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2 Einleitung

2.1 Surfactant: Aufbau und Synthese

Surfactant steht fir ,surface active agent‘. Es handelt sich dabei um eine
oberflachenaktive Substanz, die von den alveolaren Typ-ll-Zellen und den Clarazellen
des Bronchiolarepithels gebildet wird. Zu etwa 90% besteht Surfactant aus Lipiden und
zu etwa 10% aus Proteinen. Die Proteine setzen sich aus den bisher vier identifizierten
Surfactantproteinen A, B, C und D (SP-A, SP-B, SP-C und SP-D) zusammen.

Die gesamte alveolare Oberflache der reifen menschlichen Lunge wird von einer
dunnen Flussigkeitsschicht bedeckt, auf der sich der Surfactant als einschichtige Lipid-
Protein-Schicht in Form eines Monolayers befindet. Die Halbwertszeit des Surfactants
betragt etwa 14-24 Stunden. Nach Synthese in den Typ-ll-Zellen werden die
Phospholipide und Proteine in lamellaren Korpern gespeichert und von hieraus in den
Alveolarraum sezerniert. Dort findet eine Umwandlung in das tubulare Myelin statt. Es
handelt sich dabei um eine hochorganisierte, gitterdhnliche Struktur, die durch ein
System dichtgepackter, rechtwinkliger Tubuli gekennzeichnet ist. Sie ist die
unmittelbare Vorstufe der funktionellen Surfactantschicht. Der Abbau erfolgt durch
Makrophagen und die Typ-ll-Zellen, wobei ein  Recycling einzelner

Surfactantkomponenten stattfindet.

2.2 Funktionen des Surfactants

Die Hauptfunktion des Surfactants ist die Herabsetzung der Oberflachenspannung der
Alveolen, die ohne Surfactant bei niedrigen Lungenvolumina kollabieren wirden
(erstmals 1957 von Clements beschrieben [1]). Surfactant verhindert somit
endexspiratorisch den alveolaren Kollaps und erleichtert inspiratorisch die
Lungenexpansion. Die Oberflachenspannung kommt dadurch zustande, dal3
intermolekulare Anziehungskréfte versuchen, die Oberflache der Alveole zu verkleinern
(Retraktion des Lungengewebes). Diese Kréfte sind nach dem LaPlace-Gesetz* um so
groler, je kleiner der Durchmesser der Alveole ist. Dadurch mussten kleinere Alveolen

zugunsten groBerer zusammenfallen. Der Oberflachenspannung wirkt der Surfactant

! LaPlace-Gesetz: P=2xT/r, P=Innendruck, T=Oberflachenspannung, r=Radius



jedoch durch eine Reduktion nahe Null entgegen. In den kleineren Alveolen wird dies

dadurch erreicht, dal3 die Phospholipide dichter gepackt sind als in den groRReren.

Eine weitere wichtige Funktion des Surfactants ist die lokale Immunabwehr der Lunge.
Allein die Tatsache, dal3 der Surfactant die gesamte alveolare Oberflache bedeckt, lafdt
vermuten, dal3 eine derartige Funktion vorliegt. Denn in dieser Position stellt die Lipid-
Protein-Schicht die erste Kontaktflache der Lunge mit eingeatmeten Erregern dar. Zwar
sind bzgl. der immunologischen Funktion noch viele Fragen offen, aber bereits 1973
konnten in vitro Versuche zeigen, dal} fir das intrazellulare Abtéten von Bakterien durch
Makrophagen das sog. ,alveolar lining material“ eine wichtige Rolle spielt [2]. Spater
wurde gezeigt, dafd u. a. der im ,alveolar lining material® vorhandene Surfactant daftr

verantwortlich ist [3, 4].

Eindricklich zeigt sich die Bedeutung des Surfactants fir die Lungenfunktion anhand
des Respiratory Distress Syndrome (RDS). Es handelt sich um die haufigste
Todesursache in der Neonatalperiode, die ursachlich durch einen Surfactantmangel
bedingt ist. Da die Bildung des Surfactants intrauterin erst ab der 23.
Entwicklungswoche beginnt und dessen Konzentration erst ab der 32. Woche
ausreichend hoch ist, steigt mit abnehmendem Gestationsalter die Inzidenz des RDS.
Bei einem Surfactantmangel entwickeln sich in den Lungen der Frihgeborenen
unmittelbar nach der Geburt zunehmende diffuse Atelektasen. Die alveolare
Minderbellftung fuhrt zu einer Hypoxie und zu einem Anstieg des CO.,-Partialdrucks.
Die Folgen sind eine systemische Hypotension und Vasokonstriktion der pulmonalen
Gefalle, die eine pulmonale Minderperfusion sowie die Ausbildung intrapulmonaler
Shunts und eines Rechts-Links-Shunts auf Vorhofebene (Foramen ovale) bzw. Uber
den Ductus arteriosus nach sich ziehen. Dadurch wird der pulmonale Metabolismus
erheblich eingeschrankt. Azidose, Hypoxie und der veranderte Lungenstoffwechsel

inhibieren wiederum die postnatal einsetzende de novo Synthese von Surfactant.

Ein weiteres Beispiel ist das Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS). Ursachlich
liegt zwar kein Surfactantmangel vor, im Verlauf der Erkrankung kommt es jedoch zur

Ausbildung eines proteinreichen Odems, das bei Beteiligung des alveolaren



Kompartimentes zu einer schweren Storung der Surfactantfunktion fihrt. Diese fuhrt
wiederum zu einer Abnahme der Compliance und zur Ausbildung von Atelektasen, die

fur die weitere Pathogenese von Bedeutung sind.

2.3 SP-B und seine Bedeutung fur die Lungenfunktion

SP-B wird durch ein aus 10 Introns und 11 Exons bestehendes Gen auf Chromosom 2
codiert, wobei Exon 6 und 7 das reife Protein codieren, das aus 78 Aminosauren
besteht und hydrophob ist. Das primare Translationsprodukt hat ein Molekulargewicht
von 42.000 Dalton und wird durch posttranslationale Modifikationen am carboxy- und

aminoterminalen Ende auf ein Gewicht von 8000 Dalton reduziert.

Trotz seines im Vergleich zu den Lipiden geringeren Anteils spielt SP-B fur die
Surfactantfunktion eine entscheidende Rolle. So ist SP-B an der Formation der
lamellaren Korper und des tubularen Myelins beteiligt und damit wichtig fir die Bildung
des Surfactants. Zudem fordert und beschleunigt SP-B die Adsorption, Ausbreitung,
Vermischung und Stabilisierung von Phospholipiden, was im Rahmen des Atemzyklus

unter wechselnden Anforderungen auferst wichtig ist.

Die Bedeutung von SP-B fur die Lungenfunktion laft sich anhand von in vivo
Untersuchungen an Tiermodellen demonstrieren. So weisen mit monoklonalen
Antikdrpern gegen SP-B behandelte neugeborene Kaninchen, eine deutlich reduzierte
Lungencompliance auf, einhergehend mit Entzindungen, L&sionen und reduzierten
Tidalvolumina [5, 6]. Besonders eindricklich sind Untersuchungen an homozygoten SP-
B knock-out Mausen, die unmittelbar nach der Geburt sterben [7]. Aber auch
heterozygote SP-B knock-out Mause mit einer 50%igen Reduktion des SP-B Gehaltes
weisen Verdnderungen der Lungenfunktion auf. So sind eine erniedrigte
Lungencompliance, ein mildes Airtrapping und eine Pradisposition gegeniber einem

hyperoxischen Lungenschaden festzustellen [7, 8, 9].

Vielleicht noch deutlicher wird die Bedeutung von SP-B bei Betrachtung der hereditaren
SP-B Defizienz. Es handelt sich um eine Erkrankung, die ohne Lungentransplantation

innerhalb des ersten Lebensjahres aufgrund eines Lungenversagens des

10



Termingeborenen zum Tode fuhrt [10]. In etwa 60% der Falle liegt ursachlich eine
homozygote Insertion von 2 Basen in Exon 4 (121ins2 Mutation) zugrunde, die einen
Rasterschub auslést [11,12]. Dieser fihrt zu einer vorzeitigen Termination der
Translation, so dal3 kein funktionsfahiges SP-B gebildet werden kann.

Ein weiteres Beispiel fur die Wichtigkeit von SP-B stellt die Behandlung des unter 2.2
beschriebenen RDS durch Surfactantprdparate dar. Die Behandlung des RDS mit
Surfactant ohne Zusatz von SP-B weist einen signifikant schlechteren Therapieerfolg
auf als die Behandlung mit Surfactant, das SP-B enthéalt [13]. Passend dazu konnte in
Tierstudien gezeigt werden, dal3 Surfactantpraparate, die SP-B und SP-C enthalten,
eine signifikant schnellere und gréRere Verbesserung der Lungenfunktion bedingen als
Praparate, die keines dieser Proteine enthalten [14, 15]. Ahnliches konnten Eijking et al.
zeigen [16]. Sie behandelten Surfactant-defiziente Ratten einerseits mit
Surfactantpraparaten, die Antikorper gegen SP-B und SP-C enthielten und andererseits
mit Praparaten ohne Antikorper. Im ersten Fall konnte im Gegensatz zum zweiten Fall

keine normale Lungenfunktion hergestellt werden.

2.4 5-flankierende Region des SP-B Gens

Die Transkription des SP-Gens wird durch die 5'-flankierende Region gesteuert und
reguliert. Eine Reihe von regulatorischen Elementen in der 5’-flankierenden Region des
SP-B Gens sind bereits identifiziert worden (s. Abb. 1). Eine Region umfasst die
Basenpaare von Nukleotid -107 bis -79 und gehoért zum Promotor. Sie enthalt zwei
Bindungselemente (cis-aktive Elemente, Bindungscluster) fur den Transkriptionsfaktor
TTF-1 (Thyroid transcription factor-1) und ein Bindungselement fir den
Transkriptionsfaktor HNF-3 (Hepatic nuclear factor-3) [17]. Eine weitere Region ist der
stromaufwarts gelegene Enhancerbereich, der zwischen Nukleotid -458 und -380
lokalisiert ist. Hier befinden sich drei cisaktive Elemente fur TTF-1 und drei fir den
Transkriptionsfaktor RAR (Retinsdurerezeptor), die als RARE (retinoic acid receptor

element) bezeichnet werden.
Fir die Transkription des SP-B Gens ist die Enhancerregion mit ihren RAREs und TTF-

1 Bindungselementen funktionell duf3erst wichtig. Das zeigen Transfektionsanalysen,

bei denen Mutationen der cisaktiven Elemente von TTF-1 zu einem signifikanten
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Ruckgang der Expressionsrate von SP-B fiihren [18]. Ein weiterer Hinweis sind in vitro
Untersuchungen der SP-B Expression bei mutierten RARES, die zu einer vollstandigen
Aufhebung oder zu einer deutlichen Reduktion eines stimulatorischen Effektes von
Retinsaure (RA) auf die SP-B Expression fuhren [19]. In Ubereinstimmung mit diesen
beiden Untersuchungen ist auch die Arbeit von Yang et al. an transgenen Mauslinien
mit fehlender Enhancerregion des SP-B Gens zu sehen, die eine starke Reduktion der
SP-B Expression in den Typ-ll-Zellen und einen vollstdndigen Verlust in den
Bronchiolarzellen aufweisen [20].

Bei der Regulation der Genexpression wird einerseits einer Interaktion der RAREs und
der TTF-1 Bindungselemente, andererseits einer Interaktion von Transkriptionsfaktoren
eine entscheidende Rolle zugeschrieben. So konnten Naltner et al. zum einen zeigen,
dal’ eine in vitro Mutation der TTF-1 Bindungselemente zu einer starken Reduktion oder
vollstandigen Aufhebung der Stimulation der SP-B Expression durch RA fuhrt. Zum
anderen fanden sie Hinweise, dal3 es unter Bildung eines Komplexes bestehend aus
TTF-1, RAR und Coaktivatoren (SRC-1, TIF2, ACTR, CBP, pl160) zu einer maximalen
Stimulation der SP-B Expression durch RA Uber alle RAREs und TTF-1 Elemente
kommt [19]. Passend dazu gelang Yan et al. ein direkter Nachweis einer Protein-Protein
Interaktion von TTF-1 und RAR [21]. Die Regulation der Transkription ist wichtig fur eine
korrekte raumliche und zeitliche Expression des SP-B Gens und damit fur die

zellspezifische Genexpression.

-470 -380
AGGTGGTGAGAGIGCCCTGGGTCIGCCCTTCCAGGGCTTGCCCTGGGTTAAGAGCCAGGCAGGAAGCTCTCAAGAGCATTGCTCAAGAGTA
RARE RARE TTF-1 /[RARE TTF-1 TTF-1

-458/453 -447/442 -434/4%1 |-432/427 -400/397 -387/384

Transkriptionsstartpunkt

+1
Enhancer TTF-1/
|-
>

<4— -458/384 HNF3
-107/79

Abb. 1. Schema der 5'-flankierenden Region des SP-B Gens
Die Zahlen geben die Position der Consensussequenz des jeweiligen
Transkriptionsfaktors an
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3 Fragestellung

Es ist bekannt, daf3 der Gehalt von SP-B mRNA in humanen Lungen individuell sehr
unterschiedlich ist [22]. Dies kénnte genetisch bedingt sein. Zahlreiche Polymorphismen
des SP-B Gens sind bisher beschrieben worden. Diese sind einerseits Uber einen
vorzeitigen Translationsabbruch oder eine veranderte Aminosaurenzusammensetzung
mit einer veranderten Funktion von SP-B assoziiert. Andererseits fihren sie Uber eine
reduzierte mMRNA Stabilitdt zu einer Reduktion des mRNA Gehaltes von SP-B [23].
Neben der mRNA-Stablitat kénnte eine individuell unterschiedliche Transkription des
SP-B Gens fir den individuell unterschiedlichen mRNA Gehalt verantwortlich sein.
Polymorphismen in der 5'-flankierenden Region sind eine mogliche Ursache fur eine
individuell unterschiedliche Transkription des SP-B Gens. Denn wie unter 2.4
beschrieben, kdnnen Veranderungen der cisaktiven Elemente in der 5-flankierenden
Region zumindest in vitro zu einer signifikanten Reduktion der Expression des SP-B
Gens fuhren. Untersuchungen zu funktionellen Bedeutungen von in vivo Mutationen der

5'-flankierenden Region existieren bislang noch keine.

Das Ziel der vorgesehenen Untersuchungen war es daher, in einem ersten Schritt
genetische Polymorphismen in der 5’-flankierenden Region des SP-B Gens zu
identifizieren und in einem zweiten Schritt deren funktionelle Bedeutung fir die

Transkription zu untersuchen.
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4.1

41.1

Material und Methoden

Material

Gerate
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Heizblock ,Thermostat 5320*
LICOR-Laserscanner ,,Odyssey*
Luminometer
PCR-Maschinen

»1hermocycler*

.1 Gradient"
Photometer ,Uvikon XL*
Schittelinkubator
UV-Lampe ,Gene Genius*
Waagen

,oartorius 2254

~Mettler PM 2000*
Wasserentionisierungsanlage
-Milli Q UF Plus*
Wasserbad ,Shake Temp SW 23*
Zentrifugen

.Biofuge fresco”

.Megafuge 1.0 R*

Heraeus, Hanau
BioRad, MlUnchen

Eppendorf, Hamburg
LICOR Biosciences, USA
Berthold, Bad Wildbad
BioRad, Munchen

BIO-Tek, Bad Friedrichshall
Edmund Buhler, Tubingen
Syngene, USA

Sartorius, Goéttingen
Mettler, Gottingen
Millipore, Eschborn

Julabo, Seelbach

Heraeus, Hanau



4.1.2 Chemikalien
Soweit nicht anders angegeben, wurden Chemikalien von den Firmen Difco (Detroit,
USA), Gibco BRL (Gaithersburg, USA), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) und Sigma
(Deisenhofen) verwendet.

4.1.3 Nukleotide, DNA-Gr6Renstandards

Alle verwendeten Leitern wurden von Roth (Karlsruhe, Deutschland) oder BiolLabs
(USA) bezogen, die Desoxyribonukleotide (dNTPs) von Promega (Mannheim,
Deutschland).

4.1.4 Enyzme
Proteinase K, QIAGEN (Hilden, Deutschland)

Restriktionsendonukleasen:
Alu I, Ban Il, Bgl Il, Fok I,Hae 1ll, Hha |, Hinf I, Hpa I, Nci I, Nhe | Pst I,
Sfil, Taq I, Promega (Mannheim, Deutschland)
Xba I, Biolabs (USA)

Tag-Polymerasen:
AmpliTaq, Perkin EImer (USA)
RedTaq, Sigma (Karlsruhe, Deutschland)

T4 DNA Ligase, BioLabs (USA)

4.1.5 Oligonukleotide

Die gelabelten Oligonukleotide fur die EMSA-Versuche wurden bei der Firma Metabion
(Martinsried, Deutschland), alle anderen verwendeten Oligonukleotide bei der Firma
Roth (Karlsruhe) bestellt.

4.1.6 Plasmide

CMV-B-gal-Plasmid, BD Biosciences Clontech (Heidelberg, Deutschland)

pGL3-Promotor Vector, Promega (Mannheim, Deutschland)
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4.1.7 Fertigsysteme

BioRad Assay System, BioRad (Miunchen, Deutschland)

Bright-Glo Luciferase Assay System, Promega (Mannheim, Deutschland)
EndoFree Plasmid Kit QIAGEN (Hilden, Deutschland)

PolyFect Transfection Reagent QIAGEN (Hilden, Deutschland)

QIAamp DNA Mini Kit, QIAGEN (Hilden, Deutschland)

QIAquick PCR Purification Kit, QIAGEN (Hilden, Deutschland)

4.1.8 Gele

Acrylamidgel 5-10% (nicht denaturierend)
5-10 ml 40% (38:2) Acrylamid, 4 ml 10x TBE, 26-31 ml H,0O,
400 ml APS 10%, 40 ml Temed

Agarosegel 1,2%-3%
1,29-3 g Agarose, ad 100 ml H,O

4.1.9 Puffer und Losungen

1x EMSA-Puffer
20 mM HEPES (pH 7,9), 70 mM KCI, 1 mM DTT, 1 mM EDTA,
12% Glycerol, 1 ug poly (dI-dC)

Hypotoner Puffer
10 mM HEPES (pH 7,9 bei 4°), 1,5 mM MgCl,, 10 mM KCI, 0,5 mM DTT,
0,2 mM PMSF, 2 mg/ml Aprotinin, 25 mg/ml Leupeptin

PCR-Puffer (magnesiumfrei), Perkin-Elmer (USA)

Puffer 1 (low salt buffer)
20 mM HEPES (pH 7,9 bei 4°C), 1,5 mM MgCl,, 0,02 mM KCI, 0,5 mM DTT, 0,2
mM PMSF, 2 mg/ml Aprotinin, 25 mg/ml Leupeptin, 0,2 mM EDTA, 25% Glycerol
Puffer 2 (high salt buffer)
20 mM HEPES (pH 7,9 bei 4°C), 1,5 mM MgCl,, 1 M KCI, 0,5 mM DTT,
0,2 mM PMSF, 2 mg/ml Aprotinin, 25 mg/ml Leupeptin, 0,2 mM EDTA,
25 % Glycerol
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1x T4 DNA Ligase Puffer:
50 mM Tris-HCI, 20 mM MgCl;, 10 mM DTT, 1 mM ATP, 25 pg/ml BSA

50x TAE Puffer Stammldsung
242 g Tris Base, 57,1 ml Eisessig, 37,2 g Na,EDTA, H,O bis 1000 ml

10x TBE Puffer Stamml6sung
108 g Tris Base, 55 g Borséaure, 40 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0,
H>O bis 1000 ml

10x TGE Puffer
0,25 M Tris Base, 1,9 M Glycin, 10 mM EDTA, H,O bis 1000 ml

4.1.10 Nahrmedien und Lésungen fur Bakterienkulturen
Ampicillin-Stammlésung
50 mg/ml in H,O

1x LB-Agar
10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl, 20 g Agar, pH 7,0 mit 5 N NaOH, H,0
bis Endvolumen 1000 ml, autoklavieren

1x LB-Medium
10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl, pH 7,0 mit 5 N NaOH,
H>O bis Endvolumen 1000 ml, autoklavieren

1x LB-Selektionsagar
LB-Agar + Ampicillin 50 mg filtersterilisiert

GTE-L6sung
50 mM Glucose, 25 mM Tris CI (pH 8,0), 10 mM EDTA

Kaliumacetatlésung
29,5 ml Eisessig, KOH bis pH 4,8, H,0 bis 100 ml Gesamtmenge
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NaOH/SDS-Ldsung
0,2 M NaOH, 1%SDS

SOC-Medium
20 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 0,5 g NaCl, autoklavieren, vor Gebrauch
Zugabe von 10 ml 1M MgCl,, 10 ml 1M MgSO,, 1 ml 2 M Glucoselésung

4.1.11 Nahrmedien und Lésungen fur Zellkulturen
All-trans Retinsaure

Amphotericin 0,1 mg/ml

DMSO, Merck (Darmstadt, Deutschland)

Fetales Kalberserum, PAA (Pasching, Osterreich)
L-Glutamin, PAA (Pasching, Osterreich)

PBS, Roche Diagnostics (Mannheim, Deutschland)
Penicillin 100 U/ml, Sigma (Karlsruhe, Deutschland)

RPMI 1640, Roche Diagnostics (Mannheim, Deutschland)
Trypsin, PAA (Pasching, Osterreich)

4.1.12 Bakterienstdmme
XL-1 blue competent cells (Stratagene, La Jolla, CA, USA)

4.1.13 Zelllinien
NCI H441, American Type Culture Collection (ATCC) (Manassas, VA, USA)

4.1.14 Verwendete Internet-Adressen

http://www.firstmarket.com/cgi-bin/cutter

http://searchlauncher.bcm.mc.edu/multi-align/multi-align.html
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4.2 Methoden

421 Patientengut

Zur Gewinnung von DNA wurde 53 Patienten des Klinikums Marburg 10 ml vengses
Blut abgenommen, das durch Zusatz von Citrat ungerinnbar gemacht wurde. Durch
Lagerung bei -20°C waren die Proben langere Zeit verfugbar. Jeder Probe wurde zur
Anonymisierung eine spezifische Nummer zugeordnet. Die Patienten befanden sich auf
verschiedenen Stationen aufgrund unterschiedlicher medizinischer Indikationen und
wurden zuféllig ausgewahlt. Die zur Aufnahme fuhrenden Erkrankungen waren zu 80%
pulmonaler Ursache, wobei 28% eine COPD, 13% ein Bronchialkarzinom und 10% eine
Pneumonie darstellten. Die restlichen pulmonalen Erkrankungen setzten sich aus
interstitiellen Lungenerkrankungen, Asthma bronchiale, pleuralen Erkrankungen und
Schlafapnoe zusammen. 20% der Patienten waren aus nicht pulmonalen Griinden im
Krankenhaus. Gemal den Richtlinien der Ethikkommission des Klinikums Marburg
erfolgte die Blutabnahme nach schriftlicher Aufklarung Gber Art und Umfang des
Projektes mit durch Unterschrift dokumentiertem Einverstandnis der Patienten.

4.2.2 Isolierung der genomischen DNA
Die Isolierung der DNA aus den Leukozyten erfolgte mit Hilfe des QIAamp DNA Mini
Kits laut Angaben des Herstellers. Verifiziert wurde das Ergebnis durch Auftrennung

von 5 ml des gewonnenen Eluates auf einem 1,2%igem Agarosegel.

4.2.3 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese dient der Auftrennung linearer DNA-Fragmente nach
ihrer GrolRe. Die Agarose bildet eine Netzstruktur, durch welche Nukleinsauren
aufgrund ihrer negativen Ladung in einem angelegten elektrischen Feld zur Anode

wandern. Grol3e Fragmente wandern dabei langsamer als kleine.

Zur Herstellung eines Agarosegels wurde Agarose durch Erhitzen im Mikrowellenherd
in Wasser gelost, nach Abkihlen auf etwa 60°C in einen Trager gegossen und ein
passender Kamm zur Bildung von Probetaschen eingesetzt. Nach dem Erstarren des
Gels auf einer horizontalen Flache, wurde der Kamm entfernt, der Trager in die mit TAE
und Ethidiumbromid gefillte Gelkammer eingesetzt und die mit Ladepuffer (1/6 des

Gesamtvolumens) versetzten Proben in die Taschen pipettiert. Da das
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Auflésungsvermdégen eines Gels hauptséchlich von der Dichte des Agarosenetzwerkes
und damit von der Konzentration des Agarosegels abhangt, wurden je nach Grol3e der
aufzutrennenden Fragmente Agarosegele mit unterschiedlichen Konzentrationen
verwendet. Diese schwankten zwischen 1,2% und 3%. Die Auftrennung erfolgte bei
etwa 120 V fur ein bis zwei Stunden. Die DNA-Banden lieRBen sich aufgrund der
Interaktion von Ethidiumbromid mit der DNA bei UV-Licht (312 nm) visualisieren. Zur
GroRReneinordnung der DNA-Fragmente wurden passende DNA-Grol3enstandards (sog.

.Leitern®) mit Angaben der DNA-Fragmentgrof3e in Basenpaaren (bp) verwendet.

4.2.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Amplifikation eines 1019 bp umfassenden Teilstlicks der 5'-flankierenden Region
des SP-B Gens erfolgte mit Hilfe der PCR. Dazu wurde mit den in Tabelle 1
aufgefuihrten Primern 1 und 2 gearbeitet. Bei ihrer Konstruktion wurde Bezug
genommen auf die von Pilot-Matias verdffentlichte Sequenz von SP-B [24]. Nach
Lieferung mussten die Primer zur Herstellung einer Stammldsung in PCR-Puffer ohne
MgCl, geldst werden, so dal3 sich eine Konzentration von 100 pmol/ml ergab. Fir die

PCR wurden die Primer jeweils im Verhaltnis 1:10 mit sterilem, destillierten Wasser

verdunnt.

Reagenzien Menge Konditionen

Puffer 10 pl 1) 95°C fur 2 min

Mg** 6 ul 2) 37 Zyklen: 95°C fiir 50 sec
dNTPs 5ul 60°C fur 50 sec
Primer 1 4 ul 72°C fur 50 sec
Primer 2 4 ul

Taq 0,5 ul

H,O 65,5 pl

DNA 5l

Tab.1: PCR-Ansatz mit den Primern 1 und 2
Primer 1: 5 - AGC CCC ATCTCTTTT CATCA-3’
Primer 2: 5’ - CAC TGC AGC AGG TGT GACTC -3’

Das Ansetzen der einzelnen Proben erfolgte ausschlie3lich auf Eis. Wie in Tab. 1
angegeben, wurden MgCl,, dNTPs und die jeweiligen Primer in Puffer und destilliertem
Wasser im aufgeflihrten Mengenverhaltnis geldst. Wegen der relativ hohen Gefahr der
Degradation durften die Primer nur moglichst kurz aufgetaut bleiben. Nach Hinzufligen
der Tag-Polymerase und gutem Mischen wurden die einzelnen Proben anschliel3end im
PCR-Thermocycler unter den aufgefihrten Konditionen inkubiert. Die anschliel3ende
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Uberprifung, ob die Sequenzen auch wirklich amplifiziert wurden, erfolgte durch

Auftrennung von jeweils 5 ml der Proben auf einem 1,2%igem Agarosegel.

Fur die richtige Wahl der Annealingtemperatur war es zweckmafig, PCRs mit einem
sog. ,Gradienten durchzufiihren. Dazu wurden PCR-Ansatze mit einer beliebigen
genomischen DNA im PCR-Cycler jeweils einer um zwei Grad abweichenden
Annealingtemperatur ausgesetzt. Anhand der Quallitat der einzelnen Banden war zu

erkennen, bei welcher Annealingtemperatur die Amplifikation optimal lief.

Um sicherzustellen, dal3 nicht mit kontaminierten Komponenten gearbeitet wurde,
erfolgte bei jeder Versuchsreihe das Ansetzen einer Probe ohne DNA
(Negativkontrolle). Bei der Visualisierung der Versuchsreihe war auf dem Gel bei nicht

kontaminierten Proben in der Reihe dieser Negativkontrolle keine Bande zu erwarten.

4.2.5 Reinigung der PCR-Produkte

Die Reinigung erfolgte mit Hilfe des QIAquick PCR purification Kit nach
Herstellerangaben. Mit dieser Methode konnten die PCR-Produkte von Primern,
Nukleotiden, Polymerasen und Salzen gereinigt werden. Zur Uberprifung der
erfolgreichen Reinigung wurden 5 ml der Proben auf einem Agarosegel aufgetrennt.

4.2.6 Restriktionsanalyse

Restriktionsenzyme spalten DNA an ganz bestimmten, meist palindromischen
Sequenzen. Wird durch eine Mutation einer oder mehrerer Basen diese Sequenz
verandert, so schneidet das betreffende Restriktionsenzym an dieser Stelle nicht mehr.
Umgekehrt kdnnen durch Mutationen neue Restriktionsstellen entstehen. Genomische
DNA-Abschnitte aus zwei verschiedenen, genetisch nicht identischen Individuen
konnen also nach einem Restriktionsverdau mit demselben Enzym Fragmente
unterschiedlicher Lange aufweisen (sog. ,Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus®
= RFLP).

Fur die RFLP-Analyse der mit den Primern 1 und 2 amplifizierten und anschlie3end
gereinigten 53 Proben wurden die in Tab. 2 aufgeflihrten Restriktionsenzyme
verwendet. Hierzu muf3ten die Proben in eine Losung aus BSA, Puffer und destilliertem
Wasser Uberfuhrt werden, bevor dann das jeweilige Enyzym hinzugegeben wurde. Tab.
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3 zeigt einen Reaktionsansatz fur ein beliebiges Restriktionsenzym. Um eine

vollstandige Spaltung sicher zu gewahrleisten, wurde Enzym im UberschulR zugegeben.

Die Aktivitdt eines Restriktionsenzyms ist wie folgt definiert: 1 U Enzym spaltet alle

vorhandenen spezifischen Spaltstellen in 1 mg DNA

optimalen Inkubationstemperatur.

in einer Stunde bei seiner

Enzym |Konditionen Erkennungssequenz
Alu | Verdau uber 5..AGvCT..3
Nacht bei 37°C 3..TCaGA..5
Ban Il | Verdau uber 5..G(A/G)GC(T/C)vC..3'
Nacht bei 37°C 3'..Ca (T/IC)CG(A/IG)G..5'
Hae Ill | Verdau Uber 5..GGvCC..3
Nacht bei 37°C 3'..CCaGG..5'
Fok I Verdau tber 5..GGATG(N)gv..3'
Nacht bei 37°C 3'..CCTAC(N)134..5'
Hhal |Verdau Uber 5..GCGvC..3
Nacht bei 37°C 3'..CaGCG..5'
Hinf | Verdau tber 5..GvATC..3
Nacht bei 37°C 3..CTNAAG..5
Hpall |Verdau Uber 5..CvCGG..3
Nacht bei 37°C 3'..GGCaC..5'
Nci | Verdau tber 5..CCv(C/G)GG..3
Nacht bei 37°C 3'..GG(G/C) aCC..5'
Pst | Verdau tber 5..CTGCAvG..3
Nacht bei 37°C 3..GAACGTC..5'
Sfi Verdau fir 3 h 5'..GGCC(N);,¥vNGGCC..3'
bei 50°C 3'..CCGGNa (N),CCGG..5'
Taq | Verdau fir 3 h 5. TvCGA..3
bei 65°C 3'..AGCaT..5'

Tab. 2: Fur die Restriktionsanalysen verwendete Enyzme

Reagenzien |Menge
Puffer X 5yl

BSA 5 ul
Enzym Z 3U=yul
H.0O (20-y) pl
DNA 10 pl

Tab. 3: Ansatz fur einen Verdau mit einem beliebigen Enzym Z aus Tab. 2
Puffer X ist der fur das jeweilige Enzym empfohlene Puffer laut Herstellerangaben
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Die Darstellung der Ergebnisse des jeweiligen Verdaus erfolgte durch die
Gelelektrophorese. Da fiur den Verdau mit Hae Ill, Alu I, Ban Il und Hinf | neben
gréReren Fragmenten von 200 bp bis 500 bp auch kleinere Stiicke von nur etwa 10 bp
bis 20 bp zu erwarten waren, mufite hier ein Gel ausgewahlt werden, mit dem sowohl
grof3e als auch kleine Fragmente in guter Qualitat dargestellt werden kdnnen. In diesen
Fallen wurde ein nicht denaturierendes Acrylamidgel verwendet. Fur den Verdau mit
den anderen Enzymen reichte es aus, die Gelelektrophorese mit einem 2-3%igem
Agarosegel durchzufthren.

4.2.7 Acrylamidgelelektrophorese

Zur Herstellung eines Acrylamidgels wurde zunachst 40%iges (38:2) Acrylamid mit 10x
TBE, APS 10% und Wasser gemischt. Nach Zugabe von Temed begann die
Polymerisation des Gels, so dall nach kurzem Durchmischen das Gel in einen
vertikalen Tréager gegossen und der Kamm zur Bildung der Probetaschen eingesetzt
werden konnte. Nach etwa einer Stunde war das Gel erstarrt und wurde vertikal in die
mit TBE und Ethidiumbromid beflllte Gelkammer plaziert. Nach einer Vorlaufzeit von
einer Stunde bei 200 V zur Ausrichtung der Polymere, wurden die mit einem Ladepuffer
(1/6 des Gesamtvolumens) versetzten Proben in die Taschen pipettiert. Verwendet
wurden Gele mit einer Konzentration zwischen 5 und 10 %. Die Proben wurden je nach
Acrylamidkonzentration und Grol3e der zuerwartenden DNA-Fragmente bei 140 bis 200
V zwischen 4 und 8 h aufgetrennt. Die Auswertung erfolgte wie bei den Agarosegelen
unter dem UV-Licht-Betrachter. Zur GroReneinordung wurde ein DNA-GréRenstandard

aufgetrennt.

4.2.8 Sequenzierung
Acht zuféllig ausgewahlte, mit den Primern 1 und 2 amplifizierte und anschliel3end
gereinigte DNA-Proben wurden zur Sequenzierung an die Firma Seqlab in Géttingen

geschickt.

4.2.9 Converted PCR

Es handelt sich bei der converted PCR um eine PCR mit Primern, die an wenigen
Stellen nicht passende Basen tragen, sog. ,mismatched Primer“. Die Primer sind jedoch
so spezifisch, dal3 sie auf jeden Fall an der gewlnschten Stelle binden. Die

amplifizierten Produkte enthalten dann eine leicht veranderte Basensequenz. Je nach
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Wahl der manipulierten Basen kann man dadurch Sequenzen amplifizieren, die
Schnittstellen fir bestimmte Enzyme enthalten. Im Falle einer Mutation im Bereich
dieser Schnittstelle, wird die amplifizierte Sequenz nicht geschnitten werden kdnnen. So
wurde es mdoglich, die 53 DNA-Proben auf die mittels Sequenzierung identifizierte

Mutation hin zu untersuchen.

Reagenzien Menge Konditionen

Puffer 10 pl 1) 95°C fur 2 min

Mg?* 6 ul 2) 37 Zyklen: 95°C fiir 30 sec
dNTPs 5 ul 60°C fr 30 sec
Primer 3 4 pl 72°C fur 30 sec
Primer 4 4 ul

Red-Taq 0,5 ul

H.O 65,5 pl

DNA 5l

Tab 4: PCR-Ansatz mit den Primern 3 und 4 fir eine converted PCR
Primer 3: 5 — GGA AGC TCT CAAGAG CATTGCT-3
Primer 4: 5 — GAG AGG GGT GGA GGG CATCT -3

Fur die converted PCR wurden die Primer 3 und 4 verwendet, wobei Primer 3 einen
mismatched Primer mit einer falschen Base darstellte. Dadurch entstanden bei der PCR
Amplifikate, die durch das Restriktionsenzym Xba | im Falle der Wildtypsequenz
geschnitten und im Falle der Mutationsequenz nicht geschnitten werden konnten. Die
Préaparation der Primer sowie das Ansetzen der einzelnen Proben entsprach der unter
4.2.4 beschriebenen Methode. Tab. 4 sind die Mengenverhdaltnisse der einzelnen
Komponenten, die Konditionen und die Sequenzen der Primer 3 und 4 zu entnehmen.
Als Matrize dienten die mit den Primern 1 und 2 gewonnenen Amplifikate, da die
converted PCR mit der isolierten genomischen DNA als Matrize nicht erfolgreich war.
AulRerdem wurde als Tag-Polymerase die Red-Tag-Polymerase verwendet. Der
Restriktionsverdau mit Xba | erfolgte entsprechend der unter 4.2.6 dargelegten
Methode.

4.2.10 Zellbiologische Methoden
Das Arbeiten mit der verwendeten Zelllinie erfolgte an Sterilbanken. Alle Glas- und
Metallgefal3e wurden vor Gebrauch autoklaviert. Losungen wurden, soweit mdglich, vor

Gebrauch bei 120 °C und einem Druck von 3 bar fir mindestens 20 min autoklaviert
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oder mit einem 0,2 um Filter sterilisiert. Die verwendeten Zellkulturschalen,

Kunststoffzentrifugenréhrchen und Plastikpipetten wurden bereits steril geliefert.

Gearbeitet wurde mit der Adenokarzinom-Zelllinie NCI H441 (H441-Zellen). Diese
stammt vermutlich von Clarazellen der Lunge ab und wachst adharent. Es wurden
Zellen der 56. Passage erworben. Sie waren in flissigem Stickstoff bei -180°C bzw. bei
Anlieferung auf Trockeneis gelagert. Zur Rekultivierung wurden die Zellen zunachst
unter dem Bunsenbrenner leicht angetaut und anschlieRend in RPMI-Medium, 10%
hitzeinaktiviertem fetalen Kalberserum, Penicillin (100 U/ml), Amphotericin B (0,1
mg/ml) und 2 mM L-Glutamin aufgel6st. Im nachsten Schritt wurde die Lésung 10 min
bei 1200 U/min zentrifugiert, die sich im Pellet befindlichen Zellen in 5 ml RPMI-Medium
tberfahrt und in einer mit 10 ml RPMI-Medium geflllten 100mm Schale zur Kultivierung
ausgesat. Die Kultivierung fand in wasserdampfgesattigter Atmosphare mit 5% CO,, bei

37°C statt. Das Kulturmedium wurde alle 2-4 Tage erneuert.

Einmal wochentlich bzw. bei einer geschatzten Zelldichte von 50-70% erfolgte das
Passagieren der Zellen mit dem Zweck der Ausdinnung. Hierzu wurde das Medium
abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen. Nach Entfernen des PBS wurden die
Zellen durch Zugabe von 5 ml Trypsin, gutes Durchmischen und Bebritung fir 5 min
bei 37°C im Brutschrank in Lésung gebracht. Danach wurde die enzymatische Reaktion
durch Zugabe von 10 ml Kulturmedium gehemmt. Je 5 ml der Losung konnten nun in 3
mit 10 ml RPMI-Medium befillte Schalen tberfuhrt werden. Nach 24 Stunden wurde
unter dem Mikroskop Uberprift, ob die Zellen auf der Schalenoberflache adharent

wuchsen.

4.2.11 Nukleare Extrakte

Fur die unter 4.2.12 beschriebenen EMSA-Versuche wurden nukledre Extrakte bendtigt,
deren Extraktion aus den H441-Zellen erfolgte. Diese wurden bis zu einer etwa
70%igen Konfluenz kultiviert, was durch Betrachtung unter dem Mikroskop abgeschétzt
wurde. Das Nahrmedium wurde entfernt, die Zellen einmalig mit PBS gewaschen und
mechanisch von der Oberflache der Kulturschalen entfernt. Nach 3 mindtiger
Zentrifugation bei 2000 U/min und 4°C wurde das entstandene Zellpellet in 500 pl
hypotonen Puffer resuspendiert und die LOosung fir 15 min auf Eis inkubiert. Die

Zellmembranen wurden anschlieBend durch Verwendung eines Dounce-
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Glashomogenisators und anschlielendes Vortexen fir 30 sec zerstort. Die
freigesetzten Zellkerne konnten nun durch Zentrifugation bei 16000 U/min und 4°C fur 5
min und anschlieBende Resuspension des entstandenen Pellets in 100 pl Puffer 1
isoliert werden. Anschliel3end erfolgte die tropfchenweise Zugabe von 100 pl Puffer 2
unter standigem Schutteln, die Inkubation bei 4°C fir 30 min und letztendlich eine
Zentrifugation bei 16000 U/min und 4°C fur 20 min, um letzte zellulare Bestandteile

durch Verwerfen des entstandenen Pellets entfernen zu kdnnen.

Die Konzentrationsbestimmung der nuklearen Extrakte erfolgte nach dem Bioradassay,

die Aufbewahrung nach Aliquotierung durch Einfrieren bei -80°C.

4.2.12 Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

Mit Hilfe dieser in vitro Methode ist es moglich, die Bindungsaktivititen eines
Transkriptionsfaktors an unterschiedlichen DNA-Sequenzen zu analysieren. Dazu
werden die zu untersuchenden DNA-Sequenzen in Form von doppelstrangigen und mit
radioaktiven oder fluoresziereden Markern gelabelten Oligonukleotiden mit nuklearen
Extrakten inkubiert. Im elektrischen Feld eines Acrylamidgels wandern die
Oligonukleotide mit entsprechenden Bindungsstellen fir Transkriptionsfaktoren aus
dem nukledren Extrakt aufgrund der Proteinbindung langsamer als die Oligonukleotide
ohne Bindungsstellen. Aul3erdem zeigen Oligonukleotide mit veranderter Sequenz im
Bereich der Bindungsstellen und dadurch bedingter reduzierter Bindungsaktivitat
gegenuber Oligonukleotiden mit korrekter Sequenz eine abgeschwachte
Signalintensitat. Der Nachweis der Spezifitat einer Bande fir die Bindung eines
bestimmten Transkriptionsfaktors aus dem nuklearen Extrakt an die Oligonukleotide
kann durch Zugabe von Kompetitoren in Form von nichtmarkierten spezifischen und
nichtspezifischen Oligonukleotiden im UberschuR erfolgen. Somit war es mdglich, die
gefundene Mutation im Hinblick auf die Bindungsaktivitat von TTF-1 im Vergleich zum

Wildtyp in vitro zu untersuchen.

Die mit Fluoreszenzfarbstoff markierten Oligonukleotide wurden von der Firma
Metabion bezogen. Diese umfassten die Consensussequenz der zwei am weitesten
stromabwaérts gelegenen TTF-1 Cluster der Enhancerregion von SP-B. Tab. 5 sind die
Sequenzen der markierten Oligonukleotide mit der Wildtyp- und der Mutationssequenz

in Sense- und Antisenseformation zu entnehmen. Ebenfalls zu entnehmen sind die
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Sequenzen der nichtmarkierten spezifischen und unspezifischen Oligonukleotide in
Sense- und Antisenseformation, die auch von der Firma Metabion bezogen wurden. Zur
Herstellung doppelstrangiger Oligonukleotide wurden jeweils 5 ml der komplementaren
einzelstrangigen Oligonukleotide (je 500pmol/ml) in 5 ml 1x PCR-Puffer und 35 ml
Wasser gelost, in einem PCR-Cycler 1 h inkubiert (fur jeweils 15 Minuten bei 85°C,
65°C, 37°C und schlie3lich 21°C) und anschlie3end auf Eis gelagert.

Oligonukleotid mit Sense 5'—- CTC TCA AGA GCATTG CTC AAAAGT AG -3
Mutation Antisense 5' - CTACTT_TTG AGC AAT GCT CTT GAG AG - 3
Oligonukleotid mit Sense 5'—- CTC TCA AGA GCATTG CTC AAG AGT AG - 3
Wildtypsequenz Antisense 5' - CTA CTC TTG AGC AAT GCT CTT GAG AG - 3

Spezifischer Inhibitor Sense 5'— CTC TCA AGA GCATTG CTC AAG AGT AG -3
Antisense 5' - CTA CTC TTG AGC AAT GCT CTT GAG AG - 3'
Unspezifischer Inhibitor | Sense 5'—= GCATTG CTA TCC AGT AGA GGG - 3

Antisense 5'— CCC TCT ACT GGA TAG ACC TGC - 3

Tab. 5: Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide
Die Consensussequenzen fir TTF-1 sind jeweils unterstrichen

Fur die EMSA-Ansatze wurden jeweils 0,2 ng Oligonukleotide mit 10 mg der nuklearen
Extrakte in 20 yl EMSA-Puffer bei 37°C fir 5 min inkubiert. Anschlieend wurde der
DNA-Protein-Komplex auf ein 5%iges nicht denaturierendes Acrylamidgel aufgetragen
und far 4 h bei 200 V aufgetrennt. Da die fluoreszierenden Marker unter Licht innerhalb
kurzer Zeit ihre fluoreszierende Eigenschaft verlieren, muf3ten das Ansetzen, die
Inkubation und die elektrophoretische Auftrennung in der Dunkelkammer stattfinden.

Die Auswertung erfolgte mit dem Odyssey-Scanner von LICOR.

4.2.13 Klonierung

Fur die unter 4.2.14 beschriebenen Transfektionsversuche wurden entsprechende
Vektorkonstrukte mit Sequenzen der 5-flankierenden Region des SP-B Gens in Form
der Wildtyp- und der Mutationssequenz Kkloniert. Dazu wurde jeweils eine
entsprechende DNA-Probe nach der unter 4.2.4 beschriebenen Methode der PCR
amplifiziert. Diese Amplifikate dienten jeweils als Matrize fur eine converted PCR, durch
die Amplifikate mit spezifischen Restriktionsstellen erzeugt wurden. Dies erlaubte eine

Ligation mit dem PGL3 Promotor Vektor, nachdem dieser durch einen
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Restriktionsverdau mit den entsprechenden Enzymen linearisert worden war und die

Amplifikate ebenfalls durch die entsprechenden Enzyme verdaut worden waren.

Die Sequenz der Primer fir die converted PCR sind Tab. 6 zu entnehmen. Primer 5
enthielt am 5’-Ende eine Schnittstelle fur das Enzym Nhe |, Primer 6 eine fur das Enzym
Bgl 1l. Damit umfassten die Amplifikate die Region von Nukleotid -484 bis -340 der 5'-
flankierenden Region des SP-B Gens und damit die gesamte Enhancerregion
einschliellich aller TTF-1 Bindungselemente und RAREs. Tab. 6 zeigt auch den Ansatz

fur eine entsprechende PCR mit Mengenverhéltnissen und Konditionen.

Reagenzien Menge Konditionen

Puffer 10 pl 1) 95°C fur 2 min

Mg** 6 ul 2) 45 Zyklen: 95°C fiir 50 sec
dNTPs 5 ul 60°C fur 50 sec
Primer 5 4 ul 72°C fur 50 sec
Primer 6 4 ul

Taq 0,5 pl

H.O 65,5 pl

DNA 5l

Tab. 6: Converted PCR fiur die Klonierungsversuche
Primer 5: 5 — ATT TGC TAG CGG GAA AAG GTAAGG AG -3
Primer 6: 5 — AGC CTAGAT CTTCCCCTCCCATC -3

Enzym [Konditionen Erkennungs- Reagenzien |Menge
Sequenz Puffer B S5yl

Nhe | Verdau tber 5..GVYCTAGC..3 BSA 5 ul

Nacht bei 37°C |3'..CGATCAG..5' Nhel/Bglll |0,5ul/0,5 pl
Bal Il Verdau uber 5. AYVGATCT..3' H,O 19 ul

Nacht bei 37°C |3..TCTAG AA..5' DNA 10 pl
Tab.7: Verwendete Enzyme fir die Tab. 8: Ansatz fir einen Verdau mit
Klonierungsversuche den Enzymen Nhe | und Bgl Il

Tab. 7 und 8 sind der Ansatz und die Konditionen fir einen Verdau mit den Enzymen
Nhe | und Bgl Il zu entnehmen. Nach dem Restriktionsverdau wurden die
Restriktionsendonukleasen durch Inkubation der Proben bei 65°C fir 20 min inaktiviert.
Der Erfolg des Restriktionsverdaus wurde durch Auftragen auf ein Agarosegel
Uberpraft. Durch Vergleich der Helligkeitsintensitaten der Amplifikate und des
linearisierten Vektors konnte das Mengenverhéltnis zueinander abgeschatzt werden.

Das war wichtig fur die anschlieBende Ligation der Amplifikate mit dem Vektor, bei der

28



ein Mengenverhaltnis von 2:1 bis 3:1 von Amplifikat zu Vektor angestrebt wurde. Tab. 9

zeigt den Ansatz mit Konditionen fur eine solche Ligation.

Reagenzien Menge Konditionen
pGL3 1l Inkubation bei 15°C Uber
DNA X ul Nacht

T4 DNA Ligase |1 pl
Ligationspuffer |2 pl
H>O (16-x) pl

Tab.9: Ligationsansatz
Klonierung der geschnittenen Amplifikate in den lineariserten Vektor. Angestrebt
wurde ein Verhaltnis von Amplifikat zu Vektor von 2:1 bis 3:1. Entsprechend ist
die Menge der DNA mit x bezeichnet.

Die Transformation des jeweiligen Vektorkonstruktes erfolgte in kompetente Zellen von
E. coli XL1-Blue. Die Klonidentitat wurde mittels Restriktionsverdau und Sequenzierung
Uberpraft. Zur Isolierung der Plasmid-DNA wurde zundchst 5 ml steriles LB Medium mit
einer einzelnen Bakterienkolonie inokuliert und bei 37°C Uber Nacht im
Schittelinkubator bei 250 rpm inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Losung 5 min bei
4000 U/min und Raumtemperatur zentrifugiert, das Pellet anschlieend in 100 uyl GTE-
Losung resuspendiert und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Lysierung der
Zellen wurde die Loésung nun mit 200 pl NaOH/SDS-LOsung vermischt und 5 min auf
Eis inkubiert. Die Denaturierung und das Féllen der Zellwénde erfolgte durch Zugabe
von 150 pl Kaliumacetat-Lésung (pH 4,8), gutes Vortexen fir 2 sec und Inkubation fuir 5
min auf Eis. Nach 5 minutiger Zentrifugation bei 13000 U/min und Raumtemparatur
muBte anschlieBend der Uberstand in ein neues GefaR berfiihrt werden. Zur Fallung
der DNA wurden 800 pl 95%iges Ethanol hinzugegeben und 2 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach 10 minutiger Zentrifugation bei 13000 U/min und Raumtemperatur
mufte die im Pellet enthaltene DNA durch Hinzugabe von 1 pyl 70%igem Ethanol und
anschlielende Trocknung im Vakuum behandelt werden. Das Pellet wurde nun in 100
Ml Wasser resuspendiert. 10 uyl davon wurden fir den Restriktionsverdau mit Nhel
verwendet. Die Proben, die Plasmid-DNA der erwarteten Grof3e enthielten, wurden

nach Reinigung (s. 4.2.5) einer DNA-Sequenzierung (s. 4.2.8) unterzogen.
Die Ermittlung der DNA-Konzentration erfolgte mittels UV-Spektrometrie. Dazu wurden
5 ul einer Probe mit 295 uyl Wasser verdinnt und in eine Quarzkivette mit 1 cm

Schichtdicke Uberfuhrt. Die optische Dichte bei 260 nm wurde gegen Wasser als
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Referenz gemessen und die Nukleinsdurekonzentration nach folgender Formel
berechnet: c[ug/ul] = OD2 X & X VF (c stellt die Nukleinsaurekonzentration dar, ODgo
ist die optische Dichte bei 260 nm, ¢ ist der Extinktionskoeffizient und betragt 0,05 fur
doppelstrangige DNA, VF ist der Verdunnungsfaktor).

Zur Herstellung einer Glycerolstocklosung wurden die XL-1 Zellen nach Inokulation in
autoklaviertem LB-Medium zun&chst im Schittelinkubator bei 250 rpm tber Nacht
aerob kultiviert. Am Folgetag wurden 200 pl autoklaviertes Glyzerol mit 800 ul der

Bakterienldsung in autoklavierten Tubes gemischt und anschliel3end bei -80°C gelagert.

4.2.14 Transfektion und Reportergenassay

Als Transfektion bezeichnet man den Transfer von DNA in eukaryote Zellen. Beim
transienten Gentransfer nehmen die transfizierten Zellen voribergehend die fremde
DNA in ihren Zellkern auf, ohne diese ins Chromosom zu integrieren. Stellen die Gene
ein Plasmid mit einem Reportergen und einer zu untersuchunden Enhancerregion dar,
so kann dieser Zeitraum zur Untersuchung der Enhancerregion genutzt werden. So war
es moglich, in vitro die Bedeutung der Mutation fur die Transkription zu untersuchen.
Wie unter 4.2.13 beschrieben, wurden entsprechende Vektorkonstrukte mit der Wildtyp-
bzw. Mutationssequenz kloniert und standen nach Lysierung der XL-1 Zellen und der
anschlieBenden Reinigung der Plasmide durch das EndoFree Plasmid Kit fur die
folgenden Versuche zur Verfugung. Zur Transfektion wurde das Polyfect transfection
reagent nach Angaben des Herstellers fur HelLa-Zellen verwendet, wobei 1 ug des
jeweiligen Vektorkonstruktes und 1 pg des CMV-B-gal-Plasmides als interner
Kontrollvektor in die H441-Zellen kotransfiziert wurden. Diese wurden dazu einen Tag
vor der Transfektion in 60 mm Petrischalen bis zu einer Dichte von 50% neu kultiviert
(s. 4.2.10). Die Luciferase- und die B-Galaktosidaseaktivitdit wurden nach 2 Tagen
Inkubation gemessen. Die Luciferase katalysiert eine Biolumineszenzreaktion, in der
das Substrat Luciferin mit ATP zu einem Zwischenprodukt umgesetzt wird, das unter
Oxidation zur Emission von Licht fahrt. Die emittierten Lichtsignale wurden im
Luminometer gemessen und als RLUs (relative light units) angezeigt. Die Aktivitat der
B-Galaktosidase wurde ebenfalls im Luminometer bestimmt. Hierdurch war es méglich,
die Werte der Luciferaseaktivitat verschiedener Ansatze trotz moéglicher Abweichungen
der Transfektionseffizienz zu normalisieren und miteinander zu vergleichen. Die

Zelllysierung und der Luciferaseassay erfolgten durch Verwendung des Bright-Glo
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Luciferase Assay Systems. Vor der jeweiligen Messung muf3te zunachst eine Eichung
des Gerates durchgefuhrt werden, um die Hintergrundaktivitat zu eliminieren. Dazu

wurde eine erste Messung an einer leeren Luminometerséaule durchgefuhrt.

Zur Untersuchung des Einflusses von Retinsdure auf das Expressionsverhalten der
beiden Vektorkonstrukte wurde das Medium durch frisches RPMI-Medium mit 10° M
Retinsaure (RA) oder einer Kontrolle mit DMSO einen Tag nach der Transfektion
ersetzt. Nach weiteren 2 Tagen Inkubation wurden dann die Luciferase- und die [3-

Galaktosidaseaktivitat nach oben beschriebener Methode gemessen.

4.2.15 Statistische Methoden

Die Transfektionseffizienz wurde anhand der B-Galactosidaseaktivitat normalisiert.
Dazu wurde der gemessene Wert der Luciferaseaktivitat einer Probe ins Verhéltnis zum
gemessenen Wert der B-Galactosidaseaktivitat derselben Probe gesetzt. Multiple
Transfektionen (N=5-12) wurden durchgefiihrt und die Resultate als Werte mit
Standardabweichungen (+/- SD) aufgeftihrt. Die statistischen Analysen erfolgten nach

dem Mann-Whitney-Test.
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5 Ergebnisse

5.1 Isolierung der DNA, PCR, Restriktionsverdau

Zunachst bestand das Ziel der Arbeit darin, mittels Restriktionsenzymverdau nach einer
Mutation in der 5'-flankierenden Region des SP-B Gens zu suchen. Dazu wurde
zunéchst die genomische DNA der 53 Proben isoliert und zur Verfizierung auf einem
Agarosegel dargestellt. Exemplarisch ist in Abb. 2 fur die Proben 22-31 solch eine

Auftrennung zu sehen.
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Abb. 2: Repréasentatives Agarosegel einer DNA-Isolierung
Laufzeit 1h bei 120 V, die Proben laufen bei 10 kb, Probe 22 ist degradiert, vermutlich
durch haufiges Auftauen, Probe 23 und 24 sind Uberladen

Nach der DNA-Isolierung wurde mittels PCR ein 1019 bp umfassendes Teilstiick der 5'-
flankierenden Region des SP-B Gens amplifiziert, das die Region -980 bis +39 ab
Transkriptionsbeginn umfal3te. Nach mehreren Optimierungsprozeduren, die die unter
4.2.4 beschriebene Gradientenmethode und Anpassungen der Mengenverhaltnisse
umfassten, gelang es, reproduzierbar gute Amplifikationsergebnisse zu erzielen. Die
Darstellung erfolgte auf einem Agarosegel. Abb. 3 zeigt beispielhaft eine Darstellung fir
die Proben 21-29. Insgesamt einmal im Rahmen der Arbeit war auf der Spur der
Negativkontrolle eine Bande zu sehen. Nach konsequentem Ersatz aller PCR-

Komponenten wurde eine weitere Kontamination nie wieder festgestellt.
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Abb.3: Reprasentatives Agarosegel fir eine PCR mit den Primern 1 und 2
Laufzeit 1h bei 120 V, b steht fiir blank = Negativkontrolle, die Proben 22 und 23
wurden aus unbekannten Griinden nicht amplifiziert, wie erwartet laufen die
Ubrigen Proben bei etwa 1 kb

Die Amplifikate konnten nun fur einen Restriktionsverdau genutzt werden. Zuvor wurden
diese zum Zwecke der Konzentration gereinigt, was sich durch die Darstellung
eindeutig hellerer und schéarferer Banden verifizieren lief3. Au3erdem konnten unsauber
begrenzte Banden am Unterrand des Gels in ihrer Intensitat deutlich reduziert werden.
Bei diesen handelte es sich um Primerdimere, die sich aus den Uberschissigen Primern
bei der PCR bildeten. Der Restriktionsverdau wurde mit den in Tab. 2 (s. 4.2.6)
aufgefihrten Enzymen durchgefuhrt. Je nach Enzym waren zwischen 2 und 8 Banden
zu erwarten. Primar wurde mit den Enzymen gearbeitet, die viele Fragmente erwarten
lieRen. Im Falle einer Mutation war damit die Wahrscheinlichkeit erhdht, dal3 sich diese
durch einen RFLP nachweisen liel3. Durch die Verwendung hochprozentiger Agarose-
bzw. Acrylamidgele konnte gewahrleistet werden, dald selbst bei wenigen grol3en
Fragmenten eine gute Auftrennung stattfand bzw. grof3e und kleine Fragmente sauber
dargestellt wurden. Leider konnte mit keinem der verwendeten Enzyme ein RFLP
nachgewiesen werden. Bei allen verwendeten Enzymen zeigte sich fir alle 53 Proben
jeweils das gleiche Schnittmuster, so dal3 davon auszugehen war, dafl3 zumindest in
den geschnittenen Bereichen keine Sequenzunterschiede zwischen den einzelnen

Proben vorlagen.
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5.2 Sequenzierung

Bei einem negativen Ergebnis der Restriktionsanalysen und der weiterhin bestehenden
Annahme des Vorhandenseins von Mutationen in der 5’-flankierenden Region des SP-B
Gens, wurden mehrere zuféllig ausgewéhlte Proben einer Sequenzierung unterzogen.
Von insgesamt 8 untersuchten Proben zeigte sich bei zwei Proben tatsachlich eine
Mutation. In beiden Proben konnte an Position —384 vor Transkriptionsbeginn eine
Punktmutation nachgewiesen werden. Guanin war in beiden Fallen durch Adenin
ersetzt. Diese Punktmutation befand sich genau in der Consensussequenz der 3’-
gelegenen Bindungsstelle fur TTF-1 der Enhancerregion des SP-B Gens. Die
Consensussequenz war von CAAG zu CAAA mutiert. Dieses Ergebnis konnte durch
Wiederholung der Sequenzierung bestatigt werden. In Abb. 4 ist der entscheidende

Abschnitt der Sequenzierung dargestellt.

C P ¥ G T G G

Probe 15

Abb. 4: Sequenzierung der Proben 15 und 43
In Probe 15 ist die Punktmutation zu erkennen (A statt G)

5.3 Converted PCR

Der Nachweis einer Mutation fuhrte zur Frage der Haufigkeit in dem zur Verfigung
stehenden Probenkollektiv. Dazu bot sich die Methode der converted PCR an. Mit Hilfe
dieser Methode war es mdglich, eine Schnittstelle fur das Enzym Xba | in den
Amplifikaten der Wildtypsequenz zu erzeugen. Im Falle der Mutationssequenz war fur

das Enzym aufgrund der Punktmutation keine Erkennungssequenz vorhanden, so dal3
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die entsprechenden Amplifikate nicht geschnitten werden konnten. Bei Verwendung der
genomischen DNA als Amplifikationsmatrize fur die converted PCR konnten keine
positiven Ergebnisse erzielt werden. Daher wurde diese als nested PCR durchgefihrt.
Als Amplifikationsmatrizen dienten hierfir die mit den Primern 1 und 2 amplifizierten
Sequenzen. Aufgrund unbefriedigender Ergebnisse bei Verwendung der Tag-

Polymerase wurde die Red-Tag-Polymerase benutzt.

Auch bei dieser PCR waren wieder mehrere Optimierungsprozeduren notwendig, um
gute Amplifikationsergebnisse zu erzielen. Schlie3lich war so ein schnelles Screenen
bzgl. der Haufigkeit der Punktmutation mdglich. Es zeigte sich bei 15 Proben eine
Heterozygotie (28%) und bei einer Probe eine Homozygotie (2%) fur die
Mutationssequenz. Bei 37 Proben war eine Homozygotie fur den Wildtyp (70%)
nachzuweisen. Abb. 5 zeigt beispielhaft fir einige Proben das Ergebnis dieser
Untersuchungen. Zu beachten ist dabei, dal3 die heterozygote Mutation 3 Banden
aufweist, da aufgrund der Heterozygotie bei der PCR Matrizen mit der Mutations- und
der Wildtypsequenz amplifiziert werden. Die Amplifikate mit der Mutationssequenz
werden beim Verdau mit Xba | nicht geschnitten und zeigen sich folglich durch eine
Bande bei 110 bp. Die Amplifikate mit der Wildtypsequenz hingegen werden in ein 88
und ein 22 bp Fragment geschnitten und werden damit durch zwei Banden

reprasentiert.

1000 bp

100 bp

Abb. 5: Converted PCR zum schnellen Screenen bzgl. der Mutation
Die heterozygote Mutation zeichnet sich durch 3 Banden (22, 88 und 110 bp) aus,
die homozygote Mutation durch eine Bande bei 110 bp. Beim homozygoten Wildtyp
sind zwei Banden(22 und 88 bp) zu erwarten.
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5.4 EMSA

Da sich die gefundene Mutation an einer Bindungsstelle fir den Transkriptionsfaktor
TTF-1 befand, wurde mit Hilfe der EMSA-Methode untersucht, welchen Einflu3 die
Mutation in vitro auf die Bindungsaktivitat von TTF-1 hat. Die verwendeten
Oligonukleotide umfassten die Consensussequenz der ersten und zweiten TTF-1
Bindungsstelle der Enhancerregion des SP-B Gens und zeigten DNA-Protein-Komplexe
mit nukledren Extrakten der H441-Zellen. Nur ein Komplex war allerdings spezifisch fur
die Bindung von TTF-1, da dieser Komplex bei Zugabe von spezifischer, unmarkierter
Kompetitions-DNA in 100 molarem Exzess nahezu verschwand. Im Gegensatz dazu
verursachte die nichtspezifische, unmarkierte Kompetitions-DNA nur eine geringe
Reduktion der Formation des DNA-Protein-Komplexes. Schwache Banden mit hoherer
und niedrigerer Mobilitat wiesen keine Spezifitdt auf. Die verwendeten Oligonukleotide
mit der Mutationssequenz wiesen gegeniber denen mit der Wildtypsequenz eindeutig
eine verminderte Bindungsaktivitat auf. Diese Verminderung mul3 zwar als moderat
beschrieben werden, lie3 sich aber mehrfach reproduzieren. Abb. 6 zeigt ein
reprasentatives Ergebnis eines EMSA-Versuches.

Mutation + +

Wildtyp + + o+ o+
Spez. Inhibitor +
Unspez. Inhibitor +
Nukleérer Extrakt + + + 0+

TTIF1 — 5 -

unspezifisch —»

freie Probe ——»

Abb. 6: Repréasentatives Gel von insgesamt drei EMSA-Versuchen
Es wurden Oligonukleotide verwendet, die den Wildtyp und die Mutation
reprasentierten. Die Mutationssequenz wies einen Wechsel der Consensussequenz
fur TTF-1 von CAAG zu CAAA auf. Die mutierte Sequenz zeigt einen
schwéacheren Protein-DNA Komplex als der Wilddtyp.
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5.5 Transfektionsassay

Nachdem gezeigt werden konnte, daf} die Punktmutation in vitro zu einer
abgeschwachten Bindungsaktivitat gegentber der Wildtypsequenz fihrt, sollte nun
untersucht werden, welche funktionelle Bedeutung diese Mutation in vitro hat. Es
konnte vermutet werden, dall eine abgeschwachte Bindungsaktivitat zu einer

reduzierten Enhanceraktivitat fuhrt.

Fur die funktionellen Untersuchungen der Punktmutation verwendeten wir
Transfektionsassays mit einer Reportergenkonstruktion, die die gesamte
Enhancerregion des SP-B Gens umfasste, basierend auf  einem
Luciferasereportervektor. Der SV40-Promoter dieses Vektors reflektierte in friheren
Untersuchungen verlafilich die Funktionen der cisaktiven Elemente der 5'-flankierenden
Region des SP-B Gens [18]. Die Sequenz der Enhancerregion umfasste Nukleotid -484
bis -340. In friheren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dal3 diese Region den
gro3ten Teil der Enhanceraktivitat bei der Transkription des SP-B Gens ausmacht [18,
19, 21]. Es wurden jeweils multiple Transfektionen mit den zwei Vektorkonstrukten
(Mutation und Wildtyp) durchgefuhrt und die Transfektionseffizienz durch Messung der
B-Galaktosidaseaktivitat normalisiert. In allen Versuchen war die Standardabweichung
kleiner als 20%. Fur die Mutation zeigte sich gegenuber dem Wildtyp eine Reduktion
der Reportergenaktivitat auf 53% mit einer Standardabweichung von +/- 8,1. Dieses

Ergebnis war mit einem P<0,01 statistisch signifikant.

Da sich cisaktive Elemente fur RAR in enger Nachbarschaft zu denen fir TTF-1
befinden und eine enge Interaktion beider Elemente beschrieben wurde [21], lag es
nah, den Einflu von Retinsdure (RA) auf die Reportergenaktivitat zu untersuchen.
Nach der Inkubation mit RA wiesen sowohl der Wildtyp als auch die Mutation eine
Steigerung der Reportergenaktivitat auf. Diese war fur den Wildtyp 1,6-fach, fur die
Mutation 1,7-fach. Allerdings waren diese Ergebnisse bei einem P>0,05 statistisch nicht
signifikant. Das Konstrukt mit der Mutationssequenz zeigte jedoch auch in diesen
Versuchen immer noch eine reduzierte Aktivitat (64,7% +/-8,5) gegeniber dem
Konstrukt mit der Wildtypsequenz, die mit einem P<0,01 statistisch signifikant war.
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Abb. 7: Transfektionsassay in H441 Zellen
Gegeniber dem Wildtypkonstrukt zeigt das Mutationskonstrukt eine reduzierte
Transkriptionsaktivitat (Saule 1 und 2). Eine Behandlung mit Retinsaure (RA) erhoht
die Transkriptionsaktivitat in beiden Fallen nach 48h Inkubation (Séaule 1 und 3
bzw. 2 und 4). Gegeniiber dem Wildtypkonstrukt zeigt das Mutationskonstrukt auch
unter RA-Stimulation eine reduzierte Transkriptionsaktivitat (Saule 3 und 4).
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6 Diskussion

6.1 Polymorphismus?

Wir identifizierten eine Mutation in der transkriptionell wichtigen 5’-flankierenden Region
des SP-B Gens, fiur die sich in 28% eine Heterozygotie und in 2% eine Homozygotie in
dem untersuchten Patientenkollektiv zeigte. Dies entspricht einer Frequenz von 16% fur
das Mutationsallel und von 84% fir das Wildtypallel. Dieses Ergebnis ist den
Veroffentlichungen des Fred Hutchinson Cancer Research Centers
(http://pga.mbt.washington.edu/) sehr ahnlich, in denen eine Verteilung von 14% fir das

Mutationsallel und von 86% fur das Wildtypallel beschrieben wurde.

Aufgrund der kleinen Patientenzahl von 53 kann keine endguiltige statistische Aussage
Uber die Haufigkeit dieser Mutation in der Bevolkerung gemacht werden. Insbesondere
die Frage, ob es sich um einen Polymorphismus handelt, bleibt ungeklart.
Definitionsgemald wird von einem Polymorphismus ab einer Haufigkeit von 1% pro
100.000 Einwohner gesprochen. Um das herauszufinden, mifR3te ein wesentlich
gro3eres Patientenkollektiv untersucht werden. Da die Frequenz des mutierten Allels in
dem untersuchten Patientenkollektiv immerhin 16% betrdgt und die Patienten rein
zufallig ausgewahlt wurden, kann zumindest vermutet werden, dal3 es sich um einen

Polymorphismus handelt.

6.2 Funktionelle Bedeutung der Mutation

Die Mutation beinhaltet eine einzelne Basenpaarmutation an Position -384 ab
Transkriptionsbeginn. Damit liegt sie in dem am weitesten stromabwarts gelegenen
TTF-1 Bindungscluster der Enhancerregion und fiihrt zu einer Anderung der
Consensussequenz von CAAG zu CAAA. Aufgrund dieser Lokalisation war eine
funktionelle Bedeutung der Mutation im Rahmen der Transkription zu vermuten. Dafur
sprach die immens wichtige Bedeutung von TTF-1 in der Regulation und
zellspezifischen Expression des SP-B Gens [17, 18, 19, 21, 25, 26, 27]. Au3erdem war
zum einen bekannt, dal3 ein Fehlen der Enhancerregion in transgenetischen
Mausmodellen zu einem vollstandigen Verlust bzw. zu einer signifikanten Reduktion der
Transkriptionsaktivitat der 5'-flankierenden Region des SP-B Gens in den
Bronchiolarzellen bzw. den Typ-ll-Zellen fuhrt [20]. Zum anderen zeigten in vitro
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Untersuchungen von Yan et al., dal3 Basenpaarveranderungen in den verschiedenen
TTF-1 Bindungselementen zu einem vollstandigen Verlust oder zu einer deutlichen

Reduktion der Transkriptionsaktivitat fihren [18].

In den durchgefihrten EMSA-Experimenten ging die Mutation mit einer verminderten
Bindung von TTF-1 einher und bestatigte damit die Vermutung, dal3 die veranderte
Consensussequenz zu einer verminderten Bindungsaktivitdt von TTF-1 fuhrt. TTF-1
gehort zur Familie der Nkc2-Proteine. Diese sind gekennzeichnet durch eine
Homoodomane, mit der sie an cisaktive Elemente binden kdnnen. Im Falle von TTF-1
wird die Bindungsaktivitat durch den Kontakt zwischen dem Homéodomanen-Motiv und
der Consensussequenz CAAG bestimmt. Fabbro et al. untersuchten verschiedene
Mutationen der Basenpaare in der Consensussequenz und um diese herum [28]. Dabei
fanden sie eine Reduktion der Bindungsaffinitat von TTF-1 von ungefahr 50% bei einer
Punktmutation von CAAG zu CAAA. Das Ergebnis der Untersuchungen von Fabbro et

al. ist damit dem Ergebnis der EMSA-Untersuchungen sehr &hnlich.

Um die funktionelle Bedeutung der Punktmutation zu untersuchen, fuhrten wir
Transfektionsversuche durch. Diese zeigten eine etwa 50%ige Reduktion der
Reportergenaktivitdt des Mutationskonstruktes gegentber dem Wildtypkonstrukt.
Dieses Ergebnis ist den Ergebnissen der Untersuchungen von Yan et al. sehr dhnlich
[18]. Sie zeigten bei einer in vitro Mutation der gesamten Consensussequenz des am
weitesten stromabwarts gelegenen TTF-1 Bindungsclusters ebenfalls eine 50%ige

Reduktion der Reportergenaktivitat.

Hingegen sind die Ergebnisse der Transfektionsassays mit Retinsdure (RA) nicht ganz
stimmig mit ahnlichen Untersuchungen von Naltner et al. [19]. Wie in der Einleitung
unter 2.4 beschrieben, konnten Naltner et al. zeigen, daf} die Stimulation der
Expression des SP-B Gens durch RA abhéngig von den TTF-1 Bindungselementen ist.
So fihrt eine Mutation der TTF-1 Bindungselemente zu einer reduzierten oder
vollstandig aufgehobenen Stimulation durch RA. Wir fuhrten daher die
Transfektionsversuche alternativ unter Inkubation mit RA durch. Sowohl das Wildtyp-
als auch das Mutationskonstrukt zeigten eine ahnliche Stimulation der Genexpression,
die etwa 1,7fach war. Eine signifikante Reduktion der Expressionsaktivitdt des

Mutationskonstruktes gegentber dem Wildtypkonstrukt war auch unter der Behandlung
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mit RA nachweisbar. Diese Ergebnisse entsprechen nicht ganz denen von Naltner et
al.,, die eine starkere Empfanglichkeit des Wildtypkonstruktes gegenlber eines
Mutationskonstruktes fir eine Stimulation durch RA nachwiesen. Ein moglicher Grund
fur die unterschiedlichen Ergebnisse ist die Tatsache, dal’3 Naltner et al. die gesamte 5'-
flankierende Region inkl. SP-B Promotor fur ihre Transfektionsversuche verwendet
haben. Da jedoch die Ergebnisse fur die isolierte Enhancerregion und fir die gesamte
5'-flankierende Region in den Transfektionsuntersuchungen von Yan et al. gut
miteinander korrelierten [18], beschrankten wir uns auf die isolierte Enhancerregion.

Eine andere Erklarung fur die unterschiedlichen Ergebnisse ist die Méglichkeit, dal? eine
einzelne Punktmutation nur einen relativ kleinen EinfluR auf die Steigerung der
Expressionsaktivitat nach Stimulation durch RA hat. Wie in der Einleitung unter 2.4
beschrieben, sind viele Kofaktoren und insgesamt sechs Bindungselemente (drei TTF-1
Elemente und drei RARES) an der Stimulation durch RA beteiligt. Es ist daher
vorstellbar, dal3 nur eine grol3e Veranderung der Consensussequenz eine signifikante
Reduktion der Aktivitat dieses Komplexes verursacht, so wie es durch Naltner et al.
demonstriert werden konnte [19]. Ohne RA-Stimulation besitzen die TTF-1
Bindungselemente mdglicherweise eine gréf3ere Bedeutung flr eine Steigerung der
Transkriptionsaktivitat, da sie dann alleine die Enhancerfunktion vermitteln und sich

folglich eine kleine Veranderung schwerer auswirken kann.

6.3 Klinische Bedeutung der Punktmutation

Es ist bekannt, da3 der Gehalt von SP-B mRNA in humanen Lungen individuell
unterschiedlich ist [22, 29] und es liegt die Vermutung nahe, dal3 dieser Umstand
genetisch determiniert ist. Eine individuell unterschiedliche Transkription des SP-B
Gens ist dafur eine mogliche Erklarung. Allerdings wird der mRNA Gehalt eines Gens
auch durch andere Mechanismen reguliert. Beispiele hierfir sind die
posttranskriptionelle Regulation durch die RNA-Processing-Kontolle, durch die RNA-
Transport-Kontrolle und die mRNA-Abbau-Kontrolle, die die mRNA Stabilitat reguliert.
Daher ist es ausgeschlossen, dal3 die gefundene Mutation alleine verantwortlich fir den
individuell unterschiedlichen SP-B mRNA Gehalt ist. Es ist jedoch denkbar, daf3 die
Punktmutation durch den Einflud auf die Transkription zu einem individuell
unterschiedlichen Gehalt der SP-B mRNA beitrdgt und damit einen individuell

unterschiedlichen Gehalt von SP-B mitbedingt.
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Wie in der Einleitung beschrieben, ist ein vollstandiges Fehlen von SP-B mit dem Leben
nicht vereinbar. Dies zeigen eindrucksvoll Untersuchungen an SP-B knock-out Mausen
[7, 30] und die hereditare SP-B Defizienz [10]. Es wird allerdings auch davon
ausgegangen, dall schon eine Reduktion des SP-B Gehaltes zu einer
Lungenerkrankung fuhren kann. Dabei wird eine kritische Menge von SP-B fir die
Entwicklung einer Lungenerkrankung in einem Bereich zwischen 10-25% angenommen
[23, 30]. Eine offensichtliche Verdnderung des Phenotyps durch die Punktmutation
alleine ist daher nahezu ausgeschlossen. Denn diese verursacht in vitro eine maximale
Reduktion der Expressionsaktivitat von 50%. Selbst wenn die SP-B Menge nur lber die
Transkriptionsrate gesteuert ware, wirde somit die kritische Grenze nicht erreicht
werden. Bei Vorhandensein weiterer Faktoren, die ebenfalls zu einem reduzierten SP-B
Gehalt fuhren, ware dies allerdings vorstellbar. Umwelteinflisse einerseits und

zusatzliche Mutationen andererseits sind als solche Faktoren denkbar.

Zu den Umwelteinflissen, die zu einem reduzierten SP-B Gehalt fuhren, kdnnte
beispielsweise das Zigarettenrauchen zahlen. Daflr sprechen zumindest
Untersuchungen von Subramaniam et al., die den SP-B Gehalt von Ratten
untersuchten, die chronisch einem Zigarttenrauch exponiert waren [31]. Gegenuber
einer Kontrollgruppe waren die SP-B Mengen signifikant um bis zu 50% reduziert. Die
Vermutung, dal3 ein erniedrigter SP-B Gehalt durch Umwelteinflisse fir eine
Lungenerkrankung pradisponieren kénnte, wird durch Untersuchungen von Epaud et al.
[32] und Tokieda et al. [8] an transgenen Mausmodellen gestiitzt. So sind heterozygote
SP-B (+/-) Mause anfélliger fur eine Hyperoxie- oder LPS-induzierte Lungenerkrankung
als homozygote SP-B (+/+) Mause. Eine Uberexpression des SP-B Gens in SP-B

(+/+/+) Mausen inhibiert sogar eine Endotoxininduzierte Lungenentziindung.

Als Hinweis, dal3 mehrere Mutationen zu einer kritischen Reduktion der SP-B Menge
fuhren kénnen, sind die Untersuchungen von Dunbar et al. tGber die hereditdre SP-B
Defizienz zu werten [23]. Wie unter 2.3 beschrieben ist die kongenitale SP-B Defizienz
zu etwa 60% durch eine homozygote 121ins2 Mutation bedingt. Dunbar et al. konnten
zeigen, dal3 bei anderen Mutationen einschlie3lich der heterozygoten 121ins2 Mutation

eine weitere zusatzliche Variation zu einem Fehlen von SP-B fuhren kann.
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Zusammenfassend kann also festgestellt werden, dal’ die Punktmutation im Sinne einer
multifaktoriellen Genese mdoglicherweise ein Baustein fur die Entwicklung einer
Lungenerkrankung ist. Ob kombinatorische Effekte zwischen der Punktmutation und
anderen Mutationen oder Umweltfaktoren tatsachlich in vivo auftreten mul3 allerdings

noch untersucht werden.

43



7 Zusammenfassung

Surfactant Protein B (SP-B) ist ein in Typ-ll-Zellen der Lunge gebildetes 8 kDa
schweres Protein, das fur die Funktion des Surfactants und damit fur die
Lungenfunktion &ulRerst bedeutsam ist. Ein SP-B Gehalt von unter 50% des normalen
Gehaltes fuhrt in humanen Lungen und Tiermodellen zu einer reduzierten
Surfactantfunktion. Es ist bekannt, dal} der Gehalt von SP-B mRNA in Lungen
individuell unterschiedlich ist und es liegt die Vermutung nahe, dal3 dieser Umstand
genetisch determiniert ist. Innerhalb des SP-B Gens wurden bisher zahlreiche
Polymorphismen beschrieben. Untersuchungen tber Polymorphismen im Bereich der
regulatorischen Elemente des SP-B Gens, der sog. 5'-flankierenden Region, wurden
bisher jedoch nicht demonstriert. Wir suchten daher nach Mutationen in der 5'-
flankierenden Region des SP-B Gens und konnten eine Punktmutation in der
Consensussequenz des am  weitesten  stromabwarts gelegenen TTF-1
Bindungselementes der Enhancerregion von SP-B charakterisieren. Diese
Punktmutation ist an Position -384 vor Transkriptionsbeginn lokalisiert.

In einem kleinen Patientenkollektiv (n=53) zeigte sich bei 15 Patienten (28%) eine
heterozygote Mutation, bei einem Patienten (2%) konnte eine Homozygotie identifiziert
werden. Zur Untersuchung der funtktionellen Bedeutung der Punktmutation fihrten wir
EMSA-Versuche mit nukledren Extrakten aus H441 Zellen durch. Dabei zeigte sich eine
reduzierte Bindungsaktivitat der mutierten Sequenz gegeniber der Wildtypsequenz. In
Reportergenassays mit einem Luciferasereportergen in transfizierten H441 Zellen
zeigte sich eine etwa 50%ige Reduktion der Transkriptionsaktivitat des
Mutationskonstruktes gegenuber dem Wildtypkonstrukt. Die Stimulation durch
Retinsaure fuhrte zu einer erhdhten Reportergenaktivitat beider Konstrukte. Allerdings
zeigte das Mutationskonstrukt gegentiber dem Wildtypkonstrukt nach wie vor eine
reduzierte Transkriptionsaktivitdt. Aus diesen Untersuchungen schlossen wir, dal3 die
beschriebene Punktmutation eine veranderte Transkriptionsaktivitdt bedingt und damit
zu einem individuell unterschiedlichen Gehalt von SP-B mRNA beitragen kdnnte.
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9 Anhang

9.1 Erklarung

.ich, Philipp Meyn, erklare, dass ich die vorgelegte Dissertation mit dem Thema: ,Eine
Punktmutation in der 5'-flankierenden Region reduziert die Transkription des Surfactant
Protein B (SP-B) Gens in H441-Zellen* selbst verfasst und keine anderen als die
angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt, ohne die (unzulassige) Hilfe Dritter
verfasst und auch in Teilen keine Kopien anderer Arbeiten dargestellt habe.*

26.05.2010 Philipp Meyn

49



9.2 Lebenslauf
Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Grinden in der elektronischen

Version meiner Arbeit nicht verdffentlicht.
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