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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Der Sulfatmetabolismus von Siugetieren

Schwefel gehort zu den essentiellen Bestandteilen organischen Lebens. Dabei wird der
Schwefel in hoheren Organismen in Form von anorganischem Sulfat metabolisiert.
Anorganisches Sulfat (SO4”) ist das viert-haufigste Anion im Plasma von Saugetieren. Es
ist ein hoch dissoziiertes, hydrophiles und divalentes Ion, das fiir die normalen
Zellfunktionen essentiell ist. Es ist demnach in allen Zelltypen zu finden.

Die Aufnahme von Sulfat-lonen erfolgt iiber die Nahrung bzw. iiber das Trinkwasser
(Smith und Jakoby, 1983) mit anschlieBender intestinaler Absorption des Anions
(Krijgsheld et al., 1979) durch ein elektroneutrales Natrium-Sulfat-Kotransport-System
(Lucke et al., 1981). Die Homoostase des anorganischen Sulfates wird durch die renale
Reabsorption an der Biirstensaum-Membran der proximalen Tubulus-Zellen der Niere
gewihrleistet (Berglund, 1960). Der Sulfat-lonen-Transport ist an den bestehenden
Natrium-Gradienten an der luminalen Zellmembran in Form eines sekundir aktiven
Transports mit dem Transport von zwei Natrium-Ionen gekoppelt. Sulfat unterliegt dabei
einem séttigbaren Transport (Frick et al., 1984). Der Transport von Sulfat kann an der
luminalen Membran durch die Sulfat-Plasmakonzentration, Glukose, Aminosduren und
Phosphat gehemmt werden, da alle diese Substanzen an den Natrium-Transport gekoppelt
in die Zelle gelangen.

An der basolateralen Zellseite verldsst Sulfat die Zelle wieder iiber einen
Anionenaustauscher ins Blutplasma (Murer und Burckhardt, 1983; Ullrich et al., 1985a;
Ullrich et al., 1985b; Ullrich et al., 1985c; Ullrich et al., 1985d).

AuBer durch die Sulfat-Aufnahme und die Reabsorption der Anionen sind Methionin und
Cystein aus der Nahrung und aus dem Abbau von Proteinen (Togawa et al., 1990) und
die durch Sulfatase-Aktivitit freigesetzten Sulfat-Ionen, die bei der Degradation von
Makromolekiilen in Lysosomen entstehen (Curtis, 1982), weitere Quellen fiir
anorganisches Sulfat im Blutplasma.

Die Regulation der Homoostase von Sulfat erfolgt in der Niere durch Absorption aus Pré-
Urin, weniger durch Sekretion aus Blut (Berglund, 1960; Becker et al., 1960). Dabei
erlaubt der Anionenaustauscher auch den Transport von Sulfat in Sekretionsrichtung. Der

Anteil des im Glomerulus filtrierten Sulfates, der ausgeschieden wird, ist der Differenz
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von Plasmakonzentration und Nierenschwelle proportional (Sarre et al., 1988).
Normalerweise wird ca. ein Viertel des filtrierten Sulfates ausgeschieden.

Die Aufnahme von Sulfat-Ionen aus dem Blutplasma in die korpereigenen Zellen ist ein
aktiver Transport (Castranova et al., 1979). Innerhalb der Zellen werden die Sulfat-Ionen
in einen energiercichen Donor, 3’-Phosphoadenosin 5 -phosphosulfat (PAPS),
umgewandelt. Dieser Aktivierungsprozess wird durch zwei aufeinanderfolgende

enzymatische Reaktionen katalysiert (Robbins und Lipmann, 1958) (Abb.1.1).

ATP Sulfurylase
1. SO+ ATP w———————> APS+PP,

APS Kinase
2. APS+ATP w———— PAPS+ ADP

Abb.1.1 Schematische Darstellung der zelluldren Bildung von PAPS. (SO42', Sulfat-Anion; ATP, 5'-
Adenosintriphosphat; ADP, 5’-Adenosindiphosphat; PP;, Pyrophosphat; APS, Adenosin 5 -phosphosulfat;
PAPS, 3’-Phosphoadenosin 5 -phosphosulfat)

Im ersten Schritt katalysiert die ATP-Sulfurylase die Bildung der adenylierten Form des
Sulfat-Anions (APS) ausgehend von einem ATP-Molekiil und SO,>. Dieses Molekiil
wird in einem zweiten Schritt von der APS-Kinase zu PAPS phosphoryliert. In den
Séugerzellen sind beide Enzymaktivititen auf einer Polypeptidkette kodiert (Li et al.,
1995; Girard et al., 1998; Kurima et al., 1998; ul Haque et al., 1998; Franzon et al.,
1999). Die Enzymfamilie wird als PAPS-Synthetasen bezeichnet.

In Form von PAPS kann das aktivierte Sulfat auf andere Molekiile durch
Sulfotransferasen (E.C. 2.8.2.) iibertragen werden (Falany, 1997b). Den PAPS-
Synthetasen kommt dabei eine Schliisselrolle in der Regulation der Sulfatierung zu, denn
samtliche Sulfotransferasen (mit Ausnahme einiger bakterieller Sulfat {ibertragender
Enzyme) sind an PAPS als Sulfat-Donor gebunden (Klaassen und Boles, 1997). Bei
dieser Sulfat-Ubertragung wird das Akzeptor-Molekiil sulfatiert.

Sulfatierung ist eine essentielle Modifikation von Proteinen, Kohlenhydraten und
Lipiden, die viele biologische Prozesse kontrolliert (Superti-Furga, 1994). Im Weiteren
soll ndher auf wichtige biologische Einfliisse der Sulfatierung im Menschen und auf die

humanen Sulfotransferasen eingegangen werden.
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1.2 Sulfatierung von Lipiden, Kohlenhydraten und Proteinen

1.2.1 Humane zytosolische Sulfotransferasen und die Sulfatierung von Lipiden

Zytosolische Sulfotransferasen (SULT) katalysieren die Sulfatierung von kleinen
lipophilen endogenen Molekiilen und von Xenobiotika. Die Sulfatierung von anti-
inflammatorischen Wirkstoffen, adrenergen Inhibitoren und Stimulatoren, von
Xenobiotika und von Steroidhormonen fiihrt zur Biotransformation dieser Molekiile
(Roth, 1986; Hobkirk, 1993; Strott, 1996). In den meisten Fillen erhoht die Sulfatierung
die Ausscheidung dieser Stoffe aufgrund besserer Loslichkeit (Falany, 1997a). Sie kann
aber auch zur Aktivierung oder zur Inaktivierung von Molekiilen, u.a. von Drogen,
Karzinogenen, Steroiden, Thyroidhormonen und Neurotransmittern, fithren (Mulder und
Jakoby, 1990; Falany, 1991; Hobkirk, 1993; Weinshilboum und Otterness, 1994).

Im Menschen sind bisher zehn zytosolische Sulfotransferasen zumindest auf der
genetischen Ebene identifiziert worden (Tab.5, Anhang). Die in der Tab.5 (Anhang)
vorgenommene Einteilung der humanen zytosolischen Sulfotransferasen basiert auf
Ahnlichkeiten ihrer Aminosiure-Sequenz (45% Identitit zwischen SULT1 und SULT2)
und dhnlichen katalytischen Eigenschaften (Transfer der Sulfonyl-Gruppe auf Phenole
bzw. auf Alkohole) (Yamazoe et al., 1994; Strott, 1996; Weinshilboum et al., 1997). Die
SULTs zeigen dabei distinkte, aber iiberlappende Substratspezifititen. Der molekulare
Mechanismus der SULT-Gen-Expression ist bisher wenig verstanden. AuBer fiir
SULTIE1 und SULT2AT1 sind fiir alle humanen zytosolischen Sulfotransferasen mehrere
cDNAs in den Datenbanken zu finden. Diese Unterschiede sind auf die 5 -untranslatierte
Region beschriankt und koénnten durch alternative Transkriptions-Initiation, alternatives
Splicing oder durch beide Mechanismen hervorgerufen werden (Weinshilboum et al.,
1997). Die Genprodukte liegen in der Regel als Dimere vor (Homo- und Heterodimere),
deren Monomere ein Molekulargewicht zwischen 30 und 36 kDa aufweisen (Falany,

1991; Weinshilboum et al., 1994; Kiehlbauch et al., 1995).

1.2.2 Humane Kohlenhydrat Sulfotransferasen und die Sulfatierung von Glykanen

Kohlenhydrat Sulfotransferasen katalysieren im Golgi-Apparat die Sulfatierung von an
Protein gebundenen Kohlenhydraten, die sich im Transit durch den sekretorischen

Zellapparat befinden (Armstrong und Bertozzi, 2000).
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Einige der Kohlenhydrat Sulfotransferasen sind am Aufbau grofler, hochsulfatierter
Glukosaminoglykane beteiligt, die sowohl strukturelle Komponenten der extrazelluldren
Matrix (Chondroitin Sulfat Sulfotransferasen, Heparan Sulfat Sulfotransferasen;
Humphries et al., 1986) sind, als auch Rezeptoren fiir Wachstumsfaktoren (Heparan
Sulfat Sulfotransferasen), Chemokine (CHST1, CHST2, CHST3), Bakterien (CHSTs)
und Viren (HS3STs) darstellen (Review in Habuchi, 2000). Dadurch sind
Glukosaminoglykane (Chondroitin Sulfat, Dermatan Sulfat, Keratan Sulfat, Heparin und
Heparan Sulfat) an der Regulation der zelluldren Kommunikation, dem Zellwachstum,
der Zelldifferenzierung und der Blutkoagulation beteiligt (Salmivirta et al., 1996;
Rosenberg et al., 1997).

Andere Kohlenhydrat Sulfotransferasen sind in der Biosynthese von sulfatierten O- oder
N-gebundenen Oligosacchariden involviert, die als Liganden fiir Membran-gebundene
und fiir sezernierte Rezeptoren fungieren (CST, GALNACA4S-6ST). Zu diesen Substraten
gehoren u.a. L-Selektin-Liganden und CD44 (,.cluster of differentiation““44), die an der
Leukozyten-Adhésion und ihrer Einwanderung an Entziindungsstellen (einschlieflich der
AbstoBBung von Herztransplantaten), an der Angiogenese und der Tumor-Metastasierung
beteiligt sind (Review in (Johnson et al., 2000). Kohlenhydrat Sulfotransferasen werden
daher als potentielle neuartige therapeutische Ansitze zur Bekdmpfung von
Entziindungen, viraler Infektionen und Krebs diskutiert (Hemmerich, 2001).

Insgesamt 35 humane Vertreter dieser im Golgi lokalisierten, membranstindigen
(ausgenommen HS3ST1; Shworak et al., 1997) Enzyme wurden bisher in verschiedenen
Geweben identifiziert (Tab.6, Anhang). Viele Kohlenhydrat Sulfotransferasen sind
ubiquitdr exprimiert (z.B. CHST1, CHST2; Fukuta et al., 1997; Uchimura et al., 1998),
andere nur in spezifischen Geweben (z.B. CHST4 und CHSTS in ,high endothelial
venules®, C4ST in peripheren Leukozyten und Blut-bildendem Gewebe, CHSTS im
Darmtrakt; Bistrup et al., 1999; Lee et al., 1999; Hiraoka et al., 1999).

Die Bezeichnung dieser Sulfotransferase-Familie beruht einerseits auf Ahnlichkeiten
threr Aminosdure-Sequenz, die trotz allem lediglich moderate Homologien aufweisen.
Andererseits bezieht die Einteilung die katalytischen Eigenschaften dieser
Sulfotransferasen mit ein, wobei zwischen 50 und 95% Sequenz-Homologie zwischen

Vertretern mit dhnlichen Substrat-Anforderungen vorliegt (Review in Bowman und
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Bertozzi, 1999). Die Kohlenhydrat Sulfotransferasen weisen eine hohe Substratspezifitit
auf. Die biologische Relevanz vieler dieser Enzyme (z. B. C4ST3, D4ST-1, GAL3STs,
NDST3, NDST4) ist noch wenig verstanden.

1.2.3 Humane Tyrosylprotein Sulfotransferasen und die Sulfatierung von Proteinen

Die Tyrosylprotein Sulfotransferasen katalysieren die Sulfatierung von Tyrosyl-Resten in
Proteinen, die sich in der Sekretionsmaschinerie befinden. Diese posttranslationale
Modifikation zieht funktionale Konsequenzen nach sich, da sie u.a. in einer Reihe von
Krankheitsprozessen eine Rolle spielt. Dazu gehoren die akute und die chronische
Inflammation, die Tumorzellen-Metastasierung und die mikrobielle Pathogenese. Auf
diese Beispiele wird im Abschnitt 1.4 ndher eingegangen. Im Menschen wird diese
Reaktion von zwei Vertretern der Tyrosylprotein Sulfotransferasen katalysiert. Sie

werden im Abschnitt 1.5 gesondert beschrieben.

1.3 Struktur und Reaktionsmechanismus von Sulfotransferasen

1.3.1 Struktur von humanen Sulfotransferasen

Von den beschriebenen 35 humanen zytosolischen, zehn humanen Kohlenhydrat und
zwel humanen Tyrosylprotein Sulfotransferasen ist von vier Proteinen die Struktur durch
Rontgen-Kristallisation ermittelt wurden (Abb.1.2). Dies sind ASULT1A3 (humane
zytosolischen Catecholamin Sulfotransferase; Bidwell et al., 1999; Dajani et al., 1999a),
hSULTIE1 V269E-Mutante (humane zytosolische Ostrogen Sulfotransferase; Pedersen
et al., 2002), hASULT2A1 (humane zytosolische Dehydroepiandrosteron Sulfotransferase;
Pedersen et al., 2000; Zhou et al., 2001) und ANDST1 (Sulfotransferase Domine der
humanen Kohlenhydrat Heparan Sulfat N-Deacetylase/N-Sulfotransferase 1; Kakuta et
al., 1999).
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SULT1A3 SULTIE1

Abb.1.2 Kristallstrukturen von ASULT1A3, ASULTIE1, ASULT2A1 und ANDSTI1. Dargestellt sind die
sekundiren Strukturen der Sulfotransferasen, o-Helices in magenta, B-Faltblatter in gelb. ASULT1EI und
hSULT2AL1 sind als Dimere abgebildet, ZSSULT1A3 und ANDST1 als Monomere. Die Strukturen wurden
aus der Brookhaven Datenbank bezogen.

Obwohl zytosolische und Golgi-Sulfotransferasen keine Sequenz-Ahnlichkeit auf
Aminosdure-Ebene Dbesitzen (=20% Identitdt), zeigen Sequenz-Vergleiche und
Vergleiche der Kristallstrukturen zwei konservierte Abschnitte, die charakteristisch fiir

samtliche Sulfotransferasen sind (Kakuta et al., 1998) (Abb.1.3).
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PSB-Loop
SULT1A3 ———MELIQDTSRPPLEYV——KGVPLIKY—F—AEALGPL———QSFQARPDDLLINEYPKSG
SULT1El1 ---MNSELDY-YEKFEEV--HGILMYKD-F-VKYWDNV---EAFQARPDDLVIATYPKSG
SULT2A1 GIPRNSRVDS--DDFLWF--EGIAFPTMGFRSETLRKVR--DEFVIRDEDVIILTYPKSG
NDST1 —LQTLPPVQLAQKYFQIFSEEKDPLWQDPCEDKRHKDIWSKEKTCDRFPKLLIIGPQKTG

SULT1A3 TIWVSQILDMIYQGGDLEKCNRAPIYVRVPFLEVNDPGEPSGLETLKDT-PPPR------

SULT1E1 TIWVSEIVYMIYKEGDVEKCKEDVIFNRIPFLECRKENLMNGVKQLDEM-NSPR------
SULT2A1 TNWLAEILCLMHSKGDAKWIQSVPIWERSPWVES----- EIGYTALSET-ESPR------
NDST1 -ALYLFLGMHPDLSSNYP-SSETFEEIQFFNG—HNYHKGIDWYMEFFPIPSNTTSDF
3’-PB-Motiv

SULT1A3 LIKS---HLPLALLP--QTLLDQKVKVVYVARNPKDVAVSYYHFHRMEK-------- AHP
SULT1E1 IVKT---HLPPELLP--ASFWEKDCKIIYLJRNAKDVAVSFYYFFLMVA-------- GHP
SULT2A1 LFSS---HLPIQLFP--KSFFSSKAKVIYLMRNPRDVLVSGYFFWKNMK-------- FLK
NDST1 YFEKSANYFDSEVAPRRAAALLPKAKVLTITINPADRAYSWYQHQORAHDDPVALKYTFHE
SULT1A3 --EPGTWDSFLEKFMAGEVSYGSWYQ-HVQEWWELSRTHPVLYLFYEDMKENPKREIQKI
SULT1El1 --NPGSFPEFVEKFMQGQVPYGSWYK-HVKSWWEKGKSPRVLFLFYEDLKEDIRKEVIKL
SULT2A1 --KPKSWEEYFEWFCQGTVLYGSWFD-HIHGWMPMREEKNFLLLSYEELKQDTGRTIEKI
NDST1 VITAGSDASSKLRALQNRCLVPGWYATHIERWLSAYHANQILVLDGKLLRTEPAKVMDMV

SULT1A3 LEFVGRS---LPEETMDFMVQHTSFKEMKKNPMTNYTTVPQELMDHSISPFMRKGMAGOW
SULT1E1l IHFLERK---PSEELVDRIIHHTSFQEMKNNPSTNYTTLPDEIMNQKLSPFMRKGITGOW
SULT2A1 CQFLGKT---LEPEELNLILKNSSFQSMKENKMSNYSLLSVDYVVDKTQ-LLRKGVSGOW
NDST1 QKFLGVTNTIDYHKTLAFDPKKGFWCQLLEGGKTKCLGKSKGRKYPEMDLDSRAFLKDYY

KTVE-Motiv
SULT1A3 KTTFTVAQNHRFDADYAEKMAGCSLS-FRSEL
SULT1E1 KNHFTEALNHKFDKHYEQQOMKESTLK-FRTET
SULT2A1 KNHFTVAQAFDFDKLFQEKMADLPRELFPWE -
NDST1 RDHN-IELSKLLYKMG-QTLPTWLREDLQONTR

Abb.1.3 Sequenzvergleich der kristallisierten humanen Sulfotransferasen ASULT1A3, ASULTIEI],
hSULT2A1, ANDST1. Hervorgehoben sind der PSB-Loop, das 3'-PB-Motiv und das KTVE-Motiv. Der
Vergleich wurde mit dem Programm CLUSTAL W (1.74) von www.embnet.ch erstellt.

In der N-terminalen Region ist dies ein Abschnitt, der als PSB-Loop bezeichnet wird und
der mit der 5'-Phosphatgruppe des PAPS interagiert. Im mittleren Sequenzabschnitt
befindet sich eine konservierte Region, die als 3'-PB-Motiv bekannt ist. In diesem Motiv
finden sich neben gut (Arginin-Rest) bzw. vollstindig (Serin-Rest) konservierten
Aminosduren zwei bis drei weitere, die mit der 3’-Phosphatgruppe von PAPS
interagieren. Sie sind an der selektiven Bindung und an der Orientierung von PAPS
beteiligt.

Die vier kristallisierten humanen Sulfotransferasen zeigen globuldre Strukturen mit einer

einzelnen o/f Doméne. Letztere besitzt ein charakteristisches vier- bis finf-strangiges 3-
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Faltblatt, das die PAPS-Bindungsstelle und das katalytische Zentrum bildet. Dieses
Faltblatt wird auf beiden Seiten von a-Helices flankiert. Im Gegensatz zur hoch-
konservierten PAPS-Bindungsstelle und dem katalytischen Zentrum ist die Substrat-
Bindungsstelle zwischen der Golgi-Sulfotransferase und den drei zytosolischen
Sulfotransferasen unterschiedlich. Die zytosolischen Sulfotransferasen besitzen eine tiefe,
hydrophobe Tasche, wihrend die Substrat-Bindungsstelle der Golgi-Sulfotransferase
NDSTI ein langer, offener Spalt ist. Diese strukturellen Unterschiede der Substrat-
Bindungsstellen beider Sulfotransferase-Familien spiegeln die chemischen und
strukturellen Eigenschaften ihrer Substrate wieder, die bei den zytosolischen
Sulfotransferasen aus kleinen, flachen Ringsystemen bestehen und bei den Golgi-
lokalisierten Kohlenhydrat Sulfotransferasen aus langgestreckten Protein-gebundenen
Zuckerketten. Ein weiterer Unterschied besteht darin, dass die Golgi-Sulfotransferase in
der Nihe des C-Terminus ein zusitzliches drei-strangiges anti-paralleles [-Faltblatt
besitzt, das in einen unstrukturierten Proteinbereich iibergeht. Beide Regionen gehen
Interaktionen mit einem kokristallisierten PAP-Molekiil ein (Kakuta et al., 1999). Das 3-
Faltblatt bildet eine einzelne, fiir die Funktion essentielle Disulfid-Briicke aus (Wei et al.,
1999).

Die bisher bekannten zytosolischen Sulfotransferasen bilden in Losung Homodimere
(Petrotchenko et al., 2001). Die durch Vergleiche gefundene Dimerisierungs-Sequenz ist:
KxxxTVxxxE und wird das KTVE-Motiv genannt. Dieses Motiv befindet sich in einer
Loop-Region nahe des C-Terminus (von Trp>* bis Glu*®* der humanen SULT1E1). Es
bildet vier Wasserstoffbriicken zwischen den Protein-Riickgraten der beiden Monomere
und auf jeder Seite flankierende Ionen-Paare zwischen Lys®> und Glu*** (Nomenklatur
der humanen SULT1E1). Die physiologische Bedeutung der Dimerisierung in Bezug auf
die Funktion der zytosolischen Sulfotransferasen ist noch unklar.

Die gelosten Kristallstrukturen der Sulfotransferasen weisen strukturelle Ahnlichkeiten
mit Nukleotidkinasen auf, die den Transfer einer Phosphoryl-Gruppe mit ATP als Donor
katalysieren (Kakuta et al., 1997). Diese Ahnlichkeiten finden sich einerseits in der
Anordnung ihrer Sekundérstrukturen und andererseits in ihrer Kernstruktur und konnten
auf eine Koevolution des Sulfat- und Phosphat-Metabolismus basierend auf dhnlichen

strukturellen und funktionellen Eigenschaften hinweisen (Negishi ef al., 2001).
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1.3.2 Vorgeschlagener Reaktionsmechanismus der Sulfotransferasen

Der in Abb.1.4 dargestellte Reaktionsmechanismus basiert auf frithen kinetischen
Sulfuryl-Transfer-Untersuchungen (Leyh, 1993; Duffel, 1997) und den vorliegenden
Kristallstrukturen von humanen Sulfotransferasen (Bidwell et al., 1999; Kakuta et al.,
1999; Dajani et al., 1999a; Pedersen et al., 2000; Zhou et al., 2001; Pedersen et al.,
2002). Die Bezeichnung der Aminosdure-Reste ist fiir —SSULT1E1 angegeben.

S137 S137
K47 )
K47
H/O H/O
+H3N :

3

S137
) K47 S137
K47

-0
H—Ox,
5 HHaN H=—0
0—p? o’
o’ \ P NH3+
0 S i 0 o
—_— H
®) 8- N\ B
HO O~p032%. < o0—x HO oll_O----8%----0—R
S T
o
N N " o O~y

Abb.1.4 Vorgeschlagener Reaktionsmechanismus fiir den Sulfuryl-Transfer durch Sulfotransferasen.

Drei Aminosédure-Reste sind im katalytischen Zentrum konserviert: Serin137 (S137),
Lysin47 (K47) und Histidin107 (H107). H107 fungiert als katalytische Base und entfernt
das Proton der Akzeptor OH-Gruppe. Das daraus entstehende starke Nukleophil greift
das Schwefel-Atom von PAPS an. Dies wiederum fiihrt zu einer negativen Ladung am

tiberbriickenden Sauerstoff-Atom zwischen dem 5’-Phosphat-Atom und dem Schwefel-
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Atom. K47 bildet dabei zunidchst eine Wasserstoffbriicke mit S137. Nach Substrat-
Bindung und Etablierung einer negativen Ladung am iiberbriickenden Sauerstoff-Atom
stabilisiert S137 iiber eine Wasserstoftbriicke die 3’-Phosphatgruppe von PAPS. Die
Aminogruppe von K47 bildet eine neue Wasserstoftbriicke zum {berbriickenden
Sauerstoff-Atom aus. Dies fiihrt zur Dissoziation der Sulfuryl-Gruppe von PAPS. Im
letzten Schritt verlassen PAP und das sulfatierte Substrat das katalytische Zentrum.

In der Golgi-lokalisierten NDST1 findet sich statt des Histidyl-Restes ein Glutamyl-Rest
(Glu642), der als katalytische Base fungiert. Es wird angenommen, dass der katalytische

Mechanismus dhnlich ist.

1.4 Physiologische Bedeutung der Sulfatierung von Tyrosyl-Resten

In Abschnitt 1.2.3 wurde bereits kurz auf die Bedeutung der Sulfatierung von Tyrosyl-
Resten in Proteinen, die sich in der Sekretionsmaschinerie befinden, eingegangen. In
diesem Abschnitt sollen deshalb einige wichtige Proteine, fiir deren Funktion die
Sulfatierung entscheidend ist, vorgestellt werden.

Der Tyrosyl-Rest ist der einzige Aminosdure-Rest, der in vivo sulfatiert wird. Diese
posttranslationale Modifikation erfolgt im Golgi-Apparat und ist die hdufigste chemische
Veranderung dieser Aminosiure (Niehrs et al., 1994). Sie tritt in vielen sezernierten oder
Membran-gebundenen Proteinen multizelluldrer Organismen auf.

In den letzten Jahren hat sich die Anzahl der nachgewiesenen sulfatierten Tyrosyl-Reste
stark erhoht. Die exakte physiologische Bedeutung dieser Modifikation ist in vielen
Féllen noch ungekliart, sie scheint allerdings Protein-Protein Interaktionen zu
beeinflussen. Einen Einfluss der Sulfatierung konnte in so entscheidenden biologischen
Prozessen wie der Leukozyten-Adhésion, der Blutgerinnung, der Chemokin-vermittelten
Signaltransduktion und bei dem Eintritt von HIV in die Leukozyten nachgewiesen
werden.

Leukozyten werden an Entziindungsherden aus dem Blutstrom rekrutiert und wandern in
das umgebende Gewebe ein. Dieser Vorgang beginnt mit dem Leukozyten-,,Rolling®, der
durch die Wechselwirkung von P-Selektin an aktivierten Endothelzellen mit dem P-
Selektin Glykoprotein Ligand 1 (PSGL-1) an Leukozyten vermittelt wird (Norman et al.,
1995; Borges et al., 1997; Yang et al., 1999). PSGL-1 enthilt auBer Glykosylierungen,
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die fiir die Interaktion zwischen beiden Molekiilen notwendig sind, drei sulfatierte
Tyrosyl-Reste am N-Terminus. Diese erhohen wesentlich die Stirke der Bindung
zwischen Leukozyt und Endothelzelle und garantieren damit die effiziente Bekdmpfung
von Entziindungen (Pouyani und Seed, 1995; Sako et al., 1995; Wilkins ef al., 1995; De
Luca et al., 1995).

Die Tyrosyl-Sulfatierung spielt auch bei der Blutgerinnung eine Rolle. Werden
Blutgefafie verletzt, verbindet der von Willebrand Faktor (vWF) das subendotheliale
Kollagen mit dem GP Iba (Glykoprotein Iba), einem Membran-Protein der
Blutplittchen, und 16st damit die Blutgerinnung aus (Savage et al., 1998; Clemetson,
1999). Die Blutplittchen-Bindung an den vWF ist dabei abhéngig von der Sulfatierung
dreier GP Ibaw Tyrosyl-Reste (Dong et al., 1994). Eine mogliche Rolle der Tyrosyl-
Sulfatierung bei der Entstehung von GefaB-verschlieBenden Plaques kann deshalb
angenommen werden und wird durch weitere Beispiele verstdrkter Interaktionen
aufgrund von Sulfatierung bei der Blutgerinnung untermauert. Dazu gehoren
nachgewiesene Bindungen zwischen vWF und Faktor VIII (Leyte et al, 1991),
Fibronectin und Fibrin (Suiko und Liu, 1988) und Thrombin und den Faktoren V und
VIII (Hortin, 1990). Aber auch auf Sulfotyrosinen basierende Interaktionen zwischen
Thrombin und Hirudin (Niehrs et al., 1990b) und Thrombin und Heparin Kofaktor II
(Hortin, 1990) sind bekannt.

Im Jahre 1999 wurde der erste Nachweis sulfatierter Tyrosyl-Reste an Chemokin-
Rezeptoren erbracht. Die Sulfo-Tyrosine erwiesen sich als notwendig fiir effektive
Funktionsausiibung der Rezeptoren (Farzan et al, 1999). Chemokine sind kleine,
sezernierte Proteine, die am Leukozyten-, Trafficking®, an der Angiogenese, an der
Angiostase, an der Abwehr von viralen Infektionen und an der Immunantwort bei Krebs
und bei Metastasierung beteiligt sind (Zlotnik et al., 1999; Muller et al., 2001). Farzan
et al. konnten nachweisen, dass die Chemokin-Rezeptoren CCRS5 und CXCR4 an
Tyrosyl-Resten sulfatiert sind (Farzan ef al, 1999). Neben der Bindung nativer
Chemokine fungiert CCRS als Korezeptor fiir HIV (Humanes Immundefizienz-Virus).
Die Sulfatierung vermittelt zusammen mit dem Rezeptor CD4 die Anheftung von HIV an
die Zellen (Doranz ef al., 1996; Choe et al., 1996). Durch Mutation der vier Sulfotyrosyl-
Reste in CCRS5 zu Phenylalanin konnte der Eintritt des Virus in die Zellen (in Kultur) um



Einleitung 12

50 -75% vermindert werden (Farzan et al, 1999). Das macht einen Einsatz von
Inhibitoren der Tyrosyl-Sulfatierung oder von mit HIV kompetierenden Peptiden als anti-
HIV-Therapeutikum denkbar.

Der zweite erwihnte, sulfatierte Chemokin-Rezeptor CXCR4 fungiert ebenfalls als
wichtiger HIV-Korezeptor (Farzan et al,, 1999). AuBlerdem ist die Expression des
Rezeptors in humanen Brustkrebs-Zellen hochreguliert (Muller et al., 2001). Die
Expression des dazugehdrigen Liganden CXCL12/SDF-1a zeigt ebenfalls Maximalwerte
in dem kranken Organ. Beides zusammen repriasentiert die erste Bestimmung von
Brustkrebs-Metastasierung. Wird in vivo die Interaktion zwischen Ligand und Rezeptor
neutralisiert, so wird die Metastasierung von Lymphknoten und Lunge verringert. In
malignen Melanomen wird ein dhnlicher Prozess diskutiert. Damit kann den Chemokinen
und ihren sulfatierten Rezeptoren eine kritische Rolle der Ziel-Bestimmung der
Metastasierung zugeschrieben werden. Ob weitere Chemokin-Rezeptoren sulfatierte
Tyrosyl-Reste besitzen, bleibt abzuwarten.

Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass die Sulfatierung von einem von zwei
Tyrosyl-Resten in der N-terminalen extrazelluliren Doméne verschiedener Rezeptoren
von Glykoprotein-Hormonen  (Thyrotrophin-Rezeptor (TSHr), Luteinisierendes
Hormon/Chorion Gonadotrophin Rezeptor (LH/CGr), Follikel-stimulierendes Hormon-
Rezeptor (FSHr)) fiir die hoch-affine Bindung des Liganden an die Rezeptoren
notwendig ist (Costagliola et al., 2002).

Quantifizierungen des Gesamt-Protein-Pools von Zellen haben ergeben, dass eine
Sulfatierung an ca. 1% aller Tyrosyl-Reste erfolgt und dass in Abhingigkeit vom Zelltyp
65 — 92% der an Protein gebundenen Sulfo-Tyrosine sezerniert werden (Baeuerle und
Huttner, 1985). Es ist somit zu erwarten, dass weitere biologisch relevante Funktionen

auf Sulfotyrosin vermittelte Protein-Protein-Wechselwirkungen beruhen.

1.5 Humane Tyrosylprotein Sulfotransferasen (TPST)

Die O-Sulfatierung von Tyrosyl-Resten wird von Tyrosylprotein Sulfotransferasen
(TPST) katalysiert (Huttner, 1982). Die Beschreibung dieser enzymatischen Aktivitét
erfolgte 1983 erstmalig in PC12-Zellen durch Lee und Huttner (Lee und Huttner, 1983).



Einleitung 13

Die Anreicherung des Proteins aus dem Nebennierenmark des Rindes gelangen Niehrs
und Huttner sieben Jahre spater (Niehrs und Huttner, 1990a).

Es dauerte noch einmal 8 Jahre, bis gleich zwei humane TPST-Isoformen (A TPST1 und
hTPST2) bestehend aus 370 bzw. 377 Aminosdure-Resten auf DNA-Ebene identifiziert
wurden (Beisswanger et al., 1998; Ouyang et al., 1998a; Ouyang und Moore, 1998b). Die
in diesen Arbeiten durchgefiihrten Northern-Analysen zeigten, dass beide Isoformen in
allen untersuchten Geweben exprimiert werden. Bisher allerdings erfolgten keine
Angaben dariiber, ob die Isoformen in einzelnen Zellen koexprimiert werden.

Beide Proteine besitzen eine 67%-ige Aminosdure-Identitit zueinander (= 20% Identitit
gegeniiber anderen Sulfotransferasen) und sind Membran-gebundene, N-glykosylierte
Golgi-Enzyme mit einer luminalen katalytischen Doméne, einer einzelnen
Transmembranhelix und einem kurzen zytosolischen N-Terminus. Die exakte
Lokalisation der TPSTs wird im trans-Golgi-Netzwerk vermutet (Baeuerle und Huttner,
1987). Dafiir konnten allerdings nur indirekte Beweise wie die Proteinstruktur, Golgi-
Préaparationen, pH-Optimum der Proteine (pH 6,0 - 7,0; Niehrs et al., 1990a; William et
al., 1997; Ramaprasad und Kasinathan, 1998b) und Solubilisieren mit Hilfe von Triton
X-100 angefiihrt werden. Ein direkter Nachweis (z.B. durch Expression GFP-markierter
Proteine oder Immunférbung) ist bisher nicht veroffentlicht.

Obwohl keine geloste 3D-Struktur von den TPSTs vorliegt, konnten aufgrund von
Sequenzvergleichen mit anderen Sulfotransferasen der PSB-Loop, der als eindeutiges
Merkmal der Sulfotransferasen gilt, identifiziert werden. (Rabiller, 2002)

Beide TPSTs scheinen konstitutiv aktiv zu sein (Kehoe und Bertozzi, 2000). Uber die
Regulation der Expression der Proteine ist wenig bekannt. Eine Erhohung des TPST-
Niveaus aufgrund erhohter Protein-Expression wird Ethanol zugesprochen (Kasinathan et
al., 1998; Ramaprasad und Kasinathan, 1998a). Jedoch muf3 aufgrund der enormen
biologischen Relevanz der Sulfatierung von Tyrosyl-Resten insbesondere in einer Reihe
von Krankheitsprozessen wie der Inflammation, der Tumorzellen-Metastasierung und der
mikrobiellen und viralen Pathogenese die Expression beider Isoformen vor allem in an
den Blutstrom angrenzenden Zellen streng reguliert sein. Untersuchungen liegen dazu

bisher jedoch nicht vor.
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Die Existenz von mehr als einer A/TPST-Isoform konnte eine Erklarung fiir die Vielfalt
der Substrate sein (siche Abschnitt 1.4). Die darin zu sulfatierenden Tyrosyl-Reste sind
von sauren Aminosdure-Resten umgeben und miissen fiir die TPSTs zuginglich sein
(Nicholas, Jr. et al., 1999). Die dariiber hinausgehende Substrat-Spezifitit der beiden
Isoformen wurde bisher nur in Ansitzen untersucht. So konnten Ouyang und Moore 1998
zeigen, dass Zelllysate aus transfizierten 293-T-Zellen, die entweder HPC4-ATPSTI-
bzw. HPC4-AhTPST2-Fusionsproteine exprimierten (Fusion mit NH;-terminalem Epitop,
einem Ca®"-abhingigen monoklonalen Antikorper zu Protein C), Peptide mit bekannten
Tyrosyl-Sulfatierungssequenzen unterschiedlich stark als Substrat akzeptierten (Ouyang
et al., 1998b). Sie beobachteten, dass ein Peptid mit einer bekannten Tyrosyl-
Sulfatierungsstelle von der o-Kette der vierten Komponente des Komplements (C40.) von
ATPSTI1 neunmal besser sulfatiert wird als von A”TPST2. Ein Peptid mit der Sequenz fiir
Tyrosyl-Sulfatierung von PSGL-1 wurde dagegen von beiden Isoformen in gleichem
Male sulfatiert. Seibert ef al. konnten 2002 das Sulfatierungsmuster eines Peptides, das
den N-Terminus des Chemokin-Rezeptors CCRS5 darstellt, beschreiben (Seibert et al.,
2002). Sie stellten fest, dass das Peptid an seinen vier Tyrosyl-Resten von beiden
Isoformen sulfatiert wird. Die Sulfatierung erfolgte schrittweise und zeigte einige
Unterschiede in der Geschwindigkeit der Sulfatierung der einzelnen Tyrosyl-Reste
bezogen auf TPST1 und TPST2. Allerdings konnten aufgrund des schnellen
Aktivitatsverlustes der TPSTs keine endgiiltigen und weitreichenden Aussagen getroffen
werden.

AuBer den hier beschriebenen Versuchen mit Peptiden finden sich in der Literatur keine
Angaben tliber mogliche Substrat-Spezifititen. Ebenso wurden keine Untersuchungen mit
den natiirlichen Substraten, den Proteinen, durchgefiihrt.

Die Expression einer sezernierten und aktiven ATPST2-Mutante (ohne zytosolische
Doméne und Transmembranhelix) in einer humanen, embryonalen Nieren-Zelllinie
(HEK293-T) gelangen Ouyang und Moore 1998 (Ouyang et al., 1998b). Seibert et al.
benutzten diese Technik zur Expression und Anreicherung von l6slichem ATPST1 und
ATPST2 und fiihrten mit den so gewonnenen Proteinen ihre bereits beschriebenen
Untersuchungen zum Sulfatierungsmuster des N-terminalen CCRS5-Peptides durch

(Seibert et al., 2002). Daten, die die Anreicherung der Proteine dokumentieren, sind in
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beiden Verdffentlichungen nicht gezeigt. Ouyang und Moore verzichteten zusitzlich auf
den Aktivitits-Nachweis.

Kehoe ef al. nutzten ebenfalls die von Ouyang und Moore eingefiihrte Methode zur
Expression von h”TPST2 (Kehoe ef al., 2002). Das von den verwendeten CHO-Zellen
(,,Chinese Hamster Ovary Zellen®) durch Sekretion mit A”TPST2 angereicherte Medium
wurde in einem Screen zur Entwicklung von ATPST2-Inhibitoren verwendet. Kehoe et al.
synthetisierten mit Hilfe der kombinatorischen Chemie zwei Inhibitoren (Kehoe et al.,
2002). Sie verwendeten eine Technik, mit der Inhibitoren von Proteinen identifiziert
werden konnen, fiir die noch keine Leitstruktur (,lead compound®) und keine
strukturellen Informationen vorliegen. Dazu wurde im ersten Schritt eine Bibliothek aus
305 Aldehyd-Monomeren hergestellt, die mit einer Konzentration von 1 mM gegen
hTPST2 untersucht wurden. Uber einen Linker wurden aus 18 Monomer-Komponenten
mit wenigstens 25% Inhibitor-Aktivitdt 171 Dimere-Kombinationen hergestellt. Die
beiden besten Inhibitoren nach erneuter bestimmter Inhibitoraktivitit zeigten ICso-Werte
von 30 uM bzw. 40 uM. Die Bindung an ATPST2 ist zumindest fiir einen der beiden
Inhibitoren reversibel. Beide Komponenten inhibieren allerdings sowohl Kohlenhydrat
Sulfotransferasen als auch Zytosolische Sulfotransferasen und koénnen deshalb nicht als
spezifische A”TPST2-Inhibitoren angesehen werden. Auerdem ist nicht geklért, ob die
Komponenten Zugang zum Golgi-Apparat haben.

Obwohl die Tyrosyl-Sulfatierung von Proteinen einen starken Einfluss auf ihre
biologische Funktion ausiibt, ist der Knock-out von TPST1 in Méiusen nicht lethal
(Ouyang et al., 2002). Die Mause weisen ein um 5% reduziertes Kérpergewicht auf, und
TPSTI”” Weibchen haben signifikant weniger Nachkommen, da ein Teil der Foten
zwischen Tag 8,5 und 15,5 post coitum stirbt. Ob der TPSTI1-Knock-out die
Blutgerinnung oder die Entziindungsbekdmpfung beeinflusst, wurde in dieser Arbeit
nicht untersucht. Ebenso wurde die Expressionsrate von TPST2 nicht bestimmt.

Wie diese Aufstellung zeigt, ist selbst nach 20 Jahren intensiver Forschung iiber die
TPSTs wenig bekannt. Thre allgemeine physiologische Bedeutung kann deshalb nur
erahnt werden. Aus diesem Grund wurde ein Schwerpunkt dieser Arbeit auf biologisch

relevante Fragestellungen gelegt.
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1.6 Schubspannung als Regulator von Genexpression

Herz-Kreislauferkrankungen sind die héufigste Todesursache in den Industrieldndern.
Bekannte Risiken sind Bluthochdruck, hoher Cholesterinspiegel, Rauchen, Diabetes
mellitus, Fettleibigkeit, Bewegungsmangel, Stress, hohes Alter und das Geschlecht
(Ménner sind mit erhéhtem Risiko behaftet). Durch die Risikofaktoren kommt es unter
anderem zu einer zunehmenden Stérung der Funktionalitit der GefdBwand, die
schlieBlich zu einer endothelialen Dysfunktion fiihrt. Diese ist durch eine Verringerung
der Stickstoff-Verfiigbarkeit infolge oxidativen Stresses, gesteigerter Vasokonstriktion,
Adhésion von Thrombo- und Leukozyten, Akkumulation von intra- und extrazelluldren
Lipiden, Monozyten/Makrophagen-Infiltration und vermehrte Proliferation glatter
Muskelzellen  gekennzeichnet.  Fortschreitend kommt es  zunehmend  zur
Schaumzellbildung, Akkumulation von Bindegewebsproteinen und im Spitstadium zur
Kalziumeinlagerung in die GefiBwand (Ross, 1999).

Viele Substrate der TPSTs sind Proteine, die bei diesem Vorgang eine entscheidende
Rolle spielen. AuBlerdem sind sie bei der GefaBBneubildung, der Blutgerinnung und der
Entziindungshemmung beteiligt. Diese Substrate stellen Rezeptoren und Liganden dar,
die haufig von den Endothelzellen der Gefdsswand gebildet und anschlieend in der
Plasmamembran dieser Zellen verankert oder sezerniert werden. Die Endothelzellen
unterliegen in vivo permanent biomechanischen Kréften wie der Schubspannung, die
durch den Blutfluss hervorgerufen werden. Schubspannung auf physiologischem Niveau
ist an der Regulation des vaskularen Tonus und an der Erhaltung der vaskularen Integritét
beteiligt und wird als protektiver Mechanismus gegen die Lokalisation von
atherosklerotischen Plaques betrachtet (Traub und Berk, 1998; Gimbrone, Jr. et al.,
2000). Endothelzellen verdndern unter Schubspannung ihre Form, schiitten vasoaktive
Peptide aus, reduzieren ihr Apoptose-Risiko und verdndern flussabhingig ihre
Genexpression (Davies et al., 1997; Topper und Gimbrone, Jr., 1999).

Schubspannung stellt somit einen wichtigen Regulator der Genexpression in
Endothelzellen dar. Trotzdem viele biologisch sehr wichtige TPST-Substrate von
Endothelzellen exprimiert und sezerniert werden, ist der Einfluss von Schubspannung auf

die Expression der TPSTs bisher nicht untersucht wurden.
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1.7 Zielstellung der Arbeit

TPSTs beeinflussen durch ihre Substrate eine Vielzahl physiologischer Prozesse. Trotz
ihrer Bedeutung ist bisher wenig iiber diese Enzyme bekannt. In dieser Arbeit sollte
deshalb die Lokalisation der TPSTs abschlieBend geklart werden. AuBerdem ist wenig
tiber die Regulation der TPSTs und der Einfluss einer gednderten TPST-Expression auf
die Substrate bekannt. In der vorliegenden Arbeit sollte deshalb der Einfluss eines
wichtigen  Regulators der  Angiogenese, der  Blutgerinnung und  der
Entziindungshemmung — die Schubspannung — auf die TPST-Expression untersucht
werden. Weiterhin sollten beide Isoformen 16slich und aktiv exprimiert werden, um
Substrat-Spezifitdts-Untersuchungen und Strukturaufkldrung in der Arbeitsgruppe zu

ermoglichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Soweit nicht anders angegeben, wurden sdmtliche Chemikalien im Reinheitsgrad ,,zur
Analyse* von folgenden Firmen bezogen: Merck Eurolab GmbH (Darmstadt), Carl Roth
GmbH + Co. (Karlsruhe), Serva Electrophoresis GmbH (Heidelberg) und Sigma-Aldrich

Chemie GmbH (Deisenhofen).

2.1.2 Molekularbiologische Produkte

a) Standards
100 bp DNA Leiter

1 kb DNA Leiter

Mark 12 Protein Standard

SeeBlue® Plus2 Pre-Stained
Protein Standard

b) Kits
QuikChange " Site-Directed Mutagenesis Kit

Rapid Translation System RTS 500
E. coli HY Kit

EasySelect  Pichia Expression Kit
Bac-N-Blue  Transfection Kit
EasyPure DNA Purification Kit

QIAprep® Spin Miniprep Kit
HiSpeed  Plasmid Midi Kit
EndoFree® Plasmid Maxi Kit
BigDye  Terminator Kit

New England Biolabs GmbH
(Frankfurt/M.)

New England Biolabs GmbH
(Frankfurt/M.)

Invitrogen GmbH (Karlsruhe)

Invitrogen GmbH (Karlsruhe)

Stratagene® Europe (Amsterdam, Die
Niederlande)

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)

Invitrogen GmbH (Karlsruhe)
Invitrogen GmbH (Karlsruhe)

Biozym Diagnostik GmbH (Hess.
Oldendorf)

QIAGEN GmbH (Hilden)
QIAGEN GmbH (Hilden)
QIAGEN GmbH (Hilden)

Applied Biosystems (Foster City, Cali-
fornien, USA)
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c) Enzyme

Restriktions-Endonukleasen:

BamH I (20 U/ul), EcoR T (20 U/ul),
Nco I (10 U/ul), Nde I (20 U/ul),
Pme I (10 U/ul), Pst I (20 U/ul),

Xba I (20 U/ml), Xho I (20 U/ul)

SuperScriptll RNase H- Reverse Transcriptase
(200 U/ul)

Tagq DNA Polymerase (5 U/ul)
Cloned Pfu (5 U/ul)

T4 DNA Ligase (400 U/ul)

d) Antikorper
anti-hTPST1ATMD-Antikorperserum

anti-Histidin-Tag Antikorper
anti-His Antibody Selector Kit
anti-c-Myc Antikorper

anti-Kaninchen-IgG, Peroxidase-konjugiert

anti-Maus-IgG, Peroxidase-konjugiert

e) Primer

New England Biolabs GmbH
(Frankfurt/M.)

Invitrogen GmbH (Karlsruhe)

Diagonal (Miinster)

Stratagene® Europe (Amsterdam, Die
Niederlande)

New England Biolabs GmbH
(Frankfurt/M.)

polyklonal, aus Kaninchen, zweite
Abnahme, Titer 1:1000, BioGenes
GmbH (Berlin)

aus Maus, Dianova GmbH (Hamburg)
aus Maus, QIAGEN GmbH (Hilden)

aus Maus, Santa Cruz Biotechnology,
Inc. (Kalifornien, USA)

aus Ziege, Amersham Biosciences
Europe GmbH (Freiburg)

aus Ziege, Amersham Biosciences
Europe GmbH (Freiburg)

Sédmtliche Primer wurden bei der Firma MWG Biotech (Ebersberg) zur Synthese bestellt.

Eingefligte Erkennungssequenzen fiir Restriktions-Endonukleasen sind unterstrichen, die

Enzyme sind in Spalte 3 vermerkt (Tab.1).
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Tab.1 Verwendete Primer mit Angabe der verwendeten Schnittstelle
Primer-Name Sequenz (5°-3") Schnitt-
stelle
T7 Promotor GCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGG
T7 Terminator GGTTATGCTAGTTATTGCTCAGCGGTGG
S-Tagl 8mer GAACGCCAGCACATGGAC
Baculovirusforward TTTACTGTTTTCGTAACAGTTTTG
Baculovirusreverse ACTTCAAGGAGAATTTCC
S?AOXI_PiChia-long AATTGCGACTGGTTCCAATTGACAAGC
3?AOX1_PiChia-long CAGGCAAATGGCATTCTGACATCC
TPST1-02a CCCCCCCTCGAGCTACTC Xho I
TPST1-05s TGTTTTCCATGGGCCAGCATGCTATGGAATG Nco I
TPST1-06a GCAATACTGAGTGGTTCCAGGGAATCTGGAGGAACTTTAAG
TPST1-07s CTTAAAGTTCCTCCAGATTCCTTGGAACCACTCAGTATTGC
TPST1-08s GTGTTTGGATCCGGGCCAGCAT BamH I
TPST1-kurzs ATGCCAAATTTCTCCTGATGG
TPST1-kurzas AAACATCTGGCGGTATCTTCC
TPST1-Sf01s GTGTTTGGATCCGGCCAGCAT BamH I
Pichia-01s GTGTTTTCTGCAGGCCAGCATGCC Pst]
Pichia-02a CCCCCTTCTAGAGCCTCCACTTGC Xbal
TPST1wtL 1s GGATCCCTCGAGATGGTTGGAAAGC Xho I
TPST1L 3a CCCTCCGGATCCTCCACTTGC BamH I
TPST2-02a GATATCGAATTCTCACGAGCT EcoR 1
TPST2-03s CGGTTCCCATGGGACAGCAG
TPST2200601MetNcol GGAGCCCCATGGGGGCCATGC Nco I
TPST2200601 CysNCOI GTTCCCATGGGACAGCAGGTGCTAGAGGGCCGGGL Nco I
TPST2-kurzs CAAGCTCATCCTCGACTTCC
TPST2-kurzas TGTGTTGTTGATGACGAAGG
Pichia_03s GCGGTTCCTGCAGGACAGCAGG Pst1
Pichia_04as GATATCTCTAGAGCCGAGCTTCC Xbal
hirudinNdels TATGGTTACCTACACTGACTGCACTGAATC Nde I
hirudinls CGGTCAGAACCTGTGCCTGTGCGAAGGCTCTAACGTTTG
hirudin2s CGGCAAGGGCAACAAATGCATCCTGGGCTCTAACGGCAAGG
hirudin3s GCAACCAGTGCGTTACTGGCGAAGGTACCCCGAACC
hirudings GAGTCTCACAACGACGGCGACTTCGAAGAAATCCC
hirudinXhols GGAAGAATACCTGCAGTAATAAAC Xho I
hirudinNdelas GCACAGGTTCTGACCGGATTCAGTGCAGTCAGTGTAGGTAACA Nde I
hirudinlas GAAGTCGCCGTCGTTGTGAGACTCCGGTTTCGGGGTACCTTG
hirudin2as CCAGTAACGCACTGGTTGCCCTTGCCGTTAGAGCCCAGGATG
hirudin3as CATTTGTTGCCCTTGCCGCAAACGTTAGAGCCTTCGCACAG
hirudinXholas TCGAGTTTATTACTGCAGGTATTCTTCCGGGATTTCTTC Xho I

(A=Adenin, C=Cytosin, G=Guanin, T=Thymin)
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f) Vektoren / Konstrukte / Plasmide

pBlueScriptll KS(+) A”TPST1 Dr. Lorenz Mayr (Novartis International AG, Basel,
Schweiz)

pBlueScriptll KS(+) ATPST2 Dr. Lorenz Mayr (Novartis International AG, Basel,
Schweiz)

pET-27b, pET-28a, pET-32a, Calbiochem-Novabiochem GmbH (Schwalbach/Ts.)
pET-39b, pET-40b, pET-43b

pET-27b mod (ohne pel B leader) Dr. Ralf Seidel (MPI, Dortmund)

pBlueBacHis2 A Invitrogen GmbH (Karlsruhe)
pPICZoB Invitrogen GmbH (Karlsruhe)
pEGFP-N1 Clontech Laboratories GmbH (Heidelberg)

g) Bakterien-Stimme und Zell-Linien

E. coli DH50." Invitrogen GmbH (Karlsruhe)
E. coli XL1-Blue Stratagene® Europe (Amsterdam, Die Niederlande)
E. coli XL10-Gold® Stratagene® Europe (Amsterdam, Die Niederlande)

E. coli BL21(DE3) CodonPlus RILStratagene® Europe (Amsterdam, Die Niederlande)

E. coli Rosetta(DE3)pLysS Calbiochem-Novabiochem GmbH (Schwalbach/Ts.)
E. coli Origami  (DE3) Calbiochem-Novabiochem GmbH (Schwalbach/Ts.)
Insektenzellen Sf21 Invitrogen GmbH (Karlsruhe)

Pichia pastoris X-33 Invitrogen GmbH (Karlsruhe)

COS-7 ECACC (Grofbritannien)

2.1.3 Ndhrmedien

Die Nihrmedien wurden, falls erforderlich, 20 min bei 120 °C autoklaviert. Hitzeinstabile

Zusitze wurden sterilfiltriert (& = 0, 2 um) und dem abgekiihlten Medium zugesetzt. Fiir
Agarplatten wurden die Medien mit 1,5% Agar supplementiert.

a) Fliissigmedien
Luria-Bertani (LB) -Medium 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl, ad 1 1 H,O,
pH 7,0
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SOC-Medium

2xYT-Medium

Insektenzell-Medium

YPD-Medium

YPDS-Medium
MD-Medium

MM-Medium

BMGY-Medium

BMMY-Medium

HUVEC-Zellkultur-Medium

COS-7-Zellkultur-Medium

20 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 0,5 g NaCl, 0,186 g
KCl, 3,6 g Glucose, ad 1 1 H,O, pH 7,0

16 g Trypton, 10 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, ad 1 1 H,O,
pH 7,0

TC 100-Medium (Invitrogen GmbH; Karlsruhe), 10%
(v/v) FCS (Cell Concepts GmbH; Umkirch)

10 g Hefeextrakt, 20 g Pepton, 20 g Saccharose, ad 11
H,O

YPD-Medium, 1 M Sorbitol

13,4 ¢ Hefe Nitrogen Base, 0,4 mg Biotin, 20 g
Dextrose, ad 1 1 H,O

13,4 g Hefe Nitrogen Base, 0,4 mg Biotin, 5 ml
Methanol, ad 1 1 H,O

10g  Hefeextrakt, 20g  Pepton, 100 mM
Kaliumphosphat pH 6,0, 13,4 g Hefe Nitrogen Base,
0,4 mg Biotin, 10 ml Glyzerin, ad 1 1 H,O

10 g  Hefeextrakt, 20g  Pepton, 100 mM
Kaliumphosphat pH 6,0, 13,4 g Hefe Nitrogen Base,
0,4 mg Biotin, 5 ml Methanol, ad 1 1 H,O
Endothelzellmedium 10 MI199 (Invitrogen GmbH,;

Karlsruhe), 10% Fetales Kilberserum (Cell Concepts
GmbH; Umkirch), 15 mM HEPES Puffer pH 7,4, 1x
Antibiotic-Antimycotic Losung (Invitrogen GmbH;
Karlsruhe), 1x Fungizon (2,5 pg/ml Amphotericin B;
Invitrogen GmbH; Karlsruhe)

DMEM (4,5 g/l Glucose; PAN Biotech GmbH,
Aidenbach), 10% (v/v) FCS (Cell Concepts GmbH,;
Umkirch), 2 mM L-Glutamin
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b) Antibiotika und IPTG

Ampicillin 100 pg/ml
Kanamycin 50 pg/ml
Zeocin 25-100 pg/ml
IPTG 1 mM

2.2 Methoden
2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion erfolgte nach Mullis (Mullis und Faloona, 1987) in einem
T3 Thermocycler (WHATMAN Biometra”™; Géttingen). Der Reaktionsansatz setzte sich
aus zehnfach Puffer, 5 pmol pro dNTP, je 10 pmol beider Primer, 0,5 U Polymerase und
einer entsprechenden Menge Matrizen-DNA zusammen. Nach einem initialen
Denaturierungsschritt fiir 2 min bei 94 °C, schloss sich ein Zyklus aus Denaturierung der
DNA (30s, 94 °C), Anlagerung der Primer an die Matrizen-DNA (30s, Primer-
spezifische Temperatur) und Extension des zu synthetisierten Stranges (30 s, 72 °C) mit
optimierter Zyklenzahl an. Nach abschlieBender Extensionsphase (5 min) wurde der

Reaktionsansatz auf 4 °C abgekiihlt.

2.2.1.2 Agarose-Gelelektrophorese

Die Durchfiihrung erfolgte nach Maniatis (Sambrook und Russell, 2001) in einer DNA
Sub Cell™ Elektrophoresekammer (Bio-Rad Laboratories GmbH; Miinchen). Die
Trennung von DNA-Fragmenten wurde in 1%-igen Agarose-Gelen unter Zusatz von
0,2 pg/ml Ethidiumbromid bei 12 V/em durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte mittels
Gel Doc 1000-Systems (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen).

2.2.1.3 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen
Die Elution von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen erfolgte mit dem EasyPure DNA
Purification Kit (Biozym Diagnostik GmbH; Hess. Oldendorf) nach Angaben des

Herstellers.
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2.2.1.4 Restriktionsverdau von DNA

Die durchgefiihrten Restriktionsansitze enthielten folgende Komponenten: 1 pg DNA,
10 U einer bzw. zweier Restriktionsendonukleasen pro pg eingesetzter DNA und
zehnfach Puffer. Die Ansidtze wurden fiir einen analytischen Verdau 1 h und fiir einen
quantitativen Verdau 4 h bei 37 °C inkubiert. Die Trennung der DNA-Fragmente erfolgte
mittels Gelelektrophorese (Abschnitt 2.2.1.2).

2.2.1.5 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung erfolgte mit dem BigDye  Terminator Kit (Applied
Biosystems; Foster City, Californien, USA). 4 pl des Mixes wurden mit 500 nmol DNA
und 10 pmol Primer gemischt. Mit dem Reaktionsansatz wurde folgender
Sequenzierungszyklus durchgefiihrt: 15 s bei 94 °C fiir die Denaturierung der DNA, 30 s
bei spezifischer Anlagerungstemperatur des verwendeten Primers und 4 min bei 60 °C
fiir die Extension des zu synthetisierten Stranges fiir 25 Zyklen. Die Reaktionsprodukte
wurden mit Ethanol unter Zugabe von 0,3 M Natriumacetat pH 4,6 und 0,2 mg/ml
Dextran-Blau gefdllt und einmal in Ethanol gewaschen. Auftrennung und Analyse der
DNA-Fragmente erfolgte mittels 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems; Foster
City, Californien, USA / Hitachi; San Jose, Californien, USA).

2.2.1.6 Klonierung von DNA-Fragmenten

Zur Vorbereitung der Ligation wurden DNA-Fragmente und Vektoren mit denselben
Restriktionsendonukleasen geschnitten (2.2.1.4) und gereinigt (2.2.1.2 und 2.2.1.3).
Vektor und DNA-Fragment wurden im molaren Verhdltnis 1:3 eingesetzt. Die
Ligationsansétze (20 pl) enthielten 100 ng geschnittenen Vektor, entsprechende Mengen
geschnittenes DNA-Fragment, 400 U T4 DNA Ligase (New England Biolabs GmbH;
Frankfurt/M.) sowie zehnfach Puffer. Sie wurden bei 16 °C iiber Nacht inkubiert.
AnschlieBend wurden die Ligationsprodukte in E. coli-Wirtszellen transformiert

2.23.1).
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2.2.1.7 Einfithrung von Mutationen in doppelstringige DNA
Zur Einfilhrung von Mutationen in doppelstringige DNA-Molekiile wurde der
QuikChange  Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene” Europe, Amsterdam,

Niederlande) verwendet. Es wurde nach den Angaben des Herstellers gearbeitet.

2.2.1.8 Herstellung von His-Hirudin und Ligation in pET-28a

Zur Herstellung der genetischen Sequenz von Hirudin Variante 2 (HV2; Swiss-Prot-
Eintrag P09945) wurden Primer aneinander gelagert. Je 5 pul Primer hirudinNdels,
hirudinls, hirudin2s, hirudin3s, hirudin4s, hirudinXhols (je 1 nmol/ul) fiir den ,,sense”
Strang und je 5pul Primer hirudinNdelas, hirudinlas, hirudin2as, hirudin3as und
hirudinXholas (je 1 nmol/ul) fiir den ,,antisense” Strang wurden gemischt. Damit eine
Verbindung der einzelnen Oligomere erfolgt, mussten im ersten Schritt die 5'-Enden der
Primer phosphoryliert werden. Dazu wurden 6 ul des ,,sense“-Mixes und 5 pl des
mantisense*“-Mixes mit je 20 pmol rATP (Amersham Biosciences Europe GmbH,
Freiburg) und 1 U T4-Polynukleotid-Kinase (New England Biolabs GmbH, Frankfurt)
pro nmol Primer zugegeben und fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Zur Anlagerung der Primer
wurden beide Phosphorylierungsansitze miteinander vereinigt, das Gemisch fiir 2 min
auf 94 °C geheizt und innerhalb von 1,5h auf 37 °C abgekiihlt. Im ndchsten Schritt
wurden sidmtliche Oligos miteinander kovalent verbunden (Abschnitt 2.2.1.6).
Gleichzeitig wurde das entstehende Fragment in den Vektor pET-28a (durch Restriktion
mit Nde I und Xho I vorbereitet; Calbiochem-Novabiochem GmbH, Schwalbach/Ts.)
ligiert. Dazu wurden 495 fmol des Anlagerungsansatzes mit 30 fmol pET-28a
Nde I/Xho I, 4 U T4-Ligase (Stratagene Europe, Amsterdam Zuidoost, Niederlande) und
10 pmol rATP (Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg) gemischt und bei 16 °C
iiber Nacht inkubiert. Die Plasmide wurden anschlieBend in Escherichia coli X11-Blue
transformiert (2.2.3.1) und sequenziert (2.2.1.5). Die in dieser Arbeit verwendete HV?2
Variante enthielt eine Mutation (N47K), die ansonsten bei HV 1 auftritt.
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2.2.2 Proteinchemische Methoden
2.2.2.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die Durchfiihrung der SDS-PAGE erfolgte nach Laemmli (Laemmli, 1970) in einer

Mighty Small II Elektrophoresekammer (Hoeffer/Amersham Biosciences Europe GmbH,;
Freiburg). Als Molekulargewichtsmarker wurden Mark 12 bzw. SeeBlue® Plus2 Pre-
Stained Protein Standards (beide Invitrogen GmbH; Karlsruhe) verwendet. Die
Darstellung der getrennten Proteine wurde durch Coomassie-Farbung (Frey und Radola,
1982) bzw. bei Proteinmengen <10 pmol pro Gelspur durch Silber-Firbung
(Heukeshoven und Dernick, 1985) erreicht.

2.2.2.2 Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese (native-PAGE)

Die Durchfiihrung der nativen-PAGE erfolgte modifiziert nach Laemmli fiir SDS-PAGE
(Laemmli, 1970) in einer Mighty Small II Elektrophoresekammer (Hoeffer/Amersham
Biosciences Europe GmbH; Freiburg). Trenngel und Sammelgel wurden aufgrund der
theoretischen pls von ”-TPSTATMD mit o-Peptid von 6,22 und von His-Hirudin von 5,64
mit 1,8 M  Tris/HCl-Puffer (pH 8,8) und ohne SDS hergestellt. Als
Molekulargewichtsmarker ~ wurde SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Protein Standard
(Invitrogen GmbH; Karlsruhe) verwendet. Die Darstellung der getrennten Proteine wurde
durch Coomassie-Fiarbung (Frey ef al., 1982) erreicht. Radioaktive Proteinbanden wurden
durch mehrtidgige Exposition des getrockneten Polyacrylamid-Gels auf eine Imaging-
Platte detektiert (GS-525 Molecular Imager” System; BIO-RAD Laboratories GmbH,
Miinchen).

2.2.2.3 Trichloressigsdurefallung

Zur Konzentrierung einer Proteinlosung wurde diese im Volumenverhidltnis 1:1 mit
72%-iger Trichloressigsdure (4 °C) gemischt und fiir 30 min bei -20 °C gefillt. Die
Proteine wurden durch Zentrifugation (17500xg, 10 min, 4 °C) sedimentiert und zweimal
mit 500 pl Aceton (-20 °C) gewaschen. Das Proteinsediment wurde bei Raumtemperatur
(RT) getrocknet und anschliefend in Probenpuffer gelost und fir die SDS-PAGE
(2.2.2.1) verwendet.
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2.2.2.4 Western-Blot

Die Durchfiihrung des Western-Blots erfolgte im ,,semi-dry“-Verfahren nach Kyhse-
Andersen (Kyhse-Andersen, 1984). Im Anschluss an die SDS-PAGE erfolgte der
Elektrotransfer der Proteine auf Immobilon” PVDF Membran (Millipore GmbH,
Eschborn; 75 min; 1,5 mA/cmz). Die Membran wurde vor Gebrauch in Methanol
angefeuchtet. Als Transferpuffer wurde 25 mM Tris/Base (pH 8,3), 150 mM Glyzin, 10%
Methanol verwendet. Nach Abschluss des Transfers wurde die Membran in 5%
Milchpulver (w/v; Heirler Cenovis GmbH, Radolfzell; in TBS (50 mM Tris/HCI pH 7,5,
150 mM NacCl)) fiir 1 h bei 37 °C blockiert. Die Membran wurde mit einem spezifischen
priméren Antikorper (geldst in 3% Milchpulver in TBS) inkubiert anschlieBend zweimal
5 min mit TBS-T und einmal 5 min mit TBS gewaschen. Zur Detektion des priméren
Antikorpers dienten Peroxidase-konjugierte anti-Kaninchen IgG bzw. anti-Maus IgG
(Verdiinnung 1:1000 in TBS; 1 h, RT). Nach dreimaligem Waschen der PVDF-Membran
mit TBST erfolgte die Inkubation der Membran mit Chemilumineszenz-Losung, die
durch Mischen von 2,5 mM Luminol, 400 uM p-Cumarsiure, 1% (v/v) DMSO in 0,1 M
Tris/HCI pH 8,5 und 5,4 mM H,0, in 0,1 M Tris/HCI pH 8,5 hergestellt wurde. Die
Detektion der Chemilumineszenz-Signale erfolgte auf FUJI Medical X-Ray Film (Fuji
Photo Film Co., Ltd; Japan).

Um die gebundenen priméren und sekundédren Antikdrper von der PVDF-Membran zu
entfernen, wurde sie in 62,5 mM Tris/HCI Puffer (pH 6,7, 2% (w/v) SDS, 100 mM J3-
Mercaptoethanol) 30 min bei 50 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran
mehrfach mit TBS-T gewaschen und konnte nach Blockieren der freien Bindungsstellen

erneut fiir die Immundetektion eingesetzt werden.

2.2.2.5 Immobilisierte Metallionen-Affinitdtschromatografie (IMAC)

Aus komplexen Proteingemischen wurden mittels der Ni-Chelat-Chromatografie
(HiSOBindTM Matrix; Calbiochem-Novabiochem GmbH, Schwalbach/Ts., 1,6 X 15cm
Sdulenvolumen, equilibriert mit 20 mM Imidazol, 50 mM Tris/HCI pH 7,5, 300 mM
NaCl) Ni*"-komplexierende Proteine angereichert. Die Flussrate betrug 1,5 ml/min. Die
Elution der gebundenen Proteine erfolgte durch 250 mM Imidazol (50 mM Tris/HCI pH
7,5, 300 mM NaCl; Fraktionsgrosse: 3 ml). Die Uberpriifung der erhaltenen Fraktionen
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erfolgte durch SDS-PAGE und anschlieBender Coomassie-Farbung des Gels bzw. durch
Western-Blot-Analyse.

2.2.2.6 Dialyse

Eine Dialyse wurde durchgefiihrt, um die Pufferlosung, in der sich ein Protein befand,
auszutauschen. Dazu wurde die Proteinlésung in einen vorher im Puffer equilibrierten
Dialyseschlauch (ZelluTrans, Molekulargewichts-Ausschluss: 4000-6000 Da; Roth,
Karlsruhe) iiberfiihrt. Die Dialyse erfolgte im 100-fachen Volumeniiberschuss bei 4 °C

tiber mehrere Stunden bis Tage. Die Pufferlosung wurde ggf. mehrfach gewechselt.

2.2.2.7 Zwei-Dimensionale Gelelektrophorese

Die 2-D Gelelektrophorese folgte prinzipiell Methoden von O’Farrell in der ersten und
Klose in der zweiten Dimension (O'Farrell, 1975; Klose, 1975) und wurde nach Angaben
des Herstellers des Immobiline™ Dry Strip Kit fiir 2-D Electrophoresis mit Immobiline®
Dry Strip und ExcelGel® SDS (Amersham Biosciences Europe GmbH; Freiburg) mit
Hilfe eines Multiphor II Electrophoresis Systems (Amersham Biosciences Europe
GmbH; Freiburg) in der ersten Dimension und einer SDS-PAGE in der zweiten
Dimension durchgefiihrt.

Fiir die isoelektrische Fokussierung in der ersten Dimension wurden Immobiline” Dry
Strip (pH 3-10NL, 13 cm; Amersham Biosciences Europe GmbH; Freiburg) benutzt.
Diese wurden iiber Nacht rehydriert. Die Probenpréparation erfolgte in 2-D Probenpuffer
(8 M Harnstoff, 2% (w/v) B-Mercaptoethanol, 2% (v/v) Pharmalyte 3-10, 0,5% (v/v)
Triton X-100, 0,1% (w/v) Bromphenolblau). Die Proben wurden auf die Gelstreifen
aufgetragen und die isoelektrische Fokussierung nach folgendem Programm durchgefiihrt
(Tab.2):

Tab.2. Programm fiir die isoelektrische Fokussierung der 2-D Gelelektrophorese mit einem Multiphor 11
Electrophoresis System.

Schritt U[V] I[mA] P[W] t[h] W [kVh]

1 300 2 5 0:01
2 3500 2 5 1:30 2,9
3 3500 2 5 4:00 14,1
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Die Trennung der Proteine entsprechend ihrer molekularen Masse erfolgte in der zweiten
Dimension mit einer Stromstirke von 4 mA pro cm SDS-Polyacrylamid-Gel bei 4 °C.
Die Proteine wurden anschlieBend mittels Silber-Farbung nach Shevchenko (Shevchenko

et al., 1996) sichtbar gemacht.

2.2.2.8 In-Gel Verdau und Identifizierung proteolytischer Peptide
SDS-Polyacrylamid-Gele wurden nach Coomassie-Féarbung (Frey et al., 1982) bzw. nach
Silber-Farbung nach Shevchenko (Shevchenko et al., 1996) fir 2x 10 min in H,O
gespiilt. Gelstiicke mit dem zu identifizierenden Protein wurden ausgeschnitten und mit
Acetonitril (10 min) geschrumpft. Nach Abnahme des Acetonitrils wurde das Gelstiick
mit 0,1 M (NH4),COs rehydriert (5 min). Durch Zugabe des gleichen Volumens
Acetonitril wurde das Gel abermals geschrumpft (15 min). Im Anschluss daran wurde das
Gelstiick in einer Speed Vac SC110 (ThermoSavant; Holbrook, New York, USA) 30 min
getrocknet. Um Disulfidbriicken zu reduzieren, wurde das getrocknete Gel in 10 mM
DTT in 0,1 M (NH4),CO; bei 56 °C fiir 45 min aufgeschwemmt. Es folgte ein
wiederholtes Einschrumpfen des Geles mit Acetonitril (5 min). Der Uberstand wurde
entfernt und das Gel in 55 mM Jodacetamid-Losung fiir 15 min im Dunkeln inkubiert.
Der Uberstand wurde entfernt und das Gel mit 0,1 M (NH4),COs3 gewaschen (5 min) und
mit dem gleichen Volumen Acetonitril geschrumpft (5 min). Der Uberstand wurde
entfernt und das Gelstiick in der Speed Vac SC110 (ThermoSavant; Holbrook, New
York, USA) getrocknet (30 min). Der tryptische Verdau der im Gel befindlichen Proteine
erfolgte durch Inkubation fiir 45 min bei 0 °C in 0,05 M (NH4),COs, 5 mM CaCl, und
0,0125 mg/ml Trypsin (0,025 mg geldst in 10 pl 1 mM HCI). Der Uberstand wurde
entfernt und das Gelstiick im gleichen Puffer ohne Trypsin iliber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Danach wurden die Gelstiicke sedimentiert (13800xg) und der Uberstand in
MALDI-Massenspektrometrie eingesetzt.

Hierfiir wurde 1pl des peptidhaltigen Uberstandes mit 1pl gesittigter o-cyano-4-
hydroxyzimtsiure (in 0,1% TFA/Acetonitril 2:1) gemischt und auf eine MALDI-Platte
aufgetragen und getrocknet. Das Gemisch wurde anschlieend mit 2 pul 0,1% (v/v) TFA

gewaschen.
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Die MALDI-Massenspektrometrie wurde an einem Voyager—DETM Pro Gerit (PerSeptive
Biosystems; Applied Biosystems; Foster City, Californien, USA) durchgefiihrt. Die
Auswertung erfolgte mit dem Data Explorer (Applied Biosystems; Foster City,
Californien, USA).

2.2.2.9 TPST-Enzymaktivititsassay

Der Enzymaktivitétstest beruht auf einer Methode von Ramaprasad und Kasinathan
(Kasinathan et al., 1998), bei der Proteine von nicht umgesetztem [*°S]-PAPS getrennt
und radioaktiv markierte, sulftatierte Proteine mittels Fliissigscintillationsmessung
nachgewiesen werden. Diese Methode gibt Aufschluss dariiber, ob ein in der Probe
befindliches Protein den Transfer der Sulfurylgruppe von [*°>S]-PAPS auf ein geeignetes
Substratprotein katalysiert. Als Substrat-Protein wurde His-Hirudin eingesetzt, dass an
Tyr63 sulfatiert wird (Niehrs et al., 1990b).

Zur Messung der TPST-Aktivitdt wurde folgender Standardansatz verwendet:

20mM MES Puffer pH 6,5
20mM MnCl,
50mM NaF
0, 4mM Hirudin
1 uCi [*S]-PAPS (0,45 mM)

40 pul des Standardansatzes wurden mit 10 ul Probe gemischt und fiir 24 h bei 37 °C
inkubiert. 40 pl dieses Reaktionsansatzes wurden anschlieBend auf Nitrozellulose (NC45,
0,45 um, @25 mm; Schleicher & Schuell, Dassel) getropft und getrocknet. Die
Nitrozellulosefilter mit den darauf gebundenen Proteinen wurden 2x 10 min, RT in kalter
10%-iger Trichloressigsdure gewaschen und danach erneut getrocknet. Die auf die
Proteine iibertragene *”S-Radioaktivitit wurde durch Fliissigscintillationsmessung im LS
6500 Multi-Purpose Scintillation Counter (Beckman Coulter GmbH, Unterschleissheim)

bestimmt.

2.2.3 Bakterien- und Zellkultur
2.2.3.1 E. coli-Stamme in Kultur

Die Bakterienstimme wurden in LB-Medium bzw. auf LB-Agarplatten angezogen.

Antibiotika wurden falls erforderlich zugegeben.
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2.2.3.2 Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen

Eine Schiittelkultur des entsprechenden Bakterienstammes in LB-Medium (50 ml; 37 °C)
wurde in der logarithmischen Wachstumsphase geerntet (3000xg). Die Zellen wurden in
einem halben Volumen 0,1 M CaCl,-Losung (sterilfiltriert, 0 °C) resuspendiert und
30 min bei 0 °C inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (3000xg) wurde das Zellpellet in
'/10 Volumen 0,1 M CaCl,-Losung (sterilfiltriert, 0 °C) und 15% Glycerin aufgenommen.
Die erhaltene Zellsuspension wurde aliquotiert (100 ul) und bei —80 °C gelagert.

2.2.3.3 Herstellung von E. coli-Glyzerinkulturen

Zur Herstellung einer Glyzerinkultur wurden 700 pl einer logarithmisch wachsenden
Schiittelkultur mit 300 ul 80%-er Glyzerinldsung (steril) gemischt, fiir 10 min bei RT
inkubiert und anschlieBend bei —80 °C gelagert.

2.2.3.4 Spodoptera frugiperda (Sf21) -Zellen in Kultur

Die Insektenzellen Sf21 wurden bei 27 °C in TC 100-Medium (Invitrogen GmbH,;
Karlsruhe) und 10% FCS (Cell Concepts GmbH; Umkirch) kultiviert. Wenn die Zellen in
Zellkulturschalen (Falcon®; Becton Dickinson Labware Europe, Le Pont De Claix,
France) angezogen wurden, erfolgte bei 90% Konfluenz eine Aufteilung der Zellen im
Verhiltnis 1:5. Erfolgte die Zellanzucht im 1,8 | Fernbach-Kolben (max. 300 ml), wurde

0,1% Pluronic® (Invitrogen GmbH; Karlsruhe) zum Medium zugegeben.

2.2.3.5 Herstellung von Sf21-Glyzerinkulturen

Konfluente Sf21-Zellen wurden mit TC 100-Medium (Invitrogen GmbH; Karlsruhe) und
10% FCS (Cell Concepts GmbH; Umkirch) von ihrer Oberfliche durch Abspiilen gelost
und bei 500xg (10 min, RT) pelletiert. Die Zellen wurden anschlieBend in 60% Grace’s
Medium (Invitrogen GmbH; Karlsruhe), 30% FCS (Cell Concepts GmbH; Umkirch) und
10% DMSO (Serva Electrophoresis GmbH; Heidelberg) in einer Zelldichte von 1-10
Zellen/ml resuspendiert und in eisgekiihlte Kryo-Gefisse aliquotiert (1 ml). Es folgte ein
langsames Abkiihlen der Zellen (-20 °C fiir 1 h, danach -80 °C fiir 2 d), bis sie in

flissigem Stickstoff gelagert werden konnten.
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2.2.3.6 Pichia pastoris X-33-Zellen in Kultur
Die Hefezellen P. pastoris X-33 bendtigen YPD-Medium fiir das Wachstum. Wurden
Agarplatten verwendet, so war dem Medium 25 — 100 pg Zeocin (Invitrogen GmbH;

Karlsruhe) zugesetzt.

2.2.3.7 Herstellung kompetenter P. pastoris X-33-Zellen
Die Herstellung kompetenter P. pastoris X-33-Zellen erfolgte nach Anleitung von
Invitrogen GmbH, Karlsruhe.

2.2.3.8 Herstellung von P. pastoris X-33-Glyzerinkulturen
Die Herstellung von P. pastoris X-33-Glyzerinkulturen erfolgte nach Anleitung von

Invitrogen GmbH, Karlsruhe.

2.2.3.9 Bestimmung des Mut-Phénotypes von P. pastoris X-33-Zellen

Zur Bestimmung des Mut-Phinotypes von P. pastoris X-33-Zellen wurden einzelne
X-33-Kolonien auf MM- und MD-Agarplatten iiberfiihrt und fiir 2 d bei 30 °C inkubiert
(Invitrogen GmbH, Karlsruhe).

2.2.3.10 Isolierung und Kultivierung vendser Nabelschnur-Endothelzellen (HUVEC)
Humane Endothelzellen aus der Nabelschnurvene wurden nach einer modifizierten
Methode von Jaffe isoliert (Jaffe ez al., 1973).

Die Nabelschniire wurden direkt nach der Entbindung in Nabelschnurpuffer (1x
Antibiotic-Antimycotic Losung und 1x Fungizon (2,5 pg/ml Amphotericin B) in
Dulbeccos phosphate-buffered saline 1 (alles Invitrogen GmbH, Karlsruhe)) tiberfiihrt
und bei 4 °C gelagert. Im weiteren erfolgte die Isolierung der Endothelzellen unter
sterilen Bedingungen bei RT. In die Vene der Nabelschnur wurde von beiden Seiten eine
Knopfkaniile mit Schlauchansatz eingefiihrt und befestigt. Durch diesen Zugang wurde
die Vene zuerst mit HBSS (Hanks balanced salt solution; Invitrogen GmbH, Karlsruhe)
gespiilt und anschlieBend mit Collagenase-Losung (Dulbeccos phosphate-buffered
saline 11 (Invitrogen GmbH, Karlsruhe), 0, 05% Collagenase IV (Sigma-Aldrich Chemie

GmbH, Deisenhofen) gefiillt. Die GefdBenden der Vene wurden verschlossen und die
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Nabelschnur fiir 11 min bei 37 °C inkubiert. Die abgelosten Zellen wurden mit
Endothelzellmedium 10 (M199 (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) mit 10% FCS (Cell
Concepts GmbH; Umkirch), 15 mM HEPES pH 7,4, 1x Antibiotic-Antimycotic Losung
und 1x Fungizon (2,5 pg/ml Amphotericin B) (beide Invitrogen GmbH, Karlsruhe) aus
der Vene gespiilt und durch Zentrifugation (250xg, 6 min, RT) geerntet. Das Zellpellet
wurde in 5 ml Endothelzellmedium 10 resuspendiert. Endothelzellen aus mehreren
Nabelschniiren wurden vereinigt, gemischt und auf einzelne mit Gelatine vorbehandelte
Zellkulturgefisse (1% Gelatine fiir 1 h bei 37 °C und in 5% CO, inkubieren) verteilt. Im
Anschluss an eine 1,5 stiindige Inkubation bei 37 °C und 5% CO, wurde das Medium
durch frisches Endothelzellmedium 10 mit 1% Endothelzellwachstumsfaktor (M199
(Invitrogen GmbH, Karlsruhe) mit 8,3% FCS (Cell Concepts GmbH; Umkirch),
1,67 mg/ml Endothel cell growth supplement (cc pro; Neustadt) und 1250 U/ml Heparin,
sterilfiltriert) ersetzt und bei 37 °C und 5% CO, weiter inkubiert, wobei das Medium alle

48 h erneuert wurde.

2.2.3.11 COS-7-Zellen in Kultur

COS-7-Zellen wurden bei 37 °C und 5% CO; inkubiert. Nach Erreichen der Konfluenz
wurden sie einmal mit PBS gewaschen und mit Hilfe von Trypsin/EDTA Ldsung
(Invitrogen GmbH; Karlsruhe) von der Oberflache der Zellkulturschale abgelost. 1 X 10°
Zellen wurden in eine neue 75 cm’ Zellkulturflasche (Falcon®; Becton Dickinson

Labware Europe, Le Pont De Claix, Frankreich) tiberfiihrt und erneut inkubiert.

2.2.4 Arbeiten mit E. coli-Zellen

2.2.3.1 Transformation eines Plasmid-Vektors in E. coli-Wirtszellen

Kompetente E. coli-Zellen (100 pl, 2.2.3.2) wurden mit 20 — 200 ng des entsprechenden
Vektors gemischt und 1 h bei 0 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen einem
Hitzeschock (42 °C, 90 s) unterzogen und 30 s bei 0 °C abgekiihlt. Nach Zugabe von
400 pul SOC-Medium wurde die Zellkultur 1 h bei 37 °C geschiittelt und anschlieend auf
selektiven Agarplatten ausplattiert. Die Platten wurden tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.
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2.2.4.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli-Wirtszellen

Die Priparation von Plasmid-DNA aus E. coli-Wirtszellen erfolgte aus 3 — 10 ml einer
Ubernachtkultur mittels des QIAprep Spin Miniprep Kits bzw. aus 100 ml einer
Ubernachtkultur mit dem HiSpeed™ Plasmid Midi Kit bzw. dem EndoFree® Plasmid
Maxi Kit nach Anleitung des Herstellers (QIAGEN GmbH; Hilden).

2.2.4.3 E. coli-Expressionskulturen

Zur Expression von heterologen Proteinen in E. coli wurden die Wirtsstimme
BL21(DE3) CodonPlus RIL (Stratagene® Europe; Amsterdam, The Netherlands), BL.21
pBD540+542, Rosetta (DE3) pLysS oder Origami (DE3) (beide Calbiochem-
Novabiochem GmbH; Schwalbach/Ts.) verwendet. Aus einer Ubernachtkultur (37 °C,
mit Antibiotikum) wurde eine Hauptkultur 1:50 angeimpft und bei gewiinschter
Temperatur (16 — 37 °C) unter Schiitteln inkubiert. Die Induktion der Expression erfolgte
durch Zugabe von 1 mM IPTG (sterilfiltriert) in der logarithmischen Wachstumsphase
der Zellen. Nach 2 — 5 h Inkubation wurden die Zellen durch Zentrifugation geerntet
(3000xg) und in einem geeigneten Puffer gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation

(1500xg) wurde das Zellpellet bei -20 °C gelagert.

2.2.4.4 Bakterien-Aufschluss

Das Bakterien-Pellet wurde in 10 — 40 ml Puffer suspendiert. Zur Hemmung von
Proteasen wurde PMSF (1 mM) und, falls erforderlich, Complete® EDTA-frei (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim) zugegeben. Der Aufschluss der Bakterien erfolgte durch
dreimalige Passage der Zell-Suspension durch einen Microfluidizer (120 psi;
Microfluidics Corp.; Newton, Massachussetts, USA) und wurde im Anschluss
mikroskopisch iiberpriift. Zelltriimmer und Membranbestandteile wurden durch
Ultrazentrifugation (1 h, 100000xg, 4 °C) sedimentiert. Der Uberstand wurde fiir die

weitere Reinigung verwendet.

2.2.4.5 Reinigung von Einschlusskorpern (Inclusion Bodies)
Das Bakterien-Pellet (ca. 15 g) wurde in 40 ml 0,1 M Tris/HCI Puffer (pH 7,0,1 mM
EDTA, 1 mM PMSF; 4 °C) mit Hilfe eines Ultra Turrax Polytron™ (Kinematica; Kriens-
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Luzern, Schweiz) suspendiert. Durch dreimalige Passage der Bakterien-Suspension durch
einen Microfluidizer (120 psi; Microfluidics Corp.; Newton, Massachussetts, USA)
wurden die Zellen aufgeschlossen. Die DNA wurde durch Zugabe von 100 U DNasel
(Amersham Biosciences Europe GmbH; Freiburg) und 3 mM MgCl, und anschlieender
Inkubation fiir 30 min bei RT verdaut. Zur Auflésung von Membranbestandteilen,
wurden 0,5 Volumen einer Losung bestehend aus 60 mM EDTA, 6% Triton X-100 und
1,5mM NaCl (pH 7,0) zugegeben und die Mischung fiir 30 min bei 4 °C unter
gelegentlichem Schiitteln inkubiert. Die erhaltenen Inclusion Bodies wurden durch
Zentrifugation sedimentiert (48000xg, 15 min, 4 °C) und flinfmal mit 0,1 M Tris/HCl
Puffer (pH 7,0, 20 mM EDTA) gewaschen.

2.2.4.6 Denaturierung und Riickfaltung von Proteinen aus Inclusion Bodies

Gewaschene und sedimentierte Inclusion Bodies wurden in 1 ml Denaturierungspuffer
(0,1 M Tris/HCI pH 8,0, 6 M Guanidinium-Hydrochlorid, 300 mM DTT, 1 mM EDTA)
suspendiert und die darin enthaltenen Proteine iiber Nacht bei 10 °C vollstindig entfaltet.
Die Protein-Losung wurde durch Zentrifugation (48000xg, 15 min, 4 °C) von den
unldslichen Bestandteilen getrennt und mit dem Denaturierungspuffer auf eine
Konzentration von 5 mg/ml Protein eingestellt. Zur Riickfaltung der Proteine wurde die
schnelle Verdiinnungsmethode angewandt. Dazu wurde die Proteinlosung 1:100 im
entsprechenden Riickfaltepuffer schlagartig verdiinnt und anschlieBend 6 h bei 10 °C
inkubiert. Um Proteinaggregate abzutrennen, erfolgte eine Zentrifugation bei 200000xg

(30 min, 4 °C). Die erhaltene Proteinlosung wurde im weiteren Verlauf analysiert.

2.2.5 Arbeiten mit Sf21-Zellen
2.2.5.1 Transfektion von Sf21-Zellen

Die Transfektion von Sf21-Zellen zur Herstellung von rekombinanten Baculoviren
erfolgte nach dem Protokoll des Bac-N-Blue  Transfection Kits (Invitrogen GmbH,
Karlsruhe). Dabei wird linearisierte Wildtyp Baculovirus-DNA von Autographa
californica multiple nuclear polyhedrosis virus (Bac-N-Blue ) mit pBlue-Bac-His2A
WTPSTIATMD Vektor in Sf21-Zellen kotransfiziert. Wahrend der Transfektion erfolgt

durch homologe Rekombination zwischen dem Transfervektor und der Wildtyp Virus-



Material und Methoden 36

DNA ecin Austausch des Polyhedrin-Genes des Virus gegen die rekombinante DNA-
Sequenz des Transfervektors. Die Rekombination von Teilen des lacZ-Gens fiihrt
gleichzeitig zur mdglichen Blau/Weiss-Selektion rekombinanter Viren, die
ATPST1IATMD unter der Kontrolle des Polyhedrin-Promotors inseriert haben.

Fir die Transfektion wurden logarithmisch wachsende Zellen (2x10°) in Sf-900II
Medium (Invitrogen GmbH; Karlsruhe) in 60 mm Zellkulturschalen (Falcon®; Becton
Dickinson Labware Europe, Le Pont De Claix, France) ausgesit und fiir 1 h bei 27 °C
inkubiert. Ein Aliquot Bac-N-Blue-DNA, 4 pul pBlue-Bac-His 2A ATPSTIATMD
(1 pg/ul), 1 ml S£-900II Medium und 20 pl Cellfectin wurden gemischt und 45 min bei
RT inkubiert. Die Sf21-Zellen in den Zellkulturschalen wurden mit zwei ml Sf-90011
Medium gewaschen und danach mit dem Transfektions-Mix bedeckt. Die Transfektion
erfolgte fiir 5h bei 27 °C. AnschlieBend wurde 1 ml TC 100-Medium mit 10% FCS
zugegeben und die Zellen fiir 7 Tage bei 27 °C inkubiert. Aus dem Uberstand wurden im

Anschlufl daran rekombinante Viren gereinigt.

2.2.5.2 Isolierung rekombinanter Viren im ,,Plaque-Test*
Der ,,Plaque-Test“ wurde zur Isolierung rekombinanter Baculoviren durchgefiihrt. Es
wurde nach Anleitung des Bac-N-Blue" Transfection Kits (Invitrogen GmbH, Karlsruhe)

gearbeitet.

2.2.5.3 Vermehrung rekombinanter Viren

In der Agarose fixierte rekombinante Baculoviren sollten isoliert und vermehrt werden.
Dazu wurden 5x 10° logarithmisch wachsende Sf21-Zellen in jede Vertiefung einer 12-
Loch Zellkulturplatte ausgesdt (in 3 ml). Aus den Platten des Plaque-Tests wurden
Agarosestiicke, die rekombinante Viren enthielten, gestanzt und zu den Zellen in der
Zellkulturplatte gegeben. Nach 3 Tagen Inkubation bei 27 °C wurden die angehefteten
Zellen vorsichtig vom Untergrund abgeldst. 0,75 ml des Virus enthaltenen Mediums
wurde entfernt und durch frisches Medium (TC 100/10% FCS) ersetzt. Die Zellen
wurden fiir weitere 3 Tage bei 27 °C inkubiert. Im Anschluss daran wurde der Uberstand

als Virusstammlosung (P1) abgenommen und bei 4 °C gelagert.
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2.2.5.4 Identifizierung rekombinanter Baculoviren mittels PCR

Im ersten Schritt wurde aus dem nach 3 Tagen abgenommenen Uberstand (2.2.5.3) die
Viren-DNA isoliert. Nach einem Zentrifugationsschritt (3 min, 5000xg, RT) zur
Entfernung von Zelldebris, wurde der Uberstand zur Konzentrierung der Viren mit
0,75 ml kaltem (4 °C) 20%-igen Polyethylenglycol 8000 in 1 M NaCl vermischt und fiir
30 min bei RT inkubiert. Die Viren wurden durch Zentrifugation (13800xg, 10 min, RT)
pelletiert und anschliefend in 100 ml sterilem H,O resuspendiert. Durch die Zugabe von
10 pl Proteinase K (10 mg/ml) und Inkubation bei 50 °C fiir 1 h wurden die Viruspartikel
aufgebrochen. Die Reinigung der DNA erfolgte durch Phenol-Chloroform Extraktion
(1:1) und durch eine sich anschlieBende Ethanolprizipitation (Zugabe von '/1y Volumen
3 M Na-Acetat pH 4,6 und 2,5 Volumen Ethanol, 16 h, -20 °C). Die DNA wurde mit
70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 10 ul H,O aufgenommen und konnte fiir die
PCR als Matrizen-DNA eingesetzt werden.

Die PCR-Ansitze enthielten: zehnfach PCR-Puffer, je 0,2 mM pro dNTP, je 0,4 mM
wsense bzw. ,antisense” Primer (Baculovirusforward bzw. Baculovirusreverse und
TPSTI1-kurzs bzw. TPSTl-kurzas), 2U Tag DNA Polymerase (Eppendorf AG,
Hamburg) und 1:125 Matrizen-DNA aus der Viruslosung. Nach einem initialen
Denaturierungsschritt bei 95 °C fiir 30 s wurden 25 Zyklen mit folgendem Programm
durchgefiihrt: 95 °C 30 s, 46 °C 30 s und 72 °C 1 min. Die entstandenen PCR-Produkte

wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert.

2.2.5.5 Herstellen einer Virusstammldsung mit hohem Titer

Fir die Infektion grosser Zellzahlen wurde eine Virusstammldsung mit hohem Titer
benétigt. Dazu wurden Sf21-Zellen in 1,81 Fernbachkolben angezogen. Bei einer
Zelldichte von 8 - 9x 10° logarithmisch wachsender Zellen/ml wurden die Zellen mit
rekombinanten Baculoviren (1 ml P1; 2.2.5.3) infiziert und 6 d bei 27 °C unter Schiitteln
inkubiert. Nach der vollstidndigen Lysis der Zellen, wurde der Virus durch Zentrifugation
(1000xg, 20 min, RT) geerntet und bis zum Gebrauch bei 4 °C gelagert. Der Titer der

Viruslosung konnte mit Hilfe der Endpunktverdiinnung (2.2.5.6) bestimmt werden.
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2.2.5.6 Titerbestimmung von Viruslosungen mittels Endpunktverdiinnung

Zur Bestimmung des Titers der Virusstammldsung wurde eine 1:10-Verdiinnungsreihe
(bis 10™®) der Virusldsung in TC 100-Medium/10% FCS hergestellt. Je 100 pl wurden mit
900 pl logarithmisch wachsender Sf21-Zellen (2x 10° Zellen/ml, mit 150 pg/ml X-Gal)
gemischt und in 100 pul Aliquots in eine 96-Loch Platte iiberfiihrt. Die Zellkulturplatte
wurde mit Parafilm abgedichtet und 10 Tage bei 27 °C inkubiert. Der Virustiter konnte
anhand der Anzahl der sich blau verfarbten Aliquots pro Virusverdiinnung nach Reed und

Munch (Summers und Smith, 1987) bestimmt werden.

2.2.5.7 Expression von A/ TPSTIATMD in Sf21-Zellen

Die Expression rekombinanten ATPSTIATMDs erfolgte in 1,81 Fernbachkolben.
Logarithmisch wachsende Sf21-Zellen (300 ml, 1,2x 10° Zellen/ml) wurden mit einer
m.o.i (,,multiplicity of infection) 10 mit rekombinanten Baculoviren, die das fiir
WTPSTIATMD codierende Gen in ihrem Genom enthalten, infiziert. Die dafiir bendtigte
Viruslosung berechnet sich folgendermalen: ml Virusldosung =m.o.i [,,Plaque forming
unit“/Zelle] + Zellzahl / Virustiter [,,Plaque forming unit*/ml]). Die infizierten Zellen
wurden bei 27 °C unter Schiitteln inkubiert. Alle 12 h wurde 1 ml Zellsuspension als
Probe genommen und anschlieBend im Western-Blot auf die Expression von

hTPST1ATMD-Hise untersucht (2.2.2.4).

2.2.6 Arbeiten mit P. pastoris X-33-Zellen

2.2.6.1 Transformation eines Plasmid-Vektors in P. pastoris X-33

Im ersten Schritt wurde der zu transformierende Vektor linearisiert. Dazu wurden 5 —
10 pg Plasmid DNA mit 20 U Pme I (New England Biolabs GmbH, Frankfurt/M.)
linearisiert (4h, 37°C). Zu dem Reaktionsansatz wurden '/;p Volumen 3 M
Natriumacetat (pH 4,6) und 2,5 Volumen Ethanol gegeben. Die Féllung der DNA
erfolgte bei -20 °C (16 h). AnschlieBend wurde die DNA durch Zentrifugation (17530xg,
30 min, 4 °C) pelletiert und einmal mit 70% Ethanol gewaschen. Die DNA wurde bei
37 °C getrocknet und in 10 pul H,O gelost.

Die DNA-L6sung wurde mit 80 pl kompetenter X-33-Zellsuspension (2.2.3.7) gemischt

und in einer Elektroporationskiivette (1 mm; Biozym Diagnostik GmbH, Hess.
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Oldendorf) 5 min bei 0 °C inkubiert. Die Transformation wurde mit einem Electroporator
(GenePulser; Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen) bei 1500 V, einem Widerstand von
200 Q und einer Kapazitanz von 25 puF durchgefiihrt. Die Zellen wurden sofort in 1 ml
eiskaltem 1 M Sorbitol aufgenommen, in ein Zellkulturréhrchen tiberfiihrt und 2 h bei
30 °C inkubiert. Im Anschluss daran wurde die Zellsuspension auf YPDS-Agarplatten,
die 100 pg/ml Zeocin (Invitrogen GmbH; Karlsruhe) enthielten, plattiert und fiir 3 d bei
30 °C inkubiert.

2.2.6.2 Analyse der X-33-Transformanten

Die nach einer Transformation erhaltenen X-33-Zellen wurden zur Uberpriifung des ins
Genom integrierten DNA-Fragmentes einer Kontroll-PCR unterzogen. Dazu wurden 12
Klone in je 10 pul H,O iiberfiihrt und mit 5 pl Lyticase (5 U/ul; Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Deisenhofen) versetzt. Die Zellsuspensionen wurden zuerst fiir 10 min bei 30 °C
und anschliefend fiir 30 min bei -80 °C inkubiert. Das daraus resultierende Zelllysat
wurde direkt als Probenmaterial in den Kontroll-PCR-Ansdtzen eingesetzt: zehnfach
PCR-Puffer mit 5 mM MgCl, im Reaktionsansatz, 0,2 mM pro dNTP, je 0,2 mM TPST1-
kurz bzw. TPST2-kurz ,sense- und ,,antisense*“- Primer, 2 U Tag DNA Polymerase
(Eppendorf AG, Hamburg) und eine geeignete Menge Probenmaterial (z.B. 1 pl bei 25 pl
PCR Ansitzen). In Abhingigkeit von der Schmelztemperatur der Primer wurde folgendes
Programm durchlaufen: 95 °C 90 s Initiation, anschlieBend 36 Zyklen 95 °C 30 s, 58 °C
30s und 72°C 30s. Die Analyse der PCR-Ansdtze erfolgte durch Agarose-
Gelelektrophorese (2.2.1.3).

2.2.6.3 Expression von A”TPSTATMD in X-33 nach Mut'-Phinotyp

Eine P. pastoris X-33-Kolonie mit ins Genom integriertem pPICZoB ATPSTATMD
wurde in 25 ml BMGY-Medium {iberfiihrt und bei 30 °C bis zu einer ODgop = 2 - 6
inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation geerntet (1500xg, RT) und in BMMY -
Medium bis zu einer Zelldichte von ODgop = 1 resuspendiert. Die Zellen wurden fiir die
Expression bei 30 °C unter Schiitteln inkubiert. Die Expression von ”TPSTATMD wurde
durch Methanol induziert (Zugabe von 0,5% (v/v) Methanol aller 24 h, sterilfiltriert).
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Nach 6 d wurden die Zellen durch Zentrifugation (1500xg, RT) pelletiert und Medium
sowie Zellpellet bei -80 °C gelagert.

2.2.6.4 Expression von A TPSTATMD in X-33 nach Mut®-Phénotyp

Mit einer Einzelkolonie P. pastoris X-33 pPICZoB ATPSTATMD wurden 100 ml
BMGY-Medium inokuliert und bei 30 °C bis zu einer ODgypp = 2 — 6 unter Schiitteln
inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation geerntet (1500xg, RT) und in /s des
Ausgangsvolumen in BMMY-Medium resuspendiert. Fiir die Expression wurden die
Zellen weiterhin bei 30 °C unter Schiitteln inkubiert und alle 24 h mit 0,5% Methanol
(sterilfiltriert) induziert. Nach 6 d wurden die Zellen durch Zentrifugation (1500xg, RT)
geerntet. Zellpellet und Medium wurden bei -80 °C gelagert.

2.2.6.5 Aufschluss von P. pastoris X-33-Zellen

P. pastoris X-33-Zellen wurden in Breaking-Puffer (50 mM Natriumphosphat pH 7.4,
1 mM EDTA, 5% (v/v) Glycerol, 1 mM PMSF frisch zugesetzt) und, falls erforderlich,
unter Zugabe von Complete® EDTA-free (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)
resuspendiert. Die Zellen wurden konstant bei 0 °C temperiert. AnschlieBend wurde das
gleiche Volumen sédure-gewaschene Glaskiigelchen (425-600 Micron; Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Deisenhofen) zugegeben. Die Zellen wurden durch achtmaliges vortexen
(30 s) und anschlieBende Inkubation bei 0 °C (30 s) aufgeschlossen. Zelltrimmer und
Glaskiigelchen wurden durch Zentrifugation (20 min, 14000xg, 4 °C) sedimentiert. Der
Uberstand wurde mittels IMAC (2.2.2.5) weiter aufgereinigt.

2.2.7 Arbeiten mit HUVEC

2.2.7.1 Applikation von laminarer Schubspannung

Zur Untersuchung der Effekte von laminarer Schubspannung auf HUVEC wurde ein
nach Sdougos (Sdougos ef al., 1984) modifiziertes Plattenkegel-Viskometer verwendet
(Abb. 2.1).



Material und Methoden 41

Plattenkegel
\ ® = Winkelgeschwindigkeit

Ol = Winkel des
Plattenkegels

p= Viskdsitﬁt des Mediums Endothelzellen

(0]
Schubspannung : T =HT

Abb.2.1 Schematische Darstellung des Plattenkegel-Viskometers. Die Applikation von laminarer
Schubspannung auf kultivierte Endothelzellen wird durch einen rotierenden Plattenkegel mit einem Winkel
o von 0,5° vermittelt. Die Schubspannung ist auBlerdem von der Viskositit des Mediums und der
Winkelgeschwindigkeit abhingig. (Die Abbildung wurde freundlicherweise von R. Busath, Institut fiir
Pathophysiologie, Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg, zur Verfligung gestellt.)

Uber der Zellkulturschalenhalterung ist ein drehbarer Plattenkegel installiert, der mit
einer stufenlos einstellbaren Drehgeschwindigkeit die Schubspannung auf die
Endothelzellen tibertrégt.

Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Endothelzellen mit frischem
Endothelzellmedium 10 ohne (bei Schubspannung von 1 bis 10 dyn/cm?, d. h. 0,1 bis
1 N/m®) bzw. mit 5% Dextran (bei Schubspannung von 15 bis 30 dyn/cm?, d.h. 1,5 bis
5 N/mz) fiir 1 h inkubiert und anschlieend in die Plattenkegel-Apparatur eingesetzt. Der
Kegel wurde iiber die Zellen abgesenkt und die spezifische Schubspannung am
Potentiometer  der Steuerung durch Einstellung der entsprechenden
Winkelgeschwindigkeit — ausgewidhlt.  Die  Schubspannung ist neben  der
Winkelgeschwindigkeit und dem Winkel o von 0,5° des Plattenkegels von der Viskositét
des Mediums abhdngig. Die Zugabe von Dextran (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen) erhoht die Viskositit des Endothelzellmediums 2,95-fach von 0,007 dyn -
s/em’® auf 0,02065 dyn - s/em” und vermeidet dadurch einen Medienverlust durch zu hohe
Fliehkrifte. Zu jeder Probe wurde eine zeitgleiche interne stationdre Kontrolle mit

gleichen Medium (mit bzw. ohne Dextran) mitgefiihrt.
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Bei Untersuchungen zum Einfluss von Inhibitoren der Signalkaskaden wurden die
entsprechenden Substanzen 1 h vor Start der Schubspannungs-Applikation dem Medium
zugesetzt. Als Inhibitor von Protein Kinase C wurde 1 uM RO-31-8220 verwendet, zur

Inhibition von Tyrosin Kinasen wurde 1 uM Herbimycin A eingesetzt.

2.2.7.2 mRNA-Isolierung aus HUVEC und Reverse Transkription

Nach der Applikation von Schubspannung auf HUVEC wurde die Gesamt-RNA aus den
Endothelzellen durch Guanidinium-Isothiocyanat/Casiumchlorid-Zentrifugation nach
Chirgwin isoliert (Chirgwin et al, 1979). 250 ng RNA wurde unter Einsatz von
srandom‘“-Hexamer Primern und SuperScriptll RNase H- Reverse Transcriptase
(200 U/ul; Invitrogen GmbH, Karlsruhe) revers transkribiert. Die Reaktion erfolgte bei
42 °C fur 1 h.

2.2.7.3 Protein-Isolierung aus HUVEC

Zur Durchfilhrung von Western-Blot-Analysen wurden aus den HUVEC nach
Applikation von Schubspannung Gesamt-Zelllysate hergestellt. Dazu wurden die Zellen
mit Dulbeccos ,,phosphate-buffered saline* I (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) gewaschen,
in Lysis-Puffer (10 nM Tris/HCl pH 7,4, 2% SDS, Complete® EDTA-free (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim)) aufgenommen und 10 min bei 95 °C inkubiert. Die
Zelldebris wurde durch Zentrifugation (5000xg, 10 min, 4 °C) abgetrennt. Das Lysat
wurde bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Die Proteinkonzentration wurde

mit Hilfe des BCA Protein Assay (Pierce, Rockford, Il., USA) bestimmt.

2.2.8 Arbeiten mit COS-7-Zellen
2.2.8.1 Transfektion von COS-7-Zellen zur Expression von ”TPST1-GFP

Fiir diesen Versuch wurden COS-7-Zellen auf sterilen Glaspldttchen kultiviert, die vorher
mit Poly-Lysin beschichtet worden waren (0,1% Poly-Lysin, 10 min, RT). 3x 10> Zellen
wurden auf die beschichteten Glasplittchen, die in den Vertiefungen einer 6-Loch-
Zellkulturplatte lagen, gegeben. Um mit GFP markiertes ”TPST1 in COS-7-Zellen zu
exprimieren, wurde 3 pug EndoFree® gereinigte pEGFP-N1 ATPST1 Plasmid-DNA mit
15 pul Superfect (Lipofectin, 3 mg/ml; QITAGEN GmbH, Hilden) gemischt. Als Kontrolle
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wurde der gleiche Versuch mit pEGFP-N1 parallel durchgefiihrt. Nach Zugabe von
600 ul COS-7-Medium (2.1.3) zu den Zellen in den Zellkulturplatten wurden die
Plasmid-Superfect-Mixe ebenfalls in die Vertiefungen gegeben. Nach dreistiindiger
Inkubation der Platten (37 °C, 5% CO,) wurde das Medium erneuert. Zur Expression von
WTPSTI1-GFP und GFP inkubierten die Zellen bei 37 °C in einer 5 %-igen CO,-
Atmosphire fiir 27 h.

2.2.8.2 Farbung von Zellkern und Golgi in COS-7-Zellen

Um die Lokalisation von griin-fluoreszierenden Proteinen besser bestimmen zu konnen,
wurden die Zellen 27 h post-Transfektion (2.2.8.1) doppelt angefdrbt. Dazu wurden die
Glasplattchen 1x mit PBS pH 7,4 (PAN Biotech GmbH, Aidenbach) gespiilt und die
Zellen mit je 200 ul 3% Paraformaldehyd in PBS pH 7,4 fixiert (10 min, RT). Zum
Blockieren wurde die Fixierlosung gegen 500 ul einer Losung bestehend aus 0,2%
Gelantine und 0,5% BSA-Fraktion V in PBS pH 7.4 ausgetauscht und fiir 20 min bei RT
inkubiert. Zur Farbung von Golgi-Proteinen wurde anti-Golgin97-Antikorper (1:250;
Molecular Probes Europe BV, Leiden, Niederlande) verwendet. Die Gebrauchsldsung
wurde nach Anleitung des Herstellers hergestellt und zu je 200 pl auf die Glasplattchen
gegeben. Nach einer Inkubation der Zellen fiir 1 h bei RT wurden diese dreimal fiir 5 min
unter leichtem Schiitteln (110 rpm) mit PBS pH 7,4 gewaschen. Als sekundirer
Antikorper wurde Cy3-konjugierte anti-Maus-IgG-Fraktion (H+L, aus Esel; Dianova
GmbH, Hamburg) in einer Verdiinnung von 1:200 verwendet. Nach 1 h Inkubation bei
RT wurde der Antikorper durch dreimaliges Waschen der Zellen mit PBS pH 7,4 (5 min,
RT, leichtes Schiitteln bei 110 rpm) entfernt. Zur Farbung des Zellkerns wurde DAPI
(0,25 pg/ml Gebrauchslésung; Molecular Probes Europe BV, Leiden, Niederlande)
verwendet. Auf die gewaschenen Zellen wurde je 200 ul DAPI Gebrauchsldsung
gegeben und fiir 5 min bei RT inkubiert. Die Zellen wurden zweimal mit PBS pH 7.4
(PAN Biotech GmbH, Aidenbach) gewaschen. Die Glasplittchen wurden anschlieend
auf Objekttrigern mit Gel/Mount  (Biomeda Corp., Foster City, CA, USA) eingebettet
und tiber Nacht bei 4 °C getrocknet. Die Lagerung der Priparate erfolgte bei 4 °C im
Dunkeln. Die mikroskopischen Aufnahmen wurden mit einem Axiophot Mikroskop und

einer Axiocam Kamera durchgefiihrt (Axiovision 2.0 Software; Zeiss, Jena).
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3 Ergebnisse

Uber Proteine, die an Tyrosyl-Resten sulfatiert sind, ist bisher wenig bekannt. Noch
weniger weil man iiber die Proteine, die die Sulfatierungs-Reaktion katalysieren, die
Tyrosylprotein Sulfotransferasen. Die offenen Fragestellungen beziehen sich auf eine
mogliche Regulation der ATPST-Isoform-Expression, auf die Substatspezifititen der
Isoformen, ihre exakte Lokalisation und ihre Struktur. In dieser Arbeit wurde deshalb die
Regulation der Expression der humanen TPST-Vertreter auf einen spezifischen, physisch
entscheidenten Stimulus (Schubspannung) hin untersucht. Aullerdem wurde versucht,
mogliche isoform-spezifische Substrate zu isolieren. Weiterhin sollte die intrazelluldre
Lokalisation der TPSTs abschlieend geklart werden. Um mit den TPSTs weiterfiihrende
in vitro-Studien durchfiihren zu kénnen und im Hinblick auf die Strukturaufklarung der
Proteine, sollten beide Isoformen I6slich und aktiv exprimiert werden.

Als vorbereitende Arbeiten wurde rekombinantes His-Hirudin, das als Sulfuryl-Akzeptor
im TPST-Sulfatierungsassay eingesetzt wurde, hergestellt. Ein anti-#TPST1ATMD-
Antikorper, zur Detektion von ATPST1 und ATPSTI ohne zytosolische und
Transmembrandoméne (A"TPSTIATMD), wurde generiert.

3.1 Herstellung und Reinigung von rekombinantem His-Hirudin

Hirudin ist ein natiirliches Substrat der ATPSTs und sollte deshalb rekombinant
hergestellt und anschlieBend als Sulfuryl-Akzeptor im TPST-Enzymaktivititsassay
eingesetzt werden. Dazu wurde die DNA-Sequenz der natiirlich vorkommenden Hirudin
Variante 2 (HV2, Swiss-Prot-Eintrag P09945) durch Primer-Anlagerung (2.2.1.8)
hergestellt. Bei dieser Technik wurden mehrere kleinere DNA-Fragmente (Primer)
miteinander ligiert, sodass die genetische Sequenz von HV2 entstand. Dieses groBere, fiir
HV2 kodierende Fragment wurde anschlieend in pET-28a kloniert. Nach Sequenzierung
des entstandenen Konstruktes wurde festgestellt, dass die erhaltene DNA-Sequenz fiir
HV2-Protein kodiert, allerdings eine fiir HV1 typische N47K Mutation auf Proteinebene
enthdlt. Diese Mutation hat keinen Einfluss auf die Faltung, die Stabilitit und die
Sulfatierung von Hirudin an Tyr63 durch die TPSTs. Das entstandene Konstrukt trug
aufgrund des gewéhlten Vektors pET-28a am N-Terminus des exprimierten Proteines ein

His-Tag (His-Hirudin).
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Die Expression von His-Hirudin erfolgte im E. coli-Stamm BL21-CodonPlus(DE3)-RIL
bei 30 °C fiir 3 h. Die Zellen (ca. 2,6 g pro Liter Expressionskultur) wurden mechanisch
(Microfluidizer) in 50 mM Tris/HCl pH 7,5, 20 mM Imidazol, 300 mM NaCl

aufgeschlossen.

— 50 kDa
. — 40kDa

— 30kDa

— 20kDa
— 10kDa

1 2

Abb.3.1 SDS-PAGE-Analyse der Expression von His-Hirudin in E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL.
Gesamtzelllysate wurden im 17,5%-igen SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Die Detektion der Proteine
erfolgte durch Coomassie (blau). Der Pfeil markiert die erwartete Laufhohe fiir His-Hirudin. (1, vor
Induktion der Expression; 2, nach 3 h Expression)

Abb.3.1 zeigt eine SDS-PAGE-Analyse einer His-Hirudin-Expressionskultur. Das
theoretische Molekulargewicht von His-Hirudin betrdgt 9208 Da. Das exprimierte Protein
konnte im Molekulargewichtsbereich von ca. 13 kDa detektiert werden. Diese
Abweichung im apparenten Molekulargewicht im SDS-Polyacrylamid-Gel ist ein
bekannter Effekt von Hirudin, der wahrscheinlich auf seine Besonderheit in Bezug auf
Ladung und Struktur innerhalb des Proteins zuriickgeht. Es ist demnach gelungen, His-
Hirudin in E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL-Zellen zu exprimieren.

Nach dem Zellaufschluss und einer sich anschlieBenden Ultrazentrifugation wurden die
zytosolischen Proteine auf eine Ni-Chelat-Siule aufgetragen (HiseBind  Matrix;
2.2.2.5). Aufgrund des N-Terminalen His-Tags bindet Hirudin an die Matrix und konnte
mit 250 mM Imidazol im Puffer eluiert werden (Abb.3.2).
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Abb.3.2 SDS-PAGE-Analyse zur Detektion von His-Hirudin nach der Elution von der Ni-Chelat-Matrix.
Auf ein 17,5 —iges SDS-Polyacrylamid-Gel wurden je 10 pl der Fraktionen 13, 15, 16, 17 (Fraktionsgrosse:
3 ml) aufgetragen. Es erfolgte eine Coomassie Farbung der Proteine (blau). Der Pfeil markiert die Lauthdhe
von His-Hirudin.

Die Abb.3.2 zeigt die Analyse verschiedener Elutionsfraktionen der Ni-Chelat-
Chromatografie. Anhand des Laufverhaltens konnte His-Hirudin identifiziert werden. Die
His-Hirudin enthaltenden Fraktionen (13-17) wurden vereinigt, gegen 50 mM Tris/HCl
pH 7,0, 50 mM NaCl bei 4°C dialysiert und anschlieBend konzentriert. Die
Konzentration wurde spektrophotometrisch bestimmt. Aus 11 Kultur konnten 17,2 mg
His-Hirudin gereinigt (95%) werden. Die erhaltene Protein-Losung wurde im TPST-

Sulfatierungsassay eingesetzt (2.2.2.9).

3.2 Herstellung von A TPST1ATMD zur Antikorper-Gewinnung

Um ATPST1 eindeutig in einem Proteingemisch identifizieren zu kdnnen, sollte ein
polyklonaler anti-ATPST1-Antikdrper in unserem Auftrag von der Firma Biogenes
(Berlin) hergestellt werden. Die N-terminale Transmembranhelix von A/TPST1 bewirkt,
dass das Gesamtprotein in walirigen Losungen nicht 16slich ist. Dies wiirde zu Problemen
bei der Applikation des Proteins wéhrend der Immunisierung fithren. Daher wurde die
luminale Doméne (ohne zytosolische Domine und Transmembranhelix) als Antigen
verwendet. Diese ”/TPST1-Mutante wird im Weiteren in dieser Arbeit als s TPSTIATMD
bezeichnet.

Die DNA-Sequenz fiir A”TPST1 ohne Transmembranhelix enthielt zwei interne Nco I
Schnittstellen. Da die Klonierung des Fragmentes in den Vektor pET-27b mod iiber die
Restriktionsschnittstellen Nco I und BamH I erfolgen sollte, wurden fiir die Expression

von hTPSTIATMD diese internen Schnittstellen mutiert. Dazu wurde ausgehend vom
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Konstrukt pBlueScriptll KS(+) TPSTI in einem ersten Schritt eine interne Nco I
Schnittstelle durch Mutagenese ohne Einfluss auf die Aminosdure-Abfolge und unter
Beachtung des Codon-Gebrauchs geédndert (2.2.1.7). Dafiir wurden die Primer TPST1-
06a und TPST1-07s verwendet (Tab.l im Abschnitt 2.1.2). In einem zweiten Schritt
wurde die zweite interne Nco I Schnittstelle ebenfalls ohne Anderung der Aminosiure-
Abfolge mutiert. Gleichzeitig wurden der zytosolische N-Terminus und die sich
anschlieBende Transmembrandoméne entfernt. Beide Schritte erfolgten durch eine PCR
(2.2.1.1) mit den Primern TPST1-02a und TPST1-05s (Tab.1 im Abschnitt 2.1.2) und
resultierten in dem DNA-Fragment, das fiir ATPSTIATMD kodiert. Die

Klonierungsstrategie ist in Abb.3.3 noch einmal schematisch dargestellt.

Nlco N(I:o
5-cyt 0. TMD | luminale D F 3

i Mutagenese: CCATGG % CCTTGG

Nlco
5 -cvt. O TMD | luminale D F 3
l Deletion +
Mutagenese: CCATGG » CCTTGG
hTPST1ATMD: 5 - luminale D F 3

Abb.3.3 Schematische Darstellung der Herstellung von A”TPSTIATMD. Ausgehend von einem intakten
ATPST1 Klon wurde im ersten Schritt durch Mutagenese eine Nco I Schnittstelle auf Nukleotidebene
verdndert, im zweiten Schritt wurde der N-Terminus deletiert und eine zweite Nco I Schnittstelle verdndert.
(D, Doméne; TMD, Transmembrandoméne; cyt., zytosolisch; C, Cytosin; G, Guanin; T, Thymin)

Das so entstandene DNA-Fragment wurde in pET-27b mod kloniert. Dieser Vektor
entspricht dem pET-27b-Vektor (Calbiochem-Novabiochem GmbH, Schwalbach/Ts.),
dem der pelB-Leader deletiert wurde. Zur Verifizierung der Nukleotid-Abfolge wurde
der entstandene Klon pET-27b mod ”TPST1ATMD mit den Primern T7 Promoter und T7
Terminator (Tab.1 im Abschnitt 2.1.2) sequenziert (2.2.1.5).

Fir die Expression von ATPSTIATMD wurde das Plasmid in E. coli BL21 (DE3)
CodonPlus RIL transformiert und 0,51 logarithmisch wachsende Kultur (25 °C) mit
1 mM IPTG induziert (2.2.4.3). Nach 5 h wurden die Zellen geerntet. ”TPSTIATMD



Ergebnisse 48

liegt in den Zellen als Einschlusskérper (Inclusion Bodies) vor. In E. coli werden
Inclusion Bodies von exprimierten Proteinen gebildet, die im Zytosol der Wirtszellen
nicht 16slich sind. Die Reinigung von Proteinen aus Inclusion Bodies hat den Vorteil,
dass die Proteinlosung fast vollstindig aus dem unloslich iiberexprimierten Protein
besteht und die Reinigung schnell und unkompliziert ist (2.2.4.5). Aus 2,7 g Zellpellet
(Feuchtgewicht) konnten 0,89 g Inclusion Bodies gereinigt werden. Diese wurden iiber
Nacht in Guanidinium-Hydrochlorid, DTT und EDTA denaturiert (1 ml; 2.2.4.6). Uber
eine NAP-10 Gelfiltrationssidule (Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg)
wurde die Proteinlosung zur besseren physiologischen Vertrdglichkeit fiir die Kaninchen
umgepuffert (0,1 M Tris/HCI pH 8,0, 6 M Guanidinium-Hydrochlorid) und anschlieBend
auf 7 mg/ml aufkonzentriert. Die Proteinzusammensetzung wurde im Coomassie-

gefarbten SDS-Gel tiberpriift (Abb.3.4).
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e —
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Abb.3.4 17,5%-iges Coomassie-gefarbtes SDS-Gel der denaturierten, konzentrierten Proteinlésung nach
Inclusion Body-Reinigung. Der Pfeil gibt die Lauthohe von A”TPSTIATMD an. (P, 2 ul denaturierte,
konzentrierte (7 mg/ml) Proteinldsung).

Die Abb.3.4 zeigt eine Analyse durch SDS-PAGE der konzentrierten, denaturierten
Proteinlosung. Das durch Coomassie angefarbte Hauptprotein besitzt ein apparentes
Molekulargewicht von 40 kDa. Das ATPSTIATMD-Protein hat ein theoretisches
Molekulargewicht von 39684 Da. Das Protein in der denaturierten Proteinlosung steht
somit damit im FEinklang. Zur Verifizierung, dass es sich bei diesem Protein um
ATPSTIATMD handelt, wurde die Protein-Bande aus dem SDS-Gel geschnitten, das
Protein tryptisch verdaut und die entstandenen Peptide mittels MALDI-TOF analysiert
(2.2.2.8). Die Auswertung ergab, dass es sich bei dem Protein um ATPST1ATMD handelt
(nicht gezeigt).
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1 mg der konzentrierten A”TPST1ATMD-enthaltenden Proteinlosung (7 mg/ml) wurde der
Firma Biogenes (Berlin) fiir die Antikorper-Generierung zur Verfiigung gestellt.
Unmittelbar bevor das Protein den Kaninchen injiziert wurde, erfolgte eine Verdiinnung
der Proteinlosung auf 1 mg/ml mit 0,1 M Tris/HCI pH 8,0.

Das von der Firma Biogenes entwickelte Antiserum wurde im Western-Blot auf seine

Spezifitdt hinsichtlich ”TPST1 untersucht (Abb.3.5).

66 kDa —
55 kDa — <«— Thx-#TPSTIATMD
<«— JTPST2ATMD
36,5kDa —

1 2

Abb.3.5 Western-Blot zur Uberpriifung der Spezifitit des anti-ATPSTI1-Serums. Denaturiertes
ATPST2ATMD (Spur 1; 39496 Da; siehe auch Abschnitt 3.5.1) und denaturiertes Thx-ATPSTIATMD
(Spur 2; 56813 Da, siche auch Abschnitt 3.5.1) wurden im 10%-igen SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt
und anschlieend durch Western-Blotting analysiert. Die PVDF-Membran wurde in 3% Milchpulver iiber
Nacht bei RT blockiert. Der primire Antikdrper wurde 1:5000 in 1% Milchpulver verdiinnt, die Inkubation
erfolgte 2 h bei RT. Die Pfeile markieren die Laufhéhen von Thx-ATPST1ATMD und A”TPST2ATMD.

Das verwendete anti-A’TPST1 Antiserum detektiert ”TPST1ATMD-Konstrukte spezifisch
(Spur 2 Abb.3.5). Eine Kreuzspezifitit mit einem ATPST2-Konstrukt ist nicht gegeben
(Spur 1 Abb.3.5). Die im Western-Blot sichtbaren Kreuzspezifititen bei ca. 45, 47 und
50kDa sind auf die in der Proteinldsung noch enthaltenen E. coli Proteine
zurlickzufithren (Abb.3.4). Es konnte sich hierbei um Chaperone handeln, die bei der
Expression der heterologen Proteine koexprimiert werden. Diese beeintrachtigen die
Identifzierung von ATPST1 nicht. Damit stand ein Antiserum zur Verfiigung, mit dem

spezifisch A”TPST1 detektiert werden konnte.

3.3. Intrazellulire Lokalisation von A”TPST1 in COS-7-Zellen

Indirekte Beweise lassen vermuten, dass die Sulfatierung von Tyrosyl-Resten im Golgi-
Apparat stattfindet (Niehrs ef al., 1990a). Eine zweifelsfreie Lokalisation der TPSTs, die
diese Reakion katalysieren, ist jedoch bisher nicht erfolgt. Deshalb wurde mit Hilfe von

GFP-markiertem Protein die intrazelluldre Lokalisation von A”TPST1 nachgewiesen.
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Zur Klonierung des entsprechenden Konstruktes wurde ausgehend von
pBlueScript I1 KS(+) ATPST1 mit dem Primer-Paar TPST1wtL_1s und TPSTI1L_3a ein
PCR-Fragment amplifiziert (2.2.1.1), das in den Vektor pEGFP-N1 ligiert wurde
(2.2.1.6). Die Uberpriifung des Konstruktes erfolgte mittels Sequenzierung (2.2.1.5). Fiir
die Transfektion von COS-7-Zellen wurden die Plasmide pEGFP-N1 ATPST1 und der
Vektor ohne Insertion (pEGFP-N1) als Kontrolle mit dem EndoFree® Plasmid Maxi Kit
(QIAGEN GmbH, Hilden) gereinigt. Mit je 3 ug Plasmid pro Loch einer 6-Loch-Platte
wurden 3x 10° COS-7-Zellen transfiziert (2.2.8.1). Nach 27 h wurden die Zellen auf den
Glasplattchen fixiert und Golgin97 als Marker-Protein fiir den Golgi-Apparat und der
Zellkern angefarbt (Abb.3.6).

A hTPST1-GFP

B GFP

Abb.3.6 Fluoreszenz-mikroskopische Aufnahmen von exprimiertem ATPST1-GFP (A) und GFP (B) in
COS-7-Zellen. Je 3x 10° COS-7-Zellen wurden mit 3 pg pEGFP-N1 ATPST1 (A) bzw. pEGFP-N1 (B)
transfiziert und fiir 27 h bei 37 °C und 5% CO, inkubiert. Die Zellen wurden anschliefend mit DAPI und
mit anti-Golgin97-Antikorper gefarbt. (Blau, Zellkern; Rot, Golgin97; Griin, exprimiertes Protein)
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Die Abb.3.6 zeigt COS-7-Zellen, die ”TPST1-GFP (A) bzw. GFP (B) exprimierten. Die
gebildeten Proteine erscheinen im Fluoreszenz-Mikroskop griin. Die Zellkerne wurden
mit DAPI gefarbt (blau). Golgin97, ein Markerprotein im Golgi-Apparat, wurde mit anti-
Golgin97-Antikorpern detektiert und ist in rot dargestellt. Teil A der Abb.3.6 zeigt
hTPST1-GFP in einem Gebiet um den Zellkern. In den Bereichen, in denen A TPST1-GFP
lokalisiert ist, konnte das Golgi-Protein Golgin97 ebenfalls detektiert werden. Aufgrund
der Kolokalisation beider Proteine ist der Nachweis der intrazelluldren Lokalisation von
ATPST1 im Golgi-Apparat erbracht. In den Bereichen, in denen Golgin97 ohne #/TPST1-
GFP vorkommt, handelt es sich um vesikuldre und tubuldre Strukturen, die sich vom
trans-Golgi-Netzwerk gelost haben und am sektretorischen Transport der Zelle beteiligt
sind. Wird GFP ohne Fusion in COS-7-Zellen exprimiert, so ist das Protein innerhalb der
gesamten Zelle verteilt (Abb.3.6B).

Damit ist erstmalig die Golgi-Lokalisation einer Tyrosylprotein Sulfotransferase in vivo
nachgewiesen worden. Es konnte demnach die von Baeuerle und Huttner vor 16 Jahren
aufgestellte Hypothese, dass die Sulfatierung von Tyrosyl-Resten an Proteinen im Golgi-
Apparat erfolgt, durch die Lokalisation der diese Reaktion katalysierenden Proteine
bewiesen werden (Bacuerle et al., 1987).

Der Nachweis von TPST1 im Golgi-Apparat steht im Einklang mit den Substraten der
TPSTs. Diese Substrate werden unter anderem von Endothelzellen gebildet und werden

in Abhéngigkeit von dueren Regulatoren exprimiert und in den Blutstrom abgegeben.

3.4 Laminare Schubspannung induziert TPST-Isoform-Wechsel in HUVEC

Humane Endothelzellen der Blutgefdsse sind permanent Schubspannung ausgesetzt.
Diese Schubspannung induziert u.a. den Ausstoss vasoaktiver Peptide, die eine
bedeutende Rolle bei Herz-Kreislauferkrankungen spielen und zur Ausiibung ihrer
Funktion hiufig Tyrosyl-sulfatiert sind. Dabei sind Anderungen in der Gen-Expression
der Endothelzellen in Abhédngigkeit von der Fluss-Stirke zu beobachten. Ob die
Schubspannung einen Einfluss auf die Expression der #”TPSTs hat, sollte in diesem Teil

der Arbeit untersucht werden.
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3.4.1 Expression von ATPST1- und ATPST2-mRNA in HUVEC

Um den Einfluss von Schubspannung auf die Transkription von A”TPST1 und #TPST2 in
humanen Zellen der Nabelschnurvene (HUVEC) untersuchen zu kénnen, musste in
einem ersten Versuch verifiziert werden, dass beide Gene in den Endothelzellen
transkribiert werden. Dazu wurden primdre HUVEC isoliert und kultiviert (2.2.3.10).
Eine Primérzellkultur unterliegt bei diesen Versuchen der geringsten Adaptation an nicht-
natiirliche Zellkulturbedingungen, sodass die Zell-Situation in Kultur der in vivo
Situation am ehesten entspricht. Aus den HUVEC wurde die RNA isoliert und mittels
reverser Transkription und PCR analysiert (2.2.7.2). Fiir die reverse Transkription
wurden Zufalls-Hexamer Primer verwendet, fiir die PCR die Primerpaare TPST1-kurzs

und TPST1-kurzas, bzw. TPST2-kurzs und TPST2-kurzas (Tab.1 im Abschnitt 2.1.2).

TPST1 TPST2 TPST1 + TPST2
2023 2629323538 2023 2629323538 2023 26 2932 3538 Zyklen

1|

‘it

“ s s | TPSTA

= —— e —— TPST2

Abb.3.7 Expression von A/TPST1- und ”TPST2-mRNA in pimirer HUVEC Kultur. A”TPST1- und #TPST2-
spezifische DNA-Fragmente wurden nach reverser Transkription von mRNA aus HUVEC-Primérkultur
amplifiziert und mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. A”TPST1- und ATPST2-Fragmente wurden
einzeln oder simultan mit den angegebenen Zykluszahlen amplifiziert.

In Abb.3.7 ist das Ergebnis der PCR dargestellt. Beide Isoformen konnten nach einer
dhnlichen Zykluszahl (» 26) im Agarose-Gel detektiert werden. Bei ansonsten vollig
identischen PCR-Bedingungen ldsst dieses Ergebnis auf eine dhnliche Anzahl mRNA-
Molekiile fiir beide Isoformen innerhalb von HUVEC schlief3en.

Werden beide ¢cDNAs im gleichen Reaktionsansatz durch den Einsatz beider Primer-
Paare im PCR-Ansatz amplifiziert, so dndern sich die Amplifikationsraten beider cDNAs
im Vergleich zu den singuldren Ansétzen nicht. Eine Amplifikation von ATPST1- und
hTPST2-Fragmenten im gleichen Reaktionsansatz garantiert identische experimentelle
Konditionen und ermdéglicht die gleichzeitige Detektion beider Fragmente. Aus diesen

Griinden wurde fiir alle weiteren Versuche diese kombinierte PCR angewendet.
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3.4.2 Induktion des Isoform-Wechsels von A”TPST1 zu ATPST2 durch Schubspannung

Schubspannung hat einen grof8en regulatorischen Einfluss auf die Transkription vieler
Gene in Endothelzellen. Die Transkription kann dabei entweder erhoht oder erniedrigt
werden. Dies fiihrt zu einer gednderten Proteinzusammensetzung innerhalb der Zelle, die
sich in deren Funktionsausiibung wiederspiegelt. Welchen Einfluss die Schubspannung
auf die Transkription der A”TPST-Gene ausiibt, ist bisher nicht untersucht worden.

Deshalb wurden primdre HUVEC-Kulturen in einem Plattenkegel-Viskometer 24 h
Schubspannung unterschiedlicher Dosis ausgesetzt (2.2.7.1). Im Anschluss daran wurde

die mRNA isoliert und im Hinblick auf ”TPST1 und 2 quantifiziert (2.2.7.2).
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Abb.3.8 Dosis-abhidngiger Isoform-Wechsel von ATPST1 zu ATPST2 in Abhéngigkeit von laminarer
Schubspannung in HUVEC. mRNA-Expression von A/TPST-Isoformen nach 24 h Induktion von vendsem
(1 dyn/cm®) und zwei arteriellen Dosen (10 dyn/cm* und 30 dyn/cm?) Schubspannung. Die mRNA-
Expression von A”TPST1 (A) und ATPST2 (B) und die entsprechende #”TPST1/ATPST2-Ratio (C) wurde
durch Reverse Transkription und PCR bestimmt. In (D) ist der Isoform-Wechsel im Agarose-Gel (Kon,
0 dyn/cm?; SS, 30 dyn/cm?, 24 h) gezeigt. Alle Daten wurden gegen stationire interne Kontrollen (Kon)
normalisiert und als Mittelwert + SEM angegeben; n 7 4. *P <0,05 gegeniiber der Kontrolle ohne
Schubspannung.

In einem ersten Versuch wurden die Endothelzellen 24 h einer arteriellen laminaren
Schubspannung von 0,1, 10 oder 30 dyn/cm” ausgesetzt (Abb.3.8). Die Transkription von
ATPSTI-mRNA unter arterieller Schubspannung wurde unter den gegebenen
Versuchsbedingungen bis auf 67% des Ausgangswertes reduziert (Abb.3.8A). Die
hTPST2-mRNA-Expression war im Gegensatz dazu auf 176% des Ausgangswertes
gestiegen (Abb.3.8B). Eine Regulation der A”TPST2-mRNA-Expression wurde schon bei
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vendsem Fluss (niedrige Schubspannung bei 1 dyn/cm?) beobachtet, wobei die Anderung
der ATPST1-mRNA-Expression erst bei hoheren arteriellen Flussraten stattfindet
(Schubspannung >10 dyn/cm?). Abb.3.8C zeigt das mRNA-Expressions-Verhiltnis
beider ATPSTs und stellt den Isoform-Wechsel dar. In Teil D der Abbildung ist die
Anderung der mRNA-Expressionsraten von ATPST1 und ATPST2 im Agarose-Gel
gezeigt. Durch Schubspannung kann also ein Fluss-abhidngiger Wechsel der beiden

hTPST-Isoformen induziert werden.

3.4.3 Expression von ATPST1 in HUVEC

Die Anderung von mRNA-Mengen innerhalb einer Zelle muss sich nicht
notwendigerweise in der dazugehdrigen Proteinmenge widerspiegeln. In diesem
Teilabschnitt wurde deshalb untersucht, inwiefern sich das Absinken der ATPSTI1-
Transkription auf die Proteinmenge auswirkt.

Von acht unabhingigen HUVEC-Proben, die 24 h einer Schubspannung von 30 dyn/cm?
ausgesetzt waren, wurden Gesamtzelllysate prapariert, denen der #/TPST1-Proteingehalt
mit Hilfe des anti-A’TPST1-Antiserums (3.2) durch Western-Blot-Analyse bestimmt
wurde. Das generierte Antiserum detektiert spezifisch A”TPST1, nicht aber ”TPST2 (3.2).
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Abb.3.9 Herabregulation von ATPST1-Gen-Produkt durch arterielle Schubspannung (24 h, 30 dyn/cm?).
Die ATPSTI1-Protein-Expression wurde im Western-Blot mittels eines anti-A'TPSTIATMD polyklonalen
Antiserums untersucht (A, singuldres Beispiel) und densitometrisch quantifiziert (B). Zur Ladekontrolle des

SDS-Polyacrylamid-Geles (50 pg Gesamt-Protein pro Spur) wurde monoklonaler anti-B-Tubulin-
Antikorper verwendet. (n =8, *P < 0,05 gegeniiber der Kontrolle ohne Schubspannung) (Kon, 0 dyn/cm?;
SS, 30 dyn/cm?, 24 h)

Abb.3.9 zeigt die Western-Blot-Analyse, in denen die Verringerung des ATPSTI1-
Proteingehaltes in humanen Nabelschnur-Endothelzellen nach 24 h Schubspannung

dargestellt ist. Als Referenz wurden HUVEC-Proben verwendet, die keiner
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Schubspannung ausgesetzt waren. Die A”/TPST1-Proteinmenge betrug nur noch 66% im
Vergleich zu den Kontrollen und reflektiert damit die A TPST1-mRNA-Situation (3.4.2).
Es konnte demnach davon ausgegangen werden, dass die Regulation der ATPST-
Expression auf der Transkriptionsebene erfolgt und nicht auf der Translationsebene. Die
mRNA-Werte sind demnach fiir die Protein-Werte représentativ. Deshalb wurden fiir die

weiteren Quantifizierungen die mRNA-Expressions-Raten ausgewertet.

3.4.4 Zeitabhingigkeit der A”TPST-mRNA-Regulation

Als Antwort auf Schubspannung kann die Regulation der Transkription in vivo
unterschiedlich schnell erfolgen. In diesem Teilversuch wurde die Geschwindigkeit der
Regulation der mRNA-Expression in Abhingigkeit von der Schubspannung (30 dyn/cm?)
untersucht.

Primdare HUVEC-Kulturen wurden 1 h, 4 h oder 24 h Schubspannung ausgesetzt. Die
mRNA wurde isoliert und ihr A”TPST1- bzw. A TPST2-Gehalt quantifiziert (Abb.3.10).
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Abb.3.10 Zeit-Abhéngigkeit der A”TPST1- und ATPST2-mRNA-Expression als Antwort auf arterielle
Schubspannung in HUVEC. Die Zellen wurden fiir 1h, 4h bzw. 24 h laminarer Schubspannung
(30 dyn/cm?) ausgesetzt. AnschlieBend wurde ihr A-TPST1- (A) bzw. h”TPST2- (B) mRNA-Gehalt und die
dazugehorige ATPST1/ATPST2-Ratio (C) mittels Reverser Transkription und PCR bestimmt. Alle
Ergebnisse wurden gegen stationdre interne Kontrollen (Kon) normalisiert und geben den Mittelwert +
SEM an; n 7 4. *P < 0,05 gegeniiber der Kontrolle ohne Schubspannung. (Kon, 0 dyn/cm?)

Abb.3.10 zeigt die Zeitabhingigkeit der ”TPST-mRNA-Regulation. Nach 1 h konnte
keine Anderung in der mRNA-Expression beider Isoformen ermittelt werden (Abb.3.10A
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und B). Die ATPST2-Expression erreichte nach 4 h Schubspannung ihren Maximalwert
von 169% des Ausgangswertes (Abb.3.10B), wihrend eine Anderung bei der h/TPST1-
mRNA-Expression (73%) erst nach 24 h beobachtet werden konnte (Abb.3.10A). Somit
handelt es sich bei A”TPST1 um einen ,,/late-responder*, wihrend h'TPST2 schneller auf
diesen Stimulus reagiert. Diese unterschiedliche Zeit-Abhdngigkeit deutete auf

unterschiedliche Regulationen der Gen-Expression hin.

3.4.5 Einfluss von Inhibitoren auf den ATPST-Isoform-Wechsel
Aufgrund der unterschiedlichen Reaktionen der ATPST1- und ATPST2-mRNA-

Expression auf Schubspannung, wurde eine unterschiedliche Regulation der
Transkription dieser Gene vermutet. Um dies bestitigen zu konnen, wurden den
HUVEC-Proben 1h vor der Applikation von Schubspannung Inhibitoren zugesetzt.
Diese Inhibitoren waren RO-31-822 (RO) zur Blockade der Protein Kinase C (PKC)
Signalkaskade und Herbimycin A (HA) als Inhibitor von Tyrosyl Kinasen. Nach der
Applikation von Schubspannung wurde die mRNA-Expression von ”TPST1 und #/TPST2
quantifiziert (Abb.3.11).
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Abb.3.11 Regulation des Schubspannungs-abhéngigen A”TPST-Isoform-Wechsels involviert Protein Kinase
C und Tyrosyl Kinasen. Dargestellt ist der Effekt eines Inhibitors der Protein Kinase C (1 uM RO-31-8220;
RO) und eines Inhibitors von Tyrosyl Kinasen (1 uM Herbimycin A; HA) auf die mRNA-Expression von
ATPST1 (A) und ATPST2 (B) und die entsprechende A/TPST1/ATPST2-mRNA-Ratio (C) als Antwort auf
arterielle laminare Schubspannung in HUVEC (mittels Reverser Transkription und PCR-Analyse
bestimmt). Die Angaben sind in Prozent der statischen Kontrolle (bei RO und HA: Kontrollen mit
Inhibitor, ohne Schubspannung) als Mittelwert + SEM; n =3. *P < 0,05 gegeniiber der Kontrolle ohne
Schubspannung. (Kon, 0 dyn/cm?)
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In Abb.3.11 ist der Einfluss zweier Inhibitoren auf die Regulation der mRNA-Expression
von ATPST1 und ATPST2 dargestellt. In Teil A der Abbildung ist zu erkennen, dass die
Verringerung der A”TPST1-mRNA-Expression aufgrund von Schubspannung durch den
Einfluss eines Tyrosyl Kinase Inhibitors (HA) weitestgehend verhindert wird. Die
Erhohung der ”TPST2-mRNA-Expression durch Schubspannung wird durch die Zugabe
eines PKC-Inhibitors (RO) vollstindig unterdriickt (Abb.3.11B). Der Inhibitor von
Tyrosyl Kinasen hat keinen Einfluss auf die ”TPST2-mRNA-Erhéhung. In Abb.3.11C ist
der Einfluss der beiden Inhibitoren auf das mRNA-Verhiltnis dargestellt.

Diese Daten beweisen eine unabhidngige Regulation der mRNA-Expression beider
hTPST-Isoformen in HUVEC als Antwort auf Schubspannung. Die ATPST1-mRNA-
Expression involviert Tyrosyl Kinasen, wihrend die Erhdhung der mRNA-Expression

der zweiten A”TPST-Isoform durch die PKC-abhéngige Signalkaskade reguliert wird.

3.4.6 Identifizierung ATPST-spezifischer Substrate in HUVEC-Uberstidnden

Durch Schubspannung wird die Transkription vieler Gene in Endothelzellen gedndert.
Diese Auf- bzw. Abregulation der Genexpression fiihrt in den Zellen zu einer verdnderten
Proteinzusammensetzung. Viele Proteine endothelialer Zellen sind an Tyrosyl-Resten
sulfatiert und sind in sezernierter Form an Prozessen der Blutgerinnung und der
Entziindungshemmung beteiligt. Ausgehend von diesem gednderten Substratspektrum fiir
die TPSTs sollte es moglich sein, fiir beide Isoformen spezifische, sezernierte Substrate
aus dem Uberstand der HUVEC-Kulturen zu identifizieren.

Ein mdéglicher proteomischer Ansatz stellt die 2-D Gelelektrophorese dar (2.2.2.7). Dabei
werden die Proteine in der ersten Dimension entsprechend ihrer Ladung, in der zweiten
Dimension entsprechend ihres Molekulargewichtes aufgetrennt. Dadurch kann ein
komplexes Proteingemisch breit aufgefichert werden. In den durchgefiihrten Versuchen
wurden Zellkultur-Uberstinde (450 pg Gesamt-Proteingehalt) nach 24 h Schubspannung
von 1dyn/cm® mit 30 dyn/cm® miteinander und mit dem unverbrauchten Medium
verglichen. Nach der Auftrennung im pH-Bereich 3-10 wurden die Proteine in einem
10%-igen oder in einem 17,5%-igen SDS-Gel aufgetrennt und mittels Silber-Farbung
sichtbar gemacht. Ein Beispiel ist in Abb.3.12 gezeigt.
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pH 10—

Abb.3.12 2-Dimensionale Gelelektrophorese von Uberstinden von HUVEC-Kulturen nach 24h
Schubspannung bei 1 dyn/cm? bzw. 30 dyn/cm?”. Je 450 pg Gesamtprotein wurden in der ersten Dimension
auf einem Immobiline” Dry Strip (pH 3-10NL, 13 cm) isoelektrisch fokussiert und in der zweiten
Dimension in einem 10%-igen SDS-Polyacrylamid-Gel dem Molekulargewicht entsprechend aufgetrennt.
Die Detektion erfolgte durch Silber-Farbung nach Shevchenko.

In den SDS-Polyacrylamid-Gelen wurde nach Protein-Spots gesucht, die im Vergleich zu
der Medium-Kontrolle oder im Vergleich zueiander (Abb.3.12) spezifisch auftraten. Eine
Diskriminierung zwischen zwei Gelen war schwierig. Es konnten dabei nur Proteine
lokalisiert werden, deren Gehalt in den SDS-Polyacrylamid-Gelen leicht variierte. Diese
Proteine wurden durch tryptischen Verdau aus dem Gel gelost und mittels MALDI-TOF
(2.2.2.8) als Medien-Zugaben (z.B. Proteine aus Rind, die im FCS enthalten sind)
identifiziert.

Durch diesen Versuchsansatz ist es leider nicht gelungen, ATPST1- und ATPST2-
spezifische Substrate zu identifizieren. Der Grund hierfiir liegt in der geringen Menge der
von den HUVECs in das Medium sezernierten Proteine. Diese sind in der Masse der
Proteine des Zellkulturmediums (Endothelzellmedium 10 und fetales Kéilberserum,;

2.1.3), die die Zellen zum Uberleben bendtigen, nicht identifizierbar.

Da es in vivo nicht gelungen ist, spezifische Substrate fir A/ TPST1 und ATPST2 zu

identifizieren, wurde im weiteren eine andere Strategie gewdihlt. In in vitro-Versuchen
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sollte die Charakterisierung der ATPSTs im Hinblick auf ihre Isoform-Spezifititen
moglich sein. Dazu ist allerdings die heterologe Expression und Reinigung der #/TPSTs
notwendig. Eine authentische Isolierung der ATPSTs aus humanem Gewebe scheidet
aufgrund der geringen ATPST-Menge, der Instabilitdt der gereinigten Proteine und der
teilweise lipophilen Eigenschaften hervorgerufen durch die Transmembrandoméne aus.
Aus diesen Griinden sollte die heterologe Expression in loslicher Form (ohne

Transmembrandomaéne) erfolgen.

3.5 Expression von aktivem Thioredoxin-ATPST1ATMD in vitro

In den vorhergegangenen Abschnitten wurde gezeigt, dass die ATPSTs in vivo
unterschiedlich reguliert und exprimiert werden. Die vermutete Substratspezifitit der
Isoformen konnte nicht nachgewiesen werden. Um diese Substrat-Untersuchungen
in vitro durchfithren zu kénnen und als Grundvoraussetzung fiir die Losung der Protein-
Strukturen, ist das Vorhandensein von in wéssrigen Losungen aktiven Proteinen
notwendig. Die Aktivitit kann mittels des TPST-Enzymaktivititsassays tiberpriift werden
(2.2.2.9). Dabei wird die Bindung eines radioaktiven Sulfuryl-Restes an ein Protein
gemessen. Ob die Expression 16slicher (ohne Transmembrandomine) #/TPSTs in aktiver
Form prinzipiell moglich ist, sollte in ersten in vitro Transkriptions-Translations-
Versuchen geklédrt werden. Dazu wurde das in Abschnitt 3.2 hergestellte A/ TPSTIATMD-
Konstrukt in pET-32a kloniert. Das daraus entstehende Protein trdgt N-terminal einen
Thioredoxin-Tag (Thx-), der die Loslichkeit des Proteins erhoht. Zur Expression wurde
das Rapid Translation System RTS500 E.coli HY von Roche Diagnostics GmbH
(Mannheim) verwendet. Der Versuch wurde nach den Angaben des Herstellers iiber 24 h
bei 28 °C durchgefiihrt. In einem zweiten Ansatz wurden Protein Disulfid Isomerase
(PDI, 384 U/mg; Calbiochem) und die Chaperone GroE und DnaK wéhrend der
Synthesephase dem Mix zugesetzt. Die PDI wurde vorher in 10 mM Tris/HCI pH 7,0,
0,5mM GSSG, 1,4mM GSH gelost und fiir 15 min bei 8 °C inkubiert. Um das
Redoxverhiltnis des Synthesemixes nicht zu beeinflussen, wurden danach GSSG und
GSH durch Reinigung an einer NAP-10 Siule (Amersham Biosciences Europe GmbH,
Freiburg) entfernt und die aktivierte PDI in den Rekonstitutions-Puffer des Synthese-Kits
tiberfithrt. Es wurden 1 pM aktivierte PDI, 125 pl GroE und 125 pul Dnak (Chaperone-
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Mixe der Firma Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) verwendet. Die Reaktionsdauer
betrug ebenfalls 24 h bei 28 °C. Nach Beendigung der Inkubation wurden die Proben
zum Pelletieren von Aggregaten zentrifugiert. Die Pellets und die Uberstinde wurden im
12,5%-igen SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt, die Uberstinde dariiber hinaus im
Enzymtest auf ihre Aktivitdt untersucht (2.2.2.9; Abb.3.13).

A | - PDI/Ch. | +PDI/Ch. B
0h[24h [oh [241

c *
g 1.2
g :
t o8
— 60 kDa T o6
— 50 kDa O o4
— 40 kDa ; 02
— 30 kDa E o A
g Kontrolle ohne  mit PDI,
. — 20 kDa I PDI, mit Chap.
LN e ohne

Chap.

Abb.3.13 Herstellung von loslichem und aktivem Thx-ATPSTIATMD. Die Synthese erfolgte im Rapid
Translation System RTS500 E.coli HY von Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) mit 8,8 ug pET-32a
ATPSTIATMD bei 28 °C innerhalb von 24 h. Im zweiten Ansatz wurden 1 uM aktivierte Protein Disulfid
Isomerase (PDI) und Chaperone-Mixe mit GroE und DnaK (Ch.; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)
zugegeben. A, nach der Synthese wurden 16sliche und unlosliche Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt
und mit Coomassie angefarbt (blau). Der Pfeil markiert die Lauthéhe von Thx-ATPSTIATMD im SDS-
Polyacrylamid-Gel. B, 10 ul Gesamt-Lysate (ca. 300 pg Gesamt-Protein) wurden auf ATPST-Aktivitit
untersucht. Dargestellt ist der Umsatz *>S-PAPS in pmol/mg Protein innerhalb von 30 min (n = 3;
*p < 0,0002 gegeniiber der Kontrolle).

Die Abb.3.13 zeigt die Ergebnisse der in vitro Translation und Transkription von Thx-
WTPSTIATMD. Im Reaktionsansatz ohne PDI und Chaperone konnte im Coomassie-
gefarbten SDS-Polyacrylamid-Gel eine Proteinbande angefarbt werden, deren apparentes
Molekulargewicht dem theoretischen (56813 Da) entspricht (Abb.3.13A). Werden dem
Reaktionsansatz PDI und Chaperone zugesetzt, so konnte keine zusétzliche Proteinbande
im entsprechenden Molekulargewichtsbereich detektiert werden (Abb.3.13A). Werden
die loslichen Proteinfraktionen beider Ansidtze im TPST-Enzymaktivititsassay eingesetzt,
so wurde im ersten Ansatz eine Aktivitdit gemessen, die im zweiten Ansatz noch
gesteigert wurde (Abb.3.13B). Es ist demnach moglich, 16sliches und aktives Thx-
TPSTIATMD (56813 Da) zu synthetisieren. Auf die Uberpriifung der unldslichen
Reaktionsprodukte wurde verzichtet, da fiir die geplanten in vitro-Untersuchungen die

hTPSTs loslich vorliegen miissen.
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Der zweite Ansatz zeigt, dass nach Zugabe von PDI und Chaperonen zum Synthesemix
die Expression von aktivem ATPSTIATMD noch gesteigert werden konnte. Diese
Steigerung in der Aktivitit weist auf einen komlexen Faltungsvorgang der Proteine hin,
bei denen Chaperone unterstiitzend wirken. AuBerdem miissen wahrscheinlich

Disulfidbriicken ausgebildet werden.

Dieser Versuch hat gezeigt, dass die Expression von A”TPSTIATMD und wahrscheinlich
auch von A”TPST2ATMD in E. coli moglich ist. Auf die weitere Verwendung des Rapid
Translation Systems RTS500 E.coli HY wurde verzichtet, da mit diesem System nur
geringe Proteinmengen synthetisiert werden konnen und weil dessen Einsatz sehr
kostenintensiv ist. Deshalb wurde im folgenden versucht, ATPSTIATMD und
WTPST2ATMD in E. coli herzustellen.

3.6 Expression von #”TPSTs in E.coli und Loslichkeitsstudien

3.6.1 Expression von humanen Tyrosylprotein Sulfotransferasen in E. coli

Aufgrund der Voruntersuchungen im Rapid Translation System RTS500 E.coli HY von
Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) sollte die heterologe Expression von 16slichen
ATPST1- und ATPST2-Konstrukten in E. coli-Stimmen moglich sein. Wie Tabelle 7
(Anhang) zeigt, wurden dazu mehrere Konstrukte hergestellt und die Loslichkeit der
exprimierten Proteine untersucht.

Alle Konstrukte, die ohne die Transmembran-Doméne in FE. coli exprimiert wurden
(hTPST1ATMD, h'TPST2ATMD), waren in jedem Fall unldslich. Um zu vermeiden, dass
die Proteine wihrend des Zell-Aufschlussverfahrens aggregierten, wurden hierfiir
verschiedene Puffer getestet (pH 7,0, pH 11,0, pH 4,5, 2 M Guanidinium-Hydrochlorid,
250 mM Sukrose oder 30 % (w/v) Glycerol / 10 % (w/v) Triton X-100; 2.2.4.4 und Tab.7
im Anhang). Nur bei einem stark basischen Puffer (pH 11,0) konnte ein Teil der Proteine
in Losung gehalten werden. Da bei diesem pH-Wert die TPSTs nicht aktiv sind (Niehrs et
al., 1990a; William et al., 1997; Ramaprasad et al., 1998b), wurde der Puffer nach dem
Aufschluss von pH = 11,0 durch Dialyse neutralisiert (siche Abschnitt 3.6.2).

Weiterhin wurde versucht, durch N-terminale Protein-Fusionen l6sliche Proteine zu

kreieren (Thx-ATPSTIATMD, Thx-ATPST2ATMD, NusA-ATPSTIATMD; Tab.7 im
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Anhang). Dabei lieferten sowohl der Thioredoxin-, als auch der NusA-Tag keine
verbesserte Loslichkeit, obwohl dies schon fiir einige andere Proteine gezeigt werden
konnte (LaVallie et al., 1993). Die Verwendung von Origami(DE3)-Zellen, die durch
eine Mutation in der Thioredoxin- und der Glutathion-Reduktase ein weniger
reduzierendes Mileu im Zytoplasma, dhnlicher dem im Golgi-Apparat, zuldsst, fiihrte
ebenfalls nicht zur Expression von 16slichem Thx-Protein (Tab.7 im Anhang). Wiederum
zeigte sich nach Aufschluss der Zellen in einem basischen Puffer (pH 9,5, pH 11) ein Teil
der Zielproteine in Losung. Je basischer der Puffer war, umso langer konnten die Proteine
in Losung gehalten werden.

Um die Loslichkeit der Proteine bei hoheren Protein-Konzentrationen innerhalb der Zelle
zu  erhohen, wurden  ATPST-Fusionsproteine  kloniert, die  N-terminal
Sekretionssequenzen (pEIB, DsbA, DsbC) enthielten. Diese Sekretionssequenzen
vermitteln den Transport der Proteine ins Periplasma der E. coli-Zellen. Durch Fusion mit
pEIB wurde die Expression von ”TPSTIATMD fast vollstindig unterdriickt. Die DsbA-
und DsbC-Chimédren wurden bei hoheren Expressions-Temperaturen (30 °C) gut
exprimiert. Allerdings erfolgte keine Sekretion der Zielproteine ins Periplasma.

Um einen Einfluss des die Transmembrandoméane mit der aktiven Doméne verbindenden
Linkers auf die Aggregation der Proteine nach Expression in E. coli auszuschliefen,
wurden zwei weitere Mutanten kloniert (A"TPST2ATMD C8A, hTPST2A-42AA; Tab.7
im Anhang). Im Konstrukt s-TPST2ATMD C8A wurde der Cysteyl-Rest, der am néchsten
zum N-Terminus ist, nach Alanin mutiert. ”TPST2A42AA ist ein kiirzeres Fragment, das
seinen N-Terminus am hypothetischen ersten -Faltblatt der aktiven Doméne besitzt.
Beide Kontrukte wurden nicht exprimiert.

Ein weiterer moglicher Grund fiir die Aggregation der A”TPSTs konnte darin bestehen,
dass ATPST1 und ATPST2 invivo stabilisierende Heterodimere bilden. Um das
auszuschlieBen, wurden beide Proteine koexprimiert (Tab.7 im Anhang). Auch dies
fiihrte zur Aggregation beider Isoformen.

Werden Proteine in E. coli unloslich exprimiert, handelt es sich hdufig um die Bildung
von Einschlusskorpern (Inclusion Bodies; Rudolph und Lilie, 1996). Da dies auch auf die

KhTPSTs zutrifft, wurden die Inclusion Bodies gereinigt und die Proteine entfaltet und
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anschliefend zuriickgefaltet. Diese Untersuchungen sind in Abschnitt 3.6.3 ausfiihrlicher

dargestellt.

3.6.2 Einflul} verschiedener Pufferwechsel auf A”TPST in Losung

Wie im vorherigen Abschnitt gezeigt, konnte ein bestimmter Anteil der exprimierten
hWTPSTIATMD-, ATPST2ATMD-, Thx-ATPSTIATMD- und Thx-ATPST2ATMD-
Proteine durch Aufschluss der Zellen mit basischem Puffer (0,1 M Na,CO3-NaHCO;
pH 1,0, 50 mM NacCl, 1,5 mM MgCl,, 0,02% (w/v) Triton X-100, 1 mM DTT) in Losung
gehalten werden. Um die Proteine langsam in einen pH-Bereich zu tiberfiihren, indem sie
maximale Aktivitit aufzeigen (pH 6,5 - 7,0; Niehrs et al., 1990a; William et al., 1997),
wurden Gesamt-Zelllysate, die mit dem basischen Puffer aus den Expressionskulturen
hergestellt worden waren, gegen neutrale Puffer dialysiert. Mit den verschiedenen

Konstrukten wurden zunéchst unterschiedliche Puffer getestet (Tab.3).

Tab.3 Dialyse von TPST-Konstrukten im basischen Milieu gegen ausgewéhlte Puffer.

Konstrukt Puffer Ergebnis

ATPSTIATMD 50 mM Tris/HCI pH 7,0, 50 mM
NaCl, 15mM MgCh, 0,02% SN+

(w/v) Triton X-100, 1mM DTT; G L U

4°C hTPST1ATMD priizipitiert
hTPST2ATMD 50 mM Tris/HCI pH 7,0, 50 mM

NaCl, 1,5mM MgCl, 0,02% . - -

(w/v) Triton X-100, 1 mM DTT;

4°C G L

hTPST2ATMD prizipitiert

Thx-ATPSTIATMD 50 mM Tris/HCI pH 7,5, 20 mM

Imidazol, 300 mM NaCl ; 4 °C -h\ ‘ -
G L U

Thx-hTPST1ATMD prézipitiert sukzessive
Thx-ATPST2ATMD 50 mM Tris/HCI pH 7,5, 20 mM

Imidazol, 300 mM NaCl ; 4 °C - - -«
G L U

Thx-hTPST1ATMD prézipitiert sukzessive

(G, Gesamtzelllysat ; L, 16sliche Fraktion ; U, unlésliche Fraktion)

Die in diesem Vortest durchgefiihrten SDS-PAGE-Analysen zeigten, dass die
verwendeten A”TPSTATMD-Konstrukte aggregierten und prézipitierten (Tab.3) Diese
Protein-Konstrukte lieBen sich demnach nicht in einen neutralen pH-Bereich tiberfiihren.

Es ist allerdings moglich, durch die Wahl eines geeigneten Puffers, pH-Wertes und
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Pufferzusatzes einen stabilisierenden Effekt auf ein bestimmtes Zielprotein auszuiiben
(Lilie et al., 1998). Da mit der bisher gewéhlten Puffer-Zusammensetzung die Loslichkeit
der A”TPSTATMDs nicht erreicht wurde, erfolgte im folgenden mehrere Screens, die
Aufschluss iiber Thx-A"TPSTIATMD  stabilisierende Zusdtze bringen sollten.

Ausgangspunkt war erneut die in pH 11 16sliche Protein-Fraktion.

Im ersten Screen wurde der Einfluss von Salzkonzentration, Zucker und DTT untersucht.
Als Puffer-Substanz wurde Tris/HCI mit einem pH-Wert von 6,7 gewéhlt. Dies entspricht
dem pH-Optimum der #TPSTs. Die bei pH 11 16slichen Proteine wurden durch IMAC
weiter aufgereinigt (2.2.2.5). Diese vorgereinigte Proteinlosung wurde anschlieBend im

Screen gegen die folgenden Puffer-Losungen bei 4 °C, RT und 37 °C dialysiert:

20 mM Tris/HCI pH 6,7 + 4 mM NaCl
+100 mM NaCl
+300 mM NaCl
+500 mM NaCl
+ 1 % (w/v) Triton X-100
+11,4 mM N-Octyl-B-D-Glucopyranosid
+ 1 mMDTT

In den durchgefiihrten Dialysen war beim Start des Versuches iiberall die gleiche
Proteinkonzentration (10 uM) enthalten. Nach Beendigung der Dialyse (nach 5,5 h)
wurden die Proben aus den Schliuchen genommen, die Proteinaggregate durch
Zentrifugation entfernt und von den Uberstinden wurde die Proteinkonzentration durch
einen Wellenldngen-Scan bestimmt. In sdmtlichen Ansdtzen préizipitierten die Proteine
ohne grofere quantitative Unterschiede. Die Ergebnisse sind in Abb.3.14

zusammengefasst.
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Abb.3.14 Bestimmung der Thx-ATPSTIATMD-Konzentration nach Dialyse gegen Puffer mit
stabilisierenden Zusitzen. Affinitatsgereinigtes Thx-ATPSTIATMD (10 uM) wurde fiir 5,5h in 20 mM
Tris/HCI pH 6,7 mit in der Abbildung angegebenen Zusitzen bei 4 °C (griin), RT (pink) und bei 37 °C
(blau) dialysiert. Aufgetragen wurde Thx-ATPST1ATMD-Proteinkonzentration nach Beendigung des
Versuches.

Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen nach der Dialyse zeigt, dass die Temperatur
keinen Einfluss auf den Prizipitationsgrad von Thx-ATPSTIATMD ausiibt (Abb.3.14).
Eine Erhohung der Salzkonzentration bei 4°C fiilhrt zu ansteigenden
Proteinkonzentrationen (Abb.3.14). Die bestimmten Proteinkonzentrationen fiir die gegen
Triton X-100-enthaltenden Puffer dialysierten Proteinlosungen entsprechen nicht der
tatsdchlichen Proteinmenge pro Volumen (Abb.3.14). Die Bestimmung der
Proteinkonzentration mittels Wellenldngen-Scans beruht auf dem Lambert-Beerschen
Gesetz und ist fiir wissrige Losungen anwendbar. Da Triton X-100 die Absorption des
Losungsmittels beeintridchtigt, konnte diese Probe nicht zur Berechnung der
Proteinkonzentration herangezogen werden. Da der Prizipitationsgrad dieser Proben
visuell vergleichbar mit dem der anderen Proben war, wurde davon ausgegangen, dass
Triton X-100 ebenfalls keinen stabilisierenden Effekt auf Thx-ATPST1ATMD ausiibt. N-
Octyl-B-D-Glucopyranosid und DTT verhinderten die Aggregation von Thx-
hTPSTIATMD ebenfalls nicht (Abb.3.14).

In einem zweiten Screen wurde der stabilisierende Effekt von Substrat und Substrat-
Analoga auf die Zielproteine untersucht. Deshalb wurde der Dialyseversuch mit Thx-

ATPSTIATMD im Zelllysat modifiziert (Abb.3.14). Dialysiert wurde die zytosolische
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Protein-Fraktion gegen 50 mM Tris/HCI pH 6,8, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, 0,02%
(w/v) Triton X-100 und je 50 uM Zusitzen:

Tyrosin

PAPS + Tyrosin

PAP + Tyrosin

AMP + Tyrosin

AMP + K,SOq4

ADP + Tyrosin

ATP + Tyrosin.
Die Proteinmenge, die eingesetzt wurde, war in allen Proben identisch. Die Dialyse
wurde bei 4 °C iiber Nacht durchgefiihrt. In samtlichen Ansdtzen waren nach Beendigung
des Versuches prazipitierte Proteine sichtbar, die durch Zentrifugation entfernt wurden.
Von den Uberstinden wurde das Volumen und die Proteinkonzentration (BRADFORD-
Test; Bradford, 1976; Kriiger, 1994) bestimmt (Abb.3.15). Zudem wurden die

Uberstinde elekrophoretisch untersucht.
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Abb.3.15 Bestimmung der Gesamt-Proteinmenge einschlieSlich Thx-ATPSTIATMD nach Dialyse gegen
Substrate und Substratanaloga. Zelllysate (ca. 5 mg/ml Gesamtprotein) mit Thx-ATPSTIATMD wurden
iiber Nacht bei 4 °C gegen 50 mM Tris/HCI pH 6,8, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, 0,02% (w/v) Triton
X-100 und je 50 uM entsprechender Zusitze dialysiert. Die Prézipitate wurden pelletiert und der Gesamt-
Proteingehalt bestimmt. Die Uberstinde wurden elektrophoretisch untersucht. Der Pfeil markiert Thx-
hTPST1ATMD. (Start-Protein: Protein-Gehalt vor der Dialyse, Y: Tyrosin, PAPS: Adenosin 3 -Phosphate
5’-Phosphosulfat, PAP: Adenosin 3, 5-'Diphosphate, AMP: Adenosin 5’-Monophosphat, ADP: Adenosin
5’-Diphosphat, ATP: Adenosin 5’-Triphosphat)

Die in der Abb.3.15 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die Proteinmenge sich in allen

Proben verringert hatte. In dem gezeigten Ausschnitt des SDS-Polyacrylamid-Geles ist zu
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erkennen, dass die Proteinbande, die Thx-ATPSTIATMD darstellt (Pfeil, Abb.3.15),
ebenfalls verringert ist. Der Hauptteil des wiahrend der Dialyse gebildeten Prizipitats ist
demnach wahrscheinlich Thx-ATPST1ATMD.

Um die Ursache fiir die Aggregation von Thx-ATPSTIATMD in neutralen
Puffersystemen zu ermitteln, wurde ein dritter Dialyse-Screen durchgefiihrt. Dabei
wurden die Thx-ATPSTIATMD-enthaltenen  Zelllysate gegen Puffer mit
unterschiedlichen pH-Werten dialysiert. Der Dialysepuffer bestand aus: 50 mM Tris/HCl
bzw. 50 mM Hepes, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, 0,02% (w/v) Triton X-100. Die
untersuchten pH-Werte waren: 7,0, 7,5, 8,0, 8,5, 9,0, 9,5, 10,0. In jedem Dialyseansatz
wurde die gleiche Proteinmenge eingesetzt. Nach 40 h wurden die Prizipitate pelletiert.
Von den Uberstinden wurde das Volumen und die Proteinkonzentration (BRADFORD-
Test; Bradford, 1976; Kriiger, 1994) bestimmt und es erfolgte eine elekrophoretische
Analyse der Proteine. Der Gesamt-Proteingehalt nach den Dialysen ist in Abb. 3.16

dargestellt.
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Abb.3.16 Bestimmung der Gesamt-Proteinmenge nach Dialyse von Thx-ATPST1ATMD-enthaltenden
Gesamt-Zelllysaten gegen unterschiedliche Puffer bei verschiedenen pH-Werten. Die zytosolische Fraktion
der Zelllysate (pH 11, ca. 5 mg/ml Gesamtprotein) mit Thx-ATPST1ATMD wurde fiir 40 h bei 4 °C gegen
50 mM Tris/HCI (griin) bzw. 50 mM Hepes (rot), 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, 0,02% (w/v) Triton X-
100 unterschiedliche pH-Werte dialysiert. Die Prézipitate wurden pelletiert und der Gesamt-Proteingehalt
bestimmt. Die Uberstinde wurden elektrophoretisch untersucht.
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Die nach den Dialysen bestimmten Proteinmengen der 16slichen Fraktion zeigten eine
Abhédngigkeit vom pH-Wert der Dialysepuffer (Abb.3.16). Ein Unterschied zwischen der
Verwendung von Tris/HCI-Puffer und Hepes-Puffer wurde nicht festgestellt (Abb.3.16).
Die Analyse der l6slichen Proteinfraktion durch SDS-PAGE ergab eine Verringerung der
Thx-ATPST1ATMD-Proteinmenge (Pfeil, Abb.3.16).

Aus den Abbildungen 3.14 bis 3.16 ist ersichtlich, dass die Aggregation von Thx-
ATPSTIATMD unter den untersuchten Bedingungen ausser von der Salzkonzentration
bei 4 °C nur vom pH-Wert abhingig ist. Wird gegen einen pH < 8,5 dialysiert, so fallen
die meisten Proteine innerhalb von 2,5 h aus (nicht gezeigt). Der pK,-Wert der SH-
Gruppe im freien Cystein betrdgt 8,3. Cystein ist demnach die einzige Aminosédure, deren
Loslichkeitsverhalten innerhalb dieses pH-Bereiches prinzipiell beeinflusst werden kann.
Allerdings muss beachtet werden, dass die pK,-Werte in Proteinen stark von denen der
freien Aminosduren abweichen konnen. Ob die sehr schnelle Aggregation der A/TPSTs
unterhalb von pH 8,5 auf falsch-gebildete Disulfidbriicken zuriickzufiihren ist, muss
demnach noch nachgewiesen werden.

Um den FEinfluss der Disulfidbriicken-Bildung auf die Aggregation von Thx-
hWTPSTIATMD zu bestitigen, wurden die Prizipitate, die in den durchgefiihrten Dialyse-
Screens entstanden waren (Abb.3.14 bis 3.16), mit 50 mM B-Mercaptoethanol behandelt.
Nach Inkubation (mindestens 30 min, RT) erfolgte eine teilweise Auflosung der
Prazipitate (nicht gezeigt). Wird Thx-ATPSTIATMD nicht-reduzierend durch SDS-
PAGE analysiert, so kann kein Monomer (Molekulargewicht von 56813 Da) des Proteins
detektiert werden (Spur- in Abb.3.17).
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Abb.3.17 SDS-PAGE-Analyse von Thx-ATPSTIATMD unter nicht-reduzierenden Bedingungen.
Reduzierende (+) und nicht-reduzierende (-) SDS-PAGE von je 50 pmol Thx-ATPSTIATMD nach
Reinigung an Ni-NTA.
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Erfolgt die Auftrennung der Proteinprobe unter reduzierenden Bedingungen, so kann mit
Coomassie ein Thx-ATPSTIATMD-Monomer detektiert werden (Spur + in Abb.3.17).
Dieses Monomer wurde bisher noch nicht im TPST-Enzymaktivititsassay auf

Sulfatierungsaktivitét untersucht.

Dieses Ergebnis 1dt auf die Bildung von intermolekularen Disulfidbriicken der 6 in
hTPSTIATMD-verbleibenden Cysteyl-Reste schlieen, die zur Aggregation der Proteine
fiilhren. Deshalb wurden in den néchsten Versuchen die Proteine gereinigt, unter
reduzierenden Bedingungen komplett entfaltet und anschlieBend in geeigneten Puffern

rickgefaltet.

3.6.3 Rickfaltung von denaturiertem A TPSTIATMD und Thx-ATPSTI1ATMD

Bisherige Untersuchungen zeigten, dass die ATPSTs nach der Expression in E. coli
innerhalb der Zellen unlosliche Aggregate, sogenannte Inclusion Bodies bilden. Die
Inclusion Body-Bildung konnte nicht durch die Expression eines geeigneten Konstruktes,
nicht durch bestimmte Expressionsbedingungen und nicht durch bestimmte Puffer
verhindert werden (3.6.1, 3.6.2). Deshalb wurde nun versucht, die Inclusion Bodies zu
reinigen, die erhaltenen Proteine vollstindig zu entfalten und die ATPSTs unter
geeigneten Bedingungen korrekt zuriickzufalten.

Die Inclusion Bodies wurden durch Zentrifugation nach Zellaufschluss isoliert und
anschlieBend mehrfach gewaschen (2.2.4.5). Anhand von analytischen SDS-
Polyacrylamid-Gelen konnte abgeschitzt werden, dass die in den Inclusion Bodies
enthaltene Protein-Losung zu 90% aus dem Zielprotein besteht (nicht gezeigt). Die
Denaturierung der Proteine erfolgte iiber Nacht in 0,1 M Tris/HCI pH 8,0, 6 M
Guanidinium HCI, 300 mM DTT, 1 mM EDTA bei 8 °C (2.2.4.6). Zu Beginn der

Versuchsreihe wurden unterschiedliche Puffer fiir die Riickfaltung getestet:
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0,1 M Puffer (Acetat-Puffer pH 6,0
Tris/HCI-Puffer pH 8,0
Tris/HCI-Puffer pH 9,0
Glyzin-Puffer pH 10,0)

5 mM GSSG
0,5 mM MgCIZ
+ einer der folgenden Zusitze: kein Zusatz
1 M Arginin
20% (w/v) Glyzerin
0,5 M (NH4)2S04

0,5 M Harnstoff
Die Riickfaltung erfolgte durch schnelle Verdiinnung im entsprechenden Riickfaltepuffer
und anschlieender Inkubation bei 10 °C fiir 6 h. Das gefaltete Protein wurde danach
gegen 0,1 M Tris/HCI pH 7,0, 0,5 mM MgCl, dialysiert und die aggregierten Proteine
durch Zentrifugation abgetrennt. Der Uberstand wurde auf den Gehalt an ”-TPSTIATMD
bzw. Thx-ATPST1ATMD mittels SDS-PAGE untersucht (Abb.3.18).

KTPSTIATMD Thx-ATPSTIATMD
- . pH6,0 -
> i pH 8, 0 i
> pH 9, 0 - -
- pH 10, 0 -~
NEg&8dy Ng g4g8S
S5 25 SIGES
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c-g 52 °- 3=
g v o N wv
S 3
() (e

Abb.3.18 SDS-PAGE-Analyse von 16slichem A”TPSTIATMD und Thx-ATPST1ATMD nach Riickfaltung.
Aus Inclusion Bodies denaturierte Proteine wurden fiir 6 h bei 10 °C in Puffer unterschiedlicher pH-Werte
und unterschiedlicher Zusitze riickgefaltet. Losliche Proteine wurden im 12,5%-igen SDS-Polyacrylamid-
Gel aufgetrennt und mittels Silber-Farbung nach Heukeshoven sichtbar gemacht (Heukeshoven et al.,
1985). Die Pfeile markieren die Position von ”TPSTIATMD (linke Abbildung) und Thx-ATPSTIATMD

(rechte Abbildung) respektive.

In Abb.3.18 ist der Proteingehalt an 16slichem ATPSTIATMD und Thx-ATPST1ATMD
nach Rickfaltung der Proteine in insgesamt je 20 verschiedenen Puffersystemen
dargestellt. Werden die Proteinbanden im SDS-Polyacrylamid-Gel miteinander
verglichen, so zeigt die Analyse, dass der Gehalt der Zielproteine bei pH 9,0 am grofiten
ist (Pfeil in Abb.3.18). Das steht im Einklang mit den Ergebnissen aus den pH-Wert
abhingigen Dialysen im Abschnitt 3.6.2. Weiterhin zeigen die Ausschnitte der SDS-
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Polyacrylamid-Gele, dass durch den Zusatz von 1 M Arginin im Riickfaltepuffer die
Loslichkeit von ”TPSTIATMD und Thx-ATPST1IATMD erhoht werden konnte. Die unter
diesen Bedingungen zuriickgefalteten Proteine konnten allerdings nicht aufkonzentriert
werden (max. 15 pM).

Um die Ausbeuten korrekt riickgefalteter Proteine zu erhohen, wurde ausgehend von
dieser Versuchsreihe Tris-Puffer pH 9,0 und 1 M Arginin in weiteren Riickfalte-Ansétzen
verwendet. AuBlerdem wurde der Einfluss weiterer Zusétze im Riickfalte-Puffer und im
Dialyse-Puffer untersucht (Tab.4). Die denaturierten Proteine (A" TPST1ATMD und Thx-
hTPSTIATMD) sollten sich in dem angegebenen Riickfaltepuffer durch schnelle
Verdiinnung und anschlieender Inkubation bei 10 °C fiir 6 h falten. Gegebenfalls wurde
die Proteinlésung durch Dialyse von den Riickfalte-Substanzen befreit. Die 16slichen

Proteinbestandteile am Ende der in Tab.4 angegebenen Prozedur wurden analysiert.

Tab.4 Riickfalte- und Dialyseansétze von A”TPSTIATMD und Thx-ATPSTIATMD

Riickfaltepuffer Dialysepufter Analyse

a 0,1 M Tris/HCI pH 9,0, 0,5 mM MnCl,, e 0,1 M Tris/HCI pH 7,0, Aggregation
5 mM GSSG, 1 M Arginin 0,5 mM MnCl, (SDS-PAGE)

b 0,1 M Tris/HCI pH 9,0, 0,5 mM MnCl,, e 0,1 M Tris/HC1 pH 7,0 e Aggregation
5 mM GSSG, 1 M Arginin, 1,5 e 0,1 M Tris/HCI pH 7,0, (SDS-PAGE)
Aquivalente ADP, 3 Aquivalente Na,SO, 100 mM Na,SO, e Aggregation

e 0,1 M Tris/HCI pH 7,0, (SDS-PAGE)
0,5 mM MnCl, e Aggregation
e 0,1 M Tris/HCI pH 7,0, (SDS-PAGE)
0,5 mM MnCl,, 20% (w/v) e Aggregation
Glyzerol (SDS-PAGE)
¢ 0,1 M Tris/HCI pH 8,0, 0,5 mM MgCl,, Aggregation
5 mM GSSG, 1 M Arginin, 1,5 (Fluoreszenz,

Aquivalente ADP, 3 Aquivalente Na,SO,

0,1 M Tris/HCI pH 9,0, 0,5 mM MnCl,,

5 mM GSSG, 1 M Arginin, 1,5
Aquivalente ADP, 3 Aquivalente Na,SO,,
2% (v/v) Tetraethylenglykol
monoethylether (CgE,), 50 mM NaF

0,02 M Tris/HC1 pH 7,0, 5 mM GSSG,
0,5 mM MgCl,, 3,2 uM DnaKry, 0,8 uM
DnaJrg, 0,4 uM GrpEry, 0,5 pM ClpBry,

Light Scattering)

Aggregation
(Fluoreszenz,
Light Scattering)

Aggregation
(Fluoreszenz,
Light Scattering)
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Die in der Tabelle 4 aufgefiihrten Experimente wurden sowohl mit A TPSTIATMD als
auch mit Thx-ATPSTIATMD durchgefiihrt. Nach Entfaltung wurden die Proteine in
Puffern mit unterschiedlichen Zusitzen, die bei der Faltung der ATPSTs einen
stabilisierenden Einfluss haben sollten, riickgefaltet. Dazu zéhlen (wie in den Versuchen
in Abschnitt 3.6.2) unterschiedliche pH-Werte und Substrat-Analoga. Auflerdem wurden
Substanzen zum Solubilisieren von Membranproteinen und Chaperone wihrend der
Riickfaltung eingesetzt. In einem Teil der Experimente konnte die Aggregation sofort
durch Fluoreszenz-Messungen und durch Light Scattering-Messungen nachgewiesen
werden (Tab.4). Bei den anderen Messungen wurden die Proteine gegen Puffer mit einem
pH-Wert in der Ndhe des pH-Optimums der aktiven ATPSTs dialysiert. Die verwendeten
Dialysepuffer enthielten teilweise ebenfalls Substrat-Analoga, fiir die Aktivitdt essentielle
Ionen oder Glyzerol zum Stabilisieren der Proteine. Durch SDS-PAGE konnte die
Aggregation der Proteine sichtbar gemacht werden (Tab.4). In keinem der mit diesen
Proben durchgefiihrten TPST-Enzymaktivitdtstests konnte Aktivitit nachgewiesen

werden (nicht gezeigt).

Mit den in dieser Arbeit gewihlten Puffern konnten keine #TPSTs aus denaturierten
Proteinen riickgefaltet werden. Dass zumindest Thx-ATPSTIATMD ein stabiles und
korrekt gefaltetes Protein bilden kann, wurde bereits im Abschnitt 3.4 gezeigt. Die TPSTs
sind in vivo Glykoproteine (Niehrs ef al., 1990a). Es wird angenommen, dass diese
Zuckerketten zur Stabilisierung der Proteine beitragen. Deshalb wurde die Expression der
hTPSTATMDs in Zellsystemen, die im Gegensatz zu E. coli in der Lage sind, Proteine zu
glykosilieren, fortgesetzt. Als Expressionssysteme wurden Insekten-Zellen (3.7) und
Hefe-Zellen (3.8) verwendet.

3.7 Expression von ”TPSTIATMD in Sf21-Zellen

Insektenzellen glykosilieren gebildete Proteine, was zu deren Stabilisierung fiihren kann.
ATPST1 enthdlt zwei potentielle Glykosylierungsstellen in dem Konstrukt
ATPSTIATMD. Aus diesen Griinden sollte die Expression aktiven A/ TPSTIATMDs in

Insektenzellen Sf21 versucht werden.
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Im ersten Schritt wurde ausgehend von pBlueScriptll KS(+) ATPST1 durch PCR
(2.2.1.1) mit TPST1-Sf01s und TPST1-02a als Primerpaar (Tab.1 in Abschnitt 2.1.2) ein
Fragment hergestellt, das in pBlueBacHis2 A kloniert werden konnte (2.2.1.6). Der so
entstandene pBlueBacHis2 A A”TPST1IATMD-Vektor wurde mit der linearisierten Viren-
DNA Bac-N-Blue™ und dem Transfektionsreagenz CellFECTIN®  gemischt.
CellFECTIN® ist ein kationisches Lipid, das den Eintritt der DNA in die Insektenzelle
vermittelt. Dabei kommt es wihrend der Transfektion zu einer homologen
Rekombination, bei der das vom Virus nicht benétigte Polyhedrin-Gen gegen die Fremd-
DNA und ecinen Teil des P-Galaktosidase-Gens ausgetauscht wird. Die genetische
Information fiir A”TPSTIATMD wird dadurch nach der Rekombination durch den sehr
starken Polyhedrin-Promotor kontrolliert. Mit dem oben beschriebenen Mix wurden
logarithmisch wachsende Sf21-Zellen transfiziert (2.2.5.1). Die bei diesen
Transfektionsansdtzen gewonnene Viruslosung konnte zur Reinigung des rekombinanten
Baculovirus verwendet werden (2.2.5.2). Der letztendlich erhaltene Virustiter betrug
4,4 x 10" pfu/ml (2.2.5.6). Zur Uberpriifung der Insertion von ATPSTIATMD in das
Viren-Genom wurde aus 200 ul dieser hochkonzentrierten Viruslosung die virale DNA

isoliert und mittels PCR analysiert (2.2.5.4; Abb.3.19)
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— 1,200 bp
— 1,000 bn
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Abb.3.19 Agarose-Gel zum Nachweis der ”TPST1ATMD-Insertion in das Genom von Bac-N-Blue-Viren-
DNA. Aus 200 ul einer Viruslosung (4,4 x 107 pfu/ml) wurde die DNA isoliert und PCR-Analysen
unterzogen. Die Auftrennung erfolgte im 1%-igen Agarose-Gel mit 0,2 pg/ml Ethidiumbromid. Die Pfeile
markieren die theoretischen Fragment-Groflen nach PCR bei erfolgter Rekombination von A”TPSTIATMD
in das Viren-Genom. (Spur 1, PCR mit Baculoforward und Baculoreverse Primern; Spur 2, 100 bp DNA
Leiter (Invitrogen GmbH, Karlsruhe); Spur 3, PCR mit TPST1kurzs und TPST 1kurzas Primern)

Das Agarose-Gel in Abb.3.19 zeigt das amplifizierte Fragment, das nach PCR mit den

Virus-spezifischen Primern (Baculoforward und Baculoreverse) erhalten wurde (Spurl
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Abb.3.19) Die GroBe des amplifizierten Fragments stimmt mit der erwarteten Gré3e nach
Insertion von ATPSTIATMD in das Viren-Genom iiberein (1274 bp). Mit ATPST1-
spezifischen Primern (TPST1kurzs und TPST1kurzas) konnte ein Fragment amplifiziert
werden, dessen GroBle ebenfalls der theoretischen Grofe entsprach (405 bp; Spur 3
Abb.3.19). Mit diesem Versuch ist eindeutig nachgewiesen, dass die in der Losung
enthaltenen Viren die genetische Information fiir A”TPSTIATMD in ihr Genom inseriert
haben. Das ist die Grundvoraussetzung fiir die Expression von ”TPSTIATMD in Sf21-
Zellen nach Transfektion der Zellen mit dem Virus.

Mit der ”TPST1ATMD-enthaltenden Viruslosung wurden 300 ml einer Sf21-Kultur (1,2x
10° Zellen/ml) mit einer MOI = 10 transfiziert und fiir 99 h inkubiert (2.2.5.7). Zweimal
taglich wurde 1 ml von der Expressionskultur abgenommen. Die Zellen wurden pelletiert
und das Medium wurde mit Hilfe von TCA zehnfach aufkonzentriert (2.2.2.3). Die
Analyse der Expression von A”TPSTIATMD-His erfolgte im Western-Blot-Verfahren mit
anti-His-Antikérpern (Abb.3.20A, linkes Bild mit Medium-Proben, rechtes Bild mit
Zelllysaten). Eine zweite Expression wurde nach 30 h beendet, die Zellen wurden
aufgeschlossen und die His-reichen Proteine des daraus resultierenden Zelllysates iiber
die Ni-NTA aufkonzentriert (2.2.2.5). Die Analyse der Protein-Konzentration erfolgte
durch SDS-PAGE (rechtes Bild der Abb.3.20B) und Western-Blot-Verfahren (linkes Bild
der Abb. 3.20B).
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Abb.3.21 Western-Blot Analyse von ATPSTIATMD-His aus Sf21-Zellen. Sf21-Zellen wurden mit
rekombinantem Bac-N-Blue-Virus mit einer MOI = 10 transfiziert und bei 27 °C fiir (A) 99 h bzw. (B) 30 h
inkubiert. Je 1 ml Probe wurde zu den angebenen Zeitpunkten entnommen, Zellen und Medium wurden
durch Zentrifugation getrennt und das Medium wurde durch TCA-Féllung 10-fach konzentriert. Die
Analyse der Proben erfolgte durch Western-Blot mit (A) anti-RGSHis-Ak HRP-Konjugat (1:1000; Qiagen,
Hilden) bzw. mit (B) anti-PentaHis-Ak (1:2000; Qiagen, Hilden) und durch SDS-PAGE mit nachfolgender
Coomassie-Farbung des Gels. Die Pfeile markieren die erwartete Lauthéhe von ATPSTIATMD-His. (G,
Gesamt-Zelllysat; U, unldsliche Fraktion; L, 16sliche Fraktion; D, Durchfluss Ni-NTA; E, Eluat Ni-NTA)

In Abb.3.20A sind die durch das anti-RGSHis-Antikoérper HRP-Konjugat detektierten
Proteine aus dem Medium (linkes Bild) und dem Zelllysat (rechtes Bild) dargestellt. Im
Western-Blot sind v. a. in den Zelllysaten sehr viele Protein-Banden zu sehen. Bei diesen
Banden handelt es sich um Kreuzspezifititen des primiren Antikorpers. Trotzdem ist zu
erkennen, dass im Verlauf des Versuchs (0—99 h) kein zusitzliches detektierbares

Protein mit einem fir ATPSTIATMD-His apparenten Molekulargewicht exprimiert
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wurde. Fiir die Analyse der zweiten Testexpression (Abb.3.20B) wurde der anti-
PentaHis-Antikorper zur Detektion His-reicher Proteine verwendet (Abb.3.20B linkes
Bild). Der in diesem Teilversuch verwendete Antikorper weist wesentlich geringere
Kreuzspezifititen als das in Teil A der Abbildung verwendete Konjugat auf. Im rechten
Teil der Abb.3.20B ist die Analyse der Proteinlésungen im Coomassie-gefarbten SDS-
Polyacrylamid-Gel gezeigt. In dieser nur 30 h dauernden Expression konnte ebenfalls
kein neu exprimiertes Protein mit dem erwarteten Molekulargewicht detektiert werden
(Abb.3.20B). Auch nach der Aufkonzentrierung der His-reichen Proteine an Ni-NTA
konnte das Zielprotein weder im SDS-Polyacrylamid-Gel sichtbar gemacht werden, noch
im Western-Blot mit den anti-His-Antikorpern nachgewiesen werden (Abb.3.20B). Der
anti-hTPST1-Antikérper konnte ebenfalls kein ATPSTIATMD-His in den
Expressionskulturen detektieren (nicht gezeigt). Im TPST-Enzymaktivititstest wurde
keine Aktivitdt gemessen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass A”TPSTIATMD in den Insektenzellen Sf21 nicht exprimiert
wurde. Zur Expression von Proteinen stehen noch weitere eukaryotische Systeme zur
Verfiigung. Als nichstes sollte deshalb die Expression der ATPSTs in Hefezellen
durchgefiihrt werden.

3.8 Expression von A”TPSTIATMD und #ATPST2ATMD in P. pastoris X-33-Zellen

Die Expression von 16slichen und aktiven ”TPSTs in E. coli gelang nicht, da die Proteine
in den Zellen als Inclusion Bodies vorlagen und nicht korrekt zuriickgefaltet werden
konnten. In Sf21-Zellen wurden die Proteine nicht exprimiert. Ein weiteres
Expressionssystem stellen Hefe-Zellen (Pichia pastoris) dar. In diesem System konnen
ebenfalls Proteine exprimiert und ggf. sezerniert werden, wodurch die Aufreinigung
erleichtert werden kann. P. pastoris Zellen sind wie die Insektenzellen in der Lage, die
heterolog exprimierten Proteine zu glykosilieren, fiihren aber keine Hyperglykosylierung

wie Saccharomyces cerevisiae durch.

3.8.1 Klonierung von X-33 A TPST1ATMD und X-33 ATPST2ATMD-Konstrukten
Zunichst wurden die Gensequenzen fiir ”TPSTIATMD und ATPST2ATMD in den

entsprechenden Vektor, in diesem Fall pPICZoB (Invitrogen GmbH, Karsruhe) kloniert.
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Der Vektor kodiert fiir ein a-Sekretionssignal am N-Terminus und fiir ein myc-Epitop
und 6 X His-Reste am C-Terminus des Zielproteins. Unter Verwendung der Primerpaare
pichia-01s und pichia-02a fiir ATPSTIATMD bzw. pichia-03s und pichia-04a fiir
WTPST2ATMD (Tab.1 im Abschnitt 2.1.2) wurden die entsprechenden Genfragmente
ausgehend von pBlueScriptll KS(+) ATPST1 bzw. pBlueScriptll KS(+) ATPST2
amplifiziert (2.2.1.1) und in die Schnittstellen von Pst I und Xba I des Vektors kloniert
(2.2.1.6). Die Amplifikation des Vektors erfolgte in E. coli XL10-Gold. Zur Uberpriifung
der Sequenz wurden 5?AO0XI1-Pichia-long bzw. 3?A0XI1-Pichia-long verwendet
(2.2.1.5).

Auch in diesem Expressionssystem wird wihrend der Transformation die genetische
Information der klonierten Fragmente einschlieBlich der verwendeten Antibiotika-
Resistenz in das Genom der Zellen integriert. Dabei werden stabile Transformanten durch
homologe Rekombination zwischen der zu transformierenden, linearisierten Vektor-DNA
und homologen Regionen innerhalb des Hefe-Genoms generiert. Diese Gen-Insertion
erfolgt am AOXI1-Locus (Alkohol-Oxidase) durch einen einzelnen ,,cross-over Vorgang
zwischen dem genetischen Locus des AOXI-Promotors und dem 4OXI-Transkriptions-
Terminator des Vektors. Dadurch werden eine oder seltener mehrere Kopien des Vektors
oberhalb oder unterhalb des 40OXI-Genes inseriert. Das einklonierte Gen steht damit
unter der Kontrolle des AOXI-Promotors. Die Aktivierung des 4OXI-Promotors erfolgt
durch Methanol. Dadurch kann die Expression des einklonierten Proteins durch Gabe von
Methanol ins Medium induziert werden.

Zur Vorbereitung auf die Insertion wurden 10 pug pPICZaB ATPSTIATMD, 6,5 ug
pPICZoB ATPST2ATMD und 10 pg pPICZoB mit Pme [ linearisiert (2.2.1.4) und
anschliefend durch Agarose-Gelelektrophorese gereinigt (2.2.1.2). Die Transformation
der linearisierten Vektoren in die P. pastoris X-33 erfolgte zur besseren Ausbeute durch
Elektroporation (2.2.5.1). Auf selektiven Agarplatten (Antibiotika-Resistenz) erhaltene
Transformanten wurden auf Insertionen durch PCR-Analysen tiberpriift (Abb.3.21).
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Abb.3.21 Agarose-Gel zum Nachweis von ATPST1- und ATPST2-Sequenzen im X-33-Genom. Je eine
Kolonie X-33-Zellen mit leerem Vektor, ”TPSTIATMD oder A TPST2ATMD transformiert, wurden durch
Lyticase (25 U; 10 min 30 °C, 30 min 80 °C) aufgeschlossen und in PCRs als Template eingesetzt. X-33
pPICZoB und X-33 pPICZoB ATPSTIATMD wurden mit TPST1kurzs/TPST1kurzas Primern und mit
5?A0X1-Pichia-long/3?A0X1-Pichia-long Primern amplifiziert; X-33 pPICZoB ATPST2ATMD mit
TPST2kurzs/TPST2kurzas Primern (12 unterschiedliche Klone). Die Auftrennung erfolgte im 1%-igen
Agarose-Gel mit 0,2 pg/ml Ethidiumbromid. (1, X-33 pPICZaB mit TPST1kurzs/TPST 1kurzas Primern; 2,
X-33 pPICZaB ATPSTIATMD mit TPST 1kurzs/TPST1kurzas Primern; 3, X-33 pPICZoB mit 5?7A0X1-
Pichia-long/3?A0X1-Pichia-long Primern; 4, X-33 pPICZoB ATPSTIATMD mit 5?AO0XI1-Pichia-
long/3?A0X1-Pichia-long Primern; M;, 1 kb Standard; M,, 100 bp Standard)

Abb.3.21 zeigt im Agarose-Gel die PCR-Produkte zur Uberpriifung der Insertion von
hTPSTIATMD (linkes Bild) bzw. h”TPST2ATMD (rechtes Bild) in das Genom von X-33-
Zellen. In die Kontrollzellen sollte lediglich ein Teil des leeren Vektors transformiert
werden. Eine PCR mit ATPST1-spezifischen Primern ergab folglich kein Fragment (Spur
1). Mit einem P. pastoris-spezifischen Primerpaar wurde ein Fragment amplifiziert, dass
der GroBe des ins Genom integrierten leeren Vektor-Fragmentes entspricht (592 bp; Spur
3). Nach Integration von ATPST1ATMD ins Genom von X-33 erhélt man nach PCR mit
hTPST1-spezifischen Primern ein Fragment mit der erwarteten Grof3e von 405 bp (Spur
2) und mit P. pastoris-spezifischen Primern ein Fragment mit der erwarteten Grof3e von
1566 bp (Spur 4). Die Amplifikation einiger Nebenfragmente, wie sie in Spur 4 zu sehen
sind, beeintrichtigt die Auswertung nicht. Nach der genomischen Insertion von
AWTPST2ATMD in X-33 wurden 12 Transformanten durch PCR-Analyse tiberpriift
(rechtes Gel). Aus allen 12 Klonen konnte mit ATPST2-spezifischen Primern ein
Fragment der erwarteten GrofB3e (305 bp) amplifiziert werden.

Diese Analyse zeigte, dass durch die Transformation X-33-Zellen zur Verfligung standen,
die die genetische Information fiir A”TPSTIATMD bzw. A”TPST2ATMD in das Genom
integriert hatten und dass diese Integration an der dafiir vorgesehenen Stelle erfolgt war.

Zusitzlich wurde ein Kontroll-Klon hergestellt, bei dessen Transformation Teile des
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leeren Vektors (ohne Insertion) verwendet wurde. Im Weiteren wurde dieser Kontroll-

Klon parallel zu den ”TPSTATMD-enthaltenen Klonen behandelt.

3.8.2 Bestimmung des Mut-Phénotypes

Der Mut-Phénotyp bezieht sich auf die Fihigkeit eines bestimmten P. pastoris-Klones,
mit Methanol als einzigste Kohlenstoff-Quelle zu leben. Zur Umsetzung von Methanol
wird die Alkohol-Oxidase exprimiert. Der dazugehdrige Gen-Locus ist das AOX-Gen. In
P. pastoris existieren zwei Kopien dieses Gens, von denen das 4OXI1-Gen wesentlich
starker exprimiert wird. Erfolgt ein Verlust des 4OXI-Gens, z. B. durch Insertion von
Fremd-DNA, so wachsen die Zellen langsamer auf Methanol-enthaltendem Medium. Sie
werden als Mut®*-phanotypisch bezeichnet (Methanol utilization slow). Mut” bezieht sich
auf die Fahigkeit des Wildtyps (40X1-Gen intakt) mit Methanol gut zu leben (Methanol
utilization plus). Die Ausprigung des Mut-Phénotypes ist demnach von dem genauen Ort
der genetischen Insertion wahrend der Transformation abhingig. Er hat Auswirkungen
auf die Expressions-Induktion und muss deshalb vorher bestimmt werden.

Zur Bestimunng des Mut-Phinotypes wurden die #TPST-enthaltenen Klone auf MM-
(Minimalmedium mit Methanol als einzige Kohlenstoff-Quelle) und MD-
(Minimalmedium ohne Methanol, mit Glukose) Agarplatten iibertragen. Nach 2 d
Inkubation bei 30 °C wurde das Wachstum der Klone auf den beiden Medien verglichen

(Abb.3.22).
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Abb.3.22 Bestimmung des Mut-Phénotypes von X-33 pPICZaB-, X-33 pPICZaB A”TPSTIATMD- und X-
33 pPICZaB h'TPST2ATMD-Klonen. Die Zellen wurden auf MD (Minimalmedium ohne Kohlenstoff, mit
Dextrose) und MM (Minimalmedium mit Methanol) Agarplatten tiberimpft und fiir 2 d bei 30 °C inkubiert.
(K, X-33 pPICZ0B; 1-7, 1-12, X-33 pPICZaB hTPST1ATMD; 2-c, 2-f, X-33 pPICZoB A TPST2ATMD)

Die Abb.3.22 zeigt das Wachstum der X-33-Klone auf den MD-Platten (Minimalmedium
ohne Kohlenstoff, mit Dextrose; linke Bilder) und den MM-Platten (Minimalmedium mit
Methanol; rechte Bilder). Auf beiden Platten-Typen wurden 2 X-33 pPICZoB
ATPSTIATMD-Klone (1-7, 1-12; obere Bilder), insgesamt 8 Klone X-33 pPICZoB
hTPST2ATMD (4% 2-c, 4x 2-f; untere Bilder) und insgesamt 6 Kontroll-Klone (X-33
pPICZoB; K, obere und untere Bilder) analysiert. Alle untersuchten Klone zeigten auf
MM-Platten ein verringertes Wachstum, das einem Mut’-Phinotyp entspricht (Methanol
utilization slow). Das ist insofern ungewohnlich, alsdass X-33-Zellen in den meisten
Fillen Mut™ sein sollten. In diesem Fall scheinen nur die Zellen die Selektion auf
Antibiotika liberlebt zu haben, bei denen die eher seltenere Insertion in die 5°-40X1I-

Region erfolgte.
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Dieses Experiment bildete die Grundlage fiir die Auswahl der Expressionsstrategie von
WTPSTIATMD (Abschnitt 3.8.3.1) und A TPST2ATMD (3.8.3.2), die in den folgenden
Kapiteln dargestellt wird.

3.8.3 Expression von A”TPSTATMDs in X-33 und ihre Reinigung

3.8.3.1 Expression und Reinigung von ”TPSTIATMD

Da der in Abschnitt 3.8.2 bestimmte Phéinotyp fiir die X-33 pPICZoB ATPSTIATMD
Klone 1-7 und 1-12 Mut® war, erfolgte die Expression von A”TPSTIATMD nach einem
Protokoll fiir Zellen mit Mut’-Phinotyp (2.2.6.4). Dazu wurden Ubernachtkulturen von
X-33 pPICZoB und X-33 pPICZoB ATPSTIATMD Klone 1-7 und 1-12 auf '/e-tel
Volumen in BMGY-Medium konzentriert und fiir 6 d bei 30 °C unter Schiitteln inkubiert.
Zur Induktion der Expression wurde alle 24 h 0,5% Methanol zugegeben. Fiir die
Uberpriifung der Expression wurde nach 3 und 6 Tagen je 1 ml Kultur abgenommen und
zentrifugiert. Das Medium wurde durch TCA-Fillung (2.2.2.3) zehnfach konzentriert und
die Zellen wurden in '/jo-tel Volumen Breaking-Puffer mit Hilfe von Glaskugeln
aufgebrochen (2.2.6.5). Nach Beendigung der Expression wurden die Kulturen geerntet
und bei -80 °C gelagert. Die Ergebnisse der Expression von ”TPSTIATMD-cMyc-Hisg
sind in Abb.3.23 dargestellt.
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Abb.3.23 Western-Blot-Analyse der Expression von A”TPSTIATMD Klon 1-7 und Klon 1-12 in X-33-
Zellen. Die Expression erfolgte innerhalb von 6d bei 30°C. Je 1 ml Probe wurde den Kulturen
entnommen. Medium (zehnfach konzentriert) und Zellen (in '10-tel Volumen Breaking-Puffer und mit
Glaskugeln aufgeschlossen) wurden im 10%-igen SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und anschlieBend
auf PVDF-Membran geblottet. Die Detektion erfolgte entweder mit anti-His-Antikdrper (1:200; Dianova,
Hamburg) oder mit anti-cMyc-Antikorper (1:200; Sigma, Taufkirchen). (Medium, zehnfach konzentriertes
Medium; Zellen, Gesamt-Zelllysat; K, X-33 pPICZoB; 1-7, X-33 pPICZaB ATPSTIATMD Klon 1-7; 1-
12, X-33 pPICZoB ATPSTIATMD Klon 1-12; v. 1., Proben vor der Induktion; 3 d, Proben nach 3 d
Expression; 6 d, Proben nach 6 d Expression)

Der in Abb.3.23 dargestellte Western-Blot zeigt die Analyse der Expression von
hTPST1IATMD. Die exprimierten Proteine besitzen sowohl einen His-Tag als auch einen
cMyc-Tag, sodass die Detektion der Proteine mit zwei unterschiedlichen spezifischen
Antikorpern (anti-His-Antikorper, anti-cMyc-Antikorper) erfolgen kann. Im linken Teil
der Abb.3.23 ist konzentriertes Medium der Expressionskultur mit Klon 1-7 untersucht
worden. Es ist kein A/ TPSTIATMD zu detektieren, d. h. es wurde kein exprimiertes
hTPSTIATMD von den Zellen sezerniert. Die beiden mittleren Bilder der Abb.3.23
zeigen die Analyse der Zellen der Expressionskulturen vor der Induktion, nach 3 Tagen
und nach 6 Tagen Expression. Anhand der Bilder ist zu erkennen, dass die Expression
von A”TPSTIATMD im Klon 1-7 nach 6 Tagen maximal ist, wihrend der Kontroll-Klon
kein mit den Antikorpern detektierbares Protein exprimiert. Im rechten Teil der Abb.3.23
sind die Zellen der Expressionskultur Klon 1-12 dargestellt. Mit dem anti-His-Antikorper
konnte ”TPSTIATMD nachgewiesen werden.

Das abgeschitzte Molekulargewicht des detektierten Proteins im Western-Blot ist ca.
55 kDa, wihrend das erwartete Molekulargewicht von ATPSTIATMD-cMyc-Hisg
51686 Da betrdgt. P. pastoris ist in der Lage, Proteine zu glykosilieren. Sollten an
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hTPST1IATMD-cMyc-Hisg Zucker-Reste gebunden sein, kénnen pro
Glykosylierungsstelle bis zu 30 D-Mannose-Reste gebunden sein. Das entspricht einem
zusitzlichen Molekulargewicht von 4,86 kDa. Da ATPSTIATMD-cMyc-Hiss zwei
Glykosylierungsstellen  besitzt, betrdgt das Molekulargewicht des gebildeten
hATPST1ATMD demnach zwischen 51686 Da und 61406 Da. Wird das Protein sezerniert,
so ist mit einer Abspaltung des Sekretionssignals, dem o-Faktor zu rechnen. Das im
Medium zu erwartende Protein hétte dann allerdings ein Molekulargewicht zwischen
42747 Da und 52467 Da.

Abb.3.23 zeigt, dass in den beiden Klonen 1-7 und 1-12 ATPST1ATMD-cMyc-Hisg
exprimiert wurde. Die gebildeten Proteine sind trotz a-Sekretionssignal intrazelluldr und
enthalten wahrscheinlich Zucker-Reste. Dies kann aus dem apparenten Molekulargewicht
von 55 kDa abgeleitet werden.

Die Reinigung von ATPSTIATMD aus den X-33-Zellen erfolgte durch Ni-Chelat-
Chromatografie. Dazu wurden die Zellen mit Hilfe von Glaskugeln in Breaking-Puffer
aufgeschlossen. Grofle Zellbestandteile wurden abzentrifugiert und 16sliche Proteine mit
dem 1,5-fachen Volumen niedrig-Imidazol-Puffer (50 mM Tris/HCl1 pH 7,5, 20 mM
Imidazol, 300 mM NaCl) verdiinnt. Aus diesem Proteingemisch wurden die an Ni-NTA

bindenden Proteine angereichert. Die Reinigung ist fiir Klon 1-7 gezeigt (Abb3.24).

A Coomassie-Firbung B Anti-His-Ak
— 98 kDa — 98 kDa
— 64 kDa — 64 kDa
_> -
— 50 kDa — 50kDa
G U L D E G U L D E

Abb.3.24 SDS-PAGE- und Western-Blot-Analyse der Reinigung von ”TPSTIATMD Klon 1-7 aus X-33.
Die Hefe-Zellen wurden in Breaking-Puffer mit Hilfe von Glaskugeln aufgeschlossen und die 16slichen Ni-
NTA-bindenden Proteine konzentriert. Die Auftrennung der Proteinlosungen erfolgte im 10%-igen SDS-
Polyacrylamid-Gel. Das Gel wurde entweder Coomassie gefarbt (A) oder die Proteine wurden durch
Elektrotransfer auf PVDF-Membran iiberfithrt und mit einem anti-His-Antikérper (1:200; Dianova,
Hamburg) detektiert (B). Die Pfleile markieren das erwartete Molekulargewicht von A TPST1ATMD-cMyc-
Hiss. (G, Gesamt-Zellaufschluss; U, unldsliche Proteine; L, losliche Proteine; D, an Ni-NTA nicht
gebundene Proteine; E, Konzentrat von Proteinen, die an Ni-NTA angereichert wurden)
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In Abb.3.24A sind die bei der Reinigung von ATPSTIATMD-cMyc-Hise erhaltenen
Proteinfraktionen nach SDS-PAGE mit Coomassie angefarbt. Es konnte dabei kein
Protein detektiert werden, dass ein dem ATPSTIATMD-cMyc-Hisg-entsprechendes
apparentes Molekulargewicht (55 kDa) aufweist. In Teil B der Abb.3.24 sind die gleichen
Proteinfraktionen im Western-Blot analysiert. Der verwendete anti-His-Antikorper
detektierte Proteine, die A”TPSTIATMD-cMyc-Hise entsprechen. Es ist zu erkennen, dass
ein Teil der vom Antikdrper erkannten ”TPSTIATMD-cMyc-Hisg-Proteine aus Klon 1-7
l6slich ist und an die Ni-NTA-Matrix gebunden werden konnte. Dadurch gelang eine
Anreicherung der Proteine. Weiterhin zeigt der Western-Blot in Abb.3.24B aufgrund
seines Banden-Musters, dass schon direkt im Zellaufschluss die Proteine abgebaut
werden. Um intrazelluldre Proteasen zu hemmen, wurden deshalb in folgenden
Aufreinigungen Protease-Inhibitoren zugegeben. AuBlerdem wurde konstant bei 4 °C
gearbeitet.

Mit der Kontrolle (X-33 pPICZoB) und mit Klon 1-12 (X-33 pPICZaB ATPSTIATMD
Klon 1-12) wurde das gleiche Verfahren wie mit Klon 1-7 (X-33 pPICZoB
AWTPSTIATMD Klon 1-7) durchgefiihrt. Die Proben wurden bei 8 °C gelagert und
anschlieBend im Sulfatierungsansatz auf Aktivitét (2.2.2.9) untersucht. Bei diesem Assay
soll die radioaktiv markierte Sulfat-Gruppe des [**S]-PAPS an TPST binden und dann
von dem Enzym auf Tyr63 des Substratmolekiils His-Hirudin {ibertragen werden. Die
radioaktiven Ansédtze wurden deshalb auf zwei verschiedenen Wegen untersucht. Zum
einen konnte im Scintillationsmessgerit die Bindung von PAPS an TPST analysiert
werden, zum anderen wurden die Proben durch SDS-PAGE aufgetrennt und nach dem
Trocknen des Gels auf einem Molecular Imager® auf das Vorhandensein von

radioaktivem Hirudin getestet (Abb.3.25).
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Abb.3.25 Sulfatierungsassay mit ”TPSTIATMD. Je 10 ul der konzentrierten Ni-NTA Eluate aus X-33
pPICZoB, X-33 pPICZoB ATPSTIATMD Klon 1-7 und Klon 1-12 wurden im Sulfatierungs-Assay
eingesetzt. 40 nul der Ansidtze wurden entweder im Scintillations-Messgerit analysiert (A) oder im 10%-
igen SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und anschlieBend auf das Erscheinen von *’SO,-Hirudin
untersucht (Exposition: 3 Wochen). Alle Daten wurden als Mittelwert + SEM angegeben; n=3. *P <0.05
gegeniiber der Kontrolle ohne A”TPSTIATMD. Der Pfeil markiert die Laufhohe von *>SO,-Hirudin im 10%-
igen SDS-Polyacrylamid-Gel.

In Abb.3.25A sind die Ergebnisse des Sulfatierungsassays dargestellt. Das in X-33
exprimierte und an Ni-NTA angereicherte ”/TPSTIATMD bindet einen Teil des 35[S]-
PAPS. Im Vergleich zur Kontrolle ist eine Steigerung der Radioaktivitit im
Scintillationszéhler zu erkennen (Abb.3.25A). Diese Steigerung der Radioaktivitit ist fiir
Klon 1-12 signifikant (131%, 1,3-fach im Vergleich zur Kontrolle) und fiir Klon 1-7
aufgrund einer groBeren Schwankung der Messwerte tendenziell (139%, 1,4-fach im
Vergleich zur Kontrolle). Im SDS-Polyacrylamid-Gel konnte kein sulfatiertes *LS]-
Hirudin nachgewiesen werden (Abb.3.26B). Die nach drei Wochen Exposition des Gels
zum Film entstandenen Banden bei 62 kDa sind als Nebeneffekte einzustufen. Die im
Scintillations-Messgerat bestimmten Radioaktivitdts-Mengen sollten ein stiarkeres Signal
wihrend der Exposition hervorrufen.

Abb.3.26 zeigt die wihrend der Reaktionszeit an ”TPSTIATMD gebunde *°[S]-Menge.
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Abb.3.26 Im Sulfatierungsassay an A”TPSTIATMD gebundene **[S]-Menge.

Von insgesamt 450 pmol pro Ansatz eingesetztem *[S]-PAPS wurde in allen Reaktionen
wenig Sulfat an ”TPSTIATMD gebunden. Ein Grund hierfiir konnte der schnelle Abbau
und damit die schnelle Inaktivierung von ”TPSTIATMD sein. Allerdings muss auch
beachtet werden, dass >°[S]-PAPS im Uberschuss im Reaktionsansatz vorhanden sein

muss.

3.8.3.2 Expression und Reinigung von ”TPST2ATMD

3.8.3.2.1 Auswahl der Expressionsklone

Fir die Expression von ATPST2ATMD in X-33 wurde zuerst getestet, ob eine
Expressionsstrategie nach Mut'- oder nach Mut’-phinotypischen Zellen eine hohere
Ausbeute zeigt. Dazu wurden je zwolf 20 ml Kulturen X-33 pPICZoB ATPST2ATMD
und zwei Kontroll-Kulturen X-33 pPICZoB entsprechend dem Protokoll fiir Mut™ und
Mut® fiir 5 d exprimiert (2.2.6.3, 2.2.6.4). Je 1 ml Zell-Kultur wurde zentrifugiert, das
Medium wurde durch TCA-Fillung zehnfach konzentriert und die Zellen wurden in Yio-
tel Breaking-Puffer mit Glaskugeln aufgeschlossen. Die Analyse der Expression erfolgte
im Western-Blot (Abb.3.27)mittels eines anti-TetraHis-Antikdrpers (1:2000; Qiagen,
Hilden).
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Abb.3.27 Western-Blot-Analyse der Testexpression von ATPST2ATMD in X-33. Fiir die Expression
wurden je 20 ml Schiittelkulturen angesetzt, die jeweils nach Mut" und nach Mut® behandelt wurden.
Insgesamt wurden 12 Klone X-33 pPICZoB ATPST2ATMD (al, all bis fI, fII) und 2 Klone X-33 pPICZaB
als Kontrolle (KI, KII) getestet. Das Medium wurde zehnfach konzentriert und die Zellen wurden in '/-tel
der urspriinglichen Kulturmenge in Breaking-Puffer mit Glaskugeln aufgeschlossen. Die Auftrennung der
Proteine erfolgte im 12,5%-igen SDS-Polyacrylamid-Gel mit anschlieBendem Proteintransfer auf PVDF-
Membran. Proteine mit His-Tag wurden durch anti-TetraHis-Antikdrper (1:2000; Qiagen, Hilden)
detektiert. Die Pfeile markieren die Klone und die experimentelle Anordnung, die weiter verwendet wurde.

hTPST2ATMD-cMyc-Hiss wird von den einigen X-33-Klonen exprimiert wird. Die
Expressionsrate und die Lokalisation der exprimierten Proteine variiert zwischen den
einzelnen Klonen. Erfolgt der Expressionsansatz entsprechend dem Mut -Phénotyp (wie
erwartet fir X-33), so wird ATPST2ATMD-cMyc-Hiss gebildet und ins Medium
sezerniert (2-al, 2-all, 2-cl, 2-cIl, 2-dI, 2-dII, 2-el, 2-ell, 2-fI, 2-flI). Wurden die
Expressionsansitze nach dem Mut-Phinotyp durchgefiihrt, so wurde weniger
hTPST2ATMD-cMyc-Hisg gebildet, das sich hauptsdchlich innerhalb der Zellen
anreicherte (2-al, 2-all, 2-bll). P. pastoris-Zellen sekretieren wenige Proteine ins
Medium. Das Medium selber besteht ebenfalls kaum aus Proteinen. Aufgrund fehlender
Proteasen im Medium ist die Aufreinigung von sezernierten Proteinen einfacher. Deshalb

wurde die folgende Expression von A”TPST2ATMD-cMyc-Hiss nach dem Mut'-Phinotyp
mit den Klonen 2-cl, 2-fI und einer Kontrolle (KI) durchgefiihrt.

3.8.3.2.2 Expression von hTPST2ATMD in X-33-Zellen

Fiir die Expression wurden Ubernachtkulturen von X-33 pPICZoB ATPST2ATMD Klon
2-cl und Klon 2-fI und X-33 pPICZoB als Kontrolle in BMMY-Medium auf ODgg = 1
verdiinnt und fiir 5 d bei 30 °C unter Schiitteln inkubiert. Die Induktion der Expression
erfolgte durch die tdgliche Zugabe von 0,5% Methanol. Nach Beendigung der
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Expression wurden die Zellen und das Medium durch Zentrifugation voneinander
abgetrennt und bei -80 °C gelagert. Zur Uberpriifung der Expression von ”-TPST2ATMD-
cMyc-Hisg wurde aus je einem ml Kultur das Medium zehnfach konzentriert und die

Zellen in '/jo-tel Breaking-Puffer mit Glaskugeln aufgeschlossen. Das Ergebnis ist in

Abb.3.28 dargestellt.
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Abb.3.28 SDS-PAGE und Wstern-Blot zur Analyse der Expression von ”TPST2ATMD in X-33-Zellen.
Zur Expression von A”TPST2ATMD-cMyc-Hisq wurden X-33 pPICZoB A TPST2ATMD Klone 2-cI und 2-
fl und X-33 pPICZoB als Kontrolle (K) nach Mut'-Phinotyp-Ansatz induziert. Nach 5 d Inkubation
wurden Medium und aufgeschlossene Zellen im 12,5%-igen SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Das Gel
wurde Coomassie gefdrbt (A). (B) Die in einem zweiten identischen SDS-Polyacrylamid-Gel enthaltenen
Proteine wurden auf PVDF-Membran transferiert und mit anti-TetraHis-Antikérper (1:2000; Qiagen,
Hilden) bzw. mit anti-cMyc-Antikérper (1:200; Sigma, Taufkirchen) detektiert. Die Pfeile markieren die
Laufhohe von ATPST2ATMD-cMyc-Hiss (M, Mark 12 Standard )
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In Teil A der Abb.3.28 ist die Analyse der Zellproteine und der im Medium enthaltenen
Proteine im SDS-PAGE nach Coomassie-Farbung dargestellt. Im Vergleich zu der
Kontroll-Expression (K) ist weder in den Zell- noch in den Medienproben der Klone 2-cl
und 2-fl (Abb.3.28A) ein Protein mit dem apparenten Molekulargewicht fiir
hTPST2ATMD-cMyc-Hises zu detektieren. In den in Abb.3.28B gezeigten Western-Blots
sind die gleichen Proben mittels der spezifischen Antikorper anti-TetraHis- und anti-
cMyc-Antikorper analysiert. In den Western-Blots ist zu erkennen, dass A/ TPST2ATMD-
cMyc-Hisg in den Klonen 2-cI und 2-fI exprimiert wird. Diese Expression wird von
beiden verwendeten Antikorpern bestdtigt. Die Detektion erfolgte in den Gesamt-
Zelllysaten, nicht im Medium. Demnach kam es im Gegensatz zu der Testexpression zur
Bestimmung des Mut-Phanotypes (3.8.3.2.1) zu keiner Abspaltung des N-terminalen a-
Sekretionssignals vom Zielprotein. Zur Einschdtzung des apparenten Molekulargewichtes
fiir ATPST2ATMD-cMyc-Hisg muss die mogliche Glykosylierung des Proteins an zwei
Aminosduren und das N-terminale o-Sekretionssignal in Betracht gezogen werden. Das
theoretische ~ Molekulargewicht  betrdgt demnach zwischen 51436 Da  ohne
Glykosylierung (aufgrund der primdren Aminosdure-Sequenz) und 61156 Da bei
maximaler Glykosylierung des Proteins (maximal 30 D-Mannose-Reste pro
Glykosylierungsstelle; entspricht einem zusitzlichen Molekulargewicht von je 4,86 kDa)
durch die Hefezelle und vorhandenem o-Sekretionssignal. Mit einem anhand des
Western-Blots geschitzten Molekulargewicht des exprimierten Proteines von 60 kDa

liegt A”TPST2ATMD-cMyc-Hiss wahrscheinlich glykosiliert vor.

3.8.3.2.3 Reinigung von aktivem hTPST2ATMD

Durch Ni-Chelat-Chromatografie (2.2.2.5) sollte ”TPST2ATMD angereichert werden.
Dies wurde mit den Gesamt-Zelllysaten der Klone 2-cI und 2-fl und der Kontrolle
durchgefiihrt. Die Elution der Proteine von der Matrix erfolgte unter hoher Imidazol-

Konzentration (250 mM). Die Analyse der Proteinlosungen mittels Coomassie und

Western-Blot nach SDS-PAGE ist in Abb.3.29 dargestellt.
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Abb.3.29 SDS-PAGE und Western-Blot zur Analyse der Anreicherung von ”TPST2ATMD-cMyc-Hisgs an
Ni-NTA-Matrix. X-33 pPICZoB ATPST2ATMD Klone 2-cI und 2-fI und X-33 pPICZoB (Kontrolle)
wurden in Breaking-Puffer mit Glaskugeln aufgeschlossen. Die 16slichen Proteine der Zelllysate wurden an
Ni-NTA angereichert. Die Elution erfolgte bei 250 mM Imidazol. Proteinlosungen aus verschiedenen
Proben wurden (A) im SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und durch Coomassie detektiert. (B) Die
Proteine eines identischen SDS-Polyacrylamid-Geles wurden auf PVDF-Membran transferiert und dort
durch Western-Blotting mit anti-TetraHis-Antikorper (1:2000; Qiagen, Hilden) und anti-cMyc-Antikdrper
(1:200; Sigma, Taufkirchen) nachgewiesen. Die Pfeile markieren die Lauthohe von ”TPST2ATMD-cMyc-
Hiss. (G, Gesamt-Zellysat; D, Durchflul Ni-NTA; E, Eluat Ni-NTA; M, Mark 12 Standard )

Die aus den Expressions-Zellen gewonnenen Proteinlosungen sind im Coomassie-
gefirbten SDS-Polyacrylamid-Gel dargestellt (Abb.3.29A). In den Proben konnte
hTPST2ATMD-cMyc-Hise aufgrund geringer Konzentration nicht eindeutig zugeordnet
werden. In den dargestellten Western-Blots (Abb.3.29B) konnten sowohl mit dem anti-
His-Antikorper als auch mit dem anti-cMyc-Antikorper Proteine mit dem entsprechenden
Molekulargewicht spezifisch detektiert werden. Ob die Eluate der Ni*'-
Chelatchromatografie  aktives ATPST2ATMD  enthalten, wurde im  TPST-
Enzymaktivititsassay untersucht (2.2.2.9)(Abb.3.30).
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Abb.3.30 TPST-Aktivitdtsassay mit ATPST2ATMD. Je 10 pl Probe pro 50 ul Ansatz wurden eingesetzt.
Als Akzeptor diente His-Hirudin. Die Sulfatierungs-Reaktion erfolgte bei 37 °C iiber 24 h. (A,
inkorporierte Radioaktivitit in counts pro Minute; B, umgesetztes Substrat *>S-PAPS). Alle Daten wurden
als Mittelwert £ SEM angegeben; n=3. *P < 0,008 gegeniiber der Kontrolle vor Ni-NTA; #P < 0,008
gegeniiber der Kontrolle nach Ni-NTA. (Kontrolle, X-33 pPICZaB; 2-cl, X-33 pPICZaB h'TPST2ATMD
Klon 2-cI; 2-fI, X-33 pPICZaB A”TPST2ATMD Klon 2-f1)

Anhand der Abb.3.30 ist zu erkennen, dass I6sliches und aktives ”TPST2ATMD in den
Proteinlosungen enthalten ist. Der radioaktive Sulfuryl-Rest des Donors [*°S]-PAPS
konnte wéhrend der Reaktion an Proteine gebunden werden. Diese Bindungsaktivitit
konnte in beiden (2-cl, 2-fI) A”TPST2ATMD-cMyc-Hiss-exprimierenden X-33-Klonen
nachgewiesen werden und durch Proteinanreicherung mittels Ni-Chelatchromatografie
gesteigert werden.

Aus den X-33-Zellen (Klone 2-cI und 2-fI) konnte demnach A”TPST2ATMD gereinigt
werden, das eine Aktivitit gegenliber PAPS aufweist (357-fach im Vergleich zur
Kontrolle fiir 2-cI, 823-fach im Vergleich zur Kontrolle fiir 2-fI). Diese Werte
entsprechen einer A”TPST2ATMD-cMyc-Hisg-Anreicherung von 3,5x fiir Klon 2-cI bzw.
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9,4x fur Klon 2-fI und einer Ausbeute von 0,8% fiir Klon 2-cI bzw. 1,4% fiir Klon 2-fI
bezogen auf die theoretische Ausgangs-Menge von A/ TPST2ATMD-cMyc-Hisg errechnet
aus der inkorporierten Radioaktivitét.
Ob es bei der gemessenen Bindung des radioaktiven Sulfuryl-Restes zur Ubertragung
desselben auf Modellsubstrat Hirudin als Akzeptor kommt, sollte durch SDS-PAGE der
Sulfatierungsansitze und anschlieBender Detektion von *>SO4*-Hirudin im Gel bestimmt
werden (Abb3.31).
A

His-Hirudin —

e

2-t2-all k| [ on | 2e | & ]

Abb.3.31 SDS-Polyacrylamid-Gel mit Sulfatierungsansitzen. Proben verschiedener Ansdtze mit
ATPST2ATMD aus Klon 2-cI, 2-fl und der Kontrolle (Abb.3.30) wurden im 17,5%-igen SDS-
Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Die Proteine wurden mittels Coomassie angeféirbt (A) und das Gel wurde
anschlieBend zur Detektion radioaktiv markierter Proteine fiir 3 Wochen einer Imaging-Platte exponiert.
Der Pfeil markiert die Lauthéhe von His-Hirudin. (K, Proben aus X-33 pPICZaB; 2-cl, Proben aus X-33
pPICZoB ATPST2ATMD Klon 2-cI; 2-fI, Proben aus X-33 pPICZoB ATPST2ATMD Klon 2-fI; M,
SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Protein Standard)

Abb.3.31A zeigt im Coomassie-gefiarbten SDS-Polyacrylamid-Gel eine prominente
Proteinbande bei 36 kDa. Diese Protein-Bande ist in Abb.3.29 ebenfalls als Hauptprotein
beschrieben worden und stellt aufgrund des gezeigten apparenten Molekulargewichtes
nicht ATPST2ATMD dar. Eine im Coomassie-gefirbten SDS-Polyacrylamid-Gel
erkennbare Protein-Bande bei 20 kDa zeigt His-Hirudin. In Teil B der Abb.3.31 ist die
Verteilung des radioaktiven Sulfuryl-Restes im SDS-Polyacrylamid-Gel dargestellt. Nach
drei Wochen Exposition des Gels zu einer Imaging-Platte konnten in allen drei
untersuchten Proben (Kontrolle ohne ”TPST2ATMD, 2-cI und 2-fI mit ”TPST2ATMD)
Protein-Banden detektiert werden (57 kDa, 32 kDa, 20 kDa). Diese Banden wurden in

gleicher Stirke ebenfalls in der Kontrolle detektiert. Es handelt sich demnach um eine
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unkatalysierte Bindung des *°S-Sulfuryl-Restes oder des *°S-PAPS-Molekiils an ein
Protein im Reaktionsansatz. Es musste iiberpriift werden, ob der Sulfuryl-Rest von >°S-
PAPS auf His-Hirudin tibertragen, jedoch wihrend der SDS-PAGE von Hirudin
abgespalten wird. Dazu wurden die Sulfatierungsansitze mittels nativer-PAGE analysiert

(Abb.3.32).
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Abb.3.32 native-PAGE von Sulfatierungsansidtzen mit A”TPST2ATMD. A, je 10 ul der Probenansitze
wurden im 10%-igen nativen Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Die Anfarbung der Proteine erfolgte mit
Coomassie. B, das Polyacrylamid-Gel wurde getrocknet und fiir 3 d einer Imaging-Platte exponiert. C,
Laufverhalten von His-Hirudin im verwendeten Puffer-System.

(Sulfatierungsassay mit P, Puffer als Probe; K, Kontrolle als Probe; 2-cI, ”-TPST2ATMD Klon 2-cI als
Probe; 2-fI, A-TPST2ATMD Klon 2-fI als Probe; His-Hirudin = 2 nmol)

Das in Abb.3.32B gezeigte Radioaktivitits-Image des SDS-Polyacrylamid-Geles zeigt
nach nur 3 d Exposition zur Imaging-Platte radioaktiv-markierte Proteine. Die Detektion
der Proteine kann nur dann erfolgen, wenn die Proteine *°S gebunden haben. Diese
,markierten“ Proteine sind nur in den A/ TPST2ATMD-enthaltenden Sulfatierungsansétzen
(2-cl, 2-fI) nachweisbar. Die Menge der detektierten Radioaktivitit entspricht der
Zahlrate im Scintillations-Messgerit Die Hauptprotein-Bande im Image (Abb.3.32B)
verhdlt sich dhnlich in ihrem Laufverhalten zu His-Hirudin im gleichen Puffer-System
(Abb.3.32C). Daraus kann geschlussfolgert werden, dass der Sulfuryl-Rest von *°[S]-
PAPS auf His-Hirudin iibertragen wurde. Das bedeutet gleichzeitig, dass das in X-33
exprimierte A TPST2ATMD aktiv ist und die Sulfatierung von geeigneten Tyrosyl-Resten
katalysiert. Diese ATPST2ATMD-Aktivitit wird auch durch die Ubertragung des
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radioaktiven Sulfuryl-Restes auf weitere geeignete Tyrosyl-Reste, die sich innerhalb von

Proteinen im Sulfatierungsassay befinden, bestitigt.

Somit ist die Expression von loslichem und katalytisch aktivem ATPST2 in X-33-
Hefezellen gelungen. Es konnte nachgewiesen werden, dass die ATPST2ATMD-
angereicherte Proteinldsung die Ubertragung des Sulfuryl-Restes auf geeignete Substrate
katalysiert. Der Nachweis erfolgte in direkter Weise durch die Detektion des sulfatierten

Substrates.
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4.Diskussion

4.1 Intrazellulire Lokalisation von A/ TPST1

Sulfatierte Tyrosyl-Reste sind i. d. R. in Proteinen nachgewiesen worden, die entweder
sezerniert werden oder in der Plasmamembran verankert sind (Niehrs et al., 1994). Dazu
gehoren beispielsweise der Blutgerinnungsfaktor VIII (Leyte et al., 1991), Fibrin (Meh et
al., 2001), Cholecystokinin (Vargas et al., 1994), die Glykoprotein Hormonrezeptoren
(Costagliola et al,, 2002), der PSGL-1 Rezeptor (Rodgers et al., 2001) und der
Chemokin-Rezeptor CCRS5 (Seibert ef al., 2002). Die Sulfatierung von Proteinen durch
Tyrosylprotein Sulfotransferasen spielt eine entscheidende Rolle bei Protein-Protein-
Interaktionen, in Prozessen wie z. B. der Entziindungshemmung, der Blutgerinnung und
der Plaque-Bildung in blutfiihrenden Gefidf3en.

Da die Substrate der TPSTs vor ihrer Sekretion bzw. dem Einbau in die Plasmamembran
den sekretorischen Apparat durchqueren miissen, wurde damit iibereinstimmend die
Lokalisation der TPSTs im sekretorischen Apparat, genauer im Golgi-Apparat, vermutet
(Baeuerle et al., 1987). Diese Vermutung wird durch die Aminosdure-Sequenz der
Proteine (Beisswanger et al., 1998; Ouyang et al., 1998a; Ouyang et al., 1998b) und ihr
in vitro-bestimmtes pH-Optimum (Niehrs et al., 1990a; William ef al., 1997; Ramaprasad
et al., 1998b) unterstiitzt. Aullerdem konnte die Sulfatierung von Tyrosyl-Resten mit
solubilisierten Proteinen aus Golgi-Membranen nachgewiesen werden (Niehrs et al.,
1990a). All diese Aussagen in Bezug auf die Lokalisation der TPSTs beruhen auf
indirekten Nachweisen. Der direkte subzellulire Nachweis der Proteine mittels
spezifischen Antikorpern oder durch Fusionsproteine erfolgte nicht. In dieser Arbeit
wurde die Frage nach der Lokalisation der TPSTs abschliefend geklart (Abschnitt 3.3).
hTPSTI1-GFP konnte in der Peripherie des Zellkerns entsprechend dem Golgi-Apparat
detektiert werden. Diese Lokalisation wurde durch die prazise Kolokalisation mit Golgin-
97, einem bekannten Markerprotein fiir den Golgi-Apparat (Griffith et al., 1997; Kjer-
Nielsen et al., 1999; Barr, 1999), bestitigt. Durch Fluoreszenz-Mikroskopie wurde also
nachgewiesen, dass A”TPST1 im Golgi-Apparat von COS-7-Zellen lokalisiert ist, wenn es

als GFP-Fusionsprotein exprimiert wird.
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4.2 Beeinflussung der Expression von ATPST-Isoformen in vivo

An sezernierten Proteinen bzw. an Proteinen, die in der Plasmamembran lokalisiert sind,
kann eine Sulfatierung von Tyrosyl-Resten erfolgen. Die Sekretionsrate von Proteinen ist
bei manchen Zellen sehr hoch. Dazu gehdren die Endothelzellen, die die innere
Verkleidung von Blutgefilen bilden. Die Zusammensetzung der von diesen Zellen
sezernierten Proteine dndert sich in Abhéngigkeit vom Blutfluss und damit auch von der
Schubspannung, die von dem Blutstrom auf die Endothelzellen ausgeiibt wird (Davies et
al., 1997; Topper et al., 1999). Da die auszuschleuBenden Proteine den sekretorischen
Apparat durchqueren miissen, steht den TPSTs ein geéndertes Substratspektrum zur
Verfiigung. Die Anderung des Substratspektrums kdnnte eine nachfolgende Anderung
der Expressionsraten von TPST1 und TPST2 erforderlich machen, falls beide Enzyme
unterschiedliche Affinitdten zu verschiedenen Substraten besitzen. Eine unterschiedliche
Substratspezifitit beider Isoformen wurde bereits von Ouyang und Moore vorgeschlagen
(Ouyang et al., 1998b). Ob die Schubspannung die Expression der TPSTs beeinflusst, ist
bisher nicht untersucht worden.

In dieser Arbeit konnte durch kombinierte RT-PCR gezeigt werden, dass die mRNAs
beider A/TPST-Isoformen in humanen Endothelzellen koexprimiert werden (Abschnitt
3.4.1). Die Expression der #ATPSTs in HUVEC wird durch biomechanische Kréfte
beeinflusst. Diese Beeinflussung der A”TPST-Expression durch Schubspannung, die neben
der Dehnung aufgrund des Blutflusses auf die Endothelzellen einwirkt, wurde auf dem
mRNA-Niveau fiir beide Isoformen (Abschnitte 3.4.2. und 3.4.4) und auf dem Protein-
Niveau fiir #ZTPST1 nachgewiesen (Abschnitt 3.4.3). Anderungen, die auf dem mRNA-
Niveau sichtbar waren, konnten direkt proportional auf das Protein-Niveau iibertragen
werden. Die Regulation der A”TPST-Expression der Endothelzellen auf Schubspannung
erfolgt dosis- und zeitabhidngig. Die Expression von A/TPST2 ist dominant bei héheren
Schubspannungen, und die Herauf-Regulation erfolgt bereits nach 4 h. Im Gegensatz
dazu verringert sich die Expression von ATPST1 erst 24 h nach Einsetzen des Stimulus.
Die unterschiedliche Regulation der Expression beider Isoformen beruht wahrscheinlich
auf der intrazelluliren Weiterleitung des Signals tiber unterschiedliche Kaskaden. So
konnte gezeigt werden, dass der Inhibitor RO-31-8220 fiir die PKC-abhingige Signal-
Kaskade die Steigerung der ”TPST2-mRNA-Expression verhindert, wihrend Herbimycin
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A als Inhibitor fiir Tyrosin-Kinasen die Herabregulation der Transkription fiir A/TPST1
aufgrund von Schubspannung verhindert (Abschnitt 3.4.5).

Demnach konnte die Expression der einzelnen ATPST-Isoformen unter der Kontrolle
verschiedener Transkriptionsfaktoren liegen, die selbst durch biomechanische Krifte
unterschiedlich beeinflusst werden. Die Regulation verschiedener Gene durch
Phosphorylierungs-Ereignisse als Antwort auf Schubspannung ist bekannt (Traub et al.,
1998). So konnte nachgewiesen werden, dass die Kinasen ERK1/2, ERKS5 (BMK-1) und
p38 durch Schubspannung reguliert werden. Zusitzlich beeinflusst der Blutfluss die
Expression von verschiedenen Transkriptionsfaktoren wie c-fos, c-jun und c-myc.
Weiterhin ist bekannt, dass Schubspannung die Aktivitit der Kinase JNK/SAPK reguliert
und die Apoptose von Endothelzellen verhindert (Traub et al, 1998). Ausserdem
induziert ein hoherer Blutfluss unterschiedliche Expressions-Niveaus anderer
Sulfotransferasen (CHST1 und CHST2) in vaskularen Endothelzellen und beeinflusst
damit die L-Selektin-vermittelte Anlagerung von Leukozyten (Li et al., 2001).
Endothelzellen sind somit aufgrund extrazelluldr einwirkender Kréfte in der Lage, das
hTPST-Isoform-Verhéltnis den zelluliren Notwendigkeiten exakt anzupassen. Die
direkte oder indirekte Induktion des Isoform-Wechsels konnte zur Tyrosyl-Sulfatierung
von unterschiedlichen Gruppen von Proteinen fiihren. Da die Tyrosyl-Sulfatierung die
Bindungsaffinitit von Proteinen, u. a. der Selektine, der Blutgerinnungsfaktoren und ihrer
Liganden, zueinander erhoht, konnte die Modulation des A”TPST1/ATPST2-Verhéltnisses
durch Schubspannung innerhalb von Endothelzellen einen direkten Einfluss auf eine
Reihe intra- und extrazelluldrer Prozesse haben (Wilkins et al., 1995; Patel et al., 1995).
Statistische Uberschlagsrechnungen aufgrund von ,,Pulse-Chase-Experimenten* zeigen,
dass jedes zwanzigste von HepG2-Zellen sezernierte Protein und jedes dritte von
Fibroblasten sezernierte Protein einen sulfatierten Tyrosyl-Rest besitzt (Hille et al.,
1990). Es wurde in der vorliegenden Arbeit davon ausgegangen, dass das Verhéltnis in
von HUVEC sezernierten Proteinen &hnlich ist. Deshalb wurde mit Hilfe eines
proteomischen Ansatzes versucht, Tyrosyl-sulfatierte Proteine im Uberstand der Zellen
zu identifizieren und, falls moglich, dadurch die Substrat-Spezifitit der A/TPSTs zu
bestimmen (Abschnitt 3.4.6). Alle Proteine mit mehr als 5 ng im Probenansatz (entspricht

ca. 250 ng/ml) konnten mittels Silberfirbung nach der Auftrennung in einem 2-
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dimensionalem Gel sichtbar gemacht werden (Ausubel et al., 1994). Bei diesen
Versuchen konnten keine variierenden Protein-Spots zwischen den einzelnen Proben im
SDS-Polyacrylamid-Gel detektiert werden. Die Hauptmenge der pro Versuch
eingesetzten 450 pg Gesamtproteine im Zell-Uberstand besteht aus Proteinen des fetalen
Kiélberserums (FCS), die dem Medium als Nahrungsquelle fiir die Zellen zugesetzt
werden. Zusédtzliche spezifisch sezernierte Proteine (mit den untersuchten
Einschrankungen wie pH-Wert und Molekulargewicht) konnten in den durchgefiihrten
Experimenten nicht nachgewiesen werden.

Der Grund hierfiir ist die geringe Konzentration dieser Proteine im Zell-Uberstand. In
den Blutgefilen befindet sich im Verhiltnis zum Plattenkegel-Viskometer-Versuch
weniger Fliissigkeit auf den Zellen. Dadurch konnen hohere Konzentrationen einzelner
Proteine im Blut erreicht werden. Beispielsweise liegt das von Willebrand Faktor
Propeptid im Blutplasma mit einer Konzentration von 1 pg/ml vor, das aktive Peptid mit
10 ug/ml (Sadler, 1998). Die Konzentration von Thrombin im Blutplasma schwankt
zwischen <1 nM und 1500 nM, von Faktor VIlla zwischen niedrigen pM bis 0,3 nM,
von Faktor Xa zwischen niedrigen pM und 1 nM und von Faktor XI zwischen 1 pM und
15 pM (Butenas et al., 1997). Diese Konzentrationen wurden im Medium in den in dieser
Arbeit durchgefiihrten Versuchen nicht erreicht.

Mochte man diesen Ansatz weiter verfolgen, sollte die Dauer des Experimentes erhoht
werden, sowie die Menge des zugesetzten Mediums (soweit moglich) verringert werden.
AuBerdem ist eine Konzentrierung der Proteine bzw. eine vorherige Auftrennung (z.B.
durch HPLC oder Blue-Sepharose) nach Applikation der Schubspannung denkbar. Zur
Identifizierung von sulfatierten Proteinen konnte 3S-markiertes PAPS den Zellen
zugegeben werden. Leider stand im Rahmen dieser Arbeit keine 2-Dimensionale
Gelapparatur fiir radioaktives Arbeiten zur Verfiigung.

Durch die Identifizierung von TPST1 und 2 spezifischen Substraten konnte die
Bedeutung jeder Isoform bei wichtigen physiologischen Vorgingen (u. a. Blutgerinnung,
Entziindungshemmung, Abwehr von Pathogenen) bestimmt werden. Die Koepression
einer TPST-Isoform mit seinen spezifischen Substraten in vivo kdnnte zum besseren

Verstindnis dieser physiologischen Vorgidnge beitragen und evtl. eine Moglichkeit zur
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Beeinflussung dieser Vorginge aufzeigen, die im Idealfall zur Entwicklung geeigneter

Therapien benutzt werden kann.

4.3 Expression von rekombinanten aktiven #/TPSTs

Die Herstellung von rekombinanten, 16slichen Proteinen ist Ausgangspunkt fiir ihre
biochemische Charakterisierung und Strukturaufkldrung und die Identifizierung ihrer
Substrate und Inhibitoren. Anhand der humanen zytosolischen Dopamin Sulfotransferase
(SULT1A3) konnte gezeigt werden, dass die in prokaryotischen und eukaryotischen
Systemen exprimierten Enzymen dem nativen Protein entsprechen (Dajani et al., 1999b).
Die Lokalisation von Typ II Membranproteinen im Golgi-Apparat erfolgt durch
Interaktionen mit spezifischen Lipid-Doménen (Munro, 1998) und/oder mit anderen
Golgi-Proteinen (Lanoix et al.,, 1999). Diese Interaktionen scheinen durch die
Transmembrandomine und flankierende Regionen bestimmt zu sein (Humphries et al.,
1997; Storrie et al., 2000). Um die ”TPSTs in vitro charakterisieren zu konnen, ist es von
Vorteil, die Proteine in wissrigen Puffern 16slich und stabil zu halten. Da die
Transmembrandomédne die Verankerung der Enzyme in der Membran des Golgi-
Apparates vermittelt, wurden die A”TPSTs ohne ihre N-terminale Transmembrandoméne
in verschiedenen prokaryotischen und eukaryotischen Systemen exprimiert und auf

Loslichkeit und Aktivitit untersucht.

4.3.1 Expression von Thx-ATPST1ATMD in vitro

Fir die Expression von rekombinanten Proteinen ist ein intakter Translations- und
Transkriptionsapparat notwendig. Die Firma Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)
bietet ein in vitro-System an, mit dem innerhalb von 24 h bis zu 6 mg eines
rekombinanten Proteins hergestellt werden kann. Das in dieser Arbeit verwendete
Zielprotein Thx-ATPSTIATMD konnte nach Zugabe von aktivierter Protein Disulfid
Isomerase (PDI) und von Chaperonen (GroE, DnaK) zum Reaktionsansatz 16slich und
aktiv exprimiert werden (Abschnitt 3.5). PDI katalysiert den Austausch von Disulfid-
Briicken in Proteinen und wird deshalb bei der Faltung von Proteinen mit verbriickten
Cysteyl-Resten eingesetzt (Tang et al., 1988; Darby et al., 1994). Die Steigerung der

Aktivitdt im 16slichen Teil des Reaktionsansatzes betrug nach Zugabe von PDI und
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Chaperonen 12% im Vergleich zur Reaktion ohne Additiva. Dies ist auf einen
gesteigerten Anteil korrekt gefalteter Zielproteine unter Einfluss von PDI und
Chaperonen zuriickzufiihren. Der positive Einfluss von PDI im Reaktionsansatz auf die
Loslichkeit des Zielproteins spricht fiir die Notwendigkeit der Bildung und
Rearrangierung von Disulfid-Briicken innerhalb der Polypeptidkette von Thx-
ATPST1ATMD.

Dieser Teilversuch zeigt, dass es prinzipiell moglich ist, im prokaryotischen
Expressionssystem aktives und 16sliches ATPSTIATMD herzustellen. Da der
Reaktionsansatz lediglich 1 ml betrug (Volumenbegrenzung durch das System) und die
Produktion von Thx-ATPSTIATMD im pg-Bereich lag, konnte mit dem RTS 500 E. coli
HY System keine groBeren Mengen rekombinantes Protein exprimiert werden. Im

Weiteren wurde deshalb heterolog in vivo exprimiert.

4.3.2 Loslichkeit von A”TPST1IATMD und ATPST2ATMD in E. coli

Die Expression heterologer Proteine in E. coli ist bei weitem die einfachste, schnellste
und kostengiinstigste Methode, um grofle Mengen eines Proteins herzustellen.

Die ATPSTs wurden deshalb ohne ihre N-terminale zytosolische und ihre
Transmembrandoméne in verschiedenen E. coli-Stimmen exprimiert (Abschnitt 3.6.1).
Die Expression der Proteine war meist erfolgreich, allerdings waren die Proteine
unldslich. Durch die Fusion von unldslichen Proteinen mit bestimmten Proteinen kann
die Loslichkeit der Zielproteine erhoht werden. Zu diesen ,,Helfer“-Proteinen gehoren
Thioredoxin (Derman et al., 1993) und NusA (Davis et al., 1998). Die Expression einer
Reihe von darauf basierenden N-terminalen Fusionsproteinen verbesserte die Loslichkeit
der A”TPSTs nicht, ebenso nicht die Expression bei unterschiedlichen Temperaturen, die
Expression unterschiedlicher Mutanten und die Koexpression beider ATPSTs. Die
Koexpression mit GrpE und ClpB bzw. mit DnaK, DnaJ und GroESL fiihrte ebenfalls zu
keinem positiven Ergebnis (Rabiller, 2002). Die Expression loslicher TPSTs unter
Verwendung eines Thioredoxin-Reduktase- und Glutathion-Reduktase-inaktiven E. coli-
Stammes (Origami (DE3)), der die Bildung von Disulfid-Briicken im Zytosol prinzipiell
erlaubt, gelang ebenfalls nicht. Der Aufschluss der Zellen in ATPST-stabilisierenden



Diskussion 101

Puffern und die teilweise Denaturierung der Proteine und anschlieBende Riickfaltung der
hTPSTs in protektiven Puffern fiihrte zu keinen 16slichen #”TPSTs (Abschnitt 3.6.2).

Der Grund fiir diese Schwierigkeiten ist in der Natur der A”TPSTs zu suchen. Die #”TPSTs
sind im Golgi-Netzwerk lokalisiert. Der Redoxzustand im sekretorischen Weg einer Zelle
ist oxidierender (GSH/GSSG-Verhiltnis 1:1 bis 3:1, das entspricht einem Redoxpotential
von -170 bis -185 mV) als im zytosolischen Teil der Zelle (GSH/GSSG-Verhiltnis 30:1
bis 100:1, entsprechend einem Redoxpotential von -221 bis -236 mV) und ergibt damit
ein Optimum fiir die Faltung von Disulfid-verbriickten Proteinen (Hwang et al., 1992).
Das Redoxpotential des Mediums beeinflusst die Thermodynamik und die Kinetik der
Disulfid-Briicken-Bildung und somit die korrekte Faltung vieler Proteine. E. coli besitzt
keine membrangebundenen Organellen und das typische zytosolische GSH/GSSG-
Verhiéltnis in E. coli liegt daher im Bereich von 50:1 bis 200:1 (Hwang et al., 1992). Die
hTPSTs besitzen ohne Transmembrandomine noch weitere 6 Cysteyl-Reste, die
vermutlich eine noch unbekannte Anzahl Disulfid-Briicken ausbilden. Das stark
reduzierende Medium verhindert die Ausbildung der Briicken und erschwert somit die
korrekte Faltung dieser Proteine nach Expression in E. coli.

Um diese Probleme zu umgehen, konnen die als Inclusion Bodies gebildeten Proteine aus
den Zellen isoliert, komplett denaturiert und unter geeigneten Bedingungen in ihre aktive
Form riickgefaltet werden (Lilie et al., 1998). Der Erhalt von Proteinaktivitdt ist dabei
nicht nur von den Riickfaltebedingungen abhingig, sondern auch vom Protein selbst (Wei
et al., 1999). Daher gibt es keine Standardbedingungen, unter denen die Riickfaltung von
Proteinen garantiert werden kann. Die in dieser Arbeit verwendeten systematischen
Ansitze griinden sich auf akzeptierte Theorien der Proteinldslichkeit und -faltung, die u.
a. das Redoxverhiltnis und Kofaktoren beriicksichtigen (Rudolph et al., 1996). Ziel der
Ansitze war eine Balance zwischen stabilisierenden und destabilisierenden Effekten zu
finden (Arakawa und Timasheff, 1982; Arakawa und Timasheff, 1984; Arakawa et al.,
1990). Die in dieser Arbeit gewdhlten Bedingungen fiihrten zu geringen Konzentration
loslichen ATPSTs, erfiillten allerdings nicht die Voraussetzungen, dass sich die
denaturierten Polypeptidketten zu aktiven Proteinen falten lieBen (Abschnitt 3.6.3).
Grund hierfiir diirften wiederum falsch gebildete Disulfid-Briicken sein. Inwiefern die

Proteine Sekundirstrukturen aufwiesen, konnte aufgrund der geringen Protein-
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Konzentration mittels CD-Spektrometrie nicht geklart werden. Fluoreszenz-Messungen
und Light-Scattering-Messungen zeigten allerdings die Bildung von Aggregaten. Selbst
die bei der Riickfaltung eingesetzten Chaperone (DnaKry, Dnalyy, GrpErm, ClpBr), die
die vorzeitige Aggregation von noch unvollstindig gefalteten Intermediaten verhindern
sollten (Cole, 1996), und stabilisierende Substrat-Analoga fiihrten zu keiner Erh6hung
der Loslichkeit.

Generell ist die Bestimmung von Riickfaltungsbedingungen fiir ein spezifisches Protein
ein ,trial and error“-Problem. In der Literatur werden eine Vielzahl Riickfalte-Zusitze
beschrieben, die bei einzelnen Proteinen zum Erfolg fithrten (Armstrong et al., 1999).
Allerdings gestaltete sich die Suche nach einem fiir die A”TPSTs geeigneten Zusatz bzw.

die Kombination von Zusitzen zeit- und materialaufwendig.

4.3.3 Expression von ATPST1IATMD in Insekten-Zellen Sf21

Die Vorteile einer heterologen Protein-Expression in Insektenzellen liegen in der
Benutzung starker Gen-Promotoren, entbehrlicher Virus-Genprodukte geeignet zum
Austausch gegen heterologe Gene, einer Auswahl temporaler Faktoren, der enormen
Insert-Grdsse und posttranslationaler Prozessierung. Weiterhin konnen die Insektenzellen
sowohl als Monolayer in Flaschen als auch in Schiittelkultur gehalten werden, was eine
Fermentierung ermoglicht. Die Nachteile des Systems bestehen in der diskontinuierlichen
Expression, sodass flir jede Runde der Proteinexpression frische Zellen mit dem Virus
infiziert werden miissen. AuBlerdem ist der Grad und die Art der Glykosylierung
unterschiedlich im Vergleich zu Wirbeltieren. Die von den Insektenzellen produzierten
Glykoproteine enthalten relativ einfache, unverzweigte Zuckerketten mit einem hohen
Mannose-Anteil.

In dieser Arbeit wurde die genetische Information fiir ”TPSTIATMD in den Vektor
pBlueBacHis2 A kloniert und anschlieend durch homologe Rekombination in den Virus
tiberfiihrt (Abschnitt 3.7). Nach der Herstellung einer Virus-Losung mit hohem Titer,
erfolgte die erneute Uberpriifung der Viren auf die korrekte Insertion des Zielgens. Durch
unterschiedliche Primerkombinationen konnte mittels PCR und Sequenzierung
nachgewiesen werden, dass die Viren die genetische Information fiir ”TPSTIATMD

enthielten, und dass diese Information unter der Kontrolle des Polyhedrin-Promoters im
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korrekten Leserahmen steht. Der Virus war aullerdem in der Lage, die verwendeten
Wirtszellen Sf21 zu infizieren. Trotzdem erfolgte nach der Transfektion keine Expression
von ATPSTIATMD, die mittels SDS-Polyacrylamid-Gelen und Western-Blots
nachweisbar gewesen wire. Dies konnte wiederum auf die fiir Membranproteine
typischen Eigenschaften der A”TPSTs und auf ihre Disulfid-Briicken zuriickzufiihren sein.
Die Infektion von Zellen anderer Insektenzell-Stimme wie den Sf9-Zellen oder den High
Five -Zellen (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) mit dem ATPST1ATMD-Gen-enthaltenden
Virus konnte evtl. zu einer Expression des Proteins fithren, da die einzelnen
Insektenzelllinien auf die Expression einzelner Proteine unterschiedlich reagieren. Bisher
verdffentlichte Mengen an von Insektenzellen exprimierten zytosolischen Proteinen
konnen 500 mg/l Zellen fiir zytosolische Proteine erreichen. Veroffentlichte Mengen an
exprimierten Membranproteinen in diesem System liegen weit darunter bei ca. 1 mg/l
Zellen (Referenzen in ( 2002). Fiir jedes Protein muss demnach in Abhéngigkeit von
seiner Natur und seinem spateren Gebrauch das geeignete Expressionssystem gefunden
werden. Da ATPSTIATMD in Sf21-Zellen nicht exprimiert wurde, sollte als letztes

System die Expression der Proteine in Hefezellen versucht werden.

4.3.4 Expression von ATPSTIATMD und A”TPST2ATMD in P. pastoris X-33

4.3.4.1 Vorteile des P. pastoris Expressionssystems

Im Vergleich zu anderen Expressionssystemen vereinen Hefezellen die Einfachheit der
genetischen Manipulation und die hohen Wachstumsraten der prokaryotischen
Organismen mit der Verfligbarkeit der subzelluliren Maschinerie zur Durchfiihrung
posttranslationaler Modifikationen der eukaryotischen Zellen.

Unter den Hefe-Expressionssystemen ist das auf Saccharomyces cerevisiae basierende
das am meisten genutzte System. Die S. cerevisiae Genetik und Physiologie ist sehr gut
bekannt. Obwohl dieses System fiir die Produktion einiger eukaryotischer, heterologer
Proteine benutzt wurde, gibt es deutliche Grenzen. Die Produktmengen des fremden
Proteins sind mit 1 — 5% der totalen Proteinsynthese einer Zelle relativ gering und stellen
zusédtzlich einen Stressfaktor fiir die Zellen dar (Buckholz und Gleeson, 1991). Weiterhin
behindert die Produktion des Genproduktes das Wachstum der Zellen, was auch durch

den Einsatz von induzierbaren Plasmid-Promotoren nicht wesentlich verbessert werden
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konnte (Buckholz ef al., 1991). Die Instabilitit des heterolog-exprimierten Proteins ist
besonders hoch, wenn das fremde Genprodukt toxisch fiir die Hefezellen ist. Von S.
cerevisiae gebildete Glykoproteine werden oft hyperglykosiliert, was u. a. zur
Verringerung der Aktivitdt fiilhren kann. Weiterhin werden Proteine haufig nicht frei ins
Medium sezerniert, sondern bleiben im Periplasma der Zellen zuriick, was zu Problemen
bei der Aufreinigung fiihren kann. Zusitzlich kann ein ,up-scaling” der
Proteinproduktion Probleme bereiten.

Viele dieser Probleme treten bei der Expression von fremden Proteinen in der
methylotrophen Hefe P. pastoris nicht auf. P. pastoris besitzt einen starken,
induzierbaren Promoter, den 4OX/-Genpromoter. Aullerdem ist der Organismus in der
Lage, posttranslationale Modifikationen durchzufiihren, die im Gegensatz zu
S. cerevisiae mehr der humanen Proteinmodifikation dhneln (Anzahl der D-Mannose-
Reste und Art der Zucker-Verkniipfung). Die Isolation der heterologen Proteine nach
ihrer Sekretion ins Medium ist unkompliziert, da P. pastoris kaum endogene Proteine
sezerniert. Somit bietet sich P. pastoris als geeigneter Wirtsorganismus zur Expression

von humanen TPSTs an.

4.3.4.2 Expression von ”TPSTIATMD und A”TPST2ATMD in Pichia pastoris X-33

Die genetische Information fiir A-TPSTIATMD und ATPST2ATMD wurde in den
pPICZoB P. pastoris Expressionsvektor kloniert und durch Transformation in das
P. pastoris X-33 Genom integriert (Abschnitt 3.8.1). Der Vektor enthélt die N-terminale
Signalsequenz des S. cerevisiae o-Faktors, der den Eintritt des zu exprimierenden
Proteins in den Sekretionsapparat gewihrleistet.

Bei der Insertion des Vektors in das Hefegenom erfolgt in Abhdngigkeit von den Zellen
eine unterschiedliche Phinotyp-Ausbildung: Mut” und Mut’. Mut™ bezieht sich auf die
Fahigkeit des Wildtypes, mit Methanol als einzige Kohlenstoff-Quelle zu iiberleben. Die
Hefe bendtigt dazu das Enzym Alkohol-Oxidase (kodiert vom 4OX-Gen), die in zwei
Isoformen (AOX1 und AOX?2) vorliegt. Erfolgt die Insertion des Vektors ,,upstream* der
5’-AO0X1-Promotor-Region, so wird der Transformant generell den Mut -Phinotyp
ausbilden. Erfolgt die Rekombination in der 3"-4OX/-Promotor-Region (,,downstream®),
wird das Wildtyp AOX1-Gen zerstért und der Mut®™-Phinotyp wird sich ausprigen. Mut®
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steht fiir ,,Methanol utilization slow* und bedeutet den Verlust der Alkohol-Oxidase
Aktivitdt kodiert durch das 4OX1-Gen. Dieser Hefestamm mit einer Mutation im aox!-
Locus ist Wildtyp fiir eine zweite Alkohol-Oxidase Aktivitdt kodiert durch das 40X2-
Gen. Die Zellen mit dem entsprechenden Phinotyp wachsen langsamer auf Methanol
enthaltendem Medium. Die Insertion des Vektors in unterschiedliche Regionen konnte
die Expression des Zielproteins beeinflussen, in welcher Weise bei einem bestimmten
Protein ist nicht vorherzusagen.

Die verwendeten Wirtshefen X-33 bilden vorwiegend den Mut -Phénotyp aus. Anhand
der Mut-Bestimmungsexperimente zeigte sich jedoch, dass die ATPSTATMD
enthaltenden X-33-Klone den selteneren Mut®*-Phénotyp ausbilden (Abschnitt 3.8.2).

Fiir diese Klone wurden anschlieBend die optimale Methode und die Bedingungen fiir die
Expression der ”TPSTATMDs bestimmt (Abschnitt 3.8.3). Dazu wurden je zwolf
Transformanten auf ihre A”TPST-Expressionsfahigkeit hin untersucht und die jeweils zwei
am stirksten exprimierenden Klone (1-7, 1-12 und 2-cl, 2-fI) wurden fiir groBere
Expressionsansdtze verwendet. Als Kontrolle der Expression von A/TPST diente ein X-
33-Klon, in dessen Genom der pPICZaB Expressionsvektor ohne genetische
Manipulationen integriert wurde und der im folgenden die gleichen Protokolle wie die
Hefezellen mit ”TPSTIATMD bzw. h'TPST2ATMD durchlief. Die Analyse der Zellen
und des Mediums erfolgte im Western-Blot, da die Expressionsraten mit geschitzten 3 pg
Protein/l Zellen fiir ATPSTIATMD und ca. 10 pg Protein/l Zellen fiir A”TPST2ATMD
gering waren.

Aufgrund des o-Faktors sollten die exprimierten Proteine in das Medium sezerniert
werden, wobei die Erfolgsraten der Sekretion generell variieren (Cregg et al., 1993;
Scorer et al., 1993). Anhand der in den Western-Blots nachgewiesenen apparenten
Molekulargewichte der Proteine ist erkennbar, dass A TPSTIATMD von X-33-Zellen
zwar glykosiliert wird, allerdings nicht sezerniert. Demgegeniiber wurde A/ TPST2ATMD
im Testansatz sezerniert, im grossen Ansatz jedoch nicht. Griinde hierfiir konnten nicht
gefunden werden. In beiden Féllen kann allerdings aufgrund der intrazelluldren Lagerung
des Proteins (zumindest in den grésseren Ansdtzen) davon ausgegangen werden, dass der
o-Faktor N-terminal am Zielprotein verblieben ist. Dies hatte keinen Einfluss auf die

Eigenschaften der Proteine. Da sich weiterhin Glykosylierungen positiv auf die Stabilitét
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der TPSTs auswirken sollten, kdnnte dadurch evtl. die intrazellulire Menge der
hTPSTATMDs gesteigert werden.

Durchschnittliche Expressionsraten in P. pastoris liegen bei ca. 1 mg Protein/l Zellen
(Boettner et al., 2002), obwohl es sich hierbei meist um zytosolische oder um 16sliche
Proteine handelt. Es gibt jedoch in einzelnen Fillen Raten fiir die Expression von
Membranproteinen in P. pastoris, die z. B. 3 mg Protein pro 100 g Zellen (ca. 41
Expressionskultur; Fryxell ef al., 1995) und 1 mg Protein/l Zellen (Weiss et al., 1995)
erreichen. Die Wahrscheinlichkeit, dass ein gewiinschtes Protein in zufriedenstellendem
MaBe exprimiert wird, wird vom Vertreiber Invitrogen GmbH (Karlsruhe) mit lediglich
50 — 75% angegeben. Da die Expression der A”TPSTs schwach war, wurde dem Medium
1% Casein zugesetzt. Durch den Einsatz von Casein werden Proteasen im Medium
inhibiert, die andernfalls die ATPSTs verdauen konnten, falls diese doch sezerniert
wiirden. Dies hatte jedoch ebenfalls keine Erhdhung der ”TPST-Menge zur Folge (nicht
gezeigt).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass es gelungen ist, A”TPSTIATMD und
WTPST2ATMD in P. pastoris X-33-Zellen zu exprimieren. Im Folgenden wurde

untersucht, ob die Proteine 16slich sind.

4.3.4.3 Ni-Chelat-Chromatografie von ”TPSTIATMD und ”TPST2ATMD

Nach der Expression der #/TPSTs in Hefezellen wurden die l6slichen Proteine an einer
Ni-NTA-Matrix gereinigt (Abschnitt 3.8.3). In der sich anschlieBenden SDS-PAGE
konnten die ATPSTs aufgrund ihrer geringen Konzentration lediglich durch Western-
Blot-Analysen nachgewiesen werden. Die vor und nach dem Chromatografie-Schritt
durchgefiihrten ~ Aktivititsbestimmungen  zeigten trotz  gleicher  eingesetzter
Probenvolumina gesteigerte Radioaktivititswerte. Dies belegt, dass eine Anreicherung
von ATPSTIATMD und ATPST2ATMD durch die Ni-Chelatchromatografie erfolgte.
AWTPSTIATMD konnte nach Zellaufschluss im TPST-Enzymaktivititsassay nicht
nachgewiesen werden. Durch den Chromatografie-Schritt konnte das Enzym soweit
aufkonzentriert werden, dass es im Aktivitdtsassay nachweisbar war. Die Anreicherung
von ATPST2ATMD an der Ni-NTA-Matrix im Vergleich zur Probe vor der Ni-
Chelatchromatografie (nach dem Zellaufschluss) erfolgte um das 3,5-fache (2-cI) bzw.
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um das 9,4-fache (2-fI). Die sehr niedrige Ausbeute von 0,8% (2-cI) bzw. 1,4% (2-fI)
nach der Chromatografie bezogen auf die insgesamt exprimierte und 16sliche
hTPST2ATMD-Menge (radioaktiv bestimmt nach dem Zellaufschluss) ist wiederum auf
die Membranprotein-Eigenschaften der ATPSTs zuriickzufiihren. Auf die schwierigen
chromatografischen Eigenschaften der Membranproteine, einschlieBlich der der TPSTs
und ihrer Fusionsproteine, wird in der Literatur hingewiesen (Niehrs er al., 1990a;
Molhoj et al., 2001; Sousa et al., 2001). Um eine hohere Ausbeute bei der Aufreinigung
erzielen zu konnen, sollte versucht werden, den chromatografischen Reinigungsschritt
unter niedrigeren Salzkonzentrationen durchzufithren. Dies sollte It. Literatur zu einer
geringfiigigen Verbesserung der Ausbeute fiihren (Niehrs et al., 1990a; Molhoj et al.,
2001; Sousa et al., 2001). Bei einer Verringerung der Salzkonzentration nehmen
allerdings unspezifische Bindungen von Histidin-enthaltenden Proteinen an die Ni-NTA-
Matrix zu. Deshalb muss eine sorgfiltige Optimierung zwischen Salzkonzentration und
Aufreinigungseffekt erfolgen. Fiir eine effektivere Reinigung der ”TPSTATMDs miissen
demnach u. U. andere Moglichkeiten in Betracht gezogen werden (siehe Ausblick).

Im Gegensatz zur Expression der ”-TPSTATMDs in anderen Systemen konnten durch die
Verwendung von P. pastoris X-33-Zellen die Proteine 16slich synthetisiert werden. Es
gelang zusitzlich die Anreicherung der Proteine, die durch Western-Blot-Analysen belegt
ist. Im letzten Schritt musste untersucht werden, ob die exprimierten und angereicherten

16slichen ”TPSTATMDs die Sulfatierung von geeigneten Substraten katalysieren.

4.3.4.4 Aktivitdt von ATPSTIATMD und A”TPST2ATMD

Fiir den Fortgang der Arbeit war es notwendig nachzuweisen, dass die synthetisierten und
angereicherten ATPSTATMDs die Sulfatierung von Tyrosyl-Resten in Proteinen
katalysieren (Abschnitt 3.8.3). Dazu wurde ein Assay verwendet, der auf einer Methode
von Ramaprasad (Ramaprasad et al., 1998b) beruht. Bei diesem Assay (Abschnitt
2.2.2.9) werden prinzipiell der Sulfat-Donor ([*>S]-PAPS), das Akzeptorprotein  (His-
Hirudin) und das Enyzm (TPST) miteinander inkubiert. Nach dieser Inkubationsphase
wird das Nukleotid (PAPS) abgetrennt und die Proteinfraktion wird auf Radioaktivitét
untersucht. Bezogen auf die A”TPSTs konnen mit Hilfe des Assays Aussagen iiber die

Bindung der TPSTs an PAPS getroffen werden. Um die Sulfatierungsaktivitdt der TPSTs
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zu bestitigen, ist der Nachweis einer Ubertragung des radioaktiven Sulfuryl-Restes auf
das Akzeptormolekiil notwendig.

Als TPST-haltige Proben wurden die konzentrierten Eluate der Ni-Chelat-
Chromatografie auf ihre katalytischen Sulfatierungs-Eigenschaften iberpriift. Als
Kontrolle diente ein Ni-Chelat-Eluat, das aus der I6slichen Proteinfraktion einer
Expressionskultur, die nur mit dem leeren Hefe-Vektor pPICZaB transformiert worden
war, gewonnen wurde. Diese Proteinlosung sollte bis auf die ”TPSTATMDs die gleiche
Zusammensetzung haben. A”TPSTIATMD Klon 1-7 zeigte eine um 137% (1,4-fach)
hohere Bindungsaktivitit im Vergleich zum Versuch mit der Kontrolle und damit einen
um 0,203 pmol hdheren Umsatz an PAPS innerhalb von 24 h. Bei Klon 1-12 betrug die
Steigerung des Umsatzes 0,159 pmol innerhalb von 24 h im Vergleich zur Kontrolle. Das
entsprechen 131% (1,3-fach).

ATPST2ATMD Klon 2-cI konnte zu 0,8%, um 3,5 aus dem Gesamtzelllysat angereichert
werden. Es erfolgte eine 357-fache Aktivitdtssteigerung im Vergleich zur Kontrolle, und
es wurden 0,907 pmol PAPS innerhalb von 24 h mehr als im Ansatz mit der Kontrolle
umgesetzt werden. ”TPST2ATMD Klon 2-f1 wurde um das 9,4-fache bei einer Ausbeute
von 1,4% angereichert und zeigte eine 823-fache Aktivititssteigerung im Vergleich zum
Kontrollversuch. Es wurden 3,285 pmol innerhalb von 24 h mehr PAPS umgesetzt als in
der Kontrolle ohne ”TPST2ATMD.

Die geringen Ausbeuten sind, wie bereits im vorigen Abschnitt besprochen, auf die
Membranprotein-Eigenschaften ~der ATPSTATMDs  zuriickzufiihren, die die
chromatografische Aufreinigung erschweren (Niehrs et al., 1990a; Molhoj et al., 2001;
Sousa et al., 2001). Die Expression und anschlieBende Anreicherung von l6slichen
hTPSTs erfolgte in einigen wenigen Arbeitsgruppen (Ouyang ef al., 1998b; Seibert et al.,
2002), allerdings sind in den Veroffentlichungen keine Daten zu Aktivitdt und
Reinheitsgrad der Enzyme vermerkt.

Ein grundlegender Unterschied zu den in der Literatur veroffentlichten
Sulfatierungsassays und dem in dieser Arbeit verwendeten Assay ist die Inkubationszeit.
[. d. R. werden die Assay-Ansdtze nur 30 min bzw. 1h inkubiert, da aufgrund der
Instabilitdt der TPSTs in diesem Zeitraum die hochste Sulfatierungsrate vermutet wird.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Inkubationszeit von 24 h wurde deshalb gewéhlt, weil
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aufgrund der geringen Expressionsrate und der schwierigen Anreicherung der
WTPSTATMDs in der Probe wenig Sulfotransferase enthalten war. Es sollte damit die
Moglichkeit gegeben sein, mehr PAPS umzusetzen. Aufgrund der geédnderten
Inkubationszeit wahrend des Assays konnen die bestimmten Umsétze an PAPS nicht mit
den Literatur-Werten verglichen werden. Es gibt zusitzlich eine Verdffentlichung, in der
die Sulfatierungszeit 100 h betrug (Seibert et al, 2002). Eine Quantifizierung der
Umsitze erfolgte allerdings nicht.

In der vorliegenden Arbeit wurde zum Nachweis der Sulfuryl-Ubertragung native-PAGE
mit den ATPST2ATMD Klon 2-cI bzw. Klon 2-fl enthaltenen Proben und der
Kontrollprobe (ohne ATPSTATMD, ansonsten gleiche Proteinzusammensetzung)
durchgefiihrt. Anhand von Coomassie-gefarbten Kontroll-Polyacrylamid-Gelen mit His-
Hirudin konnte nachgewiesen werden, dass dieses Protein Akzeptor fiir den *°[S]-
Sulfuryl-Rest ist. Die Abspaltung des Sulfuryl-Restes von His-Hirudin in Gegenwart von
SDS unter basischen Bedingungen beruht auf den nukleophilen Eigenschaften des
Detergenzes und der Instabilitdt des Sulfuryl-Restes (Seibert et al., 2002). Es kommt
dabei zur Hydrolyse des Sulfuryl-Restes, die durch native, reduzierende PAGE verhindert
werden kann. Die im nativen Polyacrylamid-Gel nachgewiesenen Radioaktivititen
stimmen mit den bestimmten cpm der Scintillationsmessungen iiberein. Aufgrund zweier
unabhdngiger Nachweismethoden wurde die von den Enzymen in vivo durchgefiihrte

Katalyse bewiesen und die Expression 16slicher und aktiver A-TTPSTATMDs bestitigt.
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5. Ausblick

Bei den TPST handelt es sich um Typ II Membranproteine. Es wird vermutet, dass bei
diesen Proteinen Sequenz-Abschnitte in und um die Transmembrandoméne fiir die
Direktion der Proteine entscheident sind (Humphries ef al., 1997). Ob dies bei den TPSTs
ebenfalls so ist, soll in weiteren Untersuchungen, die nicht mehr Teil dieser Arbeit sind,
geklért werden.

In weiterfiihrenden Arbeiten zur Bestimmung der Isoform-abhiangigen Substrat-Spezifitat
muss die Expressionsrate der A/ TPSTATMDs erhoht werden. Dazu kénnen multiple
Kopien des Zielgens in das Genom der P. pastoris X-33-Zellen konstruiert werden
(Romanos et al., 1991; Clare et al., 1991a; Clare et al., 1991b). Ein weiterer Ansatz ist
die Fermentation der Hefe. Um die Reinigung der A-TPSTATMDs zu verbessern, kann die
Wahl eines anderen Sekretionssignales wie des nativen Signals von P. pastoris zur
Sekretion und damit zu einer ersten Reinigung der ”TPSTATMDs fiihren. So wiirde eine
sekretorische Expression die Menge kontaminierender Proteine verringern (siehe auch
4.2.4.2). Andererseits konnten alternative Reinigungsmethoden wie Fallungsmethoden

und préparative Zentrifugation zu einem aufgereinigteren Protein flihren.
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6. Zusammenfassung

In den letzten zwei Jahrzehnten zeigte sich, dass die Sulfatierung von Tyrosyl-Resten in
Proteinen die héiufigste posttranslationale Modifikation dieser Aminosdure ist. Bisher ist
erst in wenigen Féllen geklért, welchen Einfluss diese Modifikation auf die Eigenschaften
der Proteine hat. In den Féllen, in denen dieser Einfluss geklidrt werden konnte, zeigte
sich, dass die sulfatierten Tyrosyl-Reste in vielen physiologisch notwendigen Abldufen
eine entscheidende Rolle spielen. Dazu gehdren z. B. die effektive Abwehr von
Pathogenen, die Blutgerinnung, die Entziindungshemmung und der Verdau von Nahrung.
Uber die Enzyme, die den Sulfuryl-Transfer auf Tyrosyl-Reste von Proteinen
katalysieren, ist bisher wenig bekannt. Im ersten Teil der Arbeit wurden deshalb die
Tyrosylprotein Sulfotransferasen physiologisch charakterisiert. Durch die Expression von
hTPST1-GFP-Fusionsproteinen in COS-7-Zellen konnte die subzelluldre Lokalisation
des Proteins geklart werden. A”TPST1-GFP wurde im Golgi-Apparat nachgewiesen.
Bisher existierten dafiir nur indirekte Beweise. Aullerdem gelang die Beschreibung eines
Regulators fiir die Expression beider TPST-Isoformen in den gefdBabschliefenden
Endothelzellen (HUVEC). Bei diesem Regulator handelt es sich um Schubspannung, die
aufgrund des Blutflusses auf die Endothelzellen einwirkt. Bei geringer Schubspannung
(entsprechend einem kapilldren, vendsen oder leicht arteriellen Blutfluss) liegt in
HUVECs hauptsdachlich TPST1 vor. Bei hoherer Schubspannung (entsprechend dem
vendsen und arteriellen Blutfluss) wechselt die Isoform, es wird TPST2 verstarkt
exprimiert. Dieser Wechsel der Isoformen induziert durch die Schubspannung ist
zusitzlich zeitabhidngig. Die Verringerung der TPST1-Expression erfolgt erst nach
langerer Applikation des Stimulus. Die Expression von TPST2 in HUVECs wird bereits
nach wenigen Stunden erhoht. Es konnte auch gezeigt werden, dass die Regulation der
Expression tiber verschiedene Signalkaskaden innerhalb der Endothelzelle verlduft. So
wird die Verringerung der TPST1-Expression durch einen Inhibitor von Tyrosyl Kinasen
verhindert. Die  Steigerung der Expression von TPST2 bei  hoéheren
Schubspannungswerten wird vollstindig durch die Zugabe eines PKC-Inhibitors
unterdriickt. Dieser Isoform-Wechsel der TPSTs in Abhédngigkeit vom Blutfluss konnte
einen entscheidenden Einfluss auf die posttranslationale Modifikation ihrer Substrate

haben, was sich danach wiederum auf die lebensnotwendigen physiologischen Prozesse,
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in denen diese Substrate involviert sind, auswirkt. Der Versuch, TPST-Isoform-
spezifische  Substrate zu identifizieren, gelang aufgrund der bestehenden
Versuchsanordnung nicht. Um dies in vitro zu ermdglichen, sollten im zweiten Teil
dieser Arbeit beide Isoformen l6slich, also ohne Transmembrandoméne, exprimiert
werden. Fiir die folgenden Versuche wurde deshalb Hirudin als natiirliches Substrat der
TPSTs durch Primerligation und anschlieBender Expression und Reinigung des Proteins
hergestellt. Auflerdem wurde ein anti-A’TPST1-Antikorper generiert. Dass die 16sliche
und aktive Expression von ATPSTs prinzipiell erreicht werden kann, wurde durch die
Expression von ATPSTIATMD in einem E. coli in vitro-System bewiesen. Die sich
anschliefende Expression 16slicher #”TPSTs in verschiedenen E. coli-Stimmen gelang
aufgrund fehlender oder falsch-gebildeter Disulfidbriicken nicht. Eine Expression in
Insektenzellen Sf21 fand nicht statt. In den Hefezellen P. pastoris X-33 wurden beide
Isoformen in 16slicher Form exprimiert. Es gelang die Anreicherung der Proteine mittels
Immobilisierter Metallionen-Affinitdtschromatografie (IMAC). In dem in der Literatur
beschriebenen Aktivitdtsassay fiir TPSTs zeigten beide Enzyme eine Bindung an PAPS,
die auf die native Faltung der Proteine schlieBen ldsst. Zusitzlich konnte nachgewiesen
werden, dass die Ubertragung des Sulfuryl-Restes vom Donor PAPS auf das Akzeptor-
Molekiil Hirudin erfolgt. Damit standen am Ende der Arbeit beide ”TPSTs 16slich und
aktiv zur Verfligung. In weiteren Arbeiten sollte die vollstindige Aufreinigung der
Proteine und die Identifizierung Isoform-spezifischer Substrate in vitro moglich sein.
Dies wiirde zu einem besseren Verstindnis der essentiellen physiologischen Vorginge,

die Ausgangspunkt dieser Arbeit waren, fiihren.
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Ergianzende Tabellen

Tab.5 SULT-Nomenklatur, Synonyme und Genbank Eintrige humaner Zytosolischer Sulfotransferasen.
Die Tabelle wurde mit Hilfe von LocusLink, NCBI erstellt.

Bezeichnung Synonyme Genbank Eintrag Referenz
SULT1A1 Phenol-Sulfotransferase NM_001055, (Her et al., 1996)
AJ007418 (Raftogianis et al., 1996)
ST1A3 X78283 (Ozawa et al., 1995)
HAST1, Hpsta L10819 (Zhu et al., 1993b)
HAST2 U09031, L19955 (Zhu et al., 1993a)
TS PST1 U52852 (Raftogianis et al., 1996)
P-PST L19999 (Wilborn et al., 1993)
H-PST U26309 (Hwang et al., 1995)
STP X84654, U54701 (Jones et al., 1995; Bernier et
al., 1996)
SULT1A2 Phenol-Sulfotransferase NM_001054 (Her et al., 1996)
ST1A2 X78282 (Zhu et al., 1993b; Ozawa et
HAST4V U28169 al., 1995)
HAST4 U28170 (Zhu et al., 1993a)
STP2 U33886 (Gaedigk et al., 1997)
SULT1A3 Catecholamin Sulfotransferase NM_003166 (Aksoy et al., 1994)
Dopamin Sulfotransferase U20499 (Aksoy und Weinshilboum,
ST1AS, hTLPST L25275 1995)
hEST L19956 (Bernier ef al., 1994)
HAST3 U34199 (Zhu et al., 1993a)
HASTS Gaedigk A. & Grant M.D.
U08032 1995
TL PST X84653, U37686 (Aksoy et al., 1994)
STM (Dooley et al., 1994; Jones et
al., 1995)
SULT1A4 Phenol-Sulfotransferase, STSA2  Z97055 Burgess J.1999
SULTI1B1 ST1B1, ST1B2 Thyroidhormon NM_014465 (Meinl und Glatt, 2001)
Sulfotransferase D89479, (Fujita et al., 1997)
U95726 (Wang et al., 1998)
SULTI1C1 Hydroxylamin Sulfotransferase, NM_001056 (Her et al., 1997)
ST1C1
SULTI1C2 Hydroxylamin Sulfotransferase, NM_006588 (Sakakibara ef al., 1998)
SULTI1C SULT2, ST1C3
SULTIE1 Ostrogen Sulfotransferase, STE, NM_005420 (Falany et al., 1995)
EST
SULT2AL1 Hydroxysteroid NM_003167 (Otterness et al., 1992)
Sulfotransferase, DHEA ST,
STD, SULT2A3
SULT2BI Hydroxysteroid NM_004605 (Her et al., 1998)

Sulfotransferase, ST 2B1
(HSST2)
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Tab.6 Humane Kohlenhydrat Sulfotransferasen: Nomenklatur, Synonyme und Genbank Eintrdge. Die
Tabelle wurde mit Hilfe von LocusLink, NCBI erstellt.

Bezeichnung Synonyme Genbank Referenz
Einrag

C4ST Chondroitin 4-O-Sulfotransferase NM_018413  (Yamauchi et al.,
C4ST-1, HSA269537 2000)

C4S-2 Chondroitin 4-O-Sulfotransferase 2 NM_018641 (Hiraoka et al.,
C4ST-2 2000)

C4ST3 Chondroitin 4-O-Sulfotransferase 3 NM_152889 (Kang et al.,

2002)

CHST1 Kohlenhydrat (Keratansulfat Gal-6) NM_003654 (Fukuta et al.,
Sulfotransferase 1 1997)
C6ST, KS6ST, KSGAL6ST, KSGal6ST

CHST2 Kohlenhydrat (N-Acetylglucosamin 6-0) NM_004267 (Uchimura et al.,
Sulfotransferase 2 1998)
C6ST

CHST3 Kohlenhydrat (Chondroitin 6) Sulfotransferase 3 NM_004273  (Fukuta et al,
C6ST, C6ST1, Chondroitin 6-Sulfotransferase 1998)

CHST4 Kohlenhydrat (N-Acetylglucosamin 6-0) NM_005769 (Bistrup et al.,
Sulfotransferase 4 1999)
LSST, HEC-GIcNAC-6-ST, N-Acetylglucosamin
6-O-Sulfotransferase

CHSTS5 Kohlenhydrat (N-Acetylglucosamin 6-0) NM_012126 (Lee et al., 1999)
Sulfotransferase 5
I-GlcNAC-6-ST, N-Acetylglucosamin 6-O-
Sulfotransferase

CHST6 Kohlenhydrat (N-Acetylglucosamin 6-0) NM_021615 (Akama et al,
Sulfotransferase 6 2000)
MCDCl,
Macular-Dystrophy, Corneal, 1, Kohlenhydrate
Sulfotransferase 6, Corneal N-Acetylglucosamin 6-
Sulfotransferase

CHST7 Kohlenhydrat (N-Acetylglucosamin 6-0) NM_019886 (Kitagawa et al.,
Sulfotransferase 7 2000)
C6ST-2, Chondroitin 6-Sulfotransferase-2

CHSTS8 Kohlenhydrat (N-Acetylggalactosamin 4-0) NM_022467
Sulfotransferase 8 (Xia et al., 2000)
GALNAC-4-ST1, N-Acetylgalactosamin-4-O-
Sulfotransferase

CST Cerebroside (3'- NM_004861 (Honke et al.,
Phosphoadenylylsulfat:Galactosylceramid 3" 1997)
Sulfotransferase
Galactosylceramid Sulfotransferase, GalCer
sulfotransferase

D4ST-1 Dermatan-4-Sulfotransferase- 1 NM_130468 (Evers et al.,

2001)

GAL3ST2 Beta-Galactose-3-O-Sulfotransferase 3 NM_033036 (Suzuki et al,
GAL3ST3 2001)

GAL3ST-4 Beta-Galactose-3-O-Sulfotransferase 4, NM_024637 (Seko et al,
Hypothetisches Protein FLJ12116 2001)

GALNACAST-2 GalNAc-4-Sulfotransferase 2 NM_031422 (Kang et al.,
GALNAC-4-ST2, N-Acetylgalactosamin  4-O- 2001)

Sulfotransferase 2
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GALNACA4S-
6ST

GP3ST

HNK-1ST

HS2ST1

HS3ST1

HS3ST2

HS3ST3Al1

HS3ST3A2

HS3ST3Bl1

HS3ST3B2

HS3ST4

HS3ST5

HS6ST1

HS6ST2

HS6ST3

NDST1

NDST2

NDST3

NDST4

B cell RAG associated Protein
BRAG, KIAA0598,
Sulfate, Gal 6-O-Sulfotransferase

Glycoprotein beta-Gal 3'-Sulfotransferase

HNK-1 Sulfotransferase

HNKIST

Heparan Sulfat 2-O-Sulfotransferase 1
KIAA0448

Heparan Sulfat D-Glucosaminyl
Sulfotransferase 1

30ST, 30ST1, Heparin-Glucosamin
Sulfotransferase

Heparan Sulfat D-Glucosaminyl
Sulfotransferase 2

30ST2, 30ST2, Heparin-Glucosamin
Sulfotransferase

Heparan Sulfat D-Glucosaminyl

Sulfotransferase 3A1

30ST3Al, 30ST3Al, Heparin-Glucosamin

Sulfotransferase

Heparan Sulfat D-Glucosaminyl
Sulfotransferase 3A2

30ST3A2

Heparan Sulfat D-Glucosaminyl

Sulfotransferase 3B1
30ST3B1, 30ST3B1

Heparan Sulfat D-Glucosaminyl
Sulfotransferase 3B2
30ST3B2

N-Acetylgalactosamin ~ 4-

3-0-

3-0-

3-O-

3-O-

3-O-

3-O-

3-O-

3-O-

3-0-

Heparan Sulfat (Glucosamine) 3-O-Sulfotransferase

4
30ST4, 30ST4

Heparan Sulfat (Glucosamine) 3-O-Sulfotransferase

5

Heparan Sulfat 6-O-Sulfotransferase 1
HS6ST, Heparan-Sulfat 6-Sulfotransferase
Heparan Sulfat 6-O-Sulfotransferase 2

Heparan Sulfat 6-O-Sulfotransferase 2 Isoform S

Heparan Sulfat 6-O-Sulfotransferase 3

N-Deacetylase/N-Sulfotransferase
Glucosaminyl) 1

(Heparan

HSST, NSTI1, N-Deacetylase/N-Sulfotransferase,
Heparan Sulfat-N-Deacetylase/N-Sulfotransferase

N-Deacetylase/N-Sulfotransferase (Heparan
Glucosaminyl) 2

NST2, HSST2, NCST2
N-Deacetylase/N-Sulfotransferase (Heparan

Glucosaminyl) 3
N-Deacetylase/N-Sulfotransferase 4

NM_014863

NM_022134

NM_004854

NM_012262

NM_005114

NM_006043

NM_006042

NM_006041

XM_056254.

NM_004807
NM_147174
NM_153456

NM_001543

NM_003635

NM_004784

NM_022569

(Verkoczy et al.,
1998)

(Honke et al,

2001)
(Ong et al,
1998)
(Rong et al,
2000)

(Shworak et al.,
1999)

(Shworak et al.,
1999)

(Shworak et al.,
1999)

(Shworak et al.,
1999)

(Shworak et al.,
1999)

(Shworak et al.,
1999)

(Shworak et al.,
1999)

(Habuchi et al.,
1998)
(Habuchi et al.,
2000)
Bonner et al.
2002
(Dixon et al,
1995)

(Humphries et
al., 1998)

(Aikawa und
Esko, 1999)
(Aikawa et al.,
2001)
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Tab.7 Expression von #”TPST1 und A”TPST2 Konstrukten in E. coli



Konstrukt Primer | Vektor, Expressions- | Zelldichte | Expres- | Expressions- Puffer fiir Aufschluss Loslichkeits-Nachweis
My[Da] Schnitt- Zellen bei sions- Nachweis (G,Gesamt; L,Loslich;
stellen Induktion Tempe- | (- ohne IPTG; U, Unléslich)
ratur u. | + mit IPTG)
-Zeit
ATPSTIATMD  TPST1- pET27b | BL21- ODgp=0,5 | 22 °C,
39684 07s mod, CodonPlus | bis 0,8 lhbis | T B <«
TPST1- Ncol (DE3) RIL 2h -+
06a Xho I Keine Expr.
ODgp= 0,8 25 °C, 50 mM Tris/HCI pH 7,0, N
5h B < | 50mMNaCl, 1,5 mM MgCl,, G L U
- + 0,02 % (w/v) Triton X-100, hTPST1ATMD ist
1 mM DTT unldslich
0,1 M Na,CO3-NaHCO; pH
11,0, 50 mM NaCl, 1,5 mM E Bl RS
MgCl,, 0,02 % (w/v) Triton X- G L U
100, 1 mM DTT ATPSTIATMD ist
teilweise 16slich
ODgp=0,8 37 °C, 0,1 M Na,CO3-NaHCO; pH
3h ! '+ 11,0, 50 mM NaCl, 1,5 mM _+

MgCl,, 0,02 % (w/v) Triton X- G L U

100, 1 mM DTT hTPST1ATMD ist
unloslich

50 mM Na-Acetat pH 4,5, [

50 mM NaCl, 1,5 mM MgCl,, ' ' «

0,02 (w/v) Triton X-100, 1mM | G L U

DTT hTPST1ATMD ist
unloslich

2 M Guanidinium HCI pH 7,5, - . <

50 mM NaCl, 1,5 mM MgCl,, G LU

0,02 (w/v) Triton X-100, 1 mM
DTT;

Dialyse gegen: 50 mM Tris/HCl
pH 7,0, 50 mM NacCl, 1,5 mM
MgCl,, 0,02 (w/v) Triton X-
100, 1 mM DTT

durch Puffer kaum zu
erkennen

.-

L U
hTPST1ATMD
prézipitiert langsam




10 mM Tris/HCl pH 7,4, 0,3 M
NaCl, 30 % (w/v) Glycerol,

10 % (w/v) Triton X-100, 1 mM
DTT

Dialyse gegen:

T ¥~

G L U
durch Puffer nicht zu
erkennen

50 mM Tris/HCI pH 7,0, B <
50 mM NaCl, 1,5 mM MgCl,, L
0,02 (w/v) Triton X-100, 1 mM | ATPSTIATMD ist
DTT unldslich
ATPST2ATMD  TPST2- pET27b | BL21- ODgp= 0,8 25 °C, ] 50 mM Tris/HCI pH 7,0, i prer .. <«
39460 03s mod, CodonPlus 5h e 50 mM NaCl, 1,5 mM MgCl,, G LU
TPST2- Ncol (DE3) RIL -+ 0,02 % (w/v) Triton X-100, .
022 EcoRI 1 mM DTT ATPST2ATMD ist
unldslich
0,1 M Na,CO;-NaHCO; pH s
11,0, 50 mM NaCl, 1,5 mM ’-G'_Lig b
MgCl,, 0,02 % (w/v) Triton X- i
100, I mM DTT hTI."Sl.“ZATMD ist
unloslich
OD600: 0,7 37 OC, - ' PR 50 mM Tris/HCl pH 7,0, —<_
bis 0,8 2h . 250 mM Sucrose, 50 mM NaCl, G L U
1,5 mM MgCl,, 0,02 % (W/v) |, TpSTOATMD ist
Triton X—IOO, 1 mM DTT unleliCh
0,1 M Na2C03-NaHCO3 pH _4_
11,0, 50 mM NaCl, 1,5 mM G L U
MgCl,, 0,02 % (w/v) Triton X- ATPST2ATMD ist
100, 1 mM DTT teilweise 16slich
Thx- TPST1- pET32a, | BL21- ODyy= 1 30 °C, 50 mM Tris/HCI pH 7,5, p— . -«
ATPSTIATMD  07s Nco I CodonPlus 2h -eq. <« [ 20 mM Imidazol, 300 mM NaCI | "5
56813 TPST1- Xhol (DE3) RIL I Thx A TPSTIATMD ist
06a unldslich
0,1 M Na,CO;-NaHCO; pH
11,0, 50 mM NaCl, 1,5 mM -— - *
MgCl,, 0,02 % (w/v) Triton X- G L U
100, I mM DTT Thx-ATPSTIATMD ist

teilweise 19slich




OD600: 1,4 30 OC,

0,1 M Ethanolamin pH 9,5

4_
2,5h G L, U
Thx-ATPSTIATMD ist
teilweise 16slich
Dialyse gegen: 50 mM Tris/HCl
pH 9,5, 20 mM Imidazol, -~ -
300 mM NaCl L=L
Dialyse gegen: 0,1 M Tris/HCI
pH 7,0, 300 mM NaCl - w «
Dialyse gegen: 50 mM Tris/HCl L,=>L;
pH 7,0, 300 mM NaCl Thx-ATPST1ATMD
prézipitiert
0,1 M Tris/HCI pH 9,5, 500 mM | @ «
NaCl G L U
Thx-ATPSTIATMD
ist unloslich
Origami ODgp= 0,4 30 °C, e < 50 mM Tris/HCI pH 7,5, . s
(DE3) 2h - + 20 mM Imidazol, 300 mM NaCl | G L U
Thx-ATPSTIATMD
ist unloslich
0,1 M Na,CO;-NaHCO; pH — - <
11,0, 50 mM NacCl, 1,5 mM G L U
MgCl,, 0,02 % (w/v) Triton X- | Thx-ATPST1ATMD
100, 1 mM DTT ist kaum 16slich
Thx- TPST2- pET32a, | BL21- ODyy= 1 30 °C, " -« 50 mM Tris/HCI pH 7,5, - 9 <«
ATPST2ATMD  03s Nco I, CodonPlus 2h - + 20 mM Imidazol, 300 mM NaCl | G L U
56624 TPST2- EcoRI (DE3) RIL Thx-ATPST2ATMD
02a ist unldslich
0,1 M Na,CO;-NaHCO; pH b — -
11,0, 50 mM NacCl, 1,5 mM G L U
MgCl,, 0,02 % (w/v) Triton X- | Thx-ATPST2ATMD
100, 1 mM DTT ist teilweise 10slich
Origami ODgp= 0,4 30°C, S e « | 50 mM Tris/HCl pH 7,5, — - <
(DE3) 2h -+ 20 mM Imidazol, 300 mM NaCl | G L U
Vektor ist Thx-ATPST2ATMD ist
Hleaky* unldslich




0,1 M Na2C03-NaHCO3 pH
11,0, 50 mM Nac(Cl, 1,5 mM
MgCl,, 0,02 % (w/v) Triton X-

— - .
G L U
Thx-ATPST2ATMD

100, 1 mM DTT ist kaum 16slich
NusA- TPST1- pET43a, | BL21- ODgpo= 0,8 30 °C, PR
AWTPSTIATMD  Sf0ls  BamHI | CodonPlus 2,5h L
100329 TPST1- Xhol (DE3) RIL keine
02a Expression
Rosetta ODgpi= 0,6 37 °C, <+
(DE3) placl 2h - 2h4,5h
4,5h keine
Expression
pEIB- TPST1- pET27b, | BL21- ODgoo= 0,6 16 °C, I «
ATPSTIATMD  08s Bam HI | CodonPlus bis 0,8 10h -+
42851 TPSTI- Xhol (DE3) RIL keine
02a Expression
ODgp= 0,8 30 °C, & <« 0,1 M Tris/HCl pH 7.0 e N -
2,5h I G L U
pEIB-ATPSTIATMD
ist unloslich
DsbA- TPST1- pET39, | BL21- ODgp= 0,6 16 °C, <«
AWTPSTIATMD  08s Bam HI CodonPlus bis 0,8 10h -+
69520 TPSTI- XhoI (DE3) RIL keine
02a Expression
ODgp0= 0,8 30 °C, <« | 50 mM Tris/HCI pH 7,5, —- & <«
2,5h -+LU 20 mM Imidazol, 300 mM NacCl G L U
3h DsbA- DsbA-ATPST1IATMD
hTPSTIATM ist unlgslich
D ist nicht im
Periplasma (L)
DsbC- TPST1- pET40b, | BL21- ODgpo= 0,6 16 °C, B <«
ATPSTIATMD  08s Bam HI | CodonPlus bis 0,8 10h -+
72037 TPSTI- Xhol (DE3) RIL keine
02a Expression




ODgpo= 0,8 30°C, 1 < | 50 mM Tris/HCl pH 7,5, —— &«
2,5h -+LU 20 mM Imidazol, 300 mM NaCl | G L U
3h DsbC- DsbA-ATPST1IATMD
ATPSTIATM ist teilweise 16slich
D ist nicht im
Periplasma (L)
ATPST2ATMD  TPST2 pET27b | BL21- ODgpo= 0,6 30 °C, <«
C8A 200060 mod, CodonPlus 4h -+
39464 1 CysN Ncol (DE3) RIL keine
TPST2- EcoRI Expression
02a
hTPST2A- TPST2 pET27b | BL21- ODgp= 0,6 30 °C, <«
42AA 200601 mod, CodonPlus 4h -+
37561 MetN Nco | (DE3) RIL keine
TPST2- EcoRI Expression
02a
WTPSTIATMD  TPST1- pET27b | BL21- ODgp= 1,6 37 °C, B « 0,1 M Tris/HCI pH 7,0 " B .‘4—
+ Thx- 07s mod, CodonPlus 3h G -L U <«
WTPST2ATMD  1PSTI- Heol - f (DE3) RIL * ATPST1ATMD und
L Xho L T Thx-ATPST2ATMD
TPST2- pET32a, XIS’
03s Neo I sind unldslich
TPST2- EcoRI

02a
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