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A ZUSAMMENFASSUNG 1

A Zusammenfassung

Serinproteasen spielen eine wichtige Rolle in der Entwicklung und Aufrechterhaltung eines
Organismus. Dazu gehoren bedeutende Prozesse wie die Befruchtung, die Immunantwort, die
Wundheilung, die Blutgerinnung und die Verdauung. Des Weiteren sind Serinproteasen an
einer Vielzahl von Krankheiten beteiligt, wo sie beispielsweise in die Entziindung und in die
Tumorprogression involviert sind.

Kiirzlich wurde eine neue Gruppe von membranverankerten Chymotrypsin (S1)-dhnlichen
Serinproteasen identifiziert, die moglicherweise eine Rolle in malignen Erkrankungen spielen.
Ein Mitglied dieser Gruppe ist die von Netzel-Arnett et al. (2003) erwdhnte GPI-SP1 (Glyko-
syl-Phosphatidyl-Inositol-verankerte Serinprotease 1), die in der Datenbank NCBI auch als
Tryptophan/Serinprotease (Accession Number NM_198464) gelistet ist. In der Abteilung fiir
Klinische Chemie und Klinische Biochemie der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen hat
Herr Dr. P. Neth dieses Protein schlieBlich aufgrund seines priméren Vorkommens in Testis-
gewebe als T-GPI-SP1 (Testis-Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol-verankerte Serinprotease 1)
benannt und herausgefunden, dass drei SpleiB3varianten von T-GPI-SP1 existieren. T-GPI-SP1-1
besteht aus einem 18 Aminoséduren langen Signalpeptid, einem 49 Aminosiduren umspannen-
den Propeptid und einer 228 Aminosduren umfassenden katalytischen Doméne. Letztere zeigt
eine Aminosduresequenzidentitdt von 91 % und 82 % mit derjenigen von T-GPI-SP1-2 bzw.
T-GPI-SP1-3. Nur T-GPI-SP1-1 besitzt einen hydrophoben Teil aus 17 Aminosduren am
C-Terminus, der eine mogliche Verankerung des Proteins in der Zellmembran darstellen
konnte.

Ein Hauptziel der vorliegenden Dissertationsarbeit war es nun, mittels geeigneter
molekularbiologischer, biochemischer und immunhistochemischer Methoden Beitrdge zur
ndheren Charakterisierung dieser bisher weitgehend unaufgekliarten Serinprotease zu leisten,
und zwar zunidchst durch die Evaluierung des mRNA-Expressionsprofils von T-GPI-SP1 in
diversen Geweben und danach insbesonders durch die rekombinante Herstellung des Proteins
in verschiedenen Expressionssystemen, die weiterfiihrende Untersuchungen ermdglichen
sollte.

Zur Uberpriifung des Transkriptprofils von T-GPI-SP1 wurden verschiedene humane Gewebe
getestet, wobei die mRNA-Expression vornehmlich in Hodengewebe, in geringerem Ausmalie
aber auch in Schilddriisengewebe von Mannern detektiert wurde. Beziiglich der quantitativen
Ausprigung der drei Spleiflvarianten in humanem Hodengewebe und in Spermien konnte
gezeigt werden, dass die hochsten Transkriptmengen die Spleivariante T-GPI-SP1-1 auf-
weist, wahrend T-GPI-SP1-2 und T-GPI-SP1-3 in wesentlich niedrigeren Mengen exprimiert
werden.
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Da wir auch an der Expression des T-GPI-SP1-Proteins und somit an dessen Lokalisation in
humanen Geweben interessiert waren, war fiir immunhistochemische Untersuchungen die
Herstellung von polyklonalen Antikorpern notwendig. Hierfiir wurden die drei Spleiflvarian-
ten von T-GPI-SP1 in E. coli exprimiert und T-GPI-SP1-3 wegen ihrer besten Ausbeute fiir
die Immunisierung von Kaninchen eingesetzt. Der generierte polyklonale Antikorper erkennt
aufgrund der hohen Aminosiuresequenzidentitit des Antigens und der beiden weiteren Vari-
anten alle drei SpleiBformen aus E. coli ebenso wie rekombinant hergestellte T-GPI-SP1-1-
Konstrukte aus anderen Expressionssystemen.

Mit Hilfe dieses Antikdrpers konnte nun nachgewiesen werden, dass in Ubereinstimmung mit
dem mRNA-Profil die Expression von T-GPI-SP1 vornehmlich in humanem Hodengewebe,
genauer gesagt in den Leydigschen Zellen, in den Sertoli-Zellen und in den Epithelzellen der
Ductuli efferentes erfolgt. Zudem konnte T-GPI-SP1 auch in einigen humanen Ovarialtumoren
und im Prostatakarzinom detektiert werden.

Fiir funktionelle Studien wurde die in vivo am haufigsten vorkommende T-GPI-SP1-1 rekom-
binant in den Expressionsystemen Pichia pastoris und in der HEK293-Zelllinie hergestellt.
Durch geeignete Genkonstruktwahl war es auflerdem moglich, eine Membranverankerung
von T-GPI-SP1-1 nachzuweisen, die einem hydrophoben Bereich am C-Terminus des Prote-
ins zugeordnet werden konnte.

Die Aufreinigung dieses hoch instabilen Proteins stellte allerdings eine grof3e Herausforde-
rung dar. Moglicherweise liegt es gerade an dieser Instabilitdt, die durch computergestiitzte
Analysen bestdtigt wurde, dass keine enzymatische Aktivitit von T-GPI-SP1 nachzuweisen
war. Weder der Einsatz einer Vielzahl von synthetischen Substraten noch Aktivierungstudien
mittels der Proteasen Furin und Trypsin erlaubten die Detektion einer proteolytischen Aktivi-
tdt, weshalb die biologische Funktion dieses strukturell Protease-dhnlichen Proteins einer
weiteren Aufklidrung bedarf.
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B Einleitung
B.1 Bedeutung von Proteasen

Proteasen reprisentieren etwa 2 % der Gesamtproteine im Organismus, wobei etwa 500
menschliche Gene existieren, die fiir Proteasen und deren Homologen kodieren (Rawlings
und Barrett 1999). Im menschlichen Genom sind derzeit knapp 1000 untersuchte oder puta-
tive Proteasen bzw. deren Homologe bekannt (www.merops.sanger.ac.uk). Zu ihnen gehoren
intra- und extrazellular vorkommende hydrolytische Enzyme, die Peptidbindungen selektiv
und irreversibel spalten konnen und daher auch Peptidasen genannt werden. Grundsétzlich
werden Proteasen nach dem katalytischen Reaktionsmuster, d.h. der Beteiligung von be-
stimmten Aminosduren im katalytischen Zentrum, in 8 Hauptklassen (Aspartic A, Cysteine C,
Glutamic G, Metallo M, Mixed P, Serine S, Threonine T, Unknown U) und nach der Ahn-
lichkeit ihrer Tertidrstruktur in Clans und entsprechend der Isoformen einer Protease in Fami-
lien eingeteilt (Rawlings et al. 2004, http://www.merops.ac.uk). Die Serinproteasen Trypsin,
Chymotrypsin und Elastase werden demzufolge der Familie der S1-Proteasen zugeordnet, die
dem Chymotrypsin-dhnlichen Clan PA (frither SA) angehort (www.merops.ac.uk).

B.1.1.1 Patho/physiologische Aspekte

Ein Ungleichgewicht in der Homdostase von Proteasen und ihren endogenen Inhibitoren im
Organismus kann zu pathologischen Erscheinungen fithren. So kdnnen zum Beispiel Proteine
der extrazelluldren Matrix (d.h. des Binde- und Stiitzgewebes) von aus Zellen freigesetzten
Mitgliedern nahezu aller Proteasenklassen unkontrolliert abgebaut werden. Dies spielt nicht
nur bei der Entziindung, sondern vor allem bei der Metastasierung von Tumorzellen eine zent-
rale Rolle (Johnsen et al. 1998). Bei der Metastasierung von Zellen des Brustkarzinomge-
webes wird u.a. die Serinprotease Elastase vermehrt exprimiert (Foekens et al. 2003), die an-
sonsten nur in neutrophilen Granulozyten zu finden ist und als ursichlich flir das multiple
Organversagen bei Sepsis und nach schwerem Polytrauma angesehen wird (Jochum et al.
1994, Waydhas et al. 1996). Auch die Serinproteasen ,,Urokinase-dhnlicher Plasminogenakti-
vator® (uPA) und das Gewebekallikrein hK1 (Reuning et al. 2003, Yousef and Diamandis
2003b, Clements 1997) sind an der fortschreitenden Entwicklung von Tumoren und Entziin-
dungsprozessen beteiligt, um aus der Vielzahl der bekannten Reaktionen nur einige wenige
Beispiele zu nennen.

Des Weiteren konnen genetische Defekte die Ursache fiir eine deregulierte Proteasenexpres-
sion in bestimmten Geweben sein. Erkrankungen wie die Ausbildung des Typ 2 Diabetes
haben oftmals einen genetischen Hintergrund, aber nur wenige Gene wie jenes, das fiir die
Cysteinprotease Calpain 10 kodiert, wurden bis jetzt mit diesem Krankheitsbild assoziiert
(Stumvoll et al. 2005).

Ohne an dieser Stelle die immense physiologische und pathologische Bedeutung der Protea-
sen vertiefen zu wollen, steht auler Frage, dass aufgrund ihrer zentralen Stellung Proteasen
sowie deren Inhibitoren wichtige Zielmolekiile in der Forschung darstellen, um nach der Auf-
klarung ihrer Funktionsweise konsequente Therapieansétze entwickeln zu konnen.


http://merops.sanger.ac.uk/indexes/clans.htm#A
http://merops.sanger.ac.uk/indexes/clans.htm#C
http://merops.sanger.ac.uk/indexes/clans.htm#G
http://merops.sanger.ac.uk/indexes/clans.htm#M
http://merops.sanger.ac.uk/indexes/clans.htm#P
http://merops.sanger.ac.uk/indexes/clans.htm#S
http://merops.sanger.ac.uk/indexes/clans.htm#T
http://merops.sanger.ac.uk/indexes/clans.htm#U

B EINLEITUNG 4

B.1.2 Vorkommen, Katalysemechanismus und Membranbindung
von Serinproteasen

Serinproteasen sind eine der umfangreichsten und hoch konserviertesten Peptidasen innerhalb
der diversen Proteasenklassen. Sie werden durch zahlreiche Gene kodiert (Rawlings and Bar-
rett 1994, Lander et al. 2001), wobei die Trypsin-dhnlichen Peptidasen der S1-Familie des
Clans PA der Chymotrypsin-dhnlichen Proteasen anzahlméfig den grofiten Teil der Serinpro-
teasen ausmachen und in Eukaryoten, Prokaryoten, Archéen und Viren auftreten (Polgar 2005).
Serinproteasen werden demzufolge in vielen Geweben und biologischen Fliissigkeiten
gefunden. Sie spielen eine wichtige Rolle in entwicklungsbiologischen Prozessen sowie bei
der Aufrechterhaltung der Homdostase inklusive der Immunantwort, der Fibrinolyse, der
Blutgerinnung und der Verdauung.

Serinproteasen sind durch ein aktives Serin gekennzeichnet, das mit den Aminosaduren Histi-
din und Aspartat die sog. katalytische Triade im aktiven Zentrum der katalytischen Doméne
bildet (Yousef et al. 2004). Obwohl alle Serinproteasen diese typische katalytische Triade
besitzen, sind sie in ihrer Substratspezifitit doch sehr unterschiedlich. Einige zeichnen sich
durch eine hohe Substratspezifitit aus wie etwa der Faktor XI, der nur Faktor IX spaltet, wéh-
rend beispielsweise Trypsin viele Proteine unspezifisch an Arginin- oder Lysin-Resten degra-
dieren kann (Green 2006, Whitcomb & Lowe 2007).

Der katalytische Mechanismus der Serinproteasen (Abbildung B.1) beginnt mit einem nukleo-
philen Angriff durch die Hydroxylgruppe des Serins auf das Carbonylkohlenstoffatom des
Substrates und wird durch die Imidazolgruppe des Histidins als Base katalysiert (1). Dies
fiihrt zur Formation eines tetrahedralen Zwischenproduktes und eines Imidazoliumions (2)
(Additionsreaktion). Das tetrahedrale Zwischenprodukt zerfillt, und es entstehen ein Acyl-
Enzym, eine Imidazolbase und ein Amin-Produkt (3,4) (Eliminierungsreaktion). Wahrend des
Acylierungsschrittes transferiert die Imidazolgruppe das Proton der Hydroxylgruppe des
Serins auf die austretende Amingruppe. Das Acyl-Enzym wird deacyliert durch eine Umkeh-
rung der Acylierungsreaktion (Deacylierung), jedoch wird in dieser zweiten Additions-Elimi-
nierungs-Reaktion ein Wassermolekiil statt dem Serinrest zum angreifenden Nukleophil (5-8)
(Polgar 2005).
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Abbildung B.1 Katalytischer Mechanismus der Peptidhydrolyse durch Serinproteasen.
(modifiziert nach Stryer et al. 2002)

Die Mehrheit der Serinproteasen liegt préaformiert in zytoplasmatischen Vesikeln der Zelle
vor und wird erst nach einem (meist entziindlichen) Stimulus freigesetzt (Netzel-Arnett et al.
2003). Doch kiirzlich wurde eine neue Gruppe der Chymotrypsin (S1)-dhnlichen Proteasen
entdeckt, die liber verschiedene Bereiche ihrer Doménen mit der Plasmamembran verankert
sind. Die Membrananbindungen betreffen dabei entweder die Verankerung des C-Terminus
oder die Verbindung zur Membran mittels eines Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol (GPI)-
Ankers bzw. die Verankerung des N-Terminus. Entsprechend werden die jeweiligen Mitglie-
der in sog. Typ I-Serinproteasen, GPI-verankerte Serinproteasen oder Typ II-Serinproteasen
unterteilt (Netzel-Arnett et al. 2003). Aufgrund der Membranbindung wird ihnen vor allem
eine wesentliche Rolle bei der Migration von Tumorzellen und somit bei der Tumorprogres-
sion zugesprochen. Zudem gibt es Hinweise, dass diese Serinproteasen sowohl an zelluldren
Signalling-Ereignissen als auch bei der Umgestaltung der extrazelluldren Matrix beteiligt sind
(Netzel-Arnett et al. 2003).
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B.1.3 Proteolytische Enzyme im mannlichen Genitaltrakt

Eine Untergruppe der membrangebundenen Serinproteasen stellen die bereits erwdhnten GPI-
verankerten Proteasen dar. Zu diesen gehdren Prostasin (Yu et al. 1995, Chen et al. 2001) und
Testisin (Hooper et al. 1999, Hooper et al. 2000), die beziiglich ihres Expressionsprofils
hauptsédchlich auf den humanen minnlichen Genitaltrakt begrenzt sind. Prostasin kann vor-
nehmlich in der Prostata nachgewiesen werden, wéhrend Testisin von Keimzellen des Hodens
wihrend des pridmeiotischem Stadiums der Spermatogenese exprimiert wird (Hopper et al.
1999), was darauf hindeutet, dass Testisin in die Keimzellentwicklung involviert ist. So diirfte
eine Uberexpression von Testisin moglicherweise zu Abnormalititen in der Entwicklung der
Keimzellen fiihren, was Sterilitdt zur Folge haben kann. Des Weiteren mehren sich die Hin-
weise, dass eine erhohte Testisinexpression mit einer Tumorformation einhergehen kann
(Hooper et al. 1999, Hooper et al. 2000, Tang et al. 2005).

Andere Chymotrypsin-dhnliche Proteasen, die eine (patho)physiologische Rolle vor allem im
ménnlichen Genitaltrakt oder in der Krebsprogression spielen, sind die humanen Kallikrein-
ahnlichen Proteasen, wobei das ,,Prostate Specific Antigen* (PSA, hK3) der bekannteste Ver-
treter dieser Gruppe ist und einen wichtigen Marker fiir das Prostatakarzinom darstellt (You-
sef und Diamandis 2003b, Steuber et al. 2007, Stephan et al. 2007).

Neben Serinproteasen werden etliche weitere Proteasen im Hoden gefunden, der einem konti-
nuierlichen Remodeling aufgrund der Spermatogenese ausgesetzt ist. Zu diesen Proteasen zéh-
len Cathepsin L, PC4 oder Neprylisine, die an der Prozessierung von Proteinen beteiligt sind
(Erickson-Lawrence et al. 1991, Mbikay et al. 1997 und Ghaddar et al. 2000). Zudem sind
einige Matrix-Metalloproteasen (MMPs) in den Umbau von Testisgewebe, in die Migration von
Zellen oder in Zell-Zell-Kontakten involviert (Longin et al. 2001, Robinson et al. 2001).

AuBer Proteasen wurden auch zahlreiche Inhibitoren im Hoden detektiert, wie zum Beispiel
alpha2-Makroglobulin, Cystatin C oder Protein C Inhibitor, deren Vorkommen wesentlich das
proteolytische Gleichgewicht im ménnlichen Genitaltrakt bestimmt (Cheng et al. 1990, Peloille
et al. 1997, Uhrin et al. 2000).

Aufgrund unseres Interesses an einem primér in diesem Organsystem auftretenden, bisher
relativ unbekannten Serinprotease-dhnlichen Protein sollen nun im Folgenden zum besseren
Verstindnis seiner moglichen Bedeutung wesentliche Erkenntnisse {iber Aufbau und Funktion
des menschlichen Hodens sowie {iber proteolytische Faktoren im Ejakulat angefiihrt werden.
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B.2

Der menschliche Hoden

Der Hoden oder Testikel ist ein inneres mannliches Geschlechtsorgan, das paarig angelegt ist.
Er hat die Aufgabe, Spermien und Geschlechtshormone (z.B. Androgene) zu bilden.

B.2.1 Aufbau und Funktion

[Alle anatomischen Daten wurden den Lehrbiichern Junqueira und Carneiro 1996 und Loffler

und Petrides 1997 entnommen. ]

B.2.1.1

Der Hoden mit interstitiellen Zellen

Abbildung B.2 gibt einen schematischen Uberblick iiber den minnlichen Genitaltrakt.
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Abbildung B. 2 Schema der méinnlichen Geschlechtsorgane.
Hoden (Testis) und Nebenhoden (Epididymis) sind leicht vergrifiert dargestellt (aus Junqueira und

Carneiro 1996).

Hoden (Testis) und Nebenhoden (Epididymis) sind liber die Ductuli efferentes verbunden. Die
Spermien (Samenzellen) werden im Hoden gebildet, gelangen iiber die Ductuli efferentes zum
Nebenhoden, reifen dort heran und verlassen diesen iiber den Ductus deferens.
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Das Keimepithel im Hoden besteht aus Keimzellen und Sertoli-Zellen. Sertoli-Zellen dienen
der Erndhrung und dem Schutz der Spermatozyten (Vorldufer der Samenzellen) und ermdogli-
chen iiber Plasmabewegungen den Transport dieser Zellen zum Lumen. Zudem koénnen sie
degenerierte Samenzellen und Zellreste phagozytieren, die bei der Spermienbildung entste-
hen. Im Keimepithel findet die Bildung der Spermien statt. Diese sog. Spermatogenese ist im
reifen Hoden ein kontinuierlicher Vorgang, bei dem verschiedene Stadien durchlaufen wer-
den. Dabei werden die aufeinander folgenden Entwicklungsstadien der Keimzellen ausgehend
von der Urgeschlechtszelle (Spermatogonien — Spermatozyten — Spermatiden — Spermien)
in Richtung Lumen transportiert. Die Spermienbildung dauert etwa 64 Tage, anschlieend ist
jedoch eine Reifung der Spermatozyten im Nebenhoden (etwa 10 Tage) notwendig.

Zwischen den Hodenkanélchen befindet sich ein lockeres Bindegewebe, das Nerven sowie
Blut- und Lymphgefdfe enthélt. Auerdem kommen spezielle interstitielle Zellen, die sog.
Leydig-Zellen, vor, deren Aufgabe die Bildung von ménnlichen Geschlechtshormonen (An-
drogene wie Testosteron und Androstanolon) und Oxytozin ist. Oxytozin fordert u. a. die
Motilitét der Spermien. Testosteron bewirkt die Reifung der Spermatiden. Die Leydig-Zellen
nehmen etwa 12 % des Hodengewebes ein.

B.2.1.2 Ductuli efferentes, Nebenhoden und Spermienreifung

Die Ductuli efferentes stellen die Verbindung zwischen Hoden und Nebenhoden her
(Abbildung B.2). Der Mensch besitzt etwa 8 - 12 solcher Verbindungsgédnge. Die Ductuli
efferentes werden von einem mehrschichtigen Epithel aus hohen und niedrigen Zellen
ausgekleidet. Die hohen Zellen tragen Kinozilien und Mikrovilli, die in Richtung auf den
Nebenhoden schlagen und so fiir den Transport der Spermatozyten in den Nebenhoden
sorgen.

Die Hauptaufgaben der Ductuli efferentes sind der Transport der Spermatozyten in den
Nebenhoden, die Absorption testikulédrer Fliissigkeit, die Sekretion zahlreicher Molekiile und
die Phagozytose defekter Spermien, die als Spermiophagie bezeichnet wird (Jones 2004,
Cooper 1996, Ilio und Hess 1994). Die noch unbeweglichen Spermatozyten werden durch
Bewegungen der cilidren Zellen und der glatten Muskulatur in den Nebenhoden transportiert.
Dabei scheinen auch andere Faktoren eine Rolle zu spielen, die den Spermientransport ent-
lang der Ductuli efferentes bewerkstelligen, wie z. B. die kontinuierliche Fliissigkeits-Sekre-
tion durch die Hodenkanélchen und das Vakuum, das durch die Absorption und die Ejakula-
tion im weiter unten liegenden Bereich entsteht (Mason & Shaver 1952).

Der Nebenhoden (Epididymis) besteht aus einem 5 - 6 m langen Gang, der auf etwa 7 cm
aufgeknduelt ist. Er gliedert sich anatomisch in Kopf, Kérper und Schwanz, wo die Spermien
einen physiologischen und funktionellen Reifungsprozess durchlaufen.
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Auf dem Weg durch den Nebenhoden werden die biochemischen Charakteristika der Sper-
mien verindert. Dazu zihlen die Chromatin-Kondensation des Nukleus, die Anderung der
Membranzusammensetzung beziiglich der Phospholipide und des Cholesterols sowie die ver-
anderte Zusammensetzung der Oberflachenproteine in der Spermienmembran (Robaire &
Hinton 2002). Die Sekretion sowie die Absorption, die hauptsédchlich im Nebenhoden aber
auch in den Ductuli efferentes durch Epithelzellen geschieht, fithrt zu einer sich dndernden
fliissigen Umgebung fiir die Spermien (Hinton & Palladino 1995). Diese Modifikationen sind
fiir die Reifung von funktionstiichtigen und somit befruchtungsfahigen Spermien essentiell.
Hierzu gehdren vermutlich die Verdnderung der Ratio von Cholesterol zu Phospholipiden, die
Zunahme an negativen Ladungen bezogen auf die Gesamtoberfliche, die Zunahme an
Disulfidbriicken und die Addition, die Eliminierung und die Verdnderungen von Oberfld-
chenproteinen (Sullivan et al. 2005). Beispielsweise konnen die Gykosyltransferasen, die Zu-
ckerketten an bestehende Glykokonjugate hingen und Glykohydrolasen, die Zuckerketten
abspalten, fiir einige dieser Modifikationen verantwortlich sein (Jones 1998, Tulsiani 2006).

Auch Proteasen scheinen hierbei eine wesentliche Rolle zu spielen. So diirften die
Cysteinprotease Cathepsin L (Okamura et al. 1995) und die Aspartatprotease Cathepsin D
(Raczek et al. 1995) bei der Modifikation der Spermienmembran einen wichtigen Beitrag
leisten. AuBlerdem ist es moglich, dass Matrix-Metalloproteinasen wie MMP-2, MMP-3 und
MMP-9 an diesem Prozess zumindest bei Schafen, Pferden und Schweinen beteiligt sind
(Métayer et al. 2002).

Interessanterweise sind einige der Spermien-Oberflichenproteine Glykosyl-Phosphatidyl-
Inositol (GPI)-verankerte Proteine, wie z. B. die Hyaluronidase und Spam-1 in Maéausen
(Thaler & Cardullo 1995, Zhang & Martin-Deleon 2003), HES im Menschen (Kirchhoff &
Hale 1996), P26h im Hamster bzw. P25b im Rind und P34H im Menschen, wobei einige der
Faktoren Marker fiir Fertilitdt zu sein scheinen (Légaré et al. 1999, Frenette und Sullivan
2001, Bou¢ et al. 1994, Parent et al. 1999, Guillemette et al. 1999). So wird beispielsweise
HES iiberwiegend im humanen Nebenhoden exprimiert. Beschrieben wurde HES allerdings
erstmals als CD52 in Lymphozyten (Kirchhoff 1996). Dieses Protein hat einen GPI-Anker
und wird wihrend des Transits durch die Epididymis an der Membranoberfliche der
Spermien verankert. Hochstwahrscheinlich wird HES, das von den Epithelzellen der
Nebenhoden exprimiert wird, an besondere Vesikel assoziiert. Diese als Exosomen
bezeichneten Vesikel dienen als Tréager fiir den Transport von HES an die Plasmamembran
der Spermien (Kirchhoff & Hale 1996, Yeung et al. 1997). In &hnlicher Weise werden die
bereits erwidhnten GPI-verankerten Proteine Hyaluronidase, Spam-1, P26h, P25b und P34H
tiber den apokrinen Weg von Epithelzellen der Nebenhoden sezerniert und an die Exosomen,
die auch als Epididymosomen bezeichnet werden (Sullivan et al. 2005), assoziiert.
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B.2.2 Proteolytische Faktoren im Ejakulat

Ejakulat (Sperma) enthélt Spermien, die weniger als 5 % des Ejakulatvolumens ausmachen,
und Samenfliissigkeit (Seminalplasma), die sich zusammensetzt aus den Sekreten der Neben-
hoden, der Samenblase (Vesicula seminalis), der Prostata sowie den Glandulae bulbourethrales
(Copwer Driisen) und Anhangsdriisen der Urethra. Pro Ejakulation werden etwa 300 Millio-
nen Spermien abgegeben.

Der Hauptanteil des Seminalplasmas wird von der Vesicula seminalis (50-80 %) und der
Prostata (15-30 %) gebildet. Nur 2-5 % des Gesamtvolumens entstammen aus dem Hoden
und weniger als 1 % entfallen auf die Glandulea bulbourethrales.

Die Prostata ist die Hauptquelle fiir die proteolytischen Proteine wie z.B. das "Prostate Speci-
fic Antigen" (PSA, hK3; Wang et al. 1979, Yousef and Diamandis 2001). Des Weiteren findet
man die Kallikrein-&dhnlichen Peptidasen hK5 und hK11 im Seminalplasma (Yousef and Di-
amandis 2001, Yousef and Diamandis 2003, Luo et al. 2006).

Die durchschnittliche Proteinkonzentration von Seminalplasma liegt bei etwa 50,4 mg/ml
(Owen & Katz 2005). Der Hauptbestandteil an Proteinen stammt liberwiegend aus der Sa-
menblase, wihrend Albumin seinen Ursprung in der Prostata hat. Albumin macht etwa 1/3
der Proteinmenge aus. Zudem finden sich im Seminalplasma vor allem die Proteine Semeno-
gelin I und Semenogelin II sowie Fibronektin (Lilja et al. 1987, Lilja & Laurel 1984).

Seminalplasma ist wie Blut den Schwankungen von Gerinnung und Verfliissigung unterwor-
fen. Der Gerinnungsprozess im Ejakulat ereignet sich sehr schnell nach der Ejakulation, die
Verfliissigung dauert etwa 5 Minuten in vivo und 20-30 Minuten in vitro (Polak & Daunter
1989). Die genauen Griinde fiir dieses Phdnomen sind noch nicht verstanden. Es wurden be-
reits einige Proteine in Seminalplasma detektiert, die auch in der Blutgerinnung bzw. der
Fibrinolyse eine Rolle spielen, weshalb durchaus denkbar ist, dass die Gerinnung und die
Verfliissigung durch den Prozess der Fibrinolyse des Ejakulates einige Analogien zu den gut
verstandenen Hdmostase-Wegen im Blut aufweisen (Lwaleed et al. 2007). Die tatsdchliche
Quelle der betreffenden Komponenten, die im Ejakulat detektiert werden konnten, bleibt un-
klar, da eventuell auch ein Austritt (Extravasation) der Faktoren aus den Blutgefdflen in das
Seminalplasma moglich ist (Lwaleed et al. 2004, Lwaleed et al. 2007).

Die Gerinnungsfaktoren haben wahrscheinlich ihren Ursprung in der Samenblase, wihrend
die Faktoren fiir die Verfliissigung aus der Prostata stammen (Gonzales et al. 1993). Die Ver-
fliissigung ermdglicht die Freisetzung der Spermien und wird unter anderem durch die prote-
olytische Aktivitidt des PSA und durch Fibrinolysefaktoren bewerkstelligt (Lee et al. 1989,
Lwaleed et al. 2007). Unter anderem werden dabei die Proteine Semenogelin I und Semeno-
gelin II proteolytisch gespalten (Lilja et al. 1989), die direkt nach der Ejakulation ein Gerinn-
sel ausbilden und somit mafgeblich am Gerinnungsprozess beteiligt sind.
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Proteasen findet man auch in Spermien, wobei sie bei der Befruchtung der Eizelle eine wich-
tige Rolle spielen. Sie sind, wie z. B. die Serinprotease Acrosin, in der akrosomalen Matrix
lokalisiert und tragen durch limitierte Proteolyse zur Prozessierung anderer Proteine bei, die
sich ebenfalls im Akrosom oder auf der Membran befinden (Klemm et al. 1991a, Honda et al.
2002). Bei der Akrosomenreaktion bindet das Spermium an die Zona pellucida der Eizelle,
einer extrazelluliren Matrix, die die Eizelle umgibt (Primakoff & Myles 2002). Hierbei
werden durch Exozytose Proteine des Akrosoms freigesetzt, wodurch diese mit der Zona pel-
lucida interagieren konnen. Das Eindringen der Spermien erfolgt zum einen durch mechani-
sche Krifte, aber auch durch hydrolytische Prozesse (Bedford 1998). So spielt beispielsweise
SAMP14, ein Mitglied der Ly-6/Urokinase-dhnlichen Plasminogenaktivator Rezeptor (uPAR)
Superfamilie eine Rolle bei der Interaktion von Spermium und Ei (Shetty et al. 2003).
SAMP14 ist an die Spermienmembran assoziiert und besitzt einen GPI-Anker. Die Inkubation
mit einem Antikorper, der gegen SAMP14 gerichtet war, zeigte, dass eine Fusion mit der
Eizelle nicht mehr moglich war (Shetty et al. 2003).

B.3 Molekulare und bioinformatische Charakterisierung der
humanen T-GPI-SP1

Wegen des historischen Hintergrundes der Abteilung fiir Klinische Chemie und Klinische
Biochemie, deren primidre Forschung urspriinglich dem Kallikrein-Kinin-System galt (Frey et
al. 1968), bestand und besteht weiterhin ein besonderes Interesse an Kallikreinen und im Be-
sonderen an Plasmakallikrein. Auf der Suche nach Transkripten und Genen im humanem Ge-
nom (Lander et al. 2001, Clark et al. 2003), die fiir &hnliche Enzyme kodieren, fand Dr. P.
Neth in der NCBI-Datenbank ein neues Mitglied der Familie der Serinproteasen, das im ers-
ten Datenbankeintrag als ,,Similar to Plasma Kallikrein Precursor® (STPK) oder Tryp-
tophan/Serinprotease und im Rahmen einer Sequenzvergleichstudie auch als Glykosyl-
Phosphatidyl-Inositol-verankerte Serinprotease 1 (GPI-SP1) benannt wurde (Netzel-Arnett et
al. 2003). Aufgrund des iliberwiegenden Vorkommens in Testisgewebe bezeichnete er das
Protein schlieBlich als T-GPI-SP1.

Im Folgenden werden die von Dr. Neth hinsichtlich der molekularen Charakterisierung
erzielten und bis zum Beginn der vorliegenden Dissertationsarbeit noch nicht publizierten
Ergebnisse zusammenfassend dargestellt.
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B.3.1 MRNA-Vorkommen der T-GPI-SP1 in humanen Geweben

Erste Untersuchungen zum mRNA-Transkriptionsprofil von T-GPI-SP1 mittels PCR wurden
durch das Design von Primern mdglich, die anhand der in der Genbank vorhergesagten kodie-
renden Sequenz (NM_ 198464, Homo sapiens Tryptophan/Serine Protease) gewéhlt wurden.
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Abbildung B.3 Nachweis von T-GPI-SP1-Transkripten mittels PCR.
Mit T-GPI-SP1-spezifischen Primern erfolgte eine Amplifikation von T-GPI-SPI1-cDNA mittels der
PCR-Methode. Es wurden cDNAs von 16 verschiedenen humanen Geweben getestet. Ein Signal konnte
nur in der cDNA von Hodengewebe nachwiesen werden.

Mittels qualitativer PCR wurde das Expressionsmuster von T-GPI-SP1 mit cDNAs aus 16
verschiedenen humanen Geweben getestet (Abbildung B.3). T-GPI-SP1 konnte auf diese
Weise nur im Hodengewebe detektiert werden.

B.3.2 SpleiBvarianten der T-GPI-SP1 und genomische Struktur

RLM-RACE-Transkriptanalysen zeigten, dass neben der in der Datenbank eingetragenen Va-
riante von T-GPI-SP1 zwei weitere Varianten in Hodengewebe auftreten, die die Bezeichnung
T-GPI-SP1-2 und T-GPI-SP1-3 erhielten. Diese Transkripte belegten eine Heterogenitit am
3’-Ende der jeweiligen mRNAs (Abbildung B.4). Ein Vergleich mit den NCBI-Eintrdgen
ergab, dass die identifizierte T-GPI-SP1-1 identisch mit der in der Datenbank eingetragenen
Sequenz (NM_198464) ist. T-GPI-SP1-2 und T-GPI-SP1-3 stellen hingegen neue Formen im
Hoden dar, die mit hoher Wahrscheinlichkeit auf alternatives Spleiflen zuriickzufiihren sind.
Die drei mRNAs besitzen offene Leseraster von 912 bp, 831 bp und 1059 bp Lénge, die fiir
Preproproteine mit einem Molekulargewicht von 33,6 kDa, 30,7 kDa und 38,9 kDa kodieren.
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Abbildung B.4 Schematische Darstellung der Exonverteilung der drei in Hodengewebe
detektierten Spleifivarianten.
T-GPI-SPI-1 umfasst die Exons 1,2,3,4 und 6, T-GPI-SP1-2 die Exons 1,2,3,4 und 7
und T-GPI-SP1-3 die Exons 1,2,3,4,5 und 7.
Die Nukleotidsequenzen der drei Spleifisvarianten sind im Kapitel G (Anhang) wiedergegeben.

Die genomische Struktur der Serinprotease wurde durch den Vergleich der drei Transkripte
mit der genomischen Sequenz von T-GPI-SP1 auf Chromosom 8 und durch den Abgleich mit
den RLM-RACE-Ergebnissen dechiffriert.

Entsprechend der erhaltenen Resultate besteht T-GPI-SP1-1 aus den Exons 1,2,3,4 und 6,
wihrend T-GPI-SP1-2 aus den Exons 1,2,3,4 und 7 aufgebaut ist und T-GPI-SP1-3 die Exons
1,2,3,4,5 und 7 umspannt (Abbildung B.4). Somit umfasst das T-GPI-SP1-Gen 7 Exons mit
einer Linge von ca. 28,7 kbp, wobei es auf Chromosom 8p23.1 (Chromosom 8p23.1,
2858342 — 2887039, Abbildung B.5) lokalisiert ist. Alle Exon/Intron-Uberginge wurden mit
Hilfe der GT-AG-Regel (Breathnach und Chambon 1981) ermittelt und stehen mit dieser im
Einklang.

im‘ E2 E3 E4 ES5 E6

El His Asp Ser
1kp

Abbildung B.5 Schematische Darstellung der genomischen Struktur von T-GPI-SPI.
Die genomische Struktur von humaner T-GPI-SP1 auf Chromosom 8 umspannt
ca. 28,7 kbp und besteht aus 7 Exons und 6 Introns.
His, Asp und Ser beziehen sich auf die katalytische Triade des T-GPI-SP1-1-Proteins
(siehe dazu B.3.3).
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B.3.3 Proteinstruktur der humanen T-GPI-SP1

Entsprechend einer bioinformatischen Analyse kann die katalytische Triade, die fiir eine
mogliche enzymatische Aktivitit notwendig ist, fiir die Splei3variante T-GPI-SP1-1 postuliert
werden. Sie beinhaltet die Aminosiuren His'® Asp'*® und Ser*, wihrend hingegen keine
homologen Bereiche um das aktive Serin in den Varianten T-GPI-SP1-2 und T-GPI-SP1-3 zu
detektieren sind (Abbildung B.6). Die Aminosduresequenz von Chymotrypsin-dhnlichen
Proteasen um das katalytische Serin tradgt das hochkonservierte Motiv GDSGGP. Dieses
findet man nur in T-GPI-SP1-1. Somit kann angenommen werden, dass nur T-GPI-SP1-1 alle
Merkmale einer funktionellen Serinprotease besitzt.

T-GPI-SP1-1 1 M L L FSVLLLLSLVTGTAOQLGPRTU®PLZ®PEAGVAILSGSG
T-GPI-SP1-2 1 M L L FSVLLLLSLVTSGTOQLGPRTU®PLZPEAGVATITLSG
T-GPI1-SP1-3 1 ML L FSVLLLLSLVTGTQLSGPRTU®PL®PEAGVATILSG
T-GP1-SP1-1 34 R ARGAHRPO Q®PRHPPSPVSET CGDH RS SIFESGRTRYS
T-GPI-SP1-2 34 R ARGAHRPAOQPRUHPZPSUPVSET CGD RS SIFEGRTRYS
T-GPI1-SP1-3 34 R ARGAHRPAOQPRUHPZPSUPVSET CGDA RS SIFEGRTRYS
T-GPI-SP1-1 67 R I T 6 GMEAEVGEFPWAOQVSIQARSEZPFTCGSGS S 1T LN
T-GP1-SP1-2 67 R 1 T GGMEAEVGEFPWOQVSI QAR SEWPFT CGS®GS S 11 LN
T-GPI1-SP1-3 67 R I T 6 GMEAEVGEFPWOQVSIQARSEZPFTCGS®GS 1T LN
T-GPI-SP1-1 100 K ww1LTAAHTCLYSETELVFPETELSVVLGTNDTILTSP
T-GPI-SP1-2 100 K ww1LTAAHTCLYSETELTFPETELSVVLGTNDTILTSFP
T-GPI1-SP1-3 100 K ww11LTAAHTCLYSETELFPETELSVVLGTNDTILTSP
T-GPI-SP1-1 133 S MEI KEVASITI1LHIKDFI KRANMDNDIALTULILLASF®P
T-GPI-SP1-2 133 S MEI KEVASI1TI1LHIKDTFI KRANMDNDIALTULILLASF®P
T-GPI1-SP1-3 133 S M E I KEVASI1T1LHIKDTFIKRANMDNUDIALTULTILLASF®P
T-GPI-SP1-1 166 Il K LDDLKVPILCLPTAOQPGPATWRETCWVAGWGA QTN
T-GPI-SP1-2 166 Il K LDDLKVPI1LCLPTAOQPGPATWRETCWVAGWGA QTN
T-GPI1-SP1-3 166 Il K LDDLKVPILCLPTAOQPGPATWRETCWVAGWSGA QTN
T-GP1-SP1-1 200 AAAD KNSV KTDLMIKVPMVIMDWETETCSIKMMFZPIKILTK
T-GPI-SP1-2 200 AADKNSVKTDLMKVPMV I MDWETETCSIKMF®PIKTILTK
T-GPI1-SP1-3 200 AADKNSV KTDLMIKVPMVIMDWETETCSIKMFZ®PIKTILTK
T-GPI-SP1-1 232 NMLCAGYKNESYDACK-- - - - - - - - - - - - - - - -
T-GP1-SP1-2 232 NMLCAGYKNESYDATCHK - - - - - -
T-GPI1-SP1-3 232 NMLCAGYKNESYDACKSPLIKUDHGMRUHMHLSTETDTC
T-GPI-SP1-1 248 - - - - - - - - - - 6D S G GP LV CTUPEZPGEHK Y Q V.G I 1
T-GPI-SP1-2 R T R T R T T - - -
T-GPI1-SP1-3 265 LQGCSCSAPL-=-=--- == = = = = = = = = = = = = = = = = = =
T-GP1-SP1-1 271 S WGGKSCGEIKNTPGI Y TSLVNYNLWIETZKVYVYTAOQLEG
T-GPI1-SP1-2 e R T R T S
T-GPI-SP1-3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
T-GPI-SP1-1 304 R P FNAEIKRRTSVKOQKZPMGS?PVS GV PEZPGSZPRSW
T-GPI-SP1-2 - = = = = = = - - = - - - - - - - - - -
T-GPI1-SP1-3 e e T
T-GP1-SP1-1 337 L LLCPLSHVLFRATILY

T-GPI1-SP1-2 248 - - - - - - - - - - - - - - - -0QSsSYFPTLQRMNTGSSOQT
T-GPI-SP1-3 275 - - - - - - - - - - - - - - - - QSsSYFPTLQRMNTEGSSOQT
T-GPI-SP1-1

T-GP1-SP1-2 266 K P P G S HTFHLQN

T-GPI1-SP1-3 291 K PP G S HTFHLAQN

Abbildung B.6 Aminosiuresequenz-Alignment der drei Spleifivarianten von T-GPI-SPI.
Die Aminosduren der katalytischen Triade (H, D und S) von T-GPI-SPI-1 sind grau unterlegt, die
mogliche Aktivierungsstelle (ab ITGG) ist ebenfalls grau unterlegt. Die N-terminale Signalsequenz und
die hydrophobe C-terminale Region sind unterstrichen dargestellt. Mogliche O-Glykosylierungsstellen
(T und T*" in T-GPI-SPI1-1 sowie T°* und T**® in T-GPI-SP1-3) sind ebenfalls unterstrichen darge-
stellt und grau unterlegt.
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Der Kyte/Doolittle Hydropathieplot (Abbildung B.7), der die Hydrophobizitit und die Hydro-
philizitdt der Aminoséuresequenz bewertet, zeigt ein hydrophobes Profil am N-Terminus
von PreproT-GPI-SP1-1, -2 und -3. Es handelt sich hierbei mit hoher Wahrscheinlichkeit um
das Signalpeptid mit einer Lange von 18 Aminoséduren, das fiir ein Protein im sekretorischen
Weg spricht. Das Propeptid beginnt entsprechend der Spezialsoftware-Analyse SignalP
(www.genomics.unibe.ch) mit Gly'’, umfasst 49 Aminosiuren und endet mit Arg®’. Die Pro-
tease-dhnliche Domine startet mit dem ITGG-Motiv, das auch in humanem Prostasin gefun-
den wurde (Yu et al. 1994). Dieser Sequenzbereich ist ein wenig verdndert im Vergleich zu
dem hoch konservierten Motiv (IVGG), welches die Mehrheit der Serinproteasen der Trypsin-
familie aufweist.

Im Gegensatz zu den identischen N-terminalen Bereichen ist der C-Terminus bei den drei
Spleiflvarianten unterschiedlich. Hydropathieplot-Analysen zeigen, dass in T-GPI-SP1-1 ein
hydrophober C-Terminus aus 17 Aminosduren (WLLLCPLSHVLFRAILY) existiert, der
moglicherweise als direkter Anker in der Plasmamembran oder als Signalsequenz fiir die Ver-
ankerung des Proteins als GPI-Anker dient. Dieser hydrophobe C-Terminus fehlt bei den
Varianten T-GPI-SP1-2 und T-GPI-SP1-3.

T-GPI-SP1-1 T-GPI-SP1-2
4 4

3 3
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Abbildung B.7 Kyte-Doolittle-Hydropathieplot der drei Spleifivarianten von T-GPI-SP1.
Beginnend mit dem N-Terminus ist die Aminosdureanzahl der drei Spleifivarianten auf der X-Achse
dargestellt, der Grad der Hydrophobizitdt (0 bis +4) und der Grad der Hydrophilie (0 bis -4) sind
auf der Y-Achse angegeben. Alle drei Spleifsvarianten besitzen einen hydrophoben N-Terminus, der
hdochstwahrscheinlich einem Signalpeptid zuzuschreiben ist.
Nur T-GPI-SP1-1 weist einen hydrophoben C-Terminus auf, der eine Zellmembran-Bindung erlaubt.
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Aufgrund von Alignments mit Strukturdaten anderer Serinproteasen wie Faktor XI und Plas-
makallikrein (McMuellen et al. 1991a, 1991b) ist es moglich, Disulfidbriicken in T-GPI-SP1
vorherzusagen. Diese Briicken konnen in T-GPI-SP1-1 an folgenden Stellen ausgebildet wer-
den: Cys”/Cys'™®, Cys”/Cys'”, Cys'™/Cys*, Cys***/Cys*> und Cys**/Cys*’® (Abbildung
B.8). Das erste Cysteinpaar verbindet die Proregion mit der Region der katalytischen Do-
méne, wihrend die librigen Briicken innerhalb der katalytischen Domine lokalisiert sind. Ein
unpaares Cystein findet sich an Position Cys** nahe des C-Terminus.

Wegen des alternativen Spleiflens unterscheiden sich insbesondere die Disulfidbriicken von
T-GPI-SP1-1, die nahe am C-Terminus liegen, von denen der beiden anderen Varianten. Fiir
T-GPI-SP1-2 ergeben sich Cysteinbriicken an den Positionen Cys™/Cys'’®, Cys”/Cys'®,
Cys'™/Cys™*® und Cys***/Cys™’. Mégliche Disulfidbriicken diirften in T-GPI-SP1-3 an fol-
genden Stellen lokalisiert sein: Cys™/Cys'’®, Cys”/Cys'”, Cys'¥/Cys**, Cys***/Cys** und
Cys***/Cys™®. Auch hier verbleibt ein einzelnes Cystein an Position Cys*’’ (Abbildung B.8).

S Pro Katalytische Domiéne TMD

NH, —. | H— COOH

C246 €276

T-GPI-SP1-1

C53 C176 C189 C256

€93 C109 €222 C239 C340

~H, —J | }—h— COOH

H108 D156 8250

T-GPI-SP1-2

C53 C176 C189 C246

€93 Cl09 C222 C23§

NH — COOH
] |

H108 D156 5249

€246 C268

T-GPI-SPI-3

Cs3 C176 CI139 C264

€93 C109 C222 C235 C270

- - coon

H108 DI56 8248

Abbildung B.8 Magliche Disulfidbriicken in den T-GPI-SP1-Spleifivarianten.
Die Position der méglichen Disulfidbriicken in T-GPI-SP1 wurde in Analogie
zu den Cysteinpaaren von Plasmaprokallikrein und Faktor XI ermittelt.
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B.4 Aufgabenstellung

Da aufler dem Datenbankeintrag keine weiteren Verdffentlichungen zu T-GPI-SP1 vorlagen,
waren in Ergdnzung zu den unter B.3 beschriebenen Daten, welche hauptsidchlich die
qualitative Transkriptexpression in diversen Geweben und die Aufkldrung der Gen- bzw.
Proteinstruktur zum Inhalt hatten, zu Beginn der Promotionsarbeit folgende Fragen von vor-
rangiger Bedeutung:

(1) Wie stellt sich das quantitative Expressionsprofil von T-GPI-SP1-Transkripten in
verschiedenen humanen Geweben dar?

(i1) Ist die rekombinante Expression von T-GPI-SP1 und ihren Spleif3varianten in pro-
und eukaryontischen Expressionssystemen moglich?

(iii)  Kann ein spezifischer Antikorper generiert und mit dessen Hilfe ein T-GPI-SP1-
Protein immunologisch in humanen Geweben nachgewiesen werden?

(iv)  Lisst sich eine erste biochemische und funktionelle Charakterisierung der
rekombinant hergestellten T-GPI-SP1-Proteine durchfiihren?

Die Beantwortung dieser Fragen sollte durch die drei nachfolgenden wesentlichen Ziel-
setzungen erreicht werden.

B.4.1 Zielsetzung 1: Erstellung des mRNA-Expressionsprofils der
T-GPI1-SP1 aus verschiedenen humanen Geweben

Ausgehend von der qualitativen PCR, mittels derer die cDNA von 16 verschiedenen Geweben
tiberpriift wurde (Abbildung B.3), sollte nun iiber die quantitative RT-PCR (LightCycler-
Technologie) die mengenméfBige Bildung der Transkripte von T-GPI-SP1 in diesen humanen
Geweben nachgewiesen werden. Ergédnzend hierzu sollte mit Hilfe der mRNA-Array-Tech-
nologie die Evaluierung des Expressionsprofils auf weitere Gewebe ausgedehnt werden.

Dariiber hinaus sollte durch das spezielle Design von Oligonukleotiden die Expression der
drei SpleiBvarianten in den Syntheseorten aufgekldrt werden. Dies sollte eine Aussage
dariiber ermdglichen, welche der Spleiflvarianten die hauptsichliche Isoform von T-GPI-SP1
darstellt.
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B.4.2 Zielsetzung 2: Rekombinante Herstellung der humanen T-GPI-SP1
in verschiedenen Expressionssystemen

Die rekombinante Expression der Spleivarianten von T-GPI-SP1 in verschiedenen Expres-

sionssystemen sollte einen Schwerpunkt in dieser Arbeit bilden:

e Fiir die Produktion von polyklonalen Antikérpern zur immunologischen Lokalisation von
T-GPI-SP1-Protein sollten zunichst die drei SpleiBvarianten als dafiir notwendige Anti-
gene im prokaryontischen System E. coli exprimiert werden.

e Fiir die biochemische und funktionelle Charakterisierung der bis dato nicht ndher
charakterisierten Serinprotease war auch die rekombinante Herstellung der Spleif3varian-
ten von T-GPI-SP1 in der Hefe Pichia pastoris und in HEK293 Flp-In-Zellen vorgesehen.

Hierfiir sollten unterschiedliche Genkonstrukte generiert werden, die u.a. die Expression
als Proenzym bzw. als putative aktive Form erlauben.

Zudem war geplant, Proteinvarianten mit und ohne hydrophoben C-Terminus im Hinblick
auf Untersuchungen zur postulierten Membranverankerung zu exprimieren.

B.4.3 Zielsetzung 3: Immunologische Lokalisation sowie biochemische
und funktionelle Charakterisierung der humanen
T-GPI-SP1

Fiir immunologische Lokalisationsstudien ist die Herstellung von polyklonalen Antikérpern
gegen rekombinante T-GPI-SP1 eine wesentliche Vorraussetzung. Hierfiir sollten Kaninchen
immunisiert, die gebildeten Antikorper isoliert sowie deren Sensitivitit und Spezifitit eva-
luiert werden. Anschlie8end sollte mit Hilfe dieser Antikérper der Nachweis der Proteinbil-
dung in T-GPI-SP1-exprimierenden Zelltypen bzw. Geweben durch immunhistochemische
Studien erbracht werden.

Im Rahmen der biochemischen Charakterisierung der rekombinant hergestellten T-GPI-SP1-
Varianten sollten Untersuchungen zur Aminosduresequenz, zur Glykosylierung und zur
Membranverankerung sowie zur Stabilitdt durchgefiihrt werden.

Zudem sollten neben direkten Aktivitditsmessungen auch Versuche zur Aktivierung der Pro-
formen der drei Spleilvarianten erfolgen, um Aussagen iiber deren Proteasecharakter treffen
zu konnen.
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C Material und Methoden

Cl1l Material

C.l1 Gerate fur mikrobiologische und molekularbiologische Arbeiten
Autoklav VST 500-C 12D Zirbus, Bad Grund

BioPhotometer 6131 BioRad, Miinchen

COs-Inkubator Typ B5060 E Heraus, Osterode
Elektrophoresekammer Peqlab, Erlangen

Inkubationsschiittler Typ ITE
Inkubationsschiittler SM30

Sterilbank Laminar Flow

Thermocycler Gen Amp PCR System 2400

Ifors, Bottmingen
Biihler, Hechingen
Beer, Germering
Perkin Elmer, Langen

C.l2 Geraéte fur proteinbiochemische Arbeiten
AKTAexplorer GE Healthcare, USA
Biopilot GE Healthcare, USA
Dot Blot Apparatur Biorad, Miinchen

Fraktionssammler Probentisch 5122
Inkubationsschiittler SM30
Inkubationsschiittler Typ ITE

Microassay Reader Biolumin 960

Mini Protean Electrophoresis Cell

Mini Trans Blot Electrophoretic Transfer Cell
Tangentialflusskonzentrator, Minisette
Schlauchpumpe Masterflex
Spektralphotometer

Vakuumfiltrationseinheit

C.13 Gerate fUr Fermentation

Fermenter Typ Biostat E bestehend aus
Regelungseinheit mit Regeleinschiiben
fiir Sdure, Lauge und Antischaummittel
sowie Sechs-Kanalschreiber
Kulturgefa3 ES 10

Druckluftkompressor Whisper 0,56-20

Dampferzeuger Typ 603

Peristaltikpumpe P-1

Eppendorf, Hamburg
Biihler, Hechingen
Ifors, Bottmingen
Pharmacia, Freiburg
BioRad, Miinchen
BioRad, Miinchen
Pall, Dreieich

Cole Parmer, Kehl
Kontron, Eching
Millipore, Eschborn

Braun Biotech, Melsungen

Blitz, Bréunlingen
Strobel, Miinchen
Pharmacia, Freiburg
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C.l4 Sonstige Gerate

Analysenwaage, A 120 S

Digitales pH-Meter 646
Electrophoresis Power Supply E424
Eismaschine AF-10

Gefrierschrank (-20 °C) Premium Frost

Gefrierschrank (-80 °C) Colora UF 85-300S

Hybridisierungsofen Mini Hybi
LightCycler
Magnetriihrer Ika-Combimag RCO
Magnetriihrer [kamag RET
Mikrowellenofen R-6270
Magnetriihrer [kamag RET
Mikroskop IX50 mit

CCD Kamera Typ 3CCD

UV-Lampe U-RFL-T
Prézisionswaage 2842
Spektralfluorimeter Safire 2
Stickstofftank Cryo 4000
Technische Waage, MA AF200
UV Transilluminator DarkReader™
Vortex Genie 2
Wiérmeblock Typ 2111 CHM-12-80
Wasserbad WB-14
Wasserdeionisierungssystem Membrapure
Zellzdhlsystem Casyl
Zentrifugen:

Zentrifuge 3200

Sigma 2K15

Biofuge pico

Minifuge RF

Centrikon H-401

Satorius, Gottingen

Bachofer, Reutlingen

Wagner & Munz, Miinchen
Scotsman, Italien

Liebherr, Berlin

Colora, Lorch

H. Saur, Reutlingen

Roche, Mannheim

Janke & Kunkel, Staufen

Janke & Kunkel, Staufen
Sharp, Japan

Janke & Kunkel, Staufen
Olympus, Feldkirchen-Westerham
Sony, Koln

Olympus, Feldkirchen-Westerham
Sartorius, Gottingen

Tecan, Crailsheim

MVE Cryosystems, USA
Satorius, Gottingen

Clare Chemical Research, USA
Scientific Industries, Jiichen
Eppendorf, Hamburg
Memmert, Schwabach
MembraPURE, Bodenheim
Schirfe Systems, Reutlingen

Eppendorf, Hamburg
Braun Biotech, Melsungen
Heraeus, Osterode
Heraeus, Osterode
Kontron, Eching
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C.15 Material fiir mikrobiologische und molekularbiologische Arbeiten

Alle nachstehend nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden von den Firmen Roche (Mann-
heim), Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt) und Sigma (Deisenhofen) in der Qualititsstufe
z. A. bezogen. Fiir die molekularbiologischen Arbeiten wurde *Aqua ad injectabila” (ddH,0)
der Firma Pharmacia (Erlangen) verwendet.

C.151 Nahrmedien und Zusatze

Bacto-Tryptone Difco, Augsburg
Bacto-Tryptone-Peptone Difco, Augsburg
Bacto-Agar Difco, Augsburg
Hefeextrakt Merck, Darmstadt

Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids Difco, Augsburg
Ampicillin, Natriumsalz USP Biomol, Hamburg
Glycerin Serva, Heidelberg
Isopropyl-p-thiogalaktopyranosid (IPTG) Biomol, Hamburg
Zeocin Invitrogen, Groningen
C.152 Chemikalien

Agarose, SeaKem Biozym, Hameln
Agarose, NuSieve Biozym, Hameln

10 x Blue Juice Gel Loading Buffer Invitrogen, Groningen
Biotin-16-dUTP Roche, Mannheim
DNA-Léngenstandard 1kbp Leiter Fermentas, St. Leon-Rot
DNA-Molekulargewichtsmarker VII Roche, Mannheim
dNTPs Pharmacia, Freiburg
Ethidiumbromid Merck, Darmstadt
Phase Lock Tubes Eppendorf, Hamburg
Roti-Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol Roth, Karlsruhe

C.153 Kits

High Speed Manxi Kit Qiagen, Hilden
NucleoSpin PCR-Produkte-Reinigungskit Machery & Nagel, Diiren
Plasmid Mini Kit Qiagen, Hilden und Roche, Mannheim
QlAshredder Qiagen, Hilden

RNeasy MiniElute-Kit Qiagen, Hilden

I’' Strand cDNA Synthesis Kit Roche, Mannheim
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C.154 Enzyme

Alkalische Phosphatase

Calf Intestine Phosphatase (CIP)

DNase

DNA Polymerase I
Platinum-High-fidelitiy-DNA-Polymerase
Streptavidin

Tag-Polymerase

T4-DNA-Ligase

Restriktionsenzyme
Trypsin
C.1.55 Vektoren und Plasmide

Roche, Mannheim

New England Biolabs, USA
Sigma, Deisenhofen

New England Biolabs, USA
Invitrogen, Karlsruhe

R & D Systems, USA
Qiagen, Hilden

Promega, Heidelberg
Roche, Mannheim und
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA

Klonierungsvektor pCR2.1-TOPO und pCR4.0-TOPO (Invitrogen, Karlsruhe)
Aufgrund der terminalen Transferase-Aktivitit von 7ag-Polymerasen kann ein Desoxyadeno-

sin an das 3’-Ende eines PCR-Produktes anfiigt werden. Uber einzelne, iiberhingende Des-
oxythymidin-Reste an den 3’-Enden der linearisierten Vektoren pCR2.1-TOPO und pCR4.0-
TOPO koénnen daher PCR-Fragmente und Klonierungs-Vektor miteinander verbunden wer-

den. Katalysiert wird diese Reaktion durch die Topoisomerase I des Vaccinia Virus.

Selektives Wachstum der E. coli-Klone wird durch die Antibiotika-Resistenzen Ampicillin

bzw. Kanamycin vermittelt. Die Vektoren besitzen einen pUCI19 Replikationsstartpunkt

(pUC-Origin) sowie eine fl Startsequenz (f1-Origin) fiir die Synthese von DNA-Einzel-

strangen.
Hindlll
/ pnl
acl
MCS, amH|
lac Promoter gte)il
CoRI
| f1-rigin | I
CoRI
CORV
StXI
otl
pUC Orlgln pCRZl-TOPO hol
- - il
3931 bp Xeal
I
Kanamycm'Apa

Ampicillin’

Abbildung C.1 Schematische Darstellung des Klonierungs-Vektors pCR2.1-TOPO.
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Klonierungsvektor pENTR11 (Invitrogen, Karlsruhe)

Der pENTR11-Vektor dient als Ausgangsvektor fiir die Rekombination eines Zielgens in ver-
schiedene Expressionsvektoren und -systeme. Er besitzt die sog. Kozak-Sequenzen fiir eine
effiziente Initiation der Translation in Eukaryonten und zwei Bindestellen fiir Ribosomen fiir
die Translation in Prokaryonten. Die Rekombinationsreaktion wird tiber die attL.1- und die
attL2-Sequenz vermittelt. Das ccdB-Gen zwischen diesen Seiten dient der negativen Selek-
tion. Der Vektor besitzt zudem eine kodierende Sequenz fiir eine Kanamycin-Resistenz.

attL1

ccdB

attL2

pUC Origin
pENTR11

2744 bp

Kanamycin'

Abbildung C.2 Schematische Darstellung des Entry-Vektors pENTRI1.

Expressionsvektor pET-DEST-42 (Invitrogen, Karlsruhe)

Der Expressionsvektor pET-DEST-42 ist ein Teil der Gateway-Expressionssystems der Firma
Invitrogen. Das Zielgen wird in einen Ausgangsvektor (sog. Entry-Vektor, pENTR) kloniert
und kann durch ortsspezifische Rekombination in verschiedene Expressionsvektoren fiir ver-
schiedene Expressionssysteme integriert werden. Dieser Vorgang wird durch eine LR-
Klonase vermittelt und geschieht an definierten Rekombinationsstellen, den attR1- und den

attR2-Sequenzen.

T7 Promoter

\‘ attR1
|

pET-DEST-42
~ 7440p0p

’ attR2
|

V5 Epitop

ccdB

Ampicillin’
6x His

Abbildung C.3 Schematische Darstellung des E. coli Expressionsvektors pET-DEST-42.
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Fiir die rekombinante Expression von T-GPI-SP1-1, T-GPI-SP1-2 und T-GPI-SP1-3 in E. coli

wurden folgende Konstrukte kloniert:

SpleiBvariante | Propeptid | Transmembrandoméne | V5-Epitop Hisg-Tag am C-Terminus

T-GPI-SP1-1 N v v N
T-GPI-SP1-2 N nicht vorhanden + N
T-GPI-SP1-3 N nicht vorhanden v N

Alle Konstrukte besitzen ein V5-Epitop und einen Hisg-Tag am C-Terminus. Letzterer dient
zur Reinigung des exprimierten Proteins mittels Ni-NTA-Sepharose-Affinititschromatogra-
phie.

Fluoreszenzprotein-Vektor pEGFP-N3 (Clontech, USA)

Der Vektor pEGFP-N3 kann unter anderem fiir die Analyse der subzelluliren Lokalisation
von Proteinen genutzt werden. Das Zielprotein ist hierbei am C-Terminus mit dem Fluores-
zenzprotein EGFP fusioniert. Ein weiteres Element des Vektors ist ein CMV-Promoter, der
eine starke mRNA-Expression ermdglicht. pEGFP-N3 trdgt fiir die Replikation eine SV40
Startpunktsequenz (SV40-Origin) sowie ein Neomycin-Resistenzgen fiir die Selektion in
Séugetierzellen. Ein bakterieller Promoter erlaubt die Expression des Kanamycin-Resistenz-
gens zur Selektion von E. coli-Klonen. Der Vektor besitzt einen pUC19 Replikationsstart-
punkt (pUC-Origin) fiir die Vermehrung in E. coli und eine fl1 Startsequenz (f1-Origin) fiir
die Einzelstrang-DNA-Synthese.

CMV Promoter

pUC-Origin

- MCS
|
eGFP
pEGFP-N3
4731 bp
Kanamycin'/ | f1-Origin
Neomycin' :
v Promoter

SV40 Promoter
SV40-Origin

Abbildung C.4 Schematische Darstellung des Fluoreszenzproteinvektors pEGFP-N3
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Flp-In-Vektor pcDNAS/FRT (Invitrogen, Karlsruhe)

Der Expressionsvektor pcDNAS/FRT erméglicht eine gerichtete und somit spezifische In-
tegration eines Vektors in einen transkriptionell aktiven Genomlocus der Wirtszelle von Séu-
gern. Die HEK293 Flp-In-Zellen besitzen eine singuldre Flp-Rekombinase-Erkennungsse-
quenz (FRT: Flp recombinase target).

Bei der Cotransfektion des Expressionsvektors mit einem Flp-Rekombinase-Expressions-
vektor erfolgt eine stabile Integration des gewiinschten Transgens in das Genom der Zellen.
Durch diese Integration in die FRT-Erkennungsstelle wird ein ATG-Startcodon fiir die
Hygromycin-Resistenz generiert. Der Vektor besitzt zudem einen ColEI1-Replikationsstart-
punkt (ColE1-Origin) und eine Sequenz, die fiir die Resistenz gegen Ampicillin codiert.

CMV Promoter MCS

FRT

Ampicillin’
pcDNAS5/FRT
5070 bp — Hygromycin'

ColE1-Origin

Abbildung C.5 Schematische Darstellung des Flp-In-Vektors pcDNA5/FRT.

Fiir die rekombinante Expression von T-GPI-SP1-Varianten in HEK-Zellen wurden folgende
Konstrukte kloniert:

Vektor SpleiBvariante | Signal-und Propeptid | Transmembrandoméne EGFP/YFP

pEGFP-N3 T-GPI-SP1-1 \ \ EGFP
T-GPI-SP1-2 \ nicht vorhanden EGFP
T-GPI-SP1-3 \ nicht vorhanden EGFP
pcDNAS/FRT | T-GPI-SP1-1 \ \ YFP
T-GPI-SP1-1 \ - YEP

T-GPI-SP1-1 \ V -

T-GPI-SP1-1 \ - -
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Expressionsvektor pPICZaA (Invitrogen, Karlsruhe)

Der pPICZaA-Vektor ist ein Expressionsvektor fiir Pichia pastoris. Er verfiigt iiber ein Zeo-
cin-Resistenzgen zur Selektion. Die AOXI1-Region (Alkohol Oxidase 1-Region) mit dem
starken AOX1-Promotor erlaubt die Methanol-induzierbare Expression von Fremdproteinen
in Pichia pastoris. Die a-Faktor-Signalsequenz dient der Ausschleusung des Fremdproteins in
das Kulturmedium.

MCS c-myc-Epitop

alpha-Faktor 6 x His

__pPICZalphaA__
3593 bp

AOX1 r
Zeocin

pUC Ori

Abbildung C.6 Schematische Darstellung des Pichia pastoris Expressionsvektors pPICZoA.

Fiir die rekombinante Expression in Pichia pastoris wurden folgende Konstrukte der Spleif3-
variante T-GPI-SP1-1 kloniert:

) ) ) Katalytische ) )
SpleiBvariante Propeptid Domane Transmembrandomane | c-myc Hisg-Tag
T-GPI-SP1-1 V v V V \
: y y y y
y y y : :
v v v - v
- N N - -
! J N i \
] N . . ]
- v - - v
v v - - v
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C.15.6 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von den Firmen Metabion (Martinsried), MWG Biotech (Ebers-
berg), Operon (Kd6ln) oder Invitrogen (Karlsruhe) synthetisiert und mittels HPLC gereinigt.

Primer fur die Herstellung von T-GPI-SP1-Konstrukten in HEK293 Flp-In-Zellen

Hindlll T-GPI-SP1 SE (Metabion) (Forward-Primer fiir alle drei Varianten mit Propeptid)
5-AATTT-AAGCTT-ATGCTCCTGTTCTCAGTGTTGC-3’

T-GPI-SP1 His6 BamHI AS (Invitrogen) (Reverse-Primer fiir Pro-T-GPI-SP1-1 mit Hise-Tag)
5'-TTAAA-GGATCC-CTAATGATGATGATGATGATGGTACAAAATAGCT
CTGAACAACACATGG-3’

T-GPI-SP1