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Einleitung 1

A  Einleitung

1 Das Cytoskelett

Tierische Zellen besitzen ein Cytoskelett, welches sich in Form eines dreidimensionalen
Proteingeflechts Uber das gesamte Cytoplasma erstreckt. Dieses Netzwerk gewahrleistet
Reil3festigkeit, Verformbarkeit, Motilitdt und Form der Zelle. Innerhalb der Chordaten werden
drei unterschiedliche Typen an Cytoskelettproteinen unterschieden. Die Mikrofilamente
reprasentieren die kleinsten Cytoskelettfilamente. Die Filamente haben einen Durchmesser
von 7 nm und werden von globularen Aktinmolekilen unter Hydrolyse von Adenosintri-
phosphat bzw. Guanosintriphosphat gebildet. Die grof3ten Filamente bilden die Mikrotubuli
mit einem Duchmesser von 20 nm. Die auch als Makrofilamente bezeichneten Filamente
bilden sich ebenfalls unter Hydrolyse von Guanosintriphosphat. Sowohl die Mikrofilamente
als auch die Mikrotubuli weisen einen polaren Charakter auf und sind hauptsachlich fir
Bewegungs- und Transportvorgénge innerhalb der Zelle verantwortlich. Sie unterliegen
einem standigen Auf- und Abbau, weswegen die entsprechend benétigten Monomere stets
in hoher Anzahl im Cytoplasma vorliegen.

Der Durchmesser des dritten Filamenttyps liegt mit 7-12 nm zwischen dem der Mikro- und
Makrofilamente. Aus dieser Eigenschaft heraus wird dieser dritte Typ als Intermediarfilament
(IF) bezeichnet. Im Gegensatz zu den Mikro- und Makrofilamenten bestehen die Intermedi&r-
filamente aus unpolaren, faserigen Strukturen, deren Monomere (IF-Proteine) als ldslicher
Pool im Cytoplasma vorliegen. Das von den IF gebildete Netzwerk erstreckt sich vom
Zellkern bis hin zur Plasmamembran. Von dort aus kdnnen tber Desmosomen bzw. Hemi-
desmosomen Kontakte mit benachbarten Zellen und/oder mit der extrazellularen Matrix
gebildet werden (Owens und Lane, 2003).

Die Hauptfunktion eines solchen Netzwerkes liegt in der Formgebung und Erhéhung der
Reil3festigkeit von Zellen (Eckes et al., 1998; Chou und Goldman, 2000; Coulombe et al.,
2000; Wang und Stamenovic, 2000; D‘Alessandro et al., 2002; Herrmann et al., 2003;
Coulombe et al., 2004). Eine weitere Funktion der Intermediarfilamente besteht in der
Festlegung einer Zellpolaritat (Hull und Staehelin, 1979; Salas et al.,, 1997; Ameen et al.,
2001). Zusatzlich interagieren diese Filamente mit weiteren Zellstrukturen und kénnen sogar
Informationen innerhalb von Signaltransduktionswegen tUbermitteln (Capetanaki et al., 1989;
Capetanaki et al., 1990; Nigg, 1992; Kouklis et al., 1994; Liao und Omary, 1996; Ku et al.,
1998; Paramio et al., 1999; Caulin et al., 2000; Langa et al., 2000; Takihara et al., 2000;
Gilbert et al., 2001; Inada et al., 2001; He et al., 2002; Paramio und Jorcano, 2002; Santos et
al., 2002; Toivola et al., 2002; Kirfel et al., 2003; Coulombe und Wong, 2004; Kim et al.,
2006; Russell et al., 2006; Tao et al., 2006).
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Im Vergleich zu den Untereinheiten der anderen Filamenttypen weisen die IF eine sehr hohe
Diversitat auf. So sind allein beim Menschen 73 IF-Protein-kodierende Gene nachgewiesen,
weshalb die IF-Proteine zu den 100 grofiten Multigen-Familien des Menschen gezahit
werden (Hesse et al., 2001; 2004; Rogers et al., 2004; 2005). Da die IF-Proteine neben
Gewebe- auch Entwicklungs-spezifische Expressionsmuster aufweisen, werden diese in der
Entwicklungsbiologie und Pathologie als molekulare Zelltypmarker verwendet (Lazarides,
1982; Moll et al., 1982; Osborn und Weber, 1983; Fuchs, 1988; Stoler et al., 1988;
Kartenbeck, 1989; LaFlamme und Dawid, 1990; Zhou et al., 2006; Kuo und Weisblatt, 2011).

2 Struktur und Klassifizierung der IF-Proteine

Die IF-Proteine weisen Unterschiede innerhalb ihrer Primarstrukturen auf. Aufgrund der
dadurch auftretenden Variation in der Anzahl der Aminosauren, der Polaritdt, der Ladung
und der GrolRe konnen IF-Proteine aufgrund ihrer physikochemischen Eigenschaften
(Molekulmasse M in kDa und isoelektrischer Punkt pl) charakterisiert werden. Anhand der
Priméarstruktur lassen sich die IF-Proteine derzeit in sechs Sequenzhomologieklassen (SHC
von sequence homology class) einteilen (Parry und Steinert, 1999; Hermann und Aebi, 2000;
Coulombe et al., 2001; Hesse et al., 2001; Herrmann und Aebi, 2004) und sind in folgender

Tabelle zusammengefasst.

Tab. 1: Typen, Molekllmassen und Vorkommen von IF-Proteinen

. Typisches
Name Sequenztyp Mole[lf(lé)l'ro\n]asse Vorkommen in
Saugern
Keratin (sauer) I 40-64 Epithelien
Keratin (basisch) Il 52-68 Epithelien
Vimentin ] 55 Mesenchymale Zellen
Desmin ] 53 Muskelzellen
GFAP Il 50-52 Astrozyten/Gliazellen
Peripherin ] 54 Neuronen (PNS)
Syncaoilin AV (?) 54 Muskelzellen
NF-L v 62 Neuronen (ZNS)
NF-M \% 102 Neuronen (ZNS)
NF-H v 110 Neuronen (ZNS)
a-Internexin v 66 Neuronen (ZNS)
Lamin A/C V 72162 Nukleus
Lamin 1 \Y, 65 Nukleus
Lamin B2 \% 78 Nukleus
Nestin VI (?) 240 Neuroepitheliale Zellen
Synemin VI (?) 182 Muskel
Desmusilin VI (?) 140 Muskel

Die mit (?) gekennzeichneten Sequenztypen zeigen beziglich ihrer Zuordnung noch Unklarheiten;
PNS, peripheres Nervensystem; ZNS, zentrales Nervensystem.
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Die einzelnen Klassen werden weitestgehend Gewebe-spezifisch exprimiert (Fuchs und
Weber, 1994; Klymkowsky, 1995; Hesse et al, 2001; Coulombe et al., 2001). Bei den
Familien I-IV sowie VI handelt es sich um cytoplasmatische IF-Proteine, wohingegen die
Lamine (Typ V) das IF-Netzwerk der Kernlamina bilden, welches an der Innenseite der
inneren Kernmembran lokalisiert ist. Hierbei sei angemerkt, dass einige Autoren den
Proteinen vom Typ VI keine eigene Klasse zuweisen (Steinert und Roop, 1988; Fuchs und
Weber, 1994; Klymkowsky, 1995; Herrmann und Aebi, 2000; Chang und Goldman, 2004),
sondern diese aufgrund ihrer Eigenschaften bei der spontanen Zusammenlagerung den
Typ llI- bzw. Typ IV IF-Proteinen zuordnen.

Die Sekundarstruktur der IF-Proteine ist weitestgehend konserviert und zeigt einen
dreigeteilten Aufbau (siehe Abb. 1): Eine hoch konservierte a-helikale ,Rod“-Doméne wird
an beiden Enden von nicht-helikalen Strukturen flankiert. Der aminoterminale Bereich wird
als Kopf-Domane (,Head“) bezeichnet wohingegen der carboxyterminale Bereich die
Schwanz-Doméne (,Tail*) bildet. Kopf- und Schwanz-Doméne sind im Gegensatz zur ,Rod"-
Domaéne nur schwach konserviert und zeigen beziglich ihrer Sequenz und Lange eine hohe
Variabilitat. Aufgrund dieser Unterschiede in den nicht-helikalen Bereichen besitzen IF-
Proteine eine hohe immunogene und funktionelle Diversitat (Hanukoglu und Fuchs, 1983;
Nagle, 1988; Steinert und Roop, 1988).

L1 L12 L2
- @

COIL1A COlIL1B COIL2A COlL2B

Head Rod Tail

Abb. 1: Doméanenstruktur eines IF-Proteins

Die roten Abschnitte stellen die helikalen Bereiche (Coil 1A, 1B, 2A, 2B) und die griinen Abschnitte die
nicht-helikalen Bereiche (,Linker*; L1, L12, L2) der Rod-Doméane dar. Die beiden nicht-helikalen
Termini (N-Terminus = ,Head"; C-Terminus = ,Tail*) sind schwarz gefarbt.

Die konservierte ,Rod“-Domane setzt sich aus 310 Aminosduren (bei Laminen aus 350-360)
zusammen und wird durch drei weniger konservierte, nicht-helikale ,Linker“-Sequenzen in
vier ,Coils" untergliedert (Conway und Parry, 1988; Albers und Fuchs, 1992; Shoeman und
Traub, 1993; Fuchs and Weber, 1994; Coulombe et al., 2001). Jeder Coil zeigt eine sich
wiederholende, heptadenartige Aminosaurenabfolge (a-b-c-d-e-f-g),. Jeweils die erste (a)
und vierte (d) Position werden zu 75 % von hydrophoben Aminoséuren besetzt, wohingegen

die funf restlichen Positionen meist von polaren bzw. geladenen Aminosauren (Hanukoglu
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und Fuchs, 1982; Steinert und Roop, 1988; Herrmann und Aebi, 2004) besetzt werden. Auf
diese Weise bilden die hydrophoben Aminosauren ein Band auf der Helixoberflache,
welches eine spontane Zusammenlagerung zweier Monomere zu einer superhelikalen,
dimeren ,coiled-coil*-Struktur erméglicht. Die Bildung dieser Struktur stellt innerhalb der
Zusammenlagerung der Intermediarfilamente den ersten Schritt dar (Hatzfeld und Franke,
1985; Quinlan et al., 1986; Hatzfeld et al., 1987; Hatzfeld und Weber, 1990; Steinert, 1990;
Coulombe und Fuchs, 1990; Coulombe et al., 1990; Hatzfeld und Burba, 1994; Herrmann
und Aebi, 2004). Im weiteren Verlauf der Zusammenlagerung zu Filamenten folgt ein
tetramerer Zustand, in dem zwei Dimere antiparallel und leicht versetzt zusammengefugt
vorliegen. In Folge weiterer Polymerisierungsschritte bilden sich Protofibrillen mit einem
Durchmesser von 2-3 nm (Geisler et al., 1985; Steinert, 1991; Steinert et al., 1993a;
Herrmann et al., 2002). Jeweils zwei bis sechs solcher Protofibrillen kdnnen schlussendlich
zu 7-12 nm dicken Intermediarfilamenten aggregieren (Albers und Fuchs, 1992; Fuchs und
Weber, 1994; Herrmann und Aebi, 2004). Hierbei sei angemerkt, dass sich bei manchen IF-
Proteinen in Folge der lateralen Zusammenlagerung von Tetrameren sogenannte ULFs (unit
length filament) bilden. In diesem Zustand liegen die einzelnen Tetramere in ,gelockerter”
Form vor, so dass die ULFs mit ca. 16 nm einen gréReren Durchmesser aufweisen als die
fertig assoziierten Filamente. Infolge einer ,Kompaktierung“ bilden sich schlussendlich 7-12
nm dicke Intermediarfilamente. In der folgenden Abbildung ist ein schematisches Modell der

spontanen Zusammenlagerung am Beispiel des Typ Il IF-Proteins Vimentin dargestellt:

Abb. 2 (auf folgender Seite): Schematische Darstellung der spontanen Zusammenlagerung von
IF-Proteinen

Die spontane Zusammenlagerung beginnt stets mit der Assoziierung zweier Monomere zu einer
dimeren ,coiled-coil“-Struktur. Nachdem diese sich wiederum in einem weiteren Schritt zu Tetrameren
organisiert haben, bilden diese Strukturen durch laterale Zusammenlagerung sogenannte ULFs. In
Folge der anschlielRenden longitudinalen Assoziierung solcher ULFs bilden sich bereits Filamente.
Diese haben einen grdl3eren Durchmesser als die fertigen Filamente. Im abschlieRenden Schritt der
spontanen Zusammenlagerung wird durch eine ,Kompaktierung“ der Durchmesser von 16 nm auf ca.
10 nm verringert. Obwohl es sich bei diesem Schema um ein allgemeines Modell handelt, variiert der
Vorgang der spontanen Zusammenlagerung innerhalb mancher IF-Protein Typen. Abbildung aus
Godsel et al., 2008.



Einleitung 5
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Da der Prozess der spontanen Zusammenlagerung nicht in allen Sequenzhomologieklassen
identisch ablauft, werden die IF-Proteine basierend auf deren Eigenschaften bei der
spontanen Zusammenlagerung zu Filamenten in drei Assemblierungsgruppen eingeteilt
(siehe Abb. 3). Die in der Kernlamina lokalisierten Lamine werden zur Assemblierungs-
gruppe 3 gezahlt. Diese bilden im ersten Schritt der Zusammenlagerung parallele Dimere,
welche sich dann ,Kopf-an-Schwanz* longitudinal zu Protofilamenten assoziieren. In darauf
folgenden Schritten lagern sich die Protofibrillen lateral aneinander und formen auf diese
Weise 10 nm dicke Filamente. Im Gegensatz zu den beiden anderen Assemblierungs-
gruppen bilden die Lamine keine ULFs. Zur zweiten Assemblierungsgruppe z&hlt man die
Typ IlI- und Typ IV IF-Proteine. Im Gegensatz zu den Laminen formen sich bei dieser
Assemblierungsgruppe im ersten Schritt Dimere durch antiparallele Zusammenlagerung.
Daraufhin bilden sich Tetramere, die wiederum lateral zu ULFs assoziieren kénnen. Erst
nach der lateralen ,Reifung” lagern sich die ULFs longitudinal zusammen und formen in
Folge einer Kompaktierung fertige Intermediarfilamente. Die Assemblierungsgruppe 1 wird
von den Keratinen (Typ |- und Typ Il IF-Proteine) reprasentiert. Im Gegensatz zu den
anderen Assemblierungsgruppen formen die Keratine Heterodimere. Dabei lagert sich im
ersten Assemblierungsschritt stets ein Typ | Monomer mit einem Typ || Monomer antiparallel
zusammen (Hatzfeld und Franke, 1985; Coulombe und Fuchs, 1990; Steinert, 1990; Hatzfeld

und Weber, 1990). Nach Assoziierung zweier Dimere hin zu einem tetrameren Zustand folgt
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die laterale Assoziierung (Bildung von ULFs) sowie das longitudinale Wachstum (inklusive
Kompaktierung). Im Gegensatz zu den anderen Assemblierungsgruppen laufen beide
Prozesse in etwa gleich schnell und zeitlich parallel ab. Obwohl in vivo nur bestimmte Typ /1l
~EXpressionspaare” gebildet werden, kdnnen sich Keratine in vitro grundsatzlich mit jedem
beliebigen Vertreter des komplementaren Typs zu einem Heterodimer zusammenlagern
(Hatzfeld und Franke, 1985; Hatzfeld et al., 1987). Diesbeziglich erscheint es manchen
Autoren auch als sinnvoll, neu entdeckte Keratine anhand ihres Interaktionspartners einer

bestimmten Sequenzhomologieklasse zuzuordnen (Karabinos et al., 2002).

>

Assembly group 3

3 =

i . e Lﬁ q f‘) \:‘?, u <

. § > = e ot o
= o o &

Assembly group 2

aaa - GG

[ H |

Assembly group 1
Mg ————ad ———————
e X
S ——

Abb. 3: Die drei Assemblierungsgruppen der IF-Proteine

Die Assemblierungsgruppe 3 wird von den Laminen (Typ V) reprasentiert (A). Diese nukledren IF-
Proteine lagern sich ,Kopf-an-Schwanz" zusammen. Erst nach der longitudinalen Assoziierung kommt
es zu einer lateralen ,Reifung“. Es werden in dieser Assemblierungsgruppe keine ULFs gebildet. Zur
Assemblierungsgruppe 2 werden die Typ lll- und Typ IV IF-Proteine gezéhlt (B). Im Gegensatz zur
Assemblierungsgruppe 3 lauft hier die laterale Assoziierung zeitlich gesehen vor der longitudinalen
Assoziierung ab. In der Assemblierungsgruppe 2 formen sich in Folge der lateralen Zusammen-
lagerung ULFs. Durch ,Kompaktierung“ reifen die Filamente zu ca. 10 nm dicken Intermediar-
filamenten heran. Die Keratine (Typ | und Typ Il) bilden die Assemblierungsgruppe 1 (C). Hierbei
bilden sich im ersten Schritt stets Heterodimere. In spateren Schritten formen sich ULFs, deren
Durchmesser in Folge einer ,Kompaktierung® verringert wird. Die laterale und longitudinale
Assoziierung lauft in dieser Gruppe in etwa gleich schnell und zeitlich parallel ab. Abbildung aus
Herrmann und Aebi, 2004.
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Der gesamte Prozess der Zusammenlagerung verlauft spontan. Lediglich Anzahl, Lage und
Lange der IF kann durch Phosphorylierung spezifischer Serinreste innerhalb der Kopf-
doméane reguliert werden (Geisler et al., 1985; Coulombe und Fuchs, 1990; Steinert et al.,
1993a; Steinert et al., 1993b; Inagaki et al., 1996; Ku und Omary, 2000; Ku et al., 2002;
Toivola et al., 2002; Omary et al., 2006).

3 Keratine

Die Keratine (Typ | und Typ 1) reprasentieren die gréf3te und auch komplexeste Gruppe der
IF-Proteine und kommen ausschlieRlich in Vertebraten vor, wo sie die IF-Netzwerke
epithelialer Zelltypen formen (Moll et al., 1982; Steinert, 2001). Im Menschen konnten bisher
mehr als 54 Keratin-kodierende Gene identifiziert werden (Hesse et al., 2001; 2004; Rogers
et al., 2004; 2005), aber bereits in Fischen zeigt sich eine hohe Diversitat an Typ | und Typ Il
IF-Proteinen (Zimek et al., 2003).

Neben deren Einteilung in Typ | (sauer) und Typ Il (basisch) kénnen die Keratine anhand
inrer gewebespezifischen Expression in weitere Gruppen aufgeteilt werden. So werden
Keratine aus den Zellen einschichtiger Epithelien auch als S-Keratine (von ,simple
epithelial”) bezeichnet und jenen gegeniber gestellt, die typischerweise in mehrschichtigen
Epithelien exprimiert und als E-Keratine (von ,epidermal®) klassifiziert werden (Markl et al.
1989; Groff et al., 1997; Conrad et al., 1998; Markl und Schechter, 1998; Schaffeld et al.,
1998; 2004; 2005; Garcia et al.,, 2005). Demnach koénnen Keratine in vier Gruppen
differenziert werden: IE, IIE, IS und IIS.

Eine besondere Stellung innerhalb der Keratine nehmen die in einschichtigen Epithelien
typischerweise exprimierten S-Keratine K8 (Typ II) und K18 (Typ 1) ein. Dieses heterologe
Paar konnte in allen bisher untersuchten gnathostomen Vertebraten detektiert werden (Moll,
1982; Fouquet, 1991; Groff et al., 1997; Conrad et al., 1998; Haberkamp, 2002; Schaffeld et
al., 1998; Schultess, 2001; Schaffeld et al., 2002a; 2002b; 2003; 2005; Garcia et al., 2005).
Innerhalb des Typ I-Stammbaumes bilden die K18-Sequenzen eine Schwestergruppe zu
allen restlichen Typ I-Keratinen der Gnathostomen. Im Gegensatz dazu sind die Gene des
K8 (Typ II) in den unterschiedlichen Wirbeltiergruppen als Ausgangspunkt fir eine
unabhangige Radiation der IIE-Keratine zu betrachten (Schaffeld et al., 1998; 2002a; 2002b;
2003; 2004 und 2005). Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass K8 und K18 in der
Ontogenese von Amphibien und Saugern die ersten zygotischen IF bilden (Franz und
Franke, 1986; Bader et al., 1988; Fouquet, 1991). Aber auch auf chromosomaler Ebene
nehmen die Keratine 8 und 18 eine Sonderstellung ein. Typ | und Typ Il Keratingene sind im
Menschen jeweils als Gencluster organisiert, welche auf unterschiedlichen Chromosomen
lokalisiert sind. Das K18 liegt jedoch nicht zusammen mit den anderen Typ | Keratinen in

einem Cluster, sondern ist in direkter Nachbarschaft zum K8 anzutreffen und bildet
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zusammen mit den anderen Typ Il Keratinen ein gemeinsames Gencluster (Hesse et al.,
2004). Diese Sonderstellung von K8 und K18, aber auch deren Stellung im Stammbaum
lassen vermuten, dass es sich bei dem heterologen Paar K8 und K18 um die
urspriinglichsten Keratine handelt, aus deren direkten Vorlaufern die Evolutionslinien der E-
Keratine hervorgegangen sind.

In niederen Chordaten konnten IF-Proteine identifiziert werden, die &hnliche strukturelle und
funktionelle Eigenschaften besitzen wie die Keratine der Vertebraten (Erber et al. 1998,
Karabinos et al., 1998; 2000; 2002; 2004; Riemer et al., 1998a; 1998b; Luke und Holland,
1999; Wang et al., 2000; 2002). So wurden in der Seescheide Ciona intestinalis funf IF-
Proteine identifiziert, von denen zwei Keratin-ahnliche Eigenschaften aufweisen (Karabinos
et al.,, 2004). Im Lanzettfisch Branchiostoma lanceolatum konnten hingegen 13 IF-Proteine
nachgewiesen werden, von denen finf Keratin-dhnliche Eigenschaften besitzen. Obwohl
diese Keratin-artigen IF-Proteine in der Lage sind Heterodimere miteinander zu formen und
noch weitere Eigenschaften der Keratine aufweisen, ist eine klare Zuordnung in Typ | bzw.
Typ Il nicht mdglich. So konnte mit Genstrukturanalysen gezeigt werden, dass die
Organisation der Gene eher der eines Typ lll IF-Proteins ahnelt (Branchiostoma) bzw. in der
Seescheide eine komplett andere Genstruktur aufweist (Wang et al.,, 2002). Demzufolge
fehlen den niederen Chordaten echte Gegenstiicke zu den Keratinen der Vertebraten. Da
eine entsprechende Verbindung hin zu den cytoplasmatischen IF-Proteinen der niederen
Chordaten nicht moglich ist, bleibt der Ursprung der Keratin-Evolution in Wirbeltieren

weitestgehend ungeklart.

4 Die Schleimkeratine TKa und TKy

Da die cytoplasmatischen I|F-Proteine der niederen Chordaten mit den Keratinen der
Vertebraten nur entfernt verwandt sind, konnte bisher keine entsprechende evolutive
Verbindung hergestellt werden. Allerdings konnte in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden,
dass diese Liucke mdglicherweise von einer hoch spezialisierten Gruppe von IF-Proteinen
geschlossen werden konnte.

Die als Schleimkeratine bezeichneten IF-Proteine wurden vor einigen Jahrzehnten im
Schleimaal Eptatretus stoutii entdeckt und als TKa und TKy (TK; von engl. thread keratin)
bezeichnet (Downing et al., 1984; Spitzer et al., 1984; 1988; Koch et al., 1991; 1994; 1995).
Schleimaale zahlen gemeinsam mit Neunaugen zu den &ltesten Vertretern der rezenten
Wirbeltiere (Agnatha; Kieferlose Wirbeltiere). In Stresssituationen sondert der Schleimaal
enorme Mengen einer schleimigen Substanz an das umgebende Wasser ab. Diese Tiere
konnen den Schleim ihren Fral3feinden regelrecht in den Rachen ,schie3en” und somit deren
Kiemen verstopfen (Lim et al., 2006, Zintzen et al., 2011). Das Sekret wird in speziellen

Schleimdrisen der &auferen Hautschicht gebildet. In den Drisen finden sich zwei
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unterschiedliche Zelltypen, die auch als GMCs (gland mucous cells) bzw. GTCs (gland
thread cells) bezeichnet werden (Downing et al., 1984). GMCs synthetisieren eine schleimige
Substanz, die in kleinen Vesikeln verpackt fast die gesamten Zellen ausfillen. Die GTCs
hingegen bilden bis zu 60 cm lange und bis zu 3 pm dicke, fadenférmige Strukturen
(sogenannte ,Faden“ von engl. threads) aus, die in hoch organisierter Anordnung in den
Zellen aufgewickelt vorliegen (Abb. 4). Diese ,Faden“ bestehen fast ausschlie3lich aus den
Schleimkeratinen TKa und TKy. Bei Gebrauch der Drisen vermischen sich die Inhalte der
GMCs und GTCs, was zu einer enormen Volumenzunahme des Schleimes fuhrt. Dieser
besteht dann zu 99.996% aus Meerwasser, wohingegen die Schleimvesikel und die
Schleimkeratine lediglich einen Anteil von 0.0015% bzw. 0.002% ausmachen. Die schleimige
Substanz besitzt extreme Eigenschaften, welche auf die Schleimkeratine TKa und TKy
zurlckzufuhren sind. So ist dieser spezielle Schleim ca. 1000mal verdinnter als typischer
Saugetierschleim, weist jedoch neben einer ausgepragten Elastizitdt auch eine enorme
Zugfestigkeit auf. Die ,Faden“ der GTCs kdnnen ohne zu reiBen auf das dreifache ihrer
Ausgangslange gestreckt werden und dabei &hnlichen Belastungen standhalten wie
Baumwollfasern (Fudge et al., 2005). Da die Schleimkeratine des Schleimaals &hnliche
Materialeigenschaften wie Spinnenseide aufweisen, werden diese als mdglicher zukunftiger
Textilersatz fir Baumwolle und synthetische Fasern in Betracht gezogen (Fudge et al.,
2010).

Abb. 4: Elektronenmikroskopische Aufnahme von GTCs (ohne Zellmembran)

a) Die Zelle zeigt bereits &uR3erlich fadenférmige Strukturen. b) In dieser Préparation ist deutlich erkennbar, dass
die GTC in hoch organisierter Form von einem einzelnen ,Schleimkeratinfaden“ ausgefllt ist. Der graue Balken
entspricht 20 pm. Abbildung aus Downing et al., 1984.

Obwohl TKa und TKy nur geringe Sequenzhomologien zu den bekannten IF-Typen
aufweisen, lagern sie sich (a) wie Keratine in Form von Heterodimeren zusammen, werden
(b) in der Hautepidermis exprimiert und weisen (c) Sequenzabschnitte auf, die typischer-
weise in E-Keratinen vorkommen, wie z.B. Glycin- und Serin-reiche Motive in der Kopf- und
Schwanzdomane. Bei diesen Motiven handelt es sich um Sequenzabschnitte, die vermutlich
fur die mechanische Flexibilitat sowie fur die Integritat der epidermalen Zellschicht verant-
wortlich sind (Hohl et al., 1991; Steinert et al., 1991; Schaffeld et al., 2002a; 2002b).
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Allerdings ist eine klare Einteilung der Schleimkeratine in Typ | oder Typ Il nicht méglich bzw.
sinnvoll, da die Schleimkeratine auch Eigenschaften besitzen, die untypisch fir Keratine sind
(Koch et al., 1995). So zeigen die Sequenzen der Rod-Domanen nur eine geringe Homologie
zu den restlichen Typ I-IV IF-Proteinen. Hierbei fallt besonders der fir IF-Proteine
ungewohnlich hohe Threoningehalt auf. Als weitere Eigenheit ist die Linkerregion L2 zu
erwdhnen, welche mit 21 Aminoséuren langer ist als die der restlichen bisher untersuchten
Keratine (16-17 Aminoséauren). Aber auch eine Zusammenlagerung zu hoheren ,Faden®-
Strukturen sowie eine extrazellulare Sezernierung konnte bisher noch bei keinem
cytoplasmatischem Keratinfilament dokumentiert werden. Obwohl die Schleimkeratine auf-
grund ihrer Keratin-typischen Eigenschaften von Koch et al. (1994; 1995) als E-Keratine des
Typs | (TKy) und des Typs Il (TKa) klassifiziert wurden, sind diese als hoch abgeleitete Form
betrachtet worden, deren Vorkommen sich wahrscheinlich auf den Schleimaal beschrank.

In unserer Arbeitsgruppe konnten im Rahmen einer Dissertation die Schleimkeratine TKa
und TKy auch im Neunauge Lampetra fluviatilis nachgewiesen werden (Schultess, 2001). So
wurden zwei TKao-Isoformen (TKai; TKa,) und drei TKy-Isoformen (TKy:; TKy,; TKya)
sequenziert, von denen das TKa,, das TKy; sowie das TKy, auch biochemisch identifiziert
werden konnten. Die entsprechenden Proteinspots zeigten allerdings keine Reaktion im so-
genannten CKBB-Test (= complement keratin blot binding-test), welcher zur biochemischen
Identifizierung von Typ | bzw. Typ Il IF-Proteinen verwendet wird. Dies kann als ein weiterer
Hinweis fir die besonderen Eigenschaften der Schleimkeratine in Bezug auf die restlichen
cytoplasmatischen Keratine gedeutet werden (Schaffeld und Schultess, 2006). Im Neunauge
konnten keine Hinweise gesammelt werden, ob die Schleimkeratine wie bereits beim
Schleimaal beschrieben (a) héhere Strukturen wie ,Faden* bilden und (b) diese extrazellular
an das umgebende Medium abgegeben werden (Schultess, 2001; Schaffeld und Schultess,
2006).

Nachdem die Schleimkeratine TKa und TKy im Neunauge beschrieben wurden, sind in
Sequenzdatenbanken auch entsprechende cDNA- bzw. EST-Sequenzen im Zebrabarbling
Danio rerio, im Glatten Krallenfrosch Xenopus laevis, im Getipfelten Gabelwels Ictalurus
punctatus, in der Regenbogenforelle Oncorhynchus mykiss, im Ostlichen Tigersalamander
Ambystoma tigrinum tigrinum und im Axolotl Ambystoma mexicanum identifiziert worden. Mit
Hilfe dieser Daten wurden phylogenetische Stammb&ume berechnet. Hier nehmen TKa und
TKy sowohl eine distanzierte als auch basale Stellung zu den restlichen Keratinen ein (siehe
Abb. 5), weshalb vermutet werden kann, dass die Schleimkeratine in der Evolution noch vor
den restlichen Keratinen entstanden sind (Schaffeld und Schultess, 2006).

Bei Betrachtung der Genstruktur zeigt das TKy im Zebrabarbling Danio rerio ebenfalls ein fir
Keratine untypisches Bild, da diese eher der eines Typ lll IF-Proteins ahnelt. Zusatzlich liegt

das Gen auf dem selben Chromosom, auf dem auch das Gen des Typ Il IF-Proteins Desmin
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lokalisiert ist (Schaffeld und Schultess, 2006). Ein &hnliche Situation wurde bereits bei den
niederen Chordaten beschrieben. Hier besitzen die meisten Keratin-dhnlichen IF-Proteine
ebenfalls Typ Ill Genstrukturen (Karabinos et al., 1998; 2000).

Obwohl in mehreren Fischen und Amphibien Hinweise auf das Vorkommen von TKa und
TKy gesammelt wurden, konnten die Schleimkeratine in diesen Tieren noch nicht
biochemisch identifiziert werden. Obwohl der Zebrabé&rbling Danio rerio beziiglich seiner
Keratine sehr gut untersucht ist (Conrad et al., 1998), zeigen sich bei Betrachtung des
Gesamtkeratinkataloges keine Proteinflecken, die als mégliche Kandidaten fur TKa bzw. TKy
in Betracht gezogen werden konnen. Durch Analysen von Verteilungsmustern ent-
sprechender TK-kodierender EST-Sequenzen wurde gezeigt, dass die Schleimkeratine im
Zebrabéarbling Danio rerio Uberweigend in larvalen Entwicklungsstadien vorzufinden sind.
Aufgrund dieser ersten Expressionsdaten wurde Uber eine Funktion der Schleimkeratine
innerhalb der Entwicklung von aquatisch lebenden Wirbeltieren spekuliert (Schaffeld und
Schultess, 2006).

Lanzett- extrazelluléare
fischchen Schleimkeratine
Typ ” (Rundméuler,
. Fische, Amphibien)
Keratine
Manteltiere
~§‘\\ Lungenfisch
Manteltiere \ ‘ Mensch
extrazellulare \ ‘
Schleimkeratine \ Frosch .
(Rundmauler, \ K8 (Lungenfisch, Frosch, Mensch)
Fische, \ Strahlenflosser
Amphibien) N <  Haar
(Mensch)
N _Neunauge
\\ Hai
S _
Neunauge — ~— — T ——— —
~~
Einige Fisch-
Lanzett- Keratine
fischchen = \ K18 (Kiefertragende
7 \ Vertebraten)
Typ | Tetrapoden
. Strahlen- Hai
Keratine flosser
Lungenfisch
Haar (Mensch)

Abb. 5: Phylogenetischer Stammbaum der Typ | und Typ Il IF-Proteine

Der phylogenetische Stammbaum veranschaulicht den komplexen Verlauf der Keratin-Evolution. Generell kdnnen
die Typ | Keratine den Typ Il Keratinen gegentiber gestellt werden. Man erkennt deutlich, dass die extrazellularen
Schleimkeratine distanzierte Gruppen zu den restlichen Wirbeltierkeratinen bilden. Sie nehmen eine
urspriinglichere Stellung ein als die restlichen Wirbeltier-Keratine. Abbildung nach Schaffeld und Markl, 2004.
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5 Ziel der Arbeit

Die Schleimkeratine TKa und TKy des Schleimaals besitret f -Proteine spezielle
Eigenschaften. So bilden diese kabelartige ,Faden“-Strukturen, welche in Folge
extrazellularer Sezernierung an das umgebende Wasser abgegeben werden. Auch deutet
die Position im Stammbaum auf eine besondere Stellung der Schleimkeratine innerhalb der
cytoplasmatischen Keratine hin. Obwohl mittlerweile die Schleimkeratine TKa und TKy auch
in weiteren Fischen und Amphibien auf RNA-Ebene entdeckt wurden, ist bisher noch nichts
Uber deren Eigenschaften bekannt. Zwar deuten die gesammelten Daten aus den Internet-
datenbanken darauf hin, dass die Schleimkeratine in Fischen und Amphibien eher all-
gemeine Funktionen aufweisen, allerdings wurden bisher keine entsprechnenden Studien
durchgeflhrt.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen die Schleimkeratine TKa und TKy im Modellorganismus
Zebrabarbling Danio rerio identifiziert und charakterisiert werden. Bisher konnten die
Schleimkeratine noch in keinem modernen Fisch biochemisch nachgewiesen werden. Des
Weiteren sollen Untersuchungen in Bezug auf deren Bindungseigenschaften Hinweise
liefern, welche Bindungsinteraktionen die Schleimkeratine miteinander eingehen koénnen.
Zusatzlich soll untersucht werden, ob die Schleimkeratine im Zebrabarbling, ahnlich wie im
Schleimaal, hohere, kabelartige ,Faden” formen konnen. Da im Schleimaal den
Schleimkeratinen TKa und TKy schleimmodifizierende Eigenschaften zugesprochen werden,
konnte das Potential zur Bildung solcher Strukturen als erster Hinweis auf eine &hnliche
Funktion gedeutet werden. Da die schleimmodifizierende Eigenschaften im Schleimaal auch
mit deren extrazellularen Sezernierung einhergehen, sollen erste Expressionsdaten klaren,
ob die Schleimkeratine im Zebrabarbling ebenfalls extrazellular sezerniert werden oder aber
wie alle restlichen Typ |- und Typ Ill-Keratine cytoplasmatisch lokalisiert vorliegen.
Schlussendlich soll mit einer solchen Expressionsanalyse ein ggf. vorhandenes Gewebe-
sowie Entwicklungs-spezfisches Expressionsmuster von TKa und TKy dargestellt werden,
wodurch sich ebenfalls Hinweise auf mdgliche Funktionen ergeben kdnnten.

Mit der Identifizierung von TKa und TKy im Zebrabarbling Danio rerio, deren Charakteri-
sierung beziglich der Eigenschaften bei der spontanen Zusammenlagerung sowie der
Expressionsanalyse sollen erste Hinweise auf eine mégliche Funktion der Schleimkeratine in
modernen Fischen gesammelt werden. So soll diese Arbeit eine Basis flr weitere
funktionelle Studien an Schleimkeratinen im Modellorganismus Zebrabarbling Danio rerio

liefern.
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B Material und Methode

1 Das Forschungsobjekt

1.1 Systematische Einordnung

Stamm Chordata

Unterstamm Vertebrata (Wirbeltiere)
Uberklasse Gnathostomata (Kiefermtnder)
Klasse Osteichthyes (Knochenfische)
Infraklasse Actinopterygii (Strahlenflosser)
Uberordnung Teleostei (moderne Knochenfische)
Ordnung Cypriniformes (Karpfenahnliche)
Familie Cyprinidae (Karpfenfische)
Unterfamilie Rasborinae (Barblinge)

Gattung Danio

Art Danio rerio

1.2 Allgemeines zur Lebensweise von Danio rerio

Beim Zebrabarbling Danio rerio handelt es sich um einen 4-5 cm grof3en Schwarmfisch,
dessen Vorkommen sich auf Indien, Pakistan, Thailand, Malaysia, Indonesion und Sumatra
beschrankt. Dort besiedelt er Flisse und stehende Gewasser. Seinen Namen verdankt der
Zebrabarbling den longitudinalen schwarzen Streifen, die sich Uber seinen gesamten Korper
erstrecken. Die Tiere sind nach etwa sieben Monaten geschlechtsreif und erreichen ein Alter

von ca. vier Jahren.

1.3 Herkunft, Halterung und Praparation der Tiere

Die Tiere wurden von einem lokalen Zoohandler bezogen. Fir die Zucht wurden
Containerbecken verwendet, in denen jeweils ca. zehn weibliche Zebrabarblinge gehalten
wurden. Die Mannchen wurden in getrennten Becken gehalten. Bei Bedarf wurden 2-3
Mannchen zu den Weibchen gesetzt.

Zebrabarblinge zeigen ein fotoperiodisches Brutverhalten: zu Beginn der 14 h-Lichtphase
beginnen die Tiere mit der Balz und die Weibchen laichen ca. 30-45 min spéter ab. Zum
Schutz des Laichs wurden Laichbehélter aus Plexiglas benutzt, durch deren Plastikgitter die
Eier hindurch sacken konnten. Die Zuchttiere konnten aufgrund der geringen Maschengrof3e
nicht in das Laichbecken hinein schwimmen und den Laich fressen. Zusétzlich wurden

Pflanzen in das Becken gesetzt, um den balzenden Tieren ausreichend Schutz zu bieten.
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Um die Anzahl der gelegten Eier zu maximieren wurden die Tiere nicht 6fter als einmal pro
Woche fir die Zucht verwendet. Des Weiteren wurden den Tieren zusatzlich zum
Flockenfutter auch Artemien verabreicht.

Zur Praparation wurden die Embryonen/Larven auf Eis gelegt und in Petrischalen nach
Entwicklungsstadien sortiert, anschlieBend in flissigem Stickstoff gefroren und bei -80°C
aufbewahrt. Embryonen/Larven, welche fir RNA-Analysen verwendet wurden, sind
unmittelbar in Paraformaldehyd fixiert worden (siehe Punkt 8.1).

Adulte Tiere wurden mit 400 mg/Liter MS222 (3-Aminobenzoesadure-ethylester-methan-
sulfonséure; Serva Heidelberg) narkotisiert und durch Abschneiden des Kopfes und
anschlieBendem Ausbluten getotet. Die Tiere wurden in Isopentan aufgenommen, welches

mit flissigem Stickstoff vorgekiihlt war. Die Gewebe wurden sofort bei -80°C eingefroren.

2 Chemikalien und Geréte

Die Standardchemikalien wurden von den Firmen Boehringer (Mannheim), Fluka (Buchs,
Schweiz), Merck (Darmstadt), Roth (Kalsruhe), Sigma (Deisenhofen) und Serva (Heidelberg)
in Analysequalitdt bezogen. Die verwendeten Elektrophoresekammern, Nassblotkammern
und Netzgerdte waren Produkte der Firma Biotec Fischer (Reiskirchen). Fur alle
molekularbiologischen Arbeiten wurden autoklavierte (1 bar Uberdruck, 121°C, 30 min)
Gerate, sowie autoklaviertes, bidestilliertes Wasser benutzt. Zuséatzlich sind zur Vermeidung
einer Kontamination der Proben stets Nitrilhandschuhe getragen worden. Auf weitere

verwendete Chemikalien und Geréte wird an entsprechenden Stellen im Text hingewiesen.

3 Mikrobiologische Methoden

3.1 Bakterienstamme

e E. coli StrataClone™ SoloPack® Competent Cells (Stratagene, Heidelberg)
e E. coli TOP10 (Invitrogen, Karlsruhe)
e E.coliBL21 (DE3)pLys (Stratagene, Heidelberg)

3.2 Plasmidvektoren

e pSC-A (Stratagene, Heidelberg)
e pET3a (Novagen, Darmstadt)
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3.3 Nahrmedien und Agarplatten

e LB-Medium (1L):

e LB-Agar (1L):

e LB-X-Gal-Agar (1 L):

e S.0.C.-Medium:

15

5 g Hefeextrakt
10 g NaCl

10 g Tryptone
pH 7,0

20 g Agar-Agar
ad 1 L LB-Medium

20 g Agar-Agar
100 mg X-Gal

47 mg IPTG

ad 1 L LB-Medium

10 mM NacCl

0,5 % Hefe-Extrakt
10 mM MgCl,

20 mM Glukose
2,5 mM KCI

2 % Trypton

10 mM MgSO,

pH 7,0

Die Medien wurden nach der Herstellung direkt autoklaviert (1 bar Uberdruck, 120°C,

30 min). Die autoklavierten Agar-Medien-Lésungen wurden auf 55°C abgekihlt und in

Petrischalen mit einem Durchmesser von 85 mm bis zur Halfte gefillt. Zur selektiven

Anzucht bestimmter Transformanten wurde den Medien nach Abkihlen auf mindestens 55°C

das Antibiotikum Ampicillin mit einer Endkonzentrationen von 100 pg/ml zugesetzt.

3.4 Plattenkulturen

Bakteriensuspensionen von Transformationen wurden auf Agar-Platten ausplattiert und tGber

Nacht bei 37°C inkubiert. Die Platten enthielten ein Antibiotikum, welches der Resistenz des

Vektors entsprach:

e Ampicillin:

e Chloramphenicol 34 mg /L LB-Medium

100 mg / L LB-Medium
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Die Platten konnten flir mehrere Wochen bei 4°C aufbewahrt werden.

3.5 Flussig-/Ubernachtkulturen

Mit einzelnen Kulturen von zuvor auf entsprechenden Agarplatten ausgestrichenen Bakterien
wurde ca. 3-4 ml LB-Medium angeimpft. Der Ubertrag der Bakterienkolonie erfolgte mit einer
sterilen Pipettenspitze. Die Flissigkultur inkubierte Giber Nacht bei 37°C zur Vermehrung des

Bakterienstammes in einem Schuttler (200 Upm).

3.6  Glycerinkulturen

Um Bakterien Uber einen langen Zeitraum aufzubewahren, wurden Glycerinkulturen
angesetzt. Hierzu wurden 700 ul Bakterienflissigkultur mit 300 pl sterilem Glycerin versetzt
und gut vermischt. Bei einer Lagerung bei -80°C sind die Bakterien Uber mehrere Monate
haltbar.

4  Allgemeine molekularbiologische Methoden

4.1 Praparation von Gesamt-RNA aus Gewebe
RNA wurde mit dem ,Universal RNA Purification Kit* der Firma Roboklon nach Angaben des
Herstellerprotokolls isoliert. Die so extrahierte RNA wurde entweder direkt weiterverwendet

oder bei -20°C fur maximal eine Woche eingefroren.

4.2  Praparation von DNA aus Gewebe
Die Extraktion von DNA aus Gewebe wurde mit dem ,Tissue DNA Purification Kit“ der Firma
Roboklon in Anlehnung an das Herstellerprotokoll durchgefiuihrt. Die extrahierte DNA wurde

direkt verwendet oder bei -20°C aufbewabhrt.

4.3 PCR-Techniken

4.3.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mittels PCR lassen sich genau definierte DNA-Abschnitte vervielféaltigen. Die zu
amplifizierenden Bereiche werden durch zwei flankierende Primer festgelegt. Die PCR setzt

sich aus drei aufeinander folgenden Schritten zusammen:
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1) Denaturierung: In diesem ersten Schritt wird bei 94°C der DNA-Doppelstrang in seine
Einzelstrdnge aufgetrennt.

2) Annealing: Durch Senkung der Temperatur auf die Primer-spezifische
Schmelztemperatur kommt es zur Hybridisierung der Primer mit den komplementaren
Abschnitten der einzelstrangigen DNA.

3) Elongation: Im dritten Schritt dient das freie 3'-OH-Ende der Primer als Startpunkt fir
die thermostabile Polymerase, so dass der Einzelstrang in 5'-3'-Richtung zu einem
Doppelstrang erganzt wird.

Verwendet wurde die Tag-Polymerase (Invitrogen, Karlsruhe) in Anlehnung an die

Herstellerangaben. Im Folgenden ist ein allgemeines Pipettierschema aufgefihrt:

e 0,2-1 pg DNA

e 0,5 ul forward-Primer (50 pmol)

e 0,5 ul reverse-Primer (50 pmol)

e 5yl 10 x PCR-Puffer

e 1,5-8 mM MgCl,

e 2 ul dNTP-Mix (10 mM)

e 0,5l (2,5 Units) Tag-Polymerase
e ad50 plHyOy

Nachdem die Ansatze vermischt wurden, sind diese kurz zentrifugiert und bis zum Einsatz im
Thermocycler (T Gradient Thermocycler 96, Biometra®) auf Eis gehalten worden. Folgendes

Programm wurde verwendet:

e Einmalige, vollstandige Denaturierung: 15 min bei 94°C
e 30 Zyklen:

30 sec bei 94°C

30 sec bei 55°C

60 sec / 1000 bp bei 72°C

e Einmalige, lange Schlusselongation: 7 min bei 72°C

4.3.2 Sonden-PCR

Fur die in situ-Hybridisierung wurden DNA-Sonden bendétigt. Dazu wurden PCR-Reaktionen
mit dem PCR DIG Labeling Mix (Roche, Mannheim) durchgefiihrt. In diesem Mix ist
Digoxygenin an das Nukleotid dUTP gekoppelt und wird zusatzlich zu den anderen

Desoxynukleotiden mittels PCR in den Nukleotidstrang eingebaut. Die so hergestellten DNA-
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Sonden kénnen dann im weiteren Verlauf mit Digoxygenin-spezifischen Antikérpern, welche
mit dem Enzym Alkalische Phosphatase kovalent verbunden sind, inkubiert werden. Auf
diese Weise lassen sich die DNA-Sonden mittels Farbreaktion detektieren. Folgender PCR-

Ansatz wurde zur Herstellung der Sonden verwendet:

e 50-200 ng Plasmid

e 10 pmol forward-Primer

e 10 pmol reverse-Primer

e 5l 10 x Puffer

e 3pl MgCl,

e 1 pl PCR DIG Labeling Mix

e 0,5l (2,5 Units) DNA-Polymerase
e ad50ul HyO4q4

Die Primer wurden so gewahlt, dass sie Intron-Uberspannende Bereiche abdecken. Auf
diese Weise sollte garantiert werden, dass die Sonden spezifisch an RNA binden. Die

verwendeten Primer sind im Anhang unter Punkt 2 aufgefiihrt.

4.3.3 Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Mit der Technik der RT-PCR (Reverse Transkitptase-Polymerase-Kettenreaktion) kann ein
spezifisch gewahlter RNA-Abschnitt durch das Enzym Reverse Transkriptase in
einzelstrangige cDNA umgeschrieben werden. Diese cDNA dient wiederum als Matrizefir
eine im Anschluss durchgefiihrte PCR. Die auf diese Weise amplifizierten cDNAs kdnnen
dann in weiteren Schritten sequenziert und kloniert werden.

Die RT-PCR wurde mit dem ,QIAGEN® OneStep RT-PCR Kit* der Firma Qiagen in
Anlehnung an das Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Die Sequenzen der Primer sind im
Anhang unter Punkt 2 dargestellt.

Folgendes PCR-Programm wurde verwendet:

Reverse Transkription: 30 min bei 50°C

Einmalige, vollstandige Denaturierung: 15 min bei 95°C
35 Zyklen:

45 sec bei 94°C

30 sec bei 55°C

90 sec bei 72°C

Einmalige, lange Schlusselongation: 7 min bei 72°C
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Direkt nach der RT-PCR wurden die Ansatze in einem 1%igen Agarose Gel aufgetrennt, um

die amplifizierte cDNA durch eine Gelextraktion (siehe Punkt 4.5) zuriick zu gewinnen.

4.3.4 Klon-PCR

Im Anschluss an eine Klonierung (siehe Punkt 4.7) wurde eine Klon-PCR mit den
transformierten Bakterien durchgefiihrt. Mit dieser Methode lasst sich schnell eine
Klonierungsreaktion auf ihren Erfolg Uberprufen.

Nach Lagerung von Plattenkulturen fir ca. 24 h bei 37°C wurden einzelne Bakterienkolonien

vorsichtig mit autoklavierten Pipettenspitzen in folgenden Ansatz Gberfiihrt:

e 6,25 pl Red Tag® Ready Mix™ (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)
e 0,25 pl T3 Primer (10 pmol)

e 0,25 pl T7 Primer (10 pmol)

e 5,75 ul HyOuq

Folgendes PCR-Programm wurde verwendet:

e Einmalige, vollstandige Denaturierung: 2 min bei 95°C
e 30 Zyklen:

10 sec bei 94°C

30 sec bei 53°C

120 sec bei 72°C

e Einmalige, lange Schlusselongation: 10 min bei 72°C
Der komplette Ansatz wurde im Anschluss in einem Agarosegel aufgetrennt. Ergab dies
einen Hinweis auf die gesuchte Insertlange, wurde eine Flussigkultur der entsprechenden

Kolonie angesetzt.

4.4  Elektrophoretische Auftrennung von DNA im Agarosegel

Lésungen

10 x TBE-Puffer: 0,9 M Tris
0,9 M Borséaure
20 mM EDTA

pH 8,3
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Loading Dye: 50 % Glycerin
49,6 % 1 x TBE-Puffer
0,4 % Bromphenolblau
pH 8,0

Agarose

Ethidiumbromid

4.4.1 Praparation der Gele und der Elektrophoresekammer

Pro Gel wurde 0,5 g Agarose in 50 ml TBE-Puffer in einer Mikrowelle solange erhitzt, bis die
Losung klar war. Nach Abklhlen der Lésung auf 50-60°C wurden 2,5 pl Ethidiumbromid
hinzu pipettiert und gut vermischt. Sofort im Anschluss wurde die Ldsung in eine mit
Probenkamm versehene und zuvor mit Klebefilm abgedichtete Elektrophoresekammer
(Biotech Fischer, Reiskirchen) gegossen. Das Gel polymerisierte im Anschluss bei

Raumtemperatur.

4.4.2 Durchfihrung der Elektrophorese

Unmittelbar vor der Elektrophorese wurde der Klebefilm entfernt und die Kammer mit 1 x
TBE-Puffer gefullt. Nach Entfernen des Probenkamms wurden die Taschen vorsichtig mit
den Proben gefullt. Zuvor wurden diese mit Loading Dye vermischt. Als GroéRenmarker
diente Lambda DNA/EcoRI+Hindlll. Die Elektrophorese lief bei 100 V und wurde nach ca.
30 min abgebrochen. Das DNA-Bandenmuster wurde unter UV-Licht (254-366 nm)
dokumentiert bzw. entsprechende Banden fir die Gelextraktion mit einem sterilen Skalpell

herausgeschnitten.

45  Gelextraktion aus Agarosegelen

Fir die Gelextraktion wurde das ,GeneMATRIX DNA Purification Kit* der Firma Roboklon in
Anlehnung an das Herstellerprotokoll verwendet. Die so gewonnene cDNA konnte im
Anschluss in einer Vakuumzentrifuge (Speed Vac Concentrator, Bachoter) aufkonzentriert
werden. Das Endprodukt wurde direkt zur Klonierung weiterverwendet bzw. bei 4°C

aufbewabhrt.

4.6 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von Nukleinséauren

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch (BioPhotometer 6131, Eppendorf).
Hierzu wurde die optische Dichte bei 260 nm (OD260) gemessen. Eine Einheit entsprach

dabei folgenden Werten:



Material und Methode 21

ds DNA: 50 ug / ml
ss RNA: 40 pg / ml

Zur Bestimmung der Reinheit wurde der Quotient aus OD260 und OD280 ermittelt, wobei
der optimale Wert fir DNA bei 1,8 und fir RNA bei 2,0 liegen sollte.

4.7  Klonierung und Transformation von RT-PCR-Produkten

Als Klonierung wird eine Insertion eines PCR-Produktes in einen Vektor, sowie dessen
Transformation in einen kompetenten Bakterienstamm bezeichnet. Zur Durchfiihrung wurde
das ,StrataClone™ PCR Cloning Kit* der Firma Stratagene nach Angaben des Hersteller-
protokolls verwendet. Im Anschluss an die Klonierung wurde eine Klon-PCR mit den trans-

formierten Bakterien durchgefiihrt (siehe Punkt 4.3.4).

4.8 Plasmid-Isolation aus Bakterien
Aus Flussigkulturen wurden nach ca. 24 h die Plasmide mit dem ,BlueMATRIX Plasmid
Miniprep DNA Purification Kit“ der Firma Roboklon in Anlehnung an das Herstellerprotokoll

isoliert und anschliel3end sequenziert.

4.9 DNA-Sequenzierung und Sequenzanalyse

Die klonierten DNA-Fragmente wurden nach dem Sanger-Verfahren sequenziert. Das Insert
befindet sich dabei in einem doppelstrangigen Vektor und kann von zwei Seiten sequenziert
werden.

Zunéchst wird ein DNA-Doppelstrang durch Hitze denaturiert. Nachdem sich die Sequenzier-
primer angelagert haben beginnt eine DNA-Polymerase mit der Synthese des
komplementéaren Stranges. Zusatzlich zu den 2'-Desoxynukleotiden liegen im Reaktions-
gemisch auch noch fluoreszenzmarkierte 2‘,3'-Didesoxynukleotide vor. Sobald ein solches
Didesoxynukleotid in den komplementaren Strang eingebaut wird kommt es zu einem
Kettenabruch, da die zur weiteren Verknipfung notwendige 3'OH Gruppe in diesen
Nukleotiden nicht vorhanden ist. Auf diese Weise entstehen Strangfragmente mit unter-
schiedlichen Langen, welche dann Uber ein Sequenziergel aufgetrennt und anschlieRend
ausgewertet werden konnen. Als Sequenzierprimer wurden T3- bzw. T7-Primer (fir den
Vektor pSC-A) und pETO03- bzw. pETO05-Primer (fir den Vektor pET-3a) verwendet.

Mit den isolierten Plasmiden wurde eine Sequenzier-PCR mit folgendem Ansatz durch-

gefuhrt:
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e X pl Matrizen DNA (170-350 ng)
1 pl forward- oder reverse-Primer (10 pmol)
1 pl Big Dye (BD)

3 ul Sequenzierungspuffer (BD-Puffer)
ad 10 Hl H>04q

Das PCR-Programm wurde wie folgt durchgefthrt:

e 30 Zyklen:
10 sec bei 96°C
4 min bei 55°C

Die Sequenzierungen wurden von der Firma GENterprise, Gesellschaft fiir Genanalyse und
Biotechnologie mbH (Mainz) durchgefuhrt. Die erhaltene Sequenz wurde im Anschluss in
einer Internetdatenbank (BLAST NCBI) mit den dort vorhandenen Informationen verglichen.

Folgende Internettools bzw. Programme wurden fur die Sequenzanalysen verwendet:

o BLAST NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
e Expasy Translate Tool http://www.expasy.ch/tools/dna.html
e Chromas 1.55 http://www.technelysium.com.au/chromas.html
e Geneious v5.4 http://www.geneious.com
e GeneDoc http://lwww.nrbsc.org/gfx/genedoc/
e Mega 5.05 http://www.megasoftware.net/
5 Rekombinante Expression und Aufreinigung der Proteine

Da fiur das weitere Vorgehen gro3e Proteinmengen bendétigt wurden, mussten diese in einem
geeigneten Expressionssystem vorab hergestellt werden. Mit Hilfe der rekombinanten
Expression wurden in Bakterien die gewiinschten Proteine iberexprimiert und anschliel3end
aufgereinigt. Auf diese Weise konnten Proteinmengen im Milligrammbereich gewonnen
werden.

Verwendet wurde das E. coli T7 Expressionssystem (Studier et al.,, 1990). In den
Expressionsvektor pET-3a (plasmid for expression by T7 RNA polymerase) wurde die cDNA
des zu exprimierenden Proteins ligiert. Daraufhin wurde der Vektor in die Zellen des
Bakterienstammes BL21 (DE3)pLys (Stratagene, Heidelberg) transformiert. Die Expression
lie@ sich mit Hilfe des Lactose-Derivats IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid)

induzieren.
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5.1 Klonierung in den Expressionsvektor pET-3a

Fir die Expression der rekombinanten Proteine wurde der Vektor pET-3a (Novagen,
Darmstadt) verwendet. Zur Klonierung wurde der zirkulare Vektor mit den
Restriktionsenzymen Ndel und BamHI geschnitten, so dass dieser in linearisierter Form
vorlag. Weiterhin konnten auf diese Weise definierte Enden geschaffen werden, die fir die
anschliel3ende Ligation bendtigt wurden.

Daraufhin wurde der Vektor an den freihen 5-OH-Gruppen dephosphoryliert, wodurch eine
Selbstligation des Vektors verhindert wurde. Hierzu wurde der Vektor flr 30 min bei 37°C mit

Alkalischer Phosphatase wie folgt inkubiert:

e 4-5 g pET-3a Vektor

e 10 pl 10 x Puffer

e 1 pl Alkalische Phosphatase
e ad 100 pl H,O04q

Durch Zugabe von 1 pul 0,5 M EDTA (10 min; 72°C) konnte die Alkalische Phosphatase
wieder deaktiviert werden. Mit einer PCR-Aufreinigung wurde der fur die Ligation aufge-
arbeitete Vektor gereinigt. Hierzu wurde das ,NucleoSpin Extract Kit* (Macherey-Nagel,
Duren) nach Angaben des Herstellers verwendet.

AnschlieRend wurde mithilfe der Restriktionsenzyme Ndel und BamHI die zu klonierende
cDNA-Sequenz aus dem Sequenziervektor psC-A herausgeschnitten. Der Erfolg des
Verdaus konnte mittels Gelelektrophorese Uberpriift werden. In einer anschliel3enden
Gelextraktion wurde das entsprechende Fragment isoliert und gleichzeitig aufgereinigt.

Zur Ligation wurde folgender Ansatz Uber das Wochenende bei 4°C inkubiert:

e 100-200 ng cDNA

e 2 ul pET-3a Vektor

e 2l 10 x Ligationspuffer
e 2 ulLigase

e ad 20 plHyO0y

5.2 Transformation

Fiar die Transformation wurden folgende Bakterien verwendet: E.coli Top 10 (Invitrogen,
Groningen) und E. coli BL21 (DE3)pLys (Stratagene, Heidelberg).
Die kompetenten Zellen (25-100 pl) wurden auf Eis aufgetaut und dann mit den zu

transformierenden Plasmiden (10-100 ng zirkulare Plasmid-DNA) versetzt. Der Ansatz wurde
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dann fir 30 min auf Eis inkubiert. Daraufhin folgte ein Hitzeschock bei 42°C im Wasserbad
(30 sec bei E.coli Top 10; 20 sec bei E. coli BL21 (DE3)pLys). AnschlielRend wurden 900 pl
LB-Medium hinzugegeben und der Ansatz bei 37°C fir 2 h geschuttelt, so dass sich die
Bakterien erholen konnten. Um das Medium entfernen zu konnen, wurde der Ansatz
zentrifugiert (200 g; 3 min). Das Sediment wurde im verbleibenden Medium (150 pl)
resuspendiert und auf LB-Ampicillin- und LB-Chloramphenicol-Platten ausplattiert. Dabei
wurden jeweils unterschiedliche Mengen zwischen 20 pl und 100 pl pro Platte verwendet.
Nach Inkubation der Bakterien (37°C; UN) wurden einzelne Klone gepickt und als
Flissigkultur mit Zugabe entsprechender Antibiotika angesetzt.

5.3 Induktion und Expression

Hierzu wurden aus der vorangegangenen Transformation BL21 (DE3)pLys-Klone in je 5 ml
Ampicillin-haltiges LB-Medium Uberfiihrt. Die Anséatze wurden bei 37°C Uber Nacht in einem
Schittelinkubator inkubiert. Nachdem die Bakterien auf eine ODgy vOn ca. 0,8-1,0 heran-
gewachsen waren, wurden diese in Ampicillin-haltigem LB-Medium auf eine ODgy von 0,05-
0,1 verdinnt und erneut bei 37°C im Schittelinkubator inkubiert. Bei Erreichen einer ODgqg
von 0,4-0,8 wurde der Ansatz mit 0,8 ul 0,5 M IPTG je ml LB-Medium induziert. Die
Expression der rekombinanten Proteine erfolgte bei 25°C tiber Nacht. Fir die Durchfiihrung
einer Negativkontrolle wurden dem Ansatz zuvor 5 ml enthommen und ohne Zugabe von
IPTG unter sonst identischen Bedingungen inkubiert. Zur Uberpriifung des Erfolges wurden

die induzierten und uninduzierten Proben mittels SDS-PAGE analysiert (siehe Punkt 6.2).

5.4  Praparation und Aufreinigung der Proteine

5.4.1 Préaparation der inclusion bodies

Losungen:
Lysis-Puffer : 50 mM Tris/Cl
25 % (w/v) Saccharose
1 mM EDTA
pH 8,0
Detergenz-Puffer: 200 mM NacCl

1 % (v/v) 10 % NP-40

1 % (v/v) 10 % Natriumdesoxycholat
20 mM Tris/ClI

2 mM EDTA



Material und Methode 25

pH 7,5

GllI-Puffer: 10 mM Tris/Cl
5 mM EDTA
0,5 (v/v) 10 % NP-40
pH 8,0

Gll Salz-Puffer: 1,5 M KCI

TE-Puffer: 10 mM Tris/Cl
1 mM EDTA
pH 8,0

Der Ansatz der Flussigkultur aus Punkt 5.3 wurde bei 4000 g (7000 Upm; GSA Rotor,
Sorvall-Zentrifuge) fir 10 min bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das
Sediment wurde entweder bei -20°C aufbewahrt oder direkt weiter verarbeitet.

Zur weiteren Verarbeitung wurde das Sediment (ca. 5 g) in 8 ml Lysis-Puffer resuspendiert
und in einen ,Douncer gegeben. Daraufhin wurden 2 ml Lysozym-Ldsung (10 mg/ml
Lysozym in Lysis-Puffer) hinzu pipettiert und der ganze Ansatz 30 min auf Eis inkubiert.
AnschlieRend wurden 100 pl (1 M) MgCl,, 1 pl Benzonase, 100 ul PMSF (67 mg/ml Ethanol)
sowie 200 pl 10%iges NP-40 dazu gegeben. Dieser Ansatz wurde dann 10 min auf Eis
inkubiert. Nach Zugabe von 20 ml Detergenz-Puffer wurde der gesamte Ansatz mindestens
20 mal mit dem ,Douncer*” bearbeitet, um die Bakterienzellen aufzubrechen und die inclusion
bodies freizusetzen.

Die inclusion bodies wurden dann wie folgt gewaschen:

e 9000g (11000 Upm; SS34 Rotor) fur 10 min bei 4°C

e Resuspension des Sediments in 20 ml Gll-Puffer (+20 pl 1,0 M DTT und 50 pl
67 mg/ml PMSF) mit anschlielBender Inkubation auf Eis (10 min). Zentrifugation bei
9000 g (11000 Upm; SS34) fiir 10 min bei 4°C.

e Resuspension des Sediments in 20 ml Gll Salz-Puffer (+20 ul 1,0 M DTT und 50 ul
67 mg/ml PMSF) mit anschlielender Inkubation auf Eis (30 min). Zentrifugation bei
9000 g (11000 Upm; SS34) fir 10 min bei 4°C.

e Resuspension des Sediments in 20 ml Gll-Puffer (+20 ul 1,0 MDTT und 50 pl
67mg/ml PMSF) und anschlieRender Inkubation auf Eis (10 min). Zentrifugation bei
9000 g (11000 Upm; SS34) fiir 10 min bei 4°C.
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e Resuspension des Sediments in 20 ml TE-Puffer (+20 yl 1,0 M DTT und 50 ul
67 mg/ml PMSF) und anschlieRender Inkubation auf Eis (10 min). Zentrifugation bei
9000 g (11000 Upm; SS34) fur 10 min bei 4°C.

e Resuspension des Sediments in 20 ml TE-Puffer (+20 pl 1,0 M DTT und 50 pl
67 mg/ml PMSF) und anschlieBender Inkubation auf Eis (10 min). Zentrifugation bei
9000 g (11000 Upm; SS34) fur 10 min bei 4°C.

AbschlieBend wurde das Sediment in 40 ml 10 M Harnstoff resuspendiert, welchem
unmittelbar vor Gebrauch 400 pyl 1,0 M Tris-HCI (pH 8), 400 pl 0,5 M EDTA (pH 8),
40 ul 1,0 M DTT und 40 pl 67 mg/ml PMSF in EtOH hinzugegeben wurden. Der Ansatz
wurde dann bei 100.000 g (24000 Upm; L-70 Ultracentrifuge, Beckman) fir 60 min bei 20°C
zentrifugiert. Der Uberstand konnte anschlieRend bei -20°C aufbewahrt oder direkt

weiterverarbeitet werden.

5.4.2 lonenaustausch-Chromatographie

Lésungen

Saulen-Puffer: 8 M Harnstoff
10 mM Tris/Cl
5 mM EDTA
1 mMDTT
pH 8,5

Zur Aufreinigung der Proteine wurde die lonenaustausch-Chromotographie (IC) verwendet.
Hierbei binden die Proteine durch elektrostatische Wechselwirkungen an eine Matrix. Je
nach Eigenschaften der Matrix wird zwischen einer Anionenaustauschchromatographie
(positive Ladungen) und einer Kationenaustauschchromatographie (negative Ladungen)
unterschieden. Die Bindung eines Proteins an die Matrix ist abhangig vom verwendeten
Puffer (pH-Wert und lonenstéarke), von der Dichte der Ladungen auf der Matrix und vom
isoelektrischen Punkt des Proteins. So ist es mdglich, durch graduelle Anderung der

lonenstarke die gebundenen Proteine getrennt zu eluieren.

5.4.2.1 Anionenaustausch-Chromatographie

Zum Anionenaustausch wurden 20 ml Saulenmaterial (Q-Sepharose® Fast Flow, Amersham
Biosciences) in ein Becherglas gegeben. Nach ca. 30 min hatte sich die Sepharose
abgesetzt, so dass der Uberstand abpipettiert und durch 40 ml Saulen-Puffer ersetzt werden

konnte. Dies wurde dann in eine Saule (@ = 2,5 cm) gefillt und solange gewartet, bis sich
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das gesamte Saulenmaterial abgesetzt hat. AnschlieRend wurde mit 100 ml Saulen-Puffer
equilibriert. Nach der Equilibrierung wurde mit einer Pasteur Pipette der Uberstand aus Punkt
5.4.1 vorsichtig auf das Saulenmaterial gegeben. Die nun an die Matrix gebundenen
Proteine wurden mit einer steigenden lonenstarke im Puffer wieder herausgewaschen.
Hierzu diente ein Gradientenmixer, mit dessen Hilfe ein 0-0,5 M Gu-HCI Gradient erzeugt
werden konnte (insgesamt 100 ml). Die eluierten Proteine wurden in 1,5 ml Fraktionen
gesammelt und anschlielend photometrisch sowie mittels SDS-PAGE analysiert (siehe
Punkt 6.2). Fraktionen, die in der SDS-PAGE Proteinbanden der gewinschten Molekdl-
masse aufwiesen, wurden vereint und fir die Kationenaustausch-Chromatographie weiter-

verwendet.

5.4.2.2 Kationenaustasch-Chromatographie

Die Kationenaustausch-Chromatographie wurde analog wie in Punkt 5.4.2.1 beschrieben
durchgefuhrt. Hierbei wurden jedoch abweichend 15 ml Saulenmaterial (SP-Sepharose®
Fast Flow, Amersham Biosciences) verwendet. Des Weiteren wurde die Probe mit der

dreifachen Menge Saulen-Puffer verdiinnt und der Gradient reichte von 0 M bis 1 M Gu-HCI.

5.5 Aufkonzentrierung der Proteinlésungen

Zur Aufkonzentrierung der Proteinlésungen wurden Amicon® Ultra Centrifugal Filter Devices
(Millipore, Schwalbach) der Aussschlussgrof3e 30.000 nach Angaben des Herstellers

verwendet. Die konzentrierten Losungen wurden bei -20°C aufbewabhrt.

6 Proteinbiochemische Methoden

6.1 Biochemische Préaparation der Intermediarfilamente

Extraktionslésungen

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

Hochsalzpuffer: 1,5 M KCI
10 mM Tris/Cl pH 7,2
5 mM EDTA
1 % Triton X-100
TE-Puffer: 10 mM Tris/Cl pH 7,2
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5mM EDTA

Den oben aufgelisteten Pufferlosungen wurden unmittelbar vor Gebrauch vier

Proteasehemmstoffe zugesetzt:

e PMSF 2 mM (Stammldsung 0,38 M in Ethanol)
e Pepstatin A 0,7 pg/ml (Stammlésung 1 mg/ml H,O)
e Leupeptin 4 pg/ml (Stammlésung 5 mg/ml H,O)
e Benzamidin 1 mM (Stammldsung 2 mM in H,O)
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

Zur Extraktion der Intermediarfilamente wurden zwei, im Gegensatz zu den meisten anderen
Proteinen stehende, physikochemische Eigenschaften ausgenutzt:

(1) Thre schlechte Léslichkeit in nicht-ionischen Detergenzien (z.B. Triton)

(2) Ihre schlechte Loslichkeit in Hochsalzlosungen (z.B. KCI bzw. NaCl)

Alle Arbeitsschritte erfolgten auf Eis. Um eine Kontamination der Proben mit Keratinen zu
vermeiden wurden immer Latexhandschuhe getragen. Das aus der Praparation stammende
eingefrorene Gewebe (ca.1cm’) wurde in einem vierfachen Volumen eisgekiihlten
Niedrigsalzpuffer aufgenommen und anschlieRend mit einem Ultra-Turrax der Firma Jahnke
& Kunkel in einem 50 ml Kunststoffschraubgefafld (Greiner) homogenisiert. Mit einer Sorvall
Kihlzentrifuge (SS34 Rotor, 4°C, 15000 Upm) wurde das Homogenisat 10 min zentrifugiert.
Nach Dekantieren des Uberstandes und Zugabe eines gleichen Volumens Hochsalzpuffer
wurde erneut bei gleichen Bedingungen zentrifugiert. Nach einer erneuten Wiederholung des
vorherigen Arbeitsschrittes wurde das Sediment in ein 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefald
Uberfiihrt. Durch dreimaliges Waschen mit TE-Puffer konnten Uberschissige Salze und
Detergenzien entfernt werden. Hierzu wurde jeweils das Sediment in 2 ml TE-Puffer
resuspendiert und in einer Eppendorf Zentrifuge (5415 R Tischzentrifuge) bei 16.100 g fur
5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Nach der dritten Zentrifugation konnte
das Sediment in 50-200 pl Lysis Puffer A aufgenommen werden. Die extrahierten

Intermediarfilamente wurden bei -20°C gelagert.
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6.2 Eindimensionale SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (1D-PAGE)

Die 1D-PAGE wurde zur Uberprifung der Intermediarfilament-Praparate hinsichtlich ihrer
Menge und Integritat durchgefuhrt. Die Elektrophorese erfolgte hach dem denaturierenden
und diskontinuierlichen System nach Laemmli (1970). Als reduzierendes Agens wurde DTT
verwendet. Die Gele setzten sich aus einem grobmaschigen Sammelgel und einem
feinmaschigen Trenngel zusammen, die sich zuséatzlich noch im pH-Wert unterschieden. Als
Gelkammer diente PHERO - minivert von Biotec Fischer (Reiskirchen) fir zwei Gele im

Format 80 x 82 mm.

Gelldsungen
4 x Trenngelpuffer: 1,5 M Tris/Cl pH 8,8
0,4 % (w/v) SDS
4 x Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris/Cl pH 6,8
0,4 % (w/v) SDS
Laemmli-Puffer: 23 mM Tris
190 mM Glycin
0,2 % SDS
2 x Denaturierungspuffer: 62,5 mM Tris/HCI pH 6,8

25 mM Dithiothreitol (DTT)
10 % (w/v) Glycerin
3,0 % SDS
0,1 % Bromphenolblau
Rotiphorese Gel30 Acrylamidlésung 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"-Tetramethylenethylendiamid)
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6.2.1 Praparation der Gele und der Elektrophoresekammer

Trenngel-/Sammelgelmischung:

x ml 30 % Acrylamid-Stocklosung

x ml 4 x Trenngel- bzw. Sammelgelpuffer

x ml H,Oqy

10 pl 10 % Ammoniumpersulfat pro ml Trenngel- bzw. Sammelgelmischung
1 pl TEMED pro ml Trenngel- bzw. Sammelgelmischung

Zwei Glasplatten (Format 80 x 82 mm; Schichtdickel mm), davon eine ,Ohrenplatte® mit
einer 2,8 cm tiefen Einbuchtung, wurden aufeinander gelegt. Dazwischen wurde ein 1 mm
dicker Abstandhalter (,Spacer”) geschoben und diese Konstruktion mit Klebeband an den
Réandern abgedichtet. Zusatzliche Abdichtung von Innen erfolgte mit aufgekochter 0,5%iger
Agarose. Nachdem die Agarose abgekuhlt und verfestigt war, wurde die Trenngelmischung
(10 % Acrylamid) zwischen die Glasplatten bis 1,5 cm unter den Rand der "Ohrenplatte”
gegossen und mit Ethanol Uberschichtet. Nach der Polymerisation wurde das Ethanol mit
dest. H,O weggewaschen und die Sammelgelmischung (3,9 % Acrylamid) bis unter den
Rand gegossen. Ein Probenkamm (1 mm Dicke; 12 Taschen) wurde sofort im Anschluss
luftblasenfrei eingesetzt. Das Gel konnte nach vollstandiger Polymerisation in feuchte Tlcher
eingewickelt und in einer luftdichten Plastikbox bei 4°C bis zu zwei Wochen aufbewahrt

werden.

6.2.2 Durchfuhrung der Elektrophorese

Unmittelbar vor der Verwendung der Gele wurde der Kamm und das Klebeband vorsichtig
entfernt und die Taschen mit dest. H,O gesplilt.

In Lysis Puffer A aufgenommene Sedimente der Intermediarfilament Praparationen wurden
in einem Vortex-Mischer der Firma Jahnke & Kunkel vermischt und 1 min bei 16.100 g
zentrifugiert. Ein Teil des Uberstandes wurde mit gleicher Menge 2 x Denaturierungs-Puffer
versetzt.

Fir die Erfolgskontrolle der rekombinanten Expression wurden 4 ml Bakteriensuspension
zentrifugiert (Eppendorf 5415 R Tischzentrifuge) und das Sediment in 50 pl Laemmli-Puffer
geldst und mit gleicher Menge 2 x Denaturierungs-Puffer versetzt.

Nach anschlielBender Denaturierung der Proteine fir finf Minuten bei 95°C wurden die so
vorbereiteten Proben vorsichtig in die Geltaschen pipettiert. Als GroRRenmarker diente ,SDS-

6H" von Sigma (Deisenhofen) mit folgenden Proteinen:
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e Carboanhydrase M, 29000
e Ovalbumin M, 45000
¢ Rinderserumalbumin M, 66000
e Phosphorylase b M, 97400
e [-Galactosidase M, 116000
e Myosin M, 205000

Nach Beflllen der Puffertanks mit Laemmli-Puffer und Verbinden des oberen Puffertanks mit
der Kathode und des unteren Puffertanks mit der Anode startete die Elektrophorese mit
einem Strom von 15 mA/Gel. Nach 15 min wurde der Strom auf 25 mA/Gel erhéht. Nachdem
die Bromphenolblau-Front den unteren Gelrand verlassen hatte, wurde die Elektrophorese
abgebrochen und das Trenngel wie unter Punkt 6.4 beschrieben mit Coomassie Brilliant Blue
R250 angefarbt.

6.3 Zweidimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese (2D-PAGE)

Die zweidimensionale Gelelektrophorese wurde nach den Methoden von O'Farrel, 1975 und
O'Farrel, 1977 durchgefiihrt. In der ersten Dimension wurden die Proteine in einem pH-
Gradienten nach ihrer Ladung und in der zweiten Dimension unter denaturierenden
Bedingungen nach ihrer Molekilmasse aufgetrennt. Als Elektrophoresekammer diente
Phero-vert-180 fir zwei Gele a 180 x 170 mm mit 2-D-Riegeln zur Aufnahme von jeweils 7
Glasrohrchen (150 mm lang, Innendurchmesser 4 mm, AuRendurchmesser 6 mm) von der

Firma Biotec Fischer (Reiskirchen).

6.3.1 Die erste Dimension (Isoelektrische Fokussierung; IEF)

Die Elektrophorese erfolgte in der ersten Dimension in Polyacrylamid-Rundgelen. Diese
wurden in 2D-Riegel gesteckt und so an der Kammer fixiert, dass die Proteine im
elektrischen Feld von der Kathode (mit basischem Puffer) zur Anode (mit saurem Puffer)
wandern konnten. Durch Zugabe von Ampholinen zu den Gelen bildete sich wahrend der
Elektrophorese ein stabiler pH-Gradient, wodurch sich die Proteine nach ihrem

isoelektrischen Punkt auftrennten.

Gellésungen

Lysis Puffer A: 9,5 M Harnstoff
25 mM DTT
2 % (w/v) Nonidet P-40
0,8 % Ampholine pH 4-6
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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
H,O ad 100 ml

O-Puffer: 60 mM Tris/Cl pH 6,8
20 mM Dithiotreitol (DTT)
2 % SDS
10 % (wi/v) Glycerin

Anoden-Elektrophoresepuffer: 10 mM H3PO,
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)

6.3.1.1 Praparation der Rundgele
Die Glasrohrchen wurden vor Gebrauch mit Ethanol gewaschen und anschlieRend an der

Luft getrocknet. Ein Ende ist mit Parafilm abgedichtet worden.

Zusammensetzung des Fokussiergels: (fir 10-12 Gele)

e 5,7 g Harnstoff

e 1,33 ml 2D-Acrylamidlésung (30 %)
e 2 ml Nonidet P-40 10 %

e 2mlH,0O

e 0,2 ml Ampholine pH 4-6

e 0,2 ml Ampholine pH 5-7

e 0,1 ml Ampholine pH 3,5-10
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e 10 pl APS 10 %
e 7l TEMED

Der Harnstoff wurde zusammen mit der Acrylamidlésung, dem Nonidet P-40 und dem
Wasser auf ca. 40°C erwarmt, bis der Harnstoff vollstandig in Losung gegangen war. Die
hitzeempfindlichen Ampholine wurden zusammen mit APS und TEMED nach Abkuhlen der
Losung hinzu gegeben. Mit einer Pasteurpipette konnte das Fokussiergel bis 1 cm unter den
Rand gefullt, mit H,O Uberschichtet und im Dunkeln zum Polymerisieren aufbewahrt (mind.

5 h) werden. Die Gele waren bis zu acht Tage haltbar.

6.3.1.2 Auftragen der Proben und Elektrophorese

Nach Entfernen des Parafilms sowie grindlichem Abspilen der Geloberflache mit dest. H,O
wurde mit einer Spritze das Gel etwas aus dem Glasrohr rausgedrtickt, bis oben ca. 1,5 cm
Platz frei war. Das unten Uberstehende Gel wurde mit einem Spatel abgetrennt. Die Gele
sind dann in den 2D-Riegel eingeschoben und am unteren Ende mit Mull abgedichtet
worden. Die so behandelten Gele konnten dadurch nicht aus dem Glasrohr herausrutschen,
waren aber trotzdem in Kontakt mit der Pufferlosung. Nach Einspannen des 2D-Riegels in
die Elektrophoresekammer wurde die Probe luftblasenfrei auf das Rundgel geflllt. Diese

setzte sich folgendermaf3en zusammen:

x ul Intermediarfilament-Probe

X Wl Lysis A Puffer

1 pl Aktin aus Kaninchenmuskel (£ 3 pg Aktin)

2 ul Rinderserumalbumin = BSA (£ 3 pg BSA)

insgesamt 80 pl Probe

Das Aktin aus Kaninchenmuskel und das Rinderserumalbumin dienten hierbei als Marker mit

folgenden Eigenschaften:

M, pl
Aktin aus Kaninchenmuskel 42000 54
Rinderserumalbumin (BSA) 66000 6,1

Die Probe wurde mit 2-3 Kristallen Harnstoff versetzt und mit 20 pl Lysis K Puffer
Uberschichtet. Zuletzt wurde das Rundgelrbhrchen bis zum oberen Rand mit Kathoden-
Elektrophoresepuffer gefiillt.

Nach Fullen der oberen Kammer mit Kathoden-Elektrophoresepuffer und der unteren

Kammer mit Anoden-Elektrophoresepuffer, wurde die Elektrophorese mit einer Anfangs-
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spannung von 200 V durchgefiihrt. Nach 30 min ist die Spannung flr 30 min auf 300 V
erhoht worden. Die Fokussierung erfolgte bei 400 V fir weitere 16-18 h.

Nach der Elektrophorese wurden die Gele mit einer Spritze in eine Petrischale vorsichtig
herausgedriickt, das saure bzw. basische Ende auf der Schale markiert und mit O-Puffer
20 min aquilibriert. Direkt im Anschluss erfolgte die Auftrennung in der zweiten Dimension

oder die Rundgele wurden fir eine spéatere Verwendung bei -20°C eingefroren.

6.3.2 Auftrennung in der zweiten Dimension durch SDS-PAGE

Die verwendeten Glasplatten hatten ein Format von 170 mm x 180 mm, davon eine
»Ohrenplatte” mit einer Einbuchtung von 2,5 cm. Der untere Rand dieser Einbuchtung hatte
einen schragen nach innen zum Gel zeigenden Schliff, auf den das Rundgel aufgelegt
wurde. Die Dicke der Abstandhalter (,Spacer”) betrug 1 mm. Die Zusammensetzung der
Trenn- und Sammelgele entsprach der in Punkt 6.2 Beschriebenen. Ebenso wurden die
Glasplatten mit dazwischen gesetzten Abstandhaltern analog zur 1D-PAGE mit Klebeband
und Agarose abgedichtet. Dann wurde das Trenngel bis 1,5 cm unter den geschliffenen
Rand der Ohrenplatte gegossen und mit Ethanol Uberschichtet. Nach der Polymerisation
wurde das Ethanol mit dest. H,O grindlich weggespllt und das Sammelgel bis zur
Schliffkante der ,Ohrenplatte” gegossen. Die so hergestellten Gele konnten in feuchtem
Papier eingewickelt in einer Plastikbox bei 4°C fir zwei Wochen gelagert werden.
Unmittelbar vor der Elektrophorese wurde das Klebeband entfernt, das Gel mit dest. H,O
gespllt und in die Elektrophoresekammer eingespannt. Auf die Schliffkante wurde das
aquilibrierte Rundgel (mit dem basischen Ende auf der linken Seite) gelegt und mit
aufgekochter 1%iger Agarose in O-Puffer befestigt. Ferner enthielt der O-Puffer
Bromphenolblau als Farbmarker. Als Elektrophoresepuffer wurde Laemmli-Puffer verwendet.
Nach einem anfanglichen Strom von 25 mA je Gel wurde nach 45 min auf 40 mA je Gel
erhoht.

Nachdem die Bromphenolblau-Front am unteren Ende des Gels in den Puffer gelaufen war,
wurde die Elektrophorese abgebrochen. Die Gele wurden entweder mit Coomassie Brilliant
Blue R250 wie in Punkt 6.4 beschrieben angefarbt oder fir einen Proteintransfer auf

Nitrocellulose weiterverwendet.

6.4 Farben der Proteine im Gel

Farbeldsung: 0,1 % Coomassie Brilliant Blue R250 (Serva,
Heidelberg)
7,5 % Essigsaure
40 % Ethanol
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Entfarbelésung: 20 % Isopropanol

7,5 % Essigsaure

Die Gele wurden in einer Farbeldésung Uber Nacht auf einem Wipptisch gesattigt. Zur
Entfernung des Hintergrundes wurde das Gel solange in Entfarbeldsung gelegt, bis die
gefarbten Proteine gut sichtbar waren. Haufiges Wechseln der Losung beschleunigte diesen
Prozess. Dann wurden die Gele zur weiteren Differenzierung in 7,5%iger Essigsaure

eingelegt und anschlie3end in Plastikfolie luftdicht eingeschweil3t.

6.5 Transfer der Proteine auf Nitrocellulose-Membranen

Lésungen

Transferpuffer (pH 8,8): 25 mM Borsaure
2 mM EDTA

Bei diesem Verfahren werden die Proteine elektrisch von dem Gel auf eine Nitrocellulose-
Membran transferiert. Hierzu wurde die Nassblotkammer PHERO-BIott von Biotec Fischer
und Nitrocellulose der Firma Schleicher & Schuell mit einer PorengréfRe von 0,45 pum
verwendet. Die Trenngele aus der 2D-PAGE wurden in Transferpuffer fur 20 min aquilibriert.
Die Gele und die Nitrocellulose-Membran waren wie in folgendem Schema in der

Nassblotkammer positioniert. Alle Komponenten wurden mit Transferpuffer hydratisiert:

Kathode

3x3 Whatmanpapier

ey

Nitrocellulose

3x3 Whatmanpapier

Anode

Der Transfer erfolgte Gber Nacht und wurde mit einer Stromstarke von 100 mA gestartet.
Durch zweimalige Erhéhung der Stromstarke um jeweils 100 mA in Intervallen von 15 min

wurde ein Endwert von 300 mA erreicht.
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6.6 Reversible Farbung der Nitrocellulose-Membran mit Ponceau S

Nach dem Proteintransfer wurden die Membranen 10 min lang in 0,2%iger Ponceau S-
Lésung (Sigma, Deisenhofen) angefarbt. Der Hintergrund wurde durch Waschen in H,O
entfernt. Die Membranen wurden zwischen Whatman R 3MM Papier getrocknet und auf
einen minimalen Rand zugeschnitten. Diese wurden dann auf eine Leuchtplatte der Firma
Roth gelegt, so dass die Proteinmuster und Membranbegrenzungen auf transparente Folie
gezeichnet werden konnten, um spéatere Antikorperreaktionen eindeutig den Proteinspots
zuordnen zu koénnen. Die Membranen konnten zwischen Whatman R 3MM Papieren

aufbewahrt oder direkt weiterverwendet werden.

6.7 Biotinylierung von Proteinen

Lésungen

BNHS: 1 mg/ml Biotinyl-N-hydroxysuccinimid in  Di-

methylformamid

TBS: 20 mM Tris/Cl pH 7,6
137 mM NaCl

Das zu biotinylierende Protein wurde mit TBS auf eine Endkonzentration von 1 mg/ml
verdinnt. Nach Zugabe von 50 pl BNHS-LAsung je ml Proteinldsung und anschliel3endem
Mischen wurde 1 h bei RT inkubiert. Im Anschluss erfolgte Gber Nacht bei 4°C eine Dialyse
(Dialyseschlauch Visking der Firma Roth Karlsruhe) gegen TBS. Der Dialyseschlauch wurde
zuvor 5 min ausgekocht. Das so markierte Protein wurde direkt weiterverwendet oder bei

-20°C eingefroren.

6.8 Modifizierter Komplementarer-Keratin-Blot-Bindungstest (CKBB-Test)
Im CKBB-Test kdnnen Typ | von Typ |l Keratinen unterschieden werden. Hierbei nutzt man
die Eigenschaft aus, dass Keratine des einen Typs jeweils Heterodimere mit dem anderen
Typ bilden (Hatzfeld et al., 1987). Der in dieser Arbeit verwendete Test wurde in Anlehnung
an den CKBB-Test durchgefiihrt. Mit Hilfe dieser Methode sollten T und TKy identifiziert
werden.

Zur ldentifizierung von TKa wurden die Blots mit biotinyliertem, rekombinanten TKy inkubiert.
Zur ldentifizierung von TKy erfolgte die Inkubation mit biotinyliertem, rekombinanten TKa.

Uber die Kopplung an einen sekundaren Antikorper (Streptavidin-Alkalische Phosphatase)
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konnten abschlieRend die Keratine mit einer Farbreaktion der alkalischen Phosphatase

sichtbar gemacht und so den Proteinflecken zugeordnet werden.

Lésungen

Bindungspuffer: 3 M Harnstoff
10 mM Tris/Cl
3 % BSA
0,1 % Tween 20
pH 8,0

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

TBST (,Tris buffered saline and Tween”): 10 mM Tris/ClI
140 mM NacCl
0,1 % Tween 20
pH 8,0

6.8.1 Inkubation der Membranen mit biotinylierten Schleimkeratinen

Die Blots aus Punkt 6.6 wurden zur Renaturierung der Proteine und Blockierung der
Membranoberflache in TBST fir 4 h bei Raumtemperatur geschuttelt. 20-30 pg biotinyliertes
Protein wurde in 2-3 ml Bindungspuffer geldst und mit der Nitrocelullose-Membran in Folie
luftdicht eingeschweil3t. Getestet wurden Bindungspuffer mit Harnstoffkonzentrationen von
0-7 M. Auf einem Drehbrett (Eigenbau der Feinmechanischen Werkstatt, Universitat Mainz)
fixiert erfolgte die Inkubation Uber Nacht bei 4°C. Nichtgebundenes biotinyliertes Protein
konnte durch 5-faches Waschen (je 15 min) mit Hochsalzextraktionspuffer bei Raum-
temperatur entfernt werden. Da nach diesen Waschschritten keine Reaktionen erzielt

wurden, ist der Hochsalzextraktionspuffer alternativ durch TBST ersetzt worden.

6.8.2 Biotin/Streptavidin-Nachweis der Proteine
Zuerst erfolgte eine Blockierung fur 1 h. Als Blockierungslosung wurde TBST, 10%
Milchpulver in TBST oder 5 % Milchpulver in TBST getestet. Streptavidin-Alkalische
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Phosphatase (Promega, Mannheim) wurde 1:5000 in einer Lésung von 5 % Milchpulver in
TBST verdiunnt, womit die Inkubation der Membranen fiir 1 h erfolgte. Nichtgebundene
Streptavidin-Alkalische Phosphatase ist im Anschluss durch vier Waschschritte (je 15 min)
mit TBST entfernt worden. Die Farbreaktion der Alkalischen Phosphatase wurde wie in Punkt
6.12 beschrieben durchgefihrt.

6.9 Herstellung der Antiseren Anti-TKa und Anti-TKy

Fur die Herstellung der Antiseren wurden jeweils einem Kaninchen in einem Zeitraum von
ca. zwei Monaten vier Injektionen des rekombinant hergestellten TKa bzw. TKy verabreicht.
Zwei Wochen nach der vierten Injektion wurden die Tiere entblutet. Das detaillierte
Immunisierungsprotokoll befindet sich im Anhang unter Punkt 3. Zur Uberpriifung des
Erfolges wurden nach der zweiten und der dritten Injektion Serumproben entnommen und
mittels Immunblotanalysen auf ihre Spezifitat hin Uberprift. Ensprechend wurde nach
Ausbluten der Tiere das Endserum getestet (siehe Unnold, 2008). Die Immunisierung der

Kaninchen wurde von der Firma Charles River-Laboratories (Kisslegg) durchgefihrt.

6.10 , Peptide Mass Mapping” mit MALDI-Massen-Spektrometrie

Die rekombinanten Schleimkeratine wurden jeweils durch eine 2D-PAGE aufgetrennt und
anschlief3end tryptisch verdaut und eluiert. Daraufhin wurden die Molekilmassen durch eine
Matrix-Assisted-Laser-Desortion/lonisation-Massen-Spektrometrie  (MALDI-MS) bestimmit.
Die Spektren wurden anschlieBend ausgewertet und die entsprechenden Werte mit denen
aus einem theoretischem Verdau verglichen. Auf diese Weise konnte eine abgeleitete
Aminosauresequenz eindeutig dem Protein aus dem 2D-Gel zugeordnet werden. Die
massenspektrometrische Untersuchung wurde von der Firma ProteoSys (Mainz)

durchgefihrt.

6.11 Immunblot
Die auf der Nitrocelullose-Membran immobilisierten Proteine konnten mit spezifischen
Antikdrpern/-seren mittels Farbreaktion der Alkalischen Phosphatase detektiert werden.

Lésungen

TBST (,Tris buffered saline and Tween”): 10 mM Tris/Cl pH 8,0
140 mM NacCl
0,1 % Tween 20

Blockierungspuffer: 10 % Ziegenserum - Donor Herd oder
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5-10 % Milchpulver in TBST

6.11.1 Inkubation der Membranen mit primarem Antikdrper

Die Blots aus Punkt 6.6 wurden zur Renaturierung der Proteine und Blockierung der
Membranoberflache in Blockierungspuffer fir 1 h bei Raumtemperatur geschuttelt. Je nach
Spezifitat der Antikbrper wurde 10 % Ziegenserum, TBST oder 5-10 % Milchpulver in TBST
verwendet. Als primare Antikdrper wurden die Anti-TK Antiseren 1: 5000-15000 verdinnt in
TBST verwendet. Der monoklonale Anti-Keratin Antikdrper PAN1-8 wurde in einer
Konzentration von 1:40 in TBST verwendet. Die Membranen wurden mit entsprechenden
Antiseren/-korpern in Folie luftdicht eingeschweil3t und auf Drehplatten (Eigenbau der
Feinmechanischen Werkstatt, Universitat Mainz) fixiert. Die Blots inkubierten mit 3 ml
Antikdrperldsung bei 8°C Uber Nacht. AbschlieRend wurden durch viermaliges Waschen mit

TBST (je 5 min) nichtgebundene Antikdrper entfernt.

6.11.2 Inkubation der Membranen mit sekundarem Antik6rper

Hierzu wurden mit Alkalischer Phosphatase gekoppelte Ziege-Anti-Kaninchen (IgG) und
Ziege-Anti-Maus (IgG + IgM) -Antikérper verwendet (Dianova, Hamburg). Die Verdinnung
der sekundaren Antikorper betrug 1:7500 in TBST. Zur Inkubation wurden die Blots in 15 ml
Antikérperlosung 1 h leicht geschiittelt. AnschlieRend sind durch viermaliges Waschen (je
5 min) mit TBST nichtgebundene Antikorper entfernt worden. Die Farbreaktion der

Alkalischen Phosphatase erfolgte wie in Punkt 6.12 beschrieben.

6.12 Farbreaktion der Alkalischen Phosphatase

Die Alkalische Phosphatase setzt das Substrat NBT zu einem mit bloRem Auge sichtbaren
blau-violetten Farbstoff um. BCIP dient bei dieser Farbreaktion als Katalysator. Die so
sichtbar gemachten Antikérper konnten dann den Proteinspots zugeordnet werden. Die auf

Transparentfolie Ubertragenen Proteinmuster aus Punkt 6.13 dienten hierbei als Vergleich.

Lésungen
AP-Puffer : 100 mM Tris/Cl pH 9,5
100 mM NacCl
50 mM MgCl,
Substrat NBT: 50 mg/ml NBT in 70 % Dimethylformamid

(,p-Nitrobluetetrazoliumchlorid®)
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Substrat BCIP: 50 mg/ml BCIP in 100 % Dimethylformamid
(,5-Brom-4-Chlor-3-Indoylphosphat-p-
Toluidinsalz”)

Unmittelbar vor Gebrauch wurde die Substratlosung (5 ml je Blot) bestehend aus 3,3 pl
BCIP und 6,6 pl NBT pro ml AP-Puffer angesetzt. Die Nitrocelullose-Membranen wurden
kurz in AP-Puffer aquilibriert, auf Whatman R 3MM Papier angetrocknet und auf einem
Petrischalendeckel positioniert. Nach Zugabe der Substratldsung auf den Blot konnte die
Farbreaktion je nach Intensitat der Farbung nach 1-90 min beendet werden. Daflir wurden
die Membran in destilliertes Wasser gelegt. Die so behandelten Blots konnten nach

Trocknung zwischen Whatman R 3MM Papier lichtgeschiitzt aufbewahrt werden.

6.13 Dokumentation der Ergebnisse

Die Dokumentation der Coomassie Brilliant Blue R250 gefarbten Gele, Membranen des
CKBB-Tests und Immunblots erfolgte mit einem Flachbett-Scanner bzw. einer Digitalkamera.
Die Membranen wurden dann auf eine Leuchtplatte der Firma Roth gelegt, so dass die
Farbreaktionen auf transparente Folie gezeichnet und mit dem Proteinmuster verglichen

werden konnten.

7 Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie

Losungen

PBS (,Phosphate Buffered Saline”): 140 mM NacCl
2,7 mM KClI

8,1 mM Na,HPO, x 2H,0
1,5 mM KH,PO,

Petrolether

7.1 Anfertigung und Fixierung von Gefrierschnitten

Mit einem Gefriermikrotom (HM 5000M, Fa. Microm, Walldorf) wurden aus den in Isopentan
eingefrorenen Tieren 5 pm (Querschnitte) bzw. 10 um (LAngsschnitte) dicke Schnitte ange-
fertigt. Hierbei ist die Boxentemperatur des Mikrotoms und die Objekttemperatur auf -25°C
eingestellt worden. Gefrorene Gewebestlicke wurden auf einem Schneideblock zusammen

mit einer Cryo-Einbett-Losung festgefroren. Die Schnitte wurden im Folgenden auf Objekt-
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trager Uberflhrt, welche zuvor zur Reinigung fir 5 min in Petrolether eingelegt wurden. Die
beladenen Objekttrager wurden tber Nacht vor Staub geschuitzt an der Luft getrocknet.

Danach wurden die Gefrierschnitte 10 min in Aceton (-20°C) fixiert und erneut luftgetrocknet.

7.2 Inkubation der Gefrierschnitte mit primarem Antikorper

Verwendet wurden Anti-TK Antiseren in einer Konzentration von 1:1000-5000. Der
monoklonale Anti-Keratin Antikérper PAN1-8 wurde in PBS verdinnt (1:4) verwendet. Zur
Inkubation wurden 25 ul Antikérperldsung auf jeden Gefrierschnitt pipettiert und gleichmafig
verteilt. Die Inkubation erfolgte in einer feuchten Kammer und wurde nach 1 h abgebrochen.
Durch dreimaliges Waschen (je 5 min) mit PBS konnten nichtgebundene Antikdrper entfernt

werden.

7.3 Inkubation der Gefrierschnitte mit sekundarem Antikérper

Hierzu wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3 bzw. Cy2 -gekoppelte Ziege-Anti-
Kaninchen (1gG) und Ziege-Anti-Maus (IgG + IgM) -Antikorper verwendet (Dianova,
Hamburg). Die Verdinnung der sekundaren Antikdrper betrug 1:200 in PBS. Die Inkubation
erfolgte in einer feuchten Kammer und wurde nach 1 h abgebrochen. Nichtgebundene
Antikorper wurden durch dreimaliges Waschen (je 5 min) mit PBS entfernt. Durch
einmindtiges Waschen mit dest. H,O lieBen sich die Salze des PBS-Puffers entfernen.
Danach wurden die Schnitte zur Dehydratisierung 5 min in 100 % Ethanol eingelegt und
anschlie3end an der Luft getrocknet. Als Einbettmedium fand Elvanol Verwendung, was sich
Uber Nacht verfestigte (Zur Herstellung des Elvanols wurde 1 g Polyvinylalkohol (M, 6000)
unter Erwarmen in 8 ml PBS gel6st und mit 4 ml Glycerin gemischt. Im Anschluss wurde der
Ansatz autoklaviert und bei -20°C gelagert). Die fertigen Gefrierschnitte wurden in einer

Mappe lichtgeschitzt aufbewahrt.

7.4  Mikroskopieren und Fotografieren der Gefrierschnitte

Hierzu wurde das Epifluoreszenzmikroskop Leitz DM/RBD (Leica, Wetzlar) verwendet. Die
Quecksilberhdchstdrucklampe HB0O50 vom Typ L1 diente als UV-Lichtquelle. Mikroskopiert
und Fotografiert wurde mit den Objektiven PL Fluotar 25x / 0,75 (Olimmersion) und 40x / 1,0
(Olimmersion). Die Bilder konnten mit der Digitalkamera Leica DC 500 und dem
Computerprogramm Leica IM 500, Version 1.20 erstellt werden. Die Fluoreszenzreaktionen
wurden so dokumentiert, dass sie mdglichst dem durch das Mikroskop gesehenen Bild
entsprachen. So konnte der Vergleich der Immunfluoreszenzreaktionen verschiedener

Antikorper bzw. Gewebe sowohl qualitativ als auch quantitativ gewahrleistet werden.
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8 In situ-Hybridisierung

Fur den Nachweis der fur TKa bzw. TKy -kodierenden mRNAs wurde die Methode der Whole
Mount in situ-Hybridisierung gewahlt. Hierbei werden komplette Larven mit markierten
Sonden inkubiert, welche spezifisch an die gewinschte mRNA binden. In einer ab-

schlielenden Farbreaktion kann das entsprechende Reaktionsmuster sichtbar gemacht

werden.
Lésungen
1 x PBS: 140 mM NacCl
2,7 mM KCI
8,1 mM Na,HPO, x H,O
1,5 mM NaH,PO,
pH 7,4
PBT: 1 x PBS
0,1 % Tween 20 (v/v)
PPE: 1x PBS
4 % Paraformaldehyd
0,05 M EGTA (pH 8,0)
MAB: 0,1 M Maleinsaure
0,15 M NaCl
pH 7,5
4 x Waschpuffer: 4 x SSC
50 % Formamid
0,1 % Tween20
2 x Waschpuffer: 2 xSSC
50 % Formamid
0,1 % Tween20
1 x Waschpuffer: 1x SSC

50 % Formamid
0,1 % Tween20
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Hybridisierungsmix: 50 % Formamid
5x SSC
5 mM EDTA
1 x Denhardt’s Lésung
100 pg Heparin
100 pg tRNA
0,1 % Tween20

Blockierungslésung: 2 % Blockingreagenz in Maleinsaurepuffer
AP-Puffer: 100 mM Tris/Cl pH 9,5

100 mM NacCl

50 mM MgCl,
Substrat NBT: 50 mg/ml NBT (= p-Nitrobluetetrazoliumchlorid)

in 70 % Dimethylformamid

Substrat BCIP: 50mg/ml BCIP in 100 % Dimethylformamid

Farbeldsung: 5 pl NBT / ml AP-Puffer
3,75 pl BCIP / ml AP-Puffer

8.1 Behandlung der Larven / Fixierung

Die Larven wurden in 4 % (w/v) Paraformaldehyd in PBS Uber Nacht bei 4°C leicht
geschwenkt. AnschlieRend wurden sie bei RT in 3 % H,0, / 0,5 % KOH so lange gebleicht,
bis die Pigmentierung vollstandig verschwunden war (ca. 30-60 min). AnschlieBend wurden
die Tiere 5 min in PBS gewaschen. Um die Larven zu dehydratisieren, wurden sie fur jeweils
5 min in folgenden Lésungen gewaschen: 25 % (v/v), 50 % (v/v), 75 % (v/v) Methanol in PBS
und 100 % (v/v) Methanol. Die so behandelten Tiere wurden entweder direkt weiter-

verarbeitet, oder bei -20°C aufbewabhrt.

8.2  Hybridisierung und Farbreaktion

Die Larven wurden rehydratisiert, indem sie fir jeweils 5 min in folgenden Ldsungen
gewaschen wurden: 75 % (v/v), 50 % (v/v), 25 % (v/v) Methanol in PBS. Im Anschluss
wurden die Larven viermal fur 5 min in PBT gewaschen, um uberschiussiges Methanol zu

entfernen. Durch Inkubation (30 min) mit Proteinase K (10 pg/ml) in PBT wurden die Larven



Material und Methode 44

permeabilisiert. Mit einem Waschritt (20 min) in 4 % (w/v) Paraformaldehyd in PBS konnte
der Proteinase K-Verdau gestoppt werden. Um uberschissiges Paraformaldehyd zu
entfernen, folgten vier Waschritte in PBT a 5 min. Danach sind die Larven fir 5 h in
Hybridisierungspuffer bei 48°C inkubiert worden. Die Hybridisierungsreaktion erfolgte dann
nach Zugabe der Sonde (diese wurde unmittelbar vor Gebrauch bei 65°C fir 10 min
denaturiert) Gber Nacht bei 42°C.

Am nachsten Tag wurden die Larven in folgenden Lésungen gewaschen:

3 mal in 4 x Waschpuffer bei 50°C a 10 min

e 2 malin 2 x Waschpuffer bei 50°C a 15 min

e 2 malin 1 x Waschpuffer bei 50°C a 15 min

e 3 malin 1xSSC/0,1 % Tween bei RT a 20 min

e 2 malin MAB bei RT a 10 min

e 1 malin 2 % blocking reagent in MAB bei RT & 10 min

Nach dieser Behandlung wurden die Larven 2-3 h in 2 % blocking reagent in MAB bei RT
inkubiert. AnschlieRend wurden pro ml Blockierlosung 0,5 pl Sekundar-Antikorper (Anti-
Digoxygenin-Alkalische-Phosphatase) der Firma Roche (Mannheim) zugegeben und Uber
Nacht bei 4°C inkubiert. Danach folgten flinf Waschschritte in MAB + 0,1 % Tween a 15 min,
sowie zwei Waschschritte in AP-Puffer a 10 min. Wahrenddessen wurde die Enzymlésung
fur die Farbreaktion frisch angesetzt. Hierzu wurde pro ml AP-Puffer 5 pl NBT sowie 3,75 pl
BCIP zugegeben. Die Farbreaktion erfolgte bei 4°C und konnte durch dreifaches Waschen in
MAB a 5 min und zweifaches Waschen in PBT a 5 min abgebrochen werden. Abschlieend

konnten die gefarbten Larven in 70 % Glycerin aufbewahrt werden.

9 In vitro-Assemblierung von Intermediarfilamenten
Lésungen
8 M Harnstoff: 8 M Harnstoff

10 mM Tris/Cl

1 mM DTT

pH 8,5
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5 M Harnstoff: 5 M Harnstoff
10 mM Tris/ClI
1 mMDTT
pH 8,5

2,5 M Harnstoff: 2,5 M Harnstoff
10 mM Tris/Cl
1 mMDTT
pH 8,5

0 M Harnstoff: 10 mM Tris/ClI
1 mMDTT
pH 8,5

Fur die Assemblierung wurden rekombinantes TKa und TKy in &quimolaren Mengen in einer
Gesamtkonzentration von 0,5 mg/ml vermischt und anschlie3end dialysiert. Hierbei wurden
nacheinander vier Dialysen angesetzt (8 M-, 5 M-, 2,5 M-, 0 M-Dialysepuffer), um den
Harnstoff sukzessive aus dem Puffer zu entfernen. Dazu wurden jeweils 50-100 pl der
Proteinlésungen in Dialysecaps (Pierce, Rockford) hineingegeben und fir 30-60 min gegen
500 ml Dialysepuffer dialysiert. Nach einer abschlielenden Dialyse gegen Assemblierungs-
puffer (die unterschiedlichen Puffer sind in Tabelle 2 aufgefiihrt) konnten die Proben direkt

fur die Transmissionselektronenmikroskopie weiterverwendet werden (siehe Punkt 10).

10  Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM)

Mit Hilfe der Transmissionen-Elektronenmikroskopie (TEM) konnen kleine, durchstrahlbare
Objekte im Mikrometer- bis Nanometerbereich mit Elektronen durchstrahlt werden und
vergroRert dargestellt werden.

Hierbei werden die Elektronen mittels einer Spannung beschleunigt und durch elektro-
magnetische Linsen fokussiert, bevor diese auf die Probe treffen. Die Probe lenkt die
Elektronen von ihrem Weg ab, wobei Objekte hoher Dichte die Elektronen stark und Objekte
mit geringer Dichte die Elektronen nur schwach ablenken. Die nicht abgelenkten Elektronen
werden von einem Leuchtschirm detektiert, wodurch ein Bild entsteht, bei dem Bereiche mit
niedriger Dichte hell und Bereiche mit hoher Dichte dunkel erscheinen. Der so entstehende

Kontrast ermdglicht es, die Strukturen der Probe bildlich darzustellen.
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Durchfuhrung:

Als Tragerfilme fanden Kupfernetzchen mit 300-400 Maschen Verwendung, welche zuvor mit
einem Kohlenstofffilm beschichtet wurden. Zur Beschichtung wurden die Netzchen in einer
Aufdampfanlage einer Hitzeentladung ausgesetzt, wodurch die Kohlenstoffoberflache
adsorptionsfahiger fur die Proteine wird. Auf diese Weise lasst sich gewahrleisten, dass sich
Objekt und Kontrastierungsmittel gleichmaf3ig auf der Kohlenoberflache verteilen.

Fur die Herstellung der Praparate wurde die Single-droplet-Methode fur das ,Negative-
Staining“- Verfahren angewandt (Harris & Horne, 1991). Hierzu wurden auf Parafilm folgende
Tropfen gegeben:

e 1 Tropfen Proteinlésung (0,5 mg/ml)
e 3 maljeweils 1 Tropfen H,O4

e 1 Tropfen 2 % Uranylacetat (Kontrastierungsmittel)

Mit einer Pinzette wurden dann die Netzchen nacheinander in der oben aufgefiihrten
Reihenfolge durch die Lésungen gezogen. Zwischen jedem Tropfen wurde das Netzchen
vorsichtig mit Hilfe eines Filterpapiers trockengesaugt. AbschlieBend wurden die Netzchen
auf einem Filterpapier getrocknet und bis zur weiteren Verwendung in einer Petrischale
aufbewahrt.

Die auf diese Weise hergestellten Praparate wurden in einem FEI Tecnai 12 Transmissions-
Elektronenmikroskop analysiert. Die Dokumentation der Ergebnisse erfolgte mit einer CCD-

Kamera in digitaler Form.
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C Ergebnisse

1 Allgemeine Vorgehensweise

In der vorliegenden Arbeit wurden die Schleimkeratine TKa und TKy des Zebrabarblings
Danio rerio untersucht. Neben Analysen zu den Bindungseigenschaften von TKa und TKy
sollten diese Proteine auch biochemisch identifiziert und charakterisiert werden. Ab-
schliel3end sollte gezeigt werden, wo die Schleimkeratine im Gewebe exprimiert werden, um
erste Hinweise auf mdgliche Funktionen von TKa bzw. TKy zu erhalten.

Fur die Untersuchungen wurden grofe Mengen an rekombinanten Schleimkeratinen
bendtigt, weshalb der erste Schritt in meiner Arbeit darin bestand, die Schleimkeratine TKa
und TKy des Zebrabarblinges rekombinant herzustellen. Da die cDNA-Sequenzen der
Schleimkeratine des Zebrabarblings bereits verdffentlicht vorlagen (Schaffeld & Schultess,
2006), konnten mit Hilfe von spezifischen Primern fir TKa- sowie fur TKy-kodierende cDNA-
Klone amplifiziert und jeweils in einen Expressionvektor kloniert werden. Diese Vektoren
wurden dann in E. coli Bakterienzellen transformiert, so dass nach Induktion der Bakterien
die Schleimkeratine TKa und TKy im Milligrammbereich gewonnen werden konnten. Die auf
diese Weise erhaltenen rekombinanten Proteine wurden aufgereinigt und konnten dann fir
unterschiedliche Untersuchungen verwendet werden.

Da die Schleimkeratine TKa und TKy im Schleimaal Eptatretus stoutii wie bereits bekannt
miteinander Filamente formen (Spitzer et al.,, 1984; 1988), wurden die rekombinanten
Schleimkeratine des Zebrabéarblings Danio rerio mit Hilfe von in vitro-Versuchen auf ihre
Assemblierungseigenschaften hin untersucht. Neben der elektronenmikroskopischen
Analyse wurden weiterhin potentielle Bindungspartner der Schleimkeratine TKa und TKy
anhand von Overlay-Assays identifiziert. Mit Hilfe dieser Overlay-Assays gelang es, das TKa
in zuvor auf Nitrocellulose transferierten Cytoskelettpraparationen aus kompletten Zebra-
barblingen zu identifizieren. Daraufhin wurden mit den rekombinanten Schleimkeratinen TKa-
und TKy-spezifische Antiseren gewonnen, indem Kaninchen gegen die rekombinant
hergestellten Schleimkeratine immunisiert wurden. Mit den Schleimkeratin-spezifischen
Antiseren konnte daraufhin ein immunologischer Nachweis von TKa und TKy erbracht
werden. Schlussendlich sollte auch gezeigt werden, wo die Schleimkeratine im
Zebrabarbling exprimiert werden. Dazu wurden Larven und adulte Zebrabarblinge mit den
Anti-TK Antiseren immunologisch analysiert. Zuséatzlich wurde die Expression der
Schleimkeratine in Larven auch auf RNA-Ebene anhand von Whole mount in situ-

Hybridisierungsreaktionen untersucht.
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2 Amplifizierung der fir TKa- und TKy-kodierenden cDNAs

Zu Beginn meiner Arbeit lagen die fur Tka- und TKy-kodierenden cDNA-Sequenzen bereits
vertffentlicht vor (Schaffeld und Schultess, 2006) und werden im Folgenden als
Ausgangssequenzen bezeichnet. Mit Hilfe der Ausgangssequenzen wurden spezifische
Primer hergestellt, die verwendet wurden, um die fur die Schleimkeratine TKa- und TKy-
kodierenden Bereiche als cDNA zu erhalten. Die Sequenzen der gewonnenen cDNA-Klone

und die dazu verwendeten Primer sind im Anhang unter den Punkten 2 und 4 dargestellt.

2.1 Sequenzanalyse

Um zu uberprifen, ob es sich bei den erhaltenen Sequenzen auch um die gewinschten
TKa- bzw. TKy-kodierenden Zielsequenzen handelt, wurden diese mit den Ausgangs-
sequenzen verglichen und dabei auf Unterschiede hin untersucht (Alignments sind im
Anhang unter Punkt 5.1 und 5.2 dargestellt). Hierbei stellte sich heraus, dass sich sowohl die
Aminosauresequenz von TKa als auch von TKy in einigen Aminosgiurepositionen von den
bereits verdffentlichten AS-Sequenzen unterscheidet. Da beide Gene im Genom des
Zebrabarblings nur einfach vertreten sind (Schaffeld & Schultess, 2006), ist davon
auszugehen, dass es sich bei den von mir amplifizierten cDNA-Sequenzen um Allele von

TKa sowie von TKy handelt.

2.1.1 Abgeleitete Aminosauresequenz der fir TKa-kodierenden cDNA

Die isolierte cDNA kodiert fiir eine Polypeptidkette bestehend aus 585 AS. Die theoretisch
errechnete Molekilmasse (M) betragt 59,2 kDa und die Polypeptidkette besitzt einen
theoretisch errechneten pl-Wert von 5,6. Die gesamte Aminosauresequenz in ist in Abb. 7
dargestellt. Die Sequenz weist im Vergleich zur bereits vertffenltichten Sequenz vier
Aminosauresubstitutionen auf (siehe Abb 7, rote Platzhalter). Zuséatzlich fehlen der Sequenz
des rTKa eine Abfolge von vier Aminosauren (siehe Abb. 7, Pfeilkopf).

Um zu Uberprifen, ob es sich bei den finf Substitutionen sowie der Deletion nicht um
Sequenzierungsfehler handelt, wurden die Internetdatenbanken nach identischen
Sequenzen durchsucht. Dabei wurden cDNA- und EST-Sequenzen gefunden, die in ihrer
Sequenzabfolge entsprechende Unterschiede aufweisen (Alignment im Anhang unter Punkt
5.5 dargestellt). Dies unterstitzt die Vermutung, dass es sich bei den in dieser Arbeit
verwendeten Sequenz im Vergleich zu den bereits von Schaffeld und Schultess (2006)
veroffentlichten Ausgangssequenzen um ein weiteres Allel des fur TKa-kodierenden Gens im

Zebrabarbling Danio rerio handelt.
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Abb. 7: Aminosauresequenz des rekombinant hergestelltem TKa (rTKa)
Gezeigt ist die Aminosauresequenz des rekombinant exprimierten TKa (rTKa) des Zebrabarblings
Danio rerio. Die N-terminale Head-Doméane sowie die C-terminale Tail-Domé&ne sind griin unterlegt.
Die helikalen Bereiche (CoillA, CoillB, Coil2A und Coil2B) sind blau unterlegt. Die Linkerregionen
(L1, L12 und L2) sind rot dargetsellt. Im Vergleich zur Ausgangssequenz zeigt die erhaltene Sequenz
vier Aminosauresubstitutionen (rote Platzhalter) sowie eine Deletion von vier Aminosauren
(entsprechende Stelle ist mit einem Pfeilkopf markiert).

2.1.2 Abgeleitete Aminosauresequenz der fir TKy-kodierenden cDNA

Die isolierte cDNA kodiert fir eine Polypeptidkette bestehend aus 475 AS. Die theoretisch
errechnete Molekilmasse (M) betragt 49,5 kDa und die Polypeptidkette besitzt einen
theoretisch errechneten pl-Wert von 4,7. In Abb. 8 ist die gesamte Aminosaresequenz
dargestellt. Im Vergleich zur bereits veroffentlichten Sequenz kommt es an drei Stellen zu
Aminoséauresubstitutionen. Zusatzlich weist die Sequenz des rekombinantgn imK
Vergleich zur Ausgangssequenz eine Deletion von einer Aminoséaure auf. Daraufhin wurden
in Internetdatenbanken cDNA- und EST-Sequenzen mit entsprechenden Substitutionen bzw.
Deletionen gefunden. Somit ist davon auszugehen, dass es sich im Vergleich zu den
publizierten Sequenzen bei der in dieser Arbeit verwendeten, fir TKy-kodierenden Sequenz

um ein weiteres Allel von TKy handelt.
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Abb 8: Aminosauresequenz des rekombinant hergestelltem TKy (rTKy)

Gezeigt ist die Aminosduresequenz des rekombinant exprimierten TKy (rTKy) des Zebrabéarblings
Danio rerio. Die N-terminale Head-Doméne sowie die C-terminale Tail-Doméne sind griin unterlegt.
Die helikalen Bereiche (CoillA, CoillB, Coil2A und Coil2B) sind blau unterlegt. Die Linkerregionen
(L1, L12 und L2) sind rot dargetsellt. Die roten Platzhalter markieren die Aminosauresubstitutionen.
Die Position der Deletion ist mit einem Pfeilkopf markiert.

2.1.3 Sequenzvergleich auf genomischer Ebene

Um nachzuprifen, ob die Substitutionen und Deletionen auch auf genomischer Ebene
auftreten, wurden die entsprechenden Sequenzabschnitte der Schleimkeratin-kodierenden
cDNA-Sequenzen mit genomischen Sequenzabschnitten verglichen (Alignments im Anhang
unter Punkt 5.3 und 5.4 dargestellt). Hierbei stellte sich heraus, dass die fir Schleimkeratine
kodierenden Gene an den entsprechenden Stellen die Substitutionen bzw. Deletionen
aufweisen. Auf diese Weise konnte eine Identitdt zwischen den von mir klonierten cDNAs

und den Schleimkeratin-Genen hergestellt werden.

2.2 Expression und Reinigung der rekombinanten Schleimkeratine rTKa und
rTKy

Fir die Expression wurden die TKa- bzw. TKy-kodierenden cDNAs jeweils in den
Expressionsvektor pET-3a kloniert und die entsprechenden Plasmide in E.coli
Bakterienzellen vom Stamm Topl0 transformiert. AnschlieBend wurde das Integrat

sequenziert, um den Erfolg der Klonierung sicherzustellen. Daraufhin wurden die Plasmide in
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Expressionsbakterien des Stammes BL21(DE3)pLys transformiert. Der Erfolg wurde mittels
Klon-PCR uberprift.

Fur die Expression der rekombinanten Proteine wurden von positiven Klonen bis zu 1L
umfassende Flissigkulturen angesetzt und mit IPTG zur Expression induziert. Parallel diente
eine nicht-induzierte Bakterienlésung als Negativkontrolle. Mit einer anschlieRenden SDS-
PAGE wurde die Expression auf ihren Erfolg hin Uberprift (siehe Abb. 9). Da sich
erfahrungsgemalfd rekombinant exprimierte IF-Proteine in sogenannten inclusion bodies der
Bakterien konzentrieren, wurden diese nach der Bakterienernte isoliert und aufgebrochen.
Zur Aufreinigung der rekombinanten Proteine wurden lonenaustausch-Chromatographien
durchgefuhrt. Hierbei wurde zuerst ein Anionenaustausch durchgefuhrt und anschlie3end ein
Kationenaustausch. Der Erfolg der Reinigung wurde mittels SDS-PAGE Uberprift. Nach der
Aufreinigung von TKa wurde im SDS-Gel eine Bande bei ca. 59 kDa detektiert, wohingegen
nach Aufreinigung des TKy eine Bande bei ca. 50 kDa identifiziert werden konnte. Der Erfolg
der einzelnen Aufreinigungsschritte ist in Abb. 9 am Beispiel von TKy aufgezeigt.

Mit dem hier angewandten Expressionssystem konnte rekombinantes TKa und TKy auf-
gereinigt und im Milligrammbereich gewonnen werden. Anschlieend wurden die bio-
chemischen Eigenschaften mittels 2D-PAGE uUberprift und zusatzlich die Proteinflecken von
rTKa sowie rTKy massenspektroskopisch analysiert, um eine Zuordnung zu den ent-

sprechenden cDNA-Sequenzen herstellen zu kdnnen.
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Abb. 9: Rekombinante Expression und Auf-
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reinigung von TKy
- » Die Bakterien enthielten den  Expressionsvektor
. r'd pPET-3a, in welchen die entsprechende  Sequenz
97 . einkloniert wurde. Die Bakterien wurden mit IPTG
: " induziert und Uber Nacht inkubiert. Die Proben
wurden anschlieBend zentrifugiert und das
. Sediment in Probenpuffer aufgenommen. Nach
einer SDS-PAGE wurde das Gel mit Coomassie-
@ Blue angefarbt. Im Vergleich zur nicht-induzierten
. Kontrollprobe (Negativ) erkennt man deutlich in der
d induzierten Probe (Induziert) eine Bande bei
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2.3 2D-PAGE der rekombinanten Schleimkeratine TKa und TKy / MALDI-TOF
Massenspektrometrie

Um nachzuprifen, ob es sich bei den in dieser Arbeit exprimierten und anschlie3end
aufgereinigten Proteinen tatsachlich um die Schleimkeratine TKa bzw. TKy handelt, wurde
das Verfahren der Matrix-unterstiitzen Laser-Desorption/lonisation (MALDI; von engl. matrix-
assisted laser desorption/ionisation) und die Flugzeitanalyse (TOF; von engl. time of flight)
angewandt. Auf diese Weise sollte eine Verknupfung zwischen den TK-kodierenden cDNA-
Sequenzen und den Proteinflecken (2D-PAGE) der aufgereinigten, rekombinanten Proteine
hergestellt werden.

Zur Durchfiihrung der Massenspektrometrie wurden die rekombinant exprimierten Proteine
mittels 2D-PAGE nach Ladung und Groél3e aufgetrennt (siehe Abb. 10). Das rTKa besitzt eine
Molekilmasse (M) von 59 kDa. Es fallt auf, dass das @K in drei unterschiedlichen
Ladungsvarianten vorliegt. Die entsprechenden isoelektrischen Punkte (pl) liegen bei pH 6.3,
6.2 und bei 6.0. Das rTKy hat eine MoleKilmasse (M) von 50 kDa und eine n isoelektrischen
Punkt (pl) bei pH 4.8. Fur die massenspektrometrische Analyse wurden die Proteinflecken
des rTKa (pl 6.2) sowie des rTKy verwendet.
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Abb. 10: Zweidimensionale Polyacrylamid Gelelektrophorese (2D-PAGE) von rTKa und rTKy

In der ersten Dimension wurde eine isoelektrische Fokussierung (IEF) und in der zweiten Dimension
eine SDS-PAGE durchgefihrt; BSA, Rinderserumalbumin; A, Kaninchen a-Aktin. Das rTKa hat eine
Molekilmasse von ca. 59 kDa und liegt in drei unterschiedlichen Ladungsvarianten vor (pl 6.3; 6.2
und 6.0). Das rTKy ist 50 kDa grof3 und hat einen isoelektrischen Punkt bei pH 4.8.
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Mittels massenspektrometrischer Analyse des Proteinflecks von rTKa konnten insgesamt 19
Massenentsprechungen gefunden werden, die 39 % der Gesamtsequenz abdecken. Bei der
Analyse des rTKy wurden insgesamt 25 MasBbareinstimmungen gefunden. Diese

die 62 % ab. Die

Massenspektrometrien sind in Abbildung 11 dargestellt.

decken Gesamtsequenz  zu Ubereinstimmungen  beider

Anhand der hohen Ubereinstinmung der Sequenzen aus der massenspektrometrischen
Analyse ist davon auszugehen, dass es sich bei den in dieser Arbeit rekombinant
exprimierten Proteinen tatséchlich um die gewiinschten Schleimkeratine TKa und TKy des

Zebrabarblings Danio rerio, handelt.
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Abb. 11: Massenspektrometrische Auswertung

Dargestellt sind die von den cDNAs abgeleiteten Aminosauresequenzen. Die roten Bereiche
markieren Ubereinstimmungen mit den Massen aus der spektrometrischen Analyse. Die erhaltenen
Massen aus der Analyse des TKa decken sich zu 39 % mit der aus der cDNA erhaltenen
Aminosauresequenz. Bei der Analyse des TKy wurde eine Ubereinstimmung von 62 % erreicht.
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3 Bindungseigenschaften von TKa und TKy

3.1 Invitro-Assemblierungs Experimente

Um die Assemblierungs-Eigenschaften der Schleimkeratine zu untersuchen, wurden
aquimolare Mengen von rTKa und rTKy zusammengegeben und einer Reihe von Dialysen
unterzogen, um die Harnstoffkonzentration im Puffer sukzessive zu senken (von 8 M nach
0 M Harnstoff). AbschlieBend wurde gegen einen Assemblierungspuffer dialysiert. In meinen
Untersuchungen wurden unterschiedliche Assemblierungspuffer (siehe Tab. 2) getestet, wie
sie Ublicherweise fur die in vitro-Assemblierung von Keratinen Verwendung finden. Des
Weiteren wurden auch Typ 1l IF-Protein- bzw. Typ IV-IF-Protein-Assemblierungspuffer
ausgetestet. Dabei ist anzumerken, dass zusétzlich die Konzentrationen im Puffer sowie die
pH-Werte variiert wurden. Die so behandelten Proben wurden anschlieend mit dem
Verfahren des Negative Stainings elektronenmikroskopisch untersucht. Entsprechend
wurden auch Proben analysiert, die entweder nur rTKa bzw. nur rTKy enthielten. Als
Kontrollprobe wurde rekombinantes, humanes K8 und K18 verwendet und in einem fir diese
Keratine bereits bekannten idealen Assemblierungspuffer (siehe Tab. 2) inkubiert. Dabei
bildeten sich fur Keratine typische ca. 10 nm dicke Filamente (siehe Abb. 12; a).

In vitro-Assemblierung von rTKa und rTKy

Bei Verwendung von Typ I/ll-Assemblierungspuffern, die in ihrer Salzkonzentration und
ihrem pH-Wert variiert wurden, sind bei allen Proben ca. 12 nm dicke und ca. 40-70 nm
lange, elliptisch geformte Strukturen (siehe Abb. 12; ¢, g) dokumentiert worden, welche in
Form und GroRRe den ULFs (ULF = unit lenght filament) der Typ I-lll IF-Proteine ahneln.
Diese ULF-artigen Strukturen besalRen die Tendenz, miteinander sowohl lateral als auch
longitudinal zu aggregieren (siehe Abb. 12; b-g). Neben diesen an ULFs erinnernde
Strukturen wurden in den Proben weiterhin stets globuldre Strukturen mit einem
Durchmesser von ca. 10-20 nm gefunden, welche ebenfalls eine starke Tendenz zur Bildung
von Aggregaten zeigten. Lediglich unter einer Inkubationsbedingung (200 mM Tris/HCI; pH
7,0) konnte eine filamentdse Struktur gefunden werden (siehe Abb. 12; b). Sowohl der
Durchmesser von 10 nm als auch das aul3ere Erscheinungsbild glichen dem eines in vitro-
gebildeten Intermediarfilaments. Allerdings war diese Struktur mit einer Lange von 0,5 pm
viel kiirzer als ein typisches Intermediarfilament (zum Vergleich siehe Abb. 12; a), weshalb

es als Filamentoid bezeichnet wurde.
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Tab. 2: Verwendete Versuchsbedingungen und gebildete Strukturen
Verwendete Abbild
Proteine Verwendete Puffer/Zitat Form und Struktur raung
hK8/hK18 10 mM Tris/HCI; pH 7,0 Filamente Abb. 12; a
globulare und ULF-artige
TKa/TKy 200 mM Tris/HCI; pH 7,0 Strukturen; Bildung von ,Knauel*; Abb. 12; b
Filamentoid
TKa/TK 2 mM Tris; pH 7,0; globulare und ULF-artige )
\ Assemblierungspuffer fiir Keratine Strukturen; bilden ,Knauel“
TKa/TK 2 mM Tris; pH 8,5; Filamentoide; vereinzelt Bildung i
\ Assemblierungspuffer fir Keratine von ,Knauel*
TKa/TK 10 mM Tris; pH 7,0; globulare und ULF-artige i
v Assemblierungspuffer fiir Keratine Strukturen; Bildung von ,Knauel*
TKa/TK 10 mM Tris; pH 8,2; ULF-artige Strukturen; Bildung )
\ Assemblierungspuffer fiir Keratine von ,Knauel“
TKa/TK 10 mM Tris; pH 8,4; globulare und ULF-artige )
\ Assemblierungspuffer fur Keratine Strukturen; Bildung von ,Knéuel
TKa/TK 10 mM Tris; pH 8,5; globulare und ULF-artige )
\ Assemblierungspuffer fiir Keratine Strukturen; Bildung von ,Knauel*;
10 mM Tris; pH 8,8; globulare und ULF-artige .
TKa/TKy Assemblierungspuffer fiir Keratine Strukturen; Bildung von ,Kn&uel* Abb. 12; ¢
TKa/TK 10 mM Tris; pH 9,0; globulére und ULF-artige i
Y Assemblierungspuffer fiir Keratine Strukturen; Bildung von ,Knauel*
) . . ULF-artige Strukturen; vereinzelt
TKa/ TKy 1,6 M NaCl; 200 mM Tris/HC, pH 7,0 | 01 1516 Strukturen: Bildung von | Abb. 12: d
Typ Il Assemblierungspuffer PR
~Knauel
. globulare und ULF-artige )
TKa/TKy 2 mM CacCly; [nach Gu et al. 2004] Strukturen; Bildung von ,Knauel*
. globulare und ULF-artige )
TKa/TKy 6 mM CacCl;; [nach Gu et al. 2004] Strukturen: Bildung von ,Knéuel*
globulare und ULF-artige Abb. 12:
TKa/TKy 10 mM CacCl;; [nach Gu et al. 2004] Strukturen; Bildung von ,Knauel*; e-' ’
Filamentoid 9
. globulére und ULF-artige .
TKa/TKy 20 mM CaCly; [nach Gu et al. 2004] Strukturen; Bildung von ,Knauel* Abb. 12; h
. globulare und ULF-artige )
TKa/TKy 50 mM CacCly; [nach Gu et al. 2004] Strukturen; Bildung von ,Knauel*
TKa 1,6 M NacCl; 200 mM Tris/HCI; pH 7,0 Filamentoide Abb. 12; i
TKa 0 M Harnstoff Dialysepuffer Filamentoide -
TKa 1 M Harnstoff Dialysepuffer Filamentoide -
TKa 2 M Harnstoff Dialysepuffer Filamentoide -
TKa 5 M Harnstoff Dialysepuffer Aggregate -
TKy 1,6 M NaCl; 200 mM Tris/HCI; pH 7,0 Globulare Strukturen -

Die Verwendung eines Typ lll IF-Protein Assemblierungspuffers flhrte auch zur Bildung von
ULF-artigen sowie globularen Strukturen (siehe Abb. 12; d). Dabei konnte kein erkennbarer
Unterschied zu den Keratin-spezifischen Inkubationsbedingungen festgestellt werden, aul3er
dass in dieser Probe kein Filamentoid gefunden wurde.

Nach Inkubation in Assemblierungspuffern, wie sie fiir die Assemblierung von Typ IV IF-
Proteinen Verwendung finden (Gu et al., 2004; dabei wurden die Puffer in ihrer CacCl,-

Konzentration von 2 mM bis 50 mM vatriiert), konnten ebenfalls ULF-artige, sowie globulére
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Strukturen dokumentiert werden. Diese Strukturen traten sowohl singular als auch in
aggregierter Form auf. Wie auf Abb. 12; e exemplarisch dargestellt, bildeten diese Strukturen
teilweise "Knauel'-artige Aggregate. Entsprechende "Kn&uel® wurden auch unter
Verwendung von Typ I/ll- bzw. Typ llI-IF-Protein Assemblierungspuffern dokumentiert (nicht
abgebildet). Bei einer Probe (Assemblierungspuffer: 10 mM CacCl,) wurde eine filamentose
Struktur entdeckt, die einen Durchmesser von ca. 10 nm und eine L&nge von 1,5 pm
aufweist (siehe Abb. 12; h). Allerdings war die Oberflache dieses Filamentoids im Vergleich

zu in vitro-gebildeten Intermediarfilamenten weniger glatt.

Abb. 12: Elektronenmikroskopische Analyse von rTKa- und rTKy-Préparationen (Negative Staining) des
Zebrabarblinges Danio rerio (0,5 mg/ml).

Die dialysierten Reaktionsprodukte wurden auf mit Carbon Uberzogenen Grids verteilt und mit Uranylacetat
behandelt. Die gebildeten Strukturen wurden anschlieend mit einem Elektronenmikroskop visualisiert und
dokumentiert. a, Kontrollprobe; rekombinantes humanes K8 und K18; b-h, rTKa und rTKy; i, TKa. b, 200 mM
Tris/HCI; pH 7.0; ¢, 10 mM NacCl; pH 8.8 in Assemblierungspuffer fiir Keratine; d, Assemblierungspuffer fur Typ IlI
Intermediérfilamente (1,6 M NaCl; 200 mM Tris/HCI; pH 7.0); e-g, 10 mM CaCl,; h, 20 mM CaCl; i,
Assemblierungspuffer fir Typ lll-Intermediarfilamente (1,6 M NaCl; 200 mM Tris/HCI; pH 7.0).



Ergebnisse 57

In vitro-Assemblierung von rTKa

Bei der Untersuchung von rTKa wurde ein Typ Il IF-Protein Assemblierungspuffer
verwendet, da die Typ lll IF-Proteine bekannterweise Homopolymere ausbilden. Bei diesen
Inkubationsbedingungen formten sich filamentdse Strukturen mit einem Durchmesser von
ca. 10-12 nm und einer Lange von bis zu 300 nm (siehe Abb. 12, i). Allerdings besalRen
diese Strukturen keine glatte Oberflache wie typische Keratinfilamente, sondern zeigten eher
ein "brichiges" Erscheinungsbild. Die Filamentoide waren stark gebogen und einige formten
sich zu geschlossenen Ringstrukturen. Da vermutet wird, dass im Schleimaal Eptatretus
stoutti das TKa auch noch bei sehr hohen Harnstoffkonzentrationen (bis 8 M) homopolymere
Strukturen ausbilden kann (Spitzer et al., 1984), habe ich unterschiedliche Harnstoffend-
konzentrationen (0-10 M) im Assemblierungspuffer getestet. Dabei konnte ich zeigen, dass
das rTKa aus dem Zebralirbling Danio rerio die bereits beschriebenen Filamentoide auch
bei Harnstoffkonzentrationen von 1 M und 2 M ausbildet. Bei einer Harnstoffkonzentration
von 5 M bildeten sich keine Filamentoide aus.

Das rTKy wurde ebenfalls mit Typ Il IF-Protein Assemblierungspuffer inkubiert und
anschlielend elektronenmikroskopisch untersucht. Dieses lag in Form von globularen (mit
einem Durchmesser von 10-20 nm) Strukturen vor, die wiederum miteinander aggregierten
(nicht abgebildet). Filamentdse Strukturen konnten unter diesen Bedingungen nicht

nachgewiesen werden.

3.2 Bindungseigenschaften von rTKa und rTKy im Overlay-Assay

Erganzend zu den in vitro-Assemblierungs Versuchen sollten die Bindungseigenschaften der
Schleimkeratine mit Overlay-Assays analysiert werden. Die Versuchsbedingungen lehnten
sich hierbei an den sogenannten CKBB-Test an, welcher in der Proteinbiochemie zum
Nachweis von Keratinen verwendet wird (Hatzfeld et al., 1987). Dabei wurden die
rekombinanten Schleimkeratine im ersten Schritt biotinyliert. Mit diesen vorbehandelten
Proteinen wurden anschlieRend auf Nitrocellulose transferierte Proteinmuster inkubiert. Bei
den transferierten Proteinen handelte es sich stets um rTKa und rTKy aus dem
Zebrabarbling Danio rerio sowie rekombinantes, humanes K8 und K18. Zusatzlich wurde der
Grolenmarker SDS-6H der Firma Sigma (Deisenberg) aufgetragen. In einer abschlieRenden
Farbreaktion konnten die biotinylierten Schleimkeratine detektiert werden, so dass eine
Aussage darlber getroffen werden konnte, mit welchen Proteinen das rTKa bzw. rTKy
interagiert.

Nach Inkubation der Membranen mit den fir Keratinen idealen Versuchsbedingungen zeigte
sich vorerst keine Reaktion. Demnach wurde davon ausgegagen, dass die rekombinanten
Schleimkeratine entweder nicht an die auf Nitrocellulose transferierten Proteine binden, oder

aber die Bindungen so schwach ausgepragt sind, dass diese in Folge von Waschschritten
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wieder geldst werden. Daraufhin wurden die Versuchbedingungen so gewahlt, dass die
Waschschritte in Hochsalzextraktionspuffer weggelassen wurden. Mit diesen Inkubations-
bedingungen zeigten sowohl das rTKa als auch das rTKy positive Reaktionen. Das
biotinylierte rTKa erkannte das rTKy, wohingegen das biotinylierte rTKy mit dem rTKa
interagierte. Die Keratine K8 und K18 wurden von beiden rekombinanten Schleimkeratinen
nicht erkannt, allerdings zeigten sich auch Reaktionen mit dem Gro3enmarker SDS-6H. Da
diese nur sehr schwach waren und zeitlich verzogert auftraten, wurde davon ausgegangen,
dass es sich hierbei mdglicherweise um Hintergrundreaktionen handelt. Um diese weitest-
gehend zu minimieren, wurden unterschiedliche Harnstoffkonzentrationen im Bindungspuffer
ausgetestet.

Die Variierung der Harnstoffkonzentration zeigte bei der Inkubation mit biotinyliertem rTKa
ein Optimum bei 3 M Harnstoff im Bindungspuffer (siehe Abb.13). Bei dieser Konzentration
ist die Reaktion mit dem rTKy am intensivsten und die Kreuzreaktionen mit den GréRen-
markerproteinen verhaltnismaRig am geringsten. Durch weitere Erniedrigung bzw. Erhéhung
der Harnstoffkonzentration nimmt die Intensitat der Reaktion mit dem rTKy weiter ab. Mit der
Etablierung dieses Nachweisverfahrens konnte gezeigt werden, dass das rTKa mit rTKy
heteromere Strukturen formen kann, wohingegen vermutlich keine Interaktionen mit

cytoplasmatischen Keratinen auftreten.
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Abb. 13: Bindungseigenschaften des rTKa unter verschiedenen Harnstoffkonzentrationen

Gezeigt sind die Farbreaktionen nach Inkubation mit biotinyliertem rTKa bei unterschiedlichen
Harnstoffkonzentrationen (0-7 M) im Bindungspuffer. Die Membranen wurden mit TBST blockiert und
es wurden keine Waschschritte mit Hochsalzextraktionspuffer durchgefihrt. Aufgetragen sind jeweils
ein GroRenmarker (SDS 6H), rTKa (Zebrabarbling), rTKy (Zebrabarbling), rekombinantes K8 (human)
und rekombinantes K18 (human). Links sind nicht-inkubierte, mit Ponceau-S gefarbte Membranen
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gezeigt, wie sie auch fir die entsprechenden Inkubationen verwendet wurden. Bei einer Harnstoff-
konzentration von 2 M und 4 M im Bindungspuffer erkennt man eine schwache Farbung dgr TK -
Bande. Bei Inkubation in Bindungspuffer mit 3M Harnstoff ist die Farbung dey TK -Bande deutlich
starker.

Das biotinylierte rTKy zeigt nach Variierung der Harnstoffkonzentration im Bindungspuffer ein
etwas anderes Reaktionsmuster. Ausgehend von den Ausgangsbedingungen (4 M Harnstoff)
des CKBB-Tests konnte durch Erniedrigung der Harnstoffkonzentrationen die Intensitat der
Reaktionen kontinuierlich verstarkt werden (siehe Abb. 14). Allerdings wurde dieser Trend
auch durch eine Zunahme von unspezifischen Kreuzreaktionen mit dem GrdélRenmarker
SDS-6H begleitet (aufgrund der geringen Intensitét sind diese in Abb. 14 nicht zu erkennen).
Mit der Verwendung starkerer Blockierungslésungen (10% Milchpulver in TBST) konnten

daraufhin diese unspezifischen Bindungen weitestgehend minimiert werden.
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Abb. 14: Bindungseigenschaften des rTKy unter verschiedenen Harnstoffkonzentrationen
Gezeigt sind die Farbreaktionen nach Inkubation mit biotinyliertem rTKy bei unterschiedlichen
Harnstoffkonzentrationen (0-7 M) im Bindungspuffer. Die Membranen wurden mit TBST blockiert und
es wurden keine Waschschritte mit Hochsalzextraktionspuffer durchgefiihrt. Aufgetragen sind jeweils
ein GréRenmarker (SDS 6H), rTKa ( Zebrabérbling), rTKy (Zebrabérbling), rekombinantes K8 (human)
und rekombinantes K18 (human). Links sind nicht-inkubierte, mit Ponceau-S gefarbte Membranen
abgebildet, wie sie auch fur die entsprechenden Inkubationen verwendet wurden. Das biotinylierte
rTKy erkannte das rTKa, allerdings waren auch schwache Kreuzreaktionen mit den Proteinen des
GroRenmarkers erkennbar. Mit Zunahme der Harnstoffkonzentration zeigt sich eine tendenzielle
Abnahme der Farbintensitat.

Da die Schleimkeratine rTKa und rTKy lediglich miteinander interagieren und keine Bindung
mit den cytoplasmatischen Keratinen eingehen, konnte dieser Assay auch im Folgenden

(siehe Punkt 4.2) fur den biochemischen Nachweis von TKa und TKy verwendet werden.
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Tab. 3: Inkubationsbedingungen fir den Overlay-Assay zum TKa/y-Nachweis

Nachzuweisendes Protein

TKa TKy
] 10 % Milchpulver
Blockierungslésung ) TBST
=y in TBST
2
] Harnstoffkonzentration im
o ] 3M 3M
§ Bindungspuffer
§ Waschschritte in . .
nein nein

Hochsalzextraktionspuffer

4 Biochemische ldentifizierung von TKa und TKy im Zebrabarbling
Danio rerio

Zur biochemischen lIdentifizierung der Proteine TKa und TKy im Zebrabarbling wurden
unterschiedliche Methoden durchgefiihrt. Zu Beginn wurden anhand zweidimensionaler
Koelektrophoresen Hinweise gesammelt, ob TKa bzw. TKy in Cytoskelettpéparationen des
Zebrabarblings als erkennbare Proteinflecken auftreten. AnschlieBend wurden die Cyto-
skelettpraparationen immunologisch sowie mit dem modifizierten CKBB-Test (siehe Punkt
3.2) untersucht. Fir den immunologischen Nachweis wurden Anti-TKa- bzw. Anti-TKy
Antiseren in Kaninchen hergestellt und auf ihre Spezifitat hin getestet (Unnold, 2008).
Anhand dieses Methodenspektrums konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmalig

TKa und TKy in einem Knochenfisch biochemisch identifiziert werden.

4.1 Zweidimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese / Koelektrophorese

Um mogliche Proteinspots aus Cytoskelettpréaparationen des Zebrabarblings als mogliche
Kandidaten fur Tka bzw. TKy zu identifizieren, wurde eine Koelektrophorese durchgefiihrt
(siehe Abb. 15; c). Dabei wurden die Proteine einer IF-Préaparation eines kompletten
Zebrabarblings in einer zweidimensionalen Gelelektrophorese aufgetrennt. Entsprechenden
IF-Praparationen wurde zusatzlich das rTKa und rTKy beigemengt und ebenfalls
elektrophoretisch aufgetrennt. Durch Vergleich beider Proteinmuster (siehe Abb. 15; a)
konnte gezeigt werden, dass keine erkennbaren Proteinflecken aus der Zebrabarbling-

Gesamtpréparation mit denen der rTKs in Deckung zu bringen sind.
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4.2 Overlay-Assays

Um TKa und TKy mit den Overlay-Assays nachweisen zu kénnen, wurden die Proteine aus
Cytoskelettpraparationen zweidimensional aufgetrennt, anschlie@end auf Nitrocellulose
transferiert und wie in Punkt 3.2 unter der Tabelle 3 beschrieben inkubiert. Nach Inkubation
mit biotinyliertem rTKy wurden zwei Proteinflecken angefarbt (siehe Abb. 15; d). Der
isoelektrische Punkt des ersten Proteins (Pfeil) liegt bei pH 6.2 und dessen Molekiilmasse
betragt ca. 59 kDa. Dieser Proteinspot besitzt identische physikochemische Eigenschaften
wie das rTKa. Das zweite angefarbte Protein (Pfeilkopf) hat einen isoelektrischen Punkt bei
pH 6.0 und ist 47 kDa grof3. Dieser Proteinspot kann keinem bisher bekanntem cyto-
plasmatischem Keratin zugeordnet werden. Darlber hinaus wurden keine aus dem
Zebrabarbling bisher bekannten Cytokeratine mit diesem Test erkannt (vgl. Conrad et al.,
1998).

Die Inkubation mit biotinyliertem rTKa zum Nachweis von TKy zeigte nach eindiger
Inkubation keine diskrete Reaktion. Demnach konnte mit dieser Methode kein Nachweis von

TKy erbracht werden.

4.3 Immunologischer Nachweis

Erganzend zu den Overlay-Assays wurden auf Nitrocellulose transferierte Cytoskelett-
praparationen aus gesamten Zebrabarblingen mit Hilfe der Anti-TK Antiseren untersucht.
Das Anti-TKa Antiserum dekorierte einen Proteinspot mit einer Molekilmasse (M) von
59 kDa und einem pl-Wert von 6.2 (siehe Abb 15; e). Das angefarbte Protein besitzt somit
identische physikochemische Eigenschaften wie das rTKa und des bereits im Overlay-Assay
als TKa identifizierte Protein. Zusétzlich farbte das Antiserum einige IE- und IIE-Keratine an.
Allerdings waren diese Farbreaktionen zeitlich verzégert und relativ schwach. Erganzend zu
dem Anti-TKa Antiserum wurde ein monoklonaler Anti-Keratin Antikorper getestet, welcher
ebenfalls mit dem rTKa und dem als TKa identifizierten Proteinspot reagierte (Unnold, 2008).
Das Anti-TKy Antiserum farbte einen Proteinspot an, welcher einen identischen pl-Wert (bei
pH 4.8) sowie eine identische Molekilmasse (50 kDa) zum rekombinant hergestellten TKy
aufweist. Des Weiteren wurden Proteinspots angeféarbt, bei denen es sich um IE-Keratine
handelt (siehe Abb. 15; f). Im Vergleich beider Antiseren ist anzumerken, dass diese jeweils

mit unterschiedlichen E-Keratinen kreuzreagiert haben.
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Abb. 15: Koelektrophorese (2D-PAGE), CKBB-Test und Reaktionen der Anti-TK Antiseren

In der ersten Dimension wurde eine isoelektrische Fokussierung (IEF) und in der zweiten Dimension
eine SDS-PAGE durchgefiihrt; B, Rinderserumalbumin; A, Kaninchex -Aktin; IE, Typ | E-Keratine;
lIE, Typ Il E-Keratine; IS, Typ | S-Keratine; 1S, Typ Il S-Keratine; bei den mit einem Sternchen ( *)
gekennzeichneten Proteinspots handelt es sich wahrscheinlich um Hintergundreaktionen. — a-c.
Coomassie-blue gefarbte Gele. — d. modifizierter CKBB-Test. — e, f. Immunblots. — a. Cytoskelett-
praparation eines Zebrabarblings — b. rTKa und rTKy — c. Koelektrophorese einer Cytoskelett-
praparation des Zebrabarblings sowie rTka und rTKy. — d. modifizierter CKBB-Test mit biotinyliertem
rTKy zur Identifizierung von TKa. Es wurden zwei Proteinflecken erkannt. Das mit einem Pfeil
gekennzeichnete Protein besitzt identische physikochemische Eigenschaften wie das rTKa. Der mit
einem Pfeilkopf markierte Proteinfleck kann keinem bisher bekannten Keratin im Zebrabérbling
zugeordnet werden. — e. Reaktion des polyklonalen Antiserums Anti-TKa. Erkannt wurde ein
Proteinfleck, der identische Laufeigenschaften zum rTKa aufweist. Zusitzlich zeigte das Antiserum
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Kreuzreaktionen mit E-Keratinen. Da diese Reaktionen zeitlich versetzt auftraten und relativ schwach
waren handelt es sich vermutlich um Hintergrundreaktionen. — f. Reaktion des polyklonalen
Antiserums Anti-TKy. Das Antiserum hat ein Protein erkannt, welches identische physikochemische
Eigenschaften besitzt wie das rTKy. Zuétzlich wurden weitere E -Keratine erkannt. Allerdings waren
die Reaktionen zeitlich verzégert und auch weniger intensiv.

5 Expression von TKa und TKy im adulten Tier;
Immunhistologische Untersuchung

Die Expression von TKa und TKy wurde mithilfe der Anti-TK Antiseren auf Gefrierschnitten
untersucht. Hierfir wurden 5 um dicke Querschnitte bzw. 10 um dicke Langsschnitte vom
Zebrabarbling Danio rerio angefertigt und anschlie@end mit den Anti-TK Antiseren, sowie
weiteren Anti-Keratin  Antikdrpern inkubiert. Die Inkubationen mit den Anti-Keratin
Antikérpern wurden im Rahmen einer von mir betreuten Examensarbeit durchgefihrt
(Unnold, 2008). Beide Anti-TK Antiseren zeigten in der Epidermis, in den Flossen und in der
Stirnhaut sowie im Oesophagus positive Reaktionen. In beschuppten Hauptbereichen sowie
in inneren Organen wurden keine Zellen angefarbt. Die Farbungen der beiden Anti-TK
Antiseren waren stets identisch. Der monoklonale Anti-Keratin Antikbrper Panl-8 zeigte
ebenfalls ein nahezu identisches Reaktionsmuster wie die Anti-TK Antiseren. Lediglich

Zellkernstrukturen wurden zuséatzlich von diesem Antikorper erkannt.

Immunfluoreszenzfarbungen in der Flossenepidermis

Die polyklonalen Anti-TK Antikdrper farbten in den Flossen ausschlielich die
Epidermisbereiche an, welche zwischen den Flossenstrahlen liegen (siehe Abb. 16; a, a').
Hierbei fallt zudem auf, dass innerhalb der Epidermis lediglich die basale Zellschicht
angefarbt wurde. Innerhalb dieser Zellen konzentriert sich das Signal an der basalen
Zellseite und nimmt zur apikalen Zelloberflache hin ab. Demgegeniber wurde die Epidermis
in den Bereichen der Flossenstrahlen nicht dekoriert.

In der Flossenspitze wurden die basalen Zellen in der Proliferationszone nicht erkannt (siehe
Abb. 16, a'). Erst mit dem Heranreifen der Zellen ist ein zunehmendes Fluoreszenzsignal
erkennbar. Der monoklonale Anti-Keratin Antikorper PAN1-8 dekorierte bis auf zuséatzlich
angefarbte Zellkernstrukturen identische Strukturen wie die Anti-TK Antiseren (siehe Abb.
16; b, b").
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Abb. 16: Immunfluoreszenzmikroskopie an 5 um dicken Gefrierschnitten der Flosse

E, Epidermis; D, Dermis; ZG, Zwischenflossenstrahlbereich; FS, Flossenstrahl; PZ, Proliferationszone. a, b.
Phasenkontrastaufnahmen; a', b'. Epifluoreszenzaufnahmen; — a, a'. Reaktionen des polyklonalen Antikdrpers
Anti-TKa mit der basalen Zellschicht der Epidermis. In den Bereichen der Flossenstrahlen wurde die basale
Zellschicht nicht dekoriert. Die Bilder wurden jeweils mit einem Grafikbearbeitungsprogramm aus vier einzelnen
Aufnahmen zusammengesetzt. — b, b'. Reaktion des monoklonalen Anti-Keratin Antikdrpers PAN1-8. Bis auf die
angefarbten Zellkerne hat dieser Antikdrper ein ansonsten identisches Reaktionsmuster wie die Antiseren Anti-
TKa und Anti-TKy.

Immunfluoreszenzfarbungen in der Stirnhautepidermis

Im Gegensatz zu beschuppten Hautpartien wurde die Epidermis der Stirnhaut von beiden
Anti-TK Antiseren erkannt. Diese reagierten mit Epidermisbereichen, in denen keine
Verknodcherung / Beschuppung vorzufinden ist (siehe Abb. 17). Die Antiseren zeigten in
diesen Hautabschnitten ein &hnliches Reaktionsmuster wie in der Flossenepidermis. Es
wurde stets die basale Zellschicht angefarbt (siehe Abb 18; a, a', b, b").
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Abb. 17: Immunfluoreszenzmikroskopie an 10 pm dicken Gefrierschnitten vom Kopfbereich des
Zebrabarblinges Danio rerio (langs geschnitten) inkubiert mit dem Anti TKy-Antiserum

E, Epidermis; O, Oesophagus; A, Auge, M, Mundoffnung. a. Phasenkontrastaufnahme. b. Epifluoreszenz-
aufnahme. — a. Langsschnitt durch den Kopfbereich. — a'. Reaktion des polyklonalen Anti TKy-Antiserums mit den
basalen Zellen der Epidermis in unverknécherten Bereichen des Kopfes (weile Pfeilspitzen) und dem
Mukosaepithel des Oesophagus (gruine Pfeilspitze). Die verknécherten Strukturen besitzen eine Eigenfluoreszenz
und sind mit Sternchen ( * ) gekennzeichnet. Beide Bilder wurden jeweils mit einem Grafikbearbeitungsprogramm
aus 15 einzelnen Aufnahmen zusammengesetzt.

Innerhalb der basalen Zellschicht ist die Farbung auf der basalen Seite sehr intensiv und
nimmt zur apikalen Zellseite hin deutlich ab. Auch in der Haut zeigte der monoklonale Anti-
Keratin Antikdrper PAN1-8 ein fast identisches Reaktionsmuster wie die Anti-TK Antikorper.
Lediglich die Zellkerne wurden von diesem Antikdrper zusatzlich angefarbt (siehe Abb 18;
d, d*)
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Abb. 18: Immunfluoreszenzmikroskopie an 5 pm dicken Gefrierschnitten verschiedener Gewebe des
Zebrabéarblinges Danio rerio

E, Epidermis; D, Dermis; IF, Zwischenflossenstrahlbereich; a-c, Phasenkontrastaufnahmen. a'-c'.d-d', Epi-
fluoreszenzaufnahmen. d', Uberlagerung von Phasenkontrast und dem entsprechendem Epifluoreszenzsignal. a,
b, &', b', d, d', d" Querschnitt durch die Stirnhaut; c, c', Querschnitt durch den Oesophagus. — a, a'. Reaktionen
des polyklonalen Anti TKa-Antiserums mit den basalen Epidermiszellen in Bereichen der unbeschuppten
Stirnhaut. In &' sind angeférbte Zellen vergréRert dargestellt. Das Fluoreszenzsignal ist an der basalen Seite der
basalen Epidermiszellen am intensivsten und nimmt zur apikalen Seite der Zelle hin ab. — b, b'. Der polyklonale
Antikdrper Anti-TKy farbt die basale Zellschicht der Epidermis innerhalb unbeschuppter Hautpartien an. — c, c'.
Der polyklonale Antikérper Anti-TKy dekoriert im Mukosaepithel des Oesophagus die basale Zellschicht. — d, d',
d". Doppelfluoreszenzfarbung des polyklonalen Anti-TKa Antiserums (rot) und des monoklonalen Anti-Keratin
Antikdrpers PAN1-8 (griin). Bei beiden Farbungen ist zu erkennen, dass die dekorierten Zellen auf ihrer basalen
Seite durchgehend angeféarbt wurden, wohingegen deren apikale Seite nur wenig dekoriert ist. Zur Verdeutlichung
wurde in d" die Phasenkontrastaufnahme hinterlegt. Die Pfeile zeigen die basale Seite der Zellen, an denen eine
~.durchgehende“ Fluoreszenz zu sehen ist.

Immunfluoreszenzfarbungen im Oesophagus
Im Oesophagus dekorierten die Anti-TK Antiseren die basalen Zellen des mehrschichtigen
Mukosaepithels. Im Vergleich zu den Farbreaktionen innerhalb der Epidermis waren die

Farbungen im Oesophagus weniger intensiv (siehe Abb. 17; 18; ¢, c").

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse dieser Analyse darauf hin, dass TKa und TKy in

bestimmten Zelltypen koexprimiert werden. Dabei handelt es sich um die basale Zellschicht
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der Stirnhautepidermis und der Flossenepidermis. Innerhalb dieser Zelltypen konzentriert
sich das Signal an der basalen Zellseite und nimmt zur apikalen Seite hin stark ab.

Zusatzlich konnten TKa und TKy im Mukosaepithel des Oesophagus nachgewiesen werden.

6 Expression von TKa und TKy in larvalen Entwicklungsstadien

6.1 Whole mount-Immunfluoreszenz Farbungen

Fur die Expressionsanalyse an Larvalstadien wurde die Methode der Whole mount-
Immunfluoreszenz angewandt. Hierfiir wurden komplette, 4 bis 5 Tage alte Larven mit den
Anti-TK Antiseren inkubiert und anschlieRend Uber fluoreszenzmarkierte Sekundarantikorper
detektiert. Die Farbungen wurden im Rahmen einer von mir mitbetreuten Diplomarbeit
durchgefuhrt (Hartmann, 2009).

Beide Antiseren erkannten die Epidermiszellen (siehe Abb. 19; a) der Larven. Hierbei fallt
auf, dass die Bereiche, die vom Zellkern verdeckt werden ein schwacheres Signal liefern
(siehe Abb. 19; a') als die den Zellkern umgebenden Zellareale. Die Expression der
Schleimkeratine TKa und TKy beschrénkt sich demnach auf die basalen Bereiche innerhalb
der Zellen. Anhand von Querschnitten konnte gezeigt werden, dass das Signal zum einen in
der lateralen Kdrperwand am starksten ist und zum anderen sich an der Basis der Epidermis
konzentriert (siehe Abb. 19; b, b").

Abb. 19 (auf folgender Seite): Immunofluoreszenzmikroskopie von Whole mount-Farbungen an Larven
des Zebrabarblings Danio rerio

E, Epidermis; D, Darm; M, Muskulatur; N, Notochord; R, Rickenmark. a, a'. Epifluoreszenzaufnahmen. b, b'.
Uberlagerung einer Phasenkontrastaufnahme mit der entsprechenden Epifluoreszenzaufnahme. — a. Reaktion
des polyklonalen Anti TKy-Antiserums mit der Epidermis. — a'. VergroRRerter Bereich aus a. Das Fluoreszenzsignal
wird von den Zellkernen abgeschwacht (Kernschatten; KE). In den Zellzwischenrdumen (Pfeilkopf) ist kein Signal
erkennbar. — b. Querschnitt (10 um dick) einer mit Anti-TKa inkubierten Larve. Die Fluoreszenz beschénkt sich
auf die Epidermis. — b'. VergréRerter Ausschnitt aus b. Innerhalb der Epidermis konzentriert sich das Signal auf
den basalen Bereich (Pfeilkdpfe)
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6.2 Whole mount in situ-Hybridisierung

Mit der Methode der Whole mount in situ-Hybridisierung (WMISH) wurden unterschiedliche
Entwicklungsstadien des Zebrabéarblinges daraufhin untersucht, in welchen Geweben bzw.
Zellen die Schleimkeratingene exprimiert werden. Es konnten jedoch lediglich verwertbare
Ergebnisse fir frisch geschlipfte Larven (4-5 Tage alt) erhalten werden. Fir die
Negativkontrollen wurden Larven ohne Zugabe der tka- bzw. tky-spezifischen DNA-Sonden
behandelt.

Nach Inkubation der Larven mit jeweils tka- bzw. tky-spezifischen DNA-Sonden wurde das
Notochord erkannt (siehe Abb. 20; a, b). Dabei zeigte nahezu das gesamte Organ eine
intensive Farbung. Lediglich im Bereich der Schwanzflosse wurde kein Signal nach-
gewiesen. Des Weiteren zeigte auch die Epidermis nach Inkubation mit tka- bzw. tky-
spezifischen DNA-Sonden ein wenn auch nur sehr schwaches Signal (siehe Abb. 20; c). In
Bereichen der ventro-lateralen Korperwand sowie im Bereich der Schwanzflosse wurde die

Epidermis nicht erkannt.
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Abb. 20: In situ-Hybridisierung an Larven des Zebrabarblings Danio rerio

Phasenkontrastmikroskopie an 4-5 Tage alten Zebrabérblingslarven, die zuvor mit Digoxygenin-markierten DNA-
Sonden behandelt wurden. N, Notochord. a, c. Inkubation mit tKa-spezifischen DNA-Sonden. Positive Reaktion
mit dem Notochord. b, Inkubation mit tKy-spezifischen DNA-Sonden. Identisches Reaktionsmuster wie in a. Das
Notochord wurde von den Sonden erkannt. In c ist zusatzlich eine schwache Féarbung der Epidermis erkennbar.
Zum ventralen Kérperbereich hin nimmt diese Farbung ab.
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D Diskussion

1 Stand der Forschung zu Beginn dieser Arbeit

Die Schleimkeratine des Schleimaals Eptatretus stoutii wurden bisher stets als hoch-
spezialisierte Keratine betrachtet, deren Vorkommen sich, wie damals vermutet wurde, auf
den Schleimaal beschrankt. Die Entdeckung der Schleimkeratine TKa und TKy in weiteren
Wirbeltiergruppen zeigte, dass diese IF-Proteine ein viel breitgefacherteres Vorkommen
aufweisen als bisher angenommen. So stellte sich die Frage, ob die Schleimkeratine TKa
und TKy in gnathostomen Wirbeltieren ahnliche Funktionen wie im Schleimaal aufweisen. Im
Schleimaal formen TKa und TKy miteinander hohere, fadenférmige Strukturen, die
schlussendlich extrazellular sezerniert werden und im umgebenden Wasser die
viskoelastischen Eigenschaften des Schleims modifizieren. Dabei sind fur diese Schleim-
modifizierenden Eigenschaften die Fahigkeit zur Bildung kabelartiger Strukturen ausschlag-
gebend, da diese Faden zusammen mit Schleimvesikeln eine Art Netzstruktur ausbilden, so
dass in den dabei entstehenden Zwischenrdumen Meerwasser gehalten werden kann und
dadurch eine enorme Volumenzunahme des Schleims resultiert (Fudge et al., 2005). Obwohl
die Schleimkeratine nun auch in modernen Fischen und Amphibien entdeckt wurden und
einige Vertreter in Bezug auf deren Keratine gut untersucht sind, konnte bisher kein
biochemischer Nachweis der Schleimkeratine TKa und TKy in diesen Wirbeltiergruppen
erbracht werden. Da in diesen Wirbeltieren auch keine héheren Kabelstrukturen beschrieben
wurden und auch keine extrazellulare Sezernierung von Keratinen dokumentiert werden
konnte, liegt die Funktion der Schleimkeratine TKa und TKy in gnathostomen Wirbeltieren
moglicherweise nicht in der Modifizierung der viskoelastischen Schleimeigenschaften. Erste
Hinweise auf eine mdogliche Funktion der Schleimkeratine im Zebrabarbling Danio rerio
lieferten die Verteilungsmuster von TK-kodierenden EST-Sequenzen aus Internetdaten-
banken (Schaffeld & Schultess, 2006). Diese ersten Expressionsdaten lieRen vermuten,
dass im Zebrabarbling die Schleimkeratine TKa und TKy vermutlich in larvalen Entwicklungs-
stadien eine Funktion Ubernehmen. So wurden die meisten EST-Sequenzen in embryonalen
und larvalen Entwicklungsstadien detektiert. Zwar wurden auch TK-kodierende EST-
Sequenzen in adulten Tieren gefunden, allerdings konnten im adulten Zebrabarbling, der in
Bezug auf seine Keratinausstattung gut untersucht ist (Conrad et al., 1998), keine
Proteinkandidaten fur das TKa bzw. TKy identifiziert werden. Da die EST-Sequenzen in
adulten Tieren hauptséachlich aus Geweben von regenerierenden Flossen stammen, lieferte
dies erste Hinweise auf eine mogliche Funktion der Schleimkeratine innerhalb von

Regenerationsprozessen von Flossengewebe (Schaffeld & Schultess, 2006). Im Rahmen
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dieser Arbeit wurden diese Hypothesen mit Hilfe verschiedener Methoden Uberprift bzw.

erweitert, was in den folgenden Kapiteln diskutiert wird.

2 Rekombinante Expression und Sequenzanalyse

Die Methode der rekombinanten Expression wurde gewahlt, da die Schleimkeratine TKa und
TKy in groReren Mengen bendtigt wurden. Die rekombinant hergestellten Proteine wurden
fur die Analyse der Bindungseigenschaften benétigt. Neben einer elektronen-
mikroskopischen Untersuchung zur Bildung von Filamenten wurden die rekombinanten
Schleimkeratine auch zur Etablierung eines Overlay-Assays verwendet. Dieser Overlay-
Assay stellt gleichzeitig einen biochemischen Nachweistest der Schleimkeratine dar, mit
dessen Hilfe die Identifizierung von TKa erzielt werden konnte. Mit Hilfe der rekombinanten
Schleimkeratine konnten weiterhin Schleimkeratin-spezifische Antiseren hergestellt werden,
wodurch eine Gewebe- und Entwicklungs-spezifische Expressionsanalyse erméglicht wurde.
Schlussendlich wurden diese Antiseren auch fiir die biochemische Identifizierung verwendet.
Als Ausgangspunkt fiir die rekombinante Expression dienten die bereits verdffentlichten
cDNA-Sequenzen, welche fur TKa bzw. TKy kodieren (Schaffeld & Schultess, 2006). Bevor
mit den rekombinant hergestellten Proteinen weitergearbeitet wurde, sind diese daraufhin
Uberprift worden, ob es sich dabei auch um die gewiinschten, fir TKa- bzw. TKy-
kodierenden Sequenzen handelt. Hierfiir wurden die Integrate der Expressionsvektoren nach
jedem Klonierungsschritt sequenziert und mit den vorhanden Ausgangssequenzen
verglichen. Somit konnte gezeigt werden, dass sich die fur die rekombinante Expression
verwendeten TK-kodierenden cDNA-Sequenzen leicht von ihren Ausgangssequenzen
unterscheiden (siehe Abb. 7; 8). Die erhaltenen Sequenzen wurden daraufhin mit der
Internetdatenbanken abgeglichen. Auf diese Weise wurden cDNA-Sequenzen und EST-
Fragmente gefunden, die eine komplette Ubereinstimmung zu den erhaltenen Sequenzen
aufweisen. Zusatzlich wurden die Schleimkeratine auf genomischer Ebene untersucht,
wodurch gezeigt werden konnte, dass sich die genomischen Sequenzen von TKa und TKy
mit den von mir klonierten cDNAs decken. Daher ist davon auszugehen, dass die von mir
verwendeten cDNA-Sequenzen flur andere Allele kodieren als die der bereits publizierten
Ausgangssequenzen. Abschlielend wurde mit den rekombinant hergestellten Proteinen ein
peptide mass fingerprinting durchgefihrt (siehe Abb. 11), wodurch bestatigt werden konnte,
dass die Aminosauresequenzen der rekombinten Proteine den Zielsequenzen entsprechen
und es sich demnach bei den in dieser Arbeit exprimierten Proteinen um die Schleimkeratine
TKa und TKy des Zebrabarblings Danio rerio handelt, welche im Folgenden als rTKa bzw.

rTKy bezeichnet werden.
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3 Bindungseigenschaften von TK

Obwohl die Schleimkeratine TKa und TKy des Schleimaals Eptatretus stoutii nur geringe
Sequenzhomologien zu den cytoplasmatischen Keratinen aufweisen, wurden die
Schleimkeratine als Typ I- bzw. Typ Il IF-Proteine bezeichnet (Koch et al., 1994; 1995). Hier
sind vor allem deren Expression in der Epidermis, das Vorkommen Glycin- und Serin-reicher
Motive in der Kopf- und Schwanzdoméane (wie sie typischerweise in E-Keratinen auftreten)
und deren Eigenschaft, miteinander Heterodimere formen zu kdénnen (Spitzer et al., 1984,
1988) als keratintypische Eigenschaften zu erwahnen, aufgrund derer die Schleimkeratine
schlussendlich als Typ |- bzw. Typ Il IF-Proteine klassifiziert wurden (Koch et al., 1994;
1995). Zwar konnten in in vitro-Versuchen nach Vermischen von aquimolaren Mengen Tk
und TKy 8-11 nm dicke Filamente dokumentiert werden, jedoch liegen die Schleimkeratine
des Schleimaals im lebenden Tier in Form hdherer Fadenstrukturen vor, welche ca. 3 um
dick und bis zu 60 cm lang werden kdonnen (Downing et al., 1981; 1984). Diese htheren
Strukturen wurden bisher noch bei keinem anderen Tier und bei keinem bekannten
IF-Protein beschrieben.

Da die Schleimkeratine TKa und TKy mittlerweile auch in weiteren aquatisch lebenden
Wirbeltieren wie Knochenfischen und Amphibien gefunden wurden, jedoch zu Beginn meiner
Arbeit noch nicht weiter untersucht waren, sollten im Rahmen dieser Arbeit die
Bindungseigenschaften von TKa und TKy im Zebrabarbling Danio rerio charakterisiert
werden. Dabei wurden &quimolare Mengen von rTKa und rTKy vermischt und sukzessiv hin
zu niedrigen Harnstoffkonzentrationen dialysiert. AbschlieBend wurde gegen einen
Assemblierungspuffer dialysiert und die gebildeten Strukturen elektronenmikroskopisch
untersucht. Ergénzend zur elektronenmikroskopischen Analyse konnten mit Hilfe von

Overlay-Assays die Bindungspartner von rTKa bzw. rTKy ermittelt werden.

Bildung von heteromeren Strukturen aus TKa und TKy

Da die in vitro-Assemblierung der Intermediarfilamente von auf3eren Faktoren wie z.B. der
Salzkonzentration und des pH-Wertes im Assemblierungspuffer abhangt, wurden in dieser
Arbeit vorerst Bedingungen gewahlt, wie sie flr in vitro-gebildete Keratine typischerweise
verwendet werden (siehe Ergebnisse; Tabelle 2). Unter diesen Bedingungen (es wurden die
Salzkonzentrationen und der pH-Wert variiert) formten sich globuléare Strukturen von 10-
20 nm Durchmesser (siehe Abb. 12; b). Zusatzlich konnten stets Strukturen dokumentiert
werden, welche in Form und Grol3e den ULFs (unit lenght filaments) der Typ I-lll IF-
Proteinen ahneln. Obwohl diese 12 nm dicken und 40-70 nm langen Strukturen auch solitar
auftraten, bildeten diese bevorzugt Aggregate. Dabei wurden ,Knduel“-artige Strukturen
dokumentiert (siehe Abb. 12; e), allerdings zeigten die an ULFs erinnernde Strukturen die

Tendenz, sich bevorzugt longitudinal aneinander zu lagern (siehe Abb. 12; g). Obwohl unter
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den Bedingungen, wie sie normalerweise fiir die in vitro-Assemblierung von Keratinen
verwendet werden, lediglich globuldre und an ULFs erinnernde Strukturen vorzufinden
waren, konnte in einer Praparation (200 mM Tris/HCI; pH 7.0) ein einzelnes Filament
detektiert werden (siehe Abb. 12; b). Obwohl es in seinem Durchmesser (ca. 10 nm) und
aufReren Erscheinungsbild einem Intermediarfilament gleicht, wurde es in dieser Arbeit
aufgrund seiner geringen Lange (0,5 um) als Filamentoid bezeichnet.

Nachdem sich unter den Bedingungen, wie sie fir die Assemblierung von Keratinen
verwendet werden, keine typischen Intermediarfilamente ausbildeten, wurden daraufhin
Typ Il IF-Protein-spezifische Assemblierungsbedingungen gewahlt, da wie bereits erwahnt
das TKy eine Typ Il IF-Protein-spezifische Genstruktur besitzt. Unter diesen Bedingungen
formten sich ebenfalls globulare sowie ULF-artige Strukturen (siehe Abb. 12, d). Allerdings
konnten unter diesen Bedingungen keine Filamentoide bzw. Filamente dokumentiert werden.
Mit CaCl, versetzter Assemblierungspuffer erzielte bei Neurofilamenten (bei denen es sich
um Typ IV-IF Proteine handelt) allerdings bessere Resultate bei der spontanen
Zusammenlagerung zu Filamenten (Gu et al., 2004). Daher habe ich entsprechende
Assemblierungspuffer (2 bis 50 mM CacCl,) verwendet. Dabei zeigten sich nur wenige
Unterschiede zu den zuvor beschriebenen Strukturen. Allerdings konnte nach einer
Inkubation in Assemblierungspuffer mit einer 10 mM CacCl, Konzentration eine filamentartige
Struktur dokumentiert werden (siehe Abb. 12; h). Zwar ist dieses Filamentoid langer (ca.
1,5 um) als das zuvor beschriebene, jedoch besitzt es eine leicht ,rauhe* Oberflache im
Vergleich zu typischen Keratinfilamenten.

Obwohl im Rahmen dieser Versuche keine Bedingungen ermittelt werden konnten, bei
denen die Schleimkeratine typische Intermediarfilamente formen, bildeten rTKa und rTKy
hohere Strukturen, welche in Form und Grof3e den ULFs der Typ I-lll IF-Proteinen &hnein.
Somit lieferten diese Versuche erste Hinweise darauf, dass sich die Schleimkeratine TKa
und TKy im Zebrabarbling Danio rerio zu Heteromeren zusammenlagern. Um dies etwas
naher zu beleuchten wurden die Bindungseigenschaften der Schleimkeratine mit Hilfe von
Overlay-Assays untersucht. Dieser Assay wurde in Anlehnung an den bereits fir
Keratinnachweise verwendetem CKBB-Test entwickelt. Mit Hilfe des Overlay-Assays konnte
ich zeigen, dass die Schleimkeratine TKa und TKy im Zebrabarbling zum einen vermutlich
keine Interaktionen mit cytoplasmatischen Keratinen eingehen und zum anderen, dass TKa
und TKy miteinander Heteromere bilden (siehe Abb. 13; 14). Schlussendlich weisen auch die
Daten aus der Expressionsanalyse auf die Bildung heteromerer Strukturen von TKa und TKy
hin, da beide Schleimkeratin-spezifischen Antiseren stets identische Reaktionsmuster
aufwiesen und somit zumindest von einer Koexpression auszugehen ist. Obwohl im Rahmen
dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass TKa und TKy im Zebrabarbling Danio rerio

vermutlich Heteromere miteinander formen konnen, wurden in den in vitro-
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Assemblierungsversuchen keine Filamente dokumentiert, wie sie typischerweise von
Keratinen bekannt sind. Da ich jedoch mit dem Overlay-Assay eine Interaktion zwischen TKa
und TKy nachweisen konnte und die Daten der immunfluoreszenzmikroskopischen Analyse
a) auf eine Koexpression von TKa und TKy und b) auf filamentdse Strukturen hindeuten,

lasst sich vermuten, dass TKa und TKy in vivo miteinander Filamente ausformen.

Bildung von homomeren Strukturen aus TKa

Sowohl die Studien am Schleimaal Eptatretus stoutii (Spitzer et al., 1984; 1988) als auch die
Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, dass die Schleimkeratine TKa mit TKy miteinander
interagieren. Allerdings ergaben sich im Schleimaal auch Hinweise, die auf einen
besonderen Charakter von TKa hindeuten. In diesen Studien wurde das TKa aus den GTCs
(aland thread cells) isoliert und biochemisch analysiert. Bei Durchfiihrungen von PAGESs zur
Auftrennung der Proteine nach ihrer Gré3e wanderte ein Grof3teil des TKa nicht in das Gel
hinein. Daraufhin wurde die Vermutung aufgestellt, dass das TKa homopolymere Strukturen
ausbilden kann, weshalb selbst bei hohen Harnstoffkonzentrationen (bis zu 8 M) eine
Auftrennung mittels PAGE nur nach chemischer Modifikation (Carbamylierung) der Proteine
mdglich ist (Spitzer et al., 1984; 1988). Eine ahnliche Situation fand sich auch im Rahmen
meiner Untersuchungen am TKa des Zebrabarblings Danio rerio. Zwar kam es bei hohen
Harnstoffkonzentrationen nicht zu Aggregationsprozessen, jedoch habe ich bei niedrigen
Konzentrationen Hinweise auf homomere Strukturen von TKa erhalten: bei der Durchfiihrung
der Overlay-Assays wurde die Biotinylierung von rTKa und rTKy stets auf ihren Erfolg hin
Uberprift, indem die biotinylierten Proteine nach einer SDS-PAGE auf Nitrocellulose
transferiert wurden und anschlieRend der Biotinylierungsgrad anhand der Intensitat einer
Farbreaktion abgeschéatzt werden konnte. Ein Teil des biotinylierten rTKa, welches zuvor
gegen 0 M Harnstoff dialysiert wurde, wanderte nicht in das Gel ein (Ergebnisse wurden
nicht abgebildet), was als Hinweis auf die Bildung homomerer Strukturen von TKa bei
niedrigen Harnstoffkonzentrationen gedeutet werden kann. Ahnliche Phanomene treten
erfahrungsgemal® auch nach der Biotinylierung von Typ IlI-IF Proteinen auf, die ja
bekanntermaflen Homopolymere formen, wohingegen nach der Biotinylierung von
cytoplasmatischen Keratinen (die bekanntermal3en Heteropolymere bilden) solche
Erscheinungen nicht auftreten (unveroffentlichte Daten).

Einen weiteren Hinweis auf diesen speziellen Charakter von TKa lieferten die Overlay-
Assays bei Durchfiihrung unter verschiedenen Harnstoffkonzentrationen im Bindungspuffer
(siehe Abb. 13). Bei Harnstoffkonzentrationen tiber 4 M kam es zu keiner Bindung von rTKa
an rTKy. Bei Harnstoffkonzentrationen zwischen 2 M und 4 M bindete das rTKa an das rTKy.
Dabei fallt auf, dass die Intensitat der Reaktion bei 3 M am Starksten ist und hin zu niedrigen

Harnstoffkonzentrationen wieder abnimmt, so dass bereits bei einer Konzentration von 1 M



Diskussion 75

Harnstoff keine Farbreaktion mehr eintritt. Ein solches Reaktionsoptimum bei 3 M Harnstoff
kénnte dadurch zustande kommen, dass bei niedrigen Harnstoffkonzentrationen das
biotinylierte rTKa homomere Strukturen ausbildet und somit entsprechend weniger
biotinyliertes rTKa fiir die Bindung an das rTKy zur Verfigung steht.

Da die Overlay-Assays auf diese spezielle Eigenschaft von TKa im Zebrabéarbling
hindeuteten, wurde daraufhin das rTKa elektronenmikroskopisch analysiert. Hierbei wurden
Harnstoffkonzentrationen von 0-10 M im Assemblierungspuffer ausgetestet. Bei
Konzentrationen von 0 M bis 2 M Harnstoff formte das rTKa 10-12 nm dicke, filamentartige
Strukturen (siehe Abb. 12; i), die sich jedoch in folgenden Punkten von typischen
Keratinfilamenten unterscheiden: a) deren Lange ist mit unter 300 nm sehr gering, b) die
Filamentoide haben eine ,brichige” bzw. ,rauhe* Oberflache und c) sind diese Filamentoide
stark gebogen, so dass einige Filamentoide sogar anndhernd ringférmige Strukturen
ausbilden. Das TKa des Schleimaals formt in vitro ebenfalls filamentartige Strukturen, jedoch
besitzen diese lediglich einen Durchmesser von 6 nm (Spitzer et al., 1984). Da bisher keine
TKa-Homopolymere im Gewebe nachgewiesen wurden, bleibt vorerst offen, ob das TKa

auch unter physiologischen Bedingungen polymere Strukturen mit sich selbst ausbildet.

4 Identifizierung von TKa und TKy in biochemischen P@éparaten aus

Gewebe

Fur die biochemische Identifizierung wurden drei unterschiedliche Methodenansatze
verwendet. Zuerst wurden Hinweise gesammelt, ob die Schleimkeratine in
Cytoskelettpraparationen aus Larven und kompletten adulten Tieren als erkennbare Spots
auftreten. Hierfir wurden zum Einen Cytoskelettpraparationen zweidimensional aufgetrennt
und zum Anderen die rekombinanten Schleimkeratine rTKa und rTKy entsprechenden
Cytoskelettpraparationen  beigemengt und ebenfalls zweidimensional aufgetrennt
(Koelektrophorese). Durch Vergleich beider Proteinmuster konnte gezeigt werden, dass in
den Cytoskelettpraparationen ohne Zugabe von rTKa und rTKy an den entsprechenden
Stellen keine erkennbaren Proteinspots vorhanden sind (siehe Abb. 15; a, c).

Da die Schleimkeratine TKa und TKy fur eine Detektion im Gel jedoch auch in zu geringen
Mengen vorliegen konnten, wurden daraufhin sensitivere Methoden zur biochemischen
Identifizierung verwendet. Wie zuvor bereits erwahnt, bindet in den Overlay-Assays das
biotinylierte rTKa lediglich an rTKy und vice versa das biotinylierte rTKy an das rTKa,
weshalb sich dieser Assay fiir einen spezifischen Nachweis von TKa bzw. TKy im
Zebrabarbling anbietet. Entsprechend wurden zuvor auf Nitrocellulose transferierte
Proteinmuster aus Gesamtpraparationen mit den biotinylierten rTKs behandelt. Nach

Inkubation mit biotinyliertem rTKy konnte ein Protein detektiert werden, welches die gleichen
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physikochemischen Eigenschaften wie das rTKa aufweist (siehe Abb. 15; d). Der Nachweis
von TKy konnte allerdings mit dieser Methode nicht erzielt werden, da auch nach
einstiindiger Farbreaktion keine diskrete Reaktion auftrat. Schlussendlich wurden zur
Identifizierung von TKy auf Nitrocellulose transferierter Proteinmuster aus Gesamt-
praparationen mit dem Anti TKy-Antiserum behandelt. Hierbei wurde ein Protein angefarbt,
welches identische Laufeigenschaften wie das rTKy besitzt und bei dem es sich vermutlich
um das TKy des Zebrabarblings handelt. Entsprechend wurden Membranen mit dem Anti
TKa-Antiserum behandelt. Dabei reagierte das Antiserum mit einem Proteinfleck, der
identische physikochemische Eigenschaften zum rTKa und somit auch zum Protein, welches
im Overlay-Assay als TKa identifiziert wurde, besitzt. Hierbei sei angemerkt, dass beide Anti-
TK Antiseren jeweils auch cytoplasmatische Keratine erkannt haben. Daraufhin habe ich die
Reaktionsmuster aus meiner immunfluoreszenzmikroskopischen Untersuchung (siehe
Abb. 18) mit den bereits publizierten Expressionsmustern der entsprechenden Keratine
(siehe Conrad et al., 1998) verglichen. So reagierte beispielsweise das Anti TKa-Antiserum
auf Immunblots mit dem epidermalen Keratin K1, welches bekannterweise in der gesamten
Epidermis exprimiert wird. Da das Anti TKa-Antiserum auf Gefrierschnitten in der Epidermis
jedoch lediglich die basale Zellschicht in unbeschuppten Hautpartien erkannte (siehe
Abb. 18; a‘, b'), handelt es sich bei der Kreuzreaktion mit dem Keratin K1 auf dem Immunblot
wahrscheinlich vielmehr um eine Hintergrundreaktion als um eine Kreuzreaktion. Obwohl
beide Anti-TK Antiseren auf dem Immunblot unterschiedliche cytoplasmatische Keratine
erkannten, waren die Reaktionsmuster beider Antiseren in den immunfluoreszenz-
mikroskopischen Analysen identisch. Dies deutet ebenfalls darauf hin, dass die Anti-TK
Antiseren spezifisch TKa bzw. TKy erkennen und dass es sich bei den Reaktionen mit den

cytoplasmatischen Keratinen vermutlich um Hintergrundreaktionen handelt.

5 Expression im Gewebe

Die Schleimkeratine TKa und TKy werden im Schleimaal Eptatretus stoutii in speziellen
Schleimdrisen gebildet. Ungefahr 150 bis 200 solcher Driisen finden sich entlang der
ventro-lateralen Seite der Kérperwand (Downing et al., 1984). Die Schleimkeratine werden
extrazellular ins umgebende Wasser sezerniert und modifizieren dort die viskoelastischen
Eigenschaften des Schleims (Fudge et al., 2005). Der Schleim wird dabei zur Feindabwehr
genutzt, indem der Schleimaal diesen dem R&uber in den Rachen ,schief3t, wodurch Maul
und Kiemen verstopft werden und eine Fluchtreaktion ausgelost wird (Lim et al., 2006;
Zintzen et al.,, 2011). Mittlerweile wird auch darlber spekuliert, ob der Schleim dem
Beuteerwerb dient. So wird vermutet, dass die Schleimaale ihre Beutetiere packen und
daraufhin mit Hilfe des Schleims ersticken (Zintzen et al., 2011). Eine solche extrazellulare
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Sezernierung von IF-Proteinen und die daran gebundene Modifikation der viskoelastischen
Eigenschaften von Schleim wurde bisher nur beim Schleimaal beschrieben.

Nachdem die Schleimkeratine TKa und TKy auch in weiteren Wirbeltiergruppen auf
RNA/DNA-Ebene entdeckt wurden, konnten anhand von EST-Profilen erste Hinweise auf die
Expression von TKa und TKy im Zebrabéarbling Danio rerio erbracht werden. Da die meisten
fur TKa- bzw. TKy-kodierenden EST-Sequenzen in larvalen Entwicklungsstadien gefunden
wurden und im gut untersuchten Modellorganismus Zebrabérbling bisher keine Hinweise auf
spezielle Schleimdriisen oder aber auch auf ,Faden®-Strukturen beschrieben waren, wurde
die Hypothese aufgestellt, dass die Funktion der Schleimkeratine in aquatisch lebenden
Wirbeltieren innerhalb der embryonalen Entwicklung eine Rolle spielen kbénnte. Hierbei sei
angemerkt, dass auch in adulten Zebrabarblingen fur TKa- bzw. TKy-kodierende EST-
Sequenzen gefunden wurden, welche hauptséchlich aus regenerierendem Flossengewebe
stammen (Schaffeld & Schultess, 2006). Da zu Beginn meiner Arbeit lediglich die
Verteilungsmuster von TKa- bzw. TKy-kodierenden EST-Sequenzen, jedoch noch keine
Expressionsdaten auf Proteinebene bekannt waren, wurde in dieser Arbeit eine
Entwicklungs- und Gewebe-spezifische Expressionsanalyse durchgefuhrt, um weitere
Hinweise auf mdgliche Funktionen von TKa und TKy im Zebrabarbling Danio rerio zu

erhalten.

Expression von TKa und TKy in adulten Zebrabarblingen

Mit der Expressionsanalyse konnte gezeigt werden, dass die Schleimkeratine TKa und TKy
im Zebrabéarbling Danio rerio nicht wie im Schleimaal Eptatretus stoutii in speziellen Driisen
gebildet werden. Vielmehr werden TKa und TKy im adulten Zebrabarbling in den basalen
Zellen mehrschichtiger Epithelien koexprimiert, in denen keine Verkndcherung bzw.
Beschuppung vorzufinden ist (Stirnhautepidermis, Zwischenflossenstrahl-Gewebe und
Mukosaepithel des Oesophagus). Innerhalb dieser Zellen sind die Schleimkeratine an der
basalen Zellseite konzentriert. Zur apikalen Seite hin nimmt das Fluoreszenzsignal ab.

Im Schleimaal hingegen formen die Schleimkeratine fadenférmige, bis zu 60 cm lange
Strukturen. Die in speziellen Drisen synthetisierten Faden werden ans umgebende
Meerwasser abgegeben und bilden mit zeitgleich ins Meerwasser sezernierten
Schleimvesikeln eine Art Siebstruktur. Die Vesikel lagern sich an die Faden und schwellen
an. Auf diese Weise entstehen zwischen den Faden Freirdume, in denen sich Wasser
einlagern kann, in Folge dessen der Schleim seine volle Reife erlangt (Fudge et al., 2005).
Da meine Untersuchungen am Zebrafisch Danio rerio keine Hinweise auf kabelartige
Strukturen geliefert haben, ist von einer Schleim-modifizierenden Funktion von TKa und TKy
wahrscheinlich abzusehen. So beschrankt sich die Expression auf intrazellulare Bereiche, in

welchen die Schleimkeratine ein cytoplasmatisches IF-Netzwerk ausbilden. Vielmehr kénnte
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eine Funktion der Schleimkeratine in einer Formgebung mechanisch stark beanspruchter
Kdrperpartien liegen, da die TK-exprimierenden Epithelien einerseits keinen mechanischen
Schutz in Form von Schuppen aufweisen und andererseits gleichzeitig einer starken

mechanischen Beanspruchung ausgesetzt sind.

Expression von TKa und TKy in Zebrabarblingslarven

In Larven sind es ebenfalls Strukturen (Hautepidermis und Notochord), die einerseits
mechanisch stark beansprucht werden und andererseits keinen Schutz in Form von
Verknodcherung bzw. Beschuppung geniel3en, in welchen die Schleimkeratine TKa und TKy
koexprimiert werden. Allerdings unterstiitzen die Ergebnisse aus der immunfluoreszenz-
mikroskopischen Analyse nur teilweise die aus der in situ-Hybridisierung erhaltenen Daten.
Das Notochord wurde von den digoxigenierten Sonden erkannt, allerdings zeigte diese
Stutzstruktur mit den TK-spezifischen Antiseren keine Reaktion (siehe Abb. 19; b, b‘).
Jedoch wurden im Rahmen einer Untersuchung tber Hemidesmosomen im Zebrabarbling
Danio rerio larvale Stadien immunfluoreszenzmikroskopisch analysiert (Sonawane et al.,
2005). Dabei sind Querschnitte angefertigt und mit dem Anti Keratin-Antikorper Panl-8
inkubiert worden (siehe Abb. 21; a, b). In dieser besagten Studie reagierte der monoklonale
Antikérper PAN1-8 einerseits mit der Kérperwandepidermis (abgesehen vom ventro-lateralen
Kdrperbereich) und weiterhin mit duB3eren Bereichen des Notochords. Da dieser Antikorper
in meinen Untersuchungen ein identisches Reaktionsmuster wie die Anti TK-Antiseren
aufwies (abgesehen von der Sensitivitat flir Zellkernproteine) und in Immunblot-Analysen das
TKa spezifisch erkannte (Unnold, 2008), kann davon ausgegangen werden, dass der Anti-
Keratin Antikorper Pan1-8 im Notochord des Zebrabarblings das Protein TKa erkannt hat
(siehe Abb. 21). Da die Autoren jedoch nicht néher auf die Reaktion im Notochord eingehen,
kann an dieser Stelle nicht mit Sicherheit gesagt werden, welche spezielle Struktur des
Notochords vom Anti-Keratin Antikbrper PAN1-8 erkannt wurde.

Beim Notochord handelt es sich um eine allen Chordaten gemeinsame Struktur, die neben
einer Stitzfunktion auch in entwicklungsbiologischen Prozessen beteiligt ist (Stemple, 2005).
Die steife, aber flexible Struktur des Notochords dient als eine Art Anker, gegen den die
kontraktierenden Muskeln agieren konnen, so dass dem Notochord eine fundamentale Rolle
wahrend der Lokomotion in larvalen Entwicklungsstadien zugesprochen werden kann. In der
Entwicklung bilden sich aus dem Chordamesoderm vakuolisierte Zellen. Diese werden von
einer Basalmembran umgeben, so dass dem enormen Turgordruck der vakuolisierten Zellen
entgegen gewirkt werden kann, wodurch wiederum dem gesamten Notochord eine gewisse
Steifheit und Harte verliehen wird (Adams et al., 1990). Die Basalmembran des Notochords
baut sich aus drei Schichten auf. Zwar ist bekannt, dass in diesen drei Schichten ein

Laminin- sowie ein Kollagennetzwerk miteinander verknlpft vorliegen (Colognato und
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Yurchenco, 2000; Yurchento und O’Rear, 1994), jedoch ist die komplette Zusammensetzung
der Basalmembran bisher noch nicht aufgeklart worden. Sollte sich jedoch herausstellen,
dass es sich bei der Reaktion des monoklonalen Anti-Keratin Antikérpers PAN1-8 um die
das Notochord umgebende Basalmembran handelt, wére dies als erster Hinweis auf ein
maogliches extrazellulares Vorkommen von IF-Proteinen im Zebrabarbling Danio rerio zu
betrachten.

Abb. 21: Reaktionen des monoklonalen Anti-Keratin Antikérpers Panl1-8

— a. Der polyklonale Antikdrper Anti-TKa firbt die basale Zellschicht der Epidermis im Bereich der
Stirnhaut an. Der polyklonale Antikérper Anti-TKy zeigt ein identisches Reaktionsmuster (nicht
abgebildet) — b. Der monoklonale Anti-Keratin Antikbrper Panl-8 weist ebenfalls ein nahezu
identisches Reaktionsmuster wie das Anti-TKa Antiserum auf. Lediglich die Zellkerne werden
zusatzlich zu den basalen Epidermiszellen erkannt (Pfeile) — c. Der monoklonale Anti Keratin-
Antikdrper Panl1-8 erkennt im larvalen Entwicklungsstadium die basalen Strukturen der
Kdrperwandepidermis (ausgenommen sind die Bereiche der ventro-lateralen Koérperwand). Des
Weiteren dekoriert der Antikdrper die Basalmembran des Notochords (Pfeil). (aus Sonawane et al.,
2005)

Die Expression von TKa und TKy im Notochord kdnnte als Hinweis gedeutet werden, dass
die Schleimkeratine diesem stark beanspruchten Stitzorgan eine mechanische Integritét
verleihen, bis sich innerhalb der Entwicklung verknocherte Strukturen (Wirbel) ausbilden.
Eine ahnliche Dynamik der Expression zeigt sich innerhalb der Hautepidermis. So werden
die Schleimkeratine in frihen Entwicklungsstadien, in denen noch keine Beschuppung der
Haut vorzufinden ist, in der gesamten Epidermis exprimiert. In adulten Tieren ist hingegen
nur noch eine Expression in jenen Hautpartien nachzuweisen, die keinen mechanischen
Schutz in Form von Schuppen bzw. Verkndcherung besitzen. Neben einer mdglichen
mechanischen Funktion der Schleimkeratine (mechanische Integritat stark beanspruchter
Gewebe wie Epithelzellen und die Zellen des Notochord) weisen Untersuchungen am
Glatten Krallenfrosch Xenopus laevis auch auf eine entwicklungsbiologische Funktion von
TKa und TKy hin. Im Krallenfrosch induziert eine Uberexpression von TKa und TKy die
Akkumulation von T-Zellen, welche wiederum die Apoptose und somit die Degeneration des
Schwanzes wahrend der Metamorphose einleiten. So konnten diese degenerativen

Prozesse wahrend der Metamorphose durch einen Knock-Down von TKa bzw. TKy
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verhindert werden und erganzend dazu konnte durch Uberexpression von TKa bzw. TKy
eine vorzeitige Degeneration des Schwanzes kunstlich induziert werden (Mukaigasa et al.,
2009). Hierbei sei angemerkt, dass sich die Schleimkeratine in Xenopus-Larven im
Schwanzgewebe sowie im Notochord konzentrieren. Zwar durchlauft der Zebrabérbling
Danio rerio keine Metamorphose, jedoch kodnnten die im Notochord exprimierten
Schleimkeratine ebenfalls fur die Larvalentwicklung wichtige Funktionen aufweisen, da das
Notochord im Zebrabarbling bekannterweise fir diverse entwicklungsbiologische Vorgéange
von hoher Bedeutung ist. So wird beispielsweise die Lange der Kérperachse wéhrend der
embryonalen Entwicklung im Zebrabéarbling maf3geblich vom Notochord reguliert (Odenthal
et. al.,, 1996; Parsons et al., 2002; Stemple et al., 1996). Murcanio et al. konnten im Jahr
2002 demonstriert, dass die Entwicklung der Flosse im Zebrabarbling, speziell die Lange und
Bifurkation der Flossenstrahlen, u.a. von dem Zwischenflossenstrahl-Gewebe gesteuert wird.
Dabei wurde in der basalen Zellschichten der Epidermis des Zwischenflossenstrahl-
Gewebes ein Faktor nachgewiesen, welcher die Bifurkation der Flossenstrahlen einleitet. Da
im afrikanischen Krallenfrosch Xenopus laevis bereits eine entwicklungsbiologische Funktion
der Schleimkeratine nachgewiesen werden konnte, ist auch im Zebrafisch Danio rerio eine

Funktion innerhalb von Entwicklungsvorgangen denkbar.

6 Evolutive Aspekte der Schleimkeratine

Bis vor wenigen Jahren wurde angenommen, dass es sich bei den Schleimkeratinen um eine
Sonderform der Typ I- bzw. Typ Il IF-Proteine handelt, deren Vorkommen sich wie damals
vermutet wurde auf den Schleimaal beschrankt (Koch et al., 1995). Nachdem TKa und TKy
auch in weiteren Wirbeltiergruppen entdeckt wurden, konnte gezeigt werden, dass sich die
Schleimkeratine an der Basis des Keratinstammbaumes abspalten (Schaffeld & Schultess,
2006) und somit eine urspringliche Form der Keratine reprasentieren. Die Schleimkeratine
konnten somit eine Art Ubergangszustand zwischen den ,keratinartigen” IF-Proteinen der
niederen Chordaten und den cytoplasmatischen Keratinen der Wirbeltiere darstellen. In der
Seescheide Ciona intestinalis konnten zwei keratinartige IF-Proteine (Karabinos et al., 2004)
und im Lanzettfisch Branchiostoma lanceolatum finf keratinartige IF-Proteinen (Karabinos et
al., 2002) identifiziert werden. Obwohl diese in der Lage waren, Heterodimere zu bilden,
haben die keratinartigen IF-Proteine im Lanzettfisch eine Genstruktur, die in ihrer
Organisation der von Typ Il IF-Proteinen gleicht (Wang et al., 2002). Eine &hnliche Situation
findet sich bei dem TKy im Zebrabarbling Danio rerio. So wurde das TKy aufgrund seiner
Eigenschaft im Schleimaal, Heterodimere formen zu kdnnen, aber auch aufgrund seiner
epidermalen Expression und E-keratintypischer Sequenzmotive als Typ | Keratin eingeordnet
(Koch et al. 1995). Allerdings konnten Schaffeld und Schultess im Jahr 2006 zeigen, dass
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die Genstruktur des TKy im Zebrabarbling nicht die Organisation aufweist, wie sie
typischerweise bei Keratinen auftritt. Vielmehr besitzt das TKy eine fur Typ Il IF-Proteine
typische Genstruktur (Schaffeld und Schultess, 2006). Die basale Stellung im Keratin-
Stammbaum, die Genstruktur von TKy und die in dieser Arbeit aufgezeigte Eigenschaft von
TKa Homopolymere bilden zu konnen, deuten auf einen Typ Il IF-Protein-artigen,
gemeinsamen Vorlaufer der Keratine hin.

Bis zu Beginn der vorliegenden Arbeit wurde angenommen, dass die extrazellulare
Sezernierung an das umgebende Wasser und die Bildung von kabelartigen Strukturen eine
Eigenheit der Schleimkeratine TKa und TKy darstellen. Den Ergebnissen meiner Arbeit
folgend scheinen die Schleimkeratine allerdings im Zebrabarbling Danio rerio keine analogen
Funktionen zu besitzen, was die Frage aufwirft, welches den urspringlicheren Zustand
innerhalb der Evolution reprasentiert. So ist es nur schwer vorstellbar, dass sich aus den
hochspezialisierten Schleimkeratinen des Schleimaals Eptatretus stoutii im Laufe der
Evolution erneut ein urspriinglicher Zustand etabliert hat, so dass die Schleimkeratine in
modernen Knochenfischen in intrazellularen Filamentnetzwerken organisiert vorliegen.
Demnach kénnte es sich bei den im Zebrabarbling Danio rerio nachgewiesenen, intrazellular
exprimierten Schleimkeratinen um eine urspriingliche Form von Tk und TKy handeln, aus
denen die hochspezialisierten Schleimkeratine des Schleimaals hervorgegangen sind.
Hierbei ist auch vorstellbar, dass in Folge von Radiationsereignissen weitere Isoformen
entstanden sind, aus denen sich die hochspezialisierten Schleimkeratine TKa und TKy des
Schleimaals entwickelt haben. Diesbeziglich wéare von weiteren TE - bzw. TKy-Isoformen
im Schleimaal auszugehen, die mdglicherweise intrazellulare Netzwerke ausbilden und
analoge Eigenschaften zu den Schleimkeratinen des Zebrabarblings Danio rerio aufweisen.
Anhand von Studien an einem weiteren Vertreter der Agnathen, dem Flussneunauge
Lampetra fluviatilis, konnten bereits zwei Isoformen von TKa (TKa; und TKa;) und drei
Isoformen von TKy (TKy;, TKy, und TKys) als cDNA isoliert werden (Schultess, 2001;
Schaffeld und Schultess, 2006). Allerdings sind deren Expressionsorte bisher noch nicht
ermittelt worden, weshalb keine Aussage dariiber getroffen werden kann, ob und ggf. welche
der Isoformen im Flussneunauge intrazellulare Netzwerke formen bzw. extrazellular

Funktionen Gbernehmen.

7 Ausblick

Mit dieser Arbeit wurde eine Basis geschaffen, um die Schleimkeratine TKa und TKy im
Modellorganismus Zebrabarbling Danio rerio auf funktionelle Aspekte hin zu untersuchen. So
wurden die Schleimkeratine biochemisch identifiziert und deren Bindungseigenschaften

charakterisiert. Mit der Expressionsanalyse konnte die Hypothese aufgestellt werden, dass
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die Funktion der Schleimkeratine im Zebrabarbling in einer Integritat von mechanisch stark
beanspruchten Geweben liegen kdnnte.

Zwar lassen die Daten dieser Arbeit vermuten, dass die Schleimkeratine im Zebrabarbling
keine hoheren ,Faden“-Strukturen bilden, jedoch konnte dies nicht eindeutig bestatigt
werden. Mit weiteren elektronenmikroskopischen Untersuchungen und weiteren immun-
fluoreszenzmikroskopischen Analysen sollte dieser Frage weiter nachgegangen werden, um
schlussendlich zu klaren, welche Strukturen die Schleimkeratine im Zebrabéarbling Danio
rerio ausformen. Hierbei gilt auch zu klaren, ob das TKa unter bestimmten Bedingungen
moglicherweise typische Intermediarfilamente formen kann und ob diese homomeren
Strukturen auch im lebenden Organismus synthetisiert werden. Allerdings zeigten die Anti-
TK-spezifischen Antiseren auf Gewebeschnitten stets identische Reaktionsmuster, die auf
ein Netzwerk hindeuten, welches gemeinsam von TKa und TKy aufgebaut wird. Da dieses
Netzwerk nicht die gesamte Zelle ausfillt, sondern sich an der basalen Zellseite konzentriert,
stellt sich die Frage, ob innerhalb dieser Zellen noch ein weiteres IF-Netzwerk existiert oder
ob das Schleimkeratin-Netzwerk alleine alle IF-Protein-spezifischen Aufgaben in diesen
Zellen bewaéltigen kann.

Die Schleimkeratine TKa und TKy weisen im Zebrabarbling ein Entwicklungs-spezifisches
Expressionsmuster auf. So werden die Schleimkeratine im larvalen Stadium scheinbar nicht
in der Flossenepidermis exprimiert, sondern hauptsachlich im Notochord sowie in der
Epidermis. Da sich in adulten Tieren die Expression auf wenige Zellen bestimmter
Epidermisbereiche beschrankt, sollte der Ubergang zwischen dem larvalen und adulten
Expressionsmuster dargestellt werden. Zwar deuten die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin,
dass die Funktion der Schleimkeratine im Zebrabarbling in einer mechanischen Integritat
bestimmter Zellen liegt, jedoch ist eine Funktion innerhalb der Larvalentwicklung nicht
abwagig, wie ja bereits im Krallenfrosch Xenopus laevis demonstriert werden konnte
(Mukaigasa et al., 2009). So kdnnten mit yeast two-hybrid Analysen weitere mogliche
Interaktionspartner von TKa bzw. TKy identifiziert werden, um dadurch Hinweise auf
entwicklungsbiologische Funktionen innerhalb der Larvalentwicklung zu erhalten. Mit Hilfe
von Knock-Down Experimenten kdnnten die direkten Auswirkungen von TKa und TKy auf
den Organismus ermittelt werden, so dass schlussendlich die Funktionen der Schleim-
keratine im Zebrabarbling aufgeklart werden konnten.

Die Schleimkeratine wurden mittlerweile in mehreren aquatisch lebenden Wirbeltiergruppen
gefunden. Im Krallenfrosch Xenopus laevis wurden auch erste Hinweise auf deren Funktion
gesammelt. Da sich die Funktionen der Schleimkeratine im Schleimaal Eptatretus stoutii von
denen des Zebrafisches und des Krallenfrosches offensichtlich enorm unterscheiden, ist es
fur ein Gesamtverstandnis Uber diese besondere IF-Proteingruppe erforderlich, die

entsprechenden Proteine auch in weiteren Tiergruppen genauer zu untersuchen. Da ich im
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Rahmen meiner Untersuchungen gezeigt habe, dass unbeschuppte Hautpartien in adulten
Zebrabéarblingen ein Schleimkeratinnetzwerk ausbilden, kdnnten Untersuchungen an
schuppenlosen Knochenfischen wichtige Erkenntnisse liefern, um die in dieser Arbeit
aufgestellte Hypothese beziglich der Integritat von mechanisch stark beanspruchten
Geweben zu uberprifen. Zwar besitzen die Schleimkeratine wie bereits beschrieben neben
ihren Keratineigenschaften auch Keratin-untypische Charakteristika. So wurde bereits von
Koch et al. (1994; 1995) angemerkt, dass eine Einteilung der Schleimkeratine in eine eigene
IF-Proteingruppe moglicherweise sinnvoll ware. Da mittlerweile die Schleimkeratine auch in
Knochenfischen und Amphibien entdeckt wurden, konnte anhand phylogenetischer
Stammbaumanalysen gezeigt werden, dass diese in einem Schwestergruppenverhéltnis zu
den restlichen cytoplasmatischen Keratinen stehen (Schaffeld & Schultess, 2006). Die Typ Il
IF-Protein-spezifische Genstruktur von TKy im Zebrafisch Danio rerio, aber auch die in
dieser Arbeit dokumentierten TKa-Homopolymere sind weitere Eigenschaften, die fur die

Zuordnung der Schleimkeratine TKa und TKy in eine eigene IF-Protein Gruppe sprechen.
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E Zusammenfassung

Die Schleimkeratine TKa und TKy aus dem Schleimaal Eptatretus stoutii besitzten fur
Keratine auRergewdhnliche Eigenschaften. In speziellen Driisen reifen die Schleimkeratine
zu 3 pm dicken und bis zu 60 cm langen kabelartigen Filamenten heran und werden
anschliel3end zur Feindabwehr ins umgebende Wasser extrazellular sezerniert, wodurch die
viskoelastischen Eigenschaften des Schleims modifiziert werden. Mittlerweile wurden die
Schleimkeratine auch in hdheren Wirbeltiergruppen (Knochenfische und Amphibien)
entdeckt. Zu Beginn meiner Promotion war jedoch bis auf EST-Verteilungsprofile noch nichts
Uber die Expression und Funktion der Schleimkeratine in diesen Organismen bekannt.

Im Rahmen meiner Arbeit wurden die Schleimkeratine TKa und TKy erstmalig im
Zebrabarbling Danio rerio identifiziert und naher charakterisiert. Mittels rekombinanter
Expression wurden TKa und TKy in ausreichenden Mengen hergestellt und auf ihre
Bindungseigenschaften hin untersucht. Hierbei konnte ich zeigen, dass TKa und TKy
einerseits miteinander Heteromere formen und andererseits, dass das TKa in der Lage ist,
auch homopolymere Strukturen auszubilden. Letztere Eigenschaft wurde bisher noch bei
keinem bekannten cytoplasmatischen Keratin beschrieben. Erganzend zu diesen
Untersuchungen wurde eine Expressionsanalyse durchgefihrt. Hierbei konnte gezeigt
werden, dass die Schleimkeratine im Zebrabarbling nicht extrazellular sezerniert werden und
zum anderen keine hoéheren, kabelartigen Strukturen ausformen. Vielmehr werden die
Schleimkeratine bei adulten Tieren in den basalen Zellschichten der Epidermis exprimiert,
welche keinen mechanischen Schutz in Form von Schuppen aufweisen (Stirnhautepidermis,
Epidermis in Geweben zwischen den Flossenstrahlen). Innerhalb dieser Zellen formen die
Schleimkeratine ein filamentdses Netzwerk aus, dass sich an der basalen Zellseite
konzentriert. Eine mégliche Funktion von TKa und TKy kénnte demnach in der Erhéhung der
mechanischen Integritdt von stark beanspruchten Geweben liegen, die keinen Schutz in
Form von Schuppen aufweisen. So werden TKa und TKYy in larvalen Entwicklungsstadien in
der Epidermis, sowie im mechanisch stark beanspruchten Notochord koexprimiert.

Da das Notochord im Zebrabarbling auch in entwicklungsbiologischen Vorgangen eine
entscheidende Rolle spielt und weiterhin in aktuellen Untersuchungen am glatten Krallen-
frosch Xenopus laevis Funktionen der Schleimkeratine TKa und TKy innerhalb von De-
generationsprozessen wahrend der Metamorphose nachgewiesen werden konnten, sind
auch im Zebrabarbling Danio rerio Funktionen der Schleimkeratine TKa und TKy im Rahmen

von Entwicklungsprozessen denkbar.
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1 Abklrzungen

1.1 Allgemeine Abkirzungen

A Adenin

Abb. Abbildung

AK Antikorper

Amp Ampicillin

AP Alkalische Phosphatase

APS Ammoniumperoxodisulfat

AS Aminosaure

bp Basenpaar

BCIP 5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat-p-Toluidinsalz
BD Big dye

BNHS Biotinyl-N-hydroxysuccinimid

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumine)
C Cytosin

ca. circa

CCD Charge-coupled device

cDNA Copy- bzw. auch complement-DNA
CKBB Complementary keratin blot-binding
Da Dalton

Dig Digoxygenin

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

DS Downstream

ds DNA Double-stranded DNA
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DTT
duTP
EDTA

EST

gof.
GMC

GTC

Kan
kb

KDa

LB

MALDI

M,

MRNA

Dithiotreithol

2'-Deoxyuridine, 5'- Triphosphate
Ethyldiamintetraacetat

Expressed sequence tag

Guanin

Erdbeschleunigung (Mittelwert g = 9,81 m/s?)
gegebenenfalls

Gland mucous cell

Gland thread cell

Stunde

Wasser

Bidestilliertes Wasser
lonenaustausch-Chromotographie
Isoelektrische Fokussierung
Intermediarfilament

Immunglobulin, Antikdrper
Isoelektrischer Punkt
Isopropyl-B-D-1-Thiogalactopyranoside
Keratin

Kanamycin

Kilobase (1000 Nukleotide)

Kilodalton (1000 Dalton)

Liter

Lysogeny broth (Nahrmedium)

Molar

Matrix-assisted Laser Desorption/lonization
relative Molekilmasse

Messenger RNA
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NacCl
NBT
oD

p. A.
PAGE
PBS

pH
PCR

pl
PMSF
PNS
RNA
RT
SDS
SHC
SSC

ss RNA
T

Taq
TBE
TBS/TBST
TEM
TEMED
TE

TK

Tris
tRNA

ULF
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Natriumchlorid
Nitroblau-Tetrazoliumchlorid
Optische Dichte

Pro analysi
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphate buffered saline
Negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionen-Aktivitat
Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)
Isoelektrischer Punkt
Phenylmethylsulfonylfluorid
Peripheres Nervensystem
Ribonukleinsaure

Reverse Transkriptase
Sodiumdodecylsulfat
Sequenzhomologieklasse

Saline sodium citrate
Single-stranded RNA

Thymin

Thermophilus aquaticus
Tris-Borsaure-EDTA
Tris-Buffered-Saline / and Tween
Transmissionselektronenmikroskop
N;N;N',N'-Tetramethylendiamin
Tris-EDTA

Schleimkeratin (thread keratin)
Trishydroxymethylaminomethan
Transfer-RNA

Unit lenght filament
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Upm
us
UTR

uv

viv
wiv
w/iw
X-Gal
z.B.

ZNS

1.2

Umdrehungen pro Minute

Upstream

Untranslated region (Untranslatierter Bereich)
Ultraviolett

Volt

Volumen pro Volumen (volume/volume)
Gewicht pro Volumen (weight/volume)
Gewicht pro Gewicht (weight/weight)
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-Galactosid
Zum Beispiel

Zentrales Nervensystem

Abklrzungscode der Aminosauren

Ala
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His
lle
Lys

Leu

Alanin M Met Methionin
Cystein N Asn Asparagin
Aspartat P Pro Prolin
Glutamat Q Gln Glutamin
Phenylalanin Arg Arginin
Glycin S Ser Serin
Histidin T Thr Threonin
Isoleucin \Y Val Valin

Lysin W Trp Tryptophan
Leucin Y Tyr Tyrosin
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2 Verwendete Primer

Name forward/ Sequenz (in 5°- 3" Orientierung)
reverse
TKa forward forward CTGACCGAGCACCG
TKa reverse reverse TGAATAAACAACCTCATAAGT
TKy forward forward AGAATCTCACCCATAACTCTTT
TKy reverse reverse | CTTTATTGGAGAAACAGTGGA
a Nde forward | CTGAGTGCC ATATGA CAGAGCAAGC
a BamH1 reverse | TCATAAGTGGATCCTGAGAGTCTTCAGTAAACA
y Nde forward | CACCCATAACTCTTTCATATGTCTCTGTCCA
y BamH1 reverse | CTTGATGGATCCCAGAGTTTAGGAGGATTC
PW-a251 forward CCTTGGCGGAGGTTCTCTGGC
PW-a816 forward TCTCTGGAGCTTGACTGGACGG
PW-a1432 forward ' TCA CCGCCTATA AGA AGCTCCTGG
PW-y199 forward ACTTGGCCTTGGTGGAGGTG
InSitua_f forward GCCATTATTGAGGACGATCAGG
InSitua_r reverse AGAACTAGGCTGCGAGGATACAGAC
InSituy_f forward GGAGATTGAGCTGGACAACGTCAGG
InSituy_r1 reverse TTCCTGGCTGATGTGATCTCTGCT
InSituy_r2 reverse CAGTGACCGTCTGCATCTCATCC
3 Immunisierungsprotokolle
Tierart: Stamm: Geschlecht: Herkunft:
1.1.1 Kaninchen NZW weiblich 1.1.2 CR-Kisslegg
Lagerung: Dosierung:  Konzentration: Adjuvans:
- 20°C 0,3ml 1mg/ml 1. Injektion CFA

ab 2. Injektion IFA
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Antigen:
Name:
Zebrafish TKa

Immunisierung:

Datum
13.02.08
12.03.08
25.03.08
26.03.08
04.04.08
10.04.08

24.04.08

Antigen:
Name:
Zebrafish TKy

Immunisierung:

Datum
05.03.08
02.04.08
11.04.08
16.04.08
25.04.08
30.04.08

14.05.08

Tag

28
38 +3
42
52 -1
56

70

Tag

28
38 -1
42
52 -1
56

70

MalRnahme
Praimmunserum / 1. Injektion
2. Injektion
1. Serumprobe
3. Injektion
2. Serumprobe

4. Injektion

Entblutung

MalRnahme
Praimmunserum / 1. Injektion
2. Injektion
1. Serumprobe
3. Injektion
2. Serumprobe

4. Injektion

Entblutung
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4 cDNA-Sequenzen

41 TKa

ATGACAGAGTCAAGCTTGCGGATCAGTGGGGGCGCCGTCAGATTTGGAGCCACCTATGGAGGCAAC
CGTCTGTTCTCTGGAGCCCGGAGTGGTGGAGGCGCCAGCTCGGCTCTGTCCCGTTCACTCGGCCTGG
CAAGGGGAGGAGGTTTGGGTTTAGGTTTTGGTGCTGGAGCCGGGGCCGGGGCCGGTGCAGGTGCT
GGATTGGGCCTTGGCGGAGGTTCTCTGGCTCTCGGTGGTGGTCTTGGGTTAGGTGGTGGTCTTGGG
TTGGGTGCCGGTGGTGCCAGAGCAGCAGGCGTCAGGGCTGGTGTGGCTCACCTGAGATCTCATCTG
GGTGGCAGAGTGTTTAAAATCGGAGGCTACGGTTTTAACCCATCCTTCATCAGCTCTACCACCACAGT
GGATGCAGGTGTCAGTCCGATGCCCAGCATTGACCCCTCGCTTCCATCACCAGACACAGTTCAGGTC
ACACGCATGAAGGAGAAGGAGGAACTGCAGGCCCTCAATGATAAATTTGCCTCATTTATTGATAAGG
CACGGTCTCTGGAGCAGCACAATGCAGTACTCAGAGCCAAGATTTCTATGTTTACTAACCCGGAGCA
GGGCGGACCTGCCAACACCTCCGTTCTTCTGACCTCTGCCATCGGGGCGTACAAATCTCAGATTGACA
GCCTCTCTTCTACTAAAGAGGCCATAATTGCTGAGATTGAACACTTTAAAGCCATTATTGAGGACGAT
CAGGCCAGGTATGAAGAGGAAACCTCTCAAACCAAATCTCTGGAGCTTGACTGGACGGCGTTGAAA
GAGGAAGTGGATAATCTGTACCTTACCCTCTTTGAGCTGCAGACCAGCATCTGTGGTTTGGAGGATC
AAATTGCTCTGTCCAAGCAGGTGTATGATGCTAAAGTGAAAGAGGTGAGGACTATCGTGACTGGTG
GAGTGAAGTCTGCCGTGTCGATCTCGGTGGATAATGCAGCCCAGGCACAGGACCTGACCTCAGCGC
TGACCGAAGTCAAAGCTCACTATGAAACCCTGGCTCAACGCAGCAAGCAAGAAGCTCTGGTCTCAGT
GCAGGACAGTCTCTCCATGATGTCTGTATCCTCGCAGCCTAGTTCTCAAACACTCACCTCAGCCAAAG
ACGAGCTCAGGGCTTACAAACTACAGATCGACTCTGTGCAGAGGGAGATCGAGAGGCTCAAGTCTC
TGAACTTGCAGCTGGAGTCTCAGGTGGAGGAGGCCGAGTGTCACTCCAACTCTCATACAGAGACGT
ATCAGGATCAGGTTCTGACTCTCAAGTCTCAGCTTGATGATCTGAGGAAGCAAATCACTCAATATGGT
CAGGAATATCAGGAGCTTCTGGCCAGCAAGATGTCTCTGGACGTGGAAATCACCGCCTATAAGAAGC
TCCTGGACAGCGAGGAGAACAGGCTGAAGTCTGGAGGAGGGGTCACTGTGCACATGTCCAAGACTC
TGCTTGGCGGAGGAGCAGGAGGAGCTGGAGGTCTGGGTGCAGGTGCAGGAGGCGCAGGTCTGGG
TGGAGGTGCTGGTCTGGGTCTTGGAAGTGGATTTGGGCTCGGTGGAGGTCTTGGAGGAGGTCTAG
GAGGAGGTCTAGGTGGAGGTCTTGGAGGAGGTCTAGGTGGAGGTCTTGGACTAGGACTCGGTGGA
GGACTGGGTTTTGGAGCAGGAAGTTCCTTCGGTGCAGGAAGCAGTTTTATGTCCTCAAGCCTGAGCA
GCAGTGGCCTGTCGTCCACTGTTTACTGA

42 TKy

ATGTCTCTGTCCATTTCAATGGCCTCCTCCAGGATGTCTGGTGGATATGGAGGTTTCGGTGCGGGTG
GTGGAGCAAGGCTGGGTCTCGGGCTGGGGGGTGGTGTCGGTTTAGGTAGAGGTCTTGGTCTGGGG
GGAGGACTTGGATATGGTGCGGGTGGAGGTTTTGGACTTGGCCTTGGTGGAGGTGCAGGGGCAGG
TGCGGGATTGGCACTGGGTGGTGGTGGTGGTGCACTGGTTGCCAGTCCTGCATTCGCTATGGGTCG
CGCTGTTGCTGCTGGTGGAGTCGGTGGAAGCTCTGCATTCGCTGCTGGTCCTGCAACCGCTGCTGTA
GCCCCCATCCTTTCCAGAGCGGCTGAAAAGCACACACTCTCTGGGCTGAACGACCGCTTTTCCACATA
CATGGCCAAAGTGAGGGCGCTCCAGCAGGAGAACGCAGCTCTGGAGGCCAAACTGTCCCAGCTAAC
CGGGGGGGCAGATGTGTCTCCAGAATCCTCAGTGGCTGCAACGGTGGAGTACGAGGCTCAGCTGAG
CGAATATCGCAGCACCCTGGAAACTCTCACCATCGACACTGTCAAACTGGAGATTGAGCTGGACAAC
GTCAGGGGAACTGCACATGAGCTGAAGGCTAAGCTTGACTTTGAGCAAGGAGTGAAGTTTCAGCTT
GAGTCTGATATCGCTGCCATGAAAAAGGACATTGAACTGGCTTCTGATCTAAGAATTGACCTGGATG
CTAAATACTCTAGCTTGAAAGATGAACTGGACTATGTGAGCAAAACGCAAGAACAGGAACTATCATC
TCTGCAGTCTAAACTGGGCACATCAACAATGGACACTTCAGTTTCAATGATTGAAGTAGACACCGGG
AAGTCCTTTGACATTGCTACAGCACTCAACAAGATGCGAATGGAATATGAGAAAACTGTACAGCAAA
ACAGAGAGGAGGCAGAGGCATATTACAAACTCAAGATGGATGAGATGCAGACGGTCACTGCCAAA
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AACACAGAGGCTGTGTCGTTGACTAAAGCAGAGATCACATCAGCCAGGAAAGAGCTGCAGACACTG
AGTTTAGAGCTTCAAGGGCTTGCAGCTGCAAGCACGAGTCTGGAGCAGAGTTTAGCAGAAGCCCAG
GCACAGTCCAGTGTTGGAGTTGCTGAGTACCAGGCACAGATCGCTAGCCTCACATCAGCAATAGAG
GTGGCTAAAGCTGACCTTCACAAACAGATCCTGGCCTACCAGGAGCTGCTGGACATCAAACTCGCCC
TGGATGTAGAGATCTCCACCTACAGGAAACTTCTGGAAGGAGACGACTTCAAGATGCCCGAGTTTAC
AGAGACATCCTACACTTTTTCAGCGGGTCAAATAAAGGTCAAAGAAATCATTACAGAGACATCAGTT
ATCTCTGATGCAGATGATACCGAATCCTCCTA

5 Alignnments

5.1 Alignment der Aminosauresequenzen von rTKa und der bereits
veroffentlichten Sequenz

Abgebildet sind die abgeleiteten Aminosauresequenzen von rTKa (TK_alpha) und der bereits

vergffentlichten Sequenz (TK_alpha*). Unterschiede in den Sequenzen sind rot

hervorgehoben.

* 20 * 40 * 60 *
TK_al pha : NTESSLRI SGGAVRFGATYGGNRL FSCGARSGGGASSAL SRSL GL ARGGCL GL GFGAGAGAGAGAGAGLGL : 70
TK_al pha* : NTESSLRI SGCGAVRFGATYGGNRL FSCGARSGGGASSAL SRSL GL ARGGGL GL GFGAGAGAGAGAGAGLGL : 70

80 * 100 * 120 * 140
TK_al pha : GGGSLALGGGLGL GGGL GL GAGGARAAGVRBGVAHL REHL GGRVFKI GCGYGFNPSFI SSTTTVDAGVSPN : 140
TK_al pha* : GGGSLALGGGL GL GGGL GL GAGGARAAGVRBGVAHL RMHL GGRVFKI GGYGFNPSFI SSTTTVDAGVSPN : 140

* 160 * 180 * 200 *
TK_al pha : PSI DPSLPSPDTVQVTRNVKEKEEL QALNDKFASFI DKARSLEQHNAVLRAKI SNFTNPEQGGPANTSVLL : 210
TK_al pha* : PSI DPSLPSPDTVQVTRVKEKEEL QALNDKFASFI DKARSLEQHNAVLRAKI SMFTNPEQGGPANTSVLL : 210

220 * 240 * 260 * 280
TK_al pha : TSAI GAYKSQI DSLSSTKEAI | AEI EHFKAI | EDDQARYEEETSQTKSLELDWTALKEEVDNLYLTLFEL : 280
TK_al pha* : TSAI GAYKSQI DSLSSTKEAI | AElI EHFKAI | EDNQARYEEETSQTKSLELDWTALKEEVDNLYLTLFEL : 280

* 300 * 320 * 340 *
TK_al pha : QTSI CGLEDQI ALSKQVYDAKVKEVRTI VTGGVKSAVS| SVDNAAQAQDL TSALTEVKAHYETLAGQRSKQ : 350
TK al pha* : QTSI CGLEDQI ALSKGQVYDAKVKEVRTI VTGGVKSAVS| SVDNAAGQAGQDL TSALTEVKAHYETLAQRSKQ : 350

360 * 380 * 400 * 420
TK_al pha : EALVSVQDSLSVNVSVSSQRSSQTLTSAKDELRAYKLQI DSVQREI ERLKSLNLQLESQVEEAECHSNSHT : 420
TK_al pha* : EALVSVQDSLSVNVSVSSQESSQTLTSAKDELRAYKLQI DSVQREI ERLKSLNLQLESQVEEAECHSNSHT : 420

* 440 * 460 * 480 *
TK_al pha : ETYQDQVLTLKSQLDDLRKQI TQYGQEYQELLASKNVSLDVEI TAYKKLLDSEENRLKSGGGVTVHVSKTL : 490
TK_al pha* : ETYCQDQVLTLKSQLDDLRKQI TQYGQEYQELLASKNVSLDVEI TAYKKLLDSEENRLKSGGGVTVHVSKTL : 490

500 * 520 * 540 * 560
TK_al pha : LGGGAGGAGGL GAGAGGAGL GGGAGL GLGSGF GL GGGL GGGL GGCL GGCGL GGGLGGGLGLGLGGGL : 556
TK_al pha* : LGGGAGGAGGL GAGAGGAGL GGGACGL GLGSGF GL GGGL GGGL GGCL GGGL GGGLGGGLGLGLGGGL : 560

* 580
TK_al pha : GFGAGSSFGAGSSFNSSSLSSSCLSSEVY : 585
TK_al pha* : GFGAGSSFGAGSSFNSSSLSSSCLSSHVY : 589
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5.2 Alignment der Aminosauresequenzen von rTKy und der bereits
veroffentlichten Sequenz

Abgebildet sind die abgeleiteten Aminosauresequenzen von rTK (TK_gamma) und der

bereits verdffentlichten Sequenz (TK_gamma*). Unterschiede in den Sequenzen sind rot

hervorgehoben.

* 20 * 40 * 60 *
TK_ganmma : NSLSI SNASSRNVSGGYGGFGAGGGARL GLGL GG L GRGL GL GGGL GYGAGGGF GL GL GBGAGAGAGLA : 70
TK_ganma* : NSLSI SVNASSRNVSGGYGGFGAGGGARLGLGLGG L GRGL GL GGGL GYGAGGGF GL GL GRGAGAGAGLA : 70

80 * 100 * 120 * 140
TK_ganma : LBEGGGGGALVASPAFANGRAVAAGGVGGSSAFAAGPATAAVAPI LSRAAEKHTLSGLNDRFSTYNAKVRA @ 139
TK_ganmma* : LEGGGGGALVASPAFANGRAVAAGGVGGSSAFAAGPATAAVAPI LSRAAEKHTLSGLNDRFSTYNAKVRA @ 140

* 160 * 180 * 200 *
TK_ganmma : LQQENAALEAKLSQLTGGADVSPESSVAATVEYEAQLSEYRSTLETLTI DTVKLEI ELDNVRGTAHELKA : 209
TK_ganmma* @ LQQENAALEAKLSQLTGGADVSPESSVAATVEYEAQLSEYRSTLETLTI DTVKLEI ELDNVRGTAHELKA : 210

220 * 240 * 260 * 280
TK_ganmma : KLDFEQGVKFQLESDI AAVKKDI ELASDLRI DLDAKYSSLKDELDYVSKTQEQELSSLQSKLGTSTNVDTS : 279
TK_ganma* : KLDFEQGVKFQLESDI AAVKKDI ELASDLRI DLDAKYSSLKDELDYVSKTQEQELSSLQSKLGTSTVDTS : 280

* 300 * 320 * 340 *
TK_ganma : VSN EVDTGKSFDI ATALNKVRVEYEKTVQQNREEAEAYYKLKVDENQTVTAKNTEAVSLTKAEI TSARK : 349
TK_ganma* : VSN EVDTGKSFDI ATALNKVRVEYEKTVQQNREEAEAYYKLKVDENVQTVTAKNTEAVSLTKAEI TSARK : 350

360 * 380 * 400 * 420
TK_ganma : ELQTLSLELQGLAAASNSLEQSLAEAQAQSSVGVAEYQAQI ASLTSAI EVAKADLHKQI LAYQELLDI KL : 419
TK_ganmma* : ELQTLSLELQGLAAASNSLEQSLAEAQAQSSVGVAEYQAQI ASLTSAI EVAKADLHKQI LAYQELLDI KL : 420

* 440 * 460 *
TK_ganma : ALDVEI STYRKLLEGDDFKNVPEFTETSYTFSAGQI KVKEI | TETSVI SDADDTESS : 475
TK_ganma* : ALDVEI STYRKLLEGDDFKNVPEFTETSYTFSAGQI KVKEI | TETSVI SDADDTESS : 476
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5.3 Alignment der cDNA-Sequenz und der DNA-Sequenz von TKa
Die cDNA-Sequenz von TKa ist als TK alpha und die DNA-Sequenz als gDNA
gekennzeichnet. Abgebildet ist ein Teilbereich des Gens, welcher auch die Deletion

beinhaltet. Unterschiede in der Sequenz sind rot hervorgehoben.

* 1000 * 1020 * 1040 *
TK_al pha : ACAGGACCTGACCTCAGCGCTGACCGAAGT CAAAGCTCACTATGAAACCCTGGCTCAACGCAGCAAGCAA : 1050
gDNA S TGACCTCAGCGCTGACCGAAGT CAAAGCTCACTATGAAACCCTGGCTCAACGCAGCAAGCAA . 62
1060 * 1080 * 1100 * 1120
TK_al pha : GAAGCTCTGGTCTCAGTGCAGGACAGTCTCTCCATGATGTCTGTATCCTCGCAGCCTAGTTCTCAAACAC @ 1120
gDNA : GAAGCTCTGGTCTCAGTGCAGGACAGTCTCTCCATCGATGTCTGTATCCTCGCAGCCTAGTTCTCAAACAC 132
* 1140 * 1160 * 1180 *
TK_al pha : TCACCTCAGCCAAAGACGAGCT CAGGGCT TACAAACTACAGAT CGACT CTGT GCAGAGGGAGATCGAGAG : 1190
gDNA : TCACCTCAGCCAAAGACGAGCTCAGGGCTTACAAACTACAGATCGACTCTGTGCAGAGGGAGATCGAGAG @ 202
1200 * 1220 * 1240 * 1260
TK_al pha : GCTCAAGTCTCTGAACTTGCAGCTGGAGT CT CAGGT GGAGGAGGCCGAGT GTCACTCCAACTCTCATACA : 1260
gDNA : GCTCAAGTCTCTGAACTTGCAGCTGGAGT CTCAGGT GGAGGAGGCCGAGTGTCACTCCAACTCTCATACA © 272
* 1280 * 1300 * 1320 *
TK_al pha : GAGACGTATCAGGATCAGGT TCTGACTCTCAAGTCTCAGCT TGHTCGATCTGAGGAAGCAAATCACTCAAT : 1330
gDNA : GAGACGTATCAGGATCAGGTTCTGACTCTCAAGTCTCAGCTTGETGATCTGAGGAAGCAAATCACTCAAT . 342
1340 * 1360 * 1380 * 1400
TK_al pha : ATGGTCAGGAATATCAGGAGCT TCTGGCCAGCAAGAT GT CTCTGGACGT GGAAATCACCGCCTATAAGAA : 1400
gDNA : ATGGTCAGGAATATCAGGAGCTTCTGGCCAGCAAGATGTCTCTGGACGTGGAAATCACCGCCTATAAGAA @ 412
* 1420 * 1440 * 1460 *
TK_al pha : GCTCCTGGACAGCGAGGAGAACAGGCT GAAGT CT GGAGGAGGBGT CACTGTGCACATGTCCAAGACTCTG : 1470
gDNA . GCTCCTGGACAGCGAGGAGAACAGGCT GAAGTCTGGAGGAGGHAGTCACTGTGCACATGTCCAAGACTCTG : 482
1480 * 1500 * 1520 * 1540
TK_al pha : CTTGGCGGAGGHEGCAGGAGGACGCT GCGAGGT CTGGGT GCAGGT GCAGGAGGCGCAGGTCTGGGTGGAGGTG @ 1540
gDNA :  CTTGGCGCAGGEGCAGGAGGAGCT GGAGGTCTGGGT GCAGGT GCAGGAGGCGCAGGTCTGGGTGGAGGTG @ 552
* 1560 * 1580 * 1600 *
TK_al pha : CTGGTCTGGGTCTTGGAAGT GGATTTGGGCT CGGTGGAGGT CTTGGAGGAGGT CTAGGAGGAGGTCTAGG : 1610
gDNA : CTGGTCTGGGTCTTGGAAGT GGATTTGGGCT CGGTGGAGGT CTTGGAGGAGGTCTAGGAGGAGGTCTAGG @ 622
1620 * 1640 * 1660 * 1680
TK_al pha : TGGAGGTCTTGGAGGAGGT CTAGGT GGAGGT CTTGGACTAGGACT CGGT GGAGGACTGGGTTTTGGAGCA : 1680
gDNA . TGGAGGTCTTGGAGGAGGTCTAGGT GGAGGT CTTGGACTAGGACTCGGTGGAGGACTGGGTTTTGGAGCA @ 692
* 1700 * 1720 * 1740 *
TK_al pha : GGAAGTTCCTTCGGT GCAGGAAGCAGTTTTATGTCCT CAAGCCT GAGCAGCAGT GGCBTGTCGTCCACTG : 1750
gDNA : GGAAGTTCCTTCGGTGCAGGAAGCAGTTTTATGTCCTCAAGCCT GAGCAGCAGTGGCIlITGTCGTCCACTG @ 762
1760 * 1780 *
TK_al pha @ TTTACTGA- - - - ---- - oo e : 1758

gDNA : TTTACTGAAGACTCTCAGCCTCCACTTATGAGGTTGTTTATTCA : 806
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5.4 Alignment der cDNA-Sequenz und der DNA-Sequenz von TKy
Die cDNA-Sequenz von TKy ist als TK_gamma und die DNA-Sequenz von TKy ist als gDNA
gekennzeichnet. Abgebildet ist ein Teilbereich des Gens, der auch die Deletion beinhaltet.

Unterschiede in der Sequenz sind rot hervorgehoben.

* 1000 * 1020 * 1040 *
TK_al pha : ACAGGACCTGACCTCAGCGCTGACCGAAGT CAAAGCTCACTATGAAACCCTGGCT CAACGCAGCAAGCAA : 1050
gDNA e TGACCTCAGCGCTGACCGAAGT CAAAGCTCACTATGAAACCCTGGCTCAACGCAGCAAGCAA 62
1060 * 1080 * 1100 * 1120
TK_al pha : GAAGCTCTGGTCTCAGTGCAGGACAGTCTCTCCATCGATGTCTGTATCCTCGCAGCCTAGTTCTCAAACAC : 1120
gDNA : GAAGCTCTGGTCTCAGTGCAGGACAGTCTCTCCATGATGTCTGTATCCTCGCAGCCTAGTTCTCAAACAC : 132
* 1140 * 1160 * 1180 *
TK_al pha : TCACCTCAGCCAAAGACGAGCT CAGGGCT TACAAACTACAGATCGACT CTGT GCAGAGGGAGATCGAGAG : 1190
gDNA : TCACCTCAGCCAAAGACGAGCTCAGGGCTTACAAACTACAGATCGACT CTGTGCAGAGGGAGATCGAGAG @ 202
1200 * 1220 * 1240 * 1260
TK_al pha : GCTCAAGTCTCTGAACTTGCAGCTGGAGT CT CAGGT GGAGGAGGCCGAGT GT CACTCCAACTCTCATACA : 1260
gDNA . GCTCAAGTCTCTGAACTTGCAGCTGGAGT CTCAGGT GGAGGAGGCCGAGTGTCACTCCAACTCTCATACA . 272
* 1280 * 1300 * 1320 *
TK_al pha : GAGACGTATCAGGATCAGGT TCTGACTCTCAAGT CT CAGCTTGHTGATCTGAGGAAGCAAATCACTCAAT : 1330
gDNA : GAGACGTATCAGGATCAGGTTCTGACTCTCAAGTCTCAGCTTGETGATCTGAGGAAGCAAATCACTCAAT . 342
1340 * 1360 * 1380 * 1400
TK_al pha : ATGGTCAGGAATATCAGGAGCT TCTGGCCAGCAAGAT GTCTCTGGACGT GGAAATCACCGCCTATAAGAA : 1400
gDNA : ATGGTCAGGAATATCAGGAGCTTCTGGCCAGCAAGATGTCTCTGGACGTGGAAATCACCGCCTATAAGAA @ 412
* 1420 * 1440 * 1460 *
TK_al pha : GCTCCTGGACAGCGAGGAGAACAGGCT GAAGT CTGGAGGAGGEBGT CACTGTGCACATGTCCAAGACTCTG : 1470
gDNA . GCTCCTGGACAGCGAGGAGAACAGGCT GAAGTCTGGAGGAGGAGTCACTGTGCACATGTCCAAGACTCTG : 482
1480 * 1500 * 1520 * 1540
TK_al pha : CTTGGCGGAGGHGCAGGAGGAGCT GGAGGT CTGGGT GCAGGT GCAGGAGGCGCAGGT CTGGGTGGAGGTG : 1540
gDNA : CTTGGCGGAGGEGCAGGAGGAGCT GGAGGTCTGGGT GCAGGT GCAGGAGGCGCAGGTCTGGGTGGAGGTG @ 552
* 1560 * 1580 * 1600 *
TK_al pha : CTGGTCTGGGTCTTGGAAGT GCGATTTGGGCT CGGT GGAGGT CTTGCAGGAGGT CTAGGAGGAGGTCTAGG @ 1610
gDNA : CTGGTCTGGGTCTTGGAAGT GGATTTGGGCT CGGTGGAGGT CTTGGAGGAGGTCTAGGAGGAGGTCTAGG @ 622
1620 * 1640 * 1660 * 1680
TK_al pha : TGGAGGTCTTGGAGGAGGT CTAGGT GGAGGT CTTGGACTAGGACT CGGTGGAGGACTGGGTTTTGGAGCA : 1680
gDNA . TGGAGGTCTTGGAGGAGGTCTAGGT GGAGGT CTTGGACTAGGACTCGGTGGAGGACTGGGTTTTGGAGCA : 692
* 1700 * 1720 * 1740 *
TK_al pha : GGAAGTTCCTTCGGT GCAGGAAGCAGTTTTATGT CCTCAAGCCT GAGCAGCAGT GGCBTGTCGTCCACTG : 1750
gDNA : GGAAGTTCCTTCGGTGCAGGAAGCAGTTTTATGTCCTCAAGCCT GAGCAGCAGTGGCIITGTCGTCCACTG @ 762
1760 * 1780 *
TK_alpha @ TTTACTGA- - ------ - oo oo : 1758

gDNA : TTTACTGAAGACTCTCAGCCTCCACTTATGAGGTTGTTTATTCA : 806



Anhang

5.5 Alignment TKa-kodierender cDNA- und EST-Sequenzen
Die abgeleitete TKa-kodierende Aminoséaure-Teilsequenz ist als TK alpha bezeichnet. Bei
den Sequenzen BC124740, BC115276, XM703952 und XM683070 handelt es sich um

abgeleitete Aminosduresequenzen von cDNA-Klonen, wobei es sich bei
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EH612644,

EH602947, EH601954, EH600675, EH600129 und EH596065 um entsprechend abgeleitete

EST-Sequenzen handelt. Die Bezeichnungen der Sequenzen entsprechen den acc.-nr. aus

der Internetdatenbank. Unterschiede in den Sequenzen sind rot hervorgehoben.

TK_al pha :
BC124740
BC115276
XN703952
XNV683070
EH612644
EH602947
EH601954
EH600675
EH600129
EH596065

TK_al pha :
BC124740 :
BC115276 :
XN703952 :
XNV683070 :
EH612644 :
EH602947
EH601954 :
EH600675
EH600129
EH596065

TK_al pha

BC124740
BC115276
XN703952
XM683070

EH612644 -

EH602947

EH601954 :

EH600675
EH600129
EH596065

TK_al pha
BC124740

BC115276
XN703952

XN683070 :
EH612644 -

EH602947

EH601954 :

EH600675
EH600129
EH596065

360 * 380 * 400 * 420

EALVSVQDSL SNVSVSSQPSSQTLTSAKDEL RAYKL QI DSVQREI ERLKSLNL QLESQVEEAECHSNSHT
EALVSVQDSL SMVSVSSQPSSQTL TSAKDEL RAYKL QI DSVQREI ERLKSLNL QLESQVEEAECHSNSHT
EALVSVQDSL SNMVSVSSQPSSQTL TSAKDEL RAYKL QI DSVQREI ERLKSLNL QL ESQVEEAECHSNSHT
EALVSVQDSL SNVSVSSQHSSQTL TSAKDEL RAYKL QI DSVQREI ERLKSLNL QLESQVEEAECHSNSHT
EALVSVQDSL SNVSVSSQHSSQTL TSAKDEL RAYKL QI DSVQREI ERLKSLNL QLESQVEEAECHSNSHT
----------------------------------------------------------- EEAECHSNSHT :
----------------------------------------------------------- EEAECHSNSHT :
----------------------------------------------------------- EEAECHSNSHT :
----------------------------------------------------------- EEAECHSNSHT :
----------------------------------------------------------- EEAECHSNSHT :
----------------------------------------------------------- EEAECHSNSHT :

* 440 * 460 * 480 *

ETYQDQVLTLKSQLDDLRKQI TQYGQEYQELLASKNVSLDVEI TAYKKLLDSEENRLKSGGGVTVHVSKTL
ETYQDQVLTLKSQLDDLRKQI TQYGQEYQELLASKNVSLDVEI TAYKKLLDSEENRLKSGGGVTVHVSKTL
ETYQDQVLTLKSQLDDLRKQI TQYGQEYQELLASKNVSLDVEI TAYKKLLDSEENRLKSGGGVTVHNVSKTL
ETYQDQVLTLKSQLDDLRKQI TQYGQEYQELLASKNVSLDVEI TAYKKLLDSEENRLKSGGGVTVHNVSKTL
ETYQDQVLTLKSQLDDLRKQI TQYGQEYQELLASKNVSLDVEI TAYKKLLDSEENRLKSGGGVTVHNVSKTL
ETYQDQVLTLKSQLDDLRKQI TQYGQEYQELLASKNVSLDVEI TAYKKLLDSEENRLKSGGGVTVHNVSKTL
ETYQDQVLTLKSQLDDLRKQI TQYGQEYQELLASKNVSLDVEI TAYKKLLDSEENRLKSGGGVTVHNVSKTL
ETYQDQVLTLKSQLDDLRKQI TQYGQEYQELLASKNSLDVEI TAYKKLLDSEENRL KSGGGVTVHVSKTL
ETYQDQVLTLKSQLDDLRKQI TQYGQEYQELLASKNSLDVEI TAYKKLLDSEENRL KSGGGVTVHVSKTL
ETYQDQVLTLKSQLDDLRKQI TQYGQEYQELLASKNVSLDVEI TAYKKLLDSEENRL KSGGGVTVHVSKTL
ETYQDQVLTLKSQLDDLRKQI TQYGQEYQELLASKNVSLDVEI TAYKKLLDSEENRLKSGGGVTVHNVSKTL

500 * 520 * 540 * 560
L GGGAGGAGGL GAGAGGAGL GGGACL CL GSGF GLG GGL GGGL GGGL GL GL GL GGGL
L GGGAGGAGGL GAGAGGAGL GGGACGL GL GSGF GLG GGL GGGL GGGL GL GL GL GGGL

L GGGAGGAGGL GAGAGGAGL GGGACGL GL GSGF GLG
L GGGAGGAGGL GAGAGGAGL GGGAGL GL GSGF GLG
L GGGAGGAGGL GAGAGGAGL GGGAGL GL GSGF GLG
L GGGAGGAGGL GAGAGGAGL GGGAGL GL GSGF GLG
L GGGAGGAGGL GAGAGGAGL GGGAGL GL GSGF GLG
L GGGAGGAGGL GAGAGGAGL GGGAGL GL GSGF GLG
L GGGAGGAGGL GAGAGGAGL GGGAGL GL GSGF GLG

GGL GGGL GGGL
GGL GGGL GGGL
GGL GGGL GGGL
GGL GGGL GGGL
GGL GGGL GGGL
GGL GGGL GGGL
GGL GGGL GGGL

-

L GGGAGGAGGL GAGAGGAGL GGGAGL GL GSGF GLG GGL GGGL GGGL GL GL GL GGGL
L GGGAGGAGGL GAGAGGAGL GGGAGL GL GSGF GLG GGL GGGL GGGL GL GL GL GGGL
* 580
GFGAGSSFGAGSSFNSSSLSSSCLSSIVY : 585
GFGAGSSFGAGSSFNSSSL SSSGLSSlIVY @ 589
GFGAGSSFGAGSSFNSSSL SSSGLSSlIVY @ 589
GFGAGSSFGAGSSFNSSSL SSSGLSSlIVY @ 589
GFGAGSSFGAGSSFNSSSL SSSCGLSSlIVY @ 579
GFGAGSSFGAGSSFNSSSLSSSCGLSSNVY @ 176
GFGAGSSFGAGSSFNSSSLSSSCLSSNVY @ 176
GFGAGSSFGAGSSFNSSSL SSSGLSSNVY @ 176
GFGAGSSFGAGSSFNSSSL SSSGLSSNVY @ 176
GFGAGSSFGAGSSFNSSSL SSSGLSSNVY @ 176
GFGAGSSFGAGSSFNSSSLSSSGLSSMVY @ 176

GL GL GL GGGL
GL GL GL GGGL
GL GL GL GGGL
GL GL GL GGGL
GL GL GL GGGL
GL GL GL GGGL
GL GL GL GGGL

490
490
490
490
490

81
81

81
81

556
560
560
560
550
147
147
147
147
147
147
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