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Einleitung 1

A Einleitung

1. Das Cytoskelett der tierischen Zelle

Die Pflanzenzelle besitzt zur Wahrung ihrer Struktur eine stabilisierende und formgebende, aber rela-
tiv starre Zellwand. Bedingt durch die zumeist beweglichere tierische Lebensweise kommt solch eine
Struktur fiir die tierische Zelle jedoch nicht in Frage. Fiir die geforderte ReiBfestigkeit, Verformbar-
keit, Motilitdt und Form ist das Cytoskelett verantwortlich. Dieses dynamische, dreidimensionale
Proteingeflecht erstreckt sich durch das gesamte Cytoplasma. Das Cytoskelett der Chordatenzellen
besteht aus drei Typen von Filamenten, die jeweils von einer Multigenfamilie gebildet werden:

Den Aktinfilamenten (@ 4-6 nm), den Mikrotubuli (@ 20-25 nm) und den Intermedidrfilament-
proteinen (@ 8-16 nm). Die beiden erstgenannten sind hauptsdchlich fiir die Bewegungsvorgéinge
innerhalb der Zelle zustindig, sie werden auch als Mikro- und Makrofilamente bezeichnet. lhre
polaren Filamente stellen Polymere dar, die von globuldren Untereinheiten (o/B-Tubuline bzw. G-
Aktin) gebildet werden. Sie unterliegen einem stetigen Auf- und Abbau, ihre Monomere sind daher in

grofler Zahl im Cytoplasma vorhanden.

Dagegen werden die unpolaren Intermediérfilamente von faserigen Skleroproteinen -den IF-Proteinen-
gebildet, deren Monomere nur selten frei in der Zelle anzutreffen sind. Dieses komplexe Protein-
Netzwerk erstreckt sich vom Zellkern bis hin zur Plasmamembran und ist hauptséchlich fiir die Form
und ReiBfestigkeit der Zelle verantwortlich. Daneben heftet das Netzwerk an Desmosomen an, inter-
agiert mit einer Vielzahl von Proteinen und cytoplasmatischen Strukturen und iibermittelt moglicher-

weise sogar Informationen (Goldman et al., 1986; Nigg, 1992; Kouklis et al., 1994).

Die IF-Proteine zeigen, im Gegensatz zu den evolutiv hoch konservierten Proteinen der beiden
anderen Filamenttypen, eine hohe Diversitit. Sie weisen eine gewebsspezifisches und von der Zell-
differenzierung abhingiges Expressionsmuster auf, eine Eigenschaft, die sie zu idealen molekularen
Markern in der Entwicklungsbiologie und der Pathologie macht (Lazarides, 1982; Moll et al., 1982;
Osborn und Weber, 1983; Fuchs, 1988; Kartenbeck, 1989; LaFlamme und Dawid, 1990a).

Im Rahmen des "Human Genom Projects" wurden 65 Gene nachgewiesen die fiir IF-Proteine

codieren, 49 davon fiir Keratine, die grofite Untergruppe innerhalb der IF-Proteine (Hesse et al., 2001).
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2. Struktur und Klassifizierung der IF-Proteine

Die einzelnen IF-Proteine unterscheiden sich zum Teil erheblich beziiglich ihrer Molekiilmassen und
isoelektrischen Punkte, vor allem aber in ihren Primérstrukturen. Dennoch besitzen sie alle die gleiche
Sekundarstruktur aus drei Doménen (s. Abb. 1). Eine zentrale a-helikale Stab- oder ,,Rod“-Domine
wird von zwei nicht-helikalen Doménen flankiert. Die beiden peripheren Domidnen werden aminoter-
minal als Kopf-Region (,,Head*) und carboxyterminal als Schwanz-Doméne (,,Tail*) bezeichnet. Sie
variieren in ihrer Lange und Sequenz stark und verleihen den diversen IF-Proteinen ihre jeweilige
immunogene oder funktionelle Spezifitdt (Hanukoglu und Fuchs, 1982; Hanukoglu und Fuchs, 1983;
Nagle, 1988; Steinert und Roop, 1988).

Die zentrale Doméne ist in ihrer Primérstruktur hoch konserviert und weist eine Lidnge von 310
Aminosduren auf (bei Laminen etwa 350-360 Aminosduren). Diese Domédne wird durch drei wenig
konservierte, nicht-helikale Spacer, d.h. Liicken- oder ,,Linker“-Sequenzen (L1, L12 und L2) in vier
groB3e a-helikale ,,Coils* getrennt (1A, 1B, 2A und 2B) (Abb. 1) (Conway und Parry, 1988; Albers und
Fuchs, 1992; Shoeman und Traub, 1993; Fuchs und Weber, 1994).

L1 L12 L2

COIL1A COIL 2A COIL 2B

HEAD ROD TAIL

Abb. 1 Schema der Domadnen-Struktur von IF-Proteinen. Die schwarzen gewellten Bereiche stellen
die nicht-helikale Head-Domane beziehungsweise Tail-Doméane dar. Die helikalen Bereiche der zen-
tralen Rod-Domadne sind zylinderformig und blau unterlegt (Coil 1A, 1B, 2A, 2B). Diese sind durch
drei nicht-helikale ,Linker (L1, L12, L2) voneinander getrennt (rot).

Alle Coils der Rod-Doméne lassen eine gewisse RegelméBigkeit in der Aminosdureanordnung erken-
nen. Jeweils sieben Aminosduren bilden eine sogenannte Heptade der Form (a-b-c-d-e-f-g),. Die erste
(a) und die vierte (d) Position werden dabei zu 75% von einer hydrophoben Aminosédure besetzt, die
restlichen Positionen werden zumeist mit polaren oder geladenen Aminosduren gefiillt (Hanukoglu
und Fuchs, 1982; Steinert und Roop, 1988). Durch die helikale Struktur der Coils entsteht auf der
Oberfliache des Monomers ein hydrophobes Band. Dieses ermoglicht die spontane Assoziation von

zwei Monomeren zu einer superhelikalen, dimeren ,,coiled-coil“-Struktur.
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Die Bildung dieser parallel aneinandergelagerten Dimere stellt die erste Stufe im hierachisch
geordneten Prozel3 der Selbstassemblierung der Intermedidrfilamente dar (Hatzfeld und Franke, 1985;
Hatzfeld et al., 1987; Coulombe et al., 1990; Coulombe und Fuchs, 1990; Steinert, 1990; Hatzfeld und
Weber, 1990a; Hatzfeld und Burba, 1994). Die auf diese Weise entstandenen Dimere sind extrem
stabil und lassen sich erst durch hohe Konzentrationen von Harnstoff wieder auflésen (Leube und
Kartenbeck, 1996). Im néchsten Schritt der Selbstassemblierung lagern sich zwei Dimere antiparallel

und leicht versetzt zu einem Tetramer zusammen (Abb. 2).

R 21 nm 2 nm 21 nm .
SPACcars
Head Care . Tail
L L]
MNH, -
: COCH Parallel
N COOH haterodimar
L 35 nm 1
I i

NH,
2 COOH
. COOH Antiparalial
ahal
tatramer
COOH e
COOH NH

o~ \% &
— T

D o

2-3 nm
f——

Lateral
association

Abb. 2 Schema der Organisationsebenen und Ablauf der Selbstassemblierung von IF-Proteinen.
Zwei IF-Proteine lagern sich mit ihren Rod-Domdnen parallel zusammen und bilden eine dimere
superhelikale ,coiled-coil“-Struktur. Zwei solcher Dimere ordnen sich antiparallel und etwas versetzt
zu einem Tetramer zusammen. Deren Polymerisation bildet die Protofilamente, die sich wiederum zu
Protofibrillen zusammenlagern. Im letzten Schritt bilden sich daraus die Intermediarfilamente. Die
Windungen der einzelnen Hierachiebenen alternieren vermutlich zueinander. Abbildung aus Lodish et
al., 1996.
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Solche Tetramere konnen dann zu 2-4 nm dicken Protofilamenten polymerisieren, aus denen vermut-
lich die 4-5 nm dicken Protofibrillen aggregieren (Geisler et al., 1985; Steinert, 1991b; Steinert et al.,
1999b). Im letzten Schritt bilden sich aus zwei bis sechs (zumeist vier) solcher Protofibrillen die 8-16
nm dicken Intermediérfilamente (Albers und Fuchs, 1992; Fuchs und Weber, 1994). Vermutlich alter-
niert die jeweilige Windung einer Hierachieebene mit der dariiber- und darunterliegenden Ebene (von
der rechtshindigen a-Helix des einzelnen Monomers bis hin zur linkshéndigen Protofibrille (Parry und
Steinert, 1999). Diese Selbstassemblierung der Intermediérfilamente aus ihren Monomeren verlauft in
vitro und ohne Hilfe anderer Proteine spontan (Fuchs und Weber, 1994). Durch Phosphorylierung
spezifischer Serin-Reste in der ,,Head“-Domine kann die Zelle die Anzahl, Linge und Lage der
Intermediarfilamente regulieren (Geisler und Weber, 1988; Chou et al., 1989; Nigg, 1992). Der detail-
lierte Aufbau der Filamente ist noch nicht abschlieend geklért (Geisler et al., 1985; Coulombe und
Fuchs, 1990; Steinert et al., 1993a; Steinert et al., 1993b; Kammerer et al., 1998).

Arbeiten zur Rontgenstrukturanalyse liegen noch nicht vor, aber es konnten bereits erfolgreich erste
Fragmente von IF-Proteinen kristallisiert werden (Herrmann und Aebi, 2000; Herrmann et al., 2000;

Strelkov et al., 2001).

Ahnlichkeiten innerhalb der Sequenzen und den Genstrukturen erlauben es die IF-Proteine bei den
Vertebraten in sechs verschiedene Typen einzuteilen:

- Typ I und II wird von der groBen Gruppe der Keratine gebildet.

- Zum Typ III gehdren neben Desmin, Vimentin auch Peripherin und Saures Gliafilament Protein
(GFAP) sowie das Plasticin, welches beim Goldfische und Zebrabirbling wéahrend der Regenerations-
phase des Sehnervs in den optischen Neuronen gebildet wird (Glasgow et al., 1992; Asch et al., 1998;
Markl und Schechter, 1998).

- Die Neurofilament-Proteine (NF-Proteine) bilden den Typ IV. Sie kommen in Neuronen des gesam-
ten Nervensystems vor (Fliegner und Liem, 1991). Ebenso werden das in den Ganglienzellen der
Retina von Goldfisch und Zebrabarbling gefundene Gefiltin (Glasgow et al., 1992; Asch et al., 1998;
Markl und Schechter, 1998), das in der Xenopus-Retina detektierte Xefiltin (Zhao und Szaro, 1997),
das neuronale Xenopus-IF-Protein XNIF (Charnas et al., 1992) und die a-Internexine zu diesem Typ
gezahlt.

- Die Proteine vom Typ V werden als Lamine bezeichnet und in drei Gruppen eingeteilt (A, B, C). Sie
finden sich auf der Innenseite der Kernhiille, wo sie die Kernlamina aufbauen. Wihrend der Mitose
depolymerisieren sie durch Hyperphosphorylierung sehr schnell (Nigg, 1992). Alle bisher untersuch-
ten Lamine weisen eine strukturelle Besonderheit auf, die sie von den anderen cytoplasmatisch expri-
mierten [F-Proteinen unterscheidet: die zentrale Rod-Doméne ist durch sechs zusitzliche Heptaden im
1B-Coil um ca. 42 Aminoséduren verldangert. Die Proteine vom Typ I-IV und VI sind untereinander
dhnlicher als jedes zu den jeweiligen Laminen der Zellkernhiille (Hoger et al., 1990; Nigg, 1992;
Fuchs und Weber, 1994).
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- Zum Typ VI wird das, in neuronalen Stammzellen vorkommende, Nestin (Lendahl et al., 1990;
Dahlstrand et al., 1992; Steinert et al., 1999b) gezihlt. Eine Zugehdrigkeit von Synemin, Paranemin,
Tannabin, Syncoilin zu dieser Gruppe wird diskutiert (Hemmati - Brivanlon et al., 1992; Becker et al.,
1995; Hemken et al., 1997; Bilak et al., 1998; Newey et al., 2001). Nach Ansicht einiger Autoren
(Steinert und Roop, 1988; Fuchs und Weber, 1994; Klymkowsky, 1995) stellen die Proteine vom Typ
VI keinen eigenen Protein-Typ dar beziehungsweise werden dem Typ IV zugeordnet (Herrmann und
Aebi, 2000).

Zusitzlich sind noch weitere Proteine bekannt, die zwar eine mehr oder weniger groBe Sequenz-
homologie zu den IF-Proteinen aufweisen, aber keine eindeutige Typzuordnung zulassen. Der
Schwerpunkt meiner Arbeit lag auf den IF-Proteinen vom Typ I und II, den Keratinen und den beiden

Typ III-Proteinen Desmin und Vimentin.

2.1 Die Typ I und II IF-Proteine: Keratine

Die Keratine umfassen die Typen I und II der IF-Proteine und stellen die grofte und komplexeste
Gruppe dar. Thre besondere Bedeutung wird dadurch unterstrichen, da beim Menschen mindestens 14
Krankheiten bekannt sind, die im Zusammenhang mit dem funktionellen Ausfall von Keratinen
stehen. Die Beschiddigung, bereits von Teilen der dreidimensionalen Netzstruktur, fiihrt zum Verlust
der Form und Reiflifestigkeit der Zelle (McLean und Lane, 1995; Fuchs und Cleveland, 1998; Irvine
und McLean, 1999). Innerhalb der Tetrapoden werden Keratine vor allem in Epithelien exprimiert,
daneben existieren noch die nagel- und haarbildenden trichocytéiren Keratine (Heid et al., 1988a; Heid

et al., 1988b; Langbein et al., 1999; Langbein et al., 2001; Langbein et al., 2002).

Im ersten Schritt der Keratinfilamentbildung lagert sich in vivo stets je ein Typ I mit einem Typ II zu
einem Heterodimer zusammen (Hatzfeld und Franke, 1985; Coulombe und Fuchs, 1990; Steinert,
1990; Hatzfeld und Weber, 1990a). Wihrend Keratine in vitro mit jedem Vertreter des komplementa-
ren Typs Heterodimere bilden konnen, kommen in vivo je nach Zelltyp und Entwicklungsstadium nur
bestimmte ,,Expressionspaare vor (Hatzfeld et al., 1987).

Die Keratintypen I und II kdnnen bei den Landwirbeltieren nicht nur aufgrund ihrer Molekiilmassen
und Aminosiuresequenzen, sondern auch durch ihre isoelektrischen Punkte (pI) unterschieden werden
(Eichner et al., 1984; Bader et al., 1988). Die meisten Typ II-Keratine sind schwerer und weisen einen
mehr basischen (6 < pl < 8) isoelektrischen Punkt auf als die Typ I-Keratine (4 < pl <6).
Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe an Vertretern der niederen Wirbeltiere (Regenbogenforelle
Oncorhynchus mykiss, Zebrabérbling Danio rerio und Katzenhai Scyliorhinus stellaris) zeigten, dal3
hier die Keratine Unterschiede in ihren biochemischen Eigenschaften und im Expressionsmuster

aufweisen.
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Wegen der geringeren Bandbreite bei GroBe und Ladung ist hier eine Unterteilung in ,,saure” Typ I-
und ,,basische” Typ II-Keratine, wie bei den terrestrischen Vertebraten, wenig sinnvoll (Markl et al.,
1989; Conrad et al., 1998; Schaffeld et al., 1998).

Die epithelialen Keratine der bis heute untersuchten Wirbeltiere konnen aber auf Grund ihrer gewebe-
spezifischen Expression weiter unterteilt werden: Keratine die typischerweise in Zellen einschichtiger
Epithelien, wie z.B. Darmmukosa, Hepatocyten oder Nierentubuli vorkommen, werden als ,,S*-
Keratine bezeichnet (von ,simple epithelial“). Im Gegensatz dazu werden die Keratine der
mehrschichtigen Epithelien wie der Epidermis als ,,E“-Keratine bezeichnet (von ,,epidermal®) (Markl
et al., 1989; Markl und Schechter, 1998; Schaffeld et al., 1998).

Durch die iibergeordnete Trennung in Typ I und Typ II kénnen so vier Keratin-Subtypen, die sowohl

in Tetrapoden, als auch in niederen Wirbeltieren auftreten, unterschieden werden: Ig, I, IIg und Ils.

Jede Wirbeltierart besitzt eine charakteristische Ausstattung von Keratinen dieser Untergruppen. Zu
zwei zundchst beim Menschen entdeckten ,,S“-Keratinen, K8 (Typ II) und K18 (Typ I), konnten in
allen bisher untersuchten gnathostomen Wirbeltieren (Kiefermiinder) Orthologe gefunden werden.
Wihrend der Ontogenese von Amphibien und Séugern bildet dieses heterologe Paar die ersten Inter-
mediérfilamente (Franz et al., 1983; Franz und Franke, 1986; Bader et al., 1988; Fouquet, 1991). Die
Gene, die fiir diese beiden Proteine codieren, liegen beim Menschen direkt benachbart auf

Chromosom 12 (Hesse et al., 2001).

2.2 Die Typ III-Proteine Desmin und Vimentin

Von den Keratinen unterscheiden sich die Typ III-Proteine im Allgemeinen dadurch, daf sie im ersten
Schritt ihrer Selbstassemblierung meist Homodimere bilden. Jedoch wurden in vitro, und seltener in
vivo auch Heterofilamente mit anderen Typ III-Proteinen beobachtet. Ebenfalls in vitro konnten
Heterodimerisierungen mit allen Vertretern der Typ IV-Proteine und dem Typ VI-Protein Nestin
nachgewiesen werden. (Steinert et al., 1981; Quinlan und Franke, 1982; Traub et al., 1993). Eine
Kopolymerisation mit den Keratinen findet jedoch weder in vivo noch in vitro statt (Stewart, 1993;
Cary und Klymkowsky, 1994a).

Die Hauptvertreter der Typ IlI-Proteine sind Desmin und Vimentin. Sie &hneln sich in ihrer Primér-
struktur sehr und sind untereinander nidher verwandt als mit jedem Keratin. Ihre primédre Aminosiure-
abfolge zeigt bei den Vertebraten zwar signifikante, aber insgesamt doch nur geringe Unterschiede.
Ebenso zeigen die restlichen bisher sequenzierten Typ III-Proteine einen hohen Grad an Konservie-
rung (Ferrari et al., 1986; Li et al., 1989; Herrmann et al., 1989a; Herrmann et al., 1989b; Herrmann et
al., 1996b; Schaffeld et al., 2001b). Der hohe Konservierungsgrad wird durch starke selektive

Mechanismen bedingt.
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Dies gilt besonders flir Desmin, das anscheinend speziell fiir die Stabilitit von Muskelzellen
verantwortlich ist (Capetanaki et al., 1997; Li et al., 1997). Bei gnathostomen Wirbeltieren ist Desmin
das typische IF-Protein aller Typen von Muskelgewebe (Skelettmuskulatur, glatte Muskulatur und
Herz), wo es sich vor allem in der Z-Scheibe konzentriert (Lazarides et al., 1982; Herrmann et al.,
1989b; Loh Soh et al., 2000; Schaffeld et al., 2001b).

Die Abwesenheit von Desmin verursacht (bei Méusen) schwere Schiden an den Muskelzellen des
Herzens und der glatten Muskulatur (Li et al., 1996), wihrend Tiere mit einem Mangel an Vimentin
sich normal zu entwickeln scheinen (Colucci Guyon et al., 1994). Allerdings zeigen solche Tiere eine
verschlechterte Wundheilung (Eckes et al., 2000) und ihre Astrocyten, in denen normalerweise
Vimentin und GFAP koexprimiert werden, bilden keine funktionierenden GFAP-Netzwerke mehr

(Galou et al., 1996).

2.3 Die Typ V-Proteine: Lamine

Die Lamine sind die Hauptstruktur-Proteine der Kernhiille, sie verleihen ihr die notwendige Stabilitit
(Lenz-Bohme et al., 1997). Dariliber hinaus sind sie vermutlich am Neuaufbau der Hiille nach der
Mitose, der Verankerung der Poren-Komplexe, der Chromatin-Bindung und der DNA-Replikation
beteiligt (Nigg, 1992; Stuurman et al., 1998; Moir et al., 2000). Entsprechend ihrer funktionellen
Bedeutung sind sie in ihrer Sequenz durch das gesamte Tierreich hindurch hoch konserviert. Sie
stellen die vermutlich urspriinglichste aller IF-Proteinklassen dar (Erber et al., 1999) und aus ihnen
haben sich wahrscheinlich auch die IF-Proteine der Protostomier gebildet. Obwohl im Allgemeinen
angenommen wird, dafl die Lamine in allen Eukaryoten vorkommen, konnten bisher noch keine

auBerhalb der Metazoen nachgewiesen werden.

Die cytoplasmatischen IF-Proteine &hneln den Laminen in ihrer Sequenz, Doménen-Struktur und
Eigenschaften beim Zusammenlagern (Fuchs und Weber, 1994) (Stuurman et al., 1998). Dies gilt
besonders fiir die cytoplasmatischen IF-Proteine der Protostomier. Sie weisen, ebenso wie die Lamine,
42 zusitzliche Aminosduren (sechs Heptaden) im 1B-Coil der Rod-Doméne auf (Weber et al., 1988;
Weber et al., 1989b; Erber et al., 1998). Zusétzlich enthédlt die Tail-Doméane zumeist noch eine Inser-
tion von etwa 105 Aminosduren, deren Genstruktur stark konserviert ist (Doring und Stick, 1990;
Riemer et al., 1998; Riemer und Weber, 1998). Anderungen in der Linge dieses Segments treten meist
nur zwischen den konservierten Motiven auf. In den bisher bekannten cytoplasmatischen IF-Proteinen

der Deuterostomier kommen die beiden genannten Merkmale hingegen nicht vor.
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Die cytoplasmatischen IF-Proteine der Protostomier sowie der Deuterostomier zeigen jedoch auch
Unterschiede zu den Laminen (Weber et al., 1989b; Dodemont et al., 1994; Erber et al., 1998) (Erber
et al., 1999). So fehlt ihnen am hinteren Ende der Rod-Doméne ein sogenanntes Kernlokalisierungs-
motiv, wie es bei allen Laminen auftritt. Dieses umfaB8t vier basische Aminoséuren, beginnend mit
einem konservierten Lysin (K). Aulerdem endet die Peptidsequenz nicht wie bei den Laminen mit
einer terminalen CaaX-Box. Dieses Motiv konnte auch beim ,,mating factor der Hefe und ras-

Proteinen gefunden werden (Hancock et al., 1989).

Trotz der genannten Unterschiede zwischen den cytoplasmatischen IF-Proteinen und den Laminen
gibt es deutliche Hinweise darauf, da3 die IF-Proteine aus einem Lamin-dhnlichen Protein hervor-
gegangen sind. So fand vermutlich folgende Entwicklung innerhalb der Metazoen statt:

Die einfache Deletion zweier Sequenzmotive in der Tail-Doméne fiihrte zu den cytoplasmatischen IF-
Proteinen der Metazoen. Sie sind in dieser Form bei allen Protostomiern erhalten geblieben. Durch
Verlust der sechs Heptaden im 1B-Coil entstanden daraus die IF-Proteine der rezenten Chordaten.
Gestlitzt wird diese Vermutung unter anderem auch durch die Genstrukturen der [F-Proteine. Wann es
innerhalb der Deuterostomier zu dem Verlust der sechs Heptaden gekommen ist, 148t sich zur Zeit
noch nicht sagen, da von den Echinodermaten und Hemichordaten noch keine Sequenzinformationen

von cytoplasmatischen IF-Proteinen vorliegen.

Die Hauptlamintypen der Vertebraten werden nach ihrer Doménen-Struktur, ihrem Verhalten wéhrend
der Mitose (Gerace und Blobel, 1980; Stick et al., 1988) und ihrem Expressionsmuster (Rdber et al.,
1989) unterschieden.

- Die Typ B-Lamine werden generell in allen Zellen exprimiert und iiberdauern die Mitose membran-
gebunden. Die bisher bekannten Lamine der Invertebraten (von Hydra bis Branchiostoma) gleichen in
ihrer Gro3e diesem Lamin-Typ.

- Die Typ A-Lamine hingegen werden abhéngig vom Entwicklungszustand exprimiert und gehen wih-
rend der Mitose in Losung (Weber et al., 1989a). Sie treten anscheinend nur bei den Vertebraten auf
und sind vermutlich durch Genduplikation und Insertion eines Exons vor der CaaX-Box aus den Typ
B-Laminen hervorgegangen und daher langer als letztere (Stick, 1992; Stick, 1994) (Erber et al.,
1999). Nach Einbau in die Kernlamina verlieren sie ihre terminale CaaX-Box durch proteolytische
Reifung.

- Die Typ C-Lamine stellen hochstwahrscheinlich eine Splice-Variante der Typ A-Lamine dar. Dabei
wird die Sequenz im Tail-Bereich verkiirzt, ihnen fehlt deswegen die CaaX-Box. Sie werden mit den

Typ A-Laminen koexprimiert und kommen vermutlich nur bei den Mammalia vor.
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Allen Vertebraten-Laminen ist ein Cluster aus 7-12 sauren Aminosduren gemeinsam, der nicht bei den
Invertebraten vorkommt. Dieser Cluster tritt vor dem weiter oben erwéhnten Lamin-homologen Motiv
im Tail und der terminalen CaaX-Box auf (Erber et al., 1999). Es wird daher vermutet , da} dieses
Sequenzmotiv erst innerhalb der Vertebratenlinie und nach der Trennung in A- und B-Lamine
evolvierte.

Zusétzlich zu der oben beschriebenen Entwicklung der Typ A, B, C-Lamine kam es innerhalb der
Vertebraten zu einer weiteren Ausweitung der Lamine. Durch Genduplikation eines Typ B-Lamins
evolvierten die Subtypen B; und B,.

Ein weiterer Subtyp konnte zuerst bei Xenopus laevis (LIII) identifiziert werden. LIII tritt nur in den
Oocyten und im frithen Entwicklungsstadium auf und gleicht in der Gréfle und Genstruktur sehr den
Laminen vom Typ B; und B, (Stick, 1988). Dennoch ist die Sequenz durch Gendrift stark verdndert,
weswegen eine Einstufung in einen eigenen Subtyp (B;) erfolgte. Es war anfangs allerdings nicht klar,
ob diese Sequenz nur eine funktionale Adaption dieses einen Lamins oder einen eigenen Lamin-Typen
darstellt. Inzwischen konnten auch aus den Oocyten vom Goldfisch Carassius auratus (Yamaguchi et
al., 2001) und dem Zebrabirbling Danio rerio (Hofemeister et al., 2002) entsprechende Sequenzen

gewonnen werden.

3. Die Evolution der Intermediérfilamentproteine

In der Vergangenheit wurde eine Vielzahl von Geweben zahlreicher Invertebraten beziiglich ihrer IF-
Proteine untersucht. Die dabei gefundenen Invertebraten-IF-Proteine konnten, mit Ausnahme der
Lamine, keinem der von den Vertebraten bekannten IF-Typen direkt zugeordnet werden (Bartnik und

Weber, 1989; Fuchs und Weber, 1994).

Bei fast allen Protostomiern wurden sowohl neuronale, als auch nicht-neuronale IF-Proteine gefunden.
Einzig bei den Arthropoden konnten bisher keine solche Polypeptide nachgewiesen werden (Bartnik
und Weber, 1989). Es kann daher vermutet werden, dall die Ausbildung eines stabilen Exoskeletts, die
wichtigste evolutive Synapomorphie der Arthropoden, die Bildung eines zellstabilisierenden Netzwer-
kes iiberfliissig machte. Alle bisher sequenzierten cytoplasmatischen IF-Proteine von Mollusken,
Nematoden und Anneliden haben im 1B-Coil der zentralen Rod-Doméne sechs zusétzliche Heptaden
(ca. 42 Aminoséduren), ein strukturelles Merkmal, das typisch ist fiir Typ V-IF-Proteine, die Lamine.
AuBerdem enthalten die meisten dieser IF-Proteine in ihrer terminalen Doméne ein lamin-homologes

Segment.



Einleitung 10

Diese und weitere Eigenschaften sprechen dafiir, daf3 sich bei den protostomen Invertebraten die ersten
cytoplasmatischen IF-Proteine aus den ubiquitdren Laminen der Zellkerne bildeten. Hierfiir mufite
zuerst das in der Tail-Doméne liegende Signal fiir die Zellkernlokalisierung der Lamine verloren-
gehen. (Loewinger und McKeon, 1988; Weber et al., 1988; Weber et al., 1989b; Dodemont et al.,
1990; Riemer et al., 1991; Szaro et al., 1991; Tomarev et al., 1993; Dodemont et al., 1994; Adjaye et
al., 1995; Bovenschulte et al., 1995; Erber et al., 1999).

Innerhalb der Deuterostomia wurden IF-Proteine bei Echinodermaten zwar schon biochemisch nach-
gewiesen, es liegen aber noch keine Sequenzdaten vor. Die Frage, ob das Auftreten von ,kurzen* IF-
Proteinen, also solche ohne sechs zusitzliche Heptaden im 1B-Coil, auf die Chordatenevolution
beschrinkt ist oder bereits mit den Deuterostomiern auftrat, kann daher zur Zeit noch nicht beantwor-

tet werden (St-Pierre et al., 1994; Holy, 2000).

Von wirbellosen Chordaten liegen Informationen iiber IF-Proteinen von den beiden Cephalochordaten
Branchiostoma floridae und dem Lanzettfischchen Branchiostoma lanceolatum sowie einigen
Tunicaten (Urchordat) vor (Riemer et al., 1992; Riemer et al., 1998; Wang et al., 2000). Diese zeigen
funktionelle und auch strukturelle Ahnlichkeiten mit den IF-Proteinen vom Typ I-III der Vertebraten.
Alle dreizehn bislang von Branchiostoma sequenzierten cytoplasmatischen IF-Proteine beinhalten die
kiirzere Version der Rod-Domine, ohne ausgedehnten 1B-Coil. Fiinf davon konnten bestimmten
Keratin-Typen zugeordnet werden. Von dem Tunicaten Styela sind vier cytoplasmatische IF-Proteine
bekannt, von denen zwei Heteropolymere miteinander bilden. Eines davon kann sich mit dem Typ II-
Keratin K8 des Krallenfroschs Xenopus zusammenlagern, es zeigt also Eigenschaften eines Typ I-
Keratins (Riemer und Weber, 1998; Wang et al., 2000). Die beiden anderen Proteine bilden zumindest
in vitro Homopolymere. Eines hiervon besitzt in der Head-Doméne ein konserviertes Motiv, das auch
bei Typ III und IV-Proteinen von Wirbeltiere vorhanden ist (Karabinos et al., 2000). Dieses Motiv ist
fiir die Assemblierung der Typ IlI-Proteine essentiell (Herrmann, 1995; Herrmann et al., 1996a).
Obwohl die Genstruktur aller dieser Proteine denen der Intermedidrfilamente von Vertebraten dhnelt,
sind die Unterschiede doch so groB, da} eine Einteilung in Typ I bis III-IF-Proteine alleine an Hand
der Aminoséduresequenzen nicht moglich ist. Die Typisierung erfolgt daher eher nach funktionellen
Kriterien (Parry und Steinert, 1999).

Die Aufspaltung der IF-Proteine in die Typen I-11I, wie man sie bei den hoheren Vertebraten unter-
scheidet, scheint also erst innerhalb der Wirbeltierevolution stattgefunden zu haben. Bereits bei den
Agnathen ist eine Unterscheidung in die verschiedenen Typen alleine durch Sequenzvergleiche mdg-
lich (Schultess, 2001). Die Hypothese einer Diversifikation der IF-Proteine erst innerhalb der Wirbel-
tierevolution, wird auch von der Funktion der Intermediérfilamente gestiitzt. Im Zuge des Ubergangs
vom langsamen inaktiven Strudler, hin zum stark beweglichen Jiger erfolgte eine Anpassung der
Gewebe an ihre neue Aufgabe. Sie erhielten Struktur und Reif3festigkeit, ohne jedoch an Flexibilitat zu

verlieren.
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4. Das IF-Proteinsystem bei Fischen und Ziel der Arbeit

Wie bereits einleitend erwéhnt gibt es bei hoheren Wirbeltieren, wie zum Beispiel dem Menschen ein
sehr komplexes System von IF-Proteinen (Hesse et al., 2001). Um besser verstehen zu kdnnen, wie
und wann innerhalb der Wirbeltierevolution diese enorme Vielfalt entstanden ist, wurden Untersu-
chungen an verschiedenen Vertretern der Teleosteern durchgefiihrt, der Regenbogenforelle
Oncorhynchus mykiss (Markl und Franke, 1988; Markl et al., 1989), dem Goldfisch Carassius auratus
(Giordano et al., 1989; Giordano et al., 1990), dem Zebrabdrbling Danio rerio (Cerda et al., 1998;
Conrad et al., 1998) und dem Karpfen Cyprinus caprio (Groff et al., 1997; Mencarelli und Cotelli,
1997; Markl und Schechter, 1998).

Die ermittelten Ergebnisse warfen aber neue Fragen auf. Zwar konnten die gefundenen IF-Proteine
den verschiedenen Typen, wie sie bei terrestrischen Vertebraten vorkommen, zugeordnet werden, es
zeigte sich aber ein fundamental anderes Expressionsmuster als bei diesen.

Bei Teleosteern ist das Vorkommen von Keratinen nicht auf Epithelien beschrénkt, sondern auch auf
mesenchymale Zelltypen verbreitet (Markl und Franke, 1988; Markl et al., 1989; Bunton, 1993; Bauer,
1996; Groff et al., 1997; Conrad et al., 1998). Dafiir ist Vimentin nur auf eine kleine Anzahl bestimm-
ter Zelltypen spezialisiert (Herrmann et al., 1996b; Cerda et al., 1998).

Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe von zwei Wirbeltieren, deren Klassen ndher an der Basis der
Wirbeltierevolution abzweigen, zeigten, da3 diese Art der Expression offenbar nur bei Knochen-
fischen auftritt. Sowohl beim Neunauge Lampetra fluviatilis, ein Agnath (Schultess, 2001), als auch
beim Katzenhai Scyliorhinus stellaris einem Vertreter der Knorpelfische (Schaffeld et al., 1998) findet
sich ein den terrestrischen Vertebraten dhnliches Expressionsmuster.

Um Aufzuhellen, wann innerhalb der Evolution der Knochenfische das beschriebene ,,Teleosteer-
Muster auftritt, beschiftigte ich mich im Rahmen meiner Arbeit mit dem Sibirischen Stor Acipenser
baeri. Vor etwa 430 Millionen Jahren kam es zur Auftrennung der Knochenfische in die Fleischflosser
(Sarcopterygii) und die Strahlenflosser (Actinopterygii). Die Store (Acipenser) gehdren zu den Strah-
lenflossern, von deren Stammbaum sie sich vor etwa 400 Millionen Jahren abtrennten. Damit stehen
die Store sehr basal im Stammbaum der Fische. Nach einigen Systematikern zweigen nur noch die
Flosselhechte (Polypterini) frither ab (vor ca. 410 Mio. Jahre). Von einigen Systematikern werden aber
die Store basaler gestellt, bezichungsweise eine Monophylie der beiden Taxa diskutiert (Siewing,
1985; Fiedler, 1991; Nelson, 1994). Viele Merkmale der Store sind als altertiimlich anzusehen, was
insbesondere die Persistenz einer Chorda, das weitgehend knorpelige Innenskelett, die Reduktion des
Schuppenpanzers sowie die Ausbildung eines Rostrums betrifft (Marinelli und Strenger, 1953).

Bisher lagen keinerlei Informationen tiber IF-Proteine bei Storen vor. Ziel meiner Arbeit und einer von
mir mitbetreuten Diplomarbeit von Nicole Tappe (2000) war es daher IF-Proteine vom Typ I-III iiber
eine cDNA-Bank zu sequenzieren und ihr Expressionsmuster an Hand von Gefrierschnitten und

proteinbiochemischen Methoden zu charakterisieren.
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B Material und Methoden

1. Chemikalien und Geriite

Die tiblichen Laborchemikalien stammten von den Firmen Roche (Mannheim, vormals Boehringer),
Fluka (Buchs, Schweiz), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma
(Deisenhofen). Handelsiibliche Petrischalen wurden von Greiner (Frickenhausen) bezogen, Kunst-
stoffrohrchen mit Schraubdeckel (sogenannte ,.Falcons®) von Falcon (Heidelberg). Standardlabor-
gerdte stammten von Labotec (Wiesbaden). Wenn nicht anders angegeben, wurden alle Zentrifu-
gationen in einer kiihlbaren Mikroliter-Tischzentrifuge (Centrifuge 5417 R; Eppendorf, Hamburg)
durchgefiihrt. Falcons wurden in einer kiihlbaren Heraeus Megafuge 1.0R zentrifugiert. AuBlerdem
kam eine Sorvall Kiihlzentrifuge (RC5B) mit unterschiedlichen Rotoren zum Einsatz. Zur Auswertung
von Agarosegelen wurden UV-Transilluminatoren der Wellenldngen 366 nm und 254 nm von
Bachofer (Reutlingen) verwendet. Weiterhin verwendete Chemikalien und Gerdte werden an den ent-

sprechenden Stellen im Text erwéhnt.

2. Allgemeine Vorsichtsmalinahmen

Fiir alle molekular- und mikrobiologischen Arbeiten wurden autoklavierte (1 bar Uberdruck, 120°C,
30 min) Geridte verwendet. Ebenso wurde autoklaviertes, entmineralisiertes Wasser benutzt, mit dem
auch alle Losungen angesetzt wurden. Um eine Kontamination mit RNAsen zu vermeiden, wurden fiir
alle Arbeiten mit RNA bidestilliertes, mit DEPC (Diethyl-pyrocarbonat) behandeltes H,O sowie ge-
stopfte Pipettenspitzen und Latex-Handschuhe verwendet. Zum verbesserten Schutz vor Ethidium-

bromid wurden im Umgang mit den entsprechenden Gelen Handschuhe aus Nitril benutzt.

3. Das Forschungsobjekt

Der Sibirische Stor Acipenser baeri findet seine Verbreitung in allen grof8eren Fliissen Sibiriens, den
angrenzenden Kiistengebieten sowie dem Baikalsee. Die Versuche einer Einbiirgerung in die Fliisse
Europas sowie der Ostsee Mitte der sechziger Jahre schlugen fehl. Es werden zwei Unterarten unter-
schieden, die typische Form Acipenser baeri baeri und Acipenser baeri stenorrhynchus, welche sich

hauptsichlich durch die Schnauzenlédnge unterscheiden. Teilweise haben sich in den jeweiligen FluB3-
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systemen eigene Populationen gebildet. Von den Fliissen Ob, Irtisch und Yenisei ist bekannt, das es zu
Kreuzungen mit dem Sterlet Acipenser ruthenus gekommen ist. Der Sibirische Stor ist wie einige an-
dere Store nicht Diploid sondern Tetraploid (Ludwig et al., 2001).

In freier Natur kann der Sibirische Stor bis zu 2 m lang, 200 kg schwer und 60 Jahre alt werden. Seine
Nahrung besteht hauptsichlich aus Insektenlarven und Krebsen, die durch Einsaugen aufgenommen
werden. Dabei werden auch betrdchtliche Mengen an Detritus aufgenommen (Holcik, 1989; Hoch-
leithner, 1996).

Die fiir meine Arbeit bestimmten Tiere wurden uns freundlicherweise von der Fischzucht Rhonforelle
(Gersfeld) zur Verfligung gestellt. Eine Geschlechtsbestimmung von aulen war auf Grund des jungen
Alters der zwei ca. 25 cm langen Exemplare nicht méglich. Ein Tier wurde sofort getotet, das Andere
wird zur Zeit noch in einem SiiBwasseraquarium, bei 19°C Wassertemperatur, gehéltert. Zur Fiitterung
werden kleingeschnittene Filetstiicke verschiedener Speisefische sowie gefriergetrocknete Zuck-
miickenlarven verwendet. Gelegentlich werden auch lebende Guppys zugefiittert (Holcik, 1989; Hoch-
leithner, 1996).

Der Stor wurde mit 400 mg/l MS222 (3-Aminobenzoesdure-ethylester-methansulfonséure; Serva,
Heidelberg) narkotisiert. Nach tiefem Einschneiden des Schwanzes hinter dem After wurde das Tier

durch Ausbluten getotet, danach wurde die Leibeshohle vom After her erdftnet.

3.1 Systematische Einordnung des Sibirischen Stors (Acipenser baeri)

Innerhalb der Wirbeltiere stellen die Fische eine paraphyletische Gruppe der Kiefermiinder (Gnastho-

mata) dar. Als artenreichste Uberklasse der Vertebraten umfaBt sie nach Fiedler (1991) vier Klassen:

e Placodermi (Panzerfische)
e Acanthodii (Stachel“haie®)
e Chondrichthyes (Knorpelfische)
e Ostheichthyes (Knochenfische)

Die Gattung Acipenser gehort zu den Ostheichthyes (Knochenfischen), die mit mindestens 30.000
Arten und Verbreitung in allen Meeren und Siifwasserhabitaten die groBte Klasse innerhalb der
Wirbeltiere stellt (Campbell, 1996). Von den heutigen Chondrichthyes und den Agnathen unterschei-
den sie sich durch die Ausbildung von Knochen im Skelett, auBBerdem sind stets Kiemendeckel vor-
handen und die Kiemenbdgen tragen Kiemenblittchen. Kennzeichnend ist desweiteren das Lungen-
Schwimmblasensystem, welches urspriinglich eine paarige, luftgefiillte Ausstiilpung des Vorderdarms
mit Atemfunktion, spéter ein hydrostatisches Organ darstellt. Bereits im Devon trennten sich die

Knochenfische in die beiden heute existierenden Unterklassen Actinopterygii (Strahlenflosser) und
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Sarcopterygii (Fleischflosser) (Campbell, 1996). Erstere sind bereits seit diesem Zeitalter sehr arten-
reich und stellen etwa 99% der heutigen Fische. Infolge der Ausbildung einer Schwimmblase reduzie-
ren die paarigen Flossen ihre Funktion als Stiitz- und Bewegungsorgan. Der Hauptbestandteil der
Flossen ist hdutig und wird von Flossenstrahlen gestiitzt. Die Entwicklung dieser Unterklasse zeigt
drei Schichten: eine alte (Chondrostei), eine mittlere (Holostei) und eine neue (Teleostei) Die beiden
ersten Schichten erreichten im Karbon, bezichungsweise im jiingeren Mesozoikum, eine reiche
Formenfiille, wihrend die letzte Schicht seit der Kreide eine stetige Ausweitung erfihrt. Die Store
gehoren als Vertreter der Knorpelganoide zur Altschicht.

Auffallend ist das altertiimliche AuBere der Stére. Einige der Merkmale, wie zum Beispiel das knor-
pelige Skelett und die heterozerke Schwanzflosse erinnern stark an die Haie. Die Store wurden daher
in der Vergangenheit (z.B. von Cuvier) gelegentlich den Knorpelfischen zugeordnet (Marinelli und

Strenger, 1953).

Stamm Chordata (Chordatiere)
Unterstamm Vertebrata (Wirbeltiere)
Uberklasse Gnasthomata (Kiefermiinder)
Klasse Ostheichthyes (Knochenfische)
Unterklasse Actinopterygii (Strahlenflosser)
Uberordnung Chondrostei (Knorpelganoide)
Ordnung Acipenseriformes (Storartige)
Familie Acipenseridae (Riisselstore)
Unterfamilie Acipenserinae (Echte Store)
Gattung Acipenser (Store)

Art Acipenser baeri (Sibirischer Stor)

3.2 Gewebepriparation

Die gesamte Priparation erfolgte auf einem Eisbett. Gewebe fiir die Biochemie (sieche B 5.) wurden
direkt in fliissigem Stickstoff (-196°C) schockgefroren und dann zur weiteren Verwendung bei -80°C
gelagert. Gewebe fiir die indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie (siche B 13.) wurden in, Isopentan
aufgenommen, dieses war mit fliissigem Stickstoff vorgekiihlt. Isopentan leitet die Kélte schnell in das
Gewebe und hilft so Schiden beim Einfrieren zu minimieren. Nach wenigen Minuten wurden die Pré-
parationen, mit Isopentan im UberschuB, bei -80°C eingefroren. Gewebe aus denen mRNA extrahiert
werden sollte wurden mit gekiihltem GTC (siche B 15.) aufgenommen und auf Eis mehrfach mit
einem Ultra-Turrax (IKA-Werk, Staufen i. Breisgau) homogenisiert. Die Homogenisate wurden eben-

falls bei -80°C tiefgefroren.
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4. Verwendete Antikorper

4.1 Antikorper gegen Keratine

Tab. 1 Verwendete Antikdrper gegen Keratine
Antikorper Subklasse Antigen Quelle Zitat
1.3 mK /IgM xK2/18 u. xXK X | H. Herrmann (Fouquet, 1991)

164.4 mK/IgG 1 xK 1/8 H. Herrmann (Fouquet, 1991)

26.8 mK /1gGl xK 1/8 H. Herrmann (Fouquet, 1991)

46.6 mK /IgM xK 1/8 H. Herrmann (Fouquet, 1991)

68.4 mK /IgG 1 xK18 H. Herrmann (Fouquet, 1991)

79.14 mK /IgG 1 xK 1/8 H. Herrmann (Fouquet, 1991)

AE1 mK / 1gGl Typ I Keratine Progen (Woodcock-Mitchell et al., 1982)

AE3 mK /1gG 1 Typ II Keratine Progen (Woodcock-Mitchell et al., 1982)
c04= mK /IgG 1 hK 18 Progen (Bartek et al., 1991)

(Ks18.04)

F1F2 mK S-Keratine M. Conrad (Conrad et al., 1998)
GPT4" Meerschweinchen | Forellenkeratine J. Markl (Conrad et al., 1998)
GPT5® Meerschweinchen S-Keratine J. Markl (Conrad et al., 1998)

IFA mK /IgG 1 Sauger-IF Pruss (Pruss et al., 1981)

K8.13 mK /IgG 2a hK Sigma (Gigi et al., 1982)
K8.60 mK /IgG 1 hK 1, 10/11 Progen (Huszar et al., 1986)

KL1 mK /IgG 1 hK 1,2,5 Dianova (Viac et al., 1983)

Ks pan 1-8 mK /1gG 2a Typ II Keratine Progen (Achtstétter et al., 1989)
Ks19.2 mK /1gG 2b hK 19 Progen (Bader et al., 1988)
Lus mK /IgG 1 hK 1-19 Boehringer (Franke et al., 1987b)

mK, monoklonal; pK, polyklonal; xK, Xenopus laevis Keratin; hK, humanes Keratin; (*) die Kombination von GPT4 und
GPTS5 wurde als GPp,, bezeichnet
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4.2 Antikorper gegen Desmin und Vimentin

Tab. 2 Verwendete Antikdrper gegen Vimentin und Desmin

Antikorper Subklasse Antigen Quelle Zitat
De-B-5 mK /1gG 1 Humanes Desmin Boehringer (Debus et al., 1983a)
Mannheim
DES pk Desmin Huhn Sigma (Debus et al., 1983a)
Vim 14.13 mk /IgG 1 Xenopus-Vimentin H. Herrmann (Fouquet, 1991)

mK, monoklonal; pK, polyklonal

4.3 Antikorper gegen Neurofilamentproteine

Tab. 3 Verwendeter Antikorper gegen Neurofilament

Antikorper Subklasse Antigen Quelle

Zitat

Nel4 = NF200 mK /1gG 1 Neurofilament

mK, monoklonal; pK, polyklonal

5. Biochemische Praparation der Intermediérfilamente (Cytoskelett-

Priparation)

Zur Extraktion von Intermedidrfilamenten (IF) aus Geweben nutzt man zwei besondere physiko-

chemische Eigenschaften dieser Proteine:

e IF 15sen sich schlecht, bzw. gar nicht in nicht-ionischen Detergentien (z.B. Triton®™)

e [IF I6sen sich schlecht in Hochsalzlosungen von z.B. KCI oder NaCl

5.1 Extraktionslosungen

Niedrigsalzpuffer 150 mM NaCl
10 mM Tris/Cl pH 7,2
5mM EDTA
1% Triton® X-100




Material und Methoden 17

Hochsalzpuffer 1,5 M KCl
10 mM Tris/Cl pH 7,2
5mM EDTA
1% Triton® X-100

TE-Puffer 10 mM Tris/Cl pH 7,2
5mM EDTA

Zur Hemmung von Proteasen wurde direkt vor Gebrauch der jeweiligen Pufferlosung ein Gemisch
von Proteasechemmern zugesetzt. PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) und Pepstatin A wurden zuvor
als Stammlosungen in Ethanol p.A. gelost, Leupeptin und Benzamidin in dest. H,O. Es kamen fol-

gende Endkonzentrationen zum Einsatz:

PMSF 2 mM (Stammldsung 0,38 M)
Pepstatin A 0,7 pg/ml (Stammldsung 1 mg/ml)

Leupeptin 4 ng/ml (Stammlosung 5 mg/ml)

Benzamidin 1 mM (Stammldsung 2 mM)

5.2 Extraktion der Intermediiirfilamente aus Gewebe

Alle Arbeitsschritte erfolgten auf Eis. Zur Homogenisierung wurde ein Ultra-Turrax des IKA-Werkes
verwendet. Die bei der Priparation eingefrorenen Gewebe wurden mit dem vierfachen Volumen eis-
gekiihltem Niedrigsalzpuffer aufgenommen und homogenisiert. Das Homogenisat wurde bei 4°C mit
15000 Upm im SS34 Rotor der Sorvall Kiihlzentrifuge fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
vorsichtig dekantiert und zu dem Sediment ein gleiches Volumen eiskaltem Hochsalzpuffer zuge-
geben. Es folgte eine erneute Homogenisation und Zentrifugation (siche oben). Diese Hochsalz-
extraktionen wurden noch zwei-, dreimal wiederholt und das Pellet dann in ein oder mehrere 1,5 ml
Eppendorf-Reaktionsgefifie iiberfiihrt. Zur Entfernung von iiberschiissigen Salzen und Detergentien
folgten mehrere Waschschritte. Dabei wurde das Pellet mit einem geeigneten Volumen TE-Puffer
aufgenommen und resuspendiert. AnschlieBend wurde in einer Mikroliter Tischzentrifuge (Hettich,
Tuttlingen) bei 100% fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Nach dem letzten Wasch-
gang wurden die Pellets entweder bei -80°C gelagert oder direkt fiir die entsprechenden Elektro-

phoresen vorbereitet.
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6. Eindimensionale SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (1D-PAGE)

Die Elektrophorese erfolgte nach dem denaturierenden und diskoninuierlichen System nach Laemmli
(1970), wobei die Proteine nach MolekiilgroBe getrennt werden. Anstelle von Mercaptoethanol wurde
jedoch DTT als reduzierendes Agenz verwendet. Das System bestand aus einem grobmaschigen
Sammelgel und einem hoéher vernetzten Trenngel, welche sich auBBerdem noch im pH Wert unter-
schieden. Als Folgeanion im Elektrophoresepuffer diente Glycerin. Verwendet wurde die vertikale
Elektrophoresekammer PHERO — minivert von Biotec Fischer (Reiskirchen) fiir zwei Gele im Format

80 x 82 mm.

6.1 Gellosungen

4 x Trenngelpuffer 1,5 M Tris/Cl pH 8,8
0,4% (w/v) SDS

4 x Sammelgelpuffer 0,5 M Tris/CI pH 6,8
0,4% (w/v) SDS

Elektrophoresepuffer 23 mM Tris/Cl
190 mM Glycin
0,2% (w/v) SDS

Probenpuffer 62,5 mM Tris/CI pH 6,8
25 mM Dithiotreitol (DTT)
10% (w/v) Glycerin
3% (w/v) SDS
0,1% Bromphenolblau

Rotiphorese Gel30 Acrylamidlosung 37,5:1 (30% (w/v) Acrylamid und 0,8% Bisacrylamid
APS 10% (w/w) in dest. H,O (Ammoniumpersulfat)
TEMED 99% p.A. (N,N,N’,N’—Tetramethylenethylendiamin)
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6.2 Praparation der Gele und der Elektrophoresekammer

Trenngel-/Sammelgelmischung:

x ml 30% Acrylamid-Stocklosung

x ml 4 x Trenngel-/Sammelgelpuffer

x ml 10% APS / ml Trenngel-/ Sammelgelmischung
1 pl TEMED / ml Trenngel-/Sammelgelmischung

Fiir die 1D-Elektrophorese der [F-Proteine wurden 10%ige Polyacrylamidgele im Format 80 x 82 mm
und 1 mm Schichtdicke verwendet. Zur Herstellung der Gele wurden zwei Glasplatten (davon eine
,»Ohrenplatte®, mit einer 2,8 cm tiefen Einbuchtung), jedoch durch zwei 1 mm dicke Abstandshalter
getrennt, aufeinander gelegt. Diese wurden an drei Seiten mit Klebeband und zuséitzlich von innen mit
aufgekochter 0,5%iger Agarose abgedichtet. Nach Erkalten der Agarose wurde die kurz zuvor ange-
setzte Trenngelmischung (10% Acrylamid) zwischen die Glasplatten, bis 1,5 cm unter den Rand der
Ohrenplatte gegossen und sofort mit Ethanol {iberschichtet. Nach der Polymersiation (ca. 30 min)
wurde die Geloberfliche griindlich mit dest. H,O gespiilt und {iberschiissige Fliissigkeit mit einem
fusselfreien Tuch abgenommen. Die kurz zuvor angesetzte Sammelgelmischung (3,9% Acrylamid)
wurde nun bis direkt unter den Rand der Ohrenplatte blasenfrei auf das Trenngel gegossen. In die noch
fliissige Gellosung wurde ein Probenkamm (1 cm Dicke; 12 Taschen) luftblasenfrei eingesetzt und das
Gel bis zur vollstindigen Polymersiation (ca. 20 min) stehengelassen. Fertige Gele wurden mit
feuchten Tiichern umwickelt und in Frischhaltefolie eingeschlagen und konnten so bei 4°C bis zu zwei
Wochen aufbewahrt werden.

Fiir die Elektrophorese wurde der Probenkamm wieder entfernt und die entstechenden Taschen mit
dest. H,0 griindlich gespiilt. Nach Entfernen der Klebestreifen wurden die Gele in die Elektrophorese-

kammer eingespannt und der obere wie der untere Puffertank mit Elektrophoresepuffer gefiillt.

6.3 Vorbereitung der Proben

Die Pellets der IF-Préparationen (siche B 5.2) wurden in einem geeigneten Volumen Laemmli-Proben-
puffer (mit DTT anstelle von Mercaptoethanol) aufgenommen, griindlich resuspendiert und bei 95°C
fiir fiinf Minuten denaturiert. Die Proben wurden kurz zentrifugiert und die verbleibenden Uberstinde
in die Geltaschen zentrifugiert. Als Molekulargewichtsmarker diente ,,SDS-6H* von Sigma (Deisen-

hofen).
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Das Proteingemisch enthielt folgende Substanzen:

Carboanhydrase M, 29000
Ovalbumin M, 45000
Rinderserumalbumin M, 66000
Phosphorylase b M, 97400
3-Galactosidase M; 116000
Myosin M, 205000

6.4 Elektrophorese

Nach der Beladung der Geltaschen mit Marker und Probengemisch wurde der obere Puffertank mit der
Kathode und das untere Pufferreservoir mit der Anode verbunden. Die Elektrophorese erfolgte mit
einem anfanglichen Strom von 15 mA / Gel, nach der Einwanderung der Proteine in das Gel wurde auf
25 mA / Gel gesteigert. In der Regel wurde die SDS-PAGE abgebrochen, wenn die Bromphenolblau-
front den unteren Gelrand erreichte.

Die Gele wurden aus der Kammer entnommen und eine der Glasplatten vorsichtig abgehoben. Das
Trenngel wurde von dem Sammelgel abgetrennt und entweder mit Coomassie gefdrbt oder fiir einen

Proteintransfer auf Nitrocellulosemembranen benutzt. Das Sammelgel wurde verworfen.

7. Zweidimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese (2D-PAGE)

Bei der zweidimensionalen Gelelektrophorese (2D-PAGE) nach den von O’Farrel, 1975 und O’Farrel,
1977 beschriebenen Methoden, wurden die Proteine in der ersten Dimension in einem pH-Gradienten
getrennt. Als Elektrophoresekammer diente Phero-vert-180 von Biotec (Reiskirchen). Zwei zugeho-
rige 2D-Riegel dienten zur Aufnahme von je sieben Glasrohrchen (Aulen @ 6 mm, Innen @ 3 mm,
Lange 130 mm,) fiir die erste Dimension. In der zweiten Dimension erfolgte, unter denaturierenden
Bedingungen, die Auftrennung der Proteine nach ihren relativen Molekiilmassen. Dazu wurde die
gleiche Kammer, jedoch ohne die 2D-Riegel, benutzt. Die Kammer konnte dann zwei vertikale Gele a4

180 x 170 mm aufnehmen.
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7.1 Die erste Dimension (Isoelektrische Fokussierung; IEF)

Die Elektrophorese der ersten Dimension erfolgte in Polyacrylamid-Rundgelen. Die Proteine wander-
ten dabei im elektrischen Feld von der Kathode (mit basischem Puffer) zur Anode (mit saurem Puffer).
Durch die Zugabe von Ampholinen (Pharmacia; Upsala; Schweden) zu den Gelen, bildete sich wih-
rend der Elektrophorese ein stabiler pH-Gradient im Gel. Proteine haben, entsprechend ihrer Amino-
sdurezusammensetzung, einen definierten pH Wert bei dem ihre Nettoladung fast ganz verschwindet.
An diesem isoelektrischen Punkt (IEP = pl) stellten sie ihre Wanderung im elektrischen Feld ein

(Fokussierung), es kam zu einer Anreicherung im Gel.

7.1.1 Gellosungen

Lysis Puffer A 9,5 M Harnstoff
25 mM DTT
2% (w/v) Nonidet P-40
0,8% Ampholine pH 4 - 6
0,8% Ampholine pH 5 - 7
0,4% Ampholine pH 3,5 - 10

Lysis Puffer K 6 M Harnstoff
5% (w/v) Nonidet P-40
0,4% Ampholine pH 4 - 6
0,4% Ampholine pH 5 - 7
0,2% Ampholine pH 3,5 - 10

2D-Acrylamid (30% w/v) (28,38:1,62) 28,38 g Acrylamid
1,62 g Bisacrylamid
bidest. H,O ad 100 ml

O-Puffer 60 mM Tris/Cl pH 6,8
20 mM Dithiotreitol (DTT)
2% SDS
10% (w/v) Glycerin
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Anoden-Elektrophoresepuffer 10 mM H;PO4
Kathoden-Elektrophoresepuffer 20 mM NaOH

Nonidet P-40 10% (w/v) in dest. H,O (Nonylphenyl-polyethylenglykol)
APS 10% (w/w) in dest. H,O (Ammoniumpersulfat)
TEMED 99% p.A. (N,N,N’ ,N’—Tetramethylenethylendiamin)

Von Lysis A- und Lysis K-Puffer wurden Aliquots angesetzt, welche bei -20°C gelagert und nach
Bedarf aufgetaut wurden. Alle librigen Losungen wurden frisch angesetzt. Fiir einige Auftrennungen
wurde ein Lysis A-Probenpuffer mit einer auf 8% (w/v) erhohten Nonidet-P40-Konzentration ver-

wendet.

7.1.2 Priparation der Rundgele

Die Glasrohrchen fiir die Polyacrylamidrundgele wurden mit Aceton ausgespiilt und mit Druckluft

getrocknet. AnschlieBend wurde ein Ende mit Parafilm abgedichtet.

Zusammensetzung des Fokussiergels: (fiir 10-12 Gele)
5,7 g Harnstoff

1,33 ml 2D-Acrylamidlésung (30%)

2 ml Nonidet-P40 10%

2 ml HyOyeq:.

0,2 ml Ampholine pH 4-6

0,2 ml Ampholine pH 5-7

0,1 ml Ampholine pH 3,5 -10

10ul APS 10%

7 ul TEMED

Die Acrylamidlosung wird zusammen mit Nonidet P-40 und H,Og.y. vorsichtig erwdrmt (ca. 40 °C)
und der Harnstoff darin gelost. Nach dem Abkiihlen der Losung auf Raumtemperatur wurden die
hitzeempfindlichen Ampholine, APS und TEMED zugesetzt. Die fertige Gellosung wird nach
vorsichtigem, aber griindlichen Mischen mit einer langen Pasteurpipette bis ca. 1 cm unter den Rand
in die Glasrohrchen gefiillt. Eventuell vorhandene Luftblasen wurden durch vorsichtiges Klopfen
entfernt. Die Rundgele wurden mit destilliertem Wasser {iberschichtet und mit Parafilm versiegelt. Bis
zum Ende der Polymersiation (3-4 h oder iiber Nacht) wurden die Gele senkrecht im Dunkeln aufge-

stellt. Die so priparierten Gele waren im Dunkeln bis zu acht Tage haltbar.
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7.1.3 Vorbereitung der Proben und der Elektrophoresekammer

Die fertig polymerisierten Gele wurden griindlich mit destilliertem Wasser abgespiilt und der Parafilm
entfernt. Mit Hilfe einer Spritze wurden die Gele von der Oberseite her ein kleines Stiick aus dem Gel
herausgedriickt und das hervorstehende Gelstiick mit einem Skalpell entfernt. Uber diese Unterseite
wurde ein Stiick Gaze gestreift und mit einem Gummiband fixiert. Die so priparierten Gele wurden in
den 2D-Riegel eingesetzt und in die Elektrophoresekammer eingespannt.

Die Pellets der IF-Priaparationen (siche B 5.2) wurden unter Zugabe einiger Kristalle Harnstoff in
einem geeigneten Volumen Lysis A Puffer aufgenommen, griindlich resuspendiert und anschlieBend

kurz zentrifugiert. Der Uberstand wurde aufgenommen und mit folgenden Markerproteinen (ca. 2 — 3

ng / Rundgel) versetzt:
Mr pI
Rinderserumalbumin 66000 6,1
Aktin aus Kaninchenmuskel 42000 54

Die so behandelten Proben wurden luftblasenfrei auf die Rundgele aufgetragen und vorsichtig mit 20
pl Lysis K iiberschichtet. Abschliefend wurde mit Kathoden-Elektrophoresepuffer bis zum oberen
Glasrand aufgefiillt.

7.1.4 Elektrophorese und Weiterbehandlung der Rundgele

Die Glasrohrchen wurden bis zum oberen Rand in den 2D-Riegel eingeschoben und der Rand mit
aufgekochter 0,5%iger Agaroselosung abgedichtet. AnschlieBend wurde der obere Puffertank mit
Kathoden- und der untere mit Anoden-Elektrophoresepuffer aufgefiillt. Es erfolgte keine Vorelek-
trophorese, die Einstellung des pH-Gradienten erfolgte direkt mit der Elektrophorese der Proben, iiber
eine schrittweise Steigerung der angelegten Spannung. Es wurde mit 200 V fiir 30 min begonnen und
dann auf 300V fiir 15 min gesteigert. Danach erfolgte die Fokussierung fiir 16-18 h bei konstanten
400 V.

Nach der Elektrophorese wurden die Gele mit einer Spritze aus den Glasrohrchen herausgedriickt und
in einem Kunststoffschélchen in O-Puffer fiir 20 min &quilibriert. Dabei wurde die Orientierung der
Rundgele (saures bzw. basisches Ende) notiert. Der O-Puffer wurde vorsichtig abgegossen und die
Gele entweder direkt auf die Flachgele der zweiten Dimension aufgetragen oder zur Aufbewahrung

bei -20°C eingefroren.
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7.2 Die zweite Dimension (SDS-PAGE)

Die fiir die zweite Dimension verwendeten Gele hatten die gleiche Zusammensetzung wie die Gele der
1D-PAGE (sieche B 6.) und wurden auf dhnliche Weise behandelt. Die verwendeten Glasplatten waren
mit den MaBlen 170 x 180 mm jedoch groBer, der Abstandshalter mit 1,5 cm dicker. Die Ohrenplatten
wiesen an den oberen Kanten einen zur Gelseite zeigenden schriagen Schliff auf, der zur Aufnahme der
Rundgele diente. Das Sammelgel wurde direkt bis an diesen Schliff herangegossen, ein Probenkamm
wurde nicht eingesetzt. Nach dem GieBBen wurde das Sammelgel direkt mit destilliertem H,O
iiberschichtet.

Fiir die Elektrophorese wurde das Klebeband entfernt und das Sammelgel griindlich mit destilliertem
Wasser abgespiilt. Nach dem Einspannen der Gelplatten in die Kammer wurde jeweils ein dquilibrier-
tes Rundgel pro Gelplatte auf den Schliff gelegt. Die Rundgele wurden dabei so orientiert, daf} die
saure Seite stets rechts lag. Mit Hilfe aufgekochter 1%iger Agarose in O-Puffer wurde das Rundgel
mit dem Sammelgel blasenfrei verbunden. Die Agarose-O-Puffer-Losung enthielt aulerdem noch
Bromphenolblau als Farbmarker. Die beiden Puffertanks wurden mit den entsprechenden Puffern
befiillt und die Kammer an das Netzgerdt angeschlossen. Die Elektrophorese erfolgte mit einem
anfanglichen Strom von 20 mA / Gel, nach der Einwanderung der Proteine in das Gel (ca. 35 min)
wurde auf 40 mA / Gel gesteigert. Sobald die Bromphenolblaufront das untere Gelende erreicht hatte
wurde die Elektrophorese abgebrochen. Die Gele wurden aus der Kammer entnommen und eine der
Glasplatten vorsichtig abgehoben. Das Trenngel wurde von dem Sammelgel abgetrennt und entweder
mit Coomassie gefarbt oder filir einen Proteintransfer auf Nitrocellulosemembranen benutzt. Das

Sammelgel wurde verworfen.

7.3 Firben der Proteine im Gel

Firbelosung 0,1% Coomassie Brilliant Blue R250
7,5% Essigsdure
40% Ethanol

Entfirbelosung 20% Isopropanol

7,5% Essigsdure
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Zur dauerhaften Farbung der Proteine im Gel wurde der Farbstoff Coomassie Brilliant Blue R250 der
Firma Serva (Heidelberg) verwendet. Die Féarbelosung wurde nach Angaben des Herstellers angesetzt.
Die vom Sammelgel befreiten Trenngele wurden als Minigele fiir 1 h oder als 2D-Gele fiir 2-3 h
beziehungsweise liber Nacht gefarbt. Zur Entfernung von Hintergrund wurden die Gele anschlieBend
in Entfirbelosung entfarbt und abschlieend iiber Nacht in 7,5% Essigsdure eingelegt. Die Gele
wurden zusammen mit einigen Tropfen der Essigsdure in Kunststoffolien eingeschweifit und bei 4°C

aufbewahrt.

8. Transfer der Proteine auf Nitrocellulose-Membranen

8.1 Das Nafiblotverfahren

Transferpuffer (pH 8,8) 25 mM Borsdure
2 mM EDTA

Beim NaBblotverfahren werden die Proteine elektrisch aus dem Gel heraus auf einen geeigneten
Tréger transferiert (Hermann und Wiche, 1987). Dazu wurde die NaBblotkammer PHERO-Blott der
Firma Biotec Fischer (Reiskirchen) verwendet. Als Trager dienten Nitrocellulose-Membranen des
Typs BA8S5 mit der PorengroBe 0,45 um (Sartorius, Gottingen). Ungeférbte Trenngele der 1D-PAGE
(siche B 6.4) und 2D-PAGE (siehe B 7.2) wurden zur Vorbereitung 20 min in Transferpuffer dquili-
briert. Dieser Puffer wurde auch verwendet, um die Nitrocellulose-Membranen kurz vor Gebrauch zu
hydratisieren.

Innerhalb der Kammer wurde das Gel durch einen speziellen Aufbau auf die Membran geprefit. Ein
Sandwich aus: Schwamm - 2 Whatman® 3MM Filter - Membran - Gel - 2 Whatman® 3MM Filter -
Schwamm wurde in einen Gelhalter geklemmt und so in die Kammer gesetzt, dal das Gel auf der
Kathodenseite lag. Die Schwimme und Whatman® 3MM Filter wurden kurz vor Gebrauch mit Trans-
ferpuffer durchtrankt. Der Transfer erfolgt unter stindigem Riihren {iber Nacht bei 8°C in der Kiihl-
kammer. Begonnen wurden mit 100 mA und nach jeweils 5 min um 100 mA erhdht beziehungsweise
bis die endgiiltige maximale Stromstirke von 340 mA erreicht war. Am nichsten Tag wurden die Gele

zur Kontrolle auf Vollstdndigkeit des Transfers mit Coomassie Brilliant Blue gefarbt (siche B 7.3).
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8.2 Reversible Fiarbung der Proteine mit Ponceau S

Nach dem Transfer wurden die Membranen kurz in destilliertem Wasser gewaschen und anschlieBend
fiir 10 min in 1:10 verdiinnter Ponceau S-Losung (Sigma, Deisenhofen) gefarbt. Durch vorsichtiges
Waschen in dest. H,O wurde der Hintergrund entfernt. Die Membranen wurden getrocknet und auf
einen minimalen Rand zurechtgeschnitten. Auf einer Leuchtplatte (Rex, Erlangen) wurden im Durch-
licht mit einem ,,Video Copy Processor (Mitsubishi) Videoausdrucke angefertigt. Zusdtzlich wurden
die Proteinmuster und die Membranbegrenzungen zur spateren Zuordnung von Positivreaktionen auf
Transparentfolie abgezeichnet. Die Blots wurden trocken zwischen Whatman® 3MM Papieren aufbe-

wahrt oder direkt weiterverwendet.

9. Identifizierung von Typ I und Typ II Keratinen

Keratine bilden obligat Heterodimere mit einem Partnermolekiil des anderen Typs. Wahrend in vivo
nur bestimmte Paarungen auftreten, konnen sich in vitro beliebige Kombinationen bilden. Beim
Complementirer-Keratin-Blot-Bindungs-Test (CKBB-Test) kdnnen auf Nitrocellulose immobilisierte
Keratine identifiziert und den Typen I beziehungsweise 11 zugeordnet werden. Zur Identifizierung von
Typ I[-Keratinen wurden die Membranen mit biotinyliertem humanem Keratin 8 (Typ II) inkubiert.
Umgekehrt wurde zur Identifizierung von Typ I[I-Keratinen biotinyliertes humanes Keratin 18 (Typ I)
verwendet. Die rekombinanten humanen Keratine wurden freundlicherweise von Dr. H. Herrmann
(DKFZ, Heidelberg) zur Verfiigung gestellt. Diese Arbeiten wurden im Rahmen einer Diplomarbeit
von Frau Nicole Tappe durchgefiihrt.

9.1 Biotinylierung von Proteinen

BNHS 1 mg/ml (Biotinyl-N-hydroxysuccinimid in Dimethylformamid)
TBS 20 mM Tris/Cl pH 7,6
137 mM NaCl

Die zu markierenden Proteine wurde in einer Konzentration von 1 mg/ml verdiinnt in TBS eingesetzt.
Je Milliliter Proteinlésung wurden 50 pl BNHS-Losung zugesetzt und griindlich gemischt. Nach 1 h
Inkubation bei Raumtemperatur wurde iiberschiissiges BNHS mittels Dialyse entfernt. Die Reinigung
erfolgte unter stindigem Riihren iiber Nacht bei 8°C gegen TBS. Der Dialyseschlauch (Visking; Roth,
Karlsruhe) wurde vor Gebrauch 5 min ausgekocht. Das so markierte Protein wurde entweder direkt

weiterverwendet oder bei -20°C eingefroren.
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9.2 Komplementirer Keratin-Blot-Bindungs-Test (CKBB-Test)

9.2.1 Losungen

Bindungspuffer 4 M Harnstoff
10 mM Tris pH 8,0
3% BSA
0,1% Tween® 20

Hochsalzextraktionspuffer 1,5 M NaCl
10 mM Tris/Cl pH 8,0
30 mM KCI
0,5% Triton® X-100
0,1% Tween® 20

TBST (“Tris buffered saline and Tween™”) 10 mM Tris/Cl pH 8,0
140 mM NaCl
0,1% Tween® 20

9.2.2 Inkubation der Membranen

Die zu identifizierenden Proteine wurden auf eine Nitrocellulosemembran geblottet (siche B 8.). Zur
Renaturierung der Proteine und zum Blocken der Oberfliche wurde die Membran fiir 1 h bei Raum-
temperatur in TBST geschiittelt. Fiir die Inkubationslésung wurde 15-30 pg biotinyliertes Protein in 2-
3 ml Bindungspuffer gelost. Je eine Membran wurde zusammen mit 2-3 ml in Folie eingeschweif3t und
auf einem Drehbrett (Eigenbau der Feinmechanischen Werkstatt, Universitdt Mainz) iiber Nacht bei
8°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Membranen 4-6x fiir 10-15 min bei Raumtemperatur in
Hochsalzextraktionspuffer gewaschen. Die gebundenen biotinmarkierten Proteine wurden mit Strepta-

vidin detektiert, wie im folgenden Kapitel beschrieben.

9.3 Biotin/Streptavidin-Nachweis von Proteinen

Die Membranen wurden fiir 1 h mit 10% Milchpulver in TBST blockiert. Streptavidin-Alkalische-
Phosphatase (Promega, Mannheim) wurde 1:5000 zu einer Losung von 5% Milchpulver in TBST
zugesetzt und damit die Membranen fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgten vier Waschun-
gen fiir jeweils 15 min in TBST. AbschlieBend wurde die Farbreaktion der Alkalischen Phosphatase
durchgefiihrt (siche B 11.).
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10. Immunoblot

Die auf eine Membran iibertragenen Proteine konnten mittels einer Reaktion mit spezifischen Anti-

korpern detektiert werden.

10.1 Losungen

TBST (“Tris buffered saline and Tween"™”) 10 mM/CI pH 8,0
140 mM NaCl
0,1% Tween® 20

Blockierungspuffer 10% Ziegenserum - Donor Herd

5% Milchpulver in TBST

Ziegenserum und Tween®™ 20 (Polyoxyethylen-20-sorbitanmonolaurat) stammten von Sigma (Deisen-
hofen). Die Nitrocellulose-Membranen wurden in destilliertem Wasser rehydratisiert und anschlieBend

unter Schiitteln fiir mindestens eine Stunde in Blockierungspuffer abgesittigt.

10.2 Inkubation mit dem priméren Antikorper

Als primire Antikdrper wurden die in Kapitel B 4. angegebenen verwendet. Monoklonale Antikorper
wurden als Medieniiberstand unverdiinnt oder bis 1:20 verdiinnt in TBST eingesetzt. Seren und
Ascitesfliissigkeiten wurden 1:200 bis 1:1000 und polyklonale Antikdrperseren 1:1000 bis 1:5000
verdiinnt in TBST verwendet. Die rehydrierten Membranen wurden zusammen mit einigen Millilitern
Antikorperldsung in Folie eingeschweifit. Die Inkubation erfolgte iiber Nacht bei 8°C auf Drehplatten
(Eigenbau der Feinmechanischen Werkstatt, Universitdit Mainz). Ungebundene Antikoérper wurden
durch dreimaliges Waschen (je 5 min) mit TBST entfernt und anschlieBend der sekundire Antikdrper

zugesetzt.

10.3 Inkubation mit dem sekundiren Antikorper

Verwendet wurden Ziege-Anti-Maus (IgG + IgM) bezichungsweise Ziege-Anti-Meerschweinchen
(IgG) -Antikdrper (Dianova, Hamburg). Diese mit Alkalische Phosphatase gekoppelten Antikdrper
wurden 1:7500 verdiinnt. Die Inkubation mit dem zweiten Antikérper erfolgte fiir 60 min bei Raum-
temperatur. Danach wurden iiberschiissige Antikdrper durch dreimaliges Waschen (je 5 min) mit

TBST entfernt. Die Farbreaktion erfolgte wie unter B 11. beschrieben.
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11. Farbreaktion der Alkalischen Phosphatase

Die Alkalische Phosphatase setzt die beiden Substrate NBT und BCIP zu einem blau-violettem Farb-
stoff um. Dieser ist schwer 16slich und schldgt sich daher leicht nieder. Es entsteht ein blau-violetter

Niederschlag, der zumeist mit dem bloBen Auge sichtbar ist.

11.1 Losungen

AP-Puffer 100 mM Tris/CI pH 9,5
100 mM NaCl
Substrat NBT 50 mg/ml NBT in 70% Dimethylformamid

(NBT = p-Nitrobluetetrazoliumchlorid)

Substrat BCIP 50 mg/ml BCIP in 100% Dimethylformamid
(BCIP = 5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat-p-Toluidinsalz)

11.2 Farbreaktion

Kurz vor Gebrauch wurde eine Substratlosung von 3,3 pl BCIP und 6,6 pl NBT pro ml AP-Puffer
angesetzt. Die Membranen wurden kurz in AP-Puffer dquilibriert, abgetropft, mit der Substratlosung
versetzt und anschlieBend ruhig und lichtgeschiitzt stehengelassen. Je nach Intensitdt der Reaktion

wurde die Farbentwicklung nach 1- 240 min durch Zugabe von reichlich Wasser abgestoppt.

12. Foto-Dokumentation

Endgiiltig mit Comassie Brilliant Blue gefiarbte Trenngele oder Membranen des CKBB-Test oder der
Immunoblots wurden auf eine Leuchtplatte (Rex, Erlangen) gelegt und mit einem Gelbfilter im
Durchlicht fotografiert (Blende 8, Belichtungszeiten: 1/2, 1/4, 1/16 und 1/32 sec). Als Film wurde
Agfa Pan 25 verwendet, der in Rodinal (beide Agfa-Gevaert, Leverkusen) Verdiinnung 1:25,5
entwickelt wurde. Von geeigneten Objekten wurden auch Bilder mit einer Digitalkamera (Olympus C
1400 XL) aufgenommen. Fiir Makroaufnahmen diente eine spezielle Linse (,,macro conversion lens*

=40 cm), ebenfalls von Olympus.
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13. Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie

13.1 Anfertigung und Fixierung von Gewebeschnitten

Von den in [sopentan eingefrorenen Geweben (siche B 3.2) wurden mit einem Gefriermikrotom (HM
500 OM, Fa. Microm, Walldorf) 5 um dicke Gefrierschnitte angefertigt. Dabei betrug die Boxen-
temperatur -30°C und die Objekttemperatur je nach Gewebe zwischen -29°C und -20°C. Die Schnitte
wurden auf mit Petrolbenzin gereinigte Glasobjekttrager tiberfiihrt und anschliefend mindestens eine
Stunde oder iiber Nacht, vor Staub geschiitzt, luftgetrocknet. Danach wurden die Gefrierschnitte 10

min mit eiskaltem Aceton (-20°C) fixiert und luftgetrocknet.

13.2 Antikorperinkubation und Einbetten der Gewebeschnitte

PBS (“Phosphate Buffered Saline™) 140 mM NaCl
2,7 mM KCl
8,1 mM Na,HPO, x 2H,0
1,5 mM KH,PO,

Um ein Austrocknen der Schnitte zu vermeiden, wurden alle Antikdrper-Inkubationen in einer

feuchten Kammer bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

13.2.1 Herstellung des Einbettmediums

Als Einbettmedium wurde eine Polyvinylalkohol-Loésung verwendet. Dazu wurde der pH Wert des
PBS-Puffers auf 8,0 eingestellt und die Losung autoklaviert. Nach dem Abkiihlen wurden 20 g
Mowiol“4-88 (Calbiochem, La Jolla, USA) unter Riihren ca. 24 h bei Raumtemperatur in 80 ml PBS
geldst. Im Folgenden wurden 40 ml wasserfreies Glycerin (Glycerol 99%, Serva, Heidelberg) zuge-
setzt und liber Nacht geriihrt. Das Gemisch wurde anschliefend fiir 15 min bei Raumtemperatur mit
12000 Upm (Sorvall, Rotor SS34) zentrifugiert. Der Uberstand wurde aliquotiert und bei -20°C bis

zum Gebrauch eingefroren. Einmal aufgetaute Aliquots wurden bei 4°C gelagert.
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13.2.2 Inkubation mit dem primiren Antikorper

Als primére Antikdrper wurden die in Kapitel B 4. angegebenen verwendet. Monoklonal Antikorper
wurden als Medieniiberstand pur oder 1:10 verdiinnt eingesetzt, polyklonale wurden 1:100 in PBS
verdiinnt. K&ufliche Antikorper wurden entsprechend den Herstellerangaben mit PBS verdiinnt. 15-25
ul der Antikorperldsung wurde gleichmifBig {iber den Gefrierschnitt verteilt. Nach einer Inkubations-

zeit von einer Stunde wurden ungebundene Antikorper durch Waschen mit PBS entfernt (3 x 5 min).

13.2.3 Inkubation mit dem sekundiren Antikorper

Es wurden Ziege-anti-Maus- bezichungsweise Ziege-anti-Meerschweinchen-Antikorper (Dianova,
Hamburg) verwendet, an welche der Fluoreszenzfarbstoff Texas Red gekoppelt war. Diese wurden
1:200 in PBS verdiinnt eingesetzt. Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde wurden ungebundene
Antikodrper durch Waschen mit PBS (3 x 5 min) entfernt. AnschlieBend wurde zur Entfernung von
Salzen 2 min mit destilliertem Wasser gewaschen. Durch Einlegen in absoluten Alkohol fiir 5 min
wurden die Schnitte dehydratisiert. Nach abschlieBender Lufttrocknung wurden die Proben in
Mowiol® eingebettet. Die Herstellung des Einbettmediums Elvanol erfolgte nach Vorschrift des
Herstellers. Um ein Ausbleichen des Fluoreszenzfarbstoffes zu verhindern, erfolgte die Lagerung der

Priparate lichtgeschiitzt in Mappen.

13.3 Mikroskopieren und Fotografieren

Es wurde das Epifluoreszenzmikroskop Leitz DM/RBD (Leica, Wetzlar) verwendet. Als UV-Licht-
quelle diente eine Quecksilberhdchstdrucklampe (HB050) vom Typ L1. Die Phasenkontrast- / und
Fluoreszenzaufnahmen wurden mit den Objektiven PL Fluotar, 10x / 0,30, 40x / 0,70, 40x / 1,0
(Olimmersion) und PL APO 63x / 1,32 (Olimmersion) durchgefiihrt (Okular 10-25fach). Es wurde mit
Kodak TMax 400 Filmen fotografiert , die mit dem zugehdrigen Kodak TMax Entwickler entwickelt

wurden.
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14. Allgemeine molekularbiologische Methoden

14.1 Medien und Agarplatten

LB-Medium (1L)

NZY-Medium (1L)

LB-Agar (1L)

NZY-Agar (1L)

NZY-Topagar (1L)

SM-Medium (1L)

5 g Hefeextrakt

10 g NaCl

10 g Tryptone

pH 7 eingestellt mit 10 mM NaOH

5 g NaCl

2 g MgS0O, x 7 H,O

5 g Hefeextrakt

10 g NZ-Amine (Caseinhydrolysat)
pH 7,5 eingestellt mit 10 mM NaOH

15 g Agar-Agar
ad 1L LB-Medium

15 g Agar-Agar
ad 1L NZY-Medium

7 g Agarose
1L NZY-Medium

5,8 g NaCl

2,0 g MgS0,4x 7 H,O

50 ml 1 M Tris/CL (pH 7,5)
5 ml 2% (w/v) Gelatine

Alle Medien wurden ziigig nach der Herstellung autoklaviert (1 bar Uberdruck, 120°C, 30 min). Zur

Herstellung von Agar-Platten wurden die Agar-Medien-Losungen auf 55°C abgekiihlt und die Petri-

schale damit etwa zur Halfte befullt:

@ kleine Platten: 85 mm
@ grofe Platten: 145 mm
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Zur selektiven Anzucht bestimmter resistenter Bakterienstimme oder Transformanten wurden den
(Agar-) Medien Antibiotika zugesetzt. Da diese Wachstumsinhibitoren temperatursensitiv sind,
erfolgte die Zugabe erst nach Abkiihlung auf <55°C. Es wurden folgende Endkonzentrationen
verwendet:

Tetracyclin 50 pg/ mL

Ampicillin 100 pg / mL

Kanamycin 12,5 pg / mL

14.2 Bakterienstimme, Phagen und Vektoren

Bakterienstdmme
E. coli XL1-blue MRF”’ (Stratagene, Heidelberg)
E. coli XLOLR (Stratagene, Heidelberg)

Phagen
A-Phage (Stratagene, Heidelberg)

Ex Assist™ Helper Phage (Stratagene, Heidelberg)

Vektoren
ZAP Express” Vektor (Stratagene, Heidelberg)
pBK-CMYV (Stratagene, Heidelberg)

14.3 Bakterienkulturen

e Glycerinkultur

Zur dauerhaften Aufbewahrung von Bakterien wurden diese als Losung mit einem Glyceringehalt von
20-50% bei -80°C gelagert. Dazu wurden 750 pl einer Ubernachtkultur der betreffenden Bakterien mit
600 pul Glycerin p.A. versetzt und aliquotiert.

e Fliissig- / Ubernachtkultur

Zur Herstellung einer Flissigkultur eines Bakterienklones wurde die entsprechende Einzelkolonie mit
Hilfe einer ausgegliihten Impfose oder einem sterilen Zahnstocher von einer Agarplatte oder einer
Glycerinkultur in 3 ml des geeigneten Kulturmediums iiberfiihrt und iiber Nacht bei 37°C im Schiittler
(220 Upm) inkubiert.
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e Plattenkultur

Zur Herstellung von Plattenkulturen wurden Bakterien einer Ubernacht- oder einer Glycerinkultur mit
einem sterilen Zahnstocher oder einer ausgegliihten Impfose auf geeignete Agar-Platten iibertragen
und bei 37°C iiber Nacht inkubiert. So erhaltene Plattenkulturen konnten luftdicht verschlossen bei

8°C 3-4 Wochen aufbewahrt werden.

e MgSO4-Kultur von Bakterienstimmen

Bakterien einer Platten- bzw. einer Glycerinkultur wurden mit Hilfe von Einweg-Impfosen in ein
Néhrmedium aus 30 ml LB-Medium, 0,2% (w/v) Maltose, 10 mM MgSO, und Tetracyclin (50 pg/ml)
iibertragen. Diese Fliissigkultur wurde iiber Nacht bei 37°C in einem Schiittelinkubator (200 Upm) bis
zu einem Extinktionswert groBer eins (bei 600 nm) wachsen gelassen. AnschlieBend wurde die Kultur
10 min bei 2400 Upm (~1000 g) und 4°C in der Heraeus-Zentrifuge sedimentiert. Das Pellet wurde
mit einem halben Volumen der Ausgangsmenge in 10 mM MgSO, resuspendiert und die optische
Dichte (OD) in einem Spektrophotometer (Ultraspec” Plus; Pharmacia, Freiburg) bei einer Wellen-
lange von 600 nm (ODgg) gemessen. Als Referenz diente bakterienfreies MgSO,. Ein ODgyp-Wert von
1 entsprach dabei ~8 x 10® E. coli-Bakterien. Die Suspensionen konnten dann fiir mindestens 48 h bei

4°C gelagert werden.

e Kompetente Bakterien

Um Plasmide klonieren zu konnen, mufliten diese in Bakterien transformiert werden. Hierzu wurden
die Bakterien einer Magnesium/Calciumchlorid-Behandlung unterzogen. Dabei quollen sie durch
Destabilisierung der Membran auf, ein gewisser Prozentsatz konnte dann das gewiinschte Plasmide
aufnehmen. Bakterien einer Ubernachtkultur wurden 1:100 mit 20-40 ml LB-Medium verdiinnt und
bei 37°C im Schiittler (220 Upm) inkubiert. Nach etwa 4 h wurde eine ODgyy von 0,2-0,4 erreicht.
Durch diesen Schritt befanden sich die Bakterien in der logarithmischen Wachstumsphase, in der sie
besonders gut aufnahmeféhig gemacht werden konnten. Nach Zentrifugation (Sorvall, Rotor SS34;
5000 Upm, 4°C, 5 min) wurde das Pellet in 20 ml 0,1 M eiskaltem MgCl, resuspendiert und wie oben
angegeben erneut zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Pellet in 2 ml 0,1 M CaCl, resuspendiert und
mindestens 30 min auf Eis inkubiert. Die so behandelten Bakterien konnten bei 4°C bis zu einer

Woche aufbewahrt werden.



Material und Methoden 35

15. Nucleinsiure-Priparationen

15.1 Priparation von Gesamt-RNA aus Gewebe

GTC-Puffer 4 M Guanidin Thiocyanat
25 mM Na-Citrat
20 mM DTT (Dithiotreitol)
pH 7, mit 1 M NaOH eingestellt
sterilfiltriert, bei 4°C gelagert

CIA Chloroform / Isoamylalkohol (49:1)
Natriumacetat 2 M, pH 4
Saures Phenol, wassergesittigt

LiCl 8M

Die wihrend der Priparation des Tieres gewonnenen Gewebehomogenisate (siehe B 3.2) wurden bei -
80°C in 50 ml Falcons aufbewahrt. Diese Losungen wurden im 37°C Wasserbad ziigig aufgetaut und
pro Falcon mit 1 ml 2 M Na-Acetat versetzt und griindlich gemischt. Es erfolgte die Zugabe von 10 ml
saurem Phenol und griindliches vortexen. Nach Zugabe von 10 ml CIA und erneutem Mischen wurde
der Ansatz fiir 10 min ruhig auf Eis stehengelassen. In der auf 4°C vorgekiihlten Heraeus-Zentrifuge
wurde die Probe mit 6000 Upm fiir 50 min zentrifugiert. Die entstandene obere wisserige Phase wurde
vorsichtig abgenommen und in ein frisches 50 ml Falcon gegeben. Nach Zugabe von 1 Volumen
eiskaltem Isopropanol und griindlichem Mischen wurden die Nucleinsduren fiir mindestens 1 h bei -
20°C prizipitiert. AnschlieBend folgte eine erneute Zentrifugation fiir 50 min bei 4°C. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet in 10 ml GTC-Puffer geldst. Nach erneuter Zugabe eines Volumen
Isopropanols wurde fiir mindestens 30 min bei -20°C prézipitiert. Der bei der anschlieBenden Zentri-
fugation (6000 Upm; 4°C 30 min) anfallende Uberstand wurde sorgfiltig abgenommen und
verworfen. Das Sediment wurde mit eiskaltem 80% Ethanol vorsichtig gewaschen. Nach Entfernung
des Uberstandes wurde das Pellet zum Trocknen bei Raumtemperatur stehengelassen, bis der
Alkoholgeruch vollstindig verschwunden war. Zum Losen des Sediments wurden 5-10 ml bidestil-
liertes H,O zugesetzt und nach Bedarf bis auf maximal 55°C erwarmt. Wenn das Pellet vollstindig
gelost war, wurde fiir 30 min bei 6000 Upm und Raumtemperatur zentrifugiert. Die Nucleinsduren
befanden sich danach im Uberstand.

Zur direkten Aufreinigung der RNA und Entfernung von DNA wurde die Losung mit einem Volumen
8 M LiCl versetzt und iiber Nacht bei -20°C aufbewahrt. Am nichsten Tag wurde fiir 50 min bei 6000
Upm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Sediment mit 70% Ethanol
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gewaschen. Die Losung wurde verworfen und das Pellet bei Raumtemperatur getrocknet, bis der
Alkohol sich verfliichtigt hatte. AnschlieBend wurde das Pellet mit 500 pl bidestilliertem Wasser
aufgenommen und eine Reinheitsbestimmung durchgefiihrt. Die RNA wurde nur in gefélltem Zustand

aufbewahrt (siche B 15.3).

15.2 Bestimmung der Konzentration und Reinheit von Nucleinsiuren

Zur schnellen Abschétzung der DNA-Konzentration wésseriger Losungen konnte ein 1%iges Agarose-
Gel (sieche B 21. ) in einer Petrischale (,,Dot-Test*) verwendet werden. Jeweils 1 ul einer Reihe von
DNA-L&sungen bekannter Konzentrationen und 1 pl der zu schitzenden Probe wurden auf das Gel
aufgebracht. Nach 10 min Inkubation konnte das Gel im UV-Durchlicht betrachtet und die DNA-

Menge im Vergleich zur Eichreihe abgeschitzt werden.

Genauer konnte die Konzentration von Nucleinsduren photometrisch bestimmt werden (Bio-Photo-
meter; Eppendorf, Hamburg). Dazu wurde die Optische Dichte bei 260 nm (OD,4) ermittelt. Jeweils

eine Einheit entsprach dabei:

ds DNA 50 pg / ml
ss DNA 37 pg / ml
ss RNA 40 pg / ml

Zur Bestimmung der Reinheit von Nucleinsduren wurde der Quotient aus OD,g und OD»g ermittelt.
Der Wert sollte fiir reine DNA-Losungen bei 1,8 und fiir reine RNA-Losungen bei 2,0 liegen. Werte

unter 1,8 deuten auf eine Verunreinigung mit Proteinen oder Phenol hin.

15.3 Fillung und Reinigung von Nucleinsiuren

Zum Féllen und Aufreinigen von RNA/DNA wurde die entsprechende Losung mit 1/10 Volumen 2 M
Na-Acetat versetzt und gemischt. Nach Zugabe des 2,5fachen Volumen eiskaltem 100% (v/v)
Ethanols wurde iiber Nacht bei -20°C gefillt oder gelagert. Zur Wiedergewinnung der RNA/DNA
wurden die Losungen fiir 30 min bei 6000 Upm und 4°C zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Das Sediment wurde zur Entfernung von Salzen zweimal mit 70% Ethanol gewaschen und bei Raum-
temperatur an der Luft getrocknet, bis der Alkohol sich verfliichtigt hatte. Danach wurde die

RNA/DNA in einem geeigneten Volumen bidest. H,O aufgenommen.



Material und Methoden 37

15.4 mRNA-Isolierung aus Gesamt-RNA

Fir die Isolation von mRNA aus einer Gesamt-RNA-Losung wurde das ,,PolyATtract mRNA
Isolation System IV (small scale) von Promega (Mannheim) verwendet. Bei diesem System bindet
ein mit Biotin markierter oligo(dT)-Primer spezifisch an die 3"-poly(A) Region der mRNA. Das Biotin
wiederum reagiert mit Streptavidin, an welches ein paramagnetischer Partikel (PMP) gekoppelt ist. In
einem Magnetfeld wird dieser Komplex festgehalten, wihrend die restliche RNA (und eventuell noch
vorhandene DNA) abgewaschen wird. Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend den Angaben des
Herstellers.
SSC 20x 3 M NaCl

0,3 M Natriumcitrat

pH 7,2, mit HCI eingestellt

Fiir die Isolierung wurde die gesamte vorhandene RNA-Menge der jeweiligen Gewebe eingesetzt.
Dazu wurde das Pellet der RNA-Fallung (siche B 15.3) in 500 pl bidest. H,O aufgenommen und fiir
10 min bei 65°C im Heizblock inkubiert. Zu den noch warmen Proben wurden je 3pl biotinylierte
Oligo(dT)-Primer und 13 pl 20x SSC zugesetzt und langsam bis auf Raumtemperatur abgekiihlt. Nach
Abkiihlen der Probe wurden die gewaschenen Streptavidin-PMPs zugesetzt und erneut gewaschen.

AbschlieBend wurde die mRNA in zwei Schritten mit insgesamt 250 pl bidest. H,O wieder eluiert.

15.5 Elektrophoretische Auftrennung von RNA im Agarosegel

RNA kann als einzelstringige Nucleinséure sehr leicht Sekundérstrukturen ausbilden, welche den Lauf
im Gel verfdlschen wiirden. Um dies zu verhindern. enthielt der Probenpuffer, ebenso wie das Gel
selbst, Formaldehyd. Zusitzlich wurde der Probenansatz fiir 5 min auf 70°C erhitzt. Um die RNA
sichtbar zu machen wurde, dem Probenpuffer Ethidiumbromid zugesetzt. Dieser Farbstoff interkaliert
zwischen die Basenpaare der Nucleinsduren und fluoresziert dann im UV-Licht (UV-Trans-

illuminatoren der Wellenldngen 366 nm und 254 nm; Bachofer, Reutlingen).

15.5.1 Losungen

10x Elektrophorese-Puffer (MOPS) 200 mM MOPS
(3-(N-Morpholino))-2-Hydroxypropansulfonsdure-Natriumsalz)
50 mM Na-Acetat pH 7,0

10 mM EDTA
pH 7, im Dunkeln lagern
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Beladungspuffer 10x 50% Glycerol
0,4% Bromphenolblau
1 mM EDTA pH 8

Laufpuffer 1x MOPS

Ethidiumbromid-Stammlésung 10 mg /ml

15.5.2 Vorbereiten der Proben

6 ul RNA-Losung

12 pl Formamid

2,5 ul 10x MOPS

4 ul Formaldehyd 37%

Der Ansatz wurde fiir 5 min bei 70 °C denaturiert und dann auf Eiswasser abgekiihlt.

+ 2ul Beladungspuffer

+ 0,5 pl Ethidiumbromid, direkt in die Probentasche gegeben

Wurde mehr oder weniger RNA-Losung eingesetzt, wurden die Mengen der anderen Losungen

angepalt!

15.5.3 Herstellen des Geles und Elektrophorese

Die Elektrophorese erfolgte in der horizontalen Minigelkammer von Biotech Fischer (Reiskirchen).
Vor der Benutzung wurden Gelkammer, Probenkamm etc. griindlich mit 0,5 M NaOH gereinigt und
mit DEPC (siehe B 2.) behandeltem bidest. H,O abgespiilt. Danach wurde der Gelschlitten an der
Ober- und Unterseite mit Riegeln und zusitzlich mit Tesafilm” abgedichtet und ein Probenkamm
eingesetzt. 0,4 g Agarose wurde in 4 ml 10x MOPS und 30 ml bidest. H,O aufgekocht. Nachdem die
Losung auf etwa 50°C abgekiihlt war, wurden 6,8 ml 37% Formaldehyd-Losung zugesetzt und das Gel
unter dem Abzug gegossen. Nach Verfestigung der Agarose wurden die Abdichtungen und der
Probenkamm entfernt, der Gelschlitten in die Elektrophoreseckammer gesetzt und soviel
Elektrophoresepuffer eingefiillt, bis das Gel bedeckt war. Die priparierten Proben wurden in die
Taschen pipettiert und mit einer konstanten Spannung zwischen 100-150 V aufgetrennt. Nach
Beendigung des Laufes wurde das Gel im UV-Licht betrachtet und mit einem ,,Video-Copy-
Processor (Mitsubishi) dokumentiert.

Falls die Farbung mit Ethidiumbromid unzureichend war, bestand die Mdglichkeit das Gel fiir 3 min

mit 0,5% Toluidinblau in Wasser nachzufarben.
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15.6 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Bei der PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion; polymerase chain reaction) wird die Eigenschaft von
DNA-Polymerasen, DNA zu duplizieren, genutzt. Voraussetzung hierfiir ist ein kurzer Abschnitt
doppelstrangiger DNA mit einem freien 3°-OH Ende, welches dann verldngert werden kann. Dieser
doppelstriangige Abschnitt kann kiinstlich erzeugt werden. Die DNA, die das zu vermehrende Stiick
(Zielsequenz) tragt, das sogenannte Template (oder auch Matrize), wird durch Erhitzen auf 94°C
denaturiert, d. h. in die beiden komplementéren Einzelstringe getrennt. Ein zugesetztes Oligonucleotid
(18-30 Basen, der ,,Primer®) bindet an den zu amplifizierenden Einzelstrang (,,Annealing*). Von dort
aus kann die Polymerase den Strang verliangern (,,Elongation®). Im folgenden Schritt wird die nun
doppelstrangige DNA durch Temperaturerhéhung wieder einzelstringig (Denaturierung) und der
Prozel kann sich wiederholen. Verwendet man gleichzeitig zwei Primer, von denen -einer
(,, upstream*) am ,,sense“-Strang und der andere (,,downstream®) am ,antisense “-Strang (Gegen-
strang) bindet, wird der dazwischen liegende Bereich bei jedem Zyklus verdoppelt. Die Anzahl der
synthetisierten Zielsequenz-DNA zwischen den beiden Primern nimmt dadurch exponentiell zu, unter
der Voraussetzung, daB} es zu keiner Limitierung durch die Anzahl frei verfiigbarer Nukleotide, Primer
oder nachlassender Polymeraseaktivitit kommt. Die DNA-Polymerase des hitzestabilen Bakterium
Thermophilus aquaticus (Tag-DNA-Polymerase) iibersteht mehr als 30 Denaturierungsschritte und hat
ihr Temperaturoptimum bei 68°C bis 72°C. Die Schmelztemperatur lag bei den gewéhlten Oligo-
nucleotiden je nach G/C-Gehalt und Anzahl der Basen zwischen 45°C und 65°C. Alle verwendeten
Primer wurden bei den Firmen Roth (Karlsruhe), GENAXIS Biotechnology GmbH (Spechbach) und
bei GenTech Mainz (Prof. Dr. Hennig, Physiologische Chemie, Universitit Mainz) bezogen. Die
Primer wurden in bidest. H;O zu einer Konzentration von 100 pmol/ul resuspendiert und bei —20°C
aufbewahrt. Alle PCRs wurden in Thermocyclern der Firmen Biometra® (TGradient), MJ Research

(Minicycler™) und Perkin Elmer (GeneAmp PCR System 2400) durchgefiihrt.

15.6.1 PCRs mit RNA

Neben der ,klassischen PCR zur Herstellung von digoxigenin-markierten DNA-Sonden (siche
B17.2.2) wurden noch zahlreiche R7-PCRs und 3’-RACE-PCRs durchgefiihrt. Bei diesen Varianten
der PCR wird RNA als Template verwendet. Dazu wird die RNA in einem der eigentlichen PCR
vorgeschalteten Schritt von einem Enzym, der Reversen Transkriptase (RT), in die stabilere cDNA
umgeschrieben. Dieser Schritt entspricht der Erststrangsynthese von cDNA-Banken. Die dabei als
Synthesestarter verwendeten Primer sind zur RNA revers komplementir. Zum Einsatz kamen neben
Poly-d(T), Oligonukleotide auch sequenzspezifische Primer. Wéhrend bei ersteren (fast) das gesamte

Spektrum an mRNA umgeschrieben wird, erlauben letztere die spezifische Transkription bestimmter



Material und Methoden 40

Sequenzbereiche. Die 3’-RACE-PCR stellt eine Variante der RT-PCR dar. Sie ermoglicht durch die
Verwendung von sogenannten ,,Anker*-Primer die Amplifikation von cDNA-Stringen deren 3’-Ende
unbekannt ist.

Neben frei zusammengestellten Komponenten kamen auch folgende Kits zum Einsatz:

“OneStep RT-PCR Kit*, Quiagen® (Hilden)

“3’-RACE-System for Rapid Amplification of cDNA ends” von Invitrogen™

Da die in diesem Abschnitt beschriebenen Verfahren zu keinem verwertbaren Ergebnis fithrten, wird
auf eine weiterfithrende Beschreibung an dieser Stelle verzichtet. Sie sind hier nur der Vollstdndigkeit

halber aufgefiihrt.

16. Herstellung einer cDNA-Expressionsbibliothek

Die aus den Geweben gewonnene mRNA kann verwendet werden, um die in der Zelle exprimierten
Proteine zu identifizieren. RNA reagiert jedoch sehr anfillig auf den Angriff durch RNAsen, ist
weniger stabil als DNA und 146t sich schwerer amplifizieren. Sie ist daher fiir den dauerhaften Einsatz
im Labor schlechter geeignet als DNA. Um diesem Problem zu begegnen kann man die gewonnene
mRNA in komplementire cDNA umschreiben. Diese kann dann, eingebunden in Vektoren und
verpackt in Phagen, stabil und dauerhaft aufbewahrt werden. Eine cDNA-Bank stellt also im Idealfall
ein Abbild der zur Zeit der Praparation exprimierten mRNA oder Proteine dar. Fiir die Erstellung einer
cDNA-Expressionsbibliothek wurden das ,,ZAP-Express® cDNA Synthesis Kit“ und das ,,ZAP
Express® cDNA Gigapack® III Gold Cloning Kit“ von Stratagene (Heidelberg) verwendet.

Soweit nicht anderweitig beschrieben, erfolgten alle Schritte und Zentrifugationen bei Raum-
temperatur (RT). Alle Komponenten wurden erst kurz vor Gebrauch ziigig aufgetaut, griindlich
gemischt, anzentrifugiert und dann auf Eis gelagert. Alle Reaktionsansitze wurden soweit nicht anders
angegeben ebenfalls griindlich gemischt und anzentrifugiert. Von der Anleitung des Herstellers wurde
an einigen Stellen, die weiter unten angegeben sind, abgewichen. Auf eine Kontrolle der Reaktionen

mit radioaktiv markierten Nucleotiden wurde verzichtet.

16.1 Erststrangsynthese

Bei der Erststrangsynthese bindet ein Primer an das Poly(A)+-Ende der mRNA. Von diesem Primer
aus synthetisiert die Reverse Transkriptase einen methylierten DNA-Strang. Die Anwesenheit eines

RNAse-Blockers soll die empfindliche RNA schiitzen. Fiir die Reaktion wurden 5 pg mRNA bendtigt
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und das Gesamtvolumen sollte 50 pul betragen. Aus dem RNA-Gel (siche B 15.5) war bekannt, daf3 1
pl der mRNA-Extraktion (siche B 15.4) 1 pg mRNA enthélt. Es wurden daher 5 pl mRNA-LGsung
und 32,75 pl Wasser eingesetzt. Da das vorhandene Kit unvollstindig war, muBte als Reverse
Transkriptase Superscript II (200 U/ul) von Invitrogen (Karlsruhe) (mit einem Volumen von 1,25 pl
verwendet werden. Es wurde keine Kontrollreaktion angesetzt. Der Reaktionsansatz wurde wie folgt
behandelt:

5 pl 10x Erst-Strang-Puffer

3 pl Erst-Strang-Methyl-dNTP-Mix

2 pl Linker-Primer (1,4 pg/pl]

32,75 ul DEPC behandeltes H,Op;gest.

1 ul RNAse-Inhibitor (40 U/ul)

- mischen, kurz anzentrifugieren

5 ul mRNA (Poly(A)+ RNA)

- vorsichtig mischen, kurz anzentrifugieren

10 min bei Raumtemperatur inkubieren (Anlagerung des Primers an die Vorlage)

1,25 pl Superscript 11 (200 U/pl)

- vorsichtig mischen, sehr kurz anzentrifugieren

- Inkubation fir 60 min bei 37°C

16.2 Zweitstrangsynthese

Bei der Zweitstrangsynthese wird der noch vorhandene RNA-Strang langsam durch eine RNAse
abgebaut. Ausgehend von den entstehenden mRNA-Bruchstiicken synthetisiert eine DNA-Polymerase
den Zweitstrang. Dabei ist es wichtig, da} die Temperatur zur Vermeidung von ,,Hairpins* 16°C nicht
iibersteigt. Daher wurde die Reaktion in einem beheizten Wasserbad im Kiihlraum bei 15,8°C durch-

gefiihrt. Im Ansatz wurden 2 pl [a->*P]dNTP durch 2 pl bidest. H,O ersetzt.

16.3 Auffiillen der cDNA-Enden (,,Blunting®)

In diesem Schritt wurden die ungleich langen Enden der cDNA so bearbeitet, da3 gleichlange Strange

entstanden. Dem Reaktionsansatz wurden folgende Komponenten zugesetzt:

23 ul blunting ANTP-Mix
2 ul Pfu DNA-Polymerase (2,5 U/ul)
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Der Ansatz wurde exakt 30 min bei 72 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurden 200 pul gepuffertes
Phenol-Chloroform [1:1 (v/v) pH 7-8) zugesetzt und griindlich gemischt. Der Ansatz wurde fiir 2 min
zentrifugiert, dann die obere Phase (mit der DNA) entnommen und in ein frisches Reaktionsgefaf3
gegeben. Nach Zugabe des gleichen Volumens Chloroform und griindlichem Mischen wurde erneut
fiir 2 min abzentrifugiert. Abermals wurde die obere Phase abgenommen und in ein frisches Reakti-
onsgefall gegeben. Durch Zugabe von 20 pl 3 M Natriumacetat und 400 pl 100% (v/v) Ethanol wurde
die DNA dann iiber Nacht bei -20°C gefillt. Der Féllungsansatz wurde fiir 60 min bei 4°C zentri-
fugiert und der Uberstand abgenommen und verworfen. Durch Zugabe von 500 pl 70% (v/v) Ethanol

wurde das Pellet vorsichtig gewaschen und anschlieBend fiir 30 min luftgetrocknet.

16.4 Ligation der EcoR I-Adapter

Das getrocknete Sediment wurde fiir 1 h bei 4°C in 9 ul EcoR 1 Adapter gelost.
Es wurde

1 ul 10x Ligase Puffer

1 ul 10 mM rATP

1 pl T4 DNA-Ligase (4U/ul)

zugesetzt und fiir 48 h bei 4°C ligiert. Nach der Reaktion wurde die Ligase durch Erhitzen im Wasser-
bad fiir 30 min auf 70°C inaktiviert.

16.5 Phosporylierung der EcoR I Enden

Nach der Hitzeinaktivierung der Ligase wurde der Ansatz kurz anzentrifugiert und dann fiir 5 min auf

Raumtemperatur abgekiihlt. AnschlieBend wurden folgende Reagenzien zugesetzt:

1 pl 10x Ligase Puffer

2 ul 10 mM rATP

6 ul HaOpigest.

1ul T4 Polynucleotid Kinase (10 U/ul)

Die Phosphorylierung fand fiir 30 min im 37°C Wasserbad statt. Zur Inaktivierung der Kinase wurde
fiir 30 min bei 70°C inkubiert. Der Niederschlag wurde kurz abzentrifugiert und die Probe fiir 5 min
auf Raumtemperatur abgekiihlt.
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16.6 Verdau mit Xho |

Dem abgekiihltem Ansatz wurden 28 pl X#o 1 Puffer-Supplement und 3 pl Xho 1 (40 U/ul) zugesetzt
und anschlieBend fiir 1,5 h bei 37°C verdaut. Zum Ausfallen der DNA wurden danach 5 pl 10x STE
Puffer und 125 pl 100% (v/v) Ethanol hinzugefiigt und iiber Nacht bei -20°C gefillt.

16.7 GrofBenfraktionierung der cDNA iiber Sephacryl-S-500

Vorherige Versuche in unserer Arbeitsgruppe hatten gezeigt, dal die im Kit-Protokoll angegebenen
»Tropfen-Sdulen” unpraktisch im Einsatz waren. Daher verwendete ich zur Auftrennung der cDNA
die in dlteren Anleitungen gebrauchte Sephacryl-S 500-,,Zentrifugen-Saule”. Als Sdule diente eine 1
ml Einweg-Plastikspritze, bei welcher der Kolben entfernt wurde. Die Spitze wurde mit einer
autoklavierten Glaskugel verstopft und danach bis zum Rand mit sehr gut durchmischter Sephacryl-S
500 Suspension gefiillt. Fiir die anschlielende Zentrifugation (Heraeus; 2 min 400 g) wurde die Saule
in ein 15 ml Falconréhrchen gestellt. Der Durchflul wurde verworfen und die Spritze so oft mit
Suspension gefiillt und zentrifugiert, bis sie letzlich zu % gefiillt war. Die so erhaltene Siule wurde 2x

mit je 60 pl 1x STE-Puffer gespiilt (Zentrifugation wie vorher) und anschliefend direkt verwendet.

16.7.1 Grofienfraktionierung

Das Sediment des Xho I Verdaus wurde fiir 30 min bei 4°C und 6000 Upm zentrifugiert, der Uber-
stand verworfen und das Pellet mit 60 pl STE-Puffer aufgenommen. Von einem Eppendorf-
Reaktionsgefal (,,Tube™) wurde der Deckel entfernt und das Restgefdl3 in ein 15 ml Falcon-Réhrchen
gestellt. Die soeben praparierte Sdule wurde dariiber eingesetzt und die cDNA-Ldsung vorsichtig auf
die Mitte der Saule pipettiert. Nach einer Zentrifugation (Heraeus; 2 min 400 g) wurde die Séule in ein
frisches ,,Tube (in einem neuem Falconréhrchen) umgesetzt, 60 ul 1x STE-Puffer dazugegeben und
erneut zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde noch zweimal wiederholt. Die so erhaltenen vier Durch-
fliisse stellten die Fraktionen I- IV dar. Von allen vier Fraktionen wurden je 5 pl entnommen und in

einem 1% Agarosegel kontrolliert (siche B 21.).

16.7.2 Reinigung der Fraktionen

Die cDNA-Fraktionen wurden mit je einem Volumen Phenol/Chloroform [1:1 (v/v)] versetzt, griind-
lich gemischt und zur Phasentrennung 3 min zentrifugiert. Die oberen wéssrigen Phasen wurden in
frische Reaktiongefdlle {iberfiihrt und je ein Volumen Chloroform zugegeben. Nach griindlichem

Mischen und 2 min Zentrifugation wurden die oberen Phasen erneut in frische Reaktionsgefid3e iiber-
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fiihrt. Folgend wurde nach Zugabe des je doppelten Volumen 100% (v/v) Ethanols fiir 48 h bei -20°C
prézipitiert. Die geféllten cDNA-Fraktionen wurden anschliefend fiir 60 min bei 4°C mit 13000 g
zentrifugiert und die Uberstinde verworfen. Die Sedimente wurden vorsichtig mit je 200 pl 80% (v/v)
Ethanol gewaschen, fiir 2 min bei 13000 g und Raumtemperatur zentrifugiert und anschliefend luft-

getrocknet. Die Wiederaufnahme erfolgte in je 3,5 ul HoOpigest-

16.8 Ligation der cDNA in die Vektorarme

Das fiir die Ligation optimale Verhiltnis von cDNA zu Vektor betrug 100 ng /1 pg. Um die Menge an
eingesetzter cDNA abschétzen zu konnen, wurde mit je 0,5 ul jeder Fraktion ein ,,Dot-Test* mit einer
1%igen Agarose-Platte (siche B 15.2) durchgefiihrt. Eine Kontrolligation wurde nicht angesetzt.

Es wurden die Fraktionen 2 und 3 mit jeweils dem gesamten Ansatz (3 pl) verwendet, daher mufite

kein Wasser mehr zugesetzt werden. Trotzdem {iberschritt das maximale Volumen 5 pl (5,5 ul).

3,0 ul resuspendierte DNA

0,5 pl 10x Ligase-Puffer

0,5 ul 10 mM rATP (pH 7,5)

1,0ul ZAP Express Vektor (1pg/ul)
0,5 pl T4 DNA-Ligase (4 U/ul)

Der Ansatz wurde griindlich gemischt und fiir 48 h bei 4°C inkubiert. Ein Teil (1 pl) der ligierten
cDNA wurde direkt in Phagen verpackt, der Rest bei -20°C aufbewahrt und spéter verpackt.

16.9 Verpackung der cDNA

Die Verpackungsansitze wurden der -80°C Tiefkiihltruhe entnommen und schnell zwischen den
Fingern aufgetaut. Gerade wenn der Ansatz zu schmelzen begann, wurde 1 ul der ligierten cDNA
zugesetzt und die Ldosungen ziigig, aber vorsichtig, mit einer Pipettenspitze gemischt. Nach kurzer
Anzentrifugation wurde die Reaktion bei Raumtemperatur fiir 110 min ruhig stehengelassen. Zum
Abstoppen der Verpackung wurden 500 pul SM-Puffer zugesetzt, anschlieBend zur Entfernung von
Zelltrimmern 20 ul Chloroform zugegeben, vorsichtig gemischt und fiir 30 sec bei 3000 Upm
zentrifugiert. Im entnommenen Uberstand befanden sich die Bakteriophagen. Die so erhaltenen

Primédrbanken wurden bei 4°C aufbewahrt.
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16.10 Titerbestimmung der Primirbank

Zur Bestimmung des Titers wurde eine frische MgSO,-Kultur (siehe B 14.3) von XL1-Blue MRF’
Bakterien mit einer ODgy von 0,5 benotigt. Jeweils 200 ul der Bakteriensuspension wurden mit 1 pl
der Primirbank beziechungsweise 1 pul einer 1:10 Verdiinnung in SM-Medium (siche B 14.1) versetzt
und fiir 20 min bei 37°C inkubiert. Diese Ansétze wurden anschlieBend mit 8§ ml geschmolzenem und
auf 48°C temperierten NZY-Top-Agar iiberschichtet, kurz gemischt und ziigig auf vorgewédrmte
(40°C) groBBe NZY-Platten ausgebracht (siche B 14.1). Nach dem Erstarren des Top-Agars wurden die
Platten umgedreht und bei 37°C fiir 7-8 h inkubiert. Es bildete sich ein geschlossener Bakterienrasen
auf den Plattenoberflichen. Ausgehend von jeweils einem mit einem Phagen infizierten Bakterium
entstanden Locher im Rasen, sogenannte Plaques. Bei ausreichender Verdiinnung war es moglich die
Anzahl der Plaques und damit der ,,plaque forming units“ (pfu), d.h. die Anzahl der zuerst infizie-

renden Phagen zu bestimmen.

16.11 Amplifikation der Primérbank

In Primérbanken kann es vorkommen, da3 ein Phage mit einem bestimmten (gesuchten) Insert nur ein
einziges Mal vorkommt. Wird dieser Phage entnommen, ohne dall das Insert detektiert wird, ist die
Information dauerhaft verloren. Um diesem Problem zu begegnen, kann die Bank amplifiziert werden.
Dies sollte jedoch nur einmal stattfinden, da langsam wachsende Klone sonst statistisch unterre-
prasentiert sind. 600 pl einer MgSO4-Kultur von XL1-Blue MRF’ mit ODgg 0,5 sollten mit ~5 x 10*
pfu versetzt werden, wobei das Volumen der Phagenlosung 300 pl nicht iibersteigen durfte. Es wurden
2 x 250 pl eingesetzt und fiir 20 min bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von 8 ml NZY-Top-Agar
(50°C) und kurzem Mischen wurde ziigig auf groen NZY-Platten ausplattiert. Nach dem Erstarren
des Top-Agars wurden die umgedrehten Platten bei 37°C inkubiert. Nach 7 h waren deutliche Plaques
zu erkennen, die Platten wurden nun mit 8-10 ml SM-Medium {iberschichtet und bei 4°C iiber Nacht
sanft geschiittelt. Die aus dem Agar eluierten Phagen konnten so am néchsten Tag zusammen mit dem
SM-Medium aufgenommen werden. Die Platten wurden mit weiteren 2 ml SM-Medium gespiilt und
die beiden Mengen vereinigt. Nach Zugabe von Chloroform zu dem SM-Medium [Endkonzentration
5% (v/v)] wurde gut gemischt und die Losung fiir 15 min bei Raumtemperatur ruhig stehengelassen.
AnschlieBend wurden Zelltriimmer durch Zentrifugation fiir 10 min bei 500 g entfernt. Der Uberstand
wurde entnommen und die Reinigung wiederholt. Nachdem der Uberstand klar erschien, wurde erneut
Chloroform [Endkonzentration 0,3% (v/v)] zugesetzt und die amplifizierte Bank bei 4°C auftbewahrt.
Zur dauerhaften Konservierung der Bank wurden Teile davon in 7% (v/v) DMSO bei -80°C gelagert.

Die Titerbestimmung der amplifizierten Bank wurde wie unter B 16.10 beschrieben durchgefiihrt, nur

daB hierbei Verdiinnungen der Phagenlésung von 1:1, 1:10 und 1:100 verwendet wurden.
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17. Durchsuchen der cDNA-Bibliothek (,,Screening*)

Die verwendete ZAP Express® cDNA-Bank bictet die Moglichkeit, die enthaltenen Inserts in
Bakterien oder eukaryotischen Zellen zu exprimieren und anschlieBend zu detektieren. Dazu wurde
die sogenannte ,,Plaquefilterhybridisierung” verwendet. Bei dieser Methode wird ein Plaquemuster im
Bakterienrasen, hervorgerufen durch Lyse phageninfizierter Bakterien, auf eine Membran iibertragen
(“blotting®). Auf der Membran konnten entweder die exprimierten Proteine oder die cDNA selbst als
Ziel dienen.

XL1 Blue MRF’ Bakterien wurden wie unter B 16.10 beschrieben mit Phagen infiziert und ausplat-
tiert. Fiir die erste Screening-Runde wurden maximal 1 x 10° pfu je groBer Agarplatte ausplattiert. Auf
den sich bildenden Bakterienrasen wurden Filter aufgelegt. Die Filter wurden zur Orientierung an drei
verschiedenen Punkten mit einer glithenden Nadel durchstochen und vorsichtig abgezogen. Anschlie-
Bend wurden entweder die von den Wirtsbakterien exprimierten Proteine (siche B 17.1) oder die
entsprechende cDNA (siehe B 17.2) detektiert. Die fertig detektierten Filter wurden unter die Agar-
platten gelegt und auf dem Leuchttisch die zugehdrigen Plaques identifiziert. Diese wurden mit einer
abgeschnittenen Pipettenspitze ausgestochen. Die in den Agarstiickchen enthaltenen Phagen wurden
unter Schiitteln bei 4°C iiber Nacht (min. 4 h) in 500 pl SM-Medium eluiert. Ausgehend von der
entstandenen Phagensuspension wurden nach geeigneter Verdiinnung frische Bakterien infiziert, auf
frischen kleinen Agarplatten ausplattiert und wiederum der gesuchte Klon detektiert. Nach der zweiten
oder dritten Vereinzelung war dann der positiv identifizierte Plaque fiir die weitere Verwendung (siehe

B 18.) vollstindig isoliert.

17.1 Screening mit Antikorpern

17.1.1 Losungen

TBST 10 mM Tris/Cl
140 mM NaCl
0,1% (w/v) Tween® 20
pH 8,8 mit HCI eingestellt

Blockierungslosung 1% (w/v) Milchpulver in TBST

IPTG Isopropyl-p-D-Galactosid



Material und Methoden 47

17.1.2 Das Verfahren

Fiir die Detektion von Klonen mit gesuchten Inserts dienten die exprimierten Proteine. Dadurch stieg
die Wahrscheinlichkeit, Klone mit vollstdndig codierenden Inserts zu erhalten. Der Nachteil lag darin,
daB3 bei diesem Verfahren nur Klone erfalit wurden, deren Inserts im korrekten Leseraster lag. Die
Expression der auf der cDNA codierten Proteine wurde durch Zugabe eines B-Galaktosids induziert,
da der lacZ-Promotor vor der Klonierungsstelle liegt.

Nitrocellulosefilter (porablot NCP @ 132 beziechungsweise 82 mm; Macherey-Nagel, Diiren) wurden
kurz in 10 mM IPTG getrénkt. Die getrockneten Filter wurden auf den Bakterienrasen aufgelegt wenn
die ersten Plaques sichtbar wurden (nach ca. 4 h bei 42 °C) und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Am
nichsten Morgen wurden die Platten mitsamt Filter fiir 30 min bei 4°C gekiihlt. Nach kurzer
Trocknung auf Whatman® 3M Papier wurde 3x 5 min in TBST unter sanftem Schiitteln gewaschen.
Nach Zugabe von Blockierungspuffer wurde fiir 1 h bei Raumtemperatur abgesittigt. Uberschiissige
Blockierungslosung wurde durch kurzes Waschen in TBST entfernt. AnschlieBend erfolgte die
Inkubation mit dem priméiren Antikorper iiber Nacht bei 4°C unter leichtem Schiitteln. Die Antikérper
waren dabei zwischen 1:20 und 1:5000 in TBST verdiinnt.

Uberschiissige Antikorper wurden durch erneutes dreimaliges Waschen in TBST entfernt. Der
Alkalische Phosphatase gekoppelte sekundire Antikdrper wurde entsprechend dem primédren
Antikorper gewéhlt und in einer Verdiinnung von 1:7500 in TBST eingesetzt. Nach einer Inkubation
von 1 h bei Raumtemperatur wurde erneut 3x mit TBST gewaschen. Die so behandelten Filter wurden

dann fiir die Farbreaktion der Alkalischen Phosphatase eingesetzt (siche B 11.).

17.2 Screening mit DNA-Sonden

17.2.1 Losungen

Denaturierungslosung 0,5 M NaOH
1,5 M NaCl

Neutralisierungslosung 1,5 M NaCl
1 M Tris/Cl

pH 7,4 mit HCI eingestellt

Aquilibrierungslésung (2x SSC) 0,3 M NaCl
0,03 M NaCitrat
pH 7,0 mit HCI eingestellt
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Hybridisierungspuffer 5x SSC
0,1% N-Laurylsarcosin
0,02% SDS
1% Blocking Reagenz

zum Losen auf ca. 50 °C erwiarmen

Waschpuffer 0,15 M NaCl
0,1 M Tris/Cl
pH 7,5 mit HCI eingestellt

Blockierungslosung Waschpuffer
1% (w/v) Blockingreagenz

17.2.2 Digoxigenin-Markierung von DNA

DNA konnte nach entsprechender Markierung als Detektionsmittel eingesetzt werden. Die Markierung
von DNA mit Digoxigenin (DIG) stellt durch seine hohe Empfindlichkeit (Sub-Pikogrammbereich)
und seine einfache Handhabung (nichtradioaktive Reagenzien) ein ideales indirektes Reportersystem
dar. In dem verwendeten ,,PCR-Dig-Labeling-Mix*“ (Roche, Mannheim) lag das Hapten gekoppelt an
ein Nucleotid (dUTP) vor und wurde wihrend der Neusynthese der DNA-Sonde in einer PCR (siche B
15.6) in den Nucleotidstrang eingebaut. DIG-11-dUTP lag hierbei im Gemisch der Nukleotide im
Verhiltnis 1:20 vor. Abweichend von den Herstellerangaben wurde statt 10 pl ,,PCR-Dig-Labeling-
Mix* fiir eine Markierungsreaktion nur 1 ul verwendet, was sich als vollig ausreichend fiir eine gute
Digoxigeninmarkierung erwies. Als Vorlage der PCR dienten entweder Bereiche von unvollstindigen

Klonen des Stores oder vorhandene DNA nah verwandter Fische.

Kontrolle der DIG-Markierung

Um Abschitzen zu konnen wieviel DIG-markierte dUTP’s in die DNA eingebaut wurden, konnte eine
Kontrollreihe mit dem ,,DIG DNA Labeling and Detection Kit* (Boehringer, Mannheim) durchgefiihrt
werden. Hierbei wurde 1 pl der markierten Sonde zusammen mit einer Verdiinnungsreihe von
Nucleotiden bekannter DIG-Konzentration auf eine Nylonmembran aufgetragen und diese fiir 30 min
bei 80°C gebacken. Nach Absittigung fiir 30 min in Blockierungslosung wurde fiir 30 min mit anti-
DIG-Fab-Fragment (1:7500 in Blockierungsldsung) inkubiert. AnschlieBend wurde die Sonde mit der
Farbreaktion der Alkalischen Phosphatase detektiert.



Material und Methoden 49

17.2.3 Das Verfahren

Das DNA-Sonden Screening erlaubt es auch Klone zu detektieren, deren Inserts nicht im korrekten
Leseraster liegen. Die Nylonmembranen (porablot NY amp, @ 132 bezichungsweise 82 mm;
Macherey-Nagel, Diiren) wurden am néchsten Morgen nach Kiihlung der Platten (30 min bei 4°C)
aufgelegt. Nach 2-3 min wurden die Filter abgezogen und mit der Unterseite nach oben fiir 10 min auf
ein mit Denaturierungslosung durchtrinktes Whatman® 3MM Papier gelegt. Nach demselben
Verfahren wurden die Filter dann anschlieBend neutralisiert (15 Minuten) und &aquilibriert (10
Minuten). Um die Phagen-DNA fest an die Nylonmembran zu binden wurden die getrockneten
Membranen anschliefend 30 Minuten bei 80°C in einem Trockenschrank gebacken. Die fertigen
Membranen konnten direkt weiterverwendet oder bei Raumtemperatur trocken gelagert werden.

Die Hybridisierungstemperatur ist neben dem G/C-Gehalt und der Lénge der erwarteten Hybride vor
allem von der Ahnlichkeit der Sonde zur Zielsequenz abhiingig. Bei vollstindiger Identitit von Sonde
und gesuchter (lingerer) Zielsequenz wurde bei 68°C hybridisiert, bei unspezifischem Screening
mubte die optimale Hybridisierungstemperatur empirisch ermittelt werden. In der Regel lag sie dabei
zwischen 60°C und 66°C. Die Hybridisierungen erfolgten in Schiittelwasserbddern (Julabo, Seelbach).
Vor der eigentlichen Hybridisierung wurden freie Bindungsstellen auf den Filtern durch Prahybri-
disieren abgedeckt. Dazu wurden die Filter fiir 1 h bei 68°C in Hybridisierungspuffer sanft geschiittelt.
Fiir die Hybridisierung wurden 10 ng Digoxigenin markierte DNA (DIG-DNA, siche B 17.2.2) in 30
ml Hybridisierungspuffer gelost, fiir 10 min bei 95-100°C gekocht und auf Eiswasser abgekiihlt. In
dieser Losung wurden die Filter bei der entsprechenden Temperatur {iber Nacht inkubiert. Am
niachsten Tag wurde die Sonden-Losung abgenommen und bei -20°C aufbewahrt. Solche Sonden-
Losungen wurden mehrfach verwendet und nach dreimaligem Einsatz durch erneute Zugabe von 3 ng
DIG-DNA aufgefrischt. Zur Entfernung von {iberschiissiger Sonde wurden die Filter fiir 2x 5 min in
2x SSC mit 0,1% SDS bei Raumtemperatur gewaschen. Um fehlerhaft gebundene Sonden zu ent-
fernen, wurde anschlieBend stringent gewaschen. Dazu wurden die Filter bei der urspriinglichen
Hybridisierungstemperatur in 0,5x SSC mit 0,1% SDS fiir 2x 15 min leicht geschiittelt.

Es folgte die Blockierung der Membranen mit Blockierungslosung fiir 30 min bei Raumtemperatur.
Zur Detektion der DNA-Sonde wurde ein spezifisches anti-Digoxigenin-Fab-Fragment (Roche,
Mannheim) eingesetzt, an welches die Alkalische Phosphatase gekoppelt war. Die Inkubation (1:7500
in Blockierungslésung) erfolgte erneut fiir 30 min. Uberschiissige Fragmente wurden durch Waschen
fiir 3x 5 min bei Raumtemperatur in Waschpuffer entfernt. Die so behandelten Filter wurden dann fiir

die Farbreaktion der Alkalischen Phosphatase eingesetzt (siche B 11.).



Material und Methoden 50

18. In vivo-excision

Das fiir die Erstellung der cDNA Bank eingesetzte ZAP Express™ cDNA Synthese-Kit verwendet den
ZAP Express ™ -Vektor (A-Vektor). Dieser stellt ein Kunstprodukt dar. Er enthilt neben den A-Armen
des Phagen noch die Sequenz eines Phagemids (pBK-CMYV), in welche das Insert eingeschlossen ist.
Durch die in vivo-excision kann das Phagemid (mitsamt dem Insert) aus dem A-Vektor extrahiert
werden. Um den Start- und Endpunkt dieser Excision zu markieren, wurde der f1-Phagen ,,origin of
replication; ori in seine Initiations- und Terminationsstelle getrennt und die Sequenz des Phagemids
dazwischen eingepalit. Fiir die in vivo-excision wurden Bakterien mit den A-Phagen und einem Ex
Assist™ Helfer Phagen (Stratagene, Heidelberg) koinfiziert. Innerhalb des Bakteriums erkennen Gen-
produkte des Helfer-Phagen die Initiationsstelle, verursachen dort einen Bruch (,,Nick*) der DNA und
beginnen die Synthese von einzelstrangiger (ss)DNA ,, downstream® bis zur Terminationsstelle. Das
Genprodukt II des Helfer-Phagen zirkularisiert diese lineare ssDNA, wodurch wieder ein f1 ,,ori
entsteht. Durch das in der Terminationsstelle enthaltene Verpackungssignal wird die zirkularisierte
ssDNA in Phagenhiillen verpackt und sezerniert. Um doppelstrangige DNA zu erhalten wurden E. coli
XLOLR-Zellen mit den verpackten und sezernierten Phagen infiziert. Die Helfer-Phagen konnen nicht

wachsen, da sie nicht in der Lage sind sich in Su’-Stimmen wie XLOLR zu replizieren

Durchfiihrung:
Zur Koinfektion von XL1-Blue Bakterien wurden 200 pl Suspension (OD ~1, siche B 14.3) mit 300 pl

A-Phagensuspension aus Antikorper- oder DNA-,,Screening™ und 1pl Ex Assist™ Helfer Phagen
(Stratagene, Heidelberg) gemischt. Der Ansatz wurde fiir 30 min bei 37°C inkubiert und nach Zugabe
von 300 pl NZY-Medium fiir 3 h bei 37°C geschiittelt. Zur vollstdndigen Sezernierung der Phagen
wurden die Bakterien durch 20miniitiges Erhitzen auf 65-70°C getotet. Die Abtrennung der Zell-
triimmer erfolgte durch Zentrifugation fiir 15 min bei 1000 g (Heraeus; 4°C). Der Uberstand mit den
Phagemiden wurde aufgenommen und konnte bei 4°C fiir mehrere Monate aufbewahrt werden. 200 pl
XLOLR-Zellen wurden mit 100 pl dieses Uberstandes versetzt und fiir 15 min bei 37°C inkubiert.
Nach Zugabe von 300 pul NZY-Medium wurde fiir 45 min bei 37°C geschiittelt. Der Phagemid-Vektor
tragt ein Resistenz-Gen fiir Kanamycin. Durch Ausplattieren von 50-200 ul des Ansatzes auf LB-
Kanamycin-Platten und Inkubation iiber Nacht bei 37°C konnten infizierte Bakterien von solchen ohne

Phagemid getrennt werden.
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19. Plasmid-Priparation

Die Extraktion von Plasmid-DNA aus 1,5 ml Fliissig-Kulturen erfolgte mit dem QIAprep Spin Mini-
prep Kit der Firma Qiagen (Hilden) bezichungsweise dem E.Z.N.A.® Plasmid Miniprep Kit I der
Firma Peqlab (Erlangen). Beide verwenden zum AufschluB der Bakterien eine modifizierte alkalische
Lyse. Nach Aufschluf3 der Zellen wurden Fragmenten und bakteriellen Proteinen durch Zentrifugation
sedimentiert. Der Uberstand wurde iiber eine Silicagelmatrix zentrifugiert, an welche die Plasmid-
DNA unter den vorhandenen Bedingungen selektiv und reversibel band. Nach Aufreinigung mit den
Puffern konnte die DNA durch Zugabe von bidest. HO von der Matrix eluiert werden. Die Ausbeute
beider Kits betrug maximal 10 ng, die in 50 pl bidest. H,O aufgenommen wurden. Dies entsprach

einer Endkonzentration von 200 ng / pl. Die so gewonnen DNA wurde bei -20°C aufbewahrt.

20. Restriktionsverdau

Um eine Vorauswahl der zu sequenzierenden Klone treffen zu konnen, wurden die Inserts aus den
Plasmiden herausgeschnitten und mittels DNA-Gelelektrophorese (siche B 21.) die ungefdhre
Molekiilmasse bestimmt. Der Plasmidvektor enthilt innerhalb seiner ,,multiple cloning site” (MCS)
spezifische Schnittstellen fiir Restriktionsendonucleasen. Durch die passende Auswahl zweier
Nucleasen (Stratagene, Hamburg) am 5’- bezichungsweise 3’-Ende des Inserts konnte dieses durch
den Verdau aus dem Vektor herausgetrennt werden. Dabei wurden die Nucleasen so ausgewahlt, dal3
sie nach Herstellerangaben gleiche oder dhnliche Pufferkonzentrationen benétigten. War solch ein

Doppelverdau nicht mdglich, wurde zweimal ein einfacher Verdau durchgefiihrt.

Standard-Restriktionsansatz zum Verdau von Plasmid-DNA (20 ul)

2 ul DNA-Lo6sung (ca. 400 ng in bidest. H,O)

2-4 pl 10x Reaktions-Puffer (entsprechend Herstellerangabe)
je 0,5 ul Restriktionsenzym (~1,5 U/ul)

12-14 pl HyOpigest,

Der Verdau erfolgte im Brutschrank fiir 1 bis 1,5 h bei 37°C. Sofern die DNA nicht direkt im
Agarosegel aufgetrennt wurde, erfolgte das Abstoppen der Reaktion durch Erhitzen auf 65°C.
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21. Elektrophoretische Auftrennung von DNA im Agarose-Gel

21.1 Losungen

TBE 1x 90 mM Tris
90 mM Borséure
2 mM EDTA
pH 8.3

Beladungspuffer 10x 50% Glycerin
0,4% Bromphenolblau
0,4% Xylencyanol

21.2 Vorbereitung des Geles und die Elektrophorese

Je nach GroBe der erwarteten Fragmente wurden Gele mit einer Agarosekonzentration zwischen 0,8
und 1,3% Agarose angesetzt. Dazu wurden die entsprechenden Mengen an Agarose durch Aufkochen
in TBE geldst (ca. 80 ml) und mit 0,01% Ethidiumbromid versetzt. Bei einem DNA-Agarosegel ist,
anders als bei RNA, kein Formaldehyd notwendig. Der Gelschlitten wurde oben und unten mit
Riegeln sowie Tesafilm® verschlossen und die Gellosung nach Abkiihlung auf ca. 55°C eingegossen.
Nach dem Erstarren der Agarose wurden die Abdichtungen entfernt und das Gel in die Kammer
(horizontale Minigelkammer; Biotec, Reiskirchen) eingesetzt. Die Kammer wurde mit 1x TBE bis
knapp iiber das Gel aufgefiillt und der Probenkamm entfernt. Die mit Beladungspuffer (End-
konzentration 1x-1,5x) versetzten Proben wurden in die Geltaschen eingefiillt und die Elektrophorese
mit 90-110 V gestartet. Die Elektrophorese wurde im Allgemeinen abgestoppt wenn die Bromphenol-
blaubande den unteren Gelrand erreichte. Die Gele wurden entnommen im UV-Durchlicht ausgewertet
und anschlieend zur Dokumentation Bilder mit einem ,,Video-Copy-Processor* (Mitsubishi) ange-

fertigt.

22. Extraktion von DNA aus Agarose-Gelen

Wurde DNA elektrophoretisch aufgetrennt (siche B 21) konnte sie aus dem Agarosegel zuriick-
gewonnen werden. Dazu wurde das ,,QIAquick Gel Extraction Kit*“ von Qiagen (Hilden) verwendet.
Zur Extraktion der DNA wurde in diesem System eine Silicagel-Matrix verwendet. In Anwesenheit

hoher Konzentrationen chaotropischer Salze und einem pH-Wert <7,5 band die DNA an diese Matrix.
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Durchfiihrung:

Agarosestiickchen mit den gewiinschten Fragmenten wurden mit einem frischen Skalpell aus den
Gelen ausgeschnitten und deren Gewicht bestimmt. Nach Zugabe der entsprechenden Menge Puffer
wurde die Agarose durch Erwiarmen auf 52°C fir 10 min und gelegentlichem Vortexen gelost. Die
erhaltenen Losungen wurden in Zentrifugenrohrchen, mit einem Boden aus einer Silicagel-Matrix,
zentrifugiert. Beim Durchflul der Losung band die DNA an die Matrix. So gebundene DNA konnte
durch Zugabe von Puffern gereinigt und abschlieend durch Zugabe von bidest. H,O wieder eluiert

werden.

23. DNA-Sequenzierung und Auswertung der Sequenzen

Plasmide deren Inserts eine MindestgroBe von 1 kBp aufwiesen, wurden zur Sequenzierung an die
Firmen SeqlLab (Gottingen) und GENterprise (Mainz) gegeben. Eine Ansequenzierung erfolgte vom
5’-Ende her iiber den Vektor-Primer T3. Die Ausgabe der uneditierten Daten (DNA-Sequenz als Text
und Chromatogramm) erfolgte per E-Mail. Die Chromatogramme konnten mit dem Programm
»Chromas 1.5.1° eingesehen und editiert werden. Die so bearbeiteten Sequenzen wurden zur
Identifizierung und Einordnung mit schon bekannten Sequenzen verglichen. Das Internet-Programm
»Blast“ ermoglichte die Suche nach &hnlichen DNA- (,,BlastN*) und Proteinsequenzen (,,BlastP*).
Eine Ubersetzung in alle sechs Leseraster und anschlieBendem Vergleich mit Proteindatenbanken
ermdglichte ,,BlastX“. Die Ubersetzung der Nucleotidsequenzen in Aminosduresequenzen erfolgte mit
dem ,,Expasy-Tool Translate, die Bearbeitung mit ,,Align“ und ,,Lalign® (alle Internet). Interessie-
rende Klone konnten so identifiziert und weiter bearbeitet werden. Die vorhandenen T3-Primer-
Ansequenzierungen konnten dann zumeist auf ca. 800 bp verldngert werden. Zusédtzlich wurden
Sequenzierungen (ebenfalls etwa 800 bp) vom 3’-Ende (Vektor Primer T7) her ausgefiihrt. Zur voll-
standigen Identifizierung der Inserts wurden mit dem DOS-Programm ,,0Oligo 3.4 neue Primer (Roth,
Karlsruhe) aus den bereits bekannten Bereichen herausgesucht und so die Sequenzierungen weiter-
gefiihrt. Durch dieses ,,primer-walking* konnten die gesamten Sequenzen der Inserts doppelstringig
ermittelt werden.

War ein Insert vollstindig sequenziert, konnte die Eigenschaften des zugehdrigen Proteins mit dem
»Expasy Tool Prot-Param* bestimmt und ein theoretischer tryptischer Verdau mit dem ,,Expasy Tool
Peptide-Mass® (beide Internet) durchgefiihrt werden. Datenbankabgleiche von gemessenen MALDI-
MS-Fragmentmassen mit bekannten Proteinen konnten mit dem ,,Expasy Tool Pepldent* (Internet)
durchgefiihrt werden.

Das Windows-Programm ,,ClustalX 1.8.1“ berechnete Sequenzvergleiche (,,Alignments®) von

multiplen DNA- und Aminosiuresequenzen. Solche Alignments konnten mit ,,Genedoc” (Windows)
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bearbeitet und konvertiert werden. Sie dienten zur Berechnung von Identitétstabellen (,,Mega“,
Windows), Distanzmatrizes und molekularen Stammbidumen (PHYLIP, Windows). Die erhaltenen
Stammbédume wurden mit Tree-Explorer (Mega) und ,,Treeview 1.6.6° (Windows) ausgewertet. Die

Internetadressen der Programme sind im Anhang F4 aufgefiihrt.

23.1 Molekulare Phylogenie

Fiir die Berechnung von molekularen Stammbdumen wurden Proteinsequenzalignments benutzt. Dazu
wurde ,,ClustalX*“ mit seinen Standardeinstellungen verwendet (Thompson et al., 1997). Einige der
Proteinsequenzen wiesen nur unvollstindige Head- beziehungsweise Tail-Doménen auf. Daher
wurden diese Doménen mit ,,Genedoc™ bei allen Sequenzen entfernt, so daBl nur noch die Rod-
Domiéne iibrigblieb. Aus den verbliebenen Sequenzabschnitten wurden die Liicken (,,Gaps‘) wieder
entfernt und erneut ein Vergleich durchgefiihrt. Mit den so erhaltenen Alignments der Rod-Doménen
konnten die Distanzen zwischen den Sequenzen berechnet werden. Dazu wurde das Programm
»Protdist“ aus dem Programmpaket ,,Phylip 3.6 mit seinen Standardeinstellungen verwendet. Die
Berechnung erfolgte nach dem ,,Jones-Taylor-Thornton-Modell“ (JTT). Die JTT-Matrix stellt eine
Erweiterung der ,,PAMO001-Matrix*“ von Dayhoff dar, mit der die Haufigkeit von bestimmten Amino-
sdureaustauschen statistisch erfafit wird (Dayhoff et al., 1979; Jones et al., 1992).

Die so berechneten Distanzmatrizen wurde zur Erstellung von phylogenetischen Bédumen benutzt.
Dazu wurde das Programm ,,Neighbor* ebenfalls mit seinen Standardeinstellungen aus dem selben
Paket verwendet. Das Programm berechnet Abstammungslinien und Verzweigungspunkte nach der
»Neighbor-Joining“-Methode (Saitou und Nei, 1987). Diese Methode nimmt weder eine konstante
Evolutionsrate noch die Existenz einer expliziten AuBlengruppe an. Der erhaltene Baum enthilt daher
keine Angaben iiber evolutiondre Richtungen.

Ein so berechneter Stammbaum enthélt keinerlei Informationen dariiber, mit welcher Wahrschein-
lichkeit er mit dem tatsdchlichen iibereinstimmt. Zur statistischen Absicherung wurden die Alignments
daher einem ,Bootstrapping unterzogen. Das Programm ,,Seqboot (Phylip) erzeugt aus dem
Alignment (zumeist) 100 Pseudosamples. Dabei werden nach dem Zufallsprinzip einzelne Positionen
innerhalb des Alignments dupliziert, andere deletiert, wobei sich die Lange aber nicht dndert. Die
Pseudosamples werden mit den beiden oben beschriebenen Programmen einzeln neu analysiert. Aus
den erhaltenen multiplen Datensdtzen vereinigt das Programm ,,Consense (Phylip) die am héufigsten
gewihlten Verzweigungen in einem neuen Baum. Die Haufigkeit mit der eine Verzweigung in allen
Pseudosamples auftaucht, wird als ,,Bootstrap-Wert™ bezeichnet. Ein Bootstrap-Wert von 70 bedeutet,
daf} die Verzweigung in 70 von 100 ,,Pseudosamples” vorkommt (70%). Die mit dieser Methode
berechneten Stammbédume geben jedoch nicht die zeitliche Abfolge der Aufspaltungsereignisse

wieder. Sie zeigen nur ein Netzwerk von Verwandtschaftsverhéltnissen. Erst das sogenannte
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»Rooting", das heiit die Bestimmung einer Aulengruppe, ergibt die Richtung eines Stammbaums und
verleiht ihm eine historische Bedeutung.

Identitdtstabellen wurden aus Sequenzalignments von ClustalX mit dem Programm ,MEGA*®
(Windows) berechnet. Mit der verwendeten ,,p-distance*“-Methode (proportion) wird die Anzahl der
aufgetretenen Aminosdureunterschiede in zwei Sequenzen durch die Anzahl der insgesamt vergli-
chenen Positionen dividiert. Bedingt durch Methode enthalten die errechneten Identititswerte keine

Korrektur von mdglichen multiplen Substitutionen (Nei und Kumar, 2000).

24. MALDI-Massenspektrometrie

Die Zuordnung der ermittelten Sequenzen zu den Proteinflecken im 2D-Gel erfolgte durch MALDI-
TOF-MS (matrix-assisted laser-desorption/ionization - time of flight — mass spectromery).

Bei diesem Verfahren werden Peptidfragmente durch Cokristallisation in eine Matrix eingebaut und
im Hochvakuum einem intensiven kurzwelligen Laserstrahl weniger Nanosekunden Dauer ausgesetzt.
Die Matrix (z.B. a-Cyano-4-hydroxyzimtsidure oder 2,5-Dihydroxybenzoeséure) wird so gewéhlt, daf3
sie eine hohe Absorption bei der gewéhlten Laserwellenldnge zeigt. Durch die Bestrahlung kommt es
zu einer Explosion der Festkorperoberfliche, bei der neben Matrixmolekiilen auch ionisierte Proben-
molekiile freigesetzt werden. Um die Probe wird ein elektrostatisches Feld von einigen 100 bis zu
mehreren 1000 V/mm angelegt, wodurch je nach Polaritdt des Feldes positiv oder negativ geladene
Ionen von der Probenoberfliche in Richtung eines Analysators beschleunigt werden. Bei dem einge-
setzten Massenanalysator handelt es sich um ein Flugzeitmassenspektrometer (TOF-Analysator; time
of flight), der anhand der bendtigten Zeit vom Ablosen der Probenteile bis zum Auftreffen auf den

Detektor die Masse bestimmt, wobei kleinere Fragmente schneller fliegen als grof3e.

Die erhaltenen Ergebnisse wurden mit dem theoretischen tryptischen Verdau (Internetprogramm
,»ExPasyTools*: ,,Peptide-Mass*) der zu untersuchenden Proteine verglichen. Grundlage hierfiir war
die von der DNA-Sequenz abgeleitete Aminosduresequenz. Die Peptidfragmente der Probe stammten
aus Proteinen einer IF-Priparation (siche B 5.), die in einem Coomassie-gefarbten 2D-Gel getrennt
(siche B 7.) und tryptisch verdaut wurden. Des Weiteren konnte ein Vergleich der Chromatogramme
verschiedener Proteinflecken, denen noch keine Aminoséuresequenz zugeordnet werden konnte, deren
Identitdt untereinander kldren. Die Massenspektrometrie wurde von Dr. Christian Hunzinger (Fa.

Proteosys, Mainz) durchgefiihrt.
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C Ergebnisse

1. Allgemeines und Vorgehensweise

Bisher lagen von der Gattung Acipenser noch keine Informationen {iber IF-Proteine vor. Ziel meiner
Arbeit war es daher, von einem Vertreter dieser Gattung, dem Sibirischen Stor Acipenser baeri, so
viele Informationen iiber IF-Proteine vom Typ I-III zu sammeln wie moglich. Dazu wurde ein Tier
préapariert und die erhaltenen Gewebe mit unterschiedlichen Methoden untersucht. Bei der Praparation
gelang es auch das Geschlecht des Tieres zu bestimmen. Es handelte sich um ein Weibchen, da
Ovarien gefunden wurden.

Von verschiedenen speziell in Isopentan eingefrorenen Geweben wurden 5 pm dicke Schnitte ange-
fertigt und diese mit verschiedenen Antikorpern gegen Intermedidrfilamente inkubiert.

Zusitzlich wurden IF-Proteine direkt aus den Geweben extrahiert und biochemisch aufgetrennt. Mit
Hilfe des Komplementiren-Keratin-Blot-Bindungs-Tests (CKBB) und diversen Antikdrpern konnten
die jeweiligen IF-Proteine dann in die Typen I-III eingeteilt werden. Die Kombination der einzelnen
Ergebnisse und das Wissen um die Herkunft der Gewebe erlaubte zusitzlich die Einteilung in ,,E*-
und ,,S“-Keratine. Die so aufgetrennten Proteine wurden zumeist noch einer MALDI-MS-Analyse
unterzogen.

Zur Ermittlung von Sequenzdaten wurde aus einem Gewebegemisch von Kieme, Muskel und Dermis
erst Gesamt-RNA und daraus folgend mRNA isoliert. Hieraus wurde eine cDNA-Bank erstellt und
diese mit verschiedenen Antikérpern und DNA-Sonden durchsucht (,,Screening®). Die aus der mRNA
hergestellte cDNA wurde einer GroBenfraktionierung unterzogen. Von den vier dabei erhaltenen
Fraktionen wurden die zweite und dritte fiir die Ligation in den ZAP-Express Vektor ausgewahlt. Von
jedem dieser Ligationsanséitze wurde zuerst 1 pl (I), spiter der gesamte restliche Ansatz (II) fiir die
Verpackung verwendet (siche B16.7-B16.9). Die daraus erhaltenen Teil-Primérbanken (21, 31, 2II und
31I) hatten einen Titer von 39.500 (2I), 31.500 (31), 65.000 (211) beziehungsweise 52.500 (31I) pfu. Da
die Fraktion 2 die groBeren cDNA-Fragmente enthielt, wurden die daraus resultierenden Banken,
soweit nicht anders angegeben, beim ,,Screening™ verwendet. Von den Agarplatten zur Bestimmung
des Primartiters der Banken 2I und 31 wurden exemplarisch 10 Plaques ausgestochen und ansequen-
ziert. Damit konnten zwar keine IF-Proteine detektiert werden, dafiir aber zwei Klone, die fiir voll-
staindige Glucose-6-Phosphat-Isomerasen codieren.

Nach Ermittlung der cDNA-Sequenzen und der daraus abgeleiteten Aminosiduresequenzen wurde {iber
Datenbankvergleiche die Einordnung in die einzelnen IF-Protein-Typen vorgenommen.

Die Kombination der Ergebnisse der MALDI-MS-Analyse mit den bearbeiteten Sequenzdaten

erlaubte hiufig eine Zuordnung der erhaltenen cDNA-Sequenzen zu den biochemisch identifizierten
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Keratinen und Typ III-IF-Proteinen. Dies gab nicht nur Hinweise iiber den jeweiligen Expressionsort
der sequenzierten IF-Proteine, sondern erlaubte auch eine Bestimmung der ,,E“- und ,,S“-Keratine.
Zum AbschluB} konnte aus der Zusammenfiihrung aller gewonnenen Daten ein Expressionskatalog der

sequenzierten [F-Proteine des Sibirischen Stors aufgestellt werden.

Die von mir ermittelten Sequenzdaten wurden bereits in anderen Publikationen zur Berechnung von
Stammbédumen verwendet (Haberkamp et al., 2001; Schultess, 2001; Schaffeld et al., 2001a). Hierbei
kamen jedoch die internen Labornamen der codierenden Klone zum Einsatz. Da ab dieser Arbeit nur
noch die vereinheitlichten Namen der IF-Proteine und der dafiir codierenden Klone verwendet werden
sollen, wurden im Anhang F5, Tab. 11 die verschiedenen Namen gegeniibergestellt. Die wichtigsten
Eckdaten der Klone und der abgeleiteten Proteine wurden in Tab. 6 (siche C8) zusammengefalit. Die
dazugehorigen Nucleotidsequenzen finden sich im Anhang F8. Die angegebenen Massen (M,) und
isoelektrischen Punkte (pI) der abgeleiteten Proteine wurden aus den Aminosduresequenzen errechnet.
Diese Werte sind rein theoretischer Natur und kdnnen durch posttranslationale Modifikationen und
dadurch, daB sie in 8 M Harnstoff gemessen wurden, von denen der tatsdchlichen Proteine abweichen.

Im Folgenden werden die cDNA-Klone von Acipenser baeri (aba, Aba) in Kleinbuchstaben und
kursiv benannt (z.B. abak$8), die daraus abgeleiteten Proteinsequenzen dagegen mit groBen Anfangs-

buchstaben und nicht-kursiv (z.B. AbaK8).
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2. Gewebetypische Expression der IF-Proteine vom Typ I-111

Um Einsicht in die generelle Verteilung der Intermedidrfilamente vom Typ I-III des Stors Acipenser
baeri zu erlangen, wurden verschiedene Gewebe mittels der indirekten Immunfluoreszenz untersucht.
Dabei wurden sowohl monoklonale, als auch polyklonale Antikdrper auf einer Reihe einschichtiger
und mehrschichtiger Gewebe getestet. Die Ergebnisse wurden bereits in der von mir mitbetreuten
Diplomarbeit von Nicole Tappe (Tappe, 2000) beschrieben. Daher sollen an dieser Stelle nur die
wichtigsten Daten in aller Kiirze gezeigt werden.

Beim Stor wird Vimentin, wie beim Flosselhecht und den terrestrischen Tetrapoden, aber anders als
bei den Teleosteern, in zahlreichen mesenchymalen Geweben exprimiert. Die Keratine hingegen
zeigen ein Expressionsmuster, wie es bei den Teleosteern zu finden ist. Sie werden epithelial und
mesenchymal exprimiert. Beim Flosselhecht und den terrestrischen Tetrapoden ist ihre Expression
hingegen auf epitheliale Gewebe beschrénkt.

In Abb. 3 a’- ¢’ ist zu erkennen, dal der monoklonale Antikérper VIM14.13 mesenchymale Zellen
und Gewebe markierte. In der Korperwand (Abb. 3 a, a’) wurden die Schuppenanlage und einige
Fibroblasten dekoriert. In der Kieme reagierte der Antikdrper mit den Knorpelzellen (Abb. 3 b, b’),
aber nicht mit der Muskulatur (nicht abgebildet). Im Magen (Abb. 3 c, ¢’) wurde ausschlieBlich Binde-
gewebe angeférbt.

In Abb. 3 d’ - f* ist die Reaktion von Anti-Keratin-Antikérpern in mehrschichtigen (d’, e’) und ein-
schichtigen (f”) Epithelien zu erkennen. Der monoklonale Antikdrper 68.4 dekorierte in der Kieme
(Abb. 3 d, d’) das Mucosaepithel und das respiratorische Epithel der Sekundarlamellen. Der ebenfalls
monoklonale Antikdrper KL 1 markierte in der Kdrperwand (Abb. 3 e, ¢’) die Epidermis. Im Magen
(Abb. 3 f, f°) dekorierte der Antikorper 68.4 zwar das Mucosaepithel, aber nicht die Lamina propria.
Eine andere Reaktion zeigten die monoklonalen Antikorper 164.4 und 79.14 (Abb. 3 g’ - i’). So
erkannte 79.14 im Magen (Abb. 3 g, g’) die Lamina propria, dafiir aber nicht das Mucosaepithel.
Ebenso wurden Strukturen in der Milz dekoriert (Abb. 3 h, h’). Sowohl 79.14 als auch 164.4 markier-
ten in der Leber (Abb. 3 i, 1’) das um die Gallengéinge liegende Bindegewebe.
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Abb. 3 Immunfluoreszenzmikroskopie an 5um dicken Gefrierschnitten unterschiedlicher Gewebe
des Stors Acipenser baeri; a-i Phasenkontrastaufnahmen, a’-i’ Fluoreszenzaufnahmen.

(a, ') Schuppenanlage und Fibroblasten in der Kérperwand, AK VIM14.13; (b, b’) Knorpelzellen in
der Kieme, AK VIM14.13; (c, c’) GefaR, Bindegewebe und Muskulatur im Magen, AK VIM14.13; (d,
d’) Epithel und Sekundarlamellen der Kieme, AK 68.4; (e, €’) Epidermis der Korperwand, AK KL1; (f,
f’) Mucosaepithel und Lamina propria des Magens, AK 68.4; (g, g’) Mucosaepithel und Lamina
propria des Mitteldarms, AK 79.14; (h, h’) Bindegewebe der Milz, AK 79.14; (i, i’) BlutgefaR und
Gallengang in der Leber, AK 164.4
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3. Biochemische Identifizierung der IF-Proteine vom Typ I-111

Im Rahmen der von mir mitbetreuten Diplomarbeit von Nicole Tappe wurden die verschiedenen
Keratine sowie Desmin und Vimentin biochemisch identifiziert. Dazu wurden aus ausgewahlten
Geweben die IF-Proteine extrahiert und in einer zweidimensionalen PAGE aufgetrennt. Der
Komplementire-Keratin-Blot-Bindungs-Test (CKBB-Test) gab Aufschluf} dariiber, ob in den entspre-
chenden Geweben Keratine exprimiert werden und mit welchem Typ sie heteropolymerisieren. Zur
Identifikation von Desmin und Vimentin wurden Immunoblots mit spezifischen Antikérpern durch-
gefiihrt. Die entsprechenden Ergebnisse wurden bereits ausfiihrlich in der Diplomarbeit (Tappe, 2000)

beschrieben und werden deshalb hier nur exemplarisch dargestellt.

3.1 Biochemische Identifizierung der ,,E“- und ,,S*“-Keratine

Keratine konnen in vitro mit jedem Vertreter des komplementéren Typs Heterodimere bilden. Der
Komplementire Keratin-Blot-Bindungs-Test (CKBB-Test) nutzt diese Eigenschaft aus. Die auf eine
Membran geblotteten [F-Proteine werden jeweils mit biotinyliertem humanem Keratin K8 (Typ 1I)
oder K18 (Typ 1) inkubiert. Bei einer Reaktion kann so der komplementére Keratin-Typ nachgewiesen
werden.

Fir die Identifikation von ,E“-Keratinen wurden Organe mit mehrschichtigen Epithelien, wie
Korperwand und Seitenflosse, gewéhlt. Gewebe mit einfachen Epithelien, wie Mitteldarm und Magen,
identifizierten ,,S“-Keratine. Die positiv reagierenden Proteinflecke aus unterschiedlichen Geweben
traten groftenteils an vergleichbaren Positionen im Gel beziehungsweise Blot auf. Es diirfte sich dabei
um Keratinkandidaten handeln, deren Expression nicht nur auf ein Organ beschrinkt ist. Eine Kombi-
nation aller Daten erdffnete dann ein Bild iiber die Verteilung der einzelnen Keratintypen in den
Geweben (sieche Abb. 4, ndchste Seite).

In einer Prdparation von Flossengewebe (Abb. 4 a-a") konnte ein komplexes Muster von ,,E*-
Keratinen nachgewiesen werden. Da die Flossenepidermis nicht vollstdndig isoliert, sondern nur
zusammen mit Teilen des umliegenden Gewebes verarbeitet werden konnte, mufite mit Spuren von
Vimentin und Desmin gerechnet werden. Dies bestdtigte sich auch in den entsprechenden Kontrollen
(siche Abb. 5 b-b"). In einer Préparation von Mitteldarmgewebe (Abb. 4 b-b") wurden neben Vimentin
(siche Abb. 5 c-¢') zahlreiche Keratine nachgewiesen. Diese konnten jedoch nicht durchgingig als
»3“-Keratine eingestuft werden, es fanden sich auch bereits bekannte Typ II ,,E“-Keratine darunter.
Typisch fiir Mitteldarmgewebe sind die vier Typ Is-Keratine im unteren linken Quadranten. Sie finden
sich nur hier, obgleich der Magen ebenfalls mit einschichtigem Epithel ausgekleidet ist (Abb. 4 c-c").

Dafiir konnte hier ein zusitzliches Typ Ig-Keratin nachgewiesen werden, welches anscheinend nur im
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Magen vorkommt. Die Kieme (Abb. 4 d-d") enthélt sowohl einschichtige, als auch mehrschichtige
Epithelien. Durch einen Vergleich mit den oben beschriebenen Daten konnten die diversen Keratine

innerhalb der Kieme zugeordnet werden. Zusitzlich konnte in der Kieme noch Desmin nachgewiesen
werden (sieche Abb. 5 a-a').
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Abb. 4 Zweidimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese (2D-PAGE) von Cytoskelettproteinen
des Stors aus Flossengewebe (a-a"), dem Mitteldarm (b-b"), des Magens (c-c") und der Kieme (d-d").
In der ersten Dimension erfolgte eine isoelektrische Fokussierung (IEF), in der zweiten Dimension
eine SDS-PAGE. Markerproteine: x—Aktin (A) und Bovine Serum Albumin, BSA (B).

(a, b, ) Mit Coomassie Blue gefarbtes Gel
@', b, c") CKBB-Test mit biotinyliertem humanem Keratin K 18 (identifiziert Typ ll-Keratine)
@", b", c" CKBB-Test mit biotinyliertem humanem Keratin K 8 (identifiziert Typ I-Keratine)

*) Mogliche Abbauprodukte der lls-Keratine
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In einer Priparation von Flossengewebe (Abb. 4 a-a") konnte ein komplexes Muster von ,E*-
Keratinen nachgewiesen werden. Da die Flossenepidermis nicht vollstindig isoliert, sondern nur
zusammen mit Teilen des umliegenden Gewebes verarbeitet werden konnte, mufite mit Spuren von
Vimentin und Desmin gerechnet werden. Dies bestitigte sich auch in den entsprechenden Kontrollen
(siche Abb. 5 b-b'). In einer Préparation von Mitteldarmgewebe (Abb. 4 b-b") wurden neben Vimentin
(siche Abb. 5 c-c') zahlreiche Keratine nachgewiesen. Diese konnten jedoch nicht durchgéingig als
»3“-Keratine eingestuft werden, es fanden sich auch bereits bekannte Typ II ,,E“-Keratine darunter.
Typisch fiir Mitteldarmgewebe sind die vier Typ Is-Keratine im unteren linken Quadranten. Sie finden
sich nur hier, obgleich der Magen ebenfalls mit einschichtigem Epithel ausgekleidet ist (Abb. 4 c-c").
Dafiir konnte hier ein zusétzliches Typ Ig-Keratin nachgewiesen werden, welches anscheinend nur im
Magen vorkommt. Die Kieme (Abb. 4 d-d") enthilt sowohl einschichtige, als auch mehrschichtige
Epithelien. Durch einen Vergleich mit den oben beschriebenen Daten konnten die diversen Keratine
innerhalb der Kieme zugeordnet werden. Zusétzlich konnte in der Kieme noch Desmin nachgewiesen

werden (siche Abb. 5 a-a").

3.2 Biochemische Identifikation von Desmin und Vimentin

Zur Identifikation von Desmin und Vimentin wurden Immunoblots durchgefiihrt. Mit einem poly-
klonalen Anti-Desmin-Antikdrper (DES) konnte Desmin sowohl im Muskelgewebe, als auch in der
Kieme (Abb. 5 a-a'), nachgewiesen werden.

Zur biochemischen Identifikation von Vimentin dienten Seitenflossengewebe, Mitteldarmgewebe und
Muskelgewebe (Abb. 5). Zur Detektion der Proteine wurde der monoklonale Anti-Vimentin-Anti-
koérper Vim13.14 verwendet. Um auszuschlieBen, daB es sich bei den gefundenen Proteinen um

Keratine handelt, wurden die Ergebnisse zusétzlich mit den vorangegangenen CKBB-Tests verglichen.
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Abb. 5 Zweidimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese (2D-PAGE) der Cytoskelettproteine von
Kieme (a,a") Flosse (b,b") und Mitteldarm (c,c') des Stors. In der ersten Dimension erfolgte eine
isoelektrische Fokussierung (IEF), in der zweiten Dimension eine SDS-PAGE. Markerproteine: «-Aktin
(A) und Bovine Serum Albumin, BSA (B).

@@, b, 0 Mit Coomassie Blue gefarbtes Gel
@" Immunoblot mit dem polyklonalen Anti-Desmin-Antikérper DES (D= Desmin)
(b', ") Immunoblot mit dem monoklonalen Anti-Vimentin-Antikérper Vim14.13 (V=Vimentin)

*) Hintergrund vermutlich auf Grund sehr langer Inkubationszeit
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4. Sequenzierung von Keratinen

Aus den verschiedenen cDNA-Teilbanken konnten insgesamt zehn fiir Keratine codierende Klone
gewonnen werden. Sieben der abgeleiteten Aminosduresequenzen codieren fiir Typ [-Keratine und
drei fiir Typ II-Keratine. Bei zwei Klonen fehlen den Inserts wenige Basen im 5’-Bereich, um fiir je
ein vollstindiges Typ I beziehungsweise Typ II-Keratin zu kodieren. Sechs der Typ I-Sequenzen
(inklusive der unvollstindigen) konnten Proteinflecken der 2D-PAGE zugewiesen werden. Bei den
Typ II-Keratinen war es die unvollstindige Sequenz, die eindeutig einem Proteinfleck zugewiesen
werden konnte. Eine tabellarische Ubersicht der wichtigsten Daten aller sequenzierten IF-Proteine und

der fiir sie codierenden Klone findet sich unter C8.

4.1 Fiir Typ I-Keratine codierende cDNA-Klone (abak10 bis abakl5, abakl8)

Die fiir Keratine vom Typ I codierenden Klone abakl0 bis abakl5 und abakl8 wurden mit Hilfe der
aus unserer Arbeitsgruppe stammenden polyklonalen Antikorper GPT 4 (4 Klone) und GPT 5 (3
Klone) identifiziert (siche B4.1 und Anhang F5). Die abgeleiteten Aminosiuresequenzen der Klone
zeigt Abb. 6, die Nucleotidsequenzen finden sich im Anhang unter F8.1. Mit dem Antikdrper GPT4
wurde aus der Bank 2I ein unvollstindiger, fiir das Keratin AbaK12 (ab Coil 1B) codierender Klon
identifiziert. Aus diesem wurde eine, die komplette Tail-Doméine umfassende, ca. 300 Basen grofe
DNA-Sonde erstellt, damit die Bank 21 durchsucht und acht entsprechende Klone gewonnen. Noch
bevor diese weiter untersucht werden konnten, zeigte sich, daf bei einem vorher gestarteten
»dcreening mit GPT4 bereits zwei fiir das vollstindige Keratin codierende Klone identifiziert
wurden. Da diese bereits weiter sequenziert waren, wurden sie fiir die weitere Bearbeitung verwendet.
Insgesamt konnten einige Klone im Verlauf der verschiedenen ,,Screening“-Durchgénge der einzelnen
cDNA-Banken mehrfach gewonnen werden.

Die cDNA-Klone abakl3 und abakl5 lieBen sich nur sehr schwer sequenzieren. Besonders im 5’-UTR
mufliten die Sequenzierungen ofters wiederholt werden und gingen nur in kleinen Schritten voran.
Interessanterweise ordnen sich beide Keratine in einem Stammbaum auch nahe zueinander. Der
Phagenklon abaKli3 codiert fiir ein unvollstindiges Keratin. Wagt man, ausgehend vom Protein
AbaK15, eine Schitzung wieviele Aminosduren fehlen, so kommt man auf einen Wert von etwa 30.
Durch die zum Teil sehr unterschiedlichen Head-Doménen ist hier aber keine endgiiltige Aussage
moglich.

Auffillig in der Nucleotidsequenz von abaki?2 ist das seltenere Polyadenylierungssignal <ATTAAR>.
Es kommt, getrennt durch fiinf Nucleotide, 12 und 23 bp, vor dem Poly-A-Schwanz doppelt vor
<ATTAAACATTTATTAAA>,
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Von den abgeleiteten Proteinen ist AbaK11 mit 456 Aminosduren, einem pl von pH 6,08 und einer
Masse von 50,3 kDa das lingste Typ I-Protein und zugleich das basischste aller sequenzierten IF-
Proteine. Das dazugehorige Insert weist eine Lange von 1952 Basen auf. Der 5’-UTR ist mit 24 Basen
relativ klein. abakl0 weilt zu abakll ein um 30 Basen kleineres Insert auf. Der 3’-UTR ist zwar um
40 bp groBer, dafiir ist aber der 5’-UTR um 59 Nucleotide kleiner. Das abgeleitete Protein AbaK10
umfaBt 451 Aminosduren, hat eine Masse von 49,2 kD und einen pl bei pH 5,36. Bei abakl?2 sicht es
dhnlich aus. Der 5°-UTR ist mit 81 bp der zweitgroBte, dafiir ist der 3’-UTR mit 432 und der ORF mit
1344 Basen wieder etwas kleiner. Das zugehdrige Protein AbaK12 ist mit 447 Aminosduren das
drittgrofte sequenzierte Typ I-IF-Protein. Die Masse liegt bei 51,3 kDa und der pl bei pH 5,73. Dem
Insert von abaki3 fehlen mit 1490 Basen auf der 5’-Seite noch einige Nucleotide um fiir ein vollstin-
diges Keratin codieren zu konnen, ein 5’-UTR ist daher nicht vorhanden. Der 3’-UTR ist mit 211
Basen der kleinste aller sequenzierten IF-Proteine. AbaK13 ist aminoterminal nicht ganz vollstdndig
und die Anzahl von 417 Aminosduren, ebenso wie die Masse von 45,9 kDa, daher sehr gering. Eine
Anderung des pl-Wertes von pH 4,96 ist ebenfalls zu erwarten. Von den vollstindigen Typ I-Proteinen
ist AbaK15 mit 429 Aminosduren und einer Masse von 48,0 kDa das kleinste, der pl ist mit pH 5,9
aber der zweithochste. Entsprechend ist das Insert von abaK15 mit 1586 Basen das kleinste, der ORF
betriigt 1296 bp. Ahnlich klein sind die ORFs von abakl4 (1296 bp) und abaK18 (1308 bp). Da der
3°-UTR bei abaki4 aber 520 Nucleotide umfafit, erreicht das Insert eine Gréfle von 1858 Basen. Das
zugehorige Protein hat 431 Aminoséuren, eine Masse von 48,7 kDa und einen pl von pH 5,49.
AbaK18 umfaBlit 435 Aminosduren, erreicht eine Masse von 48,5 kDa und einen pl von pH 5,09. Das
dafiir codierende Insert enthilt 1659 bp.
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Typ I-Keratine von Acipenser baeri

AbaKl12
AbaKl15
AbaK10
AbaK1ll
AbaK13
AbaK18
AbaKl4

AbaKl12
AbaKl15
AbaK10
AbaKl1l
AbaK1l3
AbaK18
AbaKl4

AbaK1l2
AbaK1l5
AbaK10
AbaKl1l
AbaK13
AbaK18
AbaK1l4

AbaK12
AbaK1l5
AbaK10
AbaKl1l
AbaK13
AbaK18
AbaK14

AbaKl12
AbaK15
AbaK10
AbaKl1l1l
AbaK13
AbaK18
AbaK1l4

AbaKl12
AbaKl15
AbaK10
AbaK1ll
AbaK13
AbaK18
AbaKl4

-MTSFSSQONSSYSSRGPSRISSGSGAYGSSSFSLSGGGMSGGQKAMSM-———————————
-MSHYSTR--SFSTRSSDGLTSRPATLMSSSRLYSS---AAPHRALST-—————-——————

MSVRTS—-——-——-—- TKVTQHRVGSVASVPRALSVYGGAGGRGSRISSASIYNLSSGMG
MSVHISRCPPGGSSKGSVIIQRKVGSVACAPRALSVYGGAGGRGSRIS-TSVYGPSTGIL
———————————————————————————————— <LSLGGGGAG---—=--—=-——=—=-—=-—

—--MSYRPGSYSVSSMRPVGS-VRSSQVMTVQRSMPLASAASV-—————————————————
MOVQORSQRESSASMGGGGGGSIRRSGAQSSEFSSMGGGMGYGMG—————————————————

SGGGYGSGGGFGSGGGESSGGGYG-SGGGEFGSGGGYGSGGGFGSGGGY SMSYSAG-GGMG
SG--YGSTWGHGSGGGEFSSGGGEFG-SGGGEFGSGGGEFGSGGGFGSGGGYGSGWGILPGGCY

*

———-GGFQADGKQTMINLNDRLAIYLEKVRTLEASNATLEKQIREWSON-RSVVSSDYSAY
—-———-SVASNGKHTMONLNDRLATYLEKVRTLEASNATLEKQIREWYEK-KGPVLODYSAY
GODNLTNLNEKATMONLNDRLATYLEKVRSLEAANSKLELQIRQFYENSSPIVORDYSAY
SODSMTNLNEKATMONLNDRLASYLEKVRSLEAANSKLELQIRQYYEHSHPVVQRDYSAY
——-DVGLSLNEKATMINLNDRLAIYLEKVRTLEASNATLEKQIREWSON-RAVITHDYSAY
—-—GSGLVGNEKETMIGLNDRLAAYLETVRNLEQANSKLEFQIREALEK-KGPTTRDLSPF
EGGSFIMGNEKQHMHELNDRLATYLEKVRTLEATNKDLEEKLRNFTTS--KVESHDYSAY

* * khkkkkk kkikk kk kk ok kK e ek *x k.

NATIDDLRAKIAAALNVNSGIILHIDNAKLAADDFRVKYENELTMRMSVEADIAGLKKLL
EKTIDGLRAQISATAHENAKILLRIDNAKLAGDDFRMKYEAELAMRQSVEADIAGLRRVL
WKTIEDLKNKIGAATIDNARILLOIDNAKLAADDFGTKYEHELMMRQSVENDIANLRRLL
WKTIEELKDKINRATVDNSRILLOIDNAKLAADDEFVTKYEQELMMRQSVENDIANLRRLL
WKTIADLRDKIGVANMTNARIILOIDNAKLAADDFRVKYENELAMRQSVEADIAGLRRLL
EKTLEDLRKKVYDMTMDNSRLVLQIDNSRLAADDFRVKFESEYSIRQSVESDIIGLRKVI
EAQLKPIRDQIINIILENARLALEMDNAKLAADDFRMKFEAEYAIRQSVEADINGLGGLK

* . . K ** ** * kK * * K * * Kk kK *

DELTLSRSDLEMQLEGLKEELIYLKKNHEEELASCRSQLSGQ-VQVEVDAAPGVDLAKII
DELTLARSSLETEIEGLKEELIYLKKNHEEDRRALRSOMGGN-VNVEVDSTPGVDLTQVL
DOTTLTKADLEMQIEGLNDELAYLKKNHQEELLALRSQVGGT-VNVEVDAAPQQODTSRVL
EHTNLTKADLEMQIGNLRDELAYLKKNHEEEMRALRSQVGGT-VNVEVDAAPQQODTSRVL
DELTLARSSLEMEIEGLKEELIYLKKNHEEELLALRSQVGGS-VNVEVDAAPQODLSRVL
DDTNMGRMNLESEIESLKEELIFIKQONHNQEVNDLRNQTIAQSGVQVDVDAPKGODLAQVL
KEYEFNHKTLLODIEGLKDELDFLKKNHEEELASLRSEMSGT-VSVDLQAAPAVDLQRVL

L O O L. Forre. o
AEIREQYENMAAKSRRDVEAWYQGKVEVVQQQVTEHTESLQSSKTEIKDLNRTLOQGLQIE
AEIRSQYEGIANKNROEMEAWYKDKFDALNQQVSSSTEALQSSKTEVSELKRTIQSLQIE
EEMRMQYEGIADKNRRDVEAWYKDKFESLNQOQVTSSTQAIETHRSEINDLRRTIQGLEIE
EEMRMOYEGIADKNRREVEAWYKDKFDMLSHQVTTSTQAIETSRTQINDLRRTVQGLEIE
DEMRAQYEGIAEKNRRDVEAWYKDKEDDLNKQVATSTEVLOTSKSEISELRRTLQGLEIE
AEVRAQYESMAQKNRDELKAWHENKLTEVEVEVIQONTEALQGARTEVTELRROMOSLEIE
DDIRAEYEGVARRSQEEAERWFVKQAETKQAEVAQSTEALQSTKTEFTDLRRQYQNLQAE

. ok ** ek e * .k * . « kX * * *

50
59

9
39
43

80
77
108
116
44
77
85

136
132
168
176
101
134
143

196
192
228
236
161
194
203

255
251
287
295
220
254
262

315
311
347
355
280
314
322

Fortsetzung und Legende nachste Seite




Ergebnisse

67

Typ I-Keratine von Acipenser baeri (Fortsetzung)

AbaKl1?2 LOSLHTMKQSLEANLADTNARYSAQLSHLQSVVTSLEAQLTQLRADTEHSAEEYRILLDI 375
AbaK15 LOSHLSLKEALEGTLSETEQRYAAQLQQLQSIIFRLENDLSQGREDMRRQSDDYKALLDI 371
AbaK10 LOSALSMKQAMENTLAETEARYSNMLOGYONNINMLEAELNQVRLDTERQATDYKLLLDI 407
AbaKl1l LOSVLSMRQALENTLAETEARYSCTLOQGYQONTINMLEAELNQVRLDTERQAMEYKLLLDI 415
AbaK13 LOSQLSMKSALEGTLAETEGRYGAKLSHLQTIIDRLQTELMQVRMDMERQGNEYKMLLDI 340
AbaK18 LESQRSMKASLEDSLRDTEMRNNMEMERYNNMILQLEAELGQLRGNIQMQASEYEALLNI 374
AbaK14 LDALNASKSSLEQVLMDTEGRYQOMQLQQISAIVGRLOQELMNVRDSMTAQSQEYQONLLNI 382
*i A S HR . : rookooox A
AbaK12 KTRLELEIAEYRRLLDGEDGRS—-——-—---=--—-—-——-—-— SGOMQSSTSVKTSTGTTSSSTTK 420
AbaK1l5 KTRLEIEIAEYRRLLDGEE-—-——-—---------—-————— RAPVQRAPVVTTR-——-—-—=——— K 404
AbaKl1l0 KTRLEKEIATYRQLLDVEDSR-—-————==-==—————— IPTGGKDQFITTTT-————=-—— T 443
AbaKll KTRLEKEIATYRQLLDVEAAQ-—-————===——=————— IPTGVKDQYITTTK-—-——==—-— S 451
AbaK13 KTRLEMEIAEYRRLLDGEDSGKGYNSQSSQKVVVQKVEEVKAKAPVVTKTR-——————— M 392
AbaK18 KMKLEAEIATYRRLLDGEDFR-———---=--—-—-—-————— LODALVDQSSTKSI-—-—————-— K 410
AbaKl4 KMKLEMEIATYKKLLEGAEPG-—-——------——-———— AVMLGGGGAGVNTSQ-—————=——— 418
* :** * *x % *::**:

AbaK12 VVTIVEEVVGGKVVSSSSTSKSLSKPY 447

AbaK1l5 VKTIVEEVVNGKVVSSRVEEVEQKI-- 429

AbaK10 TTNLPRPK———————————————————— 451

AbaKll YVQVK-———=————————————————— 456

AbaK13 VKTMIVEEVDGVVVNTREEMVEEPM-- 417

AbaK18 KVTVTQTLVDGKVVSESTNTKEIGK-- 435

AbaKl4

TVVITKET---KTVIT-==-===————— 431

Abb. 6  Abgeleitete Aminosduresequenzen der fiir Typ I-Keratine codierende cDNA-Klone: abaki0
bis abaki15 und abak18. Multiples Alignment mit ClustalX. Die abgeleitete Aminosdauresequenz des
cDNA-Klons abak]3 ist auf der N-terminalen Seite des Proteins unvollstindig (<). In den Amino-
sduresequenzen sind, wie in der Einleitung erldutert, die typischen IF-Proteindomdnen nach (Conway
und Parry, 1988) farblich unterschiedlich hervorgehoben. Schwarz fiir Head- bzw. Tail-Domane, blau
fir den helikalen Bereich der Rod-Domane, rot fir die nicht-helikalen Linker. Sterne (*), Doppel-
punkte () und einfache Punkte (.) unter den Sequenzen zeigen die verschiedenen
Konservierungsgrade der Aminosduren an.
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4.2 Fiir Typ II-Keratine codierende cDNA Klone (AbaK1, AbaK2 und AbaK8a)

Drei fiir Typ II-Keratine codierenden Phagenklone konnten mit den Antikdrpern GPT4, GPTS und
IFA (siehe B4.1 und F5) identifiziert werden. Die abgeleiteten Aminoséuresequenzen der Klone zeigt
Abb. 8, die Nucleotidsequenzen finden sich im Anhang unter F8.2. Die Klone lieBen sich im
Allgemeinen nur sehr schwer sequenzieren. Gerade die 5’- und 3’-UTRs erwiesen sich als besonders
schwierig. Zum Teil mufiten hier spezielle Sequenzierprotokolle eingesetzt werden.

Aus der Bank 21 wurde mit GPTS5 ein Klon ermittelt, der unvollstindig fiir das Keratin AbaK2
codierte. Die Sequenz begann erst 135 Basen vor dem 1B-Coil. Im weiteren Verlauf gelang es aus der
Bank 2II mit dem gleichen Antikérper einen Klon zu gewinnen, dessen 5°-UTR weitere 110 bp
aufwies. Dem entsprechenden Protein diirften damit nur noch sehr wenige Aminoséuren in der Head-
Domine fehlen.

Der mit dem Antikorper IFA aus der Bank 21 gewonnene Klon abak8a erwies sich als besonders
problematisch. Das abgeleitete Protein weilit in der Head-Doméine ein fiir K8-Orthologe typisches
Sequenzmotiv auf (Abb. 7). Ein weiteres typisches Sequenzmotiv konnte in der Tail-Doméne, aber

erst hinter dem ersten Stopcodon (also eigentlich im 3°-UTR), gefunden werden.

Head-Domane
Sst K8 MBSR- - --------- SFRSRSHFSSQSYTPGSSMQRVSS- - - - - - -
Aba8a MAYN- - - == - c oo - - RNSGARTFSSRSYSSPGNKMBVSR- - - - - - -
HsaK8 MBI R- VTQKSYKVSTSGPR- - AFSSRSYTSGP- GSRI SS- - - - - - -
Xl aK8 VBVR- STKVTYRTSSAAPRSGGFSSFSYSGAPMASRASS- - - - - - -
OnyK8 VBVRKTTSYTVKSSSSGAAPRSFSSMEYSGPSQGASRQS- - - - - - -
Cauks VBYTKKTSYSVKSSSSGSVPRSFSSMBYSGPS- - VTRQS- - - - - - -
Psek8 VBVR- - - - YQSQTI QSKQSPRNFSSFSYGGPARGT S| STGFGGSRP
Tail-Domane
Sst K8 SLI VKTl ETKDGKTLSESSFYPRK-
Aba8a AVLI KTl ETRNGQVI SESSHFSED-
HsaK8 AVVWKKI ETRDGKLVSESSDVL PK-
Xl aK8 RLLVKTVETKDGRVLSESSDVFSKP
Ony K8 SWI KM ETKDGKVVSESSEVVDD-
Cauk8 SWI KM ETKDCERVVSESSEVWVQD-
PseK8 NVI LKVI EAQDGRVI SESSQVI HD-

A T3 sk ko o

Abb. 7  Typische Sequenzmotive fir K8-Orthologe. Sterne (*), Doppelpunkte (:) und einfache
Punkte (.) unter den Sequenzen zeigen verschiedene Konservierungsgrade der Aminosduren an. Der
gezeigte Sequenzausschnitt von AbaK8a liegt hinter dem ersten Stopcodon, aber im gleichen
Leseraster. Folgende Abkiirzungen wurden verwendet: Aba, Acipenser baeri, Stor, Cau, Carassius
auratus, Goldfisch; Hsa, Homo sapiens, Mensch; Omy, Oncorhynchus mykiss, Rgenbogenforelle; Pse,
Polypterus senegalus, Flosselhecht; Sst, Scyliorhinus stellaris, Katzenhai; Xla, Xenopus /laevis,
Krallenfrosch. Die Accession-Nummern der Sequenzen finden sich im Anhang unter F2.
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Die zunichst angestellte Vermutung, dal es sich um einen Sequenzierfehler handeln konnte, erwies
sich als falsch. Obwohl die entsprechende Region nur dullerst mithsam und langwierig sequenziert
werden konnte, zeigten die erhaltenen Daten, da3 das Insert an dieser Stelle tatsdchlich ein Stopcodon
aufweist. Da der Vektor in seiner ,,Multiple cloning site” zusétzlich noch einen Defekt in einer der
normalerweise verwendeten Restriktionsschnittstellen aufwies, lag die Vermutung nahe, dal es sich
bei diesem Klon (Laborname: 8¢2) um ein Artefakt handelte.

Ich versuchte daher weitere Klone mit einem eventuell ,korrekten” Insert zu erhalten. Hierzu
durchsuchte ich die Banken 211 und 31 erneut mit dem Antikdrper IFA. Dabei gelang es mir tatséchlich
einen Klon zu erhalten, der eine unbeschiadigte Restriktionsschnittstelle aufwies (Laborname 13562).
Nach wiederholten Sequenzierungen zeigte sich jedoch, daBl das Insert dieses Klons mit dem
vorherigen vollstindig identisch ist. Auch hier findet sich vor dem ,,8er“-Motiv in der Tail-Doméne
ein Stopcodon. Um das Insert in den Banken spezifisch detektieren zu kdnnen, versuchte ich nun eine
DNA-Sonde aus dem Head-Bereich zu erstellen. Dies erwies sich als &duBlerst schwierig, was
angesichts der vielen fehlgeschlagenen Sequenzierungen nicht iiberraschte. Vermutlich storen
bestimmte Sequenzmotive im Insert die DNA-Polymerasen.

Parallel verwendete ich eine aus dem Keratin OmyK8.1 der Regenbogenforelle erstellte DNA-Sonde.
Diese erkannte auch tatsdchlich Klone fiir ein Typ [I-Keratin. Die erhaltenen Inserts fiir das AbaK2
Protein waren aber allesamt unvollstindiger als die bereits vorhandene Sequenz. Mit einer schlieBlich
aus der Head-Domine erstellten DNA-Sonde durchsuchte ich die Banken 21, 2II und 31I. Alle 27 als
positiv identifizierten Plaques enthielten Inserts fiir AbaK8a. Bei 19 davon konnte das Insert beim
Restriktionsverdau nicht herausgeschnitten werden. Sie wurden von vornherein als identisch zum Klon
8c2 angesehen und nicht ansequenziert. Weitere acht Klone konnten durch direkte Sequenzierung des
3’-Endes als identisch mit /352 eingestuft werden.

Da die Banken nun mehrfach ausplattiert und mit einer hochspezifischen Sonde durchsucht worden
waren, ging ich davon aus, daBl ein entsprechender Klon nicht enthalten ist. Im Folgenden versuchte
ich mittels verschiedener RT-PCR-Methoden c¢cDNA zu erhalten, die fiir ein ,korrektes” KS§-
Orthologes Keratin codiert. Die dafiir verwendeten Primer waren zuvor bei der Herstellung der DNA-
Sonden getestet worden. Als Vorlage diente RNA, die bei der Pridparation der cDNA-Bank
eingefroren worden war. Zusitzlich wurde aus bei -80°C eingefrorenem Lebergewebe ,,frische RNA
prapariert. Alle genannten Versuche erbrachten aber keine neue cDNA und damit keine neuen

Sequenzinformationen.
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Typ II-Keratine von Acipenser baeri
AbaKl MSLLGSKRISISTSSLNNRSSRSGGSSMSQSGLYSSGQIRMSNGYSSYSS—---MGGSMGG 57
AbaK?2 ——-<GG--—=—-—-—- GFGGGYGGGMGMG-GGMGMGGGLGMGGGFGGGHGGGFCGGGFGG 45
AbakK8a  ———-————————————— MAYNRNSGARTFSSRSYSSPGNKMSVSRVNSAY---FPGNRTG 40
* * * *
AbaK1l GMRLPSIPISAVTYNNSLLA-PLNLEIDPNIQVIRSQEKEQIKGLNNRFASFIDKVRFLE 116
AbaK2 GMGAP---ITAVTVNQSLLA-PLNLEIDPNIQVIRSQEKEQIKGLNNRFASFIDKVRFLE 101
AbaK8a PSGISASWATPVSSAGILLSNPPNTEIDPRFHQIKTQEKEEIKGLNNKFADFINKVRHLE 100
-_*: **: *  * ****_:: *::****:******:**.**:***.**
AbaK1l QONKMLETKWNLMQGQTTTKSNINAMFEEYIANLRRQLDAINNDKSKLDSELRNMQGAVE 176
Abak?2 QONKMLETKWNLMQGQTTTKSNINAMFEAYIANLRRQLDSLGNDKMKLESDLSNMONMVE 161
AbaK8a QONKVLETRLKIMLEKGDYKSNIDQIVAAFGNNLTSQRDRLSNDRDKLEKELARTKALVE 160
****:***: ::* . ****: .. . * % *  x :.**: **:.:* . : * %
AbaK1l DFKGKYEDEINRRTGLENDFVVLKKDVDGAFMVKADLEDKVGSLSDEINFLRSIYEEELR 236
AbaK2 DFKNKYEDEINKRASVENEFVLLKKDVDGAYMNKVELEAKVDALQDEINFLRAIYEEELR 221
AbaK8a DNKNKFEDEINRRTQLENEFVLSKKDVDEGYLQKVDLENTVESLMDELAFLKQLYDEEIR 220
* *_*:*****:*: :**:**: * kK K % e *.:** .* :* **: **: :*:**:*
AbaK1l EMQSQIKDTSVVVQMDNTRHLDMDSIVAEVKAQYEDIAAKSREEAESWYKVKYSEMSSQA 296
Abak?2 EMQSQIKDTSVVLEMDNSRNLDMDSIVAEVRAQYEDIAAKSRAEAESWYKQKYEEMSTSA 281
AbaK8a ELQSQINNTAVTVEMDNNRGLDMKQIVEEVKMQYEGIAVRGRDEAEQWYKNKVDDMAAEA 280
*:****::*:*_::***_* ***__** **: ***.**.:.* ***.*** * .:*::.*
AbaK1l GKYSDELRNTKGDIAELKRMIQRLESEISSIKGQRATLEAQIAEAEERGELAVKDAKARI 356
AbaK2 GQYGDDLRNTKSEIAELNRMISRLTSEIESVKGQRGNLEAQIAEAEERGELAVKDAKART 341
AbaK8a GKYNQDLKGVKNEIVEMMRLIQRLNSEAEGLKNRRANLEMAIGEAEERGQLAVSDAKNRV 340
*:*_::*:__*_:*_*: *:*_** * % __:*.:*..** *.******:***.*** *:
AbaK1l ADLEAALQKAKQDMARQVREYQELMNVKLALDIEIATYRKLLEGEEDRISN-HSVVSVHS 415
AbaK2 ADLEAALQKAKQDMARQVREYQELMNVKLALDIEIATYRKLLEGEESRISSGGGAVTVHM 401
AbaK8a SELEAALKSAKQAMAKQVREYQDLMNLKLALEIETATYRKLLEGEESRLGT--——-——— HQ 393
::*****:_*** **:******:***:****:**************.*:.. *
AbaK1l APSYSQSSS—-—=—=—=———— e e KGMHAGGYS-TS 435
AbaK2 QQSVSSSGGGFGMGGGMGGGGGGGFGMGGGGGGSGFGMGGGIGGGMGGGSMSGGGYGGES 461
AbaK8a QGGPRODSQ——=—==—— === 402
AbaK1l GGYSSSSSGIAQLRPPGTWPLRTW-- 459
AbaK2 GGSSGGGGGSSKVSYSQSSTTKTKRY 487
AbaK8a - -—-——-—-— LSATDQLDF-——====———— 411
AbaK8a TPVCPAYVDGLVQSRSLDLSRAAPPKKAVLIKTIETRNGQVISESSHESED-
Abb. 8  Abgeleitete Aminosduresequenzen der fir Typ Ill-Keratine codierenden cDNA-Klone:

abakl, abak2 und abak8a im multiplen Alignment mit ClustalX. In den Aminosduresequenzen sind,
wie in der Einleitung erldutert, die typischen IF-Proteindomdnen nach (Conway und Parry, 1988)
farblich unterschiedlich hervorgehoben. Schwarz fiir Head- bzw. Tail-Domane, blau fiir den helikalen
Bereich der Rod-Domane, rot fiir die nicht-helikalen Linker. Sterne (*), Doppelpunkte (:) und einfache
Punkte (.) unter den Sequenzen zeigen verschiedene Konservierungsgrade der Aminosduren an. Die
abgeleitete Aminosduresequenz des cDNA-Klons abak?2 ist auf der N-terminalen Seite des Proteins

unvollstandig (<). Der zusdtzlich gezeigte Sequenzausschnitt von AbaK8a liegt hinter dem ersten
Stopcodon, aber im gleichen Leseraster. Das typische K8-Orthologen Motiv wurde mit grin
hervorgehoben.
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Der Klon abakl enthélt mit 2506 bp das groBte Insert der sequenzierten Keratine. Bedingt durch den
groflen 3’-UTR von 1056 Basen ist der ORF jedoch nur 1380 Nucleotide grof3. Das abgeleitete Protein
enthilt 459 Aminosduren und hat eine Masse von 51,3 kDa, sowie einen pl von pH 5,73. Bei abak?2 ist
das Insert mit 1835 Basen bedeutend kleiner. Es fehlt jedoch der 5°-UTR und der 3°-UTR ist mit nur
345 Basen relativ klein. Der ORF enthilt daher 1466 Basen und das abgeleitete Protein AbaK2 ist mit
487 Aminosduren das grofite sequenzierte Keratin. Entsprechend hoch ist die Masse mit 51,4 kDa, der
pl liegt bei pH 5,06. Das oben beschriebene Keratin AbaK8a hat 411 Aminosiuren, eine Masse von
46,8 kDa und einen pl von pH 5,39. Der zugehorige Klon abak8a weist ein Insert von 1788
Nucleotiden auf. Der ORF enthilt 1236 Basen und wird von einem 5’-UTR mit 48 Nucleotiden und
einem 3’-UTR mit 486 Basen flankiert.

5. Sequenzierung von Desmin und Vimentin

Um Phagenklone zu identifizieren, die fiir Desmin und Vimentin codieren, wurden die Antikorper
DES (Anti-Desmin) und XV2 (Anti-Vimentin) eingesetzt (siche B16, Tab. 2). Wihrend das
»dcreening mit XV2 keine Ergebnisse erbrachte, identifizierte DES interessanterweise einen fiir
Vimentin codierenden Klon. Die abgeleiteten Aminosduresequenzen der Klone zeigt Abb. 9, die
Nucleotidsequenzen finden sich im Anhang unter F8.3

Zur Identifikation von Desmin wurden DNA-Sonden aus Desmin von Katzenhai, Regenbogenforelle
und Flosselhecht eingesetzt. Erst die Sonde aus Flosselhecht (1,4 kB, gesamte Rod) konnte vier
Phagenklone identifizieren, die fiir Desmin codieren, einer davon enthielt ein unvollstindiges Desmin
(ab Coil 1A). Die daraus gewonnenen Informationen wurden zur Erstellung von Primern fiir die
Sequenzierungen verwendet. Die doppelstringige Sequenzierung erfolgte jedoch stets mit dem
,vollstandigen® Klon.

Im Verlauf des ,,Screenings” mit dem Antikdrper IFA konnten insgesamt noch weitere drei fiir
Vimentin und sieben fiir Desmin codierende Phagenklone erkannt werden. Wahrend die Klone fiir
Vimentin (Bank 2I) alle fiir ein vollstdndiges Protein codieren, fehlten bei vier der Phagenklone fiir
Desmin (Bank 2II und 3I) Nucleotide fiir den Head-Bereich. Sowohl Desmin als auch Vimentin
konnten Proteinflecken in der 2D-PAGE zugeordnet werden.

Das abgeleitete Protein AbaD umfalit 461 Aminoséduren, hat eine Masse von 53,0 kDa und einen pl
von 5,38. Der codierende Klon enthélt ein Insert von 2145 Basen. Dem relativ groen 3’-UTR mit 700
Basen steht ein ORF mit 1386 Nucleotiden gegeniiber. Der 5°’-UTR beinhaltet 40 bp. Das abgeleitete
Protein AbaV hat eine Masse von 52,9 kD und einen isoelektrischen Punkt von 5,12. Das Polypeptid
umfaBt 455 Aminosduren. Der dafiir codierende Klon abal beinhaltet ein Insert von 1833 Basen. Mit
1368 Nucleotiden ist der ORF &hnlich groB3 wie bei abaD. Der 3’-UTR ist mit 375 bp jedoch nur fast
halb so groB3. Der 5’-UTR umfaft 72 Nucleotide.
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Typ III-IF-Proteine von Acipenser baeri

AbaVv MS---TMNRQSSSYKRMFGG---ERPAVSTRSYSSR-QYSSPIRSRVSYTSHSAPTLYAT 53
AbabD MSQSYSSSQRASSYRRTFGGGAAASPQFSRASYSSRGAGSATSASRVYQVSKSS———ASP 57

* K . .. *** * kK kK * * * ok Kk kK * . * kK * *

AbaVv KSSSTRLRSSAPQTRLLSETLDFALSDAINTEFKANRTNEKAEMOHLNDRFASYIDKVRE 113
AbaD SEFSSYRASRVAPLRVYGGETLDFSLADAMNQEFLOTRTNEKAELQHLNDREVNYIEKVRE 117

* Kk Kk * K *hkkhkhkkokokhkk ok )k *khkkhkkhkkhkk o kkkkhkkkk * ke kk kK

AbaVv LEQONKILMAELEQLKGKGTTKIGDLYEDEMRELRRQVDKLTNEKARVEVDRDNLGDDIN 173
AbaD LEQONQTLVVEIERLKGREPTRVAEIYEEEMRELRROQVDILTNQRGRVEVERDNLADDLQ 177

khkkhkhkkeo ke Keoekokkko * e . ** * ok ok ok ok ok ok k ok ok *** e kkkkoekkhkhkk kko oo

AbaVv RLREKLQEEAIQREEAESTLHSFRQDVDNASLARLDLERKVESLQEEIAFLRKLHDEELA 233
AbaD KIKQRFQEEIQQKEDAENNLAAFRADVDAATLARIDLERRIESLOQEEIAFLRKIHEEEIL 237

...... * * K * ek o kK% *k ek k khkhk kekhkhkkoehhkhkhko ohkkhkhkhkkhkhkhkhkkhkhkkhkhkokokko

AbaVv ELQOVQIQEQHIQIDMDVAKPDLTAALRDVRLOQYENLASKNMSESEDWYKSKFADLTEAAS 293

AbaD ELQAQLOETHVQVEMDMSKPDLAAALKDIRSQYENTAAKNIQEAEEWYKSKVTDLTQAAS 297
Kkk kekk keksokkeshkkkkehkhkhkak ok hhkhkokekks Kkekshkkkkk skkk kK

AbaVv RNSEALRQAKQDCNDYRRQVQGLTCEVDALKGTNESLERQMHEMEENFALESSNYQDSIA 353
AbabD KNNDALRQTKQEMMEYRHQIQSYTCEIDSLKGTNDSLMROMREMEERFSGEASGYQDNIS 357

ek ekkhkk o kKk o ek Kk ok ok khkkekeoekkhkhkhkkoekk  *khkkeoekhkhhkk, ke Kok *kk K*o

AbaVv RLEDDIRNMKDEMSRHLREYQDLLNVKMALDIEIATYRKLLEGEESRITTPMPNEFSSLNL 413
AbaD RLEAEIANMKDEMARHLREYQDLLNVKMALDVEIATYRKLLEGEENRVSLPIQSEFSSLSE 417

KAk ok Ak hkAkhhkoehkhkhAhh A hhhAhhkdkhhbkhhkhoehkhbkhkhbhbhkhkhAhkhbhAkhh koo K*o *AkkKk .

AbaVv RETSLEMRPVMDTISRK--VLIKTVETQDGHVINEMTQEHDDLE 455
AbaD RETSPGQHQRKSEVHSKKSVVIKTIETRDGEVVSESTQQQHDSI 461

* Kk Kk Kk . * * *** ** ** * * ** . K

Abb. 9  Abgeleitete Aminosduresequenzen der fiir die Typ lll-IF-Proteine Desmin und Vimentin
codierenden c¢cDNA-Klone abaD und abaV im multiplen Alignment mit ClustalX. In den Amino-
sduresequenzen sind, wie in der Einleitung erldutert, die typischen IF-Proteindomanen nach (Conway
und Parry, 1988) farblich unterschiedlich hervorgehoben. Schwarz fir Head- beziehungsweise Tail-
Domane, blau fir den helikalen Bereich der Rod-Domane, rot fiir die nicht-helikalen Linker. Sterne
(*), Doppel-punkte (:) und einfache Punkte (.) unter den Sequenzen zeigen verschiedene
Konservierungsgrade der Aminosduren an.

6. Ein Typ V-IF-Protein, Lamin B

Im Verlauf des Screenings der Bank 2II gelang es ,,nebenbei* einen fiir ein Lamin codierenden
Phagenklon zu isolieren. Die Detektion erfolgte mit dem monoklonalen Antikérper IFA der im Sduger
ein breites Spektrum an IF-Proteine erkennt.

Der Klon enthélt ein Insert von 3939 bp; bemerkenswert daran ist der sehr gro3e 3’-UTR mit 2094
Nucleotiden. Aufféllig an der Nucleotidsequenz ist die GréBe des Inserts mit 3939 bp. Der 3’-UTR
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iibertrifft mit 2094 bp den ORF mit 1773 Nucleotiden deutlich. Das abgeleitete Protein umfafit 590
Aminosduren und ist damit das groBite bisher beim Stor sequenzierte [F-Protein (Abb. 10).

Es zeigt die fiir Lamine typische Erweiterung des 1B-Coils um 42 Aminosduren. Mit einer Masse von
68,2 kDa ist das Lamin deutlich groBer als IF-Proteine vom Typ I-III. Der pl liegt bei pH 5,98.
Auffillig ist die im Vergleich zu den Keratinen sehr groe Tail-Doméne mit 196 Aminosduren. Wie
fiir ein Lamin zu erwarten zeigt die Sequenz groBe Ubereinstimmungen mit den IF-Proteinen der
Protostomier. Ebenso wie diese beinhalten sie eine 42 Aminosduren grofle Insertion im 1B-Coil der
Rod-Doméne (schwarz unterstrichen) und im Tail eine Insertion von etwa 105 Aminoséuren. Diese
tritt bei den cytoplasmatischen IF-Proteinen der Deuterostomier nicht auf.

Typisch fiir ein Lamin ist das hervorgehobene konservierte Sequenzmotiv hinter dem Ende der
Rod-Doméne aus vier basischen Aminosduren mit einem ersten konservierten Lysin. Dieses Motiv
stellt das Signal fiir die Kernlokalisierung des Proteins und kommt bei den cytoplasmatischen IF-
Proteinen nicht vor. Ebenso wie die CaaX-Box am Ende der Sequenz (orange hervorgehoben).
Untypischerweise endet sie beim Stdr nicht mit einem Methionin, was bisher nur beim Xenopus-
Lamin LIII, gefunden wurde. Kennzeichnend fiir ein Lamin der Vertebraten ist ein Cluster aus sauren
Aminosduren vor der CaaX-Box (griin markiert).

Vergleiche mit Lamin-Proteinen anderer Organismen aus Protein-Datenbanken zeigten, dafi es sich bei

dem entdeckten Klon wahrscheinlich um ein Lamin vom B;-Subtyp handelt.

1 11 21 31 41
| | | | I
1 MASMPTSTPA SSGRSTRRST GVGVSPAGSG SSPTRLSRLQ EKEELRQLND 50
61 RLANYIERVR SLETDKASLQ LLLEDREQSS SREMGKIRLL YETELADARK 100
101 LLDNTANERA RLQLOQFSKVT EDHRQLQOIRY NKKETDLAAA VGRLRNLEAL 150
151 LNSKEAELAN LLAENRRLES ELFELKAQTA NLESVLHDVK KQLHDEMLQR 200
201 VDLENQMQTL REQMEFQKHI GEEELRETKS RLETRLVEID SGRQKEEFDSK 250
251 FFEAMQQLRR EHEGQIQQYK EELERNFIAK LENAQHAAAK NSDFASSARE 300
301 ELMGSKMRLE TLSSQLGHYQ EQNVALETKL REAEDALDRE REISHRRLTE 350
351 KDREMTEMRR QMQTQLEEYE HLLDVKLALD MEINAYRKML EGEEQRLNLS 400
401 PSPAQRTAVS RTWKLRG LVETQSEAP RYKISQHSSS SGPVSVDELD 450
451 LEGNFVKLRN NSEEDQPLGG WMLKRNLLSV SDVVYKFPSR FVLRSGQTVT 500
501 IWASNTGVSP NPPSDLVWKS ETTWGTGDNI RIVLMNSNKE EIAERTLVRI 550
551 LREAEGESEE EEYDEEDVTG SEVHLRRQPK RRKKKCCSIS 590

Abb. 10 Abgeleitete Aminosduresequenz des Klons abalaB. Der 3939 bp groRe Klon beinhaltet ein
offenes Leseraster fiir ein 590 Aminosauren langes Polypeptid mit einer errechneten Molekiilmasse
von 68,2 kDa, sowie einem theoretischen pl von 5,98. Die Einteilung in die verschiedenen Domanen
der IF-Proteinsequenz durch Farbmarkierungen erfolgte, wie in der Einleitung erldautert, nach
(Conway und Parry, 1988). Blau unterstrichen wurde der fiir Lamine typische Einschub von 42 Amino-
sduren im 1B-Coil. markiert ist das Kernlokalisierungssignal. Schwarz unterstrichen wurde die
~105 Aminosdureinsertion in der Tail-Domane. Der Vertebraten-typische Cluster aus sauren
Aminosduren wurde mir griin hervorgehoben. Das terminale CaaX-Motiv wurde mit orange markiert.
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7. Zuordnung der sequenzierten IF-Proteine durch MALDI-MS

Seitenflosse Mitteldarm

A i Di D2 D3 p4
L ]

g R
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Abb. 11  Fir MALDI-MS-Analyse ausgewahlte Proteinflecke aus der 2D-PAGE von Cytoskelett-
praparationen von Seitenflosse und Mitteldarmgewebe. Die Proteine sind nach der GroRe (2.
Dimension, SDS, von oben nach unten) und nach der isoelektrischen Fokussierung (1. Dimension, IEF,
von links nach rechts) aufgetrennt. Markerproteine sind BSA (B) und x-Aktin (A). Die Hauptproteine
der Seitenflosse (F) und Mitteldarm (D) wurden nummeriert und nach tryptischem Verdau mit MALDI-
MS untersucht.

Um die ermittelten Sequenzen von Acipenser baeri mit den biochemisch als [F-Proteine identifizierten
Flecken der 2D-PAGE in Beziehung zu setzen, wurde eine MALDI-MS Analyse der betreffenden
Proteine durchgefiihrt. Die dafiir ausgewéhlten Hauptproteine der Cytoskelettpraparation von Seiten-
flosse und Mitteldarm sind in Abb. 11 zu sehen.

Frithere Auswertungen von MALDI-MS-Analysen, z.B. von der Regenbogenforelle (Haberkamp,
1999), hatten gezeigt, dal Proteinflecken, die in der 2D-PAGE eine dhnliche Masse haben und in einer
Linie wandern relativ hiufig isoelektrische Varianten voneinander darstellen. Daher wurden vor dem
direkten Vergleich der Sequenzen mit den Daten der MALDI-MS-Analyse die Spektren jeweils einer
Préparation miteinander verglichen. Tatséchlich konnten so bereits im Vorfeld von mehreren Protein-
flecken zahlreiche, vermutlich isoelektrische Varianten, aufgedeckt werden (einzelne Daten siche
Anhang F7). Tab. 4 zeigt diejenigen Proteinkandidaten, die auf Grund dieses Vergleichs wahrschein-
lich identisch sind. Die Identititsgruppe 9 (D13-D16) konnte nur in einer Praparation von Mitteldarm-
gewebe gefunden werden. Die Proteinflecke F8, F10, F12 und D12 konnten keiner solchen Gruppe

zugeordnet werden.
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Tab. 4 Identitatsgruppen der Proteinflecke einer 2D-PAGE aus Cytoskelettprdaparationen von
Seitenflosse (F), Mitteldarmgewebe (D) und Magen (M) auf Grund von MALDI-MS-Spektren.

Identitats- Proteinflecken ninrglgfljlir:i%sae I;z?\‘la(lteil::lriGs:r::l CKBB-Tests und
gruppe (geschatzt) (geschatzt) Immunoblot
1 F1, F2,F3,F4,F5 57 56-6,3 g
2 F6, F7 50 6,5-6,7 le
3 F9, F11 50 55-57 Ie
4 D1, D2 57 6,0-6,3 g
5 D3, D4 56 5,7-5,8 lls
6 D5, D6, D7 53 5,6-5,8 Desmin
7 D8, D9 48 55-5.2 Is
8 D10, D11, D17 45 5,0-5,2 Is
9 D13, D14, D15, D16 45 6,5-7,0 Is

Die Daten des theoretischen tryptischen Verdaus der abgeleiteten Proteine wurden danach gezielt mit
jeweils einem Vertreter dieser Identititsgruppen verglichen. Konnten geniigend Ubereinstimmungen
gefunden werden, wurden alle Vertreter eines solchen Clusters untersucht. Bei Peptidfragmenten, die
Methionine enthalten, wurde fakultativ auch die Masse des oxidierten Schwefels beriicksichtigt
(Fragmentmasse + ~16). Die meisten Entsprechungen traten bei den Massen komplett gespaltener
Fragmente auf, d.h. in diesen Fragmenten war keine tryptische Spaltstelle mehr enthalten. Daneben
gab es auch Ubereinstimmungen von Massen bei Fragmenten, die nicht komplett gespalten wurden,
bei denen also eine, zwei oder in seltenen Féllen auch drei Spaltstellen fiir Trypsin iibersprungen
wurden.

Um als identisch zu gelten, durften die Differenzen zwischen den Vergleichswerten den Wert 0,2 nicht
iiberschreiten (Wilkins und Williams, 1997b). Die maximal mogliche prozentuale Abweichung fiir ein
kleines Oligopeptid mit einer Masse von 650 Da liegt dann bei 0,03%. Tatséchlich wurde aber bei fast
allen passenden Fragmentmassen, die im Bereich zwischen 650 Da und 3600 Da lagen, eine Differenz
von 0,1 und weniger beobachtet.

Proteinflecken der beiden Gewebe die mit dieser Methode nicht zugeordnet werden konnten wurden
dann gezielt untereinander verglichen. Es konnten jedoch keine weiteren Ubereinstimmungen gefun-
den werden. Hingegen konnte bei den Proteinflecken, denen eine Sequenz zugeordnet worden war
gezeigt werden, daBl die Identitdtsgruppen 1 und 4 identisch sind. Dies bestitigt die biochemisch
gewonnenen Daten. Bereits dort hatte sich gezeigt, dal in der Mitteldarmpréparation Typ Ilg-Keratine

vorlagen, wie sie auch im CKBB-Test von Seitenflossengewebe gefunden wurden
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Um die Sequenz von Vimentin einem Proteinfleck zuordnen zu kénnen, wurde ein weiteres 2D-Gel
einer Kdrperwandpréparation (nicht abgebildet) verwendet. Es wurde nur ein einzelner Proteinfleck
analysiert, bei dem Vimentin im Immunoblot nachgewiesen werden konnte (siche Abb. 5) und mit K1
bezeichnet. Dem Punkt konnte dann auch die Sequenz von Vimentin zugeordnet werden. Aulerdem
wurden aus einem 2D-Gel einer Magenpriparation zwei weitere Proteinflecken untersucht (M1 und
M?2). Beide Flecken konnten bereits bekannten Proteinen zugeordnet werden (siche Tab. 5). Gleiches
gilt fiir finf Proteinspots einer Koelektrophorese (C) von Seitenflosse und Mitteldarm. Alle fiinf sind
identisch und reprasentieren Desmin. Vermutlich stellen sie Abbauprodukte dar.

Die an dieser Stelle zusitzlich aufgefiihrten Proteinspots sowie die bereits benannten Flecken der

Seitenflossen- und Mitteldarmpriparation sind in Abb. 12 zusammengefal3t.
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Abb. 12 Schematische Darstellung aller bisher mit MALDI-MS untersuchten Proteinspots (auRer F3,
F4 und F5) an Hand einer 2D Koelektrophorese von Seitenflosse und Mitteldarm des Stérs Acipenser
baeri. In der ersten Dimension erfolgte eine isoelektrische Fokussierung (IEF), in der zweiten Dimen-
sion eine SDS-PAGE. Markerproteine: xx-Aktin (A) und Bovine Serum Albumin, BSA (B). Untersuchte
Proteinflecken: Seitenflossen (®), Mitteldarm (®), Magen (®), Korperwand (@) und Koelektrophorese
(s.0.) (®). Schraffierte Punkte (@) stellen identische Proteinflecken zweier verschiedener Gele dar.
Umrandeten Punkten (<) konnten bisher keine Sequenzen zugeordnet werden. Auf die Darstellung
von F3, F4 und F5 wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit verzichtet, sie befinden sich direkt ober-
halb der Punkte D3 und D4, sind mit diesen aber nicht identisch.
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Die Tabelle Tab. 12 im Anhang F7 gibt einen Uberblick iiber die Anzahl der praktischen ermittelten
Massen pro Proteinfleck. Zusitzlich wurde die Anzahl und der prozentuale Anteil der zugeordneten
theoretischen Massen angegeben. Die hier abgebildete Tabelle gibt eine kurze Ubersicht iiber die
bisher zugeordneten Proteinflecken und ihrer codierenden Sequenzen. Mit ,,Anzahl der identischen
Massen werden alle Treffer innerhalb des theoretischen tryptischen Verdaus der Sequenz bezeichnet.
Die ,,Anzahl spezifischer Massen™ sind all jene, die bei allen zugeordneten Sequenzen nur in der

betreffenden codierenden Sequenz gefunden werden konnten.

Tab. 5 Massenspektrometrische Identifizierung der abgeleiteten Proteinsequenzen von Keratinen,
Vimentin und Desmin. Den Polypeptidsequenzen AbaK13 und AbaK2 fehlt aufgrund unvollstiandiger
cDNA-Klone ein Teil der Head-Domaéane. Die Nummern der Identitatsgruppen beziehen sich auf Tab.
4. Spezifische Massen” konnten nur beim theoretischen tryptischen Verdau des entsprechenden
abgeleiteten Proteins gefunden werden.

Proteinflecke(n) |dentitats- Abgeleit_etes id:nnt?sa:r:er sp:zl:fzias::Ier Te?sI:sB 5;ld
gruppe(n) Protein Massen Massen Immunoblot

F1, F2, F3, F4, F5, D1, D2 1,4 AbaK2 40 35 g
F6, F7 2 AbaK11 35 23 le
F8 AbaK12 27 19 le
F9, F11 3 AbaK13 40 24 le
F10, M2 AbaK10 32 19 le
F12 AbaK14 29 26 le

D5, D6, D7, M1 6 AbaDes 42 39 Desmin
D10, D11, D17 8 AbaK18 46 41 Is

K1 AbaVim 20 18 Vimentin
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8. Katalog der sequenzierten IF-Proteine

Die Koelektrophorese der Cytoskelettpraparationen von Seitenflosse und Mitteldarm zeigt alle

sequenzierten Keratine und Typ IlI-Proteine von Acipenser baeri, deren biochemische Identitdt durch

die vorliegenden Analysen geklart werden konnte (Abb.

13).

Drei Sequenzen aus abakl, abak8a und abakl5 konnten bisher keinem Proteinfleck zugeordnet

werden. Umgekehrt konnte fiir vier Proteine des Mitteldarms, repriasentiert durch die Spots D3/D4,
D8&/D9, D12 und D13-D16 keine codierende Sequenz zugeordnet werden. Tabelle Tab. 6 gibt eine

Ubersicht iiber alle bisher beim Sibirischen Stor Acipenser baeri sequenzierten IF-Proteine. Zusitzlich

sind die wichtigsten Daten der Proteine und der fiir sie codierenden Klone aufgefiihrt.
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Abb. 13 Zur Darstellung aller bisher zugeordneten Sequenzen der Keratine und Typ IlI-Proteine von

Acipenser baeri dient eine 2D-Koelektrophorese der Cytoskelettpraparationen von Seitenflosse und
Mitteldarm. Ziffern (Kx) in Kastchen geben das zugehorige abgeleitete Protein an, die runden

Klammern daneben den Keratin-Typ. Proteinflecken, denen noch keine codierenden Sequenzen

zugewiesen werden konnten wurden, soweit vorhanden, mit der Nummer der Identitatsgruppe (siehe

Tab. 4) und dem Keratintyp versehen.
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Tab. 6

Auflistung aller von Acipenser baeriisolierten cDNA-Klone, die fir ein IF-Protein codieren.

Die cDNA-Klone abakl3 und abak2 enthalten nicht die fir das vollstandige IF-Protein codierende
DNA-Sequenz. Werte dieser Klone, die vom theoretisch vollstindigen Klon beziehungsweise Protein
abweichen, sind kursiv angegeben. Die Anzahl der Nukleotide des 3" -UTR ist ohne die des Poly-A-
Schwanzes angegeben.

Klon Linge G/C-Gehalt | Abgeleitetes Masse
Linge 5-UTR Codierend/ Polypeptid (Da)
EMB!— ORF Gesamte Typ Bemerkung
Accession- (bp) 3°-UTR Sequenz Anzahl der pl
Nummer (bp) (%) Aminoséuren
64
abak10 1919 1356 56 AbaK10 49219,6 |
51 451 5,36 E
479
24
abak11 1952 1371 57 AbaK11 50298,3 |
52 456 6,08 E
538
81
abak12 1876 1344 55 AbaK12 48704,1 |
49 447 5,49 E
432
abak13 1490 1256 56 AbaK13 45924,9 le unvollstandiger Klon
211 52 417 5,00
25
abak14 1858 1296 58 AbaK14 46759,3 Ie
55 431 5,07
520
29 im Gel nicht
abak15 1586 | 1290 o7 AbaK15 48054,7 le zugeordnet,
53 429 5,90 ;
249 vermutlich Ig
86
abak18 1659 1308 58 AbaK18 48486,4 |
56 435 5,09 s
247
52 im Gel nicht
abak1 2506 1380 4518 Aggg1 5153;2’5 g zugeordnet,
1056 ’ vermutlich llg
abak2 | 1835 | 1466 58 AbaK2 1 574236 | | ynyolistandiger Kion
54 487 5,06
345
48 Stop-Codon vor K8-
abak8a | 1788 | 1236 52 AbaKga | 468075 | | Moy, im Gel nicht
48 411 5,39
486 zugeordnet
abad | 2145 | 1396 57 AbaD | 53028,9 | Il
51 461 5,33 Des
700
72
abav 1833 1368 50 AbaV 52875,9 1]
46 455 5,12 Vim
375
abalab 3939 1?‘713 49 AbalaB 68214,5 \ Lgnger 3-UTR, im Gel
42 590 5,98 La-B | nicht zugeordnet

2094
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D Diskussion

1. Die IF-Proteine des Stors Acipenser baeri

Mit dieser Arbeit werden die IF-Proteine eines Vertreters der Store, dem Sibirischen Stor Acipenser
baeri erstmals vorgestellt. Zu Beginn meiner Arbeit lagen noch keinerlei Informationen iiber das Vor-
kommen von Intermediérfilamenten und deren Verteilungsmuster bei Storen als einer der stammes-
geschichtlich dltesten Gruppe der Knochenfische (Romer und Parsons, 1983).

Wie in der Einleitung geschildert, existieren bei hoheren Wirbeltieren zahlreiche IF-Proteine. Diese
zeigen bei den Tetrapoden, den Agnathen und Elasmobranchiern ein typisches Expressions-Grund-
muster. Wie Daten unserer Arbeitsgruppe zeigten, weisen die bisher untersuchten Teleosteer ein ande-
res Grundmuster auf (Markl und Franke, 1988; Markl, 1991; Conrad et al., 1998).

Beim ebenfalls in unserem Labor untersuchten Flosselhecht fand sich ein Verteilungsmuster, wie es
bei den hoheren Tetrapoden auftritt (Kusche, 1999; Bremer, 2001). Der Stor scheint aber einen
Zwischenzustand aufzuweisen.

Vimentin konnte durch indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie eindeutig in mesenchymal abgeleite-
ten Geweben nachgewiesen werden. Dies entspricht der Situation bei terrestrischen Vertebraten. Der
Antikdrper Vim14.13, der im Blot spezifisch Vimentin erkannte, dekorierte mehrfach die entspre-

chenden Zellen.

1.1 Werden Keratine beim Stor auch mesenchymal exprimiert?

Zusétzlich fanden sich aber auch starke Hinweise, dall in mesenchymalen Zellen Keratine exprimiert
werden, was dhnlich dem Muster der Teleosteer wére. Leider sind die Daten hier nicht ganz so
eindeutig wie beim Vimentin. So dekorierte der polyklonale Antikorper GPTS5 héufig nicht nur
Epithelien, sondern auch andere Strukturen von vermutlich mesenchymalem Ursprung. Ob es sich
dabei um eine Reaktion mit Keratinen oder nur um unspezifische Kreuzreaktionen handelte, 148t sich
nicht eindeutig bestimmen. Der Antikdrper 79.14 zeigte eine eindeutigere Reaktion mit mesen-
chymalen Geweben. So dekorierte er im Magen die Lamina propria, nicht aber das Mucosaepithel.
AuBerdem reagierte er in der Milz mit dem Bindegewebe und einzelnen Zellen, bei denen es sich
hochstwahrscheinlich um Fibroblasten handelt. Zusétzlich dekorierte er in der Leber anscheinend das

Bindegewebe der Gallengénge.
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Das der Antikorper hier mit dem auskleidenden Endothel reagiert hat, ist wegen der Nahe der Struktu-
ren theoretisch moglich, jedoch schienen die Farbungen im Mikroskop ganz im Bereich des Binde-
gewebes zu liegen. Ebenfalls in der Leber zeigte sich eine schwache Reaktion mit dem Endothel der
BlutgefidBe. Da dieses aber durch die Prédparation héufig abgerissen war, konnten hier nur sehr
schwache Fluoreszenzen beobachtet werden. In der Milz dekorierte der Antikdrper Bindegewebe und
einzelne Zellen, bei denen es sich mit groler Wahrscheinlichkeit um Fibroblasten handelte. Die Daten
vom Antikorper 79.14 wurden durch den Antikorper 164.4 ergdnzend gestiitzt. Beide monoklonale
Antikdrper wurden gegen das Xenopus-Keratin xK1,8 hergestellt, erkennen aber unterschiedliche
Antigene (Fouquet, 1991). Der Antikorper 164.4 farbte im Magen ebenfalls die Lamina propria und in
der Leber das Bindegewebe der Gallengénge. Eine entgegengesetzte Reaktion zeigte der monoklonale
Anti-Keratin-Antikorper 68.4, der auch in mehrschichtigen Epithelien positiv war. Er dekorierte im
Magen das Mucosaepithel, aber nicht die Lamina propria. Dies widerspricht aber nicht den obigen
Ergebnissen, da der Antikdrper gegen das Xenopus Keratin xK18 hergestellt wurde und andere

Keratine erkennt.

Ein weiteres Indiz fiir die Expression von Keratinen in mesenchymalen Geweben ist das nur im
Mitteldarm vorkommende Typ Is-Keratin (Identitétsgruppe 9). Um Keratine auch mit biochemischen
Methoden in mesenchymal abgeleiteten Geweben finden zu konnen, wurde die Milz prépariert. Die
hier gewonnenen Daten lieen aber keine klare Aussage zu. Auf eine Priparation der Ovarien wurde
verzichtet, da es hier nicht gelungen war Schnitte anzufertigen. Ohne Daten der Immunfluoreszenz-
mikroskopie aber wire es nicht mdglich, die gefundenen Keratine eindeutig den Ovarien zuzuordnen.
Sie konnten auch aus Oocyten stammen. Zusammengefalit ergibt die Anzahl und Qualitidt der

Hinweise dennoch eine starke Indikation fiir mesenchymal exprimierte Keratine.

1.2 Identifikation der verschiedenen IF-Proteintypen

Erwartungsgemdl zeigte die biochemische Analyse der Keratine von Acipenser, dal} sie wie bei den
anderen Wirbeltieren in Typ I und Typ II eingeteilt werden konnen. Die von den terrestrischen Verte-
braten bekannten abgeleiteten Eigenschaften und synonym verwendeten Begriffe ,basisch* und
,grofer fur Typ II-Keratine beziehungsweise ,,sauer und ,,kleiner* fiir Typ I-Keratine (Eichner et al.,
1984; Bader et al., 1988) treffen beim Stor jedoch nicht zu. Zwar sind die biochemisch identifizierten
Typ I-Keratine etwas kleiner als die Typ II-Keratine, jedoch liegen sie so dicht beieinander, dal3 eine
solche Einteilung nicht sinnvoll ist. Fiir Keratine, denen bisher noch keine Proteinflecken zugeordnet
werden konnten, zeigen die abgeleiteten Daten, dafl auch sie vermutlich innerhalb dieses engen

Rahmen liegen.
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Die Typ I und Typ II-Keratine haben auch dhnliche pI-Werte, wobei das Spektrum der Typ I-Keratine
grofer ist. Eine Ausnahme bildet das Typ Is-Keratin, das nur im Mitteldarm vorkommt. Mit einem pl
von pH 6,5-7,0 ist es das ,,basischste* bisher identifizierte Keratin des Stors. Die Ergebnisse der
einleitend aufgefiihrten Organismen lassen die Vermutung zu, daBl die oben beschriebenen Eigen-
schaften der Keratine sich erst innerhalb der hoheren Vertebraten entwickelt haben.

Die in Anlehnung an den Keratin-Katalog der Sduger (Moll et al., 1982) eingefiihrten Bezeichnungen
B¢ fir epidermale und ,,S“ fir einfach epitheliale Keratine bei Teleosteern (Markl et al., 1989;
Conrad et al., 1998) (Schaffeld et al., 1998) konnten auch beim Stor verwendet werden. Insgesamt
wurden so vier Keratin-Subtypen unterschieden: Ig, Is, Ilg und Ils.

An Hand ihrer exklusiven Expression in einem bestimmten Epitheltyp konnten die meisten Stor-

Keratine den jeweiligen Subtypen einwandfrei zugeordnet werden.

1.3 Die Ergebnisse der MALD-MS-Analysen

Die Auswertung des MALDI-MS-Analysen zeigte, da8 bedeutend weniger verschiedene Keratine im
Stor vorkommen, als es der Blick nur auf die Anzahl der Proteinflecken im 2D-Gel vermuten 146t.
Durch die Zuordnung der einzelnen Spots zu den Identititsgruppen beziehungsweise Sequenzen redu-
ziert sich die Zahl der biochemisch identifizierten Keratine auf elf, zuziiglich Desmin und Vimentin
(d.h. 13 IF-Proteine aus insgesamt 34 untersuchten Proteinflecken der Koelektrophorese von Seiten-
flosse und Mitteldarm). Zusammen mit den drei nicht zugeordneten sequenzierten Keratinen ergibt
sich eine Anzahl von vierzehn nun bekannten Keratinen beim Stor Acipenser baeri. Dazu kommen
noch Desmin und Vimentin sowie ein Lamin, so daB insgesamt 17 verschiedene IF-Proteine bekannt
sind.

Es gibt fiinf Typ Ig-Keratine denen jeweils eine Sequenz zugeordnet werden konnte (K10 bis K14).
Ein Typ I (K2) und vier Typ Is-Keratine, von denen aber nur einem eine Sequenz zugeordnet werden
konnte (K18). Dal dem Typ Is-Keratin, welches nur im Mitteldarm vorkommt (D13, D14, D15, D16;
Identitatsgruppe 9), keine Sequenz zugeordnet werden konnte, tiberrascht nicht: Fiir die Erstellung der
cDNA-Bank wurde kein Mitteldarmgewebe verwendet.

Den biochemisch identifizierten Typ Ils-Proteinflecken (D3 und D4; Identitdtsgruppe 5) konnte bisher
keine Sequenz zugeordnet werden.

Zwar existiert mit dem Klon abak8a wahrscheinlich die Sequenz eines Typ Ils-Keratins, eine Zuord-
nung iiber MALDI-MS war aber nicht moglich. Die abgeleitete Aminosduresequenz erreicht nach
theoretischem tryptischen Verdau gerade mit je 23% der praktischen Massen der Proteinflecken D3
und D4 eine Ubereinstimmung. Ebenfalls nicht eingeteilt werden konnte die abgeleitete Aminosiure-
sequenz AbaK 1. Sie konnte daher nicht endgiiltig dem ,,E“- noch dem ,,S“-Subtyp zugeordnet werden.

Vergleiche mit Datenbanken (,,Blast, Internet) ergaben ein gemischtes Bild.
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Obwohl AbaK1 eine relativ geringe Ubereinstimmung mit AbaK2 zeigt, teilen sie sich doch eine
relativ hohe Anzahl an iibereinstimmenden Massen der MALDI-MS-Analyse von F1 bis F5 und D1,
D2 (Identitdtsgruppen 1 und 4). Diese Proteinspots wurden AbaK2 zugeordnet, da hier zwischen 58
und 74% der praktischen Massen der Proteinflecken iibereinstimmen (sieche Anhang F7, Tab. 12).
AbaK1 kommt immerhin noch auf Werte zwischen 36 und 42%. Dies ist die hochste Anzahl an
Ubereinstimmungen bei einer Sequenz, die nicht einem untersuchten Proteinfleck zugeordnet wurde.
Die Werte der anderen Sequenzen beziechungsweise bei anderen Proteinspots lagen im Allgemeinen

bei >15%.

1.4 Schwierige Zuordnung einiger Keratine

In 2D-Gelen der Cytoskelett-Praparationen von Magen und Mitteldarm waren hauptséachlich ,,S*-
Keratine zu erwarten. Es konnten jedoch zwei Typ II Proteinflecken identifiziert werden, die sehr
dhnliche Wandereigenschaften hatten wie zwei Flecken der Seitenflossenprédparation (D1 und D2,
beziehungsweise F1 und F2, sieche C7, Abb. 11). Sie wurden daher von Tappe (2000) den Keratinen
vom ,,E“-Subtyp zugeordnet. Fiir einen weiteren Typ I Proteinfleck im 2D-Gel des Magens wurde eine
Zugehorigkeit zum ,,E“-Subtyp (M2 beziehungsweise F10, siehe C7, Abb. 12) vermutet. Durch die
Daten der MALDI-MS-Analysen konnte gezeigt werden, da} die genannten Flecken jeweils von nur
einem Keratin verursacht wurden.

Ob es sich bei dem Typ II-Keratin tatsdchlich um einen Vertreter des ,,E“-Subtyps handelt ist
schwierig zu beurteilen, da das Keratin in allen bisher préparierten Geweben vorkam. Die relative
Intensitdt der betreffenden Proteinflecken war in der Flosse jedoch am groBten. AuBerdem zeigt die
Sequenz sowohl in der Head- als auch in der Tail-Doméne die fiir ,,E“-Keratine typischen glycin-
reichen Sequenzmotive (Glycinloops). Da zusitzlich die Existenz eines Typ Ilg, wie auch eines Typ
IIs, erwartet werden kann, ist diese Einteilung sicherlich zuldssig. Fiir das Typ I-Keratin (AbaK10;
Flecken M2 und F10) ist die Zuordnung zum Ig-Typ leichter. Neben einem prominenten Proteinfleck
in der Flossenpriaparation konnte es deutlich schwécher nur noch im Magengewebe nachgewiesen

werden.
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1.5 Ist AbaK8a dem menschlichen K8 ortholog?

Hochstwahrscheinlich handelt es sich bei dem biochemisch identifizierten Typ Ils-Keratin um das dem
menschlichen K8 orthologe Protein. Erstaunlicherweise konnte aus der cDNA-Bank trotz zahlreicher
Versuche keine entsprechende Sequenz gewonnen werden. Dies ist um so bemerkenswerter, als das
K8 ebenso wie K18 bisher in allen untersuchten gnathostomen Wirbeltieren gefunden werden konnte.
Wihrend der Ontogenese von Amphibien und Séugern bildet dieses heterologe Paar die ersten Inter-
medidrfilamente (Franz et al., 1983; Franz und Franke, 1986; Bader et al., 1988; Fouquet, 1991).
Wihrend AbaK 18 mit eines der ersten in der cDNA Bank identifizierten Keratine war, konnte fiir das
K8-Keratine vermutlich kein Klon gewonnen werden. Zwar wurde ein Klon isoliert, der ein typisches
K8er-Motiv enthilt, das Insert weist jedoch einige Besonderheiten auf.

Die abgeleitete Aminosduresequenz beinhaltet im Head-Bereich das fiir die K8-Orthologen typische
Sequenzmotiv. Ein weiteres typisches Sequenzmotiv findet sich im Tail-Bereich, jedoch liegt es hier
hinter dem ersten Stop-Codon, aber im gleichen Leseraster (siche C4.2). Die Vermutung, dal3 es sich
um einen Klon mit einem defekten Insert handelt, dringt sich auf, kann jedoch nicht endgiiltig besta-
tigt werden. Ich habe versucht, durch RT-PCR direkt aus RNA neue spezifische cDNA herzustellen,
was aber miBlang. Falls eine Sequenz wie die bereits vorhandene gefunden worden wire, hétte dies
aber auch keinen endgiiltigen Beweis geliefert. Die Reverse Transkriptase, die fir die RT-PCR
verwendet wurde, hitte an derselben Struktur ,,stolpern® konnen, an der auch das fiir die Herstellung
der cDNA-Bank verwendete Enzym moglicherweise Probleme hatte.

Eine andere Uberlegung ist, daB der cDNA-Klon kein defektes Insert enthilt. Fiir diese Uberlegung
spricht, da3 die Sequenz von AbaK8a sich im Stammbaum nicht zu den K8-Orthologen stellt (siehe
Diskussion 2.3, Abb. 18). Es erfolgt eine Zuordnung zu den Keratinen des Katzenhais, wobei aller-
dings die Verzweigung mit einem Bootstrap-Wert von 60 nicht abgesichert ist.

Dieses Einstufung wird noch durch die Daten der MALDI-MS-Analyse erhirtet. Wiirde es sich bei
AbaK8a tatsdchlich um das K8-Orthologe handeln, miifite eine Zuordnung zu dem entsprechenden
(vermuteten) Proteinfleck moglich sein. Die wenigen dann theoretisch fehlenden Aminosduren im
Tail-Bereich wiirden bei der Menge der iibereinstimmenden Massen nicht ins Gewicht fallen. Dies ist
jedoch nicht der Fall. AbaK8a erreicht bei den iibereinstimmenden Massen nie mehr als 23%. Da diese
Uberlegung allerdings voraussetzt, da3 es sich bei den betreffenden Proteinflecken vom Typ Ilg

tatsdchlich um das K8-Orthologe handelt, ist sie rein theoretischer Natur.



Diskussion 85

1.6 Weitere Ergebnisse der MALDI-MS-Analysen

Durch MALDI-MS-Analyse konnten zusétzlich die abgeleiteten Aminosduresequenzen (und damit
indirekt auch die DNA-Sequenzen) der einzelnen Klone verifiziert werden. Das beste Beispiel dafiir
stellt das Protein AbaK13. Die Aminosduresequenz endet mit einem Methionin, was relativ selten
vorkommt. Dieser Sequenzabschnitt konnte jedoch bestitigt werden. Dem entsprechenden theoreti-
schen tryptischen Peptidfragment konnte eine Masse der MALDI-MS-Analyse zugeordnet werden
(siche Anhang F6.1). Es ist theoretisch mdglich, daf3 diese Masse zu einem anderen Fragment gehort,
was durch die geringe Anzahl der Massen iiberhaupt und der noch kleineren Anzahl der nicht zuge-
ordneten Massen jedoch sehr unwahrscheinlich ist.

Wie die Tabellen im Anhang F6 zeigen, verteilen sich die zugeordneten Fragmente liber die gesamten
Sequenzen. Auffillig ist ein Sprung von ca. 100 Aminosduren im Head-Bereich der Keratine AbaK10,
AbaK11 und AbaK14. Nach ein, zwei libereinstimmenden Massen tritt diese ,,Liicke* relativ direkt am
Anfang der Sequenzen auf. Danach verteilen sich die iibereinstimmenden Fragmente gleichmaBig tiber
die Sequenzen. Bedingt wird dies durch die groBBeren Head-Doménen in denen sich bei diesen IF-
Proteinen besonders viele repetitive Sequenzabschnitte finden. Fiir AbaK2 und AbaK13 gilt dasselbe.
Das erste iibereinstimmende Fragment liegt fiir AbaK2 erst bei 81 Aminosduren. Da der codierende
Klon ein unvollstindiges Insert enthélt diirfte, ebenso wie bei AbaK13 das ,.erste passende” Fragment
fehlen.

Die Auswertung der MALDI-MS-Daten zeigte, dall eine hohe Anzahl an praktischen Massen keines-
wegs zu einer hoheren Absicherung der Zuordnung filihrt (siche Anhang F7, Tab. 12). Die hochsten
prozentualen Ubereinstimmungen wurden immer dann erreicht, wenn im Verhiltnis wenige praktische
Massen vorlagen. So konnten fiir den Proteinfleck F1 insgesamt 64 praktische Massen gewonnen
werden. Dies fiihrte zu einer Ubereinstimmung mit 37 theoretischen Peptidfragmenten. Fiir den Fleck
F2 lagen nur 43 Massen vor (also nur 2/3 von F1), es konnten dennoch 32 theoretische Fragmente
zugeordnet werden. Die prozentuale Absicherung lag damit fiir F1 bei 58%, fiir F2 aber bei 74%.
Ahnliche Beispiele zeigten sich bei fast allen Proteinflecken. Eine geringe Anzahl an gemessenen

Massen fiihrte nicht automatisch zu weniger Zuordnungen.

Die hier vorgestellten und diskutierten Ergebnisse verdeutlichen erneut, dal die experimentelle
Kopplung verschiedenster Methoden eine iiberzeugende Analyse auch komplexer IF-Protein-Netz-
werke ermdglicht. Immunfluoreszenzmikroskopie, SDS-PAGE mit Immunoblots und CKBB-Tests
vermitteln einen Eindruck iiber die im Gewebe vorhandenen IF-Proteine. MALDI-MS-Analyse erlaubt
die Einteilung in Identititsgruppen, die jeweils ein echtes Keratin und seine Modifikationen repra-
sentieren. cDNA-Sequenzierungen geben Aufschlufl iiber die Primérstruktur der IF-Proteine und
ermoglichen eine Einordnung im molekularen Stammbaum. Nicht zuletzt konnen die biochemisch

aufgetrennten Identitdtsgruppen dann ihren Sequenzen zugeordnet werden.
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2. Zur molekularen Evolution der IF-Proteine

Ein phylogenetischer Gesamtbaum der [F-Proteine der Eumetazoa verdeutlicht die in der Einleitung
beschriebene Unterteilung der Intermedidrfilamente in verschiedene Typen und gibt Aufschluf} iiber
die relative Position der Storsequenzen innerhalb der Chordaten.

Aus Internet-Datenbanken, Ergebnissen der Arbeitsgruppe und eigenen Daten konnten insgesamt 370
Aminosduresequenzen zusammengestellt werden. Da die einzelnen Sequenzen zum Teil nur unvoll-
standig vorlagen, wurden (wie unter B23.1 beschrieben) die Head- und Tail-Doménen bei allen
Proteinen entfernt. Fehlten von der verbleibenden Rod-Doméne mehr als 9%, wurden die entspre-
chenden Sequenzen nicht fiir die Berechnung des Baumes verwendet. Wie in der Einleitung erldutert,
ist die Stellung der IF-Proteine vom Typ VI umstritten und eine Zugehorigkeit zu verschiedenen
Typen wird diskutiert (Steinert und Roop, 1988; Fuchs und Weber, 1994; Klymkowsky, 1995;
Herrmann und Aebi, 2000). Bei der Berechnung von Testbdumen zeigte sich, dall diese Proteine sich
in einem diskreten Ast gruppieren. Die Distanzwerte innerhalb wie auflerhalb des Astes waren jedoch
sehr groB3. Proteine dieses Typs wurden daher nicht in die Berechnung des Gesamtbaums einbezogen.
Der in Abb. 14 gezeigte Radial-Baum wurde mit den verbleibenden 328 Sequenzen berechnet. Zur
Absicherung der einzelnen Verzweigungen wurden die zugehorigen Bootstrap-Werte, wie unter B23.1
angegeben, ermittelt. Abb. 15 zeigt die Zentralachse des Baumes noch einmal vergréfert und mit den

Bootstrap-Werten der Hauptéste.

¢ Die IF-Proteine ordnen sich entsprechend ihren Typen in diskreten Asten an

Wie in Abb. 14 gut zu erkennen ist, werden die einzelnen IF-Protein-Typen der Vertebraten in
diskreten Aste gruppiert. Diese Hauptiste wurden im IF-Gesamtbaum mit blauen Klammern versehen
und mit Typ I bis Typ V beschriftet.

Die IF-Proteine der Protostomier (P-IF) trennen sich zusammen mit den Laminen (Typ V) von den
anderen IF-Proteinen ab (Weber et al., 1989b; Erber et al., 1998). Die Lamine stellen den einzigen IF-
Proteintyp dar, der ubiquitdr bei allen bisher untersuchten Tierstimmen gefunden werden konnte. Fiir
die Vertreter der Cnidaria und der Echinodermata sind sie die einzigen IF-Proteine, von denen iiber-
haupt Sequenzinformationen vorliegen (Holy et al., 1995; Erber et al., 1999).

Die Typ I- und II-Keratine formen je zwei distinkte Aste, die sich anscheinend schon friih in der Evo-
lution getrennt haben. Im Gegensatz dazu formen die Typ III und [V-Proteine einen gemeinsamen Ast,
vermutlich evolvierten sie aus einem gemeinsamen Vorldufer.

Die cytoplasmatischen IF-Proteine der Cephalochordaten (C) und der Tunicaten (T) bilden drei (CA,
CB und CC) beziehungsweise zwei (TA und TB) separate Aste auBerhalb der IF-Proteintypen der

Vertebraten. Sie konnen alleine an Hand ihrer Sequenzinformationen nicht den verschiedenen IF-
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Typen der Vertebraten zugeordnet werden. Erst Daten aus biochemischen Untersuchungen erlauben
fiir einige [F-Proteine, sowohl der Cephalochordaten als auch der Tunicaten, eine Zuordnung zu den
verschiedenen IF-Typen der Vertebraten (Karabinos et al., 1998; Riemer und Weber, 1998; Karabinos
et al., 2000; Wang et al., 2000). Diese Sequenzen eignen sich deshalb nur sehr bedingt als Aussen-
gruppe bei der Berechnung von molekularen Stammbadumen fiir IF-Proteine des Stors. Die Stellung

der beiden Tunicaten-Aste (T) auf der Seite der Typ III/IV-IF-Proteine zeigt, daB die Tunicaten noch

keine IF-Proteine aufweisen, die den Keratinen nahe stehen.
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Abb. 14 (vorhergehende Seite) Phylogenetischer Radialbaum von 328 IF-Proteinsequenzen aller
bisher untersuchten Tierstamme nach einem multiplen Sequenzalignment der Rod-Domadne. Die
Distanz unten links beschreibt 0,1 Aminosduresubstitutionen pro Position (nach JTT). Die einzelnen
Aste der IF-Proteintypen sind mit blauen Klammern ndherungsweise gekennzeichnet. Die IF-Proteine
der Protostomier sind mit violetten Punkten umrandet. Die ungefdhren Positionen der in dieser Arbeit
beschriebenen Sequenzen sind mit roter Schrift hervorgehoben. Mit blauer Schrift wurden die Lamine
der Cnidaria (Hat, Hydra attenuata, Tspec, Tyela spec) markiert. Die der Echinodermaten (Spu,
Strongylocentrotus purpuratus) mit orange und die der Tunicaten-Lamine (Cin, Ciona intestinalis; Scl,
Styela clava) mit griner Schrift. Die cytoplasmatischen IF-Proteine der Cephalochordaten
Branchiostoma lanceolatum (Bla) und B. floridae (Bfl) verteilen sich auf drei Aste: CA (BfIAT, -A2, -A3,
-B1; Bla-B1, -B2), CB (BlaE1l, -Y1, -K1; Bfl-IF1) und CC (BlaC1, -C2, -D1, -E2, -X1; BfIC1, -D1). Die
cytoplasmatischen IF-Proteine der Tunicaten (T) Ciona intestinalis (Cin), Molgula oculata (Moc), Styela
clava (Scl) und Styela plicata (Spl) verteilen sich auf zwei Aste: TA (CinA2; SclA1; SplAl) und TB
(CinB2, -C2, -D2, -F2; MocC1, -D1; ScIB1, -C1, -DT; SpIB1). Das grau umrandete Zentrum des
Baums wird in Abb. 15 vergroRert dargestellt. Zur groben Orientierung sind einige Proteine an ihren
Positionen angegeben (Aba, Acipenser baeri, Stor; Aca, Aplysia californica, Cau, Carassius auratus,
Goldfisch; Cel, Caenorhabditis elegans, Dme, Drosophila melanogaster, Fruchtfliege; Est, Eptatretus
stouti, Schleimaal; Gpy, Glottidia pyramidata, Has, Helix aspersa, Schnecke; Hme, Hirudo medicinalis,
Blutegel; Lfl, Lampetra fluviatilis, Neunauge; Pca, Priapulus caudatus; Pse, Polypterus senegalus,
Flosselhecht; Pva, Phoronis vancouverensis, Sel, Sagitta elegans, Sst, Scyliorhinus stellaris, Katzenhai;
Xla, Xenopus laevis, Krallenfosch). Die zugehorigen Accession-Nummern finden sich im Anhang F2.

e Die IF-Proteine des Stors ordnen sich zu den verschiedenen IF-Typen der anderen

Vertebraten

Von den aus der cDNA-Bank von Acipenser gewonnenen Proteinen wurden die Intermediérfilamente
an Hand von Datenbankvergleichen identifiziert und so auch den jeweiligen IF-Typen zugeordnet. Die
vorgenommenen Einteilungen werden durch die Positionen der Sequenzen im IF-Gesamtbaum
bestitigt. Die einzelnen IF-Proteine des Stors ordnen sich entsprechend ihren vorher bestimmten
Typen in den jeweiligen Hauptésten der Vertebraten an. Die Positionen wurden mit roter Schrift und
Umrandung hervorgehoben, ebenso wurden die zugehdrigen Aste rot markiert (Abb. 14).

Allerdings war es durch die hohe Anzahl und Dichte der verschiedenen IF-Proteine in den Hauptésten
fiir einige Proteine nicht moglich, ihnen einzelne Aste exakt zuzuordnen. Dies gilt vor allem fiir die
Typ I und Typ II-IF-Proteine, da hier die Anzahl der bekannten Sequenzen besonders hoch ist. In
diesen Fillen wurden die Bezeichnungen der Proteine nur der Gruppe von Asten beigestellt, zu denen
sie gehdren.

In jedem Fall nahmen die Storsequenzen dabei eine relativ basale Stellung in den jeweiligen Asten ein,
standen jedoch iiber den Sequenzen vom Neunauge Lampetra. Daher eignen sich die entsprechenden
IF-Proteine von Lampetra hervorragend als AuBlengruppe zur Berechnung von molekularen

Stammb&umen fiir [F-Proteinen des Stors (siche spétere Abschnitte).
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e Trennen sich die IF-Proteine der Protostomier in Ecdysozoa und Lophotrochozoa?

Die IF-Proteine der Protostomier ordnen sich, abgesehen von zwei IF-Proteinen des Chaetognathen
Sagitta elegans (Sel-IF), unabhingig von ihrer Funktion als neuronale beziehungsweise nicht-
neuronale IF-Proteine in zwei diskrete Aste an. In dem in Abb. 14 mit ,,E* bezeichneten Ast finden
sich die Sequenzen von sieben Vertretern der Nematoden. In dem mit einem ,,L* versehenen Ast
gruppieren sich sechs Vertreter der Mollusken, vier Anneliden, je zwei Brachiopoden und Nemertini
sowie je ein Vertreter von Sipuncula, Plathelminthen und Echiuriden. Ob diese Aufteilung aus den
Besonderheiten der Nematoden folgt oder eine Bestitigung der neu diskutierten Unterteilung der
Protostomier in Lophotrochozoa (L) und Ecdysozoa (E) wiedergibt (Adoutte et al., 2000), bleibt zur
Zeit noch offen. Die Verzweigung an sich ist mit einem Bootstrap-Wert von 82 jedenfalls relativ gut
abgesichert. Interessant ist die basale Stellung von Sagitta elegans (Sel) im Protostomier-Ast. Die
Chaethognathen wurden frither zu den Deuterotomiern gezéhlt, was aber seit geraumer Zeit bezweifelt
wird (Telford und Holland, 1993). Ob sie allerdings tatsidchlich zu den Protostomiern gehoren ist auch
weiterhin unklar (Mallatt und Winchell, 2002).

e Die Position der einzelnen Hauptiste ist noch unsicher

Wie bereits erwahnt, teilt sich der Gesamtbaum aus Abb. 14 in distinkte Hauptéste auf. Zur Verdeut-
lichung der Verzweigungspunkte wurde das Zentrum in Abb. 15 vergroBert dargestellt. Aulerdem
wurden die Bootstrap-Werte der einzelnen Aste (rote Zahlen) sowie der ersten Verzweigungen (blaue
Zahlen) eingetragen. Dabei zeigt sich, daf} die einzelnen Hauptiste mit Werten von zumeist 100 sehr
gut abgesichert sind. Ganz im Gegensatz dazu stehen die Verzweigungen der Aste, sie weisen fast
durchgehend sehr niedrige Werte auf. Da Bootstrap-Werte unter 75 praktisch keine Absicherung mehr
bedeuten (Felsenstein, 1985), sind diese Verzweigungen nicht abgesichert. Die entsprechenden Zahlen
wurden in Abb. 15 nur der Vollstindigkeit halber angegeben. Das heifit, da3 der ,,Inhalt” der einzelnen
Haupt-Aste zwar sehr gut abgesichert ist, die endgiiltige Position im radialen Baum aber offen bleibt.
Die Absicherung einzelner Aste kann durch die Anwesenheit ungeeigneter Sequenzen stark
verschlechtert werden. So zeigte der C-Ast der Cephalochordaten (C) im Gesamtbaum eine nur sehr
schwache Absicherung. Betrachtet man jedoch die Werte der enthaltenen ,,Unter-“Aste, so indern sich
die Verhiltnisse. Zur Verdeutlichung wurde in Abb. 15 der Hauptast CC in zwei separate Einheiten Ca
und Cb zerlegt. Fiir Ca stieg so der Bootstrap-Wert so auf 100, wihrend er fiir Cb sehr niedrig blieb.
Die im Ast Cb enthaltene Sequenz BlaX1 stort die Absicherung des Zweiges. Dies spiegelt die grofle
Distanz des Proteins zu den IF-Proteinen der ,,cigenen* Taxa wider, was sich auch in dem sehr langen
Ast von BlaX1 im Gesamtbaum (Abb. 14) zeigt. Solche abgeleiteten Sequenzen wurden bei der
Berechnung von Einzelbdumen nicht verwendet.

Zum Vergleich, in wie weit die IF-Proteine der Cephalochordaten und Tunicaten die Bootstrap-Werte

des Gesamtbaumes beeinflussen, wurde ein weiterer Baum ohne diese Sequenzen berechnet (nicht
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abgebildet). Die Absicherung der einzelnen Hauptiste (Typ I, II, II+IV und V) betrug bei diesem
Baum 100 beziehungsweise fiir die Protostomier-IF (P-IF) 99%. Damit wurde fiir die Typ III-IF-
Proteine eine deutliche Verbesserung erreicht. Die Mittelachse des Baumes, das heifit die Trennung
zwischen Typ I und II gegen Typ I, IV, V und P-IF war mit 44% abgesichert, was aber nur eine
zahlenméBige Verbesserung bedeutet. Die Mittelachse ist weiterhin statistisch nicht abgesichert.
Obgleich einige morphologische wie molekulare Daten darauf hinweisen, daB3 die Urchordaten
(Tunicaten) phylogenetisch urspriinglicher als die Cephalochordaten sind, ist diese Frage bisher noch
nicht endgiiltig geklért. Der Gesamtbaum kann zur Klarung dieser Frage nicht beitragen (Garstang,
1928; Wada und Satoh, 1994; Wada, 1998; Cameron et al., 2000; Riemer et al., 2000; Shu et al.,
2001).

Ca cs |[Typl
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(-D1, -E2, -X1)
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a
100 52 (-C1.-C2)

100
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Typ Il IF-Protostomier
(ohne Lamine)

Abb. 15 Zentraler Bereich des radialen Gesamtbaums aus Abb. 14. Die Aste der etablierten
(Vertebraten-) IF-Proteine wurden mit den entsprechenden Typen gekennzeichnet. Die Aste der
Cephalochordaten (C) und der Tunicaten (T) wurden wie in Abb. 14 beschriftet. Der CC-Ast der
Cephalochordaten wurde anders als in Abb. 14 in zwei Unterdste (CCa und CCb) getrennt (siehe
Text). Rote Zahlen geben die Bootstrap-Werte der Hauptdste wieder. Blaue Zahlen geben den
Bootstrap-Wert der ersten Verzweigung im Hauptast an. Die Werte wurden mit 100 Pseudosamples
berechnet und geben die Haufigkeit wieder, mit der die entsprechende Verzweigung aufgetreten ist.
Wie die Bootstrap-Werte zeigen, sind die meisten Hauptdste statistisch abgesichert, wahrend
samtliche Verzweigungen im Zentralbereich véllig willkiirlich sind. Die Linge der Aste wurde am
Rand des Ausschnitts begrenzt.
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2.1 Die Lamine und die Evolution der IF-Proteine der Metazoen

Das von mir identifizierte Lamin des Stors (AbalLaB) weist alle Merkmale eines typischen Lamins der
Vertebraten auf:

Eine Insertion von 42 Aminosduren im 1B-Coil, ein lamin-homologes Motiv in der Tail-Doméne,
aminoterminal davon ein Kernlokalisierungsmotiv und carboxyterminal davon ein Cluster von sauren
Aminoséuren sowie eine terminale CaaX-Box.

Es ordnet sich im phylogenetischen Baum mit den anderen bisher als Typ B; eingestuften Laminen in
einen separaten Ast (Abb. 16). Anscheinend handelt es sich bei AbaLaB um ein Lamin vom B;-Sub-
typ. Zusammen mit dem identifizierten Lamin des Stors sind nun vier vollstindige Typ B;-Lamine
von je einem Amphibium (Stick, 1988), einem Knorpelganoiden und zwei Teleosteern bekannt

(Yamaguchi et al., 2001; Hofemeister et al., 2002).

Der Bs-Subtyp tritt hauptsédchlich in Oocyten auf, bei Xenopus konnte er jedoch auch in spezialisierten
adulten Geweben gefunden werden (Benavente et al., 1985). Fiir die Herstellung der cDNA-Bank von
Acipenser wurden keine Ovarien oder in der Nihe liegende Gewebe verwendet. Falls nicht zufillig
Gewebeteile in die Préparation geraten sind, sollte das gefundene Lamin daher aus dhnlichen speziali-
sierten Zellen stammen. Eventuell wurde auch durch das sehr junge Alter des Tieres die Expression
dieses Proteins noch nicht herunterreguliert.

Vom Xenopus-Lamin LIII existieren mindestens zwei Splice-Varianten (Doring und Stick, 1990). Das
Besondere an der Variante LIII, ist das Fehlen eines Methionins in der terminalen CaaX-Box. Diese
Eigenschaft findet sich auch beim Lamin des Stors. Ob mit AbaLaB; ebenfalls eine Splice-Variante
vorliegt, kann mit den vorhandenen Daten nicht gesagt werden. Da der Stor tetraploid ist (Ludwig et

al., 2001), besteht hier eine gute Moglichkeit noch weitere Varianten zu finden.

Bei der Identifizierung des Lamins LIII von Xenopus war noch nicht klar, ob es sich um die funktio-
nelle Adaptation eines einzelnen Lamins oder um einen eigenen Subtyp handelt. Das nun mehrere Typ
Bs-Lamine von verschiedenen gnathostomen Vertebraten vorliegen zeigt, dal es sich um einen
eigenen Typ von Lamin handelt. Dies zeigen auch die berechneten Identititen der Typ Bs;-Lamine
(Tab. 7). Diese weisen untereinander eine grofere Identitit auf als zu den tibrigen Typ B-Laminen. Es
handelt sich bei diesen Laminen offensichtlich um einen eigene Lamintyp und nicht um in der Evolu-
tion mehrfach konvergent entstandene Proteine.

Die Typ A-Lamine gingen durch Genduplikation und Insertion eines Exons vermutlich aus einem Typ
Bs-Lamin hervor, nachdem diese sich von den Typ B,,-Laminen getrennt hatten (Stick, 1992; Stick,
1994). Im Stammbaum ordnen sich die Typ A- und B;-Lamine mit guter Absicherung als Schwester-
gruppen an (Abb. 16). Dies bestitigt die nahe Verwandschaft der beiden Typen, sagt aber nichts

dariiber, welcher Typus urspriinglicher ist. Ahnliches zeigen die Sequenzidentititen (Tab. 7).
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AbaLaB; weist zu den Typ A-Laminen eine dhnlich hohe Sequenzidentitit wie zu den iibrigen B;-
Laminen auf. Insbesondere durch die Standardabweichung von 2,0-2,8% wird der Unterschied

marginal. Dies bestitigt ebenfalls die nahe Verwandtschaft der beiden Lamintypen.

Die Lamine vom B;-Subtyp weisen stirker modifizierte Head- und Tail-Doménen als die {ibrigen
Lamine auf. Die Identitdt der gesamten Sequenz (Tab. 7) des als Lamin eingestuften IF-Proteins von
Hydra (HatLaA) (Erber et al., 1999), einem Vertreter der Cnidaria, zu den B;-Laminen betrigt knapp
unter 30%. Die {ibrigen Lamine weisen eine Identitdt von rund 35% auf. Dal} die geringere Identitit
der Bs;-Lamine durch die Head- und Tail-Dominen verursacht wird, zeigt ein Vergleich mit den
Werten der Rod-Doménen. Der Unterschied zwischen den verschiedenen Lamintypen wird deutlich
kleiner. Die starker modifizierten Doménen konnten eine Anpassung der B;-Lamine an die besonderen
Anforderungen in den Oocyten sein (Stick, 1988; Benavente et al., 1985; Yamaguchi et al., 2001;
Hofemeister et al., 2002).

2.1.1 Ein phylogenetischer Baum der Metazoen-Lamine

Mit 37 Laminen der Metazoen wurde ein phylogenetischer Baum berechnet (Abb. 16). Als Aulen-
gruppe dienten die als Lamine eingestuften Proteine zweier Cnidaria (Erber et al., 1999). Sie sind die
einzigen bisher sequenzierten IF-Proteine aulerhalb der Bilateria. Interessanterweise ordnen sich die
Aste der Invertebraten genau entsprechend den Tierstimmen an.

Obwohl nur wenige Invertebratensequenzen zur Verfiigung stehen, wurde das Lamin Lal von
Caenorhabditis elegans nicht fiir die Berechnung des Stammbaumes verwendet. Fiir C. elegans ist
gezeigt worden, dafl dieser Organismus einem starken genetischen Drift unterlag (Aguinaldo et al.,
1997). So ist auch CelLal stark abgeleitet (Riemer et al., 1993) und zeigt im Gesamtbaum (siche Abb.
14) einen sehr langen Ast. In einem zur Kontrolle berechneten Stammbaum (nicht abgebildet)
ordenete sich das Lamin in den Ast der Tunicaten.

Die Aufteilung der einzelnen Lamin B-Subtypen in diskrete Aste wurde durch verschiedenfarbige
Hintergriinde hervorgehoben. Die Lamine vom Typ B; und B, ordnen sich zusammen in einen eigenen
Ast, was ihre Herkunft aus einem gemeinsamen Vorldufer-Gen verdeutlicht. Mit einem Bootstrap-
Wert von 100 ist diese Verzweigung sehr gut abgesichert. Auf Grund der Genstruktur der B;-Lamine
werden diese eher dem B- als dem A/C-Typ zugerechnet (Doring und Stick, 1990), gelten aber als
eigener Typ. Die mit einem Bootstrap-Wert von 87 ebenfalls gut abgesicherte Verteilung auf zwei

getrennte Aste bestitigt diese Annahme.
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Die Lamine der Metazoen (Typ V-IF-Proteine)
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Abb. 16 Molekularer Stammbaum mit 37 Typ V-IF-Proteinen (Lamine) der Metazoen nach einem multiplen
Alignment der Rod-Domaénen. Als AuRengruppe dienten die Sequenzen zweier Cnidaria. Die Distanzmarkierung
unten links beschreibt 0,1 Aminosduresubstitutionen pro Position (nach JTT). Die Zahlen an den Verzweigungen
geben die Bootstrap-Werte an. Werte unter 75% wurden nicht angegeben. Mit blauen Asten wurden die Sequenzen
der Knochenfische hervorgehoben, mit griinen die der Landwirbeltiere (Tetrapoda). Die Sequenz vom Stor wurde
mit rot markiert und umrandet. Folgende Abkiirzungen wurden verwendet: Aba, Acipenser baeri, Stor; Abr,
Astropecten brasiliensis; Bla, Branchistoma lanceolatum, Lanzettfischchen; Cau, Carassius auratus, Goldfisch; Cel,
Caenorhabditis elegans;, Cin, Ciona intestinalis; Dme, Drosophila melanogaster, Fruchtfliege; Dre, Danio rerio,
Zebrabarbling; Gga, Gallus gallus, Huhn; Hsa, Homo sapiens, Mensch; Mmu, Mus musculus, Maus; Pca, Priapulus
caudatus, Pse, Polypterus senegalus, Flosselhecht; Rno, Rattus norvegicus, Ratte; Scl, Styela clava; Tspec, Telia
spec, Xla, Xenopus laevis, Krallenfrosch. Die Accession-Nummern der Sequenzen finden sich im Anhang unter F2.
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2.1.2 Die Lamin-Sequenz der Tunicaten zeigt nur geringe Identitit zu jenen der

Vertebraten

Vergleicht man die Identitdten der Lamine (Tab. 7) der Vertreter der Echinodermaten (Astropecten
brasiliensis; Abr) und Protostomier (Priapulus caudatus, Pca) mit denen der Lamine vom Typ B; und
B, der Vertebraten, fillt auf, dal die Werte fiir die gesamte Sequenz um etwa 6-12% und fiir die Rod
um 3-9% groBer sind als die des Vertreters der Tunicaten (Styela clava, Scl). Diese groferen Identi-
titen lassen die Protostomier und Echinodermaten ndher mit den Vertebraten verwandt erscheinen als

die Tunicaten, was auf Grund aller anderen stammesgeschichtlichen Daten natiirlich nicht sein kann.

Tab. 7 Identitatsmatrix der Typ V-IF-Proteine (Lamine). Die Identititen wurden mit dem
Programm ,Mega“ nach dem Modell ,p-distance” berechnet und sind in Prozent Identitit angegeben
(zur Methode siehe B23.1). Die als Bs-Lamin identifizierte Sequenz des Stors (AbalLaBs) wurde zum
einen mit verschiedenen Lamintypen vom Goldfisch (Cau), Zebrabarbling (Dre), Krallenfrosch (Xla)
und Mensch (Hsa) verglichen. Zum anderen fand ein Vergleich mit als Laminen identifizierten
Sequenzen von Cnidaria (Hydra, Hat), Echinodermata (Astropecten, Abr), Protostomia (Priapulus, Pca),
Tunicata (Styel/a, Scl) und Cephalochordata (Branchiostoma, Bla) statt. Die untere linke Halfte wurde
mit den gesamten Sequenzen, die obere rechte Halfte nur mit der konservierten helikalen Rod-
Domaéne berechnet. Die Werte fiir die Standardabweichungen liegen zwischen 2,0 und 2,8%. Felder
der Matrix, die das Lamin des Stors betreffen, sind grau unterlegt. Die Accession-Nummern der
verwendeten Sequenzen finden sich im Anhang F2.

TlE| &8 2| 5 R & K| 2| x|3B|2| x|3B & =3
Gesamt < | © = T | a T
Hatta | - |329]34,2|323| 32,6) 280/ 28,9 30,8| 28,0| 32,6| 32,6| 31,7 31,7| 32,9/ 32,9] 32,6/ 30,2 32,9
Abrlal | 359 | - |43,1]317|412| 36,6| 338/ 34,:8| 38,5| 37,8| 38,5/ 39.4| 39,1 39,4| 40,3 39,1| 40,3 40,6/
Pcala | 37,1|437| - |323|449|345| 36,6 3438| 37,5| 42,8] 40,3| 43,1| 40,9 40,3| 42,2 406| 41,8| 39,7
Sclla | 29,0 295|312 — |351|317| 332| 326] 34,2| 329| 33,5| 34,2| 34,8 3322| 338| 35,1| 354/ 36,9]
BlaLa | 34,4 | 422|449 334 — | 385| 40,0357 400/ 40| 43,7| 45,8 41,2| 41,5| 44,0| 42,8 458| 46,5 |
AbalaB3 | 208 | 38,3 349/ 30,0| 400| - | 64,0| 61.8| 652 50.8| 52,0| 529| 50,5 48,6| 49,5/ 55,7| 58,5 57,2
CaulaB3 | 29,3 | 349/ 349 30,0| 39,8| 60.2| — | 79,1| 59,1| 48| 51,4| 51,4 49,8| 48,0 51,4| 51,4| 54,5 54,2
DreLlil | 29,8 35,1| 33,9 29,0 356 583 76,1| -~ | 53,8] 46,5 48,6 46,5| 45,5| 44,9] 47,4 49,2| 50,8 51,1
XiaLll | 29,3 | 40,0/ 36,8] 30,5 39,5/ 65,1 54,6| 49.8| - | 52:3| 51,4] 52,3 48,0| 48,0/ 48] 54,2| 57,8 578
DreLaB1 | 344 402| 42,7| 31,2| 432 51,0 46,6| 439| 512| — | 652] 69,5| 60,3| 57,8] 57,8] 56,6 57,8 57,2
Xiall | 349 415] 41,2 31,2 46,1| 524/ 490| 47,3| 510] 67,1| - | 723 557| 56,0| 57,5 53,5 58,5/ 58,2
HsalaB1 | 339 | 41,5| 43,2 32,2| 47,3| 52,0| 49,3| 44,6 51,5| 70,5| 74,1| - | 61,5) 58,5 60,6 56,9| 62,2 59,1
DreLaB2 | 34,6 | 42,0| 42,4| 32,9 45,1| 51,2| 47,8| 43,7| 48,0| 61,0 57.8| 61,5| - | 74.2| 70,8 59,1 57,2| 59,7
XiaLll | 359 | 42,0| 412| 31,0] 44,9| 49.3 46,8| 42,9 48,0] 58,8| 58,8] 59,3/ 75,1 - | 75.1| 57,8] 57,2 59,1
HsalaB2 | 36,1 | 42,9 43,2 32,2| 45,9| 50.2| 49,0| 44,6 483| 58,0| 59,3| 60,5| 72.2| 76,1| - | 557] 56,6] 57.8]
DreLaA | 34,1 41,5| 41,5) 31,7| 44,4 551 48,8| 46,6| 52,9| 55,4| 52,9] 54,9 59,3| 57,1| 56,1| — | 76,0 76,9]
XialaA | 32,2 422| 42,7| 32,9 46,8| 58,3 51,2| 48,0| 56,8] 57,1| 58,0 60,0 58,5| 59,3| 58,5| 74,1| - | 822]

HsalaA | 34,4 | 41,2] 405| 33,7| 46,6 56,3| 51.7| 48,8/ 56,1| 55,1| 55.9| 56,8 59,0 57,8 58,0| 74,9] 80,5| - |
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Von der Stellung der Proteine im Baum her wire daher auch ein umgedrehtes Zahlenverhéltnis zu
erwarten gewesen. Hier ordnen sich die Tunicaten eindeutig ndher zu den Vertebraten als die
Protostomier und die Echinodermaten, wobei allerdings die Verzweigungen praktisch nicht
abgesichert sind.

Der Sequenz von SclLa fehlt die lamintypische konservierte Insertion von 105 Aminosduren in der
Tail-Doméne (Doring und Stick, 1990; Riemer et al., 1998; Riemer und Weber, 1998). Diese hat einen
groflen EinfluB auf die Sequenzidentitdt fiir die gesamte Sequenz. Bei Laminen mit dieser Insertion
liegt die Sequenzidentitit zu anderen Laminen fiir die Rod-Domine niedriger als fiir die gesamte
Sequenz. Bei den iibrigen IF-Proteien verhélt es sich genau umgekehrt.

Das Fehlen dieser Insertion erklért aber nicht die ebenfalls geringere Identitdt der Rod-Doméne von
SclLa zu den Vertebraten-Laminen. Moglicherweise handelt es sich dabei aber um eine Besonderheit
der verwendeten Sequenz von Styela aplicata und nicht um eine generelle Einordnung der Taxa.
Weitere Vergleiche sind schwierig, da insgesamt nur wenige Sequenzen vorliegen und sich diese
kaum fiir einen besseren Vergleich eignen.

Fiir die Tunicaten liegen nur zwei weitere Laminsequenzen von Ciona intestinalis (Cin) vor, bei denen
ebenfalls die Insertion von 105 Aminoséduren in der Tail-Doméne fast vollstindig fehlt (Riemer et al.,
2000). Diese Deletion stellt moglicherweise ein spezifisches Merkmal der Tunicaten-Lamine dar. Eine
Berechnung der Identitédten (nicht in der Tabelle abgebildet) zeigte, daf3 die beiden Lamine von Ciona
sehr dhnliche Werte wie SclLa aufweisen. Diese Ergebnis war zu erwarten gewesen, da die Sequenzen
im Stammbaum (Abb. 16) auch dhnliche Distanzen aufweisen.

Bei den Protostomier liegen weitere Lamin-Sequenzen bisher nur von D. melanogaster und C. elegans
vor. Von beiden Organismen ist aber durch Untersuchungen der 18S ribosomalen RNa bekannt, daf3
sie einem starken Gendrift unterlagen (Aguinaldo et al., 1997). Deren Daten diirften daher kaum zur
Klarung der obigen Frage geeignet sein. Um kléren zu konnen, ob es sich um eine Besonderheit der

verwendeten Sequenzen handelt, sind daher weitere Daten von anderen Organismen notwendig.
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2.2 Die Typ I-Keratine

Obwohl den K18-Orthologen aller bisher untersuchten gnathostomen Wirbeltiere ein vereinendes
Sequenzmotiv fehlt, bilden sie innerhalb eines molekularen Stammbaums einen diskreten Ast gegen-
iiber den iibrigen Typ [-Keratinen der gnathostomen Vertebraten (Abb. 17) (Schaffeld et al., 1998).
Sowohl in der Head- als auch in der Tail-Doméne kann zwar ein kleines wiederkehrendes Motiv iden-
tifiziert werden, dieses tritt jedoch auch bei anderen Typ I-Keratinen auf und ist daher nicht spezifisch
fiir die K18-Orthologen. Gemeinsam hingegen ist allen bisher untersuchten K18, dal sie obligat in
einfachen Epithelien und in Koexpression mit K8 vorkommen. Wihrend der Ontogenese von Séugern
und Amphibien bildet das heterologe Paar der ,,S“-Keratine K8 und K18 die ersten Intermediér-
filamente (Franz und Franke, 1986; Bader et al., 1988; Fouquet, 1991).

2.2.1 Stellen die K18-Orthologen die urspriinglichsten Typ I-Keratine dar?

Wihrend frilhere Daten annehmen lieBen, daB die K18-Orthologen die urspriinglichsten Typ I-
Keratine darstellen, werfen aktuelle Daten vom Stor (Aba) und vom Flosselhecht (Pse) (Schétzlein,
2001) (Hoffling, 2001) neue Fragen auf. Im molekularen Stammbaum ordnet sich AbaK14 zusammen
mit drei weiteren Keratinen vom Fldsselhecht basal zu allen sonst bisher bekannten Typ I-Keratinen
der gnathostomen Vertebraten an (Abb. 17). Die basale Stellung impliziert die Annahme, daf} diese
Art Keratine bereits vor dem oben beschriebenen Aufspaltungsereignis in K18-Orthologe und restliche
Typ [-Keratine auftraten. Ob das tatsichlich der Fall war, kann mit den zur Zeit vorhandenen Daten
nicht abschlieBend beantwortet werden.

Gegen diese Annahme spricht, daf entsprechende Keratine in anderen Wirbeltierklassen bisher nicht
gefunden werden konnten. AuBBerdem kdnnen diese Art IF-Proteine erst nach der Aufspaltung aufge-
treten sein, entwickelten sich dann aber bedeutend schneller als die librigen Keratine. Solch eine starke
Ableitung bedingt bei der Berechnung des Stammbaumes eine sogenannte ,,long branch attraction®.
Dieser Fehler, bei dem Einheiten mit langen Distanzésten zusammen und basal gruppiert werden, tritt
bei allen bisher verwendeten Algorithmen auf (Felsenstein, 1978; Hillis et al., 1994). Ein dhnliches
Problem besteht bei den keratinartigen (Schleim-) Proteinen des Agnathen Lampetra (Schultess,
2001). Diese werden im Gesamtbaum (sieche Abb. 14) basal zu den entsprechenden Typ I- und II-
Keratinen, auch des Neunauges, gestellt.

Es gibt jedoch einige Argumente, die dafiir sprechen, dafl die K18-Orthologen nicht die urspriing-
lichsten Typ I-Keratine darstellen. So wurde beim Neunauge Lampetra (Lfl) eine Sequenz identi-
fiziert, die auf Grund ihrer biochemischen FEigenschaften als K18-Ortholog eingestuft wurde
(Schultess, 2001). Sie ordnet sich aber nicht in den beschriebenen K18-Ast, sondern gruppiert sich mit

den iibrigen Typ [-Keratinen von Lampetra.
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Anscheinend kam es in einem frithen Vertreter der gnathostomen Vertebraten zu einer Duplikation
eines IF-Gens. Aus diesem entstand dann der Vorldufer des K18-Gens sowie ein zweites Typ I-Gen.
Aus Letzterem wiederum entstanden dann die unterschiedlichen Typ I-Varianten, inklusive der Typ
Ig-Keratine (Schaffeld et al., 1998; Schaffeld et al., 2001a; Schaffeld et al., 2002a; Schaffeld et al.,
2002b).

Eine Berechnung der Sequenzidentititen (Tab. 8) zeigte weiter, dal3 die Rod-Domine von AbaK14 zu
den iibrigen Typ I-Keratinen vom Stdr nur eine Identitdt von rund 50% aufweist. Die Werte dndern
sich auch nicht signifikant wenn das gesamte Protein betrachtet wird. Bedenkt man, daf} die Funktion
der IF-Proteine im Gewebe durch ihre Head- und Tail-Doméne bestimmt wird (Hanukoglu und Fuchs,
1982; Hanukoglu und Fuchs, 1983; Nagle, 1988; Steinert und Roop, 1988), scheint es sich nicht um
ein besonders spezialisiertes Protein, sondern um ein recht altertiimliches zu handeln.

DaB es sich bei den Keratinen des Stors und Flosselhechts nicht um vollig verschiedene Keratine
handelt, die nur wegen ihrer (unabhingig) abgeleiteten Sequenzen zusammenstehen, verdeutlichen die
Sequenzidentititen (Tab. 8). AbaK14 zeigt zu dem IF-Proteinen PseK13 des Flosselhechts die mit
Abstand grofite Identitit. Auch die Identitidten zu PseK12 und PseK70 liegen um ~5% hdoher als zu den
anderen Typ [-Keratinen des Stors, dennoch konnte ich kein vereinendes Sequenzmotiv zwischen
diesen IF-Proteinen finden. Ahnlich den K18-Orthologen weisen sie iiber die gesamte Sequenz Diffe-
renzen zu den lbrigen Typ [-Keratinen auf, ohne daB3 ein bestimmtes Merkmal festgemacht werden
kann.

Interessant wire festzustellen, ob sich die Proteine im Expresssionsmuster gleichen. Da aber diesen
Sequenzen des Flosselhechts noch keine Proteinflecken in 2D-Gelen von Cytoskelettpréparationen
zugeweisen werden konnten, ist der Vergleich zur Zeit noch nicht moglich.

Hingegen konnte AbaK14 beim Stor im Flossengewebe identifiziert werden. Wie die biochemischen
Daten zeigen, weisen AbaK18 und AbaK14 sehr dhnliche Wandereigenschaften auf (siche Abb. 13).
Vielleicht ist AbaK14 beim Stor der Partner von AbaK8a und stellt mit diesem das erste heterologe
Paar, moglicherweise beschrinkt auf wenige Zellen der Epidermis. Normalerweise wird wéhrend der
Ontogenese von Amphibien und Sdugern das erste Keratinpaar von den beiden ,,S“-Keratinen K8 und
K18 gebildet (Franz und Franke, 1986; Bader et al., 1988; Fouquet, 1991). AbaK14 wurde bisher als
Typ Ig-Keratin eingestuft, da der einzige zur Zeit identifizierte Expresssionsort das Flossengewebe ist.
Sollte AbaK14 tatsdchlich der Partner von AbaK8a und auf spezialisierte Zellen der Epidermis
beschrinkt sein, konnte es sich aber um ein ,,S“-Keratin handeln.

Ob ein Zusammenhang dieses Keratins (und vielleicht auch der Keratine des Flosselhechts) mit der
Ausbildung der Ganoidschicht besteht , kann mit den vorhandenen Daten nur vermutet werden.
Indizien dafiir wiren, dall beim Flosselhecht, der eine deutlich stirkere Ganoidschicht als der Stor
aufweist (Marinelli und Strenger, 1953), bereits drei entsprechende Keratine gefunden wurden. Auf3er-
dem konnten solche Keratine bisher bei keinem der sonst untersuchten ganoidfreien Fische

identifiziert werden.
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Die Typ I-Keratine der Vertebraten
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Abb. 17 Molekularer Stammbaum mit 61 Typ I-Keratinen der Vertebraten nach einem multiplen Alignment der
Rod-Domdnen. Als AuRengruppe dienten die Sequenzen eines Agnathen (FluRneunauge). Die Distanzmarkierung
unten links beschreibt 0,1 Aminosduresubstitutionen pro Position (nach JTT). Die Zahlen an den Verzweigungen
geben die Bootstrap-Werte an. Werte unter 74% wurden nicht angegeben. Blau hinterlegt wurden die K18-
orthologen Proteine der gnathostomen Vertebraten. Das K18-orthologe Protein des Katzenhais (Sst) wurde mit
einem rosa Ast hervorgehoben, die der Strahlenflosser mit blauen und die der Landwirbeltiere (Tetrapoda)
entsprechend mit griinen. Mit den gleichen Farben wurden auch die Taxa-Bezeichnungen versehen, auRerdem
wurden die Agnathen mit orange markiert. Die Sequenzen vom Stor wurden mit rot markiert und umrandet. Die
monophyletische Gruppe der Typ I-Haarkeratine der Mammalia wurden zu einem blaR-griinen Dreieck
zusammengefalt. Folgende Abkiirzungen wurden verwendet: Aba, Acipenser baeri, Stor; Cau, Carassius auratus,
Goldfisch; Dre, Danio rerio, Zebrabarbling; Hsa, Homo sapiens, Mensch; Lfl, Lampetra fluviatilis, Neunauge; Omy,
Oncorhynchus mykiss, Regenbogenforelle; Pse, Polypterus senegalus, Flosselhecht; Sst, Scyliorhinus stellaris,
Katzenhai; Xla, Xenopus laevis, Krallenfrosch. Die Accession-Nummern der Sequenzen finden sich im Anhang
unter F2.
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2.2.2 Die Stellung der iibrigen IF-Sequenzen des Stors im molekularen Stammbaum

Der molekulare Stammbaum der Typ I[-Keratine zeigt ecinen klar abgegrenzten Ast der KI18-
Orthologen (Abb. 17). Per Definition findet sich auch das als K18-ortholog eingestufte Keratin des
Stors in diesem Ast. Dabei zeichnet dieser, mit einer Ausnahme, die klassische Vorstellung des
Verlaufs der Evolution nach. Zuerst zweigen die Elasmobranchier ab, dann trennt sich der Ast in zwei
Linien, die je zu den Tetrapoden und den Knochenfischen fithren. Letztere beinhaltet die Teleosteer
sowie basal dazu stehend den Stor und Flosselhecht. Eine Ausnahme stellt die Sequenz PseK18.2 vom
Flosselhecht dar, die sich zu der Sequenz des Katzenhais (Sst) stellt. Diese Verzweigung ist allerdings

praktisch nicht abgesichert und weitere Sequenzen diirften wohl eine Anderung erbringen.

Alle iibrigen Typ I-Keratine der gnathostomen Vertebraten (exklusive AbaK14, PseK12, PseK13 und
PseK70) ordnen sich in einem zweiten Ast, der eine Schwestergruppe der K18-Orthologen darstellt
(Schaffeld et al., 2002a). Die enthaltenen Typ Ig, wie auch I Keratine gingen anscheinend aus einem
gemeinsamen Keratin-Vorgénger hervor, der bereits vor dem Ursprung der gnathostomen Taxa
existierte. Innerhalb dieses Astes ordnen sich wiederum alle Typ [-Keratine der Strahlenflosser, auch
des Stors und des Flosselhechts, mit guter Absicherung zusammen. Vermutlich gingen sie aus einem
einzigen Keratinvorldufer hervor, direkt nachdem sich die Strahlen- und Fleischflosser getrennt haben
(Schaffeld et al., 2002a). Die Position der Keratine vom Stér und vom Flosselhecht innerhalb des
Astes der Strahlenflosser untermauert dies. Entsprechend ordnen sich die Keratine der Tetrapoden
ebenfalls in einem distinkten Ast. Hochstwahrscheinlich entwickelten sich die Typ [-Keratine der
Strahlenflosser also unabhingig von denen der Tetrapoden.

Der Ast der Strahlenflosser zeigt eine Unterteilung in drei einzelne Unteréste. Im Mittleren finden sich
keine Sequenzen des Flosselhechts oder Stors. Moglicherweise entstanden die entsprechenden IF-
Proteine erst innerhalb der Teleosteer-Linie, aber noch vor der Auftrennung der Salmoniden (Forelle,
Omy) und Cypriniiden (Goldfisch, Cau und Zebrabarbling, Dre), die sich nach fossilen Daten vor 130-
140 Millionen Jahren trennten (Benton, 1990). Bisher konnte jedenfalls weder beim Stér noch beim
Flosselhecht ein dquivalentes IF-Protein gefunden werden. Die Tatsache, da3 die Typ [-Keratine des
Stors sonst in allen Strahlenflosser-Bereichen des Baumes vorkommen, spricht fiir eine frithe und
schnelle Radiation dieser Keratine innerhalb der Strahlenflosser.

Die Typ Ig-Keratine AbaK12, AbaK13 und AbaK15 kommen zusammen in einem Unterast vor. Die
Absicherung dieser Verzweigung ist mit Bootstrapwerten deutlich unter 75 sehr schlecht
beziehungsweise nicht vorhanden (Felsenstein, 1985). Da die Werte so gering sind, ist zur Zeit keine
Aussage iiber die eigentliche Position dieser Storkeratine moglich. Um zu testen, ob mdglicherweise
andere IF-Proteine die Auflosung dieser Keratine negativ beeinflussten, berechnete ich
Vergleichsbdume nur mit den Sequenzen der Strahlenflossern (nicht abgebildet). Wie zu erwarten war,

kam es im Baum zu starken Umstellungen, wobei sich die Bootstrap-Werte nicht signifikant erhohten.
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Auch die Berechnung der Distanzen mit andere Matrizen (Dayhoff PAM, Kimura) brachten keine
Verbesserung. Der Stammbaum bleibt (vorerst) an dieser Stelle schlecht aufgeldst.

Klar ist damit zur Zeit, daBl diese Storsequenzen -mit guter Absicherung- innerhalb der nicht-K18-
orthologen Typ I-Keratine der Strahlenflosser stehen. Sie gehoren auch nicht zu den beiden iibrigen
Unterésten, da diese in sich ebenfalls gut abgesichert sind. Wahrscheinlich erbringen weitere Daten

vom Fldsselhecht eine neue Einordnung dieser Sequenzen und vielleicht neue Gruppen von Asten.

2.2.3 Einigen Typ I-Keratinen fehlt ein typisches Sequenzmotiv in der Tail-Doméine

Die beiden Typ [-Keratine AbaK10 und AbaK11 ordnen sich im molekularen Stammbaum zusammen
mit OmyK10 und PseK10 in einem separaten Unterast innerhalb der Stahlenflosser (Abb. 17). Die
Absicherung dieser Gruppe ist mit einem Bootstrap-Wert von 100 sehr gut.

Vergleicht man die gesamte Aminosédureabfolge dieser IF-Proteine mit den iibrigen Typ I-Keratinen,
zeigt sich ein Unterschied. Die restlichen Typ I-IF-Proteine haben am Ende ihrer Tail-Doméne einen
Sequenzblock, der mit Abwandlungen ein Motiv der Art <VDGKVVSS> enthilt. Dieser Block findet
sich nicht nur bei den Strahlenflossern, sondern auch bei den meisten der bisher vorliegenden
Sequenzen von Mensch und Krallenfrosch, aber nicht beim Neunauge Lampetra, einem Agnathen
(Schultess, 2001).

Bei AbaK10 AbaK11l, PseK10 und OmyK10 hingegen fehlt dieser Abschnitt vollstindig, die
Sequenzen enden hier frither. Fiir die Einstufung im molekularen Stammbaum ist dieser Abschnitt
jedoch nicht verantwortlich, da fiir die Berechnung nur die Rod-Doménen herangezogen wurden.
Dennoch stellt er ein einfach zu priifendes Merkmal dar.

Den weiter oben besprochenen Keratinen AbaK14, PseK12, PseK13 und PseS70 vom Stér und
Flosselhecht fehlt dieses Motiv ebenfalls (Hoffling, 2001; Schitzlein, 2001). Dennoch diirfte sich
dieser Keratintyp nicht aus solchen IF-Proteinen abgeleitet haben, obwohl dieses Merkmal sehr friih
entstanden sein mul, da es sowohl bei einem Teleosteer, dem Menschen, als auch beim Stér und
Flosselhecht vorkommt. Eher wahrscheinlich ist, dal diese den Sequenzabschnitt sekundir wieder
verloren haben, dhnlich den Nicht-K8-orthologen Typ II-Proteinen (Schaffeld et al., 1998).

In dem beschriebenen Ast bildet die Sequenz von Ocorhynchus mykiss (Omy), einem Teleosteer, eine
Schwestergruppe zu den beiden Sequenzen vom Stdr. Die Absicherung dieser Verzweigung ist aber
sehr schlecht und Anderungen durch zusitzliche Sequenzen sind hier zu erwarten. AuBerdem weisen
die beiden Stor-Proteine zu PseK11 eine stets um 4% goBere Identitidt als OmyK10 auf, ein Indiz
dafiir, da} sich der Baum an dieser Stelle noch dndern wird (Tab. 8). AbaK10 weifit zu AbaK11
sowohl fiir die Rod-Domiine, als auch fiir die gesamte Sequenz eine Ubereinstimmung von fast 87%
auf. Dieser hohe Wert ist ein Hinweis auf eine relativ spit stattgefundene Genduplikation oder, da der

Stor tetraploid ist, eine Genomduplikation (Ludwig et al., 2001).
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Tab. 8 Identitatsmatrix der Typ I-Keratine. Die ldentititen wurden mit dem Programm ,Mega“
nach dem Modell ,p-distance“ berechnet und sind in Prozent Identitdt angegeben (zur Methode siehe
B23.1). Die als Typ I-Keratine identifizierten Sequenzen des Stors (Aba) wurden mit den Typ I-
Keratinen vom FluRneunauge (Lfl), Katzenhai (Sst), Flosselhecht (Pse), Regenbogenforelle (Omy),
Mensch (Hsa) und Lanzettfiscchen (Bla) verglichen. Die untere linke Halfte ist ein Vergleich tiber den
gesamten Sequenzbereich, die obere rechte Halfte bezieht sich nur auf den Bereich der konservierten
helikalen Rod-Domane. Da die Sequenz von AbaK13 im Head-Bereich unvollstindig ist, wurden
Werte die sich auf die gesamte Sequenz beziehen kursiv dargestellt, ebenso fiir PseK13. Die Werte fiir
die Standardabweichungen liegen zwischen 2,0% und 2,9%. Felder der Matrix, die Sequenzen des
Stors betreffen, sind grau unterlegt. Werte, die zwei Sequenzen von Acipenser baeri direkt mitein-
ander vergleichen sind zusatzlich rot hervorgehoben. Die Accession-Nummern der Sequenzen finden
sich im Anhang unter F2.

Rod

AbaK10
AbaK11
AbaK12
AbaK13
AbaK14
AbaK15
AbaK18
LfIK18
SstK18
PseK18.1
OmyK18
HsaK18
PseK10
PseK11
PseK13
OmyK10
OmyK11
HsaK10
BlaE1

Gesamt

| AbaK10 | — |865 (59,8 |71.3 44,6 (63,2 49,3 (48,0 51,4 (47,3 |47,6 48,0 77,0 (63,9 [42,6 73,0 63,2 56,8 [30,7

| AbaK11 |86,9 | -- (57,4 68,2 43,6 61,1 49,7 46,3 51,4 (47,6 47,6 49,0 74,3 63,9 41,9 70,3 59,8 [55,1 29,4

| AbaK12 |50,9 57,9 | - 68,9 |47,6 (63,5 48,0 50,3 (49,0 (47,6 51,0 46,6 58,4 (61,5 43,9 54,7 62,5 [53,7 31,4
| Abak13 ||71,7 (687 [69.0 | - [51.0 (72,6 51,0 [51,0 54,7 [48,6 51,4 [48,6 67,9 |70,6 44,6 |64.9 67.9 [57,8 [33.4
| Abak14 (44,8 (438 485 (51,9 | - (50,3 44,3 [49,7 47,3 [44,9 47,6 |42,6 48,3 |50,3 63,9 [45,9 44,9 |46,3 34,8
| Abak15 (63,6 (616 (64,3 734 50,5 | - [50.7 [52,0 55,4 (50,0 49,7 51,0 60,1 62,8 43,9 |56.4 64,5 56,8 [32.4
| Abak18 (49,5 (49,8 (48,8 (51,9 44,4 [505 | - [51,0 (63,9 723 73,0 [58.:8 [51.0 [47,3 43,6 [48,3 50,0 (47,3 34,5
| Lfik18 | |48,5 |46,8 [51,2 (51,9 49,8 52,2 [51,2 | - [51,7 48,6 [49,3 [50,7 |49,0 [50,3 [45,3 48,6 [48,0 [48,6 [38,5

| sstk18 [51,5 (515 49,5 55,2 47,5 55,6 [64,3 (52,2 | - 59,5 57,4 54,7 52,0 [48,6 [42,6 [45,9 [51,4 [48,3 31,8

| PseK18,1 (47,8 48,1 (48,1 49,2 |45,5 (50,5 72,4 [49,2 59,3 | - [65,2 |58,8 50,0 [44,6 (42,9 |47,0 47,3 45,9 31,4

| omyK18 |47,5 (47,5 [51,2 51,5 (48,1 [49,5 |72,7 [49,5 [56,9 |64,6 | — |60,1 50,0 [49,0 (41,6 |49,0 53,4 46,6 334

| Hsak18 |48,1 (49,2 |47,5 49,5 42,8 [50,8 |58,9 (50,8 [55,2 58,9 59,9 | - |49,7 48,6 [41,6 |46,3 |50,7 [50,3 [31,4

| PseK10 |77, (74,7 |58,6 (68,4 |48,5 60,6 51,2 [49,5 [52,2 50,5 49,8 [49,8 | — |64,9 [44,6 73,0 59,8 |60,5 32,4

| PseK11 [64,0 (64,0 62,3 |71,4 |50,8 63,6 |48,1 51,5 49,5 45,5 49,5 [49,8 65,3 | -- |46,6 |60,8 [63,2 56,1 32,4

| PseK13 |43,1(42,8 |44,8 45,5 (63,6 (44,8 44,4 45,8 43,8 (438 42,1 [42.4 |45,1 47,5 | - [42,6 |40,2 [42,9 [32,1

| OomyK10 [73,1 (70,4 |55,6 65,7 |46,1 56,2 |48,1 [48,8 [46,1 [47,1 |48,8 46,1 |73,1 61,3 |43,7 | — |62,5 57,4 [30,1

| omyK11 [63,3 (59,9 |63,3 68,7 |45,1 64,6 |50,5 [48,5 [52,2 [47,8 [53,5 [51,2 59,9 |64,0 47,8 |62,6 | - 53,4 (31,1

| Hsak10 | |57,6 (55,9 |54,5 58,6 |46,1 57,6 (47,8 [49,2 |48,8 |46,8 |46,8 |50,8 |61,3 56,0 43,8 57,9 54,2 | ~ (33,1

| BlaE1 (31,3 (30,0 [32,3 (34,3 354 33,0 [35,0 39,1 [32,3 [32,0 (33,7 [32,0 (33,0 [33,3 33,0 [31,0 32,0 [33,7 | -

Um eine Referenz fiir die Zahlenwerte der Identitidten zu haben, wurde ein biochemisch als Typ I
eingestuftes Keratin eines Cephalochordaten (Branchiostoma lanceolatum, Bla) (Karabinos et al.,
1998) zum Vergleich mitberechnet (Tab. 8). Die ermittelten Werte liegen stets um 32%. Dabei ist es
egal, ob die gesamte Sequenz oder nur die Rod-Doméine beriicksichtigt wird oder ob es sich um ein
K18-orthologes Protein handelt. Diese niedrigen Werte spiegeln die evolutive Distanz zwischen den
Cephalochordaten und den Vertebraten wider.

Die Identititen erlauben keine Aussage dariiber, ob der Stor oder der Flosselhecht ndher zu den

hoheren Vertebraten steht.
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2.3 Die Typ II-Keratine

Die K8-orthologen Keratine der Vertebraten weisen im Gegensatz zu den K18-Orthologen mindestens
ein gut konserviertes Sequenzmotiv auf. Wie bereits im Ergebnisteil beschrieben (sieche C4.2 mit Abb.
7) findet sich in der Head-Doméne ein schwach und in der Tail-Doméne ein stark konserviertes
Sequenzmotiv. Letzteres tritt innerhalb der Typ II-Keratine nur bei den K8-Orthologen auf. Interes-
santerweise findet sich das Motiv, wenn auch in abgewandelter Form, auch auBlerhalb der Typ II-
Proteine wieder. Es kann bei allen bisher bekannten Vertretern der Typ III-IF-Proteine, den A- und D-
IF-Proteinen der Tunicaten (Riemer und Weber, 1998; Wang et al., 2000) und zwei Ky-Proteinen von
Lampetra (Schultess, 2001) gefunden werden.

2.3.1 Ist AbaK8a ein K8-orthologes Protein?

Wie im Ergebnisteil unter C4.2 erldutert, zeigt der cDNA-Klon abak8a einige Besonderheiten. Die
Sequenz weist hinter dem Stop-Codon das einleitend beschriebene typische 8er-Motiv auf. Das
Keratin ordnet sich im Stammbaum aber nicht zu den K8-Orthologen der Strahlenflosser, sondern zu
den Keratinen des Katzenhais (Sst). Da der Baum nur mit der Rod-Doméne berechnet wird, ist das
Fehlen des Motivs in der Aminoséuresequenz des Proteins dafiir nicht verantwortlich. Die Sequenz an
sich zeigt so wenig Ubereinstimmung mit den Keratinen der Strahlenflosser, daB sie vollig auBerhalb
deren Astes angesiedelt wird.

Dies zeigt auch eine Berechnung der Sequenzidentitdten (Tab. 9). AbaK8a weist kaum mehr Identitdt
zu dem K8-Orthologen des Flosselhechts (PseK8) auf, als zu dem des Menschen (HsaK8), obwohl
sich beide stammesgeschichtlich ndher stehen. Auflerdem zeigen die Keratine AbaK1l und AbaK2
deutlich hohere Identitdt zu den K8-Orthologen der anderen Wirbeltiere, als Aba-K8a.

Bei der Zuordnung von AbaK8a zu den IF-Proteinen des Katzenhais (Sst) im Stammbaum handelt es
sich wahrscheinlich um eine ,,long branch attraction* (Felsenstein, 1978). Der Ast ist mit einem
Bootstrap-Wert von 60% praktisch nicht abgesichert. Wie auBlerdem die Tabelle der Sequenz-
identitdten zeigt (Tab. 9), weist AbaK8a zu dem K8-Orthologen des Katzenhais nur 38% Identitét fiir
die Rod-Doméne und 30% fiir die gesamte Sequenz auf. Diese Werte liegen damit sehr deutlich unter

denen der Strahlenflosser, zu denen sich das Protein im Baum aber nicht stellt.
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Tab. 9 Identitatsmatrix der Typ ll-Keratine. Die Identititen wurden mit dem Programm ,Mega“
nach dem Modell ,p-distance“ berechnet und sind in Prozent Identitdt angegeben (zur Methode siehe
B23.1). Die als Typ llI-Keratine identifizierten Sequenzen des Stérs (Aba) wurden mit den Typ II-
Keratinen vom FluRneunauge (Lfl), Flosselhecht (Pse), Katzenhai (Sst), Regenbogenforelle (Omy),
Zebrabarbling (Dre), Krallenfrosch (Xla) und Mensch (Hsa) verglichen. Die untere linke Halfte ist ein
Vergleich liber den gesamten Sequenzbereich, die obere rechte Halfte bezieht sich nur auf den
Bereich der konservierten helikalen Rod-Domane. Da die Sequenz von AbaKl im Head-Bereich
unvollstandig ist, wurden Werte die sich auf die gesamte Sequenz beziehen kursiv dargestellt. Die
Werte fiir die Standardabweichungen liegen zwischen 2,0% und 2,9%. Felder der Matrix, die
Sequenzen des Stors betreffen, sind grau unterlegt. Werte, die zwei Sequenzen von Acipenser baeri
direkt miteinander vergleichen sind zusatzlich rot hervorgehoben. Die Accession-Nummern der
Sequenzen finden sich im Anhang unter F2.

Rod

: § €lg g €lgg 8 2t

$ ¢ 2 3 ¢ |8 |E|5|x |2 3§ 5§ £
Gesamt
| AbaK1 | - |828 476 37,7 |71,7 |40,1 |76,4 73,0 |68,1 |654 49,2 74,3 |743 |436
| AbaK2 (784 | -- (487 44,2 |784 (419 |84,7 82,4 |743 |71,7 |53,0 86,3 |87,4 |48,7
| AbaK8a |382 (392 | -- 253 |50,3 |38,3 |48,7 50,9 |453 48,1 30,0 46,5 47,0 |253
| LIk |30,7 |86,1 |20,8 | -- 44,8 30,7 |44,8 |43,0 37,1 (37,1 (453 42,5 (40,1 [17,3
| PseK8 69,0 |76,3 (43,2 (37,7 | - 49,2 (855 | 84 (734 (759 (49,8 (79,2 (79,2 49,2
| Sstk8 31,8 (84,0 (30,7 (23,8 42,7 | - 48,7 (49,8 (44,2 |43,6 |44,8 |44,8 (43,6 24,6
| OmyK8b |72,0 |80,1 |41,2 36,6 |82,4 (40,7 | - 935|768 |755 |52,5 855 87,8 |50,3
| DreK8 69,7 |77,7 43,7 356 81,4 (422|910 - |751 (76,8 |51,9 84,0 |855 |48,1
| Xlak8 62,7 |69,7 39,7 31,8 |70,1 (36,1 |73,1 72,7 | - |79,2 (50,3 70,4 |72,1 |53,0
| HsakK8 59,9 |67,8 40,2 296 | 72 |34,5 (70,5 73,1 (76,6 | -- |51.4 751 |751 |56,6
| LK1 41,2 |46,1 |23,8 44,2 |44,2 |371 |456 456 (451 (447 | - 54,6 | 53 |34,6
| OmyK1 |69,4 |84,7 |37,7 /34,0 |76,3 |36,1 [82,1 80,1 (66,7 |71,2 485 | - |939 |525
| OmyK3 |70,9 |854 (38,2 32,9 |759 36,1 |84,4 82,1 (69,7 |71,6 466 90,7 | -- |51,9
|

Hsak2 38,2 (47,0 183 | 9,8 (46,1 [16,4 (46,6 |47,0 |51,7 |54,3 |28,4 |512 (494 | --

Die biochemischen Daten lassen vermuten, dafl die prominenten Flecken der Identititsgruppe 5 im
2D-Gel von dem K8-Orthologen des Stors verursacht werden (siche Ergebnisse C7). Diese Protein-
flecken wurden als Typ II identifiziert und finden sich in Préparationen des Mitteldarm und des
Magens, aber nicht im Seitenflossengewebe. Sie wurden daher als ,,S“-Keratine eingestuft und sind
damit die einzigen als Typ Il identifizierten Keratine des Stors.

Da sowohl von den Ergebnissen des Agnathen Lampetra (Schultess, 2001), als auch des Flosselhechts
(Kusche, 1999), erwartet werden kann, daB3 beim Stér ein K8-orthologes Keratin vorkommt ist es
wahrscheinlich, dafl die Typ Ils-Flecken von diesem Protein verursacht werden. Die Daten der
MALDI-Analyse ergaben fiir AbaK8a aber nie mehr als 23% Ubereinstimmung fiir Fragmente dieser
Proteinflecken. Dies ist ein weitere Hinweis darauf, dal AbaK8a nicht das K8-orthologe Protein des

Stors ist.
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Der Hauptgrund, warum angenommen wurde, da3 es sich bei AbaK8a um das K8-Orthologe des Stors
handelt, ist das typische Motiv am Ende der Sequenz. Damit stellt sich die Frage, ob es sich bei der
cDNA-Sequenz zumindest teilweise um ein Artekfakt handelt. Ein Sequenzierungsfehler kann durch
das wiederholte Sequenzieren, auch unter Spezialbedingungen, praktisch ausgeschlossen werden.
Moglich wére ein Fehler der Reversen Transkriptase bei der Erstellung der cDNA-Bank oder ein
Fehler bei der Transkription der mRNA im Organismus. Zur Zeit gibt es jedenfalls keinen Beweis
dafiir, daf3 die fiir AbaK8a codierende mRNA im Organismus nicht so vorkommt. Es sicht so aus, als
ob das K8-Motiv fiir das Protein abgeschaltet wurde, aber noch im Gen enthalten ist. Abschlieende
Sicherheit kann hier aber nur die Sequenzierung des entsprechenden Genes geben.

Da mit AbaK 14 und drei Sequenzen vom Flosselhecht (Pse) (Hoffling, 2001; Schétzlein, 2001) Typ I-
Keratine vorliegen, die vermutlich basal zu den iibrigen Typ I-IF-Proteinen stehen, dringt sich die
Frage auf, ob es sich bei AbaK8a dhnlich verhilt? Vielleicht steht dieses Protein tatsdchlich basal zu
den tibrigen Typ II-Keratinen, aber aulerhalb des Astes der Knorpelfische. Um die Typ I und Typ II-
Stammbédume vergleichen zu konnen, sind allerdings, so weit liberhaupt vorhanden, noch Typ I-
Keratine vom Katzenhai beziehungsweise Typ II-Keratine vom Flosselhecht (dhnlich basal wie
PseK12 und PseK13) nétig. Um den Gedanken der Diskussion von AbaK14 weiterzufithren, kann
iiberlegt werden, ob es sich bei AbaK8a vielleicht um den Dimerpartner von AbaK14 handelt?
AbaK14 wird in der Flosse exprimiert, fiir AbaK8a konnte der Expressionsort noch nicht bestimmt
werden. Bisher konnte keiner der untersuchten Flecken der 2D-Gele mittels MALDI-Analyse der
Sequenz zugeordnet werden. Auch dies spricht dafiir, die AbaK8a-Sequenz mit Vorbehalt zu

betrachten.

2.3.2 Der molekularen Stammbaum der Typ II-Keratine

Die beiden Typ II-Storkeratine AbaK1 und AbaK2 ordnen sich im Stammbaum als Schwestergruppe
zu den Nicht-K8-orthologen Typ II-Keratinen der Teleosteer. Es findet sich bei den hoheren Knochen-
fischen also kein Aquivalent zu diesen IF-Proteinen des Stors. Dies spricht fiir eine friihe Aufspaltung
der Keratine und dall die Ausweitung der Typ II-Keratine der Strahlenflosser erst innerhalb der
Teleosteer stattgefunden hat. Die Verzweigung in Teleosteer und Stor ist mit einem Bootstrap-Wert
von 76 nur schwach abgesichert. Dafiir zeigen aber die Aste mit den Stdrsequenzen, beziehungsweise
der Teleosteer an sich mit 84 und 98% eine gute bis sehr gute Absicherung, sie bestitigen also diese
Aufteilung. Zur Bestétigung dieser Verzweigungen sind weitere Typ II-Keratinsequenzen, insbe-

sondere vom Flosselhecht, von Noten.
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Die Typ ll-Keratine der Vertebraten
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Abb. 18  Molekularer Stammbaum mit 59 Typ lI-Keratinen der Vertebraten nach einem multiplen
Alignment der Rod-Domanen. Als AuRengruppe dienten die Sequenzen eines Agnathen
(FluBneunauge). Die Distanzmarkierung unten links beschreibt 0,1 Aminosauresubstitutionen pro
Position (nach JTT). Die Zahlen an den Verzweigungen geben die Bootstrap-Werte an. Werte unter
74% wurden nicht angegeben. Die K8-orthologen Proteine der Vertebraten wurden mit blauen
Rechtecken hinterlegt und die Aste farbig hervorgehoben. Mit orange wurde das FluRneunauge (LfL)
markiert, mit rosa der Katzenhai (Sst), mit blau die Strahlenflosser und mit griin die Landwirbeltiere
(Tetrapoden). Die Bezeichnungen der Taxa wurden in den gleichen Farben hervorgehoben. Die
Sequenzen vom Stér wurden mit rot markiert und umrandet. Monophyletische Gruppen von Typ I-
Keratinen der Tetrapoden wurden zu grinlichen Dreiecken zusammengefaRt. Folgende Abkilrzungen
wurden verwendet: Aba, Acipenser baeri, Stor; Cau, Carassius auratus, Goldfisch; Dre, Danio rerio,
Zebrabarbling; Hsa, Homo sapiens, Mensch; Lfl, Lampetra fluviatilis, Neunauge; Mmu, Mus musculus,
Maus; Nvi, Notophthalmus viridescens, Wassermolch; Omy, Oncorhynchus mykiss, Rgenbogenforelle;
Pse, Polypterus senegalus, Flosselhecht; Rca, Rana catesbeiana, Ochsenfrosch; Rno, Rattus
norvegicus, Ratte; Sst, Scyliorhinus stellaris, Katzenhai; Xla, Xenopus /aevis, Krallenfrosch. Die
Accession-Nummern der Sequenzen finden sich im Anhang unter F2.
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Der phylogenetische Baum zeigt, mit Ausnahme von AbaK8a, eine Einteilung in drei distinkte Aste,
die jeweils die Typ II-Keratine vom Hai, den Strahlenflossern und den Tetrapoden umfassen, wobei
die Tetrapoden den Strahlenflossern mit sehr guter Absicherung als Schwestergruppe gegeniiber-
stehen. Die jeweiligen Aste trennen sich direkt in die K8-Orthologen und die iibrigen Typ II-Keratine
(Schaffeld et al., 2002b). Bei den Tetrapoden ist diese Verzweigung mit 74% relativ schlecht abge-
sichert. Dafiir sind aber die Unterdste der K8-Orthologen und der iibrigen Tetrapoden-Keratine mit
98% bezichungsweise 100% sehr gut abgesichert. Diese Aufteilungen zeigen, dal die K8-Keratine
einen hoheren Verwandschaftsgrad zu den iibrigen Typ II-Keratinen der eigenen Wirbeltierklasse
besitzen, als zu den K8-Orthologen der anderen Wirbeltierklassen. Die Typ II-Keratine sind vermut-
lich nicht aus einer Typ Ilg-Wurzel enstanden, sondern offenbar mehrfach aus einem K8-Vorldufer
evolviert. Dabei ist das typische Sequenzmotiv der K8-Orthologen in der Tail-Domine verloren-
gegangen (Schaffeld et al., 2002b). Bei allen bisher bekannten Typ II-Keratinen die Nicht-K8-
Ortholog sind, fehlt diese Motiv. Es stellt zusammen mit einer ausschlieBlichen Expression in
einfachen Epithelien und einer basalen Position im Stammbaum das Hauptmerkmal der KS8-
Orthologen (Schaffeld et al., 1998).

Die unterschiedlichen Stammbidume der Typ I und II-Keratine (siche Abb. 17 und Abb. 18)
verdeutlichen, dal3, obwohl sie stets koexprimiert werden und obligat Heterodimere bilden (Hatzfeld
und Franke, 1985; Coulombe und Fuchs, 1990; Steinert, 1990; Hatzfeld und Weber, 1990a), ihre
Phylogenie offensichtlich unterschiedlich verlaufen ist.

Die K8-orthologe Sequenz des Flosselhechts (Pse) (Schitzlein, 2001) ordnet sich basal zu allen Typ
II-Keratinen der Strahlenflosser. Entweder unterliegt die Sequenz einer ,long branch attraction®,
woflir die schwachen Bootstrap-Werte der folgenden Verzweigung sprechen, oder sie ist tatsidchlich
dem gemeinsamen Typ II-Vorfahren aller Strahlenflosser am #hnlichsten. Fiir den letzten Punkt
spricht die allgemein basale Stellung der Flosselhechte im Stammbaum der Strahlenflosser. Zur
Absicherung oder Widerlegung der Position von PseK8 sind weitere K8-Sequenzen notwendig, insbe-

sondere vom K8-Orthologen des Stors.
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2.4 Die Typ III-IF Proteine Desmin und Vimentin

Die molekularen Stammbaume von Desmin und Vimentin zeichnen mit sehr guten Absicherungen das
klassische Konzept der Vertebraten-Evolution nach (Abb. 19). Sequenzen des Agnathen Lampetra
bilden die Aussengruppen (Schultess, 2001). Die erste Verzweigung beinhaltet die Trennung der
Knorpel- und Knochenfischen. Die Letzteren trennten sich anschlieBend in die Strahlenflosser und
Fleischflosser, aus denen dann die Tetrapoden hervorgingen. Bei den Tetrapoden stehen die Sequen-
zen des Krallenfroschs (Xla) basal zu den librigen Tetrapodenproteinen. Im Ast der Strahlenflosser
stehen der Stor (Aba) und der Flosselhecht (Pse) basal zu den Teleosteern.

Die exakten Positionen der letzteren beiden unterscheiden sich bei Desmin und Vimentin. Das Stor-
Desmin bildet zusammen mit dem Desmin vom Flosselhecht (Pse) einen eigenen Ast. Bei Vimentin
hingegen steht der Flosselhecht basal zum Stor. Diese Verzweigungen sind mit Bootstrap-Werten von

98 und 87% gut abgesichert.

Die unterschiedliche Einordnung von Desmin und Vimentin spiegelt exemplarisch die Problematik der
Stor- und Flosselhecht-IF-Proteine wider. An Hand deren Positionen in den molekularen Stamm-
bdumen und den Sequenzidentititen kann nicht endgiiltig bestimmt werden, welche Taxa basaler
abzweigt oder ob die beiden Familien gar eine monophyletische Gruppe bilden. Diese Frage ist in der
Literatur umstritten und wird unterschiedlich diskutiert (Siewing, 1985; Fiedler, 1991; Nelson, 1994).
Ein Vergleich wird auch dadurch erschwert, daB3 beim Stor das K8-orthologe Protein bisher nicht
sequenziert wurde und beim Flosselhecht Daten von Typ II-Keratinen fehlen.

Tendenziell 148t sich bisher nur feststellen, dal mit Ausnahme von AbaK14 keine Stérsequenz basal
zu einer Sequenz des Flosselhechts steht. Entweder bilden die Sequenzen eine Schwestergruppe, wie
bei den K18-Orthologen (siche Abb. 17) und beim Desmin (Abb. 19) oder die Flosselhechtsequenz
steht basal, wie bei den Nicht-K18-orthologen Typ I-Keratinen und Vimentin. Auflerdem konnten
beim Stor Keratine mit groer Wahrscheinlichkeit auch in mesenchymal abgeleiteten Zellen nach-
gewiesen werden (vgl. D1), was einem Ubergang zum ,,Expressionsmuster der Teleosteer* entspricht.
Der Flosselhecht hingegen zeigt ,,noch” ein Muster wie es beim Neunauge (Schultess, 2001), dem
Katzenhai (Schaffeld et al., 1998) und den Tetrapoden gefunden wurde. Diese Punkte sprechen fiir
eine basalere Stellung des Flosselhechts.

Sollten zu den basalen Typ I-Keratinen AbaK14, PseK12, PseK13 und PseK70 von Stor und Flossel-
hecht keine dquivalenten Keratine in den anderen Wirbeltieren gefunden werden, konnte dies ein

Hinweis auf die Monophylie der beiden Taxa sein.
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Die Typ lll-Keratine der Vertebraten
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Abb. 19 Legende: siehe nachste Seite
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Abb. 19 (vorhergehende Seite) Molekulare Stammbaume der Typ IlI-IF-Proteinen Desmin und
Vimentin der Vertebraten nach einem multiplen Alignment mit 13 Desmin bzw. 18 Vimentin-
Gesamtsequenzen. Die Distanzmarkierungen unten links beschreiben 0,1 Aminosduresubstitutionen
pro Position (nach JTT). Die Zahlen an den Verzweigungen geben die Bootstrap-Werte an. Werte unter
74% wurden nicht angegeben. Die Aste vom FluBneunauge (Lfl) wurden orange markiert, die der
Knorpelfische (Sst und Tca) mit rosa. Mit blau wurden die Aste der Strahlenflosser (Actinopterygii)
und mit grun die der Landwirbeltiere (Tetrapoden) hervorgehoben. Fiir die Bezeichnungen der Taxa
wurden die gleichen Farben benutzt. Die Sequenzen des Stérs wurden mit rot markiert und
umrandet. Folgende Abkiirzungen wurden verwendet: Aba, Acipenser baeri, Stor; Bta, Bos taurus,
Rind; Cau, Carassius auratus, Goldfisch; Cca, Cyprinus carpio, Karpfen; Cgr, Cricetulus griseus,
Hamster; Dre, Danio rerio, Zebrabarbling; Gga, Gallus gallus, Huhn; Hsa, Homo sapiens, Mensch; Lfl,
Lampetra fluviatilis, Neunauge; Mau, Mesocricetus auratus, Goldhamster; Mmu, Mus musculus, Maus;
Omy, Oncorhynchus mykiss, Regenbogenforelle; Pse, Polypterus senegalus, Flosselhecht; Rno, Rattus
norvegicus, Ratte; Sst, Scyliorhinus stellaris, Katzenhai; Tca, Torpedo californica, Zitterrochen; Xla,
Xenopus laevis, Krallenfrosch. Die Accession-Nummern der Sequenzen finden sich im Anhang F2.

2.4.1 Desmin und Vimentin

Desmin wird in allen Muskeltypen exprimiert. Es umgibt dort die Z-Scheiben, verbindet sie und
integriert den kontraktilen Apparat mit dem Sarkolemm und dem Kern (Capetanaki et al., 1997).
Versuche mit Miusen, denen eine Nullmutation in das Desmin-Gen eingefiigt wurde (desmin-knock-
out), zeigten eine deutlich schwichere Integritit der Gewebe (Li et al., 1996; Li et al., 1997). In
Zellkultursystemen bewirkte das Fehlen von Desmin hingegen eine Verdnderung der frithen
Entwicklung von Skelett- und glatten Muskelzellen (Weitzner et al., 1995). Die Evolution der extrem
leistungsfahigen Muskulatur der Wirbeltiere ist offenbar eng mit der des Desmins verkniipft.

Seine Bedeutung wird durch den sehr hohen Konservierungsgrad der Sequenz quer durch die
Evolution der Vertebraten unterstrichen. Wie aus einer Berechnung von Sequenzidentititen fiir
Desmine und Vimentine verschiedener Vertebraten zu ersehen ist, weist das Desmin des Stors mit den
anderen Vertebraten-Desminen iiber die gesamte Sequenz eine Identitdt von 67 bis 89% auf (Tab. 10).
Fiir die Rod-Doméne steigen die Werte nochmals um 1-2% an. Solche hohen Identitdten finden sich
bei den Keratinen nur innerhalb einer Wirbeltierklasse.

Ein weiteres Indiz dafiir, daB Desmin langsamer evolvierte als Vimentin, sind die Identitdtswerte zu
einem als Typ IlI-homolog eingestuften IF-Protein des Tunicaten Styela (Riemer und Weber, 1998).

Fiir fast alle Desmine liegen sie um 2-4% hoher als flir die Vimentine.
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Tab. 10 Identitatsmatrix der Typ IlI-IF-Proteine. Die Identititen wurden mit dem Programm ,Mega“
nach dem Modell ,p-distance“ berechnet und sind in Prozent Identitdt angegeben (zur Methode siehe
B23.1). Die als Desmin und Vimentin identifizierten Sequenzen des Stors (Aba) wurden mit Desmin
und Vimentin-Proteinen vom FluBneunauge (Lfl), Katzenhai (Sst), Fl6sselhecht (Pse), Regenbogen-
forelle (Omy), Krallenfrosch (Xla) und Mensch (Hsa) verglichen. Als Referenz diente eine als Typ llI-
homolog eingestufte Sequenz des Tunicaten Styela clava (Scl). Da die Desmin-Sequenz vom
Neunauge (LfID) in der Head- und Tail-Domaéne unvollstandig ist, wurden Werte, welche die gesamte
Sequenz betreffen, kursiv dargestellt. Die untere linke Halfte ist ein Vergleich Gber den gesamten
Sequenzbereich, die obere rechte Halfte bezieht sich nur auf den Bereich der konservierten helikalen
Rod-Domadne. Die Werte flur die Standardabweichungen liegen zwischen 1,7% und 2,9%. Felder der
Matrix, die Sequenzen des Stors betreffen, sind grau unterlegt. Werte, die zwei Sequenzen von
Acipenser baeri direkt miteinander vergleichen, sind zusatzlich rot hervorgehoben. Die Accession-
Nummern finden sich im Anhang unter F2.

Rod ||

Gesamt

| Abav | - |711 |67.9 |846 |839 823 |813 |672 636 |705 |682 |666 |67.5 |685 | 46.2
| LV | 687 | - |646 |702 |675 685 |71,1 /682 |659 [705 |705 |682 |698 |731 | 47,5
| sstv |649 (603 | ~ 721 |692 711|721 |63,0 |607 [643 |643 |633 |639 |639 | 44,9
| Psev 822 672 |693 | - |846 |820 872 |685 633 [725 |711 |69,5 |705 |698 | 482
| omyv 830 |655 |61 819 | — 800 823 |659 |639 |692 682 |652 |669 |669 | 469
| Xlav4 | 796 |655 |672 (782 |770 | -~ [836 |662 |620 |685 |685 |666 |698 |685 | 459
| HsaV |799 [684 (684 |845 |799 [828 | — ||71,5 |662 [74,1 |731 |71,1 |741 |74,1 | 47,9
| AbaD | 649 |670 |60.9 |667 |6441 641 693 | ~ |675 (800 |90.8 |B816 |839 |843 | 485
| LAD || 60,9 |635 |586 |61,2 |624 583 626 |675 | ~ |708 |666 |652 |685 |708 | 47,5
| sstD | 67,8 687 |612 698 |664 667 707 |790 |687 | -~ |813 |767 |830 |836 | 489
| PseD |66, |690 |615 693 |658 |658 |698 |894 |664 (805 | - | 83 |859 |843 | 492
| omyD | 638 [661 |592 |667 |626 |644 678 |799 |638 756 813 | — [777 |793 | 482
| XiaD | 652 [681 |609 |67,8 |647 670 |707 |839 |675 [819 853 |761 | — |866 | 49,5
| HsaD 658 |710 |603 |67.2 |644 649 |707 |839 |695 819 |836 779 87,1 | ~ | 502
| |

ScIA1 || 437 |454 |428 |457 |445 |434 |454 |474 | 466 |466 |474 |466 |471 |483

Vimentin ist ein hochkonserviertes IF-Protein, dessen Primérstruktur zwischen Landwirbeltieren,
Teleosteern, Elasmobranchiern und Agnathen eine sehr hohe Ahnlichkeit aufweist (Herrmann et al.,
1996b; Schultess, 2001; Schaffeld et al., 2001b) (Tab. 10). Es stellt das am weitesten verbreitete Typ-
III-Protein dar. Wahrend Desmin nur in Muskelzellen vorkommt, findet sich Vimentin bei den
Landwirbeltieren in allen mesenchymal abgeleiteten Geweben (Moll et al., 1982; Herrmann et al.,
1989a) und stellt dort das typische IF-Protein. Bei Teleosteern dagegen ist die ausschlieBliche
Expression von Vimentin auf eine wesentlich geringere Anzahl von Zelltypen wie Leukozyten,
Pigmentzellen und Augenlinsengewebe beschrankt (Herrmann et al., 1996b; Cerda et al., 1998).

Vimentin konnte beim Stoér durch indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie mit hoher Wahrschein-

lichkeit zusammen mit Keratinen in mesenchymal abgeleiteten Zellen nachgewiesen werden (vgl. D1).




Diskussion 111

2.4.2 Desmin und Vimentin weisen Strukturihnlichkeiten auf

Desmin und Vimentin sind wahrscheinlich durch Genduplikation und Diversifizierung aus einem
Vorldufergen entstanden. Da Desmin und Vimentin in einem Agnathen identifiziert werden konnten
(Schultess, 2001), muB} dieses Ereignis vor der Abtrennung der Gnathostomata von den Agnatha statt-
gefunden haben. Entsprechend ihrer gemeinsam Abstammung weisen sie einige Sequenzmerkmale
auf.

So besitzen beide in der Head-Domine ein Neun-Aminosdurenmotiv, das bisher bei allen identi-
fizierten Desminen und Vimentinen gefunden werden konnte (Schaffeld et al., 2001b). So auch beim
Stor und beim Flosselhecht (Abb. 20).

Innerhalb der Vimentine der bisher identifizierten Strahlenflosser findet sich im Motiv ein Unterschied
zu den librigen Vertebraten, das erste Lysin (R) ist isofunktionell gegen ein Arginin (K) ausgetauscht.
Anscheinend ist diese Anderung des Motivs erst nach der Trennung der Fleisch- und Strahlenflosser
aber vor der Trennung der Salmoniden und Cypriniden aufgetreten (vertreten durch Forelle, Omy und
Zebrabarbling, Dre). Bei den bisher bekannten Desminen ist die sechste Position mit einem Threonin

(T) starker konserviert als bei den Vimentinen.

Hsa- V SSYRRMFGG
Xl a- V4 SSYRRI FGG
Dre-V SSYKRMFGG
Owy-V SSYKRMFGG
Aba- VvV SSYKRMFGG
Pse-V SSYKRI FGG
Sst-V STYRRMFAE
Aba- D SSYRRTFGG
Pse-D SSYRRTFGG
Hsa- D SSYRRTFGG
Xl a-D SSYRRTFGG
Dre-D SSYRRIFGS
Owy-D SSYRRIFGS
Sst-D SSYRRTFGG
Lfl-V SSYRRTFGP

Abb. 20 Typisches Sequenzmotiv aus neun Aminosauren in der Head-Domane von Vimentin (V)
und Desmin (D). Bei den bisher identifizierten Strahlenflossern ist das erste Lysin (R) isofunktionell
gegen ein Arginin (K) ausgetauscht (grau unterlegt). Bei den bisher bekannten Desminen liegt das
Threonin (T) starker konserviert vor als bei den Vimentinen (grau unterlegt). Es wurden nicht alle
bekannten Sequenzen abgebildet. Verwendete Abklirzungen: Aba, Acipenser baeri, Stor; Dre, Danio
rerio, Zebrabarbling; Hsa, Homo sapiens, Mensch; Lfl, Lampetra fluviatilis, Neunauge; Omy,
Oncorhynchus mykiss, Forelle; Pse, Polypterus senegalus, Flosselhecht; Sst, Scyliorhinus stellaris,
Katzenhai; Xla, Xenopus laevis, Krallenfrosch. Die Accession-Nummern finden sich im Anhang unter
F2.
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Die sequenzierten Vimentine von Scyliorhinus und Torpedo, zwei Knorpelfischen, weisen am Ende
der Tail-Doméne das kleine Motiv <K/RIED> auf, welches sich bei den Vimentinen der restlichen
Vertebraten nicht findet (Schaffeld, 2001). Beim Stor finden sich an dieser Position die Aminosduren
<HDD>, womit der Stor vollstindig mit den terrestrischen Tetrapoden iibereinstimmt. Bei den
Sequenzen der Teleosteer (Karpfen, Zebrabarbling und Regenbogenforelle) hingegen ist das Histidin
<H> gegen ein Lysin <K> beziehungsweise Asparagin <N> ausgetauscht. Die Veridnderung des
Motives ist anscheinend erst innerhalb der Teleosteer, aber von der Trennung der Salmoniden und
Cypriniden entstanden. Eine weitere Gemeinsamkeit der bisher sequenzierten Desmine und

Vimentine, auch der des Stors, ist eine sogenannte ,,Pre-Coil-Doméne* (Schaffeld, 2001).

Die Daten des Stdrs, als auch des Flosselhechts, bestitigen bisher identifizierten Sequenzihnlichkeiten
von Desmin und Vimentin. Bedingt durch die mittlerweile recht grofe Anzahl an sequenzierten
Desminen und Vimentinen sowie isofunktionellen Austauschen und Riickmutationen an eigentlich
konservierten Positionen, wird es aber immer schwieriger Aminosiurepositionen zu finden, die

absolut typisch fiir den einen oder anderen Subtyp sind.
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E Zusammenfassung

Im Rahmen meiner Arbeit wurden erstmals die Intermedidrfilament-Proteine (IF-Proteine) des
Sibirischen Stors Acipenser baeri (Strahlenflosser, Knorpelganoid) kloniert und sequenziert. Aus einer
cDNA-Bank konnten die Sequenzen von 13 IF-Proteine gewonnen werden. Von insgesamt zehn
Keratinen codieren sieben fiir Typ [-Keratine und drei fiir Typ II. Zusitzlich konnten noch Desmin,
Vimentin und ein Lamin identifiziert werden. Je einem Typ I- (K13) und einem Typ II-Keratin (K2)
fehlen wenige Aminoséduren in der Head-Domaéne.

Cytoskelett-Priaparationen aus Epidermis, Mitteldarm, Magen und Kieme wurden mittels 2D-PAGE
aufgetrennt. Durch Einsatz des CKBB-Test und Immunoblots wurden die verschiedenen Typ I und II-
Keratine sowie Desmin und Vimentin identifiziert. Die gewebsspezifische Expression der Keratine
ermoglichte zumeist ihre Einteilung in ,,E* (epidermal) und ,,S (,,simple epithelial®).

Die MALDI-MS-Analyse einer 2D-PAGE-Koelektrophorese von Seitenflosse und Mitteldarm zeigte,
daB die 34 vorhandenen Proteinflecke auf nur 13 verschiedene IF-Proteine zuriickgehen. Neun dieser
Flecke konnten Sequenzen zugewiesen werden. Zusammen mit den verbleibenden vier Proteinflecken
ergeben sich fiir den Stor insgesamt 17 nunmehr bekannte IF-Proteine.

Von drei biochemisch identifizierten Is-Keratinen kommt eines nur im Mitteldarm vor und nur einem
konnte eine Sequenz zugeordnet werden (K18). Dem einzigen Typ Ils-Keratin konnte keine Sequenz
zugeordnet werden, wahrscheinlich handelt es sich um dabei um das K8-Orthologe. Jedem der fiinf
Typ Ig-Proteine konnte eine Sequenz zugeordnet werden (K10 bis K14), ebenso wie dem einzigen
identifizierten Typ Ilg-Keratin (K2). Von den Typ IlI-Proteinen wurden Desmin und Vimentin ihren
Proteinflecken zugeordnet. Die nicht zugeordnete Sequenz abakl codiert moglicherweise flir ein Ilg-
Keratin, wihrend abakl5 vermutlich die Sequenz fiir ein Ig-Keratin enthdlt. Bei den Proteinflecken,
denen eine Sequenz zugeordnet werden konnten, kann fiir AbaK2 die Zugehorigkeit zum Ilg-Typ
angenommen werden, wihrend es sich bei AbaK10 wahrscheinlich um ein Ig-Keratin handelt.

Durch Datenbankvergleiche und molekulare Stammbdume konnte die Zugehorigkeit der
identifizierten Lamin-Sequenz zum B;-Subtyp der Vertebraten gezeigt werden.

Die Daten der Biochemie und indirekten Immunfluoreszenzmikroskopie zeigen, dafl Keratine in
Epithelien und Vimentin in mesenchymalen Geweben vorkommt. Es existieren starke Hinweise, daf3
im letzten Gewebetyp Keratine auch koexprimiert werden. Desmin kommt in groBen Mengen im
Magen und im Mitteldarm vor und stellt dort das prominenteste Protein.

Mit den gewonnenen Sequenzdaten wurden molekulare Stammbdume und Sequenzidentititen
berechnet. Die daraus resultierenden Konsequenzen fiir die Verwandtschaftsverhdltnisse der

verschiedenen IF-Proteine sowie der Wirbeltiere werden diskutiert.
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F Anhang

1. Verwendete Abkiirzungen

® Eingetragenes Warenzeichen
™ Warenzeichen (Trademark)
1D /2D Eindimensional / Zweidimensional
A a-Aktin
Aba Sibirischer Stér (Acipenser baeri)
Abb. Abbildung
AP Alkalische Phosphatase
BCIP 5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat-p-Toluidinsalz
bp Basenpaar
BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumine)
BNHS Biotinyl-N-hydroxysuccinimid
cDNA copy- oder auch complement-DNA
CIA Chloroform-lsoamylalkohol
Da Dalton
DEPC Pyrokohlensauredieethylester (Diethylpyrocarbonat)
DIG Digoxigenin
DMSO Dimethylsulfoxid
dsDNA Doppelstrangige Desoxyribonukleinsaure (double strand DNA)
DTT 1,4-Dithiotreitol
dest. H,O destilliertes Wasser
N= epidermal
EDTA Ethyldiamintetraacetat
GFAP Saures Gliafilamentprotein
h Stunde
H2O0bigest Bidestilliertes Wasser
IEF Isoelektrische Fokussierung
Ig Immunglobulin, Antikérper
IF Intermediarfilament
pl Isoelektrischer Punkt
IPTG Isopropyl-B-D-Galactosid
JTT Jones-Taylor-Thornton Matrix
kb Kilobasen (1000 Nukleotide)
kDa Kilodalton, 10° Dalton
LB-Medium Luria-Bertani-Medium
M, mM Molar, Millimolar
MALDI-MS Matrix-Assisted-Laser-Desorption/lonisation-Massenspektrometrie
MCS Polylinker (multiple cloning site
min Minute
MOPS 3-(N-Morpholino)-2-Hydroxypropansulfonsdure Natriumsalz
M, Relative Molekllmasse
mRNA ,Messenger* Ribonukleinsaure
NBT p-Nitrobluetetrazoliumchlorid
NF Neurofilament
nm Nanometer
Nonidet P40 | Nonylphenyl-Polyethylenglykol in destilliertem Wasser
ODsoo Optische Dichte bei 600 Nanometer Wellenlange
ORF Offenes Leseraster (open reading frame)
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PBS Phosphate Buffered Saline
PCR Polymerasekettenreaktion (Polymerase chain reaction)

pfu

Plaquebildende Einheiten (plague forming units)
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PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid
RACE Rapid amplification of cDNA ends
rRNA Ribosomale Ribonukleinsdure
RT Raumtemperatur
RT Reverse Transkriptase
oS einfach epithelial (simple epithelial)
SDS Sodiumdodecylsulfat
ssDNA Einzelstrangige Desoxribonukleinsdure (single strand DNA)
SSC Sodium cloride and sodium citrat
Tab. Tabelle
TBS/TBST Tris-Buffered-Saline / and Tween
Temed N,N,N’,N’-Tetramethylenethylendiamin
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan
u Unit
Upm Umdrehungen pro Minute
UTR Untranslatierter Bereich (untranslated region)
uv Ultraviolett
viv Volumen pro Volumen (volume/volume)
w/v Gewicht pro Volumen (weight/volume)

2. Kurzbezeichnungen der IF-Proteine und Accession-Nummern

Bezeichnung A;cessmn- Artname Bezeichnung Accession- Artname
ummer Nummer
AbaD AJ493265 Acipenser baeri CauK18 L09744 Carassius auratus
AbaK1 AJ493262 Cauk49 L09743
AbaK10 AJ493255 Cauk50 M86918
AbaK11 AJ493256 Cauks M87773
AbaK12 AJ493257 CaulLaB2 AB034198
AbaK13 AJ493258 CaulLaB3 AB034197
AbaK14 AJ493259 CauV L23841
AbaK15 AJ493260 CcaV S76850 Cyprinus carpio
AbaK18 AJ493261 CellFB2 X78553 Caenorhabditis elegans
AbaK2 AJ493263 CellFA3 X70831
AbaK8a AJ493264 CellFC1 X70832
AbalaB AJ493267 CellFC2 X70836
AbaV AJ493266 CelLa1 X74027
AbrLa1 AJ132102 Astropecten brasiliensis CgrV M16718 Cricetulus griseus
AcalF X60297 Aplysia californica CinA2 AJ298329 Ciona intestinalis
BfIA1 AJ223574 Branchiostoma floridae CinB2 AJ298330
BflA2 AJ223582 CinC2 AJ298331
BfIA3 AJ223575 CinD2 AJ298332
BflB1 AJ223580 CinF2 AJ298333
BfIC1 AJ223577 CinLa1 AJ271075
BflC2 AJ245429 Branchiostoma lanceolatum CinLa2 AJ251957
BflD1 AJ223581 DmalaC AY095046 Drosophila melanogaster
BfllF1 AF108192 Dmela X16275
BlaB1 X64522 Branchiostoma lanceolatum DreD U47113 Danio rerio
BlaB2 AJ223576 DreK”8” -
BlaC1 AJ223578 DreK18 AJ493269
BlaC2 AJ223578 DreK8 AJ460000
BlaD1 AJ223579 DreKl_AF08446 AF084461
BlaE1 AJ010294 DreKI_AF19788 AF197880
BlaE2 AJ010293 DreKIll_AF13485 AF134850
Blak1 AJ245426 DreKII_AF19790 AF197909
BlaLa AJ271077 DreLaA AF397016
BlaX1 AJ245427 DreLaB1 AJ250201
BlaY1 AJ245428 DreLaB2 AJ005936
BtaD AB011675 Bos taurus DreLlll AF397015
BtaV 113263 DreV AF069994
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EstKa U11865 Eptatretus stouti OmyK2 AJ272370 Onchorhynchus mykiss
EstKy U20546 OmyK3 AJ315933
GgaD AB011672 Gallus gallus OmyK8a AJ272373
GgalLaA X16879 OmyK8b X92522
GgalLaB1 X16878 OmyV 750738
GgalLaB2 X16880 PcalLa AJ005935 Priapulus caudatus
GgaV M15852 PseD -- Polypterus senegalus
GpylF AJ005004 Glottidia pyramidata PseK10 -
HaslF_B X55947 Helix aspersa PseK11 -
HatlLa AJ005934 Hydra attenuata PseK13 --
HmelF AF101063 Hirudo medicinalis PseK18 --
HsaD M63391 Homo sapiens PseK8 --
HsaK10 J04029 PseS70 -
HsaK12 D78367 PseV -
HsaK13 X14640 PvalF AJ004936 Phoronis vancouverensis
HsaK16 AF061812 RcaK8 AB056480 Rana catesbeiana
HsaK17 219574 RnoD X73524 Rattus norvegicus
HsaK18 P05783 RnoK8 M63482
HsaK19 BC002539 RnoLaA X76297
HsaK20 X73501 RnoLaB1 U72353
Hsak8 BC000654 RnoV X62952
HsaK9 X75015 SclA1 AJ271143 Styela clava
HsalLaA/C BC000511 SclB1 AJ271144
HsalLaB1 M34458 SclC1 AJ271145
HsalLaB2 BC006551 SclD1 AJ271146
HsalLaC M13451 SclLa AJ271371
HsaV M14144 SellF 2 AJ005019
LfID AJ308121 Lampetra fluviatilis SplA1 AJ005020 Styela plicata
LfIK1 AJ401159 SpIB1 AJ005021
LfIK10 AJ308116 SpulLa AAB34118 Strongylocentrotus purpuratus
LfIK11 AJ308117 SstD Y15064 Scyliorhinus stellaris
LfIK18 AJ308118 SstK1 Y17257
LfIK2 AJ308115 SstK18 Y14647
LfIK3 AJ308113 SstK8 Y14648
LfIK8 AJ308114 SstV AJ243830
LfIKa1 AJ289859 TcaV X51533 Torpedo californica
LfIKa2 AJ308120 Tspc AJ005937 Tealia spec.
LfIKy1 AJ289860 Xla1C1 P08777
LfIKy2 AJ308111 XlaD X16842 Xenopus laevis
LfIKy3 AJ308112 XlaK18 Y00230
LfINF_L AJ308119 Xla1C4 P05781
LflV AJ278487 XlaK8 M13811
MauD K02407 Mesocricetus auratus XlaLa B2 AF077839
MauV K00927 XlaLaA X06345
MmuD L22550 Mus musculus XlaLaB1 AFQ077838
MmuK8 D90360 XlaLl P09010
MmuLaA BC015302 XlaLll P21910
MmuLaA BC015302 XlaLlll P23420
MmuLaB1 P14733 XlaV1/2 X16843
MmuLaB2 X54098 XlaV4 X16844
MmuLaC X14170
MmuV M24849 Verwendete IF-Protein Kurzbezeichnungen
MocCA1 AJ417905 Molgula oculata A1-F2 IF-Proteine der Tunicaten und Acranier
MocD1 AJ417906 D Desmin
NviK8 AJ001296 Notophthalmus viridescens Ge Gefiltin
NVviKII AJ001295 K Keratin
OmyD AJ304373 Onchorhynchus mykiss Ka, Ky Keratinartige IF-Proteine der Agnathen
OmyK1 AJ272369 La Lamin
OmyK10 AJ272372 NF L M_H Neurofilament- | Protein (light, medium, high)
OmyK11 AJ272371 \ Vimentin
OmyK12 -
OmyK13 -- http://www.ebi.ac.uk/embl/
OmyK18 Y14289

-- Ergebnisse der Arbeitsgruppe - noch nicht in den Datenbanken

* Sequenz nicht in den Datenbanken; aus (Imboden et al., 1997)
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3. Fiir die PCR von DNA-Sonden verwendete Primer

Bezeichnung Upstream (US)/ Sequenz in 5°- 3" Orientierung
Downstream (DS)
1Fa1_Forward us ATA CGA CTT TCC CGC CAA C
1Fa1_Reverse DS CAG ACA CCA ACG CTC GCT A
Pse_T3_P1 us CTG TGA AGA ATA GGT TTA TTG C
Pse_T7_PO DS GGC CCC AGT ACG AGC CTA C
OmyK8.1_up1 us GCA TCT CTC ACG CCC CCA T
OmyK8.1_Do1 DS CCG TAT CCA CCA CCG TAT C
AbaK8c2_Up1 us GCA GCC GTT CTT ACA GTT C
AbaK8c2_Up2 us ATG AGT GTT TCC CGA GTA A
AbaK8c2_Do2 DS GGT TCT TGG CGT CTG ATA C

4. Internetadressen

[ Methode bzw. Programm ||

Internet-Adresse

[ Align || http://www?2.igh.cnrs.fr/bin/align-guess.cgi

[ Blast |[ http://www.blast.genome.ad.jp

| Chromas [| http://www.technelysium.com.au/chromas.html

[ ClustalX [| http://www-igbmc.u-strasbg.fr/Biolnfo/ClustalX/Top.html

| EMBL-Sequenzdatenbank

[| http://www.ebi.ac.uk/embl/

[ FindMod || http://www.expasy.ch/tools/findmod/

| Genedoc || http://www.cris.com/~ketchup/genedoc.shtml

[ Lalign |[ http://www2.igh.cnrs.fr/bin/lalign-guess.cgi

[ Mega |[ http://www.megasoftware.net

| Peptldent || http://www.expasy.ch/tools/peptident.html

| PeptideMass || http://www.expasy.ch/tools/peptide-mass.html

[ Phylip || http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html
| Translate || http://www.expasy.ch/tools/dna.html

| Treeview || http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html
| WebCutter [| http://www.firstmarket.com/cutter/cut2.html

| Zoologie, Abt. 2, Uni Mainz || http://www.uni-mainz.de/FB/Biologie/Zoologie/abt2
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5. Ubersicht der sequenzierten IF-Proteine

Tab. 11

Ubersicht uber die sequenzierten cDNA-Klone und die Bezeichnungen der
dazugehorigen IF-Proteine in vorherigen Publikationen. AK, Antikorper, flir Details siehe
Tab. 1 und Tab. 2; (") die DNA-Sonde wurde aus einer Desmin-Sequenz des Flosselhechts
Polypterus senegalus erstellt, fur Details siehe Ergebnisse C4.2.

Name des | Neuer Name Flecken in der | Detektiert | , CMBL"
Klons im des Klons | Typ ) Accesion- Bemerkung
2D-PAGE mit
Labor (aba-) number
1Eb1 k18 ls | D10,D11,D17 | AKGPT4 | AJ493261
1Ga1 k10 le F10; M2 AK GPT4 | AJ493255
1Ha1 k11 le F6, F7 AK GPT4 | AJ493256
1Hb1 k1 Il - AK GPT4 | AJ493262 | im Gel nicht zugeordnet,
vermutlich llg
2FK1 k12 le F8 AK GPT4 | AJ493257
5a4 k13 le F9, F11 AK GPT 5 | AJ493258 unvollstandiger Klon
5d2 k14 le F12 AK GPT 5 | AJ493259
8c2 k8a lls - AK IFA | AJ493264 | Stop-Codon vor K8-Motiv,
im Gel nicht zugeordnet
15¢c2 k15 15 - AK GPT 5 | AJ493260 | im Gel nicht zugeordnet
15d4 k2 Il F1-5;D1,D2 | AKGPT5 | AJ493263 unvollstandiger Klon
3B5 Vim VIM K1 AK DES | AJ493266
9B4 Des DES M1; D5-7; DNA- | AJ493265
C1-5 Sonde
12C5 LaB La-B - AKIFA | AJ493267 | Langer3-UTR,im Gel

nicht zugeordnet

6. Tabellen der MALDI-MS Daten

Vergleich der MALDI-MS-Daten der analysierten Proteinflecken mit dem Spektrum einer theoretisch

tryptisch verdauten IF-Proteinsequenz. Oxidierte Methionine beziehungsweise deren theoretische

Masse sind Rot dargestellt (MSO, Masse + ~16). Fragmente mit einer, zwei oder drei iibersprungenen

tryptischen Schnittstellen sind entweder blau, dunkelrot oder griin dargestellt. Die Proteinfleck-

(Spot) Nr. bezieht sich auf das Gewebe, aus dem das Protein isoliert wurde: Seitenflosse (F), Mittel-

darm (D), Magen (M), Kérperwand (K) und eine Koelektrophorese (C) von Seitenflosse und Mittel-

darm. In einigen Fillen konnten einer gemessenen Masse zwei theoretische Fragmente zugewiesen

werden. Die Nummer der Fragmente wurden zusétzlich mit einem Buchstaben (a, b) versehen und die

entsprechenden Massen mit

hervorgehoben.
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6.1 Typ I-Keratine
e AbaK10, Proteinflecken F10 und M2
Nr Position in Sequenz des tryptischen Theoretische | Praktische Spot
" | der Sequenz Peptidfragments Masse Masse P
1007,55 F10
1 023-033 <ALSVYGGAGGR> 1007,52 1007 46 M2
1062,50
2 120-128 <ATMQNLNDR> MSO > 1832’38 FM1§
1078,50 ’
1074,57 F10
3 136-145 <VRSLEAANSK> 1074,59 1074,51 M2
4 138-151 <SLEAANSKLELQIR> 1571,87 1571,75 F10
771,54 F10
5 146-151 <LELQIR> 771,47 771,47 M2
1467,63 F10
6 152-163 <QFYENSSPIVQR> 1467,72 1467.68 M2
932,47 F10
7 164-170 <DYSAYWK> 932,41 932,46 M2
1027,64 F10
8 189-197 <ILLQIDNAK> 1027,61 1027.63 M2
2026,93
9 198-214 <LAADDFGTKYEHELMMR> MSO > 208,08 F
2058,93 M2
2058,92
1108,49
10 207-214 <YEHELMMR> MSO > ng’ﬂ FN]S
1140,48 ’
1258,59 F10
11 215-225 <QSVENDIANLR> 1258,63 1258.60 M2
1414,63 F10
12 215-226 <QSVENDIANLRR> 1414,74 1414.65 M2
3234,69
13 226-253 <RLLDQTTLTKADLEMQIEGL NDELAYLK> MSO > 3250,93 F10
3250,68
14 227-235 <LLDQTTLTK> 1032,59 1032,58 F10
2065,01
15 236-253 <ADLEMQIEGLNDELAYLK> MSO > 2080.75 o
2081,01 M2
2081,01
1350,69 F10
16 254-264 <KNHQEELLALR> 1350,74 1350 64 M2
1222,61 F10
17 255-264 <NHQEELLALR> 1222,65 1222,56 M2
2157,76 F10
18 265-285 <SQVGGTVNVEVDAAPQQDTS R> 2158,03 2158.06 M2
776,39
19 | 286-201 <VLEEMR> MSO > ;ggig Flv:g
792,39 '
2082,01
20 286-302 <VLEEMRMQYEGIADKNR> MSO > 211370 F
11400 2114,08 M2
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1054,48
21 292-300 <MQYEGIADK> MSO > 18;832 ';:20
1070,48 ’
910,49 F10
22 304-310 <DVEAWYK> 910,43 91047 M2
2418,83 F10
23 311-331 <DKFESLNQQVTSSTQAIETH R> 2419,18 241914 M2
2175,78 F10
24 313-331 <FESLNQQVTSSTQAIETHR> 2176,06 2176.06 M2
1002,55 F10
25 332-339 <SEINDLRR> 1002,53 1002.49 M2
1760,94
26 | 340-355 <TIQGLEIELQSALSMK> MSO > rr6,rr | F10
1776,96 M2
1776,94
1463,67
27 356-368 <QAMENTLAETEAR> MSO > 1479,62 F10
1479,63 M2
1479,67
2742,29
28 369-391 <YSNMLQGYQNNINMLEAELN QVR> 2x MSO > 2773,84 F10
2774,28
29 414-419 <EIATYR> 752,39 752,46 F10
1627,68 F10
30 420-434 <QLLDVEDSRIPTGGK> 1627,86 1627.80 M2
2487,97 F10
31 429-451 <IPTGGKDQFITTTTTTTNLP RPK> 2488,34 2488.28 M2
1934,80 F10
32 435-451 <DQFITTTTTTTNLPRPK> 1935,01 193502 M2
e AbaK11, Proteinflecken F6 und F7
Nr Position in Sequenz des tryptischen Theoretische | Praktische Soots
" [ der Sequenz Peptidfragments Masse Masse P
1007,53 F6
1 033-043 <ALSVYGGAGGR> 1007,52 1007 53 F7
2 033-046 <ALSVYGGAGGRGSR> 1307,681 1307,17 F6
1062,50
3 128-136 <ATMQNLNDR> MSO > 18;223 E?
1078,49 ’
2122,10
4 128-145 <ATMQNLNDRLASYLEKVR> MSO > 212211 F7
2138,10
1571,83 F6
5 146-159 <SLEAANSKLELQIR> 1571,87 157183 F7
771,46 F6
6 154-159 <LELQIR> 771,47 771.46 F7
1542,72 F6
7 160-171 <QYYEHSHPVVQR> 154274 1542.72 F7
932,39 F6
8 172-178 <DYSAYWK> 932,41 932,39 F7
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762,36 F6
9 190-196 <ATVDNSR> 762,37 e i
102757 F6
10| 197-205 <ILLQIDNAK> 102761 el i
2059,98
11| 206222 <L AADDFVTKYEQELMMR> MSO > 2091,99 Fe
209200 F7
2091,97
12| 223233 <QSVENDIANLR> 1258,63 125864 F7
141469 F6
13| 223234 <QSVENDIANLRR> 1414.74 rarao0 i
106854 F6
14| 235243 <LLEHTNLTK> 1068,60 I i
1259,64
15 | 244-254 <ADLEMQIGNLR> MSO > lgggg i
127563 '
2092,07
16 | 244-261 <ADLEMQIGNLRDELAYLK> MSO > 2108,08 F6
2108.03 F7
2108,06
222016
17| 244-262 <ADLEMQIGNLRDELAYLKK> MSO > 2236,20 F6
2236,16
107248
18 |  262-269 <KNHEEEMR> MSO > 108847 F6
1088,47
944,38
19 | 263-269 <NHEEEMR> MSO > 960,39 F6
960,38
2158,09 F6
20 | 273203 <SQVGGTVNVEVDAAPQQDTS R> 2158,03 212870 i
776,39
21| 204-200 <VLEEMR> MSO > ;gg’gg i
792.39 :
924,41 F6
2| 312318 <EVEAWYK> 924,44 504 42 i
1167.56 F6
23 | 312-320 <EVEAWYKDK> 1167.56 Heree e
3300,58
24 | 312:339 <EVEAWYKDKEDMLSHQVTTS MSO > 3316,66 F7
TQAIETSR>
3316,57
239515
25 | 319-339 <DKFDMLSHQVTTSTQAIETSR> MSO > 2411,19 F6
241119 F7
241115
859,46 F6
26 | 340-346 <TQINDLR> 859,46 520 40 i
101554 F6
27 | 340-347 <TQINDLRR> 1015,56 To1oos i
1802,96
28 | 348-363 <TVQGLEIELQSVLSMR> MSO > 1818,95 F6
1818.96 F7
1818,963
144567 F6
29 | 364-376 <QALENTLAETEAR> 144572 gl i
30 | 411-416 <LLLDIK> 714,47 714,41 F6
31 | 417-421 <TRLEK> 646,38 646,35 F6
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752,38 F6

32 422-427 <EIATYR> 752,39 75237 F7

1581,79 F6

33 428-442 <QLLDVEAAQIPTGVK> 1581,88 1581.83 F7

2532,39 F6

34 428-450 <QLLDVEAAQIPTGVKDQYITTTK> 2532,35 253238 F7

35 451-456 <SYVQVK> 723,40 723,36 F6

e AbaK12, Proteinfleck F8
Nr Position in Sequenz des tryptischen Theoretische | Praktische Spots
* | der Sequenz Peptidfragments Masse Masse P

2253,01

1 019-043 <ISSGSGAYGSSSFSLSGGGMSGGQK> MSO > 2269,05 F8
2269,00
1483,64

2 044-057 <AMSMYGGSSNVHSR> 2x MSO > 1515,56 F8
1515,63
1104,55

3 089-097 <QTMINLNDR> MSO > 1120,50 F8
1120,54

4 121-126 <EWSQNR> 819,37 819,40 F8

5 127-144 <SVVSSDYSAYNATIDDLR> 1975,92 1976,01 F8

6 147-165 <IAAALNVNSGIILHIDNAK> 1947,10 1947,15 F8

7 166-172 <LAADDFR> 807,40 807,42 F8

8 173-182 <VKYENELTMR> 1282,65 1298,70 F8
1055,48

9 175-182 <YENELTMR> MSO > 1071,45 F8
1071,48

10 195-203 <LLDELTLSR> 1059,60 1059,64 F8
2151,13

11 204-221 <SDLEMQLEGLKEELIYLK> MSO > 2167,14 F8
2167,12
2279,22

12 204-222 <SDLEMQLEGLKEELIYLKK> MSO > 2295,26 F8
2295,215

13 223-232 <NHEEELASCR> 1187,51 1187,73 F8

14 233-253 <SQLSGQVQVEVDAAPGVDLA K> 2111,10 2111,45 F8

15a 254-259 <IIAEIR> 714,45 714,44 F8

16 271-280 <RDVEAWYQGK> 1251,61 1251,61 F8

17 272-280 <DVEAWYQGK> 1095,51 1095,46 F8

18 281-299 <VEVVQQQVTEHTESLQSSK> 2156,08 2156,14 F8

19 300-307 <TEIKDLNR> 988,54 988,56 F8
1840,00

20 308-323 <TLQGLQIELQSLHTMK> MSO > 1855,98 F8
1856,00

21 324-336 <QSLEANLADTNAR> 1402,69 1402,68 F8
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22 337-359 <YSAQLSHLQSVVTSLEAQLTQLR> 2572,37 2572,46 F8
23 360-370 <ADTEHSAEEYR> 1307,55 1307,55 F8
15b 371-376 <ILLDIK> 714,48 714,44 F8
24 377-387 <TRLELEIAEYR> 1392,75 1392,74 F8
25 377-388 <TRLELEIAEYRR> 1548,85 1548,84 F8
26 379-387 <LELEIAEYR> 1135,60 1135,64 F8
27 379-388 <LELEIAEYRR> 1291,70 1291,69 F8
e AbaK13, Proteinflecken F9 und F11
Position in Sequenz des tryptischen Theoretische | Praktische
Nr. . Spot
der Sequenz Peptidfragments Masse Masse
1047,53
1 054-062 ATMINLNDR MSO > 18222; FF191
1063,52 ’
849,48 F9
2 063-069 LAIYLEK 849,51 84948 F11
819,37 F9
3 086-091 EWSQNR 819,37 819 38 F11
1453,66 F9
4 092-103 AVITHDYSAYWK 1453,71 145364 F11
688,37 F9
5 104-109 TIADLR 688,40 688,38 F11
1027,59 F9
6 122-130 IILQIDNAK 1027,61 102760 F11
807,40 F9
7 131-137 LAADDFR 807,40 807,40 F11
1252,64
8 138-147 VKYENELAMR MSO > ggggg FF191
1268,63 ’
1158,61 F9
9 148-158 QSVEADIAGLR 1158,61 1158.58 F11
1314,67 F9
10 148-159 QSVEADIAGLRR 1314,71 1314.66 F11
1043,60 F9
11 160-168 LLDELTLAR 1043,61 1043.62 F11
1235,62
12 169-179 SSLEMEIEGLK MSO > 1235,61 F9
1251,61
2124 11
13 | 169-186 SSLEMEIEGLKEELIYLK MSO > 2140,13 F1
2140,17 F9
2140,11
2252,21
14 169-187 SSLEMEIEGLKEELIYLKK MSO > 2268,23 F9
2268,20
1351,60 F9
15 187-197 KNHEEELLALR 1351,73 135169 F11
1223,60 F9
16 188-197 NHEEELLALR 1223,64 122361 F11
762,38
17 219-224 VLDEMR MSO > ;;ggg FF191
778,38 ’
2178,11
18 219-236 VLDEMRAQYEGIAEKNRR MSO > 2178,09 F11
2194,10
19 225-233 AQYEGIAEK 1008,50 1008,49 F11
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910,44 Fo
20 | 237243 DVEAWYK 910,43 oi042 | F1d
1885,91 F9
21| 237-251 DVEAWYKDKFDDLNK 1885,90 tescon | Fad
833,44 F9
22| 265271 SEISELR 833,44 634> | i
989,52 F9
23 | 265272 SEISELRR 989,54 osos | Fr
1974,07
24 | 272288 RTLQGLEIELQSQLSMK MSO > 199014 | F11
1990,06
1817,97
25 | 273288 TLQGLEIELQSQLSMK MSO > ol I
183396 | F11
1833,96
133365 | F9
26 | 289-301 SALEGTLAETEGR 133,66 133500 | P11
1614,71 F9
27 | 302315 YGAKLSHLQTIIDR 1614,90 torars | e
119564 | F9
28 | 306315 LSHLQTIIDR 1195,68 oses | Fid
117,60
29 | 316-324 LQTELMQVR MSO > I
1133,60 ’
2371,16
30 | 325343 MDMERQGNEYKMLLDIKTR 3x MSO > am9as | k9
241924 | F11
2419,14
1451,76
31 | 330-341 QGNEYKMLLDIK MSO > 146769 | F9
1467,75
732,43
32 | 336341 MLLDIK MSO > 74838 | F11
748,43
2124,12
33 | 336352 MLLDIKTRLEMEIAEYR 2x MSO > 215611 ko
215609 | F11
2156,11
1410,70
34 | 342352 TRLEMEIAEYR MSO > e el
1426,70 ’
1566,81
35 | 342353 TRLEMEIAEYRR MSO > IS
1582,80 ’
1153,56
% | aaas LEMEIEYR MSO> | gz | Fr
1169,55 ’
1309,66
37 | 344353 LEMEIAEYRR MSO > e
1325,65 ’
191290 | F9
38 | 354371 LLDGEDSGKGYNSQSSQK 1912,89 e
160,86
39 |  395-409 TMIVEEVDGVVVNTR MSO > jor08s | P9
167682 | F11
1676,85
2635,23
a0 | 395417 TMIVEEVDGVVVNTREEMVEEPM MSO > 268326 | F9
2683,21
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e AbaK14, Proteinfleck F12
Nr Position in Sequenz des tryptischen Theoretische | Praktische Soot
| der Sequenz Peptidfragments Masse Masse P
1327,61
1 009-023 <FSSASMGGGGGGSIR> MSO > 1343,57 F12
1343,60
1483,71
2 009-024 <FSSASMGGGGGGSIRR> MSO > 1499,66 F12
1499,70
3 135-151 <VESHDYSAYEAQLKPIR> 2006,00 2006,04 F12
4 135-163 <VESHDYSAYEAQLKPIRDQIINIILENAR> 3398,77 3398,73 F12
5 152-163 <DQIINIILENAR> 1411,79 1411,77 F12
6 173-179 <LAADDFR> 807,40 807,40 F12
7 180-189 <MKFEAEYAIR> 1257,63 1257,62 F12
1257,63
8 180-189 <MKFEAEYAIR> MSO > 1273,59 F12
1273,62
9 182-189 <FEAEYAIR> 998,49 998,51 F12
10 190-204 <QSVEADINGLGGLKK> 1528,83 1528,80 F12
11 205-211 <EYEFNHK> 966,43 966,43 F12
12 212-228 <TLLQDIEGLKDELDFLK> 1990,07 1990,11 F12
13 212-229 <TLLQDIEGLKDELDFLKK> 2118,17 2118,21 F12
14 230-239 <NHEEELASLR> 1197,59 1197,56 F12
2174,08
15 240-260 <SEMSGTVSVDLQAAPAVDLQR> MSO > 2190,11 F12
2190,07
16 261-266 <VLDDIR> 730,41 730,41 F12
17 261-274 <VLDDIRAEYEGVAR> 1605,82 1605,80 F12
18 267-274 <AEYEGVAR> 894,43 894,45 F12
19 275-282 <RSQEEAER> 1004,48 1004,48 F12
20 276-282 <SQEEAER> 848,37 848,39 F12
21 307-314 <TEFTDLRR> 1037,54 1037,54 F12
22 314-330 <RQYQNLQAELDALNASK> 1962,00 1962,05 F12
23 315-330 <QYQNLQAELDALNASK> 1805,90 1805,89 F12
1464,70
24 331-343 <SSLEQVLMDTEGR> MSO > 1480,66 F12

1480,70
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1634,87
25 | 344-357 <YQMQLQQISAIVGR> MSO > 1650,83 F12
1650,86
1130,60
26 | 358-366 <LQQELVMNVR> MSO > 1146,57 F12
1146,59
1982,95
27 | 367-383 <DSMTAQSQEYQNLLNIK> MSO > 1998,96 F12
1998,94
<KLLEGAEPGAVMLGGGGAGVNTSQTVV |  2854.53
28 | 395424 o MSO > 2870,52 F12
2870,53
<LLEGAEPGAVMLGGGGAGVNTSQTWVI | 272644
29 | 396-424 o MSO > 274243 F12
274243
e AbaK18, Proteinflecken D10, D11 und D17
Position in Sequenz des tryptischen Theoretische | Praktische
Nr. . Spots
der Sequenz Peptidfragments Masse Masse
1a | 021-029 <SSQVMTVQR> 1035,52 109559 | DIt
' 103556 D17
1035,52
2 | 021020 <SSQVMTVQR> MSO > 1051,50 D10
1051,52
1551,75
3 | 030-046 <SMPLASAASVYGGAGGR> MSO > 157,70 D10
1567.68 D11
1567,75
<ISVGGSSSGFGSGLGSGAGGSYSSMSV
4 | 050-086 oo U aN RS 3267,50 3267,55 D10
<ISVGGSSSGFGSGLGSGAGGSYSSMsy | 526750 328349 | D10
5 | 050-086 ooV anERS MSO > 328358 D11
3283,50 3283 54 D17
1048,50
6 | 087-095 <ETMIGLNDR> MSO > Ol I
1064,50 ’
2949,51
7 | 087112 | <ETMIGLNDRLAAYLETVRNLEQANSK> MSO > 294952 D10
2965,50
1035.58 D10
1 | 096-104 <LAAYLETVR> 1035,58 {090 ot oY
1689,88 D10
8 105-118 <NLEQANSKLEFQIR> 1689,89 108987 o
805,45 D10
9 113-118 <LEFQIR> 805,45 805.48 D11
805,56 D17
10 | 124129 <KGPTTR> 659,38 659,36 D10
| 125142 <GPTTRDLSPFEKTLEDLR> 2075,07 2075,29 D10
12 | 130-136 <DLSPFEK> 835,42 835,41 D10
3| 130143 <DLSPFEKTLEDLRK> 1690.97 1690,90 17
746,39 D10
14 | 137-142 <TLEDLR> 746,40 iy o
15 | 145154 <VYDMTMDNSR> 1231,50 1231,52 D10
1231,50 1263,45 D10
16 |  145-154 <VYDMTMDNSR> 2x MSO > 1263.42 D11
1263,49 1263.52 D17
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1057.60 D10
17 | 155-163 <LVLQIDNSR> 1057,60 1057.60 D11
105758 D17
125763 D10
18| 171-180 <VKFESEYSIR> 125764 1257 61 D11
125767 D17
103048 D10
19 | 173-180 <FESEYSIR> 103048 103048 D11
103048 D17
1216,64 D10
20 | 181-191 <QSVESDIIGLR> 1216,65 1216.64 D11
1216.66 D17
1344.72 D10
21 | 181-192 <QSVESDIIGLRK> 134474 134475 o
114857
2 | 192-201 <KVIDDTNMGR> MSO > 116453 D10
1164,56
136661 D10
23 | 220-230 <QNHNQEVNDLR> 1366,64 136661 D11
1366.69 D17
ou | 231246 <NQIAQSGVQVDVDAPK> 1668.86 165,88 017
129869 D10
25 | 247258 <GQDLAQVLAEVR> 1298.70 1298 69 D11
1208.74 D17
1055.48
26 | 259-267 <AQYESMAQK> MSO > 107145 D10
107147
181087
27 | 259-273 <AQYESMAQKNRDELK> MSO > ]gg;fﬂ) B]ﬂ’
1826,87 ’
28 | 268273 <NRDELK> 774.41 774,393 D10
2864.45 D10
29 | 274208 | <AWHENKLTEVEVEVIQNTEA LQGAR> 2864.45 S 19 o1
2099 14 D10
30 | 280-208 <LTEVEVEVIQNTEALQGAR> 2099,09 2099 14 D11
2099.16 D17
100355 D10
31 | 299-306 <TEVTELRR> 100355 o D1
174688 1762.84 D10
32 | 306319 <RQMQSLEIELESQR> MSO > 1762.87 D11
1762,87 1762.91 D17
1590.74 D10
33 | 307-319 <QMQSLEIELESQR> 1590,77 1590.74 D11
1590.82 D17
1590.77 1606.72 D10
34 | 307-319 <QMQSLEIELESQR> MSO > 1606.72 D11
1606,77 1606.80 D17
o | 320335 <SMKASLEDSLRDTEMR> 1565.65 186888 017
890.45 D10
36 | 323330 <ASLEDSLR> 890,45 590.45 o
1522.71
37 | 323335 <ASLEDSLRDTEMR> MSO > 1538,66 D10
1538.71
2427 07
38 | 323342 <ASLEDSLRDTEMRNNMEMER> 3x MSO > 247506 D10
2475.05
923.37
39 | 336342 <NNMEMER> 2x MSO > 955,35 D10
955.36
190499 1920.99 D10
40 | 343358 <YNNMILQLEAELGQLR> MSO > 192098 D11
1920,98 1921.01 D17
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1921,96 1937,96 D10
41 359-375 <GNIQMQASEYEALLNIK> MSO > 1937,97 D11
1937,96 1937,99 D17
2181,10 2181,15 D10
42 359-377 <GNIQMQASEYEALLNIKMK> 2x MSO > 2181,16 D11
2213,09 2181,17 D17
1324,69 1340,64 D10
43 376-386 <MKLEAEIATYR> MSO > 1340,63 D11
1340,68 1340,70 D17
1480,79
44 376-387 <MKLEAEIATYRR> MSO > 1496,73 D10
1496,78
1120,54 D10
45 387-395 <RLLDGEDFR> 1120,57 1120.54 D11
964,48 D10
46 388-395 <LLDGEDFR> 964,47 964,48 D11
964,45 D17
47 412-422 <VTVTQTLVDGK> 1160,65 1160,60 D10
48 423-435 <VVSESTNTKEIGK> 1391,73 1391,56 D10
6.2 Typ II-Keratine
e AbaK2, Proteinflecken F1, F2, F3, F4, F5, D1 und D2
N Position in Sequenz des tryptischen Theoretische | Praktische
r. . Spots
der Sequenz Peptidfragments Masse Masse
1071,55 F1
1071,56 F2
1071,53 F3
1 081-089 EQIKGLNNR 1071,59 1071,56 F4
1071,56 F5
1071,54 D1
1071,58 D2
827,40 F1
2 090-096 FASFIDK 827,43 827,39 F5
1082,59 F1
1082,60 F2
1082,58 F3
3 090-098 FASFIDKVR 1082,60 1082,52 F4
1082,55 F5
1082,59 D1
1082,58 D2
906,44 F1
906,47 F2
906,44 F3
4 099-105 FLEQQNK 906,47 906,47 F4
906,44 F5
906,44 D1
906,48 D2
5 122-136 SNINAMFEAYIANLR 1726,86 1726,87 D1
1742,86 F1
1742,86 F2
1726,86 1742,83 F3
6 122-136 SNINAMFEAYIANLR MSO > 1742,86 F4
1742,85 1742,86 F5
1742,83 D1
1742,85 D2
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1898.99 F1
1898.97 F2
1882,96 1898.95 F3
7 122-137 SNINAMFEAYIANLRR MSO > 1898.98 F4
1898,95 1898.98 F5
1898.96 D1
1898.95 D2
989.48 F1
989,49 F2
989,50 F4
8 138-146 QLDSLGNDK 989,49 085,50 i
989,47 D1
989,52 D2
F1
F2
F3
9a | 138-148 QLDSLGNDKMK 1248 63 F4
F5
D1
D2
1931.86 F1
899,85 tostes | e
10| 149-164 LESDLSNMQNMVEDFK MSO > ’
o 1931.87 F5
’ 1931.85 D1
1931.86 D2
3189.48
11 149-174 LESDLSNMQNMVEDFKNKYE DEINKR MSO > 3221,50 F4
322154 D2
322147
1308.64 F1
1308.63 F2
1308.62 F3
12| 165174 NKYEDEINKR 1308,65 1308.65 F4
1308.60 F5
1308.64 D1
1308.61 D2
106651 F1
1066.53 F2
1066.50 F3
13|  167-174 YEDEINKR 1066,52 1066.53 F4
106648 F5
106652 D1
1066.51 D2
F1
F2
F3
ob | 175-185 ASVENEFVLLK 1248,68 F4
F5
D1
D2
1140.54
14|  186-195 KDVDGAYMNK MSO > Hgg’gg Eg
1156,53 :
1697.80 F1
1697.80 F2
168181 1697.74 F3
15 | 187-201 DVDGAYMNKVELEAK MSO > 1697.81 F4
1697,81 1697.79 F5
1697.76 D1
1697.78 D2
309554
16| 187213 DVDGAYMNKVELEAKVDALQ DEINFLR MSO > 3111,58 F1
3111,53
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1432,73 F1

1432,72 F2

1432,72 F3

17 202-213 VDALQDEINFLR 1432,74 1432,72 F4

1432,71 F5

1432,71 D1

1432,72 D2

1022,51 F1

1022,53 F2

1022,52 F3

18 214-221 AIYEEELR 1022,52 1022,54 F4

1022,51 F5

1022,52 D1

1022,52 D2

1882,96 F1

1882,95 F2

1866,93 1882,92 F3

19 214-228 AIYEEELREMQSQIK MSO > 1882,96 F4

1882,92 1882,95 F5

1882,93 D1

1882,96 D2
3213,54

20 214-240 AIYEEELREMQSQIKDTSVVLEMDNSR MSO > 3245,55 F1
3245,53
863,43

21 222-228 EMQSQIK MSO > 879,41 F1
879,42

2242,08 F1

o | 27 |

22 222-240 EMQSQIKDTSVVLEMDNSR MSO > ’

2242 03 2242,07 F5

’ 2242,06 D1

2242,06 D2

1377,66 F1

1377,66 F2

1361,67 1377,63 F3

23 241-252 NLDMDSIVAEVR MSO > 1377,67 F4

1377,67 1377,65 F5

1377,64 D1

1377,68 D2

1008,47 F1

1008,48 F2

24 253-261 AQYEDIAAK 1008,50 1008,45 F3

1008,47 F5

1008,48 D2

1226,56 F1

1226,57 F2

1226,55 F3

25 262-271 SRAEAESWYK 1226,58 1226,56 F4

1226,53 F5

1226,56 D1

1226,55 D2

983,43 F1

983,46 F2

983,42 F3

26 264-271 AEAESWYK 983,45 983,44 F4

983,44 F5

983,43 D1

983,46 D2

2093,97 F1

2093,95 F2

2077,91 2093,90 F3

27 272-289 QKYEEMSTSAGQYGDDLR MSO > 2093,95 F4

2093,91 2093,94 F5

2093,95 D1

2093,92 D2
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1837,78 F1
1837,78 F2
1821,76 1837,76 F3
28 274-289 YEEMSTSAGQYGDDLR MSO > 1837,77 F4
1837,75 1837,78 F5
1837,76 D1
1837,74 D2
931,48 F1
931,49 F2
931,49 F3
29 293-300 SEIAELNR 931,48 931,49 F4
931,50 F5
931,50 D1
931,50 D2
1005,51 F1
1005,56 F2
30 305-313 LTSEIESVK 1005,55 1005,52 F3
1005,55 F5
1005,53 D2
1429,79 F1
1429,67 F2
1429,68 F3
31 317-329 GNLEAQIAEAEER 1429,69 1429,70 F4
1429,66 F5
1429,68 D1
1429,68 D2
2027,11 F1
2027,08 F2
2027,08 F3
32 317-335 GNLEAQIAEAEERGELAVK 2027,04 2027,08 F4
2027,11 F5
2027,10 D1
2027,04 D2
819,42 F1
819,44 F2
819,40 F3
33 351-357 AKQDMAR 819,41 819,43 F4
819,41 F5
819,42 D1
819,41 D2
9941 | g3 | F3
34 351-357 AKQDMAR MSO > ’
835 41 835,37 D1
' 835,36 D2
1202,54 F1
35 351-360 AKQDMARQVR 1202,64 1202.55 F3
1169,50 F1
1169,20 F2
1153,56 1169,51 F3
36 361-369 EYQELMNVK MSO > 1169,62 F4
1169,55 1169,54 F5
1169,50 D1
1169,54 D2
1277,69 F1
1277,70 F2
1277,69 F3
37 370-380 LALDIEIATYR 1277,71 1277,69 F4
1277,68 F5
1277,70 D1
1277,70 D2
1405,78 F1
1405,78 F2
1405,76 F3
38 370-381 LALDIEIATYRK 1405,80 1405,79 F4
1405,77 F5
1405,78 D1
1405,77 D2
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1060,56 F1
1060,56 F2
1060,56 F3
39 381-389 KLLEGEESR 1060,56 1060,54 F4
1060,56 F5
1060,56 D1
1060,56 D2
1472,76 F1
1472,73 F2
40 474-486 VSYSQSSTTKTKR 1472,77 147268 F4
1472,65 F5
6.3 Typ III-Proteine Desmin und Vimentin
¢ Desmin, Proteinflecken D5, D6, D7, M1 und C1 bis C5*
P_05|t|on Sequenz des tryptischen Theoretische | Praktische
Nr.| inder . Spot
s Peptidfragments Masse Masse
equenz
1509,71 M1
1509,73 D5
1 016-030 <RTFGGGAAASPQFSR> 1509,76 1509.72 D6
1509,76 D7
1353,63 M1
2 017-030 <TFGGGAAASPQFSR> 1353,66 135366 D7
670,28 D5
3 031-036 <ASYSSR> 670,32 670,30 D6
4 047-052 <VYQVSK> 723,40 723,37 D6
1175,54 M1
1175,54 D5
5 053-063 <SSASPSFSSYR> 1175,53 117553 D6
1175,54 D7
2605,40 D5
6 072-094 <VYGGETLDFSLADAMNQEFLQTR> 2605,22 2605.35 D6
wosze | 22 | W
7 072-094 <VYGGETLDFSLADAMNQEFLQTR> MSO > 2621‘31 D6
2621,22 2621,37 D7
1095,57 M1
1095,57 D5
8 099-107 <AELQHLNDR> 1095,55 1095 54 D6
1095,57 D7
9 099-114 <AELQHLNDRFVNYIEK> 1989,02 1989,19 D7
912,47 M1
912,47 D5
10 108-114 <FVNYIEK> 912,48 912,49 D6
912,46 D7
1846,02 M1
1846,02 D5
11 117-131 <FLEQQNQTLVVEIER> 1845,97 1846.02 D6
1846,07 D7
956,53 M1
12 132-139 <LKGREPTR> 956,56 956,57 D5
956,58 D7
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715,37 M1
715,34 D5
13 | 134-139 <GREPTR> 715,39 71534 D6
715,35 D7
1268,59 D5
14 | 140-149 <VAEIYEEEMR> 1268,58 1268,59 D6
1268,60 D7
i RE
15 | 140-149 <VAEIYEEEMR> MSO > ’
1284 58 1284,55 D6
’ 1284,53 D7
1242,74 M1
16 | 153-162 <RQVDILTNQR> 1242,69 124274 D6
1242,75 D7
1086,61 M1
1086,57 D5
17 | 154-162 <QVDILTNQR> 1086,59 1086.59 D6
1086,59 D7
1857,00 D5
18 | 163-178 <GRVEVERDNLADDLQK> 1856,95 1856,98 D6
1857,03 D7
1643,84 M1
19 | 165-178 <VEVERDNLADDLQK> 1643,82 1643.87 D5
1249,59 M1
1249,58 D5
20 | 191-201 <EDAENNLAAFR> 1249,58 124958 D6
1249,58 D7
1002,54 M1
1002,49 D5
21 202-211 <ADVDAATLAR> 1002,52 1002.52 D6
1002,51 D7
1603,87 M1
1603,87 D5
22 | 217-229 <RIESLQEEIAFLR> 1603,88 1603.86 D6
1603,92 D7
1731,97 M1
1731,98 D5
23 | 217-230 <RIESLQEEIAFLRK> 1731,98 1731.99 D6
1732,04 D7
1447,77 M1
1447,78 D5
24 | 218-229 <IESLQEEIAFLR> 1447,78 144777 D6
1447,78 D7
25 | 268-276 <SQYENIAAK> 1023,51 1023,49 D5
26 | 277-286 <NIQEAEEWYK> 1309,61 1309,57 M1
702,32 D5
27 | 299-304 <NNDALR> 702,35 702,34 D6
702,34 D7
893,42
28 | 329-336 <GTNDSLMR> MSO > 909,40 D5
909,42 D6
909,41
693,29 709,24 D5
29 | 340-344 <EMEER> MSO > 709,28 D6
709,28 709,25 D7
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1530,67 M1
1530,68 D5
30 | 345-358 <FSGEASGYQDNISR> 1530,68 1530.66 D6
1530,70 D7
1018,39 M1
1018,37 D5
31 359-367 <LEAEIANMK> 1018,52 1018.39 D6
1018,39 D7
1620,77 1652,73 M1
32 | 359-372 <LEAEIANMKDEMAR> MSO > 1652,75 D5
1652,76 1652,72 D6
1121,57 M1
1121,55 D5
33 | 376-384 <EYQDLLNVK> 1121,58 112158 D6
1121,53 D7
1281,65 1297,59 M1
34 | 385-395 <MALDVEIATYR> MSO > 1297,62 D5
1297,65 1297,61 D6
1409,75
35 | 385-396 <MALDVEIATYRK> MSO > 1aeo08 v
1425,74 ’
36 | 396-418 <KLLEGEENRVSLPIQSFSSLSFR> 2636,40 2636,50 D7
959,52 M1
959,49 D5
37 | 397-404 <LLEGEENR> 959,48 959 49 D6
959,50 D7
38 | 397-418 <LLEGEENRVSLPIQSFSSLSFR> 2508,31 2508,37 D6
1567,83 M1
39 | 405-418 <VSLPIQSFSSLSFR> 1567,85 1567,84 D5
1567,83 D6
1039,49 M1
1039,51 D5
40 | 419-427 <ETSPGQHQR> 1039,49 1039.48 D6
1039,50 D7
2359,25 D5
41 441-461 <TIETRDGEVVSESTQQQHDSI> 2359,10 235922 D6
1758,80 M1
42 | 446-461 <DGEVVSESTQQQHDSI> 1758,78 1758,80 D5
1758,80 D6
“auf die Auflistung der Proteinspots C1 bis C5 wurde zu Gunsten der Ubersichtlickeit verzichtet
¢ Vimentin, Proteinfleck K1
P_osmon Sequenz des tryptischen Theoretische | Praktische
Nr.| inder . Spot
s Peptidfragments Masse Masse
equenz
1307,65
1 014-025 <MFGGERPAVSTR> MSO > 1323,67 K1
1323,65
2 031-037 <QYSSPIR> 850,44 850, 47 K1
3 040-054 <VSYTSHSAPTLYATK> 1625,82 1625,86 K1
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4 069-087 <LLSETLDFALSDAINTEFK> 2127,09 2127,11 K1
1113,51
5 095-103 <AEMQHLNDR> MSO > 1129,50 K1
1129,51
6 113-119 <FLEQQNK> 906,47 906,45 K1
1187,67
7 120-129 <ILMAELEQLK> MSO > 1203,65 K1
1203,67
1240,55
8 136-145 <IGDLYEDEMR> MSO > 1256,53 K1
1256,55
9 161-174 <VEVDRDNLGDDINR> 1629,78 1629,83 K1
10 177-186 <EKLQEEAIQR> 1243,66 1243,71 K1
11 179-186 <LQEEAIQR> 986,53 986,52 K1
12 187-197 <EEAESTLHSFR> 1305,61 1305,66 K1
13a | 213-225 <KVESLQEEIAFLR> 1561,86 1561,94 K1
13b | 214-226 <VESLQEEIAFLRK> 1561,86 1561,94 K1
14 | 214-225 <VESLQEEIAFLR> 1433,76 1433,83 K1
15 | 264-272 <LQYENLASK> 1065,56 1065,50 K1
16 | 285-294 <FADLTEAASR> 1080,53 1080,54 K1
1295,67
17 | 381-391 <MALDIEIATYR> MSO > 1311,68 K1
1311,66
1590,83
18 | 401-414 <ITTPMPNFSSLNLR> MSO > 1606,86 K1
1606,83
1764,86
19 | 415-429 <ETSLEMRPVMDTISR> MSO > 1796,88 K1
1796,85
2440,06
20 | 435-455 <TVETQDGHVINEMTQEHDDLE> MSO > 2456,08 K1
2456,05

7. Auswertung der MALDI-MS Analysen

Auswertung der MALDI-MS Analysen der Proteinflecken in den 2D-PAGEs. Flecken gleicher

Identitdt wurden in jeweils gleicher Farbe markiert. Der Wert ,,Anzahl“ bezeichnet alle Peak-Werte,

die vorhanden sind. Das die Proteinflecken F1-F5 mit D1 und D2 identisch sind, wurde iiber die

zugeordnete Sequenz gezeigt. Gleiches gilt fiir die Identitdt von D5, D6 und D7 mit C1 bis C5 und
M1, sowie F10 mit M2 (nicht abgebildet). Gleiche Farben in den Tabellen bedeuten identischen IF-

Proteine.
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e Koelektrophorese (C) Seitenflosse (F)
Nr. Frag. Nr. Frag. |1 2 3 4 5 8 9 10 11 12
Frag. Anzahl Frag. Anzahl|64 45 45 44 50 37 59 53 53 41
1 64 - 42 38 33401 1 3 3 1 2 O
- 28 24 25
2 45 - 353439 0 0 2 3 0 3 O
-- 34 31
3 45 - 3134 2 1 2 2 2 2 0
Rl N VR ~ 410 0 2 3 0 3 0
. 5 50 - 0 0 1 3 0 3 O
- -- 2 4 12 1 0
- 0 4 12 1 O
37 - 3 1 3 1
9 59 - 10 45 2
10 53 - 4 0
1 53 - 2
12 41 --
e Mitteldarm (D)
Nr. Frag. |1 2 3 4 10 11 12 13 14 15 16 17
Frag. Anzahl | 47 45 61 47 59 35 39 32 30 31 36 30
1 47 - 37 2219 2 2 2 3 2 2 0 2 0 0 1 0 O
2 45 - 22 20 2 3 3 3 2 2 0 2 0 0 1 0 O
3 61 - 39 6 7 5 2 3 3 1 2 1 1 2 1 1
4 47 - 6 7 5 2 4 3 1 1 0 0 1 0 1
1 5 2 1 1 1 1 2 1 0
2 6 2 1 1 1 1 1 1 0
1 6 1.0 1 1 1 2 1 0
2 2 7 2 2 3 2 0
1 1 6 2 2 2 2 0
10 59 - 32 2 2 2 3 2 21
11 35 - 1 1 1 1 1 19
12 39 - 1 1 1 1 1
13 32 - 26 26 28 1
14 30 - 27 29 1
15 31 - 28 1
16 36 - 1
17 30 --
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Tab. 12 Ubersicht tGber die verschiednen Proteinflecken denen eine Sequenz zugeordnet werden
konnte. ,Anzahl Massen insgesamt“ gibt die Menge aller praktisch bestimmten Massen des
Proteinflecks an. ,Zugeordnete Massen® ist die Anzahl der Proteinfragmente aus dem theoretischen
tryptischen Verdaus des entsprechenden Proteins, die diesem Fleck zugeordnet werden konnten. ,%
aller Massen“ gibt das Verhaltnis der ,zugeordneten Massen“ zur ,Anzahl der Massen insgesamt” an.

Protein Anzahl Zugeord | Zugeord 9% aller | Protein Anzahl Zugeord | Zugeord | , ve aller
_fleck . Massen -nete.s -nete Massen _fleck . Massen -nete.s -nete Massen
insgesamt Protein Massen insgesamt Protein Massen

F1 64 K2 37 58 D1 47 k2 31 66
F2 43 K2 32 74 D2 45 k2 33 73
F3 45 K2 29 64 D5 47 Desmin 35 74
F4 44 K2 31 70 D6 48 Desmin 34 71
F5 50 K2 33 66 D7 42 Desmin 29 69
Fo6 55 K11 32 58 D10 59 K18 46 78
F7 44 K11 28 64 DI11 35 K18 28 80
F8 37 K12 27 73 D17 30 K18 23 77
F9 59 K13 36 61 Cl 31 Desmin 19 61
F10 53 K10 32 60 C2 51 Desmin 21 41
F11 53 K13 36 68 C3 32 Desmin 17 53
F12 41 K14 29 71 C4 42 Desmin 21 50
M1 48 Desmin 29 60 C5 44 Desmin 18 41
M2 40 K10 28 70 K1 28 Vimentin 20 71

8. Nucleotidsequenzen der cDNA-Klone

Nucleotidsequenzen von cDNA-Klonen des Stors Acipenser baeri, die fiir IF-Proteine codieren.
Codons die fiir das erste Methionin codieren sind gr un eingefiarbt, Stopcodons sind in r ot
hervorgehoben Nicht-codierende Bereiche (5-UTR, 3°-UTR) sind grau unterlegt. Die
Polyadenylierungssignale sind zusétzlich mit rot hervorgehoben. Die Sequenzen sind in 5°-3-

"Orientierung des ,,sense*“-Strangs im FASTA-Format angegeben.

8.1 Typ I-Keratine

e AbaK10

GCCACTTGAAGCTCCAGGAACTGT TATATCACGCTATCAGCTCCTTCACTTCTTCTGCGT CACCATGT
CTGTACGTACAAGT ACT AAGGT CACCCAACACAGGEGTAGECT CTGTGGCCAGT GTACCCAGEGECGECTC
AGCGT CTATGEGEGT GCAGGT GGAAGAGGECAGI CGTATCTCTTCTGCT TCTATCTACAACCTCTCCTC
TGGCATGEGGT CTGGT GECGECTACGGT TCCGGAGECEECT TCGGT TCCCGAGGTGECT TCAGT TCTG
GAGGCGGECTACGGT TCCGGAGGT GECT TCGGT TCTGGAGGCGECTACGGT TCCGGAGGT GECTTCGGA
TCTGGT GECGECTACAGCATGI CCTACT CTGCGGEGET GECGEECAT GGGGEGECCAAGACAACT TGACGAA
CCTCAACGAGAAGGCCACCAT GCAGAACCT CAATGACCGT CTGECTACCTACT TGGAGAAAGT GCGCT
CCCTGGAGGCAGCCAAT TCCAAGCT GGAGCT CCAGAT CCGECAGT TTTATGAGAACAGCTCTCCCATC
GTI'CCAGCGGGACTACAGCGCATACT GGAAGACCAT CGAGGACCT GAAGAATAAGAT CGGT GCTGCCAC
CATTGACAATGCCAGGATTTTGCT GCAGAT TGATAAT GCTAAACT GGCCGCTGATGACT TTGGAACCA
AGTATGAGCATGAGCT GAT GAT GAGGCAGT CCGT GGAGAACGATAT TGCCAACCTGCGCCGTCTCCTG
GACCAGACCACT CTCACCAAGGCT GACCT GGAGAT GCAGAT TGAAGGECCT GAACGATGAGCTGECTTA
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CCTCAAGAAGAACCACCAGGAGGAGCT GCTGECCCT GCGT TCT CAGGT GGAECGEGACGGET CAACGT GG
AGGT GGACGCT GCCCCACAGCAGGACACGT CCAGAGT CCT GGAGGAGATGCGCAT GCAGT ACGAGGEC
ATCGCT GACAAGAACCGCCGGEGAT GTGGAGGCCT GGTACAAAGATAAGT TCGAGT CCCTGAACCAACA
GGTGACCT CCAGCACT CAAGCCATAGAGACCCACAGGT CTGAAAT CAACGACCT CAGACGCACAATCC
AGGGECECT GGAAAT CGAACT GCAGT CGECGCT CAGT ATGAAACAAGCCAT GGAGAACACGCT TGCAGAG
ACAGAGCCT CGCTACAGCAACAT GCTGCAGGGT TACCAGAACAACAT CAACAT GT TGGAGGCTGAGCT
GAACCAGGT CAGACT GGACACAGAGCGCCAGGCCACAGACTACAAGCTACT GCTGGACATCAAGACCC
GCCTGGAGAAGGAGAT CGCCACCT AT CGCCAGCT GCT GGACGT TGAAGACAGCAGAAT TCCAACAGEC
GGGAAAGATCAATTTATAACCACAACCACCACT ACCACAAACCT TCCCCGCCCAAAGT AACT TACAGA
CAAGGACGCCACT GCACAACAAAGAT CCAGAAGAGAAACAATTCTACATACT CCAGCCTTAAATCTGA
TTCTGAATCCATTCAGT CTCCACTATCACTGCATTGT TTGTATATAAATAAGACGGTACATGATCACA
CACAAAAAAAAT TGGGGAAAGT AAAT GTATAGGGT TCCAACAT CTCCCGT GATTGGCTAAGCT CAAAG
TCAGCTCATTAATAAT GAGAAT GCAGCAT GTAAGT ATGCGCAAAGATATTAGATATTATCTTTGGTGT
AGGTI TAGGCT TATCCCCCT CCCCATACGT GCGTAATACATGAATACATTTCCCTTTAAGACCATTAAA
AGATCATTTTTGTCTGCATGTGCCTGTCTGTTTAATACATACCTTTAACAATTTTATTTCCCACTCCTG
TCTTGI CCTGCATCTGT TAAGGGECCTTTGAAAAGATTGT TTCCTATAATAAAT CCTTGGCATTAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAA

e AbaKl1

CTCCGICACTTCTTCTGCATCACTATGTCTGTACACAT CAGCAGGT GTCCTCCTGGEGEEGT CCTCCAA
GGCCTCTGT GATCATCCAACGCAAGGT CGECT CAGT GECCT GT GCACCCAGGGECGCT CAGCGT CTATG
GGGEGT GCAGGT GGAAGGGEEGAGCCCCATCTCTACT TCTGT CTACGGGCCCTCCACTGECATCTTGT CC
GGATATGGT TCTACATGGGGECCAT GGT TCCGGAGGECGEECT TCAGT TCCGGAGGCGECT TCGGTTCTGG
AGGCGECTTCGGT TCTGGAGGECGEECT TCEGT TCCCGAGECGECT TCGGT TCCGGAGGT GECTACGGAT
CTGGATGGEGEGECAT CT TACCCGGAGGT TGCT ACAGCCAAGACAGCAT GACCAACCT CAACGAGAAGECC
ACCATGCAGAACCT CAACGACCGT CTGGECTTCCTACT TGGAGAAAGT GCGCT CCCTGGAGGCAGCCAA
CTCCAAGCT GGAGCT CCAGAT CCGGCAGT AT TAT GAGCACAGCCAT CCCGT CGT CCAGCGGGACTACA
GT'GCATACT GGAAGACCAT CGAGGAGCT GAAGGATAAGAT CAACCGCGCCACCGT TGACAACT CCAGG
ATTCTGCTGCAGAT CGATAACGCT AAACT GGCCGCTGATGACT TCGTAACCAAGT ACGAGCAGGAGCT
GATGATGAGGCAGT CCGTGGAGAACGATAT TGCCAACCT GCGCCGT CTCCTGGAACATACCAATCTCA
CCAAGCCTGACCT GGAGAT GCAGAT TGGGAACCT GCGT GATGAGCTGGCTTACCT CAAGAAGAACCAC
GAGGAGGAGAT GAGGGCT CTGCGT TCTCAGGT GGECEEGACGGT CAAT GT GGAGGT GGACGCTGCCCC
ACAGCAGGACACGT CCAGAGT CCTGGAGGAGAT GCGCAT GCAGT ACGAGGGCAT CGCCGACAAGAACC
GCCGGEGAAGT GGAGGCCT GGTACAAAGACAAGT TCGACAT GCT GAGCCAT CAGGT GACCACCAGCACT
CAAGCCATAGAGACCAGCAGGACT CAAATCAACGACCT CAGACGCACAGT CCAGGGGCTGGAAATCGA
ACTGCAGT CGGT GCTCAGT AT GAGACAAGCCCT GGAGAACACCCT GGCAGAGACAGAGECTCGCTACA
GCTGCACACT GCAAGGT TACCAGAACACCAT CAACAT GT TGGAGGECT GAGCT GAACCAGGTCAGACT G
GACACAGAACGCCAGGCCAT GGAGT ACAAGCTACT GCTGGACAT CAAGACCCGGECT GGAGAAGGAGAT
CGCCACCTACCGCCAACTACT GGACGT CGAGGCT GCCCAGAT TCCGACAGGT GTAAAAGATCAATATA
TCACCACAACCAAAAGCTATGT CCAGGT AAAGT AACT TCCAGACACGGACGCCACT GCACAGCGCGGT
GCTGAAGAGGAACAGCT CCACACAGT CCTGCAATACTCTCTGECTTCAATCATGCTCCACTCTGAATC
TCTGCAGICTCTTCTATCGCTGTATTGT TTGTATAGAGAT GAGACGCT ACAT GCGCAAACAAAGAAAT
GGGGAAAGTAAAACCT GT TTGCGAGAGAACCT GCAACATCTCCCGT GATTGGT TAAACTCAAATTCAG
CTCATTAATAATGTATGT GAATTGGAATGCAGCATGCAAATATGCTGCATTCCAGTATATATATATAT
ATATATATATATATATATATATATATATATATATATATGGAATATCTTCGGTATGCGT TAGGT TTAGC
CTCTGI CCGT GCATGCATAATGCATGAGTACATTTCCCTTTAAGACCAT TAAAGAAAGCATTGI TCTG
TCTGCATGTACTGTCTGT TTAATACATACATTGI CCTGCATCTGI TAAAGGGATTTAAAGCAAATGT T
TCCGATAATAAAGCT TTGGCGGET GAAAGTAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

e AbaK12

TGAGACT CCAGAAACT CCAGAACAGCAGT TCCTGAATCTCCTTCATTGTCTCCATCGCCTCTTCCTTG
CTCAGCT GAAACCAT GACCTCCT T CT CCAGCCAGAACAGCAGCT ACT CCAGCAGGEGEGT CCTTCCAGEA
TCTCCTCAGGCTCTGEEECTTACGECTCATCTTCATTCTCCCTAAGT GGT GEGEGGTAT GAGCGGT GGT
CAGAAAGCCAT GAGCATGT ACGGAGGT TCCAGT AACGT GCATTCCCGAATCTCCAGCTCTTCTAGCTC
CAGGT CCTACT CCAGCGCT GEGEECT TCCAACT TGGAGAT GCCAT GEGCGEGT GECTTTCAGGCCGATG
GCAAGCAGACCATGATAAACCT CAATGACCGCT TGGCCAT CTACCT GGAGAAGGT GCGCACCCTGGAG
GCCTCCAAT GCCACCCT GGAGAAGCAGAT CCGCGAGT GGAGCCAGAACCGCTCCGT TGT CTCCAGT GA
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CTATAGT GCCTACAAT GCCACCAT TGACGATCTCCGCGCTAAGAT TGCGGECTGCACT TAATGT CAATT
CTGGGATCATTCTTCACAT TGATAAT GCCAAGCT GGCAGCT GATGACT TCAGAGT CAAGT AT GAGAAT
GAGCT GACGAT GAGGAT GT CAGT CGAGGCT GACAT CGCCGCGACT GAAGAAGCT CCTAGACGAGCTGAC
TCTGTCTAGGT CTGATCTGGAGAT GCAGCT TGAGGGT CTGAAGGAGGAGCT GATCTACCT CAAGAAGA
ACCACGAGGAGGAACT GECCT CCTGCCGCT CCCAGCT GAGT GGGCAGGT TCAAGT GGAGGT GGACGCA
GCTCCAGGAGT GGATCTGGCCAAGAT TAT TGCGGAGAT CAGAGAACAGT ACGAAAACAT GGCCGCCAA
GAGCCGCAGAGAT GT CGAGGCCT GGT ACCAGGGECAAGGT TGAGGT CGT GCAGCAACAGGT GACCGAAC
ACACCGAAT CCCTGCAAAGCAGT AAGACGGAGAT CAAAGACCT GAATCGTACCT TGCAAGGCT TGCAG
ATCGAGCT TCAGT CGCTCCACACCAT GAAGCAGAGCCT GGAAGCCAACCT CGCAGACACCAACGCTCG
CTACTCCGCCCAGCT CAGCCACCT GCAGAGT GTTGT TACCAGT CT GGAGGCCCAACT GACACAGCTGA
GAGCT GACACAGAGCACAGCGCT GAGGAATACCGGATCCTTCTGGACAT CAAGACCCGECCTGGAGTI TG
GAGATCGCTGAGT ACAGGCGT CTGCT GGACGCGAGAGGAT GGCAGAT CCTCTGECCAGATGCAATCCTC
TACTTCGGT TAAAACT TCCACCGGTACTACT TCT TCAAGCACTACGAAAGT GGTGACCAT CGT GGAAG
AGGT GGT TGECGEGAAAGT CGTATCCTCTTCTTCTACT TCGAAAT CCT TGAGCAAGCCATACT GAGAC
CCAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAAAT GT GTAAT CCTGAT CGGAT TCACT CCGAT TCAGAGAT
ATTTGGECGATTTCTTTCAATAAAATAAAAT T TGGGT GATGCAAACAATATCAACTGTGT TATTGI TTT
TTTTTTGCTTTTTTTTTTACTCGAAAATGTGCGTGT GTGT TCCCTGT TAAGAAAAATCTCTAGCACTG
CTCTTAACTTGGAGT TAGAGGCACCATCTTAGCT TAATCTAAAGCAT TTAGCCTGECTATCGT GGAAC
AATTCAGGT GCCTTAGCAGT TAAATGAAAAT GACCCT CTTCAAACTAGCAATGCATTAACTACATTTA
TTAATATTTAGAGCACGCCCACATGATTGTGTGGATTCACATATTTTAAGATATTTCACGATTAAACA
TTTATTAAAGCAGAAAACAACAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

e AbaK13

GICTATCCCTGEEEEGETGGTGGTIGCTGGT TTTGECGECEGT GCTGGT TTTGGECGECGGTGCTGETTTT
GGCGECAEGTCCTGGT TTTGECEECGETGCTGGT TTTGGT GACGEGT GCTGGT TTCGGT GGCGECGGAGA
TGTTGGT CTCTCCCT CAAT GAGAAGGCCACCATGATAAACCT CAATGACCGT CTGGCCATCTACCT GG
AGAAAGT GCGCACCCT GGAGGECCT CCAACGCCACCCT GGAAAAGCAGAT CCGCGAGT GGAGCCAGAAC
CGCGCAGI TATCACCCATGACTACAGT GCCTACT GGAAGACCAT CGCTGACCT CCEEGACAAGATTGG
TGTAGCAAACAT GACCAATGCCAGGATTATTCTCCAGATAGACAAT GCCAAATTGGCAGCCGATGATT
TTAGAGT CAAGT ACGAGAAT GAGCT GGCAAT GAGGCAGT CTGT CGAGGCT GACAT CGCCGGACT GAGG
AGCCTACT GGACGAGCT GACT CTGECCAGAT CCT CCCT GGAGAT GGAGAT CGAGEGT CTGAAGGAGGA
GCTGATCTACCT CAAGAAGAACCACGAGGAGGAGCT CCTGECCT TGCGT TCTCAAGT GGECGEECTCGG
TCAATGT GGAGGT GGACGCT GCCCCACAGCAGGACCT GT CCAGAGT CCTGGAT GAAAT GAGAGCGCAG
TACGAAGGGAT CGCCGAAAAGAACCGCCGAGAT GT GGAGGECT TGGT ACAAGGACAAGT TCGACGACCT
GAACAAGCAAGT GGCCACGAGCACAGAAGT TCTCCAGACAT CCAAGAGCGAGATCTCAGAACT GAGGA
GGACCCT CCAGGGACT GGAGAT TGAACT GCAGT CTCAGCT CAGCAT GAAAT CTGCGCT GGAAGGCACT
TTGCCCAGAGACAGAGGECCGCTACGEEECAAAGCT GAGCCAT CTGCAAACAAT CATCGACAGGCTGCA
GACTGAACT GATGCAGGT CCGAAT GGACAT GGAGCGCCAGGEGECAACGAGTACAAGAT GCT GCTGGACA
TCAAGACCCGT CTGGAGAT GGAGAT CGCGGAGT ACAGGCGCCT GCTGGACGGAGAGGAT TCT GGGAAA
GGCTACAATTCGCAATCTTCTCAAAAGGT TGT GGT GCAAAAAGT GGAGGAAGT GAAAGCCAAAGCACC
TGI TGT TACCAAGACCAGGAT GGTAAAGACCATGATTGT GGAGGAGGT TGATGGT GTGGTGGT CAATA
CCAGGGAGGAGAT GGT TGAGGAGCCCAT GT GAACAGCACCT CCCCAGCCAAGAAGAAGAGCAACGCAG
GGCAACAACT GGT GGAAGCAAAAAAAACCT TTCTCTTTTCTGI TAATTTGATACACT GAAATAAATCA
AATAAACTAAATGAATCTTCCTGAGTATTGTACTGAATACAT TGCATGCCTATATTTTGGT TGTCCTC
TTCTGAAAATAATAAATAAATGGECTCTTTCTTGCAT TGCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

e AbaKl14

GCACATCAAAACCCCAGT CGCAAGCAT GCAGGT CCAGCGT TCTCAGCGGT TCTCCAGCGCCTCAATGG
GCGGT GGT GECGEECEET TCAATACGCAGGT CCGGT GCGCAGT CTTCT TTCAGCAGCAT GGGAGGTGEC
ATGGEECTATGGECAT GEGT GGT GECAEGET GGTGGTATGAGCT TTGGECATGEGT GGT AGCAGT AGT GGCAT
GGCCTTTGCECATGEGT GGTGECGGT GGT GACT TTGGECT TCECT AACGGT GCAGGT GCGT TTGGAGCT G
GCGGT GECGAGGECGGECT CCTTCATAAT GGGCAACGAGAAGCAGCACAT GCATGAACT GAAT GACCGT
CTGGCCACCTACCT GGAGAAGGT GCGCACCCT GGAGGCAACCAACAAGGACCT GGAGGAGAACCT GAG
GAACTTCACAACT TCCAAGGT GGAGAGCCACGACTATTCTGCCT ACGAGGCGCAGCTGAAGCCAATCA
GAGACCAGATCATTAATATCAT CCTGGAGAAT GCTCGT CTGECCCT GGAGAT GGACAATGCAAAGCT G
GCTGCCGATGACT TCAGAAT GAAGT TTGAGGCGGAGT ATGCAAT CCGCCAGT CAGT GGAGGCTGATAT
CAACGGGECT GEEGEEECT TGAAGAAGGAGT ACGAGT TCAACCACAAGACT CTGCT GCAGGACAT CGAGG
GCCTGAAGGATGAGCT GGATTTCCTAAAGAAGAACCACGAGGAAGAGCT GECCT CECT CCCCTCGGAG
ATGAGT GGCACGGT GAGT GTGGACCT GCAAGCT GCT CCTGCCGT GGACCT GCAGAGAGT CCTGGACGA
CATCCGT GCCGAGT ACGAGEECGT GGCGCGACGCAGCCAAGAGGAGECCGAGAGGT GGTTCGTGAAGC
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AGGCTGAAACGAAGCAGGCAGAAGT AGCT CAGAGCACCGAAGCT CTCCAGT CCACGAAGACGGAGT TC
ACCGAT CTCAGACGCCAATACCAGAACCT GCAGGCCGAGCTGGACGCCCT TAATGCTTCGAAATCCTC
TCTGGAGCAGGT GCT GATGGATACAGAGEEECGCT ACCAGAT GCAGCT GCAGCAAAT CTCCGCCATCG
TGGGECCGECT GCAGCAGGAGCT GAT GAACGT CCGCGACAGCAT GACAGCCCAGT CTCAGGAGT ACCAG
AACCT GCTCAACAT CAAGAT GAAGCT GGAGAT GGAGAT CGCCACATACAAGAAGCT GCT GGAGGEEEEC
GGAGCCGEEEEECCGT CAT GCT TGGAGGEGEGAGGAGCT GGT GTCAACACT TCCCAGACAGT CGTGATAA
CAAAGGAAACAAAAACAGT GACCACCT AAACGCCAGGAAGAACGGEGAGACAGACGGACGGACGGACAG
GCAGACGAACGCACACGCTTCTCCTGCGAACACAATAAAATGCTTAACGCCTTCACTCTTTTTTCTGT
TTCTGAGI TTCTGCACCCTTTGI TAAAGCT CCCCACGCT ATCCCATGCACAGCGAAAGT GTAGTAAAA
GCACT GECCGT CCGT GCATGECATGATAGT CTTGGATAGT CTTCACT TGTACTGTAGAT TGGGAATCT
CTTTACTTCTGTCTGGGTGI TTTCTTTGI AAGGT GGACAATAAAAGAAGAGCAACCGCATGTACCGTC
TCCGCCCTCTCATTGCTGATTGGATAATTGATTGGECCTGTGTGCTGI TTCATCTACTCTGACAATAC
AAGCTTATGCTCAGCAACCCCT GT GGAGCT CCAGCAAGACACAGGAGAGCT TTCAGT CCCAGCTCAGC
CAGCCCCTCGI GTCGT GACT GCTCCCTAT TCCCAAACT CAACAACT CATAATGAAATAAAGT TTGGTA
TTCAGAAAAAAAAAAAAAAAAA

e AbaK15

CTAAGCAAGAGAAAAGCCTCTTTGGCACAAT GTCACACTATTCCACT CGCAGT TTCAGCACTAGATCC
TCTGATGGT CTCACCAGCAGGCCTGCAACT CTGATGAGCT CGT CCCGACTCTATTCTAGCGCAGCCCC
CCACAGGEECCCT GAGCACCT ACCEEEECECAGEEEEECAAGGCACCCGCAT CTCCAGCGCCAGCTACT
CCATGCCCCTTTCCAGT GCAGGT GGAGGAGACGCECT TTTCCT TAAGCAGT GCCAGCTCTGTGGCCTCC
AACGGECAAACACACCAT GCAGAACCT CAACGACCGCCT GECCACCT ACCT GGAGAAGGT GCGCACCCT
GGAGGCATCCAACGCCACT CTGGAGAAGCAGATACGT GAGT GGTACGAGAAGAAGGEGGECCAGI TCTCC
AGGACTACAGT GCCTATGAGAAAACCAT CGAT GGACT GCGCGCACAGAT CAGCGCCACT GCCCATGAA
AACGCCAAGATCCTCCTGAGGAT TGACAAT GCCAAACT GGCCCGECGATGACT TTAGAATGAAGTACGA
GGCTGAGCT GGCAAT GAGGCAGT CTGT CGAGGCT GACAT CGCCGGACT GAGGAGGGT CCTCGATGAGC
TCACTCTAGCCAGAT CCTCT CTGGAGACAGAGAT CGAGGGT CTGAAGGAGGAGCTGATCTACCT CAAG
AAGAACCAT GAGGAGGACCGCCGT GCTCTGCGCT CTCAGAT GGGCGGGAAT GT CAATGT GGAGGT TGA
CTCTACCCCT GGGEGT CGACCT GACCCAGGT CT TGGCT GAGAT CCGAT CCCAGT ACGAGGGCAT CGCCA
ACAAGAACCGCCAGGAGAT GGAGGCCTGGTACAAAGACAAGT TTGATGCCCT CAACCAGCAAGT GTCC
TCCAGCACT GAAGCCCT GCAGT CCAGCAAGACT GAGGT CTCCGAACT GAAACGCACT AT CCAGAGCCT
GCAAATTGAGCT GCAGT CCCACCT TAGCCT GAAAGAAGCCCT GGAAGGCACT CTGAGT GAGACGGAAC
AGCGCTACGCAGCT CAGCT CCAACAGCTGCAGT CCATCATTTTCAGGT TGGAGAAT GACCT GAGCCAG
GCGAGAGAGGACAT GAGAAGGCAGAGCGACGACT ACAAGGCCCT GCTGGACAT CAAGACCCGEGECTGEA
GATAGAGAT CCCTGAGT ACAGGCGCCT GCT GGACGGT GAAGAACGCGECCCCCGT TCAAAGAGCACCAG
TTGTAACCACCAGAAAGGT GAAGACCAT TGT GGAAGAGGT GGT TAAT GGGAAGGT TGTCTCGT CCCGC
GI'TGAGGAAGTI TGAACAGAAGAT CTAGACCAAGCCAT TTTTTT TGCCCCT GCAGACCCT CAGCTGGEC
ATCACAAGGT GTCACCTAAAAACAAAT TCAAGT CAAAT TAATAAGGGAATAATTGACT CGAAT TCAAT
GGTGGTGGTITTTTTTTGT TGTTGT TTATAAATACTTTAAGAATGCTTTTTGTCTCCCTCTACTGGTGA
TGCAAACAACTGCATGATGT GCAAGACAACCTTGTGTAATGT GTACTTTTGT TTCAATAAAATGI TCT
CTGCAAAAAAAAAAAAAAAAAA

e AbaKi18

CCTGCAGGT TCGACACTAGT GGCATCCAAAGCTTGT TCAGGTACAGCTGT TGTAGT CTCTCTCTCCCT
GCCTTCCACACT TCCAAAAT GAGT TACAGGCCAGGCAGT TACT CGGT GAGCT CCAT GAGGCCAGT GGG
CTCTGTI CCGT TCCAGCCAGGT GAT GACGGT CCAGAGGT CCAT GCCCCT GECCAGCGCTGCCAGT GTGT
ACGGECEGET CCCEEEEECAGEEEET CCCCGAT CTCCGT CGEEEEGT CATCATCAGGGT TCGGATCCGEC
TTAGGCTCCGEEECT GGTGECTCCTATAGCT CCATGT CAGT CAGCGGCAGT GGCCT GGT GGECAACGA
GAAGGAGACCAT GAT CGGCCT AAACGACCGCCT GECT GCCTACCT GGAGACT GT GCGCAACCTGGAGC
AGGCCAACAGCAAGCT GGAGT TCCAGAT CAGAGAGGCCCT GGAGAAGAAGGGACCCACCACCCGAGAC
CTGAGCCCCT TCGAGAAGACT CTGGAAGACCT GAGGAAGAAGGT GTATGACATGACCATGGACAATTC
ACGTTTGGTGCTCCAGATTGACAATTCCCGCT TGECT GCTGACGACT TCAGAGT CAAGT TCGAGT CGG
AGTACAGCATCCGT CAGT CGGT GGAGAGT GACAT CATCGGT CTGCGCAAGGT CATCGATGACACCAAT
ATGGEGECCGCAT GAACCT GGAGAGCGAGAT CGAGT CTCT GAAAGAGGAGCT GATCTTCATCAAGCAGAA
TCACAACCAGGAGGT GAATGATT TGCGCAACCAGAT CGCCCAGT CCGGAGT GCAGGT GGACGT GGACG
CTCCCAAGGGET CAGGACCT GECCCAGGT GT TGECGEGAGGT GCECGECGCAGT ACGAGAGCAT GGCGCAG
AAGAACAGGGATGAACT CAAAGCAT GGCACGAAAACAAGCT CACAGAGGT GGAGGT GGAGGT CATACA
GAACACAGAGGCT CTGCAGGEEECCAGGACAGAGGT GACAGAGCT GAGGAGACAGATGCAGT CCCTGG
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AGATCGAACT GGAAT CCCAGCGAAGCAT GAAAGCGT CACT TGAAGACT CCCTTCGGGACACGGAGATG
CGCAACAACAT GGAGAT GGAAAGGT ACAACAACAT GAT CCT GCAGCT GGAGGCGGAGCT GGGACAGCT
GCGAGGAAACAT CCAGAT GCAGGECGT CGGAAT ACGAGGCGCT GCTCAACAT AAAGAT GAAGCT GGAGG
CAGAGAT CGCCACCT ACAGGCGECT CCT CGACGEGEGAGGACT TCAGGECT CCAGGATGCCCTGGT TGAT
CAGT CCAGCACCAAGAGCAT TAAGAAAGT CACT GT CACACAGACCCT GGT CGACGECAAGGT GGTGTC
AGAGAGCACCAACACCAAGGAGAT TGCGAAGT GAGCCCTACCCCCTACT CGAGAGGGEGTACAGCTGCA
GCCCCCTAAGCAGCT GAGAGATAT GAT GCT GCT GAGAAGGGT CCTGCAGT GATACCCTATTGCCCTAC
TCTCTCCCCACTAACAAAAATATAT TGCCTTAGAAAGAAAAGT AAAAGAACCCACAAT GCAACAGCAAC
ATGACT GCTGGECTCCTGT GT GCCTCAGCAACT GTGTAACT GCCTGGCGATGT TCAAATAAAAGCAACC
CCTTTTCAGAAAAAAAAAAAAAAAAAA

8.2 Typ II-Keratine

e AbakKl

GCTATCCAGCACTGI TTCTTCTGCTCT TGTACCTACAAAGCCAAACCAAGCCATGT CTCTGT TGGGAA
GCAAGCGAAT TAGCAT CAGCACCAGCAGCCT GAACAACAGGT CATCT CGGT CTGEEEECAGCAGCATG
AGCCAGAGCGGECCT CTACAGCAGT GGECAGATTAGAAT GAGCAATGGCTACAGCT CCTACAGCTCCAT
GGGAGGAAGCAT GGGT GGAGGAAT GCGT CTCCCCAGCAT CCCCAT CTCCGCAGT GACCTACAACAACA
GCCTGCTGECCCCCCT CAACCT GGAGAT CGACCCCAACAT CCAGGT GAT CCGCT CCCAGGAGAAGGAG
CAGATCAAGGGECCTCAACAACCCCTTCGCCTCCTTCATCGATAAGGT CCGT TTTCTGGAGCAGCAGAA
CAAGAT GCTGGAGACCAAGT GGAAT CTAAT GCAGGGACAGACCACCACCAAGT CCAACAT CAACGCCA
TGTTCGAGGAGT ACAT CGCCAACCT GCGCAGGECAGCT CGACGCCAT CAACAACGACAAGAGCAAGCTG
GACAGT GAGCT GAGGAACAT GCAGEEEECCGET GGAGGACT TCAAGGGECAAGT ATGAAGAT GAAATCAA
CAGACGCACCGGT CTGGAAAACGACT TTGT CGTCCTGAAGAAGGATGT CGATGGTGCCTTCATGGT TA
AGGCTGAT CTGGAGGACAAGGT TGECT CCCTGAGCGACGAGAT CAACT TCCTGAGGAGCATTTACGAG
GAGGAACT CCGCGAGAT GCAGAGCCAGATCAAAGACACCT CCGT CGT CGT GCAGAT GGACAACACT CG
TCACCTGGACATGGACT CCAT CGT GGCT GAGGT CAAGGCT CAGT ATGAGGACAT CGCTGCCAAGAGCC
GCGAGGAGGCAGAGT CCTGGTACAAGGT CAAGT ACAGT GAGAT GT CCTCCCAGGCT GGCAAATATAGT
GATGAGCTACGT AATACCAAAGGT GATATCGCTGAGCT GAAGCGCAT GATCCAGAGACT TGAGAGT GA
GATCTCGT CCATCAAGGGACAGCGT GCCACCCT GGAGGCT CAGAT CGCT GAGGCAGAGGAGCGECGEEEG
AGCT GGCAGT GAAAGACGCCAAGGCCCGT AT TGCAGAT CTGGAGGCT GCTCTCCAGAAAGCCAAGCAG
GACAT GECCCGCCAGGT CCGCGAGT ACCAGGAGCT GATGAACGT CAAGCT GGCCCTGGATAT CGAGAT
TGCCACCT ACAGGAACCT CCTGGAAGGAGAGGAGGACAGGAT TAGCAACCACTCAGT TGTCAGT GTCC
ACTCTGCACCATCCTACAGCCAGT CCAGCAGCAAAGGT AT GCAT GCCGGT GECTACT CCACCAGT GGT
GGGTACAGCTCCTCT TCCTCTGGT ATAGCACAGCT CAGACCACCAGGAACGT GGCCGCTAAGAACGT G
GTGATCAAGAT GACCGAGACCAGCGACAACCGAT TCCGCAAGT AAAT CGGAGAAGAACCACAGGCATC
AAAACAACAAAAT CTCCGCT GT CGT TACGT GACGCCT CACTAT TGCCAGCT TACAGCTACCCGTAGAG
ACCTGTTCGITCCCATTTTTTAGAGAAAATATAT GT GGCATGTAATAAAGGGAATGAGCT TCAATCAA
TGATTATTGCTCT TCGGGAACGAT TATCGGAT CCAAACAAAT GCTGACCGACGCTTGTCCCCTTTATT
GCATGAATATTGI CTATCCAAATGTAATTTTTCTGAGACAAAAAGCGEGEGAAT TGAGT TGAGAACCCAA
TGGACCAACAAGT GCCCTCTGGT TAGCTAAGCCGT CAATAGCAGEGECGT CACTCTTGGTGTATTCCCT
GGATTTCGGTTGTTCTTTGGT TTATGT TTTTATTGTAACCTAACAAATACTGTCCCTCGACTCCTTGA
AAGCTCTTCTTTTATGAATTCAACTCCTTTCTGTAGAAT CCAATGCCGCTGEGAAATTGEEEGTGI TC
ATTAATGI GGT CT TAACAGAACCT CCAAGT TCCTAAACGGEGECCCAGCT TGTAACCAAAAATAAAATC
AACCACCAAGT TGEGEECT TGCTTCTCT TG CCGAGCAGT CTAAAT CCCACCAGAAT TCCCATCCCTG
GIGATACCGTACTAAACTTCTTCCTTTGTATTCCCATTAGT GCTTGCCACAGTAACTGT CTTCAGAAA
AGTGATAGAAGGTATGCATTCAATAAAAACACACACATATATATACAGCTACCGTATTATTTTACTGT
TTTATACCAACAT TAAATCCAGAGGCCCAGGATATATGT GTGT TTCAGTATTTAACACAGGTGT TACA
TGTTATACTGTACAATGCT TCCTATGI CTGAAAGT TTGAT TGAACAGT GCCATAGATCAGCACATTCG
AGGTAAT GCAAGCAGACACAT CAAAGGT GGT TACT GTAGAT CAGGCCGAACT AGGECT GCCTTACAGCT
TTTAAATCTGTACTACGTACTAATGAAATAAAT GACT TTGAAAAAAAAAAAAAAAAAA
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e AbaK?2

GI'GGCCECAEECT T TGGCGEAGEGET AT GGT GGCGECAT GEGGAT GGEGT GGCGECAT GEGEGATGEGTGEC
GGCCTGEEGATGEGT GGT GGT TTCGGT GGCCGACACGGT GACGGT TTCT G GGCCGAGGT TTCGGT GG
CGGCAT GEGECGCCCCCAT CACCGCAGT GACCGT CAACCAAAGCCTACT GGCCCCCCTCAACT TGGAGA
TCGACCCCAACAT CCAGGT GATCCGCT CCCAGGAGAAGGAGCAGAT CAAGGGCCTCAACAACCECTTC
GCCTCCTTCATCGACAAGGT CCGT TTTCTGGAGCAGCAGAACAAGAT CCTGGAGACCAAGT GGAATCT
AATGCAGGGACAGACCACCACCAAGT CCAACAT CAACGCCAT GT TCGAGGCGTACATCGCCAACCTGC
GCAGGCAGCT CGACT CCCTGEGECAAT GACAAGAT GAAGCT GGAGAGCGATCTGT CTAATATGCAGAAC
ATGGTGGAGGACT TCAAAAACAAAT ACGAGGAT GAAAT CAACAAGCGT GCCAGT GTGGAGAACGAATT
CGT CCTGCTGAAGAAGGATGT TGATGGT GCT TACAT GAACAAGGT TGAGCT GGAAGCCAAGGT CGATG
CCCTTCAGGATGAGATTAACT TCCTCAGGGCCAT CTACGAAGAGGAGCT TCGCGAAAT GCAGT CCCAG
ATCAAGGACACCT CGGT GGT GT TGGAGAT GGACAACAGCCGT AACCT GGACATGGACT CCATCGTGEC
CGAAGT GCGCGCT CAGT ACGAGGACAT CGCT GCCAAGAGCCGT GCCGAGGECT GAGAGCTGGTACAAGC
AGAAGT ACGAGGAGAT GT CCACCT CCGCCGGACAGT ACGGEGEGAT GACCT GCGCAACACCAAATCTGAG
ATCGCCGAACT GAACCGCAT GATCAGCAGACT GACCT CTGAGATTGAAT CTGI TAAGGGCCAGCGCGG
AAACCT GGAGGCT CAGAT CGCT GAGGCAGAGGAGCGCGEEGAGCT GGCAGT GAAAGACGCCAAGECCC
GTATTGCAGAT CTGGAGGCCGCT CTCCAGAAAGCCAAACAGGACAT GGCCCECCAGGT CCGGGAGTAC
CAGGAGCT AATGAACGT CAAGCT GGCCCTGGATAT TGAGAT CGCCACCT ACAGGAAACT CCTGGAAGG
AGAGGAGAGCAGAAT CAGCT CAGECGGT GGAGCAGT CACAGTACACAT GCAGCAGAGT GTATCTTCAT
CTGGAGGECGGAT TCCGAAT GCGAGGAGGAAT GGGAGGAGGAGECGEECGEGT GGAT TCGGAAT GGGAGGA
GGAGGT GECGECAGT GGAT TCGGAAT GGGAGGAGGAAT TGGAGGAGGAAT GCGAGGAGGECTCTATGAG
TGGTGGAGGATACGGAGECT TTAGCGGCGEECAGCAGCGEECEET GGT GGT GGCAGCAGCAAAGT GT'CCT
ATTCACAAT CCTCCACGACCAAGACCAAGCGCTACT AAAACCGT CGACCCCCCCCCT TCGAGAACGEG
TTTCGECCTCTTCAGI TCACACGI TTCTCTCTATCCCCTCAAAGATCTTTCTATAGGTCCTGI TCTCT
ATCAGI TGECGCCCTGT GTCAACAATCTTGTATTTTTTTTGGAAAAGCAAAACT CAAACATCCAAAGAA
ATATGTTGCAAATGT TTGT GT TGGAGAT GGAT GGGGEGAGT GTGEEGTGEEGECTTCTCCTTTTTTAA
TGTTCTGTATTGIGCTTCTCTTTTGT TGCCTCT TTGT GGACAGATTGTATGAATGCAATCGICTTTTC
TAACATCATCTCTGCAATAAATCCGAGT TTCTAAAT GAAGCT GAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

e AbaKS8a

TTTGAGCAGGTGCGTATTTCTTTGCACTAGCACACAAACAGACACAAAAT CGCCTACAATAGAAACTC
TGGTGCCAGGACCT TCAGCAGCCGI TCTTACAGT TCT CCGGECAACAAAAT GAGT GT TTCCCGAGT AA
ACAGCGCCTACT TCCCCGGCAACAGGACT GGACCGT CTGGAATCAGT GCT TCGT GGECTACCCCGGT C
TCCTCTGCTGGGATACT GCTCTCCAACCCT CCCAACACCGAAATAGATCCCCGT TTCCACCAGATTAA
AACCCAGGAGAAGGAGGAGATAAAAGGACTAAATAACAAAT TTGCAGATTTCATTAACAAGGTGCGTC
ACCT GGAGCAGCAGAACAAGGT TCT GGAGACCAGGCT GAAGATCAT GCTAGAGAAGGEGECGACTACAAG
TCCAACAT CGACCAAAT TGTGGCCGCGT TTGGECAACAACCT GACGAGCCAGAGAGACAGGECTAAGCAA
TGACAGGGACAAACT GGAGAAGGAGCT GECT CGCACT AAGGCACT GGT GGAGGACAACAAAAACAAGT
TTGAGGATGAGATCAACAGGCGTACT CAGT TAGAGAATGAGT TTGT GCTCAGCAAGAAGGAT GTAGAT
GAGGGCTACCT CCAGAAGGT GGAT CTGGAGAATACCGT AGAGAGCCT GATGGACGAGCTGECCT TCCT
GAAGCAGCT CTATGATGAGGAAAT CCGT GAGCT GCAAT CTCAGAT TAACAACACAGCAGT TACCGT GG
AGAT GGACAACAACCGT GGT CTGGATATGAAGCAAAT CGT GGAGGAGGT GAAGAT GCAGT AT GAGEEG
ATCGCAGT CCGAGGCCGAGACGAAGCT GAGCAGT GGT ACAAAAACAAGGT GGAT GACAT GGCGGCTGA
GGCTGGGAAGT ACAACCAGGACT TGAAGGGAGT GAAGAAT GAGATTGTAGAAATGATGCGT CTCATCC
AGAGACT CAACT CTGAGGCT GAGGECT TGAAGAAT CGACGAGCCAAT CTTGAGAT GGCCAT TGGAGAG
GCAGAGGAGCGGEGEGACAGCT TGCAGT AT CAGACGCCAAGAACCGT GT GAGT GAGCT GGAGGCAGCCCT
GAAGAGT GCCAAGCAAGCCAT GGCCAAGCAGGT GCGCGAAT ACCAGGACCT CATGAACCT CAAGCT GG
CCTTGGAAATTGAGAT TGCCACCT ACAGGAAGCT CCT GGAAGGEGGAGGAGAGCAGACT GGGAACCCAC
CAGCAAGGAGGGECCCCGCCAGGACT CTCAACT CAGT GCCAT TGACCAGCTAGATTTCTAAACCCCT GT
GTI'GCCCTGCTTACGTAGAT GGCCT GGT GCAGT CCCGAAGCCT GGACCT CTCAAGAGCAGCACCCCCTA
AGAAAGCTGT GCTCAT CAAAACCAT CGAGACCAGAAACGGT CAGGT GATCTCAGAGT CCTCCCACTTC
TCTGAGGACT GAGGAT CCCGACGAGCGEGECTGCTTCGT TTTTAAACATGTAT TTTGGGGAAAAAAAAT
CTCAGGTGGTGGTITTTTTTTTTGGITTTTTTTTAAGACTAGAATAGCACTTGGAGTCATATTTTATTT
TTGAGCTTAGCCAGTCCATACATAACTCCTGCTGTTGATTTTATAATTTCATTATTAAAAAAAAAACC
TAAAATGGCTCAAGGT GCTATTCAGT TGGACTTACACCCTGTATAACACTCTTGTATAATGCTCTCTA
TAGACTAATAATGCGAAAATATAATCTACACT GTAGAAATGT GATAAACTTGAATAAATAAGT CCCTT
GCAAAAAAAAAAAAAAAAAA
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8.3 Typ III-Proteine Desmin und Vimentin

e AbaD

CAAGAACCAGT AGI CCTAACTGI TCCACT CCAGT GCCACCAT GAGCCAATCTTACT CTTCCAGCCAGA
GGGCATCCTCTTACAGAAGGACCT TCGEEEEEEECECCECCECT TCCCCACAGT TCTCCAGEECCTCG
TACTCCAGCCGCGEEEECCEECAGT GCTACCT CTGCT TCCAGEGT CTACCAGGT GTCCAAGAGCTCAGC
CTCCCCCAGCT TCTCCAGCT AT CGEECCAGT CGEGT GECCCCCCT CCGAGT CTACGECGGAGAGACCC
TGGACT TCAGCCT GECT GATGCCAT GAACCAAGAGT TCCTCCAAACACGGACCAAT GAGAAGCCTGAG
CTTCAGCACCT GAATGACCCCTTTGT GAACTACAT TGAGAAGGT GCGT TTCCTGGAGCAGCAGAACCA
GACCCTGGT GGT GGAGAT CGAGCGACT GAAGGGECCGEGAGCCGACACGCGT GGCTGAGAT CTACGAGG
AGGAGAT GAGGGAGCT CCGCAGGCAGGT GGACAT CCT CACCAACCAGAGGEGACGCGT TGAGGT CGAG
AGGGACAACCT GGCTGACGACCT GCAAAAGAT CAAGCAGAGAT TTCAGGAAGAGAT TCAGCAAAAGGA
AGAT GCTGAGAACAACCT GGCTGCCT TCAGAGCAGAT GT GGAT GCCGCCACCCT GECCCCGATTGACC
TGGAGAGGCGCAT CGAGT CCCTGCAGGAGGAGAT TGCCT TCCT CAGGAAAAT CCACGAGGAGGAAATC
CTCGAGCT GCAGGCT CAGCT TCAGGAGACCCAT GT TCAAGT GGAGAT GGACAT GT CCAAGCCTGACCT
GGCTGCTGCCCTGAAGGACAT CCGCAGT CAATACGAGAACAT CGCT GCCAAGAACAT CCAGGAGGCAG
AGGAGT GGTACAAGT CTAAGGT TACAGACCT CACCCAAGCT GCCTCCAAGAACAACGAT GCCCTGCGEC
CAGACCAAGCAGGAGAT GATGGAGT ACCGT CACCAGAT CCAGT CCTACACCT GCGAGAT CGACT CGCT
CAAGGGAACAAATGATTCCCT GAT GCGCCAGAT GAGGGAGAT GGAGGAGCGECT TCT CGEEEGEAGECET
CAGGT TACCAGGACAACAT CAGCCGECT GGAGGCGGAGAT CGCCAACAT GAAGGAT GAGATGGCACGC
CACCTTCGT GAGTACCAGGACCT GCTCAAT GT CAAGAT GGCTCTGGATGT GGAGATCGCCACCTACAG
GAAGCT GCTGGAAGGAGAGGAGAACAGGGT TAGTCTTCCTATACAATCATTCTCTTCATTGAGI TTTA
GAGAGACCAGCCCT GGACAGCACCAGCGCAAGT CTGAGGT TCACT CCAAGAAGT CAGT CGTCATCAAA
ACCATTGAGACCCGT GAT GGEGAGGT CGT CAGCGAGT CCACACAGCAGCAGCATGACTCAATCTAAAC
ACAGAAGCGGATGGACAGACGAACACCCATACACTATAGCTACAAGCATGGATGCTTTACACACGAAC
AGTACAGATACACACACACACACACACACACACACACACACACACACCGATGCACGTGAATCAAGTGC
CTTCGACT CT GAAGCAGCAT GGATGAGAACGT CTCGAGAAGAAGGAGAGAGAAT GT GAAGGGAATTCT
CTATTTTTGTAGT TACTGTAGTATCGATAAGCAATAAACT TCAGT GTGCGCTAAATTGTAATAAGATG
AATTTCTTGAAATGT TAAATTCTATCTGTGTATCCT GTAACGGCCCAGT CTCTGTAAGGGATAGCTAA
CCCCATTCCTGTGACAGTATTGCCAT TGAAGT ACT GTACCCAT CACT GCCAGGGCCCAGT CTCTGTAA
GGGATAGCTAACCCCAT TGCTGIT GACAGTATTGCCATTGAAGTAAAGCATTTCTATATTTGI TACACA
AGAATGT CAATAACATGCATCCCATGTI CACGGCTGTAGATTCAAAATATGAGCTATCAGTATGACGAA
AATGT TATGACCGT GATGTATATCGAAAGT CGGTACAGAATAGCAT CGAATATAGCAT GCCAATGAGT
ACTTTAATGAAGAT TGGATAAGT GATGT CATCAGCAAACAAGGT GTGT GTATCATGGTAAATTATATT
AAAATGACT GATTTACAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

e AbaV

GGT CTCTGGAGGCT GCAGAAGAAACCTAAT TCCAAGAAACACAGAAACT TCAATAAAAGAAAGCGATTA
CAAAATGT CTACAAT GAATCGGCAGT CGT CCTCCTACAAAAGGATGT TTGGT GGT GAGAGACCAGCGG
TTTCGACCCGGT CATACT CAAGT CGACAGT ACT CCAGCCCTAT CCGAT CCAGGGT TTCCTACACCAGC
CACTCAGCCCCGACT CTCTACGCGACCAAAT CTTCAT CCACGAGGCT CAGAAGCAGCGCTCCTCAGAC
CAGGCTGCTTTCTGAAACT TTGGATTTCGCCT TGT CCGAT GCCAT CAACACT GAAT TCAAAGCCAACA
GAACCAAT GAAAAGGCGGAGAT GCAGCACCT TAACGACAGGT TTGCCTCCTACAT CGATAAGGT GAGG
TTTCTGGAGCAGCAGAACAAGAT TCTGATGGECCGAGT TGGAGCAGCT GAAGGGAAAAGGCACCACCAA
GATCGGAGACCT CTAT GAGGACGAGAT GAGGGAGCT CCGT CGT CAGGT GGACAAGT TAACCAACGAAA
AGGCGAGGGET GGAAGT AGACCGAGACAACCT TGGEGGAT GACAT CAACAGACTAAGAGAGAAGCT CCAA
GAGGAAGCAAT CCAACGGGAAGAAGCT GAAAGCACT CTTCATAGT TTCAGACAGGATGT TGATAACGC
ATCTTTGGCACGT CTGGATCTTGAGCGT AAGGT TGAGT CACT GCCAGGAAGAAATTCCCTTTTTGAGGA
AACT CCATGATGAAGAACT CGCT GAACTACAGGT CCAGAT TCAGGAACAGCATATCCAAATCGACATG
GATGIT TGCCAAACCAGATCTCACT GCTGCTCTGCGT GACGT TCGT TTGCAGT ACGAGAACCTCGCTTC
GAAAAACATGT CTGAATCTGAAGATTGGTACAAAT CCAAGT TTGCAGACCT TACTGAAGCTGCATCCC
GTAACAGCGAAGCCCT CCGCCAGGCT AAGCAGGAT TGCAAT GACTACCGCAGACAGGT CCAAGGACT T
ACCT GT GAAGT CGATGCACT CAAGGGAACCAACGAGT CTCTGGAGCGCCAGAT GCACGAGAT GGAGGA
GAACTTTCGCTCTTGAATCT TCCAACTACCAGGACAGT AT TGCT CGCCT TGAGGACGACAT CCGCAACA
TGAAGGACGAGAT GT CCCGT CACCT GCGAGAGT ACCAGGACCT GCTGAACGT GAAGATGGCTCTGGAC
ATCGAGAT CGCCACAT ACAGGAAGCT GCT GGAGGGAGAGGAGAGCCGAAT CACCACACCTATGCCAAA
TTTCTCTTCCTTAAACCT GAGAGAAACAAGCCTTGAGATGAGACCAGTI TATGGATACCATTTCCAGEA
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AGGTI CCTGATTAAGACT GT TGAGACT CAAGAT GGACAT GT TAT CAAT GAGAT GACCCAGGAGCACGAT
GACCT CGAGT AAAGCAT CTGAAAGT CCGAGCATGAAATGT TTCATTCAAGCAAGAAAAGAAT GACCCC
TTGAGAAAAAAAT GT CTCT TGAGGAAAAAAAAAGT GAAAAAATAACAGCT TTAAAGT GCCTTTCTGCA
GITATCTGAGAGCGCCAGATAGAGT TATGT TAGAATGTAGECT TTGTAGGT CTGCAAAACGGGT TAGC
TGACATACAGT TTACTACAGAGACTCTAGT TTAGAT TCAGACAGT AAGACAATAGCAATATCCTGAAC
AACTGTACCAATCTTTATTAATTTACCATTTCAAATTAAAACTGCCTGT TTCCATCTGATGT TTATGCA
AAAAAAGT CACTGCTTCAGTAAGT CAATAAAAACAT TGGAAAAAAATAAAAAAAAAAAAAAAAAA

8.4 Typ V-IF-Protein Lamin

CTGGTI TCAGAGGGEEEGAGT GGAGT CTGTGT TACTGATAATCGCTTGGT TTTCCAAT GGCTTCCATGCC
TACCTCGACT CCGECCAGCT CAGGCCGGAGCACT CGGAGGAGCACCGEECGT TEECGT GI'CCCCGEECAG
GATCCGGECT CCAGCCCGACT CECCT GAGCCGCCT CCAGGAGAAGGAAGAACT GAGGCAGCTGAATGAC
CGCCTGGECGAATTACAT TGAGCGAGT CCCCTCGCCTAGAGACGGACAAAGCATCTCTGCAGCT CCTACT
GGAGGATCGAGAGCAGT CCTCGT CTCGGGAGAT GGGAAAGAT CCGECTGCTCTATGAAACAGAGCT CG
CCGACGCGAGGAAACT GCT GGACAACACGGECT AACGAGAGGGECTAGGCT TCAACT TCAGT TTAGCAAA
GI'CACAGAGGACCACCGACAACT ACAGATAAGGT ACAATAAAAAGGAGACTGACT TGECTGCTGCTGT
GGGCCCCTTGAGAAATCTTGAAGCT CTACT GAACT CCAAAGAGGECAGAATTGECAAATTTACTGGECTG
AAAACAGGCGT TTAGAAAGT GAACT TTTTGAACT CAAGGCTCAGACTGCCAATCTTGAATCTGTGTTA
CATGATGI TAAGAAACAGCT CCACGATGAAAT GCTGCAAAGAGT TGACCTTGAAAATCAAATGCAGAC
ACTACGGGAACAAAT GGAGT TTCAGAAACACAT CGGT GAAGAAGAACT CAGGGAAACCAAAAGT CGTC
TTGAAACTAGACTGGT TGAGAT TGACT CTGGT CGGCAGAAGGAGT TTGACAGCAAGT TTTTCGAGECC
ATGCAACAGCT CAGAAGGGAACAT GAAGGCCAAAT CCAGCAGT ATAAGGAGGAGCTAGAAAGAAACTT
TATTGCCAAGCT GGAGAAT GCACAGCAT GCTGCT GCCAAGAACAGT GATTTTGCCAGCT CTGCCAGSEG
AGGAGCT AATGGGGT CGAAAAT GAGGCT TGAAACCT TGT CCTCT CAGCT CGECCACTATCAGGAACAG
AATGI TGCCTTGGAGACCAAACT AAGGGAAGCT GAGGAT GCACT GGACCGGEGAGAGAGAGATAAGCCA
TCGACGCCTAACT GAGAAAGACAGAGAAAT GACT GAAAT GAGACGGCAAAT GCAGACCCAGCTGGAAG
AATATGAGCATCT TCTGGAT GTGAAACT GCCTTTAGACAT GGAGAT CAATGCT TACAGGAAAATCCTG
GAAGGAGAAGAACAGAGACT GAACCT GT CCCCAAGCCCAGCACAGCGAACTGCTGT GTCTCGTACCT G
GAAGCT GCGT GGGAAGAAAAGGAAACT TGT AGAGACACAGAGT GAAGCCCCCAGGTACAAAATATCCC
AGCATTCCTCCTCCAGCGGEECCTGT TTCTGI TGATGAGCTAGACT TGGAAGGGAACT TTGT CAAGCT T
AGAAACAACT CTGAGGAGGACCAGCCT TTAGGT GGGT GGATGCTAAAAAGAAACCT TCTGT CCGTGTC
AGATGTTGTATATAAATTTCCT TCAAGGT TTGT GCT TCGAAGT GGACAGACGGT CACTATTTGGGECAT
CAAACACTGGGGTTAGT CCTAATCCTCCCAGT GATTTAGT CTGGAAGAGT GAAACTACCT GGGGTACA
GGGGATAATATAAGGAT TGT CCTCAT GAACAGCAAT AAAGAGGAGAT TGCAGAGCGAACCCTGGTGCG
AATCCT GAGAGAGGCAGAGGGT GAATCTGAGGAGGAGGAATATGATGAAGAGGATGT TACT GGAAGT G
AGGTACACT TACGACGACAGCCAAAAAGAAGAAAAAAGAAATGT TGTTCCATCTCATGATTTGCCTCT
GGI TGTATGAACCAACAAATTAGGGT CTTCATAGAGCTGATGATCCCAGCTGT TCTGT TATGTAGCAG
ATCTTGGAATCCCAATGAGAAGCCGT TACTTTTCAGTGIGGTTTTTTTTTTTTTTTTTAATGAATTGG
AATGTAAAGATGCTGI TATTGGAGI TGCACTTGT TTGTTTTGT TTTATATGGAAACTGGTATTTTTCT
GITGGGTATTCT TTGGEEEGET GGEECEEAGGAAT GAGGACT GGACT GGT TGCAACACAATGAAATTGT T
TGATTATTCAGI TTCTCTCACCT CAGAAGGTGCCTTTTCTTAACTGGCTATTAGAGATCTTCCATGAA
GGTTAAAAATTTAAGGGAAGAACT GGACCAGT CATAAAAACACATGECTCTCTTTTAATCCCAATACG
TCAGAGGAAGCACATTGT AT CCAGCGGGTAAGAACGT TGTGT TAAATCAGATTAAATACACGT CATGG
TGTGCCTGTGCAGTAGCTCAACACATTAGT GT GTGACTGGGCTAATCTGCTGCATCCTCTAAGATTTC
ATTTAAATAGCAACT TAACCT GGT TAGGT GGGCAT GCAAAT GGAACAGAGAT TCGTCAGGTCTTGGT T
GAAAACGGCAGCTTTCTCTCTTCTCCACAAT GGGACCAT GGAT TCAT TGCCCCAGGEGECGT TGCAGCA
CTAAACCTATGTATTGI TTGCGAGTAGTAT TGGTAGAAACTACACTGTAGCCT TACAGCTTAACT TAT
ACCTACTGI TTCCAACAGAGGT CCCTGTAGAGCATTCT TAGAAGGGAT AGGGGGACTAACTATGAAGT
AAAAATAAGGT CTCATGAAGAAAGTATGT CTGGATTTCCATGTAATAGCT TGT GCTGTAATTTGGCAA
CTGAAAAAAAAACT GGAAAAAAAT TCATAAATCTTCATCAGCACAGGT GT TTTGAAAGAAAAAAAAGT
GIGTGATTTCCCTGCTTCTACAGTATTCGT TACATTTTCATGGTGCTATGACATTTGGT TTAATTATT
ATGICTGT TAAAATTGAGGTATTGGGT TATTAGATTTAGTATAGCT TTGCATTATTGCACACTATTTC
ACATCTTGCTGCCT TTAAAGGAAATATAATTTTAATGCTCAACTGCCAAGAAGTGT TTTTTGAGATGTA
CAGTATATTTCCATTGAGCCT CTTAATTGCACAGT CTGCTGCT GAGCTTCACAATCTTCCAGTGTGAG
TGTAGGT TATTGI TGAATCGCACAGT TAGCACT TTCACAAAT GACT CTATCAAACAGGT GAAAATCCT
AACCCTTTTTATTTTGICTTTAAGCCAAAGAAGAATATGTCCGT TTTTATACACTGATGTAAATTAAA
ATATGTAACACAGCTATTTATTGGATCAGT GTGTAACCT GCAGT TCAAATTTCTGI CACTGGGTAAAG
TGTATGIGTTTATTAAAACCTTTTTTTGACGAGT TCTTCTCCAAATGT TTTGGTAGT TTGGAATATTA
TTTTGCCAGTATGI TACTGI TGGATGCCTATTTAGATAAATTATTAATTACCAATACAAATTGTAATAA
TTTTCAAAGCACACTGAATGTAATTTGTGCCTGCATAGATTTCTTGCACAGT TCATAAGATCCTTTTT
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TTTACCCCCATTATTTGAGT TGAAATGCCTAGATATATGI TTGT TGT TTTTTTCTGGT GTACAAAACTT
GITAGGACACT GAATATGATGTAACTGCAAGT CATTTATTGT GAAGT CATATATACCACAGCGAGT TAA
TGECCTTATTGTAAATGCCATTATCTTGT GTCACAAATATATTGCTTCATTTTGGT CCCTTTAGCACT
GCAATTACACTGGECTGCACCTACACATTTAAATTGCATCAGI TGT GT GGGAATGCTGAAAAT GT GAAA
GITAAGGAAAAT GGAGACGT GATACT GTCGGCACGCAGACGCTCTACTCTAACGT TGAATATTGCCT T
TGTGTGCGAAATCCCATACGT GTCTTCGGT CATTTGATCATTAAACT TGCATACTGTACCAAAATATA
GACATTATTTTGTATTACTTTAAATAAAGCCTTTTTTTATTGAAGAAAAAAAAAAAAAAAAAA
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