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1. Einleitung

1.1. Porifera

Die Porifera (Schwamme) gehoren mit zu den altesten Metazoen. Der Stamm
umfallt etwa 5000 - 8000 Spezies, die man in die drei Klassen Calcarea
(Kalkschwamme), Demospongiae = (Hornschwamme) und Hexactinellida
(Glasschwamme) einteilt. Sie kommen mit Ausnahme von ungefahr 120 im
SuRwasser lebenden Arten Uberwiegend im Meer vor und siedeln vor allem in
geringen Tiefen. Allerdings gibt es auch ausgesprochene Tiefseebewohner wie die
Hexactinellida. Die Demospongiae stellen mit 80 — 90 % der Arten die grofte
Gruppe dar. Schwamme sind sessil lebende Organismen, die mit Hilfe der im
Inneren ihres Korpers liegenden Choanocyten einen Wasserstrom erzeugen.
Infolge dieser Stromung gelangt Wasser durch Einstromoffnungen, die
Dermalporen, in das Kanalsystem des Schwammkorpers, wo die Choanocyten
Nahrungspartikel - Detritus, Algen, Bakterien - herausfiltern. Exkretionsprodukte
werden ebenso mit Hilfe dieses Wasserstroms durch das als Ausstromoffnung
dienende  Oskularrohr hinaus befordert. Neben dieser Form der
Nahrungsaufnahme ist auch ein karnivorer Schwamm beschrieben worden
(Vacelet und Boury-Esnault, 1995). Nach aullen ist der Schwammkorper durch die
Pinacocyten abgegrenzt. Im Inneren befindet sich das Mesenchym, hier findet sich
eine Reihe unterschiedlicher Zelltypen, die jeweils unterschiedliche Aufgaben
wahrnehmen, unter anderem die omnipotenten Archaeocyten, die
phagocytierenden Amoebocyten und die Collencyten, die das Mesenchymgerust
bilden. Zur Stabilisierung ihrer Kérperform bilden die Schwamme meist ein Skelett,
das aus den sog. Skleriten besteht. Diese bestehen bei den Demospongiae und
Hexactinellida aus Kieselsaure, bei den Calcarea dagegen aus Kalk. Die Bildung
der Sklerite erfolgt durch spezialisierte Zellen, den Skleroblasten. Die Sklerite
konnen bei manchen Demospongiae durch Sponginfasern verbunden sein. Die
Vermehrung der Schwamme kann durch Gametenbildung, bei einigen Arten aber
auch vegetativ erfolgen. Eine Form der vegetativen Vermehrung ist die Bildung
von Dauerstadien, sogenannter Gemmulae, die vor allem Dbei
SuRBwasserschwammen eine Rolle spielen. Ein wesentliches Merkmal der
Schwamme, das sie von allen anderen Metazoen unterscheidet, ist das Fehlen
eigentlicher Organe. So existieren kein Nervensystem, kein Blutgefalsystem und
kein Exkretions- und Verdauungssystem (Kastner, 1985; Wehner und Gehring,



1990, Westheide und Rieger, 1996).

Abb. 1: Erscheinungsbild verschiedener mariner Schwamme:

Kalkschwamm Sycon raphanus, Glasschwamm Aphrocallistes
sp., Hornschwédmme: Suberites domuncula mit Paguristes
oculatus, Geodia cydonium, (von links oben nach rechts unten)

(Abbildungen: W.E.G. Miller).

Der evolutive Ursprung der Schwamme wird vielfach bei den Choanoflagellaten
gesucht, vor allem aufgrund der Ahnlichkeit mit den Choanocyten der Schwamme.
Diese Choanocyten sind ein Bestandteil aller drei Klassen der Schwamme.
Allerdings lassen bisherige Studien der Ultrastruktur, sowohl der
Choanoflagellaten als auch der Choanocyten, eine exakte Aussage, inwieweit
diese Strukturen tatsachlich homolog sind, nicht zu (Reitner und Mehl, 1996).
Vergleiche der rRNA deuten aber auf eine Verwandtschaft von Choanoflagellaten
und Metazoen, also auch von Schwammen hin (Kumar und Rzhetsky, 1996;
Cavalier-Smith et al., 1996). Das Alter der Schwamme laldt sich aus
palaontologischen Daten auf mindestens 600 Millionen Jahre (Mehl , 1998), aus
molekularbiologische Untersuchungen sogar auf etwa 800 Millionen Jahre
festlegen (Muller, 1995).

Die Verwandtschaftsverhaltnisse innerhalb der Porifera sind noch nicht eindeutig
geklart. So lassen sich die Hexactinellida und Demospongiae zu den Silicea
zusammenfassen, ihnen stehen die Calcarea gegenuber (Boger, 1988).
Andererseits kann man die Calcarea und Demospongiae als Cellularia den
Symplasma, mit den Hexactinellida als alleinigen Vertretern, gegenuberstellen (z.



B. Mehl und Reiswig, 1991; Kruse et al., 1998).

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Spezies ordnen sich wie folgt in das
System ein:

Geodia cydonium, Familie Geodiidae, Ordnung Astrophorida, Unterklasse
Tetractinomorpha, Klasse Demospongiae.

Suberites domuncula, Familie Suberitidae, Ordnung Hadromerida, Unterklasse
Tetractinomorpha, Klasse Demospongiae, in Symbiose mit Paguristes oculatus

1.2. Der Aggregationsfaktor

1.2.1. Zellaggregation in Schwammen

Mit dem Schritt zur Vielzelligkeit muf3ten im Laufe der Evolution Mechanismen
entstehen, die eine Adhasion der Zellen untereinander als auch mit der
extrazellularen Matrix ermoéglichten. Zum Studium dieser Mechanismen bieten sich
Schwamme als Modellorganismen an, da sie an der Basis der Metazoen stehen
und sehr einfach gebaut sind. Bei Schwammen existiert ein Zelladhasionssystem,
fur das noch keine Entsprechung in hdheren Metazoen gefunden werden konnte
und dessen wesentlicher Bestandteil der Aggregationsfaktor (AF) darstellt. Die
ersten Experimente zum Aggregationssystem stammen von Wilson. Er konnte
zeigen, daB sich mechanisch dissoziierte Schwammzellen in einem Ca*'-
abhangigen Prozel3 wieder zu Zellaggregaten zusammenlagern (Wilson, 1907).
Diese Aggregation lalt sich in zwei Phasen unterteilen. Dissoziierte Einzelzellen
bilden im Experiment zunachst primare Zellaggregate einer GréRe von 60 — 200
pm Durchmesser. Dieser Vorgang ist unabhangig von Iéslichen extrazellularen
Faktoren. Der Mechanismus dieser Aggregation ist aber noch unverstanden. Der
zweite Schritt ist die sogenannte sekundare Aggregation. Darunter versteht man
die Bildung grolRerer Zellaggregate unter Einflud eines I6slichen
Aggregationsfaktors (Muller et al., 1982).
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1.2.2. Isolation und Zusammensetzung

Die erste Isolation von Aggregationsfaktoren aus marinen Schwammen gelang
1973 aus Microciona prolifera (Henkart et al. 1973) und Geodia cydonium (Muller
und Zahn, 1973). Zunehmend konnten entsprechende Proteine auch aus weiteren
Schwammspezies isoliert werden (Misevic et al., 1982). Der Aggregationsfaktor
(AF) aus Geodia cydonium lafdt sich in Calcium-Magnesium-freiem Seewassser
(CMF) unter Zugabe von 20 mM EDTA extrahieren und in anschlieRender
Gelfiltration aufreinigen. Bei dem Aggregationsfaktor aus Geodia cydonium
handelt es sich um ein Glykoprotein mit einem Sedimentationskoeffizienten von 90
S. Der Proteinanteil betragt 74 %. Dieser Proteinanteil setzt sich aus einem
Kernprotein des AF und weiteren an das Kernprotein gebundenen Proteinen
zusammen. Im Gegensatz zum Aggregationsfaktor aus Microciona prolifera ist das
Molekll aus Geodia cydonium mit B-Glucuronidase nicht zu inaktivieren, ist
dagegen aber Protease-sensitiv (Muller, 1982). Als ein Bestandteil des
Aggregationsfaktors konnte aus Geodia cydonium ein 47 kDa-Protein mit
immunologischen Methoden identifiziert werden (Gramzow et al., 1986).

Der Aggregationsfaktor aus Microciona prolifera wurde als I6slicher Partikel aus
Schwammgewebe isoliert, welches zuvor mit Calcium-Magnesium-freiem
Seewassser behandelt worden war. Aus diesem Rohextrakt konnte der
Aggregationsfaktor Uber Zentrifugation und Gelchromatographie aufgereinigt
werden. Der isolierte Aggregationsfaktor hat ein Molekulargewicht von 20 x 108
kDa. Es handelt sich um ein Glykoprotein, das zu 41,7 % aus Protein besteht,
wahrend sich die Ubrigen Bestandteile aus Hexose, Glucuronsaure, Galactosamin
und Glucosamin zusammensetzen. Fur die Aktivitat des Aggregationsfaktors
scheint vor allem die Glucuronsaure eine wichtige Rolle zu spielen, da sich seine
Funktion durch B-Glucuronidase storen Ia3t (Cauldwell et al., 1973).

Aus Microciona prolifera konnte das sog. Core-Protein des Aggregationsfaktors
auf cDNA-Ebene sequenziert werden. Das als MAF bezeichnete abgeleitete
Protein zeigt eine Sequenzhomologie zu der cytoplasmatischen Domane des
Na*/Ca?*-Transporters aus hdheren Vertebraten (Fernandez-Busquets et al.,
1996). Eine entsprechende cDNA wurde auch in Geodia cydonium gefunden. Das
abgeleitete Protein aus Geodia cydonium zeigt die hochste Similaritat zu
Selektinen, die als Oberflachenproteine in Vertebraten vorkommen und sich unter
anderem durch eine Lektin-artige Struktur am N-Terminus auszeichnen (Muller et
al., 1999). Aufgrund des Proteingehalts des Aggregationsfaktors kann man
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folgern, dal® in Microciona prolifera 250 bis 300 MAF-Proteine in einem
Aggregationsfaktor-Partikel zu finden sind. Die Interaktion der MAF-Einheiten
konnte durch Disulfidbricken erfolgen. Des weiteren konnten in der Sequenz zwei
potentielle Ca2+-BindungssteIIen identifiziert werden (Fernandez-Busquets et al.,
1996). Dieses steht in Ubereinstimmung mit der Tatsache, daR eine geringe Ca*'-
Konzentration zur Aufrechterhaltung der Aggregationsfaktor-Struktur einerseits
und andererseits eine hohe Ca®'-Konzentration zur Zelladhasion notwendig ist
(Cauldwell et al., 1973). Moglicherweise bindet MAF auch an Hyaluronat, das in
AF-Aufreinigungen zu finden ist (Fernandez-Busquets et al., 1996). Ein
interessanter Aspekt ist weiterhin der bei der Untersuchung verschiedener
Individuen von Microciona prolifera fur MAF nachgewiesene Polymorphismus
(Fernandez-Busquets et al., 1997).

Bereits Wilson konnte zeigen, dal Ca®" fiir die Funktion des Aggregationsfaktors
eine wesentliche Rolle spielt (Wilson, 1907). Der Aggregationsfaktor aus
Microciona prolifera liegt bei einer Ca®*-Konzentration von 1 mM als Monomer vor,
bei Konzentrationen von 20 mM geht er reversibel in einen Gelzustand Uber
(Henkart et al., 1973). Betragt die Ca®**-Konzentration 10 mM, was dem Ca**-
Gehalt des Seewassers entspricht, so bildet sich der Gelzustand nur bei hohen
Aggregationsfaktor-Konzentrationen. Entfernt man Ca®" mit EDTA, so sinkt das
Molekulargewicht des AF von 20 x 10° auf 2 x 10°. Fir die Bindung des Ca®*
scheint der AF zwei verschiedene Bindungsstellen zu besitzen, die sich in ihrer
Affinitat unterscheiden (Cauldwell et al., 1973). Fiir Geodia cydonium ist die Ca®*-
Abhangigkeit des Aggregationsprozesses ebenfalls gezeigt worden, der genaue
Mechanismus aber unklar (Muller, 1982). Versuchsdaten lassen es moglich
erscheinen, daR Ca®* bei der Assoziation der Lektine, die mit dem
Aggregationsfaktor interagieren, eine Rolle spielt (Wagner-Hulsmann et al., 1996).
Im Kontrast dazu sind Aggregationsfaktoren aus StiRwasserschwammen noch bei
einer Ca*-Konzentration von 1 mM aktiv, was auf gewisse Unterschiede im
Vergleich zu ihren marinen Gegenstucken schlieen laldt (Fernandez-Busquets et
al, 1999).

1.2.3. Elektronenmikroskopische Struktur

Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen, dal} es zwei in ihrer Erscheinung
unterschiedliche Formen von Aggregationsfaktoren zu geben scheint. Sowohl der
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Aggregationsfaktor aus Microciona prolifera als auch aus Geodia cydonium zeigt
eine sogenannte sunburst-Struktur (Muller, 1982). Bei Microciona prolifera besteht
die Struktur, aus einem zentralen Ring von 200 nm Durchmesser und 16 - 25
Armen mit einer Lange von 180 nm (Fernandez-Busquets et al., 1996). Der
Aggregationsfaktor aus Geodia cydonium erscheint zunachst als Kugel mit einer
konkaven tassenférmigen Struktur mit einem Durchmesser von 740 — 1260 A.
Nach Behandlung mit Detergenz ist die sunburst-Struktur mit 25 +/- 8 Armen zu
sehen, die eine Léange von ca. 610 nm haben. Uber diese Arme kénnen zwei
Aggregationsfaktor-Komplexe miteinander interagieren. Fir die Aufrechterhaltung
der Struktur des Aggregationsfaktors spielen Glycosaminketten eine wichtige
Rolle. Der Zusammenbau des gesamten Komplexes erfolgt vermutlich in der Zelle
mit anschliel3ender Freisetzung in den Extrazellularraum durch Exocytose (Mller,
1982). Eine andere diskutierte Moglichkeit besteht in der Abgabe nach aul3en tUber
Sulfat-vermittelten Transport (Kuhns et al., 1995). Neben der sunburst-Struktur ist
fur andere Schwammspezies eine lineare Struktur des Aggregationsfaktors
beschrieben worden, wobei aber auch diese Struktur bei einigen Arten mit
Seitenarmen versehen ist (Humphreys et al., 1977).

Abb. 2. Elektronenmikroskopische Aufnahmen des

Aggrega-tionsfaktors. (A): Native Form (Vergréerung x
140000), (B) Core-Struktur nach Behandlung mit Nonidet
(VergroRBerung x 80000) (Aufnahmen: Prof. W.E.G.
Mdiller).
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1.2.4. Aggregationsrezeptoren

FUr den Aggregationsprozeld ist neben dem Aggregationsfaktor ein Rezeptor
notwendig. Als solcher konnte ein an die Zelloberflache gebundener
Aggregationsrezeptor (AR) identifiziert werden (Weinbaum und Burger, 1973;
Mdaller et al. 1976; Varner et al., 1988). Aus Geodia cydonium konnte ein
Aggregationsrezeptor isoliert werden, dessen Gewicht ca. 29 kDa betragt
(Blumbach et al., 1998). Bei der Bindung des Aggregationsfaktors an den
Aggregationsrezeptor spielen Lektine eine entscheidende Rolle. Lektine sind
Carbohydrat-bindende Proteine, die im gesamten Tierreich vorkommen und eine
Vielzahl von Funktionen wahrnehmen (Hirabayashi und Kasai, 1993). Das Lektin
aus Geodia cydonium konnte 1993 identifiziert werden (Pfeifer et al., 1993). Bei
ihm handelt es sich um ein S-Type-Lektin, das auch als Galektin bezeichnet wird.
Das Molekulargewicht betragt ca. 21 kDa. Es verbindet den Aggregationsfaktor-
Komplex mit dem membrangebundenen Aggregationsrezeptor. Fur die
Zellaggregation sind der Aggregationsfaktor und das Lektin notwendig. Diese
Zellaggregation l1aRt sich sowohl mit gegen den Aggregationsfaktor als auch mit
gegen das Lektin gerichteten Antikorpern unterbinden. AuRerdem konnte
experimentell die Interaktion von Aggregationsfaktor, Lektin und einer AR-Fraktion
bestatigt werden. (Wagner-Hulsmann et al., 1996). Aus Microciona prolifera liel3
sich ein Rezeptor mittels Gelfiltration aufreinigen, sein Molekulargewicht wird mit
50 kDa angegeben. Damit unterscheidet er sich von dem aus Geodia cydonium
isoliertem Protein (Burger und Jumblatt, 1977). Auch hinsichtlich der Funktion der
Lektine scheint sich Microciona prolifera von Geodia cydonium zu unterscheiden
(Wagner-Hulsmann et al., 1996).

Aus Microciona prolifera konnten zwei weitere Proteine isoliert werden, die an den
Aggregationsfaktor binden. Bei beiden handelt es sich um periphere, nicht-
integrale Membranproteine, als eigentliche Zelloberflachenrezeptoren kommen sie
aber nicht in Frage. Die Molekulargewichte der beiden Proteine betragen 210 kDa
und 68 kDa, eine Klonierung der zugehdrigen Gene steht noch aus (Varner et al.,
1988). Auch uber die genaue Funktion liegen keine Daten vor. Beide kdnnen an
den Aggregationsfaktor binden, wobei das 68 kDa-Protein eine hohere Affinitat zu
dem Aggregationsfaktor besitzt als das 210 kDa-Protein. Eine durch
Disulfidbrucken stabilisierte Struktur scheint fur die Funktion des 68 kDa-Proteins
notwendig zu sein. Fur die Bindung an die Zelloberflache wird ein integrales
Membranprotein als Rezeptor angenommen, dessen Nachweis noch nicht
gelungen ist (Varner, 1995). Auch die Struktur des 210 kDa-Proteins wird durch
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Disulfidbriicken stabilisiert, aullerdem konnte eine Glykosilierung nachgewiesen
werden. Neben der Affinitat fir den Aggregationsfaktor konnte eine Bindung an die
Zelloberflache und an Lektine gezeigt werden. Moglicherweise dient das Protein
als Brucke zwischen der Zelloberflache und dem Aggregationsfaktor, eventuell ist
es auch ein Teil davon. Generell stellt sich hier aber das Problem einer genauen
Differenzierung zwischen Aggregationsfaktor-Komplex einerseits und assoziierten
Proteinen anderseits (Varner, 1996).

1.2.5. Aggregationsfaktor und Histokompabilitat

Das Erkennen von eigenem Gewebe und die Absto3ung von Fremdgewebe ist fur
Schwamme von besonderer Bedeutung, weil sie sowohl das Uberwachsen durch
andere Organismen als auch das Verschmelzen zweier Individuen einer Spezies
und damit die Bildung eines chimaren Organismus verhindern mussen. Bereits in
den klassischen Versuchen von Wilson (1907) zeigte sich, dall Zellen
verschiedener Arten, keine speziesubergreifenden Aggregate bilden, woraus sich
schlielen |alt, dald der Aggregationsfaktor speziespezifisch ist. In anderen
Experimente mit unterschiedlichen Schwammspezies zeigte sich aber, dal} die
Artspezifitat nicht total ist, sondern es durchaus zu gemischten Zellaggregaten
kommen kann. Im SuRBwasserschwamm Ephydatia fluviatilis konnte im Gegensatz
dazu sogar eine individuenspezifische Bildung von Zellaggregaten beobachtet
werden. Einen mdglicher Grund flr die zum Teil widersprichlichen Ergebnisse
konnte in den jeweils gewahlten Versuchsbedingungen liegen (Fernandez-
Busquets et al., 1999). Die Unterschiede in der Speziesspezifitat konnten ihren
Grund aber auch in der Zweistufigkeit des Aggregationsprozesses haben. So
konnte der unspezifischen artlibergreifenden Aggregation die primare Aggregation
zugrunde liegen, die darauffolgende sekundare Aggregation ware hingegen
artspezifisch. Dieses lalt sich zumindest an Experimenten mit Geodia cydonium
und Suberitis domuncula belegen. Die Interaktion zwischen Aggregationsfaktor
und Aggregationsrezeptor ware dann an der Unterscheidung zwischen Fremd und
Selbst beteiligt (Maller, 1982). Fur das Microciona-prolifera-Modell wird vermutet,
dald vor allem die Interaktion zwischen Aggregationsfaktor und Zelloberflache fur
die Artspezifitat verantwortlich ist (Gradimir et al, 1982). In diesem
Zusammenhang konnte der Polymorphismus des MAF aus Microciona prolifera fur
eine Rolle des Aggregationsfaktors in der Histokompabilitat bei Schwammen
sprechen. Fur diese These spricht auch, dall die MAF-Transkripte in



15

Transplantaten verstarkt exprimiert werden, es konnte sich hierbei um eine Art
AbstoRungsprozeld handeln (Fernandez-Busquets et al., 1998).

1.3. Amphiphysin

1.3.1. Amphiphysin und Endocytose

Amphiphysin ist ein mit synaptischen Vesikeln assoziiertes Protein, dal3 erstmals
1992 aus dem Huhn kloniert wurde (Lichte et al., 1992). Es spielt eine Rolle bei
dem endocytotischen Prozel3, der dem Recycling synaptischer Vesikel dient
(Micheva et al., 1997). Endocytose ist ein wesentlicher Vorgang, der bei einer
Vielzahl von Geschehnissen im Organismus eine Rolle spielt, wobei die
biochemischen Grundlagen verschieden sein kdonnen. Die Endocytose und die
Wiederverwertung synaptischer Vesikel ist durch das Protein Clathrin vermittelt.
Der grobe Ablauf der Bildung und Abschnirung der Vesikel und viele der
beteiligten Protein-Protein-Wechselwirkungen sind mittlerweile aufgeklart (Marsh
und McMahon, 1999).

1.3.2. Eigenschaften und Vorkommen von Amphiphysin

Amphiphysin existiert in Saugern in zwei Isoformen die als Amphiphysin | und II
bezeichnet werden. Amphiphysin | besitzt ein Molekulargewicht von 125 kDa,
Amphiphysin Il von 90 kDa (Micheva et al., 1997). Beide zeigen vor allem im N-
terminalen Bereich eine hohe Ubereinstimmung (Ramjaun et al., 1997) und
insgesamt eine Aminosaure-ldentitat von 49 % (Owen et al., 1998). Amphiphysin
setzt sich aus drei Domanen zusammen, dem N-terminalen Bereich, der mittleren
Region und der C-terminalen Region mit der SH3-Domane (Takei et al., 1999).
FUr Amphiphysin Il sind mehrere Splicevarianten beschrieben worden (Ramjaun et
al.,, 1999; Lee et al.,, 2000). Amphiphysin | ist im zentralen Nervensystem
lokalisiert, wahrend eine Expression in anderen Geweben auf RNA-Ebene nicht
nachgewiesen werden konnte. In den Zellen ist es mit Immunfluoreszenz an den
synaptischen Vesikeln nachzuweisen (Licht et al., 1992). Amphiphysin Il ist sowohl



16

im Gehirn als auch in Muskelzellen exprimiert, wobei die vorkommenden
Splicevarianten ein unterschiedliches Expressionsmuster zeigen (Butler et al.,
1997). Aus der Maus konnte eine nur im Gehirn exprimierte Isoform von
Amphiphysin Il kloniert werden (Leprince et al., 1997). Eine weitere Variante des
Amphiphysin Il zeichnet sich durch seine Eigenschaft aus mit dem Onkoprotein
MYC zu interagieren und wird daher als BIN1 (box-dependent myc-interacting
protein-1) bezeichnet. Dieses konnte im Nukleus nachgewiesen werden
(Sakamuro et al., 1996). Aus Invertebraten wurde bislang lediglich in Drosophila
melanogaster ein Amphiphysin-ahnliches Protein gefunden (Razzaq et al., 2000).
AulRerdem wurde im Rahmen der Sequenzierung des Genoms von
Caenorhabditis elegans ein Amphiphysin identifiziert (Accession Z68217.1). Zur
Amphiphysin-Familie gehdren weiterhin zwei Hefeproteine, die als RVS167 und
RVS161p (reduced viability upon nutrient starvation) bezeichnet werden. RVS1p
fehlt im Vergleich mit RVS167 lediglich die am N-Terminus gelegene BAR-
Doméne, ansonsten weisen beide Proteine dieselbe Domanestruktur wie
Amphiphysin auf (Balguerie et al., 1999).

1.3.3. Funktion von Amphiphysin

Beide Amphiphysin-lsoformen kénnen mit einer Reihe von Proteinen, die an der
Endocytose beteiligt sind, wechselwirken. Dazu gehoren unter anderem Clathrin,
ein Hauptbestandteil endocytotischer Vesikel, Clathrin-Adapter-Molekule (AP-2),
Dynamin und Synaptojanin (Slepnev et al., 1998). Die Bindung an Clathrin und
das Clathrin-Adapter-Molekul ( AP-2) erfolgt bei beiden Amphiphysin-lsoformen
Uber die mittlere Domane (Takei et al., 1999). Amphiphysin | und -l binden beide
an Dynamin, eine neuronale GTPase (Ramjaun et al., 1997). Diese Interaktion
erfolgt Uber die SH3-Domane des Amphiphysin und die Prolin-reiche-Region des
Dynamin. In der Prolin-reichen Region spielt vor allem die Sequenz PSRPNR eine
entscheidende Rolle fur die Bindung (Grabs et al., 1997). Die Folgen der Bindung
sind noch unklar, aber Amphiphysin scheint die Bildung von Dynamin-Multimeren
zu verhindern (Owen et al., 1998). Die Interaktion mit Synaptojanin, einer Inositol-
5-Phosphatase, die sich in Neuronen findet, erfolgt ebenfalls Uber die SH3-
Domane des Amphiphysin (Ramjaun et al., 1997; de-Heuvel et al., 1997).
Daneben konnten eine Bindung von Amphiphysin an weitere Proteine gezeigt
werden, so an Endophilin, ein in Nerven vorkommendes Protein (Micheva et al.,
1997) und an Ankyrin, mit dem es zusammen in der Zelle lokalisiert zu sein
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scheint (Butler et al., 1997). Beide Amphiphysin-Isoformen hemmen zudem die
Phospholipase D, die Phophatidylcholin zu Cholin und Phosphorsaure hydrolisiert
(Lee et al., 2000). SchlieBlich scheint Amphiphysin | mit Actin wechselzuwirken
und so die Entwicklung von Neuronen zu beeinflussen (Mundigl et al., 1998).
Amphiphysin | bindet aullerdem an Lipid-Membranen und fungiert so
mdglicherweise als Adapter zwischen der Membran und weiteren Proteinen.
Dieses ist bisher fur das Homodimer des Amphiphysin | beschrieben worden, gilt
vermutlich aber auch fur das Heterodimer (Takei et al., 1999). Als derartiges
Heterodimer liegen beide Isoformen im Gehirn vor (Owen et al.,, 1998). Die
Interaktion mit der Plasmamembran kann aber auch Uber den N-Terminus des
Amphiphysin Il vermittelt werden. Dieser N-Terminus ist ebenso fur die Bildung
der Hetero- und Homodimere notwendig (Ramjaun et al, 1999) Aus
Mauseembryonen konnte ein Protein isoliert werden, das eine Sequenzhomologie
zu Amphiphysin zeigt, und wie dieses eine SH3-Domane zeigt, wahrscheinlich
handelt es sich um eine Splicevariante. Dieses als ALP1 (Amphiphysin-like-
Proteinl) bezeichnete Protein bindet uber die SH3-Domane an eine
Tyrosinkinase, deren Funktion noch nicht aufgeklart ist (Kadlec et al., 1997). Fur
die Regulation des gesamten Endocytoseprozesses scheint die Phosphorylierung
bzw. Dephosphorylierung einzelner Komponenten eine wichtige Rolle zu spielen
(Slepnev et al., 1998). Amphiphysin | kann im Gegensatz zu Amphiphysin Il
phosphoryliert werden, wobei die Dephosphorylierung von der extrazellularen
Ca?*-Konzentration abhangig ist (Bauerfeind et al., 1997). Neben der Endocytose
synaptischer Vesikel soll Amphiphysin Il auch bei der Phagocytose humaner
Makrophagen eine Rolle spielen (Morisette et al., 1999; Gold et al., 2000). Das
Amphiphysin aus Drosophila melanogaster lalt sich aufgrund der geringen
Sequenzhomologie zu dem Amphiphysin aus Vertebraten nicht zu einer der
beiden Isoformen Amphiphysin | oder Il zuordnen, wahrscheinlich gibt es ahnlich
wie in Caenorhabditis elegans nur eine Isoform. Die SH3-Domane des Proteins
aus Drosophila melanogaster zeigt topologische Ahnlichkeiten. Die zweite
Domane hingegen zeigt deutliche Abweichungen zu Vertebraten. Eine Expression
laldt sich in vielen Strukturen wahrend der Embryonalentwicklung von Drosophila
melanogaster nachweisen, das Expressionsmuster weicht von aber von dem
anderer Proteine, die in Vertebraten mit Amphiphysin interagieren, wie z. B.
Dynamin und Adaptin, ab. Dieses lal3t den Schlul® zu, dal® es Unterschiede in der
Funktion gibt und Amphiphysin in Invertebraten andere Aufgaben wahrnimmt als
in Vertebraten (Razzaq et al., 2000). Die aus Hefe isolierten Mitglieder der
Amphiphysin-Familie RVS161p und RVS167 scheinen eine ahnliche Funktion zu
besitzen wie Amphiphysin in Vertebraten. Entsprechende Hefemutanten zeigen
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phanotypisch Beeintrachtigungen in Endocytose und Knospung. Fur RVS167
konnte eine Interaktion mit Actin, fir RVS161p mit RVS167 nachgewiesen werden
(Balguerie et al., 1999).

1.4, Dermatopontin

1.4.1. Struktur und Vorkommen von Dermatopontin

Dermatopontin ist ein in einer Reihe von Organismen gefundenes Protein der
extrazellularen Matrix. Es wurde erstmals aus dem Rind isoliert (Neame et al.,
1989). Das homologe Protein aus dem Schwein wird als TRAMP (Tyrosine Rich
Acidic Matrix Protein) bezeichnet, bezugnehmend auf den isoelektrischen Punkt
im sauren Bereich (Cronshaw et al., 1993). Ebenso wurde ein homologes Protein
im Menschen identifiziert (Superti-Furga et al.,1993). Bei Invertebraten wurde
bisher einzig im Pfeilschwanzkrebs Limulus polyphemus ein als Limulus-
Aggregationsfaktor (LAF) bezeichnetes Protein gefunden, das eine 37 %ige
Identitdt zu dem bovinen Dermatopontin zeigt und als homolog dazu betrachtet
wird. (Fujii et al., 1992).

Dermatopontin besitzt ein Molekulargewicht zwischen 18 kDa in Limulus
polyphemus (Fujii et al., 1992) und 22 kDa im Rind (Neame et al., 1989). Die
bisher gefundenen Proteine zeichnen sich durch eine Reihe gemeinsamer
Merkmale aus. Dermatopontin besteht aus vier Domanen: einer tyrosinreichen
Region am N-Terminus, gefolgt von den Regionen 2 und 3, die grole Ahnlichkeit
untereinander zeigen, und Region 4, die eine leichte Ahnlichkeit zu den beiden
vorherigen Regionen zeigt. Diese Domanenstruktur konnte ein Hinweis auf die
Entstehung durch Duplikation einer Ursprungssequenz im Laufe der Evolution
sein. Die Regionen 2 bis 4 sind gekennzeichnet durch eine 6 Aminosauren lange
Wiederholungssequenz. Die Konsensussequenz lautet Asp-Arg-GIx-Trp-
Asn/GIn/Lys-Phe/Tyr. Diese Sequenz ist sowohl im menschlichen als auch im
bovinen Dermatopontin zu finden. Die Funktion dieses Motivs ist aber unklar
(Superti-Furga et al., 1993; Neame et al., 1989). Des weiteren findet sich in den
humanen und bovinen Proteinen zehn Cysteinreste, zwischen denen
Disulfidbrucken ausgebildet werden, wodurch insgesamt drei Schleifen gebildet
werden (Superti-Furga et al.,1993; Neame et al., 1989). Diese Cysteinreste und
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die Sequenzwiederholungen sind auch in Limulus polyphemus zu finden (Fujii et
al., 1992).
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Abb. 3: Schematische Struktur des bovinen Dermatopontin. Dargestellt sind die
Aminosaure-sequenz, die funf Disulfidbricken und die drei Asp-Arg-GIx-Trp-Asn/GIn/Lys-
Phe/Tyr-Wiederholungen (aus Neame et al., 1989).

Als posttranslationale Modifikation sind fur das porkine TRAMP Sulfatreste
nachgewiesen worden (Forbes et al., 1994). Eine Glykosilierung ist hingegen
zumindest in der bovinen und humanen Form nicht nachweisbar (Neame et al.,
1989; Superti-Furga et al., 1993). Flr das Vorkommen von Isoformen gibt es
lediglich fir TRAMP experimentelle Belege (Cronshaw et al.,, 1993). Am N-
Terminus findet sich jeweils eine Signalsequenz zur Exkretion des Proteins, die
zwischen 18 (Mensch) und 19 Aminosauren (Limulus polyphemus) lang und im
extrazellularen reifen Protein nicht mehr vorhanden ist (Fuijii et al., 1992; Superti-
Furga et al., 1993).

Fir die Proteine aus Schwein, Maus und Mensch konnte eine Expression in einer
Vielzahl von Geweben nachgewiesen werden (Forbes et al., 1994; Superti-Furga
et al., 1993). Zellkulturexperimente zeigten eine Sekretion von TRAMP (Forbes et
al.,, 1994). Der Limulus-Aggregationsfaktor ist intrazellular in sekretorischen
Granulae nachweisbar und wird erst nach Stimulation ins extrazellulare Milieu
abgegeben (Fujii et al., 1992). Fur Vertebraten fehlen ahnliche Befunde zur
Freisetzung bislang.
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1.4.2. Funktion

Die Funktion des Dermatopontin ist flr die einzelnen Proteine unterschiedlich gut
aufgeklart. Der Limulus-Aggregationsfaktor agglutiniert in vitro Erythrocyten und
fuhrt zur Aggregation von Limulus-Amobocyten (Fujii et al. , 1992). Fir die porkine
Form TRAMP konnten in vitro-Versuche zeigen, das TRAMP die Bildung von
Kollagenfibrillen beschleunigt und sie gegenuber einer Dissoziation stabilisiert.
Eine Bindungsstelle fir TRAMP im Kollagenmolekul konnte allerdings noch nicht
identifiziert werden (MacBeath et al., 1993). Fir eine Verbindung zwischen
Dermatopontin und Kollagen spricht auch die Tatsache, das Zellen, die auf
kollagen-beschichteten Schalen kultiviert wurden, eine geringere
Dermatopontinexpression zeigen als die Vergleichszellen auf unbeschichteten
Schalen (Kuroda et al., 1999). Ein weiterer Aspekt ist die Rolle von Dermatopontin
bei einigen Krankheitsbildern. So ist eine Uberexpression von Dermatopontin bei
progressiver systemischer Sklerose in der Dermis zu beobachten. Fur diese
Krankheit sind aufRerdem Veranderungen der Kollagenfibrillen beschrieben
worden. Das parallele Auftreten beider Phanomene spricht dafur, da® auch in-vivo
eine Interaktion zwischen Dermatopontin und Kollagen stattfindet (Okamoto et al.,
1996). In vitro-Versuche ergaben, dal} der Transforming growth factor TGF-$1 zu
einer verstarkten, hingegen Interleukin 4 zu einer verminderten Expression fuhrt.
Die Rolle von Dermatopontin in der Pathogenese beruht eventuell auf dem Einflu®
dieser beiden Cytokine auf die Menge an vorhandenem Dermatopontin (Kuroda et
al., 1999).

Die Interaktion von Dermatopontin mit anderen Proteinen ist besonders fir das
bovine Protein untersucht worden. Zum einen bindet Dermatopontin an Decorin.
Decorin ist ein leucin-reiches Proteoglycan der extrazellularen Matrix, da® u.a. mit
Kollagen interagiert. Zum anderen bindet Dermatopontin aber auch an TGF-(.
TGF-B ist ein Cytokin, welches Differenzierung und Proliferation vieler Zellen, aber
auch die Ausbildung der extrazellularen Matrix beeinflusst. In in vitro-
Experimenten konnten die biologischen Effekte des TGF-B durch Dermatopontin
verstarkt werden.

Decorin und TGF-B kdnnen ihrerseits aneinander binden. Durch die Bindung von
Decorin an TGF-B kann dessen Funktion moduliert werden. Decorin und
Dermatopontin zusammen bilden mdglicherweise einen Komplex, der mehr TGF-3
binden kann, als die beiden Moleklle fir sich alleine genommen. Auf diese Art
konnte die verfugbare Menge an TGF-B kontrolliert und so dessen Wirkung
beeinflusst werden (Okamoto et al., 1999). Die Interaktion zwischen Decorin und
Dermatopontin ist dabei in Experimenten unabhangig vom Vorhandensein der
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Disulfidbricken. Weiterhin konnte gezeigt werden, dal} die Interaktion Uber den
Proteinanteil des Decorin und nicht dessen Dermatansulfatketten vermittelt wird
(Okamoto et al., 1996).

Unabhangig davon werden als mogliche Bindungspartner des Dermatopontin auf
der Zelloberflache Integrine diskutiert. Daflir sprechen sowohl experimentelle
Hinweise, als auch das Vorhandensein einer RGAT-Sequenz an Position 151 -
154 des bovinen Dermatopontin, die der typischen Integrin-bindenden RGDS-
Sequenz ahnelt und dieser funktionell entsprechen koénnte. Eine endglltige
Bestatigung hierfur steht aber noch aus (Lewandowska et al., 1991).
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2. Zielsetzung der Arbeit

Mit der Entstehung der Vielzelligkeit muf3ten im Laufe der Evolution Mechanismen
entstehen, die eine Adhasion der Zellen untereinander bewirken. Die Porifera
bieten sich als Modellorganismen zur Untersuchung dieser Zellaggregation an, da
sie an der Basis der Metazoen stehen.

Ein wesentlicher Bestandteil des Zellaggregationssystems bei Schwammen ist der
sog. Aggregationsfaktor. Es handelt sich hierbei um einen Glykoproteinkomplex,
der als I0slicher Faktor im Extrazellularraum vorliegt und uber Lektine und
Aggregationsrezeptor eine Zellaggregation vermittelt. Die ersten Experimente zum
Aggregationsfaktor wurden bereits zu Beginn des letzten Jahrhunderts
durchgefuhrt. Bis heute ist es gelungen, einige Proteine mit Hilfe
proteinchemischer Verfahren zu identifizieren und ihre Funktion zu untersuchen.
Mit der Einfuhrung molekularbiologischer Methoden bietet es sich an, die
zugrundeliegenden Gene zu identifizieren und auf dieser Grundlage zu einem
tieferen Verstandnis der Zellaggregation gelangen. In der Arbeitsgruppe W.E.G.
Muller gelang es, ein cDNA-Fragment, welches mutmalilich flr einen Teil des
Aggregationsfaktors kodiert, zu klonieren. Die cDNA stammte aus Geodia
cydonium, einem Schwamm, der im Hinblick auf den Aggregationsprozel}
besonders gut untersucht ist und sich daher als Untersuchungsobjekt eignet. Im
Rahmen dieser Arbeit sollte die cDNA vollstandig isoliert werden und bestatigt
werden, dal} es sich um einen Teil des Aggregationsfaktors handelt. Anschlieend
sollte das Protein in E. coli rekombinant hergestellt werden, um seine Rolle im
Aggregationsprozel’ zu untersuchen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte aulRerdem eine zweite cDNA kloniert werden, die
eine Sequenzhomologie zu Dermatopontin aus Vertebraten und zu dem aus
Limulus polyphemus isolierten Aggregationsfaktor LAF zeigt. Dermatopontin und
LAF sind Bestandteile der extrazellularen Matrix und spielen eine Rolle bei der
Adhasion zwischen Zellen und der extrazellularen Matrix. Das cDNA-Fragment,
welches als Ausgangspunkt diente, stammte aus dem marinen Schwamm
Suberites domuncula. Neben der Klonierung sollten auch erste Hinweise auf eine
mogliche Funktion im Schwamm geliefert werden. Zu diesem Zweck sollte das
Protein rekombinant hergestellt werden.
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3. Material

3.1. Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen ROTH, Karlsruhe;
MERCK, Darmstadt und SIGMA, Deisenhofen in p.a.-Qualitat bezogen.

3.2. Verbrauchsmaterialien

Einwegspritzen BRAUN, Melsungen
Entwickler & Fixierer fir Rontgenfilme KODAK, Paris, Frankreich
Falcon Reaktionsgefalle (5, 15 und 50 ml) BECTON & DICKINSON,

Filterpapier

Frischhaltefolie
Latexhandschuhe

Microstrips 0,2 ml, tubes und caps
Omnistrips 0,3 ml, tubes und caps
Nitrocellulosemembranen

Nylonmembrane

Parafilm M

Pasteurpipetten

Petrischalen

Pipettenspitzen

Pipettenspitzen mit Filtereinsatz
Reaktionsgefalte 1,5 und 2,0 ml
Roéntgenfilm FUJI New RX

Screeningplatten
Sterilfilter 0,2 ym

New Jersey, USA
MACHEREY &

NAGEL, Daren

MELITTA, Minden

N.S. UNI-GLOVES SDN.
BHD., SEREMBAU, Malaysia
DIANOVA, Hamburg
DIANOVA, Hamburg
SCHLEICHER & SCHULL,

Dassel
AMERSHAM-PHARMACIA,
Freiburg

AMERICAN NATIONAL
CAN, Greenwich, USA

WU, Mainz

GREINER, Frickenhausen
ROTH, Karlsruhe
BIOZYM, Hess. Oldendorf
EPPENDORF, Hamburg
FUJI, Gber

BECHTHOLD, Kelkheim
NUNC, Wiesbaden
MILLIPORE, Bedford, USA
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Videoprinterpapier

Whatman 3MM-Papier

3.3. Gerate

SemiDry Blotting-Kammer Transblot SD
Proteinelektrophoreseeinheit Protean Mini
Brutschrank TypBK
Elektrophoresekammer

Heizblock Thermostat 5320

Heizplatte

pH-Meter Typ CG 840

Powersupply

Schuttelinkubator CertomatH

Sterilbank

Photometer Gene Quant

Vortexer

Wasserbad

Thermocycler:

Hybaid Touchdown

Perkin EImer Geneamp 9600

DNA-Sequenzierer LI-COR 4200L

Fluoreszenzmikroskop AH3BT3
FolienschweiRautomat
Thermomixer 5436
Kihlschranke (-20 °C & 4 °C)
Gefrierschrank —80 °C
Magnetrihrer mit Heizplatte
Mikrotom

ROTHHAAR &

SCHRODER, Heidelberg
WHATMAN, Uber BENDER
& HOBEIN, Bruchsal

BIO-RAD, Minchen
BIO-RAD, Minchen
EHRET, Emmerdingen
BIORAD, Munchen
EPPENDORF, Hamburg
IKA Labortechnik, Staufen
SCHOTT, Mainz

BIORAD, Munchen
BRAUN, Melsungen
KOTTERMANN, Hangingen
AMERSHAM-PHARMACIA,
Freiburg

LABOTEC, Wiesbaden
KOTTERMANN, Hangingen

HYBAID/AGS, Heidelberg
APPLIED  BIOSYSTEMS,
Weiterstadt

LICOR, uber MWG-
BIOTECH, Ebersberg
OLYMPUS, Hamburg
PETRA-ELECTRIC, Burgau
EPPENDORF, Hamburg
LIEBHERR, Ochsenhausen
NUNC, Wiesbaden

IKA Labortechnik, Staufen
CAMBRIDGE
INSTRUMENTS, NuRloch



Pipetten
Rollinkubator
Speed VacSVC100/RH40-11

SterilisatorTK/L7

Transilluminator und Gel-Dokumentationssytem
UV-Crosslinker Stratalinker 1800

Waage PT 120R6
Zentrifugen:

Sorvall RC-5B
Haemofuge
Zentrifuge 5415 C
Klhlzentrifuge 5402

3.4. Enzyme

Taqg-Polymerase

Biotherm DNA-Polymerase
Synergy DNA-Polymerase
Alkalische Phosphatase (CIAP)
T4-Ligase

RNaseA

Thrombin

Restriktionsenzyme

Bam Hi
Bgl Il
Eco Rl
Hind Il
Kpn |
Not |
Nco |

GILSON, Villieres-Le-Bel
Institutswerkstatt

SAVANT

INSTRUMENTS,
Farmingdale, USA

EHRET, Emmendingen

UVP LIMITED, Cambridge
STRATAGENE, Amsterdam,
Niederlande

SARTORIUS, Géttingen

DU PONT, Bad Homburg
HERAEUS, Hanau

EPPENDORF, Hamburg
EPPENDORF, Hamburg

Promega, Mannheim
GENECRAFT, Munster
GENECRAFT, Munster
PROMEGA, Mannheim
MBI, St. Leon-Rot
QIAGEN, Hilden
AMERSHAM-PHARMACIA,
Freiburg

MBI, St. Leon-Rot
PROMEGA, Mannheim
MBI, St. Leon-Rot
MBI, St. Leon-Rot
PROMEGA, Mannheim
MBI, St. Leon-Rot
MBI, St. Leon-Rot
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Nhe |

Pae | (Sphl)
Sac |

Sac ll

Sal |

Smal |

Xba |

Xho |

3.5. Kits

QIAprep-Spin Plasmid Miniprep
NucleoSpin System

High Pure Plasmid Isolation Kit
QIAquick PCR Purification Kit
Geneclean™ - Spin Kit

High Pure PCR Product Purification Kit
Oligotex™ mRNA Minikit
Thermo-Sequenase Kit

PCR DIG Probe Synthesis Kit

3.6. Vektoren

A-ZAP-Express/pBK-CMV
pGEM™.-T Cloning Kit
PQE30,

pGEX 2T

PROMEGA, Mannheim
MBI, St. Leon-Rot
MBI, St. Leon-Rot
MBI, St. Leon-Rot
MBI, St. Leon-Rot
MBI, St. Leon-Rot
MBI, St. Leon-Rot
MBI, St. Leon-Rot

QIAGEN, Hilden
MACHEREY- NAGEL, Duren
ROCHE, Mannheim
QIAGEN, Hilden

BIOZYM, Hess.Oldendorf
ROCHE, Mannheim
QIAGEN, Hilden
AMERSHAM-PHARMACIA,
Freiburg

ROCHE, Mannheim

STRATAGENE, Heidelberg
PROMEGA, Mannheim
QIAGEN, Hilden
AMERSHAM-PHARMACIA,
Freiburg
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3.7. Marker

Prestained Protein Marker NEW ENGLAND

BIOLABS, Schwalbach
Bestehend aus folgenden Proteinen: MBP-B-Galactosidase (175 kD),
MBP-Paramyosin (83 kD), Glutamat-Dehydrogenase (62 kD), Aldolase
(48 kD), Triosephosphat-lsomerase (33 kD), B-Lactoglobulin A (25 kD),
Lysozym (17 kD), Aprotinin 7 (kD)

SDS-Page-Standard, broad range BIORAD, Munchen
Bestehend aus folgenden Proteinen: Aprotinin (6,5 kD), Lysozym (14,4
kD), Trypsininhibitor (21,5 kD), Carbonatanhydrase (31 kD), Ovalbumin
(45 kD), Serumalbumin (66,2 kD), Phosphorylase b (97,4 kD), B-
Galactosidase, (116,25 kD), Myosin (200 kD)

DNA-Marker: 1 kb DNA-Ladder GENECRAFT, Munster
Bestehend aus folgenden Fragmenten: 250 bp, 500 bp, 750 bp, 1000 bp,
1500 bp, 2000 bp, 3000 bp, 4000 bp, 5000 bp, 6000 bp, 8000 bp, 10000
bp

RNA-Marker | ROCHE, Mannheim
bestehend aus folgenden Fragmenten: 0,3 kb; 0,4 kb; 0,6 kb; 1,0 kb; 1,6
kb; 1,9 kb; 2,8 kb; 5,3 kb; 7,4 kb

RNA-Marker Il ROCHE, Mannheim
bestehend aus folgenden Fragmenten: 1,6 kb; 1,9 kb; 2,8 kb;

5,3 kb; 7,4 kb

RNA-Marker Il ROCHE, Mannheim
bestehend aus folgenden Fragmenten: 0,3 kb; 0,4 kb; 0,6 kb;

1,0 kb; 1,6 kb

3.8. Primer

Die Oligonukleotide wurden von der Firma MWG BIOTECH, Ebersberg bezogen.
Die Sequenzen sind in 5°-3'-Richtung angegeben.
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Dermatopontin-spezifische Primer

mdesma
pdebam

Derm1
Derm2
Derm4
Derm3
Derm5

TGA CCC GGG GTG ATT CAT CTT CCA
AAT CCT

CGC GGATCC AAG ATG TTT GTG AAT
GCT ACT

TCTTCATGG TGG TTG CTG TC

CAT CTT CCA AAT CCT GTC CTC AT
AAT TCC AGT TCA GAG TTT CAA

ATT ACG TAC AGA GCATCCATAG
GCT ATT TGG GAA CGT GCA

Aggregationsfaktor-spezische Primer

Afpsma‘

Afmecor1

AFM1
AFM2
AFM3
AFM4
AFP1
AFP2
AF3
AF4

TGC CCC CGG GCC AGA AAC TGG GCA
AGT CAG AC

CTG GAA TTC CCT CAG AAG GAG GAG
GAA ATT CG

CTC ATC TCC GGG TCT TCG TAT GG
GTC AAC AAC TCT TCG TTA GCC GG
GAC AGC AGT GTCTTGATT CTCCTG G
AGG TGT TTG TCT TGA GTA G

ACA AGC CGA GTA GAA GAT CTA

AGC CGA GTA GAA GAT CTA ATA

AGG TTC TCC GAT GTC AAG ACT
CTCACT CTCTTC TTC GGT GCG

Vektorspezifische Primer

Sowohl IR-markiert als auch nicht markiert:

T3:
T7:
SP6:

PQE-F:

CGG AAT TAA CCC TCA CTA AAG
GTAATACGACTC ACT ATAGGGC
TAG GTG ACACTATAG AATACTC
GGC GTATCACGAGGC CCTTTCG

Tm=68°C

Tn=67°C
Tm=62°C
Tn=259°C
Tm=52°C
Tn=57"°C
Tm=54°C

Tn=64°C
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pPQE-R:

3.9. Bakterienstamme

XL1-Blue MRF'

CAT TAC TGG ATC TAT CAACAG G
pGEX5seq GGG CTG GCAAGC CACGTTTGG TG C

Tn=52°C
Tm=68°C

STRATAGENE, Heidelberg

A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recA1

gyrA96 relA1 lac [F' proAB lacl9ZAM15 Tn10 (Tet")]

XL1-Blue

STRATAGENE, Heidelberg

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

lacl9ZAM15 Tn10 (Tetl)]

BL 21
E. coli B F" dem ompT hsd(rg-mg-) gal

M15 E. coli K 12

3.10. Antikorper
1D2 Anti-AF

PoAb-AF

Anti-Lektin Antikorper Illc8
Penta-His Antikorper Maus 1gG+4
Anti-GST Antikdrper Ziege

Anti-Maus IgG, alkalische Phosphatase gekoppelt
Anti-Ziege 1gG, alkalische Phosphatase gekoppelt

Anti-Kaninchen IgG,
alkalische Phosphatase gekoppelt

STRATGENE, Heidelberg

STRATAGENE, Heidelberg

Arbeitsgruppe W.E.G.Muller
Arbeitsgruppe W.E.G.Muller
Arbeitsgruppe W.E.G. Muller
QIAGEN, Hilden
AMERSHAM-PHARMACIA,
Freiburg

SIGMA-ALDRICH,
Deisenhofen

DIANOVA, Hamburg
SIGMA-ALDRICH,
Deisenhofen
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4, Methoden

4.1. Die Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion ist es mdglich, DNA-Fragmente auf
einfache Weise beliebig zu vervielfaltigen. Diese Methode wurde 1985 von Karry
Mullis entwickelt (Saiki et al., 1985). Eine typische PCR-Reaktion umfallt drei
Schritte.

1. Die DNA wird durch Erhitzen auf 95°C denaturiert, so dal sie einzelstrangig
vorliegt.

2. An die einzelstrangige DNA werden bei einer niedrigen Temperatur
(Annealingtemperatur) kurze Oligonukleotide, die sog. Primer angelagert.
Diese Primer sind komplementar zu bestimmten Sequenzenabschnitten in
der zu amplifizierenden DNA.

3. Im dritten Schritt wird aus der einzelstrangigen DNA beginnend an den
Primern wieder ein DNA-Doppelstrang synthetisiert. Dieses geschieht mit
Hilfe einer thermostabilen DNA-Polymerase, die in den meisten Fallen aus
dem Bakterium Thermophilus aquaticus stammt. Diese sog. Elongationszeit
ist von der Lange des zu erwartenden Produkts abhangig. Es gilt die Regel,
dafd ungefahr 1000 bp/min synthetisiert werden.

Dieser Reaktionszyklus wird 30 - 35 mal wiederholt. Als Ergebnis liegt ein DNA-
Abschnitt millionenfach vervielfaltigt vor. Durch die Wahl geeigneter Primer kann
man dabei spezifisch bestimmte DNA-Bereiche amplifizieren. Das
Amplifikationsprodukt kann mittels Gelelektrophorese nachgewiesen werden. Die
PCR kann, da sie schnell, einfach und sehr sensitiv ist, fur viele Anwendungen
eingesetzt werden. Bei der Wahl der Primer sind folgende Regeln zu beachten:

1. Die Lange sollte 20 - 30 Nukleotide betragen.
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2. Die vier Basen sollten in der gleichen Haufigkeit vorliegen.
3. Die 3’-Enden sollten weder inter- noch intramolekular komplementar sein.
4. Es sollten keine Bereiche mit Polypurin oder Polypyrimiden oder sich

wiederholenden Sequenzen auftreten.

5. Die Annealingtemperaturen der verwendeten Primer sollte in etwa gleich
sein.

4.1.1. Berechnung der Schmelztemperatur der Primer

Um den Schmelzpunkt T, eines Primers zu bestimmen, wendet man folgende
Gleichung an:

(Anzahl A+ T)x2°C (AnzahlG+C)x4 °C=Tn[°C]

Die Annealingtemperatur T, berechnet sich im Anschlul} daran nach folgender
Formel:

Ta[°C]=Tm -2 [°C]

4.1.2. Screening der cDNA-Bank mit Hilfe der PCR

Aufgrund der oben erwahnten Spezifitdt der PCR ist es mdglich aus einer cDNA-
Bank gesuchte DNA-Abschnitte gezielt zu vervielfaltigen und anschlieRend zu
isolieren. Dabei wurden meistens ein genspezifischer Primer und ein
vektorspezifischer Primer eingesetzt. Auf diese Weise konnte jeweils der 5’- oder
der 3’-Bereich der in den Vektor einklonierten cDNA amplifiziert werden.

Durchfithrung der PCR
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In ein 0,2 ml Reaktionsgefal wurden die folgenden Komponenten pipettiert.

10 x Puffer 5 ul

cDNA-Bank 2 ul

dNTP-Mix 2,5 ul
Primer 1 2,5 ul
Primer 2 2,5 ul
Tag-Polymerase 0,5 yl
AQ. bidest. 30 pl

Gesamtvolumen 50 pl

Um Verunreinigungen so gering wie mdglich zu halten, wurde an einer Sterilbank
gearbeitet. AnschlielRend wurde die PCR in einem Thermocycler nach folgendem
Protokoll durchgeflnhrt:

95 °C: 5 min

95 °C: 30 sec; Tn-2°C:30sec; 72 °C: xmin 30 - 35 Zyklen
72 °C: 10 min

4 °C:

Um das Ergebnis der PCR zu kontrollieren, wurde ein Teil der Ansatze auf ein
Agarosegel aufgetragen.

4.2. Gelelektrophorese

Mit der Gelelektrophorese kann man DNA-Molekule ihrer GroRe nach in einer
porosen Matrix, dem sog. Gel, auftrennen. Dabei wird der Umstand genutzt, dal}
DNA aufgrund ihrer Phosphatgruppen negativ geladen ist und im elektrischen Feld
in Richtung der Anode wandert. Die Wanderungsgeschwindigkeit im Gel ist dabei
u.a. von der GroRe der Molekule abhangig. Kleine Molekule wandern schneller als
groRe. Weiterhin beeinflussen Art und Konzentration der Gelmatrix, Temperatur,
Spannung und Art des verwendeten Puffers die Wanderungsgeschwindigkeit. Um
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die GroRe der DNA-Fragmente zu bestimmen, Iat man ein Gemisch aus DNA-
Fragmenten bekannter GrofRe, den sog. Marker, mitlaufen.

4.2.1. Herstellung des Gels

Zur Herstellung des Gels wurden 1 % Agarose in TBE-Puffer aufgekocht und in
einen Gelschlitten mit einem Kamm gegossen. Nach dem Erstarren konnten der
Kamm entfernt und das Gel in die mit TBE-Puffer gefullte Gelkammer gesetzt
werden. Die DNA-Proben wurden nun in die durch den Kamm entstandenen
Taschen geflllt. Je nach Art des verwendeten Kamms 5 pl bzw. 10 ul Probe, die
vorher mit 1 ul bzw. 2 ul Probenpuffer versetzt worden waren. Die angelegte
Spannung betrug 10 V/cm. Der Lauf wurde gestoppt, nachdem der Puffer etwa
zwei Drittel der Gellange zurlckgelegt hatte. Anschlieliend wurde das Gel mit
Ethidiumbromid gefarbt.

1 x TBE: 6 x Probenpuffer:

Tris/HCI 10,78 g Bromphenolblau 0,25 %
Borsaure 55¢g Saccharose 40 %
EDTA 0,74 g in Aqua bidest.

ad 11 Aqua bidest.

4.3. Gelfarbung mit Ethidiumbromid

Um die im Agarosegel aufgetrennte DNA sichtbar zu machen, wurde das Gel fur
10 -15 min in eine Ethidiumbromidlosung (2 pg/ml Ethidiumbromid in TBE-Puffer)
gelegt. Ethidiumbromid interkaliert zwischen die Basenpaare doppelstrangiger
DNA. Bestrahlt man nun mit ultraviolettem Licht, so ist eine orange-rote
Fluoreszenz im Bereich von 590 nm sichtbar. Das gefarbte Gel wurde mit einem
Gel-Dokumentationssystem  fotografiert. Die erhaltenen Bilder konnten
ausgedruckt oder auf Diskette gespeichert werden. Da die Intensitat der
Fluoreszenz von der DNA-Menge abhangig ist, kann man auf diese Art auch die
Konzentration der DNA bestimmen, indem man mit der bekannten Konzentration
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des Markers vergleicht. Diese Methode der Mengenbestimmung ist nicht sehr
genau, reicht aber fur viele Anwendungen aus.

4.4, Reinigung der PCR-Produkte

Um mit dem PCR-Produkt weiterzuarbeiten, war es notwendig, dieses zu reinigen
und von den Ubrigen Bestandteilen der Reaktion zu trennen. Dazu standen zwei
Moglichkeiten zur Verfugung. Zum einen konnte der gesamte PCR-Ansatz
aufgereinigt werden, zum anderen konnte man aber auch das entstandene PCR-
Produkt aus dem Agarosegel extrahieren.

4.4.1. Reinigung des PCR-Ansatzes

Das bei einer PCR entstandene DNA-Fragment wurde mit dem High Pure PCR
Product Purification Kit (ROCHE, Mannheim) von den uUbrigen Bestandteilen einer
PCR getrennt. Das Prinzip dieser Methode beruht auf der Bindung der DNA an
eine Membran aus Silicagel, wahrend die anderen Komponenten der PCR
ausgewaschen werden konnen. Es wurde nach folgendem Protokoll vorgegangen:
Ein Volumenteil PCR-Gemisch wurde mit 5 Volumenteilen Bindungspuffer
versetzt, gemischt und auf die Silicagel-Saule aufgetragen. Man zentrifugierte 2
min und verwarf den Durchflu. Die DNA war dabei an die Silicagelmembran
gebunden worden. Nach Zugabe von 750 uyl Waschpuffer wurde erneut fur 2 min
zentrifugiert. Durch diesen Waschschritt wurden bis auf die amplifizierte DNA alle
weiteren Komponenten entfernt. Den Durchflu® verwarf man wiederum und durch
1-minutiges Zentrifugieren wurde restlicher Puffer entfernt. Die Saule wurde dann
in einem Sammelréhrchen plaziert und 50 pl steriles Ag.dest. aufgetragen. Durch
einen weiteren Zentrifugationsschritt eluierte man die DNA in das
Sammelrohrchen. Die DNA wurde bei —20 °C fur die weitere Verwendung
aufbewahrt.
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4.4.2. Isolierung von PCR-Produkten aus Agarosegelen

Um DNA-Fragmente, die man in der Gelelektrophorese aufgetrennt hatte, aus
dem Agarosegel zu extrahieren, wurde das Geneclean Spin Kit (BIO101, Vertrieb
uber Q-BIOGENE, Heidelberg) eingesetzt. Die dabei angewandte Methode
beruhte auf dem Schmelzen der Agarose, der Bindung der DNA an Glasmilch und
dem Auswaschen der ubrigen Substanzen. Zunachst wurde das gewilnschte
DNA-Fragment unter dem UV-Licht des Transilluminators mit einem Skalpell
ausgeschnitten und in ein 1,5 ml Reaktionsgefald Gberfihrt. Nach der Zugabe von
450 ul Glasmilch-Suspension inkubierte man bei 56 °C im Heizblock bis die
Agarose geschmolzen war. Man durchmischte die Suspension und trug die
Fllssigkeit auf einen Filter auf. Die DNA wurde von der Glasmilch gebunden, die
bei dem folgenden Zentrifugationsschritt vom Filter zurickgehalten wurde,
wahrend die Flussigkeit in das Auffanggefall gelangte. Dieser Durchflul® wurde
verworfen und 550 ml GC New Wash aufgetragen. Dieser Waschpuffer wurde in
einem 2-minatigem Zentrifugenlauf wieder entfernt, verworfen, und das im Filter
zurtckbleibende Pellet durch 1-minatiges Zentrifugieren getrocknet. Zum Eluieren
der DNA gab man 30 pl steriles Aq. dest. auf den Filter, inkubierte bei 37 °C fur 2
min und zentrifugierte erneut ab. Im Durchfluld befand sich die DNA in Lésung und
konnte in dieser Form weiterverwendet oder bei —20 °C aufbewahrt werden.

4.5. Ligation der PCR-Produkte

Bei der Ligation wird das zu klonierende DNA-Fragment mit einem in linearer
Form vorliegenden Vektor verknupft. Diese Reaktion wird durch die T4-DNA-
Ligase katalysiert. Da die Tag-Polymerase an das 3’-Ende der PCR-Produkte ein
einzelnes Adenosin anhangt (Clark, 1988), verwendet man zur Ligation einen
Vektor, der an den Enden jeweils ein Thymidin besitzt. Diese Art der Ligation wird
als T-A-Ligation bezeichnet und ist effizienter als eine Ligation mit sog. glatten
Enden.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde das pGEMTM-T-Vektor-System von Promega
verwendet, das neben dem Vektor auch Ligase und Puffer enthalt. Fir eine
Reaktion pipettierte man folgende Komponenten in ein 1,5 ml Reaktionsgefal}:

7,5 ul 2 x Ligasepuffer

1yl pGEM™-T-Vektor

5,5 ul gereinigtes PCR-Produkt
1yl T4-DNA-Ligase

Man inkubierte bei 4 °C Uber Nacht oder 2 h bei Raumtemperatur. Anschlie3end
konnte dieser Ansatz ohne weitere Behandlung fur die Transformation verwendet
werden.

4.6. Transformation

Als Transformation bezeichnet man die Aufnahme von DNA durch Zellen. Wenn
man Bakterien mit einem geeigneten Vektor transformiert, kann man den Vektor
mit der darin enthaltenen gewlnschten DNA beliebig vermehren, da die Zellen bei
ihrer Teilung die Vektor-DNA an die Nachkommen weitergeben. Damit mdglichst
viele Zellen DNA aufnehmen, verwendet man zur Transformation sogenannte
kompetente Bakterien.

4.6.1. Herstellung kompetenter Bakterien

Bakterien sind in der Lage DNA-Molekule aus der Umgebung in geringen Male in
ihre Zelle aufzunehmen. Um eine Transformation effizienter durchzufuhren,
verwendet man kompetente Zellen. Als kompetente Zellen bezeichnet man
Bakterien, die man mit physikalischen und chemischen Methoden so manipuliert
hat, dal’ sie in verstarktem Malie DNA aufnehmen konnen. Eine Moglichkeit zur
Herstellung kompetenter Bakterien ist die Verwendung sog. TSS-Losung
(Transformation and Storage Solution) (EPICENTRE TECHNOLOGIES Uber
BIOZYM, Hess.Oldendorf) Die Herstellung der kompetenten Bakterien erfolgte in
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Anlehnung an die Methode von Hondal und Schaeffer (1995). Man verdunnte eine
Uber-Nacht-Kultur des E. coli- Stamms XL-1Blue oder eines anderen benétigten
Bakterienstammes in 50 ml LB-Medium und lie3 die Kultur auf dem Schattler bei
250 upm und 37 °C bis zur mittleren logarithmischen Phase wachsen. Die Zellen
wurden dann bei 4 °C und 1500 x g fir 10 min abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde entfernt und die Zellen in 100 pl pro 1 ml Kulturmedium vorgekuhlter 1 x
TSS-Losung aufgenommen. Nach Resuspendieren der Zellen teilte man sie in
Aliquots zu je 100 pl. Die so behandelten Bakterien wurden bei —80 °C eingefroren
und bei Bedarf zur Transformation eingesetzt.

TSS:

Polyethylenglycol (PEG) (3350 oder 8000) 10 % (W/v)
Dimethylsulfoxid (DMSO) 5 % (viv)
MgSO,4 20 - 50 mM
in LB-Medium

pH 6,5

LB-Medium: LB-Agar:
Bacto-Trypton 10 g LB-Medium 11
Hefeextrakt 5¢9 Agar 15¢
NaCl 5¢g autoklavieren

ad 11 Aqua bidest.
pH 7,3 autoklavieren

4.6.2. Messung der optischen Dichte (OD) einer Zellkultur

Um das Wachstum einer Bakterienkultur zu verfolgen, macht man sich zunutze,
dall die Absorption einer Zellsuspension von der Zellzahl abhangig ist. Bei einer
Wellenlange von 600 nm entspricht eine OD-Einheit bei E. coli ungefahr 0,8 x 10°
Zellen je Milliliter (Brown, 1993). Ein Aliquot der Suspensionskultur wird dazu in
einem Spektralphotometer mit Licht der entsprechenden Wellenlange 600 nm
durchstrahlt. Aus der gemessenen optischen Dichte kann dann die Bakterienzahl
berechnet werden.
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Fir die Messung wurde ein Spektralphotometer DU 64 der Firma BECKMANN
verwandt. Ein Aliquot der Bakterienkultur wurde 1:10 verdinnt und in einer 100 ul
Mikroglasklvette gemessen.

4.6.3. Transformation

Pro Ligationsansatz, den man transformieren wollte, wurden 100 pl kompetente
Bakterien 5 min auf Eis aufgetaut. Man pipettierte den Ligationsansatz dazu und
lie® die Zellen weitere 20 - 30 min auf Eis stehen. Dann gab man 800 ul auf 37 °C
vorgewarmtes LB-Medium zu. Die Ansatze wurden im Schattler bei 250 upm und
37 °C fur 1,5 h inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Bakterien auf einem
Nahrboden ausgestrichen und im Brutschrank bei 37 °C Uber Nacht aufbewahrt.
Am folgenden Tag konnten die Platten ausgewertet werden.

46.4. Selektion der transformierten Bakterien

Bei einer Transformation wird nur ein recht geringer Teil der Bakterien
transformiert, wahrend die meisten Zellen keine Plasmid-DNA aufnehmen.
Weiterhin hat ein Teil der transformierten Zellen lediglich Vektor-DNA ohne
Insertion aufgenommen. Um diese Bakterien von denen, die Vektor mit Insertion
aufgenommen haben, zu unterscheiden, bedient man sich zweier
Selektionmerkmale. Die verwendeten Vektoren besitzen ein Gen, dall den
Bakterien, die den Vektor aufgenommen haben, eine Antibiotikaresistenz verleiht.
Da man die Bakterien auf Antibiotika-haltigen Nahrboden (5 pg/ml Ampicillin bzw.
Carbenicillin) ausstreicht, kdnnen nicht-transformierte Bakterien nicht wachsen.
Der hier eingesetzte pGEM™.-T-Vektor verhilft den Bakterien zu einer Resistenz
gegen Ampicillin bzw. das Ampicillin-Analogon Carbenicillin. Zum zweiten besitzen
die Vektoren an der Stelle, an der die Insertion einkloniert wird, das Lac-z-Gen,
das flr B-Galactosidase codiert. Zur Induktion dieses Gens gibt man zu den
Nahrbéden 0,5 mM IPTG (B-D-Isopropyl-Thiogalactopyranosid). Tragt der Vektor
keine Insertion, so wird B-Galactosidase gebildet, die das in den Nahrbdden
vorhandene X-Gal (80 ug/ml) zu einem blauen Farbstoff umsetzt. Somit bleiben
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Insertion-tragende Bakterienkolonien weil3, wahrend solche ohne Insertion blau
erscheinen. Allerdings kann es in einigen Fallen vorkommen, dal} auch Insertion-
tragende Bakterienkolonien blau erscheinen. Um das Plasmid aus weilden
Kolonien zu gewinnen, pickte man je eine weille Kolonie mit einem sterilen
Zahnstocher oder einer sterilen Pipettenspitze, Uberfuhrte sie in 5 ml LB-Medium,
dem man das entsprechende Antibiotika zugesetzt hatte und lie} sie bei 37 °C
und 250 upm im Schattler iber Nacht wachsen. Am folgenden Tag konnte das
Plasmid isoliert werden.

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

IPTG: 0,1 M in Aqua bidest., Vorratslosung
X-Gal: 100 mg in 2 ml Dimethylformamid, Vorratsldsung
4.7. Plasmidpraparation

Die Gewinnung der Plasmide aus den Bakterienkulturen kann auf einfache Weise
mit dem High Pure Plasmid Isolation Kit (ROCHE DIAGNOSTICS, Mannheim)
erfolgen. Die dabei angewendete Methode beruht auf der Lyse der Bakterienzellen
unter alkalischen Bedingungen und der Bindung der Plasmide an eine
Silicagelmembran in Anwesenheit hoher Salzkonzentrationen. Im Einzelnen ging
man nach folgendem Protokoll vor: Die UN-Kulturen wurden zunachst 20 - 30 min
auf Eis gestellt und dann in 2 ml ReaktionsgefaRen abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde moglichst grindlich entfernt und das Pellet in 250 pl Puffer P1
resuspendiert. Das Resuspendieren hatte vorsichtig zu erfolgen, um die Bakterien-
DNA nicht zu scheren. Der Puffer P1 enthalt aul3erdem RNaseA, um die RNA der
Zellen zu verdauen. Man gab nun Puffer P2 zu, invertierte mehrmals und
inkubierte fur 1 - 2 min. Dieser Puffer enthalt SDS und NaOH. Dadurch kam es zu
einer Lyse der Zellen, Freisetzung ihres Inhalts und Denaturierung von DNA und
Proteinen. Um die Lysisreaktion zu beenden, gab man 350 pul Puffer P3 zu und
invertierte wiederum kurz. Dieser Schritt neutralisierte zunachst und fuhrte zu
einer Prazipitation von Proteinen, chromosomaler DNA und anderen
Zellbestandteilen, wahrend die Plasmid-DNA renaturieren konnte. Durch einen
Zentrifugationsschritt von 10 min bei 14000 upm wurde das Prazipitat am Boden
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des ReaktionsgefaRes gesammelt. Der Uberstand mit dem darin geldsten Plasmid
wurde abgenommen und auf eine Saule gegeben. Diese Saule enthalt eine
Membran aus Silicagel, an welche die Plasmid-DNA bindet. Die Saulen wurden
mit 500 pl Puffer PB Uberschichtet und flr 2 min zentrifugiert. Der Durchfluf3 wurde
verworfen, die Saule mit 750 ul Puffer PE Uberschichtet und erneut flir 2 min
zentrifugiert. Nach erneutem Verwerfen des Durchflusses, folgte ein weiterer
Zentrifugationsschritt fr 1 min, um restlichen Puffer zu entfernen. Durch diese
Waschschritte wurden Verunreinigungen und Salzreste der vorher verwendeten
Puffer entfernt. Die Saule wurde jetzt in einem Sammelgefald plaziert und mit 100
Ml sterilem Wasser uberschichtet und erneut fur 2 min zentrifugiert. Bei diesem
Schritt 16ste sich die DNA von der Membran und gelangte in das Sammelgefal},
wo sie als waldrige Losung vorlag und bei —20 °C aufbewahrt werden konnte. Der
DNA-Gehalt der Probe wurde dann photometrisch bestimmt.

4.8. Ultraviolettabsorptionsspektrometrie

Die Nukleinsaure-Konzentration einer wafirigen Losung kann man mit Hilfe der
Ultraviolettabsorptionsspektrometrie sehr exakt messen. Die Menge der
ultravioletten Strahlung, die von einer Nukleinsaure-Losung absorbiert wird, ist
ihrem Gehalt an Nukleinsaure direkt proportional. Die Absorption einer DNA/RNA-
Losung wird bei 260 nm gemessen. Bei dieser Wellenlange entspricht ein
Absorptionswert von 1,0 einer Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA
und 40 ug/ml RNA (Ausubel et al., 1987 - 2000). Anhand der Ultraviolettabsorption
kann man auch die Reinheit einer DNA/RNA-Praparation uberprufen. Bei reinen
Proben liegt das Verhaltnis der Absorption bei 260 nm und 280 nm bei etwa 1,8.
Geringere Werte weisen auf eine Verunreinigung hin.

Alle Messungen wurden mit dem Spektralphotometer Genequant Il der Firma
PHARMACIA durchgefuhrt. 100 pl einer 1:20 Verdunnung der Nukleinsaure-
Ldsungen wurden in eine Mikroquarzkuvette pipettiert und die Absorption bei 260
nm und 280 nm in einem Schritt gemessen. Das Gerat war so programmiert, dafl}
es sowohl die Konzentration, als auch die Reinheit der DNA-LOsung anzeigte



41

4.9. Restriktionsverdau der gewonnenen Plasmide

Um zu kontrollieren, ob die Plasmide tatsachlich die gewulnschte Insertion
enthielten, unterzog man sie einem Restriktionsverdau.
Restriktionsendonukleasen stammen aus Bakterien und sind in der Lage, eine fur
sie spezifische Sequenz von wenigen Nukleotiden zu erkennen und zu schneiden,
indem sie die Phosphodiesterbindung der DNA spalten. Im verwendeten Vektor
befinden sich auf beiden Seiten der Insertionsstelle eine Reihe von potentiellen
Schnittstellen fur Restriktionsenzyme. Man wahlte zwei Enzyme aus, die auf
jeweils einer Seite der Insertion schneiden. Als Puffer wurde ein Universalpuffer
(One phor all buffer plus, AMERSHAM-PHARMACIA, Freiburg) verwendet.

FiUr einen Ansatz wurden folgende Komponenten in ein Reaktionsgefal} pipettiert:

Plasmidlosung 6 ul
OPA-Puffer 2 ul
EcoR | 1l
Xho | 1 ul

Man inkubierte fur 1 h bei 37 °C und setzte dann 5 ul bzw. 10 ul des Ansatzes fur
die Gelelektrophorese ein, um die Grolie der Insertion zu bestimmen.

4.10. Checking-PCR

Neben dem Restriktionsverdau lassen sich Bakterienkolonien mit Hilfe der PCR-
Technik auf das Vorhandensein bzw. Fehlen rekombinanter Plasmide Uberprifen.
Besonders wichtig ist diese Methode, wenn das verwendete Vektorsystem keine
Blau-Weil3 Selektion ermdglicht, wie es zum Beispiel haufig bei
Expressionsvektoren der Fall ist.

Zur Durchfuhrung Uberflhrte man mit einer sterilen Pipettenspitze die zu
uberprifende Kolonie in 20 pl LB-Medium und resuspendierte die Zellen. Von
dieser Losung wurde 1 pl fur eine PCR mit Primern, die rechts und links der
multiple cloning site des Vektors liegen, verwendet. Die entstandenen PCR-
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Produkte wurden anschlie3end elektrophoretisch analysiert. Ihre Grélie entsprach
denen der klonierten DNA-Fragmente.

4.11. Herstellung einer Dauerkultur

Von einem Teil der UN-Kulturen setzte man eine Dauerkultur, einen sog.
Glycerinstock, an, der tiefgefroren aufbewahrt wird. 2 Volumenteile einer GUN-Kultur
und ein Volumenteil Aufbewahrungsmedium (LB-Medium + 50 % Glycerin) wurden
in ein 1,5 ml Reaktionsgefal® pipettiert und durchmischt. Dieser Glycerinstock ist
bei -20 °C fur ca. 6 Monate und bei —80 °C fur ca. 2 Jahre haltbar. Bei Bedarf kann
hiervon eine Kultur angesetzt werden, indem man zunachst einen Teil auf einem
Nahrmedium ausstreicht, am folgenden Tag eine Kolonie aufnimmt und eine neue
UN-Kultur ansetzt.

4.12. DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung hat zum Ziel die Basenabfolge in einem bestimmten
DNA-Fragment zu ermitteln. Dazu stehen zum einen das Maxam-Gilbert-
Verfahren, zum anderen das Sanger-Verfahren zur Verfugung. Die im folgenden
beschriebene Vorgehensweise beruht auf dem Prinzip der Sanger-Sequenzierung.
Dabei wird die DNA mittels einer DNA-Polymerase synthetisiert. Dem
Reaktionsgemisch ist dabei neben dNTPs noch jeweils ein 2'-3"-Dideoxynukleotid
hinzugeflgt (ddNTP). Wird ein solches ddNTP anstelle eines normalen dNTP
eingebaut, so kommt es zu einem Abbruch der Synthesereaktion, da die OH-
Gruppe zum Knupfen der nachsten Phosphodiesterbindung fehlt. Das Verhaltnis
von dNTP zu ddNTP im Reaktionsansatz ist so gewahlt, dal® die Synthese der
einzelnen Strange zu unterschiedlichen Zeitpunkten abgebrochen wird und so ein
Gemisch von Strangen verschiedener Lange entsteht. Flr jedes Nukleotid setzt
man eine Reaktion mit dem jeweiligen ddNTP an. Die Ansatze werden dann auf
ein hochaufldsendes Polyacrylamidgel aufgetragen, mit dem Fragmente, deren
Lange sich nur in einem Nukleotid unterscheidet, aufgetrennt werden koénnen.
Anhand der Abfolge der Banden im Gel kann die Sequenz gelesen werden. Flr
die Sequenzierung wurde das Thermo Sequenase fluorescent labelled primer
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cycle sequencing kit with 7-deaza-dGTP (AMERSHAM-PHARMACIA, Freiburg)
eingesetzt, das Gemische von dNTPs mit je einem ddNTP als sog.
Terminationsmixe enthalt. Zur Markierung der Syntheseprodukte verwendete man
mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierte Primer. Die Sequenzen wurden mit
einem automatischen Sequenziergerat vom Typ LiCor 4200 gelesen.

4.12.1. Sequenzierreaktion

Die Synthese der DNA-Strange erfolgte mittels einer PCR-Reaktion. In ein 1,5 ml
Reaktionsgefald wurde folgender Ansatz pipettiert:

x ul Plasmid
1 pl markierten Primer
y ul Ag. dest.( Gesamtvolumen 18 pl).

Es wurden in der Regel zwischen 10 pl und 14 yl Plasmid eingesetzt.

Die Ansatze wurden durchmischt und lichtgeschitzt und bis zur endgultigen
Verwendung auf Eis aufbewahrt. In 4 PCR-Reaktionsgefalle pipettierte man
jeweils 1,5 yl basenspezifischer Terminationsmixe und anschlieRend 4,5 pl der
obigen Ansatze. Die PCR wurde dann nach folgendem Protokoll durchgefthrt:

95 °C: 5 min
95°C:30sec; T, —2 °C: 20 sec; 70 °C: 1 min; 30x
4 °C:

Im Anschlu® wurden die Proben bei 95 °C fUr 5 min inkubiert, um sie zu
denaturieren. Dann stellte man sie sofort auf Eis und gab nach einigen Minuten 3
Ml Ladepuffer hinzu. Danach wurden die Proben auf das Gel aufgetragen.
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Stop-/Ladepuffer:

Formamid 95 % (viv)

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

Der Puffer wurde mit Aqua bidest. auf 100 % aufgefullt

4.12.2. Giel3en des Elektrophoresegels

Um die Produkte der Sequenzierreaktion aufzutrennen, wurde ein
Polyacrylamidgel gegossen. Dazu wurden zunachst die daflr bestimmten
Glasplatten gereinigt. Zwischen die Platten legte man Abstandhalter mit einer
Dicke von 0,25 mm. Fur das Gel wurden 24 ml von Komponente 1 und 6 ml von
Komponente 2 der Sequagel-XR-Lésungen (Vertrieb Uber BIOZYM, Hess.
Oldendorf) zusammengegeben. Diese Mischung wurde mit einer Spritze durch
einen Filter mit einer PorengrofRe von 45 uym gedrickt. AnschlieRend gab man 175
I frisch hergestellte 10-%ige APS-LOsung hinzu, um den Polymerisationsprozel}
zu starten. Diese Losung wurde sofort zwischen die Gelplatten gegossen und der
Vorkamm eingesteckt. Nach ca. 2 h war das Gel fertig polymerisiert und wurde in
das Sequenziergerat eingehangt.

4.12.3. Gelelektrophorese

Vor dem Laden des Gels wurde zunachst ein 45-minutiger Vorlauf gestartet. Als
Laufpuffer wurde frisch angesetzter 1 x TBE verwendet. Nach dem Vorlauf wurde
der Kamm eingesetzt, jeweils 2 ul Probe in die vom Kamm gebildeten Taschen
pipettiert und der Gellauf, der 6 - 7 h bendtigte, gestartet.
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4.12.4. Auswertung des Gellaufs

Mit Hilfe des Programms Image-Analysis wurden die Sequenzen automatisch
gelesen, bei Bedarf manuell korrigiert und anschlieBend abgespeichert. Im
Normalfall konnten zwischen 500 und 1200 bp gelesen werden.

4.12.5. Analyse der Sequenzdaten

Um herauszufinden, ob es sich bei den sequenzierten DNA-Abschnitten um die
gewulnschten cDNAs handelt, wurden die Daten mit Hilfe des Programms BLAST
[Basic Local Alignment Search Tool] an Datenbanken geschickt. Hierbei wurde
das Unterprogramm blastx verwendet, das die Nukleotidsequenz automatisch in
alle sechs moglichen Leseraster Ubersetzte und mit einer Proteindatenbank
verglich.

4.13. Subklonierung

Mit dem verwendeten Sequenzierer kann man zwischen 500 und 1200
Basenpaare von jeweils beiden Enden der Insertion lesen. Ist die im Vektor
befindliche Insertion langer, so reichen diese Leseweiten nicht aus. Um auch den
in der Mitte liegenden Teil zu lesen, stehen verschiedene Moglichkeiten offen. Ein
Ansatz ist die Herstellung von spezifischen Primern anhand der schon bekannten
Sequenz, um den noch nicht sequenzierten Teil in einer PCR zu vervielfaltigen.
Das PCR-Produkt kann dann in einen Vektor einkloniert und sequenziert werden.
Eine andere Moglichkeit besteht im Ausschneiden des unbekannten Teils der
Insertion mit Restriktionsenzymen und der anschlielfenden Einklonierung in einen
Vektor.
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4.14. RNA-Praparation

4.14.1. DEPC-Behandlung von Lésungen und
Verbrauchsmaterialien

Bei Arbeiten mit RNA ist es notwendig alle verwendeten Losungen und Materialien
mit einem RNase-Inhibitor wie z. B. Dimethylpyrocarbonat (DMPC) zu behandeln.
DMPC bindet kovalent an die Aminosauren Tyrosin und Histidin der RNasen und
zerstort dadurch deren Struktur (Leonard et al., 1970). Zur Herstellung von
RNase-freien Puffern und Wasser wurden diese mit 0,1 % DMPC versetzt und 72 h
lang gerUhrt. Reaktionsgefalle wurden Uber Nacht in DMPC-Lésung behandelt.
Zur Inaktivierung des DMPC wurde anschlieBend autoklaviert. Zum Pipettieren
wurden RNAse-freie PCR-Filterspitzen verwendet. Hitzestabile Glasgefalie
wurden bei 180 °C fur 3 h sterilisiert. Die Arbeitsflache, Gelkammer und
Gelkdmme wurden mit RNAse-Away (ROTH, Karlsruhe) behandelt, um RNAsen
zu inaktivieren.

4.14.2. RNA-Isolation mit Hilfe von TRIzol-Reagenz

TRIzol (GIBCO LifeTechnologies) ist ein Reagenz, bestehend aus einer mono-
phasischen Lésung von Phenol und Guanidin-Isothiocyanat zur Isolation von RNA
aus Zellen und Gewebe. Die Methode beruht auf einem Verfahren von
Chomcynski und Sacchi (1987). Nach der Homogenisierung und Lyse der Proben
und der Zugabe von Chloroform erfolgt die Trennung die Lésung in eine walrige
und eine organische Phase, wobei die RNA ausschlieflich in der wassrigen Phase
verbleibt. Durch Versetzen mit Isopropanol wird die RNA dann ausgefallt.

Etwa 1 g tiefgefrorenes Schwammgewebe wurde mit Mdérser und Pistill unter
Zugabe von flissigem Stickstoff zerkleinert, in 6 ml TRIzol-Reagenz uberfuhrt,
gevortext und 5 min bei RT inkubiert. Unl6sliche Bestandteile wurden durch eine
10-miniitige Zentrifugation bei 12.000 x g und 4 °C abgetrennt, der Uberstand in 6
Reaktionsgefalte Uberfuhrt und pro 1 ml verwendeten TRIzol-Reagenz 200 ul
Chloroform zugegeben. Nach 15 sec Vortexen und 3-minutiger Inkubation bei RT
wurde 15 min bei 12000 x g und 4 °C zentrifugiert und die obere walirige Phase
abgenommen. Der auf sechs neue ReaktionsgefaRe verteilte Uberstand wurde mit
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jeweils 0,5 ml Isopropanol versetzt, gemischt und die RNA 10 min bei RT
ausgefallt. Nach 10-minatiger Zentrifugation bei 12.000 x g und 4 °C wurde das
RNA Pellet mit 75 %igen Ethanol gewaschen und in 50 pl H,O aufgenommen. Die
Konzentration der gewonnenen RNA konnte spektrophotometrisch bestimmt
werden. Bis zur weiteren Verwendung wurde die RNA bei —80 °C gelagert.

4.15. RNA-Gel

Zur Kontrolle der Qualitat der isolieten RNA wurde diese auf ein
Elektrophoresegel aufgetragen. Die gelelektrophoretische Auftrennung von
einzelstrangiger RNA mull aufgrund der moglichen Ausbildung von
Sekundarstrukturen unter denaturierenden Bedingungen = stattfinden. Als
denaturierende Substanz wurde Formaldehyd verwendet (Lehrach et al., 1977).
Zur Herstellung des Gels wurden 0,5 g Agarose, 2,5 ml 10 x Boratpuffer und 42,5
ml Aqua bidest. aufgekocht und nach Abkuhlung auf 60 °C mit 4 ml 37 %igen
deionisierten Formaldehyd versetzt. Nach dem AusgielRen des Gels wurde die
Total-RNA mit einer entsprechenden Menge an RNA-Probeldsung versetzt, bei 56
°C 10 min lang denaturiert, kurz auf Eis abgekuhlt und auf das Gel aufgetragen.
Als Langenstandards wurde die DIG-markierten Marker |, 1l oder Ill von ROCHE
(Mannheim) verwendet. Der Gellauf selbst erfolgte bei 10 V/cm in 1 x Boratpuffer.
Das Gel wurde anschliefend in Toluidinblaulésung gefarbt und in Aqua bidest.
entfarbt.

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

pH 7,4

Toluidinblaul6sung:
Toluidinblau 1%
Methanol 40 %
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4.16. Northern-Blot

Ein Northern-Blot dient dazu, in aus einem Organismus isolierter RNA ein
bestimmtes Transkript durch eine spezifische Sonde nachzuweisen. Dazu wird die
auf einem Gel aufgetrennte RNA auf eine Membran transferiert, fixiert, mit einer
markierten Sonde hybridisiert und anschlieBend die Sonde detektiert. Als
Markierung wurde Digoxigenin-UTP verwendet. Die Detektion erfolgt mit einem
gegen das Digoxigenin gerichteten Antikorper, an den alkalische Phosphatase
gekoppelt ist. In einer sich anschlielienden Enzymreaktion wird das Substrat CDP-
Star™ (ROCHE, Mannheim) zu einem metastabilen Diocetan-Phenolat-Anion
umgesetzt. Die beim Zerfall dieser Verbindung entstehende Chemolumineszenz
wird zur Belichtung eines Films benutzt, auf dem so ein Bandenmuster entsteht.

4.16.1. Herstellen der DNA-Sonde

Das DNA-Fragment wurde mit dem PCR DIG Probe Synthesis Kit (ROCHE,
Mannheim) markiert. Die dabei angewandte Methode beruht darauf, dal® in einer
PCR die DNA amplifiziert wird, wobei in das PCR-Produkt Digoxigenin-
gekoppeltes UTP eingebaut wird. Das auf diese Weise markierte Fragment kann
dann mit Hilfe von Antikorpern, an die alkalische Phosphatase gebunden ist,
nachgewiesen werden. Fur die PCR setzte man folgende Reaktion an:

10x Puffer 5 ul
PCR DIG Probe Synthesis Mix 2,5 pl
dNTP-Stammlosung 2,5l
Primer p 2 ul
Primer m 2yl
Template 1l
Wasser 34,25 ul

Enzym-Mix 0,75 pl



49

Ein Teil des PCR-Ansatzes wurde auf ein Gel aufgetragen, um zu kontrollieren, ob
das richtige Fragment entstanden ist. Das entsprechende DNA-Fragment wurde
anschlieRend mit der oben beschriebenen Methode aus dem Gel extrahiert.

4.16.2. Gelelektrophorese

Zunachst wurde eine Gelelektrophorese wie oben beschrieben durchgefuhrt. Es
wurden 5 — 10 yg Total-RNA aufgetragen. Nach dem Lauf wurde das Gel
zunachst 5 min in Aqua dest. und dann 20 min in 20 x SSC langsam geschuttelt.

20 x SSC Stammlésung:
NaCl 3M
Na-CitratpH7,0 0,3 M
in Aqua bidest.

4.16.3. Transfer

AnschlieRend wurde der Blot in der folgenden Reihenfolge aufgebaut: Ein 4 cm
hoher Stapel Papierticher, zwei Blatt trockenes Whatmanpapier, ein Blatt in 20 x
SSC angefeuchtetes Whatmanpapier, in Wasser angefeuchtete Nylon-Membran,
Gel, wobei die Geltaschen oben liegen sollten, drei Blatt in 20 x SSC
angefeuchtetes Whatmanpapier. Alle Papiere waren auf die Grolle des Gels
zurechtgeschnitten. Zuoberst kamen zwei lange Streifen Whatmanpapier, die
wiederum in 20 x SSC angefeuchtet waren. Diese Streifen wurden mit dem einen
Ende auf den Stapel gelegt und mit dem anderen Ende in eine Schale mit 20 x
SSC, so dal} der Puffer aufgrund der Kapillarkraft durch das Whatmanpapier, das
Gel und durch die Membran gesogen wurde. Dabei wurde die RNA aus dem Gel
auf die Membran Ubertragen. Der Blot wurde mit einem Gewicht beschwert und
die RNA 3 h transferiert. Anschlieiend wurde der Blot wieder abgebaut und die
RNA im UV-Crosslinker zur Fixierung an der Membran mit 120 mj bestrahlt. Nach
diesem Schritt wurde die RNA zusammen mit der Hybridisierungslosung welche
die zuvor bei 95 °C denaturierte Sonde enthielt, in Plastikfolie eingeschweif3t und
bei 50 °C im Wasserbad Uber Nacht inkubiert. Als Hybridisierungsldsung wurde
Dig-Easy-Hyb (ROCHE, Mannheim) verwendet. Es wurden 150 ng DIG-markierte
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Sonde eingesetzt. Am nachsten Morgen wurde die Hybridisierungslosung
abgegossen und in einem Falkonréhrchen bei —20 °C fur eine weitere
Verwendung aufbewahrt. Die Membran wurde nun in flachen Schalen gewaschen.
Zunachst 2 x 15 min in Waschlésung A und anschlief3end 2 x 15 min bei 68 °C in
Waschldésung B. Mit diesen Waschschritten wurden Verunreinigungen und falsch
gebundene Sonde entfernt. Es schlof3 sich ein Waschschritt in Puffer P1 flr 5 - 10
min an. Dann wurde die Membran fur 30 min in 2 % Blocking-Reagenz in P1
gewaschen und dann 30 min in 2 % Blocking-Reagenz mit dem Anti-Dig-
Antikdrper-AP in P1 inkubiert. Der Antikdrper lag dabei in einer Verdiinnung von
1:10000 vor. Um Uberschissigen Antikorper zu entfernen, wurde nochmals fur 2 x
10 min mit P1 gewaschen. Zum Schluf® wurde 2 x in P3 gewaschen. Fur samtliche
Waschschritte war ein Volumen von 100 - 200 ml Flussigkeit erforderlich.
Aulerdem erfolgten die Waschschritte auf einem Schattler. Zur Detektion der
Signale wurde die Membran fir 5 min mit CDP-Star-Lésung bedeckt. Nach diesem
Schritt wurde die Membran in Klarsichtfolie eingeschweil3t und in einer
Roéntgenfilmkassette mit dem Film inkubiert. Die Belichtungszeiten lagen zwischen
5 und 60 min.

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

Waschldsung A: Waschlésung B:
2xSSC 0,5xSSC

0,1 % SDS 0,1 % SDS

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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4.17. Expression

Zu beiden im Rahmen dieser Arbeit klonierten cDNAs sollten die entsprechenden
Proteine in E. coli exprimiert werden, um mit den rekombinanten Proteinen
Funktionsstudien  durchzufuhren. Dabei kamen zwei  verschiedene
Expressionssysteme zum Einsatz: Das pQE-System (QIAGEN,Hilden) und das
pGEX-System (AMERSHAM-PHAMARCIA, Freiburg).

4.17.1. Expression des DERM_SD

Um ein Fremdprotein in Prokaryonten zu exprimieren, muf} das entsprechende
Gen in einen Expressionsvektor kloniert werden. Fur die Expression des
DERM_SD aus Suberites domuncula wurde der prokaryotische Expressionsvektor
pQE30 der Firma QIAGEN eingesetzt. Dieser Vektor enthalt Regulator-Elemente
des E.coli lac-Operons, durch Zugabe von [(-D-Isopropyl-Thiogalactopyranosid
(IPTG) kann die Expression des rekombinanten Proteins gestartet werden. Die
Sequenz ist dabei dergestalt in den Vektor einkloniert, da® zusatzlich sechs
Histidin an den N-Terminus des Proteins angefligt werden. Diese dienen dazu das
rekombinante Protein Uber Affinititschromatographie aufzureinigen. Uber die
Histidinreste binden die Proteine mit einer Dissoziationskonstante von 10_13 an mit
zweifach positiv geladenen Nickel versetzte Nitrilo-Triessigsaure (NTA =
Nitrilotriaceticacid), welche wiederum an das S&ulenmaterial gebunden ist. Uber
eine  Anderung des pH-Wertes kénnen die Proteine nach mehreren
Waschschritten von der Nickel-NTA-Saule gelést werden, da Histidin protoniert
wird und nicht mehr mit dem Nickel wechselwirken kann. Ein weiterer Vorteil ist
der einfache Nachweis des rekombinanten Proteins im Western-Blot mit Hilfe
eines Anti-Histidin-Antikorpers.

Die gewilnschte Nukleotidsequenz wurde mittels PCR amoplifiziert. Als Matrize
diente die im Vektor pGEMTM-T einklonierte cDNA. Die verwendeten Primer
besallen neben der genspezifischen Sequenz Schnittstellen fir zwei in der
multiple-cloning-site des Vektors vorhandene Restriktionsenzyme. Nach
Restriktionsverdau von Insert und Vektor und Dephosphorylierung des Vektors mit
alkalischer Phosphatase konnte das PCR-Produkt dadurch gerichtet in den
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Expressionsvektor pQE30 einligiert werden. Nach der Transformation von
kompetenten Zellen wurden mit einer checking-PCR Klone, welche die
entsprechende Insertion enthielten, identifiziert und von diesen eine Uber-Nacht-
Kultur angesetzt. Zur Expression wurden 2 ml dieser Kultur in 100 ml LB-Amp
gegeben und dann bis zu einer ODggo = 0,5 - 0,6 bei 37 °C kultiviert. Dann wurde
eine Probe von 1 ml als nicht-induzierte Kontrolle enthommen und bei —20 °C
aufbewahrt. Der Rest der Kultur wurde mit 1 mM IPTG fur 6 Stunden bei 37 °C
und 250 upm weiter inkubiert. Anschlie3end wurden die Zellen fir 20 Minuten bei
4000 x g abzentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde bei —20 °C eingefroren.

4.17.2. Aufreinigung des rekombinanten Proteins

Fur die Aufreinigung des rekombinanten Proteines wurde das Ni-NTA-Spin Kit
(QIAGEN, Hilden) benutzt. Dazu taute man das Pellet zunachst auf Eis auf. Pro 50
ml Kulturvolumen wurden 2 ml Puffer B zugegeben und die Zellen eine Stunde bei
Raumtemperatur unter standigem Ruhren lysiert. Nach Abzentrifugation
vorhandener Zellbruchstucke fur 30 Minuten bei 10000 x g und Raumtemperatur
wurde der Uberstand abgenommen und 20 ul fiir die spatere Kontrolle bei —20 °C
aufbewahrt. 1 ml Uberstand gab man anschlieRend auf eine Ni-NTA-Sdule und
zentrifugierte (700 x g, 2 min). Der Durchfluly wurde als Kontrolle aufbewahrt.
AnschlieRend folgten zwei Waschschritte mit Puffer D, indem jeweils 700 ul
aufgetragen und dann wieder zentrifugiert wurde (700 x g, 2 min). Der Durchfluf3
wurde auch hier zur Kontrolle aufgehoben. Zur Elution des rekombinanten
Proteins wurde dann zweimal 200 pl Puffer E auf die Saule gegeben und wie oben
beschrieben zentrifugiert. Beide Eluate bewahrte man bei —20 °C auf.

Puffer B:
Harnstoff 8M
N3H2PO4 0,1 M

Tris/HCIpH 8,0 0,01 M
in Aqua bidest.
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Puffer D: Puffer E:

Harnstoff 8M Harnstoff 8M
NaH,;PO4 0,1M NaH;PO4 0,1M
Tris/HCI pH 5,9 0,01 M Tris/HCI pH4,5 0,01 M
in Aqua bidest. in Aqua bidest.

4.17.3. Expression des Aggregationsfaktors

Um den Aggregationsfaktor aus Geodia cydonium zu exprimieren, wurde der
prokaryotische  Expressionsvektor pGEX-2T (AMERSHAM-PHAMARCIA,
Freiburg) eingesetzt. Auch dieser Vektor besitzt die Regulator-Elemente des
E.coli-lac-Operons zur Induktion der Expression durch Zugabe von (3-D-Isopropyl-
Thiogalactopyranosid (IPTG). Bei diesem System wird an den N-Terminus des
rekombinanten Proteins das Enzym Glutathion-S-Transferase aus Schistosoma
japonicum angeflgt. Das so entstandene Fusionprotein 1at sich dann Uber eine
Glutathion-Sepharosesaule affinitatschromatographisch aufreinigen. Glutathion-S-
Transferase bindet hierbei an das Saulenmaterial, wahrend andere Proteine durch
mehrere Waschschritte eluiert werden. Anschlie3end kann das Fusionsprotein mit
Glutathion-haltigem Elutionspuffer von der Saule gewaschen werden. Weiterhin
lalkt sich das rekombinante Protein im Western-Blot mit Hilfe eines Anti-GST-
Antikorpers detektieren. Die Amplifikation der Insertion, Ligation, Transformation
und Expression entsprach der fur das pQE-System beschriebenen
Vorgehensweise. Nach 6 h Induktion wurden die Zellen fur 20 Minuten bei 4000 x
g abzentrifugiert. Das Pellet wurde bei —20 °C aufbewahrt.

4.17.4. Aufreinigung des rekombinanten Proteins

Zur Aufreinigung wurde das Pellet in 50 pyl PBS pro ml Kulturvolumen
resuspendiert und mittels Ultraschall lysiert. Durch Zentrifugation fur 30 Minuten
bei 10000 x g wurden Zellbruchstlcke entfernt. Ein Aliquot des Lysates bewahrte
man fur eine spatere Kontrolle auf. Das Zellysat wurde dann mit Glutathion-
Sepharose, die zuvor in PBS gewaschen wurde, fur 30 min bei Raumtemperatur
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unter leichtem Schutteln inkubiert. Dabei wurden 2 ml Sepharose fur ein aus 100
ml Expressionskultur gewonnenes Lysat eingesetzt. Die Sepharose fullte man
anschlieBend in eine Saule. Es folgte ein dreimaliger Waschschritt der Saule mit
dem 10-fachen Volumen PBS. Von den Waschschritten wurden ebenfalls Proben
zur spateren Kontrolle aufgehoben. Zur Elution des rekombinanten Proteins gab
man anschlieend 1 ml Glutathion-Elutionspuffer auf die Saule. Nach einer
Inkubation von 10 min bei Raumtemperatur liel man den Elutionspuffer aus der
Saule laufen. Dieser enthielt nun das rekombinante Protein und wurde bei —20 °C
gelagert. Der Elutionsschritt wurde insgesamt dreimal durchgefuhrt. Alternativ
konnte das rekombinante Protein von der Saule eluiert werden, indem man mit
Thrombin das Protein von der Glutathion-S-Transferase trennte. Dazu wurde eine
Thrombinlésung mit einer Konzentration von 10 Units/mg auf die Saule gegeben
und anschliel3end mit PBS eluiert.

PBS: Elutionspuffer:
NaCl 140 mM Glutathion 10 mM
KCI 2,7 mM Tris-HCI pH 8,0 50 mM

N32HPO4 10 mM
KH2P04 1.8 mM

4.18. SDS-PAGE und Western-Blot

Mittels der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 1aRt sich ein Gemisch aus
Proteinen in einem elektrischen Feld der Grofze nach auftrennen Durch das stark
anionische Detergens SDS (sodium dodecyl sulfate) in Verbindung mit dem
reduzierenden Reagenz [3-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 (Weber und
Osborn, 1969). Mit Hilfe von Markern mit bekanntem Molekulargewicht kann das
Molekulargewicht der Proteine bestimmt werden. Der Trennbereich der Gele ist
von der Polyacrylamidkonzentration abhangig. Die aufgetrennten Proteine kdnnen
nach dem Gellauf entweder mit Coomassie angefarbt oder aber auf eine Membran
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transferiert werden, um anschlieRend bestimmte Proteine mittels spezifischer
Antikorper nachzuweisen. Die SDS-PAGE wurde nach dem diskontinuierlichen
Prinzip (Laemmli, 1970) in der Mini-PROTEAN Il Electrophoresis Cell von BIO-
RAD (Munchen) durchgefuhrt. Die Gelmatrix ist in ein Trenn- und ein Sammelgel
gegliedert. Die Polyacrylamid-Konzentrationen der hier benutzten Trenngele lag
bei 12 %. Es handelte sich um Vertikalgele mit einer Geldicke von 0,5 mm, die
zwischen zwei durch Abstandhalter getrennte Glasplatten gegossen wurden.
Zunachst wurde das 12-%ige Trenngel, in dem die Auftrennung der Proteine nach
dem Molekulargewicht stattfindet, nach untenstehendem Schema pipettiert: nach
der Zugabe von TEMED wurde das Gel sofort zwischen die sorgfaltig mit
Isopropanol gereinigten Glasplatten gegossen und mit Isopropanol Uberschichtet.
Nach 30 min war der Polymerisationsvorgang abgeschlossen und der Isopropanol
wurde abgegossen. Nun wurde der Kamm zwischen die Glasplatten gesteckt und
das Sammelgel gegossen. Nach weiteren 30 min konnte der Kamm entfernt und
die Taschen mit Whatman-Papier gereinigt werden.

12 % Trenngel: 5 % Sammelgel:

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

Das fertige Gel wurde in die Gelkammer gestellt und diese mit Laufpuffer gefulit.
Anschliefend wurden die bei 95 °C fur 10 min denaturierten Proben und der
GrolRenstandard aufgetragen, um das Gel dann bei 200 V fir ca. 1 h laufen zu
lassen.

SDS-Laufpuffer: 5 x Probenpuffer:

Tris/HCI pH 8,325 mM Tris/HCI pH 6,825 mM
Glycin 192 mM Saccharose 50 %
SDS 0,1 % SDS 10 %

in Aqua bidest. Bromphenolblau 0,2 %

B-Mercaptoethanol 2,5 %
in Aqua bidest.
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4.18.1. Gelfarbung

Das Gel wurde nach dem Lauf fur 1 - 3 h in Roti-Blue-Losung zum Farben
gegeben. Roti-Blue ist eine kolloidale Coomassie Brilliant Blue G-250 Farbung fur
Proteine in Polyacrylamidgelen. Die Detektionsgrenze der Roti-Blue-Farbung liegt
bei 30 ng pro Bande. Nach mehrstindiger Entfarbung in Aqua dest. konnte das
Gel fotographiert werden.

4.18.2. Western-Blot

Bei dem als Western-Blotting bezeichneten Verfahren, urspringlich von Towbin et
al. (1979) beschrieben und dann verandert von Burnette (1981), werden die in der
Elektrophorese aufgetrennten Proteine aus dem Gel auf eine Tragermembran
transferiert. Die auf der Membran fixierten Proteine konnen mittels AntikGrpern
detektiert werden. Im allgemeinen wird zunachst ein primarer Antikorper, der
gegen das Antigen gerichtet ist, zugegeben. Im zweiten Schritt wird ein
sekundares Antikorper-Enzym-Konjugat zugegeben, das konstante Domanen der
Immunglobuline erkennt. Das an den Antikorper gekoppelte Enzym (alkalische
Phosphatase) katalysiert eine chemische Reaktion. Nach Zugabe des
entsprechenden Substrates kommt es bei Verwendung von NBT und X-Phosphat
zur Ablagerung des gefarbten Substrates auf der Membran bzw. bei Verwendung
von CDP-Star zur Lichtemission an der Reaktionsstelle.

Der Transfer der Proteine auf die Tragermembran wurde mit der von Kyhse-
Anderson (1984) entwickelten Methode des Semidry-Blottings durchgefuhrt. Nach
erfolgtem Gellauf wurde der Blot wie folgt aufgebaut: Zuunterst wurden acht in
Transferpuffer getrankte Whatmanpapiere gelegt, darauf die PVDF-Membran, die
zuvor fur 30 sec in Methanol und anschlielend fir 10 min in Transferpuffer
getrankt wurde. Auf die Membran wurde das Gel gelegt. AbschlieRend wurden
wieder acht in Transferpuffer getrankte Whatmanpapiere aufgelegt. Der Blot
wurde nun mit der Membran nach unten auf die Anode der Blottingapparatur
gelegt. Die Kathode wurde aufgelegt, die Apparatur geschlossen und die Proteine
bei 1 mA/cm? fur 60 min transferiert. Nach dem Transfer wurde die Membranspur,
die den Marker enthielt, abgeschnitten, mit Amidoschwarz 5 min gefarbt,
anschlie®end entfarbt und getrocknet. Die restliche Membran wurde Uber Nacht
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bei 4 °C in Blockingpuffer inkubiert, um die freien Bindungsstellen auf der
Membran abzusattigen und die unspezifische Bindung von Antikérpern zu
verhindern. Am nachsten Tag erfolgten 5 Waschschritte zu je 5 min in TBST.
Dann folgte die Inkubation mit dem ersten Antikdrper in TBST, 1 % Blockingpuffer,
fur 1 h. Nach 5 weiteren Waschschritten fur 5 min in TBST, wurde die Membran
mit dem zweiten Antikorper fur 1 h inkubiert. AnschlieRend wurde fur 2 x 10 min in
TBST und fur ebenfalls 2 x 10 min in P3 gewaschen. Alle Schritte erfolgten bei
Raumtemperatur auf einem Schuttler. Zur Detektion der Signale wurde die
Membran fir 5 min mit dem Substrat CDP-Star (ROCHE, Mannheim)
Uberschichtet. AnschlieRend liel¥ man die Membran kurz abtropfen und legte sie in
eine Rontgenfiimkasette. Danach wurde ein Film (Fuji RX New, BECHTHOLD,
Kelkheim) aufgelegt und entwickelt. Die Belichtungsdauer lag zwischen 2 und 15
min. Alternativ wurde die Membran mit NBT/X-Phosphat im Dunkeln inkubiert, bis
ein deutlicher Farbniederschlag sichtbar wurde.

Transferpuffer:

Tris 25 mM

Glycin 192 mM

Methanol  20%

pH 8,3

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.

TBST:

NaCl 150 mM
Tris/HCI pH 8,81 mM
Tween-20 0,1 %

in Aqua bidest.
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NBT:
75 mg/ml Nitro-blau-tetrazolium in 70 % Dimethylformamid

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

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

4.19. Proteinextraktion aus Schwammgewebe

Um Proteine aus Geodia cydonium zu isolieren, wurde 1 g Gewebe in fliissigem
Stickstoff in einem Morser zerkleinert. Das Pulver wurde in ein Reaktionsgefal®
uberfuhrt und 1 ml Extraktionspuffer pro eingesetztes Gramm Gewebe
zugegeben. Das Gemisch wurde gevortext und dann unter zwischenzeitlichem
Schutteln 30 min auf Eis gestellt. Danach schlof3 sich ein Zentrifugationsschritt an
(16000 x g, 20 Minuten, 4 °C). Der Uberstand wurde abgenommen, aliquotiert und
bei -20 °C eingefroren.

Extraktionspuffer:

Tris, HCI, ph 8 50 mM

NaCl 0,5M

Triton X-100 1%

4.20. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bradford-Methode zur Konzentrationsbestimmung von Proteinen (Bradford,
1976) beruht darauf, dall eine Farbelésung in Abhangigkeit der
Proteinkonzentration ihre Farbe andert. Der rote Farbstoff bindet an basische oder
aromatische Aminosauren, wodurch die anionische (blaue) Form des Farbstoffes
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stabilisiert wird, dessen Absorptionsmaximum dann bei 595 nm gemessen werden
kann.

Zunachst wurde mit BSA- (bovine serum albumin = Rinder-Serumalbumin)
Ldsungen eine Verdunnungsreihe von 0,3 ug bis 50 ug/ml in einer Mikrotiterplatte
angesetzt. Zu jeder Verdinnung wurden 150 pl Bradford-Reagenz (Roti-Quant,
ROTH, Karlsruhe) zugegeben, kurz gemischt und im Elisa-Reader bei 595 nm
gemessen. Die erhaltenen Werte dienten zur Erstellung einer Eichgerade.

Die Proben wurden bei unterschiedlichen Verdinnungen mit 150 pl Bradford-
Reagenz gemessen und die Proteinkonzentration anhand der Eichgerade
bestimmt.

4.21. Bindungsassay

Die Interaktion zwischen Proteinen laldt sich unter bestimmten Bedingungen mit
Hilfe eines modifizierten Western-Blotting-Verfahrens nachweisen. Dabei werden
Proteine elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Membran transferiert. Dann
erfolgt die Inkubation mit einer den potentiellen Liganden enthaltenen
Proteinfraktion Dieser Ligand IlaRt sich dann mit spezifischen Antikdrper
nachweisen. Dabei ist allerdings zu beachten, dal® die Proteine denaturiert
vorliegen und mdglicherweise nicht mehr an ihren Liganden binden kdnnen. Bei
der Verwendung rekombinanter Protein kommt aulerdem hinzu, dal} sie sich
hinsichtlich ihrer posttranslationalen Modifikationen von den nativen Proteinen
unterscheiden (Carr und Scott, 1992). Zur Durchfihrung wurde rekombinanter
Aggregationsfaktor auf einem Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf eine Membran
transferiert. Nach Blockieren unspezifischer Bindungsstellen erfolgte die
Inkubation mit Proteinextrakt aus Geodia cydonium bei Raumtemperatur fur 1 h.
Nach drei Waschschritten mit TBST wurde die Membran analog einem Western-
Blot weiterbehandelt. Als primarer Antikdrper wurde ein Anti-Lektin-Antikorper, als
sekundarer Antikorper ein mit alkalischer Phosphatase gekoppelter Anti-Maus-
Antikdrper eingesetzt. Die Detektion erfolgte kolorimetrisch mit NBT und X-
Phosphat.
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4.22. Aggregationstest

Mit dissoziierten Schwammeinzelzellsuspensionen lassen sich in vitro mit Hilfe
eines einfachen Assays die fur die Zellaggregation notwendigen Faktoren
untersuchen. Unter geeigneten Bedingungen bilden die Einzelzellen dabei wieder
makroskopisch sichtbare Zellaggregate (Zahn und Mdller, 1973).

4.22.1. Papainverdau des Antikdrpers

Antikorper lassen sich mit der Protease Papain spalten. Dabei werden die beiden
Antigen-bindenden Stellen vom Antikorpermolekul abgespalten und man erhalt
zwei sogenannte Fab-Fragmente. Zu diesem Zweck wurde die Antikorperldsung
mit 1 M HCI auf pH 6,5 eingestellt. Dann wurde Cystein bis zu einer
Endkonzentration von 50 mM und EDTA bis zu einer Endkonzentration von 1 mM
hinzugefugt. Pro ml Antikorperlosung wurden 0,3 Agarose gekoppeltes Papain
zugegeben. Dieser Ansatz wurde 10 h bei Raumtemperatur auf dem
Rolleninkubator belassen. Anschlieliend wurde die Reaktion durch Zentrifugation
der Papain-gekoppelten Agarose gestoppt und die Antikorperlosung bei —20 °C
gelagert.

4.22.2. Dialyse des rekombinanten Proteins

FUr die Funktionstests muften die Elutionspuffer, in denen die rekombinanten
Proteine vorlagen, entfernt werden. Dazu wurden die Eluate in Dialyseschlauche
gefullt und Uber Nacht bei 4 °C gegen Calcium-Magnesium-freies Seewasser
dialysiert.

4.22.3. Praparation von Schwammzellen

Die Einzelzellsuspension der Schwammzellen gewann man durch Vereinzelung
der Zellen in Ca®*- und Mg?*-freien artifiziellem Seewasser (CMFSW) + EDTA (2,5
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mM). Dazu wurden etwa 1 - 2 cm® groRe Gewebestiicke aus den Schwammen
geschnitten, in CMFSW-EDTA dberfuhrt und in einer sterilen Petrischale
zerkleinert. Die etwa 1 mm® groRen Stiickchen wurden nun in 40 ml frisches
CMFSW-EDTA iberfihrt und ca. 15 min bei RT gerollert. Der Uberstand wurde
abgegossen und erneut 40 ml CMFSW-EDTA zugegeben. Nach 1 h auf dem
Rollinkubator wurde die Losung durch ein Nylonnetz mit 40 ym Maschenweite
filtriert. Im Filtrat befanden sich nun die vereinzelten Zellen, die durch 10-minutige
Zentrifugation bei 500 x g pellettiert wurden. Es folgte ein zweimaliges Waschen
mit CMFSW-EDTA, dann wurden die Zellen in einem geeigneten Volumen
CMFSW-EDTA aufgenommen und die Zellzahl mit Hilfe der Zahlkammer nach
Neubauer bestimmit.

CMFSW

NaCl 460 mM
NaZSO4 7 mM
KCI 10 mM
Hepes 10 mM
Penicillin 4 mi/l
Streptomycin 4 ml/|
In Ag. dest.

CMFSW mit EDTA:

NaCl 460 mM
NaZSO4 7 mM
KCI 10 mM
Hepes 10 mM
Penicillin 4 mi/l
Streptomycin 4 ml/|
EDTA 2,5 mM
In Ag. dest.

pH 8,5
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4.22.4. Préaparation des Aggregationsfaktors

Zur Aufreinigung des Aggregationsfaktors wurde frisches Schwammgewebe in
CMFSW mit 80 mM EDTA homogenisiert. Nach einem Zentrifugationsschritt
wurden zu dem zellfreien Uberstand 40 mM CaCl, hinzugefiigt, um den
Aggregationsfaktor zu prazipitieren. Die Suspension wurde bei 16000 x g fur 10
min bei 4 °C zentrifugiert, das Pellet in CMSFW mit 5 mM EDTA aufgenommen
und 30 min gerUhrt. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt unter denselben
Bedingungen wurde der Uberstand auf eine Sepharose 6B-S&ule aufgetragen.
Nach Waschen der Saule wurde der Aggregationsfaktor mit CMFSW eluiert. Diese
Fraktion wurde als AF-Fraktion 6B bezeichnet und bis zur Verwendung bei —20 °C
gelagert.

4.22.5. Durchfihrung des Aggregationsassays

Die Schwammzellen wurden in einer Dichte von 25 x 10° Zellen/ml in 3 ml
Glassrohrchen gegeben und auf dem Rolleninkubator bei Raumtemperatur
inkubiert. Dieser Schritt erfolgte in artifiziellem Seewasser. In weiteren
Experimenten wurden gereinigter Aggregationsfaktor, Fab-Fragmente des
Antikdrpers PoAb-AF, bzw. rekombinantes Protein zugegeben. Nach 30 min
wurden die Ergebnisse fotographisch dokumentiert.

4.23. Immunfluoreszenzmikroskopie

Die Immunfluoreszenzmikroskopie erlaubt den indirekten Nachweis eines Proteins
im Gewebe mit Hilfe eines monoklonalen oder polyklonalen Antikorpers und eines
Farbstoff-gekoppelten  anti-Spezies  Antikoérpers, z. B. anti-rabbit-FITC
(Vandesande,1983).

Kleine Stucke von Geodia cydonium wurden fir 1 Stunde in 6 %iger HF-Lésung
eingelegt und anschlieRend mit Seewasser gespult. Nach 3 h Inkubation in 2 %
Paraformaldehyd/1 %NaBH,4 wurden die Gewebeschnitte in Phosphat-gepufferter



63

Kochsalzlésung (PBS) gewaschen und verblieben ca. 12 h in PBS mit 6,8 %
Saccharose. Danach wurden die Gewebestlcke in Aceton 1 h entwassert und mit
100 ml Technovit 100/0,6 g Harter (HAEREUS-KULZER, Wehrheim) ungefahr 12
h geschwenkt. Im folgenden wurden die Proben 5 min in 15 ml Infiltrationsldsung
(+ 0,5 g Harter Il) bewegt, Uber Nacht auf Eis gehartet und mit dem Mikrotom 0,7
pMm dinne Schnittpraparate hergestellt.

Die Objekttrager fur die Schnitte wurden durch Eintauchen in 1-%ige 3-
Aminopropyltriethoxy-Silanldsung (in Aceton) und Waschen in Aceton und Aqua
bidest. beschichtet. Nach dem Auftragen der Schnitte wurden sie 30 min in PBS
gelegt und anschlielRend mit primarer Antikorperldsung bedeckt. Nach 4-stiindiger
Inkubation und einem ca. 12-stiindigen Waschschritt in PBS (4 °C) erfolgte fur 4 h
die Inkubation mit 1:100 (in 0,5 % BSA) verdunnten Sekundarantikorper (anti-
Rabbit-FITC, DIANOVA, Hamburg). Durch einen weiteren Waschschritt mit PBS (3
h bei Raumtemperatur) wurden Uberschussige Antikdrper entfernt. Schlieflich
wurden die Objekttrager zur Anfarbung der Zellkerne fur 10 min in DAPI (4,6-
Diamidino-2-Phenylindol, SIGMA, Deisenhofen) eingelegt, nochmals 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

4.24. Transplantationsexperimente

An Schwammen lassen sich mit einfachen Mitteln Transplantationsexperimente
durchfuhren. Dazu bedient man sich der sogenannten Insertionstechnik (Pancer et
al., 1996). Zur Durchfluhrung eines Autograftexperimentes wurde einem Schwamm
mit einem Korkbohrer ein Gewebestick entnommen und an einer anderen Stelle
in einem vorgebohrten Loch plaziert. Nach funf Tagen wurde die entsprechende
Gewebestelle entnhommen und zur Herstellung histologischer Praparate
verwendet.
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4.25. Computerprogramme und Online-Dienste
4.25.1. Computerprogramme
DNASIS

Analyse und Translation von Nukleotidsequenzen
HITACHI Software engineering

CLUSTALW 1.7 (Thompson et al., 1994):
Sequenzvergleiche von Nukleotid- und Aminosauresequenzen
Freeware. Zu beziehen Uber: ftp.ebi.ac.uk

GENEDOC 2.4 (Nicholas und Nicholas, 1997):
Graphische Umsetzung von Sequenzvergleichen
Freeware. Zu beziehen uber: http://www.cris.com/~Ketchup/genedoc.shtml

PC/Gene (PC/Gene, 1995):

Translation von Nukleotidsequenzen, ldentifizierung von Proteindomanen und
Strukturmotiven

IntelliGenetics Inc., Mountain View, USA.

4.25.2. Internet-Adressen

Online-Sequenzvergleiche mit Nukleotid- und Protein-Datenbanken:
BLAST (Altschul et al., 1990; 1997): http://www.ncbi.nIm.nih.gov/blast/blast.cqi
FASTA (Pearson und Lipman, 1988): http://wwwZ2.ebi.ac.uk/fasta3/

Online-Identifizierung von Protein-Domanen und Strukturmotiven:

PROSITE (Bairoch, 1992): http://www.ebi.ac.uk/searches/prosite.input.html
BLOCKS (Henikoff und Henikoff, 1994): http://www.blocks.fhcrc.org/
PROFILE  (Bucher et al., 1996): http://www.isrec.isb-
sib.ch/software/PFSCAN_form.html
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Online-Zugriff auf Nukleotid- und Aminosaure-Datenbanken (z. B. Genbank):
ENTREZ (Benson et al., 1999)
HYPERLINK "http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/"

4.26. Halterung der Schwamme

Die Schwamme der Spezies Suberites domuncula (Demospongiae, Hadromerida)
und Geodia cydonium (Demospongiae, Astrophorida) wurden in der noérdlichen
Adria in der Nahe von Rovinj (Kroatien) gesammelt und in einer mit Meerwasser
geflllten Kuhlbox nach Mainz transportiert. Dort wurden sie in ein Aquarium
uberfuhrt und in artifiziellem Seewasser (hergestellt aus dem Meeressalz "Tropic
Marine" der Firma Dr. Binder GmbH, Wartenberg) bei 16 °C gehalten. Die
Schwamme futterte man zweimal in der Woche mit je 4 ml Phytoplankton ("Marin
Niedere Tiere Futter" der Firma AMTRA AQUARSTIK, Rodgau), aullerdem
wurden dem Wasser zweimal im Monat Vitamine und Spurenelemente zugefugt
("Vitamine & Mineral Supplement" der Firma KENT MARINE, Marietta, GA).
Zusatzlich wurden die Einsiedlerkrebse der Spezies Paguristes oculatus, die in der
Schale bestimmter Molluskenarten (z. B. Trunculariopsis trunculus) leben, welche
wiederum von Suberites domuncula bewachsen sind, ebenfalls zweimal die
Woche mit tiefgefrorenen Artemia salina gefuttert. Die spezifische Dichte des
Wassers wurde auf einen Wert von ca. 1,028 eingestellt.
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5. Ergebnisse
5.1. Der Aggregationsfaktor aus Geodia cydonium
5.1.1. Screening der cDNA-Bank

In der Arbeitsgruppe Muller lag ein DNA-Fragment aus der cDNA-Bank von
Geodia cydonium vor, das fur ein Protein des Aggregationsfaktors kodiert. Eine
Analyse der Sequenz ergab, dal} die cDNA am 5-Ende unvollstandig war. Um
vollstandige Klone aus der cDNA-Bank zu erhalten, wurde die cDNA-Bank mittels
PCR (Kap. 4.1.) nach vollstandigen Klonen durchsucht. Dazu konstruierte man die
genspezifischen Reverse-Primer AFM, AFM2, AFM3, und AFM4 (Kap. 3.8.), die
jeweils zusammen mit dem fur den Vektor pBK-CMV spezifischen Primer T3 in
einer PCR eingesetzt wurden.

PCR Ansatz: PCR-Bedingungen:
Aqua bidest. 37,5 ul 95 °C, 5 min

10 x Puffer 5 pl 35 Zyklen:
dNTP-Mix 2 ul 95 °C, 30 sec

Primer 1 2 ul T, 30 sec

Primer 2 2 ul 72 °C, 30 sec
cDNA-Bank 1 ul 1 Zyklus:
Tag-Polymerase 0,5 pl 72 °C, 10 min

Die entstandenen PCR-Produkte wurden aufgereinigt, mit dem Vektor pGEM™-T
ligiert, transformiert und sequenziert (Kap. 4.5. — 4.12.)

5.1.2. Analyse der Sequenz

Ein Vergleich der erhaltenen cDNA-Sequenzen mit der bereits vorliegenden
Teilsequenzen des Aggregationsfaktors ergab eine voéllige Ubereinstimmung im
uberlappenden Bereich. Der cDNA-Klon wurde GEOCYAF (Geodia cydonium-
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Aggregationsfaktor) genannt. Die cDNA ist 1710 bp lang und hat einen offenen
Leserahmen von 1242 Nukleotiden. Ein mogliches Startcodon flr Methionin findet
sich an Postion 40. Es besitzt ein Guanosin an Position —3 und an der Position +4
und weicht damit zum Teil von der bei eukaryotischen mRNAs charakteristischen
Kozak-Sequenz (Kozak 1991; -3:A,+4:G) ab. Ein erstes Stopkodon liegt an
Position 1282. Das abgeleitete Protein ist 414 Aminosauren lang und wurde
AF_GEOCY benannt (Abb. 4). Das errechnete theoretische Molekulargewicht
betragt 46,558 kDa und der isoelektrische Punkt liegt bei 4.75. Eine potentielle
Stelle fur eine N-Glykosilierung befindet sich am Asn61. Eine Signalsequenz zur

Sekretion in den Extrazellularraum laRt sich nicht ermitteln.

ACA AGC CGA GTA GAA

63
GAC GGA GGA GGA GCA
D G G G A
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ACG GTG AAA CGG GCT
T V K R A
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S D Q T R
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M T N Y |

495
GAG AGA AAA ATG GIG

E R K M V

18
GAT

72
GGA

126
CAG

180
GAC

234
ATC

288
CAG

342
GAC

396
GAC

D
450
TCA

S

504
GAC

D

CTA

CGA

AAG

AAC

CTA

AGG

TAC

Y

ATA

GTA

GIT

CTG

ACT

TGC

CIT

TTC

GAC

D

27 36 45
GAA AGA GAC AAG GAC ATG GCT

M A
81 90 99

GGA GEC AAG GGA GGG AAA ATC
G G K G G K |1

135 144 153
CAA GAG AAG ATG ATG CAG AAA

Q E K M M Q K
189 198 207
TTT GAG GAG TTT GIG AAC AAC

F E E F V N N

243 252 261
CAA AAG GAG CTA ATG AAG TAC

Q K E L M K Y

297 306 315
AAA TCC ATG TCT GAC ACT CTG

K § M S D T L

351 360 369
GAG AAA CAA CGA GAA CTA ATG

E K Q R E L M

405 414 423
ACT TCA CTT ACG TCA AGA ACA

T S L T S R T

459 468 477
TCC GAT GIC AAG ACT CGA ATC

S D VvV K T R |

513 522 531
CTC CGA AGA CGA GAG CTG GAA

L R R R E L E

54
GAA AGG CAC
E R H

108

TTG AGC ATG
L S M
162

CTG GGC AAG
L G K
216

TTC CAC AAA
F H K
270

ATG AAC AGC
M N S
324

AAG GAG CTG
K E L
378

GAG CAA CGC
E Q R
432

GTA GAG CCA
vV E P
486

CAG AAG AGA
Q K R
540

CAT GCC AAA
H A K
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549
TCG AAA GCG
S K A

603

CAA GCC AAG
Q A K
657

ACT CTA TAT
T L Y
711

GOG GCA GAA
A A E
765

AGA GTG ATG
R V M
819

AAA CAG AGG
K Q R
873

GAG AGT GAG
E S E
927

CCT TCT CTA
s L

981

AAC ATT GAT
N | D
1035

GGA GGA CAG
G G Q
1089

GCT GAG ACA
A E T
1143

GAA CTC CAG
E L O
1197

TTG TTG ACA
L L T
1251

CCA CCC AAA
P P K
1305

TAT ccc TAC
1359

CTG AGA ATA

AAA

CAG

GAT

ACA

GAC

AAC

GAG

GAT

AGA

TCT

558 567 576
GTA AAC GAC CAG AAA GIT CAA CAG
V N D Q K V Q Q

612 621 630
CTT TAT GAC GAG ATT ACA GAC GAA
L Y D E |1 T D E
666 675 684
AGT CGA ATC CAG TTT TAT GGC CAG
S R | Q F Y G Q
720 729 738
AGG TTT CAT GCT GAA ATC TCA AAG
R F H A E | S K
774 783 792
GGG CTG GOG TCC GAG GCA GOG ACT
G L A S E A A T
828 837 846
GCT CTG TCC AAC GCT CCC AAG CTG
A L S N A P K L
882 891 900
GAC TCT GAA GGA GGG ACA GAA AGC
D S E G G T E s
936 945 954
CAG TCC CAC CTC TCT CCC TCC CCT
Q S H L S P s P
990 999 1008
GAC ACG TCG ACA TCA TCT GAT GTA
D T S T S S D V
1044 1053 1062
AAA AAG CCA CCC CCT TTC AGG TCT
K K P P P F R S
1098 1107 1116
ACG GGG GAG GCA GAG GAA AAA GGA
T G E A E E K G
1152 1161 1170
AAT CAA GAC ACT GCT GIC GAA TCT
N Q D T A V E s
1206 1215 1224
GAA GAC AGG GAG CAG AAT GIG GCT
E D R E Q N V A
1260 1269 1278
GCA GCC CCT CGA ATT TCC TCC TCC
A A P R I S s s
1314 1323 1332
AAC AGC AGA GGA GAG TGA AAC AGT
1368 1377 1386
CTA CAC GGT GGT GGC TAC TCA TCT

585
GCA GAA GAT
A E D

639
CTT TAT GAA
L Y E
693
ATT TTT CAG
I F Q
747
GTT GAT GAA
V D E
801
GGC GIT CAT
G V H
855
CTC TCT CGC
L s R
909
CAA CCA ACA
Q P T
963
CCT GAA CCC
P E P
1017
GCT GTG GAT
A V D
1071
CCA GAC CAC
P D H
1125
GAC ACA GAG
D T E
1179
CCT COG GCT
P P A
1233
AGC CCT CTC
s P L
1287
TTC TGA CGA
F B
1341
TGA GAA AGA
1395

CTA CCA AGG

ACA

ACC

GAT

TCA

TCT

AAC

TCC

GAC

AAC

TAC

TGA

594
ACG

CAT

648
CTA

702
ATA

756
CTT

810
AAG

ACC

864

918
TCT

972

1026

1080
GAG ACA

E

T

1134
CAA CAA

1188

1242

1296
CAC TAC

1350
AGA CAC

1404
AGA TGA
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1413 1422 1431 1440 1449 1458
CGA CGA ACT AAC GIT TGA GAA AGG AGC TAT CAT CTA CGI GGI' GCC ATA CGA AGA

1467 1476 1485 1494 1503 1512
CCC GGA GAT GAG GAA GAA GGTI TGG TGC ATG GGA GIG CTT AAG AAA AAC GGEC GAC

1521 1530 1539 1548 1557 1566
AAA GGT ATA TTT CCA GAG AAT TTT ACA AAG AAA CAG GAC TAG TCC CGT AAT CAC

1575 1584 1593 1602 1611 1620
ACA TTT TTT CTG CAC ATA ATT ATG TTT ATG TGG TTA TTT TAG TAT TTT TAC ATA

1629 1638 1647 1656 1665 1674
GCG TAT AGG TTT TAT TTT ATC AAT AAC TCA TTT GIG AAA GAC AAC AAT ATT AGA

1683 1692 1701 1710
CAA AAT AAA ATC TCG ATA TAA AAA TAC TTT AAC TGT

Abb. 4: Darstellung der Nukleotidsequenz von GEOCYAF und der abgeleiteten
Aminosauresequenz AF_GEOCY. In grin unterlegt das mutmalliche

Startmethionin, in rot das erste im Leserahmen erscheinende Stopkodon.

5.1.3. Northern-Blot-Analyse

Zur Bestimmung der Lange der mRNA wurde ein Northern-Blot (Kap. 4.16.)
durchgefuhrt. Dazu wurde zunachst mit dem PCR-DIG-Probe-Synthesis Kit eine
Sonde hergestellt (Kap 4.16.1.). Dabei wurden die Primer AF3 und AF4
verwendet. Auf diese Weise entstand eine 423 nt lange mit Digoxigenin markierte
Sonde. FiUr den Blot wurden zwei RNA-Praparationen (Kap. 4.14.) aus Geodia
cydonium eingesetzt.

2,8kb >

1.9kb » i
1.6 kb » |
1.0 kb »

. 4d1,7kb

0,6 kb » |
0,4 kb »
0.3 kb »
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Abb. 5: Northern-Blot mit 10 uyg RNA-Probe 1
(Spur 3), 5 ug (Spur 4) und 10 ug (Spur 5) RNA-
Probe 2 aus Geodia cydonium. Der Langen-
standard ist in Spur 1 (RNA-Marker 11, ROCHE)
und Spur 2 (RNA-Marker Il, ROCHE) gezeigt.

Als Ergebnis ergab sich eine Bande, die einer Lange von ungefahr 1,7 kb (Abb.
5). Diese Lange stimmt mit der Lange des Klons GEOCYAF Uberein. Aus diesem
Ergebnis laldt sich schlielen, dal der isolierte cDNA-Klon die vollstandige mRNA
reprasentiert.

5.1.4. Datenbankanalyse von AF_GEOCY

Die Vergleich der abgeleiteten Aminosauresequenz des Klons AF_GEOCY mit
Sequenzdatenbanken unter Verwendung des Programms blastp (Kap. 4.24.)
ergab die hochste Similaritdt zu humanen Amphiphysin Il [Accession number
AF004015 (Ramjaun und McPherson, 1998)] und zu dem ebenfalls humanen
Amphiphysin-homologen Protein BIN 1 (bridging integrator protein) [Accession
number U84004 (Wechsler-Reya et al., 1992)]. Eine etwas geringere Ahnlichkeit
findet sich zu Amphiphysin aus Drosophila melanogaster [Accession number
AJ242855.1 (Razzaq et al., 2000)] und dem Amphiphysin-ahnlichen Protein aus
Caenorhabditis elegans [Accession number 268217 (Sluston, Genebank
submission]. Weiterhin zeigen sich geringe Similarititen zu dem aus
Saccharomyces cerevisiae klonierten Protein RVS161 [Accession number
NP_009935 (Sato et al.,, 1998)] und dem aus Arabidopsis thaliana isolierten
hypothetischem Protein MDF20 [Accession number ABO009050-BA000015].
Signifikante Ahnlichkeiten zu Proteinen aus Protozoen oder Prokaryoten sind nicht
vorhanden. Ein Vergleich der Sequenzen (Abb. 6) zeigt, dal} die Sequenz aus
Geodia cydonium vor allem im N-terminalen Bereich eine hohe Ahnlichkeit zu den
humanen Sequenzen zeigt. Die ersten 260 Aminosauren sind zu 37 % identisch
und zu 60 % ahnlich. Im Gegensatz zu den anderen Aminosauresequenzen
besitzt die Schwammsequenz aber eine Glycin-reiche Region im Bereich der
Aminosauren 7 — 18, die in den anderen Organismen fehlt. Im mittleren und im C-
terminalen Bereich sind die Sequenzen hingegen deutlich unterschiedlicher. Im
C-terminalen Bereich betragt der Anteil an identischen Aminosauren lediglich noch
13 % und der Anteil an ahnlichen Aminosauren 24 %. Der Schwammsequenz fehlt
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auBerdem das im humanen BIN1 vorhandene Kernlokalisierungssignal (NLS).
Ebenso fehlt die im Amphiphysin vorkommende prolin-reiche Region. Die flr
Amphiphysin typische SH-3-Domane, die am C-Terminus lokalisiert ist, findet sich
im Schwamm nur verkarzt wieder.

BI N1_HUVAN : 37
AVPHI | _HUM : 37
AF_GECCY 13
BI N1_HUVAN : 80
AVPHI | _HUM : 80
AF_GECCY 86
NSV VNI NECL GE\YEPDVEGRDEANKI AENNDL L WDYHOK VDA P!
NIV VR NEC Cr\YERDVECGRDEANK! AENNDL L WRDYHOKI VDOR! JEEPE
AF_GECCY © 129
BI N1_HUVAN : 166
AVPHI | _HUM : 166
AF_GECCY 172
BINI_HUVAN : BFTEG- - - - - - mmmmmmmmmmmmmmm e e E==0 : 178
AVPHI | _HUM : [B=A A EPVSL L EKAAPQACQGKL QAHLVAQTNLLRNQREEEE : 209
AF_GECCY DRNQQ - - - BEDTH : 184
BI N1_HUVAN : 221
AVPHI | _HUM : 252
AF_GECCY 227
BI N1_HUVAN : 264
AVPHI | _HUM : 285
AF_GECCY 260
BI N1_HUVAN : 307
AVPHI | _HUM : 323
AF_GECCY 296
BINI_HUVAN : EENMEIERE- - - - -~ - v mmmmmmmmmme e e oo : 317
AVPHI | _HUM : [ZEy i SeE QL RKGPPVPPPPKHTPSKEVKQEQ LSLFEDTF : 366
AF_GECCY KQBHESPEEP- - - - - - - - == m e : 306
>
BINL_HUMAN © === o oo m oo e e e e -
AVPHI | _HUM : VPEI SVTTPSQFEAPGPFSEQASL LDDFDPLPPVTSPVKAPTP : 409
AF_GEQCY  © = mmmmmmmmmm e e e e e e -
BINL_HUMAN © - === o mmmmm oo e e e e e -
AVPHI | _HUM :  SGQSI PWDLWEPTESPAGSL PSGEPSAAEGTFAVSWPSQTAEP : 452
Y I =o' 2 -
NS U Y NIERN (oA FASEVAGE TQPAAGAQE PGETAASEAASSSE PAVAA ERRIECEYS
YN U Ve 2 oA EASEVAGE T QPAAGAQE PCE TAASEAASSSL PAWA/ TS
AF_GECCY - - - [EgNSNNI DQDTE TSSDVAVOgAPGGQPKKPPPFRSPDHSE : 346
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Bl N1_HUVAN : : 400
AVPHI | _HUM : . 538
AF_GECCY : 389

RN Y VIO KAGDVA/L VI PFONPEEQDEGL VGV ESDNCHKEL EKCRCIIF VL)
YRR VY O KAGDVWL VI PFQNPEEQDEGAL MGVESDWNQHKEL EKCRIEIESEN)

AF_GECCY : REQNVASPRKT[EPPKEAARI SSSF----------n-nmmmmam - 1 413
SH3
Bl N1_HUVAN : (EZ=NZp=2vs . 454
AVPHI | _HUM S =NENERYE @ 591
AF_GECCY @ ----------- : -
4>

Abb. 6: Vergleich der abgeleiteten Aminosduresequenz AF_GEOCY
aus Geodia cydonium [Accession number AJ311598] mit Sequenzen
aus Datenbanken. Fir den Vergleich wurden folgende Sequenzen
herangezogen: Amphiphysin Ilc2 aus Homo sapiens [AMPHII_HUM;
Accession number AAC39712.1 (Ramjaun und McPherson, 1998)],
BIN1 [BIN1_HUMAN (bridging integrator protein); Accession number
U84004 (Wechsler-Reya et al., 1992)]. Die konservierten Aminosauren
sind jeweils unterlegt (schwarz: 100%; dunkelgrau: 60%; hellgrau:
40%). Farbig markiert sind die glycin-reiche Region (grin), die N-
Glykosilierungsstelle (violett), das Kernlokalisationssignal (orange), die

Prolin-reiche Region (blau) und die SH3-Domane (rot).

5.1.5. Phylogenetische Analyse

Konstruiert man aus den verwandten Sequenzen einen phylogenetischen
Stammbaum (Kap. 4.24.), so bilden die Metazoen eine Gruppe, die von
Saccharomyces cerevisiae und Arabidopsis thaliana getrennt ist. Innerhalb dieser
Gruppe sind Mensch und Schwamm zusammen angeordnet (Abb. 7). Dieses ist
vor allem bedingt durch die groRe Ahnlichkeit im N-terminalen Bereich.
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MDF20 ARATH

RVS161 YEAST

AMPH_DROME

AMPHL_CAEEL

AF _GEOCY

— BIN1_HUMAN

L AMPHII_HUMAN
0.1

Abb.7: Phylogenetischer Vergleich der abgeleiteten Aminosauresequenz
AF_GEOCY aus Geodia cydonium [Accession number AJ311598] mit
Sequenzen aus Datenbanken. Fir den Vergleich wurden folgende
Sequenzen herangezogen: Amphiphysin [lc2 aus Homo sapiens
[AMPH_HOMO; Accession number AAC39712.1 (Ramjaun und
McPherson, 1998)], BIN1_HUMAN [BIN1_HUMAN (bridging integrator
protein); Accession number U84004 (Wechsler-Reya et al, 1992)],
Amphiphysin aus Drosophila melanogaster [AMPH_DROME; Accession
number AJ242855.1, Razzaq et al, 2000; Genebank submission)],
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Amphiphysin  aus Caenorhabditis elegans [AMPH_CAEEL; Accession
number CAB60945.1 (Sluston, Genebank submission)], RVS161 aus
Saccharomyces cerevisiae [RVS161_YEAST; Accession number
NP_009935 (Sato et al.,, 1998)] und MDF20 aus Arabidopsis thaliana
[MDF20_ARATH; Accession humber AB0O09050-BA000015].

5.1.6. Expression von AF_GEOCY

Um Aggregationsfaktor zu exprimieren wurde das pGEX-System (AMERSHAM-
PHARMACIA, Freiburg) verwendet (Kap. 4.17.). Das rekombinante Protein wurde
dabei als Fusionsprotein an Gluthathion-S-Transferase gekoppelt. Uber diesen
Fusionsteil lie es sich sowohl aufreinigen als auch nachweisen. Um die cDNA in
den Expressionsvektor einzuklonieren, wurde zunachst ein DNA-Fragment aus
der cDNA-Bank mittels PCR amplifiziert und in pGEM™-T ligiert. Die beiden dabei
verwendeten Primer afpsmal und afmecorl besallen an ihren Enden als
sogenannte Adapter die Erkennungssequenzen fur die beiden Restriktionsenzyme
Sma | und EcoR |. Mit einer Sequenzierung (Kap. 4.12.) des Plasmids wurde
kontrolliert, ob es sich um die gewunschte cDNA handelte. Das in pGEM™-T
einklonierte PCR-Produkt konnte anschlieRend aus diesem Vektor ausgeschnitten
(Kap. 4.9.) und aufgereinigt werden (Kap 4.4.). Danach wurde es in den ebenfalls
mit diesen Enzymen geschnittenen Expressionsvektor pGEX-2T gerichtet
einkloniert. Das Plasmid wurde zur Kontrolle mit dem pGEX-spezifischem Primer
pPpGEX5seq sequenziert (Kap. 4.12.). Das die cDNA im korrekten Leserahmen
enthaltende Plasmid wurde in Bl21-Zellen transformiert und das Protein exprimiert
(Kap. 4.17.3.). Die Aufreinigung erfolgte Uber eine Gluthathion-Sepharose-Saule.
Das rekombinante Protein konnte direkt flir weitere Versuche eingesetzt werden.
Alternativ konnte die Gluthathion-S-Transferase mit Thrombin abgespalten werden
(Kap. 4.17.4.). Zur Kontrolle wurden Bakterienextrakte und gereinigtes Protein
mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (Kap. 4.18.) analysiert (Abb.8).

Aus der Gelelektrophorese ist zu erkennen, dall es gelungen ist, aus dem
Bakterienextrakt Uber die affinitdatschromatographischen Aufreinigung ein Protein
zu gewinnen. Die Grdlie von ungefahr 62 kDa entspricht derjenigen, die man von
dem Fusionprotein erwartet. Da in der Proteinaufreinigung kaum weitere Baden
sichtbar sind, kann man von einer erfolgreichen Aufreinigung des rekombinanten
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Proteins ausgehen. Das rekombinante Protein wird im folgenden als rAF_GEOCY
bezeichnet.

kDa »
66 kDa - 462kDa

45 kDa »

31kDa b»

21,5 kDa >é

e

Abb.8:  SDS-Polyacrylamidgel-
lektrophorese mit Bakterienlysat
der Expressionskultur (Spur 1)
und aufgereinigtem  rekom-
binanten Protein (Spur2). Links
sind die GroBen des Protein-
markers aufgetragen.

5.1.7. Western-Blot mit Proteinextrakt und rAF_GEOCY

Um zu Uberprifen, ob es sich bei dem rekombinanten Protein tatsachlich um
einen Bestandteil des Aggregationsfaktors handelt, wurde rekombinantes Protein
zunachst mit Thrombin verdaut und damit die Gluthathion-S-Transferase
abgespalten (Kap. 4.17.4.). Danach wurde das prozessierte Protein in einem 12
%igem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran
transferiert (Kap. 4.18.). Der Nachweis erfolgte dann mit Hilfe des Antikdrpers
PoAb-AF und eines sekundaren Anti-Kaninchen-Antikérpers. Zum Vergleich
wurde ein Proteinextrakt aus Geodia cydonium analog aufgetrennt und behandelt.
Zum Nachweis des Aggregationsfaktors im Schwammextrakt wurden die
Antikdrper PoAb-AF und 1D2 verwendet, die beide gegen den Aggregationsfaktor
gerichtet sind. Die sekundaren Antikorper waren jeweils mit alkalischer
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Phosphatase gekoppelt. Die Detektion erfolgte mit NBT und X-Phosphat (1 und 2)
bzw. mit CDP-Star® (3).

66 kDa »

45 kDa »

|
31 kDa > == 436kDa

Abb. 9: Western-Blot mit Schwamm-
extrakt und den Antikdrpern PoAb-AF
(Spur 1) bzw. 1D2 (Spur 2), bzw. mit
rekombinanten AF_GEOCY mit PoAb-
AF (Spur 3). Links sind die GroRen des

Langenstandard aufgetragen.

Mit beiden Antikorpern ladt sich im Proteinextrakt aus Geodia cydonium ein
Protein mit einem apparenten Molekulargewicht von ungefahr 36 kDa nachweisen
(Abb.9). Zusatzlich sind sechs weitere Baden mit einer Grélke von weniger als 20
kDa sichtbar. Diese Banden entsprechen den im Schwammextrakt vorhandenen
Lektinen, mit denen die Antikorper kreuzreagieren. Der Antikdrper PoAb-AF
erkennt aullerdem das prozessierte rekombinante Protein. Die Grolen der
detektierten Proteine im Schwammextrakt und des rekombinanten Proteins sind
gleich. Daraus laRt sich schliel3en, daf’ die Proteine identisch sind.

5.1.8. Aggregationsassay

Die  Funktionalitdt des rekombinanten Proteins wurde mit einem
Aggregationsassay uberpruft (Kap. 4.22.). Dazu wurden dissozierte Zellen von
Geodia cydonium (Kap. 4.22.3.) in einer Dichte von 25 x 10° Zellen/ml in ein 3 ml
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Glasrohrchen gegeben. Je nach Ansatz verwendete man verschiedene Medien,
bzw. rekombinantes Protein (Kap. 5.1.6.) und/oder Fab-Fragmente (Kap. 4.22.1.)
des Antikorpers PoAb-AF (Kap. 3.10.) zugegeben. Nach 30 - 60 min
Beobachtungszeit auf dem Rolleninkubator konnten die Ergebnisse dokumentiert
werden (Abb.10). Einzelzellsuspensionen von Geodia cydonium in Seewasser
bildeten zunachst kleine Zellaggregate (A). Nach Zugabe von 100 ug AF-Fraktion
6B waren groliere makrokopisch sichtbare Aggregate zu erkennen (B). Diese
verstarkte Aggregation wurde durch den Aggregationsfaktor in der AF-Fraktion 6B
bewirkt. Gab man sowohl 100 pyg AF-Fraktion 6B als auch 100 ug Fab-Fragmente
des Antikorpers PoAb-AF zu den Zellen, so fielen die gebildeten Zellaggregate
kleiner aus, da der Antikdrper an den Aggregationsfaktor band und so inaktivierte.
Eine Bildung von ebenfalls kleineren Aggregaten war zu beobachten, wenn man
zu den Zellen zunachst rekombinanten Aggregationsfaktor (3 ug rAF_GEOCY)
zugab, und anschlieBend 100 ug AF-Fraktion 6B. Dieses ist dadurch erklarbar,
dall das rekombinante Protein die Bindungsstellen auf der Zelle blockierte und
diese nicht mehr fur den Aggregationsfaktor-Komplex zuganglich waren.

Abb. 10: Versuche zur Zellaggregation. Eine Einzelzellsuspension von
Geodia cydonium (A). Nach Inkubation mit 100 ug AF-Fraktion 6B sind

Zellaggregate sichtbar (B). Zugabe von sowohl 100 ug AF-Fraktion 6B als
auch 100 pg Fab-Fragmenten des Antikorpers PoAb-AF flihrt zu kleineren
Aggregaten (C). Zellen, die man vor Zugabe von 100 ug AF-Fraktion 6B
mit 3 yg rAF_GEOCY inkubierte, bilden ebenfalls kleinere Aggregate (D).
VergroRerung: A: x 50; B - D: x 5.
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5.1.9. Lektin-AF-Western-Blot

Mit Hilfe eines modifizierten Western-Blot (Kap. 4.21.) sollte Gberpruft werden, ob
das durch die klonierte cDNA kodierte Protein mit Lektinen interagieren kann.
Dazu wurde aufgereinigtes rekombinantes Protein (Kap. 5.1.6.)
gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Membran transferiert und mit einem
Proteinextrakt aus Geodia cydonium mit einer Konzentration von 400 pg/ml
inkubiert. Anschliel3end erfolgte der Nachweis mit dem monoklonalen Antikérper
[llc8, der gegen das Galektin aus Geodia cydonium gerichtet ist, und einem
sekundaren Anti-Maus-Antikérper. Die Detektion erfolgt mit NBT und X-Phosphat.

1 2

66 kDa »
— < 62kDa

45 kDa »
S <36 kDa

31 kDa »

Abb. 11: Western-Blot mit Anti-Lektin-
Antikorper. Elektrophoretisch aufge-trennt und auf
die Membran transferiert wurde unprozessiertes
(Spur 1) bzw. mit Thrombin verdautes
rekombinantes Protein (Spur 2). Linksstehend sind
die GroBen der Markerbanden aufgetragen.

In der ersten Spur (Abb. 11) ist rekombinantes Protein als Fusionsprotein
aufgetragen, in der zweiten Spur rekombinantes Protein, welches durch einen
Verdau mit der Protease Thrombin von der Gluthathion-S-Transferase getrennt
wurde. In beiden Spuren ist eine Bande zu sehen, deren Grélle dem
Fusionsprotein aus Aggregationsfaktor und Gluthathion-S-Transferase (M;62 kDa;
Spur 1), bzw. dem prozessierten Protein (M, 36 kDa; Spur 2) entspricht. Da der
Antikdrper das Galektin erkennt, kann dieses Ergebnis nur bedeuten, dal eine
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Bindung des Galektins sowohl an das rekombinante Fusionsprotein als auch an
die prozessierte Form erfolgt ist.

5.1.10 Immunfluoreszenzmikroskopie

Zum Nachweis des Aggregationsfaktors im Gewebe wurden histologische Schnitte
von Geodia cydonium angefertigt und mittels Immunfluoreszenzmikroskopie
analysiert (Kap. 4.23.). Dabei wurde als primarer Antikdrper der gegen die AF-
Fraktion 6B gerichtete polyklonale Antikdrper PoOAb-AF (Kap. 3.10.) verwendet. Als
Sekundarantikdrper setze man einen FITC-gekoppelten Anti-Kaninchen Antikdrper
ein.
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Abb. 12: Immunfluoreszenzmikroskopie zum Nachweis
des AF. A st die Negativkontrolle mit dem
Sekundarantikorper, B zeigt spharulose Zellen im
Gewebe, in C ist normales Schwammgewebe, D zeigt
die Verwachsungszone zweier Gewebestlicke eines
Autotransplantationsexperimentes.

Die Aufnahmen (Abb. 12) zeigen zum einen eine deutliche Anfarbung der im
Schwammgewebe verteilten spharulosen Zellen (B). Die Ubersicht zeigt eine
gleichmaliige Verteilung Uber das gesamte Schwammgewebe (C). Die
Negativkontrolle (A), bei der lediglich der Sekundarantikorper eingesetzt wurde,
lalkt hingegen nur eine schwache Hintergrundfarbung erkennen. Die Aufnahme
der Verwachsungszone des Autotransplantationsexperimentes zeigt eine
eindeutige Anfarbung besonders in dem Bereich, in dem die beiden Gewebe
aneinandergrenzen. Offensichtlich ist an dieser Stelle eine besonders grolie
Menge an Aggregationsfaktor lokalisiert.
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5.2. Dermatopontin aus Suberites domuncula

5.2.1. Screening der cDNA-Bank

Die Vorgehensweise zur Suche der vollstandigen Dermatopontin-cDNA glich der
fur den Aggregationsfaktor beschriebenen. Anhand des vorliegenden cDNA-
Fragmentes aus Suberites domuncula wurden die genspezifischen Reverse-
Primer Derm-m1 und Derm-m2 (Kap. 3.8.) konstruiert, die zusammen mit dem fur
den Vektor pBK-CMV spezifischen Primer T3 in einer PCR (Kap. 4.1.) eingesetzt
wurden, bei der die cDNA-Bank aus Suberites domuncula als Matrize eingesetzt
wurde.

PCR Ansatz: PCR-Bedingungen:
Aqua bidest. 37,5 ul 95 °C, 5 min

10 x Puffer 5 pl 35 Zyklen:
dNTP-Mix 2 pl 95 °C, 30 sec
Primer 1 2 ul Ta, 30 sec

Primer 2 2 ul 72 °C, 30 sec
cDNA-Bank 1 ul 1 Zyklus:
Tag-Polymerase 0,5 pl 72 °C, 10 min

Die entstandenen PCR-Produkte wurden aufgereinigt, mit dem Vektor pGEM™-T
ligiert, in Bakterien transformiert und sequenziert (Kap. 4.5. — 4.12.)

5.2.2. Analyse der Sequenz

Ein Vergleich mit der bereits vorliegenden Sequenz ergab eine vollige
Ubereinstimmung im  (berlappenden Bereich, sodall die komplette
Nukleotidsequenz ermittelt werden konnte. Mit Hilfe zweier genspezifischer
Primer, die jeweils zu dem 3’ und bzw. 5-Bereich der Sequenz komplementar
sind, konnte anschlief3end ein vollstandiger Klon aus der cDNA-Bank amplifiziert
werden. Der Klon wurde SDDERM (Suberites domuncula-Dermatopontin)
genannt. Der Klon ist 723 bp lang und hat einen offenen Leserahmen von 552
Nukleotiden. Ein mogliches Startcodon fur Methionin findet sich an Postion 19. Die
umliegende Sequenz weicht von der fur eukaryotische mRNAs charakteristischen
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Kozak-Sequenz (Kozak, 1991; -3:A, +4:G) ab. An Position 574 befindet sich ein
erstes Stopcodon. Die Lange des aus der cDNA abgeleiteten Proteins DERM_SD
betragt 184 Aminosauren (Abb. 13). Das errechnete theoretische
Molekulargewicht betragt 21,698 kDa und der isoelektrische Punkt liegt bei 8,5.
Am N-Terminus lalt sich Signalsequenz identifizieren, die potentielle Schnittstelle
liegt zwischen den Aminosauren 23 und 24 (PC/GENE, 1995). Dieses lalt darauf
schliel®en, dal® das Protein in den Extrazellularraum sekretiert wird. Anhand der in
der abgeleiteten Aminosauresequenz vorliegenden Cysteinreste kdnnen potentiell
vier Disulfidbriicken innerhalb des Proteins gebildet werden.

10 19 28 37 46
GAC ATA TAG CAG GCT GIC ATG AAG ATG TTT GIG AAT GCT ACT GIC GGA CTC TTT

M K M F V N A T V G L F

64 73 82 91 100 109
GIC CTT GIT TTG GCA CTC CAT GCT GIT GCT GCA TTC CAG TAT CAG AAT GAT TAC

VvV L vV L A L H A VvV A A F Q Y Q N D Y

118 127 136 145 154 163
GAT AAA CCC TTG CAC GIT GAG TGC CCA GAC AAG CAG CCT CTG TAT TAC GTA CAG

D K P L H V E B P D K Q A L Y Y V Q

172 181 190 199 208 217

AGC ATC CAT AGC AAC CGTI CAT GAA GAT CGI CGC TTT CGA TTC AAT TGC AAG CAC
S | H S N R H E D R R F R F N B K H
226 235 244 253 262 271

GCT GCC AAC AAA AAA ATG TCA CAT TGTI TTC TGG ACT GGI' CAT CTC AAC AAC TAC
A A N K K M S H B F W T G H L N N Y

280 289 298 307 316 325
GAT GGI' GIC CTC AAT TAT CAG TGI CCT CCC AAT AAC CTA ATG ACT GGTI GTA AAG

D G V L N Y Q B P P N N L M T G V K

334 343 352 361 370 379
AGC GAG CAC AGC AAC CAC CAT GAA GAT AGG AGG TGG AGT TTT AAG TGT TGC AAA

S E H S N H H E D R R W s F K B B K

388 397 406 415 424 433
GCT AAT GGTI TAC CAC ACA AAG AGT TGI CTG ATG ACA GGT TAC ATC AAC AGC TAT
AN G Y H T K s B L M T G Y | N S Y
442 451 460 469 478 487

GAC AAC CCT ATG CAT CAT GCT GCC CAT TAC AAC CAT TTC TTT GCT GGA GCT TAC
D NP M H H A A H Y N H F F A G A Y

496 505 514 523 532 541
AGC GIG CAC AGC AAC CAC CAT GAG GAC AGG ATT TGG AAG ATG TAT GAA TGT AAA

S vV H S N H H E D R 1 wW K M Y E B K
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550 559 568 577 586 595
TAC AGC AAA ATA TAT ACT GAG TCA TTG ACA TGA TGG AAA ATA GGA ATT GAA ACT
Yy s K I Yy 17T E s L 1T H

604 613 622 631 640 649

CTG AAC TGG AAT TTA GAA TTA GTA TAG TAG ATA CAA CGT ACT CTA GTA GIA TAG

658 667 676 685 694 703
AAG AAT CAT TAC AAC GGT AGI TGTI AGT ATA TAG TAG TAT TAT AGI AGT ATA GIC

712 721
ACT ATG ACT GITA CAC ATG

Abb. 13: Darstellung der Nukleotidsequenz von SDDERM und der
abgeleiteten Aminosauresequenz DERM_SD. In grin unterlegt das
mutmaliliche Startmethionin, in rot das erste im Leserahmen erscheinende
Stopkodon. Gelb unterlegt sind die beiden Aminosauren, zwischen denen
die Schnittstelle zur Abspaltung der Signalsequenz liegt; blau unterlegt die
Aminosaure Cystein.

5.2.3. Northern-Blot

Zur Bestimmung der Lange der mRNA wurde ein Northern-Blot (Kap. 4.16.)
durchgefuhrt. Dazu wurde zunachst mit dem PCR-DIG-Probe-Synthesis Kit
(ROCHE, Mannheim) eine Sonde hergestellt (Kap. 4.16.1.). Dabei wurden die
Primer Derm 3 und Derm 4 (Kap. 3.8.) verwendet. Auf diese Weise entstand eine
mit Digoxigenin markierte Sonde. Fur den Blot wurden 5 ug bzw. 10 ug aus
Suberites domuncula isolierter RNA eingesetzt (Kap. 4.14.).

2,8kb P

1,9 kb »
1,6 kb >
1,0 kb >

B €800 kb

0,6 kb »

0.4 kb »
0,3 kb »
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Abb. 14: Northern-Blot mit 5 ug (Spur 3) bzw.
10 upg (Spur 4) RNA aus Suberites
domuncula. Der Langen-standard ist in Spur
(Spur 1) (RNA-Marker 1l, ROCHE) und (Spur
2) (RNA-Marker Ill, ROCHE) gezeigt.

Als Ergebnis ergab sich eine Bande, mit einer Lange von ungefahr 800 kb (Abb.
14). Diese Lange stimmt mit der Lange des Klons SDDERM Uuberein, wenn man
bertcksichtigt, dal das Transkript polyadenyliert ist und daher langer ist als die
cDNA-Sequenz, die aus der cDNA-Bank isoliert wurde. Dieses bedeutet, dal} die
isolierte cDNA vollstandig ist.

5.2.4. Datenbankanalyse der abgeleiteten
Aminosauresequenz

Die Vergleich der Sequenz des Klons SDDERM als auch der abgeleiteten
Aminosauresequenz DERM_SD mit Datenbanken ergab Similaritaten zu dem
humanen Protein Dermatopontin (Accession number NP_001928; Superti-Furga et
al., 1993) und dem bovinen Dermatopontin (Accession number P19427; Neame et
al., 1989). Beide Sequenzen besitzen zu 22 % identische und zu 37 % ahnliche
Aminosauren. Ein noch hdhere Similaritdt ergibt sich zu dem aus dem
Pfeilschwanzkrebs Limulus polyphemus isolierten Limulus-Aggregationsfaktor
LAF (Accession number QO01528; (Fujii et al., 1992). Der Anteil der identischen
Aminosauren betragt 30 % und derjenige der ahnlichen Aminosauren 50 %. Aus
Drosophila melanogaster und Caenorhabditis elegans sind dagegen keine
derartigen Proteine beschrieben. Eine geringe Ahnlichkeit besteht weiterhin zum
murinen Early Quiescence-1-Gen (Accession number AAD54221; Tzen et al.,
Genbank submission). Ein Vergleich der Sequenzen (Abb. 15) zeigt aulRerdem,
dal die Positionen der Aminosaure Cystein konserviert ist. Dieses ist fur die
Ausbildung der Disulfidbriicken von Bedeutung.
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* * 40
DERM HOMD : ------ I\/DLSLLV\X/LLPLVTMAV‘GQYGDYGYPYQQYHDYS
DERM BOVIN @ =---mmmmmmmaeece oo QYGDYGYSYHQYHDYS
MJUS_MUSCUL @ ------ VDL TLLW/L L PLVTTAWGQYGGYGYPYQQYQDY!
DERM_SD TR MKMFVNATVGL FVLVLAL HAVAAF
HAAF LIMPO @ ---mmmmmm e oo MNSPAI VI | | FSTLTFS
* 100
DERM_HOVD S\VPIPQSLGE E-
DERM_BOVI N 8\VP||PQSLGE E-
MJS_MUSCUL e\VP|IPQSLGE E-
DERM_SD SKHAAN- - KKMS T
HAAF_LI MPO OERILR- - DPS- - [O3T
* 140

o'YS GE

ORYS- GE

.‘YS GEl

ONAN- - GYHTKS DN

K uDKI\[;CTEﬁRTCA
<<
* 220 *

DERM_HOMD : EYDOEFANV- - - - - - - - oo meem s 201
DERM BOVI N : DYDOEFANV- - - - - == - ccemeo oo s 183
MUS_MUSCUL : DYDOEFENV- - - == === -ccemmmao s 201
DERM_SD : SKI YT[ESLTA - == mmmmm s 185
HAAF_LI MPO : HOHERIKNCA: - - - - oo e : 173

Abb. 15: Sequenzvergleich von SDDERM [Accession number AJ299722] mit Sequenzen aus
folgenden Organismen: Dermatopontin Precursor aus Homo sapiens [DERM_HOMO; Accession
number NP_001928 (Superti-Furga et al., 1993)], Dermatopontin aus Bos taurus [DERM_BOVIN;
Accession number P19427 (Neame et al., 1989)], Early Quiescence-1-Gen aus Mus musculus
[MUS_MUSCUL,; Accession number AAD54221 (Tzen et al., Genbank submission)], Am&bocyten-
Aggregationsfaktor aus Limulus polyphemus [HAAF_LIMPO; Accession number Q01528 (Fuijii et
al.,, 1992)]. Die konservierten Aminosauren sind jeweils unterlegt (schwarz: 100%; dunkelgrau:

60%; hellgrau: 40%). Mit farbigen Pfeilen sind die Disulfidbricken markiert.

5.2.5. Phylogenetische Analyse

Ausgehend von dem Sequenzvergleich wurde ein phylogenetischer Baum erstellt,
um die verwandtschaftlichen Beziehungen aufzuzeigen (Abb. 16). Dabei zeigt sich
die groRe Nahe zwischen Suberites domuncula und Limulus polyphemus

einerseits und den Vertebraten andererseits.
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DERM_SD

HAAF_LIMPO

___ DERM_HOMO

L DERM_BOVIN

MUS_MUSCULUS

0.1

Abb. 16: Phylogenetischer Vergleich von SDDERM [Accession number
AJ299722] mit Sequenzen aus folgenden Organismen: Dermatopontin
Precursor aus Homo sapiens [DERM_HOMO; Accession number
NP_001928 (Superti-Furga et al., 1993)], Dermatopontin aus Bos taurus
[DERM_BOVIN; Accession number P19427 (Neame et al., 1989)], Early
Quiescence-1-Gen aus Mus musculus [MUS_MUSCUL; Accession number
AAD54221 (Tzen et al, Genbank submission)], Amdbocyten-
Aggregationsfaktor aus Limulus polyphemus [HAAF_LIMPO; Accession
number Q01528 (Fuijii et al., 1992)].
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5.2.6. Domanenstruktur von SD_DERM

Das Dermatopontin aus Suberites domuncula zeigt einen Aufbau aus drei
Doménen. Dabei reicht Domane 1 von Aminosaure 1- 66, Domane 2 von
Aminosaure 67 — 121 und Domane 3 von 122 — 184. Alle drei Domanen zeigen
eine groRe Ahnlichkeit zueinander und sind durch das Sequenzmotiv Asp-Arg-
Xxx-Trp gekennzeichnet (Abb. 17). In der ersten Domane weicht dieses Motiv
allerdings von der Konsensussequenz ab und zeigt an der vierten Stelle ein
Isoleucin anstelle eines Tryptophan.

DERM SD2 @ ------------ AANKKms NY@; NLm €Y : 35
DERM SD3 @ ------------- NGYHTK HFF : 34
DERM_SD1 : M(NFVNATVG.FVLVLA!I—IAVAAF vgiiDKQA{! :

DERM SD2 : KEEESNGEESGEYSEKARA: - - - - - - - - . 55
D=2 VIS VIR SUHSNHHEDR VKT MYSKI YTESLT : 63
DERM SD1 : QRN ESNREEPsamss- NERH - - - - - - - - . 66

Abb. 17: Sequenzvergleich der drei Domanen von SDDERM. Domaéne 1
ist als DERM_SD1, Domane 2 als DERM_SD2 und Domaéane als
DERM_SD3 bezeichnet. Die konservierten Aminosauren sind jeweils
unterlegt (schwarz: 100%; dunkelgrau: 60%; hellgrau: 40%) Das
Sequenzmotiv Asp-Arg-Xxx-Trp ist rot unterlegt.

5.2.7. Phylogenetischer Vergleich der Domanen

Ausgehend vom Vergleich der Domanen wurde ein Stammbaum der einzelnen
Domanen aus DERM_SD aus Suberites domuncula und dem Limulus-
Aggregationsfaktor (LAF) erstellt (Abb. 18).

Wie zu ersehen, besteht die groBte Ahnlichkeit nicht zwischen den Doménen einer
Spezies, sondern zwischen jeweils zwei Domanen aus unterschiedlichen Arten.
Dabei fallt auf, dal die Domanen 1 aus Suberites domuncula und Limulus
polyphemus zusammen angeordnet sind, aber jeweils die Domane 2 aus dem
einen Organismus mit Domane 3 aus dem anderen Tier eine Gruppe bildet.
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DERM _SD2

HAAF LIMPO3

DERM SDI1

HAAF LIMPO1

DERM_SD3

HAAF LIMPO2
0.1

Abb. 18: Phylogenetischer Vergleich der Domanen von SD_DERM mit den
Domanen des Limulus-Aggregationsfaktors LAF. DERM_SD1: Doméane 1 aus
Suberites domuncula, DERM_SD2: Domane 2 aus Suberites domuncula,
DERM_SD3: Doméane 3 aus Suberites domuncula, HAAF_LIMPO1: Doméne 1
aus Limulus polyphemus (As1-As 60), HAAF_LIMPO2: Doméne 2 aus Limulus
polyphemus (As 61 — 113), HAAF_LIMPO3: Domane 3 aus Limulus polyphemus
(As 114 - 172).
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5.2.8. Expression des DERM_SD

Zur Expression des DERM_SD wurde das pQE-System (QIAGEN, Hilden) (Kap.
4.17.) gewanhlt. Hierbei werden an das exprimierte Protein sechs Histidin angeflugt,
die zur Aufreinigung und zum Nachweis des rekombinanten Proteins dienen. Um
die cDNA in den Expressionsvektor einzuklonieren, wurde zunachst ein DNA-
Fragment mittels PCR amplifiziert (Kap. 4.1.), wobei die in pGEM™-T einklonierte
cDNA als Matrize diente. Die beiden dabei verwendeten Primer pDe2bam und
mdesma (Kap. 3.8.) besallen an ihren Enden als sogenannte Adapter die
Erkennungssequenzen fiur die beiden Restriktionsenzyme BamH | und Sma |. Die
Position der Primer war so gewahlt, dal® der fir die potentielle Signalsequenz
kodierende Bereich nicht amplifiziert wurde. Das entstandene PCR-Produkt
konnte nach dem Restriktionsverdau (Kap. 4.9.) in den ebenfalls mit diesen
Enzymen geschnittenen Expressionsvektor pQE30 einkloniert werden. Das
Plasmid wurde anschlieRend zur Kontrolle mit dem pQE-spezifischem Primer
pPpQE-F und pQE-R sequenziert (Kap. 4.12.). Das die cDNA im Kkorrekten
Leserahmen enthaltende Plasmid wurde anschlieRend in M15-Zellen transformiert
(Kap. 4.6.) und das Protein exprimiert (Kap. 4.17.1.). AnschlieRend wurde das
rekombinante Protein mit Hilfe von Ni-NTA-Saulen affinitatschromatographisch
aufgereinigt (Kap. 4.17.2.). Fur die nachfolgenden Aggregationsassays wurde das
rekombinante Protein gegen Calcium-Magnesium-freies Seewasser dialysiert
(Kap. 4.22.2.). Zur Kontrolle der Expression und der Aufreinigung wurden
Bakterienextrakte und gereinigtes Protein mittels SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese analysiert (Kap. 4.18.). Aus der Gelelktrophorese
(Abb. 19) war zu ersehen, dal3 es gelungen war, das rekombinante Protein
aufzureinigen.

45 kDa » |

31kDa b

<« 21 kDa

21,5 kDa »

-.——i-
| ——— e

14,4 kDa P>
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Abb. 19: SDS-Polyacrylamidgelel-
ektrophorese mit Bakterienlysat der
Expressionskultur  (Spur 1) und

aufge-reinigtem rekombinanten
Protein (Spur 2). Links sind die
GrolRen des Proteinmarkers
aufgetragen.

5.2.9. Aggregationsassay

Um zu Uberprifen, ob dal aus dem Suberites domuncula klonierte Dermatopontin
DERM_SD einen EinfluR auf die Adhasion der Zellen untereinander hat, wurde ein
Aggregationsassay (Kap. 4.22.) durchgefuhrt. Zu diesem Zweck wurde eine
Einzelzellsuspension (Kap. 4.22.3.)von Suberites domuncula—Zellen (A) in
Calcium-Magnesium-haltiges Seewasser gegeben. Nach 30 min auf dem
Rolleninkubator hattenen sich in der Suspension Zellaggregate gebildet (B). Gab
man zusatzlich 5 pg/ml rekombinantes Dermatopontin aus Suberites domuncula
(rDERM) dazu (C) (Kap. 5.2.8.), so nahm die Grofe der gebildeten Aggregate
nach 30 min Inkubation deutlich zu (Abb. 20). Dieser Versuch zeigt, dal® das
rekombinante Protein zu einer verstarkten Adhasion von dissoziierten
Schwammazellen in vitro fuhrt.

Abb. 20: EinfluB von Dermatopontin auf die Zellaggregation. Einzelzellen in
Calcium-Magnesium-haltigen Seewasser (A), nach 30 min Inkubation (B) und nach
30 min Inkubation bei Zugabe von 5 ug/ml rDERM (C); Vergrofierung, x 15.
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6. Diskussion

6.1. Der Aggregationsfaktor aus Geodia cydonium

Der Aggregationsfaktor ist einer der wesentlichen Bestandteile des
Zellaggregationssystems der Porifera. Die ersten Versuche zu seiner Struktur und
Funktion wurden bereits sehr fruih (Wilson, 1907) durchgefuhrt. Bis heute konnten
zwar viele Aspekte aufgeklart werden, aber die molekularen Grundlagen sind nach
wie vor unklar, auch wenn es gelungen ist, mit proteinchemischen Methoden
einige Bestandteile des Aggregationsfaktors und assoziierter Proteine zu
charakterisieren (z. B. Gramzow et al., 1986; Varner et al.,, 1888; Varner et al.,
1996). Auch gelang es, die cDNA flir das sog. Core-Protein des
Aggregationsfaktors aus Microciona prolifera (Fernandez-Busquets et al., 1996)
und aus Geodia cydonium (Muller et al., 1999) zu klonieren. Dabei handelt es sich
aber nicht um die einzigen Proteinbestandteile des Aggregationsfaktors. Es bietet
sich daher an, mit molekularbiologischen Methoden weitere Gene zu finden, die
fur die an der Zellaggregation beteiligten Proteine kodieren, um so die Struktur des
Aggregationsfaktors weiter aufzuklaren.

6.1.1. Klonierung des Aggregationsfaktors

Bei der als Ausgangspunkt dieser Arbeit dienenden cDNA-Sequenz handelte es
sich um einen unvollstandigen Klon aus der cDNA-Bank des Schwammes Geodia
cydonium. Dieser Klon war auf dem Weg eines Immunoscreenings gefunden
worden. Die cDNA-Bank liegt in Form von Bakteriophagen vor. Mit diesen Phagen
wird eine Bakterienkultur infiziert und auf einem Nahrboden ausplattiert. Der
Vorteil des verwendeten System A-ZAP-Express (STRATAGENE) besteht nun
darin, da® man in dieser cDNA-Bank nicht nur mit einer DNA-Sonde nach
komplementaren cDNA-Sequenzen suchen kann, sondern auch mit Antikorpern
nach den durch die cDNA-kodierten Proteinen, die von den Bakterien exprimiert
werden (Sambrock et al.,1996). Als Antikdrper wurden der polyklonale Antikorper
PoAb-AF und der monoklonale Antikorper 1D2 verwendet. Zur Generierung beider
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Antikdrper wurde die AF-Faktion 6B verwendet, das heildt sie sind gegen den
Aggregationsfaktor gerichtet (Wagner-Hlulsmann et al., 1996). Eine Analyse der
Klone ergab, dal sie nur einen Teil der cDNA reprasentierten, und im 5’-Bereich
unvollstandig waren. Die Grinde dafur sind in der Art begrindet, wie die cDNA-
Bank hergestellt wurde. Dabei wird die mRNA vom 3’-Bereich ausgehend in eine
cDNA umgeschrieben und schliel3lich in den Vektor einkloniert. Es ist dabei nicht
ausgeschlossen, dald die reverse Transkription der mRNA  unvollstandig
abgelaufen ist oder dall eine bereits degradierte mRNA transkribiert und
nachfolgend kloniert wird. Es ist daher notwendig, zu Uberprifen, ob die isolierte
cDNA auch die vollstandige mRNA reprasentiert. In einem ersten Schritt wurde
daher mit Hilfe der PCR-Technik in der cDNA-Bank nach weiteren Klonen
gesucht, die eine vollstandige cDNA enthielten. Dieses gelang mit den
beschriebenen Primern (Kap. 3.8. und 4.1.). Es konnte ein cDNA-Klon gefunden
werden, der im Gegensatz zu den bisher vorliegenden DNA-Fragmenten einen
langeren 5’-Bereich aufwies. Der Klon wurde GEOCYAF (Geodia cydonium-
Aggregtaionsfaktor) genannt, da es sich bei dem durch die Nukleotidsequenz
kodierten Protein mutmalilich um einen wesentlichen Bestandteil des
Aggregationsfaktors handelt

6.1.2. Nukleotidsequenz von AF_GEOCY

Wie die Northern-Blot-Analyse (Kap. 5.1.3.) zeigt, stimmen die Lange der
klonierten cDNA GEOCYAF und die Lange des Transkriptes Uberein. Dabei ist
natlrlich der Bestimmung der Lange der RNA anhand eines Northern-Blot
bezlglich der Genauigkeit eine Grenze gesetzt. Zum einen aufgrund der
Ableseungenauigkeit, zum anderen, weil durch die Polyadenylierung der mRNA
diese langer ist, als die aus der cDNA-Bank isolierte cDNA. Uber die Lange dieser
Polyadenylierung in Schwammen ist aber erst relativ wenig bekannt.
Anhaltspunkte fur die Lange der cDNA kdnnten sich auch aus der genomischen
Sequenz ergeben. Auf eine Isolierung dieser wurde im Rahmen der hier
vorliegenden Arbeit aber verzichtet. Aufgrund der Analyse der abgeleiteten
Aminosauresequenz und des Northern-Blot kann man aber von einer
vollstandigen cDNA ausgehen.

Die cDNA (Kap. 5.1.2.) zeigt am vermuteten Startmethionen nicht die typische
Kozak-Sequenz, die man bei den meisten eukaryotischen mRNAs findet. Daraus
kann man aber nicht schluRfolgern, dal® es sich um ein nicht funktionelles
Startmethionin handelt (Kozak, 1991).
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6.1.3. Analyse der abgeleiteten Aminosauresequenz

Wie beschrieben zeigt die abgeleitete Aminosduresequenz eine Ubereinstimmung
mit Amphiphysin, bzw. Amphiphysin-ahnlichen Molekulen (Kap. 5.1.4.).
Amphiphysin ist ein Protein, welches eine Rolle bei der Exocytose synaptischer
Vesikel spielt und nur intrazellular vorkommt. Zumindest flr Vertebraten ist diese
Funktion relativ gut untersucht (Wigge und McMahon, 1998). Auch in
Saccharomyces cerevisieae kommt ein amphiphysin-ahnliches Molekul vor
(Balguerie et al., 1999). Aus dem Pflanzenreich ist lediglich aus Arabidopsis
thaliana ein hypothethisches Protein, welches Amphihysin ahnelt, bekannt (Sato et
al., 1998). Es stellt sich nun die Frage, wieso ein Teil des Aggregationsfaktors aus
Schwammen eine so hohe Ahnlichkeit mit einem Protein zeigt, welches in anderen
Tierstammen eine vollig andere Funktion besitzt. Bei der Beantwortung dieser
Frage ist zu berlcksichtigen, dall zunachst einmal die Sequenzen aus dem
Schwamm und aus den anderen Organismen vor allem im N-terminalen Bereich
eine Ubereinstimmung zeigen (Kap. 5.1.4.). Hierin besteht eine Parallele zu
Amphiphysin aus Drosophila melanogaster, das auch vor allem im N-Terminus
eine Ubereinstimmung zu Vertebraten zeigt. Fiir das Amphiphysin aus Drosophila
melanogaster wird spekuliert, ob sich seine Funktion von der in Vertebraten
unterscheidet, worin diese Unterschiede liegen sollen, ist aber noch nicht
aufgeklart. Diese Vermutungen stutzen sich auf die Unterschiede in den
Sequenzen im mittleren Bereich (Razzaq et al, 2000). Der N-Terminus hat im
humanen Amphiphysin |l die Funktion die Bildung von Dimeren zu vermitteln
(Ramjaun et al., 1999). Es besteht die zumindest die theoretische Moglichkeit, dal
diese Funktion auch bei dem AF aus Geodia cydonium durch den N-Terminus
vermittelt wird. Experimentelle Belege dafiur liegen aber nicht vor.
Interessanterweise besitzt aber das Protein aus Geodia cydonium in diesem
Bereich eine Glycin-reiche Region, die in Amphiphysin fehlt. Die Funktion dieser
Region ist aber unklar. Im mittleren Bereich des Proteins fehlt beim
Schwammolekul dagegen die prolin-reiche Region, die fir die Interaktion zwischen
Amphiphysin und weiteren an der Endocytose beteiligter Proteine verantwortlich
ist (Grabs et al., 1997). Im C-terminalen Bereich besitzt das Schwammprotein
nicht die fuar Amphiphysin typische SH3-Domane, die selbst in Drosophila
melanogaster zu finden ist (Razzaq et al., 2000). Diese SH3-Domane ist fur
Protein—Protein-Wechselwirkungen notwendig (Grabs et al., 1997). Wie bereits
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erwahnt, wird der Komplex des Aggregationsfaktors maoglicherweise in der Zelle
zusammengesetzt und gelangt dann Uber Exocytose (Muller, 1982) oder Sulfat-
vermittelten Transport in den Extrazellularraum (Kuhns et al.,, 1995).
Mdglicherweise sind Amphiphysin und der AF aus einem gemeinsamen Vorfahren
hervorgegangen, der an einem exocytotischen Prozel3 beteiligt war. Da die
Sequenzen vor allem im N-Terminus Ubereinstimmen, fur den eine mogliche
Bindung an Membranen diskutiert wird (Ramjaun et al, 1999), konnte hierin eine
Funktion liegen, die von beiden Proteinen ausgeubt wird. Ein weiterer Punkt ist
das Fehlen einer Signalsequenz, so daf® sich hieraus keine Schllisse uber
mdgliche Sekretionsmechanismen ziehen lassen.

6.1.4. Phylogenetische Analyse

Die phylogenetische Analyse (Kap. 5.1.5.) zeigt eindeutig die grof3ere evolutionare
Nahe des Molekuls aus Geodia cydonium zu den humanen Sequenzen wie zu den
Proteinen aus Caenorhabditis elegans und Drosophila melanogaster. Ein
Ergebnis, welches flr sehr viele Molekile aus Schwammen typisch ist. Eine
Erklarung daflr ist, dal® im Laufe der Evolution bei einigen Tiergruppen die
entsprechenden Gene verloren gegangen sind, wohingegen sie bei den
ursprunglichen Schwammen noch vorhanden sind (Gamulin et al., 2001).
Erwartungsgemal ist der evolutionare Abstand zu Arabidopsis thaliana und
Saccharomyces cerevisiae grolRer. Die grolRere Nahe zu Saccharomyces
cerevisiae im Vergleich zu Arabidopsis thaliana deckt sich mit friheren
Ergebnissen, wonach die Metazoen den Pilzen naher stehen als den Pflanzen
(Muller, 2001). Interessanterweise fallt der phylogenetische Vergleich in der
dargestellten Weise aus, obwohl sich die Sequenzhomologie lediglich auf den N-
terminalen Teil der Sequenz erstreckt. Im mittleren und C-Terminalen Bereich sind
hingegen groRe Abweichungen zu erkennen, zumal insbesondere funktionell
wichtige Bereiche wie die SH3-Domane fehlen. Aufgrund dieser Unterschiede in
den Aminoséuresequenzen und der nur teilweisen Ubereinstimmung, erscheint es
als unwahrscheinlich, dal} es sich bei dem Protein aus Geodia cydonium und
Amphiphysin aus anderen Metazoen um Proteine handelt, die eine identische
Funktionen haben.
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6.1.5. Expression von AF_GEOCY

Wie beschrieben (Kap. 4.17.), wurde die cDNA in den Expressionsvektor pGEX2T
(AMERSHAM-PHARMACIAia) einligiert, in E. coli als Fusionsprotein exprimiert
und anschlieRend aufgereinigt. Vorherige Versuche, das Protein mit Hilfe anderer
Systeme zu exprimieren, bei denen kein Fusionsteil, sondern lediglich mehrere
Aminosauren Histindin an das rekombinante Protein angefligt werden, waren
gescheitert. Moglicherweise war das rekombinante Protein toxisch flr Bakterien.
Dieses Problem laft sich oftmals umgehen, indem man ein rekombinantes Protein
als Fusionsprotein exprimiert. Aus diesen Grunden fiel die Wahl auf das genannte
Expressionssystem. Wie ersichtlich, war die affinitdtschromatographische
Aufreinigung erfolgreich, es ist eine Bande zu sehen, deren Grofle dem
Fuionsprotein entspricht.

Um nachzuweisen, dal} es sich bei dem durch die cDNA kodiertem Protein
tatsachlich um das von den Antikérpern detektierte Protein handelt, wurden ein
Western-Blot durchgefuhrt. Dabei wurden ein Proteinextrakt aus Geodia cydonium
und aufgereinigtes rekombinantes Protein mit den Antikérpern PoAb-AF und 1D2
nachgewiesen (Kap. 5.1.7.). In allen drei Spuren ist eine Bande derselben GroRke
zu erkennen. Dieses bedeutet, dal} der gefundene cDNA-Klon tatsachlich flr
einen Bestandteil des Aggregationsfaktors kodiert. Da von dem rekombinanten
Protein vorher mit dem Enzym Thrombin die Gluthathion-S-Transferase
abgespalten wurde, ist eine Kreuzreaktion der Antikérper mit diesem Teil des
rekombinanten Proteins ausgeschlossen. Interessant sind weiterhin die im unteren
Bereich sichtbaren Banden, bei denen es sich um die im Schwammextrakt in
grolier Menge vorhanden Lektine handelt. Es handelt sich um eine Kreuzreaktion
mit den Lektinen, ein Sachverhalt, der bereits friher beschrieben wurde (Wagner-
Hulsmann et al., 1996).

Betrachtet man das apparente Molekulargewicht sowohl des rekombinanten als
auch des im Schwammextrakt identifizierten Proteins, welches in der
Gelelektrophorese und im Western-Blot mit ungefahr 36 kD bestimmt wurde, so
fallt auf, dall es von dem auf Grundlage der Sequenz vorhergesagten Gewicht von
47 kD abweicht. Erklaren lalt sich diese Diskrepanz nur durch ein
ungewdhnliches Laufverhalten sowohl des rekombinanten als auch des nativen
Proteins, eventuell bedingt durch noch vorhandene Sekundarstrukturen, obwohl
die Gelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen durchgeflhrt wurde.
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6.1.6. Funktionelle Charakterisierung

Zur funktionellen Charakterisierung des rekombinanten AF wurde ein
Aggregationsassay durchgefihrt. Dieses Testsystem stellt eine etablierte Methode
dar, mit der man die Zellaggregation bei Schwammen in einem einfachen in vitro-
Versuch untersuchen kann (Muller und Zahn, 1973). Sie beruht darauf, dal}
dissoziierte Schwammzellen unter geeigneten Bedingungen makroskopisch
sichtbare Zellaggregate bilden. Im Versuch (Kap. 5.1.8.) zeigte sich nun deutlich
der Einfluly des rekombinanten AF (rAF_GEOCY). Zur Kontrolle wurden zunachst
Einzelzellen mit AF-Faktion 6B versetzt. Hier sieht man gro3e Zellaggregate, da
der zugefugte Aggregationsfaktor, der in der Fraktion 6B enthalten ist, die Zellen
aggregieren laRkt. Fiir diesen Vorgang ist die Anwesenheit von Ca®" im Medium
erforderlich. Die Ca?*-Abhangigkeit des Aggregationsprozesses ist vielfach gezeigt
worden. Fehlt hingegen Ca?* im Medium ist keine Zellaggregation zu beobachten
(u.a. Wilson, 1907; Mduller, 1982). Erwartungsgemalf ist die GroRe der gebildeten
Aggregate geringer, wenn man den Antikérper PoAb-AF zusatzlich hinzugibt.
Dieser gegen den AF gerichtete polyklonale Antikérper bindet an den in der
Fraktion 6B vorhanden AF. Damit ist die Zellaggregation wirksam unterbunden.
Inkubiert man die Zellen mit rekombinantem AF und flgt erst nach einem
Waschschritt die AF-Fraktion 6B dazu, ist die GroRe der gebildeten Aggregate
kleiner als im vorher geschilderten Vergleichsversuch. Dieses Ergebnis ladt sich
durch eine Bindung des rekombinanten AF an den Teil auf der Zelloberflache
erklaren, an den normalerweise der Aggregationsfaktor der Fraktion 6B binden
wulrde. Da diese Bindungstellen durch das rekombinante Protein belegt sind, kann
der Aggregationsfaktor aus der Fraktion 6B nicht binden und die Zellaggregation
unterbleibt. Es lalkt sich aus diesem Versuch schlieRen, dall rAF_GEOCY die
Verbindung zwischen Aggregationsfaktorkomplex und Strukturen, die mit der Zelle
verbunden sind, herstellt. Das die Aggregation nicht vollig unterbunden wurde, ist
darin begrindet, dal} die Konzentration der Zellen, als auch des rekombinanten
Proteins und der Fraktion 6B moglicherweise nicht exakt einander entsprachen.
Eventuell spielen aber auch noch andere Faktoren eine Rolle bei der
beobachteten Aggregation.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte anhand eines Western-Blot-Experimentes
gezeigt werden, dald der rekombinante Aggregationsfaktor an Lektin bindet (Kap.
5.1.9.). Da es sich um das rekombinante Protein, welches in einem
prokaryotischen System exprimiert wurde, handelt, kann die Bindung nicht tGber
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glykosilierte Aminosauren im Aggregationsfaktor erfolgt sein, obwohl Lektine als
Zucker-bindende Proteine charakterisiert sind (Hirabayashi und Kasai, 1993),
zudem ist in der abgeleiteten Aminosauresequenz GEOCY_AF eine
Glykosilierungsstelle zu finden. Da die dem Transfer vorangehende
Gelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen durchgefuhrt wurde, lag
das rekombinante Protein zunachst nicht in der nativen Form vor. Es ist aber
beschrieben worden, dal} es wahrend des notwendigen Blockierungschrittes der
Membran zu einer teilweise Renaturierung der Proteine kommt (Carr und Scott,
1992). Ausschlielen kann man die Mdglichkeit einer Kreuzreaktion zwischen dem
Lektin und dem Gluthathion-S-Transferase-Anteil des Fusionsproteins, da auch
unter Verwendung des prozessierten rekombinanten Proteins ein Signal zu sehen
ist.

6.1.7. Immunfluoreszenzmikroskopie

Mit der Immunfluoreszenzfarbung (Kap. 5.1.10.) war ein eindeutiger Nachweis des
Aggregationsfaktors im Gewebe maglich. Insbesondere die spharuldésen Zellen
sind angefarbt. Dieser Zelltyp wird auch in immunhistologischen Untersuchungen
mit Antikorpern gegen das Lektin (Wagner-Hulsmann et al., 1996) und den
mutmallichen Aggregationsrezeptor (Blumbach et al., 1998) angefarbt.
Offensichtlich sind die Komponenten des Aggregationssystems an diesem Zelltyp
besonders zahlreich vorhanden. Dieses ist auch ein Hinweis auf die funktionelle
Zusammengehorigkeit aller drei Proteine.

6.1.8. Die Zellaggregation in Geodia cydonium

Aufgrund der Ergebnisse laRt sich das Modell der Zellaggregation in Geodia
cydonium vervollstandigen. Nach der bisherigen Vorstellung bindet ein in der
Zellmembran verankerter Aggregationsrezeptor (AR) Uber Lektin an den
Aggregationsfaktorkomplex (Wagner-Hulsmann et al., 1996; Mdller et al., 1999).
Aufgrund der hier vorgestellten Ergebnisse konnte das Protein GEOCY_AF als der
Bestandteil des Aggregationsfaktors identifiziert werden, Uber den die Verbindung
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zwischen Lektin und Kernstruktur des Aggregationsfaktors erfolgt. Dabei ist die
Bindung zwischen Lektin und GEOCY_AF unabhangig von einer eventuellen
Glykosilierung (Abb. 21). Die Rolle des aus Geodia cydonium (Mduller et al., 1999)
und auch Microciona prolifera (Fernandez-Busquets et al., 1996) gefundenem
Bestandteil des Aggregationsfaktors bleibt dabei unklar, eventuell bildet er die
Kernstruktur des Komplexes.
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Abb. 21: Schematische Darstellung des Aggregationsprozesses
in Geodia cydonium. Der Aggregationsrezeptor (AR) ist in der
Plasmamembran verankert. Das Lektin verbindet den AR Uber
den Aggregationsfaktor (GEOCY_AF) mit der Kernstruktur des
Aggregationsfaktors (AF) (Verandert nach Schitze et al., 2001)
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6.2. Dermatopontin aus Suberites domuncula

6.2.1. Nukleotidsequenz von SDDERM

Ausgehend von einem Teilstick der cDNA, die fur ein Dermatopontin-ahnliches
Protein kodiert, lieRen sich mit Hilfe der PCR-Technik mehrere Klone aus der
cDNA-Bank von Suberites domuncula isolieren. Ein Vergleich der verschiedenen
Klone ergab mehrere Sequenzen, die sich im 5°-Bereich bezuglich ihrer Lange
unterschieden, aber im Uberlappenden Bereich identisch waren. Man kann davon
ausgehen, dal es sich bei den kurzeren Klonen um unvollstandige cDNA handelt.
Die moglichen Grinde dafur wurden bereits erwahnt (Kap. 6.1.1.). Wie die
Northern-Blot-Analyse (Kap. 5.2.3.) zeigt, entspricht die Lange des langsten
cDNA-Klons der Lange des Transkriptes. Das bedeutet, die cDNA reprasentiert
die vollstandige mRNA. Auch diese cDNA zeigt am vermuteten Startmethionen
nicht die typische Kozak-Sequenz (Kozak, 1991).

6.2.2. Analyse der abgeleiteten Aminosauresequenz

Die Ubersetzung der Nukleotidsequenz in die Aminosauresequenz ergab einen
offenen Leserahmen (Kap. 5.2.2.). Diese abgeleitete Aminosauresequenz zeigte
im Datenbankvergleich Ahnlichkeiten zu einem aus Limulus polyphemus isolierten
Aggregationsfaktor (Fujii et al.,, 1992) und zu dem aus mehreren Saugetieren
gefundenem Protein Dematopontin (Kap. 5.2.4.). An dieser Stelle mul} erwahnt
werden, dal® zwischen dem Limulus-Aggregationsfaktor (LAF) und dem in dieser
Arbeit beschriebenen Aggregationsfaktor aus Schwammen trotz der identischen
Bezeichnung kein Zusammenhang besteht. Das Protein aus Limulus polyphemus
erhielt diesen Namen wegen seiner Fahigkeit Amobocyten und Erythrozyten zu
aggregieren (Fujii et al., 1992). Die Bezeichnung Aggregationsfaktor bezieht sich
bei Schwammen auf den an der Zellaggregation beteiligten I6slichen Faktor.
Ausgehend von der Similaritat zu Dermatopontin wurde die Sequenz als SDDERM
und die abgeleitete Aminosauresequenz als DERM_SD (Accession number
AJ299722) bezeichnet. Die Ubereinstimmung der Sequenzen beziiglich ihrer
Lange und Primarstruktur sind ein weiteres wichtiges Indiz fur die Vollstandigkeit
der isolierten cDNA.
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Der phylogenetische Vergleich (Kap. 5.2.5.; Abb. 16) zeigt erwartungsgemal} die
gemeinsame Anordnung der Dermatopontinsequenzen aus Vertebraten einerseits
und der beiden Proteine aus Invertebraten andererseits. Auf das Fehlen dieser
Gene in den Modellorganismen Drosophila melanogaster und Caenorhabditis
elegans wurde bereits hingewiesen, so dal ein Vergleich mit diesen Organismen
nicht maglich ist.

Der Vergleich der Sequenzen als auch die Computer-gestitzte Analyse (Kap.
5.2.4.) von DERM_SD sprechen auch fur das Vorhandensein einer Signalsequenz
und einer potentiellen Schnittstelle zwischen Aminosaure 23 und 24 zum
Abspalten dieser Signalsequenz. Dieses wirde bedeuten, da} das
Schwammprotein wie auch Dermatopontin und LAF sekretorische Proteine sind,
die in den Extrazellularraum gelangen. Dieses konnte fir die bovine Form
experimentell gezeigt werden (Neame et al., 1989).

Fur die bovine Form des Dermatopontin ist das Vorhandensein von funf Disulfid-
Bricken beschrieben worden, wodurch im Protein mehrere Schleifen gebildet
werden (Neame et al., 1989). Im Limulus-Aggregationsfaktor konnen theoretisch
vier Disulfid-Brucken ausgebildet werden (Fujii et al., 1992). In der Sequenz von
SD_DERM befindet sich an den entsprechenden Stellen ebenfalls die Aminosaure
Cystein, so das man vier mdgliche Disulfid-Bricken vorhersagen kann (Abb. 22)
und das Protein vermutlich auf eine dhnliche Art Schleifen ausbildet.

Bei der Analyse der abgeleiteten Aminsauresequenz fallt der Aufbau aus drei
Regionen auf, die eine groRe Ahnlichkeit zueinander aufweisen (Kap. 5.2.6.).
Region 1 reicht von Aminosaure 1- 66, Region 2 von Aminosaure 67 - 121 und
Region 3 von 122 - 184. Einen solchen Aufbau zeigen auch das bovine
Dermatopontin (Neame et al., 1989) und der Limulus-Aggregationsfaktor (Fujii et
al., 1992). Diese Struktur ist durch die Annahme einer Genduplikation erklarbar.
Aus einem Vorlauferprotein, das nur aus einer Domane bestand, ware im Laufe
der Evolution durch Verdoppelung einer Domane zunachst ein, aus zwei
Domanen bestehendes, Molekll und spater durch die nochmalige Verdopplung
einer Domane das Protein in seiner heutigen Form entstanden. Unterzieht man die
einzelnen Domanen des Limulus-Aggregationsfaktors und des SD_DERM einem
phylogenetischen Vergleich (Kap. 5.2.7.), so sieht man, dal} jeweils eine Domane
aus Limulus polyphemus und eine Domane aus Suberites domuncula die hochste
Ubereinstimmung zeigen und nicht etwa alle drei Domé&nen aus einem
Organismus die gréRte Ahnlichkeit zueinander besitzen. Eine mégliche Erklarung
ware, dall bereits bei einem gemeinsamen Vorfahren die beschriebenen
Duplikationen stattgefunden hatten. Charakteristisch fur alle drei Domanen ist ein
hochkonserviertes Sequenzmotiv, welches aus vier Aminosauren besteht und
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Asp-Arg-Xxx-Trp lautet. Dieses Motiv findet sich in allen bisher untersuchten
Dermatopontinsequenzen und auch in der Sequenz aus Suberites domuncula. Die
Funktion ist nicht bekannt, aber der hohe Grad der Konservierung sprich fur eine
wichtige Rolle dieses Motivs. Vermutungen gehen dahin, es kdnne eine
Schlusselfunktion in der Erkennung eines Rezeptors auf der Zelloberflache
einnehmen (Fuijii et al., 1992).

M D0

Abb.22: Schematische Darstellung des Dermatopontin aus Suberites domuncula. Farbig unterlegt
sind die drei Doméanen, rot unterlegt ist das Asp-Arg-Xxx-Trp-Motiv, eingezeichnet sind ebenfalls

die theoretisch mdglichen Disulfidbriicken.

6.2.4. Einflu3 von SD_DERM auf die Zellaggregation

Im Rahmen dieser Arbeit konnten auch erste mogliche Funktionen von SD_DERM
im Schwamm gezeigt werden. Ausgehend von der Eigenschaft des LAF aus
Limulus poyphemus eine Zellaggregation zu bewirken (Fujii et al., 1992), wurde
ein Aggegationsassay mit dissoziierten Schwammzellen aus Suberites domuncula
durchgefuhrt. Dieser Assay stellt ein etabliertes System zur Untersuchung der
durch den Aggregationsfaktor vermittelten Zellaggregation dar (Muller und Zahn,
1973). Es bot sich an, diesen Test nun auch auf das aus Suberites domuncula
klonierte Dermatopontin anzuwenden, obwohl es wie bereits erwahnt kein
Bestandteil des eigentlichen Aggregationsfaktorsystems der Porifera ist. Der erste
Schritt war die Herstellung des rekombinanten rSD_DERM in E. coli mittels des
pQE-Expressionssystems und die anschlielende Aufreinigung. Dabei wurde ein
Teil der cDNA gewanhlt, dem der fur die mutmalliche Signalsequenz kodierende
Bereich fehlt. Dieser Bereich sollte fur die Funktion nicht notwendig sein, konnte
aber bei der Expression in E. coli zu Problemen fihren. Wie gezeigt (Kap 5.2.8.),
konnte das Protein in E. coli exprimiert und anschlielend auch erfolgreich
aufgereinigt werden. Mit dem aufgereinigten Protein wurde dann ein
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Aggregationsassay durchgefuhrt. Dabei wurden dissoziierte Zellen mit als auch
ohne rSD_DERM inkubiert. Es zeigte sich eine deutlich starkere Zellaggregation
wenn man dem Aggregationsansatz zusatzlich rSD_DERM zugibt (Kap. 5.2.9.).
Dieses Experiment zeigt, dal¥ SD_DERM und der LAF nicht nur eine Homologie in
der Sequenz zeigen, sondern auch Gemeinsamkeiten in der Funktion.
Interessanterweise zeigt rSD_DERM die aggregierende Funktion, obwohl das
rekombinante Protein nicht die posttranslationalen Modifikationen aufweisen dirfte
wie das native Protein, da die Expression im prokaryotischen System erfolgte.
Allerdings sind z. B. Glykosilierungen fir Dermatopontin nicht nachgewiesen
(Cronshaw et al., 1993). Die Ergebnisse mit dem Dermatopontin aus Suberites
domuncula lassen es nun aber moglich erscheinen, dal® eine eventuell
vorhandene posttranslationale Modifikation fir eine Funktion zumindest nicht
zwingend notwendig ist. Weiterhin ist zu bertcksichtigen, daf} die voraussichtlich
vorhandenen Disulfidbricken nicht ausgebildet sind, trotzdem ist eine
aggregierende Wirkung zu beobachten. Allerdings ist auch flr das aus dem Rind
isolierte sequenzhomologe Protein beschrieben worden, dal} es unabhangig von
dem Vorhandensein der Disulfidbricken an seinen Liganden bindet (Okamoto et
al., 1996).

Als mdgliche Bindungspartner fir Dermatopontin werden in der Literatur Mitglieder
der Integrin-Familie diskutiert, da zum einen die Bindung des Dermatopontin an
Zelloberflachen durch ein RGDS-enthaltenes Peptid gehemmt werden kann und
zum anderen Dermatopontin aus Vertebraten die Aminosaureabfolge RGAT
enthalt, die der typischen RGDS-Sequenz, die an Integrine bindet entsprechen
konnte. Ein endgultiger Nachweis dafur steht aber aus (Lewandowska et al.,
1991). Vergleicht man die Sequenzen mit dem Protein aus Suberites domuncula,
so fallt auf, dal® hier anstelle der Abfolge RGAT die Aminosauren AGAY
vorhanden sind. Noch starker weicht allerdings die Sequenz von Limulus
polyphemus ab (Fujii et al. 1992). Als Interpretation bieten sich zwei Moglichkeiten
an. Es kdnnte sein, dal die Bindung an Integrine nur in Vertebraten vorkommt und
bei Invertebraten fehlt, obwohl auch bei Schwammen Intrgrine gefunden worden
sind (Wimmer et al.,1999) Die andere Variante ware, daR die Ahnlichkeit in der
RGAT-Sequenz zum RGDS-Motiv nicht bedeutet, dall diese funktionell
aneinander entsprechen und Dermatopontin grundsatzlich nicht an Mitglieder der
Integrin-Familie bindet.

Als weitere Proteine, die mit Dermatopontin interagieren, gelten der Transforming
growth factor-B (TGF-B) und Decorin , ein Dermatansulfat-Proteoglycan (Okamoto
et al., 1999; Okamoto et al.,1996). Uber welche Sequenzabschnitte des
Dermatopontin dieses aber erfolgt, ist noch nicht untersucht. Bekannt ist lediglich,
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dal® Dermatopontin nicht an die Dermatan-Sulfat-Ketten, sondern an den
Proteinkern des Decorin bindet. Ob auch im Schwamm ein ahnliches System
exisitert, konnte noch nicht geklart werden. Versuche im Rahmen dieser Arbeit
aus der cDNA-Bank von Suberites domuncula mit Hilfe degenerierter Primer
sowohl TGF-B als auch Decorin-homologe Gene zu isolieren, waren nicht
erfolgreich. Moglicherweise finden sich in der Zukunft im Rahmen einer
Sequenzierung des funktionellen Genoms von Suberites domuncula
entsprechende Gene.

Fur die porkine Form des Dermatopontin, die als TRAMP bezeichnet wird, ist die
Bindung an Kollagen gezeigt worden (Cronshaw et al., 1993). TRAMP beeinfluf3t
dabei in vitro die Bildung von Kollagen-Fibrillen. Die Aminosauren uber welche die
Bindung erfolgt, konnten aber noch nicht identifiziert werden (McBeath et al.,
1993). Aus Suberites domuncula konnte bereits eine fur Kollagen kodierende
cDNA kloniert werden (Schroder et al., 2000), womit ein Zusammenhang
zumindest theoretisch madglich erscheint.

6.3. Ausblick

Mit der Klonierung der Gene flur einen Bestandteil des Aggregationsfaktors aus
Geodia cydonium und fir Dermatopontin aus Suberites domuncula gelang es,
zwei cDNAs zu finden und die entsprechenden Proteine funktionell zu
charakterisieren, die an der Zellaggregation beteiligt sind. Um zu einem
vollstandigeren Bild zu kommen, ist es notwendig, weitere Bestandteile des
Aggregationsfaktors zu identifizieren und die entsprechenden Gene zu klonieren.
Mdglicherweise nicht nur in Geodia cydonium, sondern auch in Suberites
domuncula, da bei diesem Organismus mittlerweile groRe Fortschritte in der in-
vitro-Kultivierung von Zellen gemacht worden sind (Custodio et al, 1998; Muller et
al., 1999b), und sich so Ansatze flr weitere Studien ergeben.
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7. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die vollstandige cDNA-Sequenz eines
mutmallichen Bestandteiles des Aggregationsfaktors aus Geodia cydonium
kloniert werden. Dazu wurde mit Hilfe der PCR-Technik ein Screening einer
cDNA-Bank dieses Organismus durchgefuhrt. Durch einen Northern-Blot konnte
gezeigt werden, dal® der gefundene Klon das vollstandige Transkript reprasentiert.
Ausgehend von der cDNA wurde das entsprechende Protein in E. coli als
Fusionsprotein  rekombinant  hergestellt und affinitdtschromatographisch
aufgereinigt. Mit einem Western-Blot-Experiment wurde der Nachweis gefuhrt, dafl
es sich bei dem gefundenen Protein tatsachlich um einen Bestandteil des
Aggregationsfaktors handelt. Der in diesem Western-Blot eingesetzte Antikorper
wurde verwendet, um das Protein in histologischen Schnitten nachzuweisen. Das
rekombinante Protein wurde in einem Aggregationsassay auf seine Funktionalitat
hin untersucht. Es stellt sich heraus, dal} es einen Einflu auf die Aggregation von
Einzelzellen in einer Zellsuspension hat. Mit Hilfe eines modifizierten Western-
Blot-Verfahrens wurde die Bindung des rekombinanten Aggregationsfaktors an
das Lektin aus Geodia cydonium nachgewiesen.

Weiterhin konnte aus dem Schwamm Suberites domuncula eine vollstandige
cDNA kloniert werden. Das durch diese cDNA kodierte Protein zeigt eine hohe
Ubereinstimmung mit einem in Vertebraten und in Limulus polyphemus
vorkommendem Protein der extrazellularen Matrix, welches dort eine Rolle bei der
Zellaggregation spielt. Die Vollstandigkeit des Klons konnte anhand eines
Northern-Blot gezeigt werden. Das Protein wurde in E. coli rekombinant hergestellt
und erfolgreich aufgereinigt. Es konnte gezeigt werden, dal3 das rekombinante
Protein in vitro zu einer verstarkten Aggregation von dissoziierten Schwammzellen
fuhrt, damit konnte ein erster Hinweis auf die Funktion gefunden werden.
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9.1.

(V/v)
(W/v)
°C
Mg

I

A

AF
Ak
ALP
Amp
AP
AP-2
APS
Aqua bidest.
Aqua dest.
AR
As
ASW
BCIP
bp
BSA

Ca

ca.
cDNA
CMF
dATP
dCTP
ddNTP
dGTP
Dig
Dig-UTP

AbklUrzungsverzeichnis

Abklrzungen

volume per volume

weight per Volume

Grad Celsius

Mikrogramm

Mikroliter

Adenin

Aggregationsfaktor

Antikorper

Amphiphysin-like-protein

Ampicillin

alkalische Phosphatase
Clathrin-Adapter-Molekul 2
Ammoniumperoxodisulfat

Zweifach destilliertes Wasser
destilliertes Wasser
Aggregationsrezeptor

Aminosaure

Artifizielles Seewasser
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl Phosphat
Basenpaare (base pair(s) )
Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)
Cytosin

Calcium

circa

complementary DNA (mRNA Abschrift)
Calcium-Magnesium-freies Seewasser
Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytosintriphosphat
Didesoxynukeosidtriphosphat
Desoxyguanosintriphosphat
Digoxigenin

Digoxigenin markiertes Desoxyuridintriphosphat
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DMPC
DMSO
DNA
dNTP
dsDNA
DTT
dTTP
E.coli
EDTA
EtBr
FITC

GTP

IPTG
kb
kD

LAF
LB

MAF
min

ml
mRNA
MW
NBT
nm

nt
NTA
oD
OPA-Puffer
PAGE
PBS
PCR
PEG
pfu

Dimethylpyrocarbonat
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Desoxynukleosidtriphosphat
doppelstrangige DNA
Dithiothreitol
Desoxythymidintriphosphat
Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsaure
Ethidiumbromid
Fluorescein-Isothiocyanat

Guanin

Relative Zentrifugalbeschleunigung
Guanosintriphosphat

Stunde

3-D- Isopropyl-Thiogalactopyranosid
kilobase(s); KiloBasen

kilo-Dalton

Liter

Limulusaggregationsfaktor

Luria Bertani- Medium

Mol

Microciona-Aggregationfactor
Minute

Milliliter

messenger ribonucleic acid
Molekulargewicht
4-Nitro-Tetrazoliumblauchlorid
Nanometer

Nukleotide

Nitrilo-Tri-Essigsaure

Optische Dichte
One-Phor-All-Puffer
Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese
Phosphat gepufferte Kochsalzldésung
Polymerase chain reaction
Polyethylenglykol

Plaque forming unit
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PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PVDF Polyvinyldifluorid

RNA ribonucleic acid

Rnase A Ribonuklease A

rom Rounds per minute

RT Raumtemperatur

SDS Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate)
sec Sekunde

SM Suspension medium

SSC sodium citrat chlorid

ssDNA einzelstrangige DNA

T Thymin

T, Anneallingtemperatur

TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer

TBS Tris-gepufferte Kochsalzlosung (Tris buffered
TE Tris-EDTA Puffer

TEMED N,N,N‘,N‘-Tetramethylenediamine

TGF Transforming-growth-factor

Tm Schmelztemperatur (melting temperatur)
TRAMP Tyrosin rich acidic matrix protein

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

TSS Transformations- und Aufbewahrungslésung
U Unit

uN uber Nacht

upm Umdrehungen pro Minute

uv Ultraviolett

Vv Volt

X-Gal 5-Bromo-4-Chlor-3-Indolyl-3-d-Galactopyranosid
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9.2. AbkUrzungen fir Aminosauren und Basen

Aminosauren

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 V

Isoleucin lle I

Basen

Adenin A

Cytosin C

Guanin G

Thymin T

Uracil U
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