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1. Einleitung

In sekretorischen Zellen neugebildete Substanzen miissen gezielt zu bestimmten
Kompartimenten geleitet werden, wo sie entweder ihren Wirkungsort haben oder von
wo sie aus der Zelle ausgeschleust werden. Eine zielgerichtete und kontrollierte Abgabe
von spezifischen Substanzen (Exozytose) ist flir die Funktion der Zelle im Organismus
unerldsslich. So werden Dbeispielsweise Hormone, Verdauungsenzyme oder
Neurotransmitter in Zellen gebildet und dann sezerniert. Der Mechanismus der
Proteinsekretion ist in allen eukaryotischen Organismen hochkonserviert (Bennet und
Scheller, 1993) und kann durch zwei bekannte unterschiedliche Mechanismen erfolgen.
Ein dritter noch unbekannter Mechanismus wird als alternativer Sekretionsweg
bezeichnet. Der eine bekannte Mechanismus ist die konstitutive Sekretion. Sie erfolgt in
allen Zellen. Hierbei werden Membranproteine oder Komponenten der extrazelluldren
Matrix in Transportvesikeln zur Plasmamembran transportiert und dort kontinuierlich
ohne bestimmte Signale durch Exozytose aus der Zelle ausgeschleust oder in die
Membran eingebaut (Ubersicht: Kelly, 1985). Der andere Mechanismus der Sekretion
ist die regulierte Sekretion. Sie findet in spezialisierten polarisierten Zellen, wie
Driisen- oder Nervenzellen statt. Hier werden Hormone, Verdauungsenzyme oder
Neurotransmitter in Sekretgranula verpackt am apikalen Zellpol gespeichert, bis das
Signal zur Exozytose erfolgt.

Die Abbildung 1 gibt einen Uberblick iiber den Proteintransport im sekretorischen Weg.
Proteine, die fiir die Sekretion bestimmt sind, gelangen iiber das Endoplasmatische
Retikulum (ER), den Golgi-Apparat und das Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) in
sekretorische Vesikel, deren Inhalt durch Exozytose aus der Zelle ausgeschleust wird
(Abb. 1, Lodish et al., 2000). Auf ihrem Weg werden die Proteine durch
Glykosylierung, Sulfatierung und Hydroxylierung noch modifiziert und von Proteinen,

die fiir andere Kompartimente bestimmt sind, getrennt.
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Abb. 1: Uberblick iiber den Proteintransport im sekretorischen Weg
Dargestellt ist der Vesikel-vermittelte Transport von Proteinen vom ER iiber den Golgi-Apparat
und das TGN. Vom TGN aus werden die Proteine entweder iiber lysosomale Vesikel zu den
Lysosomen transportiert oder in sekretorische Vesikel verpackt. Diese konnen kontinuierlich
sezerniert werden oder unter der apikalen Plasmamembran gespeichert werden, bis ein Reiz die

regulierte Exozytose auslost (entnommen aus Lodish et al., 2000).
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1.1. Biosynthese von reguliert sezernierten Proteinen in polarisierten Zellen

Proteine, die sezerniert werden sollen, werden neben lysosomalen Proteinen, und
Proteinen, die die Plasmamembran durchspannen, an membrangebundenen Ribosomen
synthetisiert. In der Regel haben solche Proteine eine N-terminale Signalsequenz von
13-36 zumeist hydrophoben Aminosduren. Das entstehende Protein wird kotranslational
und energieverbrauchend durch eine Pore in der ER-Membran in das ER-Lumen
transloziert (Ubersicht: Walter und Johnson, 1994; Rapoport et al., 1996). Schon
wihrend ihres Durchtritts durch die Pore werden die Proteine durch ER-residente
Chaperone gefaltet und modifiziert (Helenius et al., 1992). Zur Reifung des Proteins
sind die proteolytische Abspaltung der Signalsequenz, Glykosylierungen, Ausbildung
von inter- und intramolekularen Disulfidbriicken, Hydroxylierung von Lysin- und
Prolinresten, Einfligen von Lipiden bei GPI-verankerten Proteinen und die Assoziation
von Liganden, wie z.B. Haem und Retinol nétig (Ubersicht: Helenius, 2001). Fiir all
diese Prozesse sind verschiedenste Enzyme und Chaperone im ER, wie z.B.
Calreticulin, Calnexin und ERp 57 noétig (Gething, 1997), die an der Qualitdtskontrolle
im ER beteiligt sind (Ubersicht: Helenius, 2001; Helenius und Aebi, 2001). Wichtig
sind auch die im ER vorkommenden Glukosidasen und Glykosyltransferasen, die die
Zuckerbdume an Asparaginreste von zu verzuckernden Proteinen ankniipfen und
trimmen (Ubersicht: Helenius und Aebi, 2001). Da viele dieser Helferproteine im ER
Lektine sind, binden sie bestimmte Zuckermuster, die anzeigen konnen, dass ein Protein
nicht ordnungsgemiB glykosyliert und gefaltet wurde (Ubersicht: Braakman, 2001).
Solche Proteine, die im ER nicht in die korrekte Form gebracht werden kénnen, werden
durch ER-assoziierte Degradation (ERAD) eliminiert, aus dem ER ausgeschleust und
zum endgiiltigen Abbau dem Proteasom zugefiihrt (Klausner und Sitia, 1990; Plemper
und Wolf, 1999). Korrekt modifizierte und gefaltete Proteine verlassen das ER in COP
II-Vesikeln von bestimmten Stellen des ER, den sogenannten exit sites. Uber das ER-
Golgi intermedidre Kompartiment (ERGIC) oder die vesikuldren-tubuldren Cluster
(VTCs) gelangen die Proteine schlieBlich zum Golgi-Apparat.

Der Golgi-Apparat ist eine zentrale Station fiir alle Proteine, die sezerniert, in
Lysosomen gebracht oder an die Zelloberfliche transportiert werden sollen (Farquhar
und Palade, 1998; Warren und Malhotra, 1998). Er besteht aus einer Anzahl
membranumhiillter ~Kompartimente mit vielfdltiger Enzymausstattung. Diese

Kompartimente haben die Form von flachen Zisternen, die zu Stapeln angeordnet sind.
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Proteine gelangen iiber das eine Ende dieses Stapels, Cis-Golgi genannt, in den Golgi
und verlassen diesen am anderen Ende, dem Trans-Golgi- Netzwerk (TGN) (Ubersicht:
Pfeffer, 2001). Die Anzahl der Zisternen eines Golgi-Stapels und ihre Form variieren
sehr stark zwischen verschiedenen Spezies und Zelltypen (Pelham, 1998). In
sekretorischen Zellen ldsst sich der Golgi-Apparat klar in ein Cis-, ein mediales und ein
Trans-Kompartiment unterteilen (Mellman und Simons, 1992). Diesen Kompartimenten
kann eine feste enzymatische Ausstattung zugeordnet werden, mit deren Hilfe die
reifenden Proteine modifiziert werden. So werden im Cis-Golgi-Kompartiment O-
glykosidische Bindungen eingefiihrt und die lysosomalen Hydrolasen phosphoryliert.
Im medialen Golgi werden Mannosereste von Zuckerbdumen glykosylierter Proteine
entfernt und N-Acetyl-Glucosaminreste angefiigt. Im Trans-Golgi-Kompartiment
werden Galaktosereste auf Zuckerketten an Proteinen iibertragen. Einige Zuckerketten
werden durch Sulfotransferasen, die im Golgi-Apparat und auch bereits im ER
lokalisiert sind, sulfatiert und anschlieBend im TGN durch die Anheftung von
Sialinsdure modifiziert (Plattner und Hentschel, 1997; Lodish et al., 2000).

Fiir den Transport der Enzyme und vor allem der Proteine auf dem Weg ihrer Reifung
durch den Golgi-Apparat werden nach wie vor verschiedene Modelle diskutiert. Ein
Modell ist das sogenannte Reifungsmodell. Hierbei wird angenommen, dass von einer
bestimmten Region des ER, dem tER (transitional ER), Vesikel abgeschniirt werden,
die nach Abwerfen ihrer Proteinhiille homotypisch fusionieren und das ERGIC (ER-
Golgi intermediate compartment), auch VTCs (vesicular-tubular clusters) genannt,
bilden. Wenn dann mehrere dieser ERGICs fusionieren, entsteht eine neue Cis-Zisterne,
die im Laufe der Zeit durch Reifung alle Golgi-Stufen bis hin zum Trans-Golgi
durchlduft. Das nicht-sekretorische Material (z.B. Golgi-Enzyme) wird dabei retrograd
mittels COP I-Vesikeln transportiert, so dass immer ein bestimmter Satz von Golgi-
Enzymen in jeder Zisterne vorhanden ist, um die Proteine zu modifizieren (Glick und
Malhotra, 1998). Dieses Modell wird durch die Tatsache unterstiitzt, dass auch
Substanzen durch den Golgi-Apparat befordert werden miissen, die fiir einen
Vesikeltransport zu grof3 sind, wie z.B. Casein-Submicellen in Milchdriisenzellen oder
Apolipoprotein E in Leberzellen (Mironov et al., 1997). Ebenso verhélt es sich mit
Prokollagen in Fibroblasten (Bonfanti et al., 1998). Auch konnten Martinez-Menarguez
et al. 2001 und Mironov et al. 2001 durch Licht- und Elektronenmikroskopie Beweise
fiir das Reifungsmodell liefern, indem sie nachweisen konnten, dass das VSV G

(vesicular stomatitis virus membrane glycoprotein) aus Vesikeln ausgeschlossen wird,



Einleitung -5-

wihrend residente Golgi-Enzyme in Vesikeln transportiert werden (Ubersicht: Pelham,
2001). Das andere Modell stellt Transportvesikel in den Vordergrund. Es wird hierbei
angenommen, dass die Proteinladung anterograd in COP [-Vesikeln von einer Zisterne
zur ndchsten transportiert wird (Pelham, 1998). Dariiber hinaus gibt es auch einen
retrograden Transport mittels Vesikeln, in denen Proteine zuriicktransportiert werden.
Der Vorwirtstransport der Proteine verlduft als bulk flow, wahrend stationdre Golgi-
Proteine oder ER-residente Proteine im retrograden Vesikeltransport an ihren
Bestimmungsort zuriickgebracht werden miissen (Pfeffer und Rothman, 1987). Sowohl
die Vesikel des anterograden wie auch des retrograden Transports tragen eine COP I-
Hiille (Ubersicht: Rothman und Wieland, 1996; Glick, 2001). Orci und Mitarbeiter
postulieren, dass verschiedene Populationen von COP I-Vesikeln diese Aufgaben
tibernehmen (Orci et al., 1997). Die zu transportierenden Proteine interagieren wohl
teilweise mit Komponenten der COP I-Hiille (Lanoix et al., 2001). Neben Vesikeln
wurden auch noch Tubuli beschrieben, die zwischen den einzelnen Golgi-Zisternen
ausgebildet werden konnen und zum Transport von Substanzen dienen. Da es fiir all
diese Modelle Hinweise in vitro und auch in vivo gibt, ist anzunehmen, dass eine
Mischung der verschiedenen Modelle zutrifft (Mellman et al., 1992; Bannykh et al.,
1997, Glick et al., 1998; Pelham, 2000; Pelham und Rothman, 2000).

1.2. Proteinsortierung im Trans-Golgi-Netzwerk (TGN)

Nachdem die Proteine den Golgi-Apparat durchlaufen haben und modifiziert wurden,
miissen sie nun sortiert und zu ihren Bestimmungsorten (Lysosomen und
Plasmamembran) transportiert werden (Ubersicht: Griffiths und Simons, 1986). Der
genaue Prozess der Proteinsortierung ist noch weitgehend unklar und verlauft nicht fiir
jedes Protein gleich. Derzeit werden zwei Modelle diskutiert: das sorting-for-entry und
das sorting-by-retention Modell (Shennan 1996; Gorr und Moore, 1999; Gorr et al.,
2001; Ubersicht: Arvan und Castle, 1998). Die sorting-for-entry Hypothese besagt, dass
reguliert sezernierte Proteine von Sortierungsrezeptoren in die unreifen Sekretgranula
sortiert werden. Da aber nicht fiir jedes sekretorische Protein ein Sortierungsrezeptor
zur Verfligung steht, wird davon ausgegangen, dass die zu sezernierenden Proteine
untereinander binden/aggregieren und nur einzelne Proteine der Aggregate diese dann

an einen Rezeptor binden. Dieses Modell geht davon aus, dass nur reguliert sezernierte
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Proteine in die Sekretgranula gelangen. Alle anderen Proteine werden ausgeschlossen,
da sie nicht die Fahigkeit haben zu aggregieren.

Der sorting-by-retention Hypothese nach gelangen alle Proteine zunidchst ohne zu
aggregieren in unreife Granula. Erst in den Sekretgranula kommt es dann zur
intermolekularen Assoziation der reguliert sezernierten Proteine, die in den Granula
verbleiben, wihrend nicht-reguliert sezernierte Proteine aus den Granula entfernt
werden. Dies geschieht entweder Rezeptor-vermittelt, wie beispielsweise bei
lysosomalen Proteinen oder auf noch unbekannte Weise dadurch, dass von den
Sekretgranula Vesikel mit nicht-reguliert sezernierten Proteinen abgeschniirt werden.
Hinweise fiir das sorting-by-retention Modell gibt es vor allem aus den B-Zellen des
Pankreas, in denen das Proinsulin in unreife Granula gelangt, dort in Insulin und das C-
Peptid gespalten wird, und das Insulin erst dadurch die Féhigkeit zur Aggregation
erwirbt und somit in den Granula verbleiben kann. Das l6sliche C-Peptid wird aus den
sekretorischen Granula in konstitutive Vesikel tberfiihrt (Arvan und Castle, 1998;
Tooze, 1998).

Keines der beiden Modelle kann als alleingiiltig angesehen werden, da die
Proteinsortierung ein sehr komplexer Prozess ist, an dem eine ganze Reihe Ionen,
Proteine und Lipide beteiligt sind. Ein konserviertes einheitliches Sortierungssignal wie
die KDEL-Sequenz bei ER-residenten Proteinen (Pelham, 1990) oder das Mannose-6-
Phosphat bei lysosomalen Proteinen (Hille-Rehfeld, 1995) konnte fiir die
Proteinsortierung der reguliert sezernierten Proteine am TGN nicht gefunden werden.
Stattdessen gibt es eine Reihe von Sortiermechanismen, die je nach Zelltyp verwendet
werden. In einigen reguliert sekretorischen Proteinen (z.B. bei Chromogranin A und B,
sowie bei Pro-Opiomelanocortin) wurden am N-Terminus eine hydrophobe Doméne
und ein konservierter Disulfid-/oop gefunden, die eine Rolle bei der Sortierung spielen
(Tam et al., 1993; Cool et al., 1995; Van Horssen et al., 1998; Gerdes und Glombik,
1999; Gorr et al., 1999; Ubersicht: Tooze et al., 2001). Proteine konnen mehrere
Sortierungssignale haben, die in verschiedenen Zelltypen unterschiedlich funktionieren.
So ist z.B. der N-terminale Disulfid-/oop des Chromogranin fiir die richtige Sortierung
in PC12-Zellen nétig (Chanat et al., 1993; Gerdes und Glombik, 1999), jedoch nicht in
GHA4C1-Zellen. Dort spielt eine C-terminale Doméne am Chromogranin A eine Rolle
bei der Sortierung (Cowley et al., 2000; Ubersicht: Gorr et al., 2001). Auch die Ca*'-
induzierte Aggregation bei leicht saurem pH-Wert trigt zur Sortierung und Verpackung

von sekretorischen Proteinen bei (Rindler, 1998). Diese Kondensation wird neben Ca*"
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und dem pH-Wert auch durch Proteoglykane gefordert. Dabei scheinen die
Glykosaminoglykanseitenketten der Proteoglykane durch elektrostatische Interaktionen
ihrer negativ geladenen Sulfatgruppen mit positiv geladenen Proteasen die Verpackung
zu erleichtern (Ubersicht: Prydz und Dalen, 2000). In Studien mit Knock-out-Méiusen,
denen ein essentielles Enzym fiir die Biosynthese des Glykosaminoglykans Heparin
fehlt, konnte gezeigt werden, dass Heparin fiir die Speicherung von Proteasen in
Mastzellgranula wichtig ist (Humphries et al., 1999; Forsberg et al., 1999). Bei einigen
Proteinen ist eine proteolytische Prozessierung zur Aggregation und somit zur
Sortierung notig (Shields et al., 1990; Sei et al, 1992). So konnte die proteolytische
Prozessierung durch das im Golgi befindliche Furin eine Rolle bei der Sortierung
spielen. Fiir Chromogranin A (Cowley et al. 2000) und verschiedene andere Proteine,
wie das egg-laying hormone der Mollusken (Klumpermann et al., 1996) und das
Neurotrophin-3 (Farhadi et al., 2000) konnte dies gezeigt werden. Wie bereits erwéhnt
ist die proteolytische Spaltung auch fiir das Insulin bei der Sortierung und dem Verbleib
in sekretorischen Granula unerldsslich. Reguliert sezernierte Proteine miissen mit der
Membran der Granula interagieren, um korrekt sortiert zu werden. Bei vielen
sekretorischen Proteinen handelt es sich nicht um klassische Membranproteine, sondern
um 16slich vorliegende Formen. Dadurch wird die Frage aufgeworfen, wie diese
Proteine mit der Granulamembran interagieren. Dafiir gibt es diverse Moglichkeiten:
die reguliert sekretorischen Proteine interagieren mit anderen Proteinen, die fest mit der
Membran assoziiert sind (Pimplikar et al., 1992), mit einem Membranprotein (Cool et
al., 1997) oder mit Membranlipiden (Thiele und Huttner, 1998). Pimplikar und
Mitarbeiter konnten 1992 zeigen, dass einige sekretorische Proteine (z.B. das
Chromogranin B) sowohl in 16slicher wie auch in membrangebundener Form existieren.
Durch Multimerisierung von Idslichen mit membrangebundenen Proteinen konnen so
Aggregate ausgebildet werden, die dann an der Membran verankert sind. Da die
Abknospung von Vesikeln eine Deformation der Membran voraussetzt (Burger, 2000),
liegt die Vermutung nahe, dass Lipid-Mikrodoménen (rafts) beteiligt sind (Thiele und
Huttner, 1998). In verschiedenen Arbeiten konnte die Rolle von rafts bei der apikalen
Sortierung gezeigt werden (Ikonen et al., 1998; Martin-Belmonte et al., 2000; Wang et
al., 2000; Ubersicht: Tooze et al., 2001). AuBerdem wurde in den Granula des
exokrinen Pankreas eine submembrandse Matrix gefunden, bestehend aus
Glykoproteinen, Proteoglykanen und Lektinen, die mit Lipid-Mikrodoménen assoziiert

sind (Schmidt et al., 2000). Auch N- und O-glykosidisch gebundene Oligosaccharide an
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Proteinektodoménen werden als Sortierungssignale diskutiert (Benting et al., 1999;
Yeamen et al., 1997). Verschiedene Untersuchungen zeigten, dass nach Inhibition der
N- oder O-Glykosylierung apikal lokalisierte Proteine an die basolaterale
Plasmamembran transportiert werden (Alfalah et al., 1999). Auch Proteoglykane, die ja
schon an der Aggregation von reguliert sezernierten Proteinen beteiligt sein konnen,
scheinen apikale bzw. basolaterale Sortierungssignale zu enthalten. So gelangen
Chondroitinsulfat-haltige Proteoglykane hauptsidchlich zur apikalen Seite, wéhrend
Heparansulfat {iberwiegend zur basolateralen Seite transportiert wird (Kolset et al.,
1999; Mertens et al., 1996).

Zur Reifung der Granula miissen schlieBlich verschiedenste Substanzen entfernt
werden, z.B. die Mannose-6-Phosphat-Rezeptoren und gebundene lysosomale Proteine,
Furin und andere Membranproteine. Diese Proteine werden in Clathrin-umhiillten
Vesikeln von den reifenden Granula abgeschniirt (Ubersicht: Tooze et al., 2001). Es
konnte gezeigt werden, dass diese Proteine mit bestimmten Adaptor-Protein-Komplexen
(AP-Komplexen) auf den Clathrin-Vesikeln kolokalisieren (Klumperman et al., 1998).
Von diesen AP-Komplexen wurden bislang 4 verschiedene beschrieben, die jeweils
verschiedene Proteine binden kénnen (Ubersicht: Robinson und Bonifacino, 2001).
Ahnliche Funktion haben die GGAs (Golgi-associated y-adaptin homologous ARF-
interacting protein) (Puertollano et al., 2001). Uber Interaktion mit solchen Protein-
Komplexen auf Clathrin-umhiillten Vesikeln erfolgt die Aussortierung nicht-
sekretorischer Proteine aus reifenden Sekretgranula, so dass letztendlich reife Granula
entstehen, die lediglich das zu sezernierende Material enthalten.

Die Proteinsortierung am TGN ist ein sehr komplexer und komplizierter Prozess, an
dem viele verschiedene Helferproteine und Mechanismen beteiligt sind, die auch je

nach Zelltyp unterschiedlich wichtig sind.

1.3. Die Bedeutung von Proteoglykanen bei der Enzymverpackung und

Granulabildung

Proteoglykane kommen in allen Sdugerzellarten vor. Sie bestehen per Definition aus
einer oder mehreren sulfatierten Poylsaccharid-Ketten, den sogenannten
Glykosaminoglykanen (GAGs), die kovalent an das core-Protein gebunden sind (Kolset

und Gallagher, 1990) und eine immense Grofe erreichen konnen. Die Polysaccharid-
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Ketten, die bis zu 400 Saccharide tragen konnen, sind nur an den Enden verzweigt
(Ernst et al., 1995; Ubersicht: Savolainen, 1999). Die GroBe der core-Proteine variiert
von 10kDa bis mehr als 500kDa und die Anzahl der gebundenen GAG-Ketten variiert
von einer bis zu mehr als 100 (Ubersicht: Poole, 1986; Prydz und Dalen, 2000).

Es gibt vier Hauptklassen von Proteoglykanen, die durch die sich wiederholenden
Disaccharid-Einheiten definiert werden. Diese bestehen, mit Keratan-Sulfat als einzige
Ausnahme, aus einem Aminozucker und einer Uronsdure. So gibt es das
Chondroitinsulfat und Dermatansulfat, bestehend aus Galaktosamin-(f 1,4)-
Iduronsdure, das Heparin und Heparansulfat, bestehend aus Glukosamin-(a 1,4)-
Iduronsdure, das Keratansulfat, bestehend aus Glukosamin-( 1,3)-Galaktose und die
Hyaluronsdure, bestehend aus Glukosamin-(f 1,4)-Glukuronsdure (Kolset und
Gallagher, 1990; Ubersicht: Savolainen, 1999). Die Sulfatgruppen verleihen den
Zuckern eine negative Ladung und ermdglichen dadurch elektrostatische
Wechselwirkungen mit anderen Proteinen. Neben den GAGs treten aber auch die core-
Proteine der Proteoglykane mit anderen Proteinen in Interaktion (Kjellen und Lindahl,
1991). Daher konnen Proteoglykane vielfdltige Funktionen iibernehmen.

Die Biosynthese der Proteoglykane beginnt im Golgi-Apparat. Die Substrate, die fiir die
GAG-Synthese benétigt werden (Monosaccharide und Sulfat) werden unter
Nukleotidverbrauch im Zytosol aktiviert, was in UDP-Zuckern und PAPS (3'-
Phosphoadenosin 5’'-Phosphosulfat) resultiert. Diese aktivierten Bausteine werden
durch spezifische Transporter ins ER- und Golgi-Lumen gebracht (Hirschberg und
Snider, 1987; Hirschberg et al., 1998). Zunichst muss im Golgi-Apparat ein Linker-
Tetrasaccharid an einen oder mehrere Serinreste des core-Proteins enzymatisch
angekniipft werden. Die Konsensussequenz des Proteins dafiir ist A-Ser-Gly-X-Gly,
wobei A eine saure Aminosdure sein muss und X eine beliebige Aminosiure sein kann
(Bourdon et al., 1987; Kolset und Gallagher, 1990). In der Reihenfolge Xylose,
Galaktose, Galaktose und Glukuronsdure werden die Zucker durch spezifische
Transferasen des Golgi-Apparates addiert. Nach Fertigstellung des Linker-
Tetrasaccharids  entscheidet die  Anlagerung des 5. Zuckers, welches
Glykosaminoglykan entsteht (Prydz und Dalen, 2000). Durch weitere enzymatische
Einwirkungen kommt es zu Modifikationen an den Zuckern, wie Deacetylierungen,
Isomerisierungen und Sulfatierungen, so dass ihre Diversitit ansteigt. Die
Zuckeraddition wird bis ins TGN weitergefiihrt oder findet ausschlieBlich dort statt, wie

fiir Chondroitinsulfat-Proteoglykane postuliert wird. Welche Mechanismen fiir die



Einleitung -10 -

Festlegung der Liange der GAG-Ketten der einzelnen Proteoglykane verantwortlich
sind, ist noch vollig ungeklért. Sie kdnnen bei ein und demselben Proteoglykan je nach
Zelltyp unterschiedlich lang sein (Prydz und Dalen, 2000). Auch die GAG-Art variiert
sogar innerhalb eines Zelltyps. So ist das Serglycin-core-Protein in
Bindegewebsmastzellen vor allem mit Heparin verzuckert, die Zellen sind aber auch in
der Lage, Chondroitinsulfat zu synthetisieren. Hingegen weisen mukdse Mastzellen
ausschlieBlich Chondroitinsulfat als Zuckerkomponente auf (Kresse et al., 1993).

Sehr vielfiltig sind auch die bisher bekannten Funktionen von Proteoglykanen: Sie
reichen von der Aufrechterhaltung der strukturellen Integritit der extrazelluldren
Matrix, iiber Zell-Adhésion, Proliferation und Mobilitit der Zelle bis hin zur
Aggregation von Proteinen in sekretorischen Granula (Kjellen und Lindahl, 1991).

Bei Letzterem spielt das Proteoglykan Serglycin eine wichtige Rolle. Die Serglycin-
mRNA der Ratte kodiert fiir ein ca. 19kDa groes core-Protein, das in der Mitte eine 49
Aminosduren lange Sequenz aus alternierenden Serin-und Glycinresten trdgt. Durch
starke  Modifikationen der Serinreste  (teilweise mehr als 50%) mit
Glykosaminoglykanen, meist Chondroitinsulfat, kann das Molekulargewicht in nativer
Form auf 150-1000kDa ansteigen, abhidngig vom Grad der Glykosylierung und der
Lange der GAGs, was Zelltyp-spezifisch stark variieren kann (Kresse et al., 1993). Die
N- und C-terminalen Enden des Proteins bleiben unverzuckert. Die ersten 26 N-
terminalen Aminoséduren bilden das Signalpeptid, das allen Angaben nach bei Eintritt in

den sekretorischen Weg abgespalten wird und somit am reifen Protein fehlt.

MRQVPVGTRLVLALAFVLVWGSSVOQGYPARRARYQWVRCKPDGIFANCIE
EKGPRFDLIAEESNVGPPMTDPVLMRGFPNDFFPISDDYSGSGSGSGSGS
GSGSGSGSGSGSGSGSGSGSGSGSGSGSGSGSGSGSGSLADMEWEYQPTD
ENNIVYFNYGPFDRMLTEQNQEQPGDFII

Aminosdure-Sequenz des Serglycin. Das Signalpeptid ist kursiv dargestellt, die unverzuckerten N-und C-

terminalen Abschnitte sind fett gedruckt.
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Erstmals wurde das Serglycin 1985 in einer Ratten-Dottersack-Tumorlinie (L2-Zellen)
gefunden (Bourdon et al., 1985). Seitdem wurde es in den sekretorischen Granula von
Mastzellen, Makrophagen, zytotoxischen T-Zellen, Thrombozyten, natiirlichen
Killerzellen, Neutrophilen Granulozyten (Kresse et al., 1993; Gullberg et al., 1997),
humanen Endothelzellen (Kulseth et al., 1999; Schick et al., 2001) und Azinuszellen des
exokrinen Rattenpankreas (Biederbick et al., 2003) beschrieben.

Durch die starke Glykosylierung sind einige Proteoglykane, wie auch das Serglycin,
Protease-resistent (Nicodemus et al., 1990). Daher konnen sie unbeschadet Komplexe
mit aktiven Proteasen bilden und diese dadurch zur Speicherung in sekretorischen
Granula binden. Dies konnte fiir das Heparin-tragende Serglycin in Mastzellen gezeigt
werden. Hier interagiert das Serglycin in den sekretorischen Granula mit der
Mastzellprotease 7 (MCP-7). In einem 3-dimensionalen Modell der MCP-7 wurde an
der Oberflache des gefalteten Proteins ein Bereich gefunden, der bei leicht saurem pH-
Wert, wie er in den sekretorischen Granula herrscht, ein starkes positives Potential
aufweist, woriiber die Interaktion mit dem negativ geladenen Heparin-Serglycin
stattfindet. Durch Mutagenese einzelner Aminosduren der MCP-7 konnte
herausgefunden werden, dass einige Histidine fiir die elektrostatische Interaktion mit
dem Proteoglykan verantwortlich sind. Nach Exozytose gelangt dieser Enzym-
Proteoglykan-Komplex in ein neutrales bis leicht basisches Milieu, in dem es zur
Dissoziation der MCP-7 vom Heparin kommt (Matsumoto et al., 1995). Auch fiir die
Mastzellprocarboxypeptidase A konnte gezeigt werden, dass sie positiv geladene
Bereiche aufweist, iiber die sie in den sekretorischen Granula der Mastzellen mit dem
dort vorkommenden negativ geladenen Heparin-Serglycin interagiert (Springman et al.,
1995). In Experimenten mit Mastzellen aus dem Knochenmark von Méusen mit einem
Gendefekt der N-Deacetylase/N-Sulfotransferase-2 (NDST-2), einem Enzym, das fiir
die Sulfatierung von Heparin zustdndig ist, konnte gezeigt werden, dass nur eine
geringe Menge an Mastzellchymasen und Exopeptidasen in den Granula gespeichert
wurde. Verglichen mit Mastzellen aus Wildtyp-Médusen war das Heparin um 75%
geringer sulfatiert. Korrekt sulfatiertes Heparin ist ndétig fiir die Speicherung von
Enzymen in den sekretorischen Granula der Mastzellen (Humphries et al., 1999). Auch
Forsberg und Mitarbeiter kamen bei Untersuchungen dieser NDST-2-gendefekten
Maiuse zu dem Schluss, dass sulfatiertes Heparin-Serglycin an der Speicherung von
sekretorischen Enzymen in den Granula nétig ist (Forsberg et al., 1999). Des weiteren

konnte in den Mastzellen dieser Mduse das Fehlen der Carboxypeptidase A-Aktivitit
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festgestellt werden. Es wurde lediglich die inaktive proteolytisch noch nicht gespaltene
Form des Enzyms detektiert. In diesem Fall kommt dem Heparin-Proteoglykan
entweder eine Funktion bei der Prozessierung oder bei der Speicherung ausschlieBlich
der prozessierten Form der Carboxypeptidase in den Sekretgranula der Mastzellen zu
(Henningsson et al., 2002).

AuBer in Bindegewebsmastzellen, in denen das Serglycin mit Heparin modifiziert ist,
liegt das Serglycin mit Chondroitinsulfat verzuckert vor. In den Granula der
zytotoxischen Zellen dient es als Gerlist fiir die Verpackung der positiv geladenen
Granzyme, welche, &dhnlich wie Mastzellproteasen, mit negativ geladenen
Proteoglykanen assoziieren. Im Gegensatz zur Mastzellprotease 7 konnte gezeigt
werden, dass das Granzym B nach der Exozytose fest an das Chondroitinsulfat-
Serglycin gebunden bleibt und nicht durch pH-Anderung abdissoziiert (Galvin et al.,
1999). Dass das Granzym B eine sehr hohe Affinitdt zum Chondroitinsulfat-Serglycin
aufweist, konnten Raja und Mitarbeiter durch surface plasmon resonance-Analysen
(SPR) zeigen. Sowohl unter leicht sauren wie auch unter neutralen Bedingungen bindet
das Enzym an das Proteoglykan. In vitro zeigten sie, dass das Serglycin unter sauren
Bedingungen bis zu 50 Granzym B-Molekiile binden kann, unter neutralen
Bedingungen ca. 30 Molekiile. Solche extremen Werte lieBen sich in vivo allerdings
nicht bestitigen. Hier stellten sich zwei Formen heraus, eine niedermolekulare Form,
die der GroBe nach vergleichbar einem Serglycinmolekiil komplexiert mit bis zu 8
Granzym B-Molekiilen ist. Die zweite Form stellt eine hohermolekulare Struktur dar,
die der GroBe nach mit einem Serglycinmolekiil komplexiert mit ca. 32 Granzym B-
Molekiilen vergleichbar ist (Raja et al., 2002).

Auch von Lysosomen ist bekannt, dass sie Chondroitinsulfat-Proteoglykane enthalten,
und dass diese eine wichtige Funktion beim Transport von Lysozym in die Lysosomen
haben. Die Interaktion des Lysozyms mit dem Proteoglykan, sehr wahrscheinlich
Serglycin, erfolgt iiber das negativ geladene Chondoitinsulfat. Wurde die Sulfatierung
des Proteoglykans durch Chlorat-Zugabe inhibiert, ist der Transport des Lysozyms in
die Lysosomen stark beeintrachtigt. Das Lysozym weist, dhnlich wie die
Mastzellproteasen, eine Reihe positiver Ladungen auf, iiber die eine Interaktion mit den
negativen GAGs stattfinden kann (Lemansky und Hasilik, 2000).

Studien von Venkatesh und Gorr beschreiben, dass ein sulfatiertes Proteoglykan fiir die
Speicherung von reguliert sekretorischen Proteinen in der Parotis der Ratte notig ist, da

es den pH-Wert innerhalb der Granula moduliert. Die Sulfatierung des Proteoglykans ist
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nicht notwendig fiir die Speicherung der sekretorischen Proteine in den Granula. Dies
konnte durch Chloratbehandlung gezeigt werden, die die Sulfatierung des
Proteoglykans inhibiert. Wird jedoch eine Inkubation mit einem Inhibitor der
Proteoglykansynthese (pNPX) durchgefiihrt, ist eine verminderte Speicherung der
sekretorischen Proteine feststellbar. Dieser Effekt konnte aber durch Zugabe einer
leichten Sédure aufgehoben werden. Durch die Ansduerung kam es wieder zur
Speicherung sekretorischer Proteine in den Granula. In diesem Falle fungiert das
Chondroitinsulfat-Proteoglykan als Puffersubstanz, die Einfluss auf den intragranuléren
pH-Wert nimmt (Venkatesh und Gorr, 2002).

Eine andere Art der Interaktion mit einem Chondroitinsulfat-Proteoglykan wurde fiir die
Matrix-Metalloproteinase 9 (MMP-9) in den Granula der Makrophagen-Zellinie TPH-1
beschrieben. Hier erfolgt die Bindung der Protease an das Proteoglykan nicht iiber
ionische Wechselwirkungen, sondern iiber eine kovalente Verkniipfung der MMP-9
mittels Disulfidbriicke an das core-Protein des Proteoglykans. Dies wurde
herausgefunden, indem MMP-9-Chondroitinsulfat-Proteoglykan-Komplexe entweder
vor oder nach der Auftrennung im SDS-PAGE mit DTT behandelt wurden. Wurde vor
dem SDS-PAGE DTT zugegeben, war im Western-Blot ein Signal in Hohe der
monomeren MMP-9 bei 92kDa zu detektieren. Wurde hingegen das Gel erst nach SDS-
PAGE mit DTT behandelt, so war das MMP-9-Signal im anschlieenden Western-Blot
bei ca. 300kDa detektierbar, was in etwa der GroBe des Proteoglykans plus MMP-9
entspricht (Winberg et al., 2000).

Neben funktionellen Nachweisen iiber die Notwendigkeit von Proteoglykanen bei der
Speicherung von Proteinen, konnten Proteoglykane in Granula
elektronenmikroskopisch dargestellt werden. Mit Hilfe der Cupromeronic Blue®-
Farbemethode, die spezifisch Proteoglykane anfirbt, konnte in aktivierten murinen
Natiirlichen Killerzellen ein intragranuldres Maschenwerk nachgewiesen werden, in das
die Inhaltsenzyme der Granula wie z.B. Perforin oder andere Serinesterasen eingebettet
sind (Unger et al., 1997). Auch in den Granula der Azinuszellen des Rattenpankreas
wurde ein Maschenwerk aus Proteoglykanen und Glykoproteinen, die sogenannte
submembrandse Matrix gefunden, an die Zymogenaggregate binden, und die an der
Granulabildung beteiligt zu sein scheint (Schmidt et al., 2000).

AuBler mit den bereits beschriebenen Proteinen interagiert Serglycin noch mit

Makrophagen Inflammatorischem Protein-1a, Plédttchenfaktor 4 (Kolset et al., 1996),
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mit dem Zelloberflichenprotein CD44 (Toyama-Sorimachi et al., 1995) und

Komponenten der extrazelluldren Matrix (Schick et al., 1997).

1.4. Die Bildung von Zymogengranula im exokrinen Pankreas der Ratte

Das exokrine Pankreas ist eine tubulo-azindse Driise, die den Verdauungssaft
produziert. In diesem sind 15-20 Verdauungsenzyme, die Zymogene und ihre Isoformen
enthalten. Aufgrund ihrer Substratspezifitit lassen sie sich in 4 Gruppen einteilen:
Proteasen, Lipasen, Glukosidasen und Nukleasen, mit Molekulargewichten zwischen
13-110kDa.  Durch einen neuronalen (Acetylcholin) oder hormonellen
(Cholecystokinin) Reiz, der jeweils intrazelluldr zur Freisetzung von Ca”*-Ionen fiihrt
(Gardner und Jensen, 1981; Ubersicht: Thevenod, 2002), wird an der apikalen
Plasmamembran die Exozytose des Zymogengranuluminhalts in das Azinuslumen
induziert.

Im TGN erfolgt die Trennung der reguliert sezernierten Zymogene von den konstitutiv
sezernierten Proteinen. Die Granulabildung in den Azinuszellen des Rattenpankreas
beginnt mit der Bildung von kondensierenden Vakuolen am TGN, die ein saures Milieu
haben. Dartsch und Mitarbeiter konnten elektronenmikroskopisch zeigen, dass diese
Vakuolen nach Abknospung vom TGN grof3er sind als reife Zymogengranula, und dass
sie ein flockiges Material enthalten. Wéhrend ihrer Reifung kondensiert der Inhalt der
Granula weiter, so dass er elektronendichter wird und die Granula ihre endgiiltige
GroBe erreichen. Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Ausbildung der
Komplexe ein schrittweiser Prozess ist, bei dem kleinere Partikel mit abnehmendem
pH-Wert zu groBBeren Komplexen aggregieren (Dartsch et al., 1998). Durch einen neu
entwickelten Assay, das condensation-sorting, konnte die Wichtigkeit des pH-Wertes
und der Calcium-Ionen bei der Granulabildung gezeigt werden. Beim condensation-
sorting handelt es sich um ein in vitro-System, das die Aggregation der Zymogene und
deren Bindung an Membrankomponenten der Zymogengranula untersucht. Radioaktiv
markierte isolierte Pankreasenzyme aus dem Inhalt der Granula werden mit
verschiedenen Mengen Zymogengranulamembranfraktionen (ZGM) gemischt. Dann
erfolgt eine Inkubation bei zwei verschiedenen pH-Werten: entweder bei pH 7,5, der die
Bedingungen in pri-Golgi-Kompartimenten reprisentiert, oder bei pH 5,9, der das

Milieu im TGN wiederspiegelt. Durch Zentrifugation konnen kondensierte Proteine, die
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Komplexe ausgebildet haben und mit Membrankomponenten interagieren, sedimentiert
werden. Es zeigte sich, dass bei pH 5,9 viel mehr Enzym-gebundene Radioaktivitit
pelletiert werden konnte als bei pH 7,5. Auflerdem war die detektierte Enzym-
gebundene Radioaktivitit umso groBer, je mehr Membranmenge zugegeben wurde. Die
Zugabe von 10 mM Ca”**-Ionen zu diesem Assay hatte lediglich bei pH 7,5 eine positive
Auswirkung auf die Aggregation der Zymogene. Die Enzym-gebundene Radioaktivitit
stieg dann um das 2-3-fache an. Mit diesen Experimenten konnten Dartsch und
Mitarbeiter 1998 zeigen, dass es durch Ca**-lIonen und einen sauren pH-Wert zur
Ausbildung von Zymogenkomplexen und deren Bindung an die Membran der Granula
kommt.

Mittels nativer Agarose-Gelelektrophorese konnten 5 Komplexe aus dem Inhalt der
Zymogengranula (ZGI) isoliert werden, die unterschiedliche elektrophoretische
Mobilititen aufweisen. Durch SDS-PAGE-Analysen zeigte sich, dass jeder Komplex
eine definierte Enzymausstattung hat: in 4 Komplexen ist Procarboxypeptidase
enthalten zusammen mit Trypsinogen in den Komplexen 1 und 2 oder
Chymotrypsinogen in den Komplexen 3 und 4. Der Komplex 5 besteht hauptséchlich
aus Amylase zusammen mit der basischen Form des Trypsinogens. Neben diesen
bekannten Proteinen enthalten alle Komplexe auch noch bislang unidentifizierte
Komponenten und weitere Zymogene (Kleene et al., 1999a). Diese Komplexe lagern
sich wihrend der Granulabildung zusammen und interagieren mit Komponenten der
Zymogengranulamembran. Bislang konnte kein Sortierungsrezeptor gefunden werden,
iiber den die Zymogenaggregate an die Membran der Granula gebunden werden. Die
Zymogengranulamembran enthdlt nur etwa 0,5-1% der Gesamtproteinmenge des
Granulums (99% sind sekretorische Enzyme), und 96% des Trockengewichts machen
Lipide aus. Daher ist es sehr unwahrscheinlich, dass eine stochiometrische 1:1 Ligand-
Rezeptor-Interaktion die Bindung der Zymogene an die Membran vermittelt.

Fiir das mit der Zymogengranulamembran assoziierte sekretorische Lektin ZG 16
(Cronshagen et al., 1994) konnte im condensation-sorting Assay gezeigt werden, dass
es bei pH 5,9 zusammen mit Zymogenen in der Pelletfraktion angereichert ist. Durch
Vorinkubation der Membranfraktion mit einem polyklonalen Antikorper gegen ZG 16
(Cronshagen et al., 1994) kommt es im condensation-sorting Assay zur starken
Reduzierung der Protein-gebundenen Radioaktivitit in der Pelletfraktion bei pH 5,9
(Kleene et al., 1999b). Diese Daten zeigen, dass dem sekretorischen Lektin ZG 16 eine

wichtige Rolle bei der Verankerung der Zymogenaggregate an der Membran und somit
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threr Sortierung in die Granula zukommt. Es fungiert als /inker-Protein zwischen
Membrankomponenten und Bestandteilen der Zymogenkomplexe. Das ZG 16 ist kein
fest in der Membran verankertes Protein. Es ist mit der Membran assoziiert und durch
Bicarbonatbehandlung (150-300 mM NaHCO; pH 11,5) von der Membran abldsbar.
Die Membranassoziation findet iiber ein submembrandses Proteoglykannetzwerk statt,
wie es Scheele und Mitarbeiter schon 1994 beschrieben haben. Sie konnten sulfatierte
Komponenten als Bestandteile der Zymogengranulamembranfraktion nachweisen.
Diese submembrandse Matrix wurde inzwischen niher charakterisiert und auch das ZG
16 wurde als Bestandteil identifiziert. Durch Inkubation von ZGM mit Bicarbonat pH
11,5 konnten einige Komponenten von der Membran abgeldst werden. Wurden diese
mit Bicarbonat behandelten Membranen im condensation-sorting Assay eingesetzt, war
eine verminderte Bindungseffizienz der Zymogenaggregate bei pH 5,9 an diese
Membran festzustellen. Es wurden also fiir die Bindung der Aggregate an die Membran
wichtige Komponenten durch die Bicarbonatbehandlung abgelost.

In der 2D-Gel-Analyse des Bicarbonatextraktes konnten ZG 16, das Membranprotein
GP-2, das Serpin ZG 46, Lipase, CEL und einige unbekannte Proteine mit basischem
oder saurem pl detektiert werden. Die basischen und sauren Proteine wurden als
aulergewohnlich  kleine  Glykoproteine und  Chondroitinsulfat-Proteoglykane
identifiziert (Schmidt et al., 2000).

Bei GP-2 handelt es sich um ein iiber GPI-Anker in der Membran befindliches
Glykoprotein (LeBel und Beattie, 1988), das im sauren Milieu Tetramere ausbildet und
von dem angenommen wurde, dass es zusammen mit Proteoglykanen in Form einer
submembrandsen Matrix bei der Granulabildung eine Rolle spielt (Scheele et al., 1994).
Allerdings gibt es Hinweise, dass es ohne GP-2 zumindest wihrend der
Embryonalentwicklung und frithen postnatalen Phase im Rattenpankreas zur Bildung
von Zymogengranula kommt (Dittie und Kern, 1992). Daher kann dem GP-2 nicht
alleine eine Schliisselrolle bei der Bindung der Zymogenaggregate an die Membran und
somit bei der Granulabildung zukommen. Als sehr wichtiges Protein dafiir hat sich, wie
hier bereits beschrieben, das ZG 16 herausgestellt.

Sowohl das ZG 16, wie auch das GP-2 und sulfatierte Proteoglykane sind mit
Cholesterol-Glykosphingolipid-angereicherten Mikrodomanen der Membran assoziiert,
die aus ZGM isoliert werden konnen (Schmidt et al., 2001). Diese Glykolipid-
Cholesterol-rafts bilden bei 4°C Triton X-100-unlosliche Komplexe, DIGs (detergent-

insoluble glycolipid-enriched complex), die in Sucrosegradienten zu Bereichen
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geringerer Dichte flotieren. Die Analyse isolierter DIGs und damit assoziierter Proteine
ergab Cholesterol und Sphingomyelin, sowie Proteoglykane, ZG 16 und GP-2. Durch
Inhibition der GPI-Anker-Synthese mittels Mannosamin konnte herausgefunden
werden, dass die Proteoglykane der submembrandsen Matrix iiber GP-2 in den rafts an
die Membran gekoppelt werden. Fehlte der GPI-Anker am GP-2, war die Menge an
Proteoglykanen an der Membran stark reduziert (Schmidt et al., 2001).

Fiir die Bindung der bei saurem pH-Wert ausgebildeten Zymogenaggregate an die
Membran ist eine submembrandse Matrix bestehend aus Proteoglykanen,
Glykoproteinen und ZG 16 nétig, die tiber GP-2 in Cholesterol-Sphingomyelin-rafts an
die Membran gekoppelt wird. Wie genau die Zymogenaggregate mit der
submembrandsen Matrix und dabei vor allem mit ZG 16 interagieren, ist noch unklar.
Eine Moglichkeit wire das Vorhandensein einer intragranuldren Matrix, an die die
Zymogenaggregate assoziiert sind, und die dann an die submembrandse Matrix bindet.
Ein moglicher Kandidat dafiir konnte bereits gefunden werden. Dabei handelt es sich
um das Proteoglykan Serglycin, das im Inhalt der Granula identifiziert werden konnte
(Biederbick et al., 2003). Durch die Erzeugung einer Serglycin-Deletionsmutante, der
die Anheftungsstellen fiir die Glykosaminoglykane fehlt, konnte gezeigt werden, dass
das Serglycin dann nicht in die Granula transportiert wird, sondern im Golgi-Apparat
verbleibt. Auch sekretorische Enzyme wie Amylase oder Procarboxypeptidase
gelangten nicht in die Granula. Ahnlich verhielt es sich, wenn die Glykosylierung durch
Zugabe von Xylosid inhibiert wurde. Die Glykosylierung des Proteoglykans ist notig
fiir die korrekte Sortierung des Serglycin und sekretorischer Enzyme in die Granula

(Biederbick et al., 2003).
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1.5. Fragestellung der vorliegenden Arbeit

In Arbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass das sekretorische Lektin
7ZG 16 moglicherweise als /linker-Protein zwischen aggregierten Zymogenkomplexen
und der submembrandsen Proteoglykan-Glykoprotein-Matrix der Zymogengranula des
exokrinen Rattenpankreas fungiert (Kleene et al., 1999b). Um die Funktion des Lektins
ZG 16 genauer zu untersuchen, sollten Bindungspartner des Proteins identifiziert
werden. Mittels Cross-link-Experimenten mit einem rekombinanten ZG 16-
Fusionsprotein konnte ein Proteoglykan aus dem Inhalt der Zymogengranula (ZGI)
isoliert werden. Bei diesem Bindungspartner des ZG 16 handelt es sich um ein mehr als
300kDa groBBes Molekiil, das in Agarosegelen dargestellt werden konnte. Seine
Aminosdurezusammensetzung  deutete auf das Proteoglykan Serglycin hin
(Diplomarbeit A. Licht, 2000; Biederbick et al., 2003). Das core-Protein von Serglycin
konnte aus einer Rattenpankreas-cDNA-Bibliothek kloniert werden. Durch RT-PCR
wurde bestdtigt, dass das Serglycin auch in AR4-2J-Zellen, einer Rattenpankreas-
Azinuszelllinie,  exprimiert  wird.  Durch = Immunfluoreszenzstudien = und
Elektronenmikroskopie war das Serglycin in den Zymogengranula der Azinuszellen des
Rattenpankreas nachweisbar. Auch konnte ihm eine mogliche Funktion bei der
Sortierung von Zymogenen zugewiesen werden (Biederbick et al., 2003). Vorarbeiten
unserer Arbeitsgruppe deuteten darauf hin, dass die Interaktion des Lektins ZG 16 mit
dem  Proteoglykan  Serglycin  durch  zuckerunabhingige  Protein-Protein-
Wechselwirkungen zustande kommt. Nun sollte in dieser Arbeit die Interaktion
zwischen ZG 16 und Serglycin ndher analysiert werden, um Anhaltspunkte fiir die
Sortierung der Zymogene und deren Anheftung an die Membran der Granula zu
erhalten. Dafiir wurden Mutanten des Serglycin-core-Proteins hergestellt und auf ihre
Bindung an ZG 16 untersucht.

AuBerdem sollten mogliche weitere Proteoglykane aus dem Inhalt der Zymogengranula
(ZGI) isoliert und identifiziert werden. Da Katja Schmidt aus unserer Arbeitsgruppe
kleine Proteoglykane als Bestandteile der submembrandsen Matrix beschreibt (Schmidt
et al.,, 2000), sollte untersucht werden, ob im Inhalt ebenfalls verschiedene
Proteoglykane zu finden sind, die moglicherweise eine intragranuldre Matrix ausbilden,
an der die Zymogenaggregate assoziiert sind und so sortiert werden. Hierfiir wurde ZGI
auf unterschiedliche Weise vorbehandelt und es wurde versucht, Proteoglykane zu

fallen und in verschiedenen Gelsystemen darzustellen.
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Alternativ sollte versucht werden, aus AR4-2J-Zellen die Zymogengranula mittels
Sucrosedichtegradientenzentrifugation zu isolieren, um dann Proteoglykane radioaktiv

zu markieren und aus dem gewonnenen ZGI ebenfalls zu isolieren.
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2. Methoden

2.1. Haufig verwendete Puffer und Medien

Alle verwendeten Losungen wurden mit sterilem entionisierten Wasser aus der

Reinstwasseranlage (H,O-Reinstwasser-System Clear, SG, Barsbiittel) angesetzt.

PBS (phosphate buffered saline)

PBST

TBS (Tris buffered saline)
TBST

TE

50x TAE-Puffer

SDS-Laufpuffer

TSDS-Laufpuffer
TSDS-Gelpuffer

4x SDS-Probenpuffer (Laemmli)

DNA-/RNA-Probenpuffer

140 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 6,5 mM
Na,HPO,, 1,5 mM K,HPO, pH 7,25

PBS + 0,05% v/v Tween-20

20 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NacCl
TBS + 0,05% v/v Tween-20

10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA

2 M Tris-HCI, 5,7% v/v Eisessig, 50 mM
EDTA pH 8,0

25 mM Tris-Base, 190 mM Glycin, 0,1%
w/v SDS

0,1 M Tris-Base, 0,1 M Tricin, 0,1% SDS
3 M Tris-HCI, 0,3% SDS pH 8,5

160 mM Tris-HCI pH 6,8, 140 mM SDS,
20% v/v  Glycerin, 1  Spatelspitze
Bromphenolblau, 40 mg/ml DTT

0,4% w/v Bromphenolblau oder
Xylencyanol, 50% v/v Glycerin, 1 mM
EDTA pH 8,0
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LB-Medium

LB-Platten

Semidry Blotpuffer

2.2. Kultur von E. coli

2.2.1. Verwendete Bakterienstimme

1% w/v Bacto-Trypton, 0,5% w/v Bacto-
yeast-extract, 1% w/v NaCl

LB-Medium + 1,5% w/v Bacto-Agar (Difco,
Detroit/USA) + 100 pg/ml Ampicillin
(Boehringer Mannheim, Mannheim) oder +
25 pg/ml

Heidelberg)

Chloramphenicol  (Serva,

48 mM Tris-HCI, 39 mM Glycin, 0,04%
w/v SDS, 20% v/v Methanol

Bakterien- Genotyp Firma Bemerkung
stamm
INVaF’ F’endAlrecAlhsdR17(ry |Invitrogen, |wurden zur Vermehrung von
" mk+) supE44thi- Groningen PCR-Produkten im Vektor
pCR2.1 verwendet
1gyrA96relA1¢p80lacZA |/NL
MI15A(lacZY A-
argF)U196A
XL1-blue recAlendA1gyrA96thi- |Stratagene, |hoch transformierbarer Stamm,
superkompetent | 1hsdR17supE44relAllac | La bes. geeignet zur Plasmid-
Préparation im quantitativen
[F’proABlacl’”ZAM15Tn |Jolla/USA
MafBstab
10(Tet")]
M15 pREP4 Qiagen, Stamm bes. geeignet zur
Hilden Expression von His-tag-
Fusionsproteinen kloniert in
pQE-Vektoren
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BL21 E. coli BF- dem ompT Stratagene, | Stamm bes. geeignet zur

hsdS(rgmg) La Proteinexpression in groBer

Menge
gal(DE3)[pLysS Cam'] |Jolla/USA

Tab. 1: Verwendete Bakterienstimme

2.2.2. Kompetentmachen von Bakterien

Um Bakterien fiir die Aufnahme von DNA durch chemische Transformation kompetent zu
machen, werden sie zuvor mit unterschiedlichen Puffern behandelt, die die Eigenschaften
der Bakterienmembran so beeinflussen, dass die DNA durch die Membran hindurch ins
Bakterium aufgenommen werden kann.

a) bei BL-21-Zellen

Von einer frischen Agarplatte mit BL-21-Zellen, die {iber Nacht bei 37°C mit 250 UpM in
einem Brutschrank (Memmert, Schwabach) inkubiert wurde, wurde eine Kolonie gepickt
und in 100 pl eiskaltes 50 mM CaCl, gegeben. Die so kompetent gemachten Bakterien
konnten dann fiir die chemische Transformation verwendet werden.

b) bei M15-Zellen

Ein Klon M15-Zellen wurde in 3 ml LB-Medium mit 25 pg/ml Kanamycin (Sigma,
Deisenhofen) gegeben und iiber Nacht bei 37°C und 250 UpM im Schiittelinkubator fiir
Bakterienkultur (Modell G25, New Brunswick Scientific Corporation Inc., Edison/USA)
inkubiert. Am néchsten Tag wurde diese Kultur in 100 ml LB-Medium ebenfalls mit 25
png/ml Kanamycin iiberfiihrt und bis zu einer optischen Dichte von etwa 0,5 (gemessen bei
600 nm in dem Spektralphotometer Cadas 100, Dr. Lange, Diisseldorf) bei 37°C inkubiert.
Danach wurde die Bakteriensuspension mit 4000xg 5 Min. in einer Kiihlzentrifuge (J2-21,
Beckmann, Miinchen) bei 4°C mit dem Rotor JA-14 zentrifugiert. Der Uberstand wurde
nach der Zentrifugation entfernt und das Bakterienpellet in 30 ml/100 ml Kultur TFB 1-
Puffer (100 mM RbCl, 50 mM MnCl,, 30 mM Kaliumacetat, 10 mM CaCl,, 15% v/v
Glycerol, pH 5,8 steril filtriert) resuspendiert, fiir 90 Min. auf Eis inkubiert und
anschlieBend fiir 5 Min. mit 4000xg bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde wieder
entfernt und die pelletierten Bakterien nun in 4 ml/100 ml Ausgangskultur eiskaltem TFB
2-Puffer (10 mM MOPS, 10 mM RbCl, 75 mM CaCl,, 15% v/v Glycerol, pH 8,0 mit KOH
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einstellen und steril filtrieren) aufgenommen. Die so kompetent gemachten M15-Zellen
wurden dann zu je 500 pl aliquotiert, kurz in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -

80°C gelagert.

2.2.3. Chemische Transformation von E.coli

Bei der chemischen Transformation wird das Bakterien-DNA-Gemsich zunichst auf Eis
inkubiert, was zur Anlagerung der DNA an die kompetenten Bakterien fiihrt. Durch einen
anschlieenden Hitzeschock wird die DNA dann von den Bakterien aufgenommen.

a) bei M15-Zellen

70 ul chemisch kompetente M15-Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit 1-2 pl DNA (ca.
500ng) leicht gemischt. Die Bakterien wurden zur Anlagerung der zugegebenen DNA 40
Min. auf Eis belassen. Danach wurde die Probe 45" bei 42°C im Wasserbad (Memmert,
Schwabach) inkubiert, mit 450 pl Psi-broth (LB-Medium mit 4 mM MgSO4 und 10 mM
KCl, steril filtriert) versetzt und 1h bei 37°C und 250 UpM geschiittelt. Von diesem
Transformationsansatz wurden 100-150 ul auf eine Agarplatte mit entsprechendem
Antibiotikum ausplattiert und tiber Nacht bei 37°C im Brutschrank (Memmert, Schwabach)
inkubiert.

b) bei XL1-blue-Zellen

20 pl superkompetente XL1-blue-Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit 1,5 ul DNA fiir
40 Min. auf Eis inkubiert. Danach wurde fiir 45" ein Hitzeschock bei 42°C im Wasserbad
(Memmert, Schwabach) durchgefiihrt, die Bakterien wieder auf Eis gestellt und 180 pl
steriles SOC-Medium (2% w/v Bacto-Trypton, 0,5% w/v Bacto-yeast-extract, 0,05% w/v
NaCl, 25 mM KCI, 10 mM MgCI2, 20 mM Glukose, pH 7,6 mit KOH eingestellt)
zugegeben. Die Zellen wurden dann 1h bei 37°C im Schiittelinkubator bei 250 UpM
inkubiert (Modell G25, New Brunswick Scientific Corporation Inc., Edison/USA). 100-150
ul davon wurden auf Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert und tiber
Nacht bei 37°C im Bakterienbrutschrank (Memmert, Schwabach) inkubiert.

¢) bei BL-21-Zellen

Zu den zuvor kompetent gemachten Bakterien (s. 2.2.2) wurden 0,5 pg Plasmid-DNA
gegeben und nach leichtem Mischen 15 Min. auf Eis gestellt. Es erfolgte ein Hitzeschock
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fiir 45" bei 42°C im Wasserbad (Memmert, Schwabach) worauf dann 500 pul LB-Medium
zugegeben wurden. Danach erfolgte eine Inkubation fiir 1h bei 37°C im Schiittler bei 250
UpM (Modell G25 New Brunswick Scientific Corporation Inc., Edison/USA).
AnschlieBend wurden 200-250 pl auf Agarplatten mit Antibiotikum ausplattiert, die iiber
Nacht bei 37°C im Bakterienbrutschrank (Memmert, Schwabach) inkubiert wurden.

d) bei INVaF -Zellen

50 pl kompetente INVaF'-Zellen wurden auf Eis aufgetaut. Vor der 30 miniitigen
Inkubation auf Eis wurden 2 pl 0,5 M B-Mercaptoethanol und 2 ul DNA (Ligationsansatz,
s. 2.3.10) hinzugegeben und vorsichtig mit der Pipettenspitze umgeriihrt. Dann erfolgte ein
Temperaturwechsel nach 42°C fiir 30" im Wasserbad (Memmert, Schwabach), wonach 250
ul steriles SOC-Medium zugefiigt wurden, bevor die Bakterien fiir 1 Stunde bei 37°C und
250 UpM inkubiert wurden. Vom Transformationsansatz wurden anschlieend 50-150 pl
auf LB-Platten mit Antibiotikum ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C im Brutschrank
(Memmert, Schwabach) inkubiert.

2.3. DNA-Analysen
2.3.1. Verwendete Plasmide

a) pQE-31

pQE-31/pQE-81 L

Sml
EcoRl/RES éxHis  BamHl |__Sod _ Kpnl Xmol Sal P Hindlll 3
11%@;.5%@ I /. [GGATCCGCATGCGAGCTCGGTACCCCOOGTCGACCIGCAGCCAAGCTT JAATTAGCTGAG 1

RGS-His epitope
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b) pGEX-6P-1

PGEX-6P-1 (27-4597-01)
PreScission ™ Proteass
Leu Glu Val Leu Phe Gin*Gly ProLeu Gly Ser Pro Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His
CTG GAA GTT CTG TTC CAG GGG CCC CTG GGA TCC,CCG GAA TTG CCG GGT CGA CTC GAG CGG CCG CAT
BamH|  EcoRl gmap Sall xnpy  Netl

Tih11 ]
Aath

c) pCR2.1

MeZin ATG
M 13 Reverse Primer

CAG GAA ACK GCT 4
CTT _TOT CGA

Hirwd 1 i Sac| BavH|  Spe|

I 1 ] ]
ACIC ATG ATT ACG OGA AGE TTG GIA ODG AGE TOG GAT CLA GTA
TAC TG TAC TAA TGCD GGT TOOD AAC CAT GOC TCG AGC CTA GIT GAT

Bstd ) EcaRtl FeaR |
GTA ACG GGG OG0 AWGT GTG

G TTC GGC TT b GCC GeA TTC TOG
AT T O66E CEE TOA OAD G0 OTT ARG OO TT GGG CTT AAG ACG

Eooft v Bst | Mabl

| |
AGA TAT CCA TCA CAC TOG OGG
TCT ATA GET AGT GTG ACC GGD

T Proencter
O TOO TAT Tj(:.ﬂ.ﬁl
ToA CTC AGE ATA AT|GTTA

T GlaA CGT OG1 GAL TGS GAS AAL
CAA AAT GTT GCA GOA CTG ACC CTT TTG

Abb. 2: Plasmidkarten der prokaryotischen Expressionsvektoren pQE 31 (Qiagen, Hilden) (a), pPGEX-6P-1
(apbiotech, Freiburg) (b) und pCR2.1 (Invitrogen, Groningen/NL) (c)



Methoden -27 -

2.3.2. Plasmidisolierung

a) in analytischem Maf}stab (Miniprip)

Es wurde die ,ultra-fast alkaline lysis plasmid extraction“-Methode (modifiziert nach
Cormack, R.S. und Somssich, LLE., 1997) angewandt, um die DNA mehrerer Klone
gleichzeitig zu untersuchen.

Pro Ansatz wurden 2 ml LB-Medium plus Antibiotikum mit einer Kolonie angeimpft und
tiber Nacht bei 37°C und 250 UpM inkubiert. Von dieser Bakteriensuspension wurden dann
300 pl entnommen, mit 300 pl Lysispuffer (0,2 N NaOH, 1% SDS) versetzt und 5 Min. bei
RT inkubiert. Nach Zugabe von 300 ul Neutralisierungspuffer (3 M K-Acetat pH 5,5) und
erneuter 5 miniitiger Inkubation bei RT wurden Zelltriimmer und chromosomale DNA fiir 5
Min. bei 14000xg in einer Tischzentrifuge (Biofuge, Heraeus, Osterode) abzentrifugiert.
Von dem entstandenen Uberstand wurden 800 ul entnommen und mit 600 pul Isopropanol
versetzt, was zur Féllung der Plasmid-DNA fiihrt. Die DNA wurde durch einen 5 miniitigen
Zentrifugationsschritt bei 14000xg pelletiert, mit eiskaltem 70% Ethanol gewaschen und
durch Zentrifugation bei 14000xg erneut pelletiert. Danach wurde die DNA kurz bei RT
getrocknet und in TE-Puffer resuspendiert (meist in 12 pl). Zum Abbau der RNA wurde
dem TE-Puffer 1:100 einer 10 mg/ml-Stocklésung RNase A (Calbiochem, La Jolla/USA)
zugesetzt. Die so gewonnene Plasmid-DNA wurde anschlieBend im Agarosegel (s. 2.3.8)

analysiert.

b) in priparativem Maflstab (Maxiprip)

Diese Methode diente der Isolierung groBerer Mengen Plasmid-DNA, die z.B. zur
Sequenzierung verwendet wurde. Es wurde das Jetstar Plasmid Purification System von
GENOMED, Bad Oeynhausen, verwendet. Der Aufschluss der Bakterien erfolgte unter
alkalischen Bedingungen. Die DNA wurde dann an ein Anionen-Austauscher-Material
gebunden. Nach Waschen und Elution der DNA wurde diese schlielich mittels Alkohol-
Prizipitation ankonzentriert.

200 ml LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum wurden mit 1 ml einer zuvor
angesetzten UN-Kultur oder einem Klon angeimpft und im Bakterienschiittler (Modell
G25, New Brunswick Scientific Corporation Inc., Edison/USA) bei 37°C und 250 UpM
tiber Nacht inkubiert. Durch Zentrifugation in einem Beckmann JA-14 Rotor mit 5000 rpm
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fiir 10 Min. wurden die Bakterien pelletiert. Sie wurden dann in 10 ml Puffer E1 (50 mM
Tris, 10 mM EDTA-HCI pH 8,0) resuspendiert und durch Zugabe von 10 ml Puffer E2
(200 mM NaOH, 1% w/v SDS) lysiert, wobei die Probe leicht gemischt, und dann 5 Min.
bei RT inkubiert wurde. AnschlieBend wurde das Gemisch durch Zugabe von 10 ml Puffer
E3 (3,1 M K-Acetat, pH 5,5 mit Essigsdure eingestellt) neutralisiert. Aus diesem Ansatz
wurden dann durch 10 miniitige Zentrifugation in einem Beckmann JA-20 Rotor mit
15000xg bei 20°C Zelltriimmern und chromosomale DNA entfernt. Der Uberstand wurde
auf eine JETstar-Saule filtriert, die vorher mit 30 ml Puffer E4 (600 mM NaCl, 100 mM
Na-Acetat, 0,15% TritonX-100, pH 5,0 mit Essigsdure eingestellt) equilibriert worden war.
Nach Bindung der DNA an das Sdulenmaterial wurde mit 60 ml Puffer ES (800 mM NaCl,
100 mM Na-Acetat, pH 5,0 mit Essigsdure eingestellt) gewaschen, wobei unspezifisch
gebundene Substanzen entfernt wurden. SchlieBlich wurde mit 15 ml Puffer E6 (1250 mM
NaCl, 100 mM Tris-HCI, pH 8,5) die gebundene DNA vom Sdulenmaterial eluiert. Zur
Préazipitation dieser DNA wurden 10,5 ml Isopropanol zum Eluat gegeben und gut
durchmischt. Danach wurde die DNA durch einen Zentrifugationsschritt in einem
Beckmann Ja-20-Rotor (30 Min. bei 15000xg und 4°C) pelletiert, mit 70% eiskaltem
Ethanol gewaschen und erneut fiir 30 Min. zentrifugiert. Nun wurde die DNA bei RT
getrocknet und in 100 pl TE-Puffer resuspendiert. Der Gehalt an isolierter DNA wurde
mittels OD-Messung im Spektralphotometer Cadas 100 (Dr. Lange, Diisseldorf) bestimmt
(s.2.3.3).

2.3.3. Quantifizierung von Nukleinsiuren

Die Quantifizierung von DNA, RNA und Oligonukleotiden erfolgte spektrophotometrisch
im Photometer Cadas 100 (Dr. Lange, Diisseldorf) durch Messung der Extinktion bei 260
nm. Eine OD von 1 entspricht einer Konzentration von:

50 pg/ml doppelstrangiger DNA

40 ng/ml einzelstrangiger DNA/RNA

20 pg/ml Oligonukleotiden
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2.3.4. Restriktionsverdau

Zum Schneiden doppelstrangiger DNA werden Restriktionsendonukleasen verwendet, die
das Phosphat-Zucker-Geriist der DNA im Bereich spezifischer palindromer Sequenzen
spalten. Bei den hier verwendeten Enzymen entstanden kurze iiberhdngende
Einzelstrangabschnitte, sogenannte sticky ends. Fiir die Aktivitit der Enzyme sind optimale
Pufferbedingungen nétig.

Die verwendeten Restriktionsenzyme und entsprechenden 10x Reaktionspuffer stammten
von New England Biolabs (Beverly, MA/USA).

Entweder wurden die gesamten Miniprdp-Ansitze (s. 2.3.2 a) verdaut oder es wurde die
erforderliche DNA-Menge, die verdaut werden sollte, berechnet. Die Verdaus erfolgten in
einem Endvolumen von entweder 20, 50 oder 100 pul, wobei jeder Reaktionsansatz zu 10%
mit einer 10 mM DTT- und BSA-Stocklosung (1 mg/ml) und mit 10x Reaktionspuffer
versetzt wurde. Die Enzyme wurden im Uberschuss zugegeben (mindestens 0,5 U/Ansatz),
ohne dass die Glycerolkonzentration von 5% bis maximal 10% im Reaktionsansatz

uberschritten wurde. Verdaut wurde 11/2 bis 3 Stunden bei 37°C.

2.3.5. Amplifizierung von DNA durch PCR (polymerase chain reaction)

Die PCR dient dazu, bestimmte DNA-Fragmente enzymatisch zu vermehren. Dafiir ist es
notwendig, zwei kleine einzelstringige DNA-Fragmente (Oligonukleotid-Primer) mit einer
bestimmten Sequenz, die einem Stiick der zu amplifizierenden DNA komplementar ist,
kiinstlich herzustellen. Durch hohe Temperaturen wihrend der PCR kommt es zur
Trennung (Denaturierung) des DNA-Doppelstranges (des templates), so dass die
Oligonukleotid-Primer mit der komplementiren Sequenz des templates wihrend des
Abkiihlens hybridisieren konnen. Durch Zugabe einer DNA-Polymerase werden
Nukleotide an die 3’-OH-Enden der Primer angeheftet und der komplementdre DNA-
Strang synthetisiert. Durch erneutes Erhitzen wird die entstandene DNA wieder denaturiert,
so dass ein weiterer Zyklus von Primer-Hybridisierung und DNA-Synthese ablaufen kann.
Auf diese Weise kann ein einziges DNA-Molekiil millionenfach amplifiziert werden. Wéhlt
man die Oligonukleotid-Primer so, dass sie der femplate-DNA fast komplementér sind, sich

aber an bestimmter Stelle geringfiigig von ihr unterscheiden, kann man gezielt Mutationen
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einfihren (z.B. Deletionen oder Punktmutationen). Durch Anhdngen von
Restriktionsschnittstellen an die Primer, kann die neusynthetisierte DNA dann nach Verdau
mit den entsprechenden Restriktionsenzymen kloniert werden.
Es wurden verschiedene DNA-Abschnitte der Serglycin-cDNA unter Verwendung von
Primerpaaren amplifiziert. Die verwendeten Primer sind nachfolgend aufgelistet (s. 2.3.7).
Es wurden eine Tag-Polymerase mit entsprechendem Puffer (50x Advantage cDNA
Polymerase Mix von Clontech, Palo Alto/USA) und ein dNTP-Mix (Clontech, Palo
Alto/USA) verwendet. Die Reaktionsansitze wurden wie folgt auf Eis erstellt:

25 pl 2x PCR-Premix (Endkonz.: 200 uM dNTPs 2 mM Mg*", 1x Reaktionspuffer)

1-2 ul template-DNA (Serglycin-DNA)

2 ul down-Primer (10 pmol/pl)

2 pl up-Primer (10 pmol/ul)

1 pl Polymerase (Clontech, Palo Alto/USA)

ad 50 pl HO
Die PCR-Reaktion wurde im Thermocycler UNO Thermoblock (Biometra, Géttingen) nach
folgendem Programm durchgefiihrt:

Schritt 1: 95°C 30
Schritt 2: 95°C 30”
Schritt 3: 50°C I
Schritt 4: 72°C 1,5
Schritt 5: 72°C 10°

Schritt 6: 4°C
Die Schritte 2 - 4 wurden 25 mal wiederholt.
Zur Kontrolle der PCR wurden 5 pl anschlieBend in einem 2% Agarosegel analysiert.
Die synthetisierte DNA wurde noch am selben Tag mittels Original TA Cloning Kit von
Invitrogen (Groningen/NL) kloniert (s. 2.3.10).

2.3.6. Mutations-PCR
Sollten Punktmutationen gesetzt werden, wurde die PCR mit dem QuickChange™ Site-

Directed Mutagenesis Kit von Stratagene (La Jolla/USA) durchgefiihrt. Die Mutation lag in

der Mitte des Primers, so dass zu beiden Seiten der Mutation etwa 10-15 korrekt
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hybridisierende Basen lagen. Da hierbei das gesamte Plasmid und nicht nur ein kurzes
DNA-Fragment amplifiziert werden sollte, musste eine pfu-Polymerase (PfuTurbo® DNA-
Polymerase, Stratagene La Jolla/USA) verwendet werden, da sie eine 6 fach hohere
Genauigkeit bei der DNA-Synthese hat als eine Tag-Polymerase. Die hier verwendeten
Primer sind unter 2.3.7 aufgefiihrt. Die PCR-Ansétze waren wie folgt zusammengesetzt:

5 ul 10x cloned pfu reaction buffer (Stratagene, La Jolla/USA)

1 ul dNTPs (Clontech, Heidelberg)

25 ng DNA-template (= 0,5 pl)

2 pl up-Primer (10 pmol/ul)

2 ul down-Primer (10 pmol/pl)

1 ul Pfu turbo DNA-Polymerase (2,5 U/ul, Stratagene, La Jolla/USA)

ad 50 pl H,O
Diese PCR wurde im Thermocycler UNO Thermoblock (Biometra, Gottingen) nach
folgendem Programm durchgefiihrt:

Schritt 1: 95°C 30

Schritt 2: 95°C 30

Schritt 3: 55°C I

Schritt 4: 68°C 2’ pro kb Plasmid-DNA
Schritt 5: 68°C 10°

Schritt 6: 4°C
Die Schritte 2 - 4 wurden 16 mal wiederholt, wenn eine einzelne Aminosédure ausgetauscht

werden sollte, oder 18 mal wiederholt, wenn mehrere Aminosduren mutiert werden sollten.

Die PCR wurde tberpriift, indem 5 pl davon in einem 0,8% Agarosegel aufgetrennt
wurden.

Nach erfolgreicher Amplifizierung wurde dem PCR-Ansatz dann 1 pl der Endonuklease
Dpnl (Boehringer Mannheim, Mannheim) zugegeben und 2 Stunden bei 37°C inkubiert.
Das Dpnl erkennt methylierte und hemimethylierte DNA und wird daher zum Verdau der
unmutierten Ausgangs-DNA eingesetzt.

Danach wurde die DNA wurde direkt in XL1-blue-Zellen transformiert (s. 2.2.3 b).
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2.3.7. Verwendete Oligonukleotid-Primer

SGN:
up:

down:

SGC:
up:

down:

Mut-C-13-A:
up:

down:

Mut-C-22-A:
up:

down:

Del 14:

up:
Del 22:

up:

Del loop:
up:

down:

S’TTAGGATCCTATCCTGCTCGGAGA3’
S’TTAGTCGACTCAATAGTCATCAGAAAT3’

S’TAAGGATCCCTAGCTGACATGGAATGS’
5S’TAGGTCGACTCATATAATAAAATCTCCS’

5’TACCAATGGGTCCGGGCAAAACCAGATGGCATT3’
5’AATGCCATCTGGTTTTGCGCGGACCCATTGGTAY’

5’GGCATTTTTGCAAACGCAATTGAGGAGAAAGGA3’
S’TCCTTTCTCCTCAATTGCGTTTGCAAAAATGCC3’

5"TTAGGATCCCCAGATGGCATTTTTGY’

S’TTAGGATCCATTGAGGAGAAAGGAY’

5’GGTCCGCTGTAAACCAAACTGCATTGAGGAG3’
5’CTCCTCAATGCAGTTTGGTTTACAGCGGACC3’

Mut-R-12-A-K-14-A:

up:

down:

5’AGGTACCAATGGGTCGCATGTGCACCAGATGGCATTTTT3’
S’AAAAATGCCATCTGGTGCACATGCGACCCATTGGTACCT3’
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Del 5:
up: 5’CAGGGGCCCCTGGGATCCGCCAGGTACCAATGG?’
down: 5’CCATTGGTACCTGGCGGATCCCAGGGGCCCCTG?

Abb. 3: Verwendete Oligonukleotid-Primer. Die Basen, die am Aminosdureaustausch bbeteiligt sind, sind
fett gedruckt. Bei den kursiv geschriebenen Basen handelt es sich um die Schnittstellen der

Restriktionsenzyme BamHI und Sall

2.3.8. Gelelektrophoretische Analyse von DNA (Agarose-Gelelektrophorese)

Die durch PCR oder Restriktionsverdau erhaltenen DNA-Fragmente wurden zu
analytischen oder priparativen Zwecken durch Elektrophorese in horizontalen
Agarosegelen aufgetrennt. Dabei wurde die unterschiedliche Mobilitit der negativ
geladenen DNA, die abhédngig ist von der MolekiilgroBBe, Molekiilform und
Agarosekonzentration des Gels, ausgenutzt. Fiir lineare DNA-Molekiile bis ca. 3000bp gilt:
der Logarithmus ist der im Gel zuriickgelegten Strecke umgekehrt proportional. Zirkulére
Plasmid-DNA hingegen wandert aufgrund ihrer superhelikalen Molekiilform schneller als
lineare DNA gleicher Grof3e.

Durch Zugabe von Ethidiumbromid in die Gellosung kann nach dem Gellauf dann die
DNA mittels UV-Licht sichtbar gemacht werden, da das Ethidiumbromid in die DNA
interkaliert und rétlich fluoresziert

Die Agarose-Gelelektrophorese erfolgte in horizontalen Elektrophoresekammern
(Eigenbau, Medizin Werkstatt der Philipps-Universitit). Je nach DNA-Grofe wurden
entweder 0,8%ige oder 2%ige (w/v) Gele verwendet. Die abgewogene Agarose (Sea Kem,
FMCBio Products, Rockland/USA) wurde in 1x TAE-Puffer (s. 2.1) gegeben und in einem
Mikrowellengerédt geschmolzen. Danach wurde die Agaroseldosung mit 1/40000 Volumen
Ethidiumbromid (1 mg/ml Stocklosung) versetzt und in einen Geltrager gegossen. Nach
Festwerden des Gels wurde der Kamm entfernt und der Geltriger in die
Elektrophoresekammer gelegt, die dann mit 1x TAE aufgefiillt wurde, so dass das Gel mit
Puffer bedeckt war. Die zu analysierenden Proben wurden mit 6x Probenpuffer (s. 2.1)
versetzt und in die Probentaschen pipettiert. Zum Abschédtzen der Molekiilgro3e wurde ein

GroBenmarker (1kb DNA ladder 1 pg/ul, Invitrogen, Groningen/NL oder
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Generuler™100bp DNA ladder Plus 0,5 pg/ul, MBI Fermentas) mitaufgetragen. Die
Elektrophorese wurde bei 100 Volt durchgefiihrt. Anschlieend wurden die Gele auf einem
UV-Schirm mit einer Kamera fotografiert und iiber einen damit verbundenen PC mit dem

Programm ,,Diana“ bearbeitet.

2.3.9. Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Mit diesem QIAquick® Gel Extraction Kit (250) (QIAGEN, Hilden) kénnen DNA-
Fragmente von 70bp bis zu 10kb aus Agarosegelen extrahiert werden. Zur Reinigung der
DNA von Enzymen, Salzen oder Nukleotiden kann die DNA-Probe prédparativ auf ein
Agarosegel aufgetragen werden. Die gewiinschte Bande wird dann mit einem Skalpell auf
einem UV-Tisch ausgeschnitten, in ein Reaktionsgefd3 {iberfiihrt und die DNA mit dem
Quiaquick® Gel Extraction Kit isoliert.

Die DNA-Isolierung erfolgte nach dem Herstellerprotokoll. Dafiir musste das aus dem Gel
ausgeschnittene Stiick zunichst gewogen werden, um dann 3 Volumen des Puffers QG zu
einem Volumen des Gels geben zu konnen (100 mg ~ 100 pl). Wurden > 2% Agarosegele
verwendet, wurden 6 Volumen Puffer QG zugegeben. Die Maximalmenge an Gel pro
QIAquick-Séule betrdgt 400 mg. Das Gelstiick in Puffer QG wurde dann zum Aufldsen der
Agarose fiir ca. 10 Min. bei 50°C inkubiert und zwischendurch immer wieder gevortext.
Danach wurde 1 Gelvolumen Isopropanol zugegeben, was zur Erhohung der DNA-
Ausbeute bei DNA-Fragmenten <500bp und >4kb fiihrt. Die Probe wurde auf eine
QIAquick-Séule gegeben, die zuvor in ein 2ml-Réhrchen gestellt wurde. Zur Bindung der
DNA an das Sédulenmaterial wurde eine Zentrifugation bei 13000xg fiir 1 Min. in einer
Tischzentrifuge (Biofuge , Heraeus, Osterode) durchgefiihrt. Der Puffer QG weilit die
optimalen pH- und Salzbedingungen fiir die DNA-Bindung an das Sdulenmaterial auf. Der
Durchfluss wurde verworfen. Um noch vorhandene Agarosespuren zu entfernen, wurden
500 pl Puffer QG auf die Siule gegeben und nochmals zentrifugiert. Daran schloss sich ein
Waschschritt an, bei dem 750 pl Puffer PE auf die Sdule gegeben wurden. Nach einer
erneuten Zentrifugation bei 13000xg fiir I Min. wurde der Durchfluss verworfen und die
Séule nochmals zentrifugiert, um den ganzen ethanolhaltigen Puffer von der Séule zu

entfernen. Zur Elution der DNA wurde die Sdule dann in ein 1,5 ml-Gefadl3 gestellt, mit 30
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ul Puffer EB fiir 1 Min. inkubiert, 1 Min. zentrifugiert und die DNA im Auffanggefal3

gesammelt.

2.3.10. Klonierung von PCR-Produkten

Es wurde das Original TA Cloning® Kit (Invitrogen, Groningen/NL) verwendet.

Bei dieser Methode wird die Tatsache genutzt, dass die Taq Polymerase die template-
unabhingige Aktivitit hat, ein einzelnes Deoxyadenosin an das 3'- Ende des PCR-Produkts
anzufiigen. Der linearisierte Vektor (pCR®2.1, s. 2.3.1) in diesem Kit tréigt ein einzelnes 3'-
Deoxythymidin. Dariliber kann das PCR-Produkt direkt nach der PCR ohne vorherigen
Restriktionsverdau in diesen Vektor ligiert werden. Die Ligation wird von dem Enzym T4
DNA Ligase katalysiert, wobei unter ATP-Verbrauch die Bindung zwischen einer 5'-
Phosphatgruppe und einer 3’-Hydroxylgruppe zweier DNA-Fragmente gebildet wird. Die
Ligation sollte innerhalb eines Tages nach der PCR durchgefiihrt werden, da ansonsten die
Deoxyadenosin-Reste mit der Zeit abgebaut werden. Nach Ligation des PCR-Produkts in
den Vektor wird dieser dann in die im Kit enthaltenen INVaF’-kompetenten Zellen
transformiert (s. 2.2.3 d).

Zunéchst musste berechnet werden, wie viel ng des PCR-Produkts fiir die Ligation bendtigt

wurden. Dies erfolgte tiber die Formel:

x ng PCR-Produkt = (Anzahl bp des PCR-Produkts)(50 ng pCR®2.1-Vektor)/bp des
pCR®2.1-Vektors: 3900)

Es galt folgendes Pipettierschema:
x ul frisches PCR-Produkt
1 ul 10x Ligationspuffer
2 ul pCR®2.1-Vektor (25 ng/ul)
1 ul T4 DNA Ligase (4 Weiss units)
ad 10 ul HO
Dieser Ansatz wurde iiber Nacht in einem Wasserbad bei 14°C inkubiert und am néchsten

Tag in INVaF’-Zellen transformiert.
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2.3.11. Ligation

Bei der Ligation werden DNA-Fragmente, die identische Einzelstrangiiberhinge haben,
durch das Enzym T4 DNA Ligase verkniipft. Die Ligase katalysiert unter ATP-Verbrauch
die Bindung zwischen einer 5'-Phosphatgruppe und einer 3’-Hydroxylgruppe zweier DNA-
Fragmente. Auf diese Weise konnen z.B. cDNA-Fragmente in Vektoren eingebracht
werden.

In der Regel wird das cDNA-Fragment (Insert) im molekularen Uberschuss zur Vektor-
DNA gegeben. Dabei werden iiblicherweise 100 ng Vektor verwendet und die benétigte
cDNA-Menge iiber folgende Formel berechnet:

[ng(Vektor) x kb(Insert)/kb(Vektor)] x molares Verhéltnis Insert/Vektor = ng(Insert)

Nach Klonierung der SG-Konstrukte mit dem Original TA Cloning® Kit in den Vektor
pCR®2.1 (s. 2.3.10) wurde die SG-cDNA mit den Restriktionsenzymen BamHI und Sall
aus diesem Vektor rausgeschnitten, um sie dann in den Vektor pGEX-6P-1 (s. 2.3.1) zu
ligieren, der ebenfalls mit BamHI und Sall verdaut worden war. Dafiir wurden 100 ng
verdauter pGEX-6P-1 eingesetzt und die errechnete Menge an SG-cDNA zugegeben.
AuBerdem mussten 2 pl des 10x Ligasepuffers (Promega, Madison/USA) und 1 U T4 DNA
Ligase (Promega, Madison/USA) zugegeben werden. Abschlieend wurde der Ansatz auf
20 pl mit H>O aufgefiillt und dann iiber Nacht in einem Kiihlwasserbad bei 16°C inkubiert.

2.3.12. Sequenzierung und Sequenzanalysen

Samtliche SG-Konstrukte im Vektor pGEX-6P-1 (s. 2.3.1) wurden zur Sequenzanalyse
geschickt, um sicherzustellen, dass die Sequenz stimmt, bevor sie in Protein umgeschrieben
wurde. Dazu wurden 10 pg DNA (SG-Konstrukte in pGEX-6P-1) zu der Firma MWG
Biotech geschickt, wo die Sequenzierungen mit dem Primer pGEX 5" durchgefiihrt wurden.
Die Sequenzergebnisse wurden per e-Mail zugeschickt und konnten dann mit Sequenzen in
den Datenbanken abgeglichen werden. Dafiir wurden die Sequenzergebnisse in eine Word-
Datei umformatiert und mit Hilfe des Blast-N Programms am NIH/USA mit Daten

verglichen (Internet-Adresse: http://www.ncbi.nlm.nih.gov./cgi-bin/BLAST). Des weiteren
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wurden verschiedene Analysen mit Hilfe des ExPASy-Servers durchgefiihrt (Internet-
Adresse: http://www. expasy.ch).

2.4. Proteinexpression in E. coli

2.4.1. Expression und Reinigung des Volle-Linge-Serglycin als HisTag-

Fusionsprotein

Hierbei wird ein Protein in Bakterien erzeugt, das am N-Terminus einen HisTag, bestehend
aus 6 Histidinresten, triigt. Uber diesen HisTag ist nach der Proteinexpression eine
Aufreinigung des Proteins mittels Ni-NTA-Agarose moglich, wobei die Elution des
Proteins von der Agarose durch pH-shifts erfolgt.

Die Serglycin-cDNA wurde durch PCR (s. 2.3.5) hergestellt und {ber die
Restriktionsschnittstellen fiir BamHI und Pstl in die multi-cloning-site des
Expressionsvektors pQE-31(Qiagen, Hilden)(s. 2.3.1) eingebracht. Dieses Konstrukt wurde
in M15-Zellen transformiert (s. 2.2.3 a). Von den Agarplatten wurde ein Klon gepickt und
iiber Nacht in 10 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin (Boehringer, Mannheim) und
25 pg/ml Kanamycin (Sigma, Deisenhofen) bei 37°C und 250 UpM inkubiert. Am néchsten
Tag wurde die gesamte UN-Kultur in 200 ml LB-Medium mit Antibiotika iiberimpft und
bei 37°C so lange inkubiert, bis die OD bei einer Wellenldnge von 600 nm >0,6 war. Dann
wurde die Proteinexpression durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration 1 mM) (Biomol)
fiir 4 Stunden bei 37°C durchgefiihrt. Danach wurden die Bakterien durch eine 20 miniitige
Zentrifugation mit 7700xg bei 4°C in einem JA-14-Rotor pelletiert. Die so gewonnenen
Bakterien wurden bei -20°C eingefroren. Dann wurde das Bakterienpellet in 4,5 ml
Denaturierungspuffer (8 M Harnstoff, 0,1 M NaH,PO4, 10 mM Tris-HCl pH 8,0)
resuspendiert und 3x 10°° auf Eis mit Ultraschall behandelt. Zur Bakterienlyse und
Proteindenaturierung wurden die Bakterien noch fiir 1 Stunde bei RT drehend inkubiert.
Danach erfolgte ein Zentrifugationsschritt fiir 15 Min. bei 20°C mit 2000xg , wonach das
entstandene Pellet erneut in 4,5 ml Denaturierungspuffer aufgenommen und nochmals, wie
oben beschrieben, behandelt wurde. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wurde der

dabei entstandene Uberstand mit dem zuvor gewonnenen Uberstand vereinigt und mit
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equilibrierter Ni-NTA-Agarose 1 Stunde bei RT drehend inkubiert. Es wurde 1 ml der Ni-
NTA-Agarose durch zweimaliges Waschen mit je 1 ml Denaturierungspuffer equilibriert.
Nach einstiindiger Inkubation mit der Agarose wurde der Ansatz 2 Min. bei 20°C mit
2000xg zentrifugiert und die pelletierte Agarose in 4 ml Denaturierungspuffer
aufgenommen und 5 Min. drehend inkubiert, bevor erneut zentrifugiert wurde. Dieser
Schritt wurde insgesamt zweimal wiederholt. Darauf folgten drei Waschschritte, wobei die
Agarose in je 1,5 ml Waschpuffer (8 M Harnstoff, 0,1 M NaH,PO4, 10 mM Tris-HCI pH
6,3) aufgenommen und 5 Min. drehend inkubiert wurde, bevor eine Zentrifugation mit
13000xg fiir 5 Min. in einer Tischzentrifuge (Biofuge, Heraeus, Osterode) erfolgte. Nach
diesen drei Waschschritten folgten nun mehrere Elutionsschritte. Zundchst wurde dreimal
mit einem Elutionspuffer (8 M Harnstoff, 0,1 M NaH,PO,4, 10 mM Tris-HCI) mit pH 5,9
eluiert, wozu die Agarose jeweils in 0,5 ml Elutionspuffer aufgenommen wurde und wie
oben beschrieben 5 Min. inkubiert wurde, bevor zentrifugiert wurde. Daran schlossen sich
noch 4 Elutionsschritte mit dem Elutionspuffer (s.0.) mit einem pH-Wert von 4,5 an. Es
wurden ebenfalls pro Elutionsschritt 0,5 ml des Puffers verwendet. Durch Analyse der
Fraktionen im SDS-PAGE (s. 2.5.1) zeigte sich, dass das HisTag-Fusionsprotein in den
Elutionsfraktionen vorlag, die dann vereinigt wurden. Das Fusionsprotein wurde fiir

Interaktionsstudien verwendet.

2.4.2. Expression und Reinigung von Serglycinmutanten als GST-Fusionsprotein

Mit dieser Methode wird ein Fusionsprotein erzeugt, das aus der 26kDa groflen Gutathion-
S-Transferase (GST) und dem gewliinschten Protein, in diesem Falle verschiedene
Serglycinmutanten, besteht. Da die multi-cloning-site im hier verwendeten pGEX-6P-1-
Expressionsvektor (s.2.3.1) hinter der GST-cDNA liegt, wird das gewiinschte Protein an
den C-Terminus der GST exprimiert. Mittels einer Glutathion-Sepharose (Glutathione
Sepharose 4B, apbiotech) kann das Fusionsprotein dann gereinigt werden. Die Induktion
der Proteinexpression erfolgt mit Isopropylthiogalaktosid (IPTG) (Biomol). Nach der
Reinigung kann durch Einsatz der PreScission™Protease (apbiotech), die ebenfalls als
GST-Fusionsprotein vorliegt, das GST von den Serglycinmutanten abgespalten werden und

der Ansatz durch Bindung der Protease an die Glutathion-Sepharose gereinigt werden.
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Die per PCR hergestellten Serglycin-DNA-Fragmente (s. 2.3.5 und 2.3.6) wurden
samtlichst tiber die Restriktionsschnittstellen von BamHI und Sall in den pGEX-6P-1-
Expressionsvektor (apbiotech) ligiert. Zur Proteinexpression wurden diese Konstrukte in
BL-21-Zellen transformiert (s. 2.2.3 c¢) und auf LB-Platten mit dem Antibiotikum
Ampicillin (100 pg/ml)(Boehringer, Mannheim) ausplattiert. Von diesen Platten wurde
dann ein Klon gepickt, in 20 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin {iberfiihrt und tiber
Nacht bei 37°C inkubiert. Die gesamte UN-Kultur wurde dann am nichsten Tag in 400 ml
LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin iiberfithrt und bis zu einer OD > 0,5 (gemessen bei
600 nm in einem Spektralphotometer Cadas 100, Dr. Lange, Diisseldorf) bei 37°C
inkubiert. Darauf wurde IPTG zugesetzt (Endkonzentration 0,1 mM) und der Ansatz fiir
weitere 3 Stunden bei 37°C im Schiittler mit 250 UpM inkubiert. Nach dieser Zeit wurden
die Bakterien durch Zentrifugation fiir 10 Min. in einem Beckmann JA-14-Rotor mit
7700xg bei 4°C pelletiert. Die Bakterienpellets wurden in 50 pl eiskaltem PBS (s. 2.1) pro
ml Bakterienkultur resuspendiert und anschlieBend zur Lyse 6x 10’ auf Eis mit Ultraschall
behandelt. Dann wurde zur besseren Losung des Fusionsproteins TritonX-100 (Serva,
Heidelberg) (Endkonzentration 1%) und der Proteaseinhibitor PMSF (Endkonzentration 1
mM) (Merck, Darmstadt) zugegeben. Die Bakterien wurden 30 Min. schiittelnd auf Eis
inkubiert und dann bei -20°C eingefroren. Das nachfolgende Auftauen unterstiitze die Lyse
der Bakterien. Das aufgetaute Lysat wurde bei 4°C in einem Beckmann JA-20-Rotor mit
12000xg zentrifugiert, wodurch Zelltriimmer und DNA pelletiert wurden. Der relativ klare
Uberstand wurde dann fiir 30-45 Min. bei RT drehend mit Glutathion-Sepharose 4B
inkubiert. Zuvor musste die Sepharose equilibriert werden. Da die Sepharose als 75%-
Suspension vorliegt, wurden 1,33 ml fiir 1 ml bed-volume (bindet etwa 5 mg GST)
eingesetzt. Diese 1,33 ml Sepharose wurden mit 10 ml kaltem PBS gewaschen, 2 Min. mit
500xg zentrifugiert und das entstandene Sepharosepellet wurde dann in 1 ml PBS
aufgenommen und konnte nun als 50%-Suspension zum Bakterienlysat gegeben werden.
Nach der Inkubation, wihrend der das GST-Fusionsprotein an die Glutathion-Sepharose
band, wurde der Ansatz 2 Min. mit 500xg zentrifugiert, um die Sepharose zu pelletieren,
die dann mit 10 ml kaltem PBS gewaschen wurde. Insgesamt wurde 3x mit PBS
gewaschen, um unspezifisch an die Sepharose gebundene Proteine zu entfernen. Danach
wurde die Sepharose entweder 3x mit je 1 ml Elutionspuffer (10 mM reduziertes Glutathion

(Sigma) in 50 mM Tris-HCI pH 8,0) fiir je 10 Min. drehend inkubiert, was zur Elution der
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Fusionsproteine fiihrte oder sie wurde in 1-2 ml cleavage buffer (50 mM Tris-HCI, 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH 7,0) zur weiteren Behandlung mit der
PreScission™Protease (apbiotech) aufgenommen (s. 2.4.3).

Zu Kontrollzwecken wurde auch nur GST exprimiert und gereinigt, wozu der leere pGEX-
6P-1-Vektor in BL-21-Zellen transformiert wurde und ebenso verfahren wurde, wie oben

beschrieben.

2.4.3. Abspaltung des GST-Anteils vom GST-Fusionsprotein mit der

PreScission™Protease

Die PreScission™Protease (apbiotech) ist ein 46kDa grofles Fusionsprotein aus der
Glutathion-S-Transferase (GST) und der humanen Rhinovirus (HRV) Typ 14 3C Protease.
Sie erkennt spezifisch die Sequenz Leu-Phe-Gln/Gly-Pro und schneidet zwischen Gln und
Gly. Fusionsproteine die vom pGEX-6P-1-Expressionsvektor gebildet wurden, werden
zwischen dem GST-Rest und dem klonierten Fusionspartner gespalten (s. Vektorkarte
2.3.1). Da das Enzym einen GST-fag trigt, kann es zusammen mit abgespaltenem GST
leicht durch die GST-Sepharose® 4B entfernt werden.

Zur mit Fusionsprotein gekoppelten GST-Sepharose® 4B, die in 1-2 ml cleavage buffer (s.
2.4.2) aufgenommen wurde, wurden 15 pl (30 U) PreScisssion™Protease zugegeben.
Dieser Ansatz wurde iliber Nacht (16 Stunden) bei 4°C drehend inkubiert, wobei es zur
Abspaltung des GST-Anteils kam. Durch den GST-tag band das Enzym gleichzeitig an die
Sepharose. Durch eine 2 miniitige Zentrifugation bei 13000xg in einer Biofuge (Heraeus,
Osterode) wurde die Sepharose und daran gebundene GST-Reste sowie das Enzym
pelletiert. Dadurch verblicben die Serglycinmutanten als Peptide im Uberstand. Durch
TSDS-PAGE (s. 2.5.2) wurde die Reinheit der Peptide tiberpriift. Bis zur Verwendung fiir
Interaktionsstudien wurden die Peptide bei —20°C gelagert.
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2.5.  Gelelektrophoretische Analyse von Proteinen

2.5.1. Eindimensionale SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
Laemmli, 1970

Mit dieser Methode werden Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Durch
Einsatz des anionischen Detergenz SDS werden die Eigenladungen der Proteine {iberdeckt,
so dass sie schlieBlich alle eine negative Ladung tragen. Aullerdem werden die Proteine
denaturiert und durch Zugabe reduzierender Substanzen (DTT, p-Mercaptoethanol)
vollstédndig entfaltet und in ihre Untereinheiten zerlegt. Die Auftrennung erfolgt in einer
Gelmatrix aus Acrylamidpolymeren, die liber N’N’-Methylen-bisacrylamid quervernetzt
werden. Die Durchlédssigkeit der Matrix ist abhingig von der Konzentration der
Polyacrylamid-Monomeren und dem Grad der Quervernetzung , d.h. der Konzentration der
bifunktionellen Gruppen. Die Polymerisation erfolgt durch eine Radikalkettenreaktion, die
mit dem Zerfall von APS in Radikale gestartet wird, welche darauthin TEMED aktivieren.
Bei der diskontinuierlichen Gelelektrophorese wird dem eigentlichen Trenngel noch ein
Sammelgel von ca. 1/10 Linge der Trenngelstrecke vorgeschaltet, dessen pH-Wert um
zwei Einheiten tiefer liegt als der des Trenngels. Dies fiihrt zu einer Verdichtung der
Proteinprobe vor dem Eintritt in das Trenngel und somit zu einer schérferen Trennung der
jeweiligen Proteinbanden.

Zum einen wurden Minigele in einer vertikalen Flachbett-Gelelektrophorese-Kammer der
Firma Keutz (Reiskirchen) verwendet. Hierbei betrug die Laufstrecke im Sammelgel 0,5-1
cm und die des Trenngels ca. 6 cm. Zum anderen wurden gro3e Gele in einer vertikalen
Gelelektrophorese-Kammer (Eigenbau Medizintechnik der Universitit Marburg)
verwendet, deren Laufstrecke im Sammelgel ca. 1,5-2 cm und im Trenngel ca. 13 cm
betrug. Die Polyacrylamidkonzentration des Sammelgels war ausschlieBlich 5%, die des
Trenngels entweder 12,5% oder 7,5% (s. Tabelle 2). Die zu analysierenden Proteinproben
wurden vor Auftrag auf das Gel 1:4 mit 4x Laemmli-Probenpuffer (s. 2.1) versetzt und fiir
3 Min. bei 95°C im Heizblock inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben in die Taschen
des Gels pipettiert und die Elektrophorese bei Minigelen im Sammelgel mit 80 V und im
Trenngel mit 140 V durchgefiihrt. Bei grolen Gelen wurde die Elektrophorese mit 9 mA
iiber Nacht durchgefiihrt.
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Als Molekulargewichtsstandards wurden definierte Proteingemische der Firma Invitrogen,

Groningen/NL mitaufgetragen.

12,5% 7,5% 5% Sammelgel
Trenngel Trenngel

30%RotiphoreseGel 30 3ml 1,25ml 830 ul

(PAA), Roth, Karlsruhe

2M Tris-HCI pH 8.8 1,34ml 093ml | --—---

IM Tris-HCIpH 6,8 |- |- 625ul

20% (w/v) SDS 36ul 25ul 25ul

H,O 2,8ml 2,78ml 3,425ml

TEMED 3,8ul 2,5ul Sul

10% (w/v) APS 20 ul 15ul 40 pl

Tab. 2: Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele fiir SDS-PAGE

Fiir grofe Gele wurde die vierfache Menge an Gelldsung angesetzt.

2.5.2. Tricin-SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (TSDS-PAGE)
Modifizierung der Methode von Schagger und von Jagow 1987 beschrieben von

Dayhuff et al, 1992

Diese Methode dient der verbesserten Auftrennung von niedermolekularen Proteinen
(kleiner 10 kDa). Es eignet sich fiir Proteine zwischen 1-70 kDa.

Es wurden dieselben Gelapparaturen verwendet wie fiir die SDS-Gele (s 2.5.1.). Die
Gellosung, der Laufpuffer und die Laufbedingungen wurden verindert. Fiir die Gellosung
wurde eine 49,5% T, 3% C Acrylamid-Bisacrylamid-Mischung angesetzt, wobei T fiir die
Gesamtkonzentration beider Monomere (Acrylamid und Bisacrylamid) steht, wahrend C
die Konzentration des quervernetzenden Monomers (Bisacrylamid) relativ zur
Gesamtkonzentration beider Monomere angibt. Fiir diese Acrylamid-Bisacrylamid-Losung
wurden also 48 g w/v Acrylamid (Serva, Heidelberg) und 1,5 g w/v Bisacrylamid (Serva,
Heidelberg) auf 100 ml Wasser eingewogen (PAA). Das Sammelgel hatte 4% T und 3% C.
Der Gelpuffer bestand aus 3 M Tris-HCl, 0,3% (w/v) SDS und wurde auf einen pH-Wert
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von 8,45 eingestellt. Der Laufpuffer bestand aus 0,1 M Tris-Base, 0,1 M Tricin und 0,1%

(w/v) SDS. Die Zusammensetzung der Gellosungen ist der Tabelle 3 zu entnehmen.

Trenngel Sammelgel
PAA (49,5% T, 3% C) 3,33ml 333ul
Gelpuffer (s.0.) 3,33ml Iml
H,O 3,33ml 2,8ml
TEMED Sul 3,3ul
10% (w/v) APS 50 pl 33,3ul

Tab. 3: Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele fiir TSDS-PAGE

Die zu analysierenden Proben wurden mit 1:4 Laemmli-Probenpuffer + DTT (s. 2.1)
versetzt, 3 Min. bei 95°C denaturiert und in die Geltaschen pipettiert. Die Elektrophorese
wurde mit 80 V im Sammelgel und 120 V im Trenngel durchgefiihrt.

2.5.3. Metaphorgele (2%)

Hierbei handelt es sich um Agarosegele. In 2% Metaphorgelen kdnnen sehr grof3e Proteine
(groBer 250 kDa) oder unter nativen Bedingungen Proteinkomplexe aufgetrennt werden.

Die hier verwendeten Gele hatten eine Trennstrecke von ca. 13 ¢m und eine Dicke von 1,5
mm. Fiir diese Gele wurden 45 ml Gellosung angesetzt. Dafiir mussten 0,9 g MetaPhor
Agarose (FMC Bio Products, Rockland, Me/USA) abgewogen werden und in 45 ml
Metaphorpuffer (0,5 M Tris, 0,16 M Borsédure, 0,1% w/v SDS pH 8,5) gegeben werden.
Die Gellosung wurde vor dem Aufkochen in der Mikrowelle gewogen, so dass nach dem
Losen das verdunstete Wasser wieder zugegeben werden konnte. Zum Losen der Agarose
wurde der Ansatz ca. 8x kurz in der Mikrowelle aufgekocht, herausgenommen, geriihrt und
nochmals aufgekocht. Diese Gellosung wurde dann in eine zuvor im Trockenschrank
erwiarmte Gelapparatur (Eigenbau der Medizintechnik der Universitdt Marburg) gegossen
und es wurde ein geeigneter Kamm eingesetzt. Nach Festwerden des Agarosegels wurde
der Kamm vorsichtig entfernt und die bei 95°C hitzedenaturierten Proben in Laemmli-

Probenpuffer wurden aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in Metaphorlaufpuffer (90
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mM Tris, 90 mM Borséure, 0,1% w/v SDS) liber Nacht bei 8 mA. Bevor die Lauffront aus
dem Gel auslief, wurde die Elektrophorese gestoppt und das Gel zur weiteren Analyse auf

eine PVDF-Membran geblottet (s. 2.6.3).

2.6.  Detektion gelelektrophoretisch aufgetrennter Proteine

2.6.1. Coomassiefirbung

Bei der Substanz = Coomassie-Brilliant-Blau  handelt es sich um einen
Triphenylmethanfarbstoff, mit dem Proteine direkt im Gel oder auf einer PVDF-Membran
sichtbar gemacht werden konnen. Dieser Farbstoff lagert sich an kationische und
nichtpolare, hydrophobe Seitenketten der Proteine an (Bioanalytik, F.Lottspeich/H.Zorbas,
Spektrum-Verlag).

Nach elektrophoretischer Auftrennung der Proteine wurde entweder das Gel fiir 30 Min.
oder 1i.N. oder eine PVDF-Membran fiir 5 Min. in Coomassieldsung (10% v/v Essigsdure,
40% v/v Methanol, 0,25% w/v Coomassie R250 (Serva, Heidelberg), H,O) gelegt und
leicht geschiittelt. Dabei wurden die Proteine fixiert und angefarbt. Anschlieend wurde die
Féarbelosung entfernt und das Gel oder die PVDF-Membran durch mehrfaches Wechseln
der Entfarbelosung (40% v/v Methanol, 10% v/v Essigsdure) von tiberschiissigem Farbstoff
befreit, so dass nur noch gefirbte Proteinbanden zu sehen waren. Dann wurde die

Entfarbungsreaktion mit 1% v/v Essigsdure bei Gelen und H,O bei einer PVDF-Membran
gestoppt.

2.6.2. Silberfiarbung (nach Hempelmann und Kaminsky, 1986)

Durch Silberfarbung kann weniger als 1ng Protein/Bande sichtbar gemacht werden. Nach
Fixierung der Proteine im Gel wird dieses in eine Silbernitratlosung gelegt, wobei
Silberionen von den Proteinen gebunden werden und durch Reduktion dann in sogenannte
Silberkeime umgewandelt werden. Dies geschieht durch funktionelle Gruppen der Proteine
und durch Peptidbindungen. Durch starke Reduktionsmittel werden nun alle Silberionen zu

metallischem Silber reduziert, was in der Ndhe der Silberkeime schneller ablduft als im
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restlichen Gel, so dass sich die Proteinbanden schneller dunkel farben. Durch starke pH-
Anderung wird dann die Reaktion gestoppt, damit sich nicht das ganze Gel dunkel verfirbt.
Zundchst wurden die Proteine im Gel 30 Min. in 10% (v/v) Essigsédure auf einem Schiittler
fixiert. Danach wurde fiir weitere 30 Min. in der Reaktionslosung (20% (v/v) Ethanol; 5%
(v/v) Essigsdure; 0,002% (w/v) DTT) inkubiert. Daran schloss sich ein 5 miniitiger
Oxidationsschritt in einer 0,5%igen (w/v) Kaliumdichromatlésung (Serva, Heidelberg) an.
Nach mehrfachem Waschen mit H,O wurde das Gel 10 Min. in 0,1% (w/v) Silbernitrat
(Serva, Heidelberg) inkubiert, bevor das Gel dann mit der Entwicklerlosung (3% (w/v)
Na,COs; 0,02% (w/v) Paraformaldehyd (Serva, Heidelberg)) benetzt wurde. Sobald eine

ausreichende Farbung erzielt war, wurde die Reaktion mit 1%iger (v/v) Essigsdure

gestoppt.

2.6.3. Western Blot (nach Towbin et al., 1979 und Burnette, 1981)

Durch das Western-Blot-Verfahren werden Proteine, die zuvor gelelektrophoretisch
aufgetrennt wurden, durch Anlegen eines elektrischen Feldes aus dem Gel auf eine
Nitrocellulosemembran oder PVDF-Membran transferiert. Da die Proteine auf dieser
Membran dann immobilisiert vorliegen, sind sie fiir weitere Analysen ohne den stérenden
Finfluss der Gelmatrix zugénglich. Es wurde das Verfahren des ,,Semidry-Blottings*
angewendet. Hierbei werden Whatman-Filterpapiere und eine Nitrocellulosemembran oder
PVDF-Membran mit Blotpuffer getrankt und in einer Blotapparatur so geschichtet, dass die
Proteine aus dem Gel zur Anode wandern, und dabei auf der Membran haften bleiben. Die
Wanderung zur Anode kommt durch SDS zustande, das nach der Gelelektrophorese noch
an die Proteine gebunden ist und ihnen so eine negative Ladung verleiht.

Um ein SDS-Gel zu blotten, wurden 6 3MM-Whatman-Filterpapiere (Whatman,
Maidstone, UK) und eine Nitrocellulosemembran (Porendurchmesser 0,45 pm,
Schleicher&Schiill, Dassel), bzw. eine PVDF-Membran (Millipore Corporation, Bedford,
MA 01730) auf GelgroBBe zurechtgeschnitten. Die Filter und Membran wurden dann in
Blotpuffer (48 mM Tris/HCI; 39 mM Glycin; 0,04% (w/v) SDS; 20% (v/v) Methanol bei
Nitrocellulosemembranen und 50 mM Borat, 20% (v/v) Methanol pH 9,0 mit NaOH
eingestellt bei PVDF-Membranen) eingeweicht. In einer Semidry-Blot-Apparatur (Modell
OWL, AGS, Heidelberg) wurden schlieBlich luftblasenfrei folgende Komponenten auf die
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Kathode geschichtet: drei Whatman-Filterpapiere, das Gel, darauf die Membran und zum
Abschluss drei weitere Whatman-Filterpapiere. Darauf wurde die Anode aufgesetzt und
leicht festgeschraubt. Der Proteintransfer erfolgte mit 2 mA/cm® fiir 11/2 bis 2 Stunden.
Danach wurde die Membran mit den darauf befindlichen Proteinen entweder mit
Antikorpern inkubiert (Immunoblot, s. 2.6.5), oder es wurde ein Ligandenblot durchgefiihrt
(s. 2.11.3). Die PVDF-Membran wurde mit Coomassie geférbt (s. 2.6.1).

2.6.4. Verwendete Antikorper

Kaninchen-o-Serglycin | eingesetzte selbst rekombinant erzeugtes Serglycin

(K136), polyklonal Verdiinnung: 1:400 (Biederbick et al.,, 2003) wurde

GmbH, Dolgenbrodt geschickt

zur

Antikorperherstellung zu Seramun Diagnostica

Kaninchen-a-ZG 16, | eingesetzte eigene Herstellung
polyklonal Verdiinnung: 1:1000 | (Cronshagen et al., 1994)
Ziege-o-GST, eingesetzte apbiotech, Freiburg
polyklonal Verdiinnung 1:300

Ziege-a-Kaninchen- | eingesetzte BioRad, Richmond/USA)
HRP IgG (H + L) Verdiinnung: 1:2000

Ziege-a-Kaninchen- | Eingesetzte BioRad, Richmond/USA
AP Verdiinnung: 1:2000

Kaninchen-a-Ziege- | eingesetzte DAKO, Dianemark

HRP Verdiinnung: 1:2000

Tab. 4: verwendete Antikorper, die beim Western-Blot eingesetzte Verdiinnung und Herkunft der

Antikorper

2.6.5. Immunoblot

Hierbei konnen einzelne Proteine eines Proteingemisches mittels spezifischer Antikorper
auf der Membran nachgewiesen werden. Dafiir wird zunéchst ein Antikorper an das

entsprechende Protein gebunden, an den dann wiederum ein Zweitantikdrper bindet. Da der
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Zweitantikorper Enzym gekoppelt ist (HRP oder AP), kann durch anschlieBende Zugabe
eines geeigneten Substrats eine Farbreaktion an der Stelle, an der sich das Protein auf der
Membran befindet, hervorgerufen werden.

Nach dem Proteintransfer auf die Membran (s. 2.6.3), wurde diese 30 Min. bei RT in 5%
(w/v) Magermilchpulver in PBS (s. 2.1) (Blotto-PBS) inkubiert, um unspezifische
Bindungsstellen abzuséttigen. Danach wurde der jeweilige Antikdrper in einer geeigneten
Verdiinnung in Blotto-PBS angesetzt und die Membran damit 1 bis 11/2 Stunden bei RT
inkubiert. Bevor der Zweitantikorper zugegeben werden konnte, musste der Erstantikdrper
durch mehrmaliges Waschen mit PBST und PBS (jeweils 3x5 Min.) entfernt werden. Der
geeignete Zweitantikorper wurde in PBS oder TBS verdiinnt und fiir eine Stunde bei RT
auf die Membran gegeben. Danach wurde nochmals mit PBST und PBS gewaschen. Wurde
ein Zweitantikdrper mit HRP verwendet, wurde die Farbreaktion durch Zugabe eines
Milliliters der TMB/Substratlosung (Seramun Diagnostica GmbH, Dolgenbrodt)
hervorgerufen. Sobald Banden sichtbar wurden, wurde die Reaktion mit H,O gestoppt. Bei
HRP-gekoppeltem Neutravidin (Pierce, Rockford/USA) wurde Iml
Chemolumineszenzlosung SuperSignal® West Dura Extended Duration Substrate (Pierce,
Rockford/USA) auf die Blotmembran gegeben und die Chemilumineszenz mittels
Rontgenfilm (KODAK X-OMAT AR FILM, Eastman Kodak Company, Rochester/USA)
detektiert. War AP an den Zweitantikdrper gekoppelt, wurden die letzten Waschschritte mit
TBST und TBS anstelle von PBST und PBS durchgefiihrt und die Farbreaktion durch 5 ml
Equilibrierungslosung (0,1 M Tris pH 9,5, 0,05 M MgCl,, 0,1 M NacCl), der 33 ul NBT und
16,5 ul BCIP (Boehringer, Mannheim) zugesetzt wurden, durchgefiihrt.

2.7.  Proteinbestimmung

a) nach Lowry (Lowry et al., 1951)

Der Proteinbestimmung nach Lowry liegt die Reaktion des Folinreagenzes mit
Peptidbindungen und Seitenketten von Tryptophan - und Tyrosinresten zugrunde. Bei
dieser Reaktion entsteht ein Kupfer-Protein-Komplex, der auf das Molybdat, bzw.
Wolframat, das in dem Folin-Ciocalteus-Phenol-Reagenz enthalten ist, reduzierend wirkt,

was eine Blauverfarbung der zuvor gelben Losung bewirkt. Diese Verfarbung kann bei 750
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nm gemessen werden. Dabei ist die Extinktionszunahme einem Anstieg der
Proteinkonzentration proportional, welche anhand einer Eichkurve abgelesen werden kann.
Als Standardprotein wurde BSA eingesetzt.

Zundchst wurde das Lowry-Reagenz frisch angesetzt. Dazu wurde ein Teil einer 1% (w/v)
CuSO4-Losung mit einem Teil einer 2% (w/v) Natrium-Kalium-Tartrat-Lésung und 48
Teilen 2% (w/v) Na,COs in 0,1 M NaOH gemischt. Das kommerziell erhiltliche Folin-
Ciocalteus-Phenol-Reagenz (Merck, Darmstadt) wurde 1:2 mit H,O verdiinnt.

Die zu bestimmenden Proben wurden mit 0,1 M NaOH auf 100 pl aufgefiillt. Diese
Ansdtze wurden mit 1 ml zuvor frisch angesetztem Lowry-Reagenz versetzt und gut
gemischt. Nach einer 10 miniitigen Inkubation bei RT, wurden jeweils 100 pl Folin-
Ciocalteus-Phenol-Reagenz (Merck, Darmstadt) zugefiigt und wiederum gut gemischt.
Nach einer weiteren Inkubationszeit von 30 Min. bei RT wurde die Extinktion bei 750 nm
gegen den Leerwert (100 pl 0,1 M NaOH) im Spektralphotometer Cadas 100 (Dr. Lange,
Diisseldorf) gemessen. Fiir die Eichkurve wurde eine BSA-Standardlésung (1 mg/ml in 0,1
M NaOH) verwendet. Entsprechende Volumina der BSA-Stammldsung wurden ebenfalls
mit 0,1 M NaOH auf 100 pl gebracht und mit Lowry- und Folin-Ciocalteus-Phenol-

Reagenz inkubiert.

b) mit Bicinchoninsiure (BCA) (modifiziert nach Smith et al., 1985)

Alkalisches Kupfer (Cull) wird von Proteinen proportional ihrer Konzentration zu Cul
reduziert. Dieses reduzierte Kupfer kann man mit Hilfe der Bicinchoninsdure messen, da
die beiden einen dunklen Farbkomplex mit einem Absorptionsmaximum von 562 nm
bilden, wobei die Extinktionszunahme einem Anstieg der Proteinkonzentration direkt
proportional ist. Die Kupferreduktion wird durch Cystein, Cystin, Tyrosin, Tryptophan und
die Peptidbindungen hervorgerufen. Auch hierbei diente wieder BSA als représentativer
Standard. Die BCA-Proteinbestimmung zeichnet sich vor allem durch ihre Toleranz
gegeniiber Detergenzien aus.

Zundchst musste je nach Probenanzahl eine geeignete Menge des Bicinchoninsédure-
Reagenzes hergestellt werden. Dafiir wurden 49 Teile Biocinchoninsédure (Pierce, Illinois,
USA) mit einem Teil der 4%igen Kupfer(II)-SO4-Losung (Sigma, Deisenhofen) gemischt.
Die zu bestimmende Probe wurde mit 0,1 M NaOH auf 100 pl aufgefiillt und es wurde 1 ml

des zuvor angesetzten Bicinchoninsédure-Reagenzes zugegeben. Dieser Ansatz wurde fiir 30
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Min. bei 37°C inkubiert, anschlieend auf RT abgekiihlt, um dann die Extinktion bei 562
nm in einem Spektralphotometer Cadas 100 (Dr. Lange, Diisseldorf) zu ermitteln. Als
Leerwert dienten hierbei 100 pl 0,1 M NaOH, die mit 1 ml des Bicinchoninsdure-
Reagenzes inkubiert wurden. Fiir die Eichkurve wurde eine BSA-Standardlésung (1 mg/ml
in 0, M NaOH) verwendet. Entsprechende Volumina der BSA-Stammlésung wurden

ebenfalls mit 0,1 M NaOH auf 100 pl gebracht und mit dem Reagenz inkubiert.

2.8.  Proteinfillungen

2.8.1. Glykogenfillung

Die Glykogenfillung dient dazu, aus Proteingemischen Amylase quantitativ zu entfernen.
Die Amylase interagiert mit dem zugegebenen Glykogen und kann durch Zentrifugation
unter Anwesenheit von Alkohol pelletiert werden.

600 pl ZGI wurden mit 400 pl 100% Ethanol und 8 mg Glykogen (Sigma, Deisenhofen) 5
Min. bei RT unter Schiitteln inkubiert. Danach erfolgte eine Zentrifugation bei 2000xg fiir
6 Min. in der Tischzentrifuge (Heraeus, Osterode)t. Der Uberstand enthielt das Amylase-
reduzierte Proteingemisch, wéahrend im Pellet die Amylase und das Glykogen vorlagen.
Aus dem Uberstand wurde dann durch Verdampfen im Speed Vac Konzentrator das

Ethanol entfernt.

2.8.2. Proteinfillung nach Wessel (Methanol-Chloroform-Fillung)
Wessel und Flugge, 1984

Da Proteoglykane und Glykoproteine Methanol-16slich sind, konnen diese Komponenten
mittels Wesselfdllung aus einem Proteingemisch getrennt werden. Sie sind bei der
Wesselfdllung in der organischen Phase zu finden, wéhrend alle anderen Proteine ausfallen
und im Pellet erscheinen.

Ein bestimmtes Volumen ZGI wurde mit 4 Volumen Methanol, 1 Volumen Chloroform
und 3 Volumen H,0O gemischt. Nach einer 3 miniitigen Zentrifugation mit 13000xg in einer

Tischzentrifuge (Heraeus, Osterode) wurde die obere organische Phase, in der sich
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Methanol-l16sliche Komponenten befinden, abgenommen. Gegebenenfalls musste diese
Phase in einem Speed Vac Konzentrator eingeengt werden. Die Interphase und
darunterliegende wéssrige Phase wurden mit 3 Volumen Methanol gemischt und zur
Prizipitation der Methanol-unldslichen Proteine nochmals 3 Min. mit 13000xg

zentrifugiert. Im Sediment waren dann die Methanol-unldslichen Proteine zu finden.

2.8.3. Blyscan Assay (Féllung von Proteoglykanen)

Mit dem Blyscan Assay (Biocolor, Belfast/Irland) konnen Proteoglykane spezifisch
prazipitiert werden, da sie sulfatiert sind. Das im Blyscan Dye Reagent enthaltene 1,9-
Dimethyl-Methylen Blau (DMB) bindet spezifisch an sulfatierte
Polysaccharidkomponenten an Proteoglykanen und Glykosaminoglykan-Ketten. Es bindet
Chondroitinsulfat, Keratansulfat, Dermatansulfat, Heparansulfat, sowie Heparin. Dadurch
kommt es zur Ausbildung eines DMB-Proteoglykan-Komplexes, der durch Zentrifugation
sedimentiert werden kann. In der Probe befindliche Proteine und Kohlenhydrate haben
keinen Einfluss auf diesen Assay. Auch eine Salzkonzentration bis 0,5 M behindert die
Ausbildung des DMB-Proteoglykan-Komplexes nicht. Dieser sedimentierte Komplex kann
dann durch Zugabe des Blyscan Dissociation Reagent (chaotropes Salz) wieder aufgelost
und zur Extinktionsmessung bei 656nm eingesetzt werden.

100-150 pl Probe wurden mit 1 ml Blyscan Dye Reagent 30 Min. schiittelnd bei RT
inkubiert. Danach erfolgte eine Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 13000xg in einer
Tischzentrifuge (Heraeus, Osterode). Das dabei entstandene Pellet wurde entweder direkt
fiir weitere Analysen verwendet oder in 1 ml Blyscan Dissociation Reagent aufgenommen
und in einer etwa 20 miniitigen Inkubation unter Schiitteln aufgeldst. Dann konnte die
Extinktion der Proben bei 656 nm gegen H,O in einem Spektralphotometer (Cadas 100 Dr.

Lange, Diisseldorf) bestimmt werden

2.9. Behandlung von Proteingemischen mit Chondroitinase ABC

Das Enzym Chondroitinase ABC (Sigma, Deisenhofen) spaltet Chondroitin-4-Sulfat,

Chondroitin-6-Sulfat, nicht-sulfatiertes Chondroitin und Dermatansulfat, so dass diese
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Proteoglykane nach Enzymeinwirkung ein anderes Laufverhalten im SDS-Gel haben. Das
Enzym hat ein pH-Optimum zwischen pH 6-8 und ist bei 37°C aktiv.

Die zu verdauenden Proben mussten in Chondroitinase-Puffer (50 mM Tris, 60 mM
Natriumacetat, 0,01% (w/v) BSA pH 8,0 bei 37°C eingestellt) reuspendiert werden. Dann
wurde 0,1 U Enzym zugegeben und fiir 2 Stunden bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde
die Probe in SDS-Gelen analysiert, wobei immer eine Kontrolle ohne Enzym mitgefiihrt

wurde.

2.10. Biotinylierung von Proteinen (modifiziert nach Zurzolo et al., 1994)

Das nach Blyscan-Fillung erhaltene Prizipitat (s. 2.8.3) wurde in 500 pl PBS (s. 2.1) mit
MgCl, (1 mM Endkonzentration) und CaCl, (0,1 mM Endkonzentration) resuspendiert.
Dazu wurden 0,25 mg NHS-Biotin (Sigma, Deisenhofen) das in DMSO geldst wurde,
gegeben und 1 Stunde bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Probe im Speed Vac
Konzentrator pelletiert, in Laemmli-Probenpuffer (s. 2.1) aufgenommen, nach Auftrennung
im Metaphorgel (s. 2.5.3) auf eine PVDF-Membran geblottet (s. 2.6.3) und mit
Neutravidin-HRP (Pierce, Rockford/USA), das 1:50000 in PBS verdiinnt wurde, analysiert
(s. 2.6.5).

2.11. Bindungsstudien

2.11.1. Co-Immunoprizipitation (Co-IP)

Bei der Co-Immunoprézipitation wird aus einem Proteingemisch mit einem spezifischen
Antikorper das an den Antikorper bindende Protein sowie seine Bindungspartner isoliert.

Dazu wird der Antikorper an eine Matrix (oft Protein A- oder Protein-G-Sepharose)
gekoppelt und so immobilisiert. Durch Inkubation der mit Antikoérper gekoppelten Matrix
mit einem Proteingemisch, in dem sowohl das spezifische Protein fiir den Antikérper, wie
auch Bindungspartner dieses Proteins enthalten sind, konnen diese isoliert werden und im

SDS-PAGE, bzw. Western-Blot analysiert werden.
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Zunichst musste die hier verwendete Protein A-Sepharose (PAS, Sigma, Deisenhofen) zum
Quellen mit Puffer inkubiert werden. Dafiir wurden 50 mg des PAS-Pulvers abgewogen
und in 1 ml IP-Puffer (Immunoprézipitationspuffer: 50 mM Tris-HCI, 60 mM KCl, 0,2%
NP-40, pH 7,5) 1 Stunde auf Eis inkubiert. Danach wurde die PAS 2 Min. mit 13000xg in
einer Tischzentrifuge (Biofuge, Heraeus, Osterode) pelletiert. Der Puffer wurde entfernt
und das PAS-Pellet 1:1 mit IP-Puffer resuspendiert, so dass die PAS dann 50%ig vorlag.
Zur Antikorperkopplung wurden 200 pl der 50%igen PAS entnommen und mit 1 ml IP-
Puffer versetzt. Dazu wurden 2 pl des ZG16-Antiserums gegeben und iiber Nacht bei 4°C
drehend inkubiert. Am nichsten Tag wurde die PAS, nun PASaZG16, 3x mit je 1 ml IP-
Puffer gewaschen und nach der letzten Zentrifugation (2 Min. 13000xg) 1:1 in IP-Puffer
resuspendiert.

Pro Co-IP-Ansatz wurden 80 pul PASaZG16 eingesetzt. Zunédchst wurde die PASaZG16 1x
mit 1 ml IP-Puffer gewaschen und das Pellet in 1 ml 3% (w/v) BSA in IP-Puffer
aufgenommen und zum Blocken 45 Min. bei RT drehend inkubiert. Wiahrenddessen
wurden 30 ug ZGM-Extrakt (s. 2.14.3) mit 10 pg GST (Glutathion-S-Transferase), dem N-
terminalen Serglycinfusionsproteinen SGN-GST oder dem C-terminalen
Serglycinfusionsprotein SGC-GST in 1 ml IP-Puffer aufgenommen und ebenfalls 45 Min.
bei RT drehend inkubiert. Nach dem Blocken wurde die PASaZG16 1x mit 1 ml [P-Puffer
gewaschen und dann mit den vorinkubierten Proteingemischen 11/2 Stunden bei RT
ebenfalls drehend inkubiert. Danach wurde 4x mit je 1 ml IP-Puffer gewaschen und
abschlieend mit 1 ml 10 mM Tris-HCI pH 7,5, um die Salze und das Detergenz zu
entfernen. SchlieBlich wurde die PAS dann in 40 pl 2x Laemmli-Puffer + DTT (s. 2.1)
aufgenommen, 3 Min. bei 95°C erhitzt und zur Analyse der gebundenen Proteine einem

12,5%igen SDS-PAGE (s. 2.5.1) und anschlieBendem Immunoblot (s. 2.6.5) unterzogen.

2.11.2. GST-pull-down

Mittels GST-pull-down konnen Bindungspartner eines GST-Fusionsproteins ermittelt
werden. Dazu wird das GST-Fusionsprotein {iber den GST-Anteil an Glutathion-Sepharose
gekoppelt. Gibt man dann ein Proteingemisch hinzu, so interagieren die Bindungspartner
mit dem GST-Fusionsprotein. Nach Isolierung der Glutathion-Sepharose konnen etwaige

Bindungspartner im SDS-PAGE (s. 2.5.1) und Immunoblot (s. 2.6.5) analysiert werden.
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Zunichst wurde die Glutathion-Sepharose (Glutathione Sepharose 4B, apbiotech)
equilibriert und mit den GST-Fusionsproteinen gekoppelt. Es wurden drei Ansitze
gemacht, da GST allein, sowie die Serglycinfusionsproteine GST-SGN und GST-SGC
verwendet werden sollten. Dazu wurde jeweils 0,1 bed volume (= 133 pl der
75%Sepharoselosung) verwendet. Laut Herstellerangaben bindet diese Menge ca. 500 pg
GST-Fusionsprotein. Die Sepharose wurde zweimal mit je 1 ml PBS (s. 2.1) gewaschen
und danach mit 600 g in Bakterien erzeugtem rekombinanten GST, GST-SGN oder GST-
SGC in 1 ml PBS 45Min. bei RT drehend inkubiert, wodurch es zur Bindung der GST-
Anteile an die Glutathion-Sepharose kam. AnschlieBend wurden die Ansétze noch dreimal
mit je 1 ml PBS gewaschen, bevor die Sepharose dann 30 Min. mit je 1 ml 3% BSA in pull-
down-Puffer (50 mM Tris-HCl, 60 mM KCIl, pH 7,5) zum Blocken unspezifischer
Bindungsstellen drehend inkubiert wurde. Nach dem Blocken wurde einmal mit 1 ml pull-
down-Puffer gewaschen und die Sepharose dann in 100 pl pull-down-Puffer resuspendiert,
was in gebrauchsfertiger 50% Sepharose resultierte. Fiir die GST-pull-down-Ansétze
wurden je 50 pl dieser 50%-Sepharose verwendet. Diese 50 pl wurden mit 500 ul pull-
down-Puffer versetzt und mit 20 pg ZGM-Extrakt (s. 2.14.3) 11/2 Stunden drehend bei RT
inkubiert. Um alle nichtgebundenen Proteine zu entfernen, wurden die Ansétze dreimal mit
je 1 ml pull-down-Puffer gewaschen. Die pelletierten Ansdtze wurden schlieflich in 20 pl
Laemmli-Probenpuffer + DTT (s. 2.1) aufgenommen, 3 Min. bei 95°C erhitzt und in einem
12,5% SDS-PAGE (s. 2.5.1) mit nachfolgendem Immunoblot (s. 2.6.5). Um zu iiberpriifen,
ob ZG 16 mit den GST-Fusionsproteinen interagiert hat, wurde der Blot mit einem

Antikorper gegen ZG 16 inkubiert (s. 2.6.4 und 2.6.5).

2.11.3. Ligandenblot (Far-Western) (Min Li et al., 1992)

Der Ligandenblot dient der Analyse von Protein-Protein-Interaktionen auf einer
Blotmembran. Hierfiir wird ein Proteingemisch im SDS-PAGE aufgetrennt und dann auf
eine Membran geblottet. Durch Behandlung der Proteine auf der Blotmembran mit
bestimmten Puffern werden die Proteine zundchst denaturiert und dann langsam wieder
renaturiert. Nach diesen Equilibrierungsschritten wird der Blot mit einem Protein

(potentieller Ligand), dessen Interaktionen mit den aufgetrennten Proteinen untersucht
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werden sollen, inkubiert. AnschlieBend wird mittels Antikdrper gegen diesen Liganden
iberpriift, ob und mit welchen Proteinen des Proteingemisches er interagiert.

50 ug ZGM (s. 2.14.2) wurden in einem SDS-PAGE (s.2.5.1) aufgetrennt und danach auf
eine Nitrocellulosemembran geblottet (s. 2.6.3). Nach dem Proteintransfer auf die Membran
wurde diese 5 Min. in Puffer A (10 mM Hepes-KOH, pH 7,5, 60 mM KCI, 1 mM EDTA, 1
mM 2-Mercaptoethanol) inkubiert. Anschlieend wurde die Membran jeweils 10 Min. in
Puffer A mit abnehmender Guanidiniumhydrochlorid-Konzentration (6 M, 3 M, 1,5 M,
0,75 M, 0,38 M, 0,19 M, 0,1 M und 0 M) gewaschen. Darauf folgte eine 60 miniitige
Inkubation in Puffer A mit einem Zusatz von 5% (w/v) Magermilchpulver und 0,05% (v/v)
NP-40 und eine weitere 60 miniitige Inkubation in Puffer A mit 1% (w/v)
Magermilchpulver. Nach diesen Equilibrierungsschritten wurden 300 pg des Liganden (die
verschiedenen rekombinant erzeugten Serglycinmutanten) in Puffer A mit 1% (w/v)
Magermilchpulver zur Membran gegeben und auf einem Schiittler inkubiert. Alle
Inkubationsschritte erfolgten bei 4°C. Nach mindestens 16h wurde die Blotmembran 2x mit
PBST und 3x mit PBS gewaschen, um nicht gebundenen Liganden zu entfernen. Zur
Detektion des an Protein(e) auf der Membran gebundenen Liganden wurde die
Blotmembran dann mit einem Antikorper gegen den Liganden fiir 11/2h bei RT inkubiert
(aSG, 1:400 in Blotto, s. 2.6.4). Zur Entfernung von tiberschiissigem Antikorper wurde die
Membran wiederum 2x mit PBST und 3x mit PBS gewaschen, bevor der Zweitantikorper
(GaR-HRP, 1:2000 in PBS, s. 2.6.4) fiir 1h bei RT zugegeben wurde. Nach nochmaligem
Waschen mit PBST und PBS erfolgte die Detektion mit TMB/Substratlésung (Seramun
Diagnostica GmbH, Dolgenbrodt). Durch Kontrollen, bei denen das aufgetrennte auf eine
Membran transferierte Proteingemisch mit einem Serglycin-Antikdrper inkubiert wurde,
konnte eine Kreuzreaktivitit des Antikorpers mit dem aufgetrennten Proteingemisch
ausgeschlossen werden. AuBlerdem konnte durch weitere Kontrollen das sekretorische
Lektin ZG 16 als ein Bindungspartner des Liganden durch Antikérperinkubation mit einem
Antikorper gegen ZG 16 (s. 2.6.4) identifiziert werden.
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2.11.4. Cross-linking (Quervernetzungsstudien)
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Abb. 4: Trifunktioneller Crosslinker Sulfo-SBED (Pierce, Rockford/USA)

Diese Methode dient dazu, Bindungspartner eines bestimmten Proteins zu finden. Fiir diese
Zwecke wird der trifunktionelle Crosslinker Sulfosuccinimidyl-2-[6-(biotinamido)-2-(p-
azidobenzamido)hexanoamido]ethyl-1,3"-dithiopropionat (Sulfo-SBED, Pierce,
Rockford/USA) eingesetzt. Neben einem Biotinrest trdgt er einen sulfonierten N-
Hydroxysuccinimidoester und ein photoaktivierbares Arylazid. AuBBerdem existiert noch
eine spaltbare Disulfidbindung. Im ersten Inkubationsschritt wird der Crosslinker an ein
Protein gekoppelt, dessen Bindungspartner identifiziert werden sollen. Dann wird das
Cross-linker-gekoppelte Protein mit zu untersuchenden Proben inkubiert und anschlieBend
mit UV-Licht bestrahlt, wodurch die Arylazidgruppe des Cross-linkers eine kovalente
Bindung zum proteingebundenen Liganden (sofern vorhanden) ausbildet und so der
Biotinrest auf den Liganden iibertragen wird. Im SDS-PAGE unter reduzierenden
Bedingungen wird die Disulfidbindung im Crosslinker gespalten, so dass Protein und
Ligand getrennt werden. Der Biotinrest verbleibt am Liganden. Das im Gel aufgetrennte
Proteingemisch wird auf eine Nitrocellulosemembran transferiert, auf der der biotinylierte
Bindungspartner mittels Neutravidin, das HRP-gekoppelt ist (Pierce, Rockford/USA),
detektiert wird. Die durch die Umsetzung des ECL-Substrats (SuperSignal West Dura,
Pierce, Rockford/USA) durch die Peroxidase entstehende Lumineszenz kann mit einem
Rontgenfilm detektiert werden.

In diesem Experiment wurde gleichzeitig das in vitro Aggregationssystem (condensation-

sorting, Dartsch et al., 1998) angewendet. In diesem in vitro System konnen die
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Aggregation der Zymogene in den Granula der Azinuszellen des exokrinen Rattenpankreas
und die Bindung dieser Aggregate an die Zymogengranulamembran (ZGM) als getrennte
Prozesse untersucht werden. Unter pH-Bedingungen, wie sie physiologisch im TGN
herrschen (pH 5,9) binden Aggregate an ZGM und konnen bei 13000xg sedimentiert
werden. Die im Uberstand verbleibenden Aggregate sind nicht membrangebunden.

Da der Crosslinker photoaktivierbar ist, musste im Dunkeln gearbeitet werden, um ihn nicht
zu inaktivieren. Es wurden 1,12 mg Sulfo-SBED in 25 ul DMSO gelost. 11 pl davon
wurden zu etwa 200 pg rekombinantem Protein (Serglycinmutanten nach enzymatischer
Abspaltung des GST-Anteil, s. 2.4.3), das zuvor in 10 mM Hepes pH 8,0 dialysiert wurde,
gegeben. Diese Probe wurde 45 Min. bei RT drehend inkubiert. Um danach {iberschiissigen
Crosslinker zu entfernen, wurde 3x 45 Min. jeweils gegen ca. 300 ml 50 mM Hepes pH, 8,0
dialysiert. Fiir die Dialyse mussten Dialyseschliuche mit einem MWCO von 2000Da
(ZelluTrans, Roth, Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe) verwendet werden, da sonst die
Serglycinpeptide verlorengegangen wiren. AnschlieBend wurden die Proben in der
Vakuumzentrifuge (Savant Instruments, Farmingdale) auf ein Volumen von ca. 500 pl
eingeengt. Danach wurden 100 pg Zymogengranulamembranen (ZGM) (s. 2.14.2) zu den
Serglycinpeptiden gegeben. Nach einer 30 miniitigen Inkubation bei RT wurden die Proben
mit dem gleichen Volumen 0,1 M Mes pH 4,7 versetzt, was einen pH-shift auf 5,9 bewirkt.
Dieses Gemisch wurde 2 Stunden bei RT drehend inkubiert und danach 15 Min. mit UV-
Licht der Wellenlinge 365 nm aus etwa 5 cm Abstand bestrahlt (Hand-UV-Lampe,
Eigenbau, Werkstatt der Universitdt Marburg), wodurch der Crosslinker mit dem Liganden
kovalent verknilipft wurde. Von hier ab konnte wieder bei Licht gearbeitet werden. Zur
Trennung der Membranen wund daran gebundenen Proteinen wurde ein
Zentrifugationsschritt fiir 30 Min. bei 13000xg in einer Tischzentrifuge (Biofuge, Heraeus,
Osterode) durchgefiihrt. Die Pellets wurden in 40 pl Laemmli-Probenpuffer + DTT (s. 2.1)
aufgenommen. Davon wurden 10 pl (1/4 des Gesamtansatzes) auf ein 12,5% SDS-Gel (s.
2.5.1) aufgetragen. Von den Uberstinden wurde Y genommen und mit magnetischen
Streptavidin-beads inkubiert (s. 2.12). Danach wurden die beads und daran gebundenes
Protein ebenfalls in Laemmli-Probenpuffer + DTT (s. 2.1) resuspendiert und auch im SDS-
PAGE (s. 2.5.1) aufgetrennt. Das Gel wurde dann auf eine Nitrocellulosemembran geblottet
(s. 2.6.3) Nach dem Blocken mit 5% Blotto in PBS wurde die Membran griindlich mit
PBST und PBS gewaschen (je 3x fiir 10 Min.), bevor sie mit Neutravidin, das 1:50000 in



Methoden -57 -

PBS verdiinnt wurde, 1 Stunde bei RT inkubiert wurde. Nach erneutem Waschen mit PBST
und PBS (je 2x 5 Min.) wurde 1 ml Chemilumineszenzlésung SuperSignal® West Dura
Extended Duration Substrate (Pierce, Rockford/USA) auf die Membran gegeben Nach
einer kurzen Inkubationszeit (ca. 1 Min.) wurde die Membran in eine Klarsichthiille gelegt.
In der Dunkelkammer wurde ein Film aufgelegt (KODAK X-OMAT AR FILM, Eastman
Kodak Company, Rochester/USA). Dieser wurde nach verschiedenen Expositionszeiten

von ca. 2-10 Min. entwickelt.

2.12. Isolierung biotinylierter Proteine mittels Dynal beads

Bei den Dynal beads (Dynabeads®M-280 Streptavidin, Dynal, Hamburg) handelt es sich
um magnetische beads, die Streptavidin tragen. Dariiber kdnnen sie mit biotinylierten
Proteinen, Zuckern oder biotinylierter DNA/RNA interagieren. In einem dazugehdrenden
Stdnder konnen die beads und an sie gebundene Substanzen magnetisch isoliert und so
ankonzentriert werden.

Pro Ansatz wurden 30 ul der beads 2x mit je 500 pl PBS (s. 2.1) gewaschen, um das
Natriumazid, in dem die beads gelagert sind, zu entfernen. Danach wurde die Probe (1/4
der Crosslink-Uberstiinde) (s. 2.11.4) zugegeben und mit PBS auf 1 ml aufgefiillt. Es folgte
eine 30 miniitige Inkubation bei RT auf einem Drehschiittler (Eigenbau, Werkstatt der
Universitit Marburg), in der biotinylierte Proteine (also Bindungspartner im
Crosslinkexperiment) an die Streptavidin-beads binden konnten. Danach wurden die beads
wieder 2x mit je 500 pl PBS gewaschen, um nicht gebundene Proteine zu entfernen. Zuletzt
wurden die magnetisch isolierten beads noch in 20 pul Laemmli-Probenpuffer + DTT (s.
2.1) aufgenommen, 3 Min. bei 95°C erhitzt und in einem SDS-PAGE aufgetrennt (s. 2.5.1).
Danach wurden die Proteine auf eine Nitrocellulosemembran transferiert (s.2.6.3). Die
Detektion erfolgte wie schon unter 2.11.4 beschrieben mit Neutravidin und anschlieBender

Chemilumineszenz.
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2.13. Zellkultur

2.13.1. Kultur von AR4-2J-Zellen

Bei den AR4-2J-Zellen handelt es sich um eine Zelllinie aus einem transplantierbaren
Tumor der Azinuszellen des exokrinen Rattenpankreas, der durch Azaserin induziert wurde
(Jessop und Hay, 1980; Logsdon, 1986).

Die AR4-2J-Zellen wurden in 55cm’ Zellkulturflaschen (Falcon, Becton-Dickinson,
Heidelberg) kultiviert. Die Schalen mussten zuvor fir 30 Min. mit Matrigel (s. 2.13.2)
beschichtet werden, da die Zellen adharent darauf wachsen. Aulerdem benétigten die AR4-
2J-Zellen Dulbeccos modified Eagle medium (DMEM, PAA, Linz/A), dem 10% (v/v) FCS
(fetal calf serum) (PAA, Linz/A) und 0,05 mg/l Gentamycin (Gibco BRL, Eggenstein)
zugegeben werden mussten. Die Zellen wurden in einer wassergeséttigten Atmosphire bei
37°C unter Begasung mit 5% CO, in einem Brutschrank (Heraeus, Messer-Griesheim,
Diisseldorf) inkubiert. Ein- bis zweimal pro Woche wurden die Zellen passagiert.

Die Zellen wurden 2x mit je 5 ml auf 37°C vorgewdrmtem PBS (s. 2.1) gewaschen. Danach
wurden sie mit 2 ml ebenfalls 37°C warmer Trypsin (0,5 g/1)-EDTA (0,2 g/1)-Losung
(PAA, Linz/A) 5 Min. bei 37°C inkubiert, was zur Ablosung der Zellen vom Substrat
fiihrte. Durch Zugabe von 5-10 ml Kultivierungsmedium wurde das Trypsin durch im
Medium befindliche Trypsininhibitoren inaktiviert. Die im Medium befindlichen
abgelosten Zellen wurden durch Zentrifugation (5 Min. bei 800 rpm) in einer
Tischzentrifuge (Hermle, Gosheim) pelletiert und in 10 ml frischem Medium resuspendiert.
Davon wurde ein Tropfen in eine Fuchs-Rosenthal-Zihlkammer (Zeiss, Oberkochem) zur
Zellzahlbestimmung am Mikroskop gegeben. Letztendlich wurden 2 Millionen Zellen in
eine frische, mit Matrigel beschichtete 55cm” Zellkulturflasche ausgesit und mit warmem
Medium auf 20 ml Endvolumen gebracht. Die Flaschen wurden mit leicht gedffnetem
Deckel dann in den Brutschrank gestellt. Je nach Bedarf wurde zumeist alle zwei Tage ein

Mediumswechsel und 1-2 mal pro Woche eine Passage durchgefiihrt.
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2.13.2. Préaparation von Matrigel

Beim Matrigel handelt es sich um den Extrakt der extrazelluldiren Matrix des Engelbreth-
Holm-Swarm-Tumors der Maus. Die Préparation erfolgt nach Kleinmann et al., 1981.

2 g EHS-Tumor wurden in 3-4 ml 3,4 M NaCl in 50 mM Tris-HCI, pH 7,4 in einem
Thomas-Homogenisator (H.A. Thomas, Philadelphia/USA) mit den Einstellungen: Stufe II,
500 homogenisiert. Das Homogenat wurde in einen Erlenmeyerkolben gegeben, mit 80 ml
3,4 M NaCl, 50 mM Tris-HCI1 pH 7,4 aufgefiillt und ca. 30 Min. im Kiihlraum auf einem
Magnetriihrer geriihrt. Danach erfolgte eine Zentrifugation fiir 15 Min. mit 10000 rpm im
JA-20-Rotor der Beckman-Kiihlzentrifuge. Der gewonnene Uberstand wurde verworfen
und das Pellet in 80 ml 3,4 M NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 7,4 aufgenommen und erneut 30
Min. im Kiihlraum geriihrt. Dieser Waschvorgang wurde insgesamt dreimal wiederholt.
Nach der letzten Zentrifugation wurde das Pellet in 30 ml 2 M Harnstoff, 50 mM Tris-HCI
pH 7,4 aufgenommen und iiber Nacht im Kiihlraum auf einem Magnetriihrer geriihrt. Am
nidchsten Tag wurde fiir 30 Min. bei 10000 rpm im JA-20-Rotor zentrifugiert. Der
Uberstand wurde gesammelt. Das Pellet nochmals in 30 ml 2 M Harnstoff, 50 mM Tris-
HCI pH 7,4 resuspendiert, 30 Min. geriihrt und schlieBlich nochmals 30 Min. bei 10000
rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit dem zuvor gewonnenen Uberstand vereinigt
und in einen Dialyseschlauch MWCO 10 kDa (Roth, Karlsruhe) gefiillt. Die Dialyse
erfolgte fiir 3-4 Stunden gegen 1 Liter 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 7,4 im
Kiihlraum. Danach wurde der Puffer erneuert und die Dialyse wurde {iber Nacht fortgesetzt.
Am darauffolgenden Tag wurde die Probe dem Dialyseschlauch entnommen und 20 Min.
bei 15000 rpm im JA-20-Rotor zentrifugiert. Der dadurch erhaltene Uberstand ist das
Matrigel und muss zur Sterilisation einmalig mit 100 Gray bestrahlt werden. Danach wird
das Matrigel in kleinere Portionen zu je 2 ml aliquotiert und ist gebrauchsfertig. Das
Matrigel wird bei —20°C gelagert. Eingesetzt wird es in einer 1:5-Verdiinnung in PBS und

kann mehrmalig verwendet werden. Das verdiinnte Matrigel wird bei 4°C aufbewahrt.

2.13.3. Stimulation der AR4-2J-Zellen mit Dexamethason

Die Stimulation der AR4-2J-Zellen mit dem Glukokortikoid Dexamethason fiihrt nach etwa

48 Stunden zu gravierenden Verdnderungen in der Morphologie und Genexpression. Alle
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an der Sekretion beteiligten Kompartimente vergroBern sich und die Anzahl an
elektronendichten Granula nimmt zu (Logsdon et al., 1985; Swarovsky et al., 1988).
AuBerdem steigt die Konzentration an sekretorischen Enzymen und deren Sekretion.

Zur Stimulation der Zellen mit dem Glukokortikoid Dexamethason wurde zunéchst das
Kulturmedium abgesaugt. Danach wurde frisches erwidrmtes Medium zu den Zellen
gegeben, das neben FCS und Gentamycin noch 10 nM Dexamethason (Hexal, Holzkirchen)
enthielt. Auf diese Weise wurden die Zellen 72 Sunden im Brutschrank bei 37°C stimuliert.

2.14. Zellfraktionierung

Fiir die Priparation des Pankreas wurden mannliche Wistar-Ratten der Charles River Wiga
GmbH in Sulzfeld verwendet. Die Ratten wurden in einem klimatisierten Tierstall mit Tag-
Nacht-Rhythmus gehalten und erhielten die Standarddidt Altromin C1000 der Fa. Altromin

GmbH, Lage/Lippe und auBBerdem Wasser ad libitum.

2.14.1. Isolierung der Zymogengranula aus Rattenpankreas

4 Ratten mit einem Gewicht von ca. 200-230 g wurden 16-20 h gefastet, wodurch es zur
Anreicherung der Zymogengranula (ZG) im Pankreas kommt. Unter Athernarkose wurde
der Bauchraum erdffnet und die Tiere wurden durch Entbluten {iber die Aorta descendens
und anschlieBenden Schnitt ins Herz getotet. Dann wurde das Pankreas freipripariert,
entnommen und in eisgekiihltem PBS (s. 2.1) von Fett und Lymphgewebe befreit. Von
diesem Schritt an wurde auf Eis und in Anwesenheit von Proteaseinhibitoren gearbeitet.
Das entnommene Organ wurde zundchst in 1 ml eiskaltem Homogenisationspuffer (250
mM Saccharose; 5 mM MES pH 6,25; 0,1 mM MgSO4; 1 mM DTT (Gerbu Biotechnik
GmbH, Gaiberg); 2,5 mM Trasylol (Bayer, Leverkusen); 0,01 mM FOY-305 (Sanol-
Schwarz, Monheim); 0,1 mM PMSF (Merck, Darmstadt) mit einer Schere zerkleinert und
dann in 10 ml Homogenisationspuffer in einem Thomas-Homogenisator (H.A. Thomas,
Philadelphia/USA) homogenisiert. Dies erfolgte bei 2500 rpm durch dreimaliges Auf- und
Abbewegen des Rohrchens gegen das rotierende Teflonpistill (Fa. Braun-Melsungen). Das

entstandene Homogenat wurde bei 4°C und 500xg fiir 10 Min. in einer Kiihlzentrifuge
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(Modell RT 6000D) im Rotor Sorvall H1000B zentrifugiert, um Zellkerne und Zelltriimmer
zu pelletieren. Dieses Pellet (P1) wurde auf Eis aufbewahrt, und der Uberstand wurde
erneut zentrifugiert (10 Min. bei 2000xg und 4°C). Das resultierende Pellet bestand aus
weillen ZG, die von einer braunen Schicht aus Mitochondrien iiberlagert waren. Zur
Erhdhung der ZG-Ausbeute wurde Pellet P1 mit dem Uberstand der letzten Zentrifugation
vereinigt und nochmals im Homogenisator, wie bereits beschrieben, homogenisiert. Die
beiden oben genannten Zentrifugationsschritte wurden wiederholt. Die braune
Mitochondrienschicht wurde mit Homogenisationspuffer gut von den ZG abgespiilt und
dann erneut zentrifugiert (10 Min., 2000xg, 4°C). Das resultierende Pellet enthielt
nochmals ZG und Mitochondrien, die wieder mit Homogenisationspuffer abgespiilt
wurden. Die ZG wurden in Homogenisationspuffer resuspendiert und fiir 20 Min. bei
2000xg und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die ZG in 10 ml 50 mM
Hepes-Puffer mit pH 8,0 aufgenommen. Zur Trennung des Zymogengranuluminhalts (ZGI)

und der Zymogengranulamembranen (ZGM) wurden sie dann ii.N. bei -20°C eingefroren.

2.14.2. Trennung von Zymogengranulainhalt (ZGI) und Zymogengranulamembran

(ZGM)

Die bei -20°C eingefrorenen ZG (s. 2.14.1) wurden durch langsames Auftauen und durch
den alkalischen pH-Wert des Puffers (50 mM Hepes pH 8,0) lysiert. Zur Trennung von ZGI
und ZGM wurden sie fiir 30 Min. bei 100000xg und 4°C in der UZ (Modell Sorvall Combi
Plus, Dupont Company, Wilmington, Delaware, USA) mit dem Rotor SW50.1 (Beckman,
Miinchen) zentrifugiert. Der Uberstand entspricht ZGI und wird fiir weitere Versuche bei -
20°C eingefroren. Das Pellet entspricht ZGM und wurde in 1 ml 50 mM Hepes pH 8,0

resuspendiert.

2.14.3. Herstellung des ZGM-Extraktes

Man kann von ZGM (s. 2.14.2) periphere Proteine abldsen, indem man 1 ml in Hepes
resuspendierte ZGM mit 1 ml 300 mM NaHCOs-Puffer pH 11,5 fiir 2 h bei 4°C inkubiert.
Durch Ultrazentrifugation dieses Ansatzes bei 100000xg und 4°C fiir 30 Min. in der UZ
(Modell Sorvall Combi Plus, Dupont Company, Wilmington, Delaware, USA) gelangen die
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peripheren Membranproteine in den Uberstand, wihrend die gewaschenen Membranen das
Pellet bilden und in 200 pl 50 mM Hepes pH 8,0 aufgenommen wurden. Der so gewonnene
ZGM-Extrakt wurde bei -20°C gelagert.

2.14.4. Isolierung von ZG aus AR4-2J-Zellen iiber Sucrosegradientenzentrifugation

Es wurden kontinuierliche Dichtegradienten aus Sucrose eingesetzt. Hierbei handelt es sich
um eine isopyknische Zentrifugation (= Sedimentations-Gleichgewichtszentrifugation), bei
der Teilchen unterschiedlicher Dichte getrennt werden konnen. Durch eine lange
Zentrifugation mit hoher Geschwindigkeit kommt es zur Gleichgewichtseinstellung. Die
Teilchen bleiben im Schwebezustand, wenn ihre Dichte und die Dichte des umgebenden
Mediums gleich sind.

Pro Fraktionierungsansatz wurden 5 55cm” Zellkulturflaschen mit AR4-2J-Zellen, die 72
Stunden mit Dexamethason stimuliert waren (s. 2.13.3), verwendet. Das Zellkulturmedium
der 5 Flaschen wurde abgesaugt und die Zellen 2x mit je 7 ml eiskaltem 10 mM Tris-HCl
pH 8,0 gewaschen. Mit einem Zellschaber wurden die Zellen vom Schalenboden abgekratzt
und in 1,6 ml eiskaltem Tris-HCl pH 8,0 je Flasche aufgenommen. Die Zellen der 5
Flaschen wurden in einen Glass-Dounce-Homogenisator (Kontes Glass Co., Vineland,
N.J./USA) gegeben und auf Eis durch 15 strokes homogenisiert. Danach wurden 2 ml 50%
(w/w) Sucrose, 100 pl 300 mM MgSQOy, 100 ul 1 M NaCl, 10 pl 1 M DTT und 10 pl 0,1 M
PMSF zugegeben. Das Homogenat wurde dann 10 Min. bei 4°C mit 700xg in der Sorvall-
Zentrifuge (Modell RT 6000D) im Swing-Out-Rotor Sorvall H1000B zentrifugiert, was
zum Abtrennen von Zellkernen und nicht-lysierten Zellen fiihrte. Zur anschlieBenden
Trennung von membranumhiillten Kompartimenten wurde der postnukleire Uberstand
(PNS) 1 Stunde bei 4°C mit 105000xg in der Ultrazentrifuge im Rotor TY65 zentrifugiert.
Die sedimentierten Organellen wurden in 1 ml eiskaltem 10 mM Tris-HCI pH 8,0
aufgenommen. Mit einem Gradientenmischer und einer Peristaltikpumpe (Abimed Gilson,
Minipuls 2; Villiers/F) wurden in Beckman-Polyallomer-Zentrifugenréhrchen (Beckman
Instruments Inc., Palo Alto/USA) kontinuierliche Dichtegradienten zwischen 20% und
50%, 20% und 60% sowie 40% und 60% mit einem Volumen von 11 ml durch
Unterschichten hergestellt. Dazu wurden in die erste Kammer des Gradientenmischers 5,5

ml einer 20% Sucroselosung (w/w: 20 g Sucrose + 80 ml Tris-HCI pH 8,0) oder 5,5 ml
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einer 40% Sucroselosung (w/w: 40 g Sucrose + 60 ml Tris-HCI pH 8,0) und in die zweite
Kammer 5,5 ml einer 50% oder 60% Sucroselésung (w/w) eingefiillt und durch das
Mischungs- und Unterschichtungsprinzip entstand ein kontinuierlicher Gradient. Die zuvor
gewonnene Zellorganellensuspension (1 ml) wurde auf diesen Sucrosegradienten
aufgetragen und 5 Stunden bei 4°C mit 112500xg im Ausschwingrotor TH 642 in der
Sorvall-Ultrazentrifuge  (Dupont)  zentrifugiert. Danach wurde vorsichtig am
Rohrchenboden von auflen eine Kaniile eingestochen, iiber die der Sucrosegradient in
Fraktionen von ca. 350 pl gesammelt wurde. Die Dichte der Fraktionen wurde durch
Messung der Sucrosekonzentration mit 25ul pro Fraktion mit dem Abbe-Refraktometer
(Carl Zeiss, Oberkochem) bestimmt. Des weiteren wurden die Fraktionen auf ihren Gehalt
an unterschiedlichen Zellorganellen hin mittels Enzym-Assays untersucht (s. 2.15).
AuBerdem wurden Gradienten mit dem Lymphozytentrennmedium von PAA, Linz/A
hergestellt. Dafiir wurden 11 ml dieser gebrauchsfertigen Losung in ein
Zentrifugenrohrchen gegeben und die Probe darauf pipettiert. Diese Gradienten wurde

ebenso behandelt wie oben beschrieben.

2.15. Enzymatische Bestimmungen

2.15.1. Bestimmung der Amylase-Aktivitit (Bergmeyer, 1974)

Die Amylase ist ein Enzym, das die 1,4o-glykosidischen Bindungen in Polysacchariden
wie Stirke, Glykogen, etc. hydrolysiert. Dadurch entstehen Hemiacetale mit reduzierenden
Gruppen, die das Farbreagenz 2-Hydroxy-3,5-dinitrobenzoesdure zZu
Nitroaminosalicylsdure umsetzen. Die Konzentration des entstandenen Produkts wird
photometrisch bei einer Wellenldinge von 530 nm bestimmt und entspricht der
Konzentration der neugebildeten Endgruppen und somit direkt der Enzymaktivitét.

Je 1ul der Proben wurde mit Tritonpuffer (0,3 g NaH,PO4 x H,0; 0,39 g Na,HPO,4 x 2H,0;
0,29 g NaCl; 0,5 g Triton X-100 ad 250 ml H,O pH 6,9) auf 250 pl aufgefiillt. Ebenso
wurden 0-60 pl eines Maltosestandards (10 mg Maltose/ml H,O) mit Tritonpuffer auf 250
ul gebracht. Diese Schritte erfolgten auf Eis. Aus 10x Stirkepuffer (1,25 g NaH,PO4 x
H,O; 1,56 g Na,HPO, x 2H,0; 1,17 g NaCl ad 100 ml H,O pH 6,9) wurde die
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Stiarkegebrauchslosung (1% (w/v) Stirke in 1x Stirkepuffer) hergestellt. Die Proben sowie
die Stirkegebrauchslosung wurden 5 Min. bei 30°C im Wasserbad vorinkubiert. Danach
wurden je 250 pl der Stirkegebrauchslosung zu den Ansdtzen hinzugegeben und 5 Min. im
Wasserbad bei 30°C inkubiert. Dann wurde 1 ml Farbreagenz (1 g 2-Hydroxy-3,5-
dinitrobenzoesdure; 1,12 g KOH; 0,6 g Kalium-Natriumtartrat ad 100ml H,O) zugesetzt
und die Amylase 10 Min. im kochenden Wasserbad inaktiviert. Anschliefend wurden 3,5
ml H>O zugegeben und nach Abkiihlen die Extinktion im Spektralphotometer Cadas 100
(Dr. Lange, Diisseldorf) bei einer Wellenldinge von 530 nm gemessen. Aus den
Eichpunkten erhdlt man nach linearer Regression die den Proben entsprechenden
Enzymkonzentrationen, die mit der Verdiinnung multipliziert und durch die Inkubationszeit

dividiert (5 Min.) die Amylase-Aktivitit (U Amylase/ml in pmol/Min.) ergeben.

2.15.2. Bestimmung der sauren Phosphatase

Die saure Phosphatase fungiert als Markerenzym fiir lysosomale Zellorganellen mit einem
pH-Wert < 6. Sie katalysiert bei saurem pH die Abspaltung von Phosphatgruppen. Als
Substrat bei diesem Assay wird 4-Methylumbelliferylphosphat verwendet, eine Substanz,
die durch Einwirkung der sauren Phosphatase in einen fluoreszierenden Farbstoff
umgewandelt wird. Dadurch kommt es zur Anderung der spektralen Eigenschaften der
Substanz. Das Absorptionsmaximum liegt bei 360 nm. Nach enzymatischer Umsetzung des
Substrats kommt es zur Blaufluoreszenz mit einem Emissionsmaximum von 450 nm bei pH
9.

Als Stocklosungen wurden angesetzt:

4-Methylumbelliferylstocklosung: 0,1 M 4-Methylumbelliferylphosphatin 1 ml DMSO
Substratpuffer: 0,1 M Natriumcitrat-NaOH pH 4,5.

50 ul zu testende Probe der Sucrosegradienten (s. 2.14.4) wurden auf Eis mit 150 pl
Substratlosung (0,1 M Natriumcitrat-NaOH pH 4,5; 0,1% (v/v) Triton X-100, 1 mM
Methylumbelliferylphosphat) in 2 ml-ReaktionsgefdBBen gemischt. Dieser Ansatz wurde bei
37°C 30 Min. im Wasserbad inkubiert. Danach wurden 1,8 ml Stopplosung (50 mM
Glycin-NaOH pH 10,5; 5 mM EDTA) hinzugegeben, was zu einem pH-shift auf pH 9 fiihrt
und das Enzym inaktiviert. Die Proben wurden dann wieder auf Eis gestellt. Im

Spektralfluoreszenzphotometer (Kontron Instruments, Ziirich) wurden die Proben mit einer
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Anregungswellenldnge von 365 nm und einer Emissionswellenlinge von 450 nm
gemessen. Da hier nur die Verteilung des Markerenzyms im Dichtegradienten interessierte,
wurden die absoluten Messwerte der jeweiligen Fraktionen in Relation zum hdchsten

Messwert (100%) dargestellt.

2.15.3. Bestimmung der Succinat-Dehydrogenase-AKktivit:it
(modifiziert nach Davies, G.A. und Bloom, F.E., 1973)

Zur Lokalisierung der Mitochondrien in den Fraktionen eines Dichtegradienten, in dem
durch Zentrifugation eines postnukleiren Uberstandes homogenisierter Zellen die
subzelluliren Kompartimente gemil ihrer Dichte separiert worden waren, wurde die
Aktivitdt des mitochondrialen Markerenzyms Succinat-Dehydrogenase bestimmt. Hierbei
handelt es sich um einen kolorimetrischen Assay, bei dem Jodnitrotetrazoliumsalz (INT) als
Substrat zugegeben und von der Succinat-Dehydrogenase reduziert wird. Dadurch
verschiebt sich das Extinktionsmaximum des INT von 300 nm nach 490 nm proportional
zur Enzymaktivitdt. Als INT wurde hierbei 3-(p-Nitrophenyl)-2-(p-jodphenyl)-5-phenyl-
tetrazoliumchlorid (Serva, Heidelberg) verwendet.

Die Sucrosegradientenfraktionen (s. 2.14.4) wurden mit 750 pl Verdiinnungspuffer (10 mM
Tris-HCI pH 7,5; 1 mM EDTA) versetzt und 30 Min. bei 4°C mit 100000xg zentrifugiert.
Die Organellenpellets der einzelnen Sucrosegradientenfraktionen wurden in je 50 pl
Verdiinnungspuffer aufgenommen und bei 37°C 10 Min. reaktiviert. AnschlieBend wurden
300 pl Reaktionspuffer (10 mM Natriumsuccinat; 50 mM NaH,PO,4 pH 7,5) zugegeben.
Danach wurden noch 100 pl der INT-Substratlosung (2,5 mg INT/ml Reaktionspuffer)
zugesetzt und 10 Min. bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 ml
Stopplosung (Essigsdureethylester:Ethanol: TCA = 5:5:1) abgestoppt. Die Proben wurden
gegen einen Leerwert ( 300 ul Reaktionspuffer, 100 pul INT-Losung und 1 ml Stopplosung)
bei 490 nm in einem Spektralphotometer (Cadas 100, Dr. Lange, Diisseldorf) gemessen.
Die absoluten Messwerte der einzelnen Fraktionen wurden in Relation zum hdchsten

Messwert (100%) dargestellt.
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3. Ergebnisse

3.1. Identifizierung der Bindedomiine des Serglycin an ZG 16

In vorherigen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe wurde ein hochmolekulares Molekiil im
Inhalt der Zymogengranula der Azinuszellen des exokrinen Rattenpankreas als
Bindungspartner des sekretorischen Lektins ZG 16 gefunden (Licht, A., 2000;
Biederbick et al., 2003). Die Aminosdurezusammensetzung des isolierten
hochmolekularen Molekiils deutete auf das Proteoglykan Serglycin hin. Um dies zu
tiberpriifen, wurde die Rattenpankreas-cDNA von Serglycin kloniert, und Serglycin-
mRNA konnte dann durch reverse Transkriptions-PCR in Pankreasgewebe und AR4-2]J-
Zellen nachgewiesen werden. Mit einem polyklonalen Antikorper gegen das Serglycin-
core-Protein konnte dieses in den Granula lokalisiert werden. Das Proteoglykan
Serglycin scheint hier eine Funktion bei der Sortierung und Verpackung der Zymogene
zu haben. Wurde durch Zugabe von Xylosid oder durch Mutation die Anheftung der
Glykosaminoglykane an das core-Protein verhindert, kam es zur Beeintrdchtigung der
Sortierung des Serglycin und sekretorischer Enzyme, wie Procarboxypeptidase A und
Amylase (Biederbick et al., 2003).

Vorarbeiten lieBen darauf schlieBen, dass die Interaktion zwischen ZG 16 und Serglycin
zuckerunabhingig iiber Protein-Protein-Wechselwirkungen stattfindet. Dem Lektin ZG
16 wird eine Rolle als Vermittlerprotein zwischen der Zymogengranulamembran
(ZGM) und Proteinen des Zymogengranuluminhalts (ZGI) zugewiesen, da es die
Zymogenaggregate an die Granulamembran bindet (Kleene et al., 1999b). Im Weiteren
sollte nun diese Interaktion zwischen ZG 16 und Serglycin detaillierter untersucht
werden, da dem Serglycin moglicherweise eine /linker-Funktion zukommt und es

Zymogenaggregate iiber das ZG 16 an die Granulamembran bindet.

3.1.1. Herstellung der GST-SGC- und GST-SGN-Fusionsproteine

Es ist die Aminosduresequenz des Serglycin dargestellt. Bei dem kursiv geschriebenen
Abschnitt handelt es sich um das Signalpeptid, das allen Angaben nach bei Eintritt in
den sekretorischen Weg abgespalten wird. Daher ist es im reifen Protein nicht mehr

vorhanden und wird fiir die Bindungsstudien und die Nummerierung der Aminosduren
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nicht weiter bertlicksichtigt. Fett gedruckt sind die unverzuckerten Abschnitte am N-und
C-Terminus (SGN und SGC). Der mittlere Abschnitt besteht aus den Serin-Glycin-
Wiederholungen, an denen die Glykosaminoglykan-Ketten angeheftet sind:

MRQVPVGTRLVLALAFVLVWGSSVOGYPARRARYQWVRCKPDGIFANCIEEKGPRFDLI
AEESNVGPPMTDPVLMRGFPNDFFPISDDYSGSGSGSGSGSGSGSGSGSGSGSGSGSGS
GSGSGSGSGSGSGSGSGSGSLADMEWEYQPTDENNIVYFNYGPFDRMLTEQNQEQPGDF
II

Um herauszufinden, welche Doméne des Serglycin mit ZG 16 interagiert, wurden

zundchst zwei Peptide des Serglycin-core-Proteins hergestellt:

SGN:
YPARRARYQWVRCKPDGIFANCIEEKGPRFDLIAEESNVGPPMTDPVLMRGFPNDFFPISDY
SGC:

LADMEWEYQPTDENNIVYFNYGPFDRMLTEQNQEQPGDFII

Per PCR (s. 2.3.5) wurde mit den Primern SGN-up und SGN-down (s. 2.3.7) die DNA
fiir die N-terminale unverzuckerte Domine, sowie mit den Primern SGC-up und SGC-
down (s. 2.3.7) die DNA fiir die C-terminale unverzuckerte Doméne amplifiziert. Als
template fir die PCR diente hierbei die cDNA fiir das Volle-Lénge-Serglycin (SG), die
mit den Restriktionsenzymen BamHI und Pstl aus dem Plasmid pQE 31-Serglycin
herausgeschnitten wurde (s. 2.3.4). Bei beiden Ansitzen entstanden PCR-Produkte der
zu erwartenden GroBen: SGN mit 189bp und SGC mit 125bp (s. Abb.5a). Die PCR-
Produkte wurden mit dem TA-Cloning® Kit von Invitrogen kloniert (s. 2.3.10). Die
cDNA wurde in den Expressionsvektor pGEX-6P-1 ( 2.3.1) eingefiigt und zur Kontrolle
sequenziert (s. 2.3.12 und Sequenzierergebnisse: 7.1). Die DNA-Konstrukte wurden zur
Proteinexpression in BL-21-Zellen transformiert (s. 2.2.3 ¢). Durch Induktion mit IPTG
(s. 2.4.2) wurden GST-Fusionsproteine gebildet, die aus dem Bakterienlysat mittels
Glutathion-Sepharose gereinigt werden konnten. Das GST-SGC-Fusionsprotein hat ein
Molekulargewicht von ca. 30.6kDa und wird im Western-Blot von einem in unserer

Arbeitsgruppe hergestellten polyklonalen Antikorper gegen Serglycin (Biederbick et al.,
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2003) erkannt (s. Abb. 5b). Auch das GST-SGN-Fusionsprotein wird von diesem
Antikorper erkannt und erscheint als etwa 33kDa grofles Protein (s. Abb. 5b). Zur
Kontrolle, dass der Antikorper wirklich spezifisch den Serglycin-Anteil der
Fusionsproteine erkennt, und nicht etwa den GST-Anteil, wurde nur das durch
Expression des Vektors pGEX-6P-1 rekombinant hergestellte GST im Western-Blot
getestet. Dabei zeigte sich, dass dies nicht mit dem Antikorper gegen Serglycin
interagiert (s. Abb. 5b).
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Abb. 5: Herstellung von Serglycin-Konstrukten.

a: je 8 pl der PCR-Ansitze fiir SGN und SGC wurden auf ein 2% Agarosegel aufgetragen. In
Spur 1 wurde zum GroBenvergleich ein DNA-Marker mitaufgetragen, in Spur 2 ist SGN bei
189bp und in Spur 3 SGC bei 125bp zu sehen.

b: je 5 pg der Fusionsproteine GST-SGN, GST-SGC und GST wurden in einem 12,5% SDS-
PAGE aufgetrennt, auf Nitrocellulose geblottet und mit einem Antikorper gegen Serglycin
(1:400 in Blotto) inkubiert. In Spur 1 wurde zum GrodBenvergleich ein Proteinmarker
aufgetragen, in Spur 2 ist GST-SGN bei ca. 33kDa und in Spur 3 GST-SGC bei etwa 31kDa zu
sehen. Zur Kontrolle wurde in Spur 4 GST aufgetragen, das aber vom Serglycin-Antikdrper

nicht erkannt wird.
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3.1.2. GST-SGN interagiert  spezifisch mit der Zymogengranula-

membranfraktion-Komponente ZG 16

Durch GST-pull-down und Co-Immunoprézipitation sollte herausgefunden werden, ob
die Bindung des Serglycin an natives ZG 16, das eine Komponente der
Zymogengranulamembran-Fraktion ZGM (s. 2.14.2) ist, iiber den N-terminalen Anteil
SGN oder den C-terminalen Anteil SGC erfolgt. In einem weiteren Ansatz wurde
getestet, ob der GST-Anteil der Fusionsproteine eine Auswirkung auf die Interaktion
hat. Fiir den GST-pull-down wurden jeweils 50 pl der mit Fusionsprotein gekoppelten
Glutathion-Sepharose ~ (GST-Sepharose, GST-SGN-Sepharose und GST-SGC-
Sepharose) mit je 20 ng ZGM-Extrakt inkubiert (s. 2.11.2). Als ZGM-Extrakt wird der
NaHCO;-Extrakt der Zymogengranulamembran-Fraktion, in dem auch das ZG 16 zu
finden ist, bezeichnet (Schmidt et al., 2000) (s. 2.14.3). Nach dreimaligem Waschen (s.
2.11.2) wurden die Ansétze in einem 12,5% SDS-PAGE aufgetrennt (s. 2.5.1), um die
Proteine dann auf eine Nitrocellulosemembran zu transferieren (s. 2.6.3). Mit einem
polyklonalen Antikérper gegen ZG 16 (Cronshagen et al., 1994) konnte festgestellt
werden, dass alle drei Proteine mit ZG 16 interagieren (s. Abb. 6a). Ein Vergleich der
7ZG 16-Banden zeigt jedoch, dass GST-SGN das ZG 16 am besten bindet, wahrend sich
die schwachen Signale bei GST und GST-SGC in ihrer Intensitét nicht unterscheiden,
was zeigt, dass es sich hierbei um eine durch den GST-Anteil hervorgerufene
unspezifische Interaktion handelt. Die Interaktion zwischen Serglycin und ZG 16 erfolgt
demnach tliber den N-terminalen Anteil SGN.

Die gleichen Ergebnisse liefert auch die Co-Immunoprézipitation (s. 2.11.1). Hierfiir
wurde ein polyklonaler Antikorper gegen ZG 16 an Protein-A-Sepharose gekoppelt
(PASaZG 16). 80 ul davon wurden mit einem Gemisch aus 30 pg ZGM-Extrakt
(2.14.3) und entweder je 10 pg GST-SGN, GST-SGC oder GST inkubiert. Durch
mehrmaliges Waschen nach der Inkubation (s. 2.11.1) wurden unspezifische
Interaktionen minimiert. Die PASaZG 16 und daran gebundene Proteine wurden in
einem 12,5% SDS-PAGE (s. 2.5.1) und Immunoblot (s. 2.6.5) analysiert. Zur
Uberpriifung der Immunoprizipitation wurde auf der unteren Hilfte der
Nitrocellulosemembran in allen drei Ansdtzen das ZG 16 mit einem ZG 16-Antikorper
detektiert (s. Abb. 6b). Die Effizienz dieser Immunoprizipitation war in allen drei

Féllen gleich.
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Die obere Membranhélfte wurde zur Analyse der Co-Immunoprizipitation mit einem
Antikorper gegen GST inkubiert. Der Kontrollansatz zwischen dem PASaZG16-
Komplex und GST fiihrte zu einer schwachen unspezifischen Co-Prézipitation des
26kDa-GST-Proteins. Das GST-SGC-Konstrukt (31kDa) wurde ebenso schwach durch
PASaZG16 koprizipitiert, was auch auf eine unspezifische, durch den GST-Anteil
bedingte, Interaktion schlieBen ldsst. Signifikant groBer hingegen ist die Menge des
prazipitierten GST-SGN (33kDa). Dieser Unterschied im Vergleich zum Ansatz mit
GST bzw. GST-SGC ist auf eine spezifische Interaktion zwischen dem SGN-Anteil mit
dem ZG 16 zuriickzufiihren. In diesem Ansatz ist auch etwas GST zu detektieren, da die
Expression des GST-SGN-Vektors nicht durchgéingig das vollstindige Fusionsprotein
lieferte.

Sowohl der GST-pull-down, wie auch die Co-Immunoprézipitation, welche mehrmals
durchgefiihrt wurden, zeigen somit, dass die Serglycin-Interaktion mit ZG 16 durch den
N-terminalen unverzuckerten Abschnitt SGN erfolgt, dass aber der GST-Anteil der
Fusionsproteine einen storenden Einfluss hat, da er selbst schon mit ZG 16 interagiert.
Weitere Experimente, in denen der GST-Anteil entfernt wurde, sollen die Bindung von

SGN an ZG 16 untermauern.
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PASa ZG16 + GST-SGN + ZGM-Extrakt
PASa ZG16 + GST-SGC + ZGM-Extrakt
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Abb. 6: GST-pull-down und Co-Immunoprizipitation mit GST-SGN und GST-SGC.

a: GST-pull-down. Je 50 ul der mit den Proteinen GST, GST-SGN und GST-SGC gekoppelten
Glutathion-Sepharose wurden mit je 20 pg ZGM-Extrakt 1,5 h inkubiert. Die Ansédtze wurden
nach mehrmaligem Waschen in einem 12,5% SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrocellulose
geblottet und mit einem Antikdrper gegen ZG 16 (1:1000 in Blotto) inkubiert.

b: Co-Immunoprézipitation. Je 80 pul PASaZG 16 wurden mit einem vorinkubierten Gemisch
aus 30 pg ZGM-Extrakt mit entweder 10 pg GST, GST-SGN oder GST-SGC 1,5 h inkubiert.
Die Ansdtze wurden in einem 12,5% SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran
geblottet und diese dann halbiert. Der obere Teil wurde mit einem GST-Antikorper (1:300 in
Blotto) und der untere Teil mit einem ZG 16-Antikorper (1:1000 in Blotto) inkubiert.

3.1.3. Enzymatische Abspaltung des GST-Anteils

Um die Bindung des GST bei Bindungsexperimenten mit Serglycin-Konstrukten und
ZG 16 zu verhindern, wurde der GST-Anteil der Fusionsproteine mit dem Enzym
PreScission™Protease abgespalten (s. 2.4.3). Nach dem enzymatischen Verdau wurde
sowohl das GST, wie auch das Enzym, das einen GST-Tag trdgt und an die Glutathion-
Sepharose bindet, aus dem Ansatz entfernt. Zur Kontrolle wurden die beiden

Serglycinpeptide (SGN und SGC) nach dem Verdau in einem Tricin-SDS-Gel (TSDS-
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Gel) aufgetrennt (s. 2.5.2) und mittels Coomassiefarbung (s. 2.6.1) sichtbar gemacht. Es
musste ein TSDS-Gel verwendet werden, da die Peptide fiir SDS-Gele zu klein sind.
Die Peptide haben ein Molekulargewicht von ca. 7kDa (SGN) und 4,6kDa (SGC).
Allerdings laufen sie in diesem Gelsystem verglichen mit den Markerbanden nicht in
den zu erwartenden Hohen. Bei beiden Ansdtzen sind keine nennenswerten
Kontaminationen durch GST (in Hohe von 26kDa), die GST-Fusionsproteine (GST-
SGN: 33kDa und GST-SGC: 31kDa) oder das Enzym (ca. 46kDa) mehr zu sehen (s.
Abb. 7). Diese Serglycinpeptide wurden fiir weitere Experimente verwendet.

Die geringe GroBe der Peptide stellte fiir das Blotten ein Problem dar. Es war nicht
moglich, die Peptide quantitativ aus dem TSDS-Gel auf eine Membran zu transferieren.
Das SGN verblieb zum groBlen Teil im Gel, wo es nach der Blotprozedur noch
nachweisbar war. Das SGC war nach dem Blotten weder auf der Membran, noch im Gel
nachweisbar. Es bleibt unklar, ob es wihrend des Blotprozesses durch die spezielle
Immobilon PSQ-Membran (Millipore) hindurchgeht, oder ob es aufgrund seiner Ladung
nicht mit dieser Membran interagiert und so wéhrend des Transfers verloren geht. Aus
diesen Griinden mussten Experimente fiir die Bindungsstudien ausgewihlt werden, bei

denen die Peptide selbst nicht geblottet werden mussten.
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Abb. 7: Enzymatische Abspaltung des GST-Anteils der Fusionsproteine.
Nach 16 stiindigem Verdau bei 4°C mit der PreScission™Protease wurde jeweils ein Aliquot in
Laemmli-Probenpuffer aufgenommen und in einem TSDS-PAGE und anschlieBender

Coomassiefiarbung analysiert. In der ersten Spur ist der Mark 12™MW Standard (Invitrogen)
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aufgetragen. Die zweite Spur zeigt das vom GST abgespaltene SGN bei ca. 7kDa und die dritte
Spur das vom GST abgespaltene SGC bei etwa 4,6kDa.

3.1.4 In Cross-linking-Experimenten interagiert ZG 16 mit dem SGN-Peptid

Um das bereits dargelegte Problem des Transfers der SGN- und SGC-Peptide auf eine
Membran zu umgehen, wurden nun Cross-link-Experimente durchgefiihrt, in denen die
Ineraktionen dieser Peptide mit dem in der Membranfraktion ZGM enthaltenen ZG 16
analysiert werden sollten.

Zunichst wurden die Peptide SGN und SGC mit dem trifunktionellen Cross-linker
Sulfo-SBED gekoppelt (s. 2.11.4). Dieser Cross-linker trdgt Biotinreste, die auf
Bindungspartner iibertragen werden. Durch nachfolgende Spaltung einer Cross-linker-
internen Disulfidbriicke trdgt dann der Bindungspartner das Biotin, wobei sein
Molekulargewicht und somit sein Laufverhalten im SDS-PAGE nicht verdndert werden.
Der Nachweis der biotinylierten Bindungspartner erfolgt iiber Inkubation mit HRP-
gekoppeltem Neutravidin und anschlieBender Chemilumineszenz durch ECL (s. 2.11.4).
Nach Bindung des Liganden wurde der Ansatz zentrifugiert, um Membranen und daran
gebundene Proteine zu pelletieren. Das Pellet (P) und der Uberstand (U) wurden durch
SDS-PAGE und Transfer auf eine Nitrocellulosemembran analysiert.

Bei dem Ansatz, bei dem der Cross-linker an SGN gekoppelt wurde, sind vor allem in
der durch Zentrifugation entstandenen membranhaltigen Pelletfraktion Signale zu
sehen. Besonders auffillig ist eine Doppelbande unter der 21kDa-Markerbande (Abb.
8a). Die untere der beiden Banden konnte auf derselben Nitrocellulosemembran durch
Inkubation mit einem Antikorper als ZG 16 identifiziert werden (s. Abb. 8a ZG 16-
WB). Die dariiberliegende Bande konnte nicht identifiziert werden. Neben diesen gibt
es noch weitere Banden um 68kDa. Es konnte sich dabei um weitere Komponenten der
ZGM-Fraktion handeln, z.B. um periphere oder integrale Membranproteine, die als
Interaktionspartner des N-terminalen Anteils von Serglycin fungieren.

In der durch Zentrifugation entstandenen Uberstandfraktion (U) sind ebenfalls Proteine
zu detektieren. Die ZG 16-Bande ist nicht nachweisbar. Ebenso verhilt es sich mit der
Bande dariiber. Es finden sich einige Proteine im Bereich iliber 60kDa. Ob einzelne
davon mit den bereits beschriebenen Proteinen der Pelletfraktion identisch sind oder
nicht, kann nicht entschieden werden. Moglicherweise handelt es sich um

Zymogenkontaminationen. Da die Trennung der Granula in ZGI und ZGM nie
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vollstidndig erfolgt, ist das Vorkommen von geringen Zymogenkontaminationen hier zu
erwarten.

Bei dem Ansatz, bei dem SGC mit dem Cross-linker verbunden wurde, sind kaum
Banden zu sehen (Abb. 8b). Die ZG 16-Bande und die Bande dariiber, die beim SGN-
Ansatz so deutlich zu sehen sind, sind hier nicht detektierbar und interagieren demnach
nicht mit SGC.

In der Uberstandfraktion fillt ein Protein bei ca. 68kDa auf. In der Pelletfraktion sind
lediglich zwei schwache Interaktionspartner um 65kDa zu detektieren, die nicht
identifiziert werden konnten.

Auch mit diesen Cross-linking-Experimenten kann gezeigt werden, dass das Serglycin
iiber den N-terminalen Bereich (SGN) mit ZG 16 interagiert. Neben ZG 16 gibt es

moglicherweise noch weitere Interaktionspartner des Serglycin-core-Proteins.
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Abb. 8: Cross-linking-Experimente mit rekombinantem SGN (a) und SGC (b).
Je 200 pg der rekombinanten Proteine wurden mit dem Cross-linker gekoppelt und mit 100 pg
ZGM inkubiert. AnschlieBend wurde eine Zentrifugation angeschlossen, bei der es zur
Pelletierung der Membrankomponenten kam. Jeweils 4 der Ansédtze wurden auf ein 12,5%
SDS-Gel aufgetragen, auf eine Nitrocellulosemembran geblottet und 1h mit Neutravidin-HRP
inkubiert. In den ersten Spuren (SGN/SGC + ZGM U) sind jeweils die nach Zentrifugation
erhaltenen Uberstinde aufgetragen, in der zweiten Spur (SGN/SGC + ZGM P) die gewonnen
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Pellets und in der dritten Spur (ZG 16-WB) wurde die Membran einer Western-Blot-Analyse
mit einem ZG 16-Antikorper unterzogen. Die Detektion der biotinylierten Proteine erfolgte
durch HRP-gekoppeltes Neutravidin, ECL und Auflegen eines Rontgenfilms. Zum

GroBenvergleich wurde bei beiden Ansdtzen ein Proteinmarker mitaufgetrennt.

3.1.5 Auch im Ligandenblot interagiert ZG 16 mit dem SGN-Peptid

Neben der Methode des Cross-linking sollte die Interaktion von Serglycin mit ZG 16
noch durch eine weitere Methode abgesichert werden. Um auch hierbei das Transfer-
Problem der Serglycinpeptide auf eine Membran zu umgehen, wurde die Ligandenblot-
Methode verwendet.

Je 50 pg ZGM wurden in die Taschen eines SDS-Gels gegeben, gelelektrophoretisch
aufgetrennt (s. 2.5.1), auf eine Nitrocellulosemembran transferiert (s. 2.6.3) und einem
Ligandenblot unterzogen (s. 2.11.3). Dafiir wurde die Nitrocellulosemembran mit den
nach dem Blotten darauf befindlichen Proteinen in vertikale Streifen geschnitten, so
dass jeder Streifen einer Proteinspur entsprach. Nach Waschen mit Puffern
abnehmender  Guanidinium-Hydrochlorid ~ (GuHCl)-Konzentration, = was  zur
Denaturierung und langsamen Renaturierung der Proteine auf der Membran fiihrte,
wurden die Streifen {iber Nacht mit verschiedenen Peptiden inkubiert. Je 100 pg Peptid
Volle-Léange-Serglycin SG (S. 2.4.1) (Abb. 9a) bzw. SGN und SGC (Abb. 9b) wurden
in 5 ml Puffer auf je einen Blotstreifen gegeben. Am néchsten Tag wurden die
Blotstreifen gewaschen und dann mit einem Antikorper gegen Serglycin inkubiert (s.
2.6.4). Nach Zweitantikorperinkubation wurde die Farbelosung zugegeben. Um die
Spezifitit der erhaltenen Signale zu iiberpriifen, wurde auflerdem in einer normalen
Western-Blot-Prozedur (s. 2.6.3) je ein Streifen mit einem Antikorper gegen ZG 16
inkubiert.

In Abb. 9a ist in der Ligandenblotspur des Volle-Lange-Serglycin (SG) ein deutliches
Signal bei 14kDa zu detektieren und ein wesentlich schwicheres bei etwa 19kDa. In
mehreren weiteren Durchfiihrungen dieses Ligandenblots war das ca. 19kDa grof3e
Protein deutlicher zu sehen (vgl. Abb. 16). Nur in diesem Fall ist es sehr schwach und
durch phototechnische Verluste kaum noch zu erkennen. Die Kontroll-Western-
Blotspur gegen ZG 16 zeigt ein Signal, das das gleiche Molekulargewicht und ein
identisches Laufverhalten aufweist, wie das 14kDa grofle Signal aus dem Ligandenblot.

Der Abb. 9b ist zu entnehmen, dass das SGN ebenfalls an die beiden Proteine zwischen
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14 und 19kDa bindet. Auch in diesem Fall ist die Interaktion mit dem etwa 19kDa
grof3en Protein hier kaum zu erkennen. Bei der kleineren Bande (ca. 14kDa) konnte wie
auch oben schon gezeigt, durch eine Kontrollspur, die mit einem Antikdrper gegen ZG
16 inkubiert wurde, nachgewiesen werden, dass es sich um das Protein ZG 16 handelt,
da die Formen der Banden und das Laufverhalten sich entsprachen. Beim SGC-Ansatz
(Abb. 9b) sind im Ligandenblot keine Banden zu detektieren. Dieses Peptid interagiert
demzufolge nicht mit ZG 16.

Auch durch die Bindungsstudien mittels Ligandenblot konnte gezeigt werden, dass das
Serglycin iiber die N-terminale unverzuckerte Doméne SGN mit ZG 16 interagiert.

Diese Interaktion sollte im Weiteren naher untersucht werden.

a
5
= b
= ]
= % N
19kDa [
14kDa |
b
) °
ER- B B
= @ # N
19kDa S
14kDa % gt

Abb. 9: Ligandenblot mit SG, SGC und SGN.
a: Ligandenblot mit SG. In einem 12,5% SDS-PAGE wurden in den Spuren 2 und 3 50 pg ZGM
aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran geblottet. In Spur 1 ist zum Grofenvergleich
ein Proteinmarker aufgetragen. Spur 2 wurde iiber Nacht bei 4°C mit 100 pg SG und danach mit
einem Serglycin-Antikorper (1:400 in Blotto) inkubiert. Spur 3 wurde mit einem ZG 16-
Antikoérper (1:1000 in Blotto) inkubiert.
b: Ligandenblot mit SGC und SGN. In einem 12.5% SDS-PAGE wurden in den Spuren 2, 3 und

4 je 50 ug ZGM aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran geblottet. In Spur 1 wurde ein
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Proteinmarker aufgetragen. Spur 2 wurde dann mit 100 pg SGC und Spur 3 mit 100 pg SGN
iiber Nacht bei 4°C inkubiert und dann mit einem Serglycin-Antikérper (1:400 in Blotto)
inkubiert. Spur 4 wurde nur mit einem ZG 16-Antikorper (1:1000 in Blotto) inkubiert.

3.2.  Herstellung der SGN-Mutanten Mut-C-13-A, Mut-C-22-A und Del loop, die

einen potentiellen intramolekularen loop nicht ausbilden konnen

Bei dem N-terminalen Bereich von Serglycin (SGN), der mit ZG 16 interagiert, handelt
es sich um einen Proteinabschnitt von 63 Aminosduren. Es wird davon ausgegangen,
dass das N-terminal gelegene Signalpeptid beim Eintritt in den sekretorischen Weg
abgespalten wird. Daher wird mit der Nummerierung der Aminoséduren hier erst nach

dem Signalpeptid begonnen.

SGN:

13 22
YPARRARYQWVRCKPDGIFANCIEEKGPRFDLIAEESNVGPPMTDPVLMRGEPNDFEFPISDY

Da dieser Abschnitt zwei Cysteinreste an den Positionen 13 und 22 enthélt (fett
gedruckt in der oben angegebenen Aminosduresequenz), wire es moglich, dass dartiber
ein intramolekularer /oop ausgebildet wird, der fiir die Wechselwirkung mit ZG 16 von
Bedeutung ist. Solche intramolekularen /Joop-Bildungen wurden z. B. in
neuroendokrinen Granula fiir Granine beschrieben, wo sie essentiell fiir die Sortierung
von Proteinen sind. Um dies zu iiberpriifen, wurden drei Mutanten des N-terminalen
Serglycin-Abschnitts (Mut-C-13-A, Mut-C-22-A und Del loop) per Mutations-PCR (s.
2.3.6) mit dem Quick Change™ Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, La
Jolla/USA) erzeugt. Bei der Punktmutante Mut-C-13-A sollte der Cysteinrest an
Position 13, bei der Punktmutante Mut-C-22-A der Cysteinrest an Position 22 jeweils
durch ein Alanin ausgetauscht werden. Bei Del loop handelt es sich um eine
Deletionsmutante, bei der die 5 Aminosduren DGIFA an den Positionen 16-20 zwischen
den beiden Cysteinen deletiert wurden, um so eine mogliche loop-Bildung zu

unterbinden:
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Mut-C-13-A:

YPARRARYQWVRAKPDGIFANCIEEKGPRFDLTIAEESNVGPPMTDPVLMRGEFPNDFFPISDY

Mut-C-22-A:

YPARRARYQWVRCKPDGIFANAIEEKGPRFDLIAEESNVGPPMTDPVLMRGEPNDFEFPISDY

Del loop:

YPARRARYQWVRCKP----NCIEEKGPRFDLIAEESNVGPPMTDPVLMRGEFPNDFFPISDDY

Als DNA-template diente in allen drei Fillen die SGN-DNA im Vektor pGEX-6P-1.
Fiir die Mutante Mut-C-13-A wurden die Primer Mut-C-13-A-up und Mut-C-13-A-
down, fiir die Mutante Mut-C-22-A die Primer Mut-C-22-A-up und Mut-C-22-A-down,
sowie fiir die Mutante Del loop die Primer Del loop-up und Del loop-down (s. 2.3.7)
verwendet.

Bei den Mutanten Mut-C-13-A und Mut-C-22-A wurden die Schritte 2-4 der PCR 16
mal, bei Del loop 18 mal wiederholt. In Abb. 10a und 10b sind die PCR-Produkte
aufgetrennt in 0,8% Agarosegelen (s. 2.3.8) zu sehen. Abb. 10a zeigt die DNA Mut-C-
13-A und Mut-C-22-A im pGEX-6P-1 als Doppelbanden bei etwa 5200bp (Mut-C-13-
A/Mut-C-22-A sind 189bp, der pGEX-6P-1 4980bp grof}). Die Entstehung der
Doppelbande in der PCR ist unklar. Ob eines der beiden Produkte fehlerhaft war, wurde
nicht iiberpriift. Durch nachfolgende Sequenzierung der DNA (siehe unten) konnte
sichergestellt werden, dass in den Experimenten die korrekte DNA verwendet wurde. In
Abb. 10b ist Del loop in pGEX-6P-1 bei etwa 5150bp dargestellt (Del loop ist 174bp
gro3). Am unteren Rand sind iiberzdhlige Primer zu erkennen, die nicht in ein PCR-
Produkt eingebaut wurden. Nach PCR und Dpnl-Restriktionsverdau (s. 2.3.6) wurden
die DNA-Konstrukte in XI-1-blue-Zellen transformiert (s. 2.2.3 b). Nach Isolierung der
DNA im priparativen MaBstab (s. 2.3.2 b), wurde durch Sequenzierung festgestellt,
dass die Mutationen korrekt eingefiihrt wurden (s. 7.1). Diese DNA-Konstrukte wurden
dann zur Proteinexpression in BL-21-Zellen transformiert (s. 2.3.2 c), exprimiert und
die entstandenen GST-Fusionsproteine gereinigt (s. 2.4.2). Zur Sicherstellung, dass der
Antikorper gegen Serglycin die mutierten Proteine erkennt, wurden diese als GST-

Fusionsproteine im Western-Blot (s. 2.6.3) getestet (Abb. 10c). Alle drei Proteine, GST-
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Mut-C-13-A, GST-Mut-C-22-A und GST-Del loop werden vom Serglycin-Antikorper
erkannt und wiesen das zu erwartende Molekulargewicht auf. Die beiden
Punktmutanten Mut-C-13-A und Mut-C-22-A sind als GST-Fusionsproteine etwa
33kDa groB3, wihrend die Deletionsmutante Del loop als GST-Fusionsprotein ca.
32,6kDa groB ist. Der GroBenunterschied ist so minimal, dass er in diesem Gelsystem
nicht dargestellt werden kann. Da aus den vorher beschriebenen Experimenten
ersichtlich war, dass der GST-Anteil der Fusionsproteine einen stérenden Einfluss auf
die Bindungsstudien mit ZG 16 hat, wurde der GST-Anteil enzymatisch abgespalten (s.
2.4.3). Die Reinheit der gewonnenen Peptide wurde mittels TSDS-PAGE (s. 2.5.2)
sichergestellt (Abb. 10d). Alle drei Peptide laufen kurz iiber der 6kDa-Markerbande
(Mut-C-13-A und Mut-C-22-A haben ein Molekulargewicht von ca. 7kDa, Del loop von
ca. 6,6kDa). Auflerdem konnte festgestellt werden, dass die Serglycinmutanten ohne

Verunreinigungen durch Fusionsprotein oder Enzym vorliegen.
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Abb. 10:Herstellung der SG-Mutanten Mut-C-13-A, Mut-C-22-A und Del loop.

Amplifizierte DNA fiir Mut-C-13-A und Mut-C-22-A im 0,8% Agarosegel (a) und fiir Del loop
im 0,8% Agarosegel (b). Es wurden 5 pl der PCR-Ansétze aufgetragen. In der ersten Spur der
beiden Agarosegele wurde jeweils ein DNA-Marker zum GroBenvergleich aufgetragen.

¢: Western-Blot mit den Fusionsproteinen GST-Mut-C-13-A, GST-Mut-C-22-A und GST-Del-
loop. Es wurden jeweils 5 pg der Proteine in einem 12,5% SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine
Nitrocellulosemembran geblottet und mit einem Serglycin-Antikorper (1.400 in Blotto)
inkubiert.

d: TSDS-PAGE mit Mut-C-13-A, Mut-C-22-A und Del-loop nach Abspaltung des GST-Anteils
durch Verdau mit der PreScission™Protease. Die Proteine wurden mittels Coomassiefirbung

sichtbar gemacht. Es wurden je 4 pg der Proteine aufgetragen.
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3.2.1. Die Interaktion von ZG 16 mit Serglycin erfolgt Disulfid-/oop unabhéngig
a) Uberpriifung mittels Ligandenblot

Um herauszufinden, ob die Ausbildung eines intramolekularen loops nétig fiir die
Interaktion von SGN und ZG 16 ist, wurden die Mutanten Mut-C-13-A, Mut-C-22-A
und Del loop im Ligandenblot (s. 2.11.3) eingesetzt. Wie schon zuvor beschrieben,
wurden auch in diesem Fall 50 pg ZGM gelelektrophoretisch aufgetrennt (s. 2.5.1), auf
eine Nitrocellulosemembran transferiert (s. 2.6.3) und mit je 100 pg der
Mutantenpeptide inkubiert. Wieder wurde eine ZGM-Spur zur Kontrolle einer
Immunoblot-Analyse (s. 2.6.5) mit einem ZG 16-Antikorper unterzogen.

Die Detektion der Serglycinmutanten, die an die auf der Membran befindlichen ZGM-
Proteine gebunden hatten, erfolgte mit einem Antikorper gegen Serglycin.

Bei allen drei Mutanten sind Signale bei etwa 14 und 19kDa zu detektieren (s. Abb. 11).
Allerdings ist die Effizienz der Interaktion von Mut-C-13-A etwas schwécher als die der
anderen beiden Mutanten. Das Protein von ca. 14kDa lésst sich durch Vergleich mit der
Kontrollspur als ZG 16 identifizieren. Die bereits erwdhnte etwas hohermolekulare
Bande mit einem Molekulargewicht von ca. 19kDa konnte nicht identifiziert werden.
Die Ergebnisse dieses Experiments zeigen, dass eine intramolekulare /oop-Bildung des
Serglycin fiir die Bindung an ZG 16 nicht erforderlich ist. Ob das Serglycin iiberhaupt
solch einen intramolekularen /oop ausbildet, kann aus diesen Experimenten nicht

gefolgert werden.

* Mut-C-13-A
Mut-C-22-A

19kDa
14kDa -

Abb. 11:Ligandenblot mit Mut-C-13-A, Mut-C-22-A und Del-loop.
Je 50 ung ZGM wurden in einem SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran
geblottet. Spur 1 wurde mit 100 pg Mut-C-13-A, Spur 2 mit 100 pg Mut-C-22-A und Spur 3 mit
100 pg Del-loop iiber Nacht bei 4°C und anschliefend mit einem Serglycin-Antikorper (1:400 in
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Blotto) inkubiert. Spur 4 wurde zur Kontrolle nur mit einem ZG 16-Antikérper (1:1000 in
Blotto) inkubiert.

b) Uberpriifung mittels Cross-link-Experimenten

Um weiter abzusichern, dass eine mogliche /oop-Bildung innerhalb des SGN nicht
benoétigt wird fiir die Interaktion mit ZG 16, wurden mit den mutierten Peptiden Mut-C-
13-A, Mut-C-22-A und Del loop Cross-link-Experimente (s. 2.11.4) durchgefiihrt.
Sowohl bei dem Ansatz, bei dem der Cross-linker an Mut-C-13-A, wie auch bei dem
Ansatz, bei dem der Cross-linker an Mut-C-22-A gekoppelt wurde, sind in der durch
Zentrifugation entstandenen membranhaltigen Pelletfraktion einige Signale zu
detektieren. Bei beiden Mutanten handelt es sich um ein Signal bei etwa 14kDa, das
durch Inkubation derselben Membran mit einem Antikorper als ZG 16 identifiziert
werden konnte, da das Signal auf dem Rontgenfilm mit dem durch Antikdrper erzeugten
Signal auf der Membran deckungsgleich ist (s. Abb. 12 ZG 16-WB). Weitere Signale
sind bei ca. 60kDa zu sehen, bei denen es sich offenbar um andere Komponenten der
ZGM-Fraktion handelt, die ebenfalls als spezifische Interaktionspartner der beiden
Mutanten fungieren konnten. Auch in der nach Zentrifugation erhaltenen
Uberstandfraktion ist ein Signal nachzuweisen. Hierbei handelt es sich um ein Protein
mit einem Molekulargewicht von ca. 63kDa, das eine Zymogenkontamination darstellen
konnte. Das ZG 16-Signal findet sich nicht in der Uberstandfraktion.

Leider ergaben sich im Folgenden Probleme mit der Methode des Cross-links. In einem
weiteren Ansatz wurde getestet, wie sich die Serglycinmutante Del loop verhilt. Hierfiir
wurde wiederum ein Cross-link-Experiment durchgefiihrt, wobei als Kontrollen SGN,
Mut-C-13-A, Mut-C-22-A und SGC mitgefiihrt wurden. Hier war festzustellen, dass bei
allen Konstrukten ein identisches Bandenmuster auftritt (Daten nicht gezeigt). Es fallen
die Banden zwischen 14 und 19kDa auf, von denen die untere in vorherigen
Experimenten als ZG 16 identifiziert werden konnte. Des weiteren erscheint in allen
Ansitzen eine Bande etwas liber 26kDa, welche die dimere Form des ZG 16 darstellt.
Auch im Bereich iiber 50kDa sind bei allen Konstrukten Banden zu detektieren. Diese
Befunde widersprechen allen bisher durchgefiihrten Bindungsstudien, in denen gezeigt
werden konnte, dass SGC nicht mit ZG 16 interagiert. Da diese mdglicherweise
unspezifischen Interaktionen in weiteren Cross-link-Experimenten immer wieder zu

beobachten waren, mit anderen Methoden jedoch nicht untermauert werden konnten,
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kann die Glaubwiirdigkeit der Cross-link-Experimente nicht aufrechterhalten bleiben.
Fortan wurde diese Methode nicht mehr durchgefiihrt, um die Bindung von Serglycin an
ZG 16 zu untersuchen.

Worauf dieses Problem basiert, konnte nicht herausgefunden werden. Moglicherweise
waren noch Spuren des GST-Anteils vorhanden, der nach enzymatischer Abspaltung
nicht vollstandig aus den Serglycinfraktionen entfernt wurde. Da das GST natiirlich
auch den Cross-linker bindet, kdnnte dies eine Erkldrung fiir das Auftreten der Banden
in allen Ansétzen sein, da ja schon in vorherigen Versuchen gezeigt wurde, dass das
GST eine leichte Interaktion mit ZG 16 macht (s. Abb. 6a und 6b).

Wenn man die Daten dieses letzten Cross-link-Experiments auler Acht ldsst, kann man
aus den Bindungsstudien folgern, dass Serglycin unabhéngig von einer intramolekularen
loop-Bildung am N-Terminus mit ZG 16 interagiert, die Bindung daher durch andere

Strukturen zustande kommen muss.
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Abb. 12:Cross-linking-Experimente mit Mut-C-13-A und Mut-C-22-A.
200 pg Mut-C-13-A und Mut-C-22-A wurden mit Cross-linker gekoppelt und mit je 50 pg ZGM
inkubiert. Durch Zentrifugation wurden die Ansitze in eine Pellet- (1. Spur auf den Blots) und
eine Uberstandfraktion (2. Spur auf den Blots) getrennt. Je Y der Proben wurde in einem 12,5%

SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran geblottet und mit Neutravidin-HRP
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inkubiert. Mittels Chemilumineszenz und anschlieBendes Auflegen eines Rontgenfilms konnten
biotinylierte Proteine detektiert werden.

a: Cross-link mit Mut-C-13-A

b: Cross-link mit Mut-C-22-A

Bei beiden Cross-links wurde auf derselben Membran das ZG 16 mit einem Antikorper (1:1000
in Blotto) detektiert (ZG 16-WB). Zum GroBenvergleich wurden Markergro3en angegeben.

3.3. Eingrenzung der Bindedoméine am N-Terminus des Serglycin, die fiir die

Interaktion mit ZG 16 verantwortlich ist

Da sich bislang gezeigt hat, dass die Bindung von Serglycin an ZG 16 iiber den N-
terminalen unverzuckerten Bereich erfolgt und eine intramolekulare /oop-Bildung durch
Ausbildung einer Disulfidbriicke zwischen den beiden Cysteinen an Position 13 und 22
nicht erforderlich ist, wurden Deletionsmutanten des N-Terminus erzeugt. Zur
Eingrenzung des Bindemotivs wurden zwei unterschiedlich lange Proteinabschnitte am
N-Terminus von SGN deletiert. Bei der Mutante Del 14 wurden die 14 N-terminalen
Aminosduren entfernt, worunter 5 basisch geladene Aminosduren sind. Die
Deletionsmutante Del 22 wurde um 22 Aminosduren am N-Terminus verkiirzt, wobei es

sich jeweils um die ersten 14 bzw. 22 Aminosduren nach der Signalsequenz handelt:

Del 14:

————————————— PDGIFANCIEEKGPRFDLIAEESNVGPPMTDPVLMRGFPNDFEFPISDDY

Del 22:

————————————————————— IEEKGPRFDLIAEESNVGPPMTDPVLMRGEPNDEFPISDDY
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3.3.1. Klonierung und Expression der beiden Deletionsmutanten Del 14 und
Del 22

Die beiden Mutanten Del 14 und Del 22 wurden per PCR mit den Primern Del 14 up
und SGN down bzw. Del 22 up und SGN down mittels Taq-Polymerase amplifiziert (s.
2.3.5). Als DNA-template diente hierbei die DNA des Volle-Linge-Serglycin, die sich
in dem Plasmid pQE 31 befand. Die Produkte dieser PCR sind in Abb. 13a zu sehen. In
einem 2% Agarosegel (s. 2.3.8) sind Del 14 und Del 22 als DNA-Banden unterhalb der
200bp-Markerbande zu detektieren. Del 14 ist 149bp groB3, wiahrend Del 22 125bp
aufweist. Die beiden PCR-Produkte wurden mit dem Original TA Cloning® Kit ligiert
und transformiert (s. 2.3.10). Nach pridparativem Verdau (s. 2.3.4) wurden die beiden
Deletionsmutanten in den Vektor pGEX-6P-1 ligiert (s. 2.3.11) und in XL1-blue-Zellen
transformiert (s. 2.2.3 b). Nachdem durch Sequenzierung sichergestellt war, dass die
Sequenz der beiden Konstrukte stimmt (s. 7.1), wurden diese in BL-21-Zellen als GST-
Fusionsproteine exprimiert (s. 2.4.2). Wieder wurde dann iiberpriift, ob der Antikorper
gegen Serglycin diese Konstrukte erkennt. In Abb. 13b sind die Ergebnisse dargestellt.
Im Western-Blot ist bei jeder der beiden Mutanten eine Bande bei etwa 31kDa zu
detektieren. Dadurch ist bewiesen, dass der Serglycin-Antikdrper beide
Deletionsmutanten, Del 14 und Del 22, erkennt. Del 14 weist als GST-Fusionsprotein
ein Molekulargewicht von ca. 31,5kDa auf, wihrend Del 22 als GST-Fusionsprotein ein
Molekulargewicht etwa 30,5kDa hat. Fiir weitere Experimente wurde der GST-Anteil
mit dem Enzym PreScission™Protease abgespalten (s. 2.4.3). Die entstandenen
Serglycinpeptide wurden im TSDS-Gel (s. 2.5.2) analysiert (Abb. 13c). Sie erscheinen
als Banden knapp unter 6kDa, wobei die Molekulargewichte von Del 14 bei 5,5kDa und
von Del 22 bei 4,6kDa liegen. Die Proteine lagen ohne sichtbare Verunreinigungen

durch GST und das Enzym vor.
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Abb. 13:Herstellung der Mutanten Del 14 und Del 22.
a: Amplifizierte DNA von Del 14 und Del 22. Je 5 ul der PCR-Ansitze wurden in einem 2%
Agarosegel analysiert. In Spur 1 wurde ein DNA-Marker zum GroBenvergleich aufgetragen. In
Spur 2 ist Del 14 aufgetragen, in Spur 3 Del 22.
b: Western-Blot. Je 3 pug GST-Del 14 und GST-Del 22 wurden in einem 12,5% SDS-PAGE
aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran geblottet und mit einem Serglycin-Antikdrper
(1:400 in Blotto) inkubiert. Zum GroBenvergleich wurde in Spur 1 ein Proteinmarker
aufgetragen.
c: TSDS-PAGE. Je 4 nug der Peptide wurden nach Abspaltung des GST-Anteils aufgetragen und

mit Coomassie gefarbt. Zum Grof3envergleich wurde in Spur 1 ein Proteinmarker aufgetragen.
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3.3.2. Die ersten 22 Aminosiuren des N-Terminus sind notig fiir die Interaktion

von Serglycin und ZG 16

Zur Analyse der Bindung dieser beiden Serglycin-Deletionsmutanten an ZG 16 wurde
die Methode des Ligandenblots (s. 2.11.3) gewéhlt. Wieder wurde ein Membranstreifen
zur Kontrolle einer Immunoblot-Analyse (s. 2.6.5) mit einem Antikdrper gegen ZG 16
unterzogen. In Abb. 14 sind lediglich Signale bei der Mutante Mut-C-22-A
nachzuweisen. Diese interagiert, wie schon in vorherigen Experimenten gezeigt, mit
zwel Proteinen von ca. 14 und 19kDa, von denen das Protein von 14kDa wieder durch
Vergleich mit der Kontrollspur als ZG 16 identifiziert werden konnte. Das Protein von
19kDa bleibt unbekannt. Bei den Ansdtzen mit den Deletionsmutanten Del 14 und auch
Del 22 konnten in diesem und einem weiteren Experiment reproduzierbar keine Banden
auf der Nitrocellulosemembran detektiert werden. Beide Mutanten interagieren daher
nicht mit ZG 16 und auch nicht mit dem Protein von ca. 19kDa. Durch die N-terminalen
Deletionen bei Del 14 und Del 22 wurde das Bindemotiv vollstindig oder teilweise
entfernt, das fiir die Interaktion mit ZG 16 verantwortlich ist. Es ist diesen Ergebnissen
nach unter den ersten 14-22 Aminosduren am N-Terminus des Serglycin zu finden, die
in den Deletionsmutanten entfernt wurden. Durch weitere Mutanten soll das genauere

Bindemotiv eingegrenzt werden.
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Abb. 14:Ligandenblot mit Del 14, Del 22 und Mut-C-22-A.
Pro Spur wurden 50 pg ZGM in einem 12,5% SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine
Nitrocellulosemembran geblottet und einer Ligandenblotanalyse unterzogen. Dafiir wurde Spur
1 als Positivkontrolle mit 100 pg Mut-C-22-A, Spur 2 mit 100 pg Del 14 und Spur 3 mit 100 pg
Del 22 inkubiert. Danach wurde mit einem Serglycin-Antikorper (1:400 in Blotto) inkubiert.
Spur 4 wurde als Kontrolle lediglich mit einem ZG 16-Antikdrper (1:1000 in Blotto) inkubiert.
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3.4. Identifizierung der Aminosiuren am N-Terminus von Serglycin, die fiir die

Bindung an ZG 16 verantwortlich sind

Um diejenigen Aminosduren am N-Terminus von Serglycin zu identifizieren, die fiir die
Bindung an ZG 16 essentiell sind, wurden zwei weitere Mutanten, Mut-R-12-A-K-14-A
und Del 5 hergestellt. Bei der Mutante Mut-R-12-A-K-14-A wurden zwei geladene
Aminosduren (Arginin an Position 12 und Lysin an Position 14) jeweils durch die
neutrale Aminosdure Alanin ersetzt, um herauszufinden, ob die Interaktion durch die
positiven Ladungen dieser beiden Aminosduren hervorgerufen wird. Bei der
Deletionsmutante Del 5 wurden die ersten 5 Aminosduren am N-Terminus (YPARR)

deletiert:

Mut-R-12-A-K-14-A:

YPARRARYQWVACAPDGIFANCIEEKGPRFDLIAEESNVGPPMTDPVLMRGEPNDEFFPISDY

Del 5:

—-———-ARYQOWVRCKPDGIFANCIEEKGPRFDLIAEESNVGPPMTDPVLMRGFPNDFFPISDDY

3.4.1. Herstellung der Mutanten Mut-R-12-A-K-14-A und Del §

Zur Herstellung dieser Mutanten wurden zunédchst zwei cDNA-Konstrukte iiber PCR
mit dem Quick Change™ Site-Directed Mutagenesis Kit von Stratagene amplifiziert (s.
2.3.6). Dies erfolgte mit den Primern Mut-R-12-A-K-14-A-up und -down und Del 5-up
und Del 5-down. Als template wurde SGN in pGEX-6P-1 verwendet. Die amplifizierte
DNA wurde in einem Agarosegel (s 2.3.8) analysiert (Abb. 15a). Es sind PCR-Produkte
der erwarteten Grofe von ca. 5150bp nachzuweisen. Die unteren Banden im Agarosegel
stammen von den Primern aus dem PCR-Ansatz. Zum Abbau der unmutierten template-
DNA wurde der PCR-Ansatz mit Dpnl verdaut und anschliefend in XL 1-blue-Zellen
transformiert. Durch Sequenzierung wurde sichergestellt, dass die Mutationen korrekt

eingefiihrt wurden (s. 7.1).
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Die DNA wurde zur Proteinexpression in BL-21-Zellen transformiert (s. 2.2.3 ¢). Vom
gereinigten GST-Fusionsprotein wurde der GST-Anteil wieder enzymatisch abgespalten
(s. 2.4.3) und die gewonnenen Mut-R-12-A-K-14-A- und Del 5-Peptide im TSDS-
PAGE (s. 2.5.2) analysiert, wobei Peptidbanden in der entsprechenden Hohe zu sehen
sind: Mut-R-12-A-K-14-A hat ein Molekulargewicht von ca. 7kDa und Del 5 hat ein
Molekulargewicht von 6,4kDa (s. Abb. 15b).

0
Mut -R-12-A-K-14-A
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Mut-R-12-A-K-14-A
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Del 5
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Abb. 15:Herstellung von Mut-R-12-A-K-14-A und Del 5.
a: Amplifizierte DNA von Mut-R-12-A-K-14-A und Del 5. Je 5 pl der Ansdtze der Mutations-
PCR wurden in einem 0,8% Agarosegel aufgetrennt. Zum GroBenvergleich wurde in Spur 1 ein
DNA-Marker mitaufgetragen.
b: TSDS-PAGE. Je 4 pg der nach Verdau mit PreScission™Protease erhaltenen Proteine Mut-R-
12-A-K-14-A und Del 5 ohne GST-Anteil wurden in einem TSDS-PAGE aufgetrennt und mit

Coomassie geférbt. In Spur 1 wurde ein Proteinmarker mitaufgetragen.

3.4.2. 9 Aminosauren des Serglycin sind fiir die Bindung an ZG 16 notig

Im nachfolgenden Ligandenblot (s. 2.11.3) wurden die Peptide SGN, Mut-R-12-A-K-
14-A und Del 5 auf ihre Bindung an ZG 16 untersucht. Ein Blotstreifen wurde wieder
zur Kontrolle einer Western-Blot-Analyse (s. 2.6.5) mit einem Antikdrper gegen ZG 16
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unterworfen. In Abb. 16 sind Signale bei allen drei Konstrukten, Mut-R-12-A-K-14-A,
Del 5 und SGN, zu detektieren. Es handelt sich um zwei Signale, eines bei etwa 14, und
eines bei ca. 19kDa. Das 14kDa-Protein konnte wieder durch Vergleich mit der
Western-Blot-Kontrollspur als ZG 16 identifiziert werden. Die beiden geladenen
Aminosduren, Arginin an Position 12 und Lysin an Position 14, die bei Mut-R-12-A-K-
14-A durch Alanin ausgetauscht wurden, haben also keinen Einfluss auf die Bindung an
ZG 16. Ebenso verhdlt es sich mit den ersten 5 Aminosduren des N-Terminus
(YPARR), die bei Del 5 fehlen. Sie sind fiir die Bindung von Serglycin an ZG 16
ebenfalls nicht von Bedeutung. Von Bedeutung fiir die Bindung von Serglycin an ZG
16 sind die den Aminosduren YPARR nachfolgenden 9 Aminoséduren ARYQWVRCK,
deren Fehlen bei der Mutante Del 14 dazu fiihrt, dass Del 14 nicht mit ZG 16

interagieren kann.

Mut-R-12-A-K-14-A

ZG 16

' Del5

Abb. 16:Ligandenblot mit Mut-R-12-A-K-14-A, Del 5 und SGN.
In einem 12,5% SDS-Gel wurden je 50 pg ZGM aufgetrennt und die Proteine dann auf eine
Nitrocellulosemembran geblottet. Spur 1 wurde zur Kontrolle nur mit einem ZG 16-Antikérper
(1:1000 in Blotto) inkubiert. Spur 2 wurde mit 100 ug Mut-R-12-A-K-14-A, Spur 3 mit 100 pg
Del 5 und Spur 4 mit 100 pg SGN iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Danach wurden die Spuren 2-4
mit einem Serglycin-Antikorper (1:400 in Blotto) inkubiert.

Durch Herstellung der verschiedenen Mutanten und deren Bindungstests an ZG 16 vor
allem in Ligandenblot-Experimenten kann die Bindungssequenz von Serglycin an ZG

16 auf 9 Aminoséuren eingegrenzt werden.



Ergebnisse -91 -

Die Liste zeigt alle Mutanten des N-terminalen Anteils von Serglycin. Die deletierten

Bereiche, bzw. ausgetauschten Aminosduren sind heller dargestellt:

SGN: YPARRARYQWVRCKPDGIFANCIEEKGPRFDLIAEESNVGPPMTDPVLMRGFPNDFFPISDDY
Del 5: YPARRARYQWVRCKPDGIFANCIEEKGPRFDLIAEESNVGPPMTDPVLMRGFPNDFFPISDDY
Del 14: YPARRARYQWVRCKPDGIFANCIEEKGPRFDLIAEESNVGPPMTDPVLMRGFPNDFFPISDDY
Del 22: YPARRARYQWVRCKPDGIFANCIEEKGPRFDLIAEESNVGPPMTDPVLMRGFPNDFFPISDDY
Del. loop: YPARRARYQWVRCKPDGIFANCIEEKGPRFDLIAEESNVGPPMTDPVLMRGFPNDFFPISDDY
Mut-C-13-A: YPARRARYQWVRAKPDGIFANCIEEKGPRFDLIAEESNVGPPMTDPVLMRGFPNDFFPISDDY
Mut-C-22-A: YPARRARYQWVRCKPDGIFANAIEEKGPRFDLIAEESNVGPPMTDPVLMRGFPNDFFPISDDY

Mut-R-12-A-K-14-A: YPARRARYQWVACAPDGIFANCIEEKGPRFDLIAEESNVGPPMTDPVLMRGFPNDFFPISDDY

Fiir die Bindung an ZG 16 sind die N-Terminus nahen 9 Aminosduren ARYQWVRCK
ndtig, wobei der Austausch der Aminosduren Arginin, Cystein und Lysin an den
Positionen 12, 13 und 14 durch Alanin die Bindung nicht beeintrichtigt, was die
Vermutung nahe legt, dass wirklich essentiell fiir die Bindung nur die 6 Aminoséduren
ARYQWYV sind. Der hypothetischen Sekundérstruktur des Serglycin ist zu entnehmen,
dass die 8 Aminosduren ARYQWVRC, ein potentielles B-Faltblatt ausbilden (s. Abb.
17). Das B-Faltblatt wird durch den ersten Pfeil in der Abb. 17 dargestellt. Die
Wahrscheinlichkeit fiir die Ausbildung dieses Faltblattes ist sehr hoch, was durch die
dariiber abgebildete Balkendarstellung angezeigt wird (confidence of prediction). Unter
den Aminosduren, die an der Ausbildung des Faltblattes beteiligt sind, sind unter
anderen zwei aromatische Aminosduren (Tyrosin an Position 34 und Tryptophan an
Position 36 in der Abbildung 17) sowie zwei basische Aminosduren (Arginin an den
Positionen 33 und 38) zu finden. Bei der vor der Faltblattstruktur befindlichen
Helixstruktur handelt es sich um ein Strukturmotiv in der Signalsequenz, die bei Eintritt
in den sekretorischen Weg abgespalten wird. Das reife Protein beginnt daher erst mit
der Aminosdure Tyrosin an Position 27 in der Abbildung 17. So stellt das p-Faltblatt

das erste Strukturmotiv am N-Terminus des Serglycin dar. Diese Sekundirstruktur

wurde mit Hilfe des ExPASy Molecular Biology Server (www.expasy.ch) unter

»secondary and tertiary structure prediction® erstellt.
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Abb. 17: Sekundérstruktur von Serglycin (SG)
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3.5. Versuch der Isolierung von Proteoglykanen aus dem Inhalt der

Zymogengranula (ZGI) des exokrinen Rattenpankreas

Da bislang das Proteoglykan Serglycin in den Zymogengranula des exokrinen
Rattenpankreas identifiziert und ihm eine Rolle bei der Verpackung und Sortierung der
Zymogene zugewiesen werden konnte, sollte nun versucht werden, weitere
Proteoglykane zu isolieren und zu identifizieren. Vorarbeiten in unserer Arbeitsgruppe
konnten zeigen, dass eine submembrandse Matrix bestehend aus mehreren
Proteoglykanen und Glykoproteinen existiert und fiir die Granulabildung in den
Azinuszellen des Rattenpankreas wichtig ist (Schmidt et al., 2000). Ein dhnliches Gertist
konnte auch im Inhalt der Granula zu finden sein. Indizien fiir das Vorkommen von
sulfatierten Proteoglykanen in den Zymogengranula gibt es schon ldnger: 1978 fanden
Reggio und Palade sulfatierte Komponenten in den Zymogengranula von
Meerschweinchen. Scheele und Mitarbeiter konnten 1994 zeigen, dass 90% der Sulfat-
markierten Proteoglykane in den Azinuszellen des Rattenpankreas mit der
Zymogengranulamembran (ZGM) assoziiert sind. Das ldsst die Schlussfolgerung zu,
dass ca. 10% im Inhalt der Granula (ZGI) zu finden sind. Ziel war es, Proteoglykane aus
ZGI zu isolieren, die an der Sortierung und Verpackung der Zymogene beteiligt sein

konnten und eine mogliche intragranulidre Matrix ausbilden.

3.5.1. Welche Pufferbedingungen eignen sich am besten zur Proteoglykan-

isolierung mit Blyscan?

Da bekannt ist, dass der pH-Wert im Azinuslumen basisch ist (Freedman et al., 1998)
und die in den Granula vorliegenden Zymogenaggregate dort aufgeldst werden, wurde
nun versucht durch Inkubation von ZGI mit verschiedenen Pufferlosungen
unterschiedlicher pH-Werte Proteoglykane aus ZGI zu prézipitieren. Die Préizipitation
erfolgte mit dem Blyscan Proteoglycan and Glycosaminoglycan Assay (Biocolor,
Belfast, N. Irland) (s. 2.8.3). Mit diesem Assay konnen Proteoglykane spezifisch
prézipitiert werden, da das im Assay enthaltene 1,9-Dimethyl-Methylen Blau (DMB) an
sulfatierte  Polysaccharidkomponenten an Proteoglykanen und Glykosamino-
glykanketten bindet. Durch Zentrifugation kann dieser Komplex dann sedimentiert

werden.
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Je 100 pl ZGI wurden mit je 100 ul der in Tabelle 5 aufgefiihrten Pufferlosungen 30
Min. bei RT inkubiert. Dann wurde 1 ml Blyscan Dye Reagent zugegeben und der
Ansatz 30 Min. ebenfalls bei RT geschiittelt. Nach einer 10 miniitigen Zentrifugation
mit 13000xg wurde das entstandene Pellet in 1 ml Blyscan Dissociation Reagent
aufgelost und die Extinktion bei 656 nm gegen H,O in einem Spektralphotometer
gemessen. Die folgende Tabelle zeigt die verwendeten Pufferlosungen und die

jeweiligen Extinktionswerte:

7GI Pufferlésungen Extinktionswert bei 656 nm

100 pl ZGI 300 mM Hepes pH 8,0 0,034
100 pul ZGI 300 mM Hepes pH 11,5 0,100
100 pul ZGI 300 mM NaHCOs pH 8,0 0,09
100 pul ZGI 300 mM NaHCOs; pH 11,5 1,23
100 pul ZGI 300 mM NaHCOs pH 9,0 0,055
100 pl ZGI 300 mM KHCOs pH 11,5 0,96
100 pl ZGI 300 mM Nasulfat pH 11,5 0,032
100 pl ZGI 300 mM Naphosphat pH 11,5 0,7

Tab. 5. Préazipitation von Proteoglykanen mit dem Blyscan-Assay nach Inkubation von ZGI mit
unterschiedlichen Pufferlosungen. In der Tabelle sind die verwendeten Losungen und die bei

656 nm gemessenen Extinktionswerte eingetragen.

Der Tabelle ist zu entnehmen, dass mit 300 mM NaHCOs pH 11,5 die groBte Extinktion
erzielt wurde, also mit dieser Pufferlosung am meisten Proteoglykane prizipitiert
werden konnten. Aus diesem Grund wurde in weiteren Experimenten 300 mM NaHCOs3
pH 11,5 verwendet, welches bereits von Schmidt et al. 2000 zur Isolierung von

Komponenten der submembrandsen Matrix von ZGM verwendet wurde.

3.5.2. Verschiedene Ansiitze zur Proteoglykan-Isolierung

Es wurden verschiedene Ansdtze zur Proteoglykan-Isolierung getestet. Zum einen
wurde durch Glykogenfillung (s. 2.8.1) die Amylase, ein in groBler Menge im ZGI
vorkommendes Enzym, verringert. In einem anderen Fall wurde nach der

Glykogenfillung das ZGI noch fiir 30 Min. bei RT mit 300 mM NaHCO; pH 11,5
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behandelt, um mogliche Zymogenaggregate aufzulosen. Danach wurde eine
Proteinfdllung nach Wessel (Wesselfdllung) (s. 2.8.2) durchgefiihrt, da bekannt ist, dass
manche Proteoglykane und Glykoproteine Methanol-16slich (Faltynek et al., 1982) und
daher im organischen Uberstand der Wesselfillung zu finden sind. Alternativ wurde
ZGI nur mit 300 mM NaHCOs; pH 11,5 und anschlieBender Wesselfdllung behandelt.

Von manchen Zellen, beispielsweise neuroendokrinen Zellen und Azinuszellen des
Pankreas, weil man, dass zur Aggregation der Proteine in den Sekretgranula
millimolare Mengen an Calcium-Ionen (Ca®") benotigt werden (Colomer et al., 1996).
Daher wurde EGTA (10 mM Endkonzentration) zu ZGI gegeben und 30 Min. bei RT
inkubiert, um durch Ca®"-Chelatierung Bindungen aufzuheben und so die Aggregate
moglicherweise aufzuldsen. Im letzten Ansatz wurde untersucht, wie sich die
Wesselfdllung auf bereits mit EGTA behandelte Proteine des ZGI auswirkt. Dazu wurde
die organische Phase der Proteinfillung nach Wessel (s. 2.8.2) untersucht. Pro Ansatz
wurden 400 pg (50 pl) ZGI eingesetzt. '2 all dieser Ansdtze wurde nach
Hitzedenaturierung (3 Min. 95°C) mittels SDS-PAGE (s. 2.5.1) aufgetrennt. Das Gel
wurde nach dem Lauf mit 2mA/cm’ fiir 2 Stunden auf eine PVDF-Membran geblottet
(s. 2.6.3) und die Proteine mit Coomassie sichtbar gemacht (s. 2.6.1). Der Abbildung 18
ist zu entnehmen, dass nach Glykogenfillung (s. 2.8.1) (Spur 2) im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle (Spur 1, 50 pg ZGI) eine deutliche Reduzierung der Amylase
stattgefunden hat (Bande bei ca. 55 kDa). Wurde nach der Glykogenfillung noch eine
Wesselfillung (s. 2.8.2) durchgefiihrt und die organische Phase analysiert (Spur 3), sieht
man eine starke Verringerung aller Proteine bis zum kompletten Verschwinden der
Banden bei ca. 28 kDa, 40 kDa, 50 kDa, 55 kDa und der Doppelbande bei etwa 70 kDa.
Vergleicht man Spur 4 (ZGI nach NaHCO;-Behandlung und Wesselfillung) mit der
Kontrollspur 1, stellt man fest, dass das normale ZGI-Bandenmuster zu erkennen ist.
Allerdings geht nur ein geringer Anteil der ZGI-Proteine in die organische Phase der
Wesselfillung iiber. Bei einem Vergleich der Bandenintensitdt zwischen Spur 1 und
Spur 4, muss bedacht werden, dass im Gegensatz zu Spur 1, wo 50 pg Protein
eingesetzt wurden, in Spur 4 100 pug verwendet wurden. Nach EGTA-Behandlung (Spur
5) ist kein Unterschied zur Kontrolle zu erkennen. Alle Banden, die in der Kontrolle zu
sehen sind, bleiben auch nach EGTA-Einwirkung noch detektierbar. Der Entzug von
Calcium hat somit keine Auswirkung auf die Proteine. Auffillig ist, dass keinerlei
Banden mehr zu sehen sind, wenn nach der EGTA-Inkubation noch eine Wesselféllung

durchgefiihrt wurde (Spur 6). Die Zymogene miissen durch das EGTA von einer oder
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mehreren Komponenten abgelost worden sein, die fiir den Verbleib in der organischen
Phase verantwortlich sind. Auch die Glykogenfdllung mit anschlieBender NaHCOs-
Behandlung und Wesselfdllung (Spur 3) zeigt einen deutlichen Unterschied zur
Kontrolle. Hier gelangen kaum noch Proteine in die organische Phase der
Wesselfdllung. Es sind nur schwache Banden bei ca. 20 kDa, um die 35 kDa und bei
etwa 50 kDa zu sehen. Mit dieser Experimentreihe konnten aber keine Proteoglykane
direkt dargestellt werden. Es gibt lediglich indirekte Hinweise auf das Vorhandensein
von Proteoglykanen oder Glykoproteinen. Die Zymogene miissen an Komponenten
gebunden sein, die bei der Proteinfillung nach Wessel in die organische Phase
iibergehen. Durch NaHCOs-Behandlung von ZGI werden nicht alle Zymogene von
diesen Komponenten abgelost, so dass auch Zymogene in der organischen Phase
nachweisbar sind. Durch EGTA-Einwirkung hingegen werden die Zymogene komplett
abgeldst und es sind keine Proteine im 12, 5% SDS-PAGE der organischen Phase zu
detektieren. Die Interaktion der Zymogene mit diesen Komponenten erfolgt Ca®'-

abhéngig.
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Abb. 18:Ansiitze zur Matrix-Isolierung aus ZGI.
a) Je 400 pg ZGI wurden unterschiedlich behandelt. % der Ansédtze wurde in einem 12,5% SDS-
PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran geblottet und mit Coomassie gefarbt.
Spur 1: 50 pg ZGI als Kontrolle
Spur 2: ZGI nach Glykogenfillung
Spur 3: organische Phase der Wesselfdllung von ZGI nach Glykogenfillung und NaHCOs;-
Behandlung
Spur 4: organische Phase der Wesselfillung von ZGI nach NaHCOs-Behandlung
Spur 5: ZGI nach EGTA-Behandlung
Spur 6: organische Phase der Wesselféllung von ZGI nach EGTA-Behandlung

b) Reinigungsschema

In einer weiteren Experimentreihe wurde nun das Blyscan Dye Reagent verwendet,
welches spezifisch an sulfatierte Glykosaminoglykane bindet (s. 2.8.3). Blyscan Dye
Reagent-Glykosaminoglykan-Komplexe werden unloslich und koénnen dann durch
Zentrifugation prézipitiert werden. Durch unterschiedliche Behandlung von ZGI und
anschlieBender Blyscan-Prézipitation wurde nun versucht, Proteoglykane zu isolieren.
Hierbei wurde pro Ansatz 1 mg ZGI (125 pl) eingesetzt. Zunachst wurden 125 pl ZGI
mit 125 pul 300 mM NaHCO; pH 11,5 30 Min. bei RT inkubiert, um mogliche
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Zymogenaggregate aufzuldosen. Danach wurde 1 ml Blyscan Dye Reagent (s. 2.8.3)
zugesetzt und ebenfalls fiir 30 Min. bei RT schiittelnd inkubiert. In einem weiteren
Ansatz wurde zu 125 pul ZGI EGTA (10 mM Endkonzentration) gegeben und 30 Min.
bei RT inkubiert, um mogliche Interaktionen zwischen den Zymogenen und sulfatierten
Komponenten (moglicherweise  Proteoglykanen), die durch Calcium-Ionen
hervorgerufen werden, zu unterbinden. Danach wurde diese Probe einer Wesselféallung
(s. 2.8.2) unterzogen, um die Methanol-16slichen Komponenten zu isolieren. Im letzten
Inkubationsschritt wurde die organische Phase der Wesselfdllung mit 1 ml Blyscan Dye
Reagent 30 Min. bei RT geschiittelt und dann durch Zentrifugation die an den Farbstoff
gebundenen Proteine prizipitiert. Zur Uberpriifung der Wirkung von EGTA alleine
wurden wiederum 125 pl ZGI mit EGTA versetzt (10 mM Endkonzentration) und 30
Min. bei RT inkubiert. Danach wurde auch dieser Ansatz mit 1 ml Blyscan Dye Reagent
30 Min. bei RT geschiittelt und anschlieBend zentrifugiert. Die Prézipitate aller Ansétze
nach Blyscan-Fillung wurden schlieflich in 25 pl Laemmli-Probenpuffer + DTT
aufgenommen und 3 Min. bei 95°C denaturiert, gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf
eine Membran transferiert (s. 2.6.3) und mit Coomassie angeférbt. In Abb. 19 in Spur 2
ist als Kontrolle 100 pg ZGI aufgetragen. Vergleicht man nun die Kontrollspur 2 mit
der Spur 1 (ZGI mit NaHCOs; behandelt und dann mit Blyscan inkubiert), so ist zu
sehen, dass im Bereich zwischen 20 und 30 kDa Banden fehlen, wihrend im
hohermolekularen Bereich (>120 kDa) Banden zu detektieren sind, die in der Kontrolle
nicht zu sehen sind. Dabei handelt es sich um eine Bande bei ca. 120 kDa und um
mehrere Banden um 200 kDa und dariiber, die in diesem Gelsystem nicht richtig
aufgetrennt werden konnen. Bei beiden Ansédtzen mit EGTA (Spuren 3 und 4) sind
keine Proteine nachzuweisen wie schon im Experiment zuvor zu sehen war (Abb. 18
Spur 6), da das EGTA die Zymogene oder Zymogenaggregate von sulfatierten
Komponenten abldst, die sowohl Methanol-16slich sind wie auch mit dem Blyscan Dye
Reagent interagieren konnen, selbst aber in diesem Gelsystem vermutlich aufgrund ihrer
Grofle durch Zuckermodifikationen nicht nachweisbar sind. Durch die NaHCOs-
Behandlung (Spur 1) wurden die Zymogene nicht vollstindig von diesen Komponenten
gelost, sondern blieben teilweise daran assoziiert und konnten durch das Blyscan
mitprézipitiert werden. Hier traten einige hochmolekulare Proteine iiber 120 kDa auf,
die im Weiteren untersucht werden sollten, da es sich dabei mdglicherweise um

sulfatierte Komponenten (Proteoglykane) handelt.
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Abb. 19:Ansiitze zur Proteoglykan-Isolierung mit Blyscan.
a) Je 1 mg ZGI wurde unterschiedlich behandelt und mit dem Blyscan Dye Reagent inkubiert.
Die dabei entstandenen Pellets wurden in einem 12,5% SDS-PAGE aufgetrennt, 2h mit
2mA/cm’ auf eine PVDF-Membran geblottet und mit Coomassie angefirbt.
Spur 1: ZGI nach NaHCOj;-Behandlung und Blyscan-Féllung
Spur 2: 100 ng ZGI als Kontrolle
Spur 3: ZGI nach EGTA-Behandlung, Wesselfdllung und Blyscan-Fillung
Spur 4: ZGI nach EGTA-Behandlung und Blyscan-Féllung

b) Reinigungsschema

3.5.3. Handelt es sich bei den 5 hochmolekularen Banden um

Chondroitinsulfat-Proteoglykane?

Mit diesem Experiment sollte herausgefunden werden, ob die oben beschriebenen
hochmolekularen Banden von mehr als 120 kDa Chondroitinsulfat-haltig sind. Zwei
Ansitze von je 350 pul (=3,5 mg) ZGI wurden wiederum mit 350 ul 300 mM NaHCOs;
pH 11,5 fiir 30 Min. bei RT inkubiert. Danach wurden die Proben einer Wesselfallung
(s. 2.8.2) unterzogen und die organische Phase in einem speed vac Konzentrator auf je
125 pl Volumen eingeengt. Zu diesen 125 pl wurde nachfolgend jeweils 1 ml Blyscan
Dye Reagent gegeben und die Ansitze, wie bereits beschrieben, inkubiert. Von den
nach Zentrifugation entstandenen Prizipitaten aus sulfatierten Komponenten, die mit
dem Dye Reagent interagiert hatten, wurde eines in 50 pl Chondroitinase-Puffer
aufgenommen, das andere in 50 pl Chondroitinase-Puffer mit 0,1 U Chondroitinase
ABC (s. 2.9). Beide Ansitze wurden fiir 2 Stunden bei 37°C im Heizblock inkubiert.
Dann wurden die Proben mit Laemmli-Probenpuffer + DTT versetzt und 3 Min. bei
95°C denaturiert. Die Proben wurden in einem 7,5% SDS-PAGE (s. 2.5.1) aufgetrennt,
um die hochmolekularen Proteine besser darstellen zu konnen, auf eine Membran
transferiert und mit Coomassie angeférbt (s. 2.6.3). In Abbildung 20 ist in Spur 2 der
Ansatz mit Chondroitinase ABC aufgetragen, in Spur 3 der Ansatz ohne Chondroitinase
ABC. In Spur 1 wurden zur Kontrolle 50 pl Chondroitinase-Puffer aufgetragen, um die
Proteine, wie BSA, die im Puffer enthalten sind, darzustellen.

Es sind mindestens 5 hochmolekulare Proteine zwischen 120 und 250 kDa zu
detektieren, die ein leicht diffuses Laufverhalten aufweisen, wie es beispielsweise fiir
Glykoproteine typisch ist. Die Chondroitinase-Behandlung (Spur 2) flihrte zu keiner

Verdanderung des Laufverhaltens einer dieser 5 Proteine im Vergleich zur Kontrolle
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ohne Chondroitinase ABC (Spur 3). Es handelt sich hierbei also nicht um
Chondroitinsulfat-haltige Proteoglykane.

Chondroitinase-Puffer
+ Chondroitinase ABC
- Chondroitinase ABC

Marker

200kDa

* % ¥ ¥

120kDa

*

80kDa
70kDa

50kDa

Abb. 20:Chondroitinase-Verdau.

Die Proteine wurden in einem 7,5% SDS-PAGE aufgetrennt, 2h mit 2mA/cm?” auf eine PVDF-

Membran geblottet und mit Coomassie angefarbt. Die Sterne weisen auf die hochmolekularen

Banden hin.

Spur 1: 50 ul Chondroitinase-Puffer

Spur2: 3,5 mg ZGI nach NaHCOs;-Behandlung, Wesselfdllung, Blyscan-Fillung und
Chondroitinase ABC-Verdau

Spur 3: 3,5 mg ZGI nach NaHCO;-Behandlung, Wesselfdllung, Blyscan-Fillung ohne
Chondroitinase ABC-Verdau
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3.54. Bei den 5 hochmolekularen Proteinen handelt es sich nicht um

Proteoglykane

Um diese 5 hochmolekularen Banden zu identifizieren, sollten sie in Kooperation mit
Professor Lottspeich aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie in Martinsried
mikrosequenziert werden. Entsprechend der Vorgehensweise in 3.5.3 wurden nun 250
ul (2 mg) ZGI mit 250 pul 300 mM NaHCO; pH 11,5 inkubiert, anschlieBend der
Wesselfillung (s. 2.8.2) unterzogen und die organische Phase der Féllung wurde im
speed vac Konzentrator in diesem Fall auf etwa 250 pul eingeengt. Je 125 pl davon
wurden mit je 1 ml Blyscan Dye Reagent inkubiert und durch Zentrifugation pelletiert
(s. 2.8.3). Die Pellets wurden gemeinsam in 40 pl Laemmli-Probenpuffer + DTT
aufgenommen, hitzedenaturiert und wie zuvor in einem 7,5% SDS PAGE aufgetrennt
(s. 2.5.1). Das Gel wurde nach dem Lauf 1 Stunde in Coomassieldsung angeférbt (2.6.1)
und dann mit 10% Essigsdure entfarbt. Nach Entfarbung des Gels sind die 5
hochmolekularen Banden zu erkennen (s. Abb. 21). Bei den stark gefarbten Banden im
unteren Gelbereich (unter 80 kDa) handelt es sich sehr wahrscheinlich um Zymogene.
Uberraschenderweise ergab die Analyse der Mikrosequenzierung als eindeutiges
Ergebnis, dass es sich bei allen ausgeschnittenen Proteinbanden um Amylase handelte,
und nicht etwa um Proteoglykane. Normalerweise ist Amylase als Bande bei etwa 55
kDa zu identifizieren und zeigt kein diffuses Laufverhalten. Auch auf diesem Gel ist ein
distinktes Amylase-Signal bei 55 kDa zu erkennen. Ein moglicher Grund fiir die
auBergewOhnlich niedrige elektrophoretische Mobilitidt eines Teils dieses Enzyms
konnte eine Homooligomerisierung sein (siehe Diskussion). Auf jeden Fall ist es nicht
gelungen, Proteoglykane, die durch Blyscanbehandlung gefdllt wurden,
elektrophoretisch darzustellen. Moglicherweise ist dies auf die extreme Modifikation
der Proteoglykane durch Zucker (Glykosaminoglykan-Ketten) zuriickzufiihren, die das
Laufverhalten dieser Proteingruppe stark beeinflussen, so dass eine herkémmliche SDS-
PAGE hierfiir nicht geeignet ist.

Das Vorhandensein solcher sulfatierten Komponenten (Proteoglykane) wird indirekt
dariiber nachgewiesen, dass es iiberhaupt zu Blyscan-Préizipitaten kommt. Im Folgenden
sollte nun versucht werden, diese sulfatierten Komponenten in einem anderen

Gelsystem nachzuweisen.
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Abb. 21:Probe fiir die Mikrosequenzierung.
2 mg ZGI nach NaHCOs-Behandlung, Wesselféllung und Blyscan-Féllung in einem 7,5% SDS-
PAGE aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt.

Um nun grofle Komponenten wie stark glykosylierte Proteoglykane (> 200 kDa) im Gel
auftrennen zu konnen, wurden 2% Metaphorgele verwendet (s. 2.5.3). Bei den
Metaphorgelen handelt es sich um Agarosegele (Kleene et al, 1999a). Da diese Gele
sehr instabil sind, ist es schwierig sie zu firben. Daher wurden die NaHCOs;-
behandelten und mittels Blyscan-Féllung prézipitierten Proteine zunéchst biotinyliert (s.
2.10), um sie dann nach Gelelektrophorese und Transfer auf eine PVDF-Membran
mittels HRP-gekoppeltem Neutravidin sichtbar zu machen (s. 2.6.3).

Als Problem erwies sich hierbei, dass ein starker Hintergrund mdgliche distinkte
Banden iiberlagerte. Zwar war auch im hochmolekularen Bereich eine Schwirzung des
Films zu erkennen, mogliche Proteoglykane konnten jedoch nicht identifiziert werden

(Daten nicht gezeigt).
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3.6. Isolierung von Zymogengranula aus AR4-2J-Zellen

Da es mit den bislang verwendeten Methoden nicht gelang Proteoglykane darzustellen,
sollte nun versucht werden die bisherigen Probleme, wie das Blotten von
Proteoglykanen sowie das Anfirben mit Coomassie oder Silber, zu umgehen. Dazu
sollten Proteoglykane in AR4-2J-Zellen, einer Zelllinie aus einem Tumor des exokrinen
Rattenpankreas durch Zugabe von **S-Sulfat radioaktiv markiert werden, wobei das
Sulfat in die Glykosaminoglykan-Ketten der Proteoglykane eingebaut wird. Die
radioaktiv markierten Proteoglykane sollten dann nach Isolierung der Zymogengranula
aus den Zellen durch Radiographie nach SDS-PAGE detektiert werden. Die
Zymogengranulaisolierung erfolgte iiber Sucrosedichtegradienten unterschiedlicher
Sucrosekonzentrationen (s. 2.14.4). Pro Sucrosegradient wurden 5 Zellkulturflaschen
mit AR4-2J-Zellen 72 Stunden mit 10 nM Dexamethason zur Anreicherung der
Zymogengranula stimuliert (s. 2.13.3). Danach wurden die Zellen gewaschen, in einem
Glas-Dounce-Homogenisator homogenisiert und einer isopyknischen
Sucrosedichtegradientenzentrifugation unterworfen (s. 2.14.4). Nach 5-stiindiger
Zentrifugation der Gradienten wurden diese in Fraktionen zu ca. 350 pl gesammelt und
die Sucrosedichte der Fraktionen refraktometrisch bestimmt (s. 2.14.4). Um
herauszufinden, in welchen Fraktionen die Zymogengranula vorliegen, wurde ein
Enzymassay durchgefiihrt, mit dem die Aktivitidt des Zymogengranulaenzyms Amylase
bestimmt werden kann. AuBerdem wurden die Fraktionen noch auf ihren Gehalt an
anderen Zellorganellen getestet. Dies erfolgte ebenfalls {iber Enzymassays, wobei fiir
die Mitochondrien die Aktivitit der Succinat-Reduktase und fiir die Lysosomen die
Aktivitit der sauren Phosphatase gemessen wurde (s. 2.15).

Zur Isolierung der Zymogengranula wurden Sucrosedichtegradienten zwischen 20-50%,
40-60% und 20-60% Sucrose verwendet. Auch wurde ein Gradient aus
Lymphozytentrennmedium (PAA, Linz/A), der wie oben beschrieben durchgefiihrt
wurde, ausprobiert. Da die Verteilung der Organellen in allen verwendeten
Dichtegradienten sehr dhnlich war, wird hier exemplarisch die Verteilung der
Zymogengranula, Lysosomen und Mitochondrien im Dichtegradienten zwischen 20-
60% Sucrose als Aktivitdt der Markerenzyme dargestellt (s. Abb. 22). Die Messwerte
des Amylase-Assays, des Lysosomen-Assays (saure Phosphatase-Aktivitit) und des
Mitochondrien-Assays  (Succinat-Dehydrogenase-Aktivitit) wurden gegen die

Sucrosedichte aufgetragen. Da hierbei nur die Verteilung der Markerenzyme im
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Dichtegradienten interessierte, wurden die absoluten Messwerte der jeweiligen
Fraktionen in Relation zum hochsten Messwert (100%) des jeweiligen Assays
dargestellt. Zymogengranula sind bei etwa 49-26% Sucrose zu finden. In diesem
Bereich flotieren auch die Mitochondrien (45-26% Sucrose). Die Lysosomen erscheinen
als breiter peak in den Fraktionen mit 45-22% Sucrose. Der Abbildung ist zu
entnehmen, dass sich die peaks aller drei Enzyme {iiberlagern, was bedeutet, dass die
Zymogengranula, Mitochondrien und Lysosomen nicht ausreichend gut voneinander

getrennt werden konnen.

100

90 + saure Phosphatase
80 +
70 + .
uccinat-Dehydrogenase
60 +
50 +

40 +

% der max. Absorption

30 +

20 +

Sucrosedichte

Abb. 22:Nachweis der Amylase-, Succinat-Reduktase- und saure Phosphatase-Aktivitit in den
Fraktionen eines Sucrosegradienten mit 20-60% Sucrose.
Es wurde das 105000xg Membranpellet des postnukledren Uberstandes aus AR4-2J-Zellen
separiert. Die gemessenen Enzymaktivititen der einzelnen Fraktionen wurden in % der

maximal gemessenen Aktivititen gegen die Sucrosekonzentrationen aufgetragen.

Da diese Versuche nicht zu den gewiinschten Ergebnissen fiihrten, wurde diese

Isolierungsmethode nicht weiter verfolgt.
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4. Diskussion

Die reguliert sezernierten Zymogene miissen in den Azinuszellen des exokrinen
Rattenpankreas von allen iibrigen Proteinen getrennt, und in die Zymogengranula
verpackt werden. Eine wichtige Rolle spielen dabei die Lipid-Mikrodoménen (rafts) in
der Granulamembran, tiber die die von Schmidt et al. 2000 ndher charakterisierte
submembrandse Matrix verankert ist. Von zentraler Bedeutung fiir die Verkniipfung der
Zymogenaggregate an die Membran ist das Protein ZG 16, eine Komponente der
submembrandsen Matrix. In der vorliegenden Arbeit konnte das Verbindungsprotein
zwischen den Zymogenaggregaten und der Granulamembran niher aufgeklart werden.
Dabei handelt es sich um das im Inhalt der Granula vorkommende Proteoglykan
Serglycin, das iiber seinen N-terminalen Anteil mit ZG 16 interagiert und dariiber die an
seine  Glykosaminoglykan-Ketten assoziierten = Zymogenaggregate iiber die

submembranise Matrix an der Membran verankert.

4.1. Identifizierung der Bindedomiine des Serglycin an ZG 16

Von A. Licht aus unserer Arbeitsgruppe gab es Hinweise auf ein sehr hochmolekulares
Proteoglykan im Inhalt der Zymogengranula in den Azinuszellen des exokrinen
Rattenpankreas. In Cross-link-Studien mit rekombinantem ZG 16 konnte er einen
hochmolekularen (grofler als 250 kDa) Bindungspartner biotinylieren. Da sich dieser
Bindungspartner nicht in Gelen durch Coomassie- und Silberfiarbung darstellen lieB,
wurde er aus Metaphorgelen durch Elektroelution isoliert. Von den proteinhaltigen
Elutionsfraktionen wurde dann die Aminosdurezusammensetzung bestimmt, die
deutliche Hinweise auf das Proteoglykan Serglycin ergab, da ein GroBteil der
Aminosduren Serin und Glycin waren (Diplomarbeit A. Licht, 2000). Spiter konnte
durch RT-PCR und Antikdrperinkubation von AR4-2J-Zellen der Beweis erbracht
werden, dass es sich tatsdchlich um das Proteoglykan Serglycin handelt (Biederbick et
al., 2003). Vorarbeiten aus unserer Arbeitsgruppe deuteten an, dass es sich bei der
Interaktion von Serglycin mit ZG 16 um eine zuckerunabhidngige Protein-Protein-
Wechselwirkung handeln konnte. In der vorliegenden Arbeit wurde dieser Hinweis

tiberpriift. Dabei konnte die Bindungsdoméne des Serglycin fiir das ZG 16 identifiziert
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werden, um Aufschluss iiber die Sortierung der Zymogene und deren Anheftung an die
Membran der Zymogengranula zu erhalten.

Das Serglycin der Ratte besteht aus drei Abschnitten: einem unverzuckerten N-
terminalen Bereich (63 AS), dem verzuckerten Bereich, der aus 49 Serin-Glycin-
Wiederholungen besteht und dem Protein seinen Namen gibt, sowie dem
unverzuckerten C-terminalen Bereich (41 AS). Zundchst wurden der unverzuckerte N-
und C-Terminus rekombinant hergestellt. In verschiedenen Bindungsstudien (GST-pull-
down, Co-Immunoprizipitation, Ligandenblot und Cross-link-Experimenten) stellte
sich heraus, dass der 63 Aminosduren umfassende N-terminale Abschnitt SGN mit ZG
16 interagiert (s. Abb. 8 und 9). Anders als bei vielen bislang beschriebenen
Interaktionen von Serglycin, bei denen eine Interaktion zumeist iiber elektrostatische
Wechselwirkungen mit den sulfatierten Glykosaminoglykanen stattfindet (s. 1.3), kann
in dieser Arbeit gezeigt werden, dass weder die Glykosylierung noch die Sulfatierung
fiir die Interaktion mit ZG 16 nétig sind. Um das Bindungsmotiv einzugrenzen, wurde
der N-terminale Bereich (SGN) weiter analysiert. Der Sequenz von SGN ist zu
entnehmen, dass an den Positionen 13 und 22 jeweils ein Cystein zu finden ist. Aus
neuroendokrinen Zellen, wie PC 12-Zellen, ist bekannt, dass ein intramolekularer
Disulfidbriicken-loop z.B. im Chromogranin B essentiell fiir die Sortierung in
sekretorische Granula ist. Durch die Gabe von DTT zu PC 12-Zellen konnte die /oop-
Bildung verhindert werden und das Chromogranin B wurde dann in konstitutive Vesikel
sortiert anstatt in reguliert sekretorische Vesikel geleitet zu werden (Chanat et al., 1993;
Kromer et al., 1998). Auch fiir das Chromogranin A konnte diese N-terminale /oop-
Bildung gezeigt werden, die ndtig ist flir die Oligomerisierung des Proteins und somit
fiir seine korrekte Sortierung in reguliert sekretorische Granula (Thiele und Huttner,
1998). Die Oligomerisierung des Chromogranin A beginnt schon bei pH-Werten von
7,4 bis 6,4. Diese pH-Werte entsprechen denen des sekretorischen Wegs (7,4 im ER und
ca. 6,4 in den unreifen sekretorischen Granula). Der Disulfidbriicken-loop im
Chromogranin ist fiir die Interaktion mit Membrankomponenten zustdandig, entweder fiir
die Bindung an membrangebundenes Chromogranin, oder an andere
Membrankomponenten (Thiele und Huttner, 1998) und triagt so im TGN zur Sortierung
bei. Solch eine Interaktion mit Membrankomponenten iiber einen intramolekularen
Disulfid-loop am N-Terminus konnte auch fiir das Pro-Opiomelanocortin gezeigt
werden, das mit der Membran-assoziierten Form der Carboxypeptidase E interagiert

und dariiber sortiert wird (Cool et al., 1997).
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Durch Herstellen von Mutanten des N-terminalen Bereichs von Serglycin (SGN) wurde
in der vorliegenden Arbeit fiir dieses Protein gezeigt, dass ein intramolekularer /oop, der
durch Disulfibriickenbildung stabilisiert wird, fiir die Bindung an ZG 16 nicht
erforderlich ist. Sowohl die Punktmutante Mut-C-13-A, bei der das Cystein an Position
13 wie auch die Punktmutante Mut-C-22-A, bei der das Cystein an Position 22 durch
ein Alanin ausgetauscht wurde, binden an ZG 16 und auch an ein weiteres bisher nicht
ndher identifiziertes Protein von ca. 19 kDa. Ebenso interagiert die Deletionsmutante
Del loop, bei der die 5 Aminosduren DGIFA zwischen den beiden Cysteinen entfernt
wurden, mit ZG 16 und dem 19 kDa Protein (s. Abb. 11). Beim Serglycin ist folglich
keine loop-Bildung durch eine Disulfidbriicke zwischen den beiden Cysteinen im N-
terminalen Abschnitt an der Bindung mit ZG 16 erforderlich.

Auch eine intermolekulare Disulfidbriickenbildung wie sie fiir die Bindung der Matrix-
Metalloproteinase 9 an ein Chondroitinsulfat-Proteoglykan, vermutlich Serglycin,
beschrieben wird (Winberg et al., 2000), kann fiir die Interaktion zwischen Serglycin
und ZG 16 ausgeschlossen werden, da das ZG 16 kein Cystein aufweist, das an einer
solchen Interaktion beteiligt sein konnte.

Durch Erzeugung verschiedener Deletionsmutanten (Del 5, Del 14 und Del 22), konnte
die Bindedoméne auf 9 Aminoséduren eingegrenzt werden. Dabei handelt es sich um die
N-Terminus nahen Aminosduren ARYQWVRCK an den Positionen 6-14 im Serglycin,
die in der hypothetischen Sekundirstruktur eine gestreckte [-Faltblatt-Struktur
einnehmen (vgl. Abb. 17). Die B-Faltblatt-Struktur zeichnet sich dadurch aus, dass sie
plattenformige Gestalt hat, wobei die Polypeptidkette an dieser Stelle fast vollig
gestreckt ist und nicht eng verpackt vorliegt wie bei einer a-Helix. Durch diese
gestreckte Form sind die beteiligten Aminoséduren frei zugénglich und nicht im Inneren
des Proteins verborgen. Bei zwei der beteiligten Aminosduren handelt es sich um die
aromatischen Aminoséduren Tyrosin und Tryptophan, bei zwei weiteren um die basische
Aminosdure Arginin. Ob beispielsweise die reaktive Gruppe des aromatischen Rings
des Tyrosins an der Interaktion beteiligt ist, die Wechselwirkung durch die positiven
Ladungen der beiden Arginine stattfindet oder die Interaktion auf einem ganz anderen
Mechanismus basiert, kann hier nicht entschieden werden. Dazu miissten noch weitere
Mutanten erzeugt werden, bei denen gezielt diese Aminosduren (Tyrosin, Tryptophan
und die Arginine) z. B. durch Alanin ausgetauscht werden und diese Mutanten dann in

Bindungsstudien auf ihre Bindung an das ZG 16 untersucht werden.
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Da, wie in dieser Arbeit gezeigt, das Serglycin iiber 9 Aminosduren am N-Terminus mit
dem ZG 16 interagiert, bleiben noch eine Vielzahl von Interaktionsmoglichkeiten mit
anderen Proteinen offen. So stellte sich heraus, dass die Zymogenaggregate mit den
Glykosaminoglykan-Ketten des Serglycin interagieren und iiber diese Interaktion in die
Sekretgranula sortiert werden. Das konnten Biederbick und Mitarbeiter zeigen, indem
sie Mutanten des Serglycin herstellten, die nicht verzuckert werden konnten und diese
in AR4-2J-Zellen einbrachten. Dabei zeigte sich, dass das unverzuckerte Serglycin im
Golgi-Apparat verblieb und nicht in die Granula sortiert wurde. Da auch reguliert
sezernierte Proteine wie Amylase und Procarboxypeptidase nicht korrekt in die Granula
sortiert wurden, wenn das Serglycin ohne Glykosaminoglykan-Ketten vorlag, lasst dies
den Schluss zu, dass das korrekt verzuckerte Serglycin eine Rolle als Helferprotein bei
der Sortierung der Zymogene in die Granula spielt (Biederbick et al., 2003).

Zwei unterschiedliche Mechanismen sind denkbar. Zum einen konnte die Interaktion
zwischen den Zymogenaggregaten und den Glykosaminoglykan-Ketten des Serglycin
iiber ionische Wechselwirkungen stattfinden. Zum anderen konnten in den
Zymogenaggregaten Komponenten vorhanden sein, die Lektindoméinen aufweisen, iiber
die sie direkt an bestimmte Zucker der Glykosaminoglykane binden und die
Zymogenaggregate so verankern.

Eine weitere Interaktion konnte das Serglycin auch iiber den unverzuckerten C-
Terminus mit Zymogenen ausbilden, so dass es im Granulum zur Ausbildung eines
Netzwerks von Serglycin und Zymogenaggregaten kommt. Auch gibt es Hinweise
durch ein bakterielles two-hybrid-system und Cross-link-Studien aus unserer
Arbeitsgruppe, dass das Serglycin in homooligomerer Form vorliegen kann, was
ebenfalls fiir die Ausbildung eines intragranuliren Netzwerks spricht. Das
membranassoziierte Lektin ZG 16 wiirde dann die Verankerung dieses Netzwerks an
die Granulummembran darstellen. Ein geringer Teil des ZG 16 kommt auch nicht-
membranassoziiert im Inhalt der Granula vor, und konnte dort als /inker-Protein
zwischen Serglycin und Komponenten der Zymogenaggregate fungieren, so dass ein
intragranuldres Geriist aus Serglycin, ZG 16 als linker-Protein und Komponenten der
Zymogenaggregate ausgebildet wird, an dem weitere Zymogenaggregate assoziiert sind.
Im in vitro condensation-sorting Assay, einem System, das es erlaubt, die Kondensation
der sekretorischen Proteine in demnse cores und deren Anheftung an die ZGM zu
analysieren, konnte gezeigt werden, dass ZG 16 an der Bindung von aggregierten

sekretorischen Proteinen an die ZGM beteiligt ist (Dartsch et al., 1998). Wurde ZGM
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mit einem polyklonalen Antikorper gegen ZG 16 vorinkubiert und dann im
condensation-sorting Assay eingesetzt, wurde die Bindung von Zymogenen an die
Membran verhindert. Ebenfalls eine Beeintrdchtigung auf die Bindung der Zymogene
an die Membran hatte eine Vorinkubation von ZGM mit Chondroitinase ABC, einem
Enzym, das Proteoglykane verdaut (Kleene et al., 1999b). Diese Daten zeigen, dass dem
ZG 16 eine Rolle als linker-Protein zwischen der submembrandsen Matrix an der
luminalen Seite der ZGM bestehend aus Proteoglykanen, Glykoproteinen und Lipiden,
und aggregierten sekretorischen Proteinen zukommt. Experimente zeigen, dass durch
Bicarbonat-Behandlung bei pH 11,5 oder Chondroitinase ABC-Verdau von
Zymogengranulamembranen ZG 16 zusammen mit Proteoglykanen, GP-2 und Lipase
von der Membran abldsbar ist (Kleene et al., 1999b; Schmidt et al., 2000). Es ist also
mit der submembranésen Lipid-Glykoprotein-Proteoglykan-Matrix assoziiert. Schmidt
und Mitarbeiter konnten nachweisen, dass diese Matrix an der Innenseite der ZGM, zu
der auch das ZG 16 gehort, eine Rolle bei der Sortierung von reguliert sekretorischen
Proteinen in den Azinuszellen des exokrinen Rattenpankreas spielt. Durch Inkubation
von isolierten Pankreasldppchen mit Inhibitoren der Cholesterol-Synthese und
Behandlung mit Methyl-B-Cyclodextrin, welches spezifisch Cholesterol extrahiert,
wurden bis zu 50% Cholesterol entfernt. In pulse-chase-Experimenten mit
anschlieBender Zellfraktionierung der so behandelten Pankreasldppchen konnte gezeigt
werden, dass die Cholesterol-Depletion Auswirkung auf die Ausbildung der Lipid-
Mikrodominen (rafts) in der Zymogengranulamembran hat, was wiederum die
Assoziation der Glykoproteine und Proteoglykane daran beeintrachtigt. Letztendlich
verblieben die Zymogene nach Behandlung mit Cholesterol-Inhibitoren im Golgi-
Apparat anstatt in Zymogengranula verpackt zu werden (Schmidt et al., 2001).

Kleene und Mitarbeiter schlugen ein Modell vor, bei dem das sekretorische Lektin ZG
16 eine [inker-Funktion zwischen der submembrandsen Matrix und den
Zymogenaggregaten hat. Sie postulierten, dass ZG 16 iiber ionische Wechselwirkungen
mit den negativ geladenen Proteoglykanen der submembrandsen Matrix interagiert und
iber seine Jacalin-dhnliche Lektin-Doméne nahe des C-Terminus (Cronshagen et al.,
1994) an Zuckerkomponenten der Zymogenaggregate bindet (Kleene et al., 1999b). In
der vorliegenden Arbeit kann gezeigt werden, dass ZG 16 mit einer Komponente aus
dem Inhalt der Zymogengranula, mit dem Proteoglykan Serglycin, zuckerunabhingig

durch Protein-Protein-Wechselwirkungen interagiert. Dabei stiinde die Jacalin-&hnliche
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Lektin-Doméne fiir die Bindung an glykosylierte Komponenten der submembrandsen
Matrix oder weiterer Bestandteile der Zymogenaggregate zur Verfligung.
Zusammenfassend lassen sich die oben beschriebenen Daten in folgendem Modell

darstellen:

submembranose Matrix

O Lipid-Mikrodoméne (raft) in —— GPI- /Z\%} ) ) sulfatiertes
der verankertes Proteoglykan

Zymogengranulamembran GP-2

‘ ZG 16

intragranulire Matrix

Serglycin O Zymogenaggregate
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Weitere Experimente miissen durchgefiihrt werden, um genau zu kldren, welche
Komponenten der Zymogenaggregate auf welche Weise mit Serglycin interagieren, um
Klarheit tiber die Ausbildung der Zymogenaggregate zu gewinnen. Es miisste nach
Bindungspartnern des unverzuckerten C-Terminus (SGC) gesucht werden. Um zu
verstehen, wie die Zymogenaggregate dann genau sortiert werden, wére es hilfreich, die
Domine am ZG 16 zu kennen, iiber die es mit Serglycin interagiert. Dariiber hinaus
sollten noch weitere Membrankomponenten, wie der Serglycin-Bindungspartner von

etwa 19 kDa identifizieren werden.

4.2. Isolierung von Proteoglykanen

In der vorliegenden Arbeit sollte nun versucht werden, neben dem Serglycin mogliche
weitere Proteoglykane aus dem Inhalt der Zymogengranula (ZGI) der Azinuszellen des
exokrinen Rattenpankreas zu isolieren und zu identifizieren, um die molekulare
Grundlage der Zymogenaggregate, etwa eine intragranuldre Matrix, ndher aufzukliren.
Dabei konnte mit Bicarbonat (300 mM NaHCO; pH 11,5) die groBite Menge an
Proteoglykanen mit dem  Blyscan-Assay prazipitiert werden, wie die
Extinktionsmessung bei 656 nm zeigt (s. Tab. 5). Andere Pufferlosungen und andere
pH-Werte fiihrten nicht zu einer so hohen Proteoglykan-Prézipitation in diesem Assay.
Vermutlich wurden durch die Bicarbonat-Behandlung Interaktionen zwischen
Zymogenen und Proteoglykanen verringert, so dass die Zymogene von den
Proteoglykanen teilweise abgeldst wurden. Dadurch wurden an den Proteoglykanen
Bindungsstellen fiir das Blyscan Dye Reagent zugénglicher, so dass das Reagenz an die
Proteoglykane binden konnte und diese Komplexe dann durch Zentrifugation
prazipitiert werden konnten.

Fiir die Kondensation/Aggregation reguliert sekretorischer Proteine ist neben einem
leicht sauren pH-Wert im TGN noch eine millimolare Ca**-Konzentration erforderlich
(Tooze et al., 2001; Arvan und Castle, 1998). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dass durch die Inkubation von ZGI mit dem Ca’’-Chelator EGTA eine vollstindige
Ablosung der Zymogene von Proteoglykanen erzielt wurde, wahrend die NaHCOs-
Behandlung die Zymogene nur teilweise von im ZGI vorhandenen Proteoglykanen
ablost. Nach Inkubation mit NaHCO; pH 11,5 und anschlieBender Wesselfdllung
gelangt noch ein GroBteil der Zymogene in die organische Phase (s. Abb. 18 Spur 4),
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beziehungsweise nach Blyscan-Fillung in das Proteoglykanpellet (s. Abb. 19 Spur 1).
Diese Zymogene miissen noch an Proteoglykane gebunden sein, da sie sonst nicht in
diesen Fraktionen zu finden sein diirften. Wurde ZGI hingegen vor den Fillungen mit
EGTA behandelt, so sind nach Wesselfiallung keinerlei Zymogene mehr in der
organischen Phase (s. Abb. 18 Spur 6) oder nach Blyscan-Féillung im
Proteoglykanpellet (s. Abb. 19 Spuren 3 und 4) zu finden.

Die hier beschriebenen Ergebnisse beweisen nur indirekt das Vorhandensein von
Proteoglykanen im ZGI. Hier scheinen keine auBergewdhnlich kleinen, leicht
darstellbaren Proteoglykane vorzukommen, wie sie von Schmidt et al. 2000 fiir die
submembrandse Matrix beschrieben wurden. Dort konnte gezeigt werden, dass diese
kleinen Proteoglykane Methanol-16slich sind, und bei der Proteinfdallung nach Wessel in
der organischen Phase zu finden sind (Schmidt et al., 2000). Die Tatsache, dass mit den
in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Experimenten kein Proteoglykan direkt
dargestellt werden konnte, liegt wahrscheinlich in der Struktur dieser Proteinklasse
begriindet. Bei Proteoglykanen handelt es sich um eine besondere Klasse der
Glykokonjugate, die sich dadurch auszeichnet, dass das core-Protein mit stark negativ
geladenen Glykosaminoglykan (GAG)-Ketten substituiert vorliegt. In den meisten
Féllen handelt es sich dabei um Chondroitinsulfat und Heparin/Heparansulfat
(Ubersicht: Kjellen und Lindahl, 1991). Die an das core-Protein gebundenen
Glykosaminogykanketten nehmen grofen Einfluss auf die Eigenschaften der
Proteoglykane. Zum einen lassen sie sich je nach Grad der Glykosylierung in
Gelsystemen nicht gut auftrennen. Meist sind sie als ,,Schmier, also unscharfe Signale
zu sehen und nicht als distinkte Bande. Viele Proteoglykane sind aufgrund der
Zuckermodifikationen viel zu grof3, um tiberhaupt in SDS-Gele einzulaufen. So reicht
die Anzahl der GAG-Ketten pro Proteoglykan von einer, wie zum Beispiel bei Decorin,
bis zu tiber hundert, wie im Aggrecan. Auch die Lidnge der core-Proteine variiert
zwischen 19 kDa bei Serglycin und 600 kDa bei Perlecan (Alberts et al., 1994; Prydz
und Dalen, 2000). Dadurch weisen sie unterschiedlichste Laufverhalten in
verschiedenen Gelsystemen, von SDS-Gelen bis zu Metaphorgelen, auf. Eine weitere
Besonderheit mancher Proteoglykane ist die Tatsache, dass sie sich nicht blotten lassen.
Die Anwesenheit von Chondroitinsulfatketten an einem Chondroitinsulfat-Proteoglykan
macht es unmoglich, dieses Proteoglykan zu blotten. Winberg und Mitarbeiter haben
gezeigt, dass ein >°S-markiertes Proteoglykan auch nach Blotten nur im Sammelgel

durch Autoradiographie detektierbar war. Auf der Membran konnte es nicht
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nachgewiesen werden (Winberg et al., 2000). Auch die Methanolldslichkeit von
Proteoglykanen (Faltynek et al., 1982) ist bei manchen Fiarbungen ein Problem, da die
Proteoglykane aus dem Gel in den Methanol-haltigen Puffer iibergehen und somit im
Gel nicht mehr dargestellt werden kdnnen.

Die hochmolekularen Banden von 120 bis mehr als 200 kDa, die nach NaHCO;s-
Behandlung und Blyscan-Féllung auftraten (s. Abb. 19 Spur 1), dann in
niederprozentigen Gelen aufgetrennt wurden und bei der Mikrosequenzierung als
Amylase identifiziert werden konnten (s. Abb. 21), konnten Bestandteile des von
Kleene et al. 1999a beschriebenen Komplex 5 sein. Kleene und Mitarbeiter haben 1999
durch native Gelelektrophorese von ZGI 5 Komplexe bestehend aus Zymogenen und
noch unbekannten Proteinen isoliert. Jeder Komplex zeichnet sich durch eine bestimmte
Zymogenzusammensetzung aus. In Komplex 5 ist vor allem Amylase zu finden
zusammen mit der basischen Form des Trypsins. Ferner konnte gezeigt werden, dass
dieser Komplex NaHCOs-sensitiv ist, also durch Bicarbonat in seine Untereinheiten
zerlegt werden kann. Da die Amylase als Monomer bei etwa 53-55 kDa im SDS-Gel zu
sehen ist, weist sie bei diesen Experimenten ein ungewohnliches Laufverhalten auf, was
auf oligomere Formen schlieen ldsst. Da fiir die hier durchgefiihrten Experimente
jeweils recht grofle Proteinmengen eingesetzt wurden, wére es moglich, dass der
Komplex 5 hier durch die NaHCOs-Behandlung und das DTT im Probenpuffer nicht
vollstindig aufgelost werden konnte und deshalb noch Amylaseaggregate als
hochmolekulare Formen im SDS-Gel erscheinen. Schon 1978 haben Reggio und
Dagorn Amylase, Chymotrypsinogen und Ribonuklease A bei saurem pH-Wert
zusammen mit Chondroitinsulfat prizipitieren konnen, was darauf hindeutet, dass diese
Zymogene direkt mit Chondroitinsulfat-haltigen Proteoglykanen interagieren und
andere Zymogene {iber eine Interaktion mit diesen drei Komponenten an die

Proteoglykane gekoppelt werden.
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5. Zusammenfassung

In Vorarbeiten konnte das Proteoglykan Serglycin in den Zymogengranula der
Azinuszellen des exokrinen Rattenpankreas als Bindungspartner des sekretorischen
Lektins ZG 16 identifiziert werden. Ferner konnte gezeigt werden, dass das korrekt
glykosylierte Serglycin fiir die Sortierung von Zymogenen in die Granula nétig ist
(Biederbick et al., 2003).

Ziel dieser Arbeit war es, die Interaktion zwischen dem {iberwiegend
membranstindigen ZG 16 und Serglycin ndher zu analysieren, um Aufschluss iiber
Mechanismen der Verpackung und Sortierung der Zymogene zu erhalten. Dariiber
hinaus sollten mogliche weitere Proteoglykane aus dem Inhalt der Zymogengranula
isoliert werden.

Es wurden folgende Ergebnisse erzielt:

1. Durch Klonierung und Expression der unverzuckerten, rekombinanten N- und C-
terminalen Abschnitte des Serglycin und deren Einsatz in Bindungsstudien (Co-
Immunoprizipitation, GST-pull-down, Ligandenblots und Crosslinkexperimenten)
wurde festgestellt, dass die Interaktion zwischen ZG 16 und Serglycin iiber den
unverzuckerten N-terminalen Bereich (SGN) durch zuckerunabhédngige Protein-Protein-

Wechselwirkungen erfolgt.

2. Die Bindungssequenz des Serglycin an das ZG 16 konnte durch Herstellung
verschiedener Punkt- und Deletionsmutanten des N-terminalen Bereichs SGN und deren
Verwendung in Bindungsstudien auf die 9 N-Terminus nahen Aminosduren

ARYQWVRCK eingegrenzt werden.

3. Bei der Analyse der hypothetischen Sekundérstruktur des Serglycin, die mit Hilfe des
ExPASy Molecular Biology Server erstellt wurde, gab es sehr starke Hinweise darauf,
dass das Bindungsmotiv des Serglycin an das ZG 16 ein B-Faltblatt darstellt.

Diese Daten zeigen, dass Serglycin iiber den N-terminalen unverzuckerten Abschnitt
eine Protein-Protein-Interaktion mit dem sekretorischen Lektin ZG 16 macht. Uber
diese Interaktion werden das Serglycin und iiber seine Glykosaminoglykan-Ketten

assoziierte ~Zymogene an die Zymogengranulamembran gebunden. Diese
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Wechselwirkung stellt einen Sortierungsmechanismus fiir die Zymogene in die Granula

dar.

4. Fiir das Vorhandensein weiterer Proteoglykane im Inhalt der Zymogengranula (ZGI)
konnten nur indirekte Hinweise gefunden werden. Im Blyscan-Assay, einer Féllung, die
spezifisch fiir Proteoglykane ist, konnten durch Extinktionsmessung Proteoglykane
nachgewiesen werden. Die grofite Extinktion wurde nach Vorbehandlung des ZGI mit

NaHCOj; erhalten.

5. Die Zymogene scheinen mit Proteoglykanen assoziiert zu sein. Durch diese
Interaktion gelangt ein Teil der Zymogene noch nach NaHCOs-Behandlung von ZGI
und anschlieBender Blyscan- oder Wesselfdllung in das Blyscanpellet, bzw. in die
organische Phase der Wesselfdllung. Durch EGTA-Inkubation von ZGI kann diese
Interaktion zwischen Proteoglykanen und Zymogenen aufgehoben werden. Hier
erscheinen keine Zymogene im Blyscanpellet oder der organischen Phase der

Wesselfillung.
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7. Anhang

7.1.  Sequenzierergebnisse

Die im Folgenden fett gedruckten Sequenzabschnitte stellen die Mutanten dar. Kursiv
geschrieben sind die beiden Restriktionsschnittstellen fiir die Enzyme BamHI und Sall.
Die drei unterstrichenen Basen TGA stellen das eingefiigte Stop-Codon dar. Bei den
klein gedruckten Basen gca handelt es sich um die Mutationen zum Alanin. Die nicht-

fett gedruckte Sequenz ist die des Vektors PGEX-6P-1.

SGN:
5’CGTTTGGTGGTGGCGACCATCCTCCAAAATCGGATCTGGAAGTTCTGTTCCAGGGGCCCCT
GGGATCCTATCCTGCTCGGAGAGCCAGGTACCAATGGGTCCGCTGTAAACCAGATGGC
ATTTTTGCAAACTGCATTGAGGAGAAAGGACCACGGTTCGACCTAATAGCAGAGGAAT
CCAACGTTGGCCCCCCGATGACCGATCCTGTTTTGATGAGAGGATTCCCGAATGATTTC
TTCCCCATTTCTGATGACTATTGAGTCGACACAAAACGTACATCCAGATGGGATGCCAGCG
GTACCAGCGCATCTTCCGACGCAACATCAACATGGTGATGTAATGCCGCCAATGCCAGTACG
Cc3’

SGC:
5’AGGGGCCCCTGGGATCCCTAGCTGACATGGAATGGGAATACCAGCCAACAGATGAAAA
CAATATTGTCTATTTCAACTATGGGCCTTTTGATAGGATGCTCACCGAGCAAAACCAAG
AACAACCAGGAGATTTTATTATATGAGTCGACTCGAGCGGCCGCATCGTGACTGACTGACG
AT3’

Mut-C-13-A:
5’TTCTGTTCCAGGGGCCCCTGGGATCCTATCCTGCTCGGAGAGCCAGGTACCAATGGGTC
CGCgcaAAACCAGATGGCATTTTTGCAAACTGCATTGAGGAGAAAGGACCACGGTTCGA
CCTAATAGCAGAGGAATCCAACGTTGGCCCCCCGATGACCGATCCTGTTTTGATGAGA
GGATTCCCGAATGATTTCTTCCCCATTTCTGATGACTATTIGAGTCGACTCGAGCGGCCGC
ATCGTGACTGACTGACGATCTGC3’
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Mut-C-22-A:
5’GGGGCCCCTGGGATCCTATCCTGCTCGGAGAGCCAGGTACCAATGGGTCCGCTGTAAA
CCAGATGGCATTTTTGCAAACgcaATTGAGGAGAAAGGACCACGGTTCGACCTAATAGC
AGAGGAATCCAACGTTGGCCCCCCGATGACCGATCCTGTTTTGATGAGAGGATTCCCG
AATGATTTCTTCCCCATTTCTGATGACTATTGAGTCGACTCGAGCGGCCGCATCGTGACTG
ACTGACGATCTGC3’

Del loop:

5S’TTTGGTGGTGGCGACCATCCTCCAAATCGGATCTGGAAGTTCTGTTCCAGGGGCCCCTGGG
ATCCTATCCTGCTCGGAGAGCCAGGTACCAATGGGTCCGCTGTAAACCAAACTGCATTG
AGGAGAAAGGACCACGGTTCGACCTAATAGCAGAGGAATCCAACGTTGGCCCCCCGAT
GACCGATCCTGTTTTGATGAGAGGATTCCCGAATGATTTCTTCCCCATTTCTGATGACT
ATTGAGTCGACTCGAGCGGCCGCATCGTGACTGACTGACGATCTGCCTCGCGCGTTTCGGTG
ATGACGGTGAAAACCTCTGACAY’

Del 14:
5’CGTTTGGTGGTGGCGACCATCCTCCAAAATCGGATCTGGAAGTTCTGTTCCAGGGGCCCCT
GGGATCCCCAGATGGCATTTTTGCAAACTGCATTGAGGAGAAAGGACCACGGTTCGACC
TAATAGCAGAGGAATCCAACGTTGGCCCCCCGATGACCGATCCTGTTTTGATGAGAGG
ATTCCCGAATGATTTCTTCCCCATTTCTGATGACTATTIGAGTCGACTCGAGCGGCCGCAT
CG3’

Del 22:

5’CGTTTGGTGGTGGCGACCATCCTCCAAATCGGATCTGGAAGTTCTGTTCCAGGGGCCCCTG
GGATCCATTGAGGAGAAAGGACCACGGTTCGACCTAATAGCAGAGGAATCCAACGTTG
GCCCCCCGATGACCGATCCTGTTTTGATGAGAGGATTCCCGAATGATTTCTTCCCCATT
TCTGATGACTATTGAGTCGACTCGAGCGGCCGCATCGTGACTGACTGACGATCTGCCTCGC
G3’

Mut-R-12-A-K-14-A:
5S’CCAAATCGGATCTGGAAGTTCTGTTCCAGGGGCCCCTGGGATCCTATCCTGCTCGGAGAG
CCAGGTACCAATGGGTCgcaTGTgcaCCAGATGGCATTTTTGCAAACTGCATTGAGGAGA
AAGGACCACGGTTCGACCTAATAGCAGAGGAATCCAACGTTGGCCCCCCGATGACCGA
TCCTGTTTTGATGAGAGGATTCCCGAATGATTTCTTCCCCATTTCTGATGACTATTIGAG
TCGACTCGAGCGGCCGCATCGTGACTGACTGACGATCTGCCT3’
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Del 5:

S’TTTGGTGGTGGCGACCATCCTCCCCATCGGATCTGGAAGTTCTGTTCCAGGGGCCCCTGGG
ATCCGCCAGGTACCAATGGGTCCGCTGTAAACCAGATGGCATTTTTGCAAACTGCATTG
AGGAGAAAGGACCACGGTTCGACCTAATAGCAGAGGAATCCAACGTTGGCCCCCCGAT
GACCGATCCTGTTTTGATGAGAGGATTCCCGAATGATTTCTTCCCCATTTCTGATGACT

ATTGAGTCGACTCGAGCGGCCGCATCGTGACTGACTGACGATCTGCCTCGCGCGTTTCGGTG
A3
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7.2.  Abkiirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

AP alkalische Phosphatase

APS Ammoniumpersulfat

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumine)
ca. zirka

Co-IP Co-Immunoprézipitation

Del Deletionsmutante

d.h. das heisst

DIG detergent-insoluble gylcolipid-enriched complex
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Mediumd
DMSO Dimethylsulfoximid

DNA Desoxyribonukleinsdure (deoxyribonucleic acid)
dNTP 2-Desoxy(ribo)- (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
DTT Dithiotreithol

ECL enhanced chemiluminescence

EDTA Ethylendiamintetraessigsiure

ER Endoplasmatisches Retikulum

ERAD ER-assoziierte Degradation

ERGIC ER-Golgi-intermediate compartment

FCS fotales Kélberserum (fetal calf serum)

FOY-305 Ethyl-4-(6-Guanidinohexanoyloxy)-benzoat

GAG Glykosaminoglykan

GST Glutathion-S-Transferase

h Stunde

HCI Salzsdure

Hepes 4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinethansulfonsiure
HRP Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase)
IPTG Isopropylthiogalaktosid

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

mA Milliampere
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MES
mg
Min.
mM

ml

Mut
MWCO

nm

OD
PAA
PAGE
PAS
PBS(T)
PCR
PMSF
PNS
PVDF
RNA
rpm
RT

S.

SDS
SG
SGC
SGN
TAE
TBS(T)
TEMED
TGN

Tris

2-Morpholino-Ethansulfonsaure
Milligramm

Minute

millimolar

Milliliter

Mutante

molecular weight cut off

Mikrogramm

Mikroliter

mikromolar
4-Nitrobluetetrazoliumchlorid

Nanometer

optische Dichte

Polyacrylamid
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Protein A-Sepharose

Phosphat gepufferte Salzlosung (+ Tween 20)
Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)
Phenylmethylsulfonylfluorid

post nuclear supernatant
Polyvinyldifluorid

Ribonukleinsdure

Umdrehungen/Minute (rounds per minute)
Raumtemperatur

siche

Natriumdodecylsulfat (sodiumdodecylsulfate)
Serglycin

C-terminaler Bereich von SG

N-terminaler Bereich von SG
Tris-Acetat-EDTA

Tris gepufferte Salzlosung (+ Tween 20)
Tetramethylendiamin
Trans-Golgi-Netztwerk
Tris-(Hydroxyl)-Aminomethan
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TSDS
TX-100

u.N.
uv
Uz

VSVG
VTC
v/iv
w/v
W/W
G
ZGl
ZGM

Tricin-SDS

Triton X-100

Units

iiber Nacht

ultraviolett

Ultrazentrifuge

Volt

vesicular stomatitis virus glycoprotein
vesicular tubular cluster

Volumen pro Volumen

Gewicht pro Volumen (weight per volume)
Gewicht pro Gewicht (weight per weight)
Zymogengranulum
Zymogengranula-Inhalt

Zymogengranula-Membranen
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