ebenfalls ein signifikant

haufigeres Auftreten des C-Allels (p=0,019) und ein signifikant selteneres Auftreten des T-
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Allels (p=0,019) bei der Gruppe ,schwere Fibrose“. Hervorzuheben ist, dass die
Allelverteilungen des Gesamtkollektivs (C/T: 0,69/0,31), des Hep-Net Kollektives (C/T:
0,69/0,31) und des ,Kdlner Kollektivs® (C/T: 0,70/0,30) identisch waren. Das T-Allel war
folglich mit der Auspragung einer milden Fibrose assoziiert.

Drumm et al. machten bei der Untersuchung von Lungenschaden, die durch Zystische
Fibrose hervorgerufen worden waren, eine entgegengesetzte Beobachtung. Das T-Allel war
mit schwererer Lungenerkrankung assoziiert [148]. Allerdings muss berucksichtigt werden,
dass die Pathophysiologien von Leberfibrose und Lungenerkrankungen nicht uneinge-
schrankt miteinander verglichen werden kénnen. Es ist durchaus vorstellbar, dass derselbe

Polymorphismus in der Leber protektiv und in der Lunge krankheitsférdernd wirkt.

Die Signalsequenzpolymorphismen an Position +869 und +915 sind die meist untersuchten
TGF-B1 Polymorphismen. Die in der Literatur beschriebenen Ergebnisse sind aber ins-
gesamt sehr uneinheitlich.

Die hier durchgefiihrte Fallstudie ergab einen statistisch signifikanten Zusammenhang
zwischen der Art des Polymorphismus in Codon 10 und dem Fibrosegrad mit p=0,0183. In
der Gruppe ,schwere Fibrose“ war der Heterozygotenanteil héher als in der Gruppe ,milde
Fibrose®. Ein Einfluss auf die Allelfrequenzen konnte nicht nachgewiesen werden.

Die Feststellung, dass Leu/Pro-Patienten durchschnittlich eine schwerere Fibrose aufweisen
als Leu/Leu-Patienten, machten auch Wang et al. 2005 [143] und Gewaltig et al. 2002 [147].
Funf weitere Arbeitsgruppen konnten keine signifikante Assoziation nachweisen [133,146,
149-151]. Anzumerken ist aber, dass unterschiedliche Atiologien und variable ethnische
Gruppen untersucht wurden. So analysierten Oliver et al. alkoholisch bedingte Leberschaden
[146], Osterreicher et al. Hdmochromatosepatienten [149] und Suzuki et al. japanische
Hepatitis C infizierte Probanden [150]. Das Kollektiv von Bathgate et al. setzte sich aus
Patienten mit verschiedenen Fibrose verursachenden Lebererkrankungen wie PBC, ALD,
PSC, Virusinfektionen, Autoimmunhepatitiden und akutem Leberversagen zusammen [151].
AulBerdem unterschieden sich die histologischen Staging-Systeme. Suzuki et al.
verwendeten z.B. die New Inuyama Classification [150], Powell et al. den Score nach
Scheuer et al. [133] und Bathgate et al. beurteilten nicht die Histologie, sondern teilten die
Patienten klinisch nach dem Child Score ein [151].

Die Assoziation zwischen dem Aminosaureaustausch in Codon 10 und der entzindlichen
Aktivitat war nicht signifikant mit p=0,0583.

Fir den SNP an Position +915 konnte in dieser Arbeit kein statistisch signifikanter Zusam-
menhang zwischen der Art des Polymorphismus und dem Grading oder Staging nach-
gewiesen werden. Auch die Allelfrequenzen der Gruppen ,schwere Fibrose® und ,milde
Fibrose“ waren gleich. Der Anteil der Arg/Pro-Patienten lag bei den Patienten mit schwerer

Fibrose zwar bei 17,20% gegentiber 13,91% bei den Patienten mit milder Fibrose, dieser
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Unterschied erreichte aber nicht das Signifikanzniveau von 0,025 nach Bonferroni-
Adjustierung.

Bis jetzt wurden vier Studien veroffentlicht, die keinen Einfluss des Codon 25 Polymor-
phismus nachweisen konnten [146,150,151,152], vier Studien, bei denen der Aminosaure-
austausch mit einer schwereren Fibrose assoziiert war [147,143,149,142] und eine Studie,
die von einer protektiven Funktion des Prolin-Allels berichtete [133]. Beim Vergleich der
Studien muss aber erneut darauf hingewiesen werden, dass unterschiedliche Krankheiten,
andere ethnische Gruppen und zum Teil kleinere Kollektive mit abweichenden Scoring-

Systemen untersucht wurden.

Der Polymorphismus des Codons 263 mit einem Aminosaureaustausch von Threonin zu
Isoleucin zeigte keine statistisch signifikanten Auswirkungen auf die entzundliche Aktivitat
oder den Fibrosegrad. AulRerdem ergab sich kein Unterschied in den Allelfrequenzen der
Gruppen ,schwere Fibrose“ und ,milde Fibrose®. Bis jetzt wurde auch keine Fallstudie
veroffentlicht, die einen Einfluss des SNP an Position +1632 auf Grading oder Staging der

Leberfibrose nachweisen konnte [147,143].

Der beschriebene Einfluss des Geschlechtes auf den Fibrosegrad konnte erneut bewiesen
werden. Die multiple logistische Regression ergab einen Wert von p=0,0030. Dagegen hatte

das Geschlecht keine Auswirkung auf die entziindliche Aktivitat.

Des Weiteren wurden mittels des exakten Fischer-Tests die Kopplungen der einzelnen
Polymorphismen untersucht. Es ergab sich eine statistisch signifikante Assoziation zwischen
dem Promotorpolymorphismus und dem SNPs in Codon 10 und Codon 263. Ein Cytosin an
Position =509 wurde haufiger mit Leucin als mit Prolin in Codon 10 vererbt. Aullerdem
kodierte ein Patient, der an 25. Stelle der TGF-$1 Aminosauresequenz ein Prolin trug, in
Codon 10 ebenfalls fir Prolin. Die Kombinationen Arg25Pro und Leu10Leu bzw. Pro25Pro
und Leu10Pro oder Leu10Leu traten nicht auf. Ein statistisch signifikanter Zusammenhang
zwischen einem bestimmten Haplotyp und dem Grading oder Staging konnte nicht nach-
gewiesen werden. Es ist zu vermuten, dass fir diese Untersuchungen grofiere Fallzahlen

notwendig sind.
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6.2 Invitro Experimente

Im zweiten Teil meiner Arbeit wurden in Zellkulturexperimenten die Einflisse der
subtilisin/kexin-like Serin-Endoprotease Furin sowie des TGF-B1 Bindungsproteins LTBP-1
auf die hTGF-B1 Synthese, Prozessierung und Sekretion untersucht. Aullerdem wurden zur
Erganzung der oben diskutierten Fallstudie die Auswirkungen der hTGF-31 Polymorphismen
im Bereich der Signalsequenz in vitro analysiert.

Fir diese Experimente wurden hTGF-B1 Expressionskonstrukte kloniert, welche das humane
TGF-B1 Gen unter die Kontrolle des konstitutiv aktiven CMV-Promotors stellten und das
rekombinante Protein mit EGFP bzw. Flag-Tag fusionierten. Durch die gezielte Uber-
expression von hTGF-B1 konnten Einflisse anderer genetischer Faktoren ausgeschlossen
werden. Die C-terminal gekoppelten Oligopeptide EGFP und Flag ermdglichten den
selektiven Nachweis des rekombinanten Proteins unabhangig von endogen synthetisiertem
oder im Medium enthaltenem TGF-p1.

Die verwendeten Zelllinien wurden gezielt ausgewahlt. Zum einen wurden Chinese hamster
ovary cells (CHO Zellen) eingesetzt. Mit dieser Zelllinie fihrten schon Gentry et al. 1987 die
ersten TGF-p1 Uberexpressionsversuche durch, sodass auf eine ausfiihrliche Hintergrund-
literatur zurtickgegriffen werden konnte [62]. LX-2 Zellen gleichen immortalisierten humanen
Hepatischen Sternzellen. Sie wurden zur Simulation von in der Leber ablaufenden Prozes-

sen verwendet.

6.2.1 Vektorsynthese und hTGF-B1 Expression und Sekretion in der Zellkultur

Die ersten Experimente mit rekombinant hergestelltem TGF-B1 in CHO Zellen verdéffent-
lichten Gentry et al. 1987. Sie klonierten Schimpansen TGF-B1, dass sich nur durch 6
Aminosauren von der humanen Form unterscheidet, und Maus Dihydropholatreduktase in
einen pSV2 Vektor. Diesen Plasmid brachten sie in CHO Zellen ein und selektierten
erfolgreich transfizierte Zellen durch Zugabe von Methotrexat [62]. In ihrem 1988
erschienenen Artikel beschrieben sie die im Western Blot detektierbaren TGF-31-Proteine.
Unter reduzierenden Bedingungen zeigte sich eine Bande bei 44-56 kDa, eine Bande bei 30-
42 kDa und eine Bande bei 14 kDa. Die 44-56 kDa Bande entsprach nach ihren Erkennt-
nissen dem nicht prozessierten Pro-TGF-$1 (AS 30-390). Die anderen beiden detektierten
Proteine identifizierten sie als Produkte der Endoproteolyse des Vorlauferproteins. Die N-
terminale Pro-Region (AS 30-278) bildete die 30-42 kDa Bande und das C-terminale TGF-f1
(AS 279-390) konnte bei 14 kDa nachgewiesen werden [66].

In den folgenden Jahren wurden immer mehr Artikel Gber rekombinantes TGF-B1 veroffent-
licht. Die mit CHO Zellen arbeitenden Gruppen detektierten in den nicht reduzierten Uber-

standen meist nur eine Proteinbande zwischen 95 kDa und 120 kDa. Nach Reduktion
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konnten sie das Vorlauferprotein bei etwa 50 kDa, die Pro-Region (B1-LAP) bei etwa 40 kDa
und das mature TGF-B1 bei 12,5 kDa nachweisen [67,68,153-155].

Zu Beginn des zweiten Teils meiner Forschungsarbeit wurden Experimente mit dem pCMV-
hTGF-B1-EGFP Expressionsplasmid durchgefiihrt. Das C-terminal mit hTGF-B1 fusionierte
EGFP ermdglichte die fluoreszenz- und konfokalmikroskopische Darstellung der intra-
zellularen Proteinlokalisation. Deshalb war das pCMV-hTGF-B1-EGFP Konstrukt ein
geeignetes Instrument, um den Syntheseweg des rekombinanten hTGF-p1 zu verfolgen.
Aulerdem wurden Western Blot Analysen mit einem gegen GFP gerichteten Antikorper
durchgeflhrt.

In den CHO Zellen war weder in der Fluoreszenzmikroskopie noch in den Western Blots der
Zelllysate und Uberstande eine Proteinexpression nachweisbar. Dagegen fluoreszierten
erfolgreich transfizierte LX-2 Zellen im ultravioletten Licht grun. In den Western Blots der
LX-2 Zelllysate konnte in den nicht reduzierten Proben das dimere hochmolekulare
Vorlauferprotein detektiert werden. Eine spezifische Bande bei 85 kDa, dem erwarteten
Molekulargewicht des dimeren hTGF-B1-EGFP-Fusionsproteins, war nicht nachweisbar. Die
reduzierten Zelllysatproben zeigten eine Bande bei etwa 80 kDa, diese reprasentierte das
monomare Pro-hTGF-B1-EGFP. Mittels SDS-PAGE mit anschlieRendem Western Blot
konnte in den nicht reduzierten Proben der Uberstéande ebenfalls das Vorlauferprotein
nachgewiesen werden. Eine Detektion des dimeren hTGF-B1-EGFP gelang nicht. In den
reduzierten Uberstéanden zeigten sich drei spezifische Proteinbanden: Pro-hTGF-B1-EGFP
bei etwa 80 kDa, hTGF-B1-EGFP bei etwa 43 kDa und eine dezente EGFP-Bande bei 30
kDa. Der Nachweis des hTGF-B1-EGFP allein im Uberstand und nicht im Zelllysat lieR darauf
schliel3en, dass Pro-hTGF-B1-EGFP hauptsachlich wahrend oder kurz nach der Sekretion in
Pro-Region und matures hTGF-31 gespalten wird.

Durch die konfokale Mikroskopie konnte festgestellt werden, dass das Expressionskonstrukt
nicht nur in LX-2 Zellen, sondern auch in CHO Zellen aktiv war. Der fehlende Nachweis in
den vorgeschalteten Experimenten war wahrscheinlich auf eine zu geringe Transfektions-
effizienz zuriickzufuhren. Das rekombinante Protein konzentrierte sich in dichten Vesikeln im
Zytosol der Zellen. Diese Lokalisation liel3 vermuten, dass auch das rekombinant hergestellte
hTGF-B1 seinen Weg, wie alle sekretorischen Proteine, Uber das raue endoplasmatische
Retikulum und den Golgi-Komplex zur Zellmembran nimmt, um dort durch Exozytose in den

extrazellularen Raum abgegeben zu werden.

Im nachsten Schritt wurden Expressionskonstrukte kloniert, die das humane TGF-$1 mit dem
Flag-Oktapeptid fusionierten. In dem ersten Plasmid fehlten die letzten beiden fir Amino-

sauren kodierenden Sequenzen. Die Sekretionsrate war gering, sodass im Uberstand ein
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Proteinnachweis ohne Aufkonzentration der Proteine durch TCA-Fallung nicht moglich war.
Der pCMV-Tag4A-full-length-nTGF-31 Expressionsplasmid ermdglichte die Synthese des
vollstandigen 390 Aminosauren umfassenden Proteins. Die erhoffte Steigerung der Sekre-
tionsrate blieb aber aus. Deshalb musste vor allen weiteren Versuchen die Protein-
konzentration des Mediums durch TCA-Fallung oder Lyophilisation erhéht werden.

Die Western Blot Analysen zeigten eine Expression der Konstrukte sowohl in CHO als auch
in LX-2 Zellen. In den nicht reduzierten Zelllysaten lie} sich das Vorlauferprotein bei einem
Molekulargewicht von etwa 100 kDa nachweisen. Bei dem full-length Konstrukt stellte sich
aullerdem eine Bande bei 50 kDa dar, die vermutlich dem nicht durch Disulfidbriicken
verbundenen Vorlauferprotein entsprach. Nach Zugabe von DTT zeigte sich in allen Proben
allein eine 50 kDa Bande. Im Zelllysat war das mature hTGF-B1-Flag nicht nachweisbar.
Schon Miyazono et al. berichteten 1991, dass sie intrazellular kein matures TGF-B1 nach-
weisen konnten, und vermuteten, dass die TGF-1 Prozessierung intrazellular sehr ineffizient
ablauft [72].

Die unbehandelten Uberstéande zeigten im Western Blot eine breite Bande zwischen 90 und
120 kDa, die das glykosylierte dimere hTGF-pB1-Flag-Vorlauferprotein kennzeichnete. Unter
reduzierenden Bedingungen verschwand diese Bande. Dafiir erschien die Pro-hTGF-p1-
Flag-Bande bei etwa 50 kDa und die Bande des maturen hTGF-B1-Flag bei etwa 13 kDa.
Die Bande des monomeren Pro-hTGF-B1-Flag setzte sich bei den Western Blots der CHO

Zelliberstande aus zwei Banden zusammen.

Insgesamt stimmten die Ergebnisse, d.h. die detektierbaren Proteine und ihre Molekular-
gewichte, mit den in der Literatur beschriebenen Beobachtungen Uberein. Die Pro-Region
B1-LAP konnte bei den Experimenten nicht detektiert werden, weil die verwendeten Anti-
korper gegen die C-terminal fusionierten Oligopeptide EGFP bzw. Flag-Tag gerichtet waren,

welche nach Endoproteolyse vom 31-LAP abgespalten wurden.

6.2.2 Einflusse von Furin und LTBP-1 auf die hTGF-B1 Synthese, Prozessierung
und Sekretion

Die Ko-Expression von hTGF-p1-Flag mit Furin und/oder LTBP-1 sollte zum einen die Menge
des vollstandig prozessierten hTGF-1 erhéhen und zum anderen weitere Erkenntnisse Uber
die Rolle dieser Proteine bei der hnTGF-1 Synthese, Prozessierung und Sekretion bringen.
Wie Experimente mit I6slichen TGF-B1 Rezeptoren zeigen, kann die Suppression von
biologisch aktivem hTGF-B1 den Fibroseprozess hemmen [41,42]. Folglich sind prinzipiell
alle an der hTGF-B1 Synthese beteiligten Proteine mdgliche Angriffspunkte in der Therapie

fibrosierender Erkrankungen.
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Gentry et al. schlossen 1988 aus ihren Ergebnissen, dass CHO Zellen die Proteasen, welche
fur die korrekte TGF-B1 Prozessierung notwendig sind, exprimieren, stellten aber auch fest,
dass ein Teil der Pro-Region uber Disulfidbriicken mit dem TGF-B1 verbunden bleibt. Sie
vermuteten, dass Cys-33 der Pro-Region eine Disulfidbriicke mit einem Cysteinrest des
maturen Proteins ausbildet. Sie machten die hohe Menge sezernierten Proteins flir das
unphysiologische cross-linking verantwortlich [66]. Im selben Jahr machten Miyazono et al.
die Beobachtung, dass von humanen Thrombozyten synthetisiertes TGF-B1 an ein hoch-
molekulares Protein gebunden vorliegt. Sie stellten fest, dass die TGF-$1 Pro-Region nach
Proteolyse nicht kovalent mit TGF-p1 verbunden bleibt und Uber eine Disulfidbriicke mit
einem 126-160 kDa schweren Bindungsprotein verknUpft wird [61]. Kanzaki et al. stellten
1990 die Hypothese auf, dass dieses TGF-B1 Bindungsprotein an der proteolytischen
Prozessierung von TGF-B1 beteiligt ist [156]. Bei Experimenten mit HEL Zellen beobachteten
Miyazono et al. wie Gentry et al. 1988, dass ein Teil des TGF-B1 ungespalten sezerniert
wird. Sie stellten fest, dass Pro-TGF-B1 in Abwesenheit des Bindungsproteins LTBP-1 in
unprozessierter Form langer in der Zelle nachzuweisen ist und langsamer sezerniert wird, als
an LTBP-1 gebundenes TGF-p1. Die Experimente ergaben, dass ungebundenes TGF-1 in
den cis-Golgi Zisternen zurlickbleibt und der Transport von dort auch in andere Zell-
organellen oder zum Abbau in Lysosomen erfolgen kann. Aulierdem zeigten sie, dass sich
die unphysiologische Disulfidbriicke nur ohne LTBP-1 bildet. Sie vermuteten, dass Cys-33 in
Anwesenheit von LTBP-1 Uber Disulfidbriicken mit diesem verknipft wird. Erfolgt diese
Reaktion nicht, kann Cys-33 eine kovalente Bindung mit einem Cysteinrest des TGF-$1
ausbilden. Daraus schlossen sie, dass LTBP-1 eine groRe Rolle bei intrazellularem
Transport, Prozessierung und Sekretion von TGF-1 spielt [601,66]. Zou et al. generierten
2004 ein TGF-B1 Konstrukt, bei dem Cys-33 durch Serin substituiert wurde, und erhéhten die
Expressionsrate durch Austausch der leader sequence durch die von Ratten Albumin. Auf
diese Weise konnten sie in CHO und COS Zellen groRe Mengen biologisch aktiven TGF-31
herstellen und folgerten, dass LTBP keinen Einfluss auf TGF-B1 Faltung und Sekretion hat
[154]. Allerdings war die unphysiologische Ausbildung der Disulfidbricke wegen der Cys-33
Substitution und damit die Produktion von hauptséchlich biologisch inaktiven TGF-B1 nicht
moglich. Drews et al. konnten 2007 zeigen, dass die Ko-Expression von hTGF-1 und Furin

zu einem Anstieg der hTGF-B1-Konzentration im Medium fihrt [157].

Dubois et al. stellten 1995 fest, dass Furin defiziente LoVo Zellen TGF-f1 nicht prozessieren
kénnen. Im Uberstand war nur das Pro-TGF-B1 nachzuweisen. Bei Ko-Expression von
TGF-B1 und Furin verschwand die 55 kDa Bande des Vorlauferproteins und die 44 kDa
Bande des B1-LAP und die 12,5 kDa Bande des TGF-$1 Monomers erschienen [67]. Ayoubi
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et al. konnten 1996 zeigen, dass CHO Zellen, welche die subtilisin/kexin-like Serin-Endo-
protease Furin stabil Gberexprimieren, voll biologisch aktives TGF-f1 produzieren kénnen
[153]. Dubois et al. bewiesen 2001, dass Furin das wichtigste TGF-$1 Converting Enzyme
darstellt [68].

Bei der Interpretation der dieser Arbeit zugrundeliegenden Zellkulturexperimente missen die
Ergebnisse der Western Blot und ELISA Analysen zusammen betrachtet werden. Die
Western Blots zeigen welche hTGF-B1-Flag-Proteine in Zelllysaten und Uberstanden
detektiert werden kénnen. Bei Ko-Expression von hTGF-B1-Flag mit Furin und/oder LTBP-1
konnte beurteilt werden, ob sich die Vorlauferproteinkonzentration und/oder die Menge des
matures hTGF-B1-Flag verandert. Im ELISA konnte nicht zwischen Pro-hTGF-B1-Flag und
hTGF-p1-Flag differenziert werden. Weil der Flag-ELISA fur diese Experimente neu etabliert
wurde, ist auflerdem nicht bekannt, ob dieser beide Proteine in gleicher Gewichtung
detektiert oder ob die hTGF-B1-Flag-Konzentration die Absorption mehr oder weniger

beeinflusst als die Konzentration des Pro-Proteins.

Die Ko-Expression von hTGF-B1-Flag, Furin und/oder LTBP-1 in CHO Zellen steigerte
sowohl die hTGF-B1-Flag-Konzentration im Zelllysat als auch im Uberstand. Dies konnte
durch Western Blot Analysen festgestellt und durch den Flag-ELISA bewiesen werden.
Aulerdem zeigten die zusatzlich mit Furin transfizierten Zellen im Western Blot der
Uberstande den selektiven Verlust einer der Pro-hTGF-B1-Flag-Banden. Dabei verschwand
der héhermolekulare Anteil der Doppelbanden. Warum das Vorlauferprotein als Doppel-
bande imponierte und warum nur ein Teil durch enzymatische Proteolyse mittels Furin
gespalten werden konnte, bleibt unklar. Bei Furin Ko-Expression war die Abnahme der
hTGF-B1-Flag-Vorlauferproteinkonzentration und die simultane Zunahme des maturen
hTGF-B1-Flag erwarten worden. Die Steigerung der Syntheserate hingegen war Uber-
raschend.

Weil LTBP-1 eine Aufgabe bei Transport, Prozessierung und Sekretion von TGF-B1 zuge-
sprochen wird, hatte man bei LTBP-1 und hTGF-pB1-Flag Ko-Expression vermutet, dass der
Anteil des unprozessierten Proteins im Uberstand abnimmt und/oder dass die Sekretionsrate
bei gleichzeitiger Abnahme der intrazellularen hTGF-B1-Flag-Konzentrationen steigt. In den
Experimenten konnte aber keine vermehrte Sekretion nachgewiesen werden. Die gesteigerte
extrazellulare hTGF-B1-Flag-Konzentration schien vielmehr Folge der signifikant erhdhten
intrazellularen Konzentration zu sein.

In der Literatur ist ein Einfluss von Furin und LTBP-1 auf die hTGF-$1 Genexpression
beschrieben. Eine Modulation auf Genebene war in diesem Fall aber nicht méglich, weil das

hTGF-B1 Gen dieses Expressionsplasmids unter der Kontrolle des CMV-Promotors stand,
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der konstitutiv aktiv war. Eine Stabilisierung der mRNA ist ebenfalls unwahrscheinlich, weil
Furin und LTBP-1 nicht im Zytosol, sondern uberwiegend in Zellorganellen lokalisiert sind.
Folglich mussen Furin und LTBP-1 ko- oder post-translationale Abschnitte des hTGF-$1
Syntheseweges beeinflussen. Miyazono et al. beschrieben 1992, dass nicht an LTBP-1
gebundenes TGF-B1 in den cis-Golgi Zisternen zuriickbleibt und von dort zum Abbau in
Lysosomen transportiert werden kann [74]. Folglich ware also mdglich, dass LTBP-1 die

Proteinstruktur stabilisiert und die Degradierung verhindert.

Uberraschend war, dass die Einfliisse von Furin und LTBP-1 in beiden Zellsystemen
unterschiedlich waren. In Western Blot und ELISA Analysen der LX-2 Zellproben konnte
keine Zunahme der hTGF-B1-Flag Synthese und Sekretion nachgewiesen werden. Statt
dessen wurde eine Abnahme sowohl der intrazellular als auch der extrazellular
detektierbaren hTGF-pB1-Flag-Proteinmenge beobachtet. Dabei schien ebenfalls der
Syntheseweg und nicht die Sekretion moduliert zu werden. Die Konzentration im Uberstand
nahm bei allen Versuchen simultan zu der intrazellularen Konzentration ab. Dabei variierte
die prozentuale Senkung der Synthese der einzelnen Proben. In manchen Versuchen war
die Konzentration in allen ko-transfizierten Proben gleichermalien supprimiert, in anderen
nahm die messbare Menge am meisten in der dreifach transfizierten Probe, weniger in der
Furin ko-exprimierenden und fast gar nicht in der zusatzlich LTBP-1 Uberexprimierenden
Probe ab. Die mit Furin Konstrukt ko-transfizierten Zellen zeigten wie erwartet ein
vollstandiges Verschinden der Pro-hTGF-B1-Flag-Bande in den Western Blots der
Uberstande. Diese Beobachtung unterstreicht die Rolle von Furin als hTGF-p1 Converting

Enzyme.

Auf welcher Ebene Furin und LTBP-1 ihre noch unbekannte modulierende Wirkung auf die
hTGF-B1 Syntheserate entfalten und warum die hTGF-B1-Konzentration in einer Zelllinie

steigt und in einer anderen abnimmt, sollte Gegenstand weiterfihrender Experimente sein.

6.2.3 Einflisse der hTGF-B1 Signalsequenzpolymorphismen auf die hTGF-31
Synthese und Sekretion
Verschiedenste Fallstudien haben wie in Abschnitt 6.1.2 beschrieben einen Einfluss der
SNPs in der Signhalsequenz des humanen TGF-B1 Gens auf die Leberfibroseprogression
nachweisen kdnnen. In vivo spielen beim interindividuell variablen Krankheitsverlauf
allerdings zusatzlich viele andere Faktoren eine Rolle. Das Zusammenspiel mehrerer Gene,
Gen-Umweltinteraktionen und Storfaktoren wie Lebenswandel, Medikation und Komorbi-
ditdten muissen berlcksichtigt werden, kdnnen aber in die statistische Auswertung nicht

vollstandig einbezogen werden. Auch das ,linkage disequilibrium* als mdgliche Fehlerquelle
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muss in Betracht gezogen werden. Deshalb kénnen die Ergebnisse von Populationsstudien
nicht ohne Kritik auf den klinischen Alltag Ubertragen werden.

Die in vitro Experimente sollten Aufschluss Uber die Auswirkungen der SNPs an Position
+869 und +915 des hTGF-f1 Gens im Bereich der Signalsequenz geben. In der Zellkultur
konnten Einflisse anderer Gene ausgeschlossen und die Umweltfaktoren durch konstante

Kulturbedingungen normiert werden.

Die drei in vivo vorkommenden Haplotypen der hTGF-B1 Signalsequenz (10Leu/25Arg,
10Pro/25Pro, 10Pro/25Arg) wurden in den pCMV-Tag4A-full-length-hTGF-B1 Expressions-
vektor kloniert. CHO und LX-2 Zellen wurden mit 2ug dieser Plasmide transfiziert und 48
Stunden kultiviert. Die Transfektion erfolgte bei hoher Zelldichte. 24 Stunden nach
Transfektion wurde die FKS-Konzentration des Mediums auf 0,2% herabgesetzt.
AnschlieRende Western Blot und ELISA Analysen ergaben eine Abnahme der messbaren
hTGF-B1-Flag-Konzentration sowohl in den Zelllysaten als auch in den Uberstdnden. Im
ELISA zeigte sich eine statistisch signifikante Abnahme der bei 450nm bestimmten
Absorption durch die Polymorphismen. Dabei filhrte die simultane Nukleotidsubstitution in
Codon 10 und Codon 25 zu einer Reduktion der Absorption auf das 0,76+0,004-fache bei
den Zelllysaten der CHO Zellen und auf das 0,68+0,15-fache bei den Zelllysaten der LX-2
Zellen. Diese Differenzen waren signifikant mit p=0,0015 bzw. p=0,0407. Der 10Pro/25Arg
Genotyp senkte die Absorption der Proben der Zelllysate bei den CHO auf das 0,43+0,09-
fache und bei den LX-2 Zellen auf das 0,57+0,003-fache. Es ergab sich eine Signifikanz von
p=0,001 bzw. p<0,0001. Bei den ELISA Analysen der Uberstande zeigte der 10Pro/25Pro
Genotyp im Falle der CHO Zellen das 0,56%0,12-fache der Absorption des 10Leu/25Arg
Genotyps mit p=0,0049. Bei den LX-2 Zellen flihrte die Nukleotidsubstitution in Codon 10
und Codon 25 zur Senkung der Absorption auf das 0,57+0,13-fache mit p=0,0088. Der
Genotyp 10Pro/25Arg reduzierte die gemessenen Werte auf das 0,47+0,003-fache bei CHO
und auf das 0,42+0,13-fache bei LX-2 Zellen mit p<0,0001 bzw. p=0,0036. Insgesamt senkte
die alleinige Nukleotidsubstitution an Position +869 die Absorption der Zelllysate und
Uberstande beider Zelllinien tendenziell mehr als ein Austausch an Position +869 und
Position +915.

Es muss darauf hingewiesen werden, dass die Auswirkungen der SNPs bei den hier
durchgefuhrten Experimenten streng von den Kulturbedingungen abhangig waren. Eine
Transfektion bei sehr hoher Zelldichte und die Reduktion der FKS-Konzentration nach 24
Stunden fihrten zu einem reproduzierbaren Abfall der hTGF-f1-Flag-Konzentrationen durch
die SNPs.

Awad et al. kamen bei Experimenten mit humanen Lymphozyten ebenfalls zu dem Ergebnis,

dass in vitro zur TGF-B1 Synthese stimulierte Lymphozyten mit dem Genotyp Arg25Arg mehr
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hTGF-B1 sezernieren als die mit dem Genotyp Arg25Pro. Die im Medium gemessene
hTGF-B1-Konzentration war bei Lymphozyten mit homozygotem Genotyp signifikant hdher
als bei heterozygotem Genotyp. Danach wurde der Arg25Arg Genotyp als ,high producer”
und der Arg25Pro Genotyp als ,low producer” bezeichnet [158]. Gewaltig et al. stellten fest,
dass die in Thrombozyten-freiem Serum gemessene hTGF-B1-Konzentration bei Arg25Arg-
Patienten signifikant hoher ist als die bei Arg25Pro-Patienten. Sie fanden aul3erdem, dass
die hTGF-B1 Serumkonzentration bei Leu10Leu-Patienten hoher ist als die bei Pro10Pro-
Patienten. Dieser Unterschied erreichte allerdings keine statistische Signifikanz [147].
Dunning et al. machten bei der Transfektion von HeLa Zellen mit TGF-1 Kontrukten, die in
Codon 10 entweder fur Leucin oder fur Prolin kodierten, die Beobachtung, dass 10Pro mit
einer erhdhten TGF-B1 Sekretionsrate assoziiert ist [159]. Allerdings analysierten Dunning et

al. nicht den Polymorphismus an Stelle +915 des TGF-B1 Gens.

Die zitierten Arbeitsgruppen untersuchten allein die sezernierte TGF-p1 Menge. In den von
mir durchgefiihrten Experimenten wurden zusatzlich die intrazelluldaren hTGF-p1 Konzentra-
tionen verglichen. Die Ergebnisse zeigten, dass nicht die Sekretion, sondern die Synthese-
rate moduliert wird. Die SNPs in Position +869 und +915 filhren zu einer Suppression der
hTGF-B1 Synthese.

Die beiden Polymorphismen liegen im Bereich der Signalsequenz, welche fur den Transport
des sekretorischen Proteins in das raue endoplasmatische Retikulum (rER) verantwortlich
ist. Verlasst das Signalpeptid das Ribosom, wird es von einem Signalerkennungspartikel
gebunden. Die Proteinbiosynthese wird unterbrochen bis der Erkennungspartikel Uber einen
Rezeptor an die Membran des rER andockt und Signalpeptid mit Ribosom an das
Translocon abgibt. Nach Translokation in das Lumen wird das Signalpeptid durch eine
Signalpeptidase abgespalten.

Die SNPs kdnnten theoretisch auf RNA und/oder auf DNA Ebenen wirken:

Wie Abb. 58 zeigt, konnten die Nukleotidsubstitutionen an Stelle +869 von Thymin zu
Cytosin und an Position +915 von Guanin zu Cytosin die mRNA Faltung verandern. Eine
neue mMRNA Struktur kdnnte die Transkription sowie die Stabilitat oder die Translationsrate
beeinflussen.

Zudem fuhren die Polymorphismen zu einem Aminosaureaustausch wahrend der Trans-
lation. An 10. Stelle wird statt Leucin Prolin und an 25. Stelle statt Arginin Prolin eingebaut.
Das hTGF-B1 Signalpeptid setzt sich aus einer polaren C-terminalen Region, einer zentralen
hydrophoben Doméane und einem positiven N-terminalen Abschnitt zusammen. Ein
Aminosaureaustausch kénnte zu einer Stérung der Sekundar- und Tertidrstruktur des

Peptids flhren.
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Abb. 58: mRNA Strukturen.
Dargestellt sind die wahrscheinlichsten mRNA-Sekundarstrukturen, berechnet mit einem auf der
Internetseite http://frontend.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/cgi-bin/rna-from1.cgi frei verfiigbarem
Programm. Es ist deutlich zu erkennen, dass die Nukleotidsubstitutionen theoretisch die mRNA
Faltung beeinflussen kénnen.
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Der SNP in Codon 10 fuhrt zur Substitution des hydrophoben Leucins durch das kleinere,
neutrale Prolin. Dieser Austausch kénnte die zentrale a-Helix-Struktur zerstéren und den
Transport durch die Membran des rauen endoplasmatischen Retikulums behindern.

Die 25. Aminosaure liegt am C-Terminus der Signalsequenz. Die grolde, basische Amino-
saure Arginin wird durch das kleine, apolare Prolin ersetzt, was einen direkten Einfluss auf
die Schnittstelle zwischen der 29. und 30. Aminosaure haben kdnnte.

Insgesamt kénnten die Aminosauresubstitutionen die Wechselwirkung zwischen Signal-
erkennungspartikel und Signalpeptid, den Transport zum rER, die Interaktion mit dem
Translocon, die Translokation in des rER oder die proteolytische Abspaltung des Signal-
peptids beeinflussen.

An welcher Stelle die Polymorphismen eingreifen und warum die Kulturbedingungen eine
grolke Rolle spielen, muss in weiterflihrenden Experimenten analysiert werden. So misste
z.B. Uberprift werden, ob die intrazellulare mRNA-Konzentration durch die Nucleotid-

substitutionen beeinflusst wird.
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6.3  Schlussfolgerung

In meinen Experimenten wurde der Einfluss von hTGF-$1 Polymorphismen auf die Fibrose-
progression in vivo und auf die hTGF-B1 Synthese und Sekretion in vitro untersucht.
AuBerdem wurden die Rollen von Furin und LTBP-1 bei der hTGF-$1 Synthese, Prozes-

sierung und Sekretion analysiert.

Die Fallstudie ergab eine Assoziation zwischen dem Promotorpolymorphismus und dem
Fibrosegrad sowie einen Einfluss der Art des Polymorphismus in Codon 10 auf die
Fibroseprogression. Das T-Allel des TGF-B1-Promotors zeigte eine héhere Frequenz bei den
Patienten mit milder Fibrose. Patienten mit dem Genotyp Leu10Pro wiesen durchschnittlich
eine schwerere Fibrose auf als Homozygote. Daneben konnten Kopplungen der einzelnen
Polymorphismen festgestellt werden.

Ein in der Literatur beschriebener Einfluss des SNP in Codon 25 konnte nicht bewiesen
werden. Durch die strenge Kopplung der beiden Polymorphismen ist allerdings schwer zu
entscheiden, ob die in Fallkontrollstudien fir den SNP in Codon 25 beschriebenen
Beobachtungen eigentlich den Einfluss des Polymorphismus in Codon 10 widerspiegeln,
oder ob beide Polymorphismen Auswirkungen haben und das Ergebnis der vorliegenden
Studie falsch negativ ausfallt.

Der Polymorphismus an Position =509 kénnte durch Modifikation der Transkription wirken.
Allerdings konnte die Auswirkung dieser Nukleotidsubstitution in den weiterfihrenden
Experimenten nicht untersucht werden, weil in den verwendeten Expressionsplasmiden der
hTGF-B1-Promotor durch den CMV-Promotor ersetzt wurde.

Die Einflisse der Signalsequenzpolymorphismen wurden in den Zellkulturexperimenten
analysiert. Sowohl der 10Pro/25Arg Genotyp als auch der 10Pro/25Pro Genotyp zeigten eine
signifikant niedrigere hTGF-B1 Synthese und Sekretion als der 10Leu/25Arg Genotyp. Es
konnte nicht sicher differenziert werden, ob allein die Nukleotidsubstitution an Position +869
fir die verminderte hTGF-B1 Synthese verantwortlich ist, oder ob auch die Nukleotid-
substitution an Position +915 die Syntheserate modifiziert. Auffallend war, dass Zellen mit
dem 10Pro/25Arg Genotyp tendenziell niedrigere intrazelluldre und extrazellulare hTGF-p1-

Konzentrationen aufwiesen als die mit dem 10Pro/25Pro Genotyp.

Weil TGF-B1 neben PDGF den wichtigsten pro-fiborogenen Mediator in der Entwicklung von
Organfibrosen darstellt, ware nach den Ergebnissen der in vitro Experimente zu erwarten
gewesen, dass Patienten, die in Codon 25 und/oder Codon 10 fur Prolin kodieren, eine
mildere Fibrose aufweisen. Statt dessen konnte fir die Art des Polymorphismus in Codon 25
kein signifikanter Einfluss auf das Fibrosestadium nachgewiesen werden und die Hetero-

zygotenhaufigkeit in Codon 10 war in der Gruppe ,schwere Fibrose® héher als in der Gruppe
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.,milde Fibrose“. Da in den Zellkulturexperimenten leider keine Heterozygotie simuliert
werden konnte, ist nicht bekannt, welchen Einfluss die Kombination beider Allele auf die
hTGF-B1 Synthese hat.

Warum eine niedrigere TGF-B1 Syntheserate keinen protektiven Effekt hat, kdnnte vielfaltige
Ursachen haben. Zum einen stimmt die sezernierte TGF-B1 Menge nicht unbedingt mit der
des biologisch aktiven Zytokins Uberein, zum anderen konnte ein Organismus, der an
niedrigere basale TGF-B1 Spiegel adaptiert ist, empfindlicher auf einen pathologischen
Konzentrationsanstieg reagieren. Da die beobachteten Ergebnisse aufllerdem von den
Kulturbedingungen abhangig waren, kdonnten die SNPs in einzelnen Geweben und unter
physiologischen und pathologischen Verhaltnissen unterschiedliche intrazellulare
Auswirkungen haben. Die Effekte der Polymorphismen koénnten durch die TGF-p1
Syntheserate, den Zellzyklus, das Nahrstoff- und Sauerstoffangebot sowie verschiedenste
Stressoren moduliert werden. Diese Komplexitat kénnte die sehr variablen Ergebnissen der

publizierten Populationsstudien erklaren.

In weiteren Experimenten wurde der Einfluss der Endoprotease Furin und des TGF-31
Bindungsproteins LTBP-1 auf die hTGF-B1 Synthese, Prozessierung und Sekretion unter-
sucht. Die Ergebnisse legen nahe, dass Furin und LTBP-1 in CHO und LX-2 Zellen
unterschiedliche Funktionen ubernehmen.

Die Rolle von Furin als hTGF-f1 Converting Enzyme konnte in beiden Zelllinien bestatigt
werden. Die Menge des unprozessierten Vorlduferproteins nahm bei Furin Ko-Expression
sowohl in CHO als auch in LX-2 Zellen signifikant ab. Das von CHO Zellen sezernierte Pro-
hTGF-B1-Flag konnte aber nur zu einem Teil umgesetzt werden. Welche molekularen
Ursachen dem zugrunde liegen, bleibt unklar. Dagegen gaben LX-2 Zellen bei Furin
Uberexpression ausschlieBlich matures hTGF-B1-Flag ins Medium ab. Die Endoprotease
konnte in keiner der beiden Zelllinien intrazellular Pro-hTGF-B1-Flag umsetzten. Es ist zu
vermuten, dass B1-LAP erst wahrend oder unmittelbar nach Sekretion vom maturen Protein
abgespalten wird. Zudem fuhrte die Furin Ko-Expression in CHO Zellen zur Steigerung und
in LX-2 Zellen zur Suppression der hTGF-B1-Flag Synthese. Der Mechanismus ist noch
unbekannt.

Auch die LTBP-1 Uberexpression erhohte die hTGF-B1-Flag Synthese der CHO Zellen und
hemmte die hTGF-B1 Synthese der LX-2 Zellen. Demnach beeinflusst LTBP-1 nicht nur die
hTGF-B1 Sekretion, sondern auch die Effektivitat der intrazelluldren Proteinsynthese.

Furin und LTBP-1 nehmen vermutlich ko- oder post-translational, z.B. durch Anderung der
Proteinstabilitdt oder durch Modifikation des Proteinabbaus, Einfluss auf die hTGF-31
Synthese.
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Insgesamt konnte dargelegt werden, dass sowohl Furin als auch LTBP-1 noch unbekannte
modulierende Effekte auf Synthese, Prozessierung und Sekretion dieses multifunktinalen
Zytokins haben. Zudem konnte gezeigt werden, dass sie in verschiedenen Zelllinien
unterschiedliche Wirkungen entfalten. Deshalb ist zu vermuten, dass eine therapeutische
Beeinflussung dieses Systems in einzelnen Organen abweichende Konsequenzen hatte. Auf
welche Weise sie die intrazellulare hTGF-B1-Konzentration in CHO Zellen erhéhen und in

LX-2 Zellen senken, bedarf weiterer Analysen.

In der vorliegenden Arbeit konnte zudem aufgezeigt werden, dass der pCMV-Tag4A-full-
length-hTGF-B1 Expressionsplasmid ein gutes und hilfreiches Instrument zur Untersuchung
verschiedenster Einflisse auf die hTGF-B1 Synthese, Prozessierung und Sekretion darstellt.
Mit der hier durchgefliihrten Klonierung konnte die Grundlage flr viele weitere Experimente
gelegt werden, die unter anderem zur Klarung der physiologischen Funktion von hTGF-f1

Genpolymorphismen beitragen werden.
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