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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die Apoptose

1.1.1Historisches und Einfiihrendes

Bis vor einigen Jahren wurde der Zelltod als eieidiris betrachtet, dass fiir den Organismus
grundséatzlich negativ ist. Dass der Zelltod wichtigegulatorische Funktionen fur
Entwicklung und Erhalt des Organismus besitzt uaohitl einen zentralen Teil des Lebens
darstellt, war eine Uberraschende Entdeckung. Edeerersten Berichte Uber den natirlich
auftretenden Zelltod stammt aus dem Jahre 184%/@dg den Tod von Knorpelzellen im
Verlauf der Entwicklung von Amphibien beobachteted ubeschrieb (Clarke und Clarke,
1995). Es sollte allerdings noch fast hundert Jdareern bis die Wissenschaft erkannte, dass
der gezielte Tod von Zellen in Organismen nicht eumnfach eine Zelle gegen eine andere
ersetzt, sondern dass diesem Prozess zentraleidgnarktsowoh! im sich entwickelnden als
auch im adulten Organismus zukommen. Die mit detltadeverbundenen morphologischen
Ereignisse wurden 1885 von Flemming geschildert znehmmenfassend ahromatolyse
bezeichnet. Dieser Name wurde benutzt, bis Locksmd Williams (1964) den Begriff
.programmierter Zelltod* zur Beschreibung der im rMef der Transformation einer
Mottenlarve zur Adultform auftretenden Eliminieruspezifischer Zellen pragten. Im Jahre
1972 wurde schliel3lich, als zusammenfassende Usibcimg fir die im Verlauf der
zellularen Selbstzerstorung auftretenden morphstbgin Veranderungen, der Begriff
Apoptose (grapo = ab, weg losptosis= Senkung) eingefiihrt (Kerr, Wyllie, Currie, 1972)
der urspriinglich den Fall der Blatter im Herbstdbhesibt.

Die Apoptose ist ein evolutiondr von Porifera Ulvesekten, bis zu Vertebraten konservierter
Vorgang, fur dessen Existenz ebenfalls in Pilzeori(@on etal., 1994) und Pflanzen (Mittler
und Lam, 1995) Hinweise entdeckt wurden. Sie isemrsell fir die Eliminierung redundanter
Zellen wahrend der Embryogenese, Zellverkimmerungehd Verlust von essentiellen
Wachstumsfaktoren oder Zytokinen, Gewebebildung urngparatur und Vernichtung
genetisch veranderter Zellen. Bereits wéahrend dhalrifonalentwicklung spielt der gezielte
apoptotische Tod bestimmter Zellen eine wichtigdeR&o erfolgt wahrend der Entwicklung
des Embryos die Formgebung von Korper und Organgohddiesen Vorgang. Im adulten
Organismus spielt die Apoptose eine wichtige Rollder Gewebehomobostase; Zellen deren
DNA aufgrund &auf3erer Einflisse, wie ionisierendéal8ung, geschadigt wurden (Lowe

etal.,, 1993) werden dadurch eliminiert um den Korper zahigzen. Zellulare



Einleitung 2

Eiliminierungsvorgange treten meist in Geweben nfibhem Zellumsatz auf,

zusammengenommen werden etwa’ldellen am Tag durch Apoptose eliminiert. Die

zentralen Vorgange wahrend der Apoptose lasserirsidile folgenden drei Phasen einteilen:

Initiationsphase: Proapoptotische Stimuli leiten die Aktivierung aeolekularen
~YApoptosemaschintgm
Effektorphase: Aktivierung der molekularen ,Vollstreckungssaainerie*

Abbauphase: Morphologische Veranderungen und DNA-Rnagtierung.

Der Apoptose wird die Nekrose gegenubergestelitdbees sich um eine Form des Zelltods
handelt, die nicht von der Zelle selbst induziertvund die nicht aktiv unter Energieaufwand
ablauft, sondern wenn die Zelle ihre strukturefieegjritét passiv aufgrund z.B. mechanischer
Zerstorung oder Temperaturanderungen verliert. Zarasultiert ein Platzen der Zelle und
ihr Inhalt wird in das umgebende Gewebe entlaskarbér, 1994). Die dabei freigesetzten
Substanzen fuhren im Gegensatz zur Apoptose haufigntziindungsreaktionen. Allerdings
ist es oft schwierig, Apoptose von Nekrose zu tegnnda dasselbe Gewebe und sogar

dieselbe Zelle Merkmale beider Zelltodformen augeeikann (Keret al, 1972).

1.1.2Morphologische Veranderungen einer Zelle in Apoptos

Wahrend der Apoptose finden in der betroffenen eZadine Reihe charakteristischer,
morphologischer Verédnderungen statt. Zu BeginnAj®mptose kann eine Verringerung des
Zellvolumens unter Energieverbrauch beobachtet everdas Cytoplasma kondensiert und
die Zelle verliert ihre Zell/Zell-Adh&sionen. Dierganellen bleiben in dieser friihen Phase
strukturell und funktionell intakt und der Stoffwesel der apoptotischen Zelle lauft lange Zeit
normal weiter. Der Zellkern und die nukledren Meamt@n kondensieren, ebenso das
Chromatin. Intensivesmembrane blebbing“die Bildung von Ausstilpungen und Blaschen,
ist an der Cytoplasmamembran zu beobachten. Stohdidbmmt es zu Verlust von Struktur
und Funktion der Mitochondrien, Ribosomen und dedoplasmatischen Retikulums. Das
Cytoskelett wird zerstort und membran-umschlosseesikel, so genannte apoptotische
Kdrperchen (apoptotic bodie§ beginnen sich von der Zelle abzuschniren. Sibadten
Cytoplasma, Zell- und Kernreste und Organellen. viao werden die apoptotischen
Kdrperchen von phagocytierenden Zellen, wie Makeg@m und anderen benachbarten,
phagocytierenden Zellen, aufgenommen und somit olokale Entzindungsreaktionen
eliminiert. Die Cytoplasmamembran bleibt bis zusdmm Zeitpunkt funktionell intakt.
Biochemisch kommt es aber bereits zu Beginn der pfgs® zu charakteristischen
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Veranderungen. So werden unter anderem spezifisaloeum- und magnesium-abhéngige
DNasen im Zellkern aktiviert, welche die genomis@&MA in charakteristische, ca. 180 bp
lange Fragmente zerschneid®NA Laddering, da sie nur an bestimmten Stellen angreifen
konnen (Cohert al, 1994). Des Weiteren kommt es zu einer Permeaéadiling der aul3eren
Mitochondrienmembran, wodurch Cytochrom ¢ und Als @em Intermembranraum in das
Cytoplasma freigesetzt werden. Phosphatidylselas, ibrmalerweise ausschliel3lich auf der
cytoplasmatischen Membranseite lokalisiert istgvauf die extrazellulare Seite der Membran
verlagert (Martinet al, 1995c). Dies dient auf den apoptotischen Kdotpemcals Signal fur

die Phagocytose durch Makrophagen und andere Zellen

1.1.3Molekulare Wege in die Apoptose

Eine Zelle wird apoptotisch, wenn ihr positive Sif (,Uberlebenssignale®) entzogen
werden oder ein internes oder externes Signal @dtod auslést. Es kdnnen drei Wege, die
Apoptose auslésen konnen, unterschieden werdeAblsl). Der erste fihrt Gber die
Aktivierung von Zellmembranrezeptoren, den Todespéaren, mit bestimmten Botenstoffen
zur Initiation der Apoptosemaschinerie (extrinsescWeg). Bei Einleitung der Apoptose tber
den zweiten Weg (intrinsischer Weg) wird diese Hudiverse Formen von Stress, die zu
einer Schadigung des genetischen Materials deriZdiihren (Wesselborgt al., 1999;
Stepczynskaet al, 2001.), etwa erhdhte Spiegel von toxischen Substa oder mutagenen
Agenzien, hohe Dosen von UV- oder Rontgenstrahlsogie verschiedene chemische
Substanzen initiiert. Diese Schadigungen fuhrerr éd@ivierung des Transkriptionsfaktors
p53 entweder zu Reparatur oder bei irreparableriadgeh in die Apoptose (Hussain und
Harris, 2006). Die molekularen Mechanismen des iresiichen und intrinsischen
Apoptosewegs unterscheiden sich in vielen Punktesitzen aber auch Gemeinsamkeiten.
Der dritte Weg dient der Entfernung von Tumorzellemd Zellen, die durch Pathogene
infiziert wurden und wird Gber zwei Proteine, Peiriauind Granzym B, initiiert. Doch obwohl
die auslosenden Stimuli, wie oben beschrieben, weterschiedlicher Natur sein kdnnen, wie
z.B. Rezeptorsignale, intrazellulare Virusinfekgon Zellstress, Wachstumsfaktor-Mangel,
falsch gefaltete Proteine, Hitze, Oxidation undlesemehr, flihrt Apoptose immer zum

gleichen morphologischen Resultat, der so genarkidssischen Apoptose-Morphologie.

1.1.3.1Der extrinsische Weg
Die zellmembranstandigen Rezeptoren, Uber die xtensische Weg aktiviert wird, gehéren

alle der TNF-Rezeptor-Superfamilie (Tumor-Nekrosédbr-Rezeptoren) an (Aggarwal,
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2003). Diese ,Todesrezeptoren“ Ubertragen ein apgphes Signal, indem sie nach Bindung
eines Liganden in Sekundenschnelle intrazelluldoteBsen (Caspasen) aktivieren.

Die Liganden dieser Rezeptoren sind strukturelveedte Molekile, meist Homotrimere, die
zur Familie der Tumor-Nekrose-Faktoren (TNF) geharad sowohl auf den Zelloberflachen
lokalisiert als auch, nach Abspaltung eines tramsbranen Bereichs, extrazellular in
|6slicher Form zu finden sind (Smith, Farrah, Googw994). Die TNF-Rezeptoren besitzen
eine homologe, cytoplasmatischBeath Domain“(DD), welche die Apoptosemaschinerie
der Zelle in Gang setzt (Idriss und Naismith, 200B)n Ligand bindet jeweils drei
Rezeptormolekile, wodurch die DD des Rezeptor-€tasin unmittelbare Nachbarschaft
zueinander gebracht werden. Nach dieser Aktivierlkmynmt es zur Rekrutierung
verschiedener Adapterproteine (z.B. FADD oder TRALD die DD (Wajantt al, 2003)
des Rezeptors. Uber eine weitere Domane, Biath Effector Domain(DED) bindet dann
jedes Adapter-Molekil ein Molekil der ProcaspaseB.(Caspase-8). Der so entstandene
Komplex tragt den Namerdgath inducing signaling comple¢DISC) (Kischkelet al,, 1995)
und bewirkt Oligomerisierung und autokatalytischektiierung der Caspasen. Die
prozessierte Caspase dissoziiert vom Adapter-Molakd aktiviert weitere Caspasen, welche

die typischen morphologischen Merkmale der Apoptass#isen.

1.1.3.2Der intrinsische Weg

Bei diesem, durch toxische Substanzen oder Mangé&lerlebensfaktoren aktivierten Weg
spielen die Mitochondrien eine zentrale Rolle (So&Osthoffet al, 1993). Sie beinhalten
zwischen &aul3erer und innerer Mitochondrienmembednirgiche proapoptotische Faktoren,
wie das Cytochrom c, bekannt als Bestandteil denukigskette im Mitochondrium und
gleichzeitig ein Schlusselfaktor fur die Auslosutey Apoptose. Bei einer Aktivierung dieses
Apoptosewegs 6ffnen sich Membranporen in der audditochondrienmembran und setzen
unter anderem proapoptotische Proteine, wie Cytwoha, AIF (,Apoptosisinducing factof)
und Diablo/Smad,direct IAP-binding protein with low PI“/“second mochondria-derived
activator of caspasg“ins Cytoplasma frei. Gelangt Cytochrom ¢ aus M#ochondrien in
das Cytoplasma, bewirkt es eine Multimerisierung RPi@tease Apaf-{,apoptotic protease
activating factor-19 und eine Apoptose fordernde Ausbildung eines hudbkularen
Komplexes, dem Apoptosom, im Cytoplasma. Diesesteit aus Cytochrom C, Apaf-1 und
einer Procaspase (Zoet al., 1999) durch Konformationsanderungen des Adapterproteins
Apaf-1, welches dann, Uber die homologen CARDEagpase Recruitment Domgin

Procaspase-Molekile bindet und ihnen die Oligoneetiag erlaubt (Acehaet al, 2002).
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Dadurch werden die Procaspasen durch allosteris@@dr@énderungen und Dimerisierung
aktiviert (Rodrigues und Lazebnik, 1999; Boathrighal, 2003) und die ,Todesmaschinerie®
durch Prozessierung von weiteren Caspasen in Gasgtzl. Die Prozessierung der
Procaspase ist allerdings nicht ohne weiteres wriiglla bestimmte Proteine, die IAPs
(»inhibitors of apoptosi§, diese dadurch verhindern (Salvesen und DuckRe®?), dass sie
selektiv an Effektorcaspasen binden und diese ietg@h. So wird sichergestellt, dass die
Zelle ohne entsprechenden Stimulus nicht in Apaptiosten kann. IAPs werden Uber das
ebenfalls aus den Mitochondrien freigesetzte Di&ac gebunden und so inaktiviert um
die Prozessierung zu gewahrleisten (Bual, 2000). Die Procaspase aktiviert weitere
Caspasen, welche Uber zahlreiche proapoptotisabieiffe zu den typischen apoptotischen
Vorgéangen fuhrt. Dieser stress-vermittelte WegAlsoptose-Einleitung kann durch Proteine
der Bcl-2 Familie kontrolliert werden.

Immer mehr Substanzen, welche die Mitochondrienmmamiaglurchlassig machen, werden
entdeckt. Ein Beispiel daflr ist der Transkripti@hksor p53, von dem angenommen wird,
dass er Apoptose durch Expression von pro-apophais Genen auslést. p53 wandert
ebenfalls zu den Mitochondrien und interagiert doit einem Hitzeschockprotein (Hsp70).
Die Expression von Hsps dient dem Schutz der 4eikd wird durch eine grol3e Anzahl von
Stressfaktoren induziert. Hsps inhibieren die Aggt®n von Proteinen oder markieren
Proteine fir den proteolytischen Abbau. Hsps kdraienApoptose aber auch unterdriicken,

indem sie an Apaf-1 binden und dadurch die Aktiwgy der Caspase verhindern.

1.1.3.3Der Granzym-vermittelte Weg

Cytotoxische T-Lymphozyten und natirliche Killeelen sind hoch spezialisierte Zellen des
Immunsystems, die durch Sekretion der Serin-Prete@anzym B (GrB) und des

membranolytischen Proteins Perforin virusinfiziettérperfremde oder Tumorzellen durch
Induktion von Apoptose eliminieren. Beide Protesiad in speziellen cytoplasmatischen
Vesikeln lokalisiert, die Uber eine rezeptorvergitd Bindung an die Zielzelle gelangen und
dort Perforin sekretieren. Perforinmolekile werderdie Membran der Zielzelle integriert,

wo sie eine membrandurchspannende Pore bildenh diiec Calziumionen in das Cytosol

gelangen, von denen angenommen wird, dass sieraam#totischen Vorgangen beteiligt
sind. Granzym B gelangt lUber rezeptorvermittelteldeytose und die Perforinpore in die
Zielzelle. Wahrend Perforin fur die Aufnahme vona@ym B in Zielzellen und dessen
Freisetzung aus den Transportvesikeln verantwbribt, wirkt Granzym B im Cytosol als

aktive Effektorcaspase, spaltet zellulare CaspaserCaspase-3 sowie verschiedene zentrale
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Caspasen-Substrate. Granzym B aktiviert damit AgsepSignalwege am unteren
Kaskadenende und umgeht daher die meisten Kongohanismen (s. Abb.1).

Todesrezeptor

erforin

e
f WWLIIEHE (i

U
\\\ \\\\\\\\\\\\\\\\lllllll|I|IIIll| lHlIIIIIIIIIIIIIZZIII////////
\\\ Procaspase DD ///////// i/
g E\Adaptor Zellmembran

. DD

aktive

\
/ Caspase
Zellstress
Inaktive Caspase \ \ l
bl

aktive e
Caspase
o
1 Apoptosom f. b Mitochondrium
P — Cytochrom ¢

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Mdglichkeiten der ApsgEinleitung.

1.1.4Die Caspasen

Alle Signalwege, die Apoptose auszulbésen vermoggehtren zu einer gemeinsamen
Zellzerstbrungs-Maschinerie, die durch eine Famila:m in vielen verschiedenen Zellen
exprimierten Enzymen, den Caspasen, aktiviert vdre,als eigentliche Vollstreckerenzyme
den Zelltod verursachen (Le$ al, 1999). Caspasen, somit die Effektoren der Apmteind
Cysteinproteasen, die als schwach aktive Vorstui&mogene/Proenzyme, im Cytosol
exprimiert werden. Sie spalten ihre Substrate imr@eterminal eines Aspartatrestes
(Thornberry und Lazebnik, 1998; Shi, 2002), washzar Benennung-C-asp-ase fihrte. Fur
die Erkennung und Spaltung ihrer Substrate bendtsge eine Erkennungssequenz, ein sehr
variables Tetrapeptid-Motiv, das N-terminal der @tiktelle liegt. Alle Mitglieder der
Familie zeigen Ahnlichkeiten in ihrer Aminosauresenz, Struktur und Substratspezifitat
(Nicholson und Thornberry, 1997). Sie verfigen lUdeei Domé&nen, eine N-terminale
Prodoméne, eine flr eine grol3e (ca.20 kDa) Unteedircodierende Doméne und eine flr
eine kleine (ca.10 kDa); diese werden bei eineiividiung der Proenzyme proteolytisch an
Konsensussequenzen getrennt. Im Anschluss daramesrsich zwei gro3e und zwei kleine

Untereinheiten zu einem aktiven Tetramer. Die Aktiung durch Spaltung der Zymogene
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erfolgt entweder durch Caspasen mit &hnlicher $ipEzioder autokatalytisch nach dem
Oligomerisierungsmodell. Diesem Modell zufolge &fp ausgelost durch ein
Adapterprotein, eine Annaherung zweier oder mehierecaspasen, wodurch deren geringe
Proteaseaktivitdt potenziert wird welche dann acdste um eine intermolekulare,
autokatalytische Aktivierung zu induzieren (@ual., 1995). Die N-terminale Prodoméane
variiert in ihrer Lange, Caspasen mit grof3er Prddlmenwerden als Initiator-, solche mit

kleiner als Effektorcaspasen bezeichnet.

1.1.4.1Initiatorcaspasen

Diese Caspasen initiieren durch kaskadenartigevikting weiterer (Effektor-) Caspasen die
Effektorphase der Apoptose. Vergleichbar den Enaskéiden der Blutgerinnung oder des
Komplementsystems, wird durch die Signalkaskadee dawinenartige Verstarkung des
initialen Signals erreicht. Initiatorcaspasen elémzwei Motive innerhalb ihrer Prodoméne,
die DED, eine Interaktionsdomédne, und die CARD. tUbBomanen spezieller
Adapterproteine wird ihnen die Oligomerisierung whaturch die Aktivierung ermdglicht.
Diese Domanen sind im Fall der DED die FADFF4s-Associated Death Domé&jrund die
TRADD (“TNF-R-Associated Death Domaip'des Adapterproteins und im Fall der CARD-
Doméane die entsprechende, homologe Doméane des &gdegeins Apaf-1 (Apoptotic

protease activating factoy.

1.1.4.2Effektorcaspasen

Sie werden durch Initiatorcaspasen aktiviert, steddeo eher am Ende der Signalkaskade und
verursachen, unter anderem durch Abbau des Zed#itg=riund der Kernmatrix, den Tod der
betroffenen Zelle. Des Weiteren aktivieren sie DRAdonukleasen (CAD:;Caspase
activated desoxyribonukleasg“welche die DNA zerschneiden und so zur Entstghdes
Uber Gelelektrophorese sichtbar zu machenden, ldeaistischen apoptischen DNA-Leiter-
Musters fuhren und spalten lebenswichtige zellulareteine, die bei der intrazellularen
Signalubertragung entscheidende Funktionen Ubereehsowie solche, die die Reparatur
der DNA verhindern. (Wanget al, 1997; Fischeret al, 2003). Durch diese Zerstdrung
lebenswichtiger Strukturproteine und Enzyme siredl@aspasen fir die morphologischen und
biochemischen Merkmale der Apoptose verantwortlich.
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1.1.4.3Regulatoren der Apoptose
Einige Proteine, wie die der Bcl-2 Familie oder BARinhibitors of apoptosis®), sind in der

Lage, die Apoptoseaktivitat zu regulieren, Apoptesenduzieren oder zu blockieren.”

1.1.5Die Bcl-2 Familie

Das B-Zellen Lymphom/Leuka&mie Gen 2 (Bcl-2) gibésbr Proteinfamilie seinen Namen. Es
handelt sich um ein, in malignen Lymphomen der BrZie entdecktes Onkogen
(Tsujimoto et al, 1985), welches durch Unterdriickung des Zelltods reeoplastisches
Wachstum ermoglicht (McDonnell, 1993). Die Erstelig ein verlangertes Uberleben von
Zellen bei Bcl-2 Uberexpression nachweisen konmearen 1988 Vaust al.. Proteine der
Bcl-2-Familie besitzen mindestens eine von vier lebtgn, relativ konservierten Bcl-2-
Homologie-Doménen (BH), wobei deren Anzahl die Wirgsart, pro-oder anti-apoptotisch,
bedingt. Die Grof3e dieser Domanen ist variabel-BEbmilienmitglieder sind tber eine
hydrophobe, transmembrane, C-terminale Domane mgari&llen wie Mitochondrien, dem
endoplasmatischen Retikulum oder nukledren Membrassoziiert, deren Permeabilitat sie
verandern konnen. Sie finden sich auf der cytopddisthen Seite ihrer Membranen oder
versammeln sich wahrend der Apoptose dort (Btsal, 1997; Kaufmanret al, 2003). Nur
Bcl-2 ist auch in gesunden Zellen als integralesnidienprotein zu finden. Inzwischen kennt
man Uber 20 Mitglieder der Bcl-2-Familie, die in@wGruppen eingeteilt werden kénnen.
Mitglieder der ersten (z.B. Bcl-2, Bcl-X) zeigemeisehr hohe Homologie zum Bcl-2 und
inhibieren die Apoptose. Sie befinden sich stetddan Au3enmembran der Mitochondrien
und verhindern eine Freisetzung der proapoptotiscRektoren aus dem Lumen der
Mitochondrien (Susiret al, 1996). Mitglieder der zweiten (z.B. Bak, Bax, Bjnweiter
entfernte Verwandte des Bcl-2, induzieren hingedgroptose Das Verhaltnis zwischen

beiden beeinflusst die Anfélligkeit der Zelle gegeer einer Vielzahl von Todessignalen.

1.1.6Die IAPs

IAP-Proteine stellen eine weitere Gruppe regulatber Proteine dar. Die ersten Vertreter
dieser Familie wurden aus dem Baculoviatographia californiaisoliert. Sie werden
konstitutiv im Cytoplasma exprimiert und kdnnen tdselektiv an aktive Effektorcaspasen
binden und sie dadurch hemmen (Salvesen und Ducke®?; Vauxet al, 2003). Alle
Mitglieder der IAP-Familie besitzen zwei typischeotive, RING (ein Zinkfingermotiv) und
bis zu vier BIR (baculovirus_AP repeat’), die fur die Interaktion mit anderen Proteinen

notwendig sind in ihrer Proteinsequenz.
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1.1.7TNF und TNF-Rezeptoren

1.1.7.2Tumor-Nekrose-Faktoren

Die Tumor-Nekrose-Faktoren sind Liganden der TNEdpgor Familie und spielen eine
wichtige Rolle in der TNF-R-vermittelten Apoptose Abb.1). Sie gehdren zur Gruppe der
Zytokine (wie Interleukine, Interferone, etc.) usidd Proteine, die als Botenstoffe von Zellen
sekretiert werden und in vielfaltiger Weise auf emed Zellen wirken. Sie kodnnen
Zelldifferenzierung, Proliferation, die Sekretioreiterer Zytokine oder Apoptose ausldsen
oder pro-inflammatorisch wirken. Die TNFs spielender Immunologie eine wichtige Rolle.
Sie werden in vielen Zellen des Organismus, wie d&gten, Lymphozyten und NK-Zellen
exprimiert (Baud und Karin, 2001), primér jedoch Makrophagen als Antwort auf
immunologische Angriffe durch Bakterien (Lipopolgsaaride), Viren, Parasiten, Zytokine
und anderen Substanzen.

TNF wird zellmembranstandig oder loslich als Hormoér exprimiert (Tanget al, 1996;
Gearinget al, 1994). Auf seine Wirkung wurde im 19ten Jahrraerhder Mediziner P. Bruns
aufmerksam, als er beobachtete, dass sich einibrfecines Patienten mit Bakterien positiv
auf die Behandlung von Tumorkrankheiten auswirlBeufis, 1868). Es dauerte allerdings
weitere hundert Jahre, bis herausgefunden wurdss d& tumorregressive Substanz nicht
bakteriellen Ursprungs war, sondern vom Organissalisst, aufgrund der Infektion gebildet
wurde (Carswellet al, 1975). Aufgrund ihrer Wirkungsweise gab man ikden Namen
Tumor-Nekrose-Faktor. Allerdings wirken sie nichirrauf Tumorzellen, sondern kénnen zu
den unterschiedlichsten Reaktionen fihren. So kdse Zelldifferenzierung, Proliferation,
die Sekretion weiterer Zytokine oder Apoptose (tei Abwehr von Pathogenen) auslosen
(Hehlgans und Pfeffer, 2009pes Weiteren kommt dem TNF eine zentrale Rolle dvet
inflammatorischen Immunantworten durch Aktivieruthgs Transkriptionsfaktors NFB zu
(Aggarwal, 2003). Da der Schwamm in marinem Mileiner extrem hohen mikrobiellen
Belastung ausgesetzt ist, ist ein wirksamer Abwelimanismus, wie ihn die durch TNF
ausgelosten Mechanismen bilden, essentiell.

1.1.7.2TNF-Rezeptor Familie

Die Todesrezeptoren sind Rezeptoren des Zelltodszdr grofRen Familie der Tumor-
Nekrose-Faktor-Rezeptoren (TNF-R) gehdren. Sie smwlohl auf den Zelloberflachen als
auch, nach Abspaltung eines transmembranen Beyestiazellular in l6slicher Form zu
finden (Gearinget al, 1994). Die TNF-Rezeptoren sind, neben Ereignisge Verlust des

Kontakts einer Zelle zu ihren Nachbarn, Erleidemesiirreparablen internen Schadens oder
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Empfangen simultan widersprichlicher Signale (Evaw Littlewood, 1998), welche die
Zellteilung verzdgern bzw. aktivieren, eine weitééglichkeit, Apoptose zu initiieren und
Zellen gezielt zu zerstoren. Eine Stimulation karaben der Apoptoseinduktion auch eine
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NikB oder der mitogenaktivierten Proteinkinasen
(MAP-Kinasen), wie JNK (c-Jun N-terminal kinasedup38, zur Folge haben (Wajasttal.,
2003).

Apoptose wird induziert, indem sie nach BindungesinLiganden innerhalb weniger
Sekunden Uber eine Signalkaskade verschiedene semsp@d Mechanismen in der Zelle
aktivieren und diese schlief3lich innerhalb von 8amzerstéren. Die Beteiligung der auf der
Zelloberflache exponierten TNF-Rezeptoren an deidrung der Apoptose ist vor allem in
Zusammenhang mit dem Immunsystem essentiell (Osbd896). Alle Mitglieder der TNF-
R-Familie besitzen &hnliche, cysteinreiche, exitalzge Doménen (Smitbt al, 1994), viele
zusatzlich eine homologe, cytoplasmatische Domé&re 65-80 Aminosauren., diBeath
Domain (DD), welche héaufig die Aktivierung der Apoptose-8dainerie auslost (Tartaglia
et al, 1993) und in vielen an der Apoptose beteiligeeoteinen vorhanden ist.

CD95 (auch Fas oder Apo-1, Krammer, 1999), einstrembranes Glycoprotein, spielt eine
entscheidende Rolle im physiologischen und pathstbgn Regulationsmechanismus der
Apoptose (Lavrik, 2005) und ist der bisher am hestearakterisierte Rezeptor. Uber CD95
induzierte Apoptose spielt eine Rolle in der Elirmmng Uberschissiger Lymphozyten im
Anschluss an eine Immunreaktion (Green und War@y7)18owiebei der Vernichtung von
Krebszellen und virusinfizierten Zellen durch cgixsche T-Zellen und natirliche
Killerzellen (Oehmet al, 1992; Nagata 1997Der CD95-Ligand (CD95L) ist, wie alle
Mitglieder der TNF-Familie, ein Homotrimer, der d@D95-Molekile bindet (Smitlet al,
1994) wodurch dieDeath Domains (DD) des Rezeptor-Clusters zusammen kommen, an
welche jeweils ein Adaptermolekil FADDF&s-Associated Death Domairmit seiner
eigenen DDbindet (Chinnaiyaret al, 1995). FADD wiederum bindet tber eine weitere
Domane, die DED, ein Molekil Procaspase-8. Durck (Bligomerisierung an den Adapter-
molekilen reicht ihre Aktivitat zur autokatalytigeh Spaltung und Aktivierung (Thornberry
und Lazebnik, 1998) und fuhrt zur Aktivierung wege Effektorcaspasen und letztendlich
zum Zelltod durch den Abbau zellularer, lebenswgsdrttProteine (Muziet al, 1998).

Ein weiterer gut charakterisierter Rezeptor ist O&F-R1, der in der Zellmembran vorliegt
und durch Bindung seines Liganden TNF trimerisigvgdurch die DD der Rezeptoren
assoziieren(Smith et al, 1994). AnschlieBend kann TRADDT(NF-receptor associated
deathdomain protein) an die DD rekrutiert werden (Hset al, 1995). TRADD stellt die
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zentrale Weiche in der Signalkaskade des TNF-R]1 dires zwei Moglichkeiten fur die
weitere Reaktion erdffnet. Eine stellt die Binduran FADD an TRADD und von Caspase-8
an FADD dar und fuhrt zur Aktivierung der Apoptosgihrend durch die Assoziation des RIP
(Receptor Interacting Protes), einer Serin-Threonin-Kinase, mit TRADD und déMFR-
assoziierten Faktor 2 (TRAF2) Gber mehrere Scheitte Aktivierung von NF kB und JNK
(,c-jun N-terminal kinase’) erreicht wird. NF -kB und JNK fordern schlie3lich die
Expression antiapoptotischer Gene (Rothal., 1995; Hsuet al, 1996; Chinnaiyaret al,
1996; Ashkenazi und Dixit, 1998).

1.1.8Die Apoptose in Porifera

Schwamme bendétigen einen wirksamen Schutzmechasjstiausie als limnisch und marin
vorkommende Organismen einer sehr viel héherenabiglen Bedrohung ausgesetzt sind,
als beispielsweise landlebende Tiere. Dies ist dddpnu erklaren, dass die Konzentration an
Mikroorganismen in Gewassern deutlich hoher istjate, die beispielsweise in der Luft
vorliegt. Einen entsprechenden Schutzmechanisnensgueth fur ein effektives Immunsystem
essentiell ist, stellt die Apoptose dar. Auch RO@4dctive oxygen specigawirken in hohen
Konzentrationen apoptotisch, in geringen Mengenizigten sie dagegen die Expression von
Schutzmolekulen, wie Thioredoxin und Hsp70 (Jaag8mlin und Polla, 1996). Beide
Proteine wurden bereits in Schwammen nachgewiesenes liel3 sich eine durch 7
Ostradiol induzierte Expression, vergleichbar derSaugetierzellen, demonstrieren. Des
Weiteren fihrt die vermehrte Bildung von ROS in W&@mmen zu DNA-Fragmentierung,

einem charakteristischen Anzeichen fur den VorgiergApoptose.

1.1.8.1Pro-apoptotische Proteine

Pro-apoptotische Proteine wurden in den Schwammiehlitfe von Allograft Experimenten
untersucht. Hierbei handelt es sich um ein Tramsateonsexperiment, bei dem einem
.Empfangerschwamm®“ ein Teil eines Spenders eingesetird. Hierbei findet eine
AbstoRRungsreaktion statt, die mit einem erhdhtehak@n apoptotischen Zellen einhergeht.
Es liel3 sich in den Allografts eine verstarkte &gse eines TNF-Homologs (GCDD2, aus
Geodia cydoniumnachweisen, welches Uber die typische, familiendische DD verfligt.
Diese DD bewirkt die Oligomerisierung der TNF-Remepn und die Aktivierung der
Caspasen. Zusatzlich konnte 2007 ein LPS induzierbANF aus dem Schwamm
Suberites domuncul&oliert werden (Wienst al). Dieser TNF ist ein 139 Aminosduren
langes, 15kDa Protein mit der typischen DD. Des t#&ven wurde eine erhohte
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Proteaseaktivitdt nachgewiesen, welche durch Ensaspasespezifischer Inhibitoren
gehemmt wurde (Wiensetal, 2003). Durch Klonierung zweier Sequenzen aus
Geodia cydoniumdie eine hohe Homologie zur Caspase 3 der Vatebraufwiesen, wurde

schlie3lich auch die Existenz dieser Proteasercimv@mmen bestétigt.

1.1.8.2Anti-apoptotische Proteine

Es wurden einige Proteine identifiziert, die aufgfuihrer Homologie zu den anti-
apoptotischen Mitgliedern der Bcl-2-Familie als [Teler anti-apoptotischen Fraktion
eingestuft wurden. Ihnen fehlt die fur die pro-agpdigchen Mitglieder essentielle BH3-
Doméne, was diese Vermutung unterstutzt. Dies wustdlieR3lich durch einige
Expressionsanalysen dadurch bestatigt, dass gezergien konnte, dass Apoptose-Stimuli
die Expression dieser Proteine induzierte und dasp@seaktivitat zeitgleich reduzierte,
wodurch der Zusammenhang zwischen den als BHP2idbemten Proteinen und der

Regulation der Caspasen hergestellt wurde (Wetias,2001).

1.2 Das Immunsystem

Immunsysteme sind in allen Lebewesen vorhandendi®men dazu, den Organismus vor
mikrobiellen Angriffen und Parasiten zu schiitzere #hn schadigen oder sogar zerstéren
konnten. Es kann zwischen angeborenem und adaptimemansystem unterschieden werden
(Klein 1989). wobei in den Porifera sowohl Komponenten des amgglen, als auch des

adaptiven Immunsystems identifiziert wurden.

1.2.1Das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem bildet eine erste Abgehen virale und bakterielle Infekte,
welche den Organismus schitzt, bis die anderere@gsaktiviert wurden. Dies kann bis zu
einigen Tagen andauern. Es ist dabei in der Ladggs&charide, LPS, Endotoxin, Lipid A,

andere Produkte von Pathogenen, prokaryotische DiNAZellschadigung zu erkennen und
darauf zu reagieren. Uber den Haupthistokompatibskomplex (MHC), der auf allen

korpereigenen Zellen existiert, konnen die Abwelepnedie Erreger von korpereigenen
Zellen unterscheiden und den Abwehrmechanismusitgnl

Zu den wichtigsten Komponenten dieses Abwehrsyste@tden als erste Barriere gegen

Mikroorganismen die Schleimhaute. Hinzu kommen al#fisdem alternativen Weg aktivierte
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Komplementsystem, Makrophagen, Granulocyten, nekigh Killerzellen (NK), Zytokine
und spezielle Rezeptoren die Krankheitserregemese (z.B. Toll-like-Rezeptoren).

Eine wichtige Komponente des Immunsystems ist dagemannte Komplementsystem. Es
wird u. a. zur Eliminierung von Bakterien aktiviemd besteht aus mehr als 20 verschiedenen
Plasmaproteinen, die kaskadenartig zusammenwirkeh in dessen Verlauf spezifische
Proteasen und Makrophagen aktiviert werden. Akting des Systems fuhrt zur Zell-Lyse,
welche auf der Bildung einer mikroskopisch sichéimalPore in der Bakterienmembran beruht.
Diese Pore wird durch die Komponenten C5b, C6, @& und C9 des Komplementsystems
gebildet. Ausltser hierfur ist C5b, welches dunchitierte Proteolyse aus C5 entsteht. Die
Aktivierung von C5b ist auf zwei Wegen mdglich, delassischen und dem alternativen.

Der klassische Weg benétigt einen Antikdrperkont@idtq bindet an ein Antigen-Antikorper-
Aggregat auf der Zelloberflache der zu lysierendelte. An C1q lagern sich C1r und C1s an,
wodurch die proteolytische Aktivitat des C1ls aldiviwird. Dies fuhrt zu einer Vielzahl von
Anlagerungen und Spaltungen der Systemkomponemmeteren letztem Schritt C3 in C3a
und C3b gespalten wird. C3b opsoniert die Baktebenflache und liefert diese dadurch dem
Angriff der Makrophagen aus, zum anderen setzeesatternativen Weg in Gang.

Der alternative Weg des Komplementsystems verkintikrper-unabhangig. Durch geringe
Aktivitat der Plasmaproteasen entstehendes C3b amrBakterienoberflachen gebunden und
lagert sich mit der Komplementkomponente B zusamrméser Komplex stellt das Substrat
fur die Protease D dar, welche nun die B-Untereinsaltet. Dabei entsteht ein C3b/Bb-
Komplex, der als C5-Konvertase agiert und die Bilgides lytischen Komplexes auslést.
Zytokine, wie Interferone (If), Interleukine (IlJumor-Nekrose-Faktoren (TNFs), Chemokine
und transformierende Wachstumsfaktoren (TGFs), seid wichtiger Teil dieser
Immunabwehr. Sie regulieren und koordinieren dasamumenwirken der beiden Systeme.
Makrophagen werden aus Blutmonocyten gebildet uedeth der Phagocytose von vorher
opsonisierten Zellen und der Freisetzung von letdihen (z.B. II-1, 1I-8, etc), die wichtige,
lokale und systemische Effekte besitzen, etwa ald@ser einer Fieberreaktion.
Granulocyten, welche den héchsten Stellenwert im dageborenen Immunabwehr
einnehmen, phagocytieren Bakterienzellen und elarem sie auf vielfaltige Weise. Sie
enthalten eine Vielzahl an Vesikeln, die unter aeae Proteasen, NADPH-Oxidase und
Lysozym enthalten und nach Phagocytose der Baktenie deren Membran verschmelzen

und ihren Inhalt in sie entlassen. Die Vesikelenayatalysieren Reaktionen, durch die hoch

toxische Verbindungen (Q H,O,, OH", OCI") entstehen, welche die Bakterien abtoten.
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Naturliche Killerzellen sind Lymphocyten, welchedee B- noch T-Zellen sind und ebenfalls
der Beseitigung von Fremdzellen dienen.

» 10ll-like receptor$ (TLR) werden auf antigenprasentierenden Zellenl amderen Zellen
exprimiert. Sie sind Mustererkennungsrezeptorer, iemdantigene wahrend der frihen
Phase der Immunantwort, nach Eintritt der Erregeslan Organismus, erkennen und Zellen
zur Freisetzung von Zytokinen und anderen Ubertsigiien aktivieren. Durch Zellen der

angeborenen Immunabwehr kénnen die meisten Infegti@rkannt und bekampft werden.

1.2.2Das adaptive Immunsystem

Das adaptive Immunsystem dient der Erkennung umailierung von Fremdorganismen
und basiert auf Rezeptoren und l6slichen Proteiveeiche auf Antigene, die in den
Organismus gelangen, reagieren. Es setzt sichveeiskomponenten zusammen. Die eine ist
die humorale Immunantwort, die Uber eine Antikdbpdung, die zweite, die zellulare
Immunantwort, die Uber cytotoxische Zellen zur Zansng des Erregers flhrt.

Wichtige Komponenten dieses Abwehrsystems sind digmphozyten und die
Immunglobuline. B- und T-Lymphozyten werden in lymapischen Organen gebildet und
richten sich gegen Zellen, welche auf ihrer Obehl&antigene Strukturen tragen.
B-Lymphozyten missen, um funktionsfahig zu werdgine Differenzierung durchmachen,
um dann durch Kontakt mit einem Antigen aktiviegrden zu kénnen. Das Antigen wird an
B-Zellrezeptoren auf der Oberflache gebunden, wiags Wmwandlung der B-Zellen in
Plasmazellen auslost. Diese kénnen spezifischengdgs Antigen gerichtete Igs oder, als so
genannte Gedachtniszellen, Antikorper bilden und das Blut abgeben, woraufhin
Makrophagen an die Erreger binden und sie phagoeytikonnen.

T-Lymphozyten werden ebenfalls vor ihrer Aktiviegudifferenziert. Daraus resultieren zum
einen cytotoxische T-Zellen, welche die befalleZetien direkt zerstéren kénnen, und zum
anderen T-Helferzellen, die fur eine Aktivierungr ddakrophagen und der Dendritischen
Zellen sowie fur die Antikorperbildung tber die $th@azellen sorgen. Eine Aktivierung der
T-Lymphozyten fuhrt Gber Signalkaskaden unter ammbezur Bildung von Interleukinen,
Interferonen, TNFs, Perforinen und Proteasen, veelzm Eliminieren der Antigen-
prasentierenden Zellen bendtigt werden. Die Deisdhien Zellen gehoren, wie B-Zellen und
Makrophagen zu den ,Antigenprasentierenden Zelldie',Erreger phagozytieren und deren
spezifische Proteine zuséatzlich zum MHC nach ayff@sentieren. Somit werden sie fir

andere Zellen des Immunsystems erkennbar und wiexsken aktiviert.



Einleitung 15

1.2.3Das Immunsystem der Porifera

Schwamme sind aufgrund ihrer Lebensweise einerzg&itlvon Bedrohungen ausgesetzt. Als
Filtrierer nehmen sie grof3e Mengen an Mikroorgaeismvie Bakterien oder Viren, aus dem
Wasser auf. Des Weiteren missen sie sich gegemsdiessfeinde, Uberwachsung von
konkurrierenden Riffoewohnern und der Bildung deggenanntenprimary films auf ihrer
Oberflache wehren. Nichts desto trotz Uberlebenssteon 600 bis 800 Millionen Jahre
erfolgreich (Willmer 1994; Muller 1995). Dies setzt ein effinies Abwehrsystem gegen

unterschiedlichste Bedrohungen voraus (s. Tab.1).

Zytokinabhéangige | - Allograft inflammatory factor

Bedrohung Faktoren - Glutathionperoxidase

der - Tcf-&hnlicher Faktor
Individualitat | Molekule mit - Rezeptor Tyrosin Kinase
durch andere | Ig-like Doméanen | - ,sponge adhesion molecules"
Organismen

Pilze - Zytokine

- Fibrinogen-ahnliche Molekile
- (1> 3)-B-D-Glukan Weg

Fressfeinde - Sekundare Metabolite
Viren - 2’-5’-Oligo-adenylat-synthetase System
Bakterien Gram positiv - Erkennen von bakteriellem Proteoglykan
- Lysozyme
-Molekile des Adaptor-related Proteinkomplex
Gram negativ - Erkennung Pathogen-assoziierte molekulare
Muster

- MAP-Kinase Weg
- 2’-5’-Oligo-adenylat-synthetase System
- antimikrobielle Proteine/Peptide

Tabelle 1:Mechanismen und Molekile der Immunabwehr der Parife

Viele Immunproteine der Schwamme weisen in phyletisohen Untersuchungen die
hochste Homologie zu Komponenten des angeborenemuhsystems der Menschen auf. Zu

diesen zahlen:

—Molekile mit SRCR/SRC-Domanen, wie sie auch in Makagen (Pancest al, 1997a;
Blumbachet al, 1998) und Scavenger-Rezeptoren vorkommen

—Poren bildende Proteine mit derselben Funktion diéedes Komplementsystems (Mangel
et al, 1992)

—Molekule, ahnlich den Zytokinen, beispielsweise Alfallograft inflammatory factdy)
(Kruse et al, 1999; Mduller etal, 1999c), von dem angenommen wird, dass es die

Aktivierung von ,Immunocyten” zur Immunantwort adst
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- ,Endothelial-monocyte-activating-polypeptiti¢Bahleret al, 1998; Schrodeest al. 2000a)

- Die Glutathion-Peroxidase (GPX) (Kruseal, 1999), welche die durch Wundheilung und

Entztndungsreaktionen entstehenden ROS abbaut

- Ein Schlusselenzym des Interferon-vermittelten Bogenen Immunsystems in Séaugetieren,
die (2°-5")-Oligoadenylat-Synthetase, welche sovaald#Suberites domunculals auch aus

Geodia cydoniunmsoliert werden konnte (Wieret al, 1999).

Des Weiteren ist ein Molekil a& domunculazu erwahnen, welches hohe Ahnlichkeit zu
dem menschlichenpye-B-cell colony- enhancing factoaufweist und mit den Zytokinen
verwandt ist (Mulleet al., 1999b).

Die groRte Ahnlichkeit zu Molekiilen der menschlichedaptiven Immunantwort wurde in
Sequenzen au$s. cydonium festgestellt. Es handelt sich um Ig-verwandte Duoend
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTK) und diggpnge adhesion moleculédSAM).

Es wird angenommen, dass die RTK als ,Antigenerkegemolekile” dienen, da
Antigenerkennung in Vertebraten zur Aktivierung vderotein-Tyrosin-Kinasen fuhrt
(Samelsoret al, 1986) und sie das Potential besitzen, intralzeduSignaltransduktionsketten
auszulésen (Van der Geet al., 1994). Das RTK-Molekil besitzt einen extrazellalér
Abschnitt mit einer Pro/Ser/Thr-reichen Region, zk@mplette Ig-ahnliche Doméanen, eine
Transmembran-Domane, eine Juxta-Membranregion uedkadtalytische Tyrosinkinase-
Domane (Schacket al, 1994a, b).

Die zwei ausG. cydoniumisolierten SAM Sequenzen enthalten ebenfalls Agihnliche
Domaénen, jedoch keine, die fur die TyrosinkinasK)(Kodiert (Blumbachet al, 1999). Es
wird angenommen, dass sie eine Rolle wahrend élistokompatibilitatsreaktion spielen. In
dem langeren SAM-Molekiil sind zusétzlich zwei Metienthalten, die hohe Ahnlichkeit zu
entsprechenden Molekilen im adaptiven Immunsystem Saugetieren aufweisen. Dies ist
zum einen dasi;mnmune receptor tyrosine-based moflTIM) des ITIM-Rezeptors, welches
in Saugetieren in natdrlichen Killerzellen (Bollandd Ravetch, 1999) nachgewiesen wurde
und das immune receptor tyrosine-based activation mdiitAM) des ITAM-Rezeptors,

dessen Signalweg durch die ITIMs kontrolliert wird.

1.2.4Antimikrobielle Peptide
Seit der Entdeckung des Penicillins im Jahre 1928hd Alexander Flemming hat sich die
Forschung auf dem Gebiet der Antibiotika und auekonders der antimikrobiellen Peptide

stark intensiviert. Der Grund fiir dieses wachseimderesse liegt vor allem in der Zunahme
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von Multiresistenzbildungen bei Bakterien gegenibkenventionellen Antibiotika. Zuerst
wurden Antibiotika als Sekundarmetabolite aus Badtte und Pilzen isoliert, spater erst
wurden Peptid-Antibiotika bzw. antimikrobielle Pejg (AMP) auch in héheren Organismen,
wie Insekten und Amphibien, identifiziert. Hier d&n sie den Hauptschutz gegen
eindringende Bakterien, Viren und Protozoen. DieFAMNd im Tier- und Pflanzenreich weit
verbreitet und bis heute wurden mehr als 800 vezdene identifiziert (Kamyset al.,2002).
Besonders haufig findet man sie neben den Pflamze®éaugern, Vogeln, Amphibien und
Invertebraten. Erstmals wurden AMP von Boman undingt 1980 im Rahmen der
Immunantwort bei Puppen vdryalophora cecropigRiesenseidenspinner) entdeckt, wo sie
als Effektormolekile des natirlichen AbwehrsystdBsman, 1995) eine Kontrollfunktion
im Wachstum von Mikroorganismen tbernehmen. AMPdeervon diversen Zellen gebildet,
insbesondere von Abwehrzellen, wie Makrophagen, tidphilen und verschiedenen
Epithelmucosazellen. Sie wirken gegen Gram-positimd Gram-negative Bakterien, Pilze
und verschiedene Virenarten. AMP kénnen kontinigleylteilweise sogar in bakteriziden
Konzentrationen produziert werden (Hancock, 20ie Expression kann jedoch auch durch
Entzindungssignale, wie Interleukine, gesteigereritzek, 1998) und tber Toll- und Toll-
like-Rezeptoren reguliert werden, da Rezeptorernrghiklle Komponenten, wie bakterielle
Lipopolysaccharide und Peptidoglycane, sowie dassptioglycan von Parasiten und ¢las
1>3-Glucan von Pilzen erkennen und die ExpressiorAd#P steigern kbnnen.

Die AMP weisen oftmals einen amphipatischen odeairdyghoben Charakter auf und sind
selten langer als 60 bis 100 Aminosauren. Haufigdem sie durch Spaltung aus einem
groBeren Propeptid erzeugt, wobei das Signalpeptd die Proregion abgespalten werden
(Zasloff 2002). Lange Zeit waren nur kationische RMekannt, wobei die positive Ladung
durch C-terminale Amidierung verstarkt werden kanmeuerer Zeit wurden allerdings auch
Peptide mit einer negativen Nettoladung identifizi€&rol3e Unterschiede in Struktur und
Aminosauresequenz machen es schwierig, die AMPchmdenen Gruppen zuzuordnen.
Diese Diversitat reflektiert wahrscheinlich die Adan der einzelnen Spezies an die
individuellen mikrobiellen Bedrohungen, die den &fischen Lebensraum charakterisieren
(Simmacoeet al.,1998; Boman, 2000).

Die AMP konnen auf Grund ihrer Struktur folgendeaidsruppen zugeordnet werden:

1. Peptide mit einera-helikalen Konformation, die haufig kationisch singhd eine
C-terminale Amidierung aufweisen, z.B. Cecropin uddgainin aus Insekten sowie

Pleurocidin aus Fischen.
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2. Zyklische Peptide oder solche mit offenen Endgehildet von Cystein-Paaren Uber
Disulfidbricken, z.B. Defensin und Protegrin ausggin.

3. Peptide, in denen eine AS, wie z.B Prolin, Histi Arginin etc, besonders haufig

vorkommt, z.B. Oncorhyncin aus Fischen.

1.2.4.1Wirkungsmechanismen

Wirkung auf die Bakterienzellwand:

Ansatzpunkt fur die Wirkungsweise vieler AMP istedBakterienzellwand. Besonders
kationische AMP interagieren Uber elektrostatistMechselwirkungen mit der anionisch
geladenen Membran. Die bakterielle Zellwand besteltder Cytoplasmamembran und einer
vorgelagerten Peptidoglykanschicht (Mureinschic(-Schicht). Bei Gram-positiven
Bakterien ist diese PG-Schicht deutlich dicker @fa.bis 28 nm) als bei Gram-negativen
Bakterien (ca.2 nm). Diese besitzen zusatzliche emveite, der Peptidoglykanschicht
vorgelagerte aul3ere Membran, die aus ProteinenspRbbpiden (negativ geladen) und
Lipopolysacchariden (LPS) besteht. Die innere MeambGram-negativer Bakterien besteht
ebenso wie die Innenseite der aul3eren Membran irselilechen aus Phospholipiden,
Phosphatidylethanolamin,  Phosphatidylglycerol  und iphDsphatidylglycerol.  Die
dunnschichtige PG-Schicht ist im Periplasma zwisdter inneren und der aul3eren Membran
eingebettet. In die dicke PG-Schicht der Zellwaram-positiver Bakterien sind grolRe
Mengen an Teichonsauren (TS) eingelagert, die a@leknlares Markenzeichen der Gram-
positiven Zellwand und meist kovalent im PG verahkend. Zwischen der Plasmamembran
und der aul3eren Zellwand-PG liegt der so genarertplasmatische Spalt.

Ein bekannter Wirkungsmechanismus besteht in dektrelstatischen Interaktion eines
kationischen AMP mit negativ geladenen Komponerden Bakterienmembran, wie den
Lipopolysacchariden (LPS) bei Gram-negativen unch dépoteichonsduren bei Gram-
positiven Bakterien. Eine wesentliche Voraussetzimglie anschlieBende Einlagerung der
Peptide in die Membran ist die Ausbildung einer hipathischen Peptidstruktur, d.h. die
raumliche Trennung des kationischen und des hydtog Anteils (Hancock und Diamond,
2000). Diese antimikrobielle Wirkung auf die Baktemembran kann in folgende

verschiedene Modelle unterteilt werden (Brogde®520

1. Im ersten bilden AMP aus einem Komplex mehraggregierter Monomere ringférmige,

transmembrane Poren, indem sie mit den polarereReshen hydrophilen Kanal formen.
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Apolare Reste werden dabei der hydrophoben Lipidonamzugewendet. Dieses Modell
wird auch als harrel-stave mechanism(Fassdauben Modelbezeichnet (Shai, 1999).

2. Im Gegensatz zum ersten Mechanismus findet & ,doroid pore mechanism“keine
Interkalierung der Peptide mit den Lipiden stat.vidird aber ebenfalls eine Membranpore
gebildet. Die Peptide interagieren mit der negaetadenen, hydrophoben Membran,
indem sie eineua-helikale Struktur annehmen. Die Helix wird parkliar Membran
ausgerichtet, die AMP bilden Aggregate auf der Meanbberflache und ihre hydrophoben
Reste verdrédngen die polaren Phospholipidkopfevedarsachen sie einen Bruch in der
hydrophoben Region der Doppellipidschicht, die Mesnbberflache wird destabilisiert.
Die Peptide formen ab einem bestimmten Verhaltars Reptid zu Lipid transiente Poren,

indem sie zu Clustern assoziieren und sich senkemezhiMembran orientieren.

3. Dieser Wirkungsmechanismus, auctarpet mechanism“(Teppich Modell) genannt,
wirkt, &hnlich wie Detergenzien, destabilisierend die Membran. Die AMP schichten
sich hierbei aufgrund von elektrostatischen Krategpichahnlich tber die Membran und
beeintrachtigen deren Fluiditait und PermeabilitdiAb einer bestimmten
Peptidkonzentration kommt es zur kompletten Auftiisuder Membran in einzelne
Micellen (Shai und Oren, 2001; Yeametral., 2003).

Bei allen drei angesprochenen Modellen fuhrt diereabilisierung der Bakterienmembran
dazu, dass das Membranpotential aufgehoben wirdliendelle abstirbt.

Uber welchen Mechanismus das antimikrobielle Peptidder Biomembran interagiert, ist
dabei zum einen abhangig von den chemischen ungliatigchen Eigenschaften des Peptids
selbst und zum anderen von der Ladung und Zusanatzems der Membran. Es ist auch
maoglich, dass ein Peptid, abhangig von aulRerenoFakt auf unterschiedlichen Wegen mit
Biomembranen interagiert (Shai und Oren, 2001; Yaaenhal., 2003).

Zusatzlich zu den oben erwéahnten Wirkungsmechamsmi®t es fir Gram-negative
Bakterien die Annahme, dass eine Interaktion Ulmee enitiale Bindung der kationischen
AMP an die anionischen Domanen des LPS erfolgem KBirers and Hancock, 1994; Falla
et al, 1996). Dieser, auchsglf-promoted uptakegenannten, Hypothese zufolge interagieren
die kationischen AMP mit der negativ geladenen @bere Gram-negativer Bakterien und
deren divalent-kationischen Bindungsstellen fiir’Mand C&®, welche normalerweise die
Oberflachenladung neutralisieren (Petersbal, 1985; Mooreet al, 1986). Die AMP stéren

die Membranarchitektur entweder durch die Neuielimg einer gréf3eren
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Membranoberflache oder durch starke Bindung arLBie (Nikaido and Nakae, 1979; Moore
et al, 1986). Es wird angenommen, dass sie sich dartheirLipiddoppelschicht einlagern
und Uber die Lipiddoppelschicht translozieren (Haoke 2001).

Weiterhin gibt es Indizien dafir, dass einige AMiten bakteriolytischen Effekt durch
stereospezifische Interaktionen ausiben (Castié,1999; Kragokt al, 2001).

Intrazellulare Wirkung:

Diese mdgliche AMP-Wirkung fihrt zur intrazellular®indung der Peptide an essentielle
Proteine, Nukleinsduren oder Rezeptoren, was zumrieng von Stoffwechsel-aktivitaten

und schliel3lich zum Absterben des Bakteriums f{iHeencock und Diamond, 2000; Zhang
et al, 2000; Brogden, 2005). Diese Bindungen kdnnerolyehden Stellen angreifen:

1. Einige Cathelicidine kdonnen die bakterielle DISA&nthese blockieren, indem sie die
Degradierung von Proteinen induzieren, die fur DiA-Replikation notwendig sind
(Boman,et al, 1993).

2. Einige Buforine und von ihnen abgeleitete Peptidnnen Bakterien ohne erkennbare
Permeabilisierung ihrer Membran abtdten. Voraussefz daflir scheint das
Vorhandensein eines Prolins zu sein. Sie besitzen Féhigkeit, die Membran zu
durchdringen an RNA und DNA zu binden (Pagkal, 2000; Parket al, 1998). Auch
das Dermaseptin der Frosche kann die Bakterienmemburchdringen, ohne sie zu
schadigen (Patrzykat, A&t al, 2002) und die RNA-Synthese im Bakterium inhibmere

3. Dasa-Defensin-1 wirkt &hnlich des Buforins und hemnirazellular sowohl die DNA-
als auch die Proteinsynthese @iaphylococcus aureugxiong, et al, 1999). Edeitet so
uber die Inhibition dieser essentiellen Synthesencld Bindung an die ribosomale
Untereinheit 50S den Zelltod ein (Xiorgy,al, 1999; Otvos, 2005).

4. Eine weitere Mdoglichkeit ist das Abtéten von Balen durch Bindung der Peptide an die
Molekule, welche fur die Faltung von Proteinen natgig sind, das 70 kDa grol3e
HeatshockProtein Dank (spezifisch) oder die 60 kDa grol3enapgénone GroEL
(unspezifisch), und deren Inhibition (Otvat,al, 2000; Kragolet al, 2001). Beispiele

hierfir sind die prolinreichen Peptide Pyrrhocariand Drosocin

5. Es gibt AMP, die hauptsachlich antimykotisch kem, wie z.B. die Histatine, die an
Membranrezeptoren von Hefen binden und dartberam @ytoplasma gelangen. Dort
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indizieren sie am Mitochondrium einen ATP-Verlustayanagh, und Dowd, 2004),
wodurch die Biosynthese vieler Molekiile gestopptiwind die Zelle absterben kann.

6. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass das peitine Apidaecin zunachst unspezifisch
an die aulRere Bakterienmembran bindet, diese oherabvanschadigung durchwandert
und anschlie3end irreversibel an einen im Peripdasmefindlichen Rezeptor bindet.
Schliel3lich wird das Peptid in den cytoplasmatiscRaum tberfihrt und kann dort an
noch unbekannte Zielstrukturen binden (Castlal, 1999).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass antimeikeoBeptide sehr unterschiedliche

Wirkungsmechanismen besitzen und so aul3erst effizef unterschiedlichste mikrobielle

Bedrohungen reagieren konnen. Auch aus diverseifeRo6pezies konnten verschiedene

antimikrobielle Peptide isoliert werden. Allerdinigs nicht eindeutig geklart, ob alle von den

Schwammen selbst oder den assoziierten Mikroorgaariggebildet werden.

1.3 Die Porifera

1.3.1Ubersicht

Der Ursprung der Metazoa war seit jeher ein komrsvdiskutiertes Thema. Die
Kolonialisierung einzelliger zu mehrzelligen Orgamien stellte vor 1.300 bis 600 Millionen
Jahren den ersten Schritt zur Entwicklung komplexaehrzelliger Lebensformen dar
(Conway-Morris 1998). Nach Fortschritten in der Esonsforschung und verschiedenen
Theorien tber den Ursprung der Metazoa herrschiehsaitgehend die Meinung, dass die
Metazoa monophyletischen Ursprungs sind (Borclmiedt al, 2001; Maller 1995) und auf
einen gemeinsamen Vorfahren (Urmetazoa) zurickg@aler 2001).

Der Ursprung deiPorifera (Schwamme, Porentrager; l&orus = Pore; Offnung;fere =
tragen) kann basierend auf phylogenetischen undoptilogischen Untersuchungen auf
einen Zeitraum von 600 bis 800 Millionen Jahren uoserer Zeit (Prékambium) datiert
werden (Miller, 1995; Mulleet al, 2004; Mehlketal., 1998). Somit zahlen sie zu den &ltesten
rezenten Metazoa und besitzen einen engen Verwdradtsgrad zum Urmetazoa. Dies macht
sie zu aul3erst interessanten Forschungsobjektédemgich der Evolution der Metazoa und
der Aufklarung molekularbiologischer Vorgange. Bisf wenige Ausnahmen sind Porifera
sessile Organismen mit einem hohen Mal3 an Diveisit@rof3e (1cm bis 2m), Morphologie
und Farbgebung (Storch und Welsch, 1994). Es sind 8.000 rezente Arten beschrieben,
Schatzungen gehen von bis zu 15.000 Arten aus,demen lediglich ca. 150 (Familie:
Spongillidag limnische Biotope bewohnen; die Mehrzahl ist marorkommend (Westheide
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und Rieger 1996; Campbell, 1997). Sie sind weltwerbreitet, sowohl im Flachwasser als
auch in bis zu 8.500 Meter tiefen Ozeangrében.

1.3.2Morphologie

Der meist relativ einfache Grundbauplan der Paifedas Fehlen von Nervensystem,
Gonaden, speziell differenzierten Muskelzellen yedhten® Organen, unterscheidet sie
deutlich von allen anderen Metazoen (Wehner undi@ghl995). Dennoch bestehen sie aus
von Stammzellen differenzierten Zellen, die struédie und funktionale Gebilde und einen
definierten, teilweise komplexen Korper formen (Miikt al.,2003). Hierbeli ist der gesamte
Korperbau von der Filtriertatigkeit bestimmt, diend Ziel dient, den Schwamm mit
Sauerstoff sowie Nahrung in Form von kleinen Zellghco- und Nanoplankton) und
kolloidal geldsten organischen Makromolekillen ztsgggen.

Histologisch konnen drei Zellschichten unterschmedeerden, die jedoch nicht Gber die
hochgradigen Spezialisierungen der Zellen der l@mhbtetazoen (Eumetazoa) verfliigen. Die
Deckschicht, dasPinacoderm wird aus flachen, plattenférmigen, mitochondreanen,
meist unbewimperten Zellen, d@&macocytengebildet, welche sich rasch voneinander I6sen
und mit anderen Zellen Bindungen eingehen kdnnegi. d&n Demospongiaeund den
Calcarea kdnnen aus verschiedenéhinacocytendes Oscularandes kontraktiorocyten
entstehen, welche die Poré@stier) im Exopinacodernmbilden, die verantwortlich fir den
Wassereinlass in diepirhyse(einfihrendes Kanalsystem beim Leucontyp) sind.

Die so genannte@hoanocyter{Kragengeil3elzellen), begeil3elte, epithelartigberie welche
mittels Geil3elbewegungen die gerichtete Bewegusg/dassers durch den Schwammkaorper
ermoglichen, bilden das innen geleg&t®manodermPinacodermund Choanodernsind von
Poren durchzogen und werden durch eine bindegewigjesaZellschicht, dasMesohyl
voneinander getrennt, welches meist die Hauptndess&chwammkorpers ausmacht.

Im Mesohyl sind in einer glycoproteinreichen Grundsubstanzsalgedene Zelltypen
unterschiedlicher Funktionalitat eingebettet. Deol&Geil dieser Zellen sinAmoebocytendie

die Fahigkeit besitzen, sich mit Hilfe von Pseudtipon aktiv im Zellverbund zu bewegen,
Phagocytose zu betreiben und die durch@heanocyteraufgenommenen Nahrungspartikel
zu transportieren. Zu delamoebocyterzdhlen dieArchaeocytentotipotente Zellen, die sich
zu jedem anderen Zelltypen differenzieren kdnned #alltypen, die an der Bildung von
skelettartigen Strukturen beteiligt sind, wismpho, Sclere und Spongiocyten Weitere
Zelltypen sind dieThesocytendie Nahrungspartikel enthalten und als Energiebpezellen

in die Gemmulae eingelagert werden und Mgcocyten konzentrisch imMesohyl des
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Oscularandes und rings um die ein- und ausfihreKdedéle angeordnete Zellen, die sowohl
die Kanéle als auch d&sculumdurch Kontraktion verschliel3en kdnnen.

Der zentrale Hohlraum im Inneren der Porifera, 8a®ngocoelwird durch ein System
zahlreicher mikroskopisch kleiner Offnunge@stier) stetig mit frischem Wasser gefillt,
welches durch da®sculumwieder nach aul3en abgegeben wird. Das so taglicierte
Wasservolumen kann dem 20.000fachen des Kérperaslarder Organismen entsprechen.
Das Kanalsystem dient den Porifata Nahrungs-, Geschlechts- und Exkretionsweg.

Die Nahrungsaufnahme erfolgt bei fast allen Arteissahlie3lich durch das Filtrieren von
Detritus, Plankton und Bakterien aus dem umgebendé&sser. Durch die Art der
aufgenommenen Nahrung erflllen die Porifera einechtni zu unterschatzende
Reinigungsfunktion in den von ihnen besiedeltert@ien (Campbell und Reece, 2003).

Im Lebenszyklus der Porifera wechselt sich einsikesdultform mit einer mikroskopischen
Wimperlarve ab. Nur wenige Arten sind getrennt fesshtlich (Campbell, 1997), die
meisten Porifera zahlen zu delermaphroditen(Zwitter). Ihre Gameten entwickeln sich aus
Choane oderAmoebocyteriStorch und Welsch, 1996), die Eizellen lagert $sic Mesohyl
ein, Spermien werden Uber d&pongocoekntlassen. Benachbarte Individuen nehmen die
Spermien mit dem eingestrudelten Wasser auf, dieuB@ung findet imMesohylstatt. Aus
der Zygote bildet sich eine frei schwimmende, bepente Larve, die ebenfalls, wie die
Spermien, aus derBpongocoeins Wasser entlassen wird. Nach einer Zeit von gemi
Stunden bis einigen Tagen setzt sich die Larveetsittollagener Ausscheidungen auf einem
geeigneten Untergrund fest (Westheide und Rie@96)] wo sie zu dem adulten Schwamm
heranwéchst. Analog zur geschlechtlichen Fortpflagzverfiigen einige Arten Uber die
Fahigkeit, sich asexuell, via Knospung oder Fragiaamg, zu reproduzieren, wobei die am
weitesten verbreitete Variante die Ausbildung vapdelférmigerGemmulaast (Storch und
Welsch, 1994). Diese dienen auf Grund ihrer dicBponginschicht, die sie schitzt, auch als
Uberlebensform ungunstiger Lebensbedingungen (Wielthund Rieger, 1996).

Erst um 1766 wurden Schwamme als Tiere identififdehner und Gering, 1995), zum Teil
aufgrund ihrer ,Immobilitat”. Doch sie sind durcbdrdinierte, gerichtete Kriechbewegungen
einzelner Zellen bedingt lokomotionsfahig (Westleeithd Rieger, 1996Eine Flucht vor
Fraf3feinden ist dadurch allerdings nicht mdgliceswegen die Schwamme andere Strategien
gegen diese und eine Reihe anderer BedrohungensaBdliche Bakterien und Algen, die
sie Uberwachsen konnten, entwickelt haben. Dieseeben, neben dem mechanischen Schutz
durch die Spiculae, in einer Vielzahl unterschigudir, haufig toxischer Sekundarmetabolite

(Muller et al, 1986). So weisen die Porifera unter den Metazoanditaus grofdte Anzahl
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und Variabilitat an bioaktiven Substanzen auf (Saetal., 1993; Milleret al., 2000), die
antiinflammatorische, antibiotische, virostatiscimel cytotoxische Effekte haben kdnnen.

1.3.3Symbiosen

In ihren nattrlichen Habitaten sind Porifdraufig mit Symbionten wie Bakterien (Vacelet,
1975) oder Pilzen assoziiert. Als Filtrierer nehm&thwamme grol3e Mengen an
Mikroorganismen aus dem Wasser auf, die in speniekllen imMesohyl(Hentschekt al,
2003, Bohm et al., 2001) gespeichert werden koénnen, wo sie Photosgagirodukte
(Wilkinson, 1983) und Sekundarmetabolite (Schretdal, 2000) an den Schwamm abgeben,
wéahrend sie durch seine N&ahe geschitzt werden. iBDie Schwamm enthaltenen
Mikroorganismen, wie einzellige Algen (Vacelet umbnadey, 1977), Cyanobakterien
(Thacker und Starnes, 2003), Dinoflagellaten (Garstoal, 1998) etc., kdnnen bis zu 40-
60% der Biomasse ihres Wirtes ausmachen (Wilkin6i8). Eine zweite Moglichkeit, wie
die symbiotischen Mikroorganismen in den Wirt ggjam, stellt die vertikale Transmission
Uber die Oozyten oder Larven dar (Uskeal, 2001; Anakina und Drozdov, 2001). Wahrend
der Aufnahme und dem Verdau der Bakterien konnenle Tderen DNA in die
Schwammzellen gelangen und in das Genom integnestden. Dieser horizontale
Gentransfer spielt eine wichtige Rolle in Artenégtising, Adaptation und Evolution des
Lebens (Brown, 2003). Eine weitere haufige Form &gmbiose zeigt der Schwamm
Suberites domunculader mit einem Einsiedlerkreb®dgurus sp vergesellschaftet ist. Er

schitzt ihn durch seine bioaktiven Substanzen, evithihn der Krebs tragt und es ihm

ermoglicht, z. B. seine Spermien uber ein groR3émdsiet zu verteilen (s. Abb.2).

s |

Abbildung 2: Pagurus spin Suberites domuncul@Baumhauer-Klein.



Einleitung 25

1.3.4Der Grundbauplan der Porifera

Aufgrund der Organisation ihres Korperbaus lassem die Porifera in folgende drei Typen
einteilen: Ascon— (Abb. 3a, gAscos= Schlauch), Sycon— (Abb. 3b gykon= Feige) und
Leucon—-Typ (Abb. 3c, gieucos= weil3, nach dem alten Gattungsnamen Leuconia).

Der Ascontyp, eine dinnwandige R6hre mit einem Huaimh SpongocoelAtrium), in den
die Aporphyser(ausfiihrendes Kanalsystem) minden und einem emfgculum, durch das
eingestrudeltes Wasser den Schwamm verlasst, ist @nfachste Variante des
Schwammaufbaus. Ein einschichtigdRicanoderm bildet die Auf3enwand und die
Choanocytensind als ebenfalls einschichtiges, ungefalteteghBlpan der Innenseite der
Schwammwand angeordnet. Dikesohylist sehr dinn und von unverzweigten Kanélen
durchzogen. Der asconoide Bauplan ist nur von zWMartretern der Calcarea
(Kalkschwamme) bekannt, deblathrinida den Leucosoleniida Es existieren jedoch eine
Reihe von hoher entwickelten Schwammen, die dieorasde Form wahrend ihrer
Entwicklung, kurz nach Festheftung der Larve, dlaafen.

Auch der Sycontyp ist eine weniger komplexe Korpert, die nur bei wenigen Calcareaarten
vorkommt. In dieser Bauform werdeRinacoderm und Choanodermzweidimensional
eingefaltet, wodurch im Gastralraum réhrenférmi@doanocytenkammermnd radiale
Ausbuchtungen entstehen. Dies erhoht die Effektivder Nutzung des einstrémenden
Wassers und die Stabilitat des Schwammes. SowobbrAs als auch Sycontyp werden
aufgrund ihres Bauplans nicht gro3er als einigdidester.

Der Leucontyp, dessen Vertreter bis zu zwei MeteRgverden kdnnen, ist der am weitesten
verbreitete und komplexeste Schwammbauplan. Ertedtitsdurch Vergro3erung des
Mesohyls das durch den Einbau von skelettdren Struktunenoglicht wird und eine
zunehmende Einfaltung desChoanoderms was zu isolierten, spharoidalen
Choanocytenkammern fuhrt, die innerhalb tesohylsangeordnet sind. Durch Entstehung
eines einfuhrenden KanalsystemsEpifhysg, durch welches Wasser in die
Choanocytenkammern des Schwammes gelangt, wirdneierschichtige Anordnung von
Zellagen ermdoglicht, was zu einer enormen Vergnifiggrder mit dem Wasser, und somit
auch den darin enthaltenen Nahrungspartikeln, imt#d stehenden Oberflache flhrt
(Wehner und Gehring, 1995). Dies ermoglicht einiziehtere Filtration und wurde vom

Ascon- Uber den Sycon- bis hin zu Leucontyp optitnie
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Abbildung 3: Kérperbau der Poriferdiscon-Typ (a), Sycon-Typ (b) und Leucon—Typ (c)bitdung von V.
Storch — Kurzes Lehrbuch der Zoologie.

1.3.5Systematik

Der Stamm Porifera wurde sehr lange Zeit nur in izwW@assen, die Calcarea
(Kalkschwamme) und die Silicea (Kieselschwamme)euailt. Spater kamen hierzu die
Sclerospongiae, von denen aber heute bekanntaiss, @ sich hierbei um eine Gruppe sich
konvergent entwickelter Demospongien handelt, tidastes, basales Kalkskelett aufweisen
(Westheide und Rieger, 1996). Die moderne Eintgilbesteht aufgrund der chemischen
Zusammensetzung der inneren Skelette aus drei $labplDies sind Calcarea
(Kalkschwamme), Demospongia(Hornschwdmme) undHexactinellida (Glasschwamme)
(Storch und Welsch, 1994). Die zwei UnterklassenGidcareakommen nur im Ascon- und
Sycontyp vor und bilden ein Skelett aus ein-, dreder vierstrahligen Kalknadeln,
wohingegen didHexactinellidaedie ca. 300 Gattungen in zwei Unterklassen umfgsser

im Sycontyp vorkommen und ein Skelett aus drei aamhsstrahligen Kieselnadeln bilden.
Die mit 95% aller rezenten Arten bedeutendste Geude Demospongiae, umfassen ca. 600
Gattungen in drei Unterklassen und bilden ein Skedais ein- oder vierstrahligen
Silikatnadeln oder Spongin. Sie kommen lediglicldlén Leuconform vor.

Abbildung 4: Beispiele von Organismen aus verschiedenen Schwaassdd. AClathrina clathrus
(Calcarea) und BEuplectella aspergillunfHexactinellida); Demospongiae siehe Abbildung 2.

1.3.6Die Monophylie der Metazoa
Aufgrund ihres relativ einfachen Aufbaus stellte ghylogenetische Einordnung der Porifera

lange Zeit ein scheinbar unlésbares Problem dardimdschwamme wurden im Laufe der
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Jahre den unterschiedlichsten Organismen zugeor8pelvurden sie lange Zeit als Parazoa
den Metazoa gegeniber gestellt (Mtller, 2001) adeden Protozoa gezahlt (Spencer, 1864)
bevor Haeckel sie auf Grund ontogenetischer Untbrsugen 1896 den Metazoa zuordnete.
Erst die zunehmende Anwendung diverser molekulberpiecher Techniken (Milleet al,
2004), vor allem an den marinen Schwamn$ermerites domunculand Geodia cydonium
ermoglichte es, die Porifera phylogenetisch denakled zuzuordnen, und fihrte zu der
Annahme, dass alle Metazoa monophyletischen Urggrsnd (Reitner und Mehl 1995;
Cavalier-Smithetal., 1996). Heute geht man davon aus, daf3 sie die giltesultizellularen
Organismen und somit die urspriinglichsten Metazdarstellen (Wiens, 2004). Bestatigt
wird dies anhand verschiedener in Schwammen idaetifer Molektile, die charakteristische
funktionale und strukturelle Metazoenproteine ddiesh, welche weder in Pflanzen noch in
Pilzen oder Protozoen nachgewiesen werden konntéreng, 2004). Dies sind z.B.
Transkriptionsfaktoren, Morphogene und isoliertan®nhzell-Markergene, die verdeutlichen,
dass Schwamme die Fahigkeit zur Differenzierungties (Miller et al, 2004); die V-
Doméane der Immunglobuline (Schécktal, 1994; Blumbachetal., 1999), Rezeptor-
Tyrosin-Kinasen (Schéacket al, 1994), Rezeptor-Tyrosin-Phosphatasen (Miller 1208PX
(Glutathion Peroxidaseund AIF-1 @Allograft inflammatory facto die darauf hinweisen,
dass Schwamme Apoptose betreiben und Uber ein Isystem verfiugen (Kruset al,
1999). Interessant ist zudem die histologische &lhstimmung deChoanocytendie auch
aul3erhalb der Poriferauftreten, speziell im Vergleich mit den Choanodliéafen sind die
Ubereinstimmungen zu den Letzteren bis in Detaitsshanden, was auf eine direkte
Verwandtschaft mit diesen hindeutet (Muller und Mijl 1994; Storch und Welsch, 1994;
Muller, 1995) und die Entdeckung von Zell-Zell ugdll-Matrix Adhasionsmolekilen wie
Fibronectin (Pahleret al, 1998), Galektin (Wagner-Hulsmaret al, 1996) und Lectin
(Grundackeet al, 2001), welche eine hohe Homologie in DNA-Sequa&mz Proteinfunktion
mit entsprechenden Molekilen anderer Metazoa asémeiAnhand dieser Ergebnisse wurde
der monophyletische Ursprung aller Metazoa (Reitmer Mehl, 1995; Cavalier-Smitt al,
1996), die Eingliederung der Porifera an der Bédisller und Mdiller, 1995; Miiller, 2001)

und die Abstammung von gemeinsamen Vorfahren, deretdzoa (Miller, 2001) bestatigt.

1.3.7Suberites domuncula
Der in der vorliegenden Arbeit untersuchte Schwar@uberites domunculgKlasse:
Demospongiae Ordnung: Hadromerida, Familie: Suberitidag¢ wurde 1792 von G. Olivi

erstmals beschrieben. Diese marin vorkommende sArtinter anderem in der Bering See,
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dem arktischen, indischen und karibischen Ozeandend Mittelmeer anzutreffen, wo sie in
Tiefen von wenigen bis zu 330 Metern vorkommt. Bi®l3e der Tiere belauft sich auf ca. 6-
8 cm Lange und die Farbvariationen der einzelnatviduen reichen von hellgelb Gber
orange bis hin zu blau/violett. Einzigartig fir skeArt ist die Gemeinschaft mit einem
Einsiedlerkrebs, auf dessen Gehause sie siedeldaharch eine ,passive Mobilitat" erlangt.
Ihre Morphologie ist mehr oder minder der Kugelfangenahert.
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2 Zielsetzung der Arbeit

Das Immunsystem eines Organismus stellt einen gslem, universellen Mechanismus dar,
der ihn vor auleren Einflissen und Bedrohungen tschi&in wichtiger Teil dieses
Abwehrsystems ist die so genannte Apoptose.

Die Apoptose stellt eine sehr spezifische Form debtods dar, der essentiell fur die
Eliminierung beschadigter, infizierter oder unersgimer Zellen ist. Die Schwamme als
alteste, rezente Metazoen bieten somit die MOgéithttie Mechanismen der Apoptose und
die daran beteiligten Proteine in ihren Anfangematersuchen.

Es konnten bereits einige Proteine aus Schwammentifidiert werden, die potentielle
Bestandteile des Apoptosemechanismus darstelleruniza sind z.B. ein TNF Homolog
(Wiens et al 2000), eine Effectorcaspase (Wiestsal. 2007), Vertreter der Bcl-2 Familie
(Wiens et al. 2000 und 2001) und weitere Caspasen (Wiethal. 2003). Das Ziel dieser
Arbeit war es ein neues Protein zu identifiziereeloes ein potentielles Bestandteil des
Abwehrsystems und speziell der ApoptosemaschimkseSchwammeSuberites domuncula
ist. Die Mdglichkeit, dass das Protein an der Apsept beteiligt ist konnte Uber die so
genannte Todesdoméne gewahrleistet werden, dairiratee diese Doméne enthalten eine
wichtige Rolle wahrend der Signaltransduktion dgroptose spielen. So sollte ein neues
Protein mit Todesdoméane mit Hilfe molekularbioladier Methoden identifiziert und

charakterisiert und auf mogliche Interaktionspartmgersucht werden.
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3 Material

3.1Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller

Adeninsulfat

SIGMA, Deisenhofen

Agar-Agar

ROTH, Karlsruhe

Agarose NA

PHARMACIA AB, Uppsala, Schweden

Aminosaure Mix/Yeast Synthetic Drop
out Medium without Leu, His, Tryp, Ura

SIGMA, Deisenhofen

3-Amino-1,2,4-triazol

SIGMA, Deisenhofen

Ammoniumperoxosulfat (APS)

ROTH, Karlsruhe

Ampicilin

SIGMA, Deisenhofen

Anti-Digoxigenin-AP Fab Fragments

ROCHE Mannheim

L-Arabinose

ROTH, Karlsruhe

Borsaure

ROTH, Karlsruhe

Bromphenolblau

SIGMA, Deisenhofen

5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat
(Bcip)

ROTH, Karlsruhe

BSA (Serumalbumin)

ROTH, Karlsruhe

Carbenicilin

ROTH, Karlsruhe

CDP-Star™ ready to use

ROCHE Mannheim

Chlorophorm/Trichlormethan

ROTH, Karlsruhe

Dextrose ROTH, Karlsruhe
Diethylpyrocarbonat (DEPC) ROTH, Karlsruhe
DigEasyHyb ROCHE Mannheim

Dimethylformamid (DMF)

MERCK, Darmstadt

Dimethylpyrocarbonat (DMPC)

SIGMA, Deisenhofen

Dimethylsulfoxid (DMSO)

ROTH, Karlsruhe

dNTP’s (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

ROTH, Karlsruhe

EDTA

SIGMA, Deisenhofen

Ethanol

ROTH, Karlsruhe

Ethidiumbromid

SIGMA, Deisenhofen

5-Fluoroorotsaure (5FOA)

INVITROGEN Ltd Paisley, UK

Flassigstickstoff

LINDE Wiesbhaden

Formaldehyd

ROTH, Karlsruhe

Formamid

ROTH, Karlsruhe

Gentamycin

SIGMA, Deisenhofen
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Bezeichnung

Hersteller

Glycerol ROTH, Karlsruhe

Glucose SIGMA, Deisenhofen

Harnstoff APPLICHEM GmbH, Darmstadt
Hefe-Extrakt ROTH, Karlsruhe

L-Histidin SIGMA, Deisenhofen

Imidazol APPLICHEM GmbH, Darmstadt
Isopropanol ROTH, Karlsruhe

Isopropylthiogalactopyranosid (IPTG)

ROTH, Karlseuh

Kaliumchlorid

ROTH, Karlsruhe

Kanamycin SIGMA, Deisenhofen
LB-Agar ROTH, Karlsruhe
L-Leucin SIGMA, Deisenhofen

Lipopolysaccharide (LPS)

SIGMA, Deisenhofen

3-Mercaptoethanol

MERCK, Darmstad

Sanalac Milchpulver

ConAgra Foods, Omaha, USA

Magnesiumphosphat (MgSP

ROTH, Karlsruhe

Natriumchlorid

ROTH, Karlsruhe

Natriumcitrat

ROTH, Karlsruhe

Natriumdodecylsulfat (SDS)

ROTH, Karlsruhe

Natriumhydroxid

ROTH, Karlsruhe

Di Natriumhydrogenphosphat 2 hydrat
(NaH,POy)

MERCK, Darmstadt

p-Nitro-tetrazolium-blauchlorid (NBT)

ROTH, Karldne

PAM (Pam Csy Ser)

ALEXIS, Grinberg

10x PBS

QBiogene CarlsbadSA

Penicilin/Streptomycin

SIGMA, Deisenhofen

Pepton

APPLICHEM GmbH, Darmstadt

Poly IC-Natriumsalz

SIGMA, Deisenhofen

Polyethylenglycol/Lithiumacetat
(PEGI/LIAC)

INVITROGEN Ltd Paisley, UK

Rontgenfilmentwickler

KODAK Stuttgart

Rontgenfilmfixierer

KODAK Stuttgart

Saccharose

ROTH, Karlsruhe

Salzsaure konzentriert (HCI)

ROTH, Karlsruhe

SDS (Sodiumdodecylsulfat)

ROTH, Karlsruhe

Sequa Gel Complete

ROTH, Karlsruhe
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Bezeichnung

Hersteller

Sequa Gel XR

ROTH, Karlsruhe

10xTBS Pulver

ROTH, Karlsruhe

Tetramethylethylendiamin

SIGMA, Deisenhofen

Tris

SIGMA, Deisenhofen

Trizol

GIBCO, Eggenstein

L-Tryptophan

SIGMA, Deisenhofen

Tween®20 (Poly(oxyethylen)-sorbitan
monolaurat

SIGMA, Deisenhofen

L-Uracil

SIGMA, Deisenhofen

X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-D
galactopyranosid)

ROTH, Karlsruhe

Yeast nitrogene base ohne Aminosauren

INVITROGHENR4isley, UK

Zeocin

INVIVOGEN San Diego, USA

3.1.1Gebrauchsfertige Reagenzien und Kits

Bezeichnung

Hersteller

Blocking-Puffer

ROCHE, Mannheim

Blocking Reagenz

ROCHE, Mannheim

iBlot ™MGel Transfer Stacks Nitrocellulose
Regular

INVITROGEN Ltd Paisley, UK

BugBuster®

NOVAGEN, MERCK, Darmstadt

DIG Wash and Block Puffer Set

ROCHE, Mannheim

High Pure Plasmid Isolation Kit

ROCHE, Mannheim

HighPure PCR Product Purification Systé

»IROCHE, Mannheim

LB Agar LAB M™

TOPLEY HOUSE, Lancashire, England

ChargeSwitch® Plasmid Yeast Mini Kit

INVITROGEN Ltd Paisley, UK

LB Broth LAB M™

TOPLEY HOUSE, Lancashire, England

Loading Dye Solution (6x)

FERMENTAS GmbH, St. LeRiot

Ni-NTA-Agarose

INVITROGEN Ltd Paisley, UK

NucleoSpif? Extract

MACHEREY-NAGEL, Duren

NUPAGE® 20xMOPS/SDS Laufpuffer

INVITROGEN Ltd Pa&g| UK

NuPAGE® 12% Bis-Tris Gel 1.0mm x 12
oder 15 well

INVITROGEN Ltd Paisley, UK

PCR Dig Probe Synthesis Kit

ROCHE, Mannheim

pGEM®-T Vektor System

PROMEGA, Madison, USA

Protease Inhibitor Tabletten

ROCHE, Mannheim
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Bezeichnung

Hersteller

QUANTI-blue™

INVIVOGEN San Diego, USA

Rapid Ligationspuffer (2x)

PROMEGA, Madison, USA

Rotiporese® Gel 30

ROTH, Karlsruhe

Roti-Quant R250

ROTH, Karlsruhe

SequaGél Complete National Diagnostics, Georgia, USA
SEQUAGEL® XR National Diagnostics, Georgia,USA
SDS-Gel-Cassetten INVITROGEN Ltd Paisley, UK
Technovit 8100 Heraeus Kulzer, Wehrheim

humaner TNF-alpha

ImmunoTools, Friesoythe

10x Tris-Borat-EDTA Puffer (TBE)

APPLICHEM GmbH, Dastadt

TBS (Tris-buffered saline, 20X)

APPLICHEM GmbH, Destadt

3.1.2Enzyme, entsprechende Puffer und Lésungen

Bezeichnung

Hersteller

Benzonase

MERCK, Darmstadt

BP Clonasé Mix

INVITROGEN Ltd Paisley, UK

LR Clonase Mix

INVITROGEN Ltd Paisley, UK

DNA TaqPolymerase (1U/ul)
10x TaqPuffer
25 mM MgChb

FERMENTAS GmbH, St. Leon-Rot

PEQIab Tag Polymerase (5U/ul)
10x TaqPuffer complete
10x TaqPuffer incomplete

PEQLAB, Erlangen

25 mM MgChb
Proteinkinase K INVITROGEN Ltd Paisley, UK
RNase H INVITROGEN Ltd Paisley, UK

Taqg Polymerase

INVITROGEN Ltd Paisley, UK

3.1.3L06sungen, Puffer und Kulturmedien
3.1.3.1L6sungen und Puffer

Bezeichnung

Zusammensetzung/Herstellung

Ampicillinlésung

500 mg Ampicillin (Natriumsalz) ih0 mlAqua dest.
geldst, steril filtriert, aliquotiert, bei -20°Cdarstabil

10 %iges APS

10 g APS in 100 Adjua destgeldst

Blocking-Losung

3% eines 10 %igen Blockingpuffers
1 % von 10x TBS, adqua bidest.
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Bezeichnung

Zusammensetzung/Hersteller

BugBuster®

50 ml BugBuster
Benzonase 25 U/ml
1 Tablette PComplete-Mini

DNA-Probenpuffer
(6x)

0,25 % Bromphenolblau (w/v), 40 % Saccharose (Wwiv)0 mli
Aqua dest.

IPTG (0,84 M) 2 g in 10 mAqua bidestGel6st, steril filtriert und
aliquotiert
40%ige 400 g Glucose in 1Agua destlosen, 20 min autoklavieren
Glucoselbsung
MOPS 0,2 M MOPS
0,05 M Natriumacetat
0,01 M EDTA
Mit DMPC-Wasser ansetzen und auf pH7 einstellen.
1x PBS 5 ml 10xPBS mit 45 ml Aquiestauffillen
P1 100 mM Maleinsaure
150 mM NacCl
Mit DMPC-Wasser auf 1 | auffillen, Gber Nacht steltesssen
und autoklavieren.
P2 10% Blocking-Reagenz (w/v) in P1
P3 100 mM Tris
100 mM NacCl

Mit DMPC-Wasser auf 1 | auffullen, auf pH9,5 eirlige, Gber
Nacht stehen lassen und autoklavieren.

RNA Denaturierungst

puffer

45,5% Formamid [deionisiert] (v/v)
15% Formaldehyd (v/v)
10%Glycerol (v/v)

10% 10x MOPS (v/v)

0,1% Bromphenolblau (v/v)

Roti®-Load 1 4x

ROTH, Karlsruhe

20xSSC 3 M NacCl

300 mM Natriumcitrat

Auf pH 7 einstellen und autoklavieren.
1XTBE 100 ml 10xTBE in 900 ml Aquaest
1XTBS 50 g TBS Pulver in 1 | Aqudestlosen
1x TBS-Tween20 1 ml TWEEN20 in 111x TBS lésen
Transferpuffer 25 mM Tris

192 mM Glycin

20 % Methanol (v/v)

1,5M Tris HCI pH 8.8

271,79 g Tris in 950 ml Agdestlésen, den pH Wert mit HCI
einstellen und auf 1 | auffullen
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Bezeichnung Zusammensetzung/Hersteller

1M Tris-HCl pH 6,8 | 181,19 g Tris in 950 ml Aqdastiésen, den pH Wert mit HCI
einstellen und auf 1 | auffullen

X-Gal 500 mg X-Gal in 10 ml DMF gel6st
Z Puffer 16.1 g NaHPO, x 7TH,O

5.5 g NaHPO, x H,O

0.75 g KCI

0.246 g MgSQ@x 7 HO
mit autoklaviertem Wasser auf 1000 ml auffullem @&l auf 7.0
einstellen und steril filtrieren

3.1.3.2Kulturmedien
Die angegebenen Mengen der Inhaltsstoffe bezielsbrasf 11 Endvolumen in destilliertem
Wasser. Nach Autoklavieren bei 121°C fur 20 Minukemnte die Zugabe von Antibiotika,

bei einer Temperatur von ungefahr 50°C erfolgeesiient der negativen Selektion.

Bezeichnung Zusammensetzung

Agarplatten mit Gentamycin 11LB-Agar

Frisch autoklavierten Agar im Wasserbad auf
60°C abkuhlen lassen, danach Zugabe von:

10 pg/ml Gentamycin

Agarplatten mit Kanamycin 11 LB-Agar

Frisch autoklavierten Agar im Wasserbad auf
60°C abkuhlen lassen, danach Zugabe von:

50 pug/ml Kanamycin

AIX- Agarplatten 11LB-Agar

(Ampicillin IPTG X-Gal) Frisch autoklavierten Agar im Wasserbad auf
60°C abkuhlen lassen, danach Zugabe von:

100 pg/ml-1 Ampicillin
0,2 mM IPTG
0,05% X — Gal (w/v)

DMEM (Dulbecco’s MEM) 3,7 g/l NaHCQ
Biochrom AG, Berlin 4,5 g/l D-Glucose
Glutamin

Na- Pyruvat

LB (Luria Bertani)-Agar 10 g/l Casein (Pepton)

5 g/l Yeast Extract

5 g/l Natriumchlorid

15 g/l Agar

pH 7,5 eingestellt mit NaOH




Material

Bezeichnung

Zusammensetzung

LB (Luria Bertani)-Medium

10 g/l Casein (Pepton)
5 g/l Yeast Extract
5 g/l Natriumchlorid
pH 7,0 eingestellt mit NaOH

SOC-Medium

2% Trypton (w/v)
0,5% Hefeextrakt (w/v)
8,6 mM Natriumchlorid
2,5 mM Kaliumchlorid
20 mM Magnesiumsulfat
20 mM Glukose
NOVAGEN, MERCK, Darmstadt

YPD Medium

QBiogene CarlsbadSA

YPD Agar

QBiogene CarlsbadSA

3.2 Antikérper

Bezeichnung

Hersteller

Anti-Digoxigenin-AK

ROCHE, Mannheim

Anti-His (C-terminal)-1gG (mouse)

INVITROGEN Ltd Paisley, UK

Anti-Maus-Ak-Alkalische Phosphatase gelabelt

SIGND®jsenhofen

Anti-Myc-AK

INVITROGEN Ltd Paisley, UK

Anti-Rabbit-AK Alkalische Phosphatase

SIGMA, Deikefen

3.3Verbrauchsmaterial

Bezeichnung

Hersteller

Disposable 5 ml Polyprophylen Saule

n PIERCE, RatkfdSA

Einwegspritzen: 10 ml und 25 ml

BRAUN, Melsungen

Falcon Reaktionsgefal3e
15 ml und 50 ml

BECTON & DICKINSON, New Jersey, USA

Fertig-SDS-Gele

INVITROGEN Ltd Paisley, UK

Filter (5 ml Polypropylene Columns)

PIERCE BIOTERELOGY, Rockfort,USA

25 ml Zellkulturflaschen

Becton Dickinsen, Heidelpe

Latexhandschuhe N.S. UNI GLOVES, SDN. BHD., Seramba
Malaysia

Nylonmembran ROCHE, Mannheim

Parafilm M American National CAN Greenwich, USA

Pasteurpipetten

POULTON & GRAF GmbH, Wertheim
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Bezeichnung

Hersteller

PCR-Pipettenspitzen

BIOZYM, Hess. Oldendorf

PCR-Reaktionsgefalie (0,2 ml)

ABGENE, Epsom, England

Petrischalen

NUNC, Wiesbaden

Pipettenspitzen

ROTH, Karlsruhe

ReaktionsgefalRe (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml

BRAND, Wernth

Rontgenfilm Fuji RX New

BECHTHOLD, Kelkheim

Sterilfilter 0,2 und 0,45 pm

SCHLEICHER & SCHUELDassel

96 well Microtest TM Platten

BECTON DICKINSON, Fidm Lakes, USA

Whatman 3 mm-Papier

WHATMAN, Uber Fischer, Frankfurt

3.4 Gerate

Geratebezeichnung

Hersteller

Autoklav Modell C#91294

WEBECO, Ober-Ramstadt

Brutschrank Queue Modell QWJ 50

0 Nunc, Wiesbaden

Brutschrank Typ BK 2/56

Ehret, Emmendingen

Elektrophoresekammer

BIO-RAD, Minchen

ELISA Reader Sunrise

TECAN, Crailsheim

Gel Dokumentationssystem GelDoc
2k System PC /CCIR Gel

BIO-RAD, Hercules, USA

Heizplatte

IKA LABORTECHNIK, Staufen

iBlot

INVITROGEN Ltd Paisley, UK

Kolbenhubpipetten
(2, 10, 20, 100, 200, 1000, 5000 pl

GILSON, Frankreich

Heizblock:

UNITEK HB-130
Wealtec HB-1
Thermostat 5320
Thermomix comfort

SALMON ELECTRONICS LTD, England
PEQLAB, Erlangen

EPPENDORF AG, Hamburg
EPPENDORF AG, Hamburg

Laminar Flow, Sterilbank

KOTTERMANN®, Hanigsen

Li-Cor Sequenzierer
Global Edition IR Long readir 4200

MWG AG Biotech, Ebersberg

Lichtmikroskop Olympus AHBT3

OLYMPUS, Hamburg

Magnetriihrer MR 3000 u MR 3001
Magnetriihrer IKAMAG®

HEIDOLPH, Kelheim

pH-Meter (Typ CG 840)

SCHOTT, Mainz

Photometer GeneQuant Il

PHARMACIA BIOTECH, Cambedg&ngland
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Bezeichnung

Herstellung

Precyllys 24

PEQLAB, Erlangen

Rollinkubator

eigene Anfertigung

Schiittler IKA® VIBRAX VXR basic

IKA LABORTECHNIK, Staufen

Schuttler Heidolph Polymax 1040

HEIDOLPH, Kelheim

Schuttelinkubator CERTOMA%R

BRAUN, Melsungen

Spannungsgerate:

PowerPAC 200
PowerPAC 300

BIO-RAD, Miinchen

Sterilbank Kottermann, Hangingen
Trockensterilisationsschrank WTP Binder, TUbingen
421153000200

Thermocycler:

BIO-RAD i-cycler

BIO-RAD MyCycler™

Perkin EImer Geneamp 9600
Primus 98"

BIO-RAD, Minchen

BIO-RAD, Minchen

APPLIED BIOSYSTEMS, Weiterstadt
MWG AG Biotech, Ebersberg

UV Cross — Linker Stratalinker®

Stratagene CorpJbHa, USA

UVP White/ UV Transilluminator
UVPImage Store 5000

UVP LIMITED, Cambridge, England

Vortexer REAX 2000 Heidolph,

LABOTECH, Wiesbaden

Waage Adventure-Pro

OHAUS Corporation, NJ, USA

Wasserbad Julabo Exathe

electronic U3

raCHHEIM Labortechnik, Seelbach

Warmeschrank/ Inkubationsschrank

BINDER GmbH, Tng#n

Zentrifugen:

5415 R
5415C
5804 R

EPPENDORF, Hamburg
EPPENDORF, Hamburg
EPPENDORF, Hamburg

3.5Bakterienstamme

Stamm Genotyp Hersteller

E. coliNovaBlue endAl hsdR1Trki2 Mki2') SUPE44 thi-1 NOVAGEN,

Singles’ recAlgyrA96 relAl lagF” proA'B* MERCK,
lacl9ZAM15 ::Tn10(tet?)] Darmstadt

OneShot® BL21 (DE3) F-ompT hsdB (rB-mB-) gal dcm(DE3) | INVITROGEN Ltd

Chemically Competent Paisley, UK

E. coli
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Stamm

Genotyp

Hersteller

™
BL21-Al One Shot®
Chemically Competent

F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm araB
T7RNAP-tetA

E. coli

“ZINVITROGEN Ltd

Paisley, UK

OneShot®

TOP10 F-mcrA A(mrr-hsdRMS-ncrBC)

INVITROGEN Ltd

Chemically Competent ¢80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 | Paisley, UK
E. coli A(araleu) 7697galU galK rpsL (StrR)
endAl nupG

Rosetta"(DE3) F ompT hsdgrs” mg) gal dcm (DE3) | Merck KGaA,
Competent Cells PRARE (Carf) Darmstadt,

3.6 Hefestdmme
Stamm Genotyp Hersteller
Saccharomyces MAT a, leu2-3, 112 trp1-901,his3A200, | INVITROGEN Ltd
cerevisiaeMaVv203 ade2-101,gal4A, gal80A, SPALLQ: Paisley, UK
Competent Cells, URA3, GAL1::lacZ, HISSUASGALL:
Library Scale HIS3@LY, canlR, cyl2R)
Saccharomyces MAT a, leu2-3,112,trp1-901,his3A200, | INVITROGEN Ltd
cerevisiaeMaVv203 ade2-101,gal4A, gal80A, SPALLQC: Paisley, UK
Competent Cells, URA3, GAL1:lacZ, HISSUASGALL:
Subclone Scale HIS3@LY X, canlR, cyi2R) (Vidal)

3.7Langen- und Gewichtsstandarts
Bezeichnung Fragmentgrolie Hersteller

GeneRuler™ 1 kb
DNA ladder mix

10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 350BERMENTAS GmbH,

3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 750, 508t. Leon — Rot

250

Precision Plus Dual
Color Protein Marker

250,150,100,75,50,37,25,20,15,10

BIO-RAD, Miinchen

3.8 Zelllinien

Es wurde die murine Makrophagen Zelllinie RAW-Bitan INVIVOGEN verwendet.

3.9cDNA Bank

39

Die verwendete cDNA Bank ist in den pBK-CMV Vekt@t518 Bp) von STRATAGENE,
Heidelberg einkloniert und wurde von Krustal, 1997 hergestellt.
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3.10Vektoren

3.10.1Klonierungsvektoren

Bezeichnung

Hersteller

pGEM®-T Vektor

PROMEGA, Madison, USA

pCR°II-TOPO®

INVITROGEN Ltd Paisley, UK

pCR®4-TOPC

INVITROGEN Ltd Paisley, UK

3.10.2Expressionsvektoren

Bezeichnung Hersteller

pTrcHis2 TOPO® INVITROGEN Ltd Paisley, UK

pBAD/glIl A INVITROGEN Ltd Paisley, UK
3.11Primer

3.11.1Vektorspezifische Primer (pGEM®-T)

Bezeichnung Sequenz Tm
BK 5-CAC ACA GGA AAC AGC TAT GAC-3° Tw=62°C
CMVF 5-CTT GAT TAC GCC AAG CTC-3° F=58°C
CMVR 5-TAG GGC GAATTG GGT ACA C-3° H=58 °C
M13 5-TGT AAA ACG ACG GCC AGT-3 h=53,7°C
SP6 5-TAG GTG ACA CTA TAG AAT ACT C-3° #=60 °C
T3 5-CGG AAT TAA CC TCA CTA AAG-3° Tn=60 °C
T7 5-GTAATA CGA CTC ACT ATA GGG C-3° h=64°C
3.11.2Gelabelte Primer (pGEM®-T und TOPO®)
Bezeichnung Sequenz Tm
T7 5-GTAATA CGA CTC ACT ATA GG-3° =56 °C
SP6 5-TTT AGG TGA CAC TAT AGA ATAC-3° =56 °C
3.11.3Genspeziefische Primer
3.11.3.1Forward und Reverse Primer
Bezeichnung Sequenz Tm
DDSD_F1 5-GCG TAT GGT ATAGGC TT-3 H=48,6 °C
DDSD_R2 5-CCA GTC GAA TAG CTA GAT GT-3 h=55,3°C
DD _RA4 5-GCT ATT GAT CTC TGG TTT A-3’ h=514°C
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Bezeichnung Sequenz T
DD_R7* 5-GGT GTC GAT AGT TGT AGT A-3’ Tn=52,4°C
TNF/R_Klon F2 | 5-CAC CAT GGC TTG CTC CA-3’ =55,2 °C
3.11.4Sondenprimer
Bezeichnung Sequenz Tm
Brev_Exp F1 5-AAG ATT GCT ATC TTT GTC CT-3° mE 51,2 °C
Brev_Exp_R1 5-GCC CCA GCG ACG TGT A-3° mE 56,9 °C
TNF/R_F1_Ubiq| 5-GTC CAATTC TCT GTG CAA-3° m=51,4 °C
DD _RS3 5-GAA CTA ACC TGT GAG TAT-3° 1=49,1°C
3.11.5Expressionsprimer
Bezeichnung Sequenz T
Brev_pBAD_F2 | 5-CAT GCC ATG GAT ATG AAG ATTGCT | Tp,=67,1°C
ATC TTT GTC CT-3'
Brev_pBAD_R1 | 5-CTC TAG AGC GCC CCA GCG ACG TGT Tp=69,5°C
A-3°
TNF/R_Exp_F1 | 5-GCT TGC TCC AAG CTT TGC CGT-3° m¥61,8°C
TNF/R_Exp R1| 5-CTC TGT TTG TGT CTC TTG AA-3 mE 61,3°C

3.12Computerprogramme

Bezeichnung

Entwickler

BLAST Service

NIH-NCBI,_www.ncbi.nlm.nih.gofAltschul et al, 1990)

ClustalX (1.81)

(http ://www.ebi.ac.uk/embl/

EMBL, Hixton, England ; (Thompsenal,

1997)

Clustalw 1.81 EMBL, Hixton, England (ThompsonDJ, Higgins,
D.G.1994)

Dnasis V 5.0 HITACHI Software Engineering Co., Lidpan

DNAStar V 4.04 DNAStar Inc., Madison

e-Seq® V 2.0 LI - COR Biosciences GmbH,Bad Homburg

ELM The Eukaryotic Linear Motiv resource for Functiofdtes in
Proteins: http://elm.eu.org/

Excel 2003® MICROSOFT Corp.,Redmond, USA

Expasy http://expasy.org/tools/

GENEDOC Vv2.6.002

Nicholas und Nicholas, www.cris.com

Jpred

http://www.compbio.dundee.ac.uk/~www-jpred/

41



Material

Bezeichnung

Entwickler

Pfam Protein families database of alignments and HMMs:
http://sanger.ac.uk/cgi-bin/pfam/
SMART http://smart.embl-heidelberg.de/

Sponge Base

https://octavia.vk.medizin.uni-mainindex.cgi

TreeView V1.6.6

http://taxonomy.zoology.gla.ac.okifrod.html

Vector NTI Advance 10

INVITROGEN Ltd Paisley, UK

Word 2003®

MICROSOFT Corp.,Redmond, USA
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4 Methoden

4.1 Primerdesign

Bei Primern handelt es sich um kurze, einzelstga@ligonukleotide, die mit bestimmten

DNA-Abschnitten hybridisieren kdnnen, eines an fadgtrang der Doppelhelix. Mit Hilfe

eines solchen Adapters konnen Nukleinsduren amlifi(s. 4.2.1), vervollstandigt (s. 4.2.2),

sequenziert (s. 4.13.1) oder spezifisch markied.&6) werden. Fur die Amplifikation einer

bestimmten DNA-Sequenz mittels PCR sind Primer ginendlegende Voraussetzung. Der

Bereich, der von dem Primerpaar umschlossen wmmtspecht dem, der durch die DNA-

Polymerase amplifiziert wird. Fiur das Design demr sind einige Richtlinien zu beachten:

- Die Primerlangen sollten zwischen 20 und 26 bpeleg

- Der bevorzugter G/C-Gehalt der Primer liegt zwisch® und 60 %

- Bevorzugung eines A oder T am 3'-Ende

- Die Schmelztemperatur sollte zwischen 54 °C und@%&gen

- Die Schmelztemperaturunterschiede eines Primerpaatken nicht mehr als 4 °C betragen

- sich wiederholende Nukleotidbereiche sollten vedmrewerden

- Vermeidung inter- oder intramolekular-komplement&'eEnden

- Es durfen keine Sequenzen gewéhlt werden, welchéuasbildung von intramolekularen
Haarnadelstrukturenh&irping und Schleifen |oopg oder zur Ausbildung von Primer-
Dimeren fuhren kdnnen (Rychilk und Rhodes, 198%iS8989; Rychilk, 1993)

Die Schmelztemperaturen von Primern sind je nactkeBausammensetzung und Lange des
Oligonukleotids verschieden. Wéahrend eine zu gerighmelztemperatur zu unspezifischer
Anlagerung an der Matrize und dadurch zu unspehiés Reaktionsprodukten fuhren kann,
so fuhren zu hohe Temperaturen zu mangelhafter keieer Anlagerung und dadurch zu
geringerer oder keiner Produktausbeute. Zu ihree@eung wurde die Formel nach Thein

et al (1986) angewandt:

Tm= (Anzahl von A + T) x2 + (Anzahl von G + Cix

4.1.1PCR Primer
Fur die Vervollstandigung einer Nukleotidsequene, lzkreits teilweise bekannt war, wurden
aus diesem bereits bekannten Sequenzbereich adleandter 4.1 beschriebenen Kriterien

sowohl geeignete genspezifische Vorwarts- als &iatkwartsprimer designt.
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4.1.2Sondenprimer
Zur Sondenherstellung wurden, ebenfalls nach dehlirbeschriebenen Kriterien, Vorwarts-
und Rickwartsprimer designt. Die Primer eines Paaoditen hierbei einen Sequenzbereich

von 300 bis 600 bp umschlie3en, welcher nach Amiung als Sonde dient.

4.1.3Degenerierte Primer

Degenerierte Primer werden eingesetzt um anhands eimoch konservierten Bereiches
innerhalb eines Alignments des Zielproteins ausalgedenen Organismen, das zugehdrige
Gen in dem untersuchten Organismus nachzuweiserzwmadalysieren (Suggs al, 1981).
Die Wahl geeigneter degenerierter Primer erfolgthnden gleichen Kriterien, wie fur andere
genspezifische Primer. Die Erstellung der Basewrfalgr Oligonukleotide erfolgt hier jedoch
anhand der Aminosauresequenz. Da manche AS durcrereeBasentripletts kodiert werden,
erhalt der resultierende Primer an diesen Stellea Adapterbase (s. Tab.2), welche eine
Bindung an alle in der Primersequenz vorkommendgeBarmaoglicht. Hierbei ist jedoch
darauf zu achten, dass die letzten 5 Basen dea@skhicht degeneriert sein sollten.

IUB-Bezeichnung Basenaufschlisselung
M A oder C

A oder G

AoderT

Coder G

CoderT

G oderT

A oder C oder G
Aoder CoderT

A oder G oder T
Coder Goder T

X oder N G oder A oder T oder C

Tabelle 2: Aufschliisselung der degenerierten Basen nach deB&i¢ichnung.

W oI </ X< 0o

Die designten Primer sollten 20 bis 30 bp lang seuh die vier Basen mit gleicher Haufigkeit
enthalten. Sowohl 3'-Komplementaritat als auch Baemit Polypurinen und -pyrimidinen
sowie repetitive Sequenzabschnitte sollten vernmederden. Ein weiterer wichtiger Aspekt,
der bertcksichtigt werden muss, ist der Degenearsdiad des Primers. Er ergibt sich aus der
Multiplikation der Anzahl der degenerierten Basen AS und sollte 96 nicht Uberschreiten.

4.1.4Primer fur Restriktionsverdau

Um einen Resriktionsverdau durchfiihren zu kénndissen die passenden Schnittstellen an
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ein PCR-Fragment angefuigt werden. Dies erfolgt ébex PCR mit genspezifischen Primern,
die vor der eigentlichen Gensequenz die Sequen3datittstellen enthalten. Hierbei gibt es,
je nach verwendetem Enzym und Vektor, in den spligesrt werden soll, verschiedene

Regeln. Immer ist jedoch darauf zu achten, dasschen Schnittstelle und Start- bzw.

Stopcodon einige Basen zusatzlich eingeflgt werdaerzu vermeiden, dass das Gen beim
Schneiden wichtige Sequenzteile verliert, falls Bagym nicht korrekt arbeitet.

4.1.5Primer flr Expressionen

Fur die Ligation der Gensequenz in einige Expressiektoren ist es essentiell, spezifische
Sequenzen an das Fragment anzufigen. Dies gescibehPrimer, an die die gewtinschte
Basenfolge vor bzw. nach dem genspezifischen hgjéfiigt wurde. Es ist darauf zu achten,
dass der genspezifische Teil des Primers ausraldheg ist, um eine spezifische Bindung zu
gewahrleisten, und dass der Leserahmen des Gealtearbleibt. Alle in der vorliegenden
Arbeit eingesetzten Primer wurden manuell nachgggrannten Regeln konstruiert.

4.2 Die Polymerase Kettenreaktion

Die Polymerase Kettenreaktiqengl.: polymerase chain reactiorPCR), eine in den 80er
Jahren von Mulligt al. entwickelte Technik, dient der exponentiellarvitro Amplifikation
schon geringster Mengen bekannter DNA-Fragmentdli@viet al, 1986, Saikiet al, 1985).
Dabei werden zwei sequenzspezifische Oligonukldeticher verwendet, welche den zu
amplifizierenden Bereich flankieren und nach Denatung der DNA mit jeweils einem
Strang der DNA-Doppelhelix hybridisieren. Die ariggfBende Reaktion wird von einer
thermostabilen DNA-Polymerase (isoliert aus demt&akm Thermophilus aquaticyisunter
Verbrauch freier Desoxyribonukleosidtriphosphate takesiert. Hierdurch entstehen
komplementédre DNA-Strange. Ein sich wiederholendgklus, aus drei Schritten, fuhrt
schlie3lich zu einer exponentiellen Vermehrung sleszifischen Fragmentes (s. Tab.4). Im
Einzelnen handelt es sich dabei im ersten Schriteine reversible Denaturierung der DNA-
Matrize bei 95 °C. Im zweiten erfolgt die Anlageguder Primer (welche komplementér zu
den Enden des zu amplifizierenden DNA-Abschnittalsian das einzelstrangige Template
(annealing. Dieser Schritt ist abhangig von der gewahltehnselztemperatur . der Primer
(s. 4.1). In einem dritten Schritt findet ausgehead den 3"-Enden der jeweiligen Primer die
Synthese des zur Ausgangs-DNA komplementaren DNaAn§es stattelongatior). Die

Dauer der Elongation richtete sich hierbei nachLdgrge der zu amplifizierenden Fragmente,
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ausgehend von einer Polymeraseaktivitat von ~100RIdétiden pro Minute. Nach dem
ersten dieser Reaktionszyklen haben sich zwei DN®-Strange von undefinierter Lange
gebildet, an welche die Primer nach DenaturierueigRarentalstrdnge erneut hybridisieren
kénnen. Nach dem zweiten Zyklus adsnaturation annealingund elongationbildet sich
erstmals ein doppelstrangiges PCR-Produkt, des&agd_exakt durch die Enden der beiden
Primer determiniert wird. Dieses Syntheseproduléntdiin den nachfolgenden Zyklen
wiederum als Matrize, so dass sich nach jedem weeiteZyklus die Menge an
Reaktionsprodukt verdoppelt und schlielich exptiséénakkumuliert. Durch 35 Zyklen
werden etwa eine Millionen Kopien des ursprunglicReaktionsproduktes synthetisiert.

4.2.1Standard-PCR-Reaktion
Die Komponenten einer PCR und deren Konzentratiginahim Allgemeinen variabel, meist

wurde jedoch folgender 50 Standardansatz verwendet:

Volumen Reagenzien
5ul 10 x Puffer (10 nmol) der Tag-Polymerase
2,5 ul 25-50 mM MgGl(falls nicht im Puffer enthalten)
1l dNTP-Mix (10 mM)
X Ml DNA-Template (1 ng, variabel je nach Reaksansatz)
1l 5°-Primer (10 pmol)
1l 3’-Primer (10 pmol)
1U Tag-DNA-Polymerase (5 U/ul)
X ul AQ. dest
50 pl Endvolumen

Tabelle 3: Reaktionsansatz fir die Standard-PCR.

Auch Dauer und Temperatur von Denaturierung, Anngalnd Elongation kdnnen je nach

Bedarf sehr unterschiedlich gestaltet werden:

3-5 min bei 95 °C initiale Denaturierung
35-40 Zyklen:

1. 30 sec bei 95 °C
2.30 sec beif°C
3.x sec bei 74 °C
7-10 min bei 74 °C | terminale Elongation Konstruktimn 3’-A-Enden

Abkihlen auf 4 °C

Denaturierung der DNA
Annealing der Primer

Elongation durch Tag-Polymerase (abh. von Fragméfi&)

Tabelle 4: Bedingungen fiir die Standard-PCR.
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Durch Verwendung spezieller DNA-Polymerasen (z. TRgPolymerase) ist es mdglich,
PCR-amplifizierte Fragmente an ihren 3’-Enden nmiem Uberhangenden Adenosinrest zu
versehen (Clark, 1988). Dies erfolgt wahrend eteeminalen Elongation von 7 bis 10 min
Lange. Der Uberhang wird zum Einbau der Fragmemténearisierte Vektoren benétigt,
welche an ihren 5-Enden einen Thymidiniberhangvaiden (z.B pGEM-T, TOPO TA).
Der 10 x PCR-Puffer und zusatzliches Magnesiumahldir das entsprechende Enzym
wurde von der jeweiligen Firma mitgeliefert. Der diaveis, der auf diese Weise
amplifizierten Fragmente, erfolgte Uber Agarosdg&teophorese mit anschlielRender
Ethidiumbromidfarbung (4.5.4.1).

4.2.2 Subklonierung mittels PCR

Meist handelte es sich bei der DNA, die mit Hiller #CR aus einer cDNA-Bank amplifiziert
wurde, nur um ein Teilfragment der gesuchten Segueashalb wurden nach Ligation des
Fragments in den Vektor (s.4.11), Transformatian . coli (s. 4.12), anschlie3ender
Plasmidisolation (s. 4.6.3) und der Sequenzierwgyldserts, neue Primer komplementar zu
den Enden der analysierten Sequenz designt, umodie unbekannten Bereiche (meist das 5’
und/oder das 3’ Ende) Uber das d8gmerwalkingaus der cDNA zu erhalten. Hierflr wurde

ein genspezifischer Primer zusammen mit einem vs@en Vektorprimer eingesetzt.

4.2.3Checking-PCR

Die Checking-PCR dient der Uberprifung einer Ligiatimit anschlieRender Transformation
(s.4.11 und 4.12) und gibt Rlckschluss Uber dashafwlensein und die Grof3e eines
einklonierten Inserts im Plasmid. Diese PCR unteegfet sich von der Standardvariante
dadurch, dass als Template in Bakterien transfateniélasmide und zwei vektorspezifische
Primer, welche diemultiple cloning sitedes Vektors flankieren, verwendet werden. Fir die
Checking-PCR wurden rekombinante Klone nach demd&fcamation von Agarplatten
gepickt und in jel2 pl LB-Medium mit 100 pg/ml Anapiin/Carbenicillin tberfuhrt. Waren
die Kolonien mit einem Vektor transformiert, deneiBlau/Wei3-Selektion erlaubte, wurden
weille Kolonien ausgewahlt (s. 4.12.4). Nach 30-tigeil Inkubation bei 37° C wurde 1 pl
der Bakteriensuspension zu 10 pl eines Standard-R€&&kktionsmixes (s. Tab.5) gegeben.
Nach der PCR wurde der gesamte Ansatz per Gelefdidrese analysiert (s. 4.5) und so die
transformierten Klone mit korrekter Insert-Langentfiziert.

Ein Reaktionsansatz (10 pl) fur eine Checking-P@fRat folgende Komponenten:
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1x R-Mix Reagenzien

1l 10 x Puffer der Tag-Polymerase (10 nmol)

0.5 ul 25-50 mM MgCl (falls nicht im Puffer enthalten)
0,2 ul 10 mM dNTP-Mix

0,1 pul 5°-Vektor-Primer (10 pmol)

0,1 pul 3'-Vektor-Primer (10 pmol)

0,2U Tag-DNA-Polymerase (5 U/ul)

X ul AQ. dest

10 pl Endvolumen

Tabelle 5: Reaktionsansatz fir die Checking-PCR.

Die Checking-PCR wurde unter folgenden Bedingurdyechgefihrt

5 min bei 95 °C Initiale Denaturierung
35 Zyklen:

1. 30 sec bei 95 °C Denaturierung der DNA

2. 30 sec bei,PC Annealing der Primer

3. xsec bei 74 °C Elongation durch Tag-Polymerase
Abkuhlen auf 4 °C

Tabelle 6: Bedingungen fur die Checking-PCR.

4.2.4Nested-PCR

Eine Nested-PCR ermoglicht es, die Selektivitat diie Amplifikation eines speziellen
Fragments zu steigern. Bilden sich beispielsweirseeiner Standard-PCR neben dem
gewilnschten Fragment mehrere unspezifische Reaktiodukte, kann der 1:100 mit PCR-
Wasser verdinne erste Reaktionsansatz als Tenfjlateine zweite PCR dienen. Dabei
werden Vorwarts- und Ruckwartsprimer verwendetchelinnerhalb der Sequenz des ersten

Reaktionsproduktes binden, so dass nur das gewi@sdgment zur Amplifikation kommt.

4.2.5Touchdown-PCR

Eine weitere Moglichkeit, die Selektivitat einer RQu steigern, bildet die Touchdown-PCR.
Hierbei beginnt man die PCR mit 5 bis 10 Zyklen bgier T, (s. 4.1), welche bis zu 5° C
Uber der kalkulierten I der Primer liegt. In diesen ersten funf stringardgklen bildet sich
das gewlnschte Reaktionsprodukt, jedoch nur imgeriAusbeute. In den darauf folgenden
30 Zyklen wird die Anlagerungstemperatur dann ssgzeum 0,1 bis 0,5 °C pro Zyklus
gesenkt, bis schlieBlich die ermittelte optimalg d@er Primer erreicht ist. Ab diesem
Zeitpunkt wird die PCR in der dblichen Weise zu &nd gefihrt.
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4.2.6Labeling-PCR zur Erstellung von DNA-Sonden

Die wahrend einer Labeling-PCR markierten Fragmem&rden spater als Sonden zur
Detektion von DNA oder RNA beispielsweise in North@lot-Analysen oder dein situ-
Hybridisierung verwendet. Eine Markierung kann durden Einbau von Estradiol-,
Fluorescein-, Biotin- oder Digoxigenin-markierten uldeotiden erfolgen. Bei den
verwendeten Sonden handelt es sich um hochsen$lidexigenin-markierte DNA-
Fragmente im GroéRenbereich von 300 bis 600 bpydiedem korrespondierenden Bereich
des zu detektierenden DNA/RNA-Fragments komplemmersiaid. Die durchgefihrten
Sonden-Markierungen erfolgten unter Verwendung d4eSR DIG Probe SyntheskGts”
(Roche diagnostics) wahrend einer PCR (Kessler,019%ei der neben den vier
Standardnukleotiden durchschnittlich alle 20 bis 2&ikleotide ein DIG-11-UTP

(Digoxigenin, ein Thyminanalogon) in den synthetiten Strang eingebaut wird.

Abbildung 5: Bliten vonDigitalis purpurea

Digoxigenin ist ein Steroidmolekil, das Uber seklhgdroxylgruppe leicht an Nukleotide

addieren kann. Da das Digoxigenin mit hoher Aféihivon einem im Kit enthaltenen

Antikdrper gebunden wird, welcher seinerseits memdEnzym Alkalische Phosphatase
verbunden ist, konnte die so hergestellte Sondelsiéiner Substratreaktion der Alkalischen
Phosphatase nach einer Hybridisierung nachgewiesenden. (Antikdrper basierte

Detektion).

In einem ersten Schritt wurde unter Verwendung Slendenprimern eine Standard-PCR
durchgefuhrt, um sicher zu stellen, dass sie aucktional sind. Erhélt man daraus ein
positives Ergebnis, wird die ,Dig-Markierungs-PCRiurchgefiihrt. Als Matrize diente

hierbei entweder ein cDNA-Transkript des zu detgkinden RNA-Molekils, welches in

Form einer Suberites domuncula&DNA-Bank vorlag oder die aufgereinigte PCR, die
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durchgefuhrt wurde, um die Wirksamkeit der Sondener zu testen. Der PCR-
Reaktionsansatz bestand aus folgenden Komponemétche mit Ausnahme voAquadest,

Template und der Primer, Bestandteile des Kits mare

Volumen | Reagenzien

5 ul 10 x PCR-Puffer/ Mgl
2,5 pl DIG-Mix

2,5 ul dNTP-Mix

25 pmol Forward-Primer

25 pmol Reverse-Primer

26U Enzym-Mix

0,1-1 ng DNA-Template

X i Aqua dest.

50 ul Endvolumen

Tabelle 7: Reaktionsansatz fur die Dig-Markierungs-RCR

Die anschliel3ende DIG-Markierungs-PCR wurde urdigeinden Bedingungen durchgefihrt:

3 min bei 9! °C Initiale Denaturierun
35 Zyklen:
1. 30 sec bei 95 °C Denaturierung der DNA
2. 30 sec bei f°C Annealing der Primer
3. 4 min bei 74 °C Elongation durch Tag-Polymerase
20 min bei 74 °C Terminale Elongation
Abkuhlen auf 4 °C

Tabelle 8: Bedingungen fiir die Markierungs-PCR.

Da der enzymatische Einbau gelabelter Nukleotide®tmehr Zeit bendtigt als die normale
Nukleinsédure-Synthese, muss die Synthesezeit um eitwDrittel verlangert werden. Ob ein
DNA-Fragment erfolgreich markiert worden ist, kadorch Agarosegel-Elektrophorese
(s. 4.5) Uberpruft werden. Die DIG-Markierung vetért das Laufverhalten der Sonde im

Gel, so dass diese im Vergleich zum ungelabelteABkagment etwas langsamer wandert.

4.3 Reverse Transkription von mRNA mit gekoppelter FRPCR) ,reverse
transcription polymerase chain reaction”

Mit Hilfe der reversen Transkription und unter Vendung eines Oligo(dT)-Primers ist eine
Konversion eukaryotischer Poly(A)-mRNA in einzestgige cDNA moglich. Diese cDNA

lasst sich daraufhin durch PCR amplifizieren. Diestee Schritt, die Synthese des zur RNA
komplementaren ersten cDNA-Stranges, wird dabeicldueine Reverse Transkriptase
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katalysiert. Alle Reagenzien, die benétigt wurdem Bestandteile des SuperScrjptrst-
Strand Synthesis System for RT-PKIR". In einem zweiten Schritt wird die Amplifikian

des gewinschten DNA-Bereiches unter Einsatz einesspgzifischen Vorwarts- und
Ruckwarts-Primers und einefagPolymerase durch eine Standard-PCR erreicht. Beide
Schritte zusammengefasst werden auch als RT-PCétcheet.

Fur die reverse Transkription wurde zuerst folgerRIA/Primer-Mix zusammen pipettiert:

Volumen Reagenzien

X Hg (1-5p9) RNA

1ul 10 mM dNTPs

1l Oligo(dT) Primer od. GSP (genspez. Primer)
X pl DMPC-HO

10 pl Endvolumen

Tabelle 9: Reaktionsansatz 1 fir die RT-PCR.

Zunachst wurde der obige Mix 5 min bei 65 °C denattund umgehend auf Eis abgekihilt.
Wahrenddessen wurde ein Reaktionsansatz aus fa@gdfmmponenten vorbereitet:

Volumen Reagenzien

4 ul 5 x First Strand Puffer

1l SuperScript Il RT (200 U/ul)

1ul 0,1 MDTT

1l RNase OUT (RNase Inhibitor; 40 U/ul)

Tabelle 10:Reaktionsansatz 2 fir die RT-PCR.

Zu je einem abgekuhlten RNA/Primer-Mix wurden 7dgk Reaktionsansatzes hinzugegeben
und 30 bis 60 min bei 50 °C inkubiert. AnschlieRendrde dann die Reaktion durch
Hitzeinaktivierung des Enzyms (15 min, 70 °C) bestnchd die RNA durch Zugabe von 1 pl
RNase H enzymatisch abgebaut (20 min, 37° C).

Zur Amplifikation eines bestimmten Transkriptes dissem Gemisch an Total-cDNA wurde

eine Standard-PCR (s. 4.2.1) unter Einsatz gerfsg®@r Primer durchgefiuhrt (4.1).

4.4 Rapid amplification of cDNA Ends: RACE PCR

Die Amplifizierung von cDNA-Enden (RACE =rapid amplification of cDNA endg
ermoglicht die Vervollstandigung, Identifizierungndi Charakterisierung unbekannter
Nukleinsduresequenzen am 5'- oder 3'-Ende eines Geit sind Gene einer cDNA-Bank auf

Grund ihrer Herstellungsmethode vor allem am 5'€ndvollstandig. Umschreibung durch
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die reverse Transkriptase ist von der Integritat d&NA abhangig. Fehlt die schitzende
Cap-Struktur am 5’-Ende, erfolgt ein rascher Abbad die mMRNAs werden nicht vollstéandig
zu cDNAs konvertiert. Um dieses Problem zu behebedient man sich bei einer RACE der
mMRNA, bzw. der mit Hilfe des ,GeneRa¥tKits* hergestellten cDNA (s. 4.3) als Matrize.
Die Vervollstandigung der 5-Enden wurde mit denb'-RACE System for Rapid
Amplification of cDNA Ends'taut Herstellerprotokoll durchgefuhrt. Um die 5 d&n eines
bestimmten Gens zu erhalten, wird die cDNA mit eineversen, genspezifischen Primer
und dem GeneRacer™-Brimer (homolog zum GeneRacer™ RNA-Oligo) ampkfiz So
wird sichergestellt, dass nur mRNA, die das GeneR¥8cRNA-Oligo anligiert hat und
komplett umgekehrt transkribiert wurde, durch PQRp#fiziert wird. Um 3’-Enden zu
erhalten, wurde die ,first-strand* cDNA hingegent minem genspezifischen Vorwartsprimer
und dem GeneRacer™-Brimer (homolog zum GeneRacer™ Oligo dT Primerpldimiert,
wobei nur mRNA, welche die PolyA-Sequenz an ihrérki®de hatte und entgegengesetzt
transkribiert wurde, in der PCR vervielfaltigt wirDas resultierende PCR-Produkt wurde auf

einem Agarosegel (s. 4.5) aufgetrennt.

4.5 Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Gelelektrophorese kdnnen Nukleins@unend Proteine ihrer Grof3e nach
aufgetrennt und durch Farbung nachgewiesen werdBas Trennprinzip der
Gelelektrophorese beruht dabei auf der untersabiedchnellen Bewegung von Molekilen
durch ein Gel (z.B. aus Agarose oder Polyacrylapad)das Spannung angelegt wird. Diese
Differenzen entstehen aufgrund der unterschiediiddettoladung, Gro3e und Struktur der
einzelnen Molekile. Dartber hinaus beeinflussenetb&trische Feldstarke, die Porengrol3e
der Gelmatrix sowie der verwendete Puffer die etgtioretische Mobilitat.

Agarosegele sind relativ grof3porig (ca. 150 nm hébigen Gelen) und werden zur
Auftrennung, GréfRenbestimmung und Aufreinigung @A, RNA und hochmolekularen
Proteinen verwendet (Sambroekal, 1989). Die Konzentration des Agarosegels wird der
GroRRe der aufzutrennenden Fragmente angepassti Wober konzentrierte Agarosegele
kleinere Fragmente besser aufzutrennen vermégemiedrig konzentrierte. Die Agarose ist
ein hochreines Polysaccharid aus Algen, das alk®glyisch verbundener D-Galaktose und
3,6-Anhydrogalaktose besteht. Die Bestandteile Glele, wie Agarose und Polyacrylamid,
bilden ein engmaschiges Netzwerk, welches dieemngnden Molekiile bei ihrer Wanderung

im elektrischen Feld behindert. Kurze bzw. kleineldkile bewegen sich dabei schneller
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durch das Gel als langere bzw. grél3ere MolekildeDst die Wanderungsgeschwindigkeit
der eingesetzten Fragmente reziprok proportionah zekadischenLogarithmus ihres

Molekulargewichtes (Hellinget al, 1974; McDonell und Studier, 1977). Aufgrund der
negativ geladenen Phosphatgruppen im DesoxyribbesgPat-Rickgrad der DNA/RNA
erfolgt die Wanderung in der Gelmatrix von der Kath zur Anode. Ein Langenstandard
(-Marker®) mit verschiedenen Fragmenten bekanntgif¥@n, der separat mitlauft, dient bei

Gelelektrophoresen zur Gréf3enbestimmung der eieadtragmente.

4.5.1Herstellung der Gele

4.5.1.1Analytische und praparative DNA-Agarosegele

Abhangig von der Grol3e der zu separierenden DNAekide wurde eine entsprechende
Agarosekonzentration gewahlt. Meist wurden 1%igdeGeergestellt, die sich zu einer
Trennung von Fragmenten zwischen 500 und 10.008idppen. Fur diese Gele wurde die
gewlnschte Menge Agarose in TBE-Puffer zum Kocheloracht, nach Abklhlung in eine
Form ausgegossen (10 cn7,2 cm) und ein Kamm zum Formen der Taschen eitgjese
Nach Erkalten des Gels wurde es in eine mit TBELalsfpuffer gefillte Kammer gelegt.
Dann wurden die mit 6 x Probenpuffer im Verhalthi§ gemischten DNA-Proben und der
Langenstandard in die Geltaschen pipettiert. Anhaled Bromphenolblau-Front des
Ladepuffers (entspricht der Grél3e eines Nukleireféagmentes mit 500 bp) wurde die
Migration der DNA im Gel verfolgt. Bei einer anggten Spannung von 5-10 V/ém
Gelflache wurde die Elektrophorese gestoppt, sob&dBromphenolblaufront etwa zwel
Drittel des Gels passiert hatte.

FUr analytische Gele zur Extraktion von DNA-Bandamrden breitere Taschen und dickere

Gele verwendet, um mehr Probenvolumen auftrageé@anen.

Zusammensetzung der verwendeten Puffer:

TBE-Laufpuffer: 6 x Probenpuffer:

- 90 mM Tris-HCI, pH 8,3 - 0,25 % Bromphenolblau (w/v)
- 90 mM Borséaure - 40 % Saccharose (w/v)

-2 mM EDTA

Tabelle 11:Zusammensetzung der fiir die Gelelektrophorese veteten Puffer.

4.5.2 Analytische RNA-Agarosegele
Zur Uberprufung einer RNA-Praparation und zur Siepang von RNA-Molekilen fur

einenNorthern Blot wurden RNA-Agarosegele verwendé&rinzipiell erfolgte die
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Auftrennung der RNA wie die der DNA, allerdings mmés einige wichtige Unterschiede
beachtet werden. Die 1%igen Gele enthielten Foremgid, welches durch Denaturierung und
Entfernung von Sekundarstrukturen eine Auftrennemgelstrangiger RNA ermdéglichte
(LEHRACH et al, 1977). Des Weiteren mussen ElektrophoresekaranteKamm grindlich
mit Isopropanol oder RNase Out gereinigt werden,signvon RNasen zu befreien. Die Gele
selbst bestanden aus 1,4 g Agarose welche in I mIMOPS und 118,5 ml DMPC-Wasser
aufgekocht wurde. Nach Abkuhlen auf 50 °C wurde nidl5deionisiertes Formaldehyd
zugegeben, gemischt und in die Gelform ausgegodSanRNA empfindlich auf pH-
Anderungen reagiert, wurde als Laufpuffer 1 x MOgSvahlt, welches den pH-Wert im
neutralen Bereich hielt. Da alle Proben sowie ddAR.angenstandard vor Auftragen auf das
Gel denaturiert werden mussen, wurden 3-5 pg demalysierenden RNA bzw. 100 ng des
Markers im Verhaltnis 1:4 mit denaturierendem Prghg#fer versetzt, 15 min auf 65° C
erhitzt, auf Eis abgekiihlt und auf das Gel aufggetna Die Elektrophorese wurde bei 3 Vfcm
Gelflache durchgefuhrt.

Eingesetzte Pufferldsungen:

Probenpuffer 10 x MOPS Puffer

- 45,5 % (v/v) deionisiertes Formamid - 0,2 M N-Morpholinopropansulfonsaure
- 15 % (v/v) deionisiertes Formaldehyd | - 0,05 M Natriumacetat, pH 7,0

- 10 % (v/v)10 x MOPS - 0,01 M EDTA in DEPC-H20

- 10 % (v/v) Glycerol
- 0,1 % (w/v)Bromphenolblau

Tabelle 12:Zusammensetzung der bei einem RNA-Gel verwendetéarPu

4.5.3Sequenzier-Gel

Nach ausfuhrlicher Reinigung der Sequenzierpladéncm) mitAqua destund Isopropanol
wurden diese fur das GielRen des Sequenzier-Gelenadtet. Dazu gehorten das Einfligen
von 0,25 cm dicken Abstandshaltern, so genanntase®p, und das Fixieren der Platten mit
entsprechenden Halterungen. In einem Verhéaltnis&rbrwurden das Sequa Gel XR (enthéalt
Harnstoff, Acrylamid und Acrylamid-Derivate) und sd&equa Gel Complete (Puffer aus
5 x TBE und Katalysatoren) miteinander gemischt siedil filtriert. Nach Zugabe von 175 pl
10 %igem APS, welches die Polymerisationsreaktiamtet, wurde das Gel gegossen. Ein
eingefugter Vorkamm, der Platz fur den spater bgteit taschenformenden Kamm
gewahrleistet, wurde anschlielBend mit einer enthgreden Vorrichtung fixiert. Das Gel
polymerisiert innerhalb von 1,5 bis 2 h und wundach einer erneuten, grindlichen

Reinigung mitAqua dest.und Isopropanol in die SequenzierungsapparatuCdri Global
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Edition IR® Long readir 4200) eingesetzt. Der Vorkamm wurdetfeent und die
Pufferkammern nach Sauberung der Tasche mit 1x TBK TBE + entionisiertef\qua

dest) gefullt. Anschlie3en konnte es fur die Sequeanzig verwendet werden.

4.5.4Detektion der Nukleinsauren im Gel

4.5.4.1DNA-Detektion durch Farbung mit Ethidiumbromid

In Agarosegelen aufgetrennte DNA-Fragmente konneih aem Fluoreszenzfarbstoff
Ethidiumbromid (2,7-Diamino-10-ethyl-9-phenylphettairdiniumbromid, s. Abb.6) sichtbar
gemacht werden. Dieser Farbstoff diffundiert in dasl und lagert sich als Interkalator
zwischen einzelne Basenpaare eines doppelstranBiydaMolekiils an. Durch Bestrahlung
mit einer Wellenlange von 254 bis 300 nm erfolgteeiLichtemission durch den DNA-
Ethidiumbromidkomplex im sichtbaren Bereich bei 580 (Crawford und Waring, 1967).
Mit dieser Methode kdnnen selbst DNA-Mengen von igenals 10 ng sichtbar gemacht

werden.

Abbildung 6: Strukturformel von EtBr.

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gelgh Dicke zwischen 2 und 20 min. in
eine Ethidiumbromidlésung (2 mg/l in 1 x TBE) gdlagnd anschlieRend mit Hilfe eines
Geldokumentationssystems betrachtet. Fir die Dohktatien wurde das digitale Gel-
Dokumentationssystem GelDoc 2k System PC /CCIRW@eIBIO-RAD (Hercules, USA),

bestehend aus Transilluminator, Videokamera, Sta@omputer und Thermoprinter,

eingesetzt.

4.5.4.2RNA-Detektion durch Toluidinblau

Der Nachweis ribosomaler RNA-Banden im Anschluss eime elektrophoretische
Auftrennung in Agarosegelen gibt einen Hinweis digf Unversehrtheit der RNA nach ihrer
Préaparation. Dazu wurden die Gele nach der Elektugse (s. 4.5)ir 5 bis 10 min in eine

Toluidinblaulésung Uberfuhrt, welche das gesamté f@&bt. Die anschlieRende Entfarbung
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des Gels uber Nacht in DMPC-Wasser erlaubte diekienh der blau gefarbten ribosomalen

RNA-Banden am folgenden Tag.

Zusammensetzung der verwendeten Toluidinblaulésung:

- 1% Toluidinblau (w/v) in DMPC-Wasser
- 40% Methanol (v/v)

Tabelle 13:Zusammensetzung der Toluidinblau Farbelésung.

4.6 DNA Extraktion und Aufreinigung

Das Prinzip der Aufreinigungssysteme beruht aufBladung der DNA an eine Glasfaser-
Matrix, der Entfernung unerwiinschter Bestandtede FICR-Ansatze durch mehrere Wasch-
und Zentrifugationsschritte und der anschlieRendlieidsung der DNA von der Matrix mit

Hilfe eines Elutionspuffers.

4.6.1Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

DNA-Fragmente, die durch eine praparative Agardségdrophorese aufgetrennt wurden,
konnen aus der Gelmatrix isoliert und fir verscarezl weitere Anwendungen eingesetzt
werden (z. B. Subklonierung). Dazu wurde gdggh Pure PCR Product Purification Kit*
der Fa. Roche verwendet, welches alle notwendiggfePund Materialien enthielt. Dieses
Aufreinigungssystem nutzt die Eigenschaft von Nimdauren, sich in hoher Konzentration
von chaotropen Salzen an die Oberflache einerdditikmbran zu binden (Vogelstein und
Gilespie, 1979). Ein Fehlen dieser Salze verhindefgrund der Hydrathille der DNA eine
Interaktion mit der Matrix-Oberflache. Das Entfemnen kontaminierenden Substanzen, wie
Salzen, Proteinen und anderen zellularen Bestdewltsiowie DNA-Fragmenten <100 bp
(z.B. Primerdimere) erfolgt bei diesen Systemencldumehrmaliges Waschen. Mit einer
niedrig konzentrierten Salzlésung kann die DNA atieBend von der Matrix eluiert und fur
weitere Untersuchungen verwendet werden.

Nach kurzem Anfarben in Ethidiumbromid wird die gewchte DNA-Bande mit einem
sterilen Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten, wadbeauf zu achten ist, dass die UV-
Intensitat wahrend des Herausschneidens der Bamdghichst gering gehalten wird, um
eventuelle Schadigungen der DNA (Thymindimere) eimeiden.

Nach Zugabe des Bindepuffers NT1 (300 ul/100 mg @®é&te eine Inkubation bei 56 °C fir

ca. 10 min. Dabei I6sten sich unter regelmafigemexen die Wasserstoffbrickenbindungen
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zwischen den Zuckern des Polymers und das DNA-Feagiefindet sich anschlie3end in
Losung. Daraufhin wurde die Mischung auf eine &ilikleece-Saule gegeben, wobei das
DNA-Fragment im Anschluss an eine Zentrifugationm(ih, 6000 xg, 4 °C) an der Fleece-
Matrix gebunden ist. Der Durchfluss wurde verworterd die Saule zweimal mit je 700 pl
NT3 gewaschen. Ein weiterer Zentrifugationsschmitt maximaler Geschwindigkeit sicherte
die quantitative Entfernung des ethanolhaltigenfd?sif AnschlieRend wurde die DNA mit
50 ul NE (5mM Tris-HCL, pH 8,5) durch einminitig@entrifugation bei maximaler
Geschwindigkeit eluiert und bis zur weiteren Verdemng bei -20 °C gelagert.

4.6.2 Aufreinigung von PCR-Produkten

Um Kontaminationen bei DNA-Fragmenten durch unvawichte dNTPs und Primer nach
einer PCR auszuschlie3en, ist eine Aufreinigung WA beim molekularbiologischen
Arbeiten unerlasslich. Die Aufreinigung der PCR-dRrkte erfolgte entweder mit derkligh
Pure PCR Product Purification Kit*(ROCHE) oder dem NucleoSpin® Extract Kit

(Macherey Nagel) analog zu der Aufreinigung naalidgen aus einem Gel (s. 4.6.1).

4.6.3Aufreinigung von Plasmid-DNA

Die Plasmidpraparation dient der Isolierung vorsRlalen aus ihren Wirtszellen. Bei den zu
isolierenden Plasmiden handelt es sich gewdhnlioh Wektoren, die im Zuge einer
Transformation in die Bakterienzelle eingefihrt uimer Nacht in Flissigmedium vermehrt
wurden. Ca. 2 bis 4 ml dieser Ubernacht-Kultur vemradur Isolierung der Plasmid-DNA aus
den Bakterien verwendet. Es wurde dafur ddsY,ield® Plasmid Mini Kit (SLG) und das
»High Pure Plasmid Isolation Kit(ROCHE) eingesetzt, welche fur eine Aufreinigung von
bis zu 20ug DNA Uber Saulenchromatographie aus der Bakteuni&mnk verwendet werden
kénnen und die Plasmidisolierung wurde nach Hdesteigaben durchgefihrt.

Die Methode beruht auf zeitlich begrenzter, allchies Lyse der Bakterienzellen, bei der die
Plasmid-DNA aus dem Bakterium freigesetzt wird. &ii®lRend entfernt die zugegebene
RNase die gesamte RNA, Proteine werden durch ahawdr Salze denaturiert und die
Plasmid-DNA an eine Glasfasermatrix gebunden. Einlgaschschritte und Zentrifugation
entfernen Zellbestandteile und ,Nicht-DNA-Molekilahd die so gereinigte Plasmid-DNA
kann durch einen speziellen Puffer eluiert und lalns8end weiterverwendet werden. Alle

bendtigten Materialien und Puffer sind BestandtedeKits.
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4.6.4Mini-Plasmidpraparation

Die Bakterien wurden aus 2 bis 4 ml Suspension lduentrifugation pelletiert (1 min,
1.500 x g, RT) und anschlieBend in 200 bis gbBNase-haltigem Puffer resuspendiert. Die
Zugabe von 200 bis 250 Lysepuffer und eine folgende 2 bis 5 -mindtigkubation bei RT
fuhrte durch das im Puffer enthaltene NaOH/SDS ingreProteindenaturierung und zum
Aufbrechen der Zellmembranen. Durch die Zugabe 3@l Neutralisationspuffer und der
darauf folgenden Inkubation (1 bis 5 min, RT odé&C} wurde das Lysat neutralisiert und
eine hohe Salzkonzentration eingestellt, welchéesplie Voraussetzung fur das Binden der
DNA an die Silikagelmembran der Saulen war (Birmbbaind Doly, 1979). Mit Hilfe einer
anschlielBenden Zentrifugation (3 bis 10 min, 12000 RT) lieBen sich die Zelltrdimmer
abtrennen, woraufhin der klare Uberstand auf diéleSgegeben werden konnte. Nach einer
Zentrifugation (1 min, 12.000 x g, RT) wurde der rEhfluss verworfen, die Saule zum
Entfernen storender Salze in zwei Waschschritteard@0 bis 70Qul ethanolhaltigem Puffer
gewaschen und zweimal bei maximaler Geschwindigkaiizentrifugiert, um den
Waschpuffer quantitativ zu entfernen. Die an dietiMagebundene und gereinigte DNA

wurde dann mit 5@I Elutionspuffer eluiert.

4.6.5Bestimmung der Konzentration von Nukleinséduren

Die Konzentrationsmessung von Nukleinsauren basieft der Tatsache, dass diese ein
Absorptionsmaximum bei einer Wellenlange von 260 rbasitzen. So kann nach
entsprechender Verdinnung der Nukleinsaurel6sunignd@bsorption ermittelt und die

Konzentration von DNA bzw. RNA in der Losung nacluséibelet al (1987) errechnet

werden.

Konzentration doppelstrangiger DNAg/mI): 501 ODzeo

Konzentration einzelstrangiger DNAd/mI): 37 10ODz60

Konzentration einzelstrangiger RNAg/ml): 40110Dzs0

Diese Konzentrationsmessungen wurden unter anderaam einer Mini- oder Midi-

Praparation von Plasmid-DNA sowie nach Isolation RNA durchgefihrt (s. 4.6nd 4.8).

4.7 Inkubationsversuche

Die im Rahmen dieser Promotion durchgefiuihrten lakiobbsversuche dienten dazu, durch

Zugabe von speziellen Reagenzien eine Immunreaktiod Apoptose im Schwamm
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auszulésen, um spéater die Transkriptionsstarke Geme bzw. die Expressionsstarke der
Proteine nachweisen zu kdnnen. Dazu wurden GeweglkestusS. domunculavon jeweils
ca. einem Gramm Gewicht in mit 30 bis 40 ml natimim Seewasser aus den Aquarien
geflllte 50 ml-Falcons gegeben und mit Hilfe eifesnpensystems mit Sauerstoff versorgt.
Ein weiters, welches als Kontrolle diente wurdeklirin fllissigem Stickstoff eingefroren.

Als Inkubationssubstanzen fir die spateren Nortot-Analysen wurden LPS (als coli

055:B5), PAM (PamCys Ser) und Hefe eingesetzt. Die Konzentrationld&S, welches in

Zellwanden Gram-negativer Bakterien zu finden frug wéahrend der Inkubationszeit
10 mg/ml, die des Lipoproteins (PAM) L0ml und die der Hefe 50 mg/ml.

Die Inkubationen wurden durchgefiihrt und nach 48&nd 24 Stunden jeweils Proben
entnommen. Zur Probenentnahme fir eine RNA-Extakitturde das jeweilige Gewebestiick
mit Hilfe einer Pinzette aus dem Falcon entnommed mit dem Skalpell ein Stick
herausgeschnitten, welches sofort in einen 15 ndelRamit Seewasser Uberfuhrt wurde. Das
verbleibende Gewebestiick wurde wieder in den Auggfalton gegeben, die enthommene
Probe mdglichst klein zerschnitten und sofort irsgigem Stickstoff tiefgefroren. Hierbei war
darauf zu achten, dass moglichst schnell gearbeitede, damit die enthaltene RNA nicht
beispielsweise durch RNasen abgebaut wurde. Bi¥emwendung der Proben wurden diese
bei -80 °C gelagert.

Fur eine immunohistologische Farbung wurden die éxmstiicke nicht klein geschnitten,
sondern direkt in 2% Paraformaldehyd Uberfuhrt,riacht inkubiert und anschliel3end
weiter verwendet.

Fur die Versuche zur Expressionsstarke des SD_TMNERProteinsin vivo wurden

Inkubationen mit LPS sowie mit humanem TMEurchgefihrt.

4.8 RNA-Extraktion

4.8.1Praparation der Materialien und Reagenzien

Da RNA im Gegensatz zu DNA empfindlich gegenibem denzymatischen Angriff von
RNA-abbauenden Enzymen, den RNAsen ist, missen afafien ergriffen werden, um die
Integritat der isolierten RNA zu gewahrleisten woinit einer Kontamination der Proben mit
RNAsen vorzubeugen. Aufgrund der ubiquitéren Vatong von RNasen in der Umwelt und
deren hohe Stabilitdt, missen die Materialien uedgenzien, welche fur die Arbeit mit RNA
eingesetzt werden sollen, speziell behandelt baépariert werden. Die Entfernung von

RNasen aus Flissigmedien, welche autoklaviert wekd@nen, erfolgte durch die Zugabe
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von 0,1% Dimethylpyrocarbonat (DMPC) (v/v) odereattativ Diethylpyrocarbonat (DEPC),
anschlieBendes 15 -minutiges Ruhren und einer htlarb Gber Nacht. Die so praparierten
Flissigmedien wurden dann, um das noch vorhandéne@®zu neutralisieren, eine halbe
Stunde autoklaviert. DEPC und DMPC binden kovalmiHistidin- und Tyrosin-Reste von
Proteinen. Die daraus resultierenden Strukturverdmgyen bewirken im Falle von Enzymen
den Verlust der katalytischen Aktivitat (Leonagtal, 1970). Oberflachen wurden zunachst
mit kommerziell erwerblichen RNAse-inaktivierenddrosungen RNAse Away,Roth,
Karlsruhe) behandelt, Glas- und Metallgerate imf#dr3 Stunden bei 180 °C sterilisiert und
vor Gebrauch gut mit Isopropanol gereinigt.

4.8.21solierung von Gesamt-RNA aus Schwammgewebe

Der Vorgang der Isolation von RNA aus Zellen undveleen beinhaltet vier Schritte:

[EEN

. Lyse der Zellen

N

. Inhibierung endogener Nukleasen

w

. Deproteinierung der RNA
4. Separation der RNA von anderen Komponenten des igenisats.

Fir die RNA-Extraktion wurde Gewebe des Schwam®ebkerites domunculaus einem
Inkubationsversuch verwendet (s. 4.7). Da der Gedwal Nukleasen in Gewebe potentiell
hoch ist, wurde hier die RNA-Isolation mit TRIzol@jn monophasiges gebrauchsfertiges
Gemisch zweier proteindenaturierender Agenzien (@lirgthiocyanat und Phenol)
empfohlen. Das Prinzip der Isolation mit TRIzol®riiet auf der single step Methode
(Chomczynski und Sacchi, 1987), bei welcher di¢-Pgde, die RNase-Inaktivierung und die
DNA / Protein-Prazipitation in einem Reaktionsansattfinden. Der letzte Schritt der RNA-
Isolation, die Trennung von anderen Komponenten Hdesiogenisats, erfolgt schlie3lich
mittels Fallung der RNA durch Isopropanol. DiesersAtz bietet den Vorteil, dass die Zeit, in
welcher eine aufschlussbedingte RNA-Degradatiottfisiden kénnte, mal3geblich verkirzt
wird. Die Isolation wurde wie folgt durchgefuhrt:

Das Schwammgewebe wurde mit dem Precellys 24 Sy&eqiab) zerkleinert. Dafur wurde
ca. 1 g Gewebe mit 1 ml TRIzol® in ein Reaktiongdefmit 1,4 mm Keramikklgelchen
uberfiihrt und 3 x 10 sek bei 6.800 upm zerklein®mschlieRend wurde der Uberstand in ein
neues DEPC-Cap uberfuhrt und die weitere RNA-Igmtatwie im TRIzol® Protokoll

beschrieben durchgefiihrt. Die so isolierte RNA veundch Bestimmung der Konzentration
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bei -80 °C gelagert oder direkt fur Northern Blatalysen oder cDNA-Synthese verwendet.

4.9 Synthese von cDNA mit dem GeneRAkKit

Die GeneRacél-Technik basiert auf RNA-Ligase und RACE-vermiteltMethoden und
resultiert in der selektiven Ligation eines RNA-gaihukleotids an die 5’-Enden von mRNA,

welcher zuvor das Cap entfernt wurde (Maruyama Godano, 1994; Schaefer, 1995;
Volloch et al, 1994). Dieses RNA-Oligo liefert eine bekannte d&istelle fir GeneRacer™-
PCR-Primer, nachdem die mRNA in cDNA umgeschriebarde.

Die RNA wird mit intestinaler Kalbsphosphatase (Citlehandelt, um die Phosphatreste am
5-Ende zu entfernen. Dies verhindert, dass besgté&idnRNA und Nicht-mRNA an das
GeneRacer™-RNA-Oligo ligiert wird. CIP hat jedochirken Effekt auf komplette mRNA
mit intaktem Cap. Anschlieend wird die dephosphemte RNA mit Tabakséure-
pyrphosphatase (TAP) inkubiert, um das 5-Cap vemn thtakten mRNA zu entfernen.
Hierbei bleibt ein 5’-Phosphatrest erhalten, um digation mit dem GeneRacer™-RNA-
Oligo zu ermdglichen. Dies erfolgt mit Hilfe ein@d Ligase. Die ligierte mRNA wird mit
dem GeneRacer™-Oligo-dT-Primer und der SuperScripf™RT revers transkribiert um
Lfirst-strand” cDNA mit bekannten Primerbindestellen an den %Rd 3-Enden zu
synthetisieren. Die so erhaltene cDNA kann dani aetaplate fur verschiedene PCRs dienen.

Sie wurde bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert.

4.10Restriktionsverdau

Restriktionsenzyme erkennen spezifische Basenadfolg.B. Palindrome) innerhalb von
DNA-Molekilen und ,zerschneiden® sie an diesen I8l indem sie die

Phosphodiesterbindung zwischen zwei Nukleotidernrdlydieren. Dadurch sind sie fur eine
vielseitige Verwendung geeignet. Beispielsweisetgiht es die gerichtete Klonierung von
PCR-Produkten, die mit solchen Restriktionsscheiten versehen wurden, in Vektoren, die
mit denselben Enzymen geschnitten wurden. Umgekadigt ein Restriktionsverdau von
bereits transformierten Plasmiden, ob eine Ligati@4.11) erfolgreich war. Durch
Verwendung einer Schnittstelle innerhalb der Zgls:nz und innerhalb der MCS des
Vektors, kann gezeigt werden, wie das Gen im Veldoentiert ist. Je nach Vektor
unterscheiden sich sowohl die Restriktionsenzynee alch die Anzahl von mdglichen

Schnittstellen. Fur die im Rahmen dieser Arbeitwesrdeten Vektoren wurden folgende
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Restriktionsansatze verwendet:

Volumen Reagenzien

30ul zu schneidende DNA (ca. 100 ng)
5l 10 x Enzympuffer

2 ul Restriktionsenzym 1

2l Restriktionsenzym 2

11 pl Aqua dest

Tabelle 14 Ansatz fiir den Restriktionsverdau.

Die verwendeten Restriktionsenzyme richteten sielchnden Vektorspezifikationen der
Hersteller und der Nukleotidsequenz der zu klomdem DNA-Fragmente. Der
Restriktionsansatz wurde 60 bis 90 min bei 37 ¥lert, das Enzym fur 15 bis 20 min bei
65 °C inaktiviert und der Ansatz anschliel3end augigéegt (s. 4.6.2).

4.11Ligation linearer DNA

Die Verknupfung eines DNA-Fragments mit einem Vektoleklll bezeichnet man als
Ligation. Die Ligation eines linearen DNA-Fragmenig einem linearisierten Vektor beruht
auf der Bildung neuer Phosphodiesterbindungen hsisalen tberhdngenden Enden beider
Molekule. Hierzu wird die freie OH-Gruppe am 3'-Ender einen DNA-Kette mit einer
Phosphatgruppe am 5’-Ende der anderen verknUp#sddi Vorgang wird durch eine
Topoisomerase oder eine DNA-Ligase unter Verbrawmih ATP katalysiert (Weisst al,
1968). Die fur die Ligation bendtigten Uberhangerdem entweder durch eine DNA-
Polymerase erzeugt (z.B.TagPolymerase mit Adenosin-Uberhang) oder durch
Restriktionsenzyme nachtraglich eingefligt. Eineels®lLigation tberh&ngender Nukleotide
ist wesentlich effizienter als eine Ligation glatEenden. Eine gerichtete Ligation der DNA-
Fragmente ist jedoch nicht moglich.

Bei den verwendeten Vektoren handelt es sich unthsejische Bakterienplasmide, welche
speziell fur die Amplifikation der inserierten Fragnt-DNA generiert wurden. Das
Vektormolekll tragt meist mehrere funktionelle DNs&quenzen, die eine spatere Selektion,
Amplifikation und Exzission des ligierten DNA-Fragmis ermoglichen. Dies sind unter
anderem Antibiotikaresistenzen (z.B. Ampicillinssnz) sowie das Gen der
B-Galaktosidase, welche die spatere Selektion dfmigesich transformierten Zielzellen
ermdoglichten.

®
Bei der in der Arbeit angewendeten TA-Klonierungt dem pGEM-T-Vektorsystem
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(Promega) oder dem TOPO TA-Vektor (Invitrogen) waudds letzter Schritt der PCR an ein
PCR-Produkt am 3"-Ende ein einzelnes Adenosin argghwelches mit dem 5°-Thymidin-
Uberhang des Vektors verbunden werden kann. Fiicigation wurden aquimolare Mengen
der Reaktionspartner eingesetzt, um eine Selbstigdes Vektors bzw. des zu klonierenden

Fragments zu vermeiden.

®
4.11.1Ligation in den pGEM -T-Vektor

Die Ligation des Inserts in den pGI(EFDIVI'-Vektor wurde nach Angaben des Herstellers
(Promega) durchgefihrt. Es wurde der im Kit endradt Ligationspuffer mit dazugehdoriger
Ligase benutzt. In einem Reaktionsansatz wurdgh2x Rapid Ligationspuffer, gl Aqua
dest, 1 bis 2ul PCR-Produkt, 1.l Vektor (50 ng) und Ll Ligase (3 Ujl) miteinander
gemischt. Die Inkubation erfolgte entweder fir 8 Bi Stunden bei RT oder tber Nacht bei
4 °C.

4.11.2Ligation in einen TOPO-Vektor

Die ebenfalls angewendete TOPO TA-Klonierwstgllt die schnellste Methode zur Ligation
eines PCR-Produktes in einen Vektor dar. AnsteifeereLigase wird ein mitVaccinia
Topoisomerase | aktivierter Vektor verwendet. Dmpdisomerase erkennt die Schnittstelle
(C/IT)CCTT, schneidet die DNA und bleibt tGber einePBosphotyrosyl-Bindung kovalent
gebunden. Der Vektor besitzt zwei benachbarte Sshkellen, die die Toposimoerase
blockieren, um eine Selbstligation zu verhinderne OQopoisomerase wird durch die
Verknupfung des freien 3’-Adenosins des PCR-Prazlukit dem Thyminuberhang des
Vektors freigesetzt. In dieser Arbeit wurden sowaér pCRII-TOPO®- als auch der pCRI-
TOPJ® -Vektor verwendet. In jedem Reaktionsansatz wurdgyul PCR-Produkt, 1l

Salzlésung und 0,4l Vektor miteinander gemischt und fir 5 bis 10 Mgmwinkubiert.

4.12 Transformation

Das Einschleusen von DNA-Molekilen, und somit degenetische Veranderung, in dafir
vorgesehene und vorbehandelte Bakterienstimme chesti man als Transformation
(Hanahan, 1983; Cypionka, 199%9).vivo kann dieser Vorgang auch durch Konjugation oder
Infektion geschehen. Die Transformation wird in tlalekularbiologie unter anderem dazu
verwendet, Plasmide in Bakterienzellen einzusclleusdie dort durch Replikation

vervielfaltigt oder exprimiert werden. Bakteriemaivon Natur aus in der Lage, in geringem
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MalRe DNA-Molekille aus der Umgebung aufzunehmen. jddoch die Effizienz der
Transformation zu erhéhen, bedient man sich sorggaakompetenter Zellen, welche durch
physikalische und chemische Behandlung in der lsigeé, Plasmide leichter aufzunehmen.
Die Transformatiomwird durch eine kurzzeitige TemperaturerhbhungZgsthock) oder eine
elektrische Entladung innerhalb des Mediums (Etgddration) ausgelOst, wobei die im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Transformaticanesschliel3lich unter Anwendung der
Hitzeschock-Variante durchgefihrt wurden. Man geawvon aus, dass sich durch den
Hitzeschock oder die Elektroporation Kanale bzwrelRoin der Zellwand bilden, durch
welche die DNA-Molekule in die Zelle eindringen.

Als Nachweis fur eine erfolgreiche Klonierung konmaehrere Parameter dienen. Manche
Vektoren enthalten ein Gen fi-Lactamase was zur Folge hat, dass nur Zellen mit
aufgenommenem Plasmid auf einem Medium mit Ampic{primére Selektion auf die
vektorbasierte Antibiotikaresistenz) wachsen konri&in weiterer Nachweis kann tber die
Blau-Weil3-Selektion erfolgen, wenn der Vektor HasZ-Gen enthalt.

4.12.1Transformation von NovaBlue Singles ™ Competent CH (E. coli)

FiUr eine Reaktion wurden 2& ,,NovaBlue Singlég-Zellen (Novagen) von -80 °C auf Eis
transferiert und dort 5 Minuten aufgetaut. Danaahrden 1 bis 2 ng aufgereinigtes Plasmid
dazugegeben und mit der Pipettenspitze durch samténren dispergiert. Dieser Ansatz
wurde erneut 5 Minuten auf Eis belassen und damadbr Hitzeschockreaktion 30 Sekunden
auf 42 °C erwarmt, um dann zuletzt 2 Minuten agf\iEieder abgekthlt zu werden. Nach der
Zugabe von 125l SOC-Medium wurden die Ansatze 45 Minuten bei G7uhd 250 bis
500 rpm auf einem Laborschiittler inkubiert. AbseRénd wurden zwischen 50 und 100
des Transformationsansatzes auf Selektionsplatbsplattiert und tGber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Meist wurde der Bakterienstock getedg dass zwei Reaktionen durchgefiihrt
werden konnten. Dabei halbierten sich jeweils digesetzte Menge des Plasmids sowie die
des SOC-Mediums.

4.12.2Transformation von One Shof TOP10 Chemically Competent CellsE. coli)

Fur eine Transformation wurden §D,One Shdt TOP10-Zellen von -80 °C auf Eis
tberfuhrt und dort aufgetaut. Danach wurden 2 rfgeaminigtes Plasmid dazugegeben und
mit der Pipettenspitze durch sanftes Rihren digperddieser Ansatz wurde fir 30 Minuten
auf Eis inkubiert und danach in der Hitzeschockiieak30 Sekunden auf 42 °C erwarmt, um

dann zuletzt auf Eis wieder abgekiihlt zu werderchNder Zugabe von 250 SOC-Medium
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wurden die Ansatze 60 Minuten bei 37 °C und 225 guheinem Laborschuttler inkubiert.
Abschlie3end wurden ca. pDdes Transformationsansatzes auf Selektionsplatisplattiert
und tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

4.12.3Transformation von BL21 (DE3) Singles™ Competent CellsH. coli)

Fur die Transformation wurden 2bZellen aus -80 °C auf Eis aufgetaut, 2 ng aufipegtes
Plasmid zugegeben und durch vorsichtiges RuUhren dait Pipettenspitze dispergiert.
Anschlie3end wurde der Ansatz fur 10 Minuten awf iBkubiert, danach fur den bendtigten
Hitzeschock 30 Sekunden auf 42 °C erwéarmt und safdrEis abgekihlt. Nach der Zugabe
von 125ul SOC-Medium wurden die Anséatze 60 Minuten bei G74uhd 250 rpm auf einem
Laborschuttler inkubiert. Abschlieend wurden u00des Transformationsansatzes auf

Agarplatten ausplattiert und Gber Nacht bei 37rfuibiert.

4.12.4Blau-Weil3-Selektion rekombinanter Klone

Da nur ein geringer Anteil der Bakterien durch Bremd-DNA transformiert wird, ist es
notwendig, die transformierten von den ubrigen efelinterscheiden zu kdénnen. Dies wird
durch die Blau-Weil3-Selektion gewahrleistet. Sisidra auf einem Vorgang, welcher als
a-Komplementation bezeichnet wird. Die hier verwdaedeVektoren (mit Ausnahme der
Expressionsvektoren) enthalten in ihremultiple cloning sité  zuséatzlich zu den
Antibiotikaresistenzgenen auch ddsac—ZGen, welches fiur ein Fragment deg¥-
Galaktosidase codiert. Dieses Enzym katalysiert Alebau von Laktose zu Galaktose und
Glukose (Ullmann etal, 1967). Durch die Ligation von Fremd-DNA mit einem
entsprechenden Vektor wird die Genstruktur diesesy/is zerstort und es kommt nicht mehr
zu einer Bildung reaktionsfahig@Galaktosidase. Wurde in die MCS jedoch kein DNA-
Molekul eingefligt, es handelt sich also um denemiVektor, kann die funktionalg-
Galaktosidase Uber dieKomplementation rekonstruiert werden.

Bei Verwendung von Selektionsagarplatten, die daktdseanalogon X-Gal (5-Brom-4-
Chlor-3-indoylf$-D-galactopyranosid) und IPTG (Isopropylthiogalaktt) als Induktor des
Enzyms enthalten, zeichnen sich Kolonien, welche \dektor ohne Insert beinhalten, durch
eine blaue Farbung aus. X-Gal wurde hier durchfdigtionale f-Galactosidase zu dem
blauen Farbstoff 5,5 -Dibrom-4,4’-dichlor-indigo gesetzt. Kolonien, welche Uber ein Insert
verfliigen, bleiben demnach weil3. Diese weil3en Kelokibnnen nun in antibiotikahaltigem
LB-Medium vervielfacht und mittels einer Checkin@R (siehe 4.2.3) auf ihre Lange

getestet und weiterverwendet werden.
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4.12.4.1Zusammensetzung der Selektionsplatten (LB-Amp-IPXFGal)
LB-Agar (1,5% w/v) wurde autoklaviert und im Wadsad auf 50 °C abgekihlt. Danach

werden pro Platte unter Rihren folgende Komponentgefligt:

LB/Amp/IPTG/X-Gal-Platten (pro Platte):
-20ml LB

- 1,5% Agar (w/v)

- 0,01% Ampicillin (w/v)

-0,5mM IPTG

- 0,02% X-Gal (v/v)

Tabelle 15 Zusammensetzung der LB-AIX-Platten.

Nach dem Ausgiel3en in Petrischalen wurden diedPl&80 Minuten zum Auskihlen stehen

gelassen und anschliel3end gut verpackt bei 4 “@yegs!

X-Gal-Stammlédsung: - 50% X-Gal (w/v) in N, N'-Dinmgtformamid

4.12.5Bakterien—Flussigkulturen

Im Gegensatz zu festen Nahrmedien (Agar-Platter)¢cive zumeist der Isolation einzelner
Klone dienen, werden Flussigkulturen fir die quatite Vermehrung, vornehmlich eines
einzelnen Klons bzw. dem in ihm enthaltenen Plasiredvendet. Die Flissigkulturen kamen
z.B. nach einer Checking-PCR zum Einsatz. Ergdbdacaus ein positives Transformations-
ergebnis, wurde eine Flussigkultur aus 3 ml amimeiloder carbenicilinhaltigem LB-
Medium mit 1,5 ul der entsprechenden Bakterienkel@amgesetzt und tber Nacht bei 37 °C
schittelnd inkubiert, um die selektive Vermehrureg Bakterien zu ermdglichen. Enthaltene

Plasmide wurden aufgereinigt (s. 4.6.3) und uwan Sequenzieren weiter verwendet.

4.12.6Kryokonservierung

Das Einfrieren von Bakterienstocks in einem glytiatiigen Puffer ermdglicht eine
Langzeit-Lagerung der Bakterien bei -80 °C. Derddlplanteil schitzt die Zellen dabei vor
einer eventuellen Schadigung. Zwecks Kryokonseuvigr wurde die jeweilige

Bakteriensuspension mit 15%igem sterilfiltriertemfBermedium (v/v) versetzt und auf

Trockeneis schockgefroren.

Zusammensetzung des verwendeten Einfriermediums:
- 25 mM Tris-HCI, pH 8,0

- 100 mM MgSQ

- 65% Glycerol (v/v)
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4.13DNA-Sequenzierung nach Sanger

Mit Hilfe der DNA-Sequenzierung lasst sich die Rmifolge der Nukleotide in einem DNA-
Fragment ermitteln. Das hier beschriebene VerfaderDNA-Sequenzierung beruht auf der
enzymatischen Kettenabbruchmethode nach Sangegdfainal. 1977). Hierbei bindet ein
Primer komplementar an einen DNA-Strang und diefg# Ausgangspunkt fir die
enzymatische Neusynthese des Komplementarstrangseds-unktionsprinzip dieser Methode
ist der statistische Einbau von 2’, BidesoxyribonukleotidenddNTPs), so genannten
Kettenterminatoren, in ein wachsendes DNA Molekéhvend dernReplikation. Dies hat zur
Folge, dass die Polymerisation an der Stelle debdtis zum Erliegen kommt, da die DNA-
Kette nach der Anlagerung eines Didesoxynukleotighibsphats aufgrund der fehlenden
Hydroxylgruppe in der 3'-Position des Zuckerantritsht verlangert werden kann. Knupfung
der nachsten Phosphodiesterbindung ist nicht mogiic es entstehen unterschiedlich lange
DNA-Molekile, welche jeweils ein identisches ddNawihrem 3’ Ende tragen. Die ddNTPs
sind in vier parallelen Reaktionsansatzen neben,demmalen” dNTPs, einer DNA-Matrize
und einer Polymerase vorhanden. Ihre Konzentrasibdabei so gewahlt, dass auch langere
DNA-Molekule synthetisiert werden kénnen. Die sytibierten DNA-Doppelstrange werden
dann durch Hitzedenaturierung getrennt und die Di8hfolgend nebeneinander Uber eine
Polyacrylamid—Gelelektrophoresmufgetrennt. So lasst sich die Sequenz der verwemde
DNA-Matrize von unten nach oben aus dem BandenmuastiesenUm die Detektion der
Banden in dem Gel zu ermdglichen bedarf es einerkiglaing der replizierten DNA-
Fragmente. Hierflr stehen zwei Mdglichkeiten, dielioaktive und die nicht-radioaktive
Markierung, zur Verfigung. Die im Rahmen dieser niston durchgefihrten
Sequenzierungen erfolgten ausschliel3lich durch Anweg der nicht-radioaktiven Variante,
wobei sich die Markierung mit InfrarotfarbstoffetRD-qo oder IRQo) am 5-Ende der
verwendeten Primer befand. Da hier nur ein Prinoen Einsatz kam, wurde die DNA nicht
exponentiell sondern linear amplifiziert. In derilifolge ACGT wurden die Ansatze auf
das Sequenziergel aufgetragen und die untersativedliaufweite der Banden ergab ein
charakteristisches Leitermuster, welches durch i®ass eines Lasers sichtbar gemacht
wurde. Die Emission des Lichtes wurde anschlie(skstektiert und gespeichert.

4.13.1Sequenzierreaktion
Die Sequenzierreaktion ist, technisch betrachtiee @bwandlung der PCR, wobei keine

exponentielle, sondern eine lineare Amplifikatioorliegt. Bedingt wird dies durch die
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Anwesenheit nur eines Primers, so dass bei jedermlif\vationszyklus nur die anfangliche
DNA-Matrize repliziert werden kann. Fir die Synthegurde der ,Thermo Sequenase Kit*
mit fluoreszenzmarkiertem 7-deaza-dGTP verwendst.whkrden 1,5 g DNA eingesetzt
(s. 4.6.5). Bei hoheren Konzentrationen wurdenRii@ben vorher miAqua destverdinnt.
Nach dem Vorlegen von jeweils 1,5 ul des Termimetioixes (ddATP, ddCTP, ddGTP,
ddTTP) in die vier getrennten PCR-Reaktionsgefd® (11), wurde zu jeder verdinnten
DNA 0,9 bis 1,3ul des Sequenzier-Primers (10 pmei)gegeben, gevortext und
anzentrifugiert. AnschlieRend wurden je 4,5 ul dersatze (gesamt = 18,75 pul) in jedes
Reaktionsgefal3 mit dem Terminationsmix pipettigvie bei der unter 4.2.1 beschriebenen
Standard-PCR-Reaktion durchliefen die Sequenzibgirdolgende Schritte, wobei in diesem

Fall einzelstrangige, primermarkierte Produkte tstieiedlicher Lange erzeugt wurden:

3 min bei 95 °C Initiale Denaturierung
35 Zyklen:
1. 30 sec bei 95 °C| Denaturierung der DNA
2. 20 sec bei 55 °C| Annealing
3. 45 sec bei 70 °C| Elongation

Tabelle 16 Bedingungen fir die Sequenzier-PCR.

Die Sequenzierungs-PAGE kann ausschlie3lich untenatdirierenden Bedingungen
durchgefuhrt werden, da nur bei einzelstrangigerkl®insduremolekulen, welche keine
Tertiarstrukturen aufweisen, eine direkte Korreatizwischen der Kettenlange und der
Wanderungsgeschwindigkeit innerhalb des Gels gegelheDeswegen muss nach Abschluss
der Sequenzierreaktion die noch doppelstrangige DINA Minuten bei 95 °C denaturiert,
sofort auf Eis heruntergekihlt und die Reaktion jmiB pl Denaturierungs-Ladepuffer pro

Reaktionsgefald gestoppt werden.

Zusammensetzung des Stoppuffers:

100% Formamid (v/v)
0,1% Bromphenolblau (w/v)

Tabelle 17 Zusammensetzung der Stoppuffers.
Die Proben kdnnen anschliel3end auf dem polymemsieSequenziergel aufgetragen oder bei

-20 C aufbewahrt werden

4.13.2Sequenziergel

Das Sequenziergel wurde wie unter 4.5.3 beschrielmmgestellt und in die
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Sequenzierungsapparatur eingesetzt. Das Aquildriedes Gels erfolgte im Pre-Run
(Vorlauf), dem das Auftragen der Proben (je 1,3ipl)}die Geltaschen folgte. Nach dem
Einfullen der Proben in die Taschen wurde der lded Gels gestartet. Die Daten wurden in
Echtzeit von dem Netwinder-Kontrollrechner aufgeheet und spater zum Zwecke der
Auswertung auf einen PC ubertragen. Sowohl Prelsiraach der eigentliche Run wurden
unter den folgenden Bedingungen durchgefuhrt:

Parameter Hohe
Voltage 1500 V
Current 40 mA
Power 50w

Tabelle 18 Sequenziereinstellungen.

4.13.3Sequenz-Auswertung

Die aus den Sequenzierungen hervorgegangenen Zequemurden auf dem Windows
2000-PC-System mit der Software e-Seq® V 2.0 odi(I3-Cor Biosciences GmbH, BRD)
gemal der Herstellerbeschreibung bearbeitet. Van 8equenzerfassungsalgorithmus als
mehrdeutig eingestufte Signale wurden, sofern siendch eindeutig waren, durch manuelle

Korrekturen beseitigt und die Sequenz zur weiténealyse abgespeichert.

4.14ProQuest™ Two Hybrid System

Das ,ProQuest™ Two Hybrid Systérinvitrogen) liefert eine Methode zur Identifizierung
von Proteininteraktionen und den daran beteiligferoteinen in vivo in der Hefe
Saccharomyces cerevisigpurfeeet al, 1993; Fields und Song, 1989; Vojtekal, 1993).
Wahrend dieser Arbeit wurde ein so genanntéoryard-Two-Hybrid Library Screén
durchgefuhrt, bei dem einBuberites domuncwBibliothek auf Proteine untersucht wurde,
die mit dem bekannten Ausgangsprotein interagidbaei nutzt dasTwo Hybrid Systetn
die Tatsache, dass Transkriptionsfaktoren zwei Dmngnthalten, eine DNA-Bindedomane
(DBD) und eine Aktivationsdoméne (AD), welche zusaemkommen muissen, um eine

Expression zu gewahrleisten.

Fur den Test werden zwei unterschiedliche Hybritgpne konstruiert, wobei X und Y den zu
testenden Proteinen entsprechen:

1. DBD/Protein-X-Fusionsprotein, aucbait* (Opfer) genannt,

2. AD/Protein-Y-Fusionsprotein, aucprey’ (Rauber, Raubtier) genannt.
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Bait (Opfer) Prey (Rauber)

Protein X Protein Y

Abbildung 7: Bait und Prey, die beiden Hybridproteine die eine
Identifizierung von Protein-Protein Interaktioneméglichen.

Als Vektoren wurden folgende zwei im Kit enthalterektoren verwendet:
pDEST 32: - zum Kreieren debait* Plasmids
- mit einligierter SD_TNFR-like Sequenz

- exprimiert Leucin als Markergen

pDEST 22: - prey' Plasmide von allen Genen aBsdomuncula

- exprimiert Tryptophan als Markergen

Der verwendete HefestamrBdccharomyces cerevis)agMaVV203 Competent Cells Library
Scalé (Invitrogen) enthélt einige Besonderheiten, wiepBrter- (z.BlacZ) und auxotrophe
Markergene (z.BHIS3 undURA3), um die Auswahl der positiven Klone zu ermégtichDie
regulatorischen Regionen dieser Gene wurden dabekosstruiert, dass sie die DNA-
Bindestelle (Operator Sequenz) fur das DBD/Pro¥eifdsionsprotein enthalten, welche als
upstream aktivations Sequenz (UAS) in Hefe dien®enn nun der Hefestamm mit den
»bait" und ,prey’ Plasmiden transformiert wird und Protein-X mitoRsin-Y im Nukleus
interagiert, kommt die Aktivierungsdomane mit dédABindedomane zusammen, was zur
Aktivierung der Transkription und so der Expressiien Reportergene fihrt (s. Abb.8).

Interaktion der

Fusionsproteine
RNA

Expression der
AD Polymerase

DBD Reportergene

M (Il 1L /]’[—M Reportergene

lacZ HIS3, URA3
,Upstream aktivations Sequenz
UAS

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Reaktion bei positiveraktion zweier Proteine.

A
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Das ,Yeast Two Hybrid Systetnbietet, um positive Interaktionen zweier Proteina
detektieren zwei Ansatze, welche beide nacheinaangewendet wurden. Eine Moglichkeit
besteht darin, die transformierten Hefezellen agé&ylatten wachsen zu lassen, in denen die
auxotrophen Markersubstanzen wie Histidin oder Wréehlen. Positive Zellen, die
interagierende hait* und ,prey* Plasmide enthalten, konnen dort wachsen und Kefon
bilden, wahrend Zellen in deren Kern sich keineesriagierenden Proteine befinden, nicht
wachsen.

Die zweite Méglichkeit zur Identifizierung positiv&ellen ist dief-Galaktosidase Aktivitat.
Positive Kolonien besitzef-Galaktosidase Aktivitat, da ddascZ Gen exprimiert wird und
die Kolonien sich nach Zugabe von X-Gal blau farbBreser Test wird verwendet, um
falsche Positive aus den auxotrophen Tests zuiiidégrien und um Aussagen Uber die Starke
der Interaktion zu machen.

Als dritte Methode dient eine Detektion Uber Negsdlektion mit einem Wachstumstest auf
Agarplatten, die 5-Fluororotsdure (5FOA) enthalteffOA totet in bestimmten Hefestammen
Zellen, dieURA3 exprimieren, was dazu fuhrt, dass positive Zeltig, interagierende bait
und prey Plasmide enthalten, nicht auf PlatteroiA wachsen, da slégRA3exprimieren.

Nach allen Tests kdnnen folgende vier Phanotypénesen:

Reaktion Platten ohne | Platten ohne p-Gal Platten mit
HIS URA Aktivitat 5FOA

Keine Interaktion i i weiR 4

von X und Y

Interaktion von X

und Y - - blau i

Tabelle 19:Ergebnisse der verschiedenen Testmdglichkeitepdsitive Interaktion.

Fur den forward two hybrid library screenwurden folgende Einzelschritte durchgefthrt:
1.

2.

Konstruieren des Testplasmids (“bait”)

Bereitstellen eine®. domunculéawo hybrid Bibliothek (schon vorhanden)

3. Testen des bait Plasmids und ermitteln der optima&T Konzentration
4. Transformation der Hefezellen mit bait Plasmid &iloliothek
5. Positive Selektion Uber Agarplatten ohne die awplten Markergene

6. Uberprifen der Interaktionen UbpiGalaktosidase-Aktivitat und negative Selektion auf
5FOA-Platten
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4.14.1Das Gateway®-System und die bendtigten Vektoren

Alle im ,ProQuest™ Two Hybrid Systéranthaltenen Vektoren sind Teil des so genannten
Gateway®-Systems. Dies ermdglicht eine schnelleainfhche Konstruktion vonbait* und
»prey’ Plasmiden und erleichtert weiterfihrende Anwergkm Die Gateway®-Technologie
ist eine universelle Klonierungsmethode, die Vdetder sequenzspezifischen Rekombination
des Bakteriophagen Lambda nutzt (Landy, 1989). Redombinationsreaktionen bilden die
Grundlage der Gateway®-Technologie: die BP- und_&eRreaktion.

Die BP-Reaktion vereinfacht das Kreieren eines &mnggklons, der diattL Sequenz enthalt,
durch Rekombination einestB Substrats (PCR Produkt, das di#B Sequenz enthalt) mit
einemattP Substrat (Donor Vektor). Diese Reaktion wird wtem BP Clonas&' Il Enzym-
Mix katalysiert. Die LR-Reaktion wird von dem LR dDlasé™ II-Mix katalysiert und
erleichtert die Rekombination eina#tL Substrats (Eingangsklon) mit einemttR Substrat
(Expressionsklon) zur Erzeugung eines Expressionskider attB enthalt.

atB atB atfP atfP attlL attL,

b E3 1Es C3 Mgk 38

PCR-Produkt Donor- Eingangsklon
Vektor

atfl attL, atR atR attB at!B

b 3 1 E3 Mleerma N C3 N

Eingangsklon Expressions- Expressionsklon
vektor

Abbildung 9: Darstellung der Schnittstellen zur Erstellung densehiedenen Klone.

Die att Sequenzen bieten hierbei die Mdglichkeit einerapéeten Klonierung und eines
unkomplizierten Austausches von Fragmenten zwisclegneinzelnen Gateway®-Vektoren.
Das ccdB Gen dient der negativen Selektion von Dounod Expressionsvektoren in vielen
E.coli Stammen, da das ccdB Protein mit der DNA-GryaseBd&terien interagiert (Bernard

und Couturier, 1992) und so ihr Wachstum hemmt.

4.14.2Konstruieren des Testplasmids

Um das Testplasmid zu konstruieren, wurden speziEelimer designt, welche mit der
Basensequenz CACC begannen. Diesen Basen folgtkis 18 Basen des Anfangs des Gens
ab dem Startcodon fur den Vorwartsprimer bzw. 12 18 Basen des Endes einschlief3lich

Stopcodon fur den Ruckwartsprimer. Mit Hilfe diespeziellen Primer wurde eine Standard-
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PCR (s. 4.2.1) durchgefuhrt und danach tUber eigge&eierung (s. 4.13) sichergestellt, dass
das Fragment korrekt vorliegt. AnschlieRend wurdas dPCR-Produkt in einen

Eingangsvektor ligiert. Fur diese Ligation wurdeilgénde Komponenten gemischt:

Volumen Reagenzien

3ul HO

1l PCR Produkt
1l Salzlésung

1l PENTR™-Vektor

Tabelle 20:Ligationsansatz zum Konstruieren des Testplasmids

Der Reaktionsansatz wurde vorsichtig gemischt unMiriuten bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend folgte eine Transformatamalog zu 4.12.2 inQne Shof TOP10

Chemically Competert. colt* Zellen. Der verwendete pENTR™-Vektor verfugt Uleene

Kanamycinresistenz, weshalb die transformierterledebuf Selektionsplatten mit diesem
Antibiotikum ausplattiert wurden. Von den darausutgerenden Kolonien wurden am
nachsten Morgen 12 bis 15 verschiedene gepickt dun¢h eine Checking-PCR mit
genspezifischen Primern Uberprtft, ob das korrékdert enthalten ist. Ein solcher positiver
Klon wurde Uber Nacht in Flissigmedium kultivieridueine Plasmidisolation, wie in 4.6.3
beschrieben, durchgefuhrt. Anschliel3end erfolgtee dRekombination des Inserts in den

pDEST™ 32-Expressionsvektor. Der Rekombinationgansarde wie folgt angesetzt:

Volumen Reagenzien
50-150 ng Plasmid

1l pDEST™32 Vektor
X i Elutionspuffer ITE
8 ul Endvolumen

Tabelle 21Rekombinationsansatz fiir die Rekombination in den®DE 32 Vektor.

Danach wurden 2 pl LR Clond8e Enzym-Mix zugegeben und 60 Minuten bei 25 °C
inkubiert. Anschlieend wurde die Clonase durch abayvon 1 ul Proteinkinase K und
Inkubation bei 37 °C fiur 10 Minuten inaktiviert.

Um zu Uberprifen, ob das Gen komplett und im gt Leserahmen in den Vektor ligiert
wurde, folgte eine Transformation irOpe Shot® TOP10 Chemically Competest coli
Zellen®. Diese wurde den Angaben des Herstellersspeachend durchgefihrt und die
transformierten Zellen anschlielend auf LB-Agarteramit 10 pg/ml Gentamycin (fur die

Selektion) ausplattiert. Am nachsten Morgen wurtléris 15 Kolonien gepickt, danach eine
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Checking-PCR, wie in 4.3.2 beschrieben, durchgefiihd die Klone mit vektorspezifischen
Primern sequenziert. Ein korrekter Klon wurde zeiteren Verwendung ausgewahlt und ein

Glycerolstock der Kolonie zur Langzeitverwahrungggfroren (s. 4.12.6).

4.14.3Herstellung der bendtigten Losungen, Platten und Meien

Im Laufe des forward two-hybrid library screeriswerden verschiedene Agarplatten als
Wachstums- oder Selektionsmedien verwendet. Diesdem im Voraus vorbereitet und bei
4 °C gelagert. Auch alle bendtigten Losungen unddigte wurden vorbereitet und nach

Herstellerangaben gelagert.

4.14.3.1L.6sungen

40% Glucoselésung: - 400 g Glucose
- auf 1 | mit destilliertem Wasser auffillen u2@ min autoklavieren

Histidinlésung: - 85,6 mg/l: 856 mg in 10 ml deatasser I6sen und steril filtrieren

- auf 1 I Medium/Agar 1 ml Histidinlésung einsetzen

Leucinlésung: -1,734 mg/l: 1,734 g in 10 ml 1 M H&en und steril filtrieren

- auf 1 I Medium/Agar 1 ml Leucinlésung einsetzen

Tryptophanlésung: - 85,6 mg/l: 856 mg in 10 ml B13HCI |I6sen und steril filtrieren
- auf 1 I Medium/Agar 1 ml Tryptophanlésung einggtz

Uracilldsung: - 85,6 mg/l: 856 mg in 20 ml DMSGé&in und steril filtrieren

- auf 1 I Medium/Agar 2 ml Uracillésung einsetzen

4.14.3.2Platten

Synthetic Complete-Platten:

- 20 g Agar-Agar

- 6,7 g Yeast nitrogene base ohne Aminosauren

- 1,35 g Aminosaure Mix/SC

—In 900 ml dest. Wasser l6sen und den pH Wert a@feéstellen, danach auf 950 ml

auffillen und 20min autoklavieren.
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Selektionsplatten:
Der Agar fur die Platten wird wie oben beschriel@®@ynthetic Complete-Plattghergestellt.
Nach dem Autoklavieren wird der flissige Agar laamgsim Wasserbad auf 50 °C abgekuhlt

und anschlieBend unter Rihren folgende Lésungeefigy

Platten: SC-Leu-Tryp | SC-Leu-Tryp-Ura @ SC-His-Leu-Tryp
Histidin 1ml 1ml -
Leucin - - -
Uracil 2ml - 2 ml
40% Glucoseldsung 50 ml 50 ml 50 ml

Tabelle 22:Zusammensetzung der Selektionsplatten.

3-Amino-1,2,4-triazol-Platten (3-AT):

Das 3-Amino-1,2,4-triazol dient der Unterdriickungr doasalen Histidinexpression, die
immer auftritt, wenn die beiden Vektoren zusammedfén. Dies wirde zu einer Stérung der
Selektion fuhren und sollte vermieden werden. Usm3HAT-Konzentration zu ermitteln, bei

der die basale Expression gerade unterdrickt wintdgden 3-AT-Platten in unterschiedlichen
Konzentrationen hergestellt. Dazu wurde 1 | SC-Teyp-His-Agar verteilt auf 4 Flaschen

mit je 250 ml, wie oben beschrieben, hergestellt iomWasserbad auf 50 °C abgekdhlt.

Das 3-AT wurde wie folgt in einer 2,5 molaren Stdésking angesetzt:

84,08 g/mol => 10,51 g wurden in 50 ml dest. Wagsd#ist und steril filtriert.

Anschlieend wurden folgende Mengen an 3-AT zugegelmit einem Ruhrfisch gut

vermischt und die Platten gegossen:

Endonzentration Volumen
10 mmol 1ml

25 mmol 2,5mi
50 mmol 5mi

75 mmol 7,5 mi

Tabelle 23:Zusammensetzung der 3-AT-Platten.

Die fertigen Platten wurden bis zu ihrer Verwendemggeschweil3t und bei 4 °C gelagert.

YPAD-Platten:
Um YPAD-Platten herzustellen wurde 1| YPAD-Mediwme oben beschrieben hergestellt

und vor dem Autoklavieren 20 g Agar (bacterioloffigieade) zugefiigt. AnschlielRend wurde
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der pH-Wert unter Ruhren auf 6.0 eingestellt unschhel3end 25 Minuten autoklaviert. Bei
einer Temperatur von 50 °C wurde der Agar in Patagen ausgegossen und diese nach dem

Abklhlen eingeschweil3t und bei 4 °C gelagert.

4.14.3.3Medien
YPD/YPAD-Medium:
Das YPD/YPAD-Medium ist ein Wachstumsmedium zur tkigrung der Hefezellen. Fur

dieses Medium werden folgende Zutaten gemischt:

Volumen Reagenzien

10g Bacto-Hefe-Extrakt
2049 Bactopepton

209 Dextrose

fur YPAD-Medium:

100 mg Adeninsulfat

Tabelle 24:Zusammensetzung der YPD und YPAD Medien.

Mit autoklaviertem destilliertem Wasser wurde auea Liter aufgefullt.

4.14.4, Subcloning scale" Transformation der Hefe

Um das pait*-Plasmid zu testen und die optimale 3-AT Konzetirazu ermitteln, wird eine
so genanntesubcloningscalé Transformation durchgefuhrt. Fur diese Hefetransfation
wurde Polyethylenglycol/LiAc (PEG/LIAc) im Wasserbaei Raumtemperatur aufgetaut. Ist
dies geschehen, wurde ein Cap kompetente HefezZllédekunden lang im 30 °C warmen
Wasserbad aufgetaut, kurz invertiert und 50 ul Wdig angefertigt. Danach wurde je Aliquot
25 ng bait-Plasmid in pDEST 32 und 25 ng leerer D2 Vektor zugegeben und
vorsichtig gemischt. AnschlieBend wurden 300 pl RE&Z pro Aliquot zugegeben, durch
Invertieren gemischt und der Ansatz 30 Minuten iraséérbad inkubiert. Nach Zugabe von
16,8 pl Dimethylsulfoxid (DMSO) wurden die Zelle® ®linuten bei 42 °C im Wasserbad
inkubiert, wobei die Transformation alle 5 bis 1@hiten durch Invertieren gemischt wurde.
Die Zellen wurden in einer Mikrozentrifuge 5 Sekendlang pellettiert, der Uberstand
verworfen und die Zellen in 500 pl 0,9% NaCl resrspert. Anschlielend wurden die
Zellen auf SC-Leu-Tryp-Platten ausplattiert, um kantrollieren, ob beide Vektoren
aufgenommen wurden. Dies ist moglich, da pDEST Bgfdphan und pDEST 32 Leucin
exprimiert. So kénnen nur die Zellen wachsen, dad Vektoren enthalten. Die Platten
wurden tber Nacht bei 30 °C inkubiert und am nash#iorgen wurde auf 3-AT-Platten mit
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verschiedenen Konzentrationen gestempelt.

Um die Hefekolonien von einer Platte auf eine aeddéperfihren zu kbnnen, wurde ein
Stempel benutzt. Dieser bestand aus einem Holzkplber mit Samt bespannt wurde. Er
wurde ohne Druck kurz auf die Ausgangsplatte aefgjaind anschliel3end leicht auf die neue
Platte gedruckt. Danach wurde der Stempel mit nesamt bespannt und erneut auf die neue
Platte gedrtckt, um Uberflissige Hefezellen zueznén. Dies wurde so lange fortgesetzt, bis
keine Hefe mehr auf der Platte zu erkennen wasd3iso genannt€leaning, also Saubern
der Platte, soll verhindern, dass die Hefezellegréinander wachsen und so das Ergebnis auf
den Selektionsplatten verfalschen. Dies wurde achsién Tag wiederholt und am Tag
darauf die Platten auf Hefewachstum kontrollierte B-AT-Konzentration, bei der gerade

noch ganz schwach etwas wachst, wurde fur die reeitéersuche verwendet.

4.14.5, Libary scale" Transformation der Hefe

Durch diese Transformation wurde das zu testendsnitl und die prey* Plasmide in
die ,MaVv203 Library Scale kompetehte Zellen eingebracht. Dazu wurde
Polyethylenglycol/LiAc (PEG/LIAc) im Wasserbad beaumtemperatur aufgetaut und gut
gemischt. Anschlielend wurde ein Cap kompetentezdden 90 Sekunden lang im 30 °C
warmen Wasserbad aufgetaut, kurz invertiert und®56 pl in 15 ml Falcons uberfihrt.
Danach wurde zu jedem Aliquot 10 ngajt*-Plasmid in pDEST 32- und 10 ng pDEST 22-
Vektor mit derS. domuncukBibliothek zugegeben und vorsichtig gemischt. Aisend
wurden 1,5 ml PEG/LIAc pro Aliquot zugegeben, duhehertieren gemischt und der Ansatz
30 Minuten im Wasserbad inkubiert. Nach Zugabe &8mul DMSO wurden die Zellen
20 Minuten bei 42 °C im Wasserbad inkubiert, wattiei Zellen alle 5 bis 10 Minuten durch
Invertieren gemischt wurden. Die Zellen wurden &40 x g fir 5 Minuten zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Pellet in je 4 ml O8%CI| resuspendiert. 100 pl wurden
abgenommen, zwei Verdunnungen, 1:100 und 1:1.06fgektellt und auf SC-Leu-Tryp-
Platten ausplattiert. Der Rest wurde zu je 250yil2® mmol 3-AT-Platten ausplattiert und
bei 30 °C uber Nacht inkubiert.

Am nachsten Tag wurden SC-Leu-Tryp-Platten vorgewarund in 10 bis 12
durchnummerierte Felder aufgeteilt. Es wurden K@inrvon der Transformation gepickt und
je eine Kolonie pro Feld auf die so genannte Mastée ausgestrichen. Diese Platten dienten
als Ausgangsplatten und wurden Uber Nacht bei 30nkDbiert. Waren die Kolonien

ausreichend gewachsen, wurde von der MasterplattfBestplatten gestempelt.
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4.14.6Detektion der Interaktion

Von der Masterplatte wurde auf drei unterschiedliclorgewéarmte Testplatten gestempelt.
Als Nachweis der Uracilexpression wurde auf SC-Leyp-Ura-Platten gestempelt, flr den
B-Galaktosidase-Aktivitatstest auf YPAD-Platten naitifgelegter Nitrozellulosemembran
(positive Selektion). Die negative Selektion erfelgnach Stempeln auf 5-Fluororotsaure-
(5FOA)-Platten. Nach dem Stempeln wurden die Riatieht mit frischem Samt gesaubert,
sondern direkt Gber 24 Stunden bei 30 °C inkubfem. nachsten Tag wurden die Platten mit
Stempeln mit frischem Samt gesaubert und weiter&t2aden inkubiert. Die Kolonien, die
auf den SC-Leu-Tryp-Ura-Platten gewachsen warefertien ein erstes positives Ergebnis
auf der Suche nach mdglichen Interaktionspartnéuf.den 5SFOA-Platten sollte bei einer
Interaktion der Proteine aus pDEST 22 und pDESaBh 2 Tage nach dem Saubern keine
Kolonie wachsen.

Der B-Galaktosidase-Aktivitatstest diente als weitereachveis der Interaktion zweier
Proteine. FUr den Test wurden 2 Whatman Filterpagageschnitten und in eine Petrischale
gelegt. Sie wurden mit einer Mischung aus Dimetirpifamid/10mgX-Gal (DMF/X-Gal), (3-

Mercaptoethanol und Z-Puffer getrankt, die wie falgsammen pipettiert wurde:

Volumen Reagenzien

100 pl DMF/X-Gal

60 pl 3-Mercaptoethanol
10 pl Z-Puffer

Tabelle 25:Zusammensetzung der Losung fir @e@alaktosidase Aktivitatstest.

AnschlielRend wurde die Membran mit einer Pinzetia den YPAD-Platten abgenommen
und 20 bis 30 Sekunden in flissigen Stickstoff geté um die Zellen aufzubrechen. Danach
wurde sie mdoglichst ohne Luftblasen auf die Filsgripre in den Petrischalen gelegt. Die
Membranen wurden bei 37 °C inkubiert und die Bldaufiadg, welche bei vorhandener
Interaktion auftritt, beobachtet.

Von den Kolonien, die durch die Tests als diejeniggentifiziert wurden, in denen die
Expressionsprodukte miteinander interagieren, wurdalturen in 6 ml SC-Leu-Tryp-Ura-
Medium angesetzt. Die Kulturen wurden bis zu ein®Dsoo von ungefahr 1,5 bis 2,0
kultiviert und die Plasmide anschlieRend mit deGhargeSwitch Plasmid Yeast Mini Kit
nach Herstellerangaben isoliert. Im Anschluss dakamden die Plasmide wie in 4.12.2
beschrieben inQne Shot® TOP10 Chemically Competent E."cééllen transformiert und
auf LB-Platten mit Ampicillin ausplattiert. Diesafit dazu, die Zellen, die den pDEST 32-
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Vektor mit dem Ausgangsgen enthalten auszuselektieda diesem die Resistenz gegen
Ampicillin fehlt. Der pDEST 22-Vektor verfiigt Ubelie Resistenz und so wachsen auf den
Platten nur die Kolonien, die die pDEST 22-Vektorait dem Interaktor enthalten. Von
diesen Kolonien wurden 12 bis 15 gepickt und eihedRing-PCR (s. 4.2.3) mit pDEST 22
spezifischen Primern durchgefiihrt. AnschlieRenddenr Uber-Nacht-Kulturen angefertigt
(s. 4.12.5) und die Plasmide am nachsten Tag 1s¢te4.6.3). Die so erhaltenen Plasmide

konnten anschlieRend sequenziert und die Interaktcinarakterisiert werden.

4.15Northern Blot-Analyse

4.15.1Grundlagen

Die Northern Blot-Analyse dient der Identifikationnd Gréf3enbestimmung von RNA-
Transkripten sowie Expressionsanalysen. Sie badaeduf, dass zueinander komplementéare,
einzelstrangige Nukleinsauren unter geeignetenri@eaigen hybridisieren (Southern, 1975)
und sich doppelstrangige Nukleinsauremolekile bildBieser Gesetzmaliigkeit folgen
Desoxyribonuklein- und auch Ribonukleinsauren, waloeh Hybridmolekile aus DNA- und
RNA-Molekilen mdglich sind. Die isolierte RNA withbei gelelektrophoretisch aufgetrennt
(s. 4.5), auf ein geeignetes Tragermaterial Ubetrfiind immobilisiert (Alwineet al, 1977).
Der Ablauf einer Northern Blot-Analyse kann in fetgle Schritte eingeteilt werden:

1. Gelelektrophoretische Auftrennung der RNA-Fragmeirte einem denaturierenden

Agarose-Gel
2. Transfer der RNA-Fragmente auf eine geeignete Mambr
3. Primare Hybridisierung (DNA-Sonden)
4. Waschschritte
5. Sekundére Hybridisierung (Antikorper)

6. Detektion der Sonden

4.15.2Praparation der verwendeten RNA-Proben

Die Praparation der verwendeten RNA-Proben erfagtdog zu 4.2.6.

4.15.3Gelelektrophoretische Auftrennung
Die gelelektrophoretische Auftrennung erfolgte wiger 4.5.2 beschrieben. Das verwendete

Gel setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen:
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Volumen | Reagenzien

1,49 Agarose

14 ml MOPS

118,5ml | DMPC-Wasser

7,5 mi Deionisiertes Formaldehyd bei 50 °C

Tabelle 26:Zusammensetzung des Agarosegels.

Die Menge der eingesetzten RNA betrug 3 bis 5 jggwairde je nach Grol3e der Geltaschen
mit DMPC-Wasser auf 15 bis 20 ul aufgefullt und &% pl Probenpuffer aufgetragen. Als
Langen- und Gewichtsstandard diente deNA Molecular Weight Marker |“von dem 3 pl
mit 1 pl Probenpuffer aufgetragen wurden.

4.15.4RNA-Transfer (Blotting)

Der Transfer der RNA aus dem Gel auf eine geeighdenbran im Rahmen der hier
beschriebenen Versuche, in denen als Tragermatanal positiv geladene Nylonmembran
verwendet wurde, erfolgte mit folgendem Versuchisauf

Gewicht auf austarierter Glasplatte

ca. 8 em Zellstoffpapier

i i 2 Lagen Whatman 3 MM

RNA-Gel
Whatman in 20 x SSC

= .
Transferrichtung

Abbildung 10: Schematische Darstellung des Northern Blot Versuftizas.

Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurde @at mit den Taschenotffnungen nach
unten in eine Laufkammer auf Whatman-Filterpapeegt, welches auf beiden Seiten in die
mit 20 x SSC gefillten Puffertanks reicht. AnscBéad wurde die auf Gelgrolie
zurechtgeschnittene, positiv geladene Nylonmemhtiblasenfrei auf das Gel gebracht und
mit einem weiteren Whatman-Filterpapier und eineims310 cm hohen Stapel Papiertticher
bedeckt. Zur Erhdhung der kapillaren Saugkraft wuer Stapel mit einem Gewicht
beschwert, mit einer Wasserwaage austariert undewn@ Verdunstung der Pufferldsung
vorzubeugen, wurde der gesamte Aufbau mit Fristbfude umwickelt. Die RNA-
Fragmente wurden uber Nacht durch den Fluss dessfBrpuffers, welcher durch die
Kapillarkraft hervorgerufen wird, aus dem Gel incRung der Papierhandtiicher bewegt.

Nach Verlassen der Gelmatrix trafen die Fragmeuntalg positiv geladene Nylonmembran,
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an welcher diese aufgrund von ionischen Wechselmgkn adhéarierten.

Am nachsten Tag wurde der Versuchsaufbau abgelmlidie Membran kurz getrocknet.
Eine permanente Verbindung zwischen den RNA-Mokekiind der Nylonmembran wurde
durch das so genannt€rpss-Linking erreicht. Die Immobilisierung wird durch die UV
induzierte Bildung kovalenter Bindungen zwischem déridin-Resten der RNA-Molekiile

und primaren Amin-Gruppen auf der Oberflache dedoNipmembran erzielt. Die UV-

Induktion wurde durch den Einsatz eines Stratalsi®Re(Stratagene, USA), bei 1250 uJ
realisiert. Die derart praparierten Membranen konne Plastik eingeschweil3t bei einer

Temperatur von 4 °C gelagert oder direkt weitemegrdet werden.

4.15.5Primare Hybridisierung

Bevor die primare Hybridisierung mit der Sonde ko kann, wird der Blot fur zwei
Stunden in auf 42 °C vorgewarmter Prahybridisiesligung (DIG-Easy-Hylb) in einem
Wasserbad préahybridisiert, wobei fur kleine Blota.(7 x 7 cm) 10 ml und fir grofe
(ca. 7x 14 cm) Blots 15 ml verwendet wurden. Durdiesen Schritt wurden die
unspezifischen Bindungsstellen auf der Membran Kidot; um das Hintergrundsignal
maoglichst gering zu halten. Die durch das Blotterpaltene Membran und die fir das zu
detektierende RNA-Molekul spezifischen Sonden dieads Grundlage fir die priméare
Hybridisierung. Im Verlauf der Hybridisierung lagesich die Sonde an das zu ihr
komplementare RNA-Molekil an und ermdglicht so ghétere Detektion desselben. Um dies
zu ermoglichen, wurden 20 bis 40pul (ca. 2pul Sémbe der Sonde zu der
Préahybridisierungslosung zugegeben, die Blots ireRavasserdicht eingeschweil3t und tber
Nacht bei 42 °C im Wasserbad inkubiert.

4.15.6Waschschritte

Die hybridisierten Membranen wurden am nachsten gdior mehreren Waschschritten
unterzogen, um sie von fehlhybridisierten und nigebbundenen Sondenfragmenten zu
reinigen. Es ist darauf zu achten, dass alle GeRiSAse-frei, also mit Isopropanol oder
anderen geeigneten Lésungen gereinigt worden Biirddie kleinen Blots wurden jeweils 70
bis 100 ml Waschpuffer verwendet und fur die groRB8d ml. Die Inkubationen fanden unter
steter Bewegung statt. Der erste Waschschritt gitdoliber vier mal 5 Minuten in
2 x SSC/0,1% SDS (w/v) bei RT, der zweite Uber wiat 9 Minuten in 0,1 x SSC/0,1% SDS
(w/v) erfolgte bei 42 °C im Wasserbad. Danach gtiokine kurze Aquibrillierung in P1.
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4.15.7Sekundare Hybridisierung

Das Ziel der sekundaren Hybridisierung ist die Nemkng der hybridisierten Sonden mit
einem Antikérper-Enzym-Konstrukt. Im Falle der henfduterten Versuche handelt es sich
bei dem Konstrukt um die variablen Ketten einesil&mpers (Fab—Fragmente), an welche
eine alkalische Phosphatase konjugiert ist. Diggané Determinante des Antikorpers wird
von dem Digoxigenin-Rest der in den Sonden inkogoan Digoxigenin-11-dUTP-
Nukleotide dargestellt. Da an eine Sonde mehregoXdgenin-Reste gebunden sind, an
welche Antikoérper binden, fuhrt dies zu einer Varkting des Signals. Im Vorfeld der
sekundaren Hybridisierung wurden die freien und@ehien Antikorperbindungsstellen der
Membranen blockiert. Dies wurde Uber einen 50 MenuBlockierungsschritt in P2 (10%
Blockingreagenz in P1) bei RT erreicht. Fur grofk@8Bwurden 15 ml und fir kleine 10 ml
verwendet. Danach wurden die Blots in P2, welchem éntikérper in Verdinnung von
1:10.000 enthielt, eingeschweil3t und tUber einetraien von 60 Minuten bei RT inkubiert.

4.15.8Detektion

Die Detektion der Sonden erfolgt ber Chemilumieegz Diese entfaltet sich in Verbindung
mit einem geeigneten Substrat durch den katalyisdfinfluss der alkalischen Phosphatase.
Da die alkalische Phosphatase an den Antikdrpejugaert ist, welcher wiederum an die
Digoxigenin markierten Sonden gebunden hat, erttstehChemilumineszenz nur an jenen
Stellen der Membran, die von den gesuchten RNA-Moén besetzt sind. Der Nachweis
dieser Chemilumineszenz erfolgt Gber einen RontlpenDurch den katalytischen Charakter
der Reaktion ergibt sich eine extreme Signal-Ani@iion, die je nach Expositionsdauer
variiert und deren Faktor durch eine Regulatiorseldigen bestimmt werden kann.

Die Membran wurde nach der AK-Bindung zweimal 15Men in 1 x P1/0,1% TWEENZ20
(v/v) gewaschen, um nichtgebundenen Antikorper znifeenen. Nach anschlieRender
Aquibrilierung in P3 (Detektionspuffer), die der ddeellung eines alkalischen Milieus diente,
konnte der Blot mit dem Substrat, CDP-Stegady to usé (Roche) benetzt und ungefahr
5 Minuten inkubiert werden. Nachdem das Substrdistémdig entfernt war, wurde die
Membran in eine geeignete Folie eingeschweil3t nraer Dunkelkammer die Exposition der
Rontgenfilme begonnen. Nach einer initialen Exposgdauer von einer Minute wurden die
Filme entwickelt, das Signal der Sonden geprift, uvehn die Signalstarke nicht ausreichend

war, weitere Filme mit steigenden Expositionsze#afgelegt.
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4.16 Expression

4.16.1Expression rekombinanter Proteine in Prokaryoten

Neu identifizierte Gene lassen sich gezielt in \dedéh klonieren, die z.B. in Prokaryoten
durch geeignete Promotoren die entsprechendenifratevivo exprimieren. Prokaryotische
Expressionssysteme eignen sich sehr gut zur sehnEkpression einer grol3en Menge des
rekombinanten Proteins. Die Besonderheit der vede®m Vektoren liegt darin, dass sie z.B.
an das C-terminale Ende des Proteins 6 Histidiarastliigen (6 x Hisag), die eine spatere
Aufreinigung Uber Affinitatschromatographie erlanbéNeiterhin unterscheiden sich die
Vektoren bezuglich ihrer Regulierungsmoéglichkeiterd der synthetisierten Proteinmenge.
Vektoren (z.B. pBAD) mit streng regulierten Pronreto schalten die Expression erst nach
Zugabe des entsprechenden Induktors an und sig#lenge Mengen an Protein her (man
spricht vontight regulierten Vektoren). Der Vorteil ist, dass disulierenden Proteine meist
l6slich und damit funktionell aktiv bleiben (Lee &8® Lee etal. 1987), wahrend bei
hochexprimierenden Vektoren (z.B. pTrcHis2) eins@axpression auch ohne Zugabe des
entsprechenden Induktors erfolgt (man bezeichnesedialsleaky). Dies fuhrt unter
Umstanden zu grof3en Mengen Protein, das dann jedoahléslicher, inaktiver Form in
»inclusion bodies“innerhalb der Bakterien gespeichert werden kane. lber exprimierten

Proteine lie3en sich Uber Ni-NTA-Affinitatschromgtaphie aus lysierten Zellen aufreinigen.

4.16.2Ligation in Exprssionsvektoren

Die Ligation eines DNA-Fragments in einen Expressi@ktor funktioniert wie die Ligation

in einen Replikationsvektor. Es ist jedoch auf genDinge besonders zu achten. Vor der
Ligation in einen Expressionsvektor sollte sichestgllt sein, dass die Sequenz des Gens frei
von Basenaustauschen ist, welche z.B. ein Stopcodder Sequenz entstehen lassen kdnnen
und so die korrekte Expression verhindern. Des &t ist es wichtig, darauf zu achten,
dass das Gen im Vektor im richtigen Leserahmenggent ist, um sicher zu stellen, dass das

Startmethionin korrekt erkannt wird.

4.16.3Expression mit dem pTrcHis2 TOPO® TA Expressions Ki

Der pTrcHis2-TOPO®-Vektor enthélt ein C-terminakesptid mit einenc-mycEpitop und
einem 6-fachen His-Tag (Markierung) zum einfacheacliNveisen und Aufreinigen des
rekombinanten Proteins. Der lineare Vektor und &hthinzelne 3'-Thymidin Uberhénge
sowie kovalent gebundene Topoisomerase | fur dieKlohierung. Ein starketrc Promotor,
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welcher von dem Produkt décl? Gens unterdriickt wird, reguliert die Expressiortinoli.

Um diese zu induzieren, wird IPTG in einer Endkoneion von 1 mM zur Bakterienkultur
gegeben. Das rekombinante Protein kann durch Bmpdemes proteinspezifischen
Antikorpers oder eines Antikdrpers gegen das Hex cdnycEpitop nachgewiesen werden.
Um eine Gensequenz in den pTrcHis2-TOPO®-Vektoredan zu kdnnen, missen die
Primer, mit denen man die vorhergehende PCR dundhfpassend gewahlt werden. Der
Vektor verfugt Uber ein Initiations-ATG, was bedsuidass der Vorwartsprimer direkt nach
dem Startcodon beginnen sollte. Es ist sehr wicldayauf zu achten, dass es zu keiner
Leserahmenverschiebung kommt. Der Ruckwartsprimessnso gewdahlt werden, dass das
Stopcodon nicht in der Sequenz enthalten ist, s das C-terminale 6 x His Tag translatiert
werden kann. Mit den designten Primern wird, alstegr Schritt eine Standard-PCR
durchgefuhrt, um das gewilnschte PCR-Produkt zulterhaNach Aufreinigung wird auf
einem DNA-Gel Uberprift, ob eine einzelne deutli@ande anzeigt, dass die Gensequenz
korrekt amplifiziert wurde. Ist dies der Fall, kadas Fragment in den Vektor ligiert werden.

Dazu werden folgende Reagenzien in einen Ansatzsgbirund 5 Minuten bei RT inkubiert:

Volumen Reagenzien

0,5 pul—4 ul frisches PCR Produkt (10-20 ng/ul)
Volumen auf 5 pl auffullen steriles Wasser

1l pTrcHis2-TOPO®-Vektor

5 ul Endvolumen

Tabelle 27:Ansatz fir die Ligation in den pTrcHis2-TOPO®-Vekto

Nach der Inkubation wurden die Produkte direktamlpetente Zellen transformiert oder bei
-20 °C gelagert. Uber eine Checking-PCR und eingu&aezierung wurden Klone
identifiziert, die das Zielgen in der richtigen @mtierung, Sequenz und Lange enthielten.
Diese wurden ausgewahlt und fur die Expression igenoachdem ein Glycerolstock zur
Konservierung hergestellt wurde.

4.16.4Expression mit dem Gateway® pDEST™17-Vektor

Die Klonierung in den pDESY 17-Vektor (Invitrogen) erfolgte Uber dag. coli
Expressions-System mit Gateway®-Technologie. Hiehamdelt es sich um Vektoren mit
den speziellen Rekombinationsschnittstel&tR1l und attR2, die es ermdglichen, das zu
exprimierende Gen Uber Rekombination von einenmemahderen Vektor zu tGberfiihren. Des

Weiteren verfigen sie Uber einen T7-Promoter fiitre el 7-RNA-Polymerase regulierte
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Expression des Gens (Studier and Moffatt, 1986di8tet al, 1990), ein N- oder C-termiales
His-Tag zur Detektion und Aufreinigung, im Fall gEPEST™ 17-Vektors N-terminal, sowie
eine Ampicillin-Resistenz fiir Selektion B. coli. Die Klonierung in pDEST 17 erfolgt in
zwei Schritten. Als Erstes wird einEptry‘-Klon hergestellt, indem das Gen in einen
speziellen Entry/DonorVektor” kloniert wird. Aus diesem wird es durch enbination in
den pDEST“-Vektor iiberfilhrt. Im hier vorliegenden Fall befasith das Gen allerdings
schon in einem pDESY-Vektor, dem pDES™22. Aus diesem wurde es mit BP-
Klonierung in den pDNOR'211-Vektor und anschlieBend in den pDE$I7-Vektor
Uberfuhrt. In einem ersten Schritt wurden folgeR#&agenzien gemischt:

Volumen Reagenzien

1-7 pul 50-150 ng Plasmid
1 pl pDNOR™211-Vektor
auf 8 ul auffillen Elutionspuffer ITE
2 ul BP Clonase

10 pl Endvolumen

Tabelle 28:Ansatz fiir die Ligation in den pDNGE211-Vektor.

Der Mix wurde bei 25 °C eine Stunde inkubiert unais dEnzym anschlielend mit 1 pul
Proteinkinase K 10 Minuten bei 37 °C inaktiviertartach wurden Qne Shdt TOP10
Chemically Competent E. cblzellen transformiert und ausplattiert. Durch ei@becking-
PCR (s. 4.2.3) mit genspezifischen Primern wurdkesigestellt, dass das Gen korrekt in den
Vektor ligiert wurde. AnschlieRend wurden von piesit Klonen Uber-Nacht-Kulturen
angesetzt und die Plasmide am nachsten Tag is¢die.6.3). In einem zweiten Schritt

wurden dann zur Klonierung in den pDE&TL7-Vektor folgende Reagenzien gemischt:

Volumen Reagenzien
3,5 ul 50-150 ng Plasmid
1 pl pDESTY17-Vektor
3,5 ul Elutionspuffer ITE
2 ul LR Clonase
10 pl Endvolumen

Tabelle 29:Ansatz fur die Ligation in den pDE&t17-Vektor.

Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde bei@%vurde das Enzym wiederum mit 1 pl
Proteinkinase K 10 Minuten bei 37 °C inaktiviertdudie Plasmide in kompetente coli

Zellen transformiert (s. 4.12).
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4.16.5Expression mit dem pBAD/glll A-Vektor

Der pBAD/glll A-Vektor von Invitrogen verfugt Ubexin C-terminales-mycEpitop sowie
eine Polyhistidinregion. Dies erméglicht eine Ddéimk Gber einen Anti-Myc- ebenso wie
Uber einen Anti-HIS-Antikdrper und eine schnellefi®inigung mittels Ni-NTA. Der Vektor
liegt zirkular vor und verfigt tber mehrere Regtolksschnittstellen. Um also ein Zielgen in
diesen Vektor ligieren zu kénnen bendétigt man sglezPrimer welche die Schnittstellen der
gewinschten Restriktionsendonukleasen enthaltes.Pbimer wurden so gewahlt, dass die
Schnittstellen nicht ebenfalls innerhalb der Genseg vorkommen, da das Gen sonst
innerhalb der kodierenden Sequenz geschnitten \&ibenfalls wichtig war, dass der offene
Leserahmen auch nach der Ligation erhalten bliels, dve korrekte Expression des gesamten
Gens gewahrleistete. Nachdem die Primer bereitgjestgen, wurde eine PCR durchgefihrt,
um die Schnittstellen an das Fragment anzufligerchNainer Gelelektrophorese zur
Verifizierung des PCR-Resultats wurde der Restmidverdau des Vektors und der PCR-
Produkte wie in 4.10 beschrieben durchgefuhrt. Nackktivierung der Enzyme wurde der
komplette Ansatz auf ein Agarosegel aufgetragen elettrophoretisch aufgetrennt. Die
Banden wurden ausgeschnitten und die DNA aus ddmel@ert (s. 4.6.1). Optional kann der
Restriktionsansatz auch direkt nach Inaktivierunfgereinigt (s. 4.6.2) und anschlie3end auf
Gel kontrolliert werden. Die Ligation erfolgte invei Konzentrationen, wobei das Verhaltnis
von PCR-Produkt zu Vektor 1:2 bzw. 1:4 betrug. Ealde Reaktionsansatze wurden fur die

Ligation zusammen pipettiert und Uber Nacht bei #fitibiert:

Reagenzien 1:2 1.4
Puffer 3 ul 3 ul
PCR-Produkt | 12 pl 12 pl
Vektor 3ul 6 ul
T4-Ligase 1l 1l
H>O 11 pl 8 ul

Tabelle 30:Ansatz fur die Ligation in den pBAD/glll A Vektor.

Anschlielend wurden kompetenEe coli Zellen mit dem Ligationsprodukt transformiert
(s. 4.12) und Uber eine Sequenzierung ein Klontifigert, der das gewinschte Zielgen in
korrekter Orientierung, Sequenz und in voller Laegthielt. Dieser konnte fir die folgende

Expression verwendet werden.

4.16.6Transformation eines Expressionsklons in kompetentE. coli Zellen:

Die wie in 4.16.2 beschrieben ligierten Expressitorse wurden in verschiedends coli
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Stammen exprimiert. Je nach Lange des Gens undngigh&om gewunschten Induktor
wurden in dieser ArbeitBL21(DE3) Singles™, BL21-Al™ One Sh&@hemically Competent
Cells, Rosetta™ 2(DE3) Singles™ Competent Cetld One Shot® TOP10 Chemically
Competent Celfsverwendet. Die Transformation erfolgte wie in 2.beschrieben, nach
Herstellerangaben. Um den Erfolg der Transformatioriiberprifen, wurden je 50 bis 70 pl
jedes Ansatzes auf eine LB-Agar-Platte, je nachveedetem Vektor mit unterschiedlichen
Antibiotika und mit oder ohne Glucose ausplattiempei die Glucose eine basale Expression

der Proteine verhindert und Gber Nacht kultiviert.

4.16.7Pilotexpression

Die Pilotexpression dient der Festlegung der Koowlén, unter denen die gewinschten
Proteine am erfolgreichsten tberexprimiert werdges ist unter anderem abhangig von der
Temperatur, der Dauer der Expression und der Kdreteon des eingesetzten Induktors. Fur
eine Pilotexpression wurden von den Kolonien, diehnerfolgreicher Transformation auf den
LB-Agar-Platten gewachsen waren am néchsten Tabgiginwei in 5 ml Flissigmedium (LB
mit Antibiotikum und mit oder ohne Glucose) Uberfibnd tber Nacht kultiviert. Davon
wurden 200 bis 500 ul in 6 ml neues LB-Medium tfanert und kultiviert bis der O§o
zwischen 0,4 und 0,6 lag. Danach wurde als Nullptidgativkontrolle jeweils ein Milliliter
abgenommen und zentrifugiert. Das Pellet wurde-2@i°C eingefroren oder direkt auf ein
SDS-Gel aufgetragen. Die restlichen 5 ml LB-Medwnrden induziert, wobei verschiedene
Induktoren und Konzentrationen verwendet werdemkan Als Beispiel sind die in dieser

Arbeit eingesetzten Induktoren in der folgendenelleaufgelistet:

Volumen Reagenzien

5ul IPTG=1mM

0,5 pl IPTG =0,1 mM

20 pl L-Arabinose = 0,2%
12,5 pl L-Arabinose = 0,1%

Tabelle 31:Induktoren und Konzentrationen fiir die ExpressioR.icoli.

Uber einen Zeitraum von mehreren Stunden wurdenditih weitere Proben entnommen
und zentrifugiert, der Uberstand verworfen und Elaliet, welches die Zellen und das Protein
enthalt, eingefroren. Dies wurde Uber mindestenglfis sieben Stunden durchgefiihrt und in
einigen Fallen wurde nach zwanzig Stunden noch &tmte Probe genommen. Die so
gewonnenen Proben wurden auf ein SDS-Gel aufgetrage zu Uberprifen, ob die

Expression induziert werden konnte.
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4.16.8L06slichkeitstest

Die Loslichkeit des exprimierten Proteins stellnen wichtigen Faktor fur die weitere
Vorgehensweise dar. Wéahrend l6sliche Proteineivelicht in ihrer nativen Konformation
aus den Zellpellets aufgereinigt werden kénnendesmrunlosliche haufig in so genannten
»inclusion bodies" eingelagert, aus denen sie sich unter nativen nigedgen nicht
aufreinigen lassen. Eine Aufreinigung muss dannemurdenaturierenden Bedingungen
erfolgen, um die inclusion bodies*aufzubrechen. Gegebenenfalls muss das Protein im
Anschluss zurtickgefaltet werden. Deshalb ist esvsilh im Vorfeld einen Léslichkeitstest
durchzufiihren, um zu entscheiden, welche der bdidiethoden am erfolgversprechendsten
erscheint. Dazu wird nach der optimalen Expresgi@ibsine Probe von einem Milliliter
entnommen, zentrifugiert und der Uberstand verworfas Zellpellet wird anschlieRend in
5ml nativem Lysispuffer resuspendiert und in flgesn Stickstoff schockgefroren. Nachdem
das Pellet auf Eis aufgetaut war, folgen 4 bis Bi&dionsschritte (Ultraschallbehandlungen)
fur 10 Sekunden bei 200 bis 300 Watt, um die Zeberzubrechen. Danach folgt ein
Zentrifugationsschritt bei 4 °C und 10.000 x g &@r bis 30 Minuten. Der daraus entstandene
Uberstand enthalt I16sliche Proteine und wird zurst@e auf einem SDS-Gel aufbewahrt. Das
Pellet wird in 5 ml Lysispuffer resuspendiert urtdlls die unldslichen Proteine dar. Beide
Fraktionen kdénnen anschlieRend auf einem SDS-Gél dam Zielprotein untersucht werden.

4.16.9Expression von Genen zur Proteinaufreinigung

Wenn in der Pilotexpression ein Klon tberexprimieitd und im Western Blot bestatigt
wurde, dass es sich um das gesuchte Protein handette eine Uber-Nacht-Kultur mit 1 pl
des jeweiligen Klons in 5 ml LB-Medium mit Antibikim und eventuell mit Glucose zur
Unterdrickung der basalen Expression angeimpft.n@ichsten Morgen wurden die 5 ml in
196 ml LB-Medium mit Antibiotikum Gberfuhrt und b8i7 °C oder 20 °C kultiviert, bis der
ODgoo bei ca. 0,6 lag. Danach wurde eine Negativkontralea einem Milliliter als
entnommen und die restliche Kultur je nach verwé&srdeVektor mit IPTG oder L-Arabinose
induziert und unter standigem Schitteln so langebiert, bis die Zeit der entsprach, die
wahrend der Pilotexpression die besten Ergebniigiez Anschliel3end wurden die 200 ml in

50 ml Falcons abzentrifugiert und die Pellets bis&ufreinigung eingefroren.

4.16.10Expression des SD_TNFR Proteins bei 4 °C
Wenn der Lo6slichkeitstest ergibt, dass das zu exprende Protein unldslich ist, kann

versucht werden, durch eine Expression Uber eidegeren Zeitraum und bei 4 °C die
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Loslichkeit zu verbessern. Hierzu wurde eine UbaciN-Kultur mit 1 pl des jeweiligen
Klons in 5 ml LB-Medium mit Antibiotikum und evergll mit Glucose zur Unterdriickung
der basalen Expression angeimpft. Am nachsten Moxrgerden die 5ml in 196 ml LB
Medium mit Antibiotikum Uberfihrt und bei 37 °C kiviert, bis der Oy bei ca. 0,6 lag.

Danach wurde eine 1 ml Probe als Negativkontratiem@mmen und die restliche Kultur je
nach verwendetem Vektor mit IPTG oder L-Arabinasauziert. Die Expression fand fur 7

bis 10 Tage unter stdndigem Schitteln bei 4 °Gniane Kihlraum statt.

4.16.11SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Auf einem SDS-Gel lassen sich SDS-denaturierteelRm@tentsprechend ihres Molekular-
gewichtes auftrennen (Laemmli 1970) und durch FR&gboachweisen. Bei gleichzeitiger
Auftrennung eines standartisierten Proteinmarkessdn sich die Molekulargewichte der
Proteine durch den Vergleich der Wanderungsstreekaritteln. Des Weiteren kénnen derart
aufgetrennte Proteine zum immunologischen Nachweisiner Western Blot-Analyse auf
Membranen transferiert werden. Die Polyacrylamidet@ktrophorese (PAGE) wird fast
ausschlieRlich fur die Trennung von Proteinen H® KDa verwendet. Hierbei werden
Polyacrylamidgele als Trennmatrix verwendet. DiegAgrof3e des Gels ist durch Einstellung
verschiedener Acrylamidkonzentrationen stark vaiaBe nach Molekulargewicht variiert
der Prozentanteil des Acrylamid/Bisacrylamid-Geingsem Gel. Je hoher das Molekular-
gewicht des Proteins, desto geringer wird die Amrnjtkonzentration gewéhlt. Um die
unterschiedlichen Ladungen der Proteine anzuglejched sowohl dem Gel, als auch dem
verwendeten Ladepuffer SDS (Sodiumdodecylsulfatjezatzt. Dieses anionische Detergenz
lagert sich in einem konstanten Gewichtsverhaluuis 1,4 g SDS pro Gramm Protein an
diese an (Voet und Voet 1994) und denaturiert Biadurch erhalten sie eine negative
Nettoladung, die proportional zu ihrem Molekularggw ist. Es entstehen anionische
Mizellen, welche die Proteine entsprechend ihredekidargewichtes im Gel laufen lassen
(Weber und Osborn, 1969). Die Zugabe \&Mercaptoethanol im Probenpuffer bewirkt
zusatzlich eine reduktive Zerstérung von vorhandemgsulfidbriicken und somit eine
Abtrennung von derart verknipften Proteinunterabene Um die Auftrennung der Proteine
deutlich zu verbessern, wurde das Polyacrylamidgekin Sammel- und ein Trenngel
aufgeteilt. Im Sammelgel fuhrt eine niedrigere Aanyid-Konzentration, d.h. grofRere
Porenweite, ein niedrigerer pH-Wert und eine geniadsalzkonzentration als im Trenngel zu
einem Stapeln (Stacking) des Proteins im Gel. Ribg im angrenzenden Trenngel zu einer

geraderen Lauffront und einer scharferen Auftregnun
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4.16.12Herstellung der SDS-Gele

Auf Grund der unterschiedlichen Grol3e wurden farisi Rahmen dieser Arbeit untersuchten
Proteine 12%ige und 15%ige Gele eingesetzt. Die @eirde in das Mini-Protean Il (Bio-
Rad) System oder spezieller Plastikcassetten (bgan) gegossen. Wahrend bei dem Mini-
Protean Il System Glasplatten vorbereitet mit Gnfb Platzhaltern §pacerin und in der
GielRvorrichtung befestigt werden mussten, sind@hssetten fertig prapariert und das Gel

kann direkt gegossen werden. Fir die Gele wurdigieride Reagenzien gemischt:

Trenngel 12 % | Trenngel 15 % = Sammelgel 6 % Reagenzien
3,3ml 2,3 ml 5,3 ml Aqua dest.
4 ml 5mi 2 ml Rotiporese Gel 30
2,5ml 2,5 ml 1,5 M Tris-HCI-Puffer pH 8
- - 2,5ml 1 M Tris-HCI-Puffer pH 6,8
0,05 ml 0,05 ml 0,05 ml 10% SDS

Tabelle 32:Zusammensetzungen der Komponenten fur die SDS&kélephorese.

AnschlieBend wurde dem Trenngel Ammoniumperoxotisul(APS) zum Start der
Polymerisation der Gellosung und N,N,N’,N’-Tetramgéethylendiamin (TEMED) zur
Beschleunigung derselben zugegeben. Das gegossemmgél wurde mit Isopropanol
Uberschichtet, um eine gerade Grenzschicht zu céeri und einen Ausschluss von
Luftsauerstoff bei der Polymerisation zu gewéahtéis Nach einer Polymerisationszeit von
30 Minuten wurde der Alkohol entfernt und das Samgelenach Zugabe von APS und
TEMED dazugefigt. In das noch flissige Gel wurde Beflonkamm zum Aussparen der
Geltaschen eingesetzt und das Gel zum Polymenisgréinuten stehen gelassen.

Das fertig auspolymerisierte Gel wurde nun senkrétldie Gelkammer gestellt und diese
mit TBS-Laufpuffer beflllt, so dass die Geltaschait Puffer bedeckt waren. Danach
konnten die Proben geladen werden. Vor dem Auftrageirden die Proteinproben im
Verhéltnis 1:4 mit reduzierendem Probenpuffer vztselO Minuten bei 95 °C in einem
Heizblock denaturiert und auf Eis abgekihlt. Ansfdénd wurden sie 3 mal 5 bis
10 Sekunden gesonicated und bis zum Auftragen wiade Eis gestellt. Der verwendete
~pre-stained” Proteinmarker konnte direkt aufgetragen werden.hNdem Befillen der
Gelkammern wurde eine Spannung von 90 V, nach dbeei der Trenngelfront von 130-
140 V angelegt. Die Elektrophorese wurdebeendbgldalie Lauffront den unteren Rand des

Gels erreicht hatte.
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4.16.13Coomassie-Farbung von SDS-Polyacrylamidgelen

Der Farbstoff Coomassie G-250 wird zur Detektiom \Rroteinen in Polyacrylamidgelen
eingesetzt, da es unspezifisch an Proteine, nibbht an die Gelmatrix bindet. Proteine
erscheinen daher nach der Farbung des Gels als BeEnden auf farblosem Hintergrund. Fur
diese Arbeit wurde die fertige Farbelbésung ,Simphd™ SafeStain® (Invitrogen)
verwendet. Nach Beendigung des Gellaufs wurdedie 10 Minuten in Wasser gewaschen
und anschlieBend 30 bis 60 Minuten gefarbt. Um ekl&anden und mdglichst wenig

Background zu gewéhrleisten, wurden die Gele danackine Stunde in Wasser entfarbt.

4.17Western Blotting

Beim Western Blotting werden gelelektrophoretisalfigatrennte Proteine (§.16.11) durch
das so genannté&sgmi dry Blotting“(Westermeieeet al, 1989) quantitativ aus dem Gel auf
die Oberflache einer immobilisierenden Tragermemlransferiert. Auf diese Weise werden
die Proteine, deren Trennmuster erhalten bleilt,dién Nachweis mit immunologischen
Methoden zuganglich (Towbiet al, 1979). Dazu wurde da$BJot™ Dry Blotting Systefn
von Invitrogen verwendet. In das Gerat wurden gezell dafiir geeigneten Komponenten in
folgender Sandwich-Anordnung eingelegt: Zuerst,i@iot™ Anode Stack Bottdnmit einer
Kupferelektrode als erste Lage, auf der sich eietséhicht befindet, auf der wiederum die
Nitrozellulosemembran aufliegt. Auf diese Membraimken nun bis zu 2 vorbereitete Gele
platziert werden, welche mit einem mit Wasser amgeliteten Filterpapier bedeckt wurden.
Als nachste Lage wurde deBlot™ Cathode Stack T6so aufgelegt, dass das Gel auf dem
Filterpapier lag und die Kupferschicht nach obengtee In den Deckel wurde ein
Einmalschwamm gelegt, der sich eventuell bilderater diberschiissige Flussigkeit aufsaugen
und fur den nétigen Druck auf den Stapel sorgeltesdle nach GroRRe des zu transferierenden
Proteins konnte die Lange des Transfers variiendere Der Durchschnitt lag bei 5 bis
7 Minuten. Nach dem Blotten wurde die Membran anmailer geschnitten und in einer
5%igen Milchlésung (Milchpulver in TBS-T) blockiewim freie Bindungsstellen abzusattigen
und so eine unspezifische Bindung der Antikdrperda Membran zu unterbinden. Der
Blockierungsschritt wurde entweder fur 1% StundenRmumtemperatur oder tber Nacht bei
4°C durchgefuhrt. Die Proteindetektion erfolgte adfirektem Weg durch enzymgekoppelte
Sekundarantikorper, die der Erkennung proteinsigebiér Primarantikdrper dienten. Nach
dem Blockierungsschritt wurde der erste Antikorpbenfalls in einer 5%igen Milchlésung

(Milchpulver in TBS-T) in einer Verdinnung von 10R0 bis 1:5.000 zugegeben und die
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Blots 2 bis 24 Stunden unter Schiitteln inkubiedi ®enigen Stunden fand die Inkubation
bei Raumtemperatur, Uber Nacht bei 4 °C statt. Aief8ende Waschschritte (5 bis
6 x 5 Minuten mit TBS-T) dienten zum Entfernen nigebundener Antikérper.

Zum Nachweis der im Falle eines positiven Ergelasigebundenen Primarantikorper dienten
enzymgekoppelte Sekundarantikdrper, welche gegen spazifische Immunglobulin des
Primarantikorpers gerichtet waren. Gangigerweisedare Anti-Maus- oder Anti-Kaninchen-
Antikorper verwendet, die mit Alkalischer Phosplsatader Peroxidase gekoppelt sind. Diese
Enzyme erlauben eine Detektion der Antikdrper dudthsetzen eines enzymspezifischen
Farbstoffsubstrates. Nach dem Waschschritt mit TB8urde die Membran einer ein- bis
zweistlndigen Inkubation mit dem entsprechend vamntkn Sekundarantikdrper (1:4.000)
unterzogen. Dieser ist mit einer alkalischen Phatgde gekoppelt, so dass die Membran im
Anschluss an zwei letzte Waschschritte (4-5 x 5uéén in TBS-T und anschlielBend 2-
3 x5 Minuten in TBS) mit einem enzymspezifischen Sidistinkubiert und die
Proteinbanden, welche sich dadurch braun farbttekdert werden konnten.

Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Losungen

Blockierungslésung: TBS: TBS-T:
5% Milchpulver in TBS-T | 10 mM Tris-HCI, Ph 8,0 | 0,1% Tween 20 in TBS (v/v)
150 mM NacCl

Tabelle 33:Zusammensetzung der Puffer und Lésungen fiir deneveBlot.

4.17.1Dot Blot zur Verifizierung der SD_TNFR-like Expresson in vivo

Um festzustellen, ob das SD_TNFR-like auch im |leleenOrganismus exprimiert wird und
ob die Expressionsrate durch bestimmte Stoffe fleest wird, wurden Stiicke eines
S. domunculdndividuums tber mehrere Stunden mit LPS (bis zih48nd TNF (1-4 h)
inkubiert und anschlieRend im Precyllys 24 in Lgsiger zerkleinert. Die Losung wurde mit
Roti®-Load gemischt, bei 95 °C denaturiert und mit Wetaall behandelt. Wahrenddessen
wurde eine Nitrocellulosemembran 5 Minuten in Tfaruffer aquibrilliert und danach auf
mit Transferpuffer getrankte Filterpapiere Uberfiibrie Proben wurden in gleichen Mengen
(5 ug) aufgetragen und kurz angetrocknet. Anscahdifolgten dieselben Blockierungs-,

Detektions- und Waschschritte wie bei einem normsllestern-Blot (s. oben).

4 .18 Proteinaufreinigung

Die Proteinaufreinigung kann sowohl unter nativels auch unter denaturierenden

Bedingungen durchgefuhrt werden, je nachdem, obrelasmbinante Protein |6slich oder
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unléslich in den so genanntemglusion bodies“vorliegt und zu welchen weiter fihrenden
Experimenten sie eingesetzt werden sollen. Sow@hindtive als auch die denaturierende
Aufreinigung wurde gemalR des ,The Qiaexpressiontithdbuchs (Qiagen) durchgefihrt,
aus dem auch die verwendeten Pufferzusammensetzwsigenmen. Hierbei werden die
rekombinant erzeugten Proteine Uber ein angefUdt&sTag an immobilisierte Rtlonen,
die zusammen mit NTAN(trilotriaceticacid) einen Chelatkomplex ausbildendeHuLl et al.
1987), gebunden. Dieser ist an Agarose gekoppelteumdglicht so die Aufreinigung Uber
eine Polypropylennsaule (Pierce). Die gebundenesiTidg-Proteine kdnnen anschliel3end
durch Absenken des pH-Wertes (Protonierung deridiseste), Zugabe von Imidazol
(konkurriert mit den Ni*-Bindungsstellen des Ni-NTA) oder EGTA/EDTA (komyikert die
Ni?*-lonen) von der Matrix abgel6st werden. Von allenisthenschritten werden Proben

genommen und auf einem SDS-Gel Uberprift, ob dieefugung funktioniert hat.

4.18.1Extraktion unter nativen Bedingungen

Ziel dieser Methode ist es, die Proteine, sofersiels um losliche Proteine handelt, in ihrer
aktiven Form aufzureinigen, um z.B. unmittelbar t§emu ihrer Wirkungsweise durchfiihren
zu kénnen. Das Bakterienpellet wurde gewogen und nm/g BugBuster® mit Benzonase
und Proteininasehibitor resuspendiert und fur 69 30 Minuten bei RT unter standigem
Ruhren inkubiert. Die im Lysepuffer enthaltene Bamase degradiert die DNA, wéhrend die
Proteine durch Proteinaseinhibitoren geschitzt &rerdurch eine 20- bis 30-minitige
Zentrifugation bei 10.000 x g und 4 °C wurden in¢aBakterien und Zelldebris pelletiert und
der Uberstand abgenommen. Dieser enthélt schogedigsliche Proteine und kann auf einem
SDS-Gel auf das Zielprotein Uberprift werden. Dastandene Pellet wurde anschliel3end in
2 bis 5 ml nativem Lysispuffer pro Gramm Gewiclgugpendiert.

Es gibt zwei Vorgehensweisen, um die Lyse der Aefle unterstitzen, die beide wahrend
dieser Arbeit angewandt wurden. Zum Einen gibt rs MOdglichkeit, Lysozym zu einer
Endkonzentration von 1mg/ml zuzugeben und 30 Mimwe inkubieren und zum Anderen
kann die Suspension in flissigem Stickstoff schebfkgtet und auf Eis wieder aufgetaut
werden. Dann folgen 4 bis 6 Sonicationsschrittarédthallbehandlungen) fir 10 Sekunden
bei 200 bis 300 Watt, um die Zellen aufzubrechen @me Zentrifugation fir 20 bis
30 Minuten bei 10.000 x g und 4 °C, um den Zellgelku entfernen. Der Uberstand sollte
nun die I6slichen Proteine enthalten und wird inchséen Schritt mit 1 ml 50% Ni-NTA-
Agarose pro 4ml Lysat gemischt und bei 4 °C micHe&r Rotationsbewegung 60 bis
90 Minuten inkubiert. Bis zu 5 ml des Ni-NTA-Lys@emisches konnten nun auf eine
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Polypropylennsaule/Siebsaule (Pierce) geladen werderen Durchlauf mit einem Cap
verschlossen war. Nachdem sich das Gel einige abgjesetzt hatte, wurde der Durchlauf
gedffnet und die Flussigkeit aufgefangen. Sie datimalerweise kein Zielprotein enthalten,
da dieses komplett an die Ni-NTA-Agarose gebundahso tUber dem Filter gehalten werden
sollte. Nachdem die komplette Losung durchgelaufan folgten zwei Waschschritte mit je
4 ml Waschpuffer und die anschlieRende Elution4nit500ul Elutionspuffer. Anschlie3end
konnte die Ni-NTA-Agarose der Saule bei Bedarf @80ul 125 mM EDTA gestrippt
werden. Dies bewirkt, dass samtliche Proteine vam Matrix gelést werden. Die
Proteinlésungen wurden bis zu ihrer Weiterverwegdogi 4 °C oder -20 °C aufbewabhrt.

Zusammensetzung der BugBuster®- Losung:

BugBuster®:

- Benzonase 25 U/ml

- 1 Tablette PComplete-Mini
- 50 mIBugBuster®

Tabelle 34:Komponenten der BugBuster®-Lésung.

Zusammensetzung der verwendeten Puffer:

Lysispuffer, pH 8: Waschpuffer, pH 8: Elutionspuffer, pH 8:
- 50 mM NaHPO, - 50 mM NaHPO, - 50 mM NaHPO,
-300 mM NacCl -300 mM NacCl -300 mM NacCl

- 10 mM Imidazol - 20 mM Imidazol -250 mM Imidazol

Tabelle 35:Zusammensetzung der Puffer fur die native Protéiaeigung.

4.18.2Extraktion unter denaturierenden Bedingungen

Ein grolBer Teil der Proteine wird von Bakterien umléslicher, inaktiver Form in
membranumschlossenemglusion bodies‘gespeichert. Um diese aufzuschliel3en, wurde das
Bakterienpellet analog zu 4.18.1 mit 5 ml BugBuBtaresuspendiert und lysiert. Nach
Zentrifugation wurde der Uberstand abgenommen uad ®ellet in 5ml Puffer B
(Solubilisierungspuffer) oder Lysispuffer mit Imi@d pro Gramm erneut resuspendiert. Im
Solubilisierungspuffer ist 8 M Harnstoff enthaltevelcher die inclusion bodies“auflést und
das enthaltene Protein entfaltet.

Nach einer einstiindigen Inkubation bei Raumtemperfaigten 3 bis 4 Sonicationsschritte
(Ultraschallbehandlungen) fur 10 Sekunden und deftdgnd ein Zentrifugationsschritt von
20 bis 30 Minuten bei 10.000 x g und 4 °C. Der Qhmrd wurde, wie in 4.18.1 beschrieben,
mit der entsprechenden Menge Ni-NTA-Agarose vetsatd 60 bis 90 Minuten bei RT auf
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einem Rotor gemischt. Nach Ende der Inkubation wwdas Ni-NTA-Agarose-Gemisch auf
eine Polypropylennsaule/Siebsaule geladen. Nachsiem das Gel etwas abgesetzt hatte,
wurde der Durchlauf ge6ffnet und die Losung aufggém. Es folgten 2 bis 4 Waschschritte
mit Puffer C bzw. W1 und W2 mit Imidazol und zwduionsschritte mit Puffer D und E
bzw. E1 und E2 mit Imidazol. Auch hier kann bei Bédvieder mit 25Q 125 mM EDTA

gestrippt werden. Zusammensetzung der verwendetiéer P

Lyse-Puffer B, Waschpuffer C, Elutionspuffer D, | Elutionspuffer E,
pH 8,0: pH 6,3: pH 5,9: pH 4,5:

-100 mM NaHPG;, | -100 mM NaHPQO, | -100 mM NaHPGO;, | -100 mM NaHPO,
-1 mM Tris/HCI -10 mM Tris/HCI | -10 mM Tris/HCI | -10 mM Tris/HCI
-8 M Harnstoff -8 M Harnstoff -8 M Harnstoff -8 M Harnstoff

Lysispuffer, pH 8: | W1, pH 8: W2, pH 8:
- 6 M Harnstoff - 6 M Harnstoff - 6 M Harnstoff
- 300 mM KCI - 300 mM KCI - 300 mM KCI
- 50 mM NaHPGQ; | - 50 mM NaHBPGQ, | - 50 mM NaHPO,
-5 mM Imidazol -5 mM Imidazol |- 10 mM Imidazol
E1l, pH 8: E2, pH 8:
- 6 M Harnstoff - 6 M Harnstoff
- 300 mM KCI - 300 mM KCI
- 50 mM NaHBPQ; | - 50 mM NaBPO,
- 250 mM Imidazol | - 350 mM Imidazol

Tabelle 36:Zusammensetzung der Puffer fir die denaturiertéeePraufreinigung.

4.19Quantifizierung der Protein-Konzentration nach Biadl

Zur Bestimmung der Protein-Konzentration eines &ktts wurde die photometrische
Methode nach Bradford verwendet (Bradford, 1976as abei eingesetzte Roti-Quant
enthalt ,Coomassie Brilliant-Blue R250%, welchesnge Absorptionseigenschaften je nach
Ladung (kationisch, neutral, anionisch) andert.sDkann im ELISA-Reader nachgewiesen
werden. Durch Bindung eines Proteins, hauptsachhahseinen basischen Aminoséauren,
wird der Farbstoff in den anionischen Zustand iietf Dieser Ubergang fihrt zu einer
Absorptionsanderung, welche bei 595 nm gemessedewdtann. Fir die Messung wurden
25 ul eines Proteinextraktes bzw. gbdiverser BSA-Verdinnungen (Bovines Serumalbumin
als Eichwerte) mit definierter Proteinkonzentratiomt 1 ml Roti-Quant gemischt und

5 Minuten inkubiert. Als Blindprobe diente Wasséas auch mit Roti-Quant gemischt und
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inkubiert wurde. In jeweils zwei benachbavtells einer 96well Mikrotiterplatte wurden je
100l der Albuminverdinnungen, sowie der Probenlosurgpeettiert und die Extinktion bei
595 nm photometrisch mittels eines ELISA-Readestilment. Aus den gemessenen Werten
wurden spater die Mittelwerte berechnet und antgerddurch die BSA-Verdinnungsreihe

ermittelten Eichkurve konnten die Proteinkonzeidran der Extrakte bestimmt werden.

4 .20Herstellung polyklonaler Antikdrper

In dieser Arbeit wurde der polyklonale Antikorpeardh mehrfache Immunisierung eines
weiblichen Kaninchens (Weil3e Neuseeldnder) gewo(siehe Ausubett al, 1994). Er wird
nach Injektion des Antigens von verschiedenen Blidigih des Kaninchens gebildet und
stellt eine Mischung von Immunglobulin-Molekulenrddie die verschiedenen Epitope des
Antigens erkennen und binden. Der Antikorper steié Grundlage fir den Nachweis des
Antigens (SD_TNFR-like) mittels immunologischer Metlen, wie z.B. im Western-Transfer
(s. 4.17) oder bei der immuncytochemischen FarwangGewebeschnitten (s. 4.23) dar.

4.20.1Immunisierung und Serumzubereitung

Das Kaninchen wurde mit einem im prokaryotischest&y exprimierten, rekombinanten
Protein (s. 4.16) als Antigen immunisiert. Vor dimmunisierung erfolgte die Abnahme von
Blut zur Erzeugung des Praimmunserums. Das Antigerde dem Kaninchen dreimal im
Abstand von vier Wochen subkutan injiziert. Als lemmantwort bilden die B-Lymphozyten
IgG-Immunoglobuline gegen das Antigen. Jeweils HYel nach der zweiten und dritten
Immunisierung wurde dem Versuchstier 15 ml Blut des Ohrvene entnommen, um den
Antikorpertiter zu bestimmen (s. 4.20.2). Zur Serubereitung dieses, wie auch des vor der
Immunisierung entnommenen Blutes, wurde es einadstiei 37 °C, dann eine Stunde auf
Eis inkubiert und anschlie3end 5 Minuten bei 16.9@0abzentrifugiert. Das Serum wurde
von den geronnenen Blutbestandteilen getrennt enelb °C gelagert.

4.20.2Bestimmung des Antikorpertiters

Zur Bestimmung des Antikorpertiters wurden ELISAtdn mit dem Antigen beschichtet
und mit Antiserum (bzw. Praimmunserum als Kontjollekubiert. Die Detektion des
Primarantikorpers  erfolgte indirekt Uber einen Swkirantikbrper, der den
Antigen/Antikérper-Komplex erkennt und durch einarlfreaktion markiert. Diavells der

ELISA-Platten wurden dafur mit 1Q0 Antigenlosung (lug/ml Carbonatpuffer, s. u.)
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beladen, 3 Stunden bei RT getrocknet und nichtgddnm Komponenten durch Waschen
(3 x PBS, s. u.) entfernt. Um unspezifische Bindistgllen abzusattigen, wurde mit 180
3%igem BSA (w/v) bei 4 °C Uber Nacht inkubiert. Radrei kurzen Waschschritten mit PBS
wurden fur die folgende Antikorperreaktion versdgee Verdinnungen des Praimmun- und
Antiserums in PBS eingesetzt (1:100 bis 1:2.000;Sseum nach der dritten Immunisierung
bis 1:500.000). 100l der jeweiligen Verdinnungen wurden pveell eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert und 3 x mit PBS gewasciNath Zugabe von 1Qd des mit
Alkalischer Phosphatase konjugierten AR#bbitSekundarantikbrpers (1:2.000 in PBS)
wurde 30 Minuten bei RT inkubiert und erneut 3 X PBS gewaschen. Die enzymatisch
katalysierte Farbreaktion erfolgte durch Zugabe v&AO0ul der gebrauchsfertigen
Substratlésung fur 10 Minuten im Dunkeln. Mit 26H,SQO, (1 M) wurde diese gestoppt und
die Platten bei 450 nm im ELISA-Reader ausgewertet.

Verwendete Medien:

PBS-Puffer, pH 7,2 | Carbonatpuffer Substratlésung

-137 mM NaCl -0,1 M NaHCQ -1,25 mM Tetramethyl-
-2,7 mM KCI benzidin

-9,6 mM NaHPQ, -2,2 mM HO,

-1,8 mM KH,PO,

Tabelle 37:Verwendete Medien fir die Bestimmung des Antikdtitess.

4 21 RAW-Blue™-Zellen

Die RAW-Blue™-Zellen (Invitrogen) sind eine Makragden Zelllinie aus Mausen.

Makrophagen spielen eine wichtige Rolle in der &ogenen Immunabwehr und exprimieren

eine Reihe so genanntepattern recognition receptofy"mustererkennende Rezeptoren”).
Diese Rezeptoren, wie beispielsweise Toll-like Rézen (TLRs) oder NOD-like
Rezeptoren (NLRs), erkennen konservierte Struktwen Pathogenen, diepathogen
associated molecular patternPAMPS)“. lhre Erkennung fiihrt zur Aktivierung der
Rezeptoren und somit zu verschiedensten Reaktiongs, vermehrte Expression von
regulatorischen und antimikrobiellen Molekilen sevder Induktion von Apoptose. Einer
dieser Wege fluhrt dabei Uber die Aktivierung deanskriptionsfaktors NFxB (nuklearer
Faktor kappa B). Dies wird bei den Versuchen mit &AW-Blue™-Zellen ausgenutzt, da
diese einGen exprimieren, das fir embryonale alkalische sphatase (SEAP) codiert,

welches durch die Transkriptionsfaktorlir - kB und AP-1 induziert und anschliel3end ins
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Medium abgegeben wird. Dort kann die Aktivierungeiikinen Farbwechsel bei Inkubation
mit einer speziellen Farbeldsur@WANTI-Blue™) direkt optisch gemessen werden.
NOD-like Rezeptoren (NLRs) sind die l6slichen Gesigoke der Toll-like-Rezeptor-Familie,
deren Architektur der von Apaf-1 entspricht. Sigiagen unabhangig von den TLR, es wird
jedoch angenommen, dass sie mit diesen koopengrémie Immunantwort auf mikrobielle
Eindringlinge auslost. Es wird angenommen, das®ailPs erkennen, was zur Aktivierung

von Caspasen und Kinasen fihrt.

4.21.1Kultivierung der Zellen

Die RAW-Blue™-Zellen wurden in wasserdampfgesatightmosphare bei 37 °C und 5%
COyim Brutschrank kultiviert. Als Medium diente denliéga DMEM (high glucosg welches
jeweils mit 10% fotalem Kalberserum (v/v), 20/ml Zeocin und 50 U/mi
Penicilin/Streptomycin (Pen/Strep) angereichert dear war. Samtliche Vorgange wurden
unter einer Sterilbank durchgefuhrt, um eine Kontetion der Zellen zu vermeiden. Die bei
37 °C im Wasserbad aufgetauten Zellen wurden iereifalcon mit 15 ml vorgewarmtem
Medium Uberfuhrt und anschlieRend bei 2.000 rpnbfiinuten zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde in einem Milliliter Medium (ohne Antibiotikaesuspendiert, in eine Kulturflasche mit
12,5 ml vorgewarmtem Medium Uberfihrt und Gber Naoh Brutschrank kultiviert. Am
nachsten Tag wurde das Medium im Wasserbad erw@mthtwenn es 37 °C erreicht hatte,
die Zellen aus dem Inkubator entnommen. Das altdilvie wurde vorsichtig ausgegossen
und durch 12,5ml frisches Medium mit 206/ml Zeocin und 50 U/ml Pen/Strep
(Selektionsmedium) ersetzt.

Die Zellen wurden so lange inkubiert, bis sie elkmnfluenz von 70 bis 80% aufwiesen.
Dann wurden sie wie folgt in 2 neue Kulturflascrearigeteilt: Alle verwendeten Losungen
wurden zuvor im Wasserbad auf 37 °C erwarmt. AneBkhd wurde das alte Medium
ausgegossen und die Zellen kurz mit 5ml 1 x PB®%agehen. Nach Verwerfen der
Waschlosung wurde 1 ml Trypsin zugegeben um diciratiben Zellen vom Boden der
Kulturflasche zu lésen und die Zellem vereinzeln. Die Inkubation sollte nicht langés a
5 Minuten dauern und kann durch leichtes Klopfem Helturflasche auf einen festen
Untergrund beschleunigt werden. Wahrend dieser\dgitien zwei neue Kulturflaschen mit
je 12,5 ml warmem Medium vorbereitet und mit je ztms drei Tropfen der Zellsuspension
angeimpft. Danach wuchsen die Zellen, bis sie dreiee Konfluenz von 70 bis 80% erreicht

hatten.
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4.21.2Detektion der NF -kB Aktivierung

Fur den Nachweis der NRB Aktivierung wurden alle zu testenden Proben auf’G
aufgewarmt. Wahrend dieser Zeit wurden die Zellemwedium befreit, zwei Mal mit
1 x PBS gewaschen und mit 1 ml Trypsin in Losun@prgeht. Anschlieend wurde die
Zellkonzentration in einer Neubauer Zahlkammer ibest. Mit frischem Medium wurde
eine Zellsuspension von ca. 550.000 Zellen/ml Istefie In eine 96well Platte wurden
jeweils 20ul der zu testenden Proben, der Positiv- (Pam3CSkdje der Negativ-Kontrolle
(Wasser) pipettiert und je 180 Zellsuspension zugefugt. Die Platte wurde Ubechtam
Brutschrank inkubiert. Am nachfolgenden Tag wurdgn 160ul der vorbereiteten
QUANTI-Blue™ Lésung in eine neue 98ell-Platte pipettiert und 40l des Zelliiberstands
der inkubierten Zellen zugegeben. Die Platten wurd@ Minuten bis 3 Stunden inkubiert

und der Farbumschlag im Spektrophotometer bei @5An gemessen.

4.22 Antimikrobieller Test

Der antimikrobielle Test kann entweder in Flissigken oder mit Agarplatten durchgefuihrt
werden, wobei fur den in dieser Arbeit durchgeféhrTest Agarplatten gewahlt wurden. Es
wurden Tests mit einerk. colt (NovaBlue Single)Jund einemsS. cerevisiae (Ma V203)
Stamm durchgefiihrt. Dazu wurden die passenden keg@p ohne weitere Zusatze
vorbereitet, LB-Agar fir die Bakterien und YPAD-Agdir die Hefe. Von den zu testenden
Bakterien/Hefen wurden 1,8 in Wachstumsmedium tberfuhrt und 14 bis 16 Stanblei
37 °C/30 °C kultiviert. Je nach Plattengrof3e wur@dms 8 ml auf den Platten verteilt. Nach
kurzer Einwirkzeit wurde der nicht eingezogene Rdasjegossen und auf den Platten kleine
Filterpapierkreise in ca. 4 bis 5 cm Abstand aufgebt. Auf diese wurde die zu testende
Proteinlésung aufgetropft (negativ Kontrolle, 5@BRN000ug/ml) und die Platten Gber Nacht
in den Brutschrank gestellt. Am nachsten Morgen dear die Platten kontrolliert und
fotografiert.

4.23Immunohistologische Farbungen

Immunohistochemische Untersuchungen werden in scliexdlichsten Bereichen der
klinischen Diagnostik eingesetzt und dienen zur dlislation von Proteinen in
Gewebeschnitten. Dabei wird die natirliche Binduleg Antikorpers zu seinem speziellen

Antigen im Gewebe genutzt. Um die Gewebeschnittéeragen zu konnen, wurden
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Gewebestlicke wie in 4.7 beschrieben inkubiert umgtlaie3end fur 24 Stunden bei 4 °C
direkt in 2% Paraformaldehyd in Phosphatpuffer @{@#) Uberfuhrt. Nach einem
Uber-Nacht-Waschschritt bei 4 °C in PBS-Puffer (h¥) mit 6,8% Saccharose wurde das
Gewebestick 60 Minuten bei 4 °C in 100% Aceton debyt, wobei des Aceton wahrend
der ersten Minuten so oft erneuert wurde, bis dikisdigkeit klar blieb. Die
Kunststoffeinbettung fand mit , Technovit 8100“ (ldeus Kulzer) nach Herstellerangaben
statt, einem histologischen Einbettmaterial auf iBason Methacrylat, das in der
Lichtmikroskopie verwendet werden kann. Hierzu wveurddas Gewebe in die
Einbettungslosung getaucht und inkubiert, bis dew&be auf den Boden sank. Die Losung
wurde gewechselt und bei 4 °C Uber Nacht inkubA@dchlielend wurde die gut gemischte
Einbettungslésung (15 ml Einbettungslosung mit etart und 0.5 ml Harter 1) in die
Teflonform gegossen, das Gewebestlck eingelegt-alien luftdicht mit Folie verschlossen
und auf Eis platziert. Nachdem das Plastik ausgethwar, konnte das Gewebe aus der Form
entnommen und geschnitten werden. Schnitte untediather Dicke wurden mit einer
rotierenden Schneidemaschiene hergestellt, in Wagsdreckt, auf Objekttragern platziert
und 30 Minuten in 1% Saponin in PBS inkubiert, uie Eloren zu 6ffnen. Nach dreimaligem
Waschen fur je 15 Minuten in PBS wurden die Objékger in eine feuchte Kammer
eingelegt. AnschlieRend wurden die Schnitte UbechiNdei 4 °C mit dem spezifischen
Antikoérper (1:25.000, verdinnt mit 0,3% BSA) in dieuchten Kammer inkubiert. Nach
einem Waschschritt von 3 x 30 Minuten in PBS wurdén Schnitte mit Cy3-gekoppeltem
Ziege-anti-Kanninchen-IgG (1:800 in PBS-T mit 0,8¢4v) BSA und 15 mM Natriumazid)
far 90 Minuten bei RT im Dunkeln inkubiert. Nach ieeen 3 Waschschritten von je
30 Minuten in PBS wurde 10 Minuten mit DAPI (4'-Btamidino-2-phenylindole, gM in
0.3% BSA) inkubiert, um die Zellkerne anzufarberacN Waschen und Eindecken des
Gewebes mit hartendem Gel/Fixierer (Natutec) wumdagellack um das Deckglas
aufgetragen, um das Austrocknen der Schnitte Zoingrn. Anschliel3end wurden sie unter

dem Lichtmikroskop (Olympus AHBT3) Uberprift.
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5 Ergebnisse

5.1 Vervollstdndigung eines Klons mit DD aus Subed@siuncula

5.1.1PCR-Screening der cDNA-Bank

In der Sponge Base der AG Miller wurden Sequenzeh emer Todesdoméne
(,Death domaih = DD) gesucht und aus dem vorliegenden Sequechalis neue
genspezifische Primer erstellt (s. 4.1.1). Mit elifiner PCR wurde diSuberites domuncula
cDNA-Bank sowohl in 5-, als auch in 3'-Richtungsgeeent, um die Sequenz zu
komplettieren. Die PCR-Produkte wurden nach Aufgeing in den pGEM-T- oder TOPO-
Vektor ligiert und anschlieRend nach TransformationE. coli amplifiziert. Uber eine
Checking-PCR wurden Klone identifiziert, welche Imater L&nge des Fragments in Frage
kamen. Die Sequenzierung dieser Klone und der $egeegleich mit Hilfe des BLAST-
Algorithmus (NCBI) ermdéglichte die Komplettierungerd Sequenz. Der Klon, der in der
BLAST-Analyse das interessanteste Ergebnis liefextierde anschlieRend fur die weitere
Charakterisierung ausgewahlt. Dieser KI&D( TNFR-likeGen) zeigte Homologien zu einer
Vorstufe des Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptors 6Garss familiaris

5.1.2ldentifizierung des Komplettklons des potentiellerSD_TNFR-like Klons

Nachdem die vollstandige Nukleotid-Sequenz 8Bs TNFR-likeGens vorlag, wurden zwei
neue genspezifische Primer erstellt, mit denen ldieplette Sequenz aus der cDNA
amplifiziert wurde. Eine Sequenzierung und dereschlie3ende Auswertung mit Hilfe des
Programms Vector NTI Advance 10 ergab eine voltdigen Nukleotidsequenz des
SD_TNFR-likeGens.

5.1.3Analyse der Sequenz des SD_TNFR-like Proteins

Die Gesamtlange de8D_TNFR-likeSequenz betragt 1572 bp und umfasst einen offenen
Leserahmen von 1171 bp, der fur ein potenziellegelr von 390 AS kodiert. Am 5°-Ende
befindet sich ein untranslatierter Bereich von bp8wahrend der untranslatierte Bereich am
3'-Ende 401 bp lang ist.
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TGACATGGACTGAAGGAG
TAGAAAATTTTCCAAGAACCACAGCATGCAGTGCAGTGCATATGACTTGCTAGCTAGCTACAGGGTATAAGAGTGCTAGAGTCCA
1 M A ¢ 8 K L ¢ R L TV E Y @ T I 8 6 8 F K R I Q P 25

GGTACATGGCTTGCTCCAAGCTTTGCCGTCTGACTGTGGAGTACCAGACCATCAGCGGGTCCTTTAAACGTATTCAACCG i

26 N K ¢ K v I E V H F P L N E T vV N N F I K H L G H 50
76 AATAAAGGAAAAGTGATTGAAGTACACTTTCCACTAAACGAAACCGTCAACAATTTTATTAAACATCTAGGTCAC 150

5 s F N 8 L H 8 Q T 8 A 66 K E L ¥ L I R G X V H T R 75
151 AGTTTCAATAGCTTGCACTCTCAGACATCTGCTGGAAAAGAACTGTATCTTATTCGCGGAARAGTGCACACTCGA 225

76 L D E K K 6 F 8 L VvV Q@ F 8 VvV Q@ D ¢ b R F V L L G Y 100
226 TTAGATGAAAAGAAGGGATTCTCTCTTGTCCAATTCTCTGTGCAAGATGGTGATCGCTTTGTATTGCTAGGGTAC 300

100 K P I 8 R I K F T I VvV V XK 66 L. b G N R M E F D V L 125
301 AAACCAATAAGTCGAATAAAATTCACCATTGTGGTGAAAGGCCTTGATGGTAACCGAATGGAGTTTGATGTACTC 375

126 N T T T I D T L K H R I @ D R T GG I H E S D I I L 150
376 AATACTACAACTATCGACACCCTAAAGCACAGGATCCAAGATAGGACTGGGATCCATGAGTCTGACATTATACTT 450

151 M ¥ K ¢6 K VvV v P K 6 8 R K T V E F Y D 6 R S G 8 K 175
451 ATGTACAAAGGAAAAGTAGTACCAAAGGGATCCCGTAAAACTGTTGAATTTTATGATGCGAAGGTCTGGAAGTAAA 525

176 A Q L E V B Q@ R &8 I A K E P E E D V 8 R 8 K E E P 200
526 GCACAGCTGGAAGTARACCAGAGATCAATAGCAAAAGAGCCTGAAGAGGATGTTTCTCGCTCTAAAGAAGAACCT 600

201 v 8 s E T D ¢ P F Q N R R NT Q Q G A F V RENT 225
601 GTTTCTAGTGAGACAGACGGGCCTTTTCAGAACAGAAGGAACACCCAGCAAGGAGCTTTTGTGCGAGAGAATACA 675

226 R R &8s C R S R Q G A P R Y S Q VvV s s L 66 ¢ & E D 9 250
676 AGGAGGAGCTGTCGATCTCGCCAAGGAGCACCTCGATACTCACAGGTTAGTTCGTTGGGGTGTGCTGAGGACCAA 750

251 v R ¥ E T D K EM L A RV P H A P I 85 DT G L L D 275
751 GTGCGGTACGAAACTGATAAAGAGATGCTGGCAAGAGTTCCACATGCACCTATATCTGATACTGGGCTCTTGGAT 825

276 I 8 K K M T ¢ W K H L A I R L G L N E s E R V Vv I 300
826 ATTAGCAAGAAGATGACAGGATGGAAACATCTAGCTATTCGACTGGGACTAAATGAAAGTGAGCGTGTTGTGATT 900

301 £E F D S R YDVFAU EGQI KV QML L EKWI K®RIE KNG R 325
901 GAAGAAGACAGCCGATATGACTTTGCCGAACAAAAAGTACAAATGTTACTTAAATGGAAACGCAAAAATGGTAGA 975

326 E A T W R XKL L C RV Q EE EDURETLAWIZ K I V R 350
976 GAAGCAACTTGGAGGAAGCTGTTATGTAGAGTGCAAGAGGAAGAGGATAGAGAACTTGCTTGGAAAATTGTCAGG 1050

351 I s ¢ K R K D S b sV Q C AL DV A S P Q A S V A 375
1051 ATCTCACAAAAACGAAAGGATTCTGACTCTGTGCAATGTGCTCTAGATGTTGCCAGTCCCCAAGCTTCAGTAGCT 1125

376 P I 8 W E G A P V Q E T Q T E *

1126 CCAATAAGCAACGAAGGAGCACCTGTTCAAGAGACACAAACAGAGTGAACCTAAGCGTATGGTATAGGCTTGAAT 1200
1201 TGATAAGTCAACACTCCATTGTTGTGAGTAGACTACTTACTGTTTAAACCACCTACTTGAAAGGTATTTGATCTG 1275
1276 ACTTGGCATGAAAAGTTGCCGTATTATTTAAATGTGCTGCATATGTATGCATTTCGGACCACACATGCAGCAAAG 1350
1351 TTATTTGTTGTTATTTATTTAGCTACATCTAATGTAGTTTTGAAGTTATCCACATTCATAGTCAGCATCATGTGA 1425
1426 CTTTAGACAATTGGTTATGGCTTGATTTACATAGCTCAGCAATTTTTCATAAGGTANNANTCATTTTTAAAATCC 1500
1501 TGTGCTACTAATCATACTTATGTGTTGATGTGTGTACCATGAACGC (A) , 1560

Abbildung 11: Basen- und abgeleitete AS-Sequenz 8&s TNFR-likeGens, mit Hilfe von DNasis 2.5 erstellt.
Untranslatierte Bereiche am 5°-, bzw. 3*-Ende deju8ez sind blau, translatierte Bereiche schwarzedtett. Rot
markiert sind Start- und Stop-Codon der Sequene flidie Vervollstandigung der Sequenz verwendBt@mer sind
unterstrichen.

Die abgeleitete AS-Sequenz d&3 TNFR-likeGens umfasst 390 Aminosduren und weist ein
errechnetes Molekulargewicht von 44.426 kDa unctreitheoretischen pl von 9.32 air.
vivo spielen die N-terminalen Aminosauren eines Preta&ime wichtige Rolle flr dessen

Stabilitat, da diese fiur den ubiquitin-markiertamtpolytischen Abbau von Bedeutung sind
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(Gondaet al, 1989; Tobiast al, 1991). Demnach bedeutet ein errechneter Insiisindex
von 41,14 fur dieses Protein eine Einordnung zuudestabilen Proteinen (Guruprasastcl,
1990), fur welches nach Bachmairal. (1986) eine geschatzte Halbwertzéit yitro) von
ungefahr 30 Stunden errechnet wurde. Hinsichtlidnskrvierter Doménen ergab ein
Vergleich der SD_TNFR-like Proteinsequenz mit aedeProteinen aus Gendatenbanken
(NCBI mit BLASTP- Algorithmus) eine Homologie zuokservierten Death-Domaifi (DD
oder Todesdomane, PfaAcc. No. PF00531; E-Wert = 9, As 273-350) und zur UBQ-
Domane aus der UBQ-Familie (Smaxtc. No. smart00213; E-Wert = 88, AS 108-182).
Allerdings konnte keine Transmembranregion detekieerden, welche typisch fir einen

Rezeptor ist.

1 50 Lo 150 o bel| 3o i) 340

S S S
U0 superfanily ( Death superfanily )

Abbildung 12: Ergebnis der Doménensuche des BLASTP mit der SD_TheRSequenz.

5.1.4Analyse der abgeleiteten AS-Sequenz des SD_TNFRdik

Die Analyse der Homologie d&2D_TNFR-likeGens vonS. domunculazu &hnlichen Genen
anderer Organismen gestaltete sich sehr schwigaigdyis zum heutigen Zeitpunkt nur ein
weiteres Gen mit der selben Domanenkombination rbekast. Dies ist ein bisher nicht
weiter charakterisiertes, hypothetisches Gen a@aenorhabditis elegans (zwei
unterschiedlich lange Sequenzéwc. No NP_871663, bzw. NP_498714.1), welches uber
die BLAST Suche nach derselben Doménen-Architakiemtifiziert wurde.

In der folgenden Abbildung 13 ist ein Alignment setiedener Aminosaure-Sequenzen der
BLAST-Hits mit der hochsten Ubereinstimmung dargitst welche uber BLASTP der
Datenbank (NCBI) entnommen wurden. Die hochste Hoge im Vergleich der
Proteinsequenz mit Proteinen aus GendatenbankeBI(ki@ BLASTP-Algorithmus) ergab
sich zu der MGC78788 Protein-Sequenz dtsongylocentrotus purpuratugAcc. No.
XP_785111, E-Wert: 0,006), einer Seeigel-Art.
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hyp. BRAFL
HMGCT 87 BB_STRPU
poly_UBQ_STRPU
THFR6_CRHFB
SD_TNF/R_SUBDO

hyp._ BRAFL
MGCT 8788 STREU
poly UBQ STRPU
THFRG6_CRNFA
SD_THF/R_SUBDO

hyp. BRAFL
HMGCT 87 BB_STRPU
poly_UBQ_ STRPU
THFRG_CAHFB
SD_THF/R_SUBDO

hyp. BRAFL
HMGCT8788 STRPU
poly UBQ STRPU
THFRG_CBHFB
SD_TNHF/R_SUBDO

hyp. BRAFL
HMGCT 87 3B_STRPU
poly UBQ_STRPU
THFRG_CRI-IFB
SD_TNF/R_SUBDO

hyp. BRAFL
HMGCT 87 BﬂisTRPU
poly UBQ_ STERPU
THFRG_CBHFB
SD_TNHF/R_SUBDO

hyp. BRAFL
HMGCT 87 3B_STRPU
poly UBQ_STRPU
THFRG_CRI-IFB
SD_TNF/R_SUBDO

hyp. BRAFL
HMGCT8788 STRPU
poly UBQ STRPU
THFRG_CBNFB
SD_TNHF/R_SUBDO

hyp. BRAFL
HMGCT 87 BB_STRPU
poly_UBQ_ STRPU
THFRG_CAHFB
SD_THF/R_SUBDO

hyp._ BRAFL
MGCT 8788 STREU
poly UBQ STRPU
THFR6_CRNFA
SD_THF/R_SUBDO

hyp. BRAFL
HMGCT 87 BB_STRPU
poly_UBQ_STRPU
THFR6_CRHFB
SD_TNHF/R_SUBDO
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* 100 * 120 * 140 * 160
DPRTLEVSQLHLSVHEMEEKTPAGISTFSQVIDVELDENELKSLTQEFTELEETENLDLGHHVFETFP AQTKEFRELEVLEF S

o 180 = 200 & 220 L 240
VHOQVEEIPPGVFPCLPFMENLEIGSHELEKTLPEDLVSLERLEYLEISSHEFTHMFPPOLLOLPRIROVCLSANKITEVPLEFF

* 260 * 280 * 300 * 320
DEPLELFQOAEDHNPLSEPPQEVCIQGITATKOYCOSLEAGVTEDERMEKIMLLGDT GAGET SLCLSLETGOSHLVDIQDRTHG T

* 340 * 360 * 380 * 400 *
DEHDITEGDVIFLTWDFAGQODYLVTHPVFITKDALVLLVVHLET YRLGDEKS YRERHVGVWIDN IAMERVPHAAVI.VVGTHLD

420 * 440 * 460 * 480 *

500 * 520 * 540 * 560 *
QGFDSFEQTVSHLAQTYLOQAWRKIPTSWIKVENLMEP SQKGRSAEPDTGPGVIDIDEAVDDILHFTDVETRHEAKVVLEYL

580 * 600 * 620 * 640 *
HGLGLLIWYSEIDCLETYVEVDPAVLVAVFEVVIRDGLOQEELAS ITTMDOMADE GMMS TEFKHOLEKKFQOREALLDHRTILT ITW

660 * 680 * T00 * 720 * 7
KEAKDNFMLHVPEDVOLLVHVLEQF OLCFTYTPPEPDMLITPARP AFHPGSPWAPE SHEPPVSPDOLERKSTMYLFPCYLHDTL

10 * T60 * 180 * 800 * 820
PSDEWSDPCPTDQEQIRVGLTFFPEVPYGFFERLCVCLHOLCPGLKLWRD S AKLCOHNHV SMVVEKHQGCHGDSTVSELOQDVW

= 840 & 860 L 880 o 900
HDPTIEMVARGHEPDPADPTPEDPLWDEVLEVLGVAQSLLTLWP GVHIDMEFSLOP RCEPDNAEVFEVPLPVELESDEGQATY

KSMYADLVENLNCATCODVLEEARDLSCGHT YCLECLOELVAME -GWT SDIKCCLCOFMTSTP S
HCHPCSTCEHGILERCTPTSDTRKCEEGS SSEYLWFCVLIP ILTSVLVCWSCVLEWCHRRDARVTRAPWTDVLSETVPCLSDI
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* 920 * 940 * 960 * 980
hyp. _BRAFL : CETCEDSVPERALVYPVGTANPAAETLSOYPLVHNESYFYTYNIHNSSLSHNCOVGHENITOVOTGPTOGGLAGOATGGTTPPAR ¢ 984
MGC?BTBB_STRPU : IDTKGTRREKVAALIDIILP-——----——--— REGDGAYISLOSSLTETDG SMHLYETHMKE - - - -HEQWVYDRLOEEMEE ————— 5 107
pOly_UBQ_STRPU o GLEQNYKLHNCILDEQAATMEK - - -KMEASLPEPASATPROQKGTTEVIETLOIYVRILE-- - -GESLSFYVRLSDTVDALEQQ 149
THFRG_CBHFB : DLSKYIIGIAEQMEIKQVREFVREKNGINEAKIDE IKNDNLODTAEQKVOLLEHWYQVH- - - -GRRGAYHTLIRGLEKAHIRA : 283
SD_THF/R_SUBDO : GEELYLIRGKVHTRILDEEEG---FSLVQFSVQDGDRFVLLGYEP ISRTIEKFTIVVEGLD----GHERMEFDVENTTTIDTLEHR. : 136
* 1000 * 1020 * 1040 * 1060
hyp._BRBFL : SSYRGGATTPPTPSYRGGATTPPGSSHRGGPPGYANRGDTCPLS SAHRGGATT SPEASYRGGTHMAPQPLYADENIPQLOPP : 1066
MGC?BTBB_STRPU : —EEKLPIQOAEGIDS INSMERDVDME----NEENLOEDVEGCIGLLPLHGADRGPOP--———--—-———--———————————————— H 157
poly_UBQ_STRPU © VADKSGIPANVORLIYOGEQLEG--—-STTLEEYDIEEGSHIQLTLPGEGGHMT Q- -———-——————-———————————————— H 200
THFRS_CBHFB : LRERTQET IQKDVASPEGRVDEIWER--CGGRRGSESRVOGRVORTKDENTLWCPREVWGGFRPDPERLELAVRSLACPCCARW 363
SD_THF/R_SUBDO : IQDRTGIHESDITIMYEGEVVPEGS - -REKTVEFYDGRSGSKAQLEVHQRSTAKEPE-———-——-————-—— EDVSESEEEPVSSE 204
* 1080 * 1100 * 1120 * 1140
hyp. _BRAFL : YOPPVYRDSMLYSQPMPAYNQOPTSYNQPLSLAPHSRLSHLARNMGSLRLOLEQGEYRGYLRPPDPLOEVLGYISONLPLRSH : 1148
MGC?BTBBASTRPU e e e KN-———————————— PHNEVLEDPDLLDLAQDLGEHW : 180
Poly UBQ STRPU @ —— - - — - o S
THFRG_CBHFB : SEDPRDGSTEFVALAPRGREAPGSSVESSRRPAKLLSEESLERFWASGRDVLEPGICTGDAWVS SACSPLPRAKLTEFPLMSQ 445
SD_THF/R_SUBDO : TDGPFONERNTOQOGAFVERENTERSCRSEOGAPRYS——QVSSLGCAEDQVRYETDEEMLARVPHAP TSDTGLLDISEKNM-TGHW 283
* 1160 * 1180 * 1200 * 1220 *
hyp._BRBFL : FPLARKLGLSDTDIEVIEHDFRLDAREQKYQOMLTIILWRERSPAAREEQIVSLLODALAAVECADLADTLRDFYHRLEINGTYNN : 1230
MGC?BTBB_STRPU . EMLEATLTLGMSKAVIYQCKEHNNEYNTQSQTFDMLYEWECS - -QGKEKATVS AMLGACKKTELLG: EDAYEFLY : 248
poly UBQ STRPU @ ————— - - =
THFRG CRNFA : HFIPTENALGGAALVPPAKRCLRSTRDPPAARAAPGECRG-LGGEQPFGEARGPVGPWSHRGSRRRESGCPGPGSLLSRPLV 526
SD_THF‘/R_SUBDO : KHLATRLGLNESERVVIKEDSRYDEFAEQKVOMLTEWKERE - -NGREATWREKLLCEVOEEEDR————————————— ELAWEIVR 350
1240 * 1260 * 1280 * 1300
hy'p._BRBFL o QSANSTCSFHSQSANRSYHSOSGHSSTRPETVGSDF SASFPDAE SYSDMASTGTEPKQFGSHRETQPEVLYDDD SM - ————— 0 1306
HMGCT 3733_STRPU : DL-- 250
Poly UBQ STRPU & ——— - - m o =
THFRG_CRI-IFB : SSLAAPROGGLP SRVRGGPDDCPOLPAPARGPSHCAPTTFPFEHI 571
SDﬁTHF‘/Ri.‘iUBDO : ISQKQEDSDSVOCALDVASPOASVAPTSHNEGAPVOETOTE-———-——————————— ————— - m ————— —————— ———— g 390

Abbildung 13: Das Multi-Alignment von abgeleiteten AS-Sequenzes 8D_TNFR-like und &hnlichen Proteinen einiger
anderer Organismen wurde mit ClustalX 1.81 (Thompsbral., 1997) durchgefihrt und mit Genedoc 2.6 bearbeitet.
Folgende Sequenzen wurden dazu verwerfsiaiberites domuncul&trongylocentrotus purpuratugsimilar to MGC78788
protein,Acc. No XP_785111)Branchiostoma floridae(hypothetical protein BRAFLDRAFT_80158¢c. No EEA62499),
Strongylocentrotus purpuratugsimilar to polyubiquitin, Acc. NoXP_783170) undCanis familiaris (similar to Tumor
necrosis factor receptor superfamily member 6 peseUFASL receptor) (Apoptosis-mediating surfanégen FAS) (Apo-
1 antigen) (CD95 antigen)Acc. No XP_543595). Die nach der BLOSUM62 Matrix (Henikaffid Henikoff, 1992)
angefertigte Farbmarkierung zeigt den Grad der &bstimmung von konservierten Aminosauren (blawé %, gelb =

80 %, grin == 60 %). - : eingefugte Licken zum Maximieren deq&enzahnlichkeit

Tabelle 38 zeigt die Parameter des fur das Alignmerwendeten BLASTP-Algorithmus.

Optionen fir den BlastP Format
Limitierung | Metazoa Graphical Overview; Linkout] X
Sequence Retrieval X
Filter low complexity Limitierung Metazoa
Expect 10 Descriptions; Alignments 500; 250
Word Size 3 Masking Character Default (X for protei for nucleotide
Matrix BLOSUMG62 Masking Color Black
NCBI-gi Alignment (HTML)
Gap costs Existence: 11 | Alignment view pair wise
Extension: 1 with inclusion threshold 0.005
Layout; formatting options 2 windows; none
Autoformat semi-auto

Tabelle 38:Parameter des verwendeten BLASTP-Algorithmus der N@&énbank mit der AS-Sequenz des SD_TNFR-
like vonS. domuncula.

Eine Ubersicht Uiber die Charakteristika der in dafignment (s. Abb.13) miteinander
verglichenen AS-Sequenzen ist in der folgenden l@B8 dargestellt. Sie wurden durch von

EXPASYy (http://au.expasy.org/tools/protparam.htenmittelt.
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Organismus Protein AS | MG (kDa) | Theoretischer pl | Instabilitatsindex
S. domuncula SD_TNFR-like 390, 44,426 9.32 41.14, unstabil
S. purpuratus| hypoth. MGC78788 250 28,595 5,04 41.91; unktab
B. floridae BRAFLDRAFT_80159| 1306, 146,591 6,02 42.68; unstabi
C. familiaris | TNFR6 precursor 571 63,376 9,93 57.76; unstabil
S. purpuratus| Polyubiquitin 200| 22,141 6,81 37.83; stabil |

Tabelle 39: Charakteristika der in Abbildung 13 miteinandegaléen Proteine der angegebenen Organismen.

Die Werte zeigen, dass alle Proteine, bis auf edess Instabilitdtsindex nach unstabil sind.
Die theoretischen pl variieren innerhalb der Praeiim Alignment, wobei der der
SD_TNFR-like Sequenz relativ hoch liegt. Mit eiriginge von 390 AS liegt das SD_TNFR-
like im mittleren Bereich. Der Vergleich der MG-Werzeigt, dass der SD_TNFR-like aus
S. domunculain mittleres Molekulargewicht aufweidtim Ahnlichkeiten der translatierten
Aminosauresequenzen vo8. domunculaund S. purpuratuszu verifizieren, wurde ein
Alignment der Sequenz des MGC78788 Proteins Saysurpuratusangefertigt, da dadurch
konservierte Sequenzbereiche besser lokalisierdemekonnen. Es wurde auf Basis der
Substitutionsmatrize BLOSUMG62 (Henikoff und Henikofl993) angefertigt. Wie in
Abbildung 14 dargestellt, ist die translatierte $@mtg des SD_TNFR-like zu 15,9% mit der

ausS. purpuratusdentisch, wobei eine AS-Sequenzahnlichkeit vojY29vorliegt.

* 20 * 40 * 60
MEET8788) STRBUI [ e i i e e e e e e e e i e e e i : -
SD_TNF/R_SUBDO : MACSKLCRLTVEYQTISGSFKRIQPNKGKVIEVHFPLNETVNNFIKHLGHSFNSLHSQTSAGKELY : 66
* 80 J. 2 0
MGCT8788 STRPU : MSMTEP! VLI APDFLNDLDSRDIVPYIRREDE AR - — — ——— ——— — 18— I =l 2 51
SD_THNF/R_SUBDO : LIRGKVETRLD GFSLVQFSVQIGDRFEVI UTKFT IVVKGLIYG .IEFID Lll TIDT : 132
140 160 * 180

MGCT78788_STRPU : ——-—--—- KVAALLD GAYISLOSSLTKT & ——————— SMHLYETMKI4- : 101
SD_‘I‘HF/R_SUBDO : LKHRIQD GIHESDIIRIMYK EKVVPKGSRKTVEFYDIERSGSKAQLEVHQRS TA-I D) GRSK ¢ 197

240 260

00
MGCT 87 BB_STRPU : QEUEMEEIEKLIET¢AEG—————— ID'*?I Sl VDl H--EENLOYEDVK eTGLLPLHGAMRGPQPKN : 159
SD_TI-IF/R_SUBD(_) : EIPVSSIH O IRRJITQQL,AFVRE ( R‘; GAPRYSOIVSSL, DOQVRYETBKEMLARV : 263

MGCT 87 88_STRPU : IKVLK Dl AQDL(:E 4'§KAVIYQ(I Ill ITQ IFDII ,QQ 1 225
SD_THF/R_SUBDO : AP IS ISKNMT G| NESERVVII A0 M] : 328

340 * 360 * 380 *
MGCT8788 STRPU : VS 3———RACK-————~— TSIKLLG————— EMNAYKFLYML————————————— o : 250
SD_TNF/R_SUBDO : WRKLISCRVQEEEDRELA RISQKRQKDSHS QrALu ASPQASVAPISHEGAPVQETQTE---- : 390

Abbildung 14: Das Alignment der SD_TNFR-like Sequenz disdomunculamit der MGC78788 Proteinsequenz aus
S. purpuratuszur genaueren Darstellung der Sequenzhomologilemtische Aminosauren sind schwarz hinterlegt omid
einem * gekennzeichnet, die dhnlichen Aminosauiad kell hinterlegt und mit einem : gekennzeichrizie in beiden
Sequenzen enthaltene ,Death Doméane* ist rot umielsn, die UBQ Domaéane des SD_TNFR-like blau.

Da bis jetzt nur eine weitere Gensequenz mit difg® und einer ,Death* Domane bekannt

ist (Caenorhabditis elegangwei unterschiedlich lange Sequenzémc. No NP_871663,
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bzw. NP_498714.1), waren in einem Alignment mit 88w@en anderer Organismen nur
wenige identische Bereiche zu finden. Um die AthkKiten der translatierten SD_TNFR-
like Aminosauresequenz mit Sequenzen anderer CGagam noch besser darstellen zu
kénnen, wurden deshalb zwei weitere Alignments mitr den Aminosauresequenzen der
SD_TNFR-like Domanen angefertigt. Auf diese Weisarken homologe Sequenzbereiche
besser lokalisiert werden. Auch dieses Alignmefdlgie auf Basis der Substitutionsmatrize
BLOSUMG62 (Henikoff und Henikoff 1993). Wie in deol§enden Abbildung 15 dargestellt,
ist die translatierte Sequenz der UBQ Domane desISIBR-like Gens zu 32% mit der UBQ

Doméne au$. purpuratusdentisch, wobei eine AS-Sequenzéahnlichkeit vo¥5drliegt.

20 * 40 * 60 *
UBQ TETTH : -—-F] TIKLDYDSSD, TELYDIE EDOORINTFP Q{TLENG— - SDR TONG| : 68
UBQ_ORYSB : ———F TITLEWVE SSD IODEKE PDOORIRTE LEDG—— ADMHTOKE 69
UBQ:BRBTH o ———K EIETIDIEPTD RVEEKE BPVQORIFTY LADD--K DN TEGG : 68
UBQ STRPU @ -—-——-- SLSFYNELSD QVADKS ANVORINTYO LEGS——TINLEF D TEE G : 65
UBQ:SUBDO . FTIV TRMEFDVLNTT RIQDRT ESDITI VPEGSEEWVEFRDGRS G| 15

Abbildung 15: Alignment der UBQ Doméanen (Ubiquitin homologue) Semgen aus Suberites domuncula
Strongylocentrotus purpuratugsimilar to polyubiquitin,Acc. No XP_783170.1) Tetrahymena thermophildUbiquitin

family protein, Acc. No XP_001008804.1) Oryza sativa (polyubiquitin-like, Acc. No CAD27944.1) und
Arabidopsis thaliangdA Chain A, Structure Of Ubiquitin-Like Protein, RubAcc. No 1BTO_A) Die nach der BLOSUM62
Matrix (Henikoff und Henikoff, 1992) angefertigtafbmarkierung zeigt den Grad der Ubereinstimmung kanservierten
Aminoséauren (blau = 100 %, gell»=80 %, griin = 60 %). - : eingefiigte Licken zum Maximieren deq$enzahnlichkeit

In Abbildung 16 ist das Alignment der Sequenzersei@iedener Todesdoménen dargestellt.
Es zeigt sich, dass die translatierte Sequenz ddesdomane des SD_TNFR-like Gens zu

33% mit einer Todesdomane a®sanchiostoma floridagidentisch ist, wobei eine AS-

Sequenzahnlichkeit von 50% vorliegt.

* 20 * 40 * 60 * 80
DD _CANFA @ IGIAEQMEKTIKQVREFVRENeTHNEAKTDE TENDNLODIAE $KFQOLL QVH--GRRGAYHTLIRGLEKAHLRALAERTIQETI : 81
DD _BRAFL @ GYISQNLPLRSWEPLARKL &l SDTDIEVIEHDFRLDARE XY RSPARAEEQIVSLLODALAARVECADLADTLRD-- : 81
DD ORYCU : PTIAEEMKINEVEEFVBEENSVHEAKTIDE IKNDNIQDTAE $IKFCGTI QLH--GKEDAYNTLIKGLREANLCALAEKIQDIV : 81
DD STRPU : LLDLAQDLGEHWEMLALTLeMSKAV IYQCKENNRYNT QS ¢/ TF D) CSQ-—-GEEATVS AMLGACKRIEKL————----—-——-—— 10
DD:SUBDO : ~LLDISKMMTGWEHLATELEINESERVVIEEDSRYDFAE ¢ REN--GREATWRKLLCRVQEEEDRELAWKIVE-- : T8

Abbildung 16: Alignment einiger DD (Death Doméanen) verschiede@eganismen. Die verwendetetn Sequenzen waren
Suberites domuncuksD_TNFR-like),Strongylocentrotus purpuratysimilar to MGC78788 proteiricc. No XP_785111)
Branchiostoma floridag(hypothetical protein BRAFLDRAFT_8015%cc. No EEA62499) Oryctolagus cuniculugFas
antigen,Acc. No BAA78428.1) undCanis familiaris (similar to Tumor necrosis factor receptor supeifiarmember 6
precursor (FASL receptor) (Apoptosis-mediating acef antigen FAS) (Apo-1 antigen) (CD95 antigeAxc. No
XP_543595) Die nach der BLOSUMG62 Matrix (Henikoff und Henikpff992) angefertigte Farbmarkierung zeigt den Grad
der Ubereinstimmung von konservierten Aminosaulzau(= 100 %, gelb = 80 %, griin => 60 %). - : eingefiigte Liicken
zum Maximieren der Sequenzéhnlichkeit

5.2 Die genomische Sequenz des SD TNFR-like Gens

Um die Intron/Exon-Struktur déSD_TNFR-likeGens aufklaren zu kénnen, wurde eine PCR
mit genomischer DNA durchgefuhrt. Daraus erhalt8éaquenzen wurden mittels Vector NTI
10 mit der Ausgangssequenz &3 TNFR-likeGens alignt. Wie in Abbildung 17 dargestellt,
konnten vier Introns identifiziert werden, die afler klassischen GT-AG-Form entsprechen.
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SD_THFR- like
SD_TNFR-1like gen

SD_THFR- like
SD_TNFR-like gen

SD_TNFR-like
SD_THFR-like gen

SD_TWFR-like
SD_THFR-like gen

SD_THFR- like
SD_THNFR-like gen

SD_THFR- like
SD_TNFR-like gen

SD_THFR- like
SD_TNFR-like gen

SD_TNFR-like
SD_THFR-like gen

SD_TWFR-like
SD_THFR-like gen

SD_THFR- like
SD_THNFR-like gen

SD_THFR- like
SD_TNFR-like gen

SD_THNFR-like
SD_TWFR-like gen

SD_TNFR-like
SD_THFR-like gen

SD_THNFR-1like
SD_THFR-like gen

SD_THNFR-like
SD_THNFR-like gen

SD_THFR- like
SD_TNFR-like gen

SD_THNFR-like
SD_TWFR-like gen

SD_THFR— like
SD_THNFER-like gen

SD_THNFR-like
SD_THFR-like gen

SD_THNFR-like
SD_THNFR-like gen

b 20 W 40 W 60 b 80 b
BUECCTTGCTCCAAGCTTTGCCGT CTGACT GTGGAGT ACCAGACCATCAGCGGGTCCTTTAAACGT ATTCAACCG AAT AAAGGAAAAGTG
T TGCTCCAAGCTTTGCCGT CTGACT GTGGAGT ACCAGACCAT CAGCGGGTCCTTT AAACGT ATTCAACCGAAT AAAGGAAAAGT G|

100 * 120 * 140 * 160 * 180
ATTGAAGT ACACTTTCCACTAAACGAAACCGTCAACAATTTTATTAARACATCTAGGTCACAGT TTCAAT AGCT TGCACT CTCAGACATCT
ATTGAAGT ACACTTTCCACTAAACGAAACCGTCAACAATTTTATTAAACATCTAGGTCACAGT TTCAATAGCT TGCACT CTCAGACATCT

b 200 i 220 ol 240 b 260 .
CTGGAAAAGAACTGTAT CTTATT CGCGGAAAAGTGCACACTCGATT AGATGAAAAGAAGGGATTCTICTCTTGTCCAATTCTCTGT GCAR
CTGGAAAARGAACTGTATCTTATT CGCGGAAAAGTGCACACTCGATT AGATGAAAAGAAGGGATTCTCTCTTGTCCAATTCTCTGT GCARA

280 i 300 b 320 W 340 W 360
ATGGTGATCGCTTTGTATTGCTAGGGT ACAAACCAATAAGTCGAAT AAAATT CACCATTGTGGTGAAAGGCCTTGATGGTAACCGAATG|
ATGCTGATCGCTTTGTATTGCTAGGET ACAAACCAAT AAGTCGAAT AAAATT CACCATTGTGGTGCAAAGCGCCTITGATGGTAACCGAATG|

* 380 * 400 * 420 * 440 *
AGTTTGATGTACTCAATACT ACAACTATTGACACCCTAAAGCACAGGATCCAAGATAGGACTGGGATCCATGAGTCTGACATTATACTT
AGTTTGATGTACTCAATACT ACAACTATTGACACCCT AAAGCACAGGAT CCAAGAT AGGACTGGGATCCATGAGTCTGACATTATACTT,

460 5 480 b 500 i 520 i 540
TGTACAAAGGAAAAGT AGTACCAAAGGGAT CCCGT AAAACTGTTGAATTTTATGATGGAAGGTCTGGAAGT AAAGCACAGCTGGAAGT
TGTACAAAGGAAAAGT AGTACCAAAGGGAT CCCGT AAAACTGTTGAATTTTATGATGGAAGGTCTGGAAGT AAAGCACAGCTGGAAGT

* 560 * 580 * 600 * 620 *
AACCAGAGATCAAT AGCAAARGAGCCTGAAGAGGATGT T TCTCGC T T ARAG A o
AACCAGAGATCAATAGCAAARGAGCCTGAAGAGGATGTTTCTCGCTCT ARAGAAG Eid-ULEEl (el 1€l I\ eIl Fl iJu UV Fu ) VX e )\

640 * 660 * 680 * 700 * 720
————————————————————————————————————————————— CCTGTTTCTAGTGAGACAGACGEECCTTTTCAGAACAGAAGGAAC)
(& -V XSl o-\ Lol - - V-Vl oF-\ i {1 N e b i &YV XA ACCT G T T TCT AGTG AGACAGACGGGCCTTTTCAGAACAGAAGGART

* 740 * 760 * 780 * 800 *

e e e et — — — — — — — — — — — — — — o _____
oo Nl L ele Yoo T AGCATCTGETGT ATGATGT T ART GCT TG AT TCAT TCARTT CATGGT ACACTGACT CAT CATGAACCCCT T TCACT

320 * 840 * 860 * 880 * 900
——————————————————————————————————————————————————————————————————— TTTTGTGCGAGAGAATACAAGE
ATCGGTATGAGT ATCARTTCATGGT ACACT GACTCATCATGARCCCCTT TCACT ATCGT AT GRGT AG SRR gl {deel Teh TF Eh . Tor Vlele

* 920 * 940 * 960 * 980 *

AGGAGCTGTCGATCT CGCCAAGGAGCACCT CGAT ACT CACAGGTT AGTTCETTGGGGTGTGCTGAGGACCAAGTGCGGT ACGARACTGAT
AGGAGCTGTCGATCT CGCCAAGGAGCACCT CGAT ACT CACAGGTTAGTTCGTTGGGGTGTGCTGAGGACCAAGTGCGGT ACGAAACTGAT
1000 * 1020 * 1040 * 1060 * 1080

AAAGAGATGCTGGCAAGAGTTCCACATGCACCTATATCTGATACTGGGCTCTTGGATATT AGCAAGAACATGACAGGATGGAAACATCTA
AAAGAGATGCTGGCAAGAGTTCCACATGCACCTATAT CTGATACTGGGCTCTTGGATATT AGCAAGAACATGACAGGATGGAAACATCTA

bt 1100 i 1120 ol 1140 b 1160 .
CTATTCGACTGGGACT AAATGAAAGTGAGCGTGTTGTGATTAAAGAAGACAGCCGATATGACTTTGCCGAACAAARAAGT ACARATGTT A
CTATTCGACTGGGACT AAATGAAAGTGAGCGTGTTGTGATTAAAGAAGACAGCCGATATGACTTTGCCGAACAAARAAGT ACAAATGTT A

1180 i 1200 b 1220 W 1240 W 1260
TTAAATGGAAACGCAAAAATGGT AGAGAAGCAACTTGGAGGAAGCTGTTGTGTAGAGT GCAAGAGGAAGAGGAT AGAGAACTTGCTTGG
TTAAATGGAAACGCAAAAAT GGT AGAGAAGCAACT TGGAGGAAGCTGTTGTGTAGAGT GCAAGAGGAAGAGGAT AGAGAACTTGCTTGG|

* 1280 * 1340 *
AARATTGTCAGGATCT gttty - - -—- - -—= —— —-—--
REN (e Yl Wl T ARG TTTT GCATG T AT ACAT CARACG ARAGARCTGT ARCTGAT ARTTCGT GG TATGTGTACT TTARTT ATCTC

1360 5 1380 b 1400 L 1420 L 1440
————— ACAAAAACAAAAGGAT TCT GACTCT G TGO AA TG T GO T CT AG AT G T T G C A
TACAGoFTor V. V. Tor V. .1eler Vgl el ferTeigel feifelor U leife ol fol eyl fegfe oo \CT GAGTCTGCATTCATTATGT AGT CAGACTTTAT

* 1500 * 1520 *

GAACAGCTGCTATACTGTAGCTTCTCACGCATGTTTTGCTGTGTCATGCATGACATT ACAGCCTARCAGACARAGAGCCTCAT GCRAATTG

1720 i 1740 b 1760 W 1780 L 1800

90
87

180
117

270
267

360
357

450
447

540
537

595
627

642
717

655
807

678
897

768
987

858
1077

948
1167

1038
1257

1054
1347

1105

1437

1527

1617

1707

1170
1785

Abbildung 17: Alignment der genomischeBD_TNFR-likeSequenz mit der aus der cDNA-Bank. Die Exons safmivarz
hinterlegt, Introns grau.
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Die Genstruktur lasst sich somit wie folgt darstell

Exons

e EE—
DR N N .

5¢ 3¢

Introns

. Untranslatierter Bereich (UTR) . Offener Leserahmen D Intron
Abbildung 18: Schematische Darstellung der GenstrukturR2sTNFR-likeGens.

Weiterhin wurde die Aminoséuresequenz auf mogliplsttranslationale Modifikationen
Uberprift. Dazu wurden Prosite-Analysen durchgefihodurch folgende Sequenzbereiche

mit der Moglichkeit fur eine posttranslationale Middation erkannt wurden:

1. Phosphorylierung eines Threoninrestes durch eimgeipkinase C (Konsensus: [ST]—x-
[RK], Kishimoto et aI., 1985) AS9AS,1, AS13rAS134, ASi61-AS163 AS5AS7, ASos
AS230, ASys5-ASo57, ASp05-AS297; ASz08-AS330, ASz5-ASss4.

2. N-Glykosylierung eines Asparaginrestes (Konsendu$P}-[ST]-{P}; Marshall, 1972):
AS3g-AS41, AS126AS120, AS279AS282, AS203AS,06

3. Phosphorylierung eines Serin- oder Threoninrestaschd eine Casein Kinasél
(Konsensus: [ST]-x(2)-[DE]; Pinna, 1990): ASAS77, ASgg-ASg1, AS126AS131, ASi96
AS199, AS203-AS206, AS255-AS258, AS304-AS307, AS387-AS390.

4. N-Myristoylierung eines Glycinrestes (Konsensus{EBRKHPFYW3}-x(2)-[STAGCN]-
{P}, Towler et aI., 1988) A314-AS;|_19‘ AS;|_42-AS;|_47,AS]_50-AS;|_65‘ AS>91-ASog6.

5. Phosphorylierung eines Serin- oder Threoninresteshdeine cAMP/cGMP-abhéangige
Proteinkinase (Konsensus: [RK](2)—x-[ST]; FremisGtass, Krebs, 1980): AG-AS11s

5.3Yeast Two Hybrid Analyse mit dem SD TNFR-like Gen

Nach Vervollstandigung deé8D_TNFR-likeSequenz wurde einYeast Two Hybrid Screen*
durchgefihrt, um potentielle Interaktoren des SDFRNike Proteins zu identifizieren. Nach
Ligation desSD_TNFR-likein den pDEST 32-Vektor und Identifizierung einesrriekten
Klons tber Checking-PCR und Sequenzierung wurdelebary scalé Screen durchgefihrt.
Hierzu wurden das Testplasmid und d@ey’ Plasmide in die MaV203 Library Scale
kompetenten Hefezellen transformiert und diesespetiellen Platten kultiviert. In diversen
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Tests konnte eine positive Interaktion detektiegrden. Als Kontrolle flr eine positive
Transformation, das heil3t, beide Plasmide wurdesine Hefezelle transformiert, dient das
Wachsen der Kolonie auf SC-Leu-Tryp Platten. Ahloiig 19 zeigt diese Masterplatte, auf der
8 Kolonien mit dem Testplasmid sowie Negativkor&ol(wt) und eine Kolonie mit einem

schwachen Interaktionspartner (m1) als Positiviaigausplattiert wurden.

Masten, F.ch’,fl Py WriR- 17

T
Abbildung 19: Masterplatte desY,east TwoHybrid Sreensl-sj;estkolonien, m1: leichte Interaktion, weagtivkontrolle.
Als Test zur Verifizierung der Interaktionen wurder 5FOA-Test durchgefihrt. Hierzu
wurde von der Masterplatte auf 5FOA-Platten gestdmpnd fir 24 Stunden inkubiert.
AnschlieRend wurde die Plattgecleant und fur weitere 24 Stunden kultiviert. Es war aoh
vor dem ,Cleaning“ deutlich zu erkennen, dass daoKien 4 bis 8 nicht, die Kolonie m1
kaum und die Kolonien 1 bis 3 sowie wt stark gevsachwaren. Viel versprechende Kolonien
sind diejenigen, die nicht wachsen und daher mbgllateraktoren enthalten.
Als letzter Test wurde def-Galaktosidase-Aktivitatstest durchgefihrt und dilauen

Kolonien in 6 ml SC-Leu-Tryp-Ura-Medium kultivietnd die Plasmide anschlielRend nach

Herstellerangaben mit denthargeSwitch Plasmid Yeast Mini Kisoliert.

B-Gel Tesh wach 24 (spicseluehu}

Abbildung 20: Ergebnis de$-Galaktosidase-Aktivitatstests. Anordnung der K@onist spiegelverkehrt zu der in Abb. 19
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Nach Transformation in Qne Shot® TOPZI0Ochemisch kompetent&. coli Zellen und

Selektion auf LB-Amp-Platten zum Selektieren der BT 32-Plasmide mit dem
Ausgangsgen, wurden Kolonien gepickt, eine Check@@R mit pDEST 22-spezifischen
Primern durchgefuhrt und die Kolonien sequenzi®ie Auswertung der Kolonien der
Masterplatte |l lieferte Interaktoren, die im BLABThur Ahnlichkeiten zu hypothetischen
oder uncharakterisierten Proteinen zeigten. Koldhieies im SMART Ahnlichkeit zu der

Doméne des antimikrobiellen Peptids Brevinin aud wurde weiter untersucht.

5.4 1dentifizierung und Charakterisierung des SD Brewike Klons aus
Suberites domuncula

5.4.11dentifizierung des Komplettklons desSD_Brevinin-like Klons

Nachdem die komplette Nukleotid-Sequenz 8Bs Brevinin-likeKlons vorlag, wurden zwei
genspezifische Primer erstellt, mit denen die kat@lSequenz aus der cDNA amplifiziert
wurde. Die Auswertung der Sequenzierung mit Hiks @rogramms Vector NTI Advance 10

ergab eine vollstandige Nukleotidsequenz 8Bs Brevinin-likeGens.

5.4.2Analyse der Sequenz deSD_Brevinin-like Proteins
Die Gesamtlange de8D_Brevinin-likeSequenz betragt 474 bp und umfasst einen offenen
Leserahmen von 327 bp, der fur ein potenziellegeRroron 109 AS kodiert. Am 3°-Ende
befindet sich ein untranslatierter Bereich von b6 Nukleotidsequenz und die abgeleitete
Aminosauresequenz sind in der folgenden Abbildusngelstellt:

GCGGGATTCAGC

1 M K I A I F VvV L A ¥ I AV T A SV AY A AUP Q G E 25
TAGCATGAAGATTGCTATCTTTGTCCTGGCATTCATTGCTGTCACAGCCAGTGTGGCATATGCAGCTCCACAAGGAGAA 75

26 E T b VvV E E A DI EE A DI Q TL UL KRTIMIEKE K 50
76 GAGACTGATGTCGAAGAGGCTGATATTGAAGAAGCTGATATCCAGACACTCCTCAAGAGAATCATGAAAGAAAAA 150

51 L. A E Q Q D H NDDIDE ENOQ AU QV Q S L L A E L E 75
151 CTAGCAGAACAACAAGATCACAATGACGACGATGAGAACCAGGCTCAAGTCCAGTCTCTGCTTGCTGAATTGGAA 225

76 E Y E K A L T D T K A E K Q K Y H P I R P Y P T W 100
226 GAGTACGAAAAAGCTTTAACTGATACCAAAGCTGAAAAACAGAAATATCATCCCATTCGTCCTTACCCCACATGG 300

101 6 R R R T R R W G * 109
301 GGTCGTCGTCGTACACGTCGCTGGGGCTGATGCTCTTGAGGATTGGACTGACTCTGTAGTTGTAGTTGTGTCTTG 375
376 CATTGCATGATGCAGTGAATTAATTTGTATATATATCGATTCATTCAAATGGAAAAAATTGTCAGTGAGGATCAT 450
451 G(A),

Abbildung 21: Basen- und abgeleitete AS-Sequenz des SD_Breviren@lens, mit Hilfe von DNasis 2.5 erstellt.
Untranslatierter Bereich am 3'-Ende der Sequentast, translatierte Bereiche schwarz dargestellt.rRarkiert sind Start-
und Stop-Codon der Sequenz. Die fiir die UberprufieggKomplettklons verwendeten Primer sind untiefstn.

Die abgeleitete Aminosauresequenz des SD_Brevikenens umfasst 109 AS mit einem



Ergebnisse 112

errechneten Molekulargewicht von 12,603 kDa unckmeitheoretischen pl von 4,8% vivo
spielen N-terminale AS eines Proteins eine besenBeille bei dessen Stabilitat, da sie flr
den ubiquitin-markierten proteolytischen Abbau vBedeutung sind (Gondat al, 1989;
Tobiaset al, 1991). Demnach bedeutet ein errechneter Ingi@isindex von 60,96 fur das
SD_Brevinin-like eine Zuordnung zu den unstabileat&inen (Guruprasaet al, 1990), fur
das nach Bachmaat al. (1986) eine geschatzte Halbwertzeit ¥itro) von ca. 30 Stunden
errechnet wurde. Ein Vergleich zwischen der SD_Biievike-Proteinsequenz und anderen
Proteinen aus Datenbanken (Pfam) ergab hinsichitbdservierter Domanen Ahnlichkeit zur
Brevinin-Domane (PfamAcc. No. PF03032; E-Wert=3.9, ASs), einer Gruppe von
antimikrobiellen Proteinen. Des Weiteren enthat 8equenz ein Signalpeptid (ASS,).

5.4.3Analyse der abgeleiteten AS-Sequenz des SD_Brevidike aus S. domuncula

Die Analyse der Sequenzhomologie des SD_Brevikim-iu &hnlichen Proteinen anderer
Organismen gestaltete sich sehr schwierig, da eeimverschiedenen Gruppen von AMP
viele gibt, die in ihrer AS-Sequenz stark variierBasonders Mitglieder derhelikalen AMP

(s. 1.2.4) sind untereinander sehr heterolog. algeAbbildung zeigt ein Alignment

verschiedener AS-Sequenzen von diversen antimigiebi Peptiden sowie deren Vorstufen.

* 20 * 40 * 60 -
Attacin_DROME Sl MQRTSILIVALVALFAITEALPSLPTTGPIRVRRQVLGGSLT SNPAGGADARLDLTKGIGNPNHNVVG : 68
TeMpPorin G Pre RANTE (f i s e e e e e e e e e e o e e e e e e o i i it i o i J =
Caerulein_I_XENLA : MFKGILLCVLFAVLSANPLSQPEGFADEERDVRGLASFLGKALKAGLKIGAHLLGGAPQQREANDERRFADDDDVNER : 78

Maximin_ 5 _pre BOMMK & —— == o — oo e : -
ALP_A-II_HUMAN

Brev_2Ta_pre_ RANTE
Clavanin_D_STYCL :
SD_Brev-like_ SUEDO e .

80 * 100 * 120 i 140 o
Attacin_DROME : QVFAAGNEQSGPVTTGGT YNNAGHGASLTKTHTPGVKDVFQQEAHANLFNNGRHNLDAEVFASQNKLﬂHGFEFQRN : 146
Temporin_G_pre_RANTE : ----- MFELKRSLLLLP INLSLCEBBRD&DBERRDD&EERDV ———————— EVEKR?FPVIGRILNGILGK-——— : 61
Caerulein_I_XENLA : DVRGFASFLGKALKAALKIGANMLGGTPQQREANDERRFADDEDDVN —————— ERDVRG@GSFLGKALKKADKBKLE— : 149
Maximin_5_pre BOMMX : ------- MNFEYIVAVSE IASAYARSVQNDEQSLSQRDVLKEESLREIRSIGAKILGGVKTFFKGﬁ&KELASTXLQR : Pl
ALP_A-II_ HUMAN L imme————— EKLLAATVLL TICBLEGALVRRQ&KEPCVESbVSQYFQTVT———DYGKDLMEKVKSPELQAEAKE?FE— : 66
Brev_2Ta_pre_RANTE e MFTHKKSLLI‘E‘EF BT 8LsLCOEERNADEDDGEMTBEEKR-——————~ GILDTLENLAKTEGRGIERSLVN- : 64
Clavanin_D_STYCL HlE S HKTTILILLI LGINAKSLEERKSEBEKAFK&LGRIIHHV————GNFVYGESHVFGDDQQDNGKFKGH— : 65
$D_Brev-like_ SUEDO 3 EmEEEEs MKIAIFVEARIAVEASVAYAAPQGEETDVEEADIBEABTIQ--—--- TLLKRIMHEKLAEQQDHHDDDENQ— ;. 64
160 % 180 fod 200 i 220 o2
Attacin_DROME : GAGLDYSHINGHGASLTHSNFPGIGQQHEGLDGRANLWS S PNRATTLDLTGSASKWT SGPFANQKPNFGAGLGLSHHEG : 224
Temporin, G. pre RANTE i jmisim—sems s Suimie o St e Sl o o i - i s i e S S S s i e e e i s i e i 2 e
Caerulein_I_XENLA S HSFGANALGGS PQQREANDERRF ADGQQDY TGWMDF GRRNGEDD === === === === === ———————— s 193
Maximin_5_pre BOMMX : KRTAEEQHEVMKRLEAVMRDLDSLDHPEEASEEEIRGFNQEEIANLETKKEKRILGPVISKIGGVLGGLLKNLG———— : 145
ALP_A-II_ HUMAN Sl Lo e KSKEQLTPLIKKAGTELVNFLSYFVELGTQPATQ ————————————————————————————————— : 100
Brev_2Ta_pre_RANTE sE———=——c =5 TASCK&SGQC ————————————————————————————————————————————————————————— : 74
Clavanin_D_STYCL e HAEDNGRKHWE DTGB ()« i o oot s i i i i o5 558 o i b 5k B e e s e i B s i b el 5 : g0
SD_Brev-like_ SUBDO  : —-—-———--—- AQvQSELAELEEYEKABT DTKAEKQKYHPIRPY PTWGRRRTRRWG-—— == === === == ————————— : 109

Abbildung 22: Das Multi-Alignment abgeleiteter AS-Sequenzen 8Bs Brevinin-likeund AMP anderer Organismen wurde
mit ClustalX 1.81 (Thompsoet al.,1997) durchgefuhrt und mit Genedoc 2.6 bearbdtmgende andere Sequenzen wurden
verwendet: Drosophila melanogaster(Attacin, Acc. No. CAA86995), Xenopus laevis(Caerulein type |, Acc. No.
AAA49688), Rana temporarigBrevinin-2Ta precursorAcc. No.P82268),Rana temporaria Temporin G precursorcc

No. CAA70564), Bombina maxima(Maximin 5 precursorAcc. No. AF378908), Homo sapiens(Apolipoprotein A-Il,
Acc. No CAH72151) undStyela clava(Clavanin D protein,Acc. No. CAA71426). Die nach der BLOSUM62 Matrix
(Henikoff und Henikoff, 1992) angefertigte Farbmiarking zeigt den Grad der Ubereinstimmung von komesgen
Aminosauren (blau = 80 %, gellb>=60 %, grin =40 %). - : eingefugte Licken zum Maximieren deq&nzéahnlichkeit.
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Die Aminosaure-Sequenzen entstammen unterschiedli@rganismen und wurden der
BLASTP der Datenbank (NCBI) entnommen. Die hdchdtamologie im Vergleich der
Proteinsequenzen ergab sich zu der Clavanin_D iRr8&uenz auStyela clava(Acc. No
CAAT71426), einer Falten-Seescheide.

Eine Ubersicht tber die Charakteristika der im Afigent (s. Abb.22) verglichenen
Aminosaure-Sequenzen ist in der folgenden TabelHlegasbtellt. Sie wurden durch das
Programm ProtParam von ExPASYy (http://au.expasiawig/protparam.htmlermittelt.

Organismus Protein AS MG | Theoretischer | Instabilitats-
(kDa) pl index

S. domuncula |SD_Brevinin-like 109 12,604 4,85 60,96, unstapil
D. melanogasterAttacin 224 23,239 9,99 21,42; stabil

X. laevis Caerulein type | 193 21,105 5,12 29,05; stabi
R. esculenta Esculentin 1b precursor 84 9,133 8,86 16,40; stabil

R. temporaria | Temporin G precursor 61 7,171 4,73 49,15talnk

B. maxima Maximin 5 precursor 145 16,33f 7,94 54,27; unbtab
H. sapiens Apolipoprotein A-lI 100 11,175 6,27 27,23; stabil

S. clava Clavanin D 80 9,155 5,89 35,73; stabil

Tabelle 40: Charakteristika der in Abbildung 22 miteinandegadéen Proteine der angegebenen Organismen.

Die Tabelle zeigt, dass einige Proteine dem Inkt&isindex nach stabil, andere hingegen
unstabil sind. Die theoretischen pl variieren ifvadio der Proteine des Alignments, wobei der
der Sequenz aus. domunculaler niedrigste ist. Mit einer Lange von 109 Amiaaen liegt
das SD_Brevinin-like Protein im mittleren Bereiéher Vergleich der MG-Werte zeigt, dass
das SD_Brevinin-like auS. domuncul&in mittleres Molekulargewicht aufweist.

Um die Ahnlichkeiten der translatierten Aminosaemsenzen voisuberites domunculand
Styela clava zu verifizieren, wurde ein Alignment mit der Ams#uresequenz des
Clavanin D Proteins au$. clavaangefertigt, da hierdurch konservierte Sequenntieze
besser lokalisiert werden kdnnen. Das Alignmentdeuauf Basis der Substitutionsmatrize
BLOSUMG62 (Henikoff und Henikoff, 1993) angefertijW/ie in Abbildung 23 dargestellt, ist
die translatierte Sequenz des SD_Brevinin-like Gand6% mit der au$. clavaidentisch,
wobei eine Aminosaure-SequenzahnIichkeit von 26%eg1.

60

Clavan ill—D_STYCL o luldTT I ILGLGIN-—-—-—————— AKSTI Si EAFEIL THHVGHFVYGFSI H 51

SD_Brev—like_SUBDO HE ] TAVTASVAYAAPQGEETDVI TOTI EELAFE QQ——-Dizid 58
80 * 100 *

Clavanin-D STYCL : G NGEFYGHY. MG MG ——————————— ——— —— — ——— —— : 80

SD_Brev— like_SUB DO DDie lI QVOSLLAET Ty AEEKQEYHP IRPYPTWGRRRETERWG : 109

Abbildung 23: Das Alignment der SD_Brevinin-like Sequenz 8uslomunculanit der Clavanin D Sequenz a8isclavazur
genaueren Darstellung der Sequenzhomologidentische Aminosauren sind schwarz hinterlegt umd einem *
gekennueichnet, die ahnlichen Aminoséauren sindhiedérlegt und mit einem : gekennzeichnet.
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Da die Homologie der SD_Brevinin-like Sequenz zdeaan antimikrobiellen Peptiden sehr
gering war, sollte untersucht werden, ob das Rrotder Gruppe dera-helikalen
antimikrobiellen Peptide zugeordnet werden kannfiD&urde die Sekundarstruktur des
SD_Brevinin-like mit Hilfe des JPred 3 Programmatcahelikale Strukturen hin untersucht.

MKIAIFVLAFIAVTASVAYAAPQGEETDVEEADIEEADIQTLLKRIMKEKLAEQQODHNDDDENQAQVQSLLAELE
--HHHHHHHHHHHHHHHFEE - = === =—=———=———————— HHHHHHHHHHHHHHHH---------- HHHHHHHHH-HH

EYEKALTDTKAEKQKYHPIRPYPTWGRRRTRRWG
HHHHHHH-— === === == === ———— oo

Abbildung 24: Sekundarstruktur des SD_Brevinin-like ProteinsHilixstrukturen, E: erweiterte Strukturen.

Wie aus der Abbildung 24 hervorgeht, weist das Sievidin-like Protein vier helikale
Strukturen auf, was ein eindeutiger Hinweis daratfdass es der Gruppe dehelikalen
antimikrobiellen Peptide zugeordnet werden kannesDwird ebenfalls durch Prosite-
Analysen bestéarkt. Dabei wurden mehrere Sequenehererkannt, die eine Moglichkeit fur
eine posttranslationale Modifikation bieten, urdaederem eine Amidierung, die fir Peptide

dera-helikalen Gruppe typisch ist:

1. Amidierung, bevorzugt an neutralen, hydrophoben aséuren (Konsensus-G-[RK]-
[RK], wobei x die eigentliche Amidierungsstelle;itreil, 1984): ASor-ASios.

2. Phosphorylierung eines Serin- oder Threoninrestaschd eine Casein Kinasél
(Konsensus: [ST]-x(2)-[DE]; und A%ASg7; Pinna, 1990): AS-ASso.

3. Phosphorylierung eines Serin- oder Threoninresteschd eine cAMP und cGMP-
abhangige Proteinkinase (Konsensus: [RK](2)—x-[SHremisco, Glass, Krebs, 1980):
AS102-AS105

4. Phosphorylierung eines Threoninrestes durch eiogeipkinase C (Konsensus: [ST]—x-
[RK]; Kishimoto et al., 1985): Afs - AS;or.

5.5Die genomische Sequenz des SD Brevinin-like Gens

Um die Intron/Exon-Struktur deSD_Brevinin-likeGens aufklaren zu kdénnen, wurde eine
PCR mit genomischer DNA durchgefuhrt. Die daralmkenen Sequenzen wurden mit Hilfe
von Vector NTI 10 mit der Ausgangssequenz 88s Brevinin-likeGens alignt. Es konnten

dabei keine Introns identifiziert werden.
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5.6 Prifung moglicher Induktionsmechanismen

5.6.1Inkubationsexperimente mit potentiellen Induktoren desSD_TNFR-like Gens und
Nachweis der mMRNA-Transkripte mittels Northern-Transfer

Die Tumor-Nekrose-Faktoren und ihre Rezeptoren lepieine wichtige Rolle bei der
Abwehrreaktion auf diverse auflere Einflisse, zuedeauch mikrobielle Bedrohungen
zahlen. lhre Aktivierung resultiert in verschiedims Reaktionen, wie Induktion von
Apoptose zur Beseitigung von infizierten oder gésiotiten Zellen, aber auch Proliferation,
Differenzierung und das Uberleben des Organismusa @Wu uUberpriifen, ob die
Transkriptionsrate deSD_TNFR-likeGens durch Induktoren erhéht werden kann, wurden
Stucke eines Schwammindividuums mit verschiedenégliohen Induktoren (LPS, PAM,
Hefe; 50ug/ml) fur 4, 6, 8 und 24 Stunden inkubiert (s. 4@y die RNA isoliert (s. 4.8). In
einem anschlielenden Northern Blot konnte die kmgnsonsrate Uber genspezifischen

Sonden auf Réntgenfilm visualisiert werden (s. %.15

1 2 3 4

B S S e 0T

Abbildung 25: Northern Blot-Analyse der differenziellen Expressidas SD_TNFR-likeGens auf mRNA-Ebene nach
Inkubation mit potentiellen Induktoren. Ein adul&semplar vonS. domunculavurde zerteilt, 4 h, 8 h, oder 24 h mit LPS
inkubiert und die RNA extrahiert. Spur 1 enthéalt RBiAer Kontrolle ohne vorherige Inkubation, Spur 2/RMach 4 h, Spur
3 RNA nach 8 h und Spur 4 RNA nach 24 h Inkubatierbig der entsprechenden RNA wurden flr die Analyse gedet.
SD Tub wurde als Kontrolle verwendet.

Das Experiment zeigt, dass das Transkriptionsnivdas SD_TNFR-like schon ohne
Inkubation recht hoch war. Wahrend einer Inkubatmoit LPS (s. Abb.25) wurde die
Transkription anfangs nicht wesentlich erhéht. Besth Inkubation Uber 24 Stunden stieg die
Expressionsrate leicht an. Sowohl bei der Inkulpatigt PAM, als auch mit Hefe konnte kein

signifikanter Anstieg der Expression beobachteiderr(Bilder hier nicht gezeigt).

5.6.2Inkubationsexperimente mit potentiellen Induktoren des SD_Brevinin-like Gens
und Nachweis der mRNA-Transkripte mittels Northern-Transfer

Um die Rolle des potentiellen antimikrobiellen s SD_Brevinin-like besser
charakterisieren zu kdénnen, wurde das Transkriplemel dieses Gens ebenfalls Uber eine
Northern Blot-Analyse untersucht. Dadurch sollteajgt werden, welche Substanzen eine
Hochregulierung des Gens auslésen und welche rdest,heil3t auf welche Bedrohung der
Schwammorganismus mit Hilfe dieses Proteins refagiéierzu wurde die RNA aus dem
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Inkubationsversuch 4.7 eingesetzt und die Trang&nprate in einem anschlie3enden
Northern-Transfer mit genspezifischen Sonden detekt

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abbildung 26: Northern Blot-Analyse der differenziellen ExpressidesSD_Brevinin-likeGens auf mRNA-
Ebene nach Inkubation mit potentiellen Induktorgim adultes Exemplar vo&. domunculavurde zerteilt, 4 h,

6 h, oder 24 h entweder mit LPS, PAM oder Hefe bt und die RNA extrahiert. Spur 1 enthalt RNAezi
Kontrolle ohne Inkubation, Spuren 2-4 wurden mitSLibkubiert, 2: RNA nach 4 h, 3: RNA nach 6 h und 4
RNA nach 24 h Inkubation. Spuren 5-7 wurden mit PAiWubiert, 5: RNA nach 4 h, 6 RNA nach 6 h und 7
RNA nach 24 h. Spuren 8-10 wurden mit Hefe inkubi&r RNA nach 4 h, 9 RNA nach 6 h und 10 RNA nach
24 h. Jeweils g der entsprechenden RNA wurden fir die Analyseveadet.

Das Ergebnis des Northern Blots zeigt eindeutigsahe Transkription deSD_Brevinin-like
Gens durch alle drei Induktoren hochreguliert wutglesonders stark erfolgte dies nach der
Inkubation mit PAM Uber 24 Stunden. Auch nach Irdidn mit Hefe zeigte sich eine
deutliche Hochregulierung der Transkriptionsrate $l&_Brevinin-like wohingegen LPS nur

einen eher geringen Einfluss auf die Transkriptiateszeigte.

5.7 Expression der rekombinanten Proteine in E. coli

5.7.1Expression des SD_TNFR-like Proteins

Die Expression des rekombinanten Proteins dientémduktion des funktionellen Produkts
fur Aktivitatstests und zur Produktion polyklonakentikérper fur immunohistochemischie
situ Analysen. Hierfur wurde der kodierende Bereich 8Bs TNFR-likemit genspezifischen
Primern (s. 4.1.1) aus de3. domunculacDNA-Bank amplifiziert (s.4.2.1) und in den
Expressionsvektor pTrcHis2-TOPO kloniert (s. 4.)16RQie daraus resultierenden Plasmide
wurden in verschiedene Bakterienstamme transfotmierd anschlieRend als 6-His
Fusionsprotein exprimiert (s. 4.1.3). Die ExpressioRosettaV(DE3) Zellen lieferte hierbei
die gro3te Proteinmenge. Die Expression des rekmanben SD_TNFR-like Proteins wurde
im SDS-Gel detektiert und im Western Blot mittefgtiddis-Antikbrper Uberprift (s. 4.17).
Abbildung 27 zeigt das SDS-Gel der SD_TNFR-likeotekpression mit Proben von 1 bis 4
Stunden und einen Western Blot mit Proben von Bl3sunden.

Nach einer Induktionszeit von 1 bis 5 Stunden zegith eine deutliche Uberexpression in
Form einer starken Bande bei einem Molekulargewisltin ca. 50 kDa. Dieses
Molekulargewicht entspricht dem berechneten Gewds SD_TNFR-like Proteins von
44,4 kDa plus 3,6 kDa des angefligten His-Tags.
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Abbildung 27: A) SDS-Gel zur Darstellung der Expression des md¥oant hergestellten Proteins SD_TNFR-like.
Dargestellt sind die auk. coli Expressionskulturen gewonnenen Proben; von linksh nrachts: M = Marker: Protein
Standard Dual Color, 1=1h, 2=2h, 3=3 h,4llrund 5 = Negativkontrolle. Das Gel wurde mit Ggsie Farbeldsung
angefarbt. B) Western-Blot der SD_TNFR-like Expressimn links nach rechts aufsteigend von 1 h tig(Spur 1-5). - ist
die Negati vkontrolle. Detektion mit PrimarantikérpAnti-His, Sekundarantikbrper Antitousemit gekoppelter Alkalischer
Phosphatase.

Nach dem Western Blot zur Verifizierung der Expr@ssies rekombinanten SD_TNFR-like
Proteins wurde mit den bereits in einem SDS-Gelegieten Kulturen eine 1 Liter

Bakterienkultur angesetzt, um eine ausreichend egiigiénge an Protein produzieren zu
konnen. Die Kultur wurde bis zu einem @bvon ca. 0,5 bis 07 kultiviert, anschlie3end mit
IPTG induziert und fir ca. 4 bis 5 Stunden bei G7ifi einem Brutschrank kultiviert. Die

exprimierten rekombinanten Proteine wurden ansBbhe unter denaturierenden
Bedingungen lber Ni-NTA aufgereinigt (s. 4.18.2% das Protein fast ausschlie3lich in
unléslicher Form alsipclusion bodiesgespeichert wurde. Die erhaltenen Fraktionen ward

auf einem SDS-Gel getestet. Da das Gel zeigte, dassEluat E noch zu viele andere
Proteine enthielt, wurde es nochmals mit Ni-NTA ublert und unter denaturierenden
Bedingungen aufgereinigt.

Das exprimierte SD_TNFR-like Protein, das im E2a&nthalten war, wurde mittels Bradford
Assay (s. 4.19) quantifiziert und konnte anschlel3eur Antikérperproduktion (s. 4.20)

verwendet werden, da daflr kein natives Proteindtigihwird. Die Proteinkonzentration

betrug 175 pg/ml.

Die Abbildung 28 zeigt ein SDS-Gel des zweifachgauéinigten rekombinanten SD_TNFR-

like Proteins.
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Abbildung 28: SDS-Gel der Expression des SD_TNFR-like nach éendufreinigung unter denaturierenden Bedingungen.

1: Marker: Protein Standard Dual Color, 2: Durchslu3: Waschfraktion 1, 4: Waschfraktion 2, 5: Eluaind 6: Eluat 2.

Um das Protein in gro3en Mengen produzieren uni @aatfreinigen zu kénnen, wurde in
einem 2-Liter-Erlenmeyerkolben eine 1-Liter-Bakeéakultur (von der vorher in SDS-Gel
und Western-Blot getesteten Kultur) angesetzt,dimém ODRoo von 0,5 bis 0,7 mit IPTG
induziert und tber eine Woche bis 10 Tagen bei dri@r standigem Schitteln im Kihlraum
kultiviert. Dadurch kann verhindert werden, dassté&ine in jnclusion bodies eingelagert
werden, die Loslichkeit der Proteine wird erhéhtsahlielRend wurden die Proteine nach

Herstellerprotokoll mit Ni-NTA unter nativen Bedimggen aufgereinigt.

1l 3 4 5 M 72 3 4™M it
200kD 200kD 3
150kD é 150kD
100LD , 100kD

W 75kD ¢ | 75KD
50kD
- W 50kD
37kD
37kD
. 25kD
20kD 25kD c
15KD 20kD
/ 10kD 15kD
10kD

Abbildung 29: A) SDS-PAGE des nativ aufgereinigten SD_TNFR-liketBins. Spur 1: BugBuster Uberstand,E2:coli
Lysat, 3: Durchfluss, 4: Waschfraktion, 5: Eluatdudarker: Protein Standard Dual Color B) Western Bles SD_TNFR-
like mit dem proteinspezifischen Antikdrper. SpurEkpression nach 8 Tagen bei 4 °C, 2: DurchflusdV8schfraktion,
4: Eluat und Marker M: Protein Standard Dual Col®y.Test des spezifischen Antikorpers: +: Expressiach 8 Tagen bei
4°C, -: Praiimmunserum. Detektion mit SekundéarangtigbAnti-Rabbit mit gekoppelter Alkalischer Phospisat
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Abbildung 29 zeigt ein SDS-Gel des nativ aufgeggem SD_TNFR-like und einen Western
Blot mit spezifischem anti-SD_TNFR-like Antikorpeder garantiert, dass das korrekte

Protein isoliert wurde.

5.7.2Expression des SD_Brevinin-like Proteins

Die Expression des rekombinanten Proteins dientémduktion des funktionellen Produkts
fur Aktivitatstests und Produktion von polyklonal@ntikérpern fir immunohistochemische
in situ Analysen. Der kodierende Bereich des SD_Brevitki@-lvurde mit genspezifischen
Primern (s. 4.1.1) aus de®. domunculacDNA-Bank amplifiziert (s.4.2.1) und in den
Expressionsvektor pBAD/glll A kloniert (s. 4.16.2Daraus resultierende Plasmide wurden in
Bakterien transformiert und als 6-His Fusionsprotenit Induktion durch L-Arabinose
exprimiert (s.4.16.5). Es wurden verschiedene @&akistimme getestet und dabei
festgestellt, dass in keinem System eine Uberegjmesles Proteins erreicht werden konnte.
Allerdings konnte die Expression des rekombinar8&n Brevinin-like Proteins im Western
Blot mittels anti-Myc-Antikdrper detektiert werdefibbildung 30 zeigt den Western Blot der
SD_Brevinin-like Pilotexpression mit Proben nachMiduten bis 2 Stunden.

Abbildung 30: Western Blot der SD_Brevinin-like Expression. Esaanr folgende Proben aufgetragen: + : Positivkoletrol
- : Negativkontrolle, M : Marker: Protein Standdbdial Color (Biorad), Spur 1: Kolonie 1 nach 0 h Intdok, Spur 2:
Kolonie 1 nach 30 min , Spur 3: Kolonie 1 nach Bhur 4: Kolonie 1 nach 1% h, Spur 5: Kolonie 2ma h Induktion,
Spur 6: Kolonie 2 nach 30 min, Spur 7: Kolonie 2m4 h, Spur8: Kolonie 2 nach 1 % h und Spur 9:0K@ 2 nach 2 h.
Detektion mit Primarantikdrper Anti-His, Sekundéikrper Anti-Mousemit gekoppelter Alkalischer Phosphatase.

Es zeigte sich eine Expression in Form von Bandsinemem Molekulargewicht von ca.
20 kDa. Dieses Molekulargewicht entspricht dem tiemeten Gewicht des SD_Brevinin-like
Proteins von 12,7 kDa plus 6,8 kDa des angefugtektorsticks mit His-Tag. Es konnte
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festgestellt werden, dass die Expression beredls amer Stunde wieder abnahm, was darauf
zurtick zu fuhren sein kann, dass das Protein toasé€ dieE. coli Zellen wirkt. Nach einem
Western Blot zur Verifizierung der Expression delsombinanten SD_Brevinin-like Proteins
Uber 2 Stunden wurde mit der getesteten Kultur é&ihéter-Bakterienkultur angesetzt, um
eine ausreichend grol3e Menge an Protein produziewekdnnen. Die Aufreinigung des
Proteins gelang allerdings nie. Das His-Tag konmtéNestern Blot auch nicht detektiert
werden, was damit zu erklaren sein kdnnte, dassdas Protein so einfaltet, dass das His-
Tag nach innen zu liegen kommt und der Antikérpaw.das Ni-NTA nicht binden kann. So
war es auch nicht moéglich, einen polyklonalen Adtger zu produzieren. Die Zellen wurden
nach der Expression also nur in BugBuster und eati\Lysispuffer lysiert, die Zellreste

abzentifugiert und der Proteinextrakt direkt fie dntimikrobiellen Tests verwendet.

5.8 Expression des SD TNFR-like Proteins in S. domancul

Um zu verifizieren, dass das SD_TNFR-like Protaistan vivo im Organismus exprimiert
wird, und um zu Uberprifen, ob die Expressionsdateh Induktoren erhdéht werden kann,
wurde ein Dot Blot durchgefuhrt (s. 4.17.1). Dazurden Schwammextrakte aus mit LPS
und humanem TNF-alpha inkubierten Sticken einesvithdums von S. domuncula
hergestellt, indem das Gewebe in nativem Lysispuffét dem Precyllys 24 zerkleinert
wurde. Zellreste wurden abzentrifugiert und anefldnd die Proteinmengen bestimmt. Die
Schwammextrakte wurden so auf die Nitrocellulosebram aufgetragen, dass sie gleiche
Mengen an Proteinen enthielten, und der Dot-Blot d@m SD_TNFR-like spezifischen
Antikorper durchgefuhrt. Die Abbildung 31 zeigt diegebnisse dieser Dot-Blots.

Abbildung 31: A) Dot Blot nach Inkubation vors. domunculaGewebe mit LPS. Von links nach rechts:
Negativkontrolle, nach 8 h und nach 24 h Inkubatih Dot Blot nach Inkubation vo8. domuncul&Gewebe
mit humanem TNF-alpha. Von links nach rechts: Nieganhtrolle, nach 1 h und nach 3 h Inkubation. Ré&ta
mit Primarantikdrper Anti-His, SekundarantikdrpentARabbitmit gekoppelter Alkalischer Phosphatase.

Es ist zu erkennen, dass die Expressionsrate de$NHER-like Proteins bei einer Inkubation
mit LPS nach 24 Stunden leicht angestiegen istactamllerdings wieder abfallt. Auch bei
Inkubation mit humanem TNF-alpha kann nach nur gemiStunden ein deutlicher Anstieg

des Expressionslevels detektiert werden.
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5.9 Antimikrobieller Test

Um die Wirksamkeit des SD_Brevinin-like Proteins antimikrobielles Peptid/Protein zu
verifizieren, wurden zwei antimikrobielle Tests dogefiihrt. Hierfur wurde der
Proteinextrakt verwendet, der aus der ExpressioR.icoli Zellen stammte. Proteine Uber
50 kDa wurden mit speziellen Filtercaps abzentréttg Als Negativkontrolle diente ein
Proteinesxtrakt, bei dem nur der leere pBAD/gllVAktor in die Bakterien eingebracht und
die Expression der vektorspezifischen Proteinezreftiwurde.

Im ersten Test wurdeE. coli Bakterien (NovaBlue Singl&von Novagen) Uber Nacht in
LB-Medium kultiviert und anschlielend auf eine LEx®e ausgestrichen. Nach Auftragen
der Proben (1, 5, 25, 50, 500, 5.0@m|l Gesamtproteinkonzentration) auf Filterpapieike
wurde die Platte Uber Nacht bei 37 °C inkubiert udds Ergebnis am néachsten
Morgen ausgewertet. Es konnte jedoch keine Inhibgides Baktereinwachstums festgestellt
werden.

Abbildung 32: Antibakterieller Test. Wirkung des SD_Brevinin-liRroteins auk. coli Zellen nach einer Inkubation von
24 h Dauer. Aufgetragen wurde als NegativkontrgHe Wasser, als Positivkontrolle (+) Ampicilin inesschiedenen
Konzentrationen, aufsteigend von links nach rechis,Proben (1+2) SD_Brevinin-like Proteinextraktes aerschiedenen
Expressionen und als weitere Negativkontrolle @)Rroteinextrakt der Expression des leeren Vektors

Als zweiter antimikrobieller Test sollte die Wirkgindes SD_Brevinin-like Proteins auf
Hefezellen getestet werden. Hierzu wurde 1 pl eiSeserevisiaeStammes (,MaV203
kompetente ZellerSubcloning Scaf¢ bei 30 °C Uber Nacht in etwa 5 ml YPAD-Medium
kultiviert und am nachsten Tag auf zwei YPAD-Platesgestrichen. Nachdem kleine, runde
Filterpapiersticke auf die Platten aufgebracht drel Platten leicht abgetrocknet waren,
wurden die Testlésungen vorsichtig auf die Papieksa aufgetropft (50, 500, 5.00@/ml
Gesamtproteinkonzentration) und die YPAD-PlatterriiRacht bei 30 °C im Brutschrank
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inkubiert. Die Abbildung 33 dokumentiert das Ergsbdes antimykotischen Tests am

nachsten Morgen.

Abbildung 33: Antimykotischer Test. Wirkung des SD_Brevinin-likeokeins aufS. cerevisia&ellen nach einer
Inkubation Uber 24 h. Aufgetragen wurde als Negatnrolle (0) der Proteinextrakt der Expression Wesen
Vektors und als Proben: SD_Brevinin-like Proteinakte : 50ug/ml (1), 500ug/ml (2) und 500Qug/ml (3).

Es war deutlich zu erkennen, dass bereits bei étneteinkonzentration von 5@/ml eine
Hemmung des Hefewachstums stattfand, die mit héle@ezentration deutlich anstieg. Die
Negativkontrolle hingegen zeigte Kkeine solche Reakt was beweist, dass das
SD_Brevinin-like Protein den antimykotischen Effekis|ost.

5.10Induktion des NF kB Weqgs irRAW-Blue™ Zellen

RAW-Blue™ Zellen sind eine murine Makrophagen-4ei# und dienen zum Nachweis der
Beteiligung eines Proteins/Stoffes an der Immunarttviiber den NF kB Weg. In diesem

Versuch wurden RAW-Blue™ Zellen Gber mehrere Tagiéwert und der Test, wenn diese
dicht genug gewachsen waren, nach Herstellerangabemer 96-Well-Platte durchgefuhrt
(s. 4.21). Die zu testenden Proteine waren hietbeiSD_TNFR-like und das SD_Brevinin-

like Protein.

Abbildung 34: Foto des Ergebnisses d@8W-Blue™ Tests nach photometrischer Messung. Untangler wurden jeweils
dieselben Proben aufgetragen. Als PositivkontroltBente PAM in verschiedenen Konzentrationen: RI1gg/ml,

P2 =1pg/ml, P3 =1Qug/ml und P4 =100Qg/ml. Es wurden mehrere Negativkontrollen verwendgt = nativer
Elutionspuffer, HO, B- = nur der leere pBADgIIl A Vektor exprimiannd - = nur Zellen. Die zu testenden Proteine waren
T = SD_TNFR-like in nativem Elutionspuffer, B1 = SBrevinin-like pBAD Pellet, B2 = SD_Brevinin-like pBAD
BugBuster Fraktion, B3 = SD_Brevinin-like pDEST Pellat B4 = SD_Brevinin-like pDEST BugBuster Fraktion.
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Die photometrische Messung fand nach zwei Stund&wbltion statt. Das Foto zur
Dokumentation wurden erst spater gemacht. Diesigritle Unterschiede zwischen Messung,
wo beispielsweise zwischen den verschiedenen PAMnz&watrationen deutliche
Konzentrationsunterschiede festzustellen sind,derdAbbildung, wo die PAM Farbtone fast
identisch aussehen. Die Negativkontrollen veraedersich im Laufe der Inkubation
nicht/kaum, was sicherstellt, dass die Induktiors d¢F -xB Wegs nicht durch &uliere
Einflisse erfolgte.

Das SD_Brevinin-like Protein loste wahrend der léiion schon nach kurzer Zeit eine
starke Reaktion aus. Allerdings reagierten auch waektorspezifischen Proteine der
Negativkontrolle und setzten die NkB Produktion in Gang, wenn auch nicht ganz so stark
wie die Probe mit dem SD_Brevinin-like Protein.Kkasin hier nicht eindeutig geklart werden,
ob das Protein eine Wirkung auf die NkB- Transkription besitzt oder nicht.

Die Reaktion auf das SD_TNFR-like Protein war etiasgsamer und auch der native
Elutionspuffer, in dem sich das Protein befandid@sne leichte Reaktion aus. Allerdings war
diese nicht so stark, wie die mit Protein, so désson ausgegangen werden kann, dass das

SD_TNFR-like Protein eine Auswirkung auf die NkB Aktivierung besitzt.

Die genauen Werte der photometrischen Messungrsifabelle 41 abgebildet.

T - T HO | B- Bl B2 B3 B4
M1 0,237 | 0,373 0,159 1,065 1,139 1,039 1,125 0,985
M2 0,23 0,427 | 0,099] 0,962 1,006 1,392 1,106 1,204

%) 0,234 | 04 0,129, 1,014 1,072 1,216 1,161 1,095

PL [P2 [P3 P4 |-
M1 | 0,261 | 0,401 0,419 0,569 0,131
M2 | 0,272 | 0,518 0,58 | 0,675 0,085

)

%) 0,267 | 0,46 0,5 0,622 0,10

Tabelle 41: Messwerte der photometrischen Auswertung Bé8V-Blue™ Tests. Es wurden jeweils

zweimal dieselben Proben untereinander aufgetreggmessen (M1 und M2) und der Durchschriz) (
der Messwerte ermittelt. PP2, P3 und P4 sind die unterschiedlicRéiiv KonzentrationenT- ist nativer
Elutionspuffer, B- nur der leere pBAD Vektor exprarti und— nur RAW-Blue™ Zellen. T ist das
SD_TNFR-like Protein in Elutionspuffer, B1 das SD_Bnéin-like pBADgIll A Pellet, B2 das
SD_Brevinin-like pBAD Protein in BugBuster, B3 das SDe®nin-like pDEST Pellet und B4 das
SD_Brevinin-like pDEST in BugBuster.

Die folgende Abbildung 35 stellt die Ergebnisse pleotometrischen Auswertung des\W-
Blue™ Tests mit denSD_TNFR-like und dem SD_Brevinin-like Protein, deesseren

Ubersicht wegerin einem Blockdiagramm dar.
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Abbildung 35: Messwerte der photometrischen Auswertung Rl&sV-Blue™ Tests. Abgebildet sind die beiden Messungen

M1 und M2 und deren Durchschnittswe@). P1, P2, P3 und P4 sind die unterschiedliclikM KonzentrationenT- ist
nativer Elutionspuffer, B- nur der leere pBAD Vek&xprimiert und- nur RAW-Blue™ Zellen. T ist das SD_TNFR-like
Protein in Elutionspuffer, B1 das SD_Brevinin-like pBA°ellet, B2 das SD_Brevinin-like pBAD Protein in BugBars B3
das SD_Brevinin-like pDEST Pellet und B4 das SD_Birieviike pDEST in BugBuster.

Der kontinuierliche Anstieg der Werte der Positiniollen mit steigender Konzentration ist

deutlich zu erkennen, ebenso wie die ReaktionendeufTestsubstanzen. Die Reaktion des
SD_TNFR-like Proteins war ungefahr doppelt so hedk,dessen Negativkontrolle und auch
bei dem SD_Brevinin-like konnte eine leichte Erhdfpuder Reaktion detektiert werden.

Nachfolgend ist zur besseren Ubersicht ein Bloak@dimm der errechneten Durchschnitts-
messwerte deRAW-Blue™ Tests mit den zugehdrigen Negativkoneotargestellt

1,4+
1,21

1 <

Il Negativkontrollen

0,87 | [J Negativkontrollen
0’6-' N der Proben
0,4 | [ Proben
sl el T

0 T T T T T T T T

T- T HRO B Bl B2 B B4 - P1 P2 P3 P4

Abbildung 36: Blockdiagramm der durchschnittlichen MessergelentssRAW-Blue™ Tests. P1P2, P3
und P4 sind die unterschiedlich&AM KonzentrationenT- ist nativer Elutionspuffer, B- nur der leere
pBAD Vektor exprimiert und- nur RAW-Blue™ Zellen. T ist das SD_TNFR-like Protein in Elutionffer,
Bl das SD_Brevinin-like pBAD Pellet, B2 das SD_Bnav-like pBAD Protein in BugBuster, B3 das
SD_Brevinin-like pDEST Pellet und B4 das SD_Brenitike pDEST in BugBuster.

5.11Immunohistologische Analysen

Fur die Untersuchungen der SD_TNFR-like Proteinesgion durch immuncytochemische
Analysen wurde der polyklonale SD_TNFR-like Antigér eingesetzt. Es sollte untersucht

werden, wo dieses Protein im Schwammgewebe lokdlist und ob LPS die Expression des
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Proteins zu steigern vermag. Dazu wurden Schwanukestiiber mehrere Tage mit LPS
inkubiert (s. 4.7) und die Schnitte anschlie3end i 2.23 beschrieben vorbereitet. Bei der
anschlieBenden Auswertung der Farbungen am Mikmskar zu erkennen, dass kein
signifikanter Anstieg der Proteinkonzentration nadher LPS Inkubation zu erkennen war.
Abbildung 37D, E, J und K zeigt, dass das SD_TNK®&- Protein im gesamten

Schwammgewebe, auch am Rand des Gewebestiicksmmtko

Abbildung 37: Immunohistologische Farbung von GewebeschnittenSaulomunculavor und nach einer LPS Inkubation.
Immunofluoreszenzanalysen der Lokalisation des $-R-like Proteins im Gewebe mit einem proteinspsaifen
Antikdrper. A, D, G und J zeigen die Immunofluorekzs Proteins das mit dem spezifischen Antikorpahtisar gemacht
wurde. B, E, H und K zeigen die zuséatzliche DAPI-pelfarbung der Zellkerne der Schnitte und J. C,uhd L zeigen die
Ergebnisse der lichtmikroskopischen BetrachtungSaénitte (Nomarsky Bilder). VergroRerung: A-1 20fagaiid J-L 40fach.

Es ist bekannt, dasS. domunculaBakterien in speziellen Zellen, den Bekteriozysten
speichert (Bohmet al. 2001). Diese Bakterien lassen sich von anderen,ind Mesohyl

verstreut vorkommen, unterscheiden (Thaktial 2005). In den Schnitten ist deutlich zu
erkennen, dass sich das SD_TNFR-like um die Balagsien, ebenso wie um verschiedene
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andere Mikroorganismen herum ansammelt, welchdidewngefarbt wurden (s. Abb. 36 A
und G). Diese Bakteriencluster bzw. Mikroorganisnk@mnten nach einer DAPI Farbung
deutlich identifiziert werden (s. Abb. 36 B). Auch Schwammgewebe wird das SD_TNFR-
like Protein exprimiert, wobei kein deutlicher Aiest der Expression nach Inkubation mit

LPS zu erkennen war.

5.12Phylogenetische Analyse der Domanen des SD TNER-lik

Uber eine phylogenetische Analyse der beiden Domates SD_TNFR-like sollte eine
mogliche Eingruppierung zu einer der unzéhligen tétnfamilien mit Todes- bzw.
Ubiquitindoméne untersucht werden. Zum Erstellene®i Phylogramms (s. Abb. 38A)
wurden in einer ersten Analyse die Aminosaurensezpreverschiedener Todesdoménen aus
verschiedenen Proteinfamilien und Organismen dastBDatenbank enthommen und daraus
ein  Baumdiagramm berechnet (ClustalX; 2.10). Mite@View (2.10) wurde dieses

visualisiert.

HUMAN DD TNFR SUBDO SD TNFR-like

XENLA DD TNFR1

GEOCY DD2 GCDD2

XENLA DD FADD

CANFA DD FADD
0.1 HUMAN DD FADD

A

Abbildung 38: Phylogramm zur Eingruppierung der SD_TNFR-like Dae@ Die Todesdoménen aus
TNF-Rezeptoren sind in blau, die aus FADDs griin diedaus TRADDs in orange dargestellt. Die Aste ea teiden
Schwammdoménen sind schwarz eingefarbt. ExakteaAmm undAccession NumbersXenopus laevigXENLA DD
TNFR1 = tumor necrosis factor receptorAtc. No NP_001108251)Homo sapiengHUMAN DD TNFR = TNF receptor,
Acc. No AAA36756); Geodia cydonium(GEOCY DD2 GCDD2Acc. No CAB97128); Homo sapienstHUMAN DD
TRADD = tumor necrosis factor receptor type 1 amed protein,Acc. No AAA98482); Xenopu laevigXENLA DD
TRADD = tumor necrosis factor receptor type 1l-asted DEATH domain proteinAcc. No Q32NG6);Canis familiaris
(CANFA DD TRADD = similar to TNFRSF1A-associated daath domain isoform Acc. No.XP_853998)Homo sapiens
(HUMAN DD FADD = Fas (TNFRSF6)-associated via dedtimain,Acc. No.AAP36297); Xenopus laevigXENLA DD
FADD = Fas-associating death domain-containing ginptAcc. No NP_001089017);Canis familiaris (CANFA DD
FADD = similar to FADD proteinAcc. No.XP_854485).
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Die Doméanen gruppieren darin anhand ihrer Funktiomd Zugehorigkeit zu einer
Proteinfamilie. Im Phylogramm der Todesdomanen rarkenan deutlich die Gruppierungen
von TNF-Rezeptoren, FADD und TRADD Proteinen. Eiaherer Verwandtschaftsgrad
zwischen Enzymen gleicher Herkunft und Funktionof§énsichtlich, wahrend der Abstand
zwischen den einzelnen Proteingruppen relativ ggbDie Todesdoméne des TNFR-like aus
S. domunculgeht auf den gleichen Ursprung wie der der Tumdkrblee-Faktor-Rezeptoren
zurtick, zweigt aber friih in der gemeinsamen Entluiudg ab.

In einer zweiten Analyse wurde dies mit Aminosaegegnzen von Ubiquitindoménen
wiederholt (s. Abb. 39).

DESAN

Rubi-like  promo GI17172
ORYSA Rub2-like
HUMAN NEDDS

SUBDO UBQ TNFR-like

HUMAN Polyubiquitin

SUBDO Polyubiquitin
ARATH
Polyubiquitin

0.1 STRPU Polyubiquitin B

Abbildung 39: Phylogramm zur Eingruppierung der SD_TNFR-like Dapra Die Ubiquitindomanen aus Polyubiquitinen
sind in blau dargestellt, die aus Rub/NEDD8 Proteimegriin. Der Ast zu der Schwammdomane ist schwargefarbt.
Exakte Artnamen unéccession NumberStrongylocentrotus purpurat$TRPU Polyubiquitin = similar to polyubiquitin,
Acc. No XP_783170);Homo sapiengHUMAN Polyubiquitin = polyubiquitin,Acc. No BAA09860); Arabidopsis thaliana
(ARATH Polyubiquitin = polyubiquitinAcc. No AAC39466);Suberites domuncula (SUBDO Polyubiquitipelyubiquitin
Acc. No CAA76577); Oryzasativa (ORYSA Rub2-like = NEDD8-like protein RUB2, Acc. No. P0C031);
Drosophila mojavensi$DROMO GI17172 = GI17172Acc. No XP_002002053)Deschampsia antarcticESAN Rubl-
like = NEDDS8-like protein RUB1; PrecursoAcc. No POC073);Homo sapiengHUMAN NEDDS8 = NEDDS8, Acc. No
CAG28590).

Aus dem Phylogramm der Ubiquitindomé&nen erkennt,rdass die Proteine auch hier nach
ihrer Funktion clustern. So gruppieren sich Polguiiine verschiedener Organismen
zusammen, ebenso wie Rub/NEDD8 Proteine. Besondkenstlich wird der hohe
Verwandtschaftsgrad der Polqubiquitine/Ubiquitinegn dem sich die Sequenzen aus
S. pupuratusindS. domunculaeutlich abheben. Die Ubiquitindomane zeigt Verstachaft

zu demS. pupuratug’olyubiquitin, allerdings ist der Abstand relagirol3.
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6 Diskussion

Das Immunsystem und die damit verbundenen Mechamsamd Reaktionen sind fur das
erfolgreiche Uberleben eines Organismus essentielh den einfachsten, bis hin zu den
komplexen Lebensformen entwickelte sich ein viéas Arsenal an Abwehr- und
Verteidigungsmechanismen. Diese schitzen vor Aflegriinderer Organismen, Parasitismus,
Fusionierung mit genetisch unterschiedlichen Irdiien und Fehlbildungen wahrend des
morphologischen Wachstun{¥etvicka und Sima, 1998). Lange Zeit war der atiohare
Ursprung des Immunsystems der Metazoen vollig unklee Schwamme, als élteste rezente
Tiere und nachste Verwandte des Urmetazoa, bietdgrumd der Annahme, dass alle
Tierarten monophyletischen Ursprungs sind (Gamwdiral. 1994; Mduller 1995), die
Moglichkeit, den Ursprung und die Entwicklung demnhunsysteme hoherer Metazoen zu
untersuchen.

Insbesondere Schwamme sind aufgrund ihrer Lebesswedls sessile Filtrierer
verschiedensten auReren Bedrohungen ausgesetzt. ititbeenorme Filtrierleistung von
0.002—0.84 ml/s/cthSchwammgewebe nehmen sie neben Nahrungspartikeim groRe
Mengen an Mikroorganismen, darunter auch pathogereez.B. Vieren und Bakterien aus
dem umgebenden Wasser auf. Andere Bedrohungen Bbaidpielsweise zahlreiche
Fressfeinde, Uberwucherung von anderen Riffoewatngie Korallen und Anemonen, die
Bildung des so genannten ,Primarfilms® auf ihrer etfliiche und die Ansiedelung von
Epibionten auf den Schwammlarven. Auch dem Umweblist den sie in ihrem Lebensraum
ausgesetzt sind (speziell in Hafenanlagen) mussSdawamm eine Mdoglichkeit entgegen
setzen, um unginstigen Einflissen Widerstand steleibzw. bereits entstandene Schaden zu
beheben.

Trotz dieser Vielfalt an Bedrohungen existieren 8shwamme seit 600 bis 800 Millionen
Jahren (Willmer 1994; Muller 1995) in Meerwasseiteibn, was ein sehr effektives
Abwehrsystem voraussetzt. Interessanterweise betgeny Schwamme eine grofRe Anzahl an
symbiotischen Mikroorganismen, wie Bakterien unidé?iwas auRerdem einen Mechanismus
zur Differenzierung von symbiotischen und pathogekikroorganismen impliziert. Um die
Abwehrsysteme der Porifera besser charakterisienekbnnen, ist es wichtig, die einzelnen
Komponenten bzw. die daran beteiligten Proteinademntifizieren. Beide, wahrend dieser
Arbeit identifizierten, Proteine (SD_TNFR-like un8D_Brevinin-like) sind potentielle

Bestandteile dieses Immunsystems.
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6.1 Identifizierung der SD TNFR-like und SD-BrevinkeliProteine aus
S. domuncula

Die Klonierung apoptotisch wirksamer Proteine aesndSchwammSuberites domuncula
wurde mit einem $creefi der SpongeBase Datenbank begonnen, die nachif@otenit
Todesdomane durchsucht wurde, da diese potenkeleponenten des Abwehrsystems der
Porifera sind. Nach Komplettierung der Genfragméat2) und Sequenzierung (4.13) wurde
ein Gen zur nédheren Charakterisierung ausgewahlbi® heute noch keine Todesrezeptoren
aus Schwammen identifiziert wurden, wurde eine @guenz ausgewahlt, deren
Todesdomane die groRte Ahnlichkeit mit der einemdiuNekrose-Faktor-Rezeptors aufwies.
Daraus resultiert auch die Namensgebung des neo&ird SD_TNFR-like.

Mit diesem Protein wurde einYgast Two Hybrid Screerdurchgefiihrt um maogliche
Interaktoren zu identifizieren. Der interessantebteeraktor war ein Protein, welches
Ahnlichkeiten zu einem antimikrobiellen Peptid, ddrevinin zeigte. Dem entsprechend
erfolgte die Namensgebung des neuen Proteins SMinBrdike. Die Interaktion dieser zwei
Proteine erscheint auf den ersten Blick ungewthnidlerdings konnte die Tatsache, dass
ein weitere Interaktor, auf den hier nicht nadhengegangen werden soll, ebenfalls
Homologien zu einem antimikrobiellen Peptid, dem fddsin, zeigte, das Ergebnis

unterstitzen.

6.2 Sequenzanalyse der SD TNFR-like und SD-BrevirenHikteine aus
S. domuncula

6.2.1Sequenzanalyse des SD_TNFR-like

Das SD_TNFR-likeGen umfasst inklusive der untranslatierten Bereit681 Basenpaare,
wovon 1171 bp zum offenen Leserahmen gehéren (8.1Ah. Das Startcodon des
SD_TNFR-likeist nicht von der aus Vertebraten bekannten Kosisssequenz (GCC A/G
CCATGG) fur eine optimale Translationsinitiation umgel{ozak, 1991). Die Sequenz des
SD_TNFR-like weicht in beiden Tripletts davon abG& TAC ATGG), beinhaltet aber
sowohl die minderwichtige Pyrimidinbase C an Posittl, als auch die Uberaus wichtige
Purinbase G an Position +4 (Kozak, 1991), jedochtran -3. Ob diese Basen alleine flr eine
gesteigerte Translationseffizienz ausreichen, wrekrosophila und einige Pflanzen gezeigt
wurde Kozak, 1991), kann nicht eindeutig bestéatigierden. Die angegebene
Konsensussequenz bezieht sich jedoch auf Saudmizell Es ist also wahrscheinlich, dass

die optimale Konsensussequenz speziesabhangidiedsa ist.
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Der 3-untranslatierten Region (3-UTR) de$SD_TNFR-like fehlt ein typisches
Polyadenylierungssignal (z.B. bei Vertebraten: AANAS Zarkower et al., 1986), ein in
Schwammen haufig beobachtetes Phanomen (Pfetfat,1993). Der hohe Anteil der Basen
A und T innerhalb der 3-UTR mit insgesamt 68% wessif ein kurzlebiges mRNA-
Transkript hin. Diese regulativeU-reichenElemente (ARE) der 3'-UTR kdnnen anhand
bekannter Erkennungsmerkmale unabhangig von dektiéanin drei Gruppen eingeteilt
werden. Die destabilisierenden Eigenschaften rieseit allerdings nicht alleine auf den
bisher bekannten AU-Motiven und deren Interaktion ARE-Bindeproteinen, sondern es

spielen noch weitere, bis heute unbekannte Fak&renRolle.

Klassifizierung | Spezifische Merkmale Art der Proteine

TypI ARE Sequenzelement (AUUUA), | Hauptelemente der mRNA von
meist in mehreren Kopien Transkriptionsfaktoren und Proteinen
innerhalb des 3'-UTR die an zellregulatorischen Prozessen

beteiligt sind

Typ Il ARE mindestens zwei Uberlappendeiele Zytokine
[UUAUUUA(U/A)U/A)]

Typ Il ARE keine einheitliche einige Transkriptionsfaktoren und
Konsensussequenz, oft mit | zellregulatorische Proteine
repetitiven AU-Pentameren

Tabelle 42: AU-reiche Elemente (ARE) der 3'-untranslatiertergi®a (3'-UTR) bestimmen die Halbwertszeit
von mRNA-Transkripten. Klassifizierung nach Barreaal. (2005).

Der 3-UTR des SD_TNFR-like enthalt drei Kopien d&8BUUA Sequenzelements, aber
ebenso zwei des UUAUUUA(U/A)U/A). Eine eindeutigdaksifizierung ist daher nicht
maglich.

6.2.2Sequenzanalyse des SD_Brevinin-like

Das SD_Brevinin-likeGen umfasst inklusive der untranslatierten Bereidié Basenpaare,
wovon 327 bp zum offenen Leserahmen gehéren (s.2Abb Das Startcodon des
SD_Brevinin-likeist ebenfalls nicht von der aus Vertebraten belammtonsensussequenz
(GCC A/G CAATGG) fur eine optimale Translationsinitiation umgel§gonzak, 1991).

Die Sequenz des SD_TNFR-like weicht in beiden &tigl von dieser Konsensussequenz ab
(GCT AGC ATGG), beinhaltet aber ebenso wie da@b_TNFR-likedie minderwichtige
Pyrimidinbase C an Position -1 und die Uberaus tigeHPurinbase G an Position +4 (Kozak,
1991), jedoch nicht an -3. Hier kann ebenfalls hieimdeutig bestimmt werden, ob diese

Basen alleine flr eine gesteigerte Translatiorgefiz ausreichen oder ob eine Regulierung
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auf transkriptionaler Ebene oder als posttransiat® Modifikation des resultierenden
Proteins erfolgt. Der 3’-untranslatierten RegiohlYIR) desSD_Brevinin-likefehlt ebenfalls
ein typisches Polyadenylierungssignal. Der hoheeimter Basen A und T innerhalb der
3-UTR mit insgesamt 64%, weist auf ein kurzlebigeRNA-Transkript des Typ 1lll ARE
hin, da keine Motive der anderen Gruppen zu erkersied. Im Gegensatz zur BCO lassen
sich keine eindeutigen Muster repetitiver Sequesdathitte in diesem Bereich erkennen.

6.3 Strukturelle Analyseder SD TNFR-like und SD-Brevinin-like Proteine aus
S. domuncula

6.3.1Analyse des SD_TNFR-like Proteins

Die mittels PCR mir genspezifischen Primern auserefd. domunculacDNA-Bibliothek
isolierte und komplettierte cDNA (SD_TNFR-like, 551) wies nach Datenbankanalysen
(BLASTP) Ubereinstimmungen zu proapoptotischen énen sowie zu Ubiquitin auf. Die
hochsten Homologien im Vergleich der ProteinsequaitzProteinen aus Gendatenbanken
(NCBI mit BLASTP-Algorithmus) ergab sich zu der M@&&788 Protein-Sequenz aus
Strongylocentrotus purpuratusiner Seeigel-Art, sowie zu einem hypothetiscRestein aus
Branchiostoma floridageinem Polyubiquitin au$trongylocentrotus purpuratusnd einem

TNFR ausCanis familiaris

B. floridae S. purpuratus | S. purpuratus | C. familiaris S. domuncula
hyp. Protein MGC78788 poly _UBQ TNFR6 SD_TNFR-like
B. floridaehyp. Protein 2% 0% 4% 4%
S. purpuratusMGC78788 4% 6% 3% 11%
S. purpuratugpoly_UBQ 2% 14% 2% 7%
C. familiaris TNFR6 7% 8% 8% 6%
S. domuncul&D_TNFR-like 8% 23% 16% 16%

Tabelle 43: Aminosauresequenzhomologie des SD_TNFR-like Prsteiit anderen Proteinen verschiedener Spezies. Die
prozentualen Werte beziehen sich iaghtischebzw. ahnliche(bez. physikalischer/chemischer Eigenschaften) Asénren.
Fir die genaue Klassifizierung der Organismen ogiehorigemAcc. Nos. Abbildung 13.

Die relativ geringe Homologie der Sequenz zu andé&mteinen lasst sich dadurch erklaren,
dass das SD_TNFR-like Protein Uber zwei sehr ggebh# Domanen, die Todesdomane
(,Death Domain) und die UBQ Domaéne, verfigt, welche zur Zeit iesér Kombination nur

in einem weiteren, noch nicht néher charakterisiefProtein ausCaenorhabditis elegans
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(zwei unterschiedlich lange SequenzeAcc. No. NP_871663 bzw. NP_498714.1)
vorkommen. Um die Homologien des SD_TNFR-like Frstezu anderen Proteinen

besonders im Bereich dieser Doméanen zu verdeutljclkerden diese einzeln betrachtet.

C. familiaris B. floridae O. cuniculus | S. purpuratus| S. domuncula
DD DD DD DD DD
C. familiarisDD 21% 72% 16% 25%
B. floridae DD 44% 24% 19% 33%
O. cuniculusDD 92% 46% 17% 25%
S. purpuratuD 37% 35% 35% 24%
S. domuncul®D 49% 50% 49% 44%

Tabelle 44: Aminosauresequenzhomologie der Todesdoméane (DDPeatginen verschiedener Spezies. Die prozentualen
Werte beziehen sich audlentischebzw. éhnliche (bez. physikalischer/chemischer Eigenschaften) Aws#unren. Fir die
genaue Klassifizierung der Organismen mit zugeledrigcc. No Siehe Abbildung 16.

Der Vergleich der Sequenzen demonstrierte, dasshghe Homologie zwischen den beiden
Todesdomanen aus Saugetieren bestéhtfagniliaris und O. cuniculus)diejenigen aus
anderen Organismen jedoch recht heterolog sind. Biaximale Ubereinstimmung
Uberschreitet nur einmal 25% (49%) identischer l{g@har) Aminosauren.

T. thermophila] O. sativa A. thaliana | S. purpuratus S. domunculg
UBQ UBQ UBQ UBQ UBQ
T. thermophilaUBQ 72% 54% 41% 29%
O. sativaUBQ 84% 60% 44% 29%
A. thalianaUBQ 73% 78% 42% 32%
S. purpuratusJBQ 61% 66% 61% 32%
S. domuncul&BQ 53% 52% 49% 52%

Tabelle 45: Aminosduresequenzhomologie der Ubiquitindoméne (UB@$ Proteinen verschiedener Spezies. Die
prozentualen Werte beziehen sich iaehtischebzw. ahnliche(bez. physikalischer/chemischer Eigenschaften) Aséaren.
Fir die genaue Klassifizierung der Organismen ogiehdrigemcc. No Siehe Abbildung 16.

Der Sequenzvergleich der Proteine mit Ubiquitindnen&@emonstrierte, dass generell eine
hohe Homologie zwischen diesen Doménen besteht. Hiimologie der Domane des
SD_TNFR-like Proteins zu anderen ist jedoch wenigaersgepragt. Die maximale

Ubereinstimmung liegt hier bei 32% (52%) identiscf@nlicher) Aminosauren, wahrend die



Diskussion 133

niedrigste Homologie der anderen Domanen bei 41%%}6 identischer (&hnlicher)
Aminosauren liegt (Vergleich voB. purpuratus mit T. thermophila).

In  weiteren Analysen wurde untersucht, ob das SOFR{like Protein eine
Transmembrandoméne sowie eine TNFR Domane enibelithe fir die Einordnung zu den
TNF-Rezeptoren essentiell sind. Hierzu liefertem @MART Scan sowie mehrere Analysen
mit anderen Programmen (Expasy) ein eindeutigestiig: Die Proteinsequenz lasst keine

Annahme einer Transmembrandoméne sowie einer TN&RaDe zu.

6.3.2Analyse des SD_Brevinin-like Proteins

Der mittels ,Yeast Two Hybrid Scretndentifizierte Interaktor wurde Uber eine PCR mit
genspezifischen Primern aus einer cDNA-BibliotheMiert (SD_Brevinin-like, s. 5.4.1). Die
Sequenz wies nach Datenbankanalysen Ubereinstimenung antimikrobiellen Proteinen
auf. Die hochste Homologie im Vergleich der Prademuenz mit Proteinen aus
Gendatenbanken (NCBI mit BLASTP-Algorithmus) ergabh zu der Clavanin_D Protein-
Sequenz auStyela clavgAcc. No CAA71426), einer Falten-Seescheide.

T R.tempore}ri X.Iaevis B.m'axlima H.a;a;i)i%rls R.te(nporaria S.clavg S.domunpu]a
Mg | Slemeorn | Caonien | Madns | pgia | Semn2ra | cain | <0 g
D oatet 1% | 5% | 3% | 4% 1% | 3% | 3%
R. temporaria
Temporin G 4% 8% 6% 8% 40% 18% 6%
precursor
X. laevs 14% 15% % | 6% 6% | 5% 6%
Caerulein Type |
B. maxima
Maximin 5 3% 6% 7% 5% 8% 6% 8%
precursor
H. sapiens
Apolir/lolr?rotein 8% 16% 11% | 19% 12% 13% 6%
R. temporaria
Brevinin-2Ta 5% 54% 15% | 17% | 22% 13% 7%
precursor
o 7% 30% | 14% | 17% | 27% | 31% 16%
so mmunene | 11% 19% | 13% | 28% | 25% | 16% | 29%

Tabelle 46: Aminosauresequenzhomologie des SD_Brevinin-like éfmet mit antimikrobiellen Proteinen verschiedener
Spezies. Die prozentualen Werte beziehen siclidaatischebzw. ahnliche(bez. physikalischer/chemischer Eigenschaften)
Aminosauren.

Die relativ geringe Homologie der Sequenzen lassh sdadurch erklaren, dass
antimikrobielle Peptide in mehrere Gruppen untirieerden konnen, die sich in ihren
Sequenzen stark unterscheiden. Besonders Peptide Gteppe der a-helikalen

antimikrobiellen Peptide zeigen untereinander nueringe Sequenzhomologien.
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6.3.3Die Doméanen des SD_TNFR-like Proteins

Eine der Uber Sequenzanalysen der abgeleiteten o&énimesequenz des SD_TNFR-like
identifizierte Domane, die TodesdoméneDéath domaift), kommt in verschiedenen
Proteinen vor, welche in die Signaltransduktion rgéld der Apoptose involviert sind
(Feinsteinet al, 1995). Des Weiteren gibt es einige Proteine nutlésdomane, die eine
wichtige Rolle in der Immunantwort spielen (z.B. DB8). Ein Apoptose-Signal kann durch
unterschiedliche physiologische und pathogene $itimusgelost werden, welche den
kontrollierten Tod einer Zelle mittels diverser &adfransduktionswege einleiten (Thompson,
1995; Konopleveet al, 1999). Proteine mit Todesdoméne sind u.a. Tedeptoren, wie
Fas/CD95, TNF-R1 und TNF-R2 (Krammer, 1999; Targagl993) sowie Adapterproteine
wie FADD, RIP (Chinnaiyan, 1995) und TRADD (Hsu, 9859. Darunter sind
interessanterweise Proteine die Apoptose ausltsersaiche, die sie verhindern kénnen. Zu
den  Apoptose auslésenden  Proteinen gehdren der LTBR#-Rezeptor,
FAS/CD95-Rezeptor und FADD. Proteine, die das e der Zelle fordern, sind
beispielsweise TNF-R2 und TRAF2. Darlber hinaussteeten einige Proteine mit
Todesdomane, welche je nach Situation, Stimulushateiligten Adaptern, sowohl Apoptose
induzieren als auch verhindern konnen. Dazu gehdmdf-R1, TRADD und RIP. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde diese wichilgenane in weiteren Analysen isoliert
betrachtet.

In einer BLASTP-Analyse zeigte die SD_TNFR-like Bsdomane hochste Ahnlichkeit mit
Todesdomanen aus unbekannten Proteinen sowie TképReen.

Unabhangig von ihrer Wirkung wurden Sequenzen vome§domanen verschiedener Spezies
untersucht. Hierbei fallt auf, dass nur sehr wemgeinosauren in allen Todesdomanen
konserviert sind. Es gibt keine einheitliche Korsessequenz. Allerdings konnten in einem
Prosite Alignment neun Aminoséauren identifiziertrden, die weitgehend konserviert sind.
Von diesen enthdlt die SD_TNFR-like Todesdoméanéesie(ASs7;, ASyoo, ASy04, ASsoo,
AS323 ASz3s UNd ASsy). Es konnten jedoch keine zusatzlichen Domanemtiigeert werden,
die eine Zuordnung des Proteins zu einer bestimn@eappe an Apoptoseproteinen
ermaglichte.

Allerdings enthalt das SD_TNFR-like Protein aul3er dodesdoméane noch eine UBQ
(, Ubiquitin Superfamil§) Domane (Jentsckt al, 1991). Ubiquitin- und Ubiquitin-&hnliche-
Doménen sind in Eukaryoten weit verbreitet und Gieemen verschiedenste Funktionen in
den Organismen. Sie kdnnen in zwei Gruppen unkererden (Buchberger, 2002): Zum

einen Ubernehmen das Ubiquitin selbst sowie Ubigiaimaloge Proteine (UBLs wie SUMO,
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NEDDS8 oder Fatl0) das Markieren nicht (mehr) beagtéti Proteine fir den Abbau im
Proteasom oder deren Schutz vor eben diesem (SUME&Dei sind sie in verschiedene
Prozesse, wie die Kontrolle des Zellzyklus, dienglgansduktion und die Embryogenese
(NEDDS8; Kurzet al, 2002; Lammeet al, 1998) oder die Zellteilung und die Regulation de
Transkription (SUMO; Gill, 2004) involviert.

Zu der anderen Gruppe zadhlen Proteine mit eineqgumm-ahnlichen-Doméane (UDP wie
Parkin, Rad23 oder DSK2), die sich jedoch in ihsgiteren Sequenz stark von Ubiquitin
sowie von anderen Proteinen dieser Gruppe untadsrheHaufig enthalten sie die Ubiquitin
Doméane am N-terminalen Teil des Proteins, wahrectl an ihrem C-terminalen Part eine
weitere Domane befindet, die ihre Funktion bestimN#uere Studien belegen, dass viele
UDP die Fahigkeit besitzen, mit dem regulatoriscH®% Part des 26S Proteasoms zu
interagieren. Diese Fahigkeit hangt von ihrer Ukigtihnlichen-Doméane ab und es wird
angenommen, dass dies fur alle UDP zutrifft (HartmBRetersen und Gordon, 2004).
Ubiquitin ist ein Protein von 76 AS Lange, welchesallen Eukaryotenzellen zu finden ist.
Seine Sequenz ist hoch konserviert, allerdings @ibteine Vielzahl von verwandten
Proteinen, die sich, bis auf eine Konsensussequstark voneinander unterscheiden kénnen.
Das Ubiquitin-System ist unter anderem am Protdibadl, der Signaltransduktion und
der Kontrolle des Zellzyklus beteiligt. Zum Protgabau wird das Ubiquitin  Uber
einen Proteinkomplex, der ein Aktivierungsenzym )(Edin Konjugationsenzym (E2) und
eine Proteinligase (E3) enthalt, kovalent an seiubs8at gebunden (Oriaat al, 1995;
Sudakin et al, 1995). Wichtig fur seine Funktion sind die letzt 4 C-terminalen
Aminosauren Leu-Arg-Gly-Gly. Sie bilden eine Artc¢/8vanz“, der aus dem globularen
Protein herausragt und an dessen letzter Aminos@lyedas Zielprotein binden kann.
Ubiquitinierung mit 4 bis 5 oder mehr Ubiquitinerarkiert das Zielprotein dabei fur den
Abbau im 26S Proteasom.

Uber eine ,Prosite* Suche konnte eine Ubiquitin-Kensussequenz identifiziert werden.
Dieser Bereich umfasst 26 Aminoséauren und der Eosigss lautet: K-x(2)-[LIVM]-x-
[DESAK]-X(3)-[LIVM]-[ PAQ]-X(3)-Q-X-[LIVM]-[LIVMC]-[LIVMFY]-x-G-x(4)-[ DE]. Die
Aminosauren, die in der SD_TNFR-like Sequenz niehthalten sind rot markiert, alle
anderen kommen innerhalb der UBQ-Domane vor.

Ubiquitin ist ebenfalls an der intrazellularen SaghVeiterleitung von auf3eren Stimuli
beteiligt, so zum Beispiel beim NEB-Signalweg (Karin und Ben-Neriah, 2000). Dieserdwi
beispielsweise durch den TNF aktiviert, welcher amen TNFR bindet. Durch

Konformationsanderung kann TRAF2 binden, welcherLi@se-Aktivitat besitzt (erkennt
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Zielproteine und bindet das aktivierte Ubiquitinral®. TRAF2 ubiquitiniert sich selbst und
das Protein RIP (Meylan, und Tschopp, 2005), wdduwerschiedene Kinasen aktiviert
werden. Eines dieser phosphorylierenden Enzymdxei@énasep, phosphoryliert das Protein
kB, welches das NkB freisetzt. Dieser Transkriptionsfaktor aktivietie Transkription
verschiedener ,Uberlebensfaktoren® im Zellkern.

Sequenzanalysen und phylogenetischen Untersuchuygjgen einen Hinweis darauf, dass
die UBQ Domane des SD_TNFR-like am ehesten zu dgyuBiquitinen oder Ubiquitin-
analogen Proteinen gezahlt werden kann. Die Tatsadhss das Protein eine weitere,
C-terminale Doméane enthalt und die Homologie demBie zu Ubiquitin recht gering ist,
deutet allerdings darauf hin, dass es eher den klgf@ordnet werden kann.
Zusammenfassend liel3en die Beobachtungen erstesSfdijerungen zu:

Aufgrund der Existenz einer Todesdomane, die Ahkkit mit der von TNF-Rezeptoren
aufweist, ist es wahrscheinlich, dass das SD_TNK&Protein eine Rolle in der Apoptose
spielt. Dies kann sowohl eine pro- als auch eingapoptotische Beteiligung an den
Signaltransduktionskaskaden bedeuten. Diese Thewrig zusatzlich durch die helikale
Konformation im Bereich der Todesdoméanen unterstivie sie z.B. auch bei Fas, FADD
oder TRADD vorkommt. Das Fehlen einer Transmemlagion war jedoch ein erster
Hinweis daflr, dass das SD_TNFR-like Protein keiemdyranrezeptor ist. Unterstttzt wird
dieses Ergebnis durch den Mangel einer Ligandeeisietle, beispielsweise fir einen TNF,
wie sie fur Signaltransduktionsrezeptoren essénisél Die zusatzliche Domane aus der
Ubiquitin Superfamilie lasst viele potentielle Faoksweisen des SD_TNFR-like Proteins
zu. Da die grofte Sequenzhomologie zu einem Pajyitin besteht, kann angenommen
werden, dass auch die Funktion ahnlich ist. Dagegmnicht allerdings das Fehlen der
essentiellen 4 Aminosauren am C-Terminus sowid disache, dass eine weitere Domane in

dem Protein enthalten ist. Dies deutet eher awf Bugehorigkeit zu den UDP hin.

6.3.4Die Doméane des SD_Brevinin-like Proteins

Sequenzanalysen der abgeleiteten Aminosduresequiesz SD-Brevinin-like zeigten
Ahnlichkeiten zu einer Gruppe von Proteinen, dignaikrobielle Wirkung zeigen. Besonders
ein Bereich zu Beginn des Proteins weist Homologienler so genannten Brevinin Domane
auf. AMP sind sowohl im Tier- als auch im Pflanzgoh weit verbreitet und dienen als
Kontrollsystem im Wachstum von Mikroorganismen. Bk werden sie in verschiedenen
Zelltypen, wie Makrophagen, Neutrophilen oder Eglitellen. In der Haut von Amphibien

werden z.B. Dermorphine, Deltorphine, Dermoseptider Temporine gebildet, die das hoch
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spezifische Immunsystem der Vertebraten unterstiit&e stellen eine erste effiziente
Schutzbarriere gegen eine Vielzahl von Eindringlimgwie Bakterien, Pilze, Protozoen,
Viren und Nematoden dar (Bulett al, 2004), da sie sehr schnell aktiviert werden. Die
antimikrobiellen Peptide bilden Gruppen, deren ®egen sich stark voneinander
unterscheiden. Vergleicht man die Sekundarstrudeg SD-Brevinin-like Proteins mit der
Struktur anderer antimikrobieller Peptide, so kaman es der Gruppe derhelikalen AMP
zuordnen, da es Uber vierHelix Strukturen verfugt. Die Doméane zeigt hingegrir geringe

Homologie zu der Brevinin Doméne.

6.4Untersuchungen des SD TNFR-like Proteins

Proteine mit Todesdomane sind in der Immunabweblr Apoptose haufig anzutreffen. Sie
spielen sowohl in der Einleitung der Apoptose alshaim Uberleben der Zellen eine wichtige
Rolle. Uber sie entscheidet sich das SchicksalZeédie nach einem pathogenen Einfluss, da
sie als Rezeptoren oder Mitglieder der SignaltrakBdnsketten wichtige Funktionen
erfullen. Uber ihre Signalweiterleitung sind sie der Lage, sowohl pro- als auch
antiapoptotisch zu wirken.

Einen ersten Hinweis darauf, dass das SD_TNFR-kketein Teil der Reaktion auf
pathogene Einfllsse ist, lieferten die NortherntBimwie die Expressions-Analysen. Diese
zeigten, dass die Expression des Proteins nachbatikem sowohl mit LPS als auch mit
humanem TNFe deutlich hoch reguliert wurde, wobei auch die kibasve Expression des
Gens recht hoch ist. Dies ist bei anderen, an mhenunreaktion und Apoptose beteiligten
Proteinen, wie TLR und IRAK-4, haufig zu beobach{gvienset al, 2007) und garantiert
eine schnelle Reaktion auf bedrohliche Einfliisse.

Um einordnen zu koénnen, welche Rolle das SD_TNEKR-IProtein innerhalb des
Schwammes einnimmt, missen verschiedene esseMietlenale der einzelnen Proteine mit
Todesdomane Dberiicksichtigt werden, welche sie irzeperen und verschiedene
Adapterproteine unterteilen. Todesrezeptoren exhain extrazellulares Signal, welches sie
in die Zelle weiterleiten. Hierfur ist es essenfielass sie Uber einen extrazellularen Part
verfigen und dass ein spezieller Ligand wie belspiegise TNFe,, FASL oder TRAIL an den
Rezeptor bindet. Dies impliziert, dass spezieligabdenbindestellen in der Rezeptorsequenz
enthalten sind oder die Bindung durch speziellaKdtren erméglicht wird. Im Fall des TNF-
Rezeptors sind dies zwei ,Loop“-Strukturen, derssDoop und der 90’s-Loop.

In den Struktur- und Sequenzanalysen des SD_TNgR-Rroteins konnten keinerlei
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potentielle Ligandenbindestellen identifiziert wend Dadurch wurde, trotz hochster
Verwandtschaft der SD_TNFR-like-Todesdomane zu $ddmanen anderer Organismen,
die Annahme widerlegt, dass das Schwammproteif @ilesrezeptor sein kdnnte. Unterstitzt
wird diese Erkenntnis dadurch, dass keine einzdirensmembranhelix innerhalb der
Sequenz des SD_TNFR-like vorliegt. Dadurch existiarin extrazellularer Part und die
Moglichkeit der extrazellularen Ligandenbindung tels nicht. Dies ist jedoch fiur einen
membranstandigen Todesrezeptor essentiell. Eireveeitynterschied zu Todesrezeptoren ist
das Fehlen einer cysteinreichen Region (ebenfaiteazellulér), die unter den einzelnen
Rezeptoren sehr homolog ist (Smethal, 1994).

Nach Recherchen Uber andere, im Schwamm identiziemmunologisch aktive Rezeptoren,
konnten allerdings einige Regionen identifiziertrehan, die denen im TLR a& domuncula
ahnlich sind (Wiengt al, 2007). Dazu gehdren mehrere Leucin-reiche Bleeefwichtig fur

die PAMP Bindung) sowie eine Region ahnlich der REgion (helikales Motiv, Konsensus:
[SNTC]-X-@.X[2]- @-X[4]-F-X[2]-L; @ = beliebige hydrophobe Aminosauyret dargestellt
sind Abweichungen in der SD_TNFR-like Sequenz).kBsnte jedoch festgestellt werden,
dass eine Konsensussequenz, wie sie fur Leucihe@ereiche von Metazoen von Bedlal
2003 postuliert wurde (X-L-X[2]-L-X-L-X[2]), nichtin dem SD_TNFR-like enthalten ist.
Trotzdem konnten dreiRepeatslokalisiert werden, die in ihrer Sequenz ahnlschd und im
N-terminalen Bereich des Proteins vorkommen ([VBR]-[FT]-X-L). Dies ist zwar deutlich
geringer als die Zahl anRgpeats die in TLR normalerweise vorkommen, Variationen i
Lange und Sequenz dieser Leucin-reichen Bereictiejedoch keine Seltenheit.

Des Weiteren konnte mit Hilfe der PRED-TMBB Onlinégvare ein Bereich am N-
terminalen Ende der Sequenz identifiziert werdéangdken mehrere membrandurchspannende
Bereiche vorhergesagt werden. Der\alué dieser Voraussage war jedoch sehr hoch und
Analysen der extrazellularen Regionen zeigten keig@andenbindestellen. Dies und die
Tatsache, dass mit anderen Transmembranregionbargagenden Programmen keine solche
Region detektiert wurde deutet darauf hin, dassi@s nicht um einen membranstandigen

Rezeptor handelt. .

1 MACSKL( ) TISGSEFKRIQPNKGKVIEVHEPLNETV 60

61 AGKELY! 'RLDEKKGFSLVQEFSVODGDREVLLGYKPISRI 120
121 EFDVLNTTTIDTLKHRIQDRTGIHESDIILMYKGKVVPKGSRKTVEFYDGRSGSKAQLEV 180
181 NQRSIAKEPEEDVSRSKEEPVSSETDGPFONRRNTQQOGAFVRENTRRSCRSROGAPRYSQ 240
241 VSSLGCAEDQVRYETDKEMLARVPHAPISDTGLLDISKNMTGWKHLAIRLGLNESERVVI 300
301 KEDSRYDFAEQKVOMLLKWKRKNGREATWRKLLCRVQEEEDRELAWKIVRISQKQKDSDS 360
361 VQCALDVASPQASVAPISNEGAPVQETQTE

Abbildung 39: Mdgliche transmembrane Bereiche des SD_TNFR-lilaeifrs. TM sind rot, au3en liegende Bereiche blau
und innen liegende Bereiche schwarz gekennzeickioebersage mit der PRED-TMBB Software.
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Danach wurde die Sequenz des SD_TNFR-like Proteink anderen moglichen Bindestellen
untersucht, die fir eine Beteiligung an der pro-ero@ntiapoptotischen Signalkaskade
essentiell sind. Uber eine Analyse mit ELM konnite Bindemotiv fir TRAF2 identifiziert
werden. Es umfasst vier Aminoséuren und die Konssegjuenz lautet [PSAT]-X-[QE]-E. In
dem SD_TNFR-like Protein sind zwei dieser mdglichBmdestellen enthalten. Diese
befinden sich jeweils C-terminal der Domanen undfassen folgende Aminosauren:
ASi96-190und ASs3.386 TRAF Proteine wirken vor allem auf Signalwege demor-Nekrose-
Faktor-Rezeptoren, die das Uberleben der Zelle ngjaran. So konnen sie die
Zellproliferation, das Zelliberleben und andereiaouptotische Funktionen ausldosen. Dies
geschieht beispielsweise Uber die Aktivierung dékRvKinase (jmitogen-activated protein
kinas€) und von Transkriptionsfaktoren (z.B. NF-kB). Be transkribieren Gene der
Immunantwort und von Entziindungsreaktionen @fal, 1999). TRAF kann direkt oder
indirekt via TRADD an einige Tumor-Nekrose-FaktoeAeptoren binden und deren
Signaltransduktion beeinflussen (Hstial, 1996b). Somit kann angenommen werden, dass
das SD_TNFR-like Protein eine antiapoptotische Eonkausubt.

Dies wird durch die Ergebnisse des RAW-Blue™ Témstatigt. Die Reaktion der Zellen
und die daraus folgende Aktivierung des WB-Wegs als Reaktion auf die Zugabe von
SD_TNFR-like Protein kann zwei Ursachen haben. Bilidglichkeit besteht darin, dass die
Proteinlésung einen pathogenen Effekt auf die Betkeigt und so die Reaktion tUber die TLR
auslost um das Uberleben der Zellen zu garantidd@m.andere Moglichkeit ist, dass das
Protein in die Zellen aufgenommen wurde und diiaktler Signalkaskade wirkt. Dies ist
denkbar, da in der TLR Signalkaskade ebenfallseiretmit Todesdoméanen beteiligt sind
(z.B. MyD88), die das Signal Gber TRAF weiterleiten

Des Weiteren konnten Uber eine ELM Suche mdoglicpalt@ngsstellen, beispielsweise fir
die Proprotein Konvertase 7, identifiziert werdé4,,.229, die eine Spaltung des Proteins
zwischen den beiden Domé&nen ermdglicht, so daskailieen entstandenen Proteine getrennt
voneinander auf unterschiedliche Weise reagierem&g.

Ebenfalls identifiziert werden konnten drei USPTdBmotive innerhalb des Gens, die
zwischen den Domanen bzw. am C-terminalen EndeGées liegen (USP7_1 und USP7_2
Bindestellen: A%pp204 UNd AS70374 fUr 1 und ASQgo-195 flr _2). Diese Motive sind
Zielstrukturen fur das deubiquitinierende USP7 EmZyubiquitin-specific proteasg dessen
Substrate Regulatoren verschiedener ,Uberlebenskask von Zellen sind. Durch
Deubiquitinierung kénnen die Proteine ihrem Abbam Proteasom entkommen. Dies

impliziert eine wichtige Rolle des USP7 in versclaeen zellularen Prozessen.
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Ein weiteres sehr interessantes Motiv ist das MA&Kockmotiv. Es wurde zweimal
innerhalb des Gens identifiziert (&4&s und ASos7). Dies kann bedeuten, dass das
SD_TNFR-like Protein ein MAPK-interagierendes Malkkst. Méglicherweise ist es an der
Regulation spezifischer Interaktionen in der MAR&askade beteiligt oder die MAPK spielt
eine Rolle in der Regulation des SD_TNFR-like selbger konnte sie beispielsweise durch
Bindung an SD_TNFR-like Konformationsanderungen ualibsterische Regulationen
beeinflussen (beschrieben in Reméetyal. 2006)

6.5 Untersuchungen des SD Brevinin-like Proteins

Antimikrobielle Peptide sind evolutionar alte Vedigungsmolekile, die sowohl im Tier- als
auch im Pflanzenreich weit verbreitet sind. Sidlesteeinen schnellen und effektiven Schutz
gegen verschiedenste mikrobielle Bedrohungen dae FEielstrukturen sind dabei die
mikrobiellen Zellmembranen, die sich von denen R#gnzen und Tiere unterscheiden. lhre
geringe Homologie, die grol3en strukturellen Untelessie und ihre vielfaltigen
Wirkungsweisen erschweren es, ihnen neue poterdigfimikrobiell wirksame Peptide
zuzuordnen. Es sind sowohl antimikrobielle Peptigekannt, die gegen verschiedene
Mikroben wirken, als auch solche, die nur gegerrispeziellen Mikroorganismus Aktivitat
zeigen. Ein erstes Indiz fuir die Zugehorigkeit de® Brevinin-like Proteins zu den
antimikrobiellen Peptiden lieferte die Existenzegirbomane mit Ahnlichkeit zur Brevinin
Doméne. Alle AMP werden aus langeren \Vorstufen bdige. Diese bestehen aus einem
19 bis 20 Aminosauren langen Signalpeptid, evehteigler Pro-Region und einer oder
mehrerer Regionen, die fir die antimikrobiellen tRkpkodieren. Zu den posttranslationalen
Modifikationen gehdren beispielsweise die C-terf@ramidierung sowie die proteolytische
Prozessierung.

Auch das SD_Brevinin-like weist eine Signalsequeniz 20 Aminosauren, welche essentiell
fur die Sekretion der AMP ist, sowie eine C-ternenAmidierung auf (A%o-1039. Letztere
stabilisiert und verstarkt die positive Ladung, diele AMP tragen. In verschiedenen
Analysen wurden potentielle Angriffspunkte fir Ragen zur Prozessierung des Pra-Pro-
Proteins untersucht. Proteasen spalten Proteineh ddydrolyse der Peptidbindungen. So
kann beispielsweise Trypsin, welches auch in Schwémbereits nachgewiesen wurde, das
SD_Brevinin-like Protein an verschiedenen Stellpalten. Auch das Signalpeptid wird beim
Eintritt in das endoplasmatische Retikulum entfefnts dem Pra-Pro-Protein werden somit 3

verschiedene potentielle Fragmente generiert.
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MKIAIFVLAFIAVTASVAYAAPQGEETDVEEADIEEADIQTLLKRIMKEKLAEQQDHNDDDENQAQVQSLLAELEEYEKALTDTKAEKQKYHPIRPYPTWGRRRTRRWG

fSignalpcptid/ fPropeptidT f?cptid:

Abbildung 40: Das Pra-Pro-Protein des SD_Brevinin-like. Dargesteliidsidie Fragmente, welche durch Spaltung an
potentiellen Trypsin-Spaltungsstellen entstehen.

Das Propeptid weist haufig eine negative Ladung (Mithaelsonet al, 1992). Es wird
angenommen, dass es moglicherweise die Aktivitds dégentlichen AMP durch
ladungsabhangige Interaktionen inhibieren kann (liad Ganz, 1995). Auch im
SD_Brevinin-like Protein entsteht ein anionisches-Peptid. Es umfasst die ASound ist
stark negativ geladen. Das eigentliche, durch dmalt8ng entstandene, potentielle
antimikrobielle Peptid umfasst die ASoound weist eine positive Nettoladung auf. Dies ist
fur eine Interaktion mit anionischen Zellwanden umthospholipidmembranen von
Mikroorganismen von Vorteil (Oren und Shai, 1998usatzlich zu dieser kationischen
Ladung nehmen AMP haufig eine amphipatische Kon&tion an, wobei eine hydrophobe
Gruppe einer hydrophilen entgegengelagert wird. s®ieKonformation ist fur die
Membranassoziierung gut geeignet. Haufig entstéhtachphipatischeg-helikale Struktur
des Peptids erst bei Kontakt mit der mikrobielleanvbran (Shai, 1999).

Weiterhin gibt es Hinweise darauf, dass besonderkationische Aminosaure Arginin (R)
sowie die aromatische Aminosaure Tryptophan (W) Bedeutung fur die Interaktion einiger
AMP mit der Membran sind (Vogeit al.,2002). So konnte vor einiger Zeit gezeigt werden,
dass kleine R/W-reiche Peptide eine hohe antimikhabAktivitat aufweisen (Stronet al,
2002). Auch fur das SD_Brevinin-like konnte eine tgmielle Proteaseschnittstelle
vorhergesagt werden, die ein kleines R/W-reichespti®Pe generiert (A%pi1-109
GRRRTRRWG).

Als eine weitere Mdglichkeit kann angenommen werdelass durch Spaltung des
SD_Brevinin-like Proteins anionische Fragmente tehtn. Bis heute sind einige wenige
anionische antimikrobielle Proteine bekannt, beispieise das Dermcidin (Schittek al,
2001). Fir diese Peptide muss ein anderer Wirkuagsamismus als die Interaktion mit der
negativen Membran angenommen werden. Denkbar wédess sie entweder die
Zellwandsynthese hemmen oder verhindern, dass tiedfganismen fir sie lebenswichtige
Né&hrstoffe aufnehmen kénnen.

AMP konnen entweder kontinuierlich in geringen [@stimikrobiell wirksamen Dosen

exprimiert werden oder erst nach Kontakt mit derkiglorganismen selbst. So konnte bei
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Insekten nachgewiesen werden, dass nach KontakBakierien antibakterielle Peptide und
nach Kontakt mit Pilzen antimykotische Peptide [giti wurden (Fehlbaunet al, 1994;
Lemaitre etal, 1997). Northern Blot-Analysen zeigten, dass dieanskription des
SD_Brevinin-like Proteins erst nach Kontakt mit noiiellen Signalsequenzen begann.
Diese selektive Induktion kann tber zwei Signallkasn, den Toll- bzw. Toll-like- (TLR)
und den Imd- (Immune deficien¢y Weg reguliert werden.

Der Toll- bzw. der TLR-Weg kann beispielsweise &ufern und Insekten durch Kontakt mit
speziellen mikrobiellen Strukturen aktiviert werdddiese sind unter anderem dasl,3-
Glucan der Pilze, das Peptidoglycan und die Lipggaidcharide (LPS) der Bakterien und das
Phosphoglycan der Parasiten. Die membranstandigeeg®ren werden hierbei aktiviert und
setzen eine intrazellulare Signalkaskade in Gangrrgfdon etal., 1998; Imler und
Hoffmann, 2000a). Weiterhin konnte bei Sdugern iggzeerden, dass unterschiedliche TLRs
durch die verschiedenen mikrobiellen Strukturenvadt werden. So lasst sich erklaren, dass
die verschiedenen AMP als Reaktion auf verschieddikeoben exprimiert werden. Der
Toll-Weg wird dabei hauptsachlich durch Gram-pesitBakterien und Pilze aktiviert.

Der zweite Induktionsweg, der Imd-Pfad, fuhrt Ubere Kaskade ebenfalls zur Expression
antimikrobieller Peptide und wird gréf3tenteils durGram-negative Bakterien aktiviert
(Leulieret al, 2003).

Es wurde in Northern Blot-Analysen Uberprift, ole diranskription des SD_Brevinin-like
ebenfalls Uber ,Mustererkennungsrezeptoren“ regulieerden kann. Dies wére durchaus
denkbar, da erst vor kurzem ein TLRSndomunculédentifiziert wurde (Wiens et al., 2007).
In den Analysen, wurde gezeigt, dass die Trans&riptate des SD_Brevinin-like nach einer
Inkubation mit verschiedenen mikrobiellen Kompomenbzw. Hefe teilweise stark anstieg.
Da diese Komponenten, wie beispielsweise LPS, diB &ktivieren, kann angenommen
werden, dass am Ende der dadurch induzierten Kampgiade die Transkription des AMP
durch bestimmte Transkriptionsfaktoren wie NB-aktiviert wird, wie es bereits aus anderen
Organismen bekannt ist. Die Northern Blot-Analyseeigten deutlich, dass die
Transkriptionsrate nach Inkubation mit verschiederigathogenen hochreguliert wurde,
wohingegen die Transkription in der Negativkon&ollicht erkennbar war. Hierbei zeigte
sich auch, dass die Reaktion auf LPS eher gerisfichu

Dies lieferte einen Hinweis auf eine Beteiligung tRroteins an der Reaktion auf mikrobielle
Bedrohungen und die antimikrobielle Aktivitat delS Brevinin-like Proteins wurde in zwel
Tests mit Bakterien und Hefe Uberprift. Hierbei aeurfestgestellt, dass das Protein

antimykotisch wirkte, auf Gram-negati¥ecoli Zellen jedoch keinen Einfluss ausibte. Dies
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ist nicht ungewdhnlich, da es unter den antimiketden Peptiden viele Vertreter gibt, die nur
auf bestimmte Mikroorganismen reagieren, anderecjeadicht beeinflussen.

6.6 Potentielle Wirkungsmechanismen der Schwammpro8ihd NFR-like
und SD Brevinin-like

Die Kombination der Domé&nen des SD_TNFR-like Pritei Ubiquitin-like* und
Todesdomane erscheint auf den ersten Blick ungelethidennoch konnten bis heute einige
Proteine identifiziert werden, welche zusatzlichitmer funktionsbestimmenden Doméne eine
Ubiquitin-ahnliche Domé&ne besitzen. Die Variabtlider Domé&nenkombinationen kdnnte
beispielsweise aus einer Genduplikation und Veedzimg von Schlisselmotiven unter
Okologischem Druck resultieren (Lokest al, 2004). Unabhéngig davon kann jedoch
angenommen werden, dass das Protein in ImmunalaehnrApoptose involviert wird, da es
Uber die Todesdoméne verfigt und bei InkubationUR® oder TNFx vermehrt exprimiert
wird. Fur die potentielle Wirkungsweise des Praegit es mehrere Mdglichkeiten. Auch in

Bezug auf das Protein selbst sind zwei verschietage denkbar:

1. Das komplette Protein wirkt, wobei eine oder bei@®manen eine Funktion

ausubt/ausuben.
2. Das Protein wird zwischen seinen Doménen gespatidrdie Fragmente wirken einzeln.

Auch fir die mogliche Zugehdrigkeit des SD_TNFRelikProteins entweder zu den

Rezeptoren oder zu Adaptermolekilen gibt es mataekbare Mdglichkeiten.

6.6.1Das SD_TNFR-like Protein z&hlt zu den Adaptermolekien

Es gibt mehrere Wirkungsweisen fir ein SD_TNFR-Ik@apterprotein. Dabei bindet das
Protein an einen Todesdomanen-Rezeptor und leddibdr ein Signal weiter. Fur die

Bindung kommen zwei verschiedene Mechanismen igeé:ra

1. Die Todesdomane des SD_TNFR-like Proteins bindetiandes Rezeptors. Dadurch
kommt es zu Anlagerung weiterer Adaptermolekiile seidiel3lich einer Abwehrreaktion.
Da im Protein zwei Bindestellen fur TRAF2 lokalieverden konnten, ist es sehr
wahrscheinlich, dass eine Signalkaskade &ahnlichddsr TNF-Rezeptors involviert ist.
Das SD_TNFR-like Protein wirkt in diesem Fall abhlides TRADD. Nach Bindung an

den Rezeptor lagert sich TRAF2 an. Dies |6st eik@ivierung von Uberlebensfaktoren,
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beispielsweise durch NFB, aus. Die Ubiquitindomane spielt hierbei keinkdmente

Rolle.

2. Das SD_TNFR-like Protein bindet Uber seine Ubigdiimane an den Rezeptor. Diese
Version der Bindung ist unter anderem von dem DAPrdtein bekannt (Liou und Liou,
1999), welches an den TNF-R1 binden und so Apomasisen kann. Eine Bindung des
SD_TNFR-like Proteins Uber seine Ubiquitindomanesultgert in einer freien
Todesdomane, an die weitere Proteine assoziieranekd Dies kénnen beispielsweise
dem FADD ahnliche proapoptotische Proteine seie,aine Aktivierung von Caspasen

auslosen.

Denkbar ist weiterhin, dass das SD_TNFR-like Proggespalten wird, um seine Wirkung
ausiben zu kénnen. Belegt wird diese Hypothes@ieésgveise durch ein Bindemotiv fir die
Proprotein Konvertase 7, das zwischen den beidemdDen des Proteins liegt. Durch
Spaltung an dieser Stelle entstiinde ein Fragmein22di Aminosauren und 25,1 kDa sowie
eines von 169 Aminosauren Lange und 19,4 kDa Gewiiks wird durch einige Ergebnisse
wahrend der Western Blot-Analysen bestétigt, inetlesich neben dem 50 kDa schweren
kompletten Fragment ein weiteres, ca. 23 kDa sobsvéiragment detektieren liel3. Dies
entsprach exakt dem 19,4 kDa Fragment plus der3,ekDa des angehangteags.
Allerdings war dies nach der nativen Aufreinigures dProteins nicht detektierbar. Demnach

waren folgende Wirkungsmechanismen denkbar:

1. Das SD_TNFR-like Protein bindet tiber seine Todesdwn an einen Rezeptor. Dadurch
kommt es zu einer Konformationsanderung und eiradt@py des Proteins wird moglich.
Das UBQ-Fragment wird abgespalten und das Fragmé&nTodesdoméane bindet, wie
oben beschrieben, TRAF2 und wirkt so positiv aif Jherleben der Zelle. Die Funktion
des UBQ-Fragments bleibt dabei unklar. Es wirddiimige Ubiquitin-&hnliche Proteine
angenommen, dass sie mit der 19S Untereinheit det®d3omes interagieren kénnen
(Hartmann-Petersen und Gordon, 2004) und so regideh wirken. Denkbar ware

weiterhin, dass die UBQ-Domane die wichtige Todesdlee inaktiviert.

2. Das SD_TNFR-like Protein bindet den Rezeptor uUb&ines Ubiquitindomane, was
ebenfalls zu einer Konformationsanderung und dscldrel3enden Abspaltung des Teils
mit Todesdomane fuhrt. Dies wirde den Rezeptor tiviaken und eine
Signalweiterleitung verhindern. So kann eine mdgicApoptose verhindert und das

Uberleben der Zelle unterstiitzt werden.
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SD_TNFR-like Protein wirkt komplett SD_TNFR-like Protein wird gespalten
Todesrezeptor Todesrezeptor
\ («\\\\\\\\\HHIIIIII gy, e
\\\\\\\\“ g /
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Abbildung 41: Mdégliche Wirkungsweisen des SD_TNFR-like ProtafssAdaptermolekiil.

Als mdglicher Adapter kann das SD_TNFR-like Proteiso sowohl Apoptose als auch das
Uberleben der Zellen auslésen, wobei die zweitéavige bevorzugt werden muss, da eine
Interaktion mit dem SD_Brevinin-like Protein nactgesen wurde. Dieses antimikrobielle
Protein wird durch Aktivierung der Uberlebensstgiga der Zelle aktiviert, um Angriffe

abzuwehren.

6.6.2 Das SD_TNFR-like Protein z&hlt zu den Rezeptoren

Weiterhin konnte das SD_TNFR-like Protein als Réaepvirken. Zwei Mdoglichkeiten
konnen hierbei die die Reaktion auf mikrobielle IZéguenzen erklaren, die von der
Lokalisation des Rezeptors abhangig sind. Als dvKiglichkeit wird ein membranstandiger
Rezeptor mit einem extrazellularen und einem ieftairen Part angenommen. Das Protein
verfugt nicht dber eine klassische TransmembraaregiAllerdings konnten mit
PRED-TMBB sechs membrandurchspannende Sequenziberaic N-terminalen Teil des
Proteins identifiziert werden (ASs ASz1-41, ASuss55 ASes-76 ASs1-89 AS106-119, Wenn auch
mit einem hoheng-Valué€. Des Weiteren existiert kein eigentlicher extlddérer Bereich,
nur die zwischen den transmembranen BereichenngEge Sequenzabschnitte haben Kontakt
zum extrazellularen Milieu. Dies erschwert die lndanbindung, weshalb diese mégliche
Form des Rezeptors so gut wie ausgeschlossen wieaden

Die zweite Moglichkeit stellt einen intrazellularesytosolischen Rezeptor, ahnlich den NLR

(NOD-like Rezeptoren) dar. Es wird angenommen, diésse Rezeptoren in inaktiver Form
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vorliegen und nach Kontakt mit dem Liganden aktivigerden. Dadurch werden die fur die
Signalweiterleitung benoétigten Domanen durch Komationsdnderungen aktiviert und
konnen weitere Proteine binden (Le Bourhis, BenKarardin, 2007). Bei dieser
Wirkungsweise mussen die Liganden allerdings zuerdas Cytosol aufgenommen werden.
Dies ware durch ein Eindringen der Mikroorganisnredie Zellen zu erklaren.

Beide Mdglichkeiten lassen folgende verschiedege&@ivege zu:

1. Bindung von TRADD-ahnlichen Proteinen an den Rememn das FADD-ahnliche
Adaptermolekile assoziieren kénnen, was zu eingnaBiaskade fihrt, an deren Ende

Apoptose ausgelost wird.

2. Assoziieren von TRAF2- und RIP-ahnlichen Proteinend daraus resultierende

Aktivierung des NF kB-Wegs.

Bevorzugt wird auch hier allerdings die antiapogtdte Wirkung des SD_TNFR-like
Proteins. Dies wird durch die Ergebnisse des RAWEBIests, die Aktivierung des TLR und

NLR vermittelten NF kB-Wegs sowie die Interaktion mit SD_Brevinin-likatarmauert.

extrazellulir ““““““" I"“”“””"”I
\\\\\\\\\\\\\&\“\“\“\\\\\\\u||||||||| III|llIlHlIHIIIIIIIIII//ZIl///////////
\\\\\\\\ PAli’[Ps ////////

intrazelluliir PAMPs % UBQX PAMPs UBQ
pp| DD DD.w
TR]ADD IEE;_
-like
FADD'
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Apo!)tose NF - B

Abbildung 42: Mégliche Wirkungsweisen der SD_TNFR-like Proteds Rezeptor.

6.6.3Die Wirkung des antimikrobiellen SD_Brevinin-like Proteins
Nach den verschiedenen, wahrend dieser Promotiochgefthrten, Analysen kann fir das

SD_Brevinin-like eine analoge Wirkungsweise zu denhelikalen kationischen
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antimikrobiellen Peptiden angenommen werden. NabkpAltung des Signal- sowie des
Propeptids kannein 39 Aminosauren umfassendestiypggladenes Peptid entstehen. Das
SD_Brevinin-like zeigte in einem Test antimykotisokktivitat. Fir die Wirkungsweise kann
somit angenommen werden, dass das Peptid direkilenihegativ geladenen Membran der
Mikroorganismen interagieren kann. Das Protein didem Schutz des Organismus vor
mikrobiellen Angriffen und sichert dessen Uberleben

6.6.4Interaktion der beiden Schwammproteine

Die Tatsache, dass das SD_TNFR-like mit einem akitoiiellen Protein interagieren kann,
deutet darauf hin, dass es an einem Prozess betsilider den Organismus schiitzen und die
schadlichen Mikroorganismen gezielt bekampfen kabre im “Two Hybrid Systefn
identifizierte Interaktion der beiden Proteine SDFR-like und SD_Brevinin-like kann an
mehreren Punkten stattfinden. Als erstes wéare ekbde, dass die Interaktion zwischen dem
Ubiquitin-Teil des SD_TNFR-like Proteins und dem $bevinin-like stattfindet. Dies
konnte beispielsweise nach Beendigung der Reakigoriall sein, wenn das antimikrobielle
Protein inaktiviert bzw. das Protein degradiert degr soll. Weiterhin wére denkbar, dass das
SD_Brevinin-like Protein bindet um die Reaktion stoppen. Diese kann beispielsweise zur
Spaltung des SD_TNFR-like Proteins und so zur Inekting des Todesdoméanen-Fragments
bzw. zur Abspaltung des Ubiquitin-Fragments von deeeeptor fihren. Das Ubiquitin-
Fragment konnte anschlielend an beteiligte Proteiméen und diese inaktivieren oder an
das Proteasom binden. Beide Wege stellen eineimedriickkopplung dar.

Die letzte Mdglichkeit ist eine positive Verstariurder Abwehrreaktion, welche durch
schadliche Mikroorganismen ausgeldst wird. Denklv&ire beispielsweise, dass das
SD_Brevinin-like Protein, das als Reaktion auf eamgimikrobielle Bedrohung exprimiert
wird, die eindringenden Mikroorganismen direkt baldt und zeitgleich an das SD_TNFR-
like Protein bindet. Dieses wird dadurch aktividnn weitere Prteine binden und setzt so
weitere Mechanismen in Gang, die die Abwehrreaktiod das Uberleben des Organismus
unterstutzenden.

Die Tatsache, dass in dem ,YeaBwoHybrid Screeh keine weiteren Interaktoren, wie
beispielswiese andere Adapterproteine identifizertrden deutet darauf hin, dass das
SD_TNFR-like Protein erst durch eine Bindung mitnd8D_Brevinin-like Protein aktiviert
wird und so andere Proteine binden kann. Dies I&nbeispielsweise durch eine

Konformationsaderung nach Bindung des SD_Brevitki@-gewéahrleistet werden.
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Bindung an das
SD_TNFR-like
Q.)& é& ¢
UBQ UBQ UBQ
SD_TNFR SD_TNFR SD_TNFR
like Jlike Jlike
. DD DD
DD
Inaktivierung des Inaktivierung des SD_TNFR-like durch Aktivierung des
SD_TNFR-like Konformationsinderung und Abspaltung SD_TNFR-like
Proteins von Rezeptor bzw. Adapterproteinen Proteins
Negative Riickkopplung Positive Riickkopplung

Abbildung 43: Mdgliche Interaktions- bzw. Regulationsmechanismeer beiden Proteine SD_TNFR-like

SD_Brevinin-like

und
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7 Zusammenfassung

Aufgrund ihrer Lebensweise und -umgebung sind ieffiz Strategien zur Abwehr
bedrohender Einflisse essentiell fir die Porif&iae dieser Strategien stellen die Apoptose
in héheren Metazoen, sowie ein effizientes Immutesysdar. Diese sichern sowohl das
Uberleben des Organismus als auch die Entfernusghidigter, infizierter oder redundanter
Zellen. Bei Untersuchungen der Porifera auf Molekdie an diesen Prozessen beteiligt sind,
konnten in den letzten Jahren beachtliche Erfolgeek werden. So konnten das in der
Apoptose involvierte Protein GCDD2 (proapoptotisdtip antiapoptotischen GCBHP1 und
GCBHP2 Proteine (Wienst al., 2001), sowie ein LPS induzierbarer TNF (Wiestsal,
2007) und zwei Caspasen (Wiestsal, 2003) in Schwammen identifiziert werden. Um diese
essentiellen Mechanismen besser verstehen zu kpsokte ein moéglicher Tumor-Nekrose-
Faktor-Rezeptor identifiziert werden. Hierzu wurdige SpongeBase Datenbank nach
Proteinen mit Todesdomé&nen durchsucht und dieser usbhwendung von PCR- und
Screening-Techniken in einer cDNA-Bank des marin8shwammes S. domuncula
komplettiert. Im Anschluss an ihre Sequenzierungdeuein Klon ausgewahlt, dessen
Todesdomane grolite Homologie zu einem TNFR zeiDieser Klon SD_TNFR-like
(Suberites domuncul@NFR-homologes Protein) wurde anschlie3end dive&squenz- und
Strukturanalysen unterzogen. Diese offenbarterEdistenz zweier funktional bedeutsamer
Doméanen (Ubiquitin-like und Todesdoméne). Vor alldire Todesdomane impliziert eine
Beteiligung des Proteins an apoptotischen Prozes#wer einen Yeast Two Hybrid Screén
sollten Proteine identifiziert werden, welche ménd Ausgangsprotein interagieren. Hierbei
wurde ein Protein identifiziert, das Ahnlichkeittrginem antimikrobiellen Peptid aufweist.
Dieses Protein kann analog zu einer Gruppe voméabbiellen Peptiden, dea-helikalen
kationischen Peptiden, in drei Teile gespalten eerdas Signalpeptid sowie ein anionisches
Propeptid werden abgespalten und es entsteht éioniszhes, antimykotisch wirksames
Peptid.

Beide Proteine sollten, sofern sie in die Abwelktieaen involviert sind, durch Inkubation
mit mikrobiellen Strukturen vermehrt exprimiert Wen. Eine Uberpriifung der Transkription
mittels Northern Blot Analysen bestatigte dies fiass SD_TNFR-like nach Inkubation mit
LPS und TNF-u sowie fur SD_Brevinin-like nach Inkubation mit LPSAM und Hefe. Mit
der Herstellung eines rekombinanten SD_TNFR-liketéins wurde die Immunisierung von
Kaninchen und die folgende Gewinnung eines polyklem SD TNFR-like-Antikorpers
ermoglicht. Dieser gestattete den Nachweis der SIF-RFlike -Expression mittels Western
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Blot-Analysen sowie die stressinduzierte erhohtprEssion mittels Dot Blot-Analysen auch
auf Proteinebene.

Um die Funktion des SD_TNFR-like Proteins zu chemakierten, wurde ein Test mit RAW-
Blue™-Zellen durchgefihrt. Die Ergebnisse implieier dass das Protein Teil der
Immunreaktion analog der der TLR- bzw. NLR- Reaktist. Auch die Interaktion mit einem
antimikrobiellen Protein, welches fiir das Uberledes Organismus und die Bekampfung der
Mikroorganismen sorgt, deutet auf eine solche Bgteig hin. Zusatzlich wird diese These
durch ein Ergebnis der Strukturanalysen unterstiiéanlich die Identifizierung einer TRAF2
Bindestelle. TRAF2 ist ein Adapterprotein der TNERd aktiviert Uberlebensfaktoren tiber
den NF «kB-Weg.

Immunohistochemische Analysen zeigten, dass dasTSBBER-like Protein im Organismus
vor allem um die Bakteriozysten, um verschieden&rdirganismen und am Rand des
Schwammes exprimiert wird, was ebenfalls fir emenunologische Funktionsweise spricht.
Auch im restlichen Gewebe wird es kontinuierliclhucla ohne vorherige LPS Inkubation
exprimiert. Diese Akkumulation zeigt deutlich, dass Protein in einen Schutzmechanismus
gegen aulRere Bedrohungen involviert ist. Es schaafitei direkt an den eindringenden
Mikroorganismen zu wirken.

Das SD_TNFR-like ist demnach ein potentieller Bedteil der Immunantwort des
Schwammes, welches Apoptose verhindern und Ubersebechanismen aktivieren kann.

Das SD_Brevinin-like Protein besitzt antimykotisehidivitat, wie in einem antimikrobiellen
Test gezeigt werden konnte. Weiterhin scheint esléi$ SD_TNFR-like Protein als positiver
bzw. negativer Regulator von Bedeutung zu sein,eite@ Reaktion entweder beendet oder
die Expression von Uberlebensfaktoren verstéarkt.

Die in dieser Arbeit prasentierten Ergebnisse ucldussfolgerungen demonstrieren somit die
Identifizierung eines neuen Schwammproteins, walchime Rolle in der Immunantwort
spielt, sowie eines neuen antimikrobiellen Peptigs|ches die Wirkung des TNFR-like
moduliert.

Es mussen jedoch noch weitere Funktionsanalysegeriplum den Mechanismus des

SD_TNFR-like Proteins und seine Regulation genabarakterisieren zu kénnen
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Abstract

Sponges are, due to their living conditions expdasedumerous exterior threats. As marine
sessile filter feeders thefjitrate huge amounts of water (0.002—0.84 ml/s/avh sponge
tissue) through their aquiferous canal system toaek edible material. Therefore they are
exposed to large amounts of microorganisms sudiaeteria and viruses that are present in
seawater. This requires efficient defence strasetjlee apoptosis and an immune system
which ensure surviving of the organism as welleaaaval of damaged, infected or redundant
cells. Analyses of poriferan molecules during thst lyears revealed the existence of some
proteins which are involved in this processes. Exdamare the apoptotic proteins GCDD2,
GCBHP1 and GCBHP2 (Wieret al.,2001), as well as an LPS inducible TNF (Wienhsl,
2007) and two capsizes (Winesal, 2003) and immunological proteins like a TLR-like
protein (Winesetal, 2007). To understand these processes and toifidenither
mechanisms the SpongeBase databank should be edré@na prospective TNF-receptor.
Therefore it was searched for proteins which ineladdeath domain and candidates were
found and completed from cDNA of the marine spor®jelomunculausing PCR and
screening methods. Afterwards one clone, which glabtlie highest homology with a TNF-
receptor death domain, was chosen for further cheniaations. Sequence and structure
analyses of this SD_TNFR-like&Suberites domuncul@NFR-homologous) protein revealed
the existence of an additional domain (Ubiquitke). In a ,Yeast Two Hybrid Screén
proteins could be identified which were interactimgth the SD_TNFR-like. Thereby a
protein could be identified which showed homologyah antimicrobial peptide. This protein
(SD_Brevinin-like) was used for several analysesould be showed that this protein can be
cleaved in three parts as it is known from a groti@ntimicrobial peptides, the-helical
cationic peptides. Cleavage of an anionic propeasidvell as a signal peptide generates the
active peptide which showed antimycotic activityam antimicrobial test.

As these proteins are expected to be part of defezactions in the sponge their expression
should be up regulated after exposure with mictafmapounds. This could be proved for
the SD_Brevinin-like during northern blot analysdter incubation of tissue with LPS, PAM
and yeast. SD_TNFR-like expression was up regulasedell after incubation with LPS and
TNF-a as shown during northern and dot blot analyses.tBe up regulation was not as
strong as the one for the SD_Brevinin-like. Thisutecould be proved on the protein level in
western blot analyses with a gene specific antiibdywas generated for the SD_TNFR-like

protein.
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Furthermore a test with -Blue™-cells was done tarabterise the function of the SD_TNFR-
like protein. The result as well as the fact tHa# tnteractor is an antimicrobial peptide
implies that the protein is part of the immunol@)idLR resp. NLR like reaction and
preserves the organism from microbial invaders.sTthesis was provided with the
identification of a TRAF2 binding site during sttual analyses. This protein acts as an
adapter of TNF-receptors which leads to activatidrthe NF -kB pathway to ensure the
surviving of the organism.

Therefore it is conceivable that both proteins peet of the sponge immunresponse.
SD_TNFR-like protein can prevent apoptosis andvatgi surviving mechanisms while
SD_Brevinin-like protein possesses antimycoticéivdg. Furthermore it seems as if it acts as
a regulatory factor for the SD_TNFR-like proteinisglhmodulates its activity.

Nevertheless further functional analyses are requio characterise the particular effects and

the regulation of the SD_TNFR-like protein.
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