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EINLEITUNG 1

| EINLEITUNG

1 Evolution des Immunsystems

Das Immunsystem ist flr die Unterscheidung von Selbst und Fremd (Nicht-Selbst)
zustandig. Es besitzt also die Fahigkeit, Zellen, Gewebe und Organe des eigenen
Korpers von fremden Zellen zu unterscheiden. Aul3erdem sorgt das Immunsystem im
weiteren dafir, da® die erkannten Fremdkdrper unschadlich gemacht werden. Die

Vertebraten besitzen das am weitesten entwickelte Immunsystem.

1.1 Immunsystem der Vertebraten

Das Immunsystem der Vertebraten zeichnet sich durch Spezifitat, Adaptation und ein
immunologisches Gedachtnis aus. Man unterscheidet zwischen der angeborenen
und der erworbenen Immunitdt. Zu den Komponenten des angeborenen
Immunsystems zahlen Makrophagen, Cytokine und das Komplementsystem. Die
Mechanismen der unspezifischen Immunitat dienen den héheren Lebewesen als
erste Abwehrfront gegentber Eindringlingen. Darlberhinaus tragen sie aber auch
wesentlich zum Zustandekommen und zur Manifestation der spezifischen
Immunreaktion bei. Die Mehrzahl der vom Immunsystem erbrachten Leistungen
beruhen auf enger Zusammenarbeit zwischen spezifischen und unspezifischen
Mechanismen (KELLER 1987).

Die Hauptkomponenten des erworbenen Immunsystems sind Lymphozyten, die
durch die Blut- und Lymphbahnen zirkulieren und sich normalerweise im
Ruhezustand befinden. Man unterscheidet zwei Klassen von Lymphozyten, die T-
Zellen (nach ihrem Reifungsort Thymus benannt) und die B-Zellen (Knochenmark,
bone marrow). Im Menschen sind gewohnlich mehr als 100 Milliarden B-Zellen
vorhanden und jede davon produziert einen bestimmten eigenen Antikorper.
Antikdrper binden an nichtprozessierte Antigene in Partikeln und Makromolekuilen
und entfernen diese. T-Zellen haben verschiedene Aufgaben. T-Zellrezeptoren und

Rezeptoren des Haupthistokompatibilitatskomplexes (major histocompatibility
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complex - MHC) erkennen gemeinsam prozessierte Peptidprodukte von
Proteinantigenen. Eine Subpopulation (cytotoxische T-Zellen) fuhrt den destruktiven
Effektormechanismus aus, der viral infizierte oder neoplastisch transformierte Zellen
zerstort. Eine andere Subpopulation (T-Helferzellen) erleichert die Differenzierung
der B-Zellen und die T-Zellantwort. Alle drei Arten der Immunrezeptoren gehoéren zu
der Immunglobulin-Superfamilie und sind jeweils Heterodimere. Die Antikorper
bestehen aus leichten und schweren Ketten mit jeweils konstanten und variablen
Domaénen. Die T-Zellrezeptoren (TCR) werden aus o~ und BR-Ketten mit ebenfalls
konstanten und variablen Domanen zusammengesetzt. Die MHC-Klasse II-Molekule
bestehen auch aus o und R Ketten mit einer konstanten Domane, die MHC-Klasse |-
Molekule aus einer schweren Kette mit einer konstanten Domane und dem
R2-Mikroglobulin mit ebenfalls einer konstanten Domane. Die beiden Zellsysteme
wenden jedoch sehr unterschiedliche Strategien bei der Erkennung der Antigene an.
Antikorper erkennen die native dreidimensionale Oberflache ihres entsprechenden
Antigens Uber direkte molekulare Komplementaritat. T-Zellrezeptoren dagegen
erkennen ein Peptidfragment ihres entsprechenden Antigens, das in einer
molekularen Tasche auf der Oberflache der MHC-Molekule prasentiert wird. Klasse |
MHC-Molekule auf Antigen-prasentierenden Zellen (APC) bieten im Allgemeinen den
cytotoxischen T-Zellen Peptidfragmente an. T-Helferzellen erkennen Peptide, die
durch die Klasse || MHC-Molekiile prasentiert werden.

Eine charakteristische Besonderheit und essentieller Bestandteil der erworbenen,
spezifischen Immunitat ist der Aufbau eines immunologischen Gedachtnisses. Auf
diese Weise verkurzt sich bei erneutem Kontakt mit dem gleichen Antigen die

Anlaufzeit der Immunantwort.

1.2 Evolution des Immunsystems der Vertebraten

Die Evolution des Immunsystems der Vertebraten war wahrscheinlich ein explosives
Ereignis, dal® direkt vor dem phylogenetischen Auftreten der Gnathostomata
stattfand (MARCHALONIS UND SCHLUTER 1990a). Die Vertebraten-Immunantwort ist
opportunistisch, sie baut auf primordialen Erkennungsmechanismen der
angeborenen Immunitat und Entzindung auf, die weit verbreitet im ganzen Tierreich

sind (Acoelomata, Protostomia, Deuterostomia). Schon in den niedrigsten Stdmmen
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der Vertebraten findet man die Hauptcharakteristika des spezifischen
Immunssystems - Gedachtnis und Selbst/Fremd-Unterscheidung. Die Etablierung
des spezifischen Immunsystems vor ungefahr 450 Millionen Jahren wird sowohl
durch die Anwesenheit der leichten (GREENBERG et al. 1993, HOHMAN et al. 1992,
SCHLUTER et al. 1989) und schweren Ketten (LITMAN et al. 1985) der Immunglobuline,
durch TCR a-, B-, y- und 6-Ketten (RAST et al. 1997, RAST UND LITMAN 1994) als auch
durch die Moleklle des MHC (BARTL UND WEISSMAN 1994, HASHIMOTO et al. 1992,
KASAHARA et al. 1992, 1993) in einer grol’en Vielzahl bei Elasmobranchia - den
primitivsten, lebenden Gnatostomia dokumentiert (siehe Tabelle 1).

Bis jetzt wurden die Gene flr die Immunrezeptoren in primitiven agnathen

Vertebraten - wie dem Neunauge und dem Schleimaal — noch nicht nachgewiesen.

Taxonomische Angeborene | Erworbene Invasions- Phago- | Antimikrobielle Muster- Transplantat | T-und B- | Antikérper
Gruppe Immunitét Immunitat induzierte zytose Peptide erkennungs- | abstoBung Zellen
protektive Rezeptoren
Enzyme und
Enzymkaska
den
Hoéhere Pflanzen + - + - + + - - -
Porifera + - ? + ? ? + - -
Annelida + - ? + ? ? + - -
Arthropoda + - + + + + ? - -
Vertebrata
Elasmobranchia + + + + Equivalente + + + +
Agenzien

Teleostia + + + + mog"ch + + + +
Amphibia + + + + + + + + +
Reptilia + + + + ? + + + +
Aves + + + + ? + + + +
Mammalia + + + + ? + + + +

Tabelle 1: Immunitat bei multizellularen Organismen. + = definitive Demonstration, - = konnte bis jetzt
nicht gezeigt werden, ? = Vorhandensein muf noch geklart werden. (DUPASQUIER 1993, FRITIG 1998,
SODERHALL UND CERENIUS 1998).
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1.3 Immunsystem der Invertebraten

Mechanismen zur Verteidigung des Wirtes gegen fremde Eindringlinge und zur
Heilung verletzter, eigener Gewebe existieren in allen Mitgliedern der enorm grof3en
und diversen Anzahl der Invertebratenstamme. Diese Mechanismen bilden die
naturliche Immunitat. Lange galt das Paradigma, dall die Verteidigung der
Invertebraten, oft gleichgesetzt mit Phagozytose und Einkapselung fremder
Lebewesen, keine deutliche Diskriminierung zeigt. Es ist allgemein anerkannt, dal}
den niederen Deuterostomia - wie Seesternen und Seeigeln - als auch den typischen
Invertebraten-Protostomia - wie Insekten und Crustacea - und den Acoelomata - wie
Nematoden - definitive Elemente der spezifischen Immunantwort fehlen (KLEIN 1989,
MARCHALONIS UND SCHLUTER 1990 b).

Lektine konnten moglicherweise die Vorlaufer der Antikorper sein (BECK UND HABICHT
1997). Lektin-ahnliche Proteine, zahlreiche Iytische und antimikrobielle Faktoren, wie
z.B. Lysozym, binden an Fremdkorper und lysieren diese. Antikorper, auch als
Immunglobuline bezeichnet, gehdéren zu einer sehr groen und sehr alten
Proteingruppe: der Immunglobulin-Superfamilie. Ein Beispiel fur ein Mitglied der
Immunglobulin-Superfamilie bei Invertebraten ist das Hamolin aus der Hamolymphe
von Nachtfaltern. Es heftet sich an die Oberflache von Mikroben und unterstitzt
deren Beseitigung. Auch flir das Komplementsystem gibt es bei einigen
Invertebraten einen Ersatz in Form des Pro-Phenol-Oxidase-System. Dies ist eine
Kaskade enzymatischer Reaktionen, an deren Ende die inaktive Vorstufe Pro-
Phenol-Oxidase in das aktive Enzym Phenol-Oxidase Uberflhrt wird. Die Phenol-
Oxidase ist an der Einkapselung von Fremdkdrpern durch Melanin beteiligt
(JOHANSSON UND SODERHALL 1996).

Phagozyten einiger Invertebraten sind in der Lage, Cytokine zu sezernieren, die den
Makrophagen-abstammenden Cytokinen der Vertebraten ahneln. So verhalt sich z.B.
ein Protein aus der Coelomflissigkeit des atlantischen Seesternes Asterias forbesi in
vieler Hinsicht wie Interleukin (IL)-1. Ein weiteres Beispiel fur Cytokin-ahnliche
Molekule in Invertebraten sind Substanzen aus Annelida und Tunicata, die sich
ahnlich wie IL-1 und TNF (Tumor-Nekrose-Faktor) verhalten (BECK UND HABICHT
1997). Die Invertebraten verteidigen sich also durch Zellen und Molekile, die den

Effektormechanismen der naturlichen Immunitat bei hoheren Organismen ahneiln.
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2 Die Immunglobulin-Superfamilie

Das explosive Auftreten der Immunglobulin-Superfamilie fiel vermutlich mit der
Evolution der Metazoa an der Grenze zwischen Prakambrium und Kambrium — also
vor mehr als 600 Millionen Jahren - zusammen (HOOD UND HUNKAPILLER 1991).
Wahrend der frihen Evolution vielzelliger Tiere wurde es fur spezialisierte Zellen aus
vielzelligen  Verbanden notwendig, einander zu erkennen. Molekulare
Untersuchungen der Immunantwort bei Vertebraten und ihrer drei Zelloberflachen-
Antigen-Erkennungsfamilien, flhrten zur Entdeckung der Immunglobulin-
Superfamilie.

Alle Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie enthalten mindestens einen, zum Teil
auch mehrere Abschnitte mit einer charakteristischen Faltstruktur. Diese Faltstruktur
stellt die Immunglobulin-Domane dar. Proteine mit solchen Domanen erflllen
verschiedene Funktionen. Im Allgemeinen sind sie an der Erkennung eigener und
fremder  Moleklile insbesondere auf Zelloberflachen  beteiligt.  Auch
Zelladhasionsmolekule sind Mitglieder dieser Superfamilie. Die Domane konnte
ursprunglich ein eigenstandiges Molekul gewesen sein, das bestimmte Muster zur
Identifikation kdrpereigener Strukturen registrierte (BECK UND HABICHT 1997). In der
weiteren Entwicklung entstand aus der Immunglobulin-Domane dann ein Element,
das auch korperfremde Strukturen (Antigene) zu erkennen vermochte und sich im

weiteren Verlauf der Evolution zu den eigentlichen Immunglobulinen entwickelte.



EINLEITUNG 6

Ur-Gen eines Oberflachenrezeptors

Gen-Rearrangement bei
Lymphocyten
MHC
]
K
?(chwere llgichte l}ght:Pm
e Ju
B,-Mikro-
globulin Klasse |
Klasse o Klasse 118
sapy
%
L
j y ) g AuRenseite
2.
1 | | | | { | [ By | innenseite
CD8 N-CAM Thy-1 IgA- immunglobuline Lyt-2 T-Zell- MHC Mikro- MHC
Rezeptor rezeptor Klasse Il globulin Klasse |

Abbildung 1: Evolution der Immunglobulin-Superfamilie. Die einzelnen Kreise entsprechen jeweils
einer Immunglobulin-Doméane. Die quadratischen Symbole entsprechen bestimmten Domanen von
MHC-Proteinen, die keine Immunglobulin-Faltung enthalten. Nach HooD et al. (1985).

2.1 Charakteristika der Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie

Moleklle werden dann zur Immunglobulin-Superfamilie gerechnet, wenn sie eine
oder mehrere der homologen Immunglobulin-Einheiten aufweisen. Schatzungen
gehen davon aus, daB 40 % aller zellassoziierten Proteine Immunglobulin-Einheiten
enthalten konnten (DooLITTLE 1995). Diese Homologieeinheiten sind meist zwischen
70 und 100 Aminosauren lang und werden durch eine Serie von nichtparallelen

R-Strangen gekennzeichnet, die ein kompaktes ,Sandwich® aus zwei 3-Faltblattern
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bilden (AmMzEL UND PoLJAK 1979). Diese Struktur wird durch eine Folge konservierter
Aminosauren stabilisiert. Besonders zwei Cysteine, die eine Disulfidbricke bilden,
welche die Seiten der R-Faltblatt-Sandwiches zusammenhalt, sind stark konserviert.
Die Schleifensequenzen, welche die [3-Strange verbinden, sind weniger signifikant
fur die grundlegende Homologieeinheitsstruktur und kénnen eine starke Variabilitat
aufweisen.

Die R-Strange, aufgeteilt in zwei Blatter, sind in einer typischen Art verbunden,
ABCDEFG (jeder Buchstabe steht fur einen Strang in der Reihenfolge seines
Erscheinens in der Sequenz). Der Kern der Faltung besteht aus den R-Strangen ABE
in einem R-Faltblatt und GFC im zweiten R-Faltblatt (Abbildung 2). Basierend auf der
Anzahl und der Lokalisierung der Strange wurden zwei Arten von Domanen definiert.
Die variable (variable, V-) Domane (ABCC'C“DEFG) und die konstante (constant, C-)
Domane (ABCDEFG). Ein grol3er struktureller Unterschied zwischen den V- und C-
Domanen ist eine Extraschleife in der V-Domane zwischen den Strangen C und D.
Weiterhin gibt es eine konservierte Disulfidbindung, deren Cysteine in den beiden
Domanen unterschiedlich weit auseinander liegen. In einer V- oder V-verwandten
Domane, liegen 65-75 Aminosauren zwischen den beiden Cysteinen. In einer
C-Domane enthalt dieses Segment 55-60 Aminosauren (WILLIAMS UND BARCLAY
1988). Die Analyse der steigenden Zahl identifizierter Mitglieder der Immunglobulin-
Superfamlie ergab neue Subtypen der Immunglobulin-Domanen. So gliedert sich die
C-Domane in einen C1-Typ und einen C2-Typ (WILLIAMS UND BARCLAY 1988) oder
einen H-Typ (HUNKAPILLER UND HooD 1989). Der C1-Typ findet sich in den
Immunglobulinen, den T-Zellrezeptoren und den MHC-Molekulen. Der C2- (oder H-)
Typ dagegen tritt bei Nicht-lmmunglobulin-verwandten Molekulen, wie den
Zelladhasionsproteinen, den Zelloberflachenrezeptoren und den Muskelproteinen,
auf (SMITH UND XUE 1997). Mit der Struktur des Muskelproteins Telokin (HOLDEN et al.
1992) wurde von HARPAZ und CHOTHIA 1994 ein neuer Typ charakterisiert, der
sogenannte |-Typ (intermediate). Der |-Typ hat Sequenzmerkmale der V-Domane,
hat aber einen wesentlich kiirzeren Abstand zwischen den Cysteinen im Strang B
und F. Spater wurden auch die Strukturen von Titin (PFUHL UND PASTORE 1995),
VCAMA1 (vascular cell adhesion molecule, JONES et al. 1995) und NCAM1 (neural cell
adhesion molecule, THOMSEN et al. 1996) zum |-Typ gerechnet.
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B-Striinge der V und C Domiinen

T |

sts—24iF ICICIC”

.
B-Faltblattege |—p- B-Faltblatt

Faltmuster fiir V und C
Domiinen

Abbildung 2: Faltmuster der V- und C- Domanen, verandert nach WILLIAMS UND BARCLAY 1988.
A,B,C,C',C*, D,E,F und G bezeichnen die 3-Strange.

Das Ligandenspektrum der Immunglobulin-Domanen reicht von kleinen Molekulen
(Antigene, Chromophore) Uber Hormone (z.B. Wachstumsfaktoren, Interferone,
Prolactin) bis zu Makromolekulen (Muskelproteine). Die Interaktion zwischen Ligand
und Immunglobulin-Domane kann sowohl homophil (NCAM bei Vertebraten, Fascilin
Il und Ill bei Invertebraten) als auch heterophil sein. Die Ligandenbindungsstelle
befindet sich entweder in den Schleifenregionen (den hoch variablen Stellen der
Immunglobuline) oder in den Strangen selbst. Jeweils nur ein Domane ist z.B. bei
CD8, PO und einem antibiotisches Protein an der biologischen Funktion beteiligt.
Dahingegen sind es bei z.B einigen Cytokinrezeptoren und bakteriellen Proteinen
jeweils zwei Domanen und bei z.B. Zelladhdsionsmolekilen und Makroproteinen
konnen mehrere Doméanen an der biologischen Funktionen beteiligt sein (HALABY UND
MORNON 1998).
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2.2 Funktion der Mitglieder der Inmunglobulin-Superfamilie

Die Immunglobulin-Domanen wurden erstmals 1966 von ROBERT HILL beschrieben.

In den folgenden Jahren wurden stetig neue Mitglieder der Superfamilie identifiziert

(HUNKAPILLER UND HooD 1986, WILLIAMS et al. 1987 und 1989). Dieser Schritt wurde

durch die Entwicklung besserer Techniken der Computeranalyse von Ahnlichkeiten

in Gen- (und Protein-) Sequenzen deutlich erleichtert. Im Jahr 1991 waren mehr als

100 verschiedene genetische Loci als codierende Mitglieder der Immunglobulin-

Superfamilie bekannt (HOOD UND HUNKAPILLER 1991).

Die

im folgenden aufgelisteten Eigenschaften erlauben die Einteilung der

Immunglobulin-Superfamilie in sieben Gruppen (HALABY und MORNON 1998):

1.

Molekularer Transport: Antibiotisch wirkende Proteine transportieren aktiv
Chromophore durch unterschiedliche zellulare Kompartimente. In Vertebraten
transportieren Hamocyanine Sauerstoffmolekile. Der Immunglobulin-Rezeptor
(Poly IgR) transportiert Inmunglobuline durch Epithelien.

Morphoregulation: Die Proteine der extrazellularen Matrix sind an der
Organisation und der Elastizitdt einer groRen Anzahl von Geweben beteiligt.
Fibronektin z.B. ermoglicht die Gewebeintegritat. Zelladhasionsmolekule, die auf
embryonalen Zelloberflachen exprimiert werden (wie z.B. Cadherine) fordern die
Organisation dieser Zellen in differenzierte Gewebe.

Zellphanotypenmarker: Hierzu gehoren z.B. Tumorzell-Marker und Oberflachen-
molekule der hamatopoietischen Zellen. Die Oberflachenmarker ermoglichen die
Bestimmung der Zelltypen (B- und T-Zellen des Immunsystems). Auch der Status
der Zelldifferenzierung (B- oder pra B- Zelle, aktivierte T-Zelle, transformierte
Zelle) laldt sich mittels der Oberflachenmarker bestimmen.
Zelladhasionsmolekdule: Die  zellulare  Immunantwort  bendtigt  viele
Zelladhasionsmolektle der Immunglobulin-Superfamilie, wie z.B. CD2, CD4, CD8
und MHC. Auch manche Zellphanotypenmarker sind an der Zelladhasion
beteiligt, wie z. B. CD19 und CD3.

Virusrezeptoren: Z.B. PVR (Poliovirus-Rezeptor), CD4 (HIV-Rezeptor) und
ICAM-1 (Rhinovirus-Rezeptor).

Formerkennung und Toxinneutralisierung: Die Eigenschaft des Sequenz-

polymorphismus und der strukturellen Variabilitdt der Immunglobulinmolekile
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erlauben es dem Immunsystem, verschiedene Antigene zu erkennen und so
Toxine zu neutralisieren.

7. Virale und bakterielle Moleklle: Auch Bakterien besitzen Immunglobulin-
Domanen. Diese sind Bausteine von Enzymen, die auch am Pili-Aufbau oder der
Pili-Synthese beteiligt sind. Bei viralen Infektionen wirken Mitglieder der
Immunglobulin-Superfamilie als Rezeptoren fur zellulare Mediatoren (z.B.

Interferone und Interleukine) oder zur Zelltodmarkierung (PD-1).

3 Schwamme

3.1 Allgemeines

Der Stamm Porifera, Schwamme, gruppiert eine gro3e Zahl an polymorphen
Lebewesen. Schwamme existieren in allen Meeren und im SuRBwasser. Seit der
Prakambriumara, d.h. seit mehr als 600 Millionen Jahren existieren Schwamme von
der Uferlinie bis zu den Abyssalzonen (MeHL et al. 1998). Schwamme strudeln ihre
Nahrung in Form Kkleinster Zellen (Pico- und Nanoplankton) und organischer
kolloidaler Makromolekile ein (WESTHEIDE UND RIEGER 1996). Durch ihr oft
massenhaftes Auftreten am Meeresboden bilden sie einen wesentlichen Bestandteile
mariner Nahrungsketten.

Aufgrund ihrer sessilen Lebensweise und des relativ ungegliederten Korpers wurden
Schwamme erst 1825 als Tiere anerkannt (WEHNER UND GEHRING 1990). Porifera
stellen die niedrigste multizellulare Organisationsform aller Eukaryoten dar und
gehoren so zu den altesten mehrzelligen Organismen. Durch das Fehlen eines
echten Nervensystems, speziell differenzierter Muskelzellen und Sinnesorganen
unterscheiden sie sich von allen anderen tierischen Metazoa. Allen Schwammen
gemeinsam ist eine aulere Koérperbedeckung durch Epithelzellen (Pinacozyten),
eine gesamte oder teilweise Auskleidung des zentralen Hohlraumes mit
Kragengeilelzellen (Choanozyten) sowie ein zwischen beiden Zelltypen liegendes
Mesohyl, das von einem Skelett gestutzt wird (KAESTNER 1993). Ein wichtiger
Unterschied zu den Epithelien der Metazoa sind zum einem die andersartigen Zell-
Zell-Verbindungen und zum anderen das weitgehende Fehlen einer basalen Matrix

(WESTHEIDE UND RIEGER 1996). Der ganze Schwamm-Korper wird von einem
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Kanalsystem durchzogen, das aullen mit einer Vielzahl kleiner Poren (Ostien)
beginnt, in grolRere Hohlraume oder spezielle Geillelkammern flihrt und schliel3lich
durch eine Aussstromoffnung (Osculum) wieder nach aufden mindet. In das Mesohyl
sind zahlreiche Zelltypen eingelagert. Neben den Archaeozyten, aus denen alle
anderen Zelltypen hervorgehen kénnen, treten Amoebozyten auf, die phagozytotisch
tatig sind. Die Skleroblasten sezernieren Skelettnadeln und bilden mit den
sternformig verzweigten und moglicherweise kontraktilen Collenzyten eine Art
Mesohylgerist. Plattenformige Pinacozyten begrenzen epithelartig die Kanalwande.
Geschlechtszellen liegen diffus im Mesohyl, also nicht in Gonaden. Einen hoch
spezialisierten Zelltyp stellen die Choanozyten (Kragengeilielzellen) dar, die - wie die
Choanoflagellaten unter den Protozoa - zur Nahrungsaufnahme einen von
Mikrotubuli gebildeten Cytoplasmakragen besitzen.

Der Stamm Porifera wird in zwei Unterstamme unterteilt: Cellularia mit den Klassen
Calcarea (Kalkschwamme), Demospongiae (Gemeinschwamme) und Symplasma mit
einer Klasse, den Hexactinellida (Glasschwamme) (REISWIG UND MACKIE 1983).
Cellularia bestehen aus uninuklearen Zellen, wahrend Symplasma synzytiale
Gewebe besitzen (MACKIE UND SINGLA 1983). Der hier untersuchte Schwamm Geodia
cydonium gehort zu den Demospongiae und dort zu der Unterklasse der

Tetractinomorpha.

Abbildung 3: Links: Geodia cydonium in 25 m Tiefe, ungefédhr 45 cm Durchmesser. Rechts: Geodia
cydonium gereinigt. Fotos von PROF. DR. W.E.G. MULLER.
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3.2 Immunreaktionen bei Schwammen

Schwamme besitzen eine hohe Regenerationsfahigkeit. Sie sind die ersten
Metazoen, bei denen die Rekonstitution dissoziierter Zellen gezeigt wurde (WILSON
1907). Seither sind sie das klassische Modell, um Mechanismen zu untersuchen, die
zwischen Selbst und Fremd unterscheiden. Die meisten Ergebnisse stammen aus
Transplantationsversuchen (HILDEMANN et al. 1979). Unter Autotransplantation
versteht man die Transplantation von Gewebe des gleichen Individuums,
Allotransplantation ist die Verpflanzung von Gewebe eines anderen Individuums der
gleichen Art. Die Fahigkeit der Schwamme, mit Autotransplantaten zu fusionieren
und Allotransplantate abzustoRen, wurde durch PARIS (1961) und MOSCONA (1968)
entdeckt. Die ldentifizierung der ersten Zell-Zell-Adhasionsmolekile in Schwammen,
namlich des interzellularen Aggregationsfaktors (AF) und des Zelloberflachen-
assoziierten Aggregationsrezeptors (AR), an den der AF bindet, inspirierte zur Suche
nach Molekulen auf zellularer Ebene, die an der Immunantwort beteiligt sind (PANCER
et al. 1996). Seit der kurzlich aufgestellten Hypothese, dal3 alle Metazoa
monophyletischen Ursprunges sind (MULLER 1995 und 1998), ist es noch
interessanter, die evolutionare Herkunft des Immunsystems der Metazoa zu
erforschen.

Bei den Schwammen Geodia cydonium und Suberites domuncula wurden schon
einige  Komponenten des Immunsystems identifiziert. Diese molekularen
Komponenten lassen sich in die verschiedenen Bereiche des angeborenen
Immunsystem einordnen.

1) Phagozytose:

Makrophagen, die Effektorzellen der Phagozytose bei Mammalia, exprimieren eine
Reihe von Rezeptoren, wie den Scavenger-Rezeptor, der an Bakterien bindet. Dazu
zahlt auch der Typ-I-Makrophagen Scavenger-Rezeptor. Dessen konservierte SRCR
(scavenger receptor cysteine rich)-Domane wurde in hoher Komplexitat bereits bei
Schwammen nachgewiesen (MULLER et al. 1973, BENGTSON 1994, BLUMBACH et
al.1998).

2) Komplementsystem

Die meisten Moleklle des Komplementsystems der Mammalia weisen SCR (short
consensus repeat)-Motive auf. Auch bei Schwammen konnten Molekile mit SCR-

Motiven der Klasse Il nachgewiesen werden (CONWAY 1993, BENGTSON 1994). Ein
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potentielles Enzym der Melaninbildungskaskade, die Phenylalanin-Hydroxylase,

wurde ebenfalls im Schwamm identifiziert (WIENS et al. 1998). Diese Kaskade - das

Prophenoloxidase-System - tritt bei einigen Invertebraten an die Stelle des

Komplementsystems. Melanin und/oder dessen reaktive Intermediate zeigen

fungistatische, bakteriostatische und antivirale Aktivitat (JOHANSSON UND SODERHALL

1996).

3) Cytokine

In Schwammen wurden z.B. folgende Cytokine identifiziert:

e Allograft-inflammatory-Factor 1 (AlF-1): Der AIF-1 ist bei Vertebraten in solchen
Allotransplantaten hoch exprimiert, die abgestoRen werden (UTANS et al. 1995).
Spater wurde gezeigt, dal® AlF-1 bei der inflammatorischen Antwort, die mit
humanen Herztransplantat-Abstof3ungen assoziiert ist, eine Rolle spielen kénnte
(UTANS et al. 1996). Dieses Cytokin wurde bei Suberites domuncula identifiziert
(KRUSE et al. 1999). Die Homologie zu dem humanen AIF-1 ist hoch.

e Endotheliales Monozyten-aktivierendes Polypeptid (EMAP): EMAP |l bewirkt z.B.
eine Zellaktivierung durch den Anstieg der freien Calciumionen-Konzentration im
Zytoplasma, die Freisetzung von Gewebefaktoren, die Anderung der
Zellmigration und die Expression von Adhasionsmolekulen in endothelialen
Zellen, Monozyten und Granulozyten der Maus und des Menschen (KAO et al.
1994). Auch aus den beiden Schwammen Geodia cydonium und Suberites
domuncula wurde dieses Polypeptid bereits isoliert (PAHLER et al.1998).

e Glutathion-Peroxidase (GPX): Die GPX wird in der Fruhphase entzindlicher
Reaktionen als Folge von Allotransplantationen zur Eliminierung von Sauerstoff-
Radikalen verstarkt exprimiert (CIKRYT 1982). Durch PCR-Klonierung wurde die
fur GPX codierende cDNA aus Suberites domuncula isoliert (KRUSE et al. 1999).

e (2°-5°) Oligoadenylat-Synthetase-System: Bei Saugetieren kommt dem Cytokin
Interferon eine bedeutende Rolle als antivirales Agens im Rahmen des
angeborenen Immunsystems zu. Ein Schlisselmolekil des Interferon-induzierten
Signalweges stellt die (2°-5°) Oligoadenylat-Synthetase dar. Dieses Enzym, das
bisher unter den Invertebraten nur bei Geodia cydonium nachgewiesen werden
konnte, wurde zunachst enzymatisch bestimmt, konnte aber jungst auch kloniert
werden (WIENS et al. 1999).
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Il ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Im Verlauf der Evolution von einzelligen zu mehrzelligen Tieren wurde es notwendig
zwischen Selbst und Fremd zu unterscheiden. Porifera stehen an der Basis der
Metazoa und bieten sich so als Modell zur Untersuchung der evolutionaren Herkunft

des Immunsystems an.

Transplantationen an Schwammen werden schon langere Zeit durchgefihrt. Durch
die Existenz einer etablierten Technik erleichtert sich die Identifikation der Molekdle,
die an den Fusionierungs- und Abstol3ungsreaktionen beteiligt sind. Komponenten,
die dem angeborenen Immunsystem zugeordnet werden konnen, wurden bereits in
den marinen Schwammen Geodia cydonium und Suberites domuncula

charakterisiert.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Isolierung und Identifizierung von Molekulen mit
Immunglobulin-ahnlichen Domanen aus dem Schwamm Geodia cydonium. Es sollte
gezeigt werden, dald diese Molekule an der Immunantwort beteiligt sind und so eine
Vorstufe der Effektormolekile des erworbenen Immunsystems der Vertebraten
darstellen konnten. Die Molekule sollten mittels eines niedrig stringentem Homologie-
screenings mit einer Sonde, die den Immunglobulin-ahnlichen Domanen der
Rezeptortyrosinkinase entspricht, identifiziert werden. Desweiteren sollte mit Hilfe
von Northern Blot-Analysen und Immunfluoreszenzuntersuchungen die Beteiligung

der isolierten Molekule an Transplantationsprozessen gezeigt werden.
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Il MATERIAL UND METHODEN

A Material

1 Chemikalien

Standard-Laborchemikalien in p.A.-Qualitat wurden von folgenden Firmen bezogen:

FLUKA (Neu-Ulm)
MERCK (Hohenbrunn)
ROTH (Karlsruhe)
SERVA (Heidelberg)
SIGMA (Deisenhofen)
2 Gerate

Agarose-Gelelektrophorese-Einheit
Brutschrank BE 400
Drigalsky-Spatel

ELISA-Reader Titertek Multiscan Plus
Filmkassette

Fluoreszenzmikroskop AH3-RFCA

Geldokumentationssystem Imagestore 5000

Gefrierschrank -20°C
Gefrierschrank - 80°C
Heizblock mit Magnetruhrer
Inkubator Certomat H
Kihlschrank 4°C
Mikroliterpipetten

Mikrotom

Morser und Pistill

Molecular Imager GS-525

BIO-RAD(Munchen)

SAUR (Reutlingen)
Glaswerkstatt (im Hause)
FLOW LABORATORIES (Finnland)
AMERSHAM (Braunschweig)
OLYMPUS (Planegg)

UVP (Cambridge, UK)
LIEBHERR (Ochsenhausen)
NUNC (Wiesbaden)

HEIDOLPH (Kelheim)
HEIDOLPH (Kelheim)
LIEBHERR (Ochsenhausen)
EPPENDORF (Hamburg)
CAMBRIDGE INSTR. (NuRloch)
BENDER & HOBEIN (Bruchsal)
BIO-RAD (Minchen)
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Ofen Typ VTR 5022

Photometer Gene Quant |l
Proteinelektrophoreseeinheit Protean Mini
pH-Meter CG 840

Rotoren GSA, HB6 und SS34
Rotor SW41

Schuttelwasserbad 3047

SemiDry Blotting-Kammer Transblot SD
Sequenzierautomat LI-COR 4000 S
Spannungsgerat 200/2.0
Speed-Vac SVC100/RH40-11
Sterilisator TK/L7

Thermalcycler 9600

Touch Down Thermalcycler
Thermomixer 5436

Thermoblock 5320

Tischzentrifuge 5415 C
Ultrazentrifuge L5-50
UV-Crosslinker Stratalinker 1800
Vortexer Reax 2000

Waage PT 120

Waage R6

Zahlkammer nach Neubauer
Zentrifuge Sorvall RC2B

3 Verbrauchsmaterialien

Einwegspritzen
Mikrotiterplatten
Nitrozellulosefilter
Nylonmembran Hybond —NX

Reaktionsgefalle

HERAEUS (Hanau)
PHARMACIA (Freiburg)
BIO-RAD (Munchen)
HERAEUS (Hanau)

DU PONT (Bad Homburg)
BECKMAN (Minchen)

KOTTERMANN (Uetze-Hanigsen)

BIO-RAD (Munchen)
MWG-BIOTECH (Ebersberg)
BIO-RAD (Minchen)
SAVANT (Farmingdale, USA)
W. EHRET (Emmendingen)
PERKIN ELMER (Langen)
HYBAID (Teddington, UK')
EPPENDORF (Hamburg)
EPPENDORF (Hamburg)
EPPENDORF (Hamburg)
BECKMAN (Mdnchen)
STRATAGENE (Heidelberg)
LABOTEC (Wiesbaden)
SARTORIUS (Géttingen)
METTLER (Giel3en)
RENNER (Darmstadt)

DU PONT (Bad Homburg)

BRAUN (Melsungen)

NUNC (Wiesbaden)
BOEHRINGER (Mannheim)
AMERSHAM (Braunschweig)
BECTON & DICKINSON

(N. Jersey, USA)
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Parafilm

PCR-Reaktionsgefalle und Deckel
Petrischalen

Pipettenspitzen (nukleasefrei)
Plastikspitzen fur Mikroliterpipetten
PVDF-Membran

Reaktionsgefale

Rontgenfilm FUJI New RX

Entwickler und Fixierer fir Rontgenfilme
Sterilfilter

Ultrazentrifugenréhrchen

AMERICAN NATIONAL CAN
(Greenwich USA)

DIANOVA (Hamburg)
GREINER (Frickenhausen)
GIBCO (Eggenstein)

ROTH (Karlsruhe)

ROTH (Karlsruhe)
EPPENDORF (Hamburg)
FUJI, tber BECHTHOLD (Kelkheim)
KODAK (Stuttgart)
MILLIPORE (Bedford, USA)
BECKMAN (Minchen)

Videoprinterpapier ROTHHAAR & SCHRODER
(Heidelberg)

Zahnstocher FACKELMANN (Hersbruck)

Zellkammern (Lab-Tek ®) NUNC (Wiesbaden)

Zentrifugenréhrchen DU PONT (Bad Homburg)

4 Vektoren

pGEM®-T STRATAGENE (Heidelberg) als PCR-Klonierungsvektor

pQE 32 QIAGEN (Hilden) als Expressionsvektor

A-ZAP-Express/pBK-CMV STRATAGENE (Heidelberg) als cDNA Vektor
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5 Bakterienstamme

XL1-Blue MRF' (STRATAGENE, Heidelberg)
A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac

[F' proAB lacldZAM15 Tn10 (Teth)]
XL1-Blue (STRATAGENE, Heidelberg)

endA1 hsdR17 supE44 thi-1 gyrA96 recA1 relA1 lac [F' proAB lacldZAM15 Tn10

(Tet")]
XLOLR (STRATAGENE, Heidelberg)
A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 thi1 recA1 gyrA96 relA1 lac

[F proAB lacldzAM15 Tn10 (TetM)] Su-, (AF)
XPORT (STRATAGENE, Heidelberg)
A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi1 recA1 gyrA96 relA1 lac

[F proAB lacl9zAM15 ]

6 Primer

Die Oligonukleotide wurden bei der Firma MWG BIOTECH bestellt. Die Sequenzen
sind in 5-3'-Richtung angegeben.

Sowohl IR-markiert als auch nicht markiert:

T3: CGG AAT TAA CCC TCA CTA AAG
T7: GTAATACGA CTC ACT ATAGGG C
SPé6: TAG GTG ACA CTATAG AATACTC
PQE-F: GGC GTATCACGAGGCCCTTTCG
PQE-R: CAT TAC TGG ATC TAT CAACAG G

IGINT.R: GAG TCC ACC TCC ACT ATC AC
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nicht markierte Primer:

GClg.F: TGG ATC CTC GCT CTC TCC TCT CCT
GClg.R: AAA GCT TGA GTT GGA GCC ACC TAG
GCTK2.F: NNN GAA TTC CTC GCT CTC TCC TCT CCT
GCTK2.R: NNN CTC GAG T GCT TGA GTT GGA GCC ACC
IGINT.F: GTC ATA CAT CTT GAC CTC CCA

IgP1.F: GTAGTC TAG TCATAT CTGGTCTC
IgP2.F: AAC TCACCATAT TCAACG TCACT
ITIM.F: AGA CTG AGG TGG TCT ATG AG

JM.R1: TTA GCT GGC AAC TAT GAACCAT

JM.R2: TAC CAA ATT AAC AAC ATATCT CAT
Pig.F: ACC CAC TGG ACT ACC AGT GA

SAMS.F: TGC CAG ACA CAT GTA CGA AGA

SAM.F1: CATAGT TCTTGT GGG CTTTCT T

7 Enzyme

Expand-Polymerase ( U/pl) BOEHRINGER (Mannheim)
BOEHRINGER (Mannheim)
T4-DNA-Ligase (1 U/ul) BOEHRINGER (Mannheim)
Proteinase K BOEHRINGER (Mannheim)

RNase A BOEHRINGER (Mannheim)

Taq-Polymerase (5 U/ul)

8 Restriktionsendonukleasen

BamH I (10 U/ul)
Hind 11l (10 U/ul)
EcoR 1 (10 U/ul)
Xho I (15 U/pl)

PHARMACIA (Freiburg)
PHARMACIA (Freiburg)
MBI FERMENTAS (Leon-Rot)
MBI FERMENTAS (Leon-Rot)



Material und Methoden 20

9 Antibiotika

Ampicillin: 50 mg/ml in Aqua bidest., Vorratslosung
Kanamycin: 10 mg/ml in Aqua bidest., Vorratslésung

Tetrazyklin: 5 mg/ml in Ethanol, Vorratslosung

10 Antikorper und Peptide

Anti-rabbit FITC DIANOVA (Hamburg)

Anti-TKIg Antikorper eigene Herstellung des Institutes fur
Physiologische Chemie, Frau Dr. Diehl-Seifert

Anti-Maus IgG (whole molecule) DIANOVA (Hamburg)

POD-Konjugat

Anti-Dig- AP (Fab-Fragments) BOEHRINGER (Mannheim)

ITIM-Peptid Arbeitsgruppe Prof. Dr. W. Muller-Esterl, Institut far
Physiologische Chemie und Pathobiochemie, Mainz
Streptavidin-POD DIANOVA (Hamburg)

11 Molekulargewichtstandards

123 bp DNA Ladder (GIBCO, Eggenstein)
DNA-Ketten der Langen 123 bp x n (n=1, 2, 3 u.s.w.).

1 kb Marker (MBI-Fermentas, Leon-Rot)
DNA-Ketten der Langen 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 2500, 2000,
1500, 1000, 750, 500 und 250 bp.

RNA-Marker | (BOEHRINGER, Mannheim)
RNA-Ketten der Langen 7400, 5300, 2800, 1900, 1600, 1000, 600, 400 und
300 bp.

Proteinmarker BroadRange (BIO-RAD, Munchen)
Proteine der Grolken 200, 116, 97,4, 66, 45, 31, 21,5, 14,5 und 6,5 kDa.
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DIG-markierte RNA-Marker (BOEHRINGER, Mannheim)
I: RNA-Ketten der Langen 7400, 5300, 2800, 1900, 1600, 1000, 600,400

und 300 bp.

II: RNA-Ketten der Langen 7400, 5300, 2800, 1900 und 1600 bp.
lll: RNA-Ketten der Langen 1600, 1000, 600, 400 und 300 bp.

12 Kits

BM Chemilumineszenz Blotting Substrat Kit

DIG-Probe Synthesis Kit
Expand High Fidelity PCR System

Fura-2 Calcium Imaging Calibration Kit

High Pure PCR Product Purification Kit
High Pure Plasmid Isolation Kit
Ni-NTA Spin Kit
Nucleo Spin Extract 2 in 1 Kits
pGEM®-T Ligation Kit
Preamplification Superscript Il Kit
QIAGEN Genomic Tip 100
Thermosequenase fluorescent labelled
primer cycle sequencing kit
with 7-deaza-dGTP

BOEHRINGER (Mannheim)
BOEHRINGER (Mannheim)
BOEHRINGER (Mannheim)
MOLECULAR PROBES
(Leiden, Niederlande)
BOEHRINGER (Mannheim)
BOEHRINGER (Mannheim)
QIAGEN (Hilden)
MACHEREY UND NAGEL (Duren)
PROMEGA (Heidelberg)
GIBCO (Eggenstein)
QIAGEN (Hilden)
AMERSHAM (Braunschweig)
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13 online-Dienste und Computerprogramme

13.1 Internet-Adressen

Online-Sequenzvergleiche mit Nukleotid- und Protein-Datenbanken:
BLAST (ALTSCHUL et al. 1990):
http.//www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
FASTA (PEARSON UND LIPMAN 1988):
http://www.ebi.ac.uk/htbin/fasta.py?request
Online-ldentifizierung von Protein-Domanen und Strukturmotiven:
PROSITE (BAIROCH 1992):
http.//www.ebi.ac.uk/searches/prosite.input.html
Online-Zugriff auf Nukleotid- und Aminosaure-Datenbanken:
ENTREZ (vom National Center for Biotechnology Information bereitgestellt):

http.//www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/

13.2 Computerprogramme

GENEDOC (NICHOLAS UND NICHOLAS 1996):
Grafische Umsetzung von Sequenzvergleichen.
Freeware. Zu beziehen Uber: ftp.uam.ed/pub/mirror/molbio/ibmpc
CLUSTALW 1.6 (THOMPSON ET AL. 1994):
Sequenzvergleiche und phylogenetische Analysen (Neighbour joining).
Freeware. Zu beziehen Uber: fip.ebi.ac.uk
MOLECULAR ANALYST (BIORAD Laboratories, Molecular Science Group)

Densitometrische Auswertung von Blots.
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14 Schwamme

Der Schwamme Geodia cydonium und Suberites domuncula wurden von der
Arbeitsgruppe von PROF. DR. W.E.G. MULLER in der nordlichen Adria bei Rovinj
(Kroatien) in bis zu 20 Meter Tiefe gesammelt. Das Material wurde entweder lebend
in das Aquarium des Institutes nach Mainz gebracht und dort gehaltert oder direkt in

Rovinj in Warfel geschnitten und in flissigem Stickstoff eingefroren.

B METHODEN

1 Praparation und enzymatische Manipulation von DNA

1.1 Bakterien-Ubernachtkulturen

Eine einzelne Bakterienkolonie wurde Uber Nacht bei 37 °C und 250 rpm auf einem
Bakterienschattler in 5 ml Luria Bertani (LB)-Medium mit entsprechenden Antibiotika
angezuchtet. Um Bakterienkulturen dauerhaft zu konservieren, wurden Uber Nacht
kultivierte Bakterienkulturen in einem Verhaltnis von 3:1 mit Glycerol versetzt und bei
-80 °C eingefroren. Um Einzelkolonien zu erhalten, wurde von einer Ubernachtkultur
aus einem Glycerolstock ein Ausstreichmuster auf einer LB-Agarplatte mit

entsprechenden Antibiotika hergestellt und ca. 12 Stunden bei 37 °C inkubiert.

LB-Medium: LB-Agar:
Bacto-Trypton 10 g LB-Medium 11
Hefeextrakt 5¢g Agar 15¢g
NacCl 5¢

ad 11 Aqua bidest.
pH 7,3 autoklavieren
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1.2 Plasmidpraparation

Zur Gewinnung der Plasmide aus den Bakterienkulturen wurde das High Pure
Plasmid Isolation Kit von BOEHRINGER verwendet. Die Bakterienkulturen wurden
zunachst bei 5000 x g fur 5 Minuten zentrifugiert, um die Zellen zu ernten. Die
Bakterienzellen wurden dann in Tris-EDTA (TE)-Puffer (50 mM Tris-HCI, 10 mM
EDTA, pH 8) mit RNase A (100 pg/ml Puffer) resuspendiert und anschlieRend nach
der Methode der alkalischen Lyse (BIRNBOIM AND DoLY 1979) in NaOH/SDS (0,2 M
NaOH, 1 % SDS) lysiert. Nach mehrmaligen Invertieren des Reaktionsgefal’es und
maximaler Inkubation fur 5 Minuten bei Raumtemperatur wurde das Lysat durch
Zugabe von eisgekuhlten Bindepuffer (4 M Guanidiniumchlorid, 0,5 M Kaliumacetat,
pH 4,3) zugleich neutralisiert und auf Hochsalz-Bindungsbedingungen eingestelit.
Durch diese Vorgehensweise wurden gleichzeitig Proteine, Lipide, Kohlenhydrate
und chromosomale DNA ausgefallt. Nach 5 minutiger Inkubation erfolgte eine
Zentrifugation fiir 12 Minuten bei 12000 x g. Der das Plasmid enthaltende Uberstand
wurde durch den High Pure Filter Tube (BOEHRINGER, Mannheim) gereinigt.
Nukleinsauren binden dabei spezifisch an die Oberflache von Glasfiber- oder
Silicamaterialien (VOGELSTEIN AND GILLESPIE 1979). Die gebundene Plasmid-DNA
wurde durch einen Waschschritt (20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH 7,5) von Salzen,
Proteinen und anderen zellularen Unreinheiten gereinigt und konnte dann mit Aqua

bidest. eluiert werden.

1.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Durch die PCR-Technik (SAIKI et al. 1985; MuLLIS et al. 1986) laldt sich ein DNA-
Fragment auf ein Vielfaches amplifizieren. Nach Denaturierung des doppelstrangigen
DNA-Templates bei 95°C fur 5 Minuten, erfolgt die eigentliche Kettenreaktion. Diese
beginnt mit einem kurzen Denaturierungsschritt flir 45 Sekunden bei 95 °C, dann
folgt der 45 Sekunden lange sog. ,Annealingschritt, bei dem sich die beiden
antiparallelen Oligonukleotide (Primer) an die DNA anlagern. Die Temperatur hangt
hier von der Basenzusammensetzung der Primer ab und wird nach folgender Formel

berechnet:
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Tn=4x(G+C)+2x(A+T)-2 Tm = mittlerer Schmelzwert

Im dritten Schritt der Kettenreaktion erfolgt die Extension der DNA bei 72 °C durch
eine DNA-abhangige DNA Polymerase in Anwesenheit freier Desoxynukleosid-
triphosphate (dNTPs). Die Dauer des Elongationsschrittes richtet sich nach Lange
des gewunschten Fragmentes und wird Uber folgende Angabe abgeschatzt: Die
DNA-Polymerase kann 1 kb DNA/ min produzieren. Dieser gesamte Zyklus von
Denaturierung, Annealing und Extension wird 30-35 x wiederholt. Im Anschluf3 erfolgt

noch ein 10 minutiger Extensionsschritt.

In einem 50ul PCR-Ansatz wurden folgende Reagenzien gemischt:

x yl Ausgangs-DNA

5 ul 10 x Puffer

S pl MgCl, (25mM)

1 yl dNTP-Gemisch (je 10 mM)

1 pl Forward (F)-Primer (10 pmol)
1 yl Reverse (R)-Primer (10 pmol)
1 yl Tag-DNA Polymerase (1 U/ul)
ad 50 pl Aqua bidest.

1.3.1 PCR mit dem Expand-High Fidelity PCR-System

Um gréRBere PCR-Fragmente zu amplifizieren wurde das Expand High Fidelity PCR-
System von BOEHRINGER (Mannheim) verwendet. Die hier benutzte Polymerase ist
ein Gemisch aus der thermostabilen Taq DNA- und der Pwo DNA-Polymerase. Die
Pwo-Polymerase besitzt eine 3‘-5-Exonuklease Korrekturlese-Aktivitat und deshalb
hat das Expand-System eine kleinere Fehlerrate (8,5 x 10°) als die Tag-Polymerase
allein (2,6 x 10™).
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Es wurden zwei Reaktionsgemische angesetzt:

Reaktionsgemisch 1:

Aqua bidest. 19 ul
dNTP 1 ul
F-Primer 1l
R-Primer 1l
Genomische DNA 3 ul

Reaktionsgemisch 2:

Aqua bidest. 22,125 yl
10 x Puffer mit MgCl, 2,5 ul
Expand Polymerase 0,375 pl

Die beiden Gemische wurden unter Eiskihlung zusammengegeben.

PCR-Bedingungen:

95 °C 3 Minuten

95 °C 30 Sekunden, T, 30 Sekunden, 68 °C 2 — 5 Minuten 10x
95 °C 30 Sekunden, T, 30 Sekunden, 68 °C 2 — 5 Minuten 20x
mit 5 Sekunden Verlangerung /Zyklus

72 °C 7 Minuten

1.4 Reinigung von PCR-Produkten

Um PCR-Produkte von kontaminierenden Primern und Nukleotiden zu befreien,
wurden die Produkte mit Hilfe des High Pure PCR Product Purification Kit
(BOEHRINGER, Mannheim) aufgereinigt. Das PCR-Produkt wurde mit Aqua bidest.
auf 100 ul aufgefullt. Durch Zugabe von 500 ul Bindungspuffer wurde der pH-Wert
des Ansatzes auf unter 7,5 gesenkt und die Konzentration an chaotropen Salzen
erhoht. Dadurch binden die Nukleinsauren an das Glasfaservlies. Nach dem Mischen
wurde die Lésung auf eine Saule aufgetragen und 1 Minute bei 16000 x g
zentrifugiert. Die an den Filter gebundene DNA wurde mit einem Waschpuffer

zweimal gewaschen und anschlie3end in 50 pl Aqua bidest. aufgenommen.
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Bindungspuffer: Waschpuffer: (Zugabe von 40 ml Ethanol)
Guanidin-Thiocyanat 3 M NaCl 20 mM

Tris-HCI 10 mM Tris-HCI pH 7,52 mM

Ethanol 5 % (vIv) in Aqua bidest.

in Aqua bidest.

pH 6,6

1.5 Fallung von Nukleinsauren

Zur Aufkonzentrierung von DNA wendet man die Ethanol-Prazipitation an. In
Gegenwart relativ hoher Konzentrationen an monovalenten Kationen, welche die
negativ geladenen Phosphatgruppen der Nukleinsaure neutralisieren, induziert das
Ethanol eine strukturelle Veranderung der DNA, wodurch sie aggregiert und
anschlielend ausfallt (EICKBUSCH UND MOUDRIANAKIS 1978).

Zur Ethanolfallung wurde zur DNA-LGsung ein Zehntel des Ursprungsvolumens an
3 M Natriumacetat (pH 5,2) gegeben. Danach folgte die Zugabe von zweieinhalb
Volumina eiskaltem Ethanol und der Ansatz wurde gut gemischt. Nach einer
halbstindigen Inkubation bei -80 °C wurden die gefallten Nukleinsauren ab-
zentrifugiert (25 Minuten, 14000 x g, 4 °C) und das resultierende Pellet mit etwas
eiskaltem 70 %igem Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in der gewunschten

Menge Aqua bidest. aufgenommen.

1.6 Konzentrationbestimmung von Nukleinsauren

Reine Nukleinsauren absorbieren Licht einer Wellenlange von 260 nm. Die
Extinktionsmessungen erfolgten in einem Gene Quant |l Photometer (PHARMACIA,

Freiburg). Nach empirisch ermittelten Umrechnungsformeln (AUSUBEL et al. 1994)

gilt:

DNA-Konzentration (doppelstrangig)  in pyg/mi: 90 X A,
RNA-Konzentration in ng/ml: 50 x 37 x Ao
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Zur Ermittlung der Reinheit wurde die isolierte, in sterilem Aqua bidest. geloste DNA
oder RNA nochmals 1:100 mit Aqua bidest. verdunnt und dann der

Extinktionsquotient A, /A, in einem Photometer gemessen.

Saubere DNA besitzt einen Extinktionsquotienten A /A280 von etwa 1,8 bis 1,9; fur

260

RNA liegt dieses Verhaltnis bei 1,9 bis 2,0. Nicht abgetrennte Phenolreste oder
Proteinverunreinigungen reduzieren diesen Wert, da Phenole sowie die
aromatischen Aminosauren Tyrosin und Tryptophan Absorptionsmaxima bei 280 nm

aufweisen.

1.7 Agarosegele

Zur Analyse der DNA-Fragmente wurden horizontale einprozentige Agarosegele
verwendet. Als Laufpuffer diente 1x Tris-Borsaure-EDTA- (TBE-) Puffer. Die DNA
wurde nach Zugabe von 2 ul 6 x Probenpuffer in die Taschen eingegeben. Als
Langenstandard wurde der 1 kb Marker von MBI-FERMENTAS (Leon-Rot)
verwendet und gleichzeitig mit der DNA auf dem Gel aufgetrennt. Zur Farbung der
DNA wurde das Gel fur ca. 20 Minuten in einem Ethidiumbromidbad (2 pg/ml in Aqua
bidest.) inkubiert, anschlieBend unter UV-Licht bei einer Wellenlange von 254 nm

detektiert und mit einem Photoimagersystem (UVP, Cambridge, UK) dokumentiert.

1 x TBE: 6 x Probenpuffer:
Tris/HCI 10,78 g Bromphenolblau 0,25 %
Borsaure 5,5¢g Saccharose 40 %
EDTA 0,74 ¢ in Aqua bidest.

ad 11 Aqua bidest.
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1.8 lIsolierung von DNA aus Agarosegelen

Zur Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde die gewlnschte DNA
ausgeschnitten und mit Hilfe des Nucleo Spin Extract 2 in 1 Kits von MACHEREY
und NAGEL (Duren) isoliert. Das Gelstick wurde in 3x Volumen Puffer NT1 far 10
Minuten bei 50 °C geschmolzen. Die Lésung wurde dann auf im Kit enthaltene,
spezielle Saulen mit Silikagelfilter aufgetragen und die DNA nach einem
einminttigem Zentrifugationsschritt bei 6000 x g an den Filter gebunden. Gebundene
DNA wurde zweimal mit 700 ul Puffer NT3 gewaschen. Nach einem anschlielRenden
Zentrifugationsschritt zur Entfernung samtlicher Ethanolrickstande wurde die DNA

mit 30 pl Aqua bidest. eluiert.

1.9 Restriktion von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Restriktionsenzyme erkennen bestimmte Basenabfolgen auf der doppelstrangigen
DNA und schneiden diese an definierten Sequenzen. Die so erhaltenen
Nukleinsaurefragmente mit definierter Lange weisen an ihren Enden die Schnittstelle
des verwendeten Restriktionsenzyms auf und kdnnen so effizient subkloniert werden.
Zur Restriktion wurden 0,1 bis 3 ug DNA eingesetzt. Desweiteren wurde 1 pul eines
fur das Enzym spezifischen 10 x-Restriktionspuffers zugegeben. Dieser Ansatz
wurde dann mit 3 Units Restriktionsendonuklease pro pg zu schneidende DNA
versetzt. Der Ansatz wurde mit Aqua bidest. auf 10 pl aufgefullt und fir 2 Stunden bei
der jeweiligen optimalen Reaktionstemperatur (i.d.R. 37 °C) inkubiert. Bei grof3eren
DNA-Mengen wurde der Ansatz vervielfacht. Auch gleichzeitige Reaktionen mit
mehreren Enzymen wurden durchgeflhrt. Hierzu wurde dann ein Universalpuffer
(One phor all buffer plus, PHARMACIA, Freiburg) verwendet.
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1.10 Ligation von DNA-Fragmenten

Die DNA-Ligase des Bakteriophagen T4 kann glatte oder uberstehende Enden
doppelstrangiger DNA-Ketten unter Bildung von Phosphodiesterbricken miteinander
verknipfen und so z.B. DNA-Fragmente in Plasmidvektoren klonieren. Die hochste
Klonierungseffizienz wird mit DNA erreicht, die durch 2zwei verschiedene
Restriktionsenzyme geschnitten wurde, welche nichtkomplementare Uberhange

produzieren. Dies wird als direkte Klonierung bezeichnet.

Das pGEM®-T System (PROMEGA, Heidelberg) erleichtert die Klonierung von PCR-
Produkten durch die Bereitstellung von linearen Vektoren, die eine einzelne
Thymidin-Extension am 3-Ende haben. Dieses terminale Thymidin ist komplementar
zu dem 3'-Adenosinrest, der durch viele nicht korrekturlesende DNA-Polymerasen an
doppelstrangige DNA-Produkte angehangt wird (CLARK 1988). Das einzelne
komplementare Basenpaar, das sich zwischen Vektor und PCR-Produkt bildet, liefert

die Bedingungen fur eine effektive Ligationsreaktion (TA-Klonierung).

Typischer Ligationsansatz:

DNA-Fragmente (z.B. gereinigtes PCR-Produkt) x
10 x Ligationspuffer 1 ul
Vektor 1 Ml
T4 Ligase 1 ul
Aqua bidest. 7-x

Der Ansatz wurde Uber Nacht bei 4 °C inkubiert.

1.11 Herstellung kompetenter Bakterien

Mit dieser Methode wurden E.coli XL1 blue MRF‘ Bakterien hergestellt, die
kompetent flr die Aufnahme der ligierten DNA sind. Bei dem TSS (Transformation
and Storage Solution)-Reagenz (EPICENTRE TECHNOLOGIES Uber BIOZYM,
Hess.Oldendorf) handelt es sich um eine Transformations- und Aufbewahrungs-
I6sung, mit der kompetente Bakterienzellen in einem Schritt hergestellt und ohne

Hitzeschock transformiert werden kénnen (CHUNG et al. 1989). Die Herstellung der
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kompetenten Bakterien erfolgte nach der modifizierten Methode von HONDAL UND
SCHAEFFER (1995).

Fir 20 Proben mit 0,1 ml Volumen wurde zuerst eine Ubernachtkultur von E.coli XL1
blue MRF’-Zellen in LB-Tetrazyklin (25 pg/ml) hergestellt. Mit 5 ml dieser
Ubernachtkultur wurden nach ca. 12 Stunden 200 ml LB-Medium angeimpft und bis
zur fruh-logarhythmischen Phase (ODgoo = 0,3 - 0,4) kultiviert. Die Kultur wurde dann
15 Minuten auf Eis gekuhlt und anschlieend fur 5 Minuten bei 4 °C und 5000 x g
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgeschittet und restliche Flissigkeitsreste
vollstandig entfernt. Das Pellet wurde dann in 2 ml eiskaltem 1x TSS resuspendiert
und die Suspension durch Pipettieren grundlich gemischt. Anschlielfend wurden
100 pl Aliquots in vorgekuhlte 1,5 ml Eppendorfcaps pipettiert und in flussigem
Stickstoff schockgefroren. Bei -80 °C konnten die so hergestellten kompetenten

Bakterien fir bis zu 20 Wochen aufbewahrt werden.

TSS:

Polyethylenglycol (PEG) (3350 oder 8000) 10 % (w/v)
Dimethylsulfoxid (DMSO) 5 % (viv)
MgSO, 20-50 mM

in LB-Medium

pH 6,5

1.12 Transformation der TSS-kompetenten Zellen

Ein Aliquot der kompetenten Zellen wurde langsam auf Eis aufgetaut. Zu diesen
100 pl wurde der Ligationsansatz hinzugeben und mit der Pipette vorsichtig
gemischt. Anschliel3end erfolgte ein Inkubationsschritt von 30 Minuten auf Eis. Dann
wurde 1 ml LB-Medium zugegeben und der gesamte Ansatz fur eine Stunde bei
37 °C und 200 x g geschduttelt. Dieser Ansatz wurde fur 5 Minuten bei 4000 x g
abzentrifugiert und ungefahr zwei Drittel des Uberstandes entfernt. Das Pellet wurde
im Rest des Uberstandes resuspendiert und auf Medium-Platten mit Antibiotika
(entsprechend der Antibiotikaresistenz fur die das entsprechende Plasmid codiert)

ausplattiert. Die Inkubation erfolgte uber Nacht bei 37°C.
Wurde das DNA-Fragment in den pGEM®-T-Vektor einkloniert, konnte man anhand

der Blau/WeilR-Selektion positive Bakterienkolonien erkennen (ULLMANN et al. 1967).
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1.13 Kontroll-PCR

Um den Erfolg der Ligation und Transformation zu kontrollieren, wurden einzelne
Bakterienkolonien nach der Transformation mit Hilfe eines sterilen Zahnstochers in
20 pl LB-Medium Uberfihrt. 1 yl dieser Lésung wurde dann fiur eine PCR (siehe 1.3)
mit Primern, die die multiple cloning site des Vektors flankierten, verwendet. Nach
Elektrophorese (siehe 1.7) zeigten sich bei gelungener Ligation und Transformation

Banden entsprechend der GréRe des Plasmidinserts.

1.14 Extraktion genomischer DNA

Zur Herstellung genomischer DNA mit Hilfe des QIAgen Genomic Tip100 — Kits
wurden 500 mg Schwammgewebe in einem sterilisierten Morser unter flissigem
Stickstoff pulverisiert. Das homogenisierte Gewebe wurde in 9,5 ml Puffer G2 mit 200
Mg/ml RNase und 0,5 ml Proteinase K (20 mg/ml) Uberfihrt und gut geschuttelt.
Anschlieend wurde das Homogenat zwei Stunden bei 50°C inkubiert und
anschlieRend abzentrifugiert (10 Minuten, 5000 x g, 4°C). Vom Uberstand wurde ein
300 pl Aliquot aufbewahrt. Der restliche Uberstand wurde auf eine mit 4 ml QBT
aquilibrierte Genomic Tip 100 Saule aufgegeben. 300 pl des Durchlaufes wurden
wiederum aufbewahrt. Die Sdule wurde dann zweimal mit 7,5 ml QC-Puffer
gewaschen (jeweils 300 yl Waschfraktion aufgehoben). Die Elution erfolgte mit 5 ml
QF-Puffer (auf 50 °C vorgewarmt) durch pH-Wert-Anderung und Anderung der
Salzkonzentration. Wieder wurde ein 300 pl Aliquot abgenommen. Zur
Elutionsfraktion wurde das 0,7 fache Volumen Isopropanol zugegeben und der
Ansatz 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurde 30 Minuten
bei 4 °C und 10000 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 2 ml eiskaltem 70 %igem
Ethanol gewaschen und nochmals 10 Minuten bei 10000 x g und 4 °C zentrifugiert.
Das resultierende Pellet wurde Iluftgetrocknet und Uber Nacht in Aqua bidest.
resuspendiert. Alle Aliquots und die eluierte genomische DNA wurden auf einem

1 %igen Agarosegel (siehe 1.7) Uberpruft.
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Puffer G2: Puffer QBT:

EDTA 30 mM Ethanol 15 %
GuHCI 800 mM MOPS 50 mM
Tris/HCI pH 8,0 30 mM NaCl 750 mM
Triton X-100 0,5 % Triton X-100 0,15 %
Tween-20 5% in Aqua bidest.

in Aqua bidest. pH 7,0

Puffer QC: Puffer QF:

MOPS 50 mM Ethanol 15 %
Ethanol 15% NaCl 1,25 mM

NaOH 1M Tris/HCI 50 mM

in Aqua bidest. in Aqua bidest.

pH 7,0 pH 7,0

1.15 Homologiescreening nach freien Ig-ahnlichen Molekiilen

Um aus einer cDNA-Bank ein bestimmtes Gen zu isolieren, wird ein
Homologiescreening durchgeflihrt (BENTON UND DAvis 1977). Hierzu wird eine
einzelstrangige markierte DNA, die dem gesuchten Gen ahnelt, mit der in Phagen
verpackten DNA hybridisiert. Diese hybridisierten Phagenplaques geben nach
Antikorperinkubation und Detektion Farbsignale und konnen deshalb identifiziert

werden.

1.15.1 Digoxygenin (DIG)-Markierung von DNA-Sonden

Mit Hilfe des DIG Probe Synthesis Kit von BOEHRINGER (Mannheim) wurde
Digoxigenin-11-UTP mittels PCR in ein DNA-Fragment eingelagert. Dadurch konnte
man DNA nichtradioaktiv markieren. Diese DIG-markierten DNA-Fragmente konnten
anschlieRend mittels anti-DIG-Alkalische Phosphatase-Konjugaten detektiert und

durch eine anschlieRende Farbreaktion nachgewiesen werden.
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PCR-Ansatz:

Aqua bidest. 34,75 pl
10 x Puffer 5 ul
PCR Oligomix 2,5yl
dNTPs 2,5 ul
Forward-Primer 2 ul
Reverse-Primer 2 ul
Plasmid 0,5 ul
Expand Polymerase 0,8 ul

PCR-Bedingungen:

95 °C 1 Minute
95 °C 30 Sekunden, T, 30 Sekunden, 72 °C 4 Minuten
72 °C 20 Minuten

Das PCR-Produkt wurde aufgereinigt (siehe 1.4) und mit 50 yl Aqua bidest. eluiert.
Die Kontrolle erfolgte Uber ein Agarosegel (siehe 1.7). Bis zum weiteren Gebrauch

wurde die DIG-markierte Sonde bei —20 °C eingefroren.

1.15.2 Kultivierung der Bakterien fur die Phageninfektion

Als Wirtsbakterien fur die rekombinanten Phagen wurden E. coli XL1-blue verwendet.
Es wurde eine Ubernachtkultur dieser Bakterien in LB-Medium mit 10 mmol/l
Magnesiumsulfat und 0,2 % Maltose hergestellt. Maltose induziert die Ausbildung der
Rezeptoren, die die Phagen zur Adsorption an die Bakterien benutzen;
Magnesiumionen erleichtern die Anheftung der Phagen (SAMBROOK et al. 1989).

Diese Ubernachtkultur wurde 3 Minuten bei 7000 x g und Raumtemperatur
zentrifugiert und das Pellet in 10 mmol/l Magnesiumsulfat bis zu einer ODgyy = 1
resuspendiert. Diese Suspension konnte fir maximal 2 Wochen bei 4°C aufbewahrt

werden.
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1.15.3 Bestimmung des Phagentiters

Um den Titer einer Phagensuspension oder einer cDNA-Bibliothek zu ermitteln,
wurden die durch die Phagen produzierten Locher in einem Bakterienrasen
ausgezahlt.

Es wurden serielle Verdinnungen der Phagenlésungen in SM (suspension medium)-
Puffer hergestellt. Aus jeder dieser Verdinnungen wurden 10 pyl mit 100 pl
Bakterienldsung (siehe 1.15.2) vermischt. Diese Bakterien/Phagensuspension wurde
fur 15 Minuten bei 37 °C inkubiert und dann in 3,5 ml heiRen (50 °C) Top-Agar
gegeben und sofort auf vorgewarmte LB-Agarplatten ausgegossen. Die Platten
wurden 12 Stunden bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden dann die Plaques
ausgezahlt. Unter Berucksichtigung der Verdunungsstufe errechnete man dann die

.plague forming units per ml* (pfu/ml) der Ursprungssuspension.

SM (suspension medium)-Puffer: Top-Agar:

NacCl 584¢g Agarose 79
MgSQOy4 x 7 H,O 249 Hefeextrakt 5¢g
1 M Tris/HCI (pH 7,5) 50 ml MgSO4 x 7H,0 29
Gelatine 100 mg NaCl 59
ad 11 Aqua bidest. Caseinhydrolysat 10 g

ad 11 Aqua bidest
pH 7,5, autoklaviert

1.15.4 Ausplattieren des Bakterien/Phagengemisches

Es wurden zwei grof3e LB-Agarplatten (22 x 22 cm) hergestellt, getrocknet und dann
30 Minuten bei 37 °C vorgewarmt. Top-Agar wurde mit 10 mM Magnesiumsulfat
versetzt und bis zum Gebrauch bei 50 °C vorgewarmt. Von der Bakteriensuspension
wurden 2 ml mit 3 yl der Geodia cydonium cDNA-Bibliothek (Phagentiter von 10°
pfu/ul) gemischt. Diese Bakterien/Phagensuspension wurde anschlieBend 20
Minuten bei 37 °C inkubiert. Wahrend dieser Zeit adsorbierten die Phagen an die
bakteriellen lamB-Rezeptoren, die normalerweise dem Transport von Maltose in die
Zelle dienen. AnschlieRend wurde die Bakterien/Phagensuspension mit dem

vorgewarmten Top-Agar (30 ml) gemischt und dann auf die vorgewarmten LB-Agar-
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Platten ausgegossen. Nach einer Inkubationszeit von ungefahr sieben Stunden bei

37 °C wurden kleine Plaques sichtbar.

1.15.5 Transfer der Plagues auf Membran

FUr den Transfer der Plaques wurden drei Whatman-Papiere, die mit
Denaturierungslosung, Neutralisierungslosung beziehungsweise 2 x SSC befeuchtet
waren, vorbereitet. Die Transfermembran (Nylonmembran Hybond-NX, AMERSHAM,
Braunschweig) wurde dann auf die Agarplatte aufgelegt. Mit einer Nadel wurde die
Orientierung der Membran auf der Platte markiert und die Membran wurde mit
Bleistift numeriert. Nach einer Transferzeit von 1 bis 2 Minuten wurde die Membran
vorsichtig abgezogen und mit der Plaqueseite nach oben nacheinander je flnf
Minuten auf die Whatman-Papiere gelegt. AnschlielRend wurde der Filter 30 Minuten
unter dem Abzug getrocknet und schlieB3lich die DNA der Plaques unter UV-Licht bei
1200 J (STRATAGENE UVLinker, Heidelberg) mit Membranstrukturen kreuzvernetzt.
Die beiden Membranen wurden ,Ricken an Ricken® eingeschweil3t und entweder

direkt weiterbearbeitet oder bei 4 °C aufbewahrt.

Denaturierungslosung: Neutralisierungslosung:
NaOH 0,5N Tris/ClpH 7,51 M
NaCl 15M NaCl 1,5M

in Aqua bidest. in Aqua bidest.

20 x SSC Stammlésung:

NaCl 3M
Na-CitratpH7,0 0,3 M
in Aqua bidest.

autoklavieren
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Hybridisierung der Sonde

Die DIG-markierte Sonde (siehe 1.15.1) wurde 5 Minuten bei 95 °C denaturiert und
anschlieBend sofort auf Eis gestellt. Die Sonde wurde mit einer Konzentration von
2 ng/ml DIG-Easy-Hyb (BOEHRINGER, Mannheim) eingesetzt. Zu den
eingeschweil3ten Membranen wurden 50 ml der Hybridisierungslosung gegeben.

Diese wurden dann tiber Nacht bei 42 °C inkubiert.

1.15.7 Entwicklung der Membranen

Die benutzte Hybridisierungslosung mit der Sonde kann bei -20 °C fur mindestens
1 Jahr aufbewahrt und mehrmals benutzt werden. Die Membranen wurden stringent
gewaschen: Zweimal 5 Minuten bei Raumtemperatur in 2 x SSC mit 0,1 % SDS
versetzt und anschlieend zweimal 15 Minuten bei 68 °C in 0,5 x SSC mit 0,1 %
SDS versetzt. Danach wurden sie 1 Minute bei Raumtemperatur in P1 mit 0,3 %
Tween-20 inkubiert und anschlieBend 1 Stunde bei Raumtemperatur in 1 %iger
Blockierungslésung blockiert. Die Inkubation mit dem Antikdrper anti-DIG-AP
1:10000 (150 mU/ml) in Blockierungslosung erfolgte fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur. Es schlossen sich zwei Waschschritte a 15 Minuten in P1 mit 0,3
% Tween-20 an. Schliellich wurden die Membranen 2 Minuten in P3 prainkubiert.
Die Detektion erfolgte mit NBT/BCIP in P3.

Blockierungslosung:
Das Blockingreagenz (BOEHRINGER, Mannheim) wird in P1 2zu einer
Endkonzentration von 10 % (w/v) gelost.

P1: P3:

Maleinsaure 100 mM Tris-Cl 100 mM
NaCl pH7,5 150 mM NaCl 100 mM
in Aqua bidest. in Aqua bidest.

pH 9,5
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NBT:
75 mg/ml Nitroblautetrazolium Salz in 70% Dimethylformamid

BCIP:
50 mg/ml 5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat Toluidinium-Salz in 100 % Dimethyl-
formamid

Detektionslosung:
45 pl NBT-Losung mit 35 pl BCIP-Losung in 10 ml P3 ansetzen.

1.15.8 Ausstechen der Plaques

Die zu den positiven Signalen gehérenden Plaques wurden nach urspringlicher
Orientierung der Membran auf der Platte markiert und anschlieend mit der
abgeschnittenen Spitze einer autoklavierten gelben Pipettenspitze in 500 yl SM-
Puffer und 20 ul Chloroform gepickt. So konnten sie bei 4 °C fur mindestens ein Jahr

aufbewahrt werden.

1.15.9 Sekundares und tertidares Screening

Um die Plaques des ersten Screening zu vereinzeln, wurde an die erste Screening-
Runde eine zweite und dritte Runde angeschlossen. Diese Screenings erfolgten
nach der gleichen Methode wie das erste, es wurden lediglich kleinere LB-Agar-
Platten (15 cm Durchmesser) benutzt. Die Bakterien/Phagensuspension wurde aus
200 ul Bakteriensuspension und 20 pl ausgestochener Phage vom ersten Screening
gemischt. Als Membranen wurden Nitrocellulose-Filter verwendet, diese wurden nach
dem Transfer zwei Stunden bei 80 °C gebacken. Als Sonde wurde die bereits fur das
erste Screening benutze Hybridisierungslosung fur 10 Minuten bei 68°C erwarmt und
alle Filter wurden zusammen Uber Nacht bei 42 °C in dieser Losung inkubiert. Die
Entwicklung erfolgte wie beim ersten Screening. Positiven Signalen entsprechende
Plaques wurden in 300 pyl SM-Puffer mit 12 pl Chloroform gepickt, geschuttelt und bei
4 °C aufbewabhrt.
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1.15.10 In vivo Excision

Durch die in vivo Excision koénnen Phagemid-Sequenzen (rezirkularisierte
ausgeschnittene Fremd-DNA-Vektoranteile) leicht aus dem ZAP-Express-Vektor
herausgeschnitten werden. Lambda Phage, Helferphage und E.coli-Wirtsstamm
werden zusammen in Top-Agar ausplattiert, der Excision-Prozess tritt dann wahrend
der Plaqueentwicklung auf den Platten auf. Die entstandenen Plaques werden
Excision-Plaques genannt. Wahrend der lambda Phage und der Helferphage in den
XPORT-Zellen koreplizieren, vermittelt das pll-Protein, das von den Helferphagen
codiert wird, die Replikation eines Einzelstranges der Phagemidsequenzen innerhalb
der lambda DNA. Diese ausgeschnittene Phagemid-Einzelstrang-DNA wird dann als
filamentdser Phagenpartikel verpackt und wird in den Excision-Plaque entlassen. Die
ebenfalls im Top-Agar enthaltenen XLOLR-Zellen werden von diesem Phagen
anschliel®end infiziert. Die Helferphagen aber kdnnen sich nicht in den XLOLR-Zellen
vermehren, da sie amber Stopcodons enthalten, die von den XLOLR-Zellen nicht
supprimiert werden. Lambda Phagen konnen sich ebenfalls nicht in den XLOLR-
Zellen vermehren, da diese Zellen gegenuber einer lambda-Infektion resistent sind.
Deshalb enthadlt jeder Excision-Plaque Jlambda-Phagenpartikel, Helferphagen,
verpackte ausgeschnittene Phagemidpartikel, lysierte XPORT-Zellen und Phagemid-
infizierte XLOLR-Zellen.

Die infizierten XLOLR-Zellen kdnnen kultiviert werden, indem man den Excision-
Plaques mit einem sterilen Zahnstocher berthrt und diesen dann in LB-Medium mit
den entsprechenden Antibiotika plaziert. Tetrazyklin totet die XPORT-Zellen, aber
erlaubt das Wachstum der XLOLR-Zellen. Gleichzeitig selektiert die Zugabe des vom
Phagemid codierten Antibiotikums die XLOLR-Zellen, die die Phagemid DNA
enthalten. Im Falle des ZAP-Express-Vektors selektiert Kanamycin fur XLOLR-
Zellen, die den pBK-CMV Vektor enthalten. Nach der Ubernachtkultur kann dann die
Plasmid-DNA hergestellt werden.

Durchfihrung
Der Excision-Wirtsstamm XPORT wurde Uber Nacht in NZY-Medium hochgezogen,

der Wachstumsstamm XLOLR in LB-Tetrazyklin (25 pg/ml). Die Ubernachtkultur

wurde am nachsten Morgen 1:10 in NZY-Medium verdunnt und bis zu einer
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ODgog = 2 kultiviert. Anschliefend inkubierte die Kultur 30 Minuten bei
Raumtemperatur, damit sich die F-Pili regenerieren konnten. Zum Koinfektionsansatz

wurden folgende Komponenten gemischt:

50 pl XPORT (ODgno = 2)

10 pl Helferphagen 704 (108 pfu/ml)
1 ul eines gepickten Plaques (10-1000 pfu)
5 pl XLOLR (ODggo = 2)
4 mlI NZY-Top Agar

Dieser Ansatz wurde auf NZY-Agarplatten ausplattiert und Uber Nacht bei 37 °C
inkubiert.

Am nachsten Morgen wurden die truben Excision-Plagues mit einem sterilen
Zahnstocher in 3 ml LB-Medium mit 5 pg/ml Tetrazyklin und 10 pg/ml Kanamycin
uberfuhrt und Uber Nacht bei 37 °C und 250 rpm auf einem Schdattler inkubiert. Die
Plasmid-DNA wurde anschlieBend isoliert (siehe 1.2) und die Ausbeute
photometrisch bestimmt (siehe 1.6). AuRerdem wurden Glycerol-Dauerkulturen aus

den Ubernachtkulturen hergestellt (siehe 1.1).

NZY Medium: NZY Agar:

NaCl 59 NZY Medium 1|
MgSQOy4 x 7 H,O 29 Agar 15¢g
Hefeextrakt 5¢9 pH 7,5

Caseinhydrolysat 10 g
ad 11 Aqua bidest.

pH 7,5

NZY Top Agar: LB Medium:

NZY Medium 11 NaCl 109
Agarose 0,7 % (wlv) Caseinhydrolysat 10 g

Hefeextrakt 59
ad 11 Aqua bidest.
pH 7,0
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1.15.11 Identifikation der Screening-Klone

Die durch das Screening gewonnenen Klone wurden zuerst mittels einer Restriktion
(siehe 1.9) auf die GroRRe des Inserts gepruft. Hierzu wurden die beiden an der
multiple cloning site des Vektors pBK-CMV liegenden Enzyme EcoRI und Xhol
verwendet. Die Kontrolle erfolgte mit Hilfe eines Agarosegels (siehe 1.7).
AnschlieBend wurden die Klone sequenziert (siehe 1.16, pBK-CMV spezifische

Sequenzierprimer T3 und T7).

1.16 Sequenzierung

Um die Basenabfolge in DNA-Strangen zu bestimmen, wurde in dieser Arbeit die
Didesoxy-Methode nach SANGER (1977) genutzt. Diese enzymatische Methode
basiert auf der Fahigkeit der DNA-Polymerase einen Primer zu verlangern, der an
den zu sequenzierenden DNA-Strang hybridisiert ist, bis ein kettenabbrechendes
Nukleotid eingebaut wird. Jede Sequenzbestimmung wird als Set von vier seperaten
Reaktionen ausgefuhrt, von der jede alle vier Desoxyribonucleotid-Triphosphate
(ANTPs) besitzt und mit einer begrenzenden Menge eines unterschiedlichen
Didesoxyribonucleotid-Triphosphat (ddNTP) supplementiert ist. Da den ddNTPs die
3-OH Gruppe fehlt, die fur die Kettenverlangerung ndétig ist, wird das wachsende
Oligonucleotid selektiv an einem Guanin (G), Adenin (A), Thymin (T) oder Cytosin (C)
terminiert — je nach dem entsprechenden Didesoxy-Analogon in der Reaktion. Die
relativen Konzentrationen jedes der dNTPs und ddNTPs kann angepal3t werden, um
ein verschachteltes Gemisch abgebrochener Ketten von mehreren Hundert bis zu
einigen Tausend Basenpaaren Lange zu erhalten. Die resultierenden Fragmente,
jedes mit einem gemeinsamen Anfang aber mit einem unterschiedlichen Nukleotid
endend, werden aufgrund ihrer unterschiedlichen Gro3e durch eine hochauflosende
denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt.

Hier wurde das Sequenziergerat LI-COR (Typ 4000S, MWG-BIOTECH, Ebersberg)
verwendet. Die Primer sind mit einem Infrarotfarbstoff (IRD700) gekoppelt. Der
Infrarotfarbstoff der DNA-Fragmente wurde durch einen Laserstrahl angeregt und
emittierte infrarotes Licht der Wellenlange 790 nm, welches dann von dem o.g. Gerat

detektiert wurde.
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1.16.1 Sequenzierreaktion

Die spezifischen Infrarot-markierten Primer wurden bei der Firma MWG-BIOTECH
(Ebersberg) bestellt. Fur die eigentliche Sequenzierreaktion wurde der Thermo
Sequenase fluorescent labelled primer cycle sequencing kit with 7-deaza-dGTP der
Firma AMERSHAM (Heidelberg) benutzt.

Ungefahr 1 ug der in Aqua bidest. gelosten DNA wurde mit 2 pmol infrarot-
markierten Primer versetzt und der Ansatz mit Aqua bidest. auf 19 pl aufgefillt. Je
1,5 yl Terminationsmix (A, C, G, T) des Kits (enthalt DNA-Polymerase, Desoxy- und
Didesoxynucleotide) wurde in PCR-Reaktionsgefalle vorgelegt. Dazu wurden je
4,5 pyl des DNA/Primer-Gemisches gegeben. Die Proben wurden dann in einen

Thermocycler gestellt und nach folgenden Bedingungen amplifiziert:

95 °C 5 Minuten
95 °C 30 Sekunden, T, 30 Sekunden, 72 °C 45 Sekunden
95 °C 3 Minuten (finale Denaturierung)

Anschlielend wurden die Proben sofort auf Eis gestellt und zur Inaktivierung der

Reaktion mit je 3 yl Stopp/Ladepuffer versetzt.

Stopp/Ladepuffer:

Formamid 95 % (viv)
Xylencyanol 0,1 % (v/v)
Bromphenolblau 0,1 % (w/v)
EDTA 10 mM

Der Puffer wurde mit Aqua bidest. auf 100 % aufgefullt.

1.16.2 Herstellung des Gels und Elektrophorese

Zwei Glasplatten wurden mit Aqua bidest. gereinigt und mit Isopropanol entfettet.
Zwischen die Platten wurden Abstandshalter von 0,25 mm Dicke eingesetzt.

Es wurde das Zweikomponentensystem Sequagel XR der Firma BIOZYM als Gel-
Lésung verwendet. Von Komponente 1 (enthalt Harnstoff, Acrylamid und Acrylamid
Derivate) wurden 24 ml mit 6 ml Komponente 2 (enthalt 5 x TBE und Katalysatoren)

gemischt, steril filtiert und dann mit 175 pyl 10 %igem Ammoniumperoxodisulfat (APS)



Material und Methoden 43

versetzt. Mit einer Spritze wurde diese Gel-Losung in die vorbereiteten Glasplatten
gegossen. Fur die spateren Probentaschen wurde ein Vorkamm eingesetzt. Nach
einer 2 bis 3stundigen Polymerisation des Gels wurde der Vorkamm entfernt und die
ausgebildete Tasche von Gelresten befreit. Das Gel wurde in die Apparatur
eingehangt und zur Erwarmung des Gels ein ungefahr 30minitiger Vorlauf gestartet.
Als Laufpuffer wurde 1 x TBE verwendet. Nach Ende des Vorlaufs wurde der
eigentliche Kamm (48-well sharktooth-comb) eingesetzt und je 1,5 pl der Proben in
der Reihenfolge A,C, G, T in die Taschen aufgetragen. Die Elektrophorese wurde
gestartet und fur die Dauer der Elektrophorese (6-7 Stunden) wurde eine Spannung
von 1500 V angelegt. Die DNA-Sequenz konnte dann anschlieRend anhand des

Bandenmusters abgelesen werden.

10 x TBE-Puffer:

Tris 107,849
Borsdure 55,0¢
EDTA 7449

ad 1l vollentsalztes Aqua bidest.
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2 Praparation und enzymatische Manipulation von RNA

2.1 Behandlung von Losungen mit Dymethylpyrocarbonat (DMPC)

Um Rnase-freie LOsungen herzustellen, wurde den Lésungen 0,1 % DMPC
(Dimethylpyrocarbonat) zugesetzt. DMPC bindet kovalent an die Tyrosin- und
Histidinreste der RNasen und zerstort dadurch deren Struktur (LEONARD et al. 1970).
Die Losung wurde 30 Minuten geruhrt, fur 12 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert

und anschlie3end zur Inaktivierung des DMPCs 1 Stunde autoklaviert.

2.2 Extraktion von Total-RNA

Mit Hilfe des Reagenz TRIzols (GIBCO, Eggenstein) wurde Total-RNA aus Geodia-
Stuckchen isoliert. TRIzol ist eine monophasische Losung aus Phenol und Guanidin-
Isothiocyanat. Ausgangsmaterial fir die Extraktion war 1 g bei -80 °C gelagertes
Geodia-Gewebe. Das Schwammgewebe wurde mit Hilfe von Morser und Pistill unter
flussigem Stickstoff zu einem feinen Pulver homogenisiert. Das Pulver wurde dann in
1 ml TRIzol gegeben und grundlich gevortext. Durch einen Zentrifugationsschritt
wurden unldsliche Zellbestandteile entfernt (10 Minuten, 12000 x g, 4 °C). Der
Uberstand wurde mit 200 pl Chloroform gemischt und nach dreiminttiger Inkubation
zentrifugiert (15 Minuten, 12000 x g, 4 °C), wonach sich eine obere wassrige Phase
und eine untere phenolische Phase bildete. Die obere Phase, die die RNA enthielt,
wurde in ein neues Reaktionsgefald Gberfuhrt. Durch Zugabe von 500 pul Isopropanol
prazipitierte die RNA und konnte dann abzentrifugiert werden (10 Minuten,
12000 x g, 4 °C). Das Pellet wurde mit 1 ml 75 % eiskaltem Ethanol gewaschen und
noch einmal zentrifugiert (5 Minuten, 7500 x g, 4 °C), um das Ethanol zu entfernen.
Das RNA-Pellet wurde anschlielend luftgetrocknet und schlielich in 100 pl DMPC-
Wasser resuspendiert. Die Ausbeute der Isolierung wurde photometrisch bei 260 nm
bestimmt (siehe 1.6) und die Reinheit auf einem RNA-Gel Uberpruft.

Die isolierte RNA wurde aliquotiert und bis zum Gebrauch bei -80 °C gelagert.
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2.3 RNA-Gel

Fir ein RNA-Gel wurden 0,5 g Agarose in 43,5 ml DMPC-Wasser aufgekocht.
Nachdem diese Losung auf 60 °C abgekuhlt war, wurden 2,5 ml 20 x Boratpuffer und
4 ml Formaldehyd zugegeben. Fur ein Kontroll-RNA-Gel wurden 8 yg RNA mit 3 pl
6 x Farbelosung (MBI-FERMENTAS, Leon-Rot) und Ladepuffer versetzt.

Alle Proben wurden 15 Minuten bei 56 °C erhitzt und dann sofort auf Eis gestellt. Pro
Spur wurden 18 ul aufgetragen. Das Gel lief bei 10 V/icm in 1 x Boratpuffer.
Anschlielend wurde das Gel 2 Minuten in Toluidinblau gefarbt und durch Wasser

entfarbt.

20 x Boratpuffer: Ladepuffer:
Natriumtetraborat-Decahydrat 23,73 g deionisiertes Formamid 197 pl
Borsaure 38,14 g Formaldehyd 64 ul
0,5 M EDTA pH 8,0 8 mi 20 x Boratpuffer 39 ul
in Aqua bidest. in Aqua bidest.

pH 7,4

Toluidinblaulésung:
Toluidinblau 1 %
Methanol 40 %
in Aqua bidest.

2.4 Northern Blot-Analyse

Mit der Methode der Northern Blot-Analyse kann ein bestimmtes Gen identifiziert und
die Grolke des Transkriptes nachgewiesen werden. Dazu wird zuerst die Total-RNA
auf einem Agarosegel aufgetrennt, auf eine Membran transferiert und dort durch UV-
Kreuzvernetzung fixiert. Die Membran wird anschlieliend mit einer DIG-markierten
DNA-Sonde (siehe 1.15.1) hybridisiert. Die Digoxigenin-Markierung ermaoglicht den
Nachweis der Hybridisierungsprodukte mittels eines anti-DIG-AP gekoppelten
Antikérpers. Als Substrat flr die alkalische Phosphatase im Chemilumineszenz-
Nachweis dient CDP- Star™ (BOEHRINGER, Mannheim). Die enzymatische

Dephosphorylierung durch die alkalische Phosphatase fuhrt zur Bildung eines
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metastabilen Diocetan-Phenolat-Anions. Der Zerfall dieser Intermediate fihrt zur

Lichtemission, die dann auf Rontgenfilmen aufgezeichnet wird.

241 Gel

FUr das RNA-Gel (siehe 2.3) wurden 5 ug RNA eingesetzt. Als Langenstandards
wurde der DIG-markierte Marker |, Il oder Il von BOEHRINGER (Mannheim)
verwendet. Proben und Marker wurden fur 15 Minuten bei 56 °C erhitzt, und dann
sofort auf Eis gestellt. Pro Tasche wurden je 18 ul aufgetragen und das Gel lief bei
80 V in 1 x Boratpuffer bis die Bromphenolblaufront ungefahr % der Gellange erreicht
hatte. Das Gel wurde nach dem Lauf einmal 5 Minuten in DMPC-Wasser und einmal

15 Minuten in 20 x SSC gewaschen.

20 x SSC Stammlosung:

NaCl 3M
Na-CitratpH7,0 0,3 M
in Aqua bidest.

autoklavieren

2.4.2 Transfer

Der Blot wurde in folgender Reihenfolge aufgebaut: Papierstapel, 2 Whatman-
Papiere, 1 Whatman-Papier in 20 x SSC angefeuchtet, Nylon-Membran Hybond-N,
Gel mit Taschenoffnungen nach unten, 3 Whatman-Papiere in 20 x SSC
angefeuchtet und zwei lange Whatman-Papiere, die in einen Puffertank einhangt
werden. Dieser Aufbau wurde durch Gewichte beschwert. Um eine Verdunstung des
Puffers zu verhindern, wurde alles in Frischhaltefolie eingewickelt,. Der Transfer

erfolgte fur 3 Stunden bei Raumtemperatur in 20 x SSC-Puffer.
2.4.3 Hybridisierung
Nach dem Transfer wurde der Blot abgebaut, die Geltaschen auf der Membran

eingezeichnet und das Gel zur Kontrolle des Transfers mit Ethidiumbromid gefarbt.

Die Membran wurde bei Raumtemperatur getrocknet und die transferierte RNA durch
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UV-Kreuzvernetzung (900 kJ) auf der Membran fixiert. Es erfolgte eine
Prahybridisierung fur 30 Minuten in der bei 50 °C vorgewarmten DIG-Easy-Hyb-
Losung von BOEHRINGER (Mannheim), um unspezifische Bindestellen der
Membran abzusattigen. 150 ng DIG-markierte Sonde wurden 10 Minuten bei 95 °C
denaturiert und dann direkt auf Eis gestellt. Die Sonde wurde mit 10 ml DIG-Easy-
Hyb gemischt und zur Membran zugeflugt. Die Hybridisierung erfolgte ca. 12 Stunden
bei 50 °C.

2.4.4 Entwicklung

Alle Waschgefalle wurden mit SDS-Losung vorbehandelt und anschlieRend mit
RNase-AWAY © (MOLECULAR BIO-PRODUCTS, San Diego, USA) gespiilt, um
RNasen zu deaktivieren. Gewaschen wurde die Membran erst fir zweimal 5 Minuten
bei Raumtemperatur in 2 x SSC mit 0,1 % SDS. Dann zweimal 15 Minuten bei 42 °C
(niedrige Stringenz) bzw. 68 °C (hohe Stringenz) in 0,1 x SSC mit 0,1 % SDS. Alle
folgenden Arbeitsschritte erfolgten bei Raumtemperatur. An den zweiten
Waschschritt figte sich eine 1 minitige Aqulilibrierung in P1 an. Danach wurden
unspezifische Bindungsstellen eine Stunde durch Inkubation der Membran in 2%
Blockierungslosung abgesattigt. Die Inkubation mit dem anti-DIG-AP Antikorper
(1:5000 in 1 %iger Blockierungslésung verdunnt) erfolgte 1 Stunde. Der nachste
Waschschritt betrug zweimal 15 Minuten in P1 mit 0,1 % Tween-20. Daran schlof3
sich ein Agquilibrierungsschritt in P3 an. Die Detektion erfolgt durch Chemi-
lumineszenz mit CDP-Star (BOEHRINGER, Mannheim). Die Substratlosung wurde
5 Minuten Uber den Blot geschwappt und dann sanft abgestrichen. Die weitere
Entwicklung erfolgte in der Dunkelkammer. Auf den Blot wurde ein Film (Fuji RX
New, BECHTHOLD, Kelkheim) aufgelegt (10 Minuten bis 24 Stunden) und

anschlielRend entwickelt.

P1: P3:

Maleinsaure 100 mM Tris-Cl 100 mM
NaCl pH7,5 150 mM NaCl 100 mM
in Aqua bidest. in Aqua bidest.

pH 9,5
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3 Proteinchemische Methoden

3.1 Expression eines rekombinanten Proteines

Wenn ein Fremdprotein in Prokaryonten exprimiert werden soll, wird die spezifische
Gensequenz in einen Expressionsvektor kloniert. In diesem Experiment wurde der
Expressionsvektor pQE32 (QIAGEN, Hilden) verwendet. Er enthalt Regulator-
elemente des E.coli lac-Operons, wodurch die Expressionsinduktion des
einklonierten Proteingens durch R-D-Isopropyl-Thiogalactopyranosid (IPTG) -Zugabe
mdglich ist. Zusatzlich werden an das Fremdprotein 6 Histidinreste angehangt (hier
an den N-Terminus), die eine leichtere Aufreinigung des rekombinanten Proteines
uber Affinitatschromatographie ermaoglichen. Proteine mit solch einem Histidin-Tag
binden mit einer Dissoziationskonstante von 10" an mit Nickel versetzte Nitrilo-
Triessigsaure (NTA =Nitrilotriaceticacid). Durch pH-Wert-Anderungen kénnen die
Proteine wieder von der Nickel-NTA-Saule gelést werden, da die Histidinreste
protoniert werden und so nicht mehr mit dem zweifach positiv geladenen Nickel
wechselwirken kénnen. Hier wurde das Ni-NTA-Spin Kit (QIAGEN, Hilden) zur

Aufreinigung des rekombinanten Proteines benutzt.

Die gewlnschte Nukleotidsequenz wurde durch PCR mit Primern, die Restriktions-

stellenadapter enthalten, aus der Geodia cydonium cDNA-Bank amplifiziert (siehe

[11.B.1.3), zunachst in pGEM®'T-einhoniert und dann in den Expressionsvektor
pQE32 ligiert. Es folgte eine Transformation von E. coli XL1blue MRF’ kompetenten
Zellen (siehe 1.12). Nach einer Kontroll-PCR (siehe 1.13) wurden Klone, die das
entsprechende Insert enthielten, ca. 12 Stunden in 5 ml LB-Amp Kkultiviert.
Anschlieend wurden 100 ml auf 37 °C vorgewarmtes LB-Amp mit der

Ubernachtkultur angeimpft und diese dann bis zu einer OD,, = 0,5 - 0,6 bei 37 °C

kultiviert. Nach Erreichen dieser optischen Dichte wurde eine Probe von 1 ml als
nicht-induzierte Kontrolle entnommen und eingefroren. Der Rest der Kultur wurde mit
1 mM IPTG fur 4 Stunden bei 37 °C und 250 rpm induziert. Anschlieliend wurden die
Zellen abzentrifugiert (20 Minuten, 4000 x g). Das Pellet wurde bei -80°C bis zum

spateren Gebrauch eingefroren.
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Zur Reinigung des rekombinanten Proteines wurde das Pellet langsam auf Eis
aufgetaut. Pro Gramm Feuchtgewicht wurden 5 ml Puffer A zugegeben und dann
wurde das Pellet durch leichtes RuUhren eine Stunde bei Raumtemperatur
resuspendiert. Nach Abzentrifugation der Zellreste (30 Minuten, 10000 x g,
Raumtemperatur) wurde der Uberstand abgenommen und 5 ul fir die spatere
Kontrolle bei -20°C aufbewahrt.

Zu 4 ml Uberstand wurde 1 ml 50 % Ni-NTA Gemisch zugegeben, dieser Ansatz fir
60 Minuten bei Raumtemperatur geschutteltund anschlieRend in eine Saule gefllit.
Nach Absetzen des Ansatzes und Entfernung des Uberstandes (20 ul fir Kontrolle
eingefroren) wurde die Saule dreimal mit 4 ml Puffer C gewaschen. Die Elution
erfolgte zuerst viermal mit 0,5 ml Puffer D und anschliel3end viermal mit 0,5 ml Puffer
E. Anschliel3end erfolgte ein letzter Elutionsschritt mit zweimal 0,5 ml Puffer E. Von
jedem Wasch- und Elutionsschritt wurden 20 pl-Aliquots fir die spatere Kontrolle

eingefroren. Die Elutionsfraktionen wurden bis zum spateren Gebrauch bei -20°C

aufbewahrt.

Puffer A: Puffer C:

GuHCI 6 M Harnstoff 8 M
NaH,PO,4 0,1M NaH,PO,4 0,1M
Tris/HCIpH 8,0 0,01 M Tris/HCIpH 8,0 0,01 M
in Aqua bidest. in Aqua bidest.

Puffer D: Puffer E:

Harnstoff 8 M Harnstoff 8 M
NaH,PO,4 0,1M NaH,PO,4 0,1M
Tris/lHCIpH 5,9 0,01 M Tris/lHClI pH4,5 0,01 M

in Aqua bidest. in Aqua bidest.
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3.2 Transplantationsversuche

An frischen, im Aquarium gehalterten, Geodia cydonium-Individuen wurden
Transplantationsversuche mittels der Insertionstechnik (PANCER et al. 1996)
durchgefuhrt:

3.2.1 Autotransplantation

Aus einem Geodia cydonium-Individuum wurde mit einem Korkbohrer ein kleines
Stlick (Durchmesser 2 cm) entfernt und an einer anderen Stelle des gleichen
Individuums in ein entsprechend gebohrtes Loch wieder eingesetzt. Das auf diese
Weise praparierte Geodia cydonium-Individuum wurden weiter im Aquarium gehalten
und regelmaflig beobachtet. Nach einer Woche wurde der Versuch abschlielend
begutachtet und dokumentiert. AnschlieBend wurde das Gewebe an der
Transplantationsstelle kleingeschnitten und bei -80°C aufbewahrt. Zur Kontrolle
wurde noch Gewebe von einer anderen Stelle des Individuums kleingeschnitten und

eingefroren.

Abbildung 4: Ein Gewebestlck (T) wurde mit einem Korkbohrer aus einem Geodia cydonium -
Individuum entnommen und in ein ebenfalls mit Korkbohrer hergestelltes Loch (L) an einer anderen
Stelle im gleichen Individuum eingesetzt.



Material und Methoden 51

3.2.2 Allotransplantation

Bei der Allotransplantation wurde ebenfalls mittels der Insertionstechnik ein Stlck
Gewebe aus einem Geodia cydonium-Individuum entfernt. AnschlieRend wurde es in
ein Loch mit einem etwas kleinerem Durchmesser in einem anderen Individuum
wieder eingesetzt. Dieses Individuum mit dem eingesetzten Transplantat wurde
weiter im Aquarium gehaltert und regelmalig beobachtet. Eine Woche nach der
Transplantation wurde der Versuch abschliellend begutachtet und dokumentiert. Es

wurden verschiedene Gewebeproben kleingeschnitten und bei -80 °C aufbewahrt.

3.3 Herstellung eines Proteinrohextraktes aus Geodia cydonium

Um Proteine aus Geodia cydonium zu isolieren, wurde 1 g Geodia cydonium-
Gewebe in flussigem Stickstoff gemdrsert. Das Pulver wurde in ein Reaktionsgefaf
Uberfuhrt und 1 ml Extraktionspuffer pro eingesetztes Gramm Gewebe zugegeben.
Das Gemisch wurde gevortext und dann unter zwischenzeitlichem Schutteln
30 Minuten auf Eis gestellt. Danach schloRen sich zwei Zentrifugationsschritte an
(16000 x g, 20 Minuten, 4 °C). Der Uberstand wurde abgenommen, aliquotiert und

bei -20 °C eingefroren.

Extraktionspuffer:

Harnstoff 8 M
DTT 10 mM
CHAPS 0,5 %

Pharmalyt pH 3-10 0,8 %
PMSF 1 mM
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3.4 Proteinbestimmung nach Bradford

Mittels der Bradford-Reagenzlésung von ROTH (Roti®-Quant) wurde die
Proteinkonzentration der verschiedenen Proteinproben bestimmt. Die Bradford-
Methode (BRADFORD 1976) beruht darauf, dal® die Farbelésung in Abhangigkeit der
Proteinkonzentration die Farbe andert. Die Bindung des roten Farbstoffes an
basische oder aromatische Aminosauren stabilisiert die anionische (blaue) Form des
Farbstoffes, dessen Absorptionsmaximum bei 595 nm gemessen wird.

Zunachst wurde eine Eichgerade mit BSA (bovine serum albumin = Rinder
Serumalbumin)-Lésungen einer Verdinnungsreihe von 0,3 pg bis 50 ug/ml in einer
Mikrotiterplatte angesetzt. Es wurden Dreifach-bestimmungen durchgefihrt. Zu jeder
Verdinnung wurden 150 pl Bradford-Reagenz zugegeben, kurz gemischt und im
Elisa-Reader bei 595 nm gemessen.

Die Probe wurde in verschiedenen Verdunnungen eingesetzt, dazu wurden 150 pl
Bradford-Reagenz gegeben und die Messung erfolgte wie bei den BSA-

Verdunnungen.

3.5 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Durch die SDS-PAGE konnen Proteine unter denaturierenden Bedingungen nach
ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Durch das stark anionische Detergenz
SDS (sodium dodecyl sulfate) in Verbindung mit dem reduzierenden Reagenz
R-Mercaptoethanol und Hitze dissoziieren die Proteine in ihre Untereinheiten und
SDS bindet an die denaturierten Polypeptide. Die durch die SDS-Bindung
resultierende negative Nettoladung ist proportional zum Molekulargewicht des
Polypeptids und unabhangig von der Sequenz. Die elektrophoretische Mobilitat stellt
somit eine lineare Funktion des Molekulargewichtes dar (WEBER und OSBORN 1969).
Mit Hilfe von Markern mit bekanntem Molekulargewicht kann das Molekulargewicht
der Proteine bestimmet werden. Der Vernetzungsgrad der Matrix und somit der
Trennbereich der Gele 1aRt sich durch Anderung der Polyacrylamidkonzentration
variieren.

Die SDS-PAGE wurde nach dem diskontinuierlichen Prinzip (LAEMMLI 1970) in der
Mini-PROTEAN Il Electrophoresis Cell von BIO-RAD (Munchen) durchgefuahrt. Die



Material und Methoden 53

Gelmatrix ist in ein Trenn- und ein Sammelgel gegliedert. Die Polyacrylamid-
konzentrationen der hier benutzten Trenngele lagen zwischen 7,5 und 15 %. Es
handelte sich um Vertikalgele mit einer Geldicke von 0,5 mm, die zwischen zwei

durch Spacer getrennte Glasplatten gegossen wurden.

12 % Trenngel: 5 % Sammelgel:

Aqua bidest. 3,3 ml Aqua bidest. 2,1 ml
Acrylamid-Mix 4,0 ml Acrylamid-Mix 0,5 ml
1,5 M Tris pH 8,8 2,5mi 1,0M TrispH 6,8 0,38 mi
10 % SDS 0,1 ml 10 % SDS 0,03 ml
10 % APS 0,1 ml 10 % APS 0,03 ml
TEMED 0,004 ml TEMED 0,003 ml

Zur Bestimmung der Molekulargewichte der Proben wurde ein Proteinstandard
(BroadRange Marker, BIO-RAD, Munchen) auf das Gel aufgetragen. Die Proben
wurden im Verhaltnis 1 : 5 mit Probenpuffer verdunnt, 5 Minuten bei 95 °C erhitzt und
dann sofort bis zum Auftragen auf Eis gestellt. Nach Auftragen der Proben wurde
eine Spannung von 8 V/cm Gellange angelegt. Hatte die blau gefarbte Lauffront die
Grenze zwischen Sammel- und Trenngel erreicht, wurde die Spannung auf 15 V/cm
Gellange erhoht. Das Gel wurde anschlieRend entweder gefarbt (siehe 3.6) oder auf

eine Polyvinyldifluorid (PVDF)-Membran transferriert (siehe 3.7).

SDS-Laufpuffer: 5 x Probenpuffer:

Tris/HClI pH 8,3 25 mM Tris/HCI pH 6,8 250 mM

Glycin 192 mM Saccharose 50 %

SDS 0,1 % SDS 10 %

in Aqua bidest. Bromphenolblau 0,2 %
3-Mercaptoethanol 2,5 %
in Aqua bidest.

3.6 Coomassie-Farbung

Das Gel wurde fur einige Zeit (30 Minuten bis 12 Stunden) zur Farbung und

gleichzeitigen Fixierung in eine Farbe-Lésung (Roti®-Blue) von ROTH (Karlsruhe)



Material und Methoden 54

eingelegt. Roti®-Blue ist eine kolloidale Coomassie Brilliant Blue G-250 Farbung fiir
Proteine in Polyacrylamidgelen. Wahrend der Farbezeit wurde das Gel langsam
bewegt. Der Uberschissige Farbstoff wurde durch mehrmaliges Waschen mit Aqua
bidest. entfernt.

Die Detektionsgrenze der Roti®-Blue -Farbung liegt bei iber 30 ng pro Bande.

3.7 Western Blot-Analysen

Durch das sogenannte Western Blotting, urspringlich nach TowsIN et al. (1979) und
dann verandert von BURNETTE (1981), werden die in der PAGE aufgetrennten
Proteine aus der Gelmatrix auf eine Tragermembran transferiert. Im allgemeinen
werden Antigene, die auf Membranen immobilisiert wurden, mit AntikGrpern in einem
dreistufigen Prozel} detektiert. Zuerst wird der primare Antikorper, der gegen das
Antigen gerichtet ist, zugegeben, um an potentielle Antigenstellen zu binden. Im
zweiten Schritt wird ein sekundares Antikdrper-Enzym-Konjugat zugegeben, das
konstante Domanen der Immunglobuline erkennt. Das Enzym (AP oder POD), das
an den zweiten Antikorper gekoppelt ist, katalysiert eine kolorimetrische Reaktion im
dritten Schritt. Nach Zugabe des entsprechenden Substrates kommt es zur

Ablagerung des gefarbten Substrates auf der Membran an der Reaktionsstelle.

Der Transfer der Proteine auf die Tragermembran wurde mittels der 1984 von KYHSE-
ANDERSON entwickelten Methode des ,Semidry-Blottings“durchgeflihrt.

Eine stark hydrophobe PVDF -Membran wurde auf Gelgrof3e zugeschnitten und flr
20 Sekunden in Methanol eingelegt. Danach wurde sie fur einige Minuten in Aqua
bidest. gespult und fur 30 Minuten in Transferpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin,
20 % Methanol, pH 8,3) aquilibriert. Gleichzeitig wurden 16 Filterpapiere (auf
Gelgréfle zugeschnitten) kurz vor Gebrauch in Transferpuffer eingeweicht. Ein Stapel
aus 8 Filterpapieren wurde auf eine ebene Flache gelegt, die Luftblasen ausgerolit
und das Gel aufgelegt. Darauf wurde die PVDF-Membran gelegt, eine Ecke markiert,
die restlichen 8 Filterpapiere aufgelegt und erneut die Luftblasen ausgerollt. Dieser
Blotstapel wurde mit der Membran auf der Anodenseite auf die angefeuchteten
Graphitelektroden aufgelegt. Der Transfer erfolgte dann bei 1 mA/cm? Membran-
flache fir 1 Stunde.
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3.7.1 Immunodetektion transferierter Proteine

Um die transferierten Proteine auf der PVDF-Membran nachzuweisen, gibt es
verschiedene Methoden: a) Anfarbung mit einem Farbstoff (Coomassie,
Amidoschwarz oder Indian Ink) oder b) Immunologischer-Nachweis. Zur Farbung des
geblotteten Markers wurde die Farbung mit Amidoschwarz durchgefuhrt. Zur
Identifikation der gewunschten Proteine wurde eine Immunodetektion durchgefuhrt.
Hierbei benutzt man einen spezifischen Antikérper gegen das Protein. Der so
gebildete Antigen-Antikorper-Komplex wird mit einem sekundaren, gegen den
spezifischen Antikorper gerichteten, Antikorper nachgewiesen. Der zweite Antikorper
ist an ein Enzym (Meerretich-Peroxidase) gekoppelt und der Komplex kann als
Farbreaktion oder durch Chemilumineszenz nachgewiesen werden. In beiden Fallen
werden vorher die freien Bindungsstellen auf der Membran abgesattigt, um die
unspezifische Bindung von Antikorpern zu verhindern (HARLOW und LANE 1988). Zur
Kontrolle wurden die Blots nach der Detektion in India Ink gefarbt und mit Aqua
bidest. entfarbt.

Amidoschwarz-Farbeldsung: Amidoschwarz-Entfarber:
Amidoschwarz 0,1 % Methanol 80 ml
Methanol 40 ml Essigsaure 5 ml
Essigsaure 10 ml ad 100 ml Aqua bidest.

ad 100 ml Aqua bidest.

3.7.2 Absattigung freier Bindungsstellen

Zur Absattigung freier Bindungsstellen wurde die Membran nach dem Transfer in
einer 3 %igen Blockierungslosung in Tris-gepufferter Kochsalzlésung (TBST) mit
0,1 % Tween-20, die aus dem BM Chemiluminszenz Blotting Substrat
(BOEHRINGER, Mannheim) hergestellt wurde, Uber Nacht inkubiert.

TBST:

NaCl 150 mM
Tris/HCIl pH 8,8 100 mM
Tween-20 0,1 %

in Aqua bidest.
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3.7.3 Immunodetektion

Nach der Blockierung der freien Bindungsstellen erfolgte ein Waschschritt von
dreimal 10 Minuten in TBST. Der Blot wurde mit dem Primar-Antikorper (verdinnt in
TBST mit 0,3 %iger Blockierungslésung) fur 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach erneutem Waschen erfolgte die Inkubation mit dem sekundaren Antikorper

(POD-gekoppelt), ebenfalls in TBST mit 0,3 %iger Blockierungslosung verdinnt.

Nach Inkubation mit dem sekundaren Antikorper wurde der Blot erneut gewaschen
und anschlieBend das Substrat aus dem BM Chemilumineszenz Blotting Substrat Kit
(BOEHRINGER, Mannheim) auf den Blot pipettiert. Der Blot wurde 2 Minuten
geschwenkt, das Uberschissige Substrat abgestrichen und der Blot in eine
Plastikfolie eingeschweildt. Dann wurde der Blot in eine lichhtundurchlassige Kammer
gelegt und ein geeigneter Film (Fuji RX New, BECHTHOLD, Kelkheim) aufgelegt und

entwickelt.

3.7.4 Farbung mit India Ink

Die auf die PVDF-Membran transferierten Proteine wurden nach der
Immunodetektion und dem Nachweis mittels Chemilumineszenz zur Kontrolle mit
India Ink gefarbt. Die Detektionsgrenze der India Ink-Farbung liegt bei 5 ng (LEK et al.
1995). Dazu wurden die Blots erst 10 Minuten in TBS gewaschen und anschliefRend
mindestens 2 Stunden bis zur zufriedenstellenden Farbung in India Ink-Losung

inkubiert. Die Entfarbung erfolgte mit Aqua bidest..

India Ink-Farbelosung:

Pelikan Fount India 17 2 yl/mi
Methanol 40 %
Essigsaure 10 %

in Aqua bidest.
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3.8 Immunfluoreszenzmikroskopie

Die Immunfluoreszenzmikroskopie erlaubt den indirekten Nachweis eines jeweils
eingesetzten monoklonalen oder polyklonalen Antikdrpers mittels eines Farbstoff-
gekoppelten anti-Spezies Antikorpers, z.B. anti-rabbit-FITC (VANDESANDE 1983).

Kleine Geodia cydonium-Stickchen wurden fur 1 Stunde in 6 %ige HF-Lésung
eingelegt und in Seewasser gespult. Nach 3 Stunden in 2 % Paraformaldehyd/1 %

NaBH, wurden die Geodia cydonium-Wurfel in Phosphat-gepufferter Kochsalzlosung

(PBS) gewaschen und verblieben ca. 12 Stunden in PBS mit 6,8 % Saccharose.
Anschliefend wurden die Proben 1 Stunde in Aceton entwassert und mit 100 ml
Technovit 100/ 0,6 g Harter (HAEREUS-KULZER, Wehrheim) ca. 12 Stunden
geschwenkt. Im letzten Hartungsschritt wurden die Proben 5 Minuten in 15 mi
Infiltrationslosung (+ 0,5 g Harter Il) bewegt, bis zum folgenden Tag auf Eis gehartet
und per Mikrotom 0,2 um dinne Schnittpraparate hergestelit.

Die Objekttrager mit den Geodia-Schnitten wurden durch Eintauchen in 1 %ige
3-Aminopropyltriethoxy-Silanlésung (in Aceton) und anschlielendes Waschen mit
Aceton und Aqua bidest. beschichtet. AnschlieRend wurden sie 30 Minuten in PBS
gelegt und danach mit primarer Antikorperlosung bedeckt. Einer 4stundigen
Inkubation folgte ein ca. 12 stindiger Waschschritt in PBS (4 °C). Anschliefend
wurde fur weitere 4 Stunden 1:100 (in 0,5 % BSA) verdunnter Sekundarantikorper
(anti-Rabbit-FITC, DIANOVA, Hamburg) aufgetragen. Ein nochmaliger Waschschritt
mit PBS (3 Stunden bei Raumtemperatur) entfernte Uberschissige Antikorper.
Schliellich wurden die Objekttrager zur Kernfarbung 10 Minuten in DAPI
(4,6-Diamidino-2-Phenylindol, SIGMA, Deisenhofen) eingelegt, wiederum in PBS
gewaschen und mit Anti-Fading (MOLECULAR PROBES, Leiden, Niederlande)

eingedeckelt.

PBS:
NaCl 137 mM
KCI 2,7 mM

KH,PO, 1,8 mM
Na,HPO, 9,6 mM
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3.9 Messung der intrazellularen Calciumionen-Konzentration

Grundlage der Bestimmung intrazellularer Calciumionen-Konzentrationen ist die
Fahigkeit mancher polyzyklischer Chelatbildner, ihre Fluoreszenzeigenschaften nach
Bindung von freien Ca* zu andern.

Fir die Bestimmung des intrazellularen Calciumgehaltes diente Fura-2 als
Fluoreszenzindikator. Da die Aufnahme des negativ geladenen calciumsenstitiven
Indikators in die Zelle, z.B. mittels Mikroinjektion, nur mit Hilfe spezieller
Vorrichtungen moglich und auf’erdem zellschadigend ist, wurde er in Form des
Acetoxymethylesters (AM) eingesetzt. Die funf Carboxylgruppen von Fura-2 werden
durch die Acetoxymethylgruppen maskiert und die ungeladene, hydrophobe
Acetoxymethylesterform kann die Zellmembran passieren. Durch intrazellulare
Esterasen werden die Estergruppen abgespalten, wobei im Folgenden die
calciumsensitive  Polycarboxylatform des Fura-2-Molekuls entsteht. Diese
Polycarboxylatform wird wegen ihrer negativ geladenen Gruppen durch die
Zellmembran zurickgehalten (KAo et al. 1994). Die nun in hoheren Konzentrationen
in der Zelle akkumulierten calciumsensitiven Formen des Fura-2 binden die Ca*-
lonen Uber die indikatoreigenen Carboxylgruppen komplex.

Fura-2 gehort zu den radiometrischen Indikatoren, da die Peaks der Spektren von
Ca?*-freien (380 nm) und Ca®*-bindenden (340 nm) Fura-2 veschoben sind. Dadurch
wird der Effekt verschiedener Artefakte minimiert und die Berechnung des
Quotienten moglich (KAo et al. 1994). Die Schwammzellen wurden mit einem
Jinverted-stage“ Olympus IX70 Mikroskop mit einem apochromatisch reflektiertem
Lichtfluoreszenz-Objektiv (UApo/340) betrachtet.

Die Anregung erfolgte mit Licht der Wellenlangen 340 nm und 380 nm (ND25 Filter)
durch eine Quecksilberquelle (OSP-EXA). Das emittierte Licht der Wellenlange 510
nm passierte eine bildintensivierende CCD-Kamera (C2400-87, HAMAMATSU,
Herrsching). Die Bilder wurden als 256 x 256 Pixel mit 8-bit ,arrays“ durch ein
computergesteuerten  Bildbearbeitungsprogramm  (Hamamatsu, Argus  50)
digitalisiert. Das Verhaltnis aufeinanderfolgender 340/380 nm
,/Anregungsbilderpaaren“ wurde mit einer Standardkurve fiir freies Ca*" verglichen
(GRYNKIEWICZ et al. 1985).

Kalibrierungen wurden mit dem ,Fura-2 Calcium Imaging Calibration Kit“ nach den

Anweisungen des Herstellers (Molecular Probes, Leiden, Niederlande) durchgefluhrt.
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3.9.1 Beschichtung der Kulturgefale mit Poly-L-Lysin

Um die Haftung von Zellen auf dem Boden von Kulturschalen zu ermdglichen, ist es
notwendig, die Kulturgefalle mit geeigneten Substanzen zu beschichten. Die
Inkubation der in Einzelkammern unterteilten Kulturgefae (Lab-Tek®) mit 100 ug/ml
Poly-L-Lysin (MW<300000) in phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) erfolgte fur ca.
12 Stunden bei Raumtemperatur. Danach wurden die zweimal mit CMFSW (Ca2+-

und Mg?*-freies Seewasser) gewaschen.
3.9.2 Isolierung von Schwammzellen

Ein etwa 1 cm® groRes Stliick Geodia cydonium wurde mit einem Skalpell klein
geschnitten und zur Unterstitzung der Zelldissoziation 1 Stunde bei Raumtemperatur
in 40 ml CMFSW + 2,5 mM EDTA auf einer Rollapparatur inkubiert. Danach erfolgte
die weitere Homogenisierung durch Auf- und Abpipettieren. Nach Filtration durch
eine Nylon-Filtergaze (Maschenweite 0,5 um) wurde die Einzelzellsuspension bei
600 x g fir 10 Minuten zentrifugiert, der Uberstand entfernt und das Pellet zweimal
mit je 30 ml CMFSW gewaschen. Anschlielend wurde das Pellet in 2 ml CMFSW

aufgenommen.
3.9.3 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Schwammzellzahl wurde in einer Zahlkammer nach Neubauer
vorgenommen. Die in CMFSW resuspendierten Zellen wurden nach Bestimmung der
Zellzahl in einer Dichte von 3,3 x 10° Zellen pro cm? in den mit Poly-L- vorbereiteten
Kulturkammern ausgesat, mit CMFSW Uberschichtet und ca. 12 Stunden bei 17 °C
kultiviert.

3.9.4 Beladung der Zellen mit Fura-2/AM

Nach Entfernung des CMFSW-Uberstandes wurden die Zellen mit 12 uM Fura-2/AM
+ 1 % BSA beladen und fur 2 Stunden im Brutschrank bei 17 °C (Fura-2/AM-
Aufnahme) inkubiert. Die optimale Fura-2-Konzentration sowie die Beladungsdauer

wurden vorher empirisch ermittelt. Nach Zugabe des Fluoreszenzfarbstoffes mufdten
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alle nachfolgenden Inkubationsschritte im Dunkeln durchgeflihrt werden. Vor einem
weiteren Inkubationsschrrtt Uber 1 Stunde bei 17 °C (Fura-2/AM-Aktivierung) im

Brutschrank wurden die Einzelkammern mit je 2 ml CMFSW gewaschen.

3.9.5 Messung der intrazellularen Calciumionen-Konzentration

Nach zweimaligem Waschen der beschichteten Zellkammern mit Locke’s-Losung fur
Schwamme wurde die Schwammzellsuspension in 900 pl Locke’s-Losung inkubiert.
Die Basislinie wurde Uber 5 Minuten aufgenommen. Anschlielend erfolgte die
Zugabe der Probelosung. Im ersten Versuch war dies 10 pl Calciumchlorid/ ml
Inkubationslosung (Endkonzentration 10 mM). Nach weiteren 5 Minuten erfoglte
dann die Zugabe von 5 pl anti-TKIg-Antikorper. Im zweiten Versuch wurden die
Inkubationsldsungen in der umgekehrten Reihenfolge zugegeben. Die Anderung der
intrazellularen Calciumionen-Konzentration wurde jeweils Uber 20 Minuten verfolgt.
Der anti-TKlg-Antikorper wurde vor Gebrauch 24 Stunden gegen PBS — mit

dreimaligen Pufferwechsel —bei 4°C dialysiert.

CMFSW mit EDTA: Locke’s-Losung:
NaCl 460 mM NaCl 500 mM
Na,SO, 7 mM KCI 5,6 mM
KCI 10 mM NaHCO, 3,6 mM
Hepes 10 mM Glucose 5,6 mM
Penicillin 4 mil/l Hepes 10 mM
Streptomycin 4 ml/| pH 8,0
EDTA 2,5mM

pH 8,5

Fura-2/AM 2 mM in DMSO
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IV ERGEBNISSE

1 Herstellung des Expressionskonstruktes

Um polyklonale Antikorper gegen die Immunglobulin-Domane herstellen zu konnen,
wurde ein rekombinantes Proteinfragment aus der Rezeptortyrosinkinase (RTK),
welches aus diesen Doméanen besteht, durch das pQE-Expressionsystem
hergestellt.
FUr die Expression wurde mit den zwei spezifischen Primern GClg.F und GCIlg.R
mittels PCR ein DNA-Fragment (715 bp) aus der cDNA-Bank von Geodia cydonium
(siehe 111.B.1.3), das die beiden Immunglobulin-dhnlichen Domanen der RTK
einschliel3t, amplifiziert. Die verwendeten Primer besallen Restriktionsadapter
(Hindlll bzw. BamHI) und erlaubten deshalb die effiziente Ligation in den ebenfalls
mit Hindlll und BamHI geschnittenen Expressionsvektor pQE32. Zur Kontrolle
wurde das Plasmid mit den pQE-spezifischen Vektorprimern (pQE.F/pQE.R)
sequenziert. Das korrekt amplifizierte und in pQE32 ligierte Fragment konnte durch
E.coli zur Expression gebracht werden. Uber den N-terminalen Histidin-Tag wurde
das Proteinfragment anschlieend affnitdtschromatographisch gereinigt.
Abbildung 5 zeigt das Ergebnis der affinitatschromatographischen, denaturierenden
Reinigung des ca. 30 kDa grof3en TKIlg-Proteinfragment (einschlieRlich His-Tag) als
SDS-Gel.

200 kDa
— 116 kDa

97 kDa

66 kDa

- 45 kDa

S 31 kDa

—  21,5kDa

Abbildung 5: 12% SDS-Gel. Aufreinigung des in E. coli exprimierten TKlg-Proteinfragmentes.
Rechts ist der Proteinstandard, links das gereinigte Proteinfragment aufgetragen.
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2 Charakterisierung des anti-TKlg-Antikorper

Der in unserem Institut hergestellte polyklonale Antikdrper gegen das rekombinante
TKlg-Fragment wurde durch Western Blot-Versuche auf seine Spezifitat getestet.
Auf das SDS-Gel wurde ein Proteintotalextrakt von Geodia cydonium (siehe Ill.
B.3.3) direkt nach 5 minlttigem Erhitzen bei 95 °C aufgetragen. In Abbildung 6 ist zu
erkennen, dal} der Antikorper besonders stark mit Proteinen zwischen 120 kDa und
100 kDa reagiert. In diesem Bereich liegt das theoretische Molekulargewicht der
RTK (116 kDa), gegen dessen Immunglobulin-ahnlichen Domanen der Antikorper
gerichtet ist. Zusatzlich wird noch ein Protein mit einem Molekulargewicht von ca.
35 kDa erkannt.

200 kDa —

116 kDa
97 kDa

66 kDa -

45 kDa -

31 kDa —

Abbildung 6: Western Blot mit anti-TKIg-Antikérper auf Totalextrakt von Geodia cydonium. Die
entsprechenden Grofen der Proteine aus dem Standard sind links aufgetragen.
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3 Screening nach Molekiilen mit Inmunglobulin-

ahnlichen Domanen

Nach Herstellung des rekombinanten TKIg-Proteinfragmentes und polyklonaler
Antikorper gegen dieses Fusionsprotein, wurde im Folgenden auf der cDONA-Ebene
nach Molekulen gesucht, die Immunglobulin-ahnliche Domanen besitzen. Hierzu
wurde aus dem Plasmid (GClg/pQE) eine Dig-markierte Sonde amplifiziert (siehe
[11.B.1.15.1). Die beiden dazu benutzten Primer GCTK2.F und GCTK2.R liegen N-
terminal bzw. C-terminal der Immunglobulin-ahnlichen Domanen und schlie3en ein

715 bp grol3es Fragment ein.

PCR Ansatz:

Aqua bidest. 34,75 pl PCR-Bedingungen:
10 x Puffer 5ul 95°C 1 Minute
PCR Oligomix 2,5 ul 35 Zyklen:

dNTPs 2,5 ul 95°C 30 Sekunden
GCTK2.F 2 Ml 56°C 30 Sekunden
GCTK2.R 2 ul 72°C 4 Minuten
GClg5/pQE 0,5 pl

Expand Polymerase 0,8 pl 72°C 20 Minuten

Das PCR-Produkt wurde aufgereinigt, mit 50 pl A.bidest eluiert und auf einem
Agarosegel uUberpruft. Mit dieser Sonde wurde ein niedrig stringentes
Homologiescreening der Geodia cydonium cDNA-Bank durchgefuhrt. Die nach drei
Screeningrunden positiven Klone wurden durch in vivo Excission (siehe
[11.B.1.15.10) aus dem Phagenvektor isoliert und mit den pBK-CMV spezifischen
Sequenzierprimern T3 und T7 ansequenziert.

Von diesen positiven Klonen hatten nach Computeranalyse vierzehn Klone
Immunglobulin-ahnliche Domanen. Nach weiteren Analysen stellten sich sieben
Klone als identisch untereinander und mit der Rezeptortyrosinkinase von Geodia
cydonium heraus. Weitere sechs Klone bildeten eine Gruppe mit der gleichen

Sequenz und zwei positive Klone bildeten eine zweite Gruppe — beiden Gruppen
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waren im 5‘-Bereich deutlich kirzer als die RTK cDNA. Diese acht Klone der beiden

neuen Gruppen wurden in pGEM®-T subkloniert und vollstandig durchsequenziert.

4 Sequenzen der isolierten cDNAs aus Geodia cydonium

Durch das Homologiescreening wurden zwei neue cDNA-Klone isoliert. Wie auch
die RTK-cDNA codieren beide flr zwei extrazellulare Immunglobulin-dhnliche
Domanen. Sie codieren aber nicht, im Gegensatz zur RTK, fur eine intrazellulare
Tyrosinkinase-Domane. Die abgeleiteten Aminosauresequenzen wurden GCSAM,
fur Geodia cydonium Schwamm-Adhasionsmolekll (sponge adhesion molecule),
genannt.

GCSAML: Die cDNA, die fur die langere Form der GCSAM codiert, GCSAML, ist
1974 bp lang und hat einen offenen Leserahmen von Nukleotid 1 bis zum
Stopcodon TGA (Nukleotide 1808-1810). Das mdgliche Startcodon fur Methionin ist
an Postion 83-85 und weicht mit einem Guanin an Position -3 und einem Threonin
an Position +4 von der bei eukaryotischen mRNAs charakteristischen Kozak-
Sequenz (Kozak 1991; -3:A,+4:G) ab. Ein trunkiertes Polyadenylierungssignal
AATAA (ZARKOWER et al. 1986) ist vorhanden (Nukleotide 1887-1891).

Die abgeleitete Aminosauresequenz GCSAML besteht, ausgehend vom Start-
Methionin, aus 576 Aminosauren. Das theoretische Molekulargewicht von GCSAML
betragt 64,3 kDa und der isoelektrische Punkt liegt bei 4,60. Aulerdem besitzt
GCSAML acht N-Glykosylierungsstellen.

Folgende Signaturen befinden sich in der abgeleiteten Aminosauresequenz:

1) ein mogliches Signalpeptid: Hydrophobe Aminosauren AS 6-9

2) eine Prolin/Serin/Threonin-reiche Region: AS 211-239

3) zwei Immunglobulin-ahnliche Domanen: AS 240-344 und AS 345-456

4) eine Transmembranregion: AS 457-487

5) ein ITIM (immunoreceptor tyrosin based inhibitory motif)-Motiv: AS 533-538
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Sequenz des langen SAM, GCSAML.:

'

14
121

54
241

94
361

134
481

174
601

214
721

254

841

294

961

334

1081

374
1201

414
1321

454
1441

494
1561

534
1681

574
1801
1981

T G A I V L V G F L T
CAAGGGACTGGAGCTGCGTCGCAGCCTGCACGCCGTGCACGTACGTGCATTCAGTGGATCTTCGGGCACGACGACGCGGAAATGTTTACTGGGGCCATAGTTCTTGTGGGCTTTCTTACA

V HL S S Q Q D CcCQ RV S s AV FUREUDSSTT SsS?PTTTYNSZGTIEU?PNTFU?PUZPOCTYV
GTACATCTTAGTTCACAGCA( TTCTTCAGCTTTTCGAGAAGATTCATCAACAACATCTCCAACAACATACAATGGTATT 'CAAACTTTCCACCCTGTACTGTG

N P ARTULTFECGAGEGVLSDGDTIGE?PTUDSV DV S DUPDQV TR RFFV
AACCCTGCTAGAACCTTATTTGAGTGTGGAGCAGGAGAAGGAGTGTTGAGTGATGGAGACATTGGACCTACAGACTCAGTGGATGTCAGTGATCCAGACCAGGTCACCAGGTTCTTTGTC

W HRDNGSV GGLFF S A SDV SRV S Y IDVYFULSTILUPSAI KTIGT?PTZPET
TGGCATCGAGACAATGGCTC TCTTCTTCTCTGCC 'GTCTCCAGAGTCTCCTACATTGAT TTCTTGAGTCTTCCTTCTGCCAAAATAGGACCACCTGAGACT

T vIiTTDTINU PU®RVYVEA ATV VTU?PENTCZPSV FT ST S NTIULTIRDNMMMTFTTI S P N
ACTGTTATTACTACTGATATCAATCCAAGAGTTGAGGCTACTGTCACCCCTGAGAACTGTTCTTTCACTTCCACTAGTAATACACTGACCAGGAACATGTTTACAATATCACCTAATCCT

kR R KR KR KRR R KR KRR R KRR AR AR AR AR AR AR A
D N LI I TVFDNVFDNOQSsSTTUDWMMT FTI S ETITLTLTCETGDU®PU?PS S sSs I s CcCD s P TT
GATAATTTGATCATCACATTCAATTTCAATCAGAGCACTACAGACTGGATGTTTATCAGTGAGATACTAC A 'CCTCCATCTTCCATCTCCTGTGACTCTCCTACCACT

D pTT®PTTT®P®P P S P TU?P?P S LTILS S PP PTGULU?PV S P DILS Q P H S V
GACCCCACAACACCAACCACCACCCCTCCTCCCTCTCCCACCCCTCCCTCCCTCACTCTCTCCTCTCCCCCACCCACTGGACTACCAGTGAGCCCTGACCTGAGCCAGCCACACTCTGTC

Kokk ok Rk Kk kKKK Kk kKKK KRk *D/S/T-reiche Region*****xkkkkkxkkkkkkhhhkkkhhhe 3

............................................ Immunglobulin-&hnliche DOMANE L......iuenieenenenennenenenannanenannannnnnns
T L T ¢C S A A S P P ARGY QY QW QW R RNU GTT LULSNTHTI®RTFSTITUPS T
ACTCTCACTTGCTCTGCCGCCAGTCCTCCTGCCCGTGGCTACCAATACCAGTGGCAGTGGAGGAGGAATGGGACACTACTGAGCAACACACACACTAGATTCTCTATCACACCTTCCACC

AACACTCAGTCCAGTAGTCTAGTCATATCTGGTCTCA "TCTGATGC: 'TACATGT CA 'GTCCTGATGGAGTGGACTGCAGTGGAACCACTCCA

GTCACTGGAAACATACATCTTGACCTCCCATTGATAGTGGAGGTGGATTCCTCTGGGC AGGAAGTGA! 'TGTTCTGACATGTGAGGTGTATGGCTATCCTCGA

333 : :Immunglobulin-ahnliche Doméne 2:: s33
D s S P PMWS S P GRNILESGRTFNVYVITZ®PURYTS GTTU LSNGS SV S S S D K
GACTCCTCCCCTCCCATGTGGAGCTCTCCTGGGAGAAACCTGGAGTCTGGCAGATTCAACATTACTCCCAGATACACTGGCACACTGAGCAATGGCAGTGTGTCCTCCTCTGACAAGGTG

S113I1IIIIIIIIIIIIIIiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiés
A L 8 QL T I F NV TV ADETGET¢YTT CSVAGESA AST FRUYV DI GG GSNS s G
GCCTTGTCTCAACTCACCATATTCAACGTCACTGTGGCTGATGAAGGAGAGTACACATGTTCAGTGGCTGGGGAATCTGCTTCCTTCCGTGTT 'GGCTCCAACTCAAGTGGC

3Rk Rk kKK kKK kK kK kKK Kk X T AN SIMEMbD I ANT L OMU* % %k ks kk ok ok k ko kK kKA KKk KAk
S NS RV IAGVLITZLULSILTIVILTITITIILTIVTITFWVYVW®RYURTRGZ KL D
AGTAACAGCAGAGTGATTGCTGGAGTTCTGATAACTCTTTTATCACTCATAGTCCTCATCATAATTCTCATAGTCATCTTCTGGGTGGTGTGGCGCTACCGCACAAGAGGGAAGTTGGAC

M G ¢C CRELSCGSCSsSCV?PLILTA ATLIZEKTG G KU RG GTI K SHGEGZPGNU QTEV

AT T GGGAGCTCTCCTGTGGCTCATGTTCATGTGTGCCTCTCCTTACTGCTCTGAAAGGCA ACAAAGAGCC, AGGTCCTGGGAACCAGACTGAGGTG
ITIM

vy EEVD G G Q P L T S T QD V I S L K RDNJEA AYSGI KTIGGTGQSTTS G P N T

GTC' 'AGCCACTCACTAGTACACAA CTCTCTGAAGAGGAATGAGGCTTACGGGAAGATTGGCACCCAGAGTACTACTTCTGGACCCAACACT

A L

GCACTTTGACTGCAGCTTTACCTTAAACACACCATGTGAACTAGACCACATTTTGTAACTGAGGACTCTAATTGTTGTTTTTGTAAATAAGAATTTCAAATAGCCATCATTTTGTTATTG
CCATGATAGTGTTTGT CACAACAAGAA. 'TGCCAGCTAAAA

Abbildung 7: cDNA-Sequenz und abgeleitete Aminosauresequenz von GCSAML. Die Signaturen

sind oberhalb der Aminosduresequenz eingezeichnet.

Die konservierten Aminosauren der

Immunglobulin (Ig)-dhnlichen Doméanen sind blau (Ig-ahnl. Doméane 1) bzw. grun (Ig-dhnl. Doméane
2) dargestellt.

GCSAMS: Die cDNA der kurzen Form von GCSAM, GCSAMS, ist 1365 bp lang.

Der durchgehende Leserahmen beginnt an den Nukleotidpositionen 77-79. Es kann

kein mogliches Start-Methionin abgeleitet werden. Das Stopcodon TGA ist an den

Nukleotiden 1017-1019 vorhanden. In dieser Sequenz befindet sich die typische

Polyadenylierungssignalstelle AATAAA an den Nukleotidpositionen 1265-1270. Die

abgeleitete Aminosauresequenz umfal3t 313 Aminosauren (Abbildung 8) und hat

ein theoretisches Molekulargewicht von 33,9 kDa und einen isoelektrischen Punkt

von 7,78. GCSAMS besitzt weiterhin sechs N-Glykosylierungsstellen.
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GCSAMS hat zwei Immunglobulin-ahnliche Domanen-Signaturen: AS 3-107 und

108-221. Die Transmembranregion erstreckt sich Uber die Aminosauren 222-249.

Sequenz des kurzen SAM, GCSAMS:

..
1 T P T G L P V 8§ P DL S Q P
1 ACAGACACAGTT ATAATGCAGAGAA TATGGATTT GGCACTTT AACACCCACTGGACTACC; 'CCTGACCTGAGCCAGCCA

...................................... Immunglobulin-&hnliche DOMANE L. ... ..uuueenneennneenneennanannneeneesnneannnnnnas
14 H s VvV T L T C S A A S P P ARG Y Q Y Q WQW®RURNSGTTULTZLSNTHTRTF S IT
121 CACTCTGTCACTCTCACTTGCTCTGCCGCCAGTCCTCCTGCCCGTGGCTACCAATACCAGTGGCAGTGGAGGAGGAATGGGACACTACTGAGCAACACACACACTAGATTCTCTATCACA

54 P S T N T H S S S L vV I s G L R Y S DA AGDZYMOCTVETYGA AT CPUDTGV VDO CNG
241 CCCTCCACCAACACTCATTCCAGTAGTCTAGTCATATCTGGTCTCAGGTATTCTGATGCAGGAGACTACATGTGTACAGTGGAGTATGGAGCATGTCCTGATGGAGTGGACTGCAATGGA

.................................... D R T PN
94 T T P V T G T I H L EL P L I V EV D S S GG L VYV RESGSEUVIVLTTCEUVY G
361 ACCACTCCAGTCACTGGAACCATACATCTTGAACTGCCATTGATAGTGGAGGT! 'TCCTCTGGGC' AGGAAGTGAGGTGATTGTTCTGACATGTGAGGTGTACGGC

134 Y P R D S 8 P P M W S S P G RNILES GRVFNTITU®PHURYTS GGTT LSNUGS SV S s s
481 TATCCTCGAGACTCCTCCCCTCCCATGTGGAGCTCTCCTGGGAGAAACCTGGAGTCTGGTAGATTCAACATTACTCCCAGATACACTGGCACACTGAGCAATGGCAGTGTGTCCTCCTCT

...................................... Immunglobulin-&hnliche DOMANE 2 ... .utinneenneenneeenneesnasananseenneeanseanenanas
174 D K V A L 8§ Q L T I F N V T V A D E G E Y T C S vV D GG E S A S F R YV DL G D S N
601 GATAAAGTGGCCCTCTCTCAACTCACCATATTCAACGTCACTGTGGCTGATGAAGGAGAGTACACATGTTC: ATCTGCTTCCTTCCGTGTTGATCTAGGTGACTCCAAC

...... « bl Tri -Region «—
214 s S ¢ S NS G VI AGVLITTZLILTZLZLTIATLTITITITZLTITFVF WV VWRYRIRTR G
721 TCAAGTGGCAGTAACAGCGGAGTGATTGCTGGAGTTTTAATAACTCTTCTATTACTCATAGCCCTCATCATAATTCTCATATTCGTCTTCTGGGTGGTGT 'GCTACCGCAGAAGAGGG

254 K F D L G S C R EL S CG S CsSCV?PLULAATLIZIKSGV YV KTULUTPTU RUHRIENDNTILNDNIKN
841 AAGTTTGACTT TTGCAGGGAGCTCTCCTGTGGCTCATGTTCATGTGTGCCTCTCCTTGCTGCACTGAAAGGTGTCAAACTCCCAACAAGACACCGAGAAAACTTGAACAAGAAC

2949 ¢ T R L R L N ERNVF C Q T H V R R G
961 GGAACAAGACTGAGACTGAACGAGAGGAATTTCTGCCAGACACATGTACGAAGAGGTTGACATCAAGCGGAGCCCGAGACCACGAAGACATCACGACTATGAAGAAATACAGCCTGTTCT

1081 TAACTACATGGACATTAGTAAACTTGACTTTAGCAGCAAGACTCCAGGGCCGAAGGCTAGGGCGAAA TCTTGTAA TGAGATGGATT AACATAAAGTTCATGTCTA
1201 GCAATAGAA ATTTCTTTGTTATTCACTCTGTGTTTTT ACCACAAATAAATTT C TTTGTATTGCGTTTTGTCATCGTCTGTCGTGGTTGCCAC
1321 GGTTACTATAAA TGGGGAT 'GTTGTTAATTTGGTAAA

Abbildung 8: cDNA-Sequenz und abgeleitete Aminosduresequenz von GCSAMS. Die Signaturen
sind oberhalb der Aminosauresequenz eingezeichnet. Konservierte Aminosauren der Immunglobulin
(Ig) -ahnlichen Doméanen sind blau (Ig-ahnl. Doméane 1) bzw. griin (Ig-ahnl. Domane 2) dargestellt.

5 Northern Blot-Analysen

Um die Gesamtlange der mRNAs beider GCSAMs zu bestimmen, wurden Northern
Blot-Analysen durchgefuhrt (111.B.2.4). Fur GCSAML wurde mit den beiden Primern
ITIM.F und JM.R1 eine 370 bp lange spezifische Dig-markierte Sonde hergestellt,
die im fur die intrazellulare Region codierenden Bereich der cDNA liegt. Fir
GCSAMS wurde ebenfalls eine spezifische Sonde (371bp) im intrazellularen
Bereich mittels der Primer SAMS.F und JM.R2 hergestellt. Auf dem RNA-Gel des
Northern Blots wurde je 5 ug Total-RNA aufgetrennt.



Ergebnisse 67

Mit der spezifischen Sonde fur GCSAML ergab sich eine 2,1 kB grof3e Bande und
mit der fir GCSAMS spezifischen Sonde eine 1,4 kB grof3e Bande (Abbildung 9).
Die so ermittelten mRNA-Langen der beiden GCSAMs stimmten jeweils mit der
cDNA-Lange aus der Sequenzanalyse Uberein. Die cDNA-Sequenzen sind also

vollstandig.

SAML MII  Mill SAMS

2 |

28y -

s '- « 14KB

Abbildung 9: Northern Blot-Analyse mit SAML- und SAMS-Sonde. MIl = Dig-markierter RNA Marker
Il (Banden von oben nach unten 5,3 kB, 2,8 kB, 1,9 kB, 1,6 kB). MIll = Dig-markierter RNA Marker
IIl (Banden von oben nach unten 1,6 kB, 1,0 kB, 0,6 kB, 0,4 kB, 0,3 kB).

6 Phylogenetische Analyse der Sequenzen

6.1 Vergleich der SAM-Sequenzen mit der RTK-Sequenz

Beide SAM-Sequenzen wurden durch ein Homologiescreening mit einer aus der
RTK-Sequenz entstandenen Immunglobulin-ahnlichen Sonde gefunden. Deshalb
erfolgte ein Vergleich der beiden SAM-Sequenzen mit der cDNA-Sequenz der RTK
(GCRTKc).
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Auf Nukleotidebene wurden 13 Substitutionen zwischen GCSAML und GCRTKc
(zwei Substitutionen fur GCSAMS-GCRTKc) innerhalb der Immunglobulin-dhnlichen
Doméane 1 aufgezeichnet (Abbildung 10). Diese Substitutionen fuhrten zu 6
Aminosaureaustauschen (2 Austauschen). Innerhalb der Immunglobulin-ahnlichen
Doméane 2 sind 12 Nukleotidsubstitutionen zwischen GCSAML und GCRTKc
(4 GCSAMS- GCRTKCc) vorhanden, die in 6 (2) Aminosaureaustauschen resultieren
(Abbildung 11).

A. Immunglobulin-ahnliche Doméane 1

GCSAML_IG1 : CCACACTCTGTCACTCTCACTTGCTCTGCCGCCAGTCCTCCTGCCCGTGGCTACCAATACCAGTGGCAGT
GOSBMS TGL © ot ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
eTa) 310 ¢ T e
eTa) iy T e AC. ettt

GCSAML_IG1l : GGAGGAGGAATGGGACACTACTGAGCAACACACACACTAGATTCTCTATCACACCTTCCACCAACACTCA

GCSAMS TGl & ottt ittt ittt e e Covnnnii i
GCORTKC TGl i ottt ettt ettt ettt e Covnnni i
GCRTKg_IGL : ........ G e Covnnni i

GCSAML_IG1l : GTCCAGTAGTCTAGTCATATCTGGTCTCAGATATTCTGATGCAGGAGACTACATGTGTACAGTG

GCSAMS IGL : T.. .ot i i L
GCRTKC_IGL : T..i ittt ieee s L
L X N

B. Immunglobulin-ahnliche Domaéane 2

GCSAML_IG2 : AGTGAGGTGGTTGTTCTGACATGTGAGGTGTATGGCTATCCTCGAGACTCCTCCCCTCCCATGTGGAGCT

GCSAMS IG2 : ......... AL e L
GCRTKc_IG2 : ......... A e L
GCRTKg_IG2 : ......... B e e e e e e e

GCSAML_IG2 : CTCCTGGGAGAAACCTGGAGTCTGGCAGATTCAACATTACTCCCAGATACACTGGCACACTGAGCAATGG

GCSBMS TG2 & ooeeetieeeee e, T e e e e e e e
GCRTKC TG2 & eveeeeeaaeee s T e e e e e e e e
GORTKG TG2 © tveettueee e e et eee e e T GAR. ..ttt

GCSAML_IG2 : CAGTGTGTCCTCCTCTGACAAGGTGGCCTTGTCTCAACTCACCATATTCAACGTCACTGTGGCTGATGAA

GCSAMS IG2 : ........i.iiiinnnn. T..A...... O
GCRTKc_IG2 : .................. T..A...... G Ao e
GCRTKg_IG2 : .................. A......... G T....... Coviniia

GCSAML_IG2 : GGAGAGTACACATGTTCAGTG
GCSAMS TG2 & ooeeevieeeeeeennnns
GCRTKC IG2 & ..., AG.........
GCRTKG IG2 & tveeevanaeeennnnns

Abbildung 10: Vergleich der Nukleotidsequenzen der Immunglobulin-dhnlichen Domanen zwischen
den beiden SAM-Genen und der cDNA (GCRTKc) als auch der genomischen Sequenz der
Rezeptortyrosinkinase (GCRTKg). A. Bereich der Immunglobulin-ahnlichen Doméane 1, B. Bereich
der Immunglobulin-dhnlichen Doméane 2.
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Es zeigt sich, da die drei Sequenzen im Bereich der Immunglobulin-ahnlichen
Domaéanen eine hohe Homologie aufweisen. GCSAML hat ungefahr 95 % ldentitat
zur Sequenz der RTK, GCSAMS dagegen 100% in der Immunglobulin-ahnlichen
Domane 1. In der zweiten Immunglobulin-ahnlichen Doméane weist GCSAML fast
95 % ldentitat auf, GCSAMS circa 97 %. Im 5‘“-Bereich zeigen sich Ahnlichkeiten
bei GCSAML und GCRTKc. Im 3'-Bereich unterscheiden sich diese beiden
Sequenzen aber nach der Transmembran-Region deutlich voneinander. GCSAMS
dagegen hat eine sehr hohe Homologie zu GCRTKc, es kommt nur zu wenigen
Aminosaureaustauschen, allerdings ist GCSAMS im 5'-Bereich fast 156

Aminosauren kirzer als GCRTKc.

GCSAML : QGTGAASQPARRARTCIQWIFGHDDAEMFTGAIVLVGFLTVHLSSQQDCQRVSSAFREDSSTTSPTTYNGIEPNFPPCTV
GCSAMS : === mm e m e e e e e e oo
GCRTKC : === === mm e e e e e e e e e e e e e e e e oo

GCSAML : NPARTLFECGAGEGVLSDGDEGPTDSVDFEDPDONTRFFEIlIHRDNGSVGLFFSASDVSRVE VDN « i BB
GCSAMS 1 === = o oo m oo o o —m o ——————o— -

GCRTKC : ----------------- MSVEIQTRSPGSEBGIETHA - - -BlDST------ LLPVMSPESP[l - EDNEEESEESE i OBEEl
GC2RMD . TVITTD: NP RVEATVTPENCSFTSTSNTLTRNMFTISPNFONLIITFNFNQSTTDWMFISEILLCEGLPPSSISCDSPT

GCSAMS : == === === === === = = m == = m = mm m = m m — m = —m—mm = m—m——m = — = —— === ===~

GerTKe NN i 1 O A - B - NG -1 - DS O - B - SSOnEEn

GCSAMS : ----------——-----———----—- TGLPVSPDLSQPHSVTLTCSAASPPARGYQYQWQWRRNGTLLSNTHTRFSIT

GCSAML : [[BETT- - BEEE-rESEEEE-E TGLPVSPDLSQPHSVTLTCSAASPPARGYQYQWQWRRNGTLLSNTHTRFSIT
GCRTKe : [N - - ORISR S ESRRE -

RTGLPVSPDLSQPHSVTLTCSAASPPARGYQYQWQWRRNGTLLSNTHTRFSIT

GCSAML : PSTNTQSSSLVISGLRYSDAGDYMCTVEYGVCPDGVDCSGTTPVIGNIHLDLPLIVEVDSSGLVAREGSEVVVLTCEVYG
GCSAMS : PSTNTHSSSLVISGLRYSDAGDYMCTVEYGACPDGVDCNGTTPVIGEIHLELPLIVEVDSSGLVMREGSEVIVLTCEVYG
GCRTKc : PSTNTHSSSLVISGLRYSDAGDYMCTVEYGACPDGVDCNGTTPVIGEIHLELPLIVEVDSSGLVMREGSEVIVLTCEVYG

GCSAML : YPRDSSPPMWSSPGRNLESGRFNITPRYTGTLSNGSVSSSDKVALSQLTIFNVTVADEGE CSVAGESASFRVDIGISN
GCSAMS : YPRDSSPPMWSSPGRNLESGRFNITPRYTGTLSNGSVSSSDKVALSQLTIFNVTVADEGEYMCSVBGESASFRVDLGDSN
GCRTKc : YPRDSSPPMWSSPGRNLESGRFNITPRYTGTLSNGSVSSSDKVALSQLTIFNITVADEGEYKCS GESASFRVDLGISN

GCSAML : SSGSNSRVIAGVLITLLSLIVLIIILIVIFWVVWRYRTRGKLDMGCCRELSClSCSCVPLLTALKGKRGTKSHGEGPGNQ
GCSAMS : SSGSNSEVIAGVLITLLELIALIIILIBVFWVVWRYRRRGKEDL: CRELSC.SCSCVPLL LK E
GCRTKc : SSGSNSEGVIAGVLITLLELIALIIILIBVFWVVWRYRRRGKEDLGSCRELSCSSCSCVPLLAALK E

GCSAML : TEVVYEEVDGGQPLESHBDVISHEKENEAYGKIGTQSTTSGPNEAL-
GCSAMS : FCQTHVRRG- - - -~ —-=--=--=-————-——-——--

GTRIRLNERN
GCRTKc : [SERLRENERNHIADENEEIYSViORPLKKISKSPPPLPPLTLEETE

Abbildung 11: Vergleich der abgeleiteten Aminosaure-Sequenzen von GCSAML, GCSAMS und
dem entsprechenden Fragment von GCRTKc (acession number X98340 bis Aminosaure 496).
Identische Aminosaurereste der drei Sequenzen sind grau unterlegt dargestellt. Aminosaurereste,
die in mindestens zwei Sequenzen (bereinstimmen sind rot unterlegt.
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6.2 Vergleich der SAM-Sequenzen mit Sequenzen aus der
Datenbank

Die Sequenzen der Immunglobulin-ahnlichen Domanen 1 und 2 der beiden Formen
der Geodia cydonium-GCSAM wurden auch mit Sequenzen aus den Datenbanken
verglichen (Abbildung 12).

Immunglobulin-ahnliche Domane 1: Die Immunglobulin-ahnliche Domane 1 beider
Sequenzen zeigt deutliche Homologie zu korrespondierenden Segmenten der RTK
des Schwammes (sowohl cDNA als auch dem Gen), Homologie zur variablen
Region der humanen Immunglobulin lambda-Kette (WELSCHOF et al. 1995), und zur
Immunglobulin lambda-Kette der Regenbogenforelle (DAGGFELDT et al. 1993). Der
Prozentsatz an identischen Aminosauren zwischen GCSAM und den Schwamm-
RTK Sequenzen betragt ungefahr 98 % und zwischen GCSAM und den anderen
Sequenzen ungefahr 36 % .

Immunglobulin-ahnliche Domane 2: Die Immunglobulin-ahnlichen Domanen 2 von
sowohl GCSAML als auch GCSAMS zeigen die hochste Homologie zu den
korrespondierenden Abschnitten der beiden Schwamm RTK-Sequenzen. Sie
weisen eine Identitat von ungefahr 95 % auf. Die nachsthéhere Ahnlichkeit wird mit
39 % zum Zelladhasionsmolekil NCAM-180 des Wassermolches (Cynops
pyrrhogaster) gefunden, gefolgt von der variablen Region der schweren Kette
humaner Immunglobuline (RIBOLDE et al. 1994) mit einer Identitat von ca. 32 %, und
den Immunglobulin-dhnlichen Domanen in der UNC-89 Sequenz von

Caenorhabditis elegans mit ungefahr 26 %iger ldentitat.
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A. Immunglobulin-dhnliche Domane 1

GCSAML_IG1l : PHSMTLTE@S PP. - QWQWR: T---Llf-------- THT] ITPSTNTQSSS LRYS TV
GCSAMS_IG1l : PHSMTLTE@S PP. - QWQWR: T---Llf-------- THT] ITPSTNTHSSS LRYS TV
GCRTKc_IG1l : PHSMTLTE@S PP%I - QWQWR: T---Llf-------- TIT ITPSTNTHSSS LRYS TV
GCRTKg IG1l : PHSNITLT@S PPAT! -QWOWRRHET - - -Lf-------- T - T} ITPSTNTQSSS LRYS TV
Ig lambda : --TMTISETRSEGNV. -MVOWYQORPESAPITMIYEDDHRPEGVPD GSIDSSSNSASHT] LRAEBE Y@ - -
Ig:trout : - -TMSLNE@KTSEDVHSGM- YOQKPEGAPQLEIYRATTLQOEGTPS| GS - -GSGSDFTHT] KVE]| Y@ - -
B. Immunoglobulin-ahnliche Domane 2

GCSAML_IG2 : Vv E YPRDSSPPMM - -SSPGRNLE- - ----- SGREFNITBPRYTGTLSNGSVSSSDKVALSQL:
GCSAMS_IG2 : VI E YPRDSSPPMW- -SSPGRNLE------- SGRFNITBRYTGTLSNGSVSSSDKVALSQL:
GCRTKc_IG2 : E YPRDSSPPMM - - SSPGRNLE - - - - - - - SGRFNITPRYTGITLSNGSVSSSDKVALSQL
GCRTKg_IG2 : YPRDSSPPMM - - SSPGRNLE - - - - - - - SGRFITTPRYTNTILSNGSVSSSEKVALSQL

Ig heavy GSFSDNDWSHMIRQPPEKRLEWIGEINHSGSTNYNBSLKSRVSISAYTSKNQFS---LR
NCAM_newt FPDPEIS--ll- -TKDGEMIE----------- DDSDKYKFEEDG----------- SE
UNC89_CE E--PKPKVSHM--LHDNVSRE------------ KNINSE ITQESITVESVEGVER
GCSAML_IG2 : ZFNVTVADEGE SV

GCSAMS IG2 : ZIFNVTVADEGE SV

GCRTKc_IG2 : ZIFNITVADEGE SV

GCRTKg_IG2 : EFNVT. SV

Ig heavy : LSSVTAADTAVMFEA-

NCAM newt : [FNIDKSBDEGDMTE- -
UNC89_CE  : ETSSELSH --

Abbildung 12: Vergleich der abgeleiteten Aminosaure-Sequenzen GCSAML und GCSAMS mit
Sequenzen aus der Datenbank. A. Bereich der Immunglobulin-dhnlichen Doméne 1. B. Bereich der
Immunglobulin-dhnlichen Doméne 2.

Fir den Vergleich herangezogene Sequenzen: GCRTKc = cDNA Sequenz RTK Geodia cydonium
(X98340, Aminosauren 1-496, PANCER et al. 1996), GCRTKg = genomische Sequenz von GCRTK
(X94128, bis Aminosaure 505 GAMULIN et al. 1997), Ig_lambda = variable Region der humanen
Immunglobulin lambda Kette (CAA85627, Aminosauren 17-91, WELSCHOF et al. 1995), Ig_Forelle =
Immunglobulin lambda Kette der Regenbogenforelle (S29575, Aminosauren 29-101, DAGGFELDT et
al. 1993), Ig_heavy h = variable Region der humanen Immunglobulin schweren Kette (3603467,
Aminosduren 15-96, RiBOLDI et al. 1994), NCAM_Molch = Zelladh&sionsmolekil NCAM 180 des
japanischen Wassermolches, Cynops pyrrhogaster (BAA24032, Aminosauren 228-284, MIZUNO et al.
1997), UNC_89 = UNC 89 Segment von C.elegans (2088675, Aminosauren 3008-3075, BENIAN et
al. 1996).

Die Farbmarkierungen zeigen den Grad der Ubereinstimmung an. ( Ig1: Rot 100 %, Hellgrau 70 %
und Dunkelgrau 80 %; l1g2: Rot 100 %, Dunkelgrau 60% und Hellgrau 50 %).



Ergebnisse 72

7 Aufklarung der Exon/Intron-Struktur zwischen den

Immunglobulin-ahnlichen Domanen

Da bekannt war, daf} sich zwischen den beiden Immunglobulin-ahnlichen Domanen
der RTK ein Intron befindet, wurden auch die beiden GCSAMs daraufhin
untersucht.

Anhand der cDNA-Sequenzen von GCSAML und GCSAMS wurde ein Primer
(IgP1.F) in der Immunglobulin-ahnlichen Domane 1 und je ein spezifischer Primer
am 5-Ende der cDNA-Sequenz konstruiert (JM.R1 fir GCSAML bzw JM.R2 fur
GCSAMS). Die PCR-Reaktion mit der genomischen Bank als Ausgangsprodukt und
den Primern fur GCSAML ergab ein PCR-Produkt mit einer Lange von 1220
Nukleotiden. Nach Sequenzierung des Produktes konnte man feststellen, dafl
GCSAML ein Intron mit einer Lange von 190 Nukleotiden zwischen den beiden
Immunglobulin-ahnlichen Domanen aufweist (Abbildung 13).

Die entsprechende PCR-Reaktion mit den Primern fir GCSAMS ergab ein Produkt
mit einer Lange von 1028 Nukleotiden, was genau der Lange der cDNA zwischen
den beiden Primern entspricht. Bei GCSAMS existiert also kein Intron zwischen den

beiden Immunglobulin-ahnlichen Domanen.

-------- IGPL.F--n-nmmm--

::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::
gen GTAGTCTAGTCATATCTGGTCTCAGATATTCTGATGCAGGAGACTACATGTGTACAGTGGAGTATGGAGCATGTCCTGATGGAGTGGACTGCAGTGGAACAACTCCAGTCACTGGAA
cDNA GTAGTCTAGTCATATCTGGTCTCAGATATTCTGATGCAGGAGACTACATGTGTACAGTGGAGTATGGAGTATGTCCTGATGGAGTGGACTGCAGTGGAACCACTCCAGTCACTGGAA

erSerLeuValIleSerGlyLeuArgTyrSerAspAlaGlyAspTyrMetCysThrValGluTyrGlyValCysProAspGlyValAspCysSerGlyThrThrProValThrGlyA

Fkkkkkkkk kR Rk ok kkk ok ok
gen ACATATATCTTGAACTGCCATGTACATGTATGCATTAGCCGTAGTTTTAGTCAATTCTTATTAGCCATGGTTGAGAGTCATAGTCGTTTCGTGCAAGTCCTTCTGTAAAGTAGTTTG
cDNA ACATACATCTTGACCTCCCAT

snIleHisLeuAspLeuProL

gen AGTTCTAAAGCCAGTGTAAATTTGCGTGCTTGTGCTAGATAGGCTTATTTAGCCTAAGCACACATGCAGAACTTTCACTGTTTTCCCCCTGTAGTGATAGTTGAGGTGGATTCCTCT
2 TGATAGTGGAGGTGGATTCCTCT

€UIlleValGluValAspSerSer

gen GGGCTGGTGGTGAGAGAAGGAAGTGAGGTGATTGTTCTGACATGTGAGGTGTATGGCTATCCTCGAGACTCCTCCCCTCCCATGTGGACCTCTCCT AGAAACCTGGAGTCTGGC
cDNA GGGCTGGTGGCGAGAGAAGGAAGTGAGGTGGTTGTTCTGACATGTGAGGTGTATGGCTATCCTCGAGACTCCTCCCCTCCCATGTGGAGCTCTCCTGGGAGAAACCTGGAGTCTGGC
GlyLeuValAlaArgGluGlySerGluValValValLeuThrCysGluValTyrGlyTyrProArgAspSerSerProProMetTrpSerSerProGlyArgAsnLeuGluSerGly

Abbildung 13: Vergleich der genomischen Sequenz (gen) mit der cDNA-Sequenz (cDNA) von
GCSAML im Bereich zwischen den beiden Immunglobulin-ahnlichen Doméanen. Das Intron ist rot
dargestellt. Die Immunglobulin-ahnlichen Domanen sind oberhalb der genomischen Sequenz
markiert: * Immunglobulin-dhnliche Doméane 1, + Immunglobulin-ahnliche Domane 2.
Nukleotidaustausche, die nicht zu einem Aminosaureaustausch fiihren, sind griin dargestellt. Solche,
die einen Aminosaureaustausch zur Folge haben, sind blau dargestellt.
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8 Genomische PCR uber das Intron zwischen den

Immunglobulin-ahnlichen Domanen

Genomische DNA aus sechs verschiedenen Geodia cydonium-Individuen wurde
(wie unter [ll.B.1.14 beschrieben) hergestellt Die Amplifikation Uber das Intron
wurde mit den beiden Primern, die die Spleillstelle flankieren (/IGINT.F und
fluoreszenzmarkierter IGINT.R), mit den dblichen PCR-Methoden und einer
Anlagerungstemperatur von 58 °C fur 30 Sekunden durchgefuhrt. Die
Amplifikationsprodukte aus den Schwammen 1-6 wurden auf einem 7 %igem
Polyacrylamid-Sequenziergel aufgetrennt und durch den Laserimager des
automatischen DNA-Sequenators visualisiert. Eine Sequenzierungsreaktion diente
als Langenvergleich fur die amplifizierten Produkte. Das Ergebnis waren je sechs
bis sieben klare Banden pro Individuum (Abbildung 14). Nur die Individuen 3 und 4
zeigten das gleiche Bandenmuster, wahrend die anderen sich deutlich
unterschieden.

Einige der durch die PCR-Reaktion erhaltene Introns wurden aus einem Agarosegel
isoliert (111.B.1.8), in pGEM®-T einkloniert und anschlieRend sequenziert. Zu diesem
Vergleich der genomischen PCR-Klone aus der PCR-Reaktion mit den Primern
IGINT.F und IGINT.R (sowohl fur RTK als auch fur GCSAML) wurde zusatzlich
noch der Klon aus der fur GCSAML spezifischen genomischen PCR mit den beiden
Primern IgP1.F und JM.R1 gestellt (Abbildung 15). Der Vergleich der
Intronsequenzen zeigt, dal® die sequenzierten Introns gleicher Lange oft

verschieden waren.
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Individuen 123456

269 bp _

235 bp

227 bp S
222 bp

213 bp —
210 bp

201 bp e

185 bp

176 bp —

162 bp

Abbildung 14: Genomische PCR-Amplifizierung lber das Intron, das die beiden Immunglobulin-
ahnlichen Domanen von GCSAML und GCRTK trennt. Ausgangsprodukt war die genomische DNA
von sechs verschiedenen Geodia cydonium-Individuen. Auftrennung auf einem 7 %igem
Polyacrylamidgel. Eine Sequenzierungsreaktion diente als Marker fur die Lénge der
Amplifikationsprodukte uns ist auf der linken Seite in bp angegeben. Aufgrund der Primer sind diese
Langen 43 bp langer als die tatsachlichen Introns.
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GCSAML_INT 58
TKIG3.1 56
TKIG3.2 :17
TKIG3.3 GGTAT. : 100
TKIG3.4 TT- -8G- TT-TA ca G T- : 38
TKIG4.1 7T - -BG - : 56
TKIG4.2 ;50
TKIG5.1 50
TKIG5.2 50
TKIG5.3 38
TKIG5.4 50
TKIG5.5 38
TKIG6.1 47
TKIG6.2 38
TKIG6.3 50
GCSAML_INT 115
TKIG3.1 113
TKIG3.2 54
TKIG3.3 200
TKIG3.4 91
TKIG4.1 113
TKIG4.2 105
TKIG5.1 104
TKIG5.2 106
TKIG5.3 91
TKIG5.4 105
TKIG5.5 91
TKIG6.1 99
TKIG6.2 91
TKIG6.3 105
GCSAML_INT : CETCJECTAGE - - - - - - -~ -~ -~ === === == === e o m o] : 153
TKIG3.1 : CTTETGCTAGA- : 151
TKIG3.2 85
TKIG3.3 300
TKIG3.4 129
TKIG4.1 151
TKIG4.2 147
TKIG5.1 142
TKIG5.2 144
TKIG5.3 129
TKIG5.4 143
TKIG5.5 129
TKIG6.1 137
TKIG6.2 129
TKIG6.3 143
GCSAML_INT : -ACATGCAGAACT- : 185
TKIG3.1 : -ACATGCAGAGTT- ;192
TKIG3.2 : 129
TKIG3.3 400
TKIG3.4  : GEAM--------ACATGCAGAGCT-------------------}SS- - ARTEMBETCCCE------------------(@fl-------- ;162
TKIG4.1  : GOAM--------ACATGCAGAGTT-------------------}8S0- - ARTEMBTCCCE------------------@GTAG----- : 187
TKIG4.2 : 180
TKIG5.1  : GEAM--------ACATGCAGAGCT-------------------}S- - ANTEEETCCCR- -----------------[@--------- 1 174
TKIG5.2 -ACATGCAGAGCT------------------ (@l --------- - - - ATl TGTACAA-------------- : 185
TKIG5.3 -ACATGCAGAGCT-------------------[Sll---------- - - - ARTREEETCCCR- - ----------------@f-------- ;162
TKIG5.4 -ACATGCAGAGCT- - ---------------- [~ - - ANTEMTGTACAA- -~~~ ---==--~ ;184
TKIG5.5 -ACATGCAGAGCT-------------------[S0ll- - -------- - - - ARTREESTCCCR- - ----------------@f-------- ;162
TKIG6.1 -ACATGCAGAGCT- : 169
TKIG6.2 -BCATGCAGAGCET- - -----------------[S- - - -~ - - - - ANTEERTCCC - - ----------------[ll-------- ;162
TKIG6.3  : GEAN--------ACATGCAGAGCT-------------------[Qfl--------------ARTETGTACAA- -~ --------------- ;184
GCSAML_INT : -TG----- TA- <} 190

TKIG3.1 CTGAGCAATG -G ;214

TKIG3.2 i =======-=m-mmmmmmemm—o—-oo- GCTGTACTTTGTCTCCCTCTACCCCCTGTAG : 160

TKIG3.3 TTGTGTATTATACACTTTCATTGTTTTGCTGTACTTTGTCTCCCTCTACCCCCTGTAG @ 458

TKIG3.4 : 166

TKIG4.1 -

TKIG4.2 184

TKIGS5.1 179

TKIG5.2 198

TKIG5.3 166

TKIG5.4 197

TKIG5.5 166

TKIG6.1 174

TKIG6.2 166

TKIG6.3 197

Abbildung 15: Vergleich 15 genomischer Sequenzen des Introns, das die beiden Immunglobulin-
ahnlichen Doméanen trennt. 4 PCR-Klone des Schwammes 3 (TKIG 3.1-3.4), 2 Klone des
Individuums 4 (TKIG 4.1 und 4.2), 5 Klone des Schwammes 5 (TKIG 5.1-5.5), 3 Klone des
Schwammes 6 (TKIG 6.1-6.3) und ein PCR-Klon von GCSAML (GCSAML_INT). Die
Farbmarkierungen zeigen den Grad der Ubereinstimmung an (Rot 100 %, Hellgrau 80 % und
Dunkelgrau 60 % Ubereinstimmung).
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9 Ergebnisse der Transplantationsversuche

9.1 Autotransplantation

Bei der Autotransplantation wurde mittels der Insertionstechnik (siehe 111.B.3.2.1)
ein Gewebepfropf von einer Stelle eines Schwammindividuums an eine andere
Stelle des gleichen Individuums gesetzt. Bereits nach 4 Tagen konnte man eine
Verschmelzung des Gewebes des eingesetzten Propfes mit dem des Empfangers

erkennen (Abbildung 16 A). An den Gewebegrenzen kam es zur Ausbildung einer

sogenannten Fusionszone.

Abbildung 16: A. Autotransplantation Geodia cydonium; 5 Tage nach der Transplantation
geschnittener Schwamm. VergréRerung 1x. B. Alllotransplantation Geodia cydonium; 7 Tage nach
der Transplantation geschnittener Schwamm. Vergréerung 1x .T = Transplantat, E = Empfanger,
FZ = Fusionszone, RZ = rejection zone (AbstolRungszone). Fotos von PROF. DR. W.E.G. MULLER.

9.2 Allotransplantation

Bei der Allotransplantation wurde mittels der Insertionstechnik ein Gewebepfropf
eines Individuums in ein anderes Schwammindividuum eingesetzt. Nach einer
anfanglichen Fusion der beiden Gewebe, kam es nach 3 Tagen zu einer Abstol3ung
des fremden Gewebes durch den Empfanger und schliel3lich zur nekrotischen
Degeneration des Transplantates (Abbildung 16 B). An den Gewebegrenzen bildete

sich eine AbstolRungszone (rejection zone).
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10 Untersuchungen der Transplantationsprozesse in
Zusammenhang mit GCSAML

10.1 Immunhistochemische Analysen

Autotransplantation-Experimente wurden mittels der Insertionstechnik an Geodia
cydonium durchgefihrt (siehe 111.B.3.2). Die Schwamme wurden bis zu 10 Tagen
gehalten und anschlieBend analysiert. Nach Aufschneiden der Versuchsobjekte
zeigte sich, dal® die Transplantate wahrend dieser Zeit fast vollstandig mit dem
Empfanger verschmolzen (Abbildung 16). In den Gewebeschnitten wurden durch
Farbung mit Ziehl’s Fuchsin (Anilin Blau) die 20 ym grof3en spharulésen Zellen mit
ihren grof3en intrazellularen Einschliussen (SiMPSON 1984) deutlich sichtbar
(Abbildung 17 A). Diese Zellen arrangierten sich an den Grenzen der Fusionszone.
Durch Farbung der Gewebeschnitte mit dem polyklonalen Antikdrper gegen die
Immunglobulin-ahnlichen Domanen, anti-TKlg-Antikbrper, wurde dann die
Fusionszone durch den mit FITC-gekoppelten zweiten Antikorper gefarbt
(Abbildung 17 C wund D). Bei einem weiteren Versuch wurde eine
Antikdrperpraparation mit dem Antigen, das fur die Immunisierung eingesetzt
wurde, adsorbiert. Wurden die Gewebeschnitte mit dieser Antikdrperpraparation
inkubiert, sieht man nur die Autofluoreszenz des Gewebes, eine rotliche Farbung
(Abbildung 17 B). Es wird deutlich, dal} in den Fusionszonen nicht die spharulésen
Zellen durch den Antikorper erkannt werden, sondern Zellen, die kleiner als 8 ym

sind.
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Abbildung 17: Schnitte durch die Autotransplantate von Geodia cydonium. A. Schnitt mit Ziehl’'s
Fuchsin/Anilinblau gefarbt, Ansammlungen von spharulésen Zellen (*), die die Fusionszone
umgeben. B. Inkubation mit anti-TKIg-Antikorper, der vorher mit rekombinanten Antigen adsorbiert
wurde. AnschlieBend wurden die Schnitte mit FITC-gekoppelten anti-Kaninchen-lgG behandelt. C
und D. Immunfluoreszenzbilder von Schnitten durch die Fusionszone, die mit dem anti-TKIg-
Antikérper inkubiert wurden, die Immunkomplexe wurden mit FITC-gekoppelten anti-Kaninchen-IgG
sichtbar gemacht. Vergrof3erungen: A und B 50 x, C 80x, D 150 x.

10.2 Northern Blot-Analysen

Um die Ergebnisse der immunhistochemischen Analysen zu unterstitzen, wurde flr
Northern Blot-Analysen Gewebe aus der Fusionszone der Autotransplantate
entnommen und die Total-RNA aus diesem prapariert (siehe 111.B.2.2). Als Kontrolle
wurde Gewebe von einer anderen Stelle des gleichen Individuums entnommen und
daraus ebenfalls die Total-RNA isoliert. Als Sonde fir die Northern Blots wurde das
mittels der Primer ITIM.F und JM.R1 hergestellte DIG-markierte 370 bp grol3e PCR-
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Produkt verwendet. Der Blot wurde unter niedrig stringenten Bedingungen
durchgefuhrt. Die Untersuchung der gleichen Menge an RNA (5 pg) aus Gewebe
der Fusionszone nach der Transplantation zeigte, da® die Expression von
GCSAML hochreguliert wird (Abbildung 18). Die Gleichsetzung der Intensitat des
Signales der Kontrolle mit 1, fihrt zu einem Anstieg der Bandenintensitat in den
Transplantatproben um fast 40 %. Bei Kontroll-experimenten mit einem
Haushaltsgen [B-Tubulin (1,7 kbp)] zeigte sich fast keine Anderung in der

Bandenintensitat.

A B

SamL-Sonde Tubulin-Sonde

Abbildung 18: Northern Blot-Analyse der Expression von SAML nach Autotransplantation. A.
GCSAML Northern Blot. Links Kontroll-RNA, rechts RNA aus Fusionsgewebe. B. Tubulin-Northern
Blot. Links Kontroll-RNA, rechts RNA aus Fusiongewebe.

10.3 Western Blot-Analysen

Von den Auto- und Allotransplantaten wurden auch Proteintotalextrakte (siehe
[11.B.3.3) hergestellt. Bei den Autotransplantationen wurden jeweils aus
Kontrollgewebe einer anderen Stelle des Schwammes und aus Fusionsgewebe an
der Transplantationsstelle Proteinextrakte hergestellt. Bei den Allotransplantationen
wurde ein Extrakt aus dem Gewebe der Abstollungszone (beinhaltete also
Empfanger- und Spendergewebe) und ein Extrakt nur aus dem eingesetzten Pfropf
hergestellt.

Nach Bestimmung der Proteinkonzentration (siehe 111.B.3.4) wurden je 5 ug der

Extrakte durch eine 10 %ige SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieRend auf eine
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PVDF-Membran geblottet. Der Nachweis erfolgte durch die anti-TKlg-Antikorper
und nachfolgender Inkubation mit dem sekundaren anti-Kaninchen-POD-Antikorper.
Detektiert wurde mit dem Chemilumineszenz-System von BOEHRINGER (siehe
[11.B.3.7.3).

Es ergaben sich fir die verschiedenen Extrakte unterschiedliche Bandenmuster. In
den Extrakten der Autotransplantation dominiert eine breite Bande zwischen 120
kDa und 100 kDa. Die RTK mit theoretischem Molekulargewicht von 116 kDa paf’t
in diesen Bereich. Im Fusionsextrakt der Autotransplantation tritt eine zusatzlich
Doppelbande ca. 68 kDa auf. Sie entspricht GCSAML (theoretisches
Molekulargewicht 61,5 kDa mit mehreren Glykosylierungsstellen). Die Bande bei ca.
35 kDa entspricht der kurzen Form GCSAMS mit einem theoretischen
Molekulargewicht von 33,9 kDa mit ebenfalls mehreren Glykosylierungsstellen.

Die vermutliche RTK-Bande bleibt im Fusionsgewebe gleich stark, GCSAMS bleibt
ebenfalls gleich stark. Die Bande, die GCSAML entspricht, tritt hingegen erst im

Fusionsgewebe auf.

AUTO ALLO

K F R T

200 kDa ___

116 kDa
97 kDa

66 kDa —

45 kDa —

31kDa —

Abbildung 19: Western Blot der Totalextrakte der Transplantationen von Geodia cydonium.
Inkubation mit dem anti-TKIg-Antikérper und nachfolgende Inkubation mit dem sekundarem anti-
Kaninchen-POD-Antikorper.

Auto = Autotransplantation, Allo = Allotransplantation, K = Proteinextrakt aus Kontrollgewebe, F =
Proteinextrakt aus Fusionsgewebe, R = Proteinextrakt aus AbstoRungsgewebe,T = Proteinextrakt
aus dem Transplantat.
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In den Extrakten der Allotransplantation erscheint die breite Bande der RTK
zwischen 97 kDa und 120 kDa in zwei diskrete Banden bei ca. 116 kDa und 100
kDa aufgelost. Ansonsten zeigt sich auch in diesen Extrakten die Bande von
GCSAML bei 68 kDa und eine zusatzliche Bande bei 70 kDa. Auch die Bande von
GCSAMS bei 35 kDa ist zu sehen.

Im Extrakt aus dem Pfropf nimmt die Bande bei 68 kDa deutlich an Intensitat zu,
wahrend die Bande bei 116 kDa abnimmt im Vergleich zum Extrakt aus dem
Fusionsgewebe. Aullerdem treten im Pfropfgewebe noch zusatzliche Banden bei
42 und 45 kDa auf, sowie Banden unterhalb der 35 kDa Bande (34 kDa und 32
kDa).

11 Immunhistochemische Analyse von Suberites

domuncula-Gewebeschnitten

Gewebeschnitte von Suberites domuncula wurden ca. 12 Stunden mit einem
zentrifugierten Proteintotalextrakt aus Geodia cydonium inkubiert. Anschliel3end
erfolgte eine 90 minltige Inkubation mit dem polyklonalen anti-TKIg-Antikoérper. Die
gebildeten Komplexe wurden durch den sekundaren, anti-Kaninchen Antikorper, der
mit FITC gekoppelt ist, detektiert. Es wurden drei weitere Versuche durchgefuhrt.
Zunachst wurden die Gewebeschnitte nur mit dem sekundaren Antikdrper inkubiert,
dann wurde nur die Inkubation mit dem Primarantikorper ausgelassen und in einem
dritten Versuch wurden die Gewebeschnitte ohne vorherige Extraktinkubation mit
dem Primar- und Sekundarantikorper inkubiert.

In Abbildung 20 ist deutlich zu erkennen, dal® die Suberites domuncula
Gewebeschnitte nach der Inkubation mit dem Geodia cydonium Proteinextrakt eine
deutlich starkere Fluorezenz zeigen als die Kontrolle ohne Inkubation mit dem anti-
TKIlg-Antikorper. Inkubation der Suberites domuncula Gewebeschnitte nur mit dem
anti-TKIg-Antikdrper ohne vorherige Proteinextrakt-Inkubation, fuhrt zu einer

schwachen Fluoreszenz.
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Abbildung 20: Gewebeschnitte Suberites domuncula. A. Nomarski-Aufnahme der Suberites
domuncula-Gewebeschnitte. B. Inkubation mit Geodia cydonium-Proteintotalextrakt und
nachfolgende Inkubation mit Sekundarantikbrper. C. Inkubation mit anti-TKIg-Antikérper und
nachfolgende Inkubation mit Sekundarantikdérper D. Inkubation mit Geodia cydonium-

Proteintotalextrakt und nachfolgende Inkubation mit anti-TKIg-Antikdrper und Sekundarantikérper. Je
20x Vergroferung.
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12 Ligandensuche fur das ITIM-Motiv von GCSAML

Das ITIM (Immunoreceptor tyrosine based inhibitory motif) -Motiv der Killer cell
inhibitory  (KIR)-Rezeptoren bindet an SH-Doméanen enthaltende Tyrosin-
phosphatasen (BOLLAND UND RAVETCH 1999). Da auch im GCSAML ein ITIM-Motiv
zu finden ist, wurde mittels Western Blots nach einem Bindungspartner gesucht.
Dazu wurde ein Peptid (NQTEVVpYEEVDG-amid), welches das /TIM-Motiv umfaft,
in Auftrag gegeben. Der N-Terminus dieses Peptids ist biotinyliert und das Tyrosin
im ITIM-Motiv ist phosphoryliert.

Das gefriergetrocknet gelieferte Peptid wurde in einer Konzentration von 0,5 mg/ml
in PBS mit 1 mM Natriumvanadat gelést und aliquotiert eingefroren. Protein-
totalextrakte (111.B.3.3) der Transplantationsversuche von Geodia cydonium wurden
durch ein 10 %iges SDS-PAGE ( 111.B.3.5) aufgetrennt und durch Western Blot auf
eine PVDF-Membran ubertragen (111.B.3.7). Diese Membran wurde dann mit dem
Peptid (0,75 mg) in TBS eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem
Waschen wurden die Membranen mit einem Streptavidin-Peroxidase gekoppelten
Komplex inkubiert und anschliefend erfolgte die Detektion durch das
Chemilumineszenz-System (111.3.B.7.3). Als Negativkontrolle wurde der Blot anstelle
des Peptides nur mit TBS inkubiert.

Das ITIM-Peptid bindet an zwei Proteine mit Molekulargewichten von ca. 116 kDa

und ca. 48 kDa (Abbildung 21).
ATIM +ITIM

116 kDa
97 kDa

— b |+
66 kDa — . !
45kDa .

31kDa —

Abbildung 21: Western Blot Totalextrakte Geodia cydonium. Links Inkubation nur mit TBS, rechts
Inkubation mit /TIM-Peptid in TBS, anschlieRend wurden beide Blots mit Streptavidin-POD inkubiert.
Links sind die Molekulargewichte entsprechend eines mitgelaufenen Standards aufgetragen. Die
Pfeile rechts zeigen auf die durch das ITIM-Motiv gebundenen Proteine.
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13 Effekte des anti-TKlg-Antikorpers auf den intra-

zellularen Calciumspiegel

Um den Einflull des Schwamm-Adhasionsmolekule auf den intrazellularen Calcium-
spiegel zu untersuchen, wurde die Calciumione-Konzentration in Geodia cydonium-
Zellen mittels des Fluoreszenzindikators Fura-2/AM gemessen (111.B.3.9). Im ersten
Versuch erfolgte die Inkubation der Zellen zuerst mit 10 mM Calciumchlorid und
nach 5 Minuten mit 5 pl anti-TKIg-Antikorper. Im zweiten Versuch wurden die Zellen
zuerst mit anti-TKlg-Antikérper (5 pl) inkubiert und anschlieBend mit 10 mM
Calciumchlorid. Die Anderung der intrazelluldren Calciumionenkonzentration wurde
jeweils Uber 17 Minuten gemessen. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte der
Quotienten (340 /380 nm) + der Standardabweichung dargestellt (Abbildung 22).

——10 mM Ca/5 pl Ak
——5 ul Ak/ 10 mM Ca

Ratio

0 5 10 15 20

Inkubationszeit (min)

Abbildung 22: Effekt des anti-TKIg-Antikorpers auf die intrazelluldare Calciumionenkonzentration in
Geodia cydonium-Zellen. Die Zellen wurden 5 Minuten (Pfeil) nach Beginn der Messung mit 10 mM
Calciumchlorid bzw. 5 pl anti-TKIg-Antikorper inkubiert. Nach weiteren 5 Minuten (Pfeil) erfolgte
dann die Zugabe von 5 pl anti-TKIg-Antikérper bzw. 10 mM Calciumchlorid.

Bei Anwesenheit von extrazellularen Ca* im Medium, wurde eine Erhéhung des
340/380 nm-Wertes von 0,723 + 0,003 auf 0,771 + 0,003 gemessen. Die
anschlieBende Zugabe des anti-TKlg-Antikorpers bewirkte eine weitere Erhdéhung
dieses Wertes auf 0,809 + 0,002. Wurden die Zellen zuerst mit anti-TKIg-Antikérper
inkubiert, erhdhte sich der 340/380 nm-Quotient von 0,716 + 0,002 auf 0,730 +
0,001. AnschlieBende Inkubation mit extrazellularen Ca* lieR den 340/380 nm-

Quotienten weiter auf 0,752 + 0,002 steigen. Im Pseudocolorbild (Abbildung 23)
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sieht man die Anderung der intrazelluldren Calciumionen-Konzentration deutlich in
der Anderung der Farbe von dunkelblau zu hellgrin.

Die Stimulation der Geodia cydonium-Zellen mit dem anti-TKIg-Antikorper
verringerte also den EinfluR extrazellularen Ca** auf die intrazellulare Calciumionen-
Konzentration. Ohne Antikérperinkubation fiihrte extrazellular angebotenes Ca* zu
einem fast doppelt so starken Anstieg der intrazellularen Calciumionen-

Konzentration wie nach vorheriger Antikorperinkubation.

Abbildung 23: Pseudocolorbild der Messung der intrazelluldaren Calciumionen-Konzentration. A:
Basismessung ohne Inkubation der Probelésung. B: Messung nach Inkubation von 10 mM ca®. C.
Messung nach Inkubation mit 5 pl anti-TKIg-Antikdrperlésung. D. Lichtbild. Die Farbe andert sich mit
zunehmender Calciumionen-Konzetration von dunkelblau tber hellblau zu griin. VergréRerung 400x.
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V DISKUSSION

1 Analyse der Sequenzen

Mit der Rezeptortyrosinkinase (RTK) wurde aus dem Schwamm Geodia cydonium
bereits ein Molekul isoliert, das zwei Immunglobulin-ahnliche Domanen besitzt
(SCHACKE et al. 1994). Fruhere Northern Blot- und Southern Blot-Versuche haben
gezeigt, dald zusatzlich zu mindestens zwei Transkripten fir die RTK noch andere
Gene mit Immunglobulin-ahnlichen Domanen in Geodia cydonium existieren missen
(PANCER et al. 1996). Ziel der Arbeit war es, weitere Mitglieder der Immunglobulin-
Superfamilie im Schwamm zu identifizieren.

Nach einem niedrig stringenten Homologiescreening der cDNA Bank mit dem
Fragment der RTK, welches den beiden Immunglobulin-ahnlichen Doméanen
entspricht, wurden zwei neue cDNAs gefunden. Deren abgeleitete Aminosaure-
sequenzen bestehen jeweils aus zwei extrazellularen, Immunglobulin-ahnlichen
Domanen, einer Transmembrandomane und unterschiedlich langen intrazellularen
Regionen ohne erkennbare Domane. Sie wurden vorlaufig Schwamm-
Adhasionsmolekule — sponge adhesion molecules (SAM) genannt. In Abbildung 24
ist vergleichend der strukturelle Aufbau sowohl der RTK als auch der beiden SAMs
gezeigt.

Die langere Form der Schwamm-Adhasionsmolekule, GCSAML, ist 1998 Nukleotide,
die kirzere Form (GCSAMS) nur 1365 Nukleotide lang. Die Ergebnisse des Northern
Blots mit spezifischen Sonden fir GCSAML bzw. GCSAMS lassen darauf schlie3en,
dal} die vollstandigen Sequenzen isoliert wurden (Abbildung 9).

Die lange Form (GCSAML) hat ein Start-Methionin, welches jedoch nur geringe
Homologie zur Kozak-Konsensusequenz (Kozak 1986) aufweist. Da es aber nur bei
circa 5 % der eukaryotischen mRNAs zu einer absoluten Homologie mit dieser
Konsensussequenz kommt, ist diese Abweichung bei GCSAML nicht bedeutend.
Auch bei anderen Geodia cydonium-cDNAs wurde eine Abweichung von der Kozak-
Sequenz beobachtet. Das fehlende Start-Methionin bei der kirzeren Form
(GCSAMS) ist nicht Uberraschend, da z.B. auch bei Tyrosinkinasen die Translation
aufwarts eines nicht-AUG-Codons startet (Kozak 1991).
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GCRTK

g NSNS SN —

P/SIT Ig1 g2 T™™ UM TK

GCSAML
R NN N

P/SIT Ig1 g2 TMJM

GCSAMS

NRNNNNN T

g1 Ig2  TMJM

Abbildung 24: Schematische Darstellung der Struktur der drei Molekiile aus Geodia cydonium, die
Immunglobulin-dhliche Domanen besitzen. P/S/T = Prolin,Serin,Threonin-reiche Region, 1g1
Immunglobulin-dhnliche Doméane 1, Ig2 = Immnglobulin-dhnliche Doméane 2, TM
Transmembranbereich, JM = Juxtamembranbereich, TK = Tyrosinkinasedomane.

Desweiteren besitzt die lange Form am 5'-Ende eine Prolin-Serin-Threonin-reiche
Sequenz, die der kurzen Form fehlt. Eine solche Domane findet sich bei Proteinen oft
in der Nahe von Anheftungsstellen fur Zelloberflachen (CHEN et al. 1995). Sie dient
zur Verlangerung der Bindungsregion flur Proteine (OHLENDIECK et al. 1993). Prolin-
Serin-Threonin reiche Sequenzen werden als Modul von Zelladhasionsproteinen
angesehen (LIPKE 1996).

Bei der langen Form findet sich ein trunkiertes Polyadenylierungssignal (AATAA) wie
es in den meisten Geodia cydonium-cDNAs (WIENS et al. 1998) zu finden ist,
wahrend bei GCSAMS das charakteristische Polyadenylierungssignal AATAAA
(ZARKOWER et al. 1986) vorkommt.

Beide SAM-Formen unterscheiden sich in den Immunglobulin-adhnlichen Domanen
sowohl untereinander als auch von der RTK. Dies trifft sowohl fur die Nukleotid- als
auch fur die Aminosaureebene zu (Abbildungen 10 und 11). Obwohl die
Gesamtibereinstimmung zwischen den Sequenzen hoch ist, ist die Tatsache

auffallend, dal® die Austausche auf einige wenige Stellen innerhalb der
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Immunglobulin-ahnlichen Domanen beschrankt sind. Ein Grund hierfir kénnte die
relativ hohe Fehlerrate der Tag-Polymerase sein, die nach LUNDBERG (1991) bei
1,6x10° liegt. Die Analyse jeweils mehrerer cDNA-Sequenzen fiihrte aber zu
identischen Ergebnissen und so kann die Einflhrung von Nukleotidsubstitution durch
die Taq weitgehend ausgeschlossen werden.

Das Phanomen, dald es Molekule gibt, die sich nur in wenigen Nukleotiden
unterscheiden, aber trotzdem verschiedene Spezifitat besitzen, ist auch bei den
humanen NK (Natural kKiller)-Zellen zu beobachten. Sie exprimieren MHC (major
histocompatibility complex-Haupthistokompatibilitats-komplex)-Klasse I-spezifische
Rezeptoren, die sich in nur wenigen Nukleotiden unterscheiden. Diese sogenannten
KIRs (killer cell inhibitory receptors — KIRs) sind Typl-Transmembran-Rezeptoren, die
entweder zwei oder drei Immunglobulin-Domanen besitzen. Sie weisen sehr
unterschiedliche Spezifitaten fur Allele der MHC-Klasse |-Rezeptoren auf, obwohl sie

sich nur in drei bis funf Aminosauren unterscheiden (LONG UND WAGTMANN 1997).

Immunglobulin-Domanen werden je nach Anordnung der 3-Strange in verschiedene
Klassen eingeordnet. Der V-Typ hat die R-Strange ABCC’'C“DEFG, der C-Typ
dagegen nur ABCDEFG. Ein weiteres Kriterum fur die Klassenzuordnung ist die
Anzahl der Aminosauren zwischen den beiden Cysteinen einer Domane: Beim V-Typ
liegt die Anzahl der Aminosauren zwischen den Cysteinen bei 65 bis 75, beim C-Typ
hingegen liegt sie zwischen 55 und 60 Aminosauren (WILLIAMS UND BARCLAY 1988).
Der C- Typ gliedert sich noch in den C1-Typ und den C2-Typ. Der C1-Typ kommt nur
in Immunglobulinen, T-Zellrezeptoren und MHC- Molekulen vor. Der C2-Typ dagegen
tritt bei Nicht-Immunglobulin-verwandten Molekilen wie den Zelladhasionsproteinen
und Zelloberflachenrezeptoren auf (SMITH UND XHUE 1997).

Die Immunglobulin-ahnliche Domane 2 wird nach Anwendung der verschiedenen
Sequenzkriterien (HOOD UND HUNKAPILLER 1991) zum V-verwandten Typ gerechnet.
Ausschlaggebend ist hierbei die Anzahl der Aminosauren zwischen den beiden
Cysteinen (66) und das Vorhandensein des C‘- und C*-Stranges.

Die Zuordnung der Immunglobulin-ahnlichen Domane 1 ist schwieriger. Nach Anzahl
der Aminosauren zwischen den Cysteinen (57) gehort sie zum C-Typ. Die
Aminosaure Leucin, die zwischen dem C- und dem D-R-Faltblatt vorhanden ist, findet
sich auch in C'-R-Faltblattern, was wiederum flir eine Zuordnung zum V-verwandten

Typ spricht. Die Immunglobulin-ahnliche Domane 1 besitzt eine Homologie mit der
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variablen Region der leichten Kette humaner Immunglobuline, die eindeutig zum V-
Typ gehort. Aufgrund dieser Homologie wird auch die Immunglobulin-ahnliche
Domaéne 1 der SAM zum V-verwandten Typ gerechnet.

Beide Immunglobulin-ahnlichen Domanen werden also dem V-verwandten Typ
zugeordnet (Abbildung 25).

Bestimmung der B-Strange der Immunglobulin-dhnlichen Doménen

A. Immunglobulin-ahnliche Doméne 1

—-B--- ---c--- (0% S 5 Y | F---

* % % * *kk *kkkk *kk * % %
GCSAML_IG1 : PHS - QWR T———L ———————— N ITPSTNTQSSS LRYS
GCSAMS IG1 : PHS -OWOWRRNET---Li8-------- ITPSTNTHSSS LRYS

GCRTKc_IGl1 : PHS TL PPA. - QWR T———L ———————— ITPSTNTHSSS| LRYS
GCRTKg_IG1 : PHS TL PPAT! OWRRH@T- - -L{-------- NT— ITPSTNTQSSS| LRYS
Ig_lambda : S TRS GNV. - YOQORPESAPITEIYEDDHRPSGVPD GSIDSSSNSAS LRAEBE
Ig trout : KTSEDVHS YOOKP@GAPQLEIYRATTLOSGTPS GS--GSGSDF [VKVE]

B. Immunglobulin-ahnliche Domaéne 2

----- B C c --C“-  ==De- --E
* % * *% * * k%
GCSAML_IG2 : [BEvV EN vBYPRDSSPPMHll - - SSPERNLE- - - - - - - SGRFNITBRYTGELSNGSVSSSDKVALSQL
GCSAMS_IG2 : |SHEVI EVY@YPRDSSPPMW- - SSPGRNLE- - - - - - - SGRFNITBRYTGILSNGSVSSSDKVALSQL
GCRTKc_IG2 : YPRDSSPPMHl - - SSPGRNLE- - - - - -- SGRFNITPRYTGTILSNGSVSSSDKVALSQL
GCRTKg_IG2 : YPRDSSPPMM - - SSPGRNLE- - - - - -- SGRFITTPRYTNILSNGSVSSSEKVALSQL
Ig_heavy : GSFSDNDWSl IRQPPEKRLEWIGEINHSGSTNYNBSLKSRVSISAYTSKNQFS- - -LR
NCAM newt : DADEFPDPEIS- -l - - TKDGEMIM- - - -------- DDSDKYKFEDG----------- SE
UNC89 CE  : KN T@E - - PKPKVSH- - LHDNVSR- - ---------- KNBNSEK@ITQESITVESVEGVER
E- w=-F-n-
* * % %
GCSAML_IG2 : [FNVTVABEGE s
GCSAMS_IG2 : @UFNVTVADEGE
GCRTKc_IG2 : WFNITVADEGE
GCRTKg 1G2 : QUFNVTAADEGE
Ig heavy : LSSVT TAVMF]
NCAM newt : EFNIDKSDEEGD

UNC89 CE  : ITSSELSHQIK.TI— -

Abbildung 25: Vergleich der abgeleiteten Aminosduresequenzen GCSAML und GCSAMS mit
Sequenzen aus der Datenbank und Bestimmung der B-Strédnge. A. Bereich der Immunglobulin-
ahnlichen Doméane 1. B. Bereich der Immunglobulin-dhnlichen Doméne 2. Fur den Vergleich
herangezogene Sequenzen: GCRTKc = cDNA-Sequenz RTK Geodia cydonium (X98340,
Aminosauren 1-496, PANCER et al. 1996), GCRTKg = genomische Sequenz der GCRTK (X94128, bis
Aminosaure 505 GAMULIN et al. 1997), Ig_lambda = variable Region der humanen Immunglobulin
lambda Kette (CAA85627, Aminosauren 17-91, WELSCHOF et al. 1995), Ig_Forelle = Immunglobulin
lambda Kette der Regenbogenforelle (S29575, Aminosauren 29-101, DAGGFELDT et al. 1993),
Ig_heavy h = variable Region der humanen Immunglobulin schweren Kette (3603467, Aminosauren
15-96, RiBOLDI et al. 1994), NCAM_Molch = Zelladhdsionsmolekil NCAM 180 des japanischen
Wassermolches, Cynops pyrrhogaster (BAA24032, Aminosauren 228-284, MizUNO et al. 1997),
UNC_89 = UNC 89 Segment von C.elegans (2088675, Aminosauren 3008-3075, BENIAN et al. 1996).
Die Farbmarkierungen zeigen den Grad der Ubereinstimmung an (Ig1: Rot 100 %, Hellgrau 70 %,
Dunkelgrau 60 %; 1g2: Rot 100%, Dunkelgrau 80 %, Hellgrau 50 %). Die Buchstaben oberhalb der
Sequenzen bezeichnen die R-Strédnge. * kennzeichnen die Aminosaurereste, die charakteristisch fur
die einzelnen R-Stréange sind.
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Nach HoobD et al. (1985) war die Duplikation eines Gens fur einen ursprunglichen
Oberflachenrezeptor ein sehr fruher Vorgang, der von der Divergenz eines V- und
eines C-Exons gefolgt wurde. Moderne Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie
enthalten verschiedene Anzahlen von V- und/oder C-Domanen. Die friihe Divergenz
wird durch ein Fehlen signifikanter Sequenzhomologien bei V- und C-Domanen der
Immunglobuline und T-Zellrezeptoren reflektiert, obwohl sie ahnliche tertiare
Strukturen aufweisen. Ein zweiter friher Schritt in der Evolution der Immunglobulin-
Superfamilie war die Erlangung der Fahigkeit des DNA-Rearrangements, die eine
einzigartige Eigenschaft der Immunrezeptormitglieder dieser Familie geblieben ist.
Somatische Reorganisation der Segmente von Immunglobulin-Genen (HORDVIK et al.
1992) und somatische Mutationen innerhalb von Immunglobulin-Domanen wurden
bei Knorpelfischen (KokuBu et al. 1988), Amphibien (SCHWAGER et al. 1988) und
Vogeln (REYNAUD et al. 1989) identifiziert. Solche Mechanismen schon dem
phylogenetisch altesten Metazoa-Stamm, den Porifera, zuzuschreiben, ist etwas
verfriht.

Zwei Ergebnisse koénnten allerdings darauf hinweisen, dald eine primordiale
genetische Mobilitat der Immunglobulin-ahnlichen Domanen auch schon bei
Schwammen existiert: In einer vorherigen Analyse wurde ein hoher Polymorphismus
in den Immunglobulin-Genen der RTK verschiedener Geodia cydonium-Individuen
festgestellt (PANCER et al. 1996). Auch in den Immunglobulin-dhnlichen Domanen der
SAM kommt es zu Austauschen an einigen bestimmten Positionen (Abbildungen 10
und 11).

Bei der Analyse der beiden GCSAM auf genomischer Ebene zeigte sich, dal die
lange Form GCSAML — wie auch die RTK - zwischen den Immunglobulin-ahnlichen
Domanen ein Intron aufweist. Das 190 Nukleotide lange Intron hat die typischen GT-
AG Introngrenzen (MANIATIS UND REED 1987). Das Intron teilt das Codon fir die
Aminosaure Leucin, so dal} die erste Base sich noch vor dem Intron befindet, die
restlichen zwei Basen dann nach dem Intron auftreten. Damit ist das Kriterium fur ein
Phase 1 Intron erflllt (PATTHY 1995). Auch das Gen der RTK besitzt zwischen den
beiden Immunglobulin-ahnlichen Sequenzen ein Phase 1 Intron (GAMULIN et al.
1997). Nach der genomischen PCR Uber das Intron zwischen den Immunglobulin-
ahnlichen Domanen, wurde deutlich, dal} es sich hier um ein polymorphes Intron
handelt. Je sechs bis sieben verschieden lange Introns konnten aus einem Geodia

cydonium-Individuum isoliert werden (Abbildung 14). Selbst gleichlange Introns
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verschiedener Individuen hatten eine unterschiedliche Sequenz (Abbildung 15).
Dieser Polymorphismus wird durch die Existenz verschiedener Molekule mit
extrazellularen Immunglobulin-ahnlichen Domanen, die durch ein Intron getrennt
sind, erklart. Die verwendeten Primer paaren sowohl mit der RTK-Sequenz als auch
mit der SAML-Sequenz. Zusatzlich zu diesen Molekulen konnten im Schwamm noch
weitere Molekule mit einer sehr ahnlichen extrazellularen Struktur existieren. Eine
weitere Erklarung ware die Existenz mehrerer Kopien der RTK- und SAML-Gene im
Geodia cydonium-Genom.

Das Fehlen des Introns zwischen den beiden Immunglobulin-ahnlichen Domanen im
SAMS-Gen fluhrt zur ,Intron-early/late“- Debatte. Die ,Intron-early“-Hypothese geht
davon aus, dal® Introns Relikte der RNA-Welt sind und Gene des eukaryontischen
Systems mit Introns die urspringliche Form der gestickelten Gene darstellen
(DARNELL 1978, GILBERT 1978, 1986). Nach dieser Theorie haben Bakterien durch
Eliminierung ihrer Introns eine schnellere Wachstumsrate erreicht (DARNELL UND
DooLiTTLE 1986). Die ,Intron-late“-Hypothese dagegen sieht den Aufbau der
prokaryontischen Gene als urspringlich an und behauptet, dal} die Insertion von
Introns in die Gene der Eukaryonten erst spater erfolgte (CRICK 1979, CAVALIER-
SMITH 1985, PATTHY 1999).

Durch den Verlust des Introns im SAMS-Gen konnte die ,Intron-early“-Hypothese
bestatigt werden. Allerdings spricht die Situation im Schwamm eher fir die ,Intron-
late“-Hypothese. Das Gen fir SAMS, das flr zwei extrazellulare Immunglobulin-
ahnliche Domanen ohne ein dazwischen liegendes Intron und ohne weitere Doméane
im cytoplasmatischen Bereich codiert, scheint primitiver als sein verwandtes Gen
SAML zu sein. Dieses weist das besagte Intron auf und codiert auf3erdem noch fir
ein Motiv im cytoplasmatischen Bereich. AuRerdem existiert mit der RTK ein weiteres
Gen im Schwamm, das extrazellular fur zwei Immunglobulin-dhnliche Domanen mit
dazwischen liegendem Intron und intrazellular fur eine TK-Domane codiert. Wie
schon von GAMULIN et al. (1997) gezeigt, wird diese TK-Domane im Gegensatz zu
anderen RTKs von Eukaryonten nur durch ein Exon codiert.

Die Entwicklung der Gene mit Immunglobulin-dhnlichen Domanen in Geodia
cydonium koénnte also von SAMS oder einem noch nicht identifizierten Gen
ausgegangen sein. Nach Insertion eines Introns in das SAMS-Gen konnte dann das
SAML-Gen entstehen und daraus durch Exon-shuffling dann das RTK-Gen gebildet

werden.
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2 Vorgange bei der Gewebetransplantation

Schon lange ist bekannt, daR Schwamme eine hohe Regenerationsfahigkeit besitzen
(WiLsoN 1907). Diese Fahigkeit in Kombination mit inflammatorischen Antworten auf
Verletzungen zu reagieren, ist eine essentielle Komponente ihrer Fahigkeit zu
Uberleben (JONES 1957). Zusatzlich dazu haben Schwamme Mechanismen
entwickelt, um zwischen Selbst und Fremd zu unterscheiden. Transplantations-
Experimente mit Schwammen gehoren zu den klassischen Pionieruntersuchungen,
um die Selbst/Selbst- und Selbst/Fremd-Erkennung verstehen zu lernen. Die
Fahigkeit der Schwamme, mit Autotransplantaten 2zu fusionieren und
Allotransplantate abzustoRen, wurde durch PARIS (1961) und MOSCONA (1968)
entdeckt. Sogar ein primordiales Immungedachtnis fur den Schwamm Callyspongia
diffusa wurde aufgrund einer beschleunigten Rate der Abstol3ung von ,Second-set"-
Transplantaten postuliert (BIGGER et al. 1982). SMITH und HILDEMANN (1986) haben
die Alloimmun-Antworten bei Schwammen in zwei Hauptabstollungsprozesse
unterteilt. Einige Arten konnen Barrieren bilden, um sich von fremden Gewebe
abzugrenzen, so z.B. der marine Schwamm Axinella verrucosa (BUSCEMA et al. 1983)
oder der SuRwasser-Schwamm Ephydatia muelleri (MuKAl 1992). Andere Arten
reagieren mittels zytotoxischer Faktoren, die das Transplantat zerstéren, z.B. der
marine Schwamm Callyspongia diffusa (HILDEMANN et al. 1979). Nach PANCER et al.
(1996) konnte diese Unterscheidung allerdings nicht charakteristisch flr eine
spezifische = Schwammart sein, sondern eher von der Art der

Transplantationsmethode abhangig sein.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal} es bei Autotransplantaten des
Schwammes Geodia cydonium zu einer Fusion der beiden Gewebe kommt. Um die
Fusionszone herum sieht man eine Anhaufung von groRRen spharulésen Zellen
(Abbildungen 17). Bei Allotransplantaten hingegen bildet Geodia cydonium eine
physico-chemische Barrierre aus, die zwei inkompatible Allotransplantate
voneinander trennt. Dies wurde schon friher bei einigen marinen und SuRwasser-
Schwammen beobachtet (HILDEMANN et al. 1979). HUMPHREYS (1994) beschreibt die
Bildung einer kollagendsen Grenze zwischen zwei inkompatiblen Geweben bei dem
Schwamm Microciona prolifera. Diesem Prozeld geht eine schnelle Anhaufung von

sogenannten grauen Zellen an der Kontaktzone vorraus. Bei Geodia cydonium
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resultierte die Transplantation von inkompatiblen Gewebe mittels der
Insertionstechnik in zellularem Tod und Nekrose des Allotransplantates. Dies ist
moglicherweise das Ergebnis cytotoxischer Interaktionen und vielleicht auch
humoraler toxischer Faktoren.

In Autotransplantaten werden an den Fusionszonen Integrinrezeptoren stark hoch
reguliert, was ihre funktionale Beteiligung vermuten a3t (WIMMER et al. 1999 a,b). Die
Bindung dieser Rezeptoren an Kollagen oder Fibronektin liefert jedoch nicht genug
Spezifitat, um die funktionelle Interaktionen der Zellen eines multizellularen
Individuums zu unterstutzen. Folglich mussen zusatzliche Komponenten, die die
Fusion von Selbstgewebe erlauben, existieren.

Da die beiden GCSAM zur Immunglobulin-Superfamilie gehdren, liegt die Vermutung
nahe, dal} sie an einem Erkennungsprozel} von Selbst bzw. Fremd beteiligt sind. Um
diese Beteiligung der SAM an der Erkennung von Selbst bzw. Fremd nachzuweisen,
wurden mehrere Versuche durchgefuhrt.

Ein Versuch bestand in der Herstellung eines Antikdrpers gegen die beiden
Immunglobulin-ahnlichen Domanen. Dazu wurde dieses Fragment in einen
Expressionsvektor gebracht und das rekombinante Protein aus E.coli-Kulturen
gereinigt (Abbildung 5). Dieses Protein diente als Antigen bei der Herstellung
polyklonaler Antikbrper gegen die Immunglobulin-ahnlichen Domanen. Die
polyklonalen Antikorper wurden mittels Western Blot-Analysen charakterisiert
(Abbildung 6). Sie reagierten im Proteintotalextrakt von Geodia cydonium am
starksten mit Proteinen zwischen 120 kDa und 100 kDa. Zwischen diesen
Molekulargewichten ist eine breite Bande zu sehen. Da das theoretische
Molekulargewicht der RTK 116 kDa betragt, weist diese Bande auf eine starke
Expression des RTK-Gens hin. Im Extrakt wird aul3erdem eine Bande bei 35 kDa
detektiert. Fir GSCAMS ergibt sich ein abgeleitetes Molekulargewicht von 33,9 kDa.
Das 35 kDa-Protein konnte also einem glykosyliertem GCSAMS entsprechen. Ein
Protein, welches GCSAML entspricht, wird nicht vom Antikdrper erkannt. Der Grund
hierflr konnte in der geringen Anzahl von SAML-Transkripten liegen.

Im Proteinextrakt des Fusionsgewebes der Autotranplantate zeigte sich nach
Detektion mit dem TKIlg-Antikorper eine 70 kD Bande, die in den Kontrollextrakten
nicht zu sehen ist (Abbildung 19). Das theoretische Molekulargewicht von GCSAML
betragt 61,4 kDa. Die Bande bei 70 kDa kann einer glykosylierten Form von
GCSAML entsprechen. Die Bandenintensitat sowohl der RTK als auch des GCSAMS
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andert sich nicht. Durch die Autotransplantation wird anscheinend die Genexpression
von GCSAML verstarkt, wahrend die Expression des RTK-Gens und des GCSAMS-
Gens gleich bleibt. Diese Ergebnisse passen gut zu der Aussage, dal® GCSAML ein
instabiles Protein ist, wahrend GCSAMS als stabiles Polypeptid eingeschatzt wurde
(PC/GENE [PHYSCHEM]1995).

Die Proteinextrakte des AbstoRungsgewebes und des Pfropfgewebes der
Allotransplantation zeigen beide die hochmolekularen Banden der RTK bei ungefahr
120 kDa und 100 kDa. Eine Doppelbande bei 70 kDa bzw. 68 kDa kann verschieden
glykosylierten GCSAML-Proteinen entsprechen. Die 35 kDa-Bande von GCSAMS
tritt ebenfalls bei beiden Extrakten in Erscheinung. Im Proteinextrakt des
Pfropfgewebes treten zusatzliche Banden bei 45 kDa, 41 kDa, 34 kDa und 32 kDa
auf, welche Abbauprodukte darstellen kénnten, da der eingesetzte Pfropf schon
nekrotische Degeneration zeigte (Abbildung 17 B). Im Proteinextrakt des Pfropfes
werden die RTK-Banden deutlich schwacher als im  Extrakt des
AbstoRungsgewebes. Die 68 kDa-Bande hingegen wird im Pfropfextrakt wesentlich
starker als im Proteinextraktes des AbstoRungsgewebes.

Aus diesen Ergebnissen |aRt sich schliel3en, dal¥ GCSAML und auch die RTK an der
Erkennung von Selbst (Autotransplantation) und Nicht-Selbst (Allotransplantation)
beteiligt sind. GCSAMS hingegen scheint zumindest keine auffallige Rolle zu spielen.
Sicherlich sind die Vorgange bei Fusion und AbstoRung sehr komplex. Je nach
Aktivierungszustand der einzelnen Gene, kommt es zu einem unterschiedlichen
Expressionsmuster der Proteine. Im Falle der Fusion kdnnte ein Zustand angetroffen
worden sein, in dem SAML aktiviert ist und verstarkt exprimiert wird. Somit konnte
das Protein — im Gegensatz zum Kontrollextrakt — detektiert werden. Die RTK und
SAMS befinden sich noch im gleichen Aktivierungszustand. Im Falle der AbstoRung
ist SAML ebenfalls aktiviert, wahrend die RTK ihre Aufgabe bereits erfullt hat und die
Expression geringer ist. Allerdings konnte die RTK durch die nekrotische
Degeneration des Gewebes bereits abgebaut werden — was sich in den zusatzlichen
niedermolekularen Banden ausdrucken konnte.

In den Immunhistologischen Analysen zeigte sich, dald es an den Fusionszonen der
Autotransplantate zu einer Hochregulierung der Proteine mit Immunglobulin-
ahnlichen Domanen kommt (Abbildung 17). Dieses Ergebnis stimmt mit den
Ergebnissen der Western Blot-Analyse Uberein. Da der Antikorper nicht spezifisch fur

die Immunglobulin-ahnlichen Domanen der GCSAM ist, kann es auch zu einer
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Detektion von RTK-Proteinen oder weiteren Proteinen mit Immunglobulin-ahnlichen
Domanen kommen. Die Versuche auf RNA-Ebene jedoch zeigen spezifisch, dal} die
GCSAM an der Fusion beteiligt sind. In Northern Blot-Analysen kam es zu einem
deutlichen Anstieg der Expression des GCSAML-Transkriptes (Abbildung 18). Ob der
Anstieg der GCSAML-Proteine in der Fusionszone der Autotransplantate auf eine
Induzierung der entsprechende Gene wahrend des Transplantationsprozesses oder
auf eine Einwanderung von speziellen Zellen in diese Zone zuruckzufuhren ist,
konnte bislang noch nicht geklart werden. Letztere Moglichkeit wurde von
HUMPHREYS (1994) bei der Untersuchung des Schwammes Microciona prolifera fur
die sogenannten grauen Zellen vorgeschlagen.

Die immunhistochemischen Analysen an Suberites domuncula-Gewebeschnitten
zeigten, dall auch in diesem Schwamm Proteine mit Immunglobulin-ahnlichen
Domanen existieren (Abbildung 20). Dies ist aus der schwachen Fluoreszenz der
Gewebeschnitte nach Inkubation mit dem anti-TKlg-Antikbrper im Gegensatz zur
Negativkontrolle zu schlieRen. Die starke Fluoreszenz nach der Inkubation der
Gewebeschnitte mit Geodia cydonium-Proteintotalextrakt, weist wiederum auf eine

Rolle der SAM-Proteine in der Erkennung von Fremd hin.

Aus diesen vier Versuchen — Western Blot-Analyse, Northern Blot-Analyse,
Immunfluoreszenzuntersuchungen Geodia-Gewebeschnitte und Immunfluoreszenz-
untersuchungen Suberites-Gewebeschnitte — geht deutlich hervor, dal® besonders
GCSAML an der Erkennung von Selbst und Fremd beteiligt ist. Welche
Mechanismen und welcher Signalweg hierbei ein Rolle spielen muld noch geklart
werden. Ein Schritt in diese Richtung war die Suche nach einem Liganden fur das
ITIM-Motiv von GCSAML.
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3 Inhibitorische Rezeptoren

Mitglieder der relativ neu entdeckten Klasse der inhibitorischen Rezeptoren besitzen
sogenannte ITIM-Motive (immune receptor tyrosine-based inhibitory motif). Diese
Rezeptoren modulieren Zellantworten durch die Erhéhung des Schwellenwertes flr
die Aktivierung und durch die Beendung stimulatorischer Signale (BOLLAND UND
RAVETCH 1999). Sie sind inaktiv, wenn sie mit sich selbst aggregieren, aber nach
Coligation mit stimulatorischen Rezeptoren sind sie in der Lage zellulare Signale zu
unterdricken. Strukturell gesehen gehéren diese Rezeptoren entweder zur
Immunglobulin-Superfamilie  oder  zur  Lektin-ahnlichen-Superfamilie. Die
cytoplasmatischen Domanen der inhibitorischen Rezeptoren enthalten ein oder
mehrere ITIMs. ITIMs sind durch die Konsensussequenz (ILV)XYxx(LV)
charakterisiert (VIVIER UND DAERON 1997, BURSHTYN et al. 1997). Beispiele fur
Mitglieder dieser Familie sind z.B. die KIR-Rezeptoren der NK (natural killer)-Zellen
und CD22 auf B-Zellen. In einer Vielzahl von Fallen wurde gezeigt, dal® ITIM-
Sequenzen nach Coligation phosphoryliert werden. Diese Phosphorylierung schafft
eine Bindungsstelle fir Src-Homologie 2 (SH2)-Domanen-enthaltende cyto-
plasmatische Faktoren, die dann die inhibitorischen Signale intrazellular weiterleiten
kénnen (MUTA et al. 1994, KUROIWA et al. 1998, GERGELY et al. 1999). Oft haben
diese inhibitorischen Rezeptoren einen aktivierenden Rezeptorpartner, welcher
hochhomologe extrazellulare Domanen und einen kurzeren cytoplasmatischen
Bereich hat, dem die Signalkapazitat fehlt (BOLLAND UND RAVETCH 1999). Die
Transmembrandomane dieses aktivierenden Rezeptors ist durch die Anwesenheit
einer geladenen Aminosaure charakterisiert. Dieses Merkmal ist typisch fur
Rezeptoren, die mit akzessorischen Untereinheiten assoziieren, die das aktivierende
ITAM (immunoreceptory tyrosin-based activating motif)-Motiv enthalten (VELY UND
VIVIER 1997). Die Funktion dieser aktivierenden Rezeptoren kdnnte in der
Rekrutierung von Kinasen liegen, die die ITIMs der inhibitorischen Rezeptoren
phosphorylieren.

Als Beispiel fur die inhibitorischen Rezeptoren und deren Funktion stehen im
Folgenden die KIR- (Killer cell inhibitory receptors) Rezeptoren der NK-Zellen.
NK-Zellen sind fur die angeboren und erworbene Immunitat von besonderer
Bedeutung. Sie rearrangieren ihre Gene nicht und NK-Antworten kdnnen ohne

klonale Expansion beginnen (LONG UND WAGTMANN 1997). Die Hauptliganden flr die
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inhibitorischen Rezeptoren der NK-Zellen sind MHC-Molekile der Klasse |. NK-
ahnliche Zellen wurden schon bei Vogeln, Schlangen und Warmern charakterisiert,
bis jetzt wurden die KIR-Molekule und ihre aktivierenden Rezeptorpartner jedoch nur
bei Saugetieren gefunden (KUBAGAWA et al. 1997).

Phosphorylierung der ITAMs aktivierender Rezeptoren fuhrt zu einer Rekrutierung
von Kinasen Uber SH2-Domanen-Interaktionen. Die Membranassoziation der PI3
(Phosphatidylinositol 3)-Kinase resultiert in der Produktion von PIP3 (Phosphatidyl-
inositol 3,4,5-Triphosphat) und der Ansammlung von PH (Plecstrin-homology)-
Domanen-enthaltenden Faktoren wie BTK und PLCy. Durch die Phosphorylierung
von PLCy durch BTK kommt es zur Aktiverung der PLCy und nachfolgend zur
Produktion von IP3. Dies wiederum flihrt zur Freisetzung von intrazellularem Ca* und
daran anschlieRenden Einstrom von extrazellularen Ca** (KAUFMAN et al. 1995). Die
phosphorylierten ITIM-Sequenzen der KIR fihren zur Rekrutierung der
Tyrosinphosphatase SHP-1 (D’AMBROSIO et al. 1995). Diese dephosphoryliert dann
die ITAMs der aktiverenden Rezeptoren und auch die assoziierten Kinasen. Alle
folgenden Schritte des oben beschriebenen Signalweges werden dadurch gestoppt
(Abbildung 26) (BLERY et al. 1997).
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Abbildung 26: Schematische Darstellung des Signalweges der KIR-Rezeptoren. Die phosphorylierten
ITIM-Sequenzen des KIR rekrutieren die SHP-1. Diese dephosphoryliert die /ITAMs und die
assoziierten Kinasen. Dies wiederum fiihrt im weiteren zur Inhibierung des Ca*-Einstroms und zur
Freisetzung von intrazellularen Ca*. KAR= Killer cell activatory receptor, KIR = Killer cell inhibitory
receptor, ITAM = immunoreceptor tyrosine-based activatory motif, /TIM = immunoreceptor tyrosine
based inhibitory motif, SHP-1 = SH-Doméanen enthaltende Tyrosinphosphatase 1. Verandert nach
BOLLAND UND RAVETCH (1999).
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Anstelle der Tyrosinphosphatase SHP-1 kann auch die SH2-enthaltende Inositol 5-
Polyphosphat-Phosphatase (SHIP) an die phosphorylierten ITIMs binden. In diesem
Fall kommt es nicht zu einer Hemmung der Freisetzung intrazellularen Ca*, sondern

nur zur Inhibierung des extrazellularen Ca*-Einstroms (BOLLAND UND RAVETCH 1999).

Da SAML ein ITIM-Motiv besitzt und zur Immunglobulin-Superfamilie gehdrt, kann
man es auch zur neuen Familie der inhibitorischen Rezeptoren zahlen. Auch die
Existenz eines zweiten, in den extrazellularen Domanen hochhomologen
Rezeptorpartners ist mit SAMS gegeben. Allerdings fehlt SAMS die geladenen
Aminosaure im Transmembranbereich.

In einer Western Blot-Analyse, in der die Proteintotalextrakte aus Geodia cydonium
mit dem ITIM-Peptid von GCSAML inkubiert wurden, zeigte sich eine Bande bei ca.
116 kDa und eine weitere bei 48 kDa. Die in der Literatur diskutieren
Bindungspartner SHP-1 (62 kDa), SHP-2 (70 kDa) und SHIP (145 kDa) stimmen vom
Molekulargewicht nicht mit der gefundenen Bande uberein. Die 116 kDa-Bande
konnte die RTK darstellen, der eine Rolle bei der Phopshorylierung des ITIM-Motives
zukommen und die an eventuell nicht phosphorylierte Peptide binden kénnte. Ob im
Schwamm Uberhaupt eine SH-Domanen enthaltende Tyrosin-Phosphatase existiert,
ist noch nicht geklart.

Die Messung der intrazellularen Calciumionen-Konzentration entspricht ebenfalls den
vorhin erlauterten Mechanismen der inhibitorischen Rezeptoren. Wurden die
dissoziierten Geodia cydonium-Zellen nur mit extrazellularem Ca** inkubiert, stieg die
intrazelluldre Calciumionenkonzentration deutlich ([Ca*]) an. Wurden die Zellen
zuerst mit anti-TKlg-Antikorper inkubiert, fiihrte die Zugabe von extrazellularem Ca*
zu einer geringeren Erhéhung der [Ca*|] als im vorherigen Experiment (Abbildung
22). Dies kann mit einer Aktivierung der inhibitorischen Rezeptoren und einer
nachfolgenden Inhibierung des extrazellularen Ca*-Einstroms — wie es fiir die KIRs

der NK-Zellen beschrieben wurde - begrundet werden.
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VI ZUSAMMENFASSUNG

Der evolutionar alteste Tierstamm der Metazoa, die Schwamme (Porifera), bietet
sich als Modellorganismus zur Untersuchung von Selbst/Fremd-Erkennung an. Bei
der Evolution von einzelligen zu mehrzelligen Tieren wurde diese Unterscheidung
wichtig. Bei den Vertebraten tritt das Immunsystem bei der Unterscheidung von
Selbst und Fremd in Erscheinung. Die Immunrezeptoren sind Mitglieder der
Immunglobulin-Superfamilie. Das Schwamme ein angeborenes Immunsystem
besitzen, ist schon langer bekannt. Ob sie auch Vorlaufer von Immunrezeptoren

aufweisen, sollte in dieser Arbeit untersucht werden.

Ein erster Schritt stellte die Identifizierung weiterer Gene mit Immunglobulin-
ahnlichen Domanen dar. Mit der |Isolierung der beiden ,Schwamm-
Adhasionsmolekule* GCSAML und GCSAMS durch ein Homologiescreening ist dies
gelungen.

Desweiteren sollte die Beteiligung dieser Molekille an einer Immunantwort mit Hilfe
von Transplantationsexperimenten untersucht werden. Die Gewebe von
Autotransplantaten fusionierten, wahrend es bei Allotransplantationen zu einer
AbstoBung des eingesetzten Gewebes kam. Durch Immunfluoreszenz-
Untersuchungen sowohl an Geodia cydonium-Zellen als auch an Suberites
domuncula-Zellen konnte gezeigt werden, dald Molekile mit Immunglobulin-
ahnlichen Domanen an den Reaktionen der Selbst/Fremd-Unterscheidung beteiligt
sind. Northern Blot-Analysen belegten die Beteiligung speziell von GCSAML an der
Autotransplantation. Western Blot-Analysen bestatigten diese Ergebnisse und
weiteten sie auf Allotransplantationen aus.

Beide GCSAM-Gene konnen der Immunglobulin-Superfamilie zugeordnet werden.
Durch den unterschiedlichen Aufbau der Gene — SAMS fehlt im Gegensatz zu SAML
und RTK das Intron zwischen den Immunglobulin-ahnlichen Domanen — konnte ein
weiterer Hinweis auf die ,Intron-late“-Hypothese im Schwamm Geodia cydonium
gefunden werden.

GCSAML kann durch die Existenz des sogenannten ITIM-Motives in die spezielle
Klasse der inhibitorischen Rezeptoren gruppiert werden und stellt damit einen

Vorlaufer der Immunrezeptoren dar.
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VI ABKURZUNGSVERZEICHNIS

1 Abkurzungen

AF Aggregationsfaktor

AlF Allograft-inflammatory-factor

AP alkalische Phosphatase

APC Antigen-prasentierende Zelle

APS Ammoniumperoxodisulfat

Aqua bidest. Aqua bidestillata (zweifach destilliertes
Wasser)

AR Aggregationsrezeptor

BCIP 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl Phosphat

bp Basenpaare (base pair(s) )

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)

ca. circa

cDNA complementary DNA (mMRNA Abschrift)

C-Domane constant (konstante) Domane

DAPI 4,6-Diamidino-2-Phenylindol

DIG Digoxygenin

DMPC Dimethylpyrocarbonat

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure
(Desoxyribonucleic acid)

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

ddNTP Didesoxynkleosidtriphosphat

DTT Dithiothreitol
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E.coli

EDTA

EMAP

FITC

GPX

ICAM

kB
kDa
KIR

LB

MHC

MOPS
mRNA

NBT

Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat
Endotheliales Monocyten-aktivierendes

Polypeptid

Fluorescein-Isothiocyanat

Glutathion-Peroxidase

Intercellular adhesion molecule
(Interzellulares Adhasionsmolekul)
Immunglobulin

Interleukin

Inositol-1,4,5-trisphosphat

3-D- Isopropyl-Thiogalactopyranosid
immunoreceptor tyrosin based activation
motif

immunoreceptor tyrosin based inhibitory

motif

kilobase(s); KiloBasen

KiloDalton

killer cell inhibitory receptor

Inhibitorischer Rezeptor der ,Natural Killer®-

Zellen

Luria Bertani- Medium
Haupthistokompatibilitatskomplex
(major histocompatibility complex)
N-Morpholinopropansulfonsaure

Boten-RNS (messenger RNA)

4-Nitro-Tetrazoliumblauchlorid
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NCAM

NK-Zellen
NTA

oD
OPA

PAGE
PBS

PCR

PEG

pfu
P13-Kinase
PIP3

PLC
PMSF
POD
PVDF

RNA
RNase
RTK

SAM

SAML

SAMS
SCR

Neural cell adhesion molecule
(Neuronale Zelladhasionsmolekdil)
,Natural Killer*-Zellen

Nitrilo-Tri-Essigsaure

optische Dichte
One phor all buffer plus (PHARMACIA,
Freiburg)

Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese
Phosphat gepufferte Kochsalzlsung
(Phosphate buffered saline)
Polymerase Kettenreaktion
(Polymerase Chain Reaction)
Polyethylenglycol

plaque forming units
Phosphatidylinositol 3-Kinase
Phosphatidylinositol-3,4,5,-trisphosphat
Phospholipase C
Phenylmethylsulfonylfluorid
Peroxidase

Polyvinyldifluorid

Ribonukleinsaure (Ribonucleic acid)
Ribonuclease

Rezeptortyrosinkinase

Schwamm-Adhasionsmolekdll
(Sponge adhesion molecule)
Schwamm-Adhasionsmolekil, lange Form
Schwamm-Adhasionsmolekul, kurze Form

short consensus repeat
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SDS

SHIP

SM
SRCR

TBS

TCR

TE

TEMED

TBE

TNF

Tris
TSS

uv

V-Domaéane

Natriumdodecylsulfat

(Sodium dodecyl sulfate)
SH2-enthaltende Inositol 5-Polyphosphat
Phosphatase

Suspensionsmedium

scavenger receptor cystein rich

Tris-gepufferte Kochsalzlésung (Tris buffered
saline)

T-Zellrezeptor (T cell receptor)

Tris-EDTA Puffer
N,N,N‘,N‘-Tetramethylenediamine
Tris-Borat-EDTA Puffer

Schmelztemperatur (melting temperatur)
Tumor necrosis factor (Tumornekrose-
Faktor)

Tris-Hydroxymethylaminomethan
Transformations- und Aufbewahrungslésung

(Transforming and storage solution)

units (Einheiten oder Enzymaktivitaten)

Ultraviolett

variable (variable) Doméane
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2 Abkurzungen fur Aminosauren und Basen

Aminosaure Aminosaure

Alanin Ala A Leucin Leu L

Arginin Arg R Methionin Met M
Asparagin  Asn N Phenylalanin Phe F

Aspartat Asp D Prolin Pro P

Cystein Cys C Serin Ser S

Glutamat Glu E Threonin Thr T

Gluatamin  GIn Q Tryptophan Trp w
Glycin Gy G Tyrosin Tyr Y

Histidin His H Valin Val Vv

Isoleucin lle I

Base Abkiirzung

Adenin A

Cytosin C

Guanin G

Thymin T

Uracil U
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