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1 ZUSAMMENFASSUNG

Der Transferrinrezeptor 1 (TfR1) ist ein homodimeres Typ Il Transmembranprotein
und vermittelt die Eisenaufnahme ber die Bindung des eisenbeladenen Transferrin in die
Zelle. Die transferrinbindende extrazellulare Domdne wird von einem als a disintegrin
and metalloproteinase (ADAM) bezeichneten Enzym im juxtamembranen Teil des TfR1
C-terminal von Arginin 100 geschnitten. Der dabei entstehende l6sliche Transferrin-
rezeptor (STfR) dient als diagnostischer Marker fir erythropoetische Aktivitat, besonders
um zwischen einer Eisenmangelandmie und einer inflammatorischen Andmie zu
unterscheiden, wobei die biologische Funktion des sTfR1 unverstanden ist. Der Verbleib
des durch die Proteolyse der Ektodoméne entstandenen membranstandigen N-terminalen
Fragments (NTF) des TfR1 ist unbekannt. Fir Typ | Transmembranproteine wie dem
Notch- oder dem ErbB4-Rezeptor konnte eine weitere intramembranare Proteolyse zur
Proteindegradierung oder fur weitere Signaltransduktionen nachgewiesen werden. Dies
gelang fur Typ Il Transmembranproteine erst im Jahr 2002 nach der Entdeckung der
Signalpeptidpeptidase dhnlichen-Proteasen (SPPL) fiir die Substrate Tumornekrosefaktor-
alpha (TNFa), FasLigand und british dementia Protein (Bri2).

Im Laufe dieser Arbeit konnte mit Hilfe eines N-terminal Flag-getaggten und C-
terminal V5-getaggten TfR1-NTF zum ersten Mal gezeigt werden, dass das TfR1-NTF
intramembranér gespalten wird. Das dabei extrazellulér entstehende C-Peptid des TfR1
(TfR1-Cp) wurde im Medium als oxidiertes Monomer, d. h. mit einer intramolekularen
Disulfidbricke zwischen dem Cystein 89 und 98 nachgewiesen. Zudem konnte die
Sequenz des TfR1-Cp mit Hilfe der MALDI-TOF-TOF-MS-Analyse bestimmt werden.
Die intramembranédre Proteolyse erfolgte demnach zwischen dem Glycin 84 und dem

Tyrosin 85.

Weiterhin wurden polyklonale Antikdrper gegen TfR1-Cp in Kaninchen generiert und
aus dem Kaninchenserum aufgereinigt. Diese Antikdrper wurden fiir die Etablierung eines
Sandwich-ELISA zum Nachweis des TfR1-Cp im Serum verwendet. Es konnte eine hohe
Spezifitdt des Sandwich-ELISA mit Hilfe eines kompetitiven ELISA, bei dem biotin-
yliertes TfR1-Cp mit verschiedenen Mengen ungelabeltem TfR1 versetzt wurde, gezeigt
werden. Weiterhin wurde mit Hilfe des ELISA humanes Albumin als Interaktionspartner
des TfR1-Cp identifiziert.
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Zusammenfassung

In dieser Arbeit konnte zudem gezeigt werden, dass die endogene Protease fir die
intramembranére Proteolyse des TfR1-NTF ein Mitglied der GxGD-Aspartylproteasen,
speziell der SPP/SPPL-Familie ist. Weitere Experimente mit Gberexprimierten SPPLs oder
ihren katalytisch inaktiven Mutanten zeigten bei SPPL2a und SPPL2b eine erhthte Frei-
setzung des TfR1-Cp. Waéhrend bei der katalytisch inaktiven SPPL2b D/A (berhaupt kein
TfR1-Cp detektiert werden konnte, zeigte die Uberexpression der katalytisch inaktiven
SPPL2a D/A eine verringerte jedoch nicht vollstdandig unterdrickte Freisetzung des TfR1-
Cp gegentber Kontrollzellen. Zudem konnte eine Kolokalisierung der SPPL2b mit dem
TfR1-NTF nachgewiesen werden, dies gelang nicht fir die SPPL2a. Dies weist auf die
SPPL2b als Hauptprotease des TfR1-NTF hin, wahrend die SPPL2a die am Prozess un-
wesentlichere Protease zu sein scheint. Ferner gelang es in einer Kooperation mit Frau
Fluhrer (DZNE, LMU, Minchen) die intrazellulire Doméine des TfR1 (TfR1-ICD) in

Membranlysaten von mit SPPL2b Uberexprimierten Zellen nachzuweisen.

Die physiologische Bedeutung der intramembrandren Proteolyse des TfR1-NTF und
der entstehenden Fragmente TfR1-Cp und TfR1-ICD ist ungeklart. Die intramembranére
Proteolyse kdnnte dem Abbau des TfR1 oder weiteren Regulationsmechanismen der Zelle
und des Korpers dienen. Wéhrend die TfR1-ICD in der Zelle als zellularer Regulator fir
einen Eisenmangel fungieren kdnnte, konnte das TfR1-Cp als systemischer Regulator flr
eine Freisetzung von Eisen aus retikuloendot helialen Makrophagen oder den Enterozyten
des Darms durch eine mogliche Stabilisierung des Eisenexportproteins Ferroportin wirken.

Dies ist rein spekulativ und misste noch bewiesen werden.
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SUMMARY

The transferrin receptor-1 (TfR1) is a homodimeric type Il transmembrane protein and
mediates the cellular iron uptake via binding of ferri-transferrin. The extracellular trans-
ferrin binding domain is cleaved by a disintegrin and metallo- (ADAM) protease C-
terminal of arginin-100 within the juxtamembrane region of the ectodo main. The thereby
generated soluble TfR1 (sTfR1) is used as a diagnostic marker for erythropoietic activity,
in particular to discriminate between iron deficiency anemia and anemia of inflammation,
however, the physiological function of sTfR1 is unclear. The fate of the remaining N-
terminal fragment of the TfR1 (TfR1-NTF) is unknown so far. For type | transmembrane
proteins such as Notch or ErbB4 receptor, an intramembrane proteolysis for further protein
degradation or for subsequent signaling is known. For type Il transmembrane proteins, this
was the case after the discovery of new proteins in 2002 referred as signalpeptide
peptidase- like proteases (SPPL) that cleave substrates such as tumornecrosis factor-o
(TNF-a), Fasligand and the british dementia protein (Bri2).

In this work the intramembrane proteolysis of TfR1-NTF was detected for the first time
by using an N-terminal Flag tag and a C-terminal V5 tag fused to the TfR1-NTF. The
generated extracellular C-terminal peptide of TfR1 (TfR1-Cp) was detected as an oxidized
monomer, with an intramolecular disulfide bridge between cystein-89 and cystein-98.
Furthermore, the sequence of the peptide was determined by a fragmentation analysis via
MALDI-TOF-TOF-MS, which revealed that intramembrane proteolysis occurs between
glycin-84 and tyrosin-85.

Furthermore, polyclonal antibod ies against the TfR1-Cp were generated in rabbit and
purified to be used for a sandwich-ELISA that was established to determine the TfR1-Cp
amount in human serum. There was a high specificity detected by using a competitive
assay with biotinylated TfR1-Cp and different amounts of unlabelled TfR1-Cp. In
add ition, human serum albumin was identified as an interaction partner of TfR1-Cp by
using the sandwich-ELISA.

Moreover, the endogenous protease for the intramembrane proteolysis of the TfR1-
NTF was identified in this work. It belongs to the GxGD-aspartyl proteases, especially to
the SPP/SPPL-family. Further experiments with overexpressed SPPLs and their cata-
lytically inactive mutants showed an increased release of TfR1-Cp from cells over-
expressing SPPL2a and SPPL2b. By using the catalytically inactive mutant SPPL2b D/A,

13



Summary

absolutely no TfR1-Cp was detectable, whereas with the catalytically inactive
SPPL2a D/A a reduced but not completely abolished TfR1-Cp signal was observed in
contrast to the control cells. Furthermore, a colocalisation of TfR1-NTF with SPPL2b but
not with SPPL2a was detected in the plasma membrane using confocal fluorescence
microscopy. This indicates that the SPPL2b is the major protease responsible for TfR1-
NTF cleavage and the SPPL2a only the minor one. In a cooperation with Regina Fluhrer
(DZNE, LMU, Munich) it was possible to detect the intracellular domain of the TfR1

(TfR1-ICD) in membrane lysates obtained from cells with co-expression of SPPL2b.

The physiologic relevance of the intramembrane proteolysis of the TfR1-NTF and of
the released fragments TfR1-ICD and TfR1-Cp is unknown. The intramembrane
proteolysis could be useful for the denaturation of the TfR1 or for further regulation within
the cell or in body. The TfR1-ICD might be valuable as a cellular regulator for iron
deficiency whereas the TfR1-Cp could act as a systemic iron regulator for the iron release
from reticuloendothelial macrophages or from the enterocytes in the intestine by stabilizing

the iron exporter Ferroportin, but this is speculative and has to be proven.
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2 EINLEITUNG

2.1 BIOLOGISCHE BEDEUTUNG VON EISEN

Eisen ist ein sehr wichtiger Kofaktor fiir viele fundamentale biochemische Reaktionen
wie unter anderem beim Sauerstofftransport im Blut, bei der DNA-Synthese sowie bei der
oxidativen Phosphorylierung. Da Eisen in verschiedenen Redoxzustanden auftritt, kann es
vielseitige chemische Wechselwirkungen eingehen und so beispielsweise mit Proteinen
assoziieren, an Sauerstoff binden, an Elektronentransferprozessen teilnehmen oder kata-
Iytische Reaktionen vermitteln (1). Unter aeroben Bedingungen ist Eisen toxisch, da es die
Entstehung von reaktiven oxygenen Spezien (ROS) und hoch reaktiven Radikalen
(Hydroxylradikale) durch die Fentonreaktion katalysiert (2). Dabei wechselt Eisen
zwischen der reduzierten Fe?* und der oxidierten Fe®* Form. Der dabei entstehende
oxidative Stress wirkt sich auf die Zerstérung von Makromolekilen wie DNA, Zell-
IGewebeverletzungen und Krankheiten aus (3, 4). Um dies zu verhindern und um Fe®* in
Losung zu halten, liegt Eisen immer in chelatierter oder gebundener Form vor. Dies
geschieht zumeist mittels Komplexierung durch Makromolekdle wie Proteine. Das meiste
Eisen im Korper ist im Hamoglobulin in den Retikulozyten und den sich daraus ent-
wickelnden Erythrozyten verteilt und dient dem Sauerstofftransport. Erhebliche Mengen
Eisen sind ebenfalls in Makrophagen und im Myoglobulin der Muskelzellen vorhanden,

wobei Uberschissiges Eisen in der Leber gespeichert wird (5, 6).
2.1.1  EISENAUFNAHME IN DEN ORGANISMUS

Interessanterweise konren Menschen nur durch Verschorfungen von Hautzellen oder
Blutungen Eisen verlieren, aber nicht durch regulierte Mechanismen, um Uberschiissiges
Eisen aus dem Korper zu entfernen (7). Aus diesem Grund ist es besonders wichtig, dass
die Eisenaufnahme aus der Erndhrung im Duodenum und Jejunum stark ko ntrolliert ablauft
(8). Dabei wird vorhandenes Fe** durch eine ferric reductase wie das duodenale Cyto-
chrom b reduziert (9) und das entstehende Fe?* mittels des divalent metal transporterl
DMT1 Uber die apikale Membran des Enterozyten transportiert (10, 11). Im Enterozyten
wird das internalisierte Eisen weiterverwendet oder (ber die basolaterale Membran via
Fe?* Transporter Ferroportin (Fpn) in den Blutstrom transportiert (12). Dieser Transport
ist gekoppelt an die Reoxidierung des Fe?* zu Fe®*, katalysiert von der membran-
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Einleitung

gebundenen Ferrioxidase Hephaestin, welche direkt mit Fpn interagiert (13). Das
exportierte und reoxidierte Eisen Fe3* wird sofort im redox-inerten Zustand von Trans-
ferrin (Tf) gebunden und ins Gewebe gebracht (13). Der Tf-Eisen-Pool ist hoch dy-
namisch und wird meistens eher durch recyceltes Eisen von roten Blutkdmperchen auf
gefullt als Eisen, welches durch die Erndhrung aufgenommen wurde (7). Sterbende rote
Blutkorperchen werden durch retikuloendotheliale Makrophagen entfernt, dabei wird das
Hamoglobulin wieder zu Ham abgebaut und Eisen via Fpn in den Blutstrom exportiert
(14). Analog wie bei Enterozyten wird das Eisen dabei zuerst reoxidiert und dann als Fe®*
an Tf geladen im Blutstrom verteilt. Fpn wird in vielen Eisen exportierenden Zellen
exprimiert und spielt eine fundamentale Rolle in der Freisetzung von Eisen in den Blut-

strom und im maternalen Eisentransport zum Fotus (12).
2.1.2  ZELLULARER EISENSTOFFWECHSEL

Sich entwickelnde Erythrozyten sowie auch viele andere Zellarten ben6tigen Eisen aus
dem Blutstrom. Dazu bindet das Eisen geladene Fe-Tf mit hoher Affinitat an den Trans-
ferrinrezeptor 1 (TfR1) auf der Zellmembran (15). Der Komplex wird via Clathrin-
vermittelter Endozytose (ber clathrin-coated pits internalisiert, eine schrittweise An-
séuerung der frihen Endosomen I6st eine Strukturverdnderung von Transferrin und dem
Transferrinrezeptor aus und fihrt zur Eisenfreisetzung (16). Die Ferrireduktase Steap3
reduziert das Fe** zu Fe?* (17), welches dann (ber die endosomale Membran mittels
DMTL ins Zytosol oder aber direkt in die Mitochondrien von Erythrozyten transportiert
wird (18). Der T+TfR1-Komplex wird anschlieRend zuriick zur Zelloberflache recycelt
(16, 19), bei pH 7,4 dissoziiert das eisenfreie Apo-Tf ins Blut ab und der TfR1 steht fir
eine erneute Bindung von Fe-Tf zur Verflgung (16, 20-22).

2.1.3 REGULATION DES SYSTEMISCHEN EISENSTOFFWECHSELS

Da die Reguhtion des Eisenstoffwechsels nur Gber die Eisenaufnahme und nicht tber
die Eisenabgabe erfolgt, sollte dieser Prozess stark kontrolliert werden. Hepcidin wurde
im Laufe der Zeit erkannt als zentrales regulatorisches Molekil im systemischen Eisen-
stoffwechsel und gilt als antimikrobielles Peptid (23, 24). Das gereifte bioaktive Peptid
besteht aus 25 Aminosauren (AS) und wird aus einem 84 AS langen Propeptid durch
Furinspaltung generiert. Es wird von Hepatozyten sekretiert und zirkuliert im Plasma

gebunden an a2-Makroglobulin (25). Die Beseitigung des Hepcidins geschieht Uber die
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Einleitung

Nieren oder durch gemeinsame Degradierung mit dem Ferroportin (Fpn). Dabei bindet
Hepcidin an Fpn und 16st dadurch die Internalisierung, Ubiquitinylierung und anschlie-
Rende lysosomale Degradierung (26, 27) aus. Hepcidin kontrolliert den Eisentransport aus
eisenexportierendem Gewebe ins Plasma (28). Zudem inhibiert es die intestinale Ab-
sorption (24, 29), die Freisetzung aus Makrophagen (30, 31) und die plazentale Eisen-
passage (32). Hepatozyten beurteilen den Korpereisenstatus und setzen anschlieend

Hepcidin frei oder regulieren die Hepcidinexpression herunter.

2.2 ROLLE DES TRANSFERRINREZEPTORS

2.2.1 TRANSFERRINREZEPTOR 1

Bei dem Transferrinrezeptor 1 (TfR1) handelt es sich um ein homodimeres Typ Il
Transmembranprotein, das fur die Eisenaufnahme in die Zelle durch Bindung des Eisen-
tragerproteins Transferrin (Tf) zustandig ist. Es konnte gezeigt werden, dass der TfR1 in
fast allen Zellen, aber in unterschiedlichen Expressionsleveln exprimiert wird (zusammen-
gefasst von (15)). Der humane TfR1 besteht aus zwei 760 Aminosdure langen homologen
Peptidketten, wobei die N-terminale zytoplasmatische Domane aus 67 Aminosauren (AS),
die Transmembrandoméne aus 21 AS und die C-terminale extrazellulare Doméne aus 672
AS besteht. Die extrazellulire Domdne trennt sich in den juxtamembrandren Teil von 38
AS, der die globuldre Domédne von 634 AS in einem Abstand von 2,9 nm von der Plasma-
membran getrennt halt (33). In der zytoplasmatischen Doméne befindet sich ein Interna-
lisierungsmotiv (YTRF, AS 20-23) fur die Endozytose (34, 35), zudem konnte eine Phos-
phorylierungsstelle fur die Proteinkinase C am Ser-24 identifiziert werden (36, 37), deren
Funktion bislang ungeklart ist. Weiterhin befinden sich zwei Palmitylierungsstellen (Cys-
62 und Cys-67), welche zur Verankerungdes Proteins in der Plasmamembran dienen (38)
und fir die Endozytose notwendig sind (35), in der zytop lasmatischen Doméne. Innerhalb
des juxtamembranaren Teils befinden sich zwei Cysteine Cys-89 und Cys-98, welche die
Monomere Uber Disulfidbricken kovalent verbinden (39), aber nicht essentiell fir die
Bildung eines Dimers sind (40). Die globulare extrazellulare Doméne konnte wvon
Lawrence et al. beginnend mit dem Arg-121 erwartungsgemald als Dimer kristallisiert und
die Struktur mit Hilfe der Rontgenstrukturanalyse bestimmt werden (41). Das TfR1-Dimer
besitzt eine schmetterlingséhnliche Struktur, bei der die Monomere in drei unterschiedliche

Doménen eingeteilt werden kdnnen: eine proteasedhnliche Doméne (Leu-122 bis Val-188
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Einleitung

und Ile-384 bis Asp-606), einer apikalen Doméne (Lys-189 bis Glu-383) und einer
helikalen Domdne (Leu-607 bis Glu-760), welche fur die Dimerisierung des TfR1
verantwortlich ist. Die proteasedhnliche Domédne zeigt eine enge Verwandtschaft zu
Carboxy- und Aminopeptidasen (42), besitzt jedoch keine proteolytische Aktivitat, da ihr

die Zn**-komplexierenden Aminosaurereste fehlen .
2.2.2  SHEDDING DES TRANSFERRINREZEPTORS

Die Proteolyse von Ektodomanen (Shedding) spielt eine wichtige Rolle bei Ent-
zundungsprozessen, Zelldegeneration, Apoptose, bei der Entstehung von Krebs und auch
inder Alzheimer Krankheit (43). Dabei werden einige Membranproteine, wie Wachstums-
faktoren (transforming growth factor «), Zytokine (TNF-a), Rezeptoren (humaner EGF-
Rezeptor-2) oder Zelladhdsionsmolekile (L-Selektin), durch bestimmte Metalloproteasen,
wie den als a disintegrin and metalloproteinase (ADAM) bezeichneten Enzym gespalten.
Ein Teil des TfR1 wird durch die Proteolyse als I6slicher Transferrinrezeptor (sTfR1) ins
Blut freigesetzt (44). Die Spaltung findet C-terminal des Arg-100 im juxtamembranen Teil
11 AS vonder Membran entfernt statt. Der freigesetzte STfR1 liegt als Dimer komplexiert
mit eisenbeladenem Transferrin (Fe-Tf) vor (45). Es gibt Hinweise das ADAM-10 fur die

Freisetzung des sTfR1 verantwortlich ist (46).

2.3 REGULIERTE INTRAMEMBRANARE PROTEOLYSE

Unter regulierter intramembranérer Proteolyse (RIP) versteht man das Schneiden von
Transmembranproteinen inrerhalb der Transmembrandoméne. Die freigesetzten zyto-
solischen Fragmente kdnnen in den Nukleus wandern und die Gentranskription regulieren.
Es handelt sich hierbei um einen zweistufigen Prozess, bei dem zuerst die Ektodo méne des
Proteins abgespalten wird und anschlieBend durch intramembrane-cleaving proteases (I-
CLiPs) (47) die intramembrandre Spaltung stattfindet. Dieser Mechanismus ist in viele
Prozessen involviert z. B. in biologische Prozesse wie Apoptose, Inflammation, Lipid-
stoffwechsel und Neurogenese, bei der Entfernung fehlgefalteter Proteine sowie bei der
Degradierung von Membranproteinen nach Shedding (48, 49). Lemberg und Martoglio
erarbeiteten die Voraussetzungen fir die regulierte intramembrandre Proteolyse, welche
hauptsachlich fir die SPP-Familie gelten (50). Dabei muss zuerst die Ektodomane des
Transmembranproteins geschnitten werden, um das Intermediatsubstrat fir die I-CLiPs zu

bilden, zudem sollten Helix destabilisierende Aminosauren innerhalb der Transmembran-

18



Einleitung

doméne lokalisiert sein und es sollten keine positiv geladenen Aminoséuren die Trans-

membrandomane flankieren, da dies einen inhibitorischen Effekt haben wiirde.

Es gibt drei verschiedene, evolutiondr konservierte intramembranér schreidende Fami-
lien: die Zinkmetalloproteasen (S2P), die Serinproteasen (Rhomboid) und die grofite
Familie, die GxGD- Aspartylproteasen (Presenilin abhéngige y-Sekretase, Signalpeptid-
peptidase und Signalpeptidpeptidase-dhnliche Protease) (zusammengefasst von (49)).
Durch Datenbankuntersuchungen wurden 2002 drei neue Signalpeptidpeptidase (SPP)-
Homologe entdeckt und als SPP-ahnliche (SPPL)-Familie definiert (51-53). Bei einer
genaueren Charakterisierung konnte dann festgestellt werden, dass die Topologie der
SPPLs genau entgegengesetzt zu den Presenilinen ist, d. h. beide weisen sowohl das kata-
Iytisch aktive YD-Motiv als auch das katalytisch aktive GxGD-Motiv in benachbarten
Transmembrandomanen (TMD) auf, dabei sind die Motive aber entgegengesetzt innerhalb
der TMD der SPPs gegeniber den Presenilinen orientiert. Bei den SPPs als auch bei den
Presenilinen befindet sich die PAL-Sequenz inder C-terminalen TMD (51-54).

In Tabelle 1 sind die verschiedenen I-CLiP-Familien, ihre Substrate und die Funktion

der entstehenden Fragmente dargestellt.
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Tabelle 1. I-CLiPs und ihre Funktionen, adaptiert und modifiziert nach Weihofen und Martoglio

2003 (55).
I-CLiP Katalytische Motive Substrate Abbauprodukte Funktion/ Referenz
Wirkung
Preseniline (56, 57)
Presenilin-1 Presenilin NOTCH 1-4 NICD NOTCH Signalweg (58-61)
(Pflanzen, Tiere) CY:(F)\SO' Substrat - gApp AICD, AB Alzheimer (62-65)
omf3 (3 A Krankheit
ﬁ]_ﬁ,qp ErbB4 ErbB4-ICD EGF Signalweg (66, 67)
o
NTOUS N
Extracellular (Typl)
space
SPP-Familie (51, 52)
SPP SPP Polymorphe HLA-E Epitope  HLA-E Signalweg (68, 69)
(Pflanzen, Tiere) Cytosol  Substrat MHC Klasse |
ey AT Molekiile
° J HCV HCV Prozessierung von (70)
ER lumen (Ty;") Polyprotein Kernprotein Kernprotein
SPP-&hnliche SPPL TNF-a TNF- a-ICD IL-12 Induktion (71, 72)
Proteasen oytosol - Substiat - Bri2 (1tm2b) Bri2-ICD (73)
(Pflanzen, Tiere, i | FasL FasL-ICD Kostimulierung (74, 75)
Pilze, Archea) s von TCR Signalen
SPPL2a, SPPL2b o ~C
(Typll)
S2P S2P (76, 77)
S2P (Tiere) Cytosol S'-'bSJ}f" SREBP SREBP Cholesterol/Lipid (78-80)
o G (N-term. Biosynthese
L H ' T:IG Doméne)
oo e “c ATF6 ATF6 Chaperoninduktion ~ (81)
Golgi lumen  (Typ I1) (N-term
Domane)
Rhomboid Rhomboid 1 (82)
. Cytosol Substrat
Familie N D L <
Rhomboid 1 I:” “ ! Spitz Spitz EGF Signalisierung  (83)
(D.melanogaster) . ; . (EGF Ligand)
Golgi lumen (Typl) Gurken Gurken EGF Signalisierung  (84)
(EGF Ligand)
Keren Keren EGF Signalisierung  (84)

20

(EGF Ligand)



2.4 ZIELSETZUNG

Shih et al. zeigten 1990, dass der Transferrinrezeptor 1 (TfR1) proteolytisch zwischen
dem Arginin-100 und dem Leucin-101 geschnitten wird und als Serumtransferrinrezeptor
(STTR) freigesetzt wird (85). Der sTTR ist seit langerer Zeit als diagnostischer Marker fur
den Eisenstatus bekannt, dabei steigt die sTfR-Konzentration im Serum bei Eisenmangel
an (86), seine Funktion ist dabei noch immer ungeklart. Spater konnte in unserer Arbeits-
gruppe von Kaup et al. 2002 gezeigt werden, dass eine ADAM-Protease in dem Shedding-
prozess des TfR1 involviert ist (46). Das Schicksal des bei diesem Prozess entstandenen
N-terminalen Fragments des TfR1 (TfR1-NTF) ist bislang unbekannt und sollte in dieser

Arbeit geklart werden.

Fir Typ I Transmembranproteine ist bekannt, dass nach einem Sheddingvorgang der C-
terminale Anteil des Proteins innerhalb der Membran weiter proteolytisch abgebaut wird;
die dabei entstehenden Fragmente sind die C-terminale intrazellulare Doméane und das N-
terminale Peptid, welches extrazellular abgegeben wird. Fur Typ Il Transmembran-
proteine waren bislang nur zwei Proteasen bekannt gewesen, die site-2 Protease (S2P) und
die Signalpeptidpeptidase (SPP), wobei die SPP Signalpeptide von den Proteinen entfernt.
Erst 2002 wurden mit Hilfe von Datenbank Untersuchungen weitere Proteine entdeckt, die
homolog zu der SPP sind. Es handelte sich dabei ebenfalls um GxGD—Aspartylproteasen,
welche den Namen SPP-&hnliche (SPPL)-Proteasen bekamen. Weitere Untersuchungen
erbrachten zwischen 2006 und 2008, dass es sich bei den Substraten dieser SPPLs um Typ
Il Transmembranproteine wie dem Tumornekrosefaktor-o (TNFa) (71, 72), dem Fas
Ligand (FasL) (74) und dem british dementia Protein (Bri2) (73, 87) handelt. Lemberg
und Martoglio erarbeiteten 2002 die allgemeinen Voraussetzungen fir die intramem-
brandre Proteolyse von Typ Il Transmembranproteinen anhand der SPP (50), diese Vor-
aussetzungen treffen auch fir das Substrat TNFa, welches von den Proteasen SPPL2a und
SPPL2b geschnitten wird (71, 72), zu.

Interessanterweise gilt dies auch fir den TfR1 zu; (1) die Ektodomé&ne wird am
Arginin-100 von einer ADAM-Protease freigesetzt, (2) es sind keine positiv geladenen
Aminosduren innerhalb der Transmembrandoméane vorhanden, welche inhibierend wirken
wirden, und (3) die Transmembranregion des TfR1 enthdlt Helix destabilisierende Amino-

sauren wie Glycin (Gly)-69, Gly-80, Gly-84 und Gly-87. Aufgrund dieser Voraussetz-
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ungen war es die zentrale Fragestellung dieser Arbeit zu untrsuchen, ob der TfR1 intra-
membranér proteolytisch geschnitten wird und wenn ja, diesen Prozess und den Verbleib
der entstehenden Fragmente im Detail zu charakterisieren. Die dabei potentiell ent-
stehenden Fragmente sind das extrazellulare C-terminale Peptid (TfR1-Cp) und die N-
terminale intrazellulare Domane (TfR1-1CD) (Abb. 1).

TfR1 sTIR1 TR1-Cp
C-terminus

HoL o
mtjm

thrazcllular Shedding

el

N-terminus TfRI-NTF TfRI1-ICD
Typll Membranprotein

Abbildung 1. Schematische Préasentation des TfR1 Shedding und der potentiellen Fragmente nach
einer vermuteten intramembranéren Proteolyse. Da die zwei Disulfidbricken die dimere Form des
TfR1-NTF bewahren, kdénnen drei mogliche Redoxformen des TfR1-C Peptids (TfR1-Cp) angenommen

werden.

Da es fur das eventuell entstehende TfR1-Cp keine Antikorper gibt, sollte ein Kon-
strukt entwickelt werden, welches die ersten 100 AS enthdlt und N-terminal einen Flag-tag
und C-terminal einen V5-tag tragen sollte. Somit ware es mdglich mit Hilfe eines a-Flag
Antikd rpers die TfR1-ICD in der Zelle nachzuweisen und mittels eines a-V5 Antikorpers
die Wiederfindungdes eventuell entstehenden TfR1-Cp im Medium der Zellen zu ermdg-
lichen.

Weiterhin sollte bei Vorhandensein des TfR1-Cp ein ELISA etabliert werden, um das
TfR1-Cp im Serum von Patienten nachzuweisen und um eventuell eine Korrelation

zwischen der TfR1-Cp-Menge im Serum und einem Krankheitsbild zu finden.

Ein weiteres Teilziel dieser Arbeit war die Identifizierung der fur die intramembranére
Proteolyse zustandigen Protease sollte ebenfalls durchgefihrt werden. Dies sollte mit
Hilfe von verschiedenen Inhibitoren geschehen und dem Nachweis einer moglichen Ko-

lokalisierung der Protease mit dem Flag- und V5-getaggten TfR1-NTF Konstrukt.
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3 MATERIAL

3.1 ALLGEMEINE HINWEISE

Die in der Arbeit verwendeten, geschiitzten Warenzeichen sind nicht als solche gekenn-
zeichnet. Aus dem Fehlen einer Kennzeichnung kann demnach nicht geschlossen werden,

dass der entsprechende Prod uktname frei von Rechten Dritter ist.

Falls fiir einzelne Methoden und Inkubationsschritte keine Temperatur angegeben
wurde, so ist bei Raumtemperatur gearbeitet worden. Alle Losungen und Puffer wurden —
falls nicht anders angegeben — mit ELIX-Wasser aus einer Wasserautereitungsankge der
Firma Millipore hergestellt. Dieses Wasser hat einen Reinheitsgrad, der mit bidestilliertem
Wasser vergleichbar ist. Die verwendeten Materialien fur die Zellkultur und fir die mole-
kularbiologschen Methoden waren entweder steril verpackte Einmalartikel oder sie
wurden vor ihrer Benutzung in einem Autoklaven bei 120°C fir 20 min unter Dampf
sterilisiert. Die fur die Zentrifugationsschritte angegebenen g-Zahlen beziehen sich auf

den mittleren Radius der verwendeten Rotoren.

3.2 GERATE

3.2.1  ZELL- UND BAKTERIENKULTUR

e COy-Inkubator Modell 311; Forma Scientific (Thermo)

e Einfrierapparatur Nicool LM10; Air Liquide

e Lichtmikroskop Axiovert 25; Zeiss

o Sterile Werkbank Herasafe; Heraeus-Christ

e Stickstofftank zur Lagerung von Zellen M305 CE; Taylor-Wharton

e Warmluftrundschittler G24 Environmental Incubator Shaker; New Brunswick

Scientific
3.2.2  ZENTRIFUGEN

e Kihlzentrifuge Evolution RC 5C; Sorvall

e Tischzentrifuge 5424 R; Eppendorf

e Ultrazentrifuge Optima L 90 K (70.1 Ti-Rotor); Beckman-Coulter
o Zellzentrifuge Megafuge 2.0 R; Heraeus-Christ
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3.2.3

3.2.4

3.2.5

24

ELEKTROPHORESE UND WESTERNBLOT

Blotschiittler Rocky; Frébel Labortechnik
Entwicklermaschine Optimax Typ TR; MS Laborgerate
Tankblot-Apparatur, Transblot-Cell SD; Bio-Rad
Vertikal- Elektrop horesesystem fir Minigele; C.B.S.

ELISA

Mikroplattenphotometer Spectra MAX 340 PC; Molecular Device
Mikroplattenschittler 1IS98; Wesbart LTD

SONSTIGE GERATE

Heizblock DB-3D; Techni DRI-BLOCK

Horizontal- Elektrop horesesystem Mini Sub Cell GT System; Bio-Rad
Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer; peQLab

pH-Meter 320; Mettler Toledo

Ruhrer RCT basic; IKA Labortechnik

Thermocycler Trio-Thermoblock; Biometra

Vortex Genie2; Scientific Industrie

VERBRAUCHSMATERIAL

Filterpapier Whatman 3MM; Whatman International Ltd.

Kosmetiktiicher K20; cilan tissue

Mikroplatteneinsatze Maxi Sorb U16 Module; Nunc
Nitrocellulosemembran Hybond enhanced chemilimuniscence; Amersham
Biosciences

PVDF-Membran Immobilon-P*?; Millipore

Rontgenfilme Hyperfilm ECL; Amersham Bioscience

Sterile Einwegmaterialien wie Zellkulturgefée, Pipetten und

Schraubd ecke Ir6hrchen fir die Zellkultur; Nunc oder Falcon
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3.4

ZELL- UND BAKTERIENKULTUR

Ampicillin; Sigma

Blasticidin; PAA

Clip-Cell 505; New England Biolabs

Clip-TMR Star; New England Biolabs

Complete Protease-Inhibitor Mix; Roche Diagnostics
DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol); Invitrogen

Difco Trypton-Pepton; Beckton-Dickinson
DMEM-Medium mit Glutamax (Dulbecco’s modified eagle medium mit L-Alanyl-
L-Glutamin); PAA

Dulbecco-PBS ohne Ca?* und Mg?*; PAA

Fetal calf serum; Biochrom KG

Hefeextrakt; Roth

Isopropyl-B-thiogalactopyranosid; Roth

Penicillin (10 000 U); PAA

Snap-Cell 505; New England Biolabs

Snap-TMR Star; New England Biolabs

Streptomycin (10 000 pg/ml); PAA

Trypsin-EDTA (0,25 % w/v Trypsin, 1 mM EDTA); PAA

CHEMIKALIEN

Acrylamid Rotiphorese GEL 30; 30 % Acrylamid, 0,8 % Bisacrylamid; Roth
Agarose NEEO Ultra; Roth

Brij 58 (Polyethylenglykolhexadecylether); Fluka

Bromphenolblau; Serva

Desoxyribonukleotidtriphosphat Mix (je 100 mM dATP, dC TP, dGTP,d TTP);
Roc he-Diagnostics GmbH

Magermilchpulver Glicksklee; Nestlé

-Mercaptoethanol; Merck

Natriumdodecylsulfat (SDS); Serva
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3.6

3.6.1

26

NHS-activated Agarose Spin Columns 33 mg; Pierce
Nonidet P-40 (NP-40); Sigma

Ponceau S; Sigma

TEMED (N,N,N’,N'-Tetramethylethylendiamin); Sigma
TMB (3,3',5,5"- Tetramethylbenzidin) ; Merck

Tris (2-Amino-2-hydroxmethyl-1,3-propandiol); Merck
Triton X-100 (t-Octylphenoxypo lyethoxyethanol); Sigma
Tween 20 (Polyoxyethylensorbitanmonolaurat); Sigma
Wasserstoffperoxid; Merck

ANTIKORPER

PRIMARANTIKORPER

Monoklonaler Antikérper aus der Maus (H68.4) gegen die cytoplasmatische
Doméane des humanen TfR1; WB: 1:3000; Zymed

Monoklonaler Antikérper aus der Mausy( -Flagmw) gegen den Flag-tag
(DYKDDDDK); WB: 1:1000, IF:1:300; Sigma

Monoklonaler Antikérper aus der Mausy( -HAm) gegen den HA-tag
(YPYDVPDYA); WB: 1:1000, IF:1:100; Roc he

Monok lonaler Antikdrper aus der Maus ¢ -V5n) gegen den V5-tag
(GKPIPNPLLGLDST); WB: 1:5000, IP:1:1000, IF: 1:300; Invitrogen
Monoklonaler Antikdrper aus der Maus gegen 3-Aktin; WB: 1:10000 ; Sigma
Polyklonaler Antikorper aus dem Kaninchen (a-Flag,) gegen den Flag-tag
(DYKDDDDK); IF:1:100; Dianova

Polyklonaler Antikorper aus dem Kaninchea ( -HA,) gegen den HA-tag
(YPYDVPDYA); IF: 1:100; Sigma

Polyklonaler AntikGrper aus dem Kaninchen (a-V5,) gegen den V5-tag
(GKPIPNPLLGLDST); WB: 1:1000, IF:1:100; Dianova
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3.6.2

3.7

SEKUNDARANTIKORPER

Kaninchen-1gG gegen Maus-1gG, HRP (Meerrettichperoxidase) konjugiert
(RAM*); WB: 1:5000; DAKO

Kaninchen-1gG gegen Maus-1gG, Alexa488 konjugiert (RAM-Alexa488);
IF:1:1000; Invitrogen

Ziege-19G gegen Kaninchen-1gG, HRP (Meerrettichperoxidase) konjugiert
(GAR*); WB: 1:3000; DAKO

Huhn-1gG gegen Kaninchen-1gG, Alexa594 konjugiert (CAR-Alexa594);
IF:1:1000; Invitrogen

PROTEASEINHIBITOREN

1,10-Phenanthrolin; Merck

DAPT (N-[N-(3,5-Difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylglycin t-butylester);
Millipore

DCI (3,4-Dichloroisocoumarin-Inhibitor); Sigma

L685,458 (5S)-(t-Butoxycarbonylamino)-6-phenyl-(4R)hydroxyl-(2R)benzylhexan-
oyl)-L- leu-L-phe-amid); Sigma

Lactacystein; Boston Biochem

Epoxomicin; Enzo LifeScience

(Z-LL),-Keton; Calbiochem

KITS

Advanced Protein Assay Reagent; Cytoskeleton
CloneJet PCR Cloning Kit; Fermentas

FUGENE HD Transfection Reagent; Roc he

NucleoBond Xtra Midi/Maxi Kit; Macherey-Nagel
Zymoclean Gel DNA Recovery Kit; Zymo Research, Hiss
Zyppy Plasmid Miniprep Kit; Zymo Research, Hiss
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3.9 OLIGONUKLEOTIDE

Die Oligonukleotide wurden von Metabion bezogen und sind in der folgenden Tabelle

aufgelistet.

Tabelle 2. Auflistung der in der Arbeit eingesetzten Oligonukleotide.

Oligonukleotid Sequenz

Start-Flag-TfR1-1CD 5-ATG GACTAT AAA GAC GAT GAC GAT AAA ATGATG GAT CAA
GCTAGATCAGCATTCTCT-3

V5-TfR1-NTF rev. 5-TTA CGT ACT ATCTAG GCC CAGCAA CGGATT CGG GATTGG
TTTTCCTCT CTCACA CTCAGT TTTTGGTTC TAC CCC TTT ACA-3'

T7 forw. 5-TAA TAC GACTCA CTATAG G-3

BGH rev. 5-TAGAAGGCA CAGTCGAGG-3

4 METHODEN

4.1 ZELLBIOLOGISCHE METHODEN

Die verwendete HEK293-Zelllinie wurde im Brutschrank bei 5 % CO,, 37°C und 95 %
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Samtliche Arbeiten erfolgten unter einer sterilen Werkbank mit
steril verpackten EinwegartikeIn oder mit Materialien, welche im Wasserdampf bei 120°C
sterilisiert wurden. Das verwendete fotale Kélberserum (FCS) wurde vor Gebrauch durch

Hitze inaktiviert (56°C, 30 min).
41.1 KULTIVIERUNG VON HEK?293 ZELLEN

Die Kultivierung der embryonale Nierenzelllinien HEK293 erfolgte auf Gewebe-
kulturplatten in DMEM-Medium (DMEM-Medium mit Glutamax; 100 U/ml Penicillin,
100 pg/ml Streptomycin, 10 % FCS). Fur weitere Versuche oder zum Umsetzen von
Zellen wurden die Zellen mit Dulbecco-PBS™ gewaschen und mit Trypsin-EDTA
behandelt. Durch leichtes Klopfen wurden die Zellen abgelést und in 3 ml Medium
aufgenommen, fir die Weiterkultivierung wurden die Zellen 1:10 verdiinnt. Sollte nur
eine definierte Anzahl von Zellen ausgesat werden, wurde die Zelldichte mit Hilfe einer
Neuba uer-Z&hlkammer bestimmt und die gewunschte Zellkonzentration eingestellt. Das

Medium wurde in der Regel alle drei Tage erneuert.
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4.1.2 EINFRIEREN UND AUFTAUEN VON ZELLEN

Einfriermedium: 70 % Kulturmedium; 20 % FCS; 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO)

Zum Einfrieren wurden 5x 10° Zellen in 1 ml Einfriermedium ohne DMSO auf-
genommen, 900 pl der Zellsuspe nsion wurde in ein Kryoréhrchen tberfihrt, indem 100 pl
DMSO vorgelegt wurden. Nach kurzem Schiitteln wurde das Kryoréhrchen in der Ein-
frierapparatur Nicool (30 min auf Stufe 3, 10 min auf Stufe 10) langsam abgekhlt und

anschlieBend in flissigem Stickstoff gelagert.

Zur Rekultivierung wurden die Zellen zlgig in einem 37°C-Wasserbad aufgetaut, in
Medium (10 ml, 37°C) resuspendiert und zentrifugiert (200 x g, 5 min) und schlielich in
Kulturmedium aufgenommen und auf Gewebekulturplatten gegeben.

41.3 TRANSFEKTION VON HEK293-ZELLEN

Die stabile Transfektion der HEK293-Zellen erfolgte mit dem Transfektionsreagenz
Fugene HD. Hierzu wurden 7 x 10° Zellen/Vertiefung in einer 6-Vertiefungsschale aus-
gesdat. Das Transfektionsreagenz wurde nach Anleitung des Herstellers eingesetzt, in der
Regel wurden 5 pl Fugene in 100 ul serumfreien Medium verdlnnt und anschlieRend 2 pg
DNA hinzu pipettiert. Nach einer 15-mindtigen Inkubation wurde die gesamte Losung auf
die Zellen vorsichtig getropft. Die transfizierten Zellen wurden nach 24 h zur Selektion
mit Blasticidin (45 pg/ml) in Kulturmedium umgesetzt, zudem wurden sie jeden zweiten
Tag mit frischem blasticidinenthaltenem Medium umgesetzt. Die Selektion mit Blasticidin

erfolgte fur 14 Tage.

Fur eine transiente Transfektion wurde 11,1 pl (0,45 mg/ml) Polyethylenimin (PEI) pro
1 ug DNA verwendet, fir eine 30-mm-Schale wurde 22,2 ul PEI in 100 pl Medium
verdinnt und anschlieBend 2 pg DNA hinzu pipettiert. Der Ansatz wurde fir 30 min bei
Raumtemperatur (RT) inkubiert und vorsichtig auf die Zellen getropft. Die Expressionder
Proteine wurde nach 24 h oder 48 h im Zelllysat mittels Immunob lot oder auf Deck-

glaschen mittels Immunfluoreszenz Uberpr Gift.
4.1.4  IMMUNFLUORESZENZ VON HEK293-ZELLEN

Deckb lattchen wurden in Ethanol getaucht, abgeflammt und in 30-mm-Schalen gelegt.

Damit die Zellen auf den Deckblattchen anwachsen, wurde 2 ml Poly-L-Lysin (1:10) in
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H,O zugegeben und inkubiert (2 h, RT). Nach zweimaligen Waschen mit Dulbecco’s
PBS” wurden 1 x 10° Zellen ausgesat. Nach 24 h erfolgte entweder eine transiente
Transfektion und 24 h oder 48 h spater die Immunodetektion. Fur die Farbung der
Clip/Snap-Labels wurde nach Anleitung de Herstellers gearbeitet. Die Zellen wurden mit
1 ml des Mastermixes (Snap-Cell 505 5 uM und Clip-Cell TMR Star 3 uM oder Clip-Cell
505 5 uM und Snap-Cell TMR Star 3 pM) inkubiert (30 min, 37°C, 5% CO3), anschlie-
Rend zweimal mit Dulbecco’s-PBS**
PBS** inkubiert (37°C, 5 % CO,) und wiederholt zweimal mit Dulbecco’s-PBS™* ge-

waschen. Die Zellen wurden schlieBlich mit Methanol fixiert (2 ml -20°C Methanol,

gewaschen und fur weitere 5 min mit Dulbecco’s-

10 min, -20°C) und erneut mit Dulbecco’s-PBS** gewaschen. Die Deckb lattchen wurden
in 10 yl DAPI-enthaltenem Einbettmedium eingebettet.

Fir die Farbung der Proteine mit Antikorpern wurden die Zellen mit Formaldehyd (4 %
Formaldehyd, 30 min, RT) fixiert, mit Glycin (200 mM, 5 min) neutralisiert und an-
schlieRend mit Dulbecco’s-PBS™ zweimal gewaschen. Die Antikérperfarbung erfolgte
nach dem Blockieren mit 1 % Ziegenserum in PBS (30 min), die Antikdrper wurden in
0,1 % Ziegenserum in PBS verdinnt, dabei wurde die Antikdrper wie folgt eingesetzt; o-
Flagm 1:300, a-V5g 1:100 und o-HA, 1:100. Die monoklonalen AntikGrper waren aus der
Maus, wahrend der polyklonale Antikdrper aus de m Kaninchen stammt. Als Zweitanti-
korper wurden RAM-Alexa488 und CAR-Alexa594 (jeweils 1:1000) verwendet, zudem
wurde DAPI (1:1000) zur Kernfarbung eingesetzt. Beide Antikoérperinkubationen erfol-
gten fur jeweils eine Stunde. Die Deckglaschen wurden zwischen beiden Antikor per-
inkubationen und anschlielend finfmal mit PBS gewaschen, zudem wurde nach der
Zweitantikorperbehandlung mit Wasser und dann mit 100 % Ethanol gewaschen. Zum
Schluss wurden die Deckglaschen auf einem Kosmetiktuch getrocknet und in 10 pl Ein-

bettmedium eingedeckelt.
4.2 PROTEINBIOCHEMISCHE METHODEN

421 LYSEVON ZELLEN

Die zu solubilisierenden Zellen wurden zweimal mit eiskaltem Dulbecco’s-PBS ™ ge-
waschen und anschlieend auf Eis in Solubilisierungspuffer (1 % TritinX-100 in PBS,
1 x Complete Proteaseinhibitor) abgeldst und fir mindestens 30 min bei 4°C geschuttelt.

Zur Abtrennung der unldslichen Bestandteile erfolgte ein Zentrifugationsschritt
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(16.200 x g, 30 min, 4°C). Der Uberstand des Lysats wurde fir weitere Experimente

verwendet.
4.2.2 KONZENTRATIONSBESTIMMUNG VON PROTEINEN

Die Bestimmung der Proteinkonzentration von aufgereinigten oder solubilisierten
Proteinen oder Peptiden erfolgte mit Hilfe des Advanced Protein Assay Reagent Kits von
Cytoskeleton. Es wurden 10 pl Proteinlésung zu 200 ul des Féarbereagenzes gegeben und
durch mehrfaches Pipettieren gemischt Die Absorption wurde sofort bei A=595 nm am
Mikrop latten-Photometer gemessen. Mit Hilfe von zusétzlich gemessenen Proteinstan-

dards (BSA) wurde die Konzentration der Proteinldsung bestimmt.

4.2.3 GELELEKTROPHORESE

4.2.3.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Laufpuffer : 192 mM Glycin; 20 mM Tris; 0,1 % (w/v) SDS

4 x Probenpuffer n.red. : 0,25 M Tris; 40 % (v/v) Glycerol; 8 % (w/v) SDS; 0,004 % (w/V)
Bromphenolblau, pH 6,8

4 x Probenpuffer red. : wie4 x PP n.red jedoch + 8 % (v/v) 2-Mercaptoethanol

Trenngelpuffer . 1,5MTris; pH 8,8; 0,4 % (w/v) SDS

Sammelge Ipuffer : 0,5MTris; pH 6,8; 0,4 % (w/v) SDS

Acrylamidmix . 30 % Acrylamid; 0,8 % Bisacrylamid

Die SDS-PAGE wurde im CBS-Gelkammersystem nach der Methode von Laemmli
(88) durchgefiihrt. Abhéngig von dem zu analysierenden Protein wurden fir die Auftren-

nung 10%ige oder 12%ige Trenngele und 4,5%ige Sammelgele verwendet.

Tabelle 3. Anséatze fur Trenn- und Sammelgele.

Reagenz 10 % Trenngel 12 % Trenngel 4,5 % Sammelgel
Wasser 1770 ul 1488 ul 800
Trenngelpuffer 1062 1062 —
Sammelge Ipuffer — — 333 ul
Acrylamidmix 2124 ul 1700 200
10 % APS 30l 30 10 ul
TEMED 3ul 3u 3u
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Die Proben wurden mit einem Drittel ihres Volumens 4 x SDS-Probenpuffer versetzt
und 5 min im Wasserbad gekocht. Zusétzlich zu den Probe n wurde Prestained Protein-
Marker (Fermentas) zur Bestimmung der Molekilmasse aufgetragen. Die Trennung der
Proteingemische erfolgte in Laufpuffer flir 45-60 min mit 200 V und 30 mA pro Gel.

4.2.3.2 Tricin-SDS-PAGE

Kathodenpuffer 10x : 1 M Tris; 1 M Tricire; 1 % SDS; pH 8,25

Anodenpuffer 10x . 1M Tris; 0,225 M HCI; pH 8,9
Gelpuffer 3x : 3MTris; 1 M HCI; 0,3 % SDS; pH 8,45
Acrylamidmix 30 % Acrylamid; 0,8 % Bisacrylamid

Diese Methode beruht auf einem Tricin-Tris-Puffersystem nach Schéagger (89) und
wird fur die Auftrennung von sehr kleinen Proteinen verwendet. Es wurde das CBS-

Gelkammersystem benutzt.

Tabelle 4. Pipettierschema fur Tricin-SDS-PAGE.

Reagenz 16 % Trenngel Sammelgel
Acrylamidmix 2268 180 pl
Gelpuffer 3x 1416 400 pl
Glycerol 337 ul —
Wasser 229 ul 620
10 % APS 30l 10 Wl
TEMED 3ul 3ul

Die Proben wurden mit einem Drittel ihres Volumens 4 x SDS-Probenpuffer versetzt
und 5 min im Wasserbad gekocht. Zusatzlich zu den Proben wurde Lowrange Protein-
Marker (Fermentas) zur Bestimmung der Molekilmasse aufgetragen. Die Trennung der
Proteingemische erfolgte in 1 x Anoden- und Kathodenpuffer flir 90-120 min mit 200 V
und 35 mA pro Gel fir 1 h und 40 mA pro Gel fir die weitere Zeit.
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424 WESTERNBLOT UND IMMUNODETEKTION

Nassb lotpuffer : 25mM Tris; 192 mM Glycin; 10 % (v/v) Ethanol
PBSBy, : PBS mit0,2 % (w/v) Brij58

Magermilchlésung : PBSBg 2 mit 5 % (w/v) Magermilch
Chemilumineszenzldsung : 1 ml Lésung A (250 mg/l Luminol; 0,1 M Tris (pH 8,6));

100 pl Lésung B (1,1 mg/ml para-Coumarinsaure in
DMSO); 1 pl 30 % (v/v) Wasserstoffperoxid

Fur den immuno logischen Nachweis von Proteine n wurde n diese nach Auftrennung mit
der SDS-PAGE oder der Tricin-SDS-PAGE auf eine Nitrozellulosemembran oder eine
PVDF-Membran Ubertragen. Der Transfer erfolgte mittels Nassblotverfahren. Die PVDF-
Membran wird vor Benutzung fur 1 min mit 100 % Methanol aktiviert, anschlieend in
Wasser gewaschen und fur 10 min in Nassblotpuffer dquilibriert. Das Gel und die gleich
groen Filterpapiere wurden ebenfalls in Nassblotpuffer vorinkubiert. Ausgehend von der
Anode wurde der Blot wie folgt zusammengebaut: Filterpapier (2x), Gel, Membran, Filter-
papier (2x). Der Transfer erfolgte je nach ProteingroRe fir 30—60 min bei 50 Volt.

Nach dem erfolgreichen Transfer der Proteine auf die Membran erfolgte die Immuno-
detektion. Die Membran wurde fir 30 min mit 20 ml Magermilchlésung inkubiert, um
unspezifische Antikdrperbindung mit der Membran zu blockieren. AnschlieRend erfolgte
die Inkubation mit dem Priméarantikorper auf einem Kippschittler (1 h bei RT oder tber
Nacht bei 4°C). Nach dreimaligem Waschen mit PBSBy ; firr jeweils 5 min aufdem Kipp-
schittler, um den nicht-gebundenen Primérantikorper zu entfernen, wurde die Membran
mit dem Sekunddrantikorper (verdinnt in 10 ml Magermilchlésung) fir 1 h auf dem
Kippschuttler inkubiert. Nicht-gebundener Sekundarantikérper wurde durch mehrmaliges
Waschen mit PBSBy 2 (6%, 15 ml, je 5 min) entfernt. Daraufhin wurde die Membran flr
2 min mit der Chemilumineszenzlésung inkubiert und mit einem Filterpapier wieder
getrocknet. Nachdem die Membran in eine Folie und dann in eine lichtundurchléassige
Filmkassette gelegt wurde, wurde in der Dunkelkammer ein unbelichteter Film auf die
Membran gelegt. Die Belichtungszeit fur den zweiten Film variierte abhdngig von der

erhaltenen Signalstarke des ersten Films.
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4.2.5 STRIPPING

Stripping-Puffer: 62,5 mM Tris (pH6,7); 2 % (w/v) SDS; 100 mM B -Mercaptoethanol

Um auf einer bereits mit Primar- und Sekundérantikérper behandelten Nitrozellulose-
oder PVDF-Membran andere Proteine nachzuweisen, missen die bereits gebundenen
Antikd rper wieder abgelost werden. Dazu wurde die Membran kurz in Wasser gespdlt und
die Antikorper durch die anschlieBende Inkubation mit dem Stripping-Puffer (30 min,
56°C) entfernt. Nach mehrmaligem Waschen mit Wasser wurde die Membran erneut mit

der Magermilchlésung und de n neuen Antiko rpern inkubiert.
4.2.6  IMMUNPRAZIPITATION

Alle Inkubationen erfolgten bei 4°C auf einem Uberkopfschiittler. Nach jedem
Inkubations- und Waschschritt wird die ProteinA-Sepharose bei 1000 x g fir 1 min

abzentrifugiert.
4.2.6.1 Immunprazipitation des TfR1-C-Peptids aus Zellkulturiberstanden

Das Zellkulturmedium der zu untersuchenden HEK293-Zellen wurde von den Zellen
abgenommen und zentrifugiert (200 x g, 5 min), um die eventuell vorhandenen zellularen
Uberreste zu entfernen. Zum Medium wurde 1 pg a-V5y, Antikorper zugegeben und fiir
2 h oder Uber Nacht inkubiert, anschlieBend wurden 25 pg ProteinA-Sepharose zugegeben
und fir eine weitere Stunde inkubiert. Die Sepharose wurde mit den an ihr gebundenen
Antikdrpern und dem Peptid abzentrifugiert und dreimal mit PBSXo 10, gewaschen und
entweder fir die MALDI-TOF-MS Detektion oder fiir den Western Blot eingesetzt.

4.2.6.2 Immunprazipitation aus Zelllysaten

Das Zelllysat wurde mit 2 pg a-Flagm oder a-TfR1 (H68.4) Antikorper versetzt und fiir
2 h im Uberkopfschiittler inkubiert, anschlieRend mit 25 pg ProteinA-Sepharose versetzt
und fir eine weitere Stunde im Uberkopfschiittler inkubiert. Die ProteinA-Sepharose
wurde abzentrifugiert und einmal mit PBS, dreimal mit PBSXj¢, und zweimal mit Wasser
gewaschen. Durch Zugabe von 2 x SDS-Probenpuffer und 5 min Kochen wurden die
Immunkomplexe von der Sepharose geldst, anschliefend in der SDS-PAGE aufgetrennt

und schlielich im Immunob lot analysiert.
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4.2.7 MEMBRANLYSATPRAPARATION

Hypertonpuffer : 10mM Tris (pH 7,4); 1 mM EDTA; 1 mM EGTA; 1 x Complete
Proteaseinhibitor
Basispuffer : 50 mM Tris (pH 7,8); 50 mM Kaliumacetat; 2 mM Magnesium-

acetat; 125 mM Sucrose; 1 mM DTT

Die Angaben sind ausgehend von einer 6 cm Schale HEK293 geschrieben, bei
groReren Schalen wurden die Angaben hochgerechnet. Die Membranpraparation wurde
auf Eis durchgefiihrt. Es wurden 800 pl Hypertonpuffer auf das Zellpellet gegeben und
gut gevortext. Die Proben wurden fur 10 min auf Eis gestellt, und die Zellen mit einer
1 ml Spritze und einer 0,6 mm Kanile 15 x aufgezogen und herausgepresst. Zwischen de n
einzelnen Proben wurden Spritze und Kanile dreimal mit Wasser gespilt. Die Proben
wurden zentrifugiert (4000 x g, 5 min) und der Uberstand in ein neues EppendorfgefaR
(1,5 ml) uberfuhrt. Nachdem der Uberstand erneut zentrifugiert wurde (16.200 x g,
45 min), wurde das Zellpellet (Membranen) in 30 ul Basispuffer resuspendiert. Fir einen
Assay wurden 20 pl verwendet und fir 30 min bei 37°C in einem Thermoschdttler bei
150 x g inkubiert. Um die Lipide aus den Membranen zu entfernen und die Proteine so
besser in der SDS-PAGE auftrennen zu konnen, wurde 120 pl ChloroformyMethanol (1:2)
zugegeben, fur 30 min auf Eis inkubiert und anschlieBend zentrifugiert (16.200 x g,
20 min, 4°C). Das Pellet wurde in 25 pl 2x SDS-Probenpuffer grindlich resuspe ndiert
und fir 10 min bei 65°C auf einem Thermoschuttler bei 1400 rpm inkubiert. Die Proben
wurden anschlieBend vollstandig auf das SDS-Gel aufgeladen, aufgetrennt und im

Immunob lot detektiert.
4.2.8 MALDI-TOF-MS

Fir die Detektion des TfR1-Cp wurde die Sepharose (4.2.6.1) dreimal mit PBS und
dreimal mit 50 mM Ammoniumacetat gewaschen; abzentrifugiert wurde nach jedem
Waschschritt (1000 x g, 3 min, 4°C). Das TfR1-Cp wurde mit 50 % Essigsdure eluiert, das
Eluat wurde in einer Centrivac-Zentrifuge eingedampft und einmal mit Wasser gewaschen
und wieder eingedampft. Die Proben wurden in 5 pl Wasser aufgenommen, 0,5 ul der
Probe wurden mit 0,5 pl 2-Cyano-4-Hydroxyzimtsdure Matrix (1 mg/ml in 70 % Aceto-
nitril/0,1 % Trifluoressigsaure) gemischt und auf den Probenteller der MALDI-TOF-MS

gegeben und luftgetrocknet, wobei sich die Probenmolekile indas Kristallgitter der Matrix
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einbauen. Das MALDI-TOF-Massenspektrum wurde mit Hilfe eines Ultraflex 111 Massen-
spektrometer aufgenommen, das mit einem Smartbeamlaser und einer LIFT-MS/MS
Anlage ausgeristet war. Die Kalibrierung wurde mit einem Peptidstandardmix durch-
gefihrt. Die Analysen wurden mit Hilfe des FindPept von ExPASy durchgefthrt
(http://web.expasy.org/findpept/). Die Bedienung des Massenspektrometers erfolgte durch

Dr. Matthias Kaup, Institut fur Laboratoriumsmedizin, Klinische Chemie und Patho-

biochemie, Charité — Universitatsmedizin Berlin.

429  ANTIKORPERAUFREINIGUNG

Elutionspuffer : 100 mM GlycinpH 4,5; pH 3,5; pH 2,5
Neutralisierungspuffer : 40 mM Tris pH 11; pH 9,0; pH 8,0
Quenchingpuffer : 1 M Ethanolamin

Kopplungs-/Waschpuffer : 100 mM Natriumphosphat; 150 mM NaCl; pH 7,2 (PBS)

Das Kaninchenserum (10 ml) wurde mit ProteinA-Sepharose (1 ml), welche vorher mit
PBS (fiinfmal, 10 ml) gewaschen wurde, tber Nacht im Uberkop fschiittler 4°C inkubiert.
Die Mischung wurde Uber eine Saule gegeben und mit PBS gewaschen (funfmal, 10 ml),
die Elution erfolgte mit den drei verschiedenen Elutionspuffern (900 ul, pH 4,5, pH 3,5,
pH 2,5), die Neutralisierung erfolgte sofort mit dem Neutralisierungspuffer (900 ul). Nach
Proteinbestimmung wurden die Fraktionen gepoolt.

Fur die Kopplung des TfR1-Cp an die NHS-aktivierte Agarose wurde das TfR1-Cp
(400 pg/ml in PBS) mit der NHS-aktivierten Agarose (33 mg) im Uberkopfschiittler
inkubiert (Uber Nacht, 4°C). Nach Zentrifugation (1000 x g, 1 min) wurde die Agarose mit
dem Kopplungspuffer gewaschen (dreimal, 1,5 ml) und erneut zentrifugiert (1000 x g,
1 min). Die verbleibenden aktiven Stellen in der Agarose wurden mit Hilfe des Quen-
chingpuffers (1,5 ml, 15-20 min, RT, Uberkopfschiittler) blockiert und anschlieRend ab-
zentrifugiert (1000 x g, 1 min), die Agarose wurde dreimal mit dem Waschpuffer ge-
waschen. Fir die Lagerung wurde die Saule in 0,05 % Natriumazid in PBS gewaschen
und aufrecht bei 4°C gelagert. Vor Verwendung wurde die Sdule dreimal mit 10 ml PBS

gewaschen.

Die gepoolten Fraktionen aus der Aufreinigung Uber ProteinA-Sepharose wurden
anschlieBend Uber die mit TfR1-Cp gekoppelte NHS-Agarose gegeben und mit Elutions-

puffer eluiert und mit Neutralisierungspuffer neutralisiert. Nach einem Bindungsassay
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mittels ELISA wurden die an TfR1-Cp bindenden Fraktionen gepoo It und in 25%iger
PEG-L06sung (8000) eingeengt.

4.2.10 ENZYMGEKOPPELTER IMMUNADSORPTIONSTEST

Blockierungslosung : 3 % Rinderserumalbumin; 10 % fetales Kélberserum in PBS; vor

Gebrauch steril filtrieren

Citratpuffer 40 mM Natriumcitrat/KOH pH 3,95

Farbeldsung 10 ml Citratpuffer; 100 pl TMB-L6sung; 3 pl 30 %iges
Wasserstoffperoxid; vor Gebrauch frisch ansetzen und filtrieren

PBST 0,05 % Tween-20 in PBS

Stopplésung . 2 M Schwefelsaure

TMB-L0dsung 200 mg Tetramethylbenzidin in 10 ml Ethanol/Dimethylsulfoxid

1:1 (v/v); vor Gebrauch steril filtrieren

Der ELISA (enzyme-linked immunoabsorbent assay) stellt eine sensitive und schnelle
Methode dar, um bestimmte Proteine aus einem Proteingemisch heraus zu quantifizieren.
Ein Antikdrper gegen das zu quantifizierende Protein oder ein entsprechender Bindungs-
partner werden an eine feste Platte gebunden (,,coating®) und das gesuchte Protein aus der
Testlésung in einem zweiten Schritt an diesen Antikérper gebunden. Das gebundene
Protein wird in einem dritten Schritt entweder mit einem weiteren Antikorper, der mit
einer Meerrettichperoxidase (HRP) verknipft wurde, markiert oder der gesamte Immun-
komplex wird mit einem Sekundarantikorper, der mit einer HRP verknupft ist, in einer

Farbreaktion nachgewiesen.

Um das TfR1-Cp im Serum detektieren zu kdnnen, wurde ein Sandwich-ELISA
entwickelt. Dafir wurde der in Kaninchen generierte polyklonale Antikdrper gegen das
TfR1-Cp verwendet. Eingesetzt wurde entweder der Uber ProteinA-Sepharose gereinigte
Antikdrperpool (a-Cp Pool), von dem ein Teil auch an eine HRP gekoppdt wurde (a-Cp
Pool-HRP), oder der Uber NHS-TfR1-Cp-Sepharose affinitatsgereinigte TfR1-Cp-Anti-
korper @ -TfR1-Cp AK). Das TfR1-Cp oder das biotinylierte TfR1-Cp wurden vor
Gebrauch in PBST verdinnt. Die Detektion erfolgte mit dem o-Cp Pool HRP (1:1000),
einem GAR* (1:3000) oder einem Streptavidinantikdrper gekoppelt mit HRP (1:20.000),
dabei wurden die Antikorper in PBST verdinnt. Nach jedem Inkubationsschritt aul3er

nach dem Féarbeschritt wurde dreimal mit Hilfe einer Mehrkanalpipette mit 200 ul PBST
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gewaschen, 5 min inkubiert und erneut dreimal gewaschen, Diese Kombination wurde

jeweils dreimal wiederholt. Das erhaltene Farbsignal wurde mit einem Mikrop lattenphoto-

meter bei einer Wellenldange von 450 nm (Referenz 492 nm) gemessen.

Alle Bestim-

munge n wurden in der Regel als Vierfachmessung durchgefiihrt. Die Durchfuhrung der

ELISAs wurde in Tabelle 5 zusammenge fasst.

Tabkelle 5. ELISA-Standardschema.

Inkubation  Zeit Volumen Substanz Verdinnung
[min] (]
Beschichtung 120/ 100 TfR1-Cp-Biotin/ Antikorperpool/ Ca. 200 ng
Uber Nacht TfR1-Cp-AK
Blockieren 30 200 Blockierungslésung
Ligand 120 100 TfR1-Cp/ Serum/ Antikdrperpool/  Abhangig
TfR1-Cp-AK vom Versuch
1. Antikérper 60 100 TfR1-Cp-AK/ 1:10.000
TfR1-Cp-AK + TfR1-Cp-Biotin
2. Antikorper 60 100 Antikorperpool/ Streptavidin-HRP ~ 1:1000 /
1:20.000
Féarbelosung nach Sicht 100 TMB-Férbelosung
Stopplésung <60 +50 Stopplésung

4.3 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

4.3.1 AGAROSEGELELEKTROPHORESE

TAE ;40 mM Tris/Essigsaure; 1 mM EDTA

6 x DNA-Probenpuffer : 60 % (w/v) Saccharose; 20 mM EDTA,
0,02 % (w/v) Bromphenolblau

EtBr-L6sung : 1% (w/v) Ethidiumbromid

Die Agarose (1-2 % (w/v) je nach GroRe der DNA-Fragmente) wurde durch Erhitzen
in 50 ml TAE-Puffer gelést und nach Abkihlung auf ca. 55°C mit 1 pul EtBr-Losung ver-
setzt. Die Proben wurden mit einem Finftel ihres Volumens an DN A-Probenpuffer ver-

setzt und im Agarosegel aufgetrennt. Zur GroRenbestimmung wurden zusétzlich 5 pl des

Markers (1 kb Plus DNA ladder) aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte fir 30 min bei

100 Volt, anschlieBend wurde eine Aufnahme des Gels unter UV-Licht gemacht.
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4.3.2 RESTRIKTIONSVERDAU

DNA-Spaltungen mittels Restriktionsverdauendonukleasen erfolgten in der Regel in
30 pl Ansétzen in den vom Hersteller mitgelieferten enzymspezifischen Puffern. Pro pg
DNA wurde 1 U Enzym je Schnittstelle eingesetzt. Die Inkubation erfolgte bei den em-
pfohlenen Temperaturen fir 3-16 h.

4.3.3 ISOLIERUNG VON DNA AUS AGAROSEGELEN

Die gewunschten DNA-Fragmente wurden mit Hilfe eines Skalpells aus dem Agarose-
gel ausgeschnitten und mittels des Zymoclean Gel DNA Recovery Kit (3.8) aufgereinigt.
Die Elution erfolgte mit 30 pl Elutionspuffer oder Wasser.

434 LIGATION VON DNA-FRAGMENTEN

Zur Ligation eines linearisierten Vektors (20-50 ng) mit einem DNA-Fragment (Insert,
3-10facher molekularer Uberschuss gegeniber dem Vektor) wurde beides zusammen auf
Eis gemischt. Nach Zusatz von Wasser und des zur T4-Ligase mitgelieferten Ligase-
puffers, welcher vorher vorsichtig erwarmt und gemischt wurde, wurde die T4-Ligase zum
Ansatz gegeben. Die Inkubation des Ansatzes erfolgte fiir 16 h bei 16°C und anschlieRend
fur 10 min bei 20°C.

4.35 TRANSFORMATION VON PLASMID-DNA

LB-Medium : 1% (w/v) Difco Trypton-Pepton; 0,5 % (w/v) Hefeextrakt;
1% (w/v) NaCl, pH 7,0
Antibiotikazusatze: Ampicillin 100 pg/ml

LB-Agar . 1,5 % (w/v) Select-Agar in LB-Medium
Antibiotikazusatze: Ampicillin 50 pg/ml

Die Transformation beschreibt die Aufnahme von Plasmid-DNA in kompetente
Escherichia coli-Zellen (E. coli). Die Transformation erfolgte nach der Methode von
Hanahanetal. (90). Dabei wurde die Membran der Bakterien durch einen Hitzeschock fir
die Aufnahme von Plasmid-DNA durchlassig gemacht. Von der aufgereinigten Plasmid-
DNA wurden 0,5 pl in 50 pl kompetente E. coli-Zellen gegeben und fir 10 min auf Eis
inkubiert. Anschlielend erfolgte der Hitzeschock (90 s, 42°C), gefolgt von einer 2 minu-

tigen Inkubation auf Eis. Zu den transformierten Zellen wurden 300 pl LB-Medium
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gegeben und der Ansatz fir 30 min bei 37°C inkubiert. Der Transformationsansatz wurde
auf einer LBamp-Platte (LBamp-Agar in Petrischale) ausplattiert oder zum Animpfen in

einer Ubernachtkultur verwendet.
4.3.6 PRAPARATION VON PLASMID-DNA

Bei den folgenden Losungen handelt es sich um Komponenten aus dem verwendeten
NucleoBond Xtra Midi/Maxi Kit.

RES + RNase A : Resuspensionspuffer

LYS . Lysispuffer
EQU . Aquilibrierungspuffer
NEU . Neutralisierungspuffer
WASH : Waschpuffer

Um fir die Transfektion ausreichend DNA zu erhalten, wurde aus Bakterien Plasmid-
DNA im Midiformat prépariert. Das Prinzip der Praparation beruht auf der alkalischen
Lyse der Bakterien und der Ethanolfdllung der DNA. Zundchst wurden E. coli DH5a-
Zellen mit der DNA transformiert (4.3.5) und in 200 ml LBamp-Medium tber Nacht bei
37°C im Warmluftrundschdttler inkubiert. Am néchsten Tag erfolgte die Praparation der
DNA mit Hilfe des NucleoBond Xtra Midi/Maxi Kits (3.8). Bei einer ODs7gnm Von 1,8
wurde die Ubernachtkultur abzentrifugiert (15 min, 4000 x g) und das Pellet in 8 ml RES +
RNase A resuspendiert. Durch die Zugabe von 8 ml LYS und finfmaligem Invertieren
wurden die Zellen wéhrend einer Inkubation von 5 min lysiert. Nach der Zugabe von 8 ml
NEU wurde die neutralisierte Losung tber einen Filter geklart. Die geklarte L6sung wurde
auf eine mit 12 ml EQU &quilibrierte S&ule (Anionenaustauschersdule, NucleoBond Xtra
Midi/Maxi Kit, Macherey-Nagel) beladen. Das in dem Filter verbliebene Lysat wurde
durch die Zugabe von 5 ml EQU ausgewaschen und ebenfalls auf die S&ule aufgetragen.
Im Anschluss wurde die Saule mit 8 ml WASH gewaschen und die DNA mit 5 ml ELU
eluiert. Um die Plasmid-DNA zu prazipitieren wurde das Eluat mit 3,5 ml Isopropanol
versetzt und nach einer zweimindtigen Inkubation zentrifugiert (60 min, 4000 x g, 4°C).
Das Pellet wurde mit 2 ml 70 %igem Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert (10 min,
4000 x g, 4°C). Das Pellet wurde nach dem Trocknen im Brutschrank (37°C) in 50 pl

MilliQ-Wasser resuspendiert und die Konzentration bestimmt.
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4.3.7 POLYMERASEKETTENREAKTION

In der Regel wurden in einem Reaktionsansatz von 50 pl zwischen 50 ng und 200 ng
DNA, ferner je 10 pmol sequenzspezifische Primer und je 5 pmol dNTPs in dem vom
Polymerasehersteller empfohlenem Puffer gemischt und 2 U Phusion Polymerase HF
(NEB) hinzugegeben. Die Polymerasekettenreaktion erfolgte nach einem Denaturierungs-
schritt (1 min, 98°C) in 30 Zyklen mit 10 s Denaturierung bei 98°C und 1 min Primer-
anlagerung und Strangverlangerung bei 72°C. Im Anschluss wurde der Ansatz noch

einmal 5 min bei 72°C polymerisiert und auf 4°C abgekinhlt.
4,.3.8 DNA-SEQUENZIERUNG

Die DNA-Sequenzierung folgt der Kettenabbruchmethode nach Sanger et al. (91),

wobei zur Detektion Fluoreszenz markierte ddN TPs eingesetzt wurden.

Plasmid-DNA (ca. 150-200 ng der Plasmidminipréparation), der Sequenzierprimer
(10 pmol), Big Dye Terminator Mix (1 pl) und MilliQ-Wasser (Endvolumen 10 pl)
wurden gemischt. Die Polymerasekettenreaktion erfolgte nach folgendem Prinzip: 1 min
96°C, 30 x (20 s 96°C, 30 s 50°C, 4 min 60°C), 2 min 60°C und abschlieende Abkiihlung
auf 15°C. Der Sequenzieransatz wurde mit dem NucleoSEQ (Macherey-Nagel) nach
Anleitung aufgereinigt und direkt in den Sequenzer (Perkin Elmer ABI PRISM 310)
gestellt.
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5 ERGEBNISSE

5.1 CHARAKTERISIERUNG DES FLAG-TFR1-NTF-V5

Um das Schicksal des N-terminalen Fragments (NTF) des TfR1 nach dem Shedding-
Prozess genauer zu untersuchen, wurde mittels einer polymeren Kettenreaktion die cDNA
des TfR1, welche fur die Aminosauren 1-100 kodiert, N-terminal mit einem Flag-tag und
C-terminal mit einem V5-tag generiert (Abb. 2A). Das Konstrukt wurde anschlieend in
eine humane embryonale Nierenzelllinie (HEK293) stabil transfiziert (4.1.3) und expri-
miert. In Westernblot-Analysen der Zelllysate konnte unter Verwendung eines reduzier-
enden Probenpuffers eine Bande bei 14 kDa und bei nicht reduzierendem Probenpuffer
eine Bande bei 28 kDa gezeigt werden (Abb. 2B). Dies weist daraufhin, dass das TfR1-
NTF als Gber Disulfidbriicken verbundenes Dimer vorliegt, da es sich bei der 14 kDa
Bande um die Monomer- und die 28 kDa Bande um die Dimerbande handelt. Die Loka-
lisierung und die Orientierung des Flag-TfR1-NTF-V5 Konstrukts in der Zelle wurden mit
Hilfe von a-Flagy und o-V5, Antikérpern in der Immunfluoreszenz nachgewiesen. Die
mit dem Konstrukt transfizierten HEK293-Zellen wurden auf Deckblattchen ausgesat und
fixiert (4.1.4). Bei den unpermeabilisierten Zellen, d ie mit dem a-Flagy, behandelt wurden,
konnte kein Signal beobachtet werden (Abb. 2C, links oben), wéhrend die Behandlung mit
dem o-Flag, in permeabilisierten Zellen Signale in der Plasmamembran und in den
Vesikeln der Zellen zeigten (Abb. 2C, links unten). Bei der Behandlung mit dem o-V5n,
wurde in nicht permeabilisierten Zellen Signale in der Plasmamembran beobachtet (Abb.
2C, rechts oben), diese Signale konnten auch in den permeabilisierten Zellen gezeigt
werden. Das Ergebnis der Immunfluoreszenz zeigt, dass der C-Terminus mit dem V5-tag
des Flag-TfR1-NTF-V5 in den extrazellularen Raum weist, wahrend der N-Terminus mit
demFlag-tag indie Zelle weist. Inpermeabilisierten Zellen wurden Signale in der Plasma-
membran und in endozytischen Vesikeln mit dem o-Flag,n und dem o-V5;, beobachtet.
Man kann somit schlussfolgern, dass das Flag-TfR1-NTF-V5 Konstrukt in der Zelle in
derselben Weise exprimiert und verteilt vorliegt wie das natlrliche N-terminale Fragment
des TfR1 nach dem Shedding (46). Es liegt als Dimer inder Plasmamembran und in endo-

zytischen Vesike In vor und weist eine Typ I I-Transmembranproteinorientierung auf.
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Abbildung 2. Charakterisierung des Flag-TfR1-NTF-V5. A, schematische Darstellung des Flag-
TfR1-NTF-V5 Konstrukts. Es wurde N-terminal ein Flag-tag und C-terminal ein V5-tag an die Aminoséuren
1-100 des TfR1, welche das N-terminale Fragment nach dem Ektodoménen-Sheddingprozess darstellen,
mittels PCR angefugt. Die griine Box stellt den V5-tag und die blaue Box den Flag-tag dar, der rote Kreis
symbolisiert die intrazellulare Doméne des TfR1. B, das Flag-TfR1-NTF-V5 nach Expression in HEK293
Zellen erscheint als Dimerbande bei 28 kDa unter nicht reduzierenden Bedingungen (links), wahrend unter
reduzierenden Bedingungen eine Monomerbande bei 14 kDa zu sehen ist (rechts). Der Immunoblot wurde
mit Hilfe des a-V5, und des RAM™* visualisiert. C, Lokalisierung und Orientierung des Flag-TfR1-NTF-V5
in transient exprimierenden HEK?293 Zellen. Die Zellen wurden spezifisch mit dem a-Flag,, oder dem a-
V5., sowie dem Sekundarantikérper RAM-Alexa-488 angefarbt und visualisiert durch die konfokale

Laserscanmikroskopie.

5.2 IDENTIFIZIERUNG DES TFR1-C PEPTIDES UND DER SPALT-

STELLE

Mit Hilfe des Flag-TfR1-NTF-V5 wurde nun versucht, das TfR1-C-Peptid (TfR1-Cp)
zu identifizieren. Daflr wurde das Konstrukt stabil in HEK293-Zellen transfiziert und das
Medium fur eine Immunprézipitation mit dem a-V5, und der ProteinA-Sepharose ver-
wendet (4.2.6.1), um das eventuell entstehende TfR1-Cp zu detektieren. Im Westernblot
konnte unter nicht reduzierenden Bedingungen in Flag-TfR1-NTF-V5 exprimierenden
Zellen mit Hilfe des a-V5, eine Bande bei einer ungefahren molekularen Masse von
4,6 kDa detektiert werden (Abb. 3A, links). Diese Bande wurde nicht in den Kontroll-
zellen ohne Flag-TfR1-NTF-V5 beobachtet (Abb. 3A, rechts) und weist somit auf das
TfR1-Cp hin. Um das Ergebnis aus dem Westernblot zu bestétigen, wurde die TfR1-Cp
enthaltene ProteinA-Sepharose aus der Immunprdzipitation fur eine Detektion mittels
MALDI-TOF-MS mit 50 % Essigsdure eluiert (4.2.8). Die MALDI-TOF-MS Analyse
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ergab einen Peak bei 3276 Da (Abb. 3B). Eine Analyse mit dem FindPept-Tool von

ExXPASy ergab zwei mogliche monomere Peptide, die auf die gefundene Molekularmasse

passen. Das erste Peptid wird dabei zwischen dem Phenylalanin (Phe)-81 und dem

Methionin (Met)-82 geschnitten und hatte einen um drei Aminosdure verkirzten V5-tag.
Das zweite mogliche Peptid wird zwischen dem Glycin (Gly)-84 und dem Tyrosin (Tyr)-
85 geschnitten und hétte einen vollstdndigen V5-tag, aber einen Verlust von zwei Pro-
tonen, was auf eine Disulfidbricke zwischen dem Cystein (Cys)-89 und dem Cys-98
hinweist (Abb. 3C). Umdas richtige Peptid zu identifizieren, wurde der Peak mit Hilfe der
MALDI-TOF-TOF-MS analysiert (Abb. 4). Unter den dortigen Bedingungen wird unter

anderem die Peptidbindung (CO-NH-Bindung) gespalten, wobei b und y lonen entstehen,
die ihre Ladung vom N-Terminus oder vom C-Terminus bekommen.

C 68 78 88 98 '
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Abbildung 3. Detektion des TfR1-Cp. A, Westernblot des immunprézipitierten TfR1-Cp. HEK293-

Zellen wurden mit und ohne Flag-TfR1-NTF-V5 exprimiert, das TfR1-Cp-V5 wurde unter nicht-redu-
zierenden Bedingungen immunprazipitiert. Anschlieend tber ein 16%iges Tricin-SDS-Gel aufgetrennt, auf

eine PVDF-Membran (bertragen und mit dem o-V5, bei einer molekularen Masse von 4,6 kDa nach-
gewiesen. B, das unter nicht-reduzierenden Bedingungen immunprazipitierte TfR1-Cp-V5 wurde in der

MALDI-TOF-MS analysiert und ergab einen Peak bei 3275,696 Da. C, in der ersten Zeile ist die Sequenz
der Transmembranregion (fett), des stalk (normal) und des V5-tags (grau kursiv) mit der Aminosaurenummer
dargestellt. Mit Hilfe des FindPept Werkzeuges von ExXPASy konnten zwei mdgliche Peptide innerhalb

dieser Sequenz identifiziert werden, welche der Peakmasse entsprechen (zweite und dritte Zeile).
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Abbildung 4. MALDI-TOF-TOF-MS Analyse des TfR1-C-Peptids. Die b- und y-lonen, angegeben
durch ihre Sequenzen, konnten klar identifiziert werden. Die Massen weisen auf ein Peptid hin, welches
oxidiert vorliegt und eine interne Disulfidbriicke zwischen dem Cys-89 und dem Cys-98 des TfR1 enthalt.
Die identifizierte Sequenz des TfR1-Cp ist am Anfang der unteren Grafik angegeben. Schwarz: TfR1-Cp,
grau kursiv: V5-tag. Zur besseren Visualisierung wurde der Massenbereich in zwei Grafiken unterteilt.

Die Massendifferenz zwischen den verschiedenen b-lonen einerseits und den y-lonen
andererseits entspricht der Masse der Aminosdure an dieser Stelle. Somit zeigen die b26-
bis b29-lonen in der Fragmentanalyse des TfR1-Cp in der Abbildung 4 die Degradierung
des Volllangen-V5-tag und die N-terminale Spaltstelle, wéhrend die y13 bis y19 lonen,

den vollstindigen V5-tag zeigen (Abb. 4). Diese Daten zeigen, dass die Spaltung
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zwischen dem Gly-84 und dem Tyr-85 stattfindet. Zudem liegt eine Disulfidbricke
zwischen dem Cys-89 und dem Cys-98 vor, welche den Protonenverlust erklart. Folglich
konnte mit Hilfe des MALDI-TOF-TOF-MS gezeigt werden, dass es sich bei dem TfR1-C
Peptid um ein 16 Aminosaure langes Peptid handelt, welches als oxidiertes Monomer vor-

liegt.

5.3 ANTIKORPERAUFREINIGUNG

Um endogen freigesetztes TfR1-Cp in Zellkultur mittels Immunprazipitation oder in
menschlichem Serum mittels eines zu etablierenden Sandwich-ELISAs nachzuweisen,
bendtigt man Antikorper gegen dieses Protein. Da diese natirlich zum Zeitpunkt der erst-
maligen Entdeckung des C-Peptids nicht erhaltlich waren, sollte ein Antikorper hergestellt
werden. Um einen monok lonalen Antikorper zu finden wurde ein Phage Display durch-
gefuhrt. Dafur wurden zwei biotinylierte TfR1-C-Peptide mit unterschiedlichen Linkern
zwischen Peptidsequenz und Biotin von der Firma JPT bestellt. Dies ist wichtig, um eine
unspe zifische Bindung der Phagen an die Linkersequenz auszuschliefen. Die Durch-
fuhrung des Phage Displays erfolgte in einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe
Schirrmann (Universitat Braunschweig). Dabei konnte keine Bindung von Phagen zu den
biotinylierten TfR1-Cp gefunden werden. Aus diesem Grund wurde anschlieBend die
Firma Open Biosystems (Thermo Scientific) beauftragt, polyklonale TfR1-Cp-Antikorper
in Kaninchen zu generieren. Dafir wurden zwei Kaninchen jeweils mit dem nativen 16
Aminosaure lange n TfR1-Cp immunisiert. 70 Tage nach der Immunisierung wurden die
Kaninchen ausgeblutet, das Serum abgetrennt und zur weiteren Antikérperaufreinigung an
unsere Arbeitsgruppe gesendet.

Um das Serum auf TfR1-Cp-Antikérper zu testen, wurden die zwei verschiedenen
biotinylierten TfR1-C-Peptide (JPT) fir einen Enzymgekoppelten Immunadsorptionstest
(ELISA) auf eine Mikroplatte beschichtet und das Serum in verschiedenen Konzentra-
tionen eingesetzt (Abb. 5). Die blauen Balken symbolisieren das biotinylierte TfR1-Cp 1,
wéhrend die roten Balken das biotinylierte TfR1-Cp 2 darstellen. Die 1:500 Verdiinnung
ergab den gleich hohen Absorptionswert wie die positive Beschichtungskontrolle, bei der
das Streptavidin-HRP als Nachweis verwendet wurde. Bei steigenden Verdunnungen des
Serums ist ein abnehmendes Absorptionssignal zu beobachten. Dies weist auf eine Kon-

zentrationsabhdngigkeit hin, zudem ist sogar bei einer Verdinnung von 1:100.000 ein
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Signal zu beoba chten. Um zu zeigen, dass in nicht mit TfR1-Cp immunisiertem Kanichen-
serum keine Antikorper gegen das TfR1-Cp vorhanden sind, wurde nicht immunisiertes
Kaninchenserum verwendet und ergab wie in der Kaninchenserumkontrolle in Abbildung
5 zu sehen, wenn (berhaupt allenfalls ein sehr geringes Signal. Demnach sind in

normalem Kaninchenserum keine Antikd rper gegen das TfR1-Cp vorhanden.

Bindung des Serums an TfR1-Cp-Biotin

0,50 1
0,45 A
0,40 A
0,35 A1
0,30 A wm TfR1-Cp Biotin 1

0,25 1 TfR1-Cp Biotin 2
0,20 1 o -Cp Biotin

0,15 -
0,10 A1
0,05 A1
0,00 -

Absorption 450 nm

Verdiinnungen

Abbildung 5. TfR1-Cp-Antikdrper im Kaninchenserum. Die Mikroplatte wurde mit zwei verschie-
denen biotinylierten TfR1-C-Peptiden (je 200 ng) beschichtet. Das Serum wurde in verschiedenen \er-
dinnungen eingesetzt. Als sekundérer Antikérper wurde GAR* (1:3000) verwendet, fiir die Beschichtungs-
kontrolle wurde Streptavidin-HRP in den Konzentrationen 1:10.000 und 1:20.000 eingesetzt. Die Daten

wurden aus einer Vierfachmessung ermittelt; die Fehlerbalken stellen die Standardabweichungen dar.

Um sicher zu gehen, dass es sich bei den an TfR1-Cp-Biotin gebundenen Antikdrpern
im Serum von Abbildung 5 um fir das TfR1-Cp spezifische Antikérper handelt, wurde ein
kompetitiver ELISA durchgefiihrt (Abb. 6). Dabei wurde das Serum mit verschiedenen
Mengen TfR1-Cp inkubiert und anschliefend auf eine Mikrop latte, welche mit dem TfR1-
Cp-Biotin beschichtet wurde, gegeben. Antikorper, die spezifisch andas TfR1-Cp binden,
sollten anschliefend nicht mehr an die mit TfR1-Cp-Biotin beschichtete Mikroplatte
binden kdnnen. Die Serumverdiinnung von 1:20.000 ohne TfR1-Cp-Zugabe ergab den
hdc hsten Absorptionswert von 0,3. bei steigenden TfR1-Cp Mengen zum Serum nimmt die
Absorption ab, der Halbmaximalwert wurde bei einer Zugabe von 1500 ng erreicht.
Weiterhin ist zu erkennen, dass die Absorptionswerte beim Zusetzen von 2000 ng und
5000 ng wieder ansteigen. Dieses Ergebnis zeigt, dass es sich um eine spezifische Bin-

dung der Antikdrper zum TfR1-Cp handelt. Die Zunahme des Signals bei den hdchsten
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Konzentrationen ist wahrscheinlich mit Seiteneffekten des Testes zu begrinden. Zudem
konnte die erhthte TfR1-Cp Menge zu einer Aggregation des TfR1-Cp fiihren und TfR1-

Cp somit nicht mehr als Bindungspartner fur die Antikdrper zur Verfligung stehen.

kompetitiver ELISA
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0,30 - T
0,25 I [
! I
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Abbildung 6. Spezifitat der Antikorperbindung aus Serum an TfR1-Cp. Das mit TfR1-Cp immun-
isierte Kaninchenserum wurde auf 1:20.000 verdinnt und mit verschiedenen Mengen TfR1-Cp versetzt und
anschlieBend auf die mit biotinyliertem TfR1-Cp (200 ng) beschichtete Mikroplatte gegeben. Der Nachweis
erfolgte mit dem Sekundérantikérper GAR* (1:3000). Die Daten der Abbildung wurden aus einer Vierfach-

messung erlangt; die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar.

Zur Aufreinigung der TfR1-Cp Antikérper aus dem Kaninchenserum wurde das Serum
Uber eine ProteinA-Sepharose Sdaule gegeben. Dabei binden die 1gG-Antikdrper des Ka-
ninchens an die Sdule und wurde zuerst mit Hilfe von 100 mM Glycin pH 2,5 eluiert und
sodann mit 1 M Tris (pH 9,0) auf einen pH von 7,0 eingestellt. Nach einer Protein-
bestimmung wurden die ersten drei Fraktionen gepoolt, dies flihrte jedoch zu einer
Tribung der Losung, auch eine Zugabe von PBS fiuhrte nicht zu einer Klarung. Zur
Losung des Problems wurde mit 900 pl 100 mM Glycin in 900 pl 40 mM Tris eluiert, so
dass eine Losung von 50 mM Glycin und 20 mM Tris (1800 ul) entsteht. Dabei wurden
unterschiedliche pH-Werte verwendet, nacheinander pH 4,5, pH3,5 und pH25. Die
Proteinbestimmung ergab bei einem pH von 35 die hichste Konzentration in den ersten
drei Fraktionen. Diese wurden zusammen mit den Fraktionen 4 und 5 der pH-4,5-Elution
gepoolt (a-Cp Pool) und fir die Affinitatsreinigung Uber eine Streptavidin-Agarose
gegeben, an welche vorher TfR1-Cp-Biotin gebunden wurde. Die Elution erfolgte wieder
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schrittweise mit einer pH-Anderung von 4,5 iiber 3,5 zu 2,5. Interessanterweise konnte im
Eluat kein Protein nachgewiesen werden, aus diesem Grund wurden die Fraktionen auf die
TfR1-Cp Bindung im ELISA getestet. In Abbildung 7 ist das Ergebnis der Messung als
Balkendiagramm dargestellt. Beiden ersten Fraktionen handelt es sich umdie Elution der
ProteinA-Sepharose, welche in einer Verdiinnung von 1:1000 eingesetzt wurde. Dabei ist
der grolite Absorptionswert in der Elutionsfraktion 4 der Elution bei pH 4,5 zu erkennen.
Erhohte Absorptionswerte sind auch bei den Elutionsfraktionen 5 der Elution bei pH 4,5,
sowie bei 1 und 2 der Elution bei pH 3,5 zu beobachten. Die Elution der TfR1-Cp-Biotin-
Agarose, welche in einer Verdiinnung von 1:500 eingesetzt wurde, ergab nur bei der Elu-
tionsfraktion 2 des pH 2,5 einen sehr gering erhd hten Absorptionswert knapp oberhalb der
Sekundérkontrolle GAR*.
TfR1-Cp Bindung der Fraktionen

1,2 4
1,0 4
08 1
0,6 -

0.4 -

Absorption 450 nm

0,2 4

0,0 4 it e T T T i_'_—_‘
pH4 5 pH3 5 pH2,5 pH4 5 pH35 pH25 GAR*
4 5 1 2 1 2 2 3 1 2 1 2
ProteinA-Sepharose TfR1-Cp Biotin-Agarose

Abbildung 7. Bindung der eluierten Fraktionen an TfR1-Cp. Es wurden 200 ng biotinyliertes TfR1-
Cp auf der Platte beschichtet, die Eluate der ProteinA-Sepharose wurden in einer Verdiinnung von 1:1000
und die Eluate der Biotin-Agarose in einer Verdiinnung von 1:500 eingesetzt. Als Sekundarantikdrper wurde
GAR* 1:3000 eingesetzt. Die Daten wurden aus einer Vierfachbestimmung erlangt; die Fehlerbalken stellen

die errechnete Standardabweichung dar.

Aus diesem Ergebnis lasst sich schlielRen, dass die Aufreinigung der spezifischen TfR1-
Cp Antikorper aus einem Antikérperpool der Fraktionen 4 und 5 (pH 4,5) sowie 1 und 2
(pH 3,5) Uber TfR1-Cp-Biotin, gekoppe It an Streptavidin- Agarose, nicht funktioniert hat,
da keine nennenswerte TfR1-Cp-Bindung gefunden wurde. Mehrere Wiederholungen des
Aufreinigungsprozesses ergaben das gleiche Ergebnis. Aus diesem Grund wurde berlegt,
welche weiteren Moglichkeiten es gibt, TfR1-Cp zu koppeln. Die Abbildung 8 zeigt,
welche Seitenketten im Peptid vorhandensind. Da die Cysteine (Abb. 8, gelb) die Struktur
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des Peptids beeinflussen kdnnen, sind sie fur die Kopplung des TfR1-Cp zur Aufreinigung
der Antikorper ungeeignet. Bei Betrachtung des Farbkodes der Sequenz wird deutlich,
dass die fir eine Kopp lung freien Amingruppen (Abb. 8, rot) gleichmaRig tber das ge-
samte TfR1-Cp verteilt vorliegen, aus diesem Grund wurde das TfR1-Cp dber die Amin-
gruppe n an eine N-Hydroxysuccinimidyl (NHS)-Sepharose gekoppelt.

w.YLGY KGVEPKTE ERcoox

-NH2 -COOH

Abbildung 8. TfR1-Cp-Sequenz mit bunt markierten Aminosauren. Die Carboxylgruppen sind
blau, die Amingruppen rot und die Sulfhydrylgruppen gelb markiert.

Der Antikdrperpool nach der Reinigung Uber ProteinA-Sepharose (a-Cp Pool) wurde
Uber die TfR1-Cp-NHS-Sepharose-Saule gegeben und mit 100 mM Glycin pH 2,5 eluiert.
Nachdem die Fraktionen mit 1 M Tris auf pH 7 gebracht wurden, wurden die einzelnen
Fraktionen sowie der Durchlauf und der Antikérperpool mittels ELISA auf Bindung an
TfR1-Cp getestet. Das Ergebnis des ELISA ist in Abbildung 9 zu sehen. Hierbei ist zu
beobachten, dass im Durchlauf bei einer Verdinnung von 1:3000 keine Bindung an das
TfR1-Cp mehr messbar ist und somit keine oder kaum noch TfR1-Cp AntikOrper im
Durchlauf vorhanden sind. Die acht Eluatfraktionen wurden ebenfalls bei einer Verdiin-
nung von 1:3000 auf TfR1-Cp-Bindung getestet. Dabei ist zu beobachten, dass die Eluat-
fraktion 3 den hochsten Absorptionswert aufweist. In allen acht Fraktionen ist eine Ab-
sorption zwischen 0,20 und 0,25 zu beobachten. Dieser ELISA zeigt, dass alle Fraktionen
positiv auf eine Bindung an das TfR1-Cp getestet wurden. Daher wurde die Aufreinigung
eines weiteren a-Cp Pool Uber TfR1-Cp-NHS-Sepharose durchgefiihrt, dabei wurden 11

Eluate abgenommen.
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Aufreinigung iiber TfR1-Cp-NHS-Sepharose
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Abbildung 9. Test der TfR1-Cp Antikdrper. Der Antikdrperpool wurde tber die mit TfR1-Cp
gekoppelte NHS-Sepharose gegeben. Der eingesetzte Antikdrperpool (a-Cp Pool) wurde 1:5000, die Eluat-
fraktionen und der Durchlauf 1:3000 eingesetzt. Zum Nachweis der Bindung der Antikdrper an TfR1-Cp
wurde die Mikroplatte mit 200 ng TfR1-Cp/Vertiefung beschichtet, als Sekundarantikérper wurde GAR*
1:3000 verwendet. Die Daten wurden aus einer Vierfachbestimmung erlangt; die Fehlerbalken stellen die

errechnete Standardabweichung dar.

Nach dem Test der TfR1-Cp-Antikorper auf TfR1-Cp-Bindung wurden die Fraktionen
1-4 und die Fraktionen 5-11 mit den anderen Fraktionen 1-4 und 5-8 vereinigt und mit
Hilfe von 25 % Polyethylenglycol (PEG-8000) eingeengt. Eine Proteinbestimmung der
beiden TfR1-Cp-Pools ergab leider keine messbaren Ergebnisse, daher wurden die beiden
Pools in verschiedenen Verdinnungen auf TfR1-Cp Bindung getestet. Die o-TfR1-Cp
Antikdrperpools (blau: o-TfR1-Cp AK 1-4; rot: a-TfR1-Cp AK 5-11) wurden auf der mit
TfR1-Cp beschichteten Mikroplatte auf TfR1-Cp-Bindung getestet (Abb. 10). Dabei sind
fur die blauen Balken (a-TfR1-Cp AK 1-4) sehr hohe Absorptionswerte zu beobachten,
auch bei einer Verdinnung von 1:20.000 ist noch ein Absorptionswert von 0,5 zu erken-
nen. Dieser Absorptionswert kann mit de m a- TfR1-Cp AK 5-11 nur mit einer geringeren
Verdlinnung von 1:3000 erzielt werden, zudem liegt der Absorptionswert fir die kleinste
Verdunnung von 1:1000 nur bei 1,4. Dies weist daraufhin, dass indem o-TfR1-Cp AK 1-
4 mehr Antikdrper vorhanden sind als in dem a-TfR1-Cp AK 5-11. Zudem lasst dieser
Versuch darauf schlielen, dass man den o-TfR1-Cp AK 1-4 in einer Verdinnung von

1:10.000 einsetzen kann.
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Titrierung der aufgereinigten anti-TfR1-Cp AK
3,0 4
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Abbildung 10. Titrierung des anti-TfR1-Cp-Antikorpers. Die gepoolten o-TfR1-Cp-Antikdrper
wurden in verschiedenen Verdiinnungen auf einer mit 200 ng TfR1-Cp/Vertiefung beschichteten Mikroplatte
getestet. Der Absorptionswert der Sekundarantikdrperkontrolle (GAR*) wurde von den Absorptionswerten
der Verdiinnungen abgezogen. Die Daten wurden aus einer Vierfachbestimmung erlangt; die Fehlerbalken

stellen die Standardabweichung dar.

Um die Nachweisgrenze der TfR1-Cp-Detektion mit dem o-TfR1-Cp AK 1-4 zu
testen, wurden verschiedene TfR1-Cp-Mengen auf der Mikrop latte beschichtet und zwei
verschiedene a-TfR1-Cp AK 1-4 Verdinnungen (Abb. 11, blau 1:5000; rot 1:10.000) ver-
wendet. Der Nachweis erfolgte mit dem GAR* (1:3000, Abb. 11). Dabei wurde ein
Sigral erst bei 1 ng beschichtetem TfR1-Cp in den Verdiunnungen 1:5000 und 1:10.000
beobachtet. Weiterhin sind sehr hohe Absorptionswerte Gber 1,0 fir 5 ng und 10 ng be-
schichtetem TfR1-Cp zu erkennen. Dabei sind die Absorptionswerte der 1:5000er Ver-
dunnung wie zu erwarten hdher als in der Verdinnung von 1:10.000. Dieser Versuch
zeigt, dass zum Nachweis von kleinen TfR1-Cp Mengen die Verdlnnung des a-TfR1-Cp
AK 1-4 von 1:5000 und einer langeren Entwicklungszeit des ELISA empfehlenswert ist.
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Nachweisgrenze von a-TfR1-Cp AK
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Abbildung 11. Nachweisgrenze des a-TfR1-Cp-Antikorpers. Es wurden verschiedene TfR1-Cp
Mengen auf einer Mikroplatte beschichtet. Der a-TfR1-Cp AK 1-4 wurde in den Verdiinnungen 1:5000 und
1:10.000 eingesetzt, GAR* (1:3000) wurde als Sekundéarantikdrper verwendet. Die Daten wurden durch eine

Vierfachbestimmung erlangt; die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar.

Weiterhin wurde die Verwendung des a-Cp Pools in einer Verdinnung von 1:1000 fir
den Immunob lot getestet (Abb. 12). Auf einem Polyvinylidenfluoridstreifen (PVVDF; Abb.
12, oben) und einem Nitrozellulosestreifen (NC; Abb. 12, unten) wurden verschiedene
Mengen TfR1-Cp gespottet. Umeine spezifische Bindungan andere Proteine auszuschlie-
Ren, wurde der His-getaggte epidermale Wachstumsfaktor (EGF-His) benutzt. Bei der
Verwendung des EGF-His wurde keine Bindung des a-Cp Pools nachgewiesen. Bei einer
Verdlinnung von 1:1000 des a-Cp Pools war es mdglich die kleinste gespottete Menge von
10 ng C-Peptid auf beiden Membranen nachzuweisen. Dieser Versuch zeigt, dass auch
kleinere TfR1-Cp-Mengen im Dotblot sichtbar sein kdnnten, dies misste im Weiteren

austitriert werden.
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Abbildung 12. TfR1-Cp-Dotblot zum Test des a-Cp Pools. Die angegebenen TfR1-Cp Mengen
wurden auf eine Polyvinyldifluorid (PVDF)-Membran (oben) und auf eine Nitrozellulosemembran (unten)
gespottet. Der a-Cp Pool wurde in einer Verdiinnung von 1:1000 eingesetzt, GAR* (1:3000) wurde als
Sekundarantikérper verwendet. Als unspezifische Proteinkontrolle wurde das his-getaggte Protein epi-

dermale Wachstumsfaktor (EGF) verwendet.

Da Proteingemische im Gel meistens aufgetrennt und anschlielend auf eine Membran
mittels Nassblot Ubertragen werden, wurden verschiedene Blotzeiten mit den beiden ver-
schiedenen Membranen getestet. Zudem wurden aufgrund der geringen Grof3e des TfR1-
Cp 2wei Membranen Ubereinandergelegt um eventuell durchgeblottetes TfR1-Cp aufzu-
fangen (Abb. 13). Der a-TfR1-Cp AK 1-4 wurde unspezifisch an beide PV DF-Membra-
nen gebunden, aus diesem Grund wurde nur die erste PVDF-Membran abgebildet (Abb.
13, links), auf dem 40-min-PVDF-Streifen kann man eine 4,6-kDa-Bande bei 250 ng und
1 pg erahnen. Die Detektion des TfR1-Cp auf der Nitrozellulosemembran (Abb. 13,
rechts) war am erfolgreichsten nach einem Elektrotransfer von 40 min Dauer. Das TfR1-
Cp wurde in allen drei Spuren (50 ng, 250 ng und 1 pg) auf der ersten und der zweiten
Membran nachgewiesen. Somit wurde bei einer Transferzeit von 40 min das Peptid auf-
grund der geringen GrofRe von etwa 4,6 kDa durchgeblottet. Es konnte kein 4,6-kDa-
Signal bei 50 ng nach 20 min und 30 min Transferzeit nachgewiesen werden, wahrend
1 ug bei beiden Zeiten komplett geblottet und sogar durchgeblottet wurde. Das 4,6-kDa-
Signal des TfR1-Cp bei 250 ng erscheint schwach schon nach 20 min Transferzeit, aber

nicht starker bei 30 min.
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PVDF-Membran Nitrozellulosemembran
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Abbildung 13. Entwicklung der Nassblotbedingungen fur das TfR1-Cp. Die verschiedenen TfR1-
Cp-Mengen (1 pg, 250 ng, 50ng) in einem 16%igen Tricin-SDS-Gel aufgetrennt und auf eine Nitro-
zellulosemembran (rechts) oder eine PVDF-Membran (links) mittels Nassblot Ubertragen. Dafiir wurden
zwei Membranen (bereinandergelegt, nach 20 min und nach 30 min wurde ein Teil der Membran vorsichtig
abgetrennt und fiir die Immunodetektion durch 5-minitiges Kochen in PBS fixiert. Nach Blockierung mit
5% Magermilchpulver in PBS erfolgte die Detektion mit dem a-Cp Pool (1:1000), als Sekundarantikdrper
wurde GAR* (1:3000) verwendet.

5.4 ETABLIERUNG EINES SANDWICH-ELISA

Bei einem Sandwich-ELISA werden zwei Antikdmper verwendet, die an unterschied-
lichen Stellen (Epitope) des Antigens binden. In diesem Fall sind nur die in Kaninchen
generierten polyklonalen Antikdrper vorhanden, welche aufgrund der hohen Diversitit der
zu erkennenden Epitope eine grofle Wahrscheinlichkeit aufweisen, an unterschiedlichen
Stellen des TfR1-Cp zu binden. Die Methode soll zum Nachweis des TfR1-Cp im
humanen Serum eingeflhrt werden. Zur Etablierung des Assays wurde ein Teil des a-Cp
Pools mit der Meerrettichperoxidase (a-Cp Pool-HRP) gekoppelt. Zuerst wurde die
Mikroplatte mit verschiedenen Mengen TfR1-Cp beschichtet und anschliefend mit dem a-
Cp Pool-HRP (1:1000) inkubiert (Abb. 14A, rote Balken). Dabei wurde ein linearer
Anstieg der Detektion zwischen 0,2 ng und 5 ng des beschichteten Peptids festgestellt, eine
Sattigung des Signals trat bei 5 ng TfR1-Cp und einem Absorptionswert von 2,8 ein. Um
das TfR1-Cp im Serum nachzuweisen, muss es vorher daraus eingefangen werden. Aus
diesem Grund wurde die Mikroplatte mit dem ungelabelten o-Cp Pool beschichtet und an-
schlieRend mit verschiedenen Mengen TfR1-Cp inkubiert (Abb. 14A, blaue Balken).
diesem Fall wurde zwischen 0,2 ng und 1 ngein geringer Absorptionswert gemessen, dafr
konnte ein langsamer linearer Anstieg beider Detektion von 5 ng bis 200 ng nachgewiesen
werden. Der Sandwich-ELISA zeigt eine konzentrationsabhdngige Bindung des o-Cp

Pools zum TfR1-Cp. Um die Spezifitat der o-TfR1-Cp-Antikdrper nachzuweisen, wurde
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ein kompetitiver ELISA durchgefihrt (Abb. 14, rechts). Dafiur wurden die nicht-TfR1-Cp
bindenden Antikorper durch die Aufreinigung des a-Cp Pools Uber die TfR1-Cp gekop-
pe lte NHS-Sepharose ausgeschlossen. Die o-TfR1-Cp AK 1-4 wurden auf einer Mikro-
platte beschichtet, 1 ng biotinyliertes TfR1-Cp wurde mit verschiedenen ungelabelten
TfR1-Cp Mengen inkubiert, der Nachweis erfolgt mit einem Streptavidin-HRP (1:20.000;
Abb. 14, blaue Kurve). Es ist zu beobachten, dass mit steigender unmarkierter TfR1-Cp
Menge ein Abfall der Bindungskurve zu erkennen ist. Der halomaximale Absorptionswert
wurde bei einer finffachen Menge des ungelabelten TfR1-Cp erreicht (Abb. 14, rechts,
schwarze Linien). Als Kontrolle wurden die Mischungen aus biotinylierten und unmark-
ierten TfR1-Cp beschichtet (Abb. 14, rechts, rote Kurve) und mit dem Streptavidin-HRP
(1:20.000) nachgewiesen. Dabei ist eine leichte Abschwachung des Signals bei htherem
ungelabeltem TfR1-Cp aufgrund der limitierenden Oberflache der Mikroplattenver-
tiefungen zuerkennen. Man kann somit schlussfolgern, dass der etablierte Sandwich-

ELISA sensitiv und spezifisch fur das TfR1-Cp ist.

Sandwich-ELISA Spezifitat

Absorption 450nm
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Beschichtung  TfR1-Cp a-Cp Pool Biotin-TfR1-Cp/TfR1-Cp  a-TfR1-Cp AK 1-4
Antigen - TfR1-Cp - Biotin-TfR1-Cp/TfR1-Cp
Antikérper a-Cp Pool-HRP  a-Cp Pool-HRP  Streptavidin-HRP Streptavidin-HRP

Abbildung 14. Etablierung des Sandwich-ELISA zur Detektion des TfR1-Cp. Direkte Detektion
des beschichteten TfR1-Cp (links, rote Sdulen) mit dem o-Cp Pool-HRP (1:1000) und Sandwich-ELISA
(links, blaue Saulen), bei dena. -Cp Pool als Féngerantikdrper (100 ng) beschichtet und der a-Cp Pool-HRP
(1:1000) als Detektorantikdrper verwendet wurde. Die Spezifitdt der Detektion wurde mit einem
kompetitiven Verdrangen des biotinylierten TfR1-Cp mit ungelabelten TfR1-Cp bewiesen. Es wurde 1ng
biotinyliertes TfR1-Cp mit ansteigenden Mengen TfR1-Cp versetzt. Diese Mischung wurde entweder direkt
auf der Platte (rote Linie) beschichtet oder auf Platten inkubiert, welche mit dem o-TfR1-Cp AK 1-4
(100 ng, blaue Linie) beschichtet waren. Biotinyliertes TfR1-Cp wurde anschlieRend durch Streptavidin-
HRP (1:20.000) detektiert. Die Daten wurden mit einer Vierfachbestimmung erlangt, das Ergebnis konnte in

zwei weiteren Experimenten bestatigt werden. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar.
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9.5 BINDUNG DES TFR1-C PEPTIDS AN SERUM ALBUMIN

Um TfR1-Cp in humanem Serum zu detektieren, wurde das Standard-Add itionsver-
fahren als Vorversuch durchgeflihrt. Bei diesem Versuch werden dem Serum ansteigende
Mengen TfR1-Cp zugesetzt, welche das Signal linear erhdhen sollten. Diese Methode ist
vorteilhaft bei Messungen in niedrigen Konzentrationsbereichen. Das Ergebnis der Mes-
sung ist in Abbildung 15 dargestellt. Der o- TfR1-Cp AK 1-4 wurde auf der Mikroplatte
beschichtet, das Serum- TfR1-Cp-Gemisch wurde auf die Platte gegeben und mit dem a-Cp
Pool HRP (1:1000) nachgewiesen. Es wurden zwei verschiedene Probandenseren jeweils
in einer Verdinnung von 1:3 und 1:4 (Abb. 15, Proband 16 blau 1:3, rot 1:4, Proband 2
gelb 1:3, griin 1:4) verwendet, als positive Kontrolle wurde das TfR1-Cp in PBST ver-
dunnt und eingesetzt (Abb. 15, lila). Wie in Abbildung 15 zu erkennen, ist im puren
Serum kein Signal fur das TfR1-Cp zu beobachten, zudem sind keine Signale bei der
Zugabe von 0,5 ng TfR1-Cp zu sehen. Auch bei einer TfR1-Cp Zugabe von 1 ng oder
5 ng wurde kaum eine Erhdhung des Signals bei den Serumproben beobachtet. Erst bei
einer 10 ng TfR1-Cp Zugabe filhrte das zugesetzte TfR1-Cp in den Serumproben zu einer
sehr geringen Signalerhohung. Die PBST-Kontrolle (Abb. 15, lila Balken), welche zum
Funktionsnachweis des Assays diente, zeigte eine konzentrationsabhangige Erh6hung des
TfR1-Cp Absorptionssignals, dabei ist erst bei 5 ng ein gutes Absorptionssignal zu er-

kennen.

Standard-Additionsverfahren

0,30 1
Proband Verdinnung

0,25 1 16 1:3
0.20 4 ] 16 1:4

2 1:3
0,154 2 1:4

0104 ®  TfR1-Cpin PBST
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0,05 4

0,00 4
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Abbildung 15. TfR1-Cp Wiederfindung im Serum. Zwei Probandenseren wurden 1:3 (hellblau und
gelb) und 1:4 (rot und grin) verdinnt und mit verschiedenen Mengen TfR1-Cp versetzt, als Funktions-
kontrolle des Assays wurde TfR1-Cp in PBS-Tweeng gs, Verwendet (lila). Der a-TfR1-Cp AK 1-4 (100 ng)
wurde als Fangerantikdrper und a-Cp Pool-HRP (1:1000) als Detektionsantikirper eingesetzt. Die Daten
wurden aus einer Dreifachbestimmung erlangt; die Fehlerbalken stellen die errechnete Standardabweichung

dar.
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Diese Beobachtung wirft die Frage auf, welches Protein im Serum den Nachweis stéren
konnte. Bei einer genaueren Betrachtung der Serumbestandteile ergibt sich ein Protein-
anteil von 7 %, von dem es sich bei 62 % um Serumalbumin hande It, der Rest sind haupt-
séchlich verschiedene Globuline. Aus diesem Grund wurde Uberpriift, ob das TfR1-Cp an
Albumin bindet. Hierfir wurde eine Mikroplatte mit humanem Serumalbumin (HSA) be-
schichtet. Nach Inkubation mit verschiedenen TfR1-Cp Mengen wurde das TfR1-Cp mit
Hilfe des a-Cp Pools (1:1000) und dem GAR* (1:3000) gemessen (Abb. 16), beschichtetes
biotinyliertes TfR1-Cp diente zum Funktionsnachweis des Assays. Bei einer eingesetzten
TfR1-Cp Menge von 25 ng wurde eine Bindung an das humane Albumin nachgewiesen,
zudem zeigen steigende TfR1-Cp Mengen steigende Absorptionswerte. Es handelt sich
hierbei um eine konzentrationsabhangige Bindung des TfR1-Cp an das Albumin.

TfR1-Cp Bindung an Albumin
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Abbildung 16. TfR1-Cp Bindung an Albumin. Die Platte wurde mit Albumin (1 mg/ml) beschichtet
und mit verschiedenen Mengen TfR1-Cp inkubiert, die Detektion erfolgte mit dem o-TfR1-Cp AK 1-4
(1:20.000) und dem Sekundérantikdrper GAR* (1:3000). Um die Funktionstiichtigkeit des Assays zu
bestatigen, wurde biotinyliertes TfR1-Cp (200 ng) als Positivkontrolle verwendet. Die Daten wurden mit

einer Vierfachbestimmung erlangt; die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar.

Da TfR1-Cp an Albumin bindet, stellt sich die Frage, ob die Anwesenheit des Al
bumins die Bindung des a-Cp Pools an das TfR1-Cp stort. Um diese Frage zu beant-
worten, wurde a-Cp Pools auf eine Mikrop latte beschichtet. Das Albumin wurde in einer
serummolaren Konzentration (541,6 uM) und einer zehnfachen verdinnten Konzentration
von 54,16 uM mit verschiedenen Mengen TfR1-Cp versetzt und mit dem a-Cp Pools-HRP
nachgewiesen. Als Funktionskontrolle des Assays diente in PBST verdiinnte TfR1-Cp
Mengen (Abb. 17, blau PBST-Kontrolle, rot 54,16 uM HSA und orange 541,6 uM HSA).
Bei der Anwesenheit einer serummolaren Konzentration von Albumin (Abb. 17, orangene
Balken) konnte selbst bei einer TfR1-Cp Menge von 50 ng nur Absorptionswerte von 0,25
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erreicht werden, selbst die Verwendung von 100 ng TfR1-Cp fihrt zu keiner nennens-
werten Signalerhohung. In Anwesenheit einer Konzentration von 54,16 uM Albumin
(Abb. 17, rote Balken) ist ab einer TfR1-Cp Menge von 10 ng ein Absorptionssignal von
0,15 zu erkennen, welches bei zunehmender TfR1-Cp Menge steigende Absorptionswerte
aufweist. Im Vergleich zur PBST-Kontrolle, bei der das Absorptionssignal ebenfalls kon-
zentrationsabhdngig ansteigt, fihrt die Verwendung der 54,16 uM Albuminkonzentration
zu einer Verringerung des TfR1-Cp Signals. Dieser Versuch zeigt, dass bei einer 1:10
Verdunnung des Serums ein Nachweis des TfR1-Cp ab einer Menge von 5-10 ng mdglich

ware.

Sandwich- ELISA
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Abbildung 17. Funktionstest des Sandwich-ELISA mit verschiedenen Albuminkonzentrationen.
Verschiedene Mengen TfR1-Cp wurden mit einer serummo laren Albuminkonzentration (orange) und einer
1:10 Verdinnung (rot) inkubiert und anschlieBend auf den mit a-Cp Pool (200 ng) beschichteten Mikro-
platten gegeben. Als Detektionsantikérper wurde der o-Cp Pool-HRP (1:1.000) verwendet. Die Daten

erfolgten aus einer Vierfachbestimmung; die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung.

Weiterhin wurde getestet, ob die Bindung des TfR1-Cp zu Albumin im Immunob lot
auch nachweisbar ist. Zum Nachweis diente der a-Cp Pool (1:1000) und GAR* (1:3000).
Das Albumin wurde serummolar (541,6 uM) mit 250 ng TfR1-Cp eingesetzt (Abb. 18,
links). Waéhrend das TfR1-Cp alleine bei einer eingesetzten Menge von 250 ng bei etwa
4,6 kDa erscheint (Abb. 18, rechts), erscheint das TfR1-Cp Signal bei Zusatz von Albumin
bei70 kDa. Dies wurde anhand einer Kalibriergeraden, beider der Logarithmus des Mole-
kulargewichtes der Markerproteine gegen die relative Migration aufgetragen wurde,
ermittelt. Zudem sind Signale bei ungefahr 30 kDa und 20 kDa (Abb. 18, links) zu erken-
nen. Bei diesen beiden Signalen handelt es sich eventuell um Fragmente, wahrend das
Signal bei 71 kDa dem Albumin von 66 kDa plus dem TfR1-Cp entsprechen konnte. Da
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sich TfR1-Cp bei dieser Masse mit a-Cp Pool detektieren lasst, kann man darauf schlieRen,

dass das TfR1-Cp auch unter SDS denaturierenden Bedingungen an das Albumin bindet.
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Abbildung 18. Bindung von TfR1-Cp an humanes Albumin im Immunoblot. Es wurden 250 ng
TfR1-Cp alleine (rechts) oder mit einer serummolaren Konzentration (541,6 uM) Albumin versetzt (links),
mit Hilfe eines 16%igen Tricin-SDS-Gel aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran mittels Nassblot
Ubertragen. Die Immunodetektion erfolgte mit dem a-Cp Pool (1:1000) und dem GAR* (1:3000).

5.6 IDENTIFIZIERUNG DER PROTEASE

Die Identifizierung des TfR1-Cp in HEK293-Zellen zeigt, dass eine endogen expri-
mierende Protease fur die intramembrandre Spaltung verantwortlich ist. Es gibt ver-
schiedene Proteaseklassen, die flr intramembrandre Proteolyse verantwortlich sind. Neben
Serinproteasen wie Rhomboide, sind Metalloproteasen wie S2P und GxGD-Aspartyl-
proteasen wie die y-Sekretase und die SPP/SPPL-Familie bekannt. Um die endogene
Protease zu inhibieren und so die Proteaseklasse zu bestimmen, wurden verschiedene
Inhibitoren eingesetzt; Dichloroisocoumarin (DCI) fur die Serinproteasen, 1,10-Phen-
anthrolin fur Metalloproteasen und L685,458 fir alle GxGD-Aspartylproteasen. Um
letztere eventuell ndher zu bestimmen, wurden dartber hinaus DAPT fir y-Sekretase und
(Z-LL),-Keton fir die SPPL-Familie verwendet. Stabil mit Flag-TfR1-NTF-V5 trans-
fizierte HEK293-Zellen wurden fir 18 h mit den verschiedenen Inhibitoren und einer zu-
gehorigen Losemittelkontrolle Dimethylsulfoxid (DMSO) bzw. fir 4 h beim Inhibitor DCI
und der dazugehdrige Losemittelkontrolle inkubiert. Das Medium wurde anschlieBend fir
eine Immunprazipitation (4.2.6.1) mit dem o-V5y, Antikorper verwendet, das prazipitierte
TfR1-V5-Cp wurde im Immunob lot mit o-V5, nachgewiesen (Abb. 19). Eine Inhibition
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der endogenen Protease wirde in einem verringerten Signal des TfR1-Cp gegenlber der
DMSO Kontrolle resultieren.

@
Inhibitor —
Flag-TfR1-NTF-V5 —
TfR1-V5-Cp

y-Sekretase SPP/SPPL-Familie
B GxGD-Aspartylprotease

Metalloprotease Serinprotease

Abbildung 19. Nachweis der \erantwortlichen Proteaseklasse. Flag-TfR1-NTF-V5 transfizierte
HEK?293-Zellen wurden 18 h mit 50 uM (Z-LL),-Keton (mittelblau), 1,5 uM L685,458 (dunkelblau), 1,5 uM
DAPT (hellblau) oder 100 uM 1,10-Phenanthrolin (gelb) bzw. fir 4h mit 100 uM DCI (griin) und der
dazugehdrigen Losemittelkontrolle (DMSQO) behandelt. Das Medium wurde mit 1 pg a-V5, und 25 pg
ProteinA Sepharose inkubiert, das an Sepharose gebundene TfR1-Cp wurde in einem nicht-reduzierenden

16 % Tricin-SDS-Gel aufgetrennt und im Immunoblot mit einem a-V5, nachgewiesen.

Die konstitutive Expression des Flag- TfR1-NTF-V5 in HEK293-Zellen fuhrt zur Ent-
stehung des TfR1-Cp (Abb. 19, 2. Spur von links), als negative Kontrolle wurden HEK293
Zellen verwendet, diese wiesen kein TfR1-Cp Signal auf (Abb. 19, erste Spur von links).
Der Inhibitor Dichloroisocoumarin (Abb. 19, griin) hat eine sehr kurze Halbwertszeit und
wurde deswegen nur fir 4 h eingesetzt, als Kontrolle wurde das Lésemittel DMSO
ebenfalls fur 4 h verwendet. Es wurde hierbei keine Verringerung des immunprazipitierten
TfR1-Cp beim Zusatz von DCI im Vergleich zur Kontrolle beobachtet. Auch die Ver-
wendung des 1,10-Phenanthrolin (Abb. 19, gelb) zeigte keinen Unterschied zur DMSO-
Kontrolle. Um die GXGD-Aspartylprotease Familie zu testen, wurde L658,458 verwendet
(Abb. 19, dunkelblau), welcher ein Inhibitor sowohl fur die y-Sekretase als auch fir die
SPP/SPPL-Familie ist. Es wurde eine starke Verringerung des TfR1-Cp Signals im Ver-
gleich zur DMSO Kontrolle beobachtet; um eine Unterscheidung der endogenen Protease
zwischen der y-Sekretase und der SPPL-Familie zu fuhren, wurde fir die y-Sekretase der
spezifische Inhibitor DAPT (Abb. 19, hellblau) eingesetzt, dessen Verwendung keine
TfR1-Cp Signalschwachung gegentber der Kontrolle zeigte. Fir die Inhibierung der
SPP/SPPL-Familie wurde der spezifische Inhibitor (Z-LL),-Keton eingesetzt, dabei kames

zu einer starken Signalabnahme, dhnlich der Verwendung des L685,458, verglichen zur
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DMSO Kontrolle. Man kann folglich schlussfolgern, dass es sich aufgrund dieses Ergeb-

nisses bei der endogenen Protease umein Mitglied der SPP/SPPL-Familie handelt.

Weiterhin wurde geschaut, ob das Einsetzen zunehmender (Z-LL),-Keton-Konzen-
trationen (Abb. 20) auf eine konzentrationsabhdngige Inhibition der intramembranédren
Proteolyse hinweist. Daflr wurden Flag-TfR1-NTF-V5 exprimierende HEK293-Zellen
mit verschiede nen (Z-LL),-Keton-Konzentrationen von 1-10 uM inkubiert. Als Kontrolle
des TfR1-Cp-Signals wurden HEK293-Zellen verwendet. Dabei ist in Abbildung 20 eine
zunehmende Abschwéchung des TfR1-Cp-Signals von unbehandelten Zellen zu Zellen mit
hoheren Konzentrationen zu beobachten. Dies weist auf eine konzentrationsabhéngige

Inhibierung der endogenen Protease hin.

Flag-TFRR1-NTF-V5 — + + + + +
(ZLL),M] — — 1 10 30 50
e =~ — — — TfR1-V5-Cp

Abbildung 20. Konzentrationsabhangige Inhibition der intramembranaren TfR1-NTF Proteol yse.
Flag-TfR1-NTF-V5 transfizierte HEK293-Zellen wurden fiir 18 h mit steigenden Konzentrationen des (Z-
LL),-Ketons inkubiert. Das Medium wurde fir eine Immunprézipitation mit 1 pug o-V5y, und 25 ug Pro-
teinA-Sepharose inkubiert und das Prazipitat nicht reduzierend in einem 16%igen Tricin-SDS-Gel

aufgetrennt. Das TfR1-V5-Cp wurde im Immunoblot mit einem a.-V5, nachgewiesen.

Es gibt beim Menschen 4 bekannte Mitglieder der SPP/SPPL-Familie, das sind
SPPL2a, SPPL2b, SPPL3 und SPP. Um herauszufinden, welche der Mitglieder in die
intramembranére Proteolyse von TfR1-NTF involviert sind, wurden die verschiedenen
Mitglieder transient mit dem Flag-TfR1-NTF-V5 in HEK293-Zellen transfiziert (Abb. 21).
Die einfache Transfektion von Flag-TfR1-NTF-V5 in HEK293 resultierte in der Frei-
setzung von TfR1-V5-Cp durch die endogen exprimierenden Protease. Eine Verstarkung
des Signals sollte demnach einen Hinweis aufdie verantwortliche Protease geben. Die Ex-
pression von SPP und SPPL3 in der Kotransfektion mit dem Konstrukt (Abb. 21, 6. und 7.
Spur von links) zeigte nahezu die gleiche Starkung des Signals wie die Expression des
Konstrukts alleine, wahrend die Koexpression von SPPL2a und SPPL2b mit dem Kon-
strukt (Abb. 21, 3. und 4. Spur) in einer Verstarkung des TfR1-V5-Cp Signals resultierte.
Um zu erkennen, dass die Verstarkung des Signals tatsachlich durch die aktive SPPL ver-
ursacht wird, wurden katalytisch inaktive SPPL-Mutanten verwendet. Daflr wurde das
Aspartat aus dem katalytisch wichtigen GXGD-Motiv zu einem Alanin mutiert und als D/A
gekennzeichnet. Bei der Expression der inaktiven Mutante SPPL2b D/A (Abb. 21, 5.
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Spur) konnte kein TfR1-V5-Cp im Medium detektiert werden, dies weist auf einen
dominant negativen Effekt der Uberexpression der inaktiven SPPL2b D/A hin. Der
Versuch zeigte, dass die SPPL2a und die SPPL2b an der intramembrandren Proteolyse des
TfR1-NTF beteiligt sind. Zudem wurde das Zelllysat auf ein nicht reduzierendes 12%iges
SDS-Gel aufgetragen, um eine gleiche Zellmenge bei den einzelnen Transfektionen nach-

zuweisen. Dazu wurde der Nachweis des Proteins B-Aktin genutzt (Abb. 21). In allen

Spuren der Abbildung 21 kann man die gleiche Menge 3-Aktin erke nnen.
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Abbildung 21. SPPL2a und SPPL2b als erantwortliche intramembranare Proteasen fir TfR1-
NTF. HEK293-Zellen wurden transient mit FlagTfR1-NTF-V5 und den jeweiligen SPPLs transfiziert. Das
Medium wurde fur eine Immunprazipitation mit dem a-V5, verwendet. Auf einem 16%igen Tricin-SDS-
Gel wurden die Proben mit den TfR1-V5-Cp nicht reduzierend aufgetragen und im Immunoblot mit dem a-
V5, bei 4,6 kDa detektiert. Bei der SPPL2b D/A handelt es sich um die katalytisch inaktive SPPL2b. Fir
den Nachweis des B-Aktins wurde das Zelllysat nicht reduzierend in einem 12%igen SDS-Cel aufgetrennt

und auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen, der Nachweis erfolgte mit einem anti-B-Aktin (1:10.000)
und RAM* (1:3000).

Da auch eine Verstarkungdes prazipitierten TfR1-Cp bei Uberexprimierter SPPL2a zu
beobachten war, wurden stabil Flag-TfR1-NTF-V5 exprimierende HEK293-Zellen tran-
sient mit den katalytisch inaktiven SPPL2a D/A und SPPL2b D/A sowie mit den aktiven
SPPL2a und SPPL2b transfiziert (Abb. 22). Das aus dem Medium der transfizierten Zellen
prazipitierte TfR1-V5-Cp wurde im Immunoblot mit einem o-V5, nachgewiesen.
Wéhrend die Immunprazipition mit a-V5y, wie erwartet kein TfR1-Cp-Signa | in normalen
HEK?293-Zellen hervorruft (Abb. 22, 1. Spur), fihrt die Expression des Flag-TfR1-NTF-
V5 in HEK293-Zellen zu einer endogenen Freisetzung des TfR1-Cp (Abb. 22, 2. Spur).
Die Uberexpression der beiden aktiven SPPLs, SPPL2a und SPPL2b (Abb. 22, 3. und 5.
Spur), fuhrte erneut zu einer Verstarkung des prazipitierten TfR1-V5-Cp. Wéhrend die
Verwendung der katalytisch inaktiven SPPL2a D/A zu einer Signalverringerung im Ver-
gleich zur Kontrolle (Abb. 22, 4. Spur) flhrte, verschwindet bei der katalytisch inaktiven
SPPL2b D/A Mutante das TfR1-V5-Cp Signal komplett. Dies lasst den Schluss zu, dass
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hauptséchlich die SPPL2b die fiir das TfR1-NTF zustdndige Protease ist und die SPPL2a

zu einem geringeren Anteil schneidet.

Flag-TfR1-NTF-V5 — +

long exposure “ A

Abbildung 22. Uberexpression der katalytisch aktiven und inaktiven SPPL2a und SPPL2b.
HEK293-Zellen, die stabil Flag-TfR1-NTF-V5 exprimieren, wurden mit den katalytisch aktiven und
inaktiven (D/A) SPPL2a und SPPL2b transfiziert. Das Medium wurde fiir eine Immunprazipitation mit dem
a-V5, verwendet. Auf einem 16%igen Tricin-SDS-Gel wurden die immunprézipitierten Proben nicht

reduzierend aufgetragen und im Immunoblot mit einem a-V5, bei 4,6 kDa detektiert.

Nachdemdas TfR1-Cp und die zustdndige Protease fir die intramembranare Proteolyse
erfolgreich identifiziert werden konnte, wurde versucht den Verbleib der intrazellularen
Doméne des TfR1 (TfR1-1CD) aufzukldren. Daflr wurden Zelllysate von HEK293-Zellen
verwendet, welche stabil das Flag-TfR1-NTF-V5 Konstrukt exprimieren und keine SPPL
Uberexprimieren (GM), sowie stabil Flag-TfR1-NTF-V5 exprimierende HEK293-Zellen,
welche entweder die SPPL2b oder deren inaktive Mutante SPPL2b D/A Uberexprimieren
(Abb. 23). Um den Abbau der TfR1-ICD zu verhindern, wurden die Inhibitoren Epoxo-
micin (Spur 7-9) und Lactacystein (Spur 10-12) verwendet, als negativ Kontrolle wurden
zum einen mit (Z-LL),-Keton behandelte Zellen (Spur 13-15) und nicht-Flag-TfR1-NTF-
V5 exprimierende Zellen (Spur 1-3) verwendet. Inden Spuren 4-6 befindensich die ohne
Inhibitor behandelten Zellen zur Kontrolle der Verstarkung des Signals. Bei den 17-kDa-
Banden handelt es sich um das monomere TfR1-NTF, wéhrend es sich bei den Banden
oberhalb dieser Bande um unspezifische Banden, welche vom Antikérper angefarbt
wurden, handelt. Wahrend wie erwartet keine 17-kDa-Bande in den Spuren 1-3 vorhan-
den sind, da diese Zellen kein Flag- TfR1-NTF-V5 exprimieren, kann man in den folgen-
den Spuren diese 17-kDa-Banden detektieren. Hierbei ist zu beobachten, dass bei Ex-
pression der katalytisch aktiven SPPL2b die Bande schwacher ist als bei der Kortrolle
ohne SPPL und bei der Expression der katalytisch inaktiven SPPL2b D/A Mutante (Spuren
4-12). Es wurde jedoch keine Bande bei ungefahr 10 kDa detektiert, welche das erwartete

TfR1-1CD repréasentieren wirde (Spur 4-6), auch die Verwendung der Inhibitoren Epoxo-
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micin und Lactacystein fiihrten nicht zu dem erwarteten Signalen bei 10 kDa. Bei den mit
(Z-LL)2-Keton behandelten Zellen konnen nur sehr schwache Sigrale bei 17 kDa beob-

achtet werden.
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Abbildung 23. Behandlung von HEK293-Zellen mit Inhibitoren zur Wiederfindung der TfR1-
ICD. Zelllysate von HEK293-Zellen, welche keine SPPLs (berexprimieren (GM), die katalytisch aktive
SPPL2b oder die katalytisch inaktive SPPL2b D/A Mutante iberexprimieren und zusétzlich das Flag-TfR1-
NTF-V5 exprimieren, wurden reduzierend in einem 16%igen Tricin-SDS-Gel aufgetrennt.  Die rot

eingerahmten 17-kDa-Banden stellen das monomere TfR1-NTF dar.

In einer Kooperation mit Regina Fluhrer (DZNE, LMU, Minchen), die HEK293-Zel-
len stabil mit SPPL2a, SPPL2b, SPPL3, SPP oder ihren jeweiligen katalytisch inaktiven
Mutanten transfizierte, wurde unser Konstrukt Flag-TfR1-NTF-V5 in ihren stabil exprim-
ierenden HEK?293-Zellen getestet. Die Expressionskontrolle der stabil transfizierten
HEK?293-Zellen ist in Abbildung 24 dargestellt. Wie dort zu erkennen, ist in den untrans-
fizierten Zellen und in den ausschliellich mit Flag-TfR1-NTF-V5 transfizierten Zellen
(Spuren 1 und 2) erwartungsgemald keine der Gberexprimierten SPPL zu beobachten.
Beim Nachweis der SPPL2a und ihrer katalytisch inaktiven Mutante SPPL2a D/A (Spuren
3 und 4, oberster Blot) wurden zwei Banden sichtbar, namlich die starken Banden bei
100 kDa, welche die ausgereiften Proteine darstellen, und die schwéacheren Banden zwi-
schen 148 kDa und 250 kDa, die Dimere anzeigen. Bei der Uberexprimierten SPPL2b und
ihrer katalytisch inaktiven Mutante (Spuren 5 und 6, zweiter Blot) ist die SPPL2b D/A
starker exprimiert, beide zeigen insgesamt drei Banden. Dabei handelt es sich bei der 98-

kDa-Bande um die ausgereiften Proteine, wéhrend die sehr diinne Bande unterhalb der
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98 kDa Bande das unausgereifte Protein darstellt und die dicken Banden zwischen
148 kDa und 250 kDa das Dimer des Proteins. Weiterhin sind die SPPL3 und ihre kata-
Iytisch inaktive Mutante SPPL3 D/A in Abbildung 24, dritter Blot, Spuren 7 und 8 anhand
der Bande bei ungefdhr 40 kDa zu erkennen, dabei wird die SPPL3 D/A etwas starker
exprimiert als die SPPL3. Der Nachweis der SPP und ihrer katalytisch inaktiven Mutante
SPP D/A wird in Abbildung 24, vierter Blot, Spuren 9 und 10 gefiihrt, dabei sind bei
ungeféhr 55 kDa zwei Banden erkennbar, welche das ausgereifte SPP Protein darstellen,
die sehr schwachen Banden bei 100 kDa zeigen das Dimer des Proteins. Somit expri-
mieren die stabil transfizierten HEK293-Zellen die angegebenen SPPs und SPPLs und

konnen fur weitere Versuche verwendet werden.
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Abbildung 24. Stabile Transfektion der SPPLs in HEK293-Zellen. Frau Fluhrer (DZNE, LM U,
Miinchen) etablierte HEK293-Zellen, die stabil die angegebenen SPPLs oder ihre katalytisch inaktiven (D/A)
SPPLs exprimieren. Die Zelllysate wurden auf einem 16%igem Tricin-SDS-Gel aufgetrennt, die SPPLs
wurden mit Hilfe der verschiedenen SPPL spezifischen Antikorper (6E9-Antikdrper fir SPPL2a, 3F9-
Antikorper fur SPPL2b, 7F9 fiir SPPL3 und 5H7 flir SPP) auf einer Nitrozellulosemembran nachgewiesen.

Das Flag-TfR1-NTF-V5 Konstrukt wurde transient in die eben besprochenen HEK293-
Zellen transfiziert. Das Medium der transfizierten Zellen wurde fur eine Immunprézipi-
tation mit dem a-V5y, verwendet, die Sepharose wurde in einem 16%igen Tricin-SDS-Gel

aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen, das Ergebnis des Versuches

ist in Abbildung 25 oberer Blot dargestellt. Es ist wie zu erwarten keine Bande bei den
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nicht transfizierten Zellen zu sehen (Spur 1), wahrend bei den mit Flag-TfR1-NTF-V5
transfizierten Zellen (Spur 2) eine sehr diinre und schwache Bande bei 4 kDa das endogen
exprimierende TfR1-Cp darstellt. Diese sehr dunne und schwache Bande bei 4 kDa,
welche das endogen exprimierende TfR1-Cp darstellt, ist auch bei den mit SPPLS3,
SPPL3 D/A und SPP iberexprimierten Zellen (Spuren 7 bis 9) zu sehen. Interessanter-
weise ist keine Bande bei 4 kDa bei der uberexprimierten SPP D/A zu erkennen. Die
Uberexpression der SPPL2b mit dem Flag-TR1-NTF-V5-Konstrukt resultierte in einer
starken Freisetzung des TfR1-Cp, wahrend die Verwendung der inaktiven Mutante zu
einem kompletten Verschwinden des TfR1-Cp-Signals fuhrte. Auch die Verwendung der
SPPL2a fiihrt zu einer hoheren Freisetzung des TfR1-Cp im Vergleich zu den Kontroll-
zellen ohne Uberexprimierte SPPLs. Wobei das immunprazipitierte TfR1-Cp bei der Ko-
expression des Flag-TfR1-NTF-V5 mit der katalytisch inaktiven SPPL2a D/A im Ver-
gleich zur SPPL2a in einer Verringerung resultierte. Das dabei entstehende Signal ist
immer noch starker als bei den Kontrollzellen. Dieser Versuch bestatigte, dass das N-
terminale Fragment des TfR1 hauptséchlich von der SPPL2b geschnitten wird und zu
einem geringeren Teil von der SPPL2a. Weiterhin wurde mit den transfizierten HEK293-
Zellen von Frau Fluhrer eine Membranlysatpréparation (4.2.7) durchgefihrt, welche zum
Schluss mit einer Methanol/Chloroformféllung zur Lipidfreisetzung und somit zur bes-
seren Auftrennung der Membranproben in dem Gel behandelt wurde. In Abbildung 25
unterer Blot ist das Ergebnis des Versuches dargestellt. Die starken Banden zwischen
16 kDa und 22 kDa stellen das Volllangen-Flag-TfR1-NTF-V5, welches sich in der Mem-
bran befindet, dar. Wahrend die schmale Bande oberhalb der 6 kDa Bande, welche beider
Uberexpression von SPPL2b (Abb. 25, Spur 5) entstand, die intrazelluldre Doméne des
TfR1 (TfR1-ICD) reprasentiert. Dieser Versuch wies zum ersten Mal die intrazellulére
Doméne des TfR1 in Membranlysaten nach. Wahrend in den Abbildungen 21 und 22 das
TfR1-V5-Cp-Signal bei der Koexpression mit SPPL2a und SPPL2b gleich stark erschei-
nen, ist in Abbildung 25 das TfR1-V5-Cp-Signal bei SPPL2b viel starker als bei SPPL2a.
Die Ursache kdnnte an der transienten Transfektion der Zellen mit SPPL2a und SPPL2b in
den Abbildungen 21 und 22 liegen. Da bei der Abbildung 25 stabil transfizierte Zellen
verwendet wurden, ware es moglich, dass die Zellen die SPPLs unterschiedlich stark ex-

primieren.

68



Ergebnisse

> fzf)\?:o ~OQ\?~ Q\‘h \4q
% v V.SHS D
é?@%ﬁﬂQﬁ?éﬁ@,@o
O 99 & 9 O 0 6
Flag-TIR1-NTF-V5 — + + + + + + + + +
Medium 4— c— - TfR1-V5-Cp
Membran- o=  JENEE S 20 TR1-NTF-V5
lysate 6— . Flag-TfR1-ICD

Abbildung 25. Koexpression der katalytisch aktiven und inaktiven SPPLs mit Flag-TfR1-NTF-V5.
HEK293-Zellen, die stabil die angezeigten katalytisch aktiven und inaktiven (D/A) SPPLs exprimieren,
wurden transient mit dem Flag-TfR1-NTF-V5 transfiziert. Das Medium wurde mit dem a-V5,, prézipitiert
und in einem 16%igen Tricin-SDS-Gel aufgetrennt, die Detektion erfolgte mit dema-V5,. Fir die Detektion
der TfR1-ICD wurde die Membranpraparation der transfizierten Zellen auf ein 16%iges Tricin-SDS-Gel

aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran tbertragen und mit dem a-Flag, nachgewiesen.

5.7 LOKALISIERUNG VON TFR1-NTF UND DEN VERSCHIEDENEN
SPPLs

Zur Uberpriifung eventueller Kolokalisierungen von TfR1-NTF mit den SPPLs wurden
Immunfluoreszenzen mit transient transfizierten SPPLs und Flag-TfR1-NTF-V5 durchge-
fuhrt (Abb. 26). Es konnte auch bei mehreren verschiedenen Expressionen von SPPL2a
mit TfR1-NTF (Abb. 26A) keine Kolokalisierung beobachtet werden, die SPPL2a wurde
hauptsachlich in Vesikeln rund um den Nukleus lokalisiert. Die SPPL2b liegt haupt-
sachlich in der Plasmamembran aber auch in Vesikeln rund um den Nukleus lokalisiert vor
(Abb. 26B), dabei ist eine Kolokalisierung des TfR1-NTF mit der SPPL2b in der Plasma-
membran zu beobachten. Bei der Clip/Snap-Technologie wurde ein Snap-tag, ein kleines
20 kDa groRBes DNA-Reparaturprotein, die 0°%-Alkylguanin- DNA-Alkyltransferase, an das
TfR1-NTF oder an die SPPL fusioniert. Dieser Snap-tag reagiert spezifisch mit einem
Fluoreszenz markierten Benzylguaninderivat, wahrend der verwendete Clip-tag entwicke It
wurde, um spezifisch Fluoreszenz markiertes O2-Benzylcytosin zu binden. Da beide tags
spezifisch mit den orthogonalen Substraten reagieren, welche zellpermeabel sein kdnnen,
ist eine gleichzeitige Inkubation in lebende Zellen mdglich und zeitsparend. Mit Hilfe
dieser Technologie konnte auch die Lokalisierung der katalytisch inaktiven SPPL2b D/A-
Mutante und des TfR1-NTF in der Plasmamembran und in Vesikeln (Abb. 26C,
SPPL2b D/A rot und TfR1-NTF grin) und der Kolokalisierung der beiden in der Plasma-

membran gezeigt werden. Zudem wurde diese Technologe fir die Lokalisierung der
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SPPL3 mit dem TfR1-NTF verwendet (Abb. 26D, SPPL3 rot und TfR1-NTF griin). Dabei
ist zu beobachten, dass die SPPL3 in Vesikeln nahe des Zellkerns exprimiert wird. Dies
weist auf die Lokalisierung im endoplasmatischen Retikulum hin, und dass TfR1-NTF in
der Plasmamembran und in einigen Vesikeln vorliegen. Eine Ubereinanderlegung der
Signalaufnahmen zeigt keine Kolokalisierung der SPPL3 mit dem TfR1-NTF. Fir die
Lokalisierung der SPP wurde das Antikorperdetektionssystem verwendet. Die SPP wurde
mit dem o-HA, markiert, wahrend das Flag-TfR1-NTF-V5 mit dem o-Flagn detektiert
wurde. Fir die Visualisierung wurden der CAR-Alexa594 und der RAM-Alexa488 ver-
wendet (Abb. 26E, SPP rot und Flag-TfR1-NTF-V5 grin). Bei dieser Markierung wurde
das SPP im Zytop lasma detektiert und auch teilweise nahe der oder inder Plasmamembran
lokalisiert gefunden, der TfR1-NTF ist in der Plasmamembran und auch in VesikeIn im
Zytoplasma detektiert worden, es fand dabei eine mogliche Kolokalisierung mit dem N-
terminalen Fragment des TfR1 nahe der Plasmamembran statt. Bei dieser Kolokalisierung
ist nicht auszuschliel3en, dass sie nur aufgrund eines ungunstigen Schnitts der Zelle vor-

liegt.

Der Versuch des Nachweises einer Kolokalisierung von SPPL2b und dem TfR1-NTF
mit Hilfe der Immunfluoreszenz war erfolgreich, leider gelang der Nachweis der Koloka-
lisierung mit der SPPL2a in der Immunfluoreszenz nicht. Dies kann mehrere Ursachen
haben, zum einen ist es moglich, dass nur eine kleine Subpopulation von SPPL2a mit dem
TfR1-NTF kolokalisiert z. B. in Lysosomen, zum anderen konnte der Effekt nur zeitweise

auftreten z. B. in Abhangigkeit vom Zellwachstum.
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A SPPL2a-HA und Flag-TfR1-NTF-V5. B SPPL2b-HA und Flag-TfR1-NTF-V5.
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C pSnap-SPPL2b D/A und pClip-TfR1-NTF. D pClip-SPPL3 und pSnap-TfR1-NTF. E SPP-HA und Flag-TfR1-NTF-V5.

Abbildung 26. Lokalisierung und Orientierung des Flag-TfR1-NTF-V5 und SPPLs in transient exprimierenden HEK293 Zellen. Die Zellen wurden

spezifisch mit einem a-Flagm (1:300), einem o-V5y, (1:100) oder einem a-HA, (1:100) behandelt, mit den RAM-AlexaFluor488 und CAR-AlexaFluor594 angefarbt und
visualisiert durch die konfokale Laserscanmikroskopie. Bei der Snap/Clip-Technologie wurden die im Text angegebenen Fluoreszenzfarbstoffe verwendet. Die
verschiedenen SPPLs sind immer rot und das TfR1-NTF griin angefarbt.
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6 DISKUSSION

6.1 ENTDECKUNG DES TFR1-C-PEPTID

Als man in den 90e r Jahren den Shedding Prozess des Transferrinrezeptors 1 (TfR1) ent-
deckte und 2004 die verantwortliche Protease, war das Schicksal des verbleibenden N-ter-
minalen Fragments des TfR1 (TfR1-NTF) weiterhin unbekannt. Die Verwendung eines Flag-
tags und eines V5-tags sollte das Auffinden des TfR1-C-Peptids (TfR1-Cp) mit Hilfe eines a-
V5-Antikorpers und der intrazelluliren Doméne (TfR1-1CD) mit Hilfe eines o-Flag-Anti-
korpers ermdglichen. Die Uberpriifung der Lokalisierung und der Orientierung des herge-
stellten Flag-TfR1-NTF-V5-Konstrukts transfiziert in HEK293-Zellen ergab mit Hilfe der
Verwendung eines nicht reduzierenden und eines reduzierenden Probenpuffers im Western-
blot, dass das Konstrukt als tber Disulfidbricken verbundenes Dimer vorliegt. Die Immun-
fluoreszenz zeigte, dass sich das Konstrukt als ein Typ Il Transmembranprotein, d. h. dass der
Flag-tag intrazellular und der V5-tag extrazellular vorliegt, in der Plasmamembran und auch
in einigen Vesikeln befindet. Dies entspricht dem Volllangen-TfR1, welcher ein homo-
dimeres Typ Il Transmembranprotein ist und hauptséchlich auf der Oberflache von nahezu
allen Zellen exprimiert wird. Zudem wird der TfR1 nach Bindung von ferri-Tf internalisiert
und nach Freigabe des Eisens wieder zur Plasmamembran zurickgefihrt (16, 19). Kaup etal.
wiesen 2002 mit Hilfe einer Membranpraparation von HL60 Zellen nach, dass sich das TfR1-
NTF als Dimer in Membranen befindet (46). Somit entspricht das Vorliegen des Flag-TfR1-
NTF-V5 als Dimer in der Plasmamembran und auch teilweise in Vesikeln den Literaturdaten
und kann flir die Untersuchung der Hypothese, dass eine intramembrandre Proteolyse des
TfR1-NTF erfolgt, verwendet werden.

Diese Hypothese konnte durch die Auffindung des TfR1-Cp bestétigt werden. Bei der
Analyse der MALDI-TOF-MS-Daten konnte das TfR1-Cp als Peak bei 3275,696 Da ide n-
tifiziert werden. Diese Masse ist durch zwei verschiedene Peptide darstellbar. Die Sequenz
des Peptids wurde mit Hilfe einer Fragmentierung mittels MALDI-TOF-TOF-MS bestimmt,
Diese Analyse zeigte y-lonen, welche den Vollldangen-V5-tag zeigten und b-lonen, welche die
Schnittstelle bei Tyrosin (Tyr)-85 darstellten. Die Fragmentierung ergab damit ein Peptid mit
einem Volllangen-V5-tag, einem Schnitt zwischen dem Glycin (Gly)-84 und dem Tyr-85.
Somit handelt es sich beim TfR1-Cp um ein oxidiertes Monomer mit intramolekularer
Disulfidbricke. Interessanterweise erschien das TfR1-Cp inallen gemessenen Proben als oxi-

diertes Monomer. Da natilirlich auch andere Redoxformen mdglich sind, kann im Moment
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nicht ausgeschlossen werden, dass das Peptid reduziert vorliegt und durch den Aufreinigungs-
prozess reoxidiert wurde. Somit kann es sich bei der nativen Form des TfR1-Cp auch umein
reduziertes Monomer oder ein oxidiertes Dimer mit zwei Disulfidbricken handeln. Das
TfR1-NTF wird zwischen dem Gly-84 und dem Tyr-85 direkt neben einem GxxxG-Motiv
geschnitten, welches als Dimerisierungsmotiv gilt und die Spezifitat der y-Sekretasespaltung
moduliert (92, 93). Dieses Motiv findet sich auch in dem British dementia Protein (Bri2),
einem Typ Il Transmembranprotein, flr das ebenfalls gezeigt werden konnte, dass es einem
Shedding durch eine ADAM-Protease und der anschlieRenden regulierten intramembrandren
Proteolyse (RIP) durch die SPPL2a und SPPL2b unterliegt (73). Das GxxxG-Motiv, an dem
die Spaltung stattfindet, ist hoch-korserviert zwischen den Spezies in der Transmembran-
doméne des TfR1 (Tab. 6), dies weist auf eine wichtige Bedeutung der intramembrandren
Proteolyse des TfR1 hin. Fur Bri2 konnte durch eine Mutation aller Glycine in der Trans-
membrandoméne zu Alanin (Ala) innerhalb des GxxxG-Motivs gezeigt werden, dass das
mutierte Bri2 sich richtig in die Membran einsortieren, es aber keine intramembranare Spal-
tung mehr statt findet. Um herauszufinden, welches Gly dafir verantwortlich ist, wurde das
erste Gly des GxxxG-Motivs zu einem Ala mutiert. Auch diese Mutation flhrte zu einer
richtigen Sortierung in die Membran jedoch nicht zu einer signifikanten Reduzierung der RIP.
Daher wurde das Gly-60, welches sich N-terminal in der Transmembrandoméne des Bri2 be-
findet, zu einem Ala-60 mutiert, dies fuhrte zu einer Abnahme der RIP aufgrund eines Helix
destabilisierenden Effekts (87). Am Beginn der Transmembrandoméane des TfR1 befindet
sich ebenfalls ein Gly-69, welches mit dem Gly-60 in Bri2 korreliert und in hoheren Verte-
braten konserviert ist. Inwiefern das Gly-69 oder das GxxxG-Motiv die intramembrandre

Proteolyse beeinflussen, bleibt mit Mutationsanalysen zu klaren.
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Tabelle 6. Konservierte Transmembrandoménen von TfR1 in \erschiedenen Spezies. Die graue
Schattierung zeigt die hoch konservierte Region, in der die intramembranare Proteolyse stattfindet inklusive dem

GxxxG-Motiv; die schwarze Linie zeigt die Schnittstelle.

Spezies Trivialname TIR1-TMD

Homo sapiens Mensch YGTIAVIVFFLIGFMIGYLGY
Pongo abelii Orang-Utan YGTIAVIIFFLIGFMIGYLGY
Macaca mulatta Rhesusaffe YGTIAVIIFFLIGFMIGYLGY
Bos taurus Rind YGITIAVIVFFLIGFMIGYLGY
Sus scrofa Schwein YGITAVITFFLIGFMIGYLAY
Felis catus Katze YGTIAIILFFLIGFMIGYLGY
Mus musculus Maus FAATALVIFFLIGFMSGYLGY
Rattus norvegicus  Ratte FATIAVVIFFLIGFMIGYLGY
Gallus gallus Huhn FLVIAAVLLLLIGFLIGYLSY
Danio rerio 1a Zebrafisch GEFVVGILLLFLFGYLIGYMSN
Danio rerio 1b Zebrafisch VCVGAALLVFLVGLLIGYSVH

&

Kleine Peptide wie das TfR1-Cp konren als systemisches eisenregulierendes Hormon
agieren, &hnlich dem Hepcidin, bei dem es sich um ein kleines Peptid mit 25 AS und vier Di-
sulfidbricken handelt. Hepcidin kontrolliert negativ den Eisentransport via Ferroportin (Fpn)
aus eisenexportierendem Gewebe ins Plasma, indem es an Fpn bindet und die Endozytose und
die Degradation des Fpn einleitet (26, 28). Hepcidin ist auch bekannt als antimikrobielles
Peptid, das mit der Inflammation assoziiert wird, in diesem Fall wird es durch Interleukin 6
reguliert (94). Die Regulation des Hepcidin Uber den eisengetriebenen Weg wird von dem
bone morphogenetic protein-6 (BMP6) vermittelt, dabei bindet BMP6 an das Hemojuwvelin,
welches ein Teil des BMP-Rezeptorkomplexes ist, und dies resultiert anschlielend in der
Transkription von Hepcidin Uber den SMAD-Signalweg (zusammengefasst in (95)). Das
Shedding des membrangebundenen Hemojuvelins am Arginin (Arg)-288 durch die
Matriptase-2 inhibiert den SMAD-Signalweg und somit die Hepcidinexpression (96, 97). Die

Quelle des BMP6 und der Mechanismus, wie es durch Eisen reguliert wird, bleiben ungek lart.

Das Hamochromatoseprotein HFE ist in der Lage beide Transferrinrezeptoren, TfR1 und
TfR2, zu binden. Bei erhdhter Transferrinsittigung (Tf-Sattigung) konkurrieren eisenbe-
ladenes Tf (Fe-Tf) und HFE um die Bindung an TfR1, dabei wird HFE von der Bindung an

TfR1 frei, bindet an TfR2 und induziert dadurch auf einem noch nicht naher beschriebenen
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Weg die Hepcidinexpression (98). Experimente mit HFE-knockout-Mausen zeigten, dass
HFE nicht direkt in die BMP6-Regulation durch Eisen involviert ist, es reguliert das Down-
streamsignal von eisenreguliertem BMP6 (99). Es mussen somit andere Signale flr die eisen-
abhéngige Regulierung des BMP6 verantwortlich sein. Der Serum-TfR1 (STfR1) spiegelt die
Balance zwischen der funktionellen Eisenwerfligbakeit und dem Eisenbedarf (100), somit
kann das TfR1-Cp als Regulator im systemischen Eisenmetabolismus agieren und wichtig flr
das Verstandnis des grundsdtzlichen Mechanismus ebenso wie fir die diagnostische und
therapeutische Bestimmung sein. Eisenmangel fuhrt zu einem verstarkten Shedd ing des TfR1
(101), somit zu einer Erhohung des sTfR1 und folglich ebenfalls zu einer Erhdhung des TfR1-
Cp und der TfR1-ICD, zudem fuhrt Eisenmangel zu einer verringerten Hepcidinkonzen-

tration.

6.2 ENTWICKLUNG VON NACHWEISMETHODEN

Zur Etablierung eines ELISAs zur Detektion des TfR1-Cp im Serum und somit zur
Aufklarung, ob das TfR1-Cp mit Krankheiten korreliert, wurden polyklonale Antikérper in
Kaninchen generiert. Mit Hilfe von biotinyliertem TfR1-Cp konnten a-TfR1-Cp-Antikorper
im Kaninchenserum erfolgreich nachgewiesen werden, auch bei einer Verdinnung von
1:20.000 konnte ein mittelstarkes Signal erreicht werden. Dies wies darauf hin, dass viele a-
TfR1-Cp-Antikorper im Kaninchenserum vorhanden waren. Ein Kompetitionsassay mit stei-
genden Konzentrationen TfR1-Cp im Kaninchenserum bestatigte mit einer Konzentrations-
abhangigkeit das Vorhandensein von a-TfR1-Cp-Antikorpern. Die steigenden Signale beider
Verwendung von 2000 ng und 5000 ng sind eventuell auf eine Aggregation des TfR1-Cp
zuruckzufuhren, welches in dem Fall einer Kompetition nicht mehr zur Verfligung stehen
konnte. Die Aufreinigung eines Antikdrperpools aus dem Kaninchenserum mit Hilfe von
ProteinA-Sepharose erfolgte bei einem pH von 4,5 und 3,5, die vereinigten Fraktionen
wurden anschlieBend Uber eine mit TfR1-Cp Biotin-gekoppelte Agarose gegeben, dabei
konnte keine weitere Aufreinigung der o-TfR1-Cp-AntikOmer erreicht werden. Dies lag
eventuell an der sterischen Hinderung des Biotins oder an einer zu starken Bindung der Anti-
korper an die TfR1-Cp-Biotin-Agarose. Eine genauere Betrachtung der Seitenketten des
TfR1-Cp ergab, dass zwar die beiden Cysteine 89 und 98 gut Uber die Aminosauresequenz
verteilt vorliegen, aber fir eine Kopplung des TfR1-Cp zur Aufreinigung der Antikorper un-
geeignet sind aufgrund der mdglichen Strukturbeeinflussung des Peptids. Weiterhin befinden
sich Carboxylgruppen in dea Peptidsequenz diese verteilen sich aber hauptsachlich auf der C-
terminalen Seite des Peptids. Anhand der Peptidsequenz konnte man erkenren, dass die
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Amingruppen sehr gleichmédRig vom N-Terminus zum C-Terminus verteilt vorliegen und so
gekoppeltes TfR1-Cp mehrere mégliche Bindungspunkte fur die TfR1-Cp AntikGrper aus
dem a-Cp Pool bietet. Aus diesem Grund wurde NHS-Sepharose verwendet, da sie die
Mdoglichkeit bietet, die Amingruppen direkt an die Sepharose zu koppeln. Mit Hilfe der
TfR1-Cp-gekoppelten NHS-Sepharose konnten die a-TfR1-Cp-Antikorper erfolgreich aus
de m a-Cp Pool aufgereinigt werden, da die Elution der AntikGrper von der Sepharose gelang.
Weiterhin konnten im Durchfluss der Aufreinigung kaum weitere bindungsfahige Antikorper
detektiert werden. Die Titrierung des anti- TfR1-Cp AK 1-4 ergab eine sehr starke TfR1-Cp
Bindung mit einer Nachweisgrenze im ELISA von ungefdéhr 1 ng TfR1-Cp. Die Konzen-
tration der aufgereinigten Antikdrper konnte mit Hilfe eines Proteinbestimmungsassays nicht
bestimmt werden, da die Konzentration unterhalb der Nachweisgrenze des Proteinbestim-
mungsassays lag. Trotz geringer Antikdrpermenge ist der a-TfR1-Cp AK 1-4 bis zu einer

Verdunnung von 1:20.000 einsetzbar.

Zudem wurde der a-Cp Pool auf die Verwendung zur Immunodetektion im Dotblot mit
verschiedenen TfR1-Cp Mengen getestet. Mit Hilfe eines Dotblots wurden sowohl bei der
Nitrozellulosemembran als auch bei der PVDF-Membran gute Resultate erzielt, es konnte
keine unspezifische Proteinbindung nachgewiesen werden. Fir den a-TfR1-Cp AK 1-4 ist
die Verwendung der PVDF-Membran fiir einen Westernblot nicht empfehlenswert, da es zu
unspezifischen Bindungen des Antikorpers auf der Membran gekommen ist, dies wurde nicht
bei der Verwendung der Nitrozellulosemembran beobachtet. Fir die Ubertragung der Pro-
teine aus dem Gel auf eine Membran wurde der Nassblot verwendet. Dabei ist zu beob-
achten, dass geringe Mengen TfR1-Cp langer geblottet werden mdissen als hohere Mengen.
Dies erschwert teilweise die Wiederfindung des TfR1-Cp, es ist daher empfehlenswert beim
Blotten zwei Membranen Ubereinanderzulegen, um eventuell durchgeblottetes TfR1-Cp abzu-
fangen. Zudem sollte ungeféahr 30 min lang geblottet werden, um auch geringere TfR1-Cp-

Mengen zu detektieren.

Um TfR1-Cp im menschlichen Serum nachzuweisen und zu quantifizieren, wurde ein
Sandwich-ELISA mit Hilfe der generierten und aufgereinigten Antikorper etabliert. Um
einen Sandwich-ELISA einzufiihren, benétigt man zwei verschiedene Antikorper. Da aber
ein erster Versuch einer Generierung eines monoklonalen TfR1-Cp-Antikorpers mit Hilfe
eines Panningexperiments fehlschlug, wurden polyklonale Antikérper aus dem Kaninchen
verwendet. Aufgrund der hohen Diversitat der méglichen Epitope ist die Wahrscheinlichke it
fur die Bildung eines Sandwich-ELISA groR. Ein Zweitantikdrper gegen das TfR1-Cp war

jedoch nicht vorhanden, daher wurde der a-Cp Pool mit einer Meerrettichperoxidase ge-
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koppelt. Es war mdglich unmarkiertes TfR1-Cp mit Hilfe des Sandwich-ELISA zu detek-
tieren, dabei war das Detektionslimit hoher als im direkten Assay, bei dem TfR1-Cp an der
Platte beschichtet vorlag. Dies weist auf eine sterische Hinderung beider Bindung der beiden
Antikdrper an das kleine TfR1-Cp hin oder auf eine ungeniigende Bindung aufgrund der
nicht-TfR1-Cp-bindenden Antikdrper im a-Cp Pool. Die Verwendung des Sandwich-ELISA
ist aber im Prinzip moglich. Ob die konzentrationsabhdngigen Signale im Sandwich-ELISA
spezifisch fur die aufgereinigten Antikdrper sind, wurde mit einem Kompetitionsassay Uber-
pruft. Durch die Verwendung des a-TfR1-Cp AK 1-4 als Fangerantikdrper konnten nicht-
TfR1-Cp-bindende Antikorper ausgeschlossen werden. Mit Hilfe von unmarkierten und
biotinmarkierten TfR1-Cp konnte eine hohe Spezifitit des Sandwich-ELISA gezeigt werden.
Der fiinffache Uberschuss des unmarkierten TfR1-Cp reduzierte das Signal des biotin-
markierten TfR1-Cp auf die halomaximale GroRe. Die kompetitive Beschichtung resultierte
in einem leichten Abfall des Signals aufgrund der limitierten Oberflache der ELISA-Platte.
Obwohl beide Experimente, d. h. die Entwicklung des Sandwich-ELISA und die Spezifitat
des Sandwich-ELISA aufgrund der verschiedenen Detektionssysteme (Antikdrper-Peroxidase
und Streptavidin-Peroxidase) nicht direkt miteinander verglichen werden kdnnen, zeigte die
die Verwendung des a-TfR1-Cp AK 1-4 eine Verbesserung des Detektionslimits, da 1 ng des
Biotin-TfR1-Cp die gleiche Signalstarke aufweisen wie 200 ng unmarkiertes TfR1-Cp auf mit
a-Cp Pool beschichteten Mikroplatten. Obwohl gezeigt werden konnte, dass der Sandwich-
ELISA sensitiv und spezifisch fur den TfR1-Cp ist, war es nicht mdglich gespiktes TfR1-Cp
in humanem Serum nachzuweisen. Weitere Experimente zeigten, dass das TfR1-Cp an
Albumin im Serum bindet. Der Proteinanteil in humanem Serum liegt bei 7 % davon macht
Albumin bis zu 65 % aus. Albumin ist bekannt als Trager fur eine groRe Anzahl von endo-
genen und exogenen Liganden wie Fettsauren, Hormone, lonen, Medikamente und ihre
Metaboliten (102). Die Inkubation des TfR1-Cp mit verschiedenen Konzentrationen Al-
bumin, wobei auch die serummolaren Mengen an Albumin verwendet wurden, resultierte in
einer signifikanten Reduzierung der Signalstarke. Dies ist bedingt durch die wenigen Bin-
dungsstellen am nur 16 Aminoséure langen TfR1-Cp, die fur Albumin und zwei Antikdérpern
gleichzeitig nichtausreichen. Um das TfR1-Cp im Serum nachweisen zu kénnen, muss erst
die Bindung zum Albumin aufgehoben werden. Mit Hilfe der MALDI-TOF-MS-Analysen
konnte gezeigt werden, dass es sich nicht umeine kovalente Bindung zwischen dem TfR1-Cp
und dem Albumin handelt. Dies entspricht dem Wissen, dass Albumin in der Lage ist,
Liganden durch die Bildung von nichtkovalenten Komplexen an spezifischen Bindungs-

stellen zu binden und zu transportieren (102). Diese Bindung ist eventuell fir die Stérung der
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Detektion in humanem Serum verantwortlich. Um die Bindung zu beeintrdchtigen und TfR1-
Cp im Serum nachweisen zu ko nnen, wurde ein Vorversuch mit Harnstoff zur Denaturierung
durchgefihrt, dieser konnte jedoch die Bindung zwischen dem Albumin und dem TfR1-Cp
nicht hinreichend aufheben. Eine weitere Moéglichkeit zur Stérung der Bindung kdnnte die
Verwendung von organischen Losungsmitteln sein. Zudem wére Bromphenolblau eine wei-
tere Einsatzmoglichkeit, welches das Bilirubin, ein Metabolit von H&m, bei der Bindung zu
Albumin ersetzt und somit die Bindung stort (103). Interessanterweise wirkt das Albumin
antioxidierend (104-106). Eine neue Studie bewies, dass das Cys-34 des Albumin zumeist
reduziert vorliegt und fur die antioxidierende Wirkung verantwortlich ist (107). Somit ware
es interessant zu Uberprifen, ob das Cys-34 im verwendeten Albumin reduziert vorliegt und
ob TfR1-Cp an das reduzierte Cys-34 bindet.

Hepcidin, ein Hormon im Eisenmetabo lismus, bestehend aus 25 Aminoséuren mit 8 intra-
molekularen Disulfidbr Gcken, bindet ebenfalls an Albumin; fur einen Nachweis von Hepcidin
in biologischen Flissigkeiten wurden einige Methoden entwickelt (108-111), auch einige
Quantifizierungs methoden wurden zum Beispiel mit Hilfe der Massenspektrometrie und auch
von Immunoa ssays geplant (112-121). Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass das urinale
Hepcidinlevel im Laufe des Tages ansteigend und wieder abnehmend ist (113). Es ware folg-
lich interessant, ob man das TfR1-Cp im Urin nachweisen kann und ob es wie das Hepcidin

tagesverlaufabhangig ist.

6.3 INTRAMEMBRANARE PROTEOLYSE VON TFR1-NTF DURCH
SPPL2A UND SPPL2B

In dieser Arbeit konnte nicht nur gezeigt werden, dass das TfR1-NTF einer intramembran-
aren Spaltung unterliegt, indem das Vorhandensein des TfR1-Cp nachgewiesen wurde, es war
auch moglich die verantwortliche Proteaseklasse der endogenen Protease und die verantwort-

lichen Proteasen selbst zu identifizieren.

Mit Hilfe verschiedener Inhibitoren konnten die unterschiedlichen intramembrandren
Spaltungsproteasen (I-CLiP) inhibiert und so die Proteaseklasse der endogenen Protease be-
stimmt werden. Mittels des Metalloproteaseinhibitors 1,10-Phenanthrolin, welcher die site-2
Protease inhibiert (122), wurde die Menge des freigesetzten TfR1-C-Peptids im Medium im
Vergleich zu den Kontrollzellen nicht verandert. Dies konnte ebenfalls bei der Verwendung
des Serinproteaseinhibitors Dichloroisocoumarin, welcher die Rhomboidprotease inhibiert

(82, 123), gezeigt werden. Somit gehort die endogene Protease nicht den Serin- oder Metallo-
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proteasen an. Fir die GXGD-Aspartylproteasen konnten verschiedene Gruppen zeigen, dass
(Z-LL),-Keton die Signalpeptidpeptidase (SPP) und die Signalpeptidpeptidase &hnlichen
Proteasen (SPPL) 2a und 2b, aber nicht die y-Sekretase inhibieren (71-73, 124), wéahrend
L685,458 die y-Sekretase, SPP und SPPL2a/2b inhibiert (55, 71, 73, 125). DAPT inhibiert
nur die y-Sekretase Aktivitat aber nicht die Aktivitat der SPP und der SPPL2a/2b (55, 71,
125). Die Verwendung der Inhibitoren (Z-LL),-Keton und L685,458 zeigte eine stark redu-
zierte endogene Freisetzung des TfR1-Cp. Die Verwendung des DAPT hingegen fuhrte zu
keinem Effekt auf die TfR1-Cp Freisetzung, da das Signal des immunprazipitierten TfR1-Cp
dem Signal in den Kontrollzellen entsprach. Zudem konnte gezeigt werden, dass die Inhi-
bition der TfR1-Cp-Freisetzung mit dem (Z-LL),-Keton konzentrationsabhéngig ist. Diese
Ergebnisse weisen daraufhin, dass ein Mitglied der GxGD-Aspartylprotease, genauer ein
Mitglied der SPP/SPPL-Familie in die intramembrandre Spaltung des TfR1-NTF involviert
ist. Um diese Hypothese zu bestatigen, wurden HEK293-Zellen verwendet, die stabil mit
dem Flag-TfR1-NTF-V5 transfiziert waren und mit den verschiedenen SPPLs und den
katalytisch inaktiven Mutanten von SPPL2a D/A und SPPL2b D/A transient transfiziert
wurden. Das konditionierte Medium wurde anschlieBend auf TfR1-Cp-Freisetzung unter-
sucht. Nur die Expression der katalytisch aktiven SPPL2a und SPPL2b zeigte eine verstarkte
Freisetzung des TfR1-Cp, wahrend die Verwendung der katalytisch inaktiven SPPL2b D/A zu
einem vollstdndigen Verschwinden des TfR1-Cp und die der Kkatalytisch inaktiven
SPPL2a D/A zu einer Reduzierung des TfR1-Cp fiuhrte. Dies deutet stark daraufhin, dass
diese beiden I-CLiPs in der Prozessierung des TfR1-NTF involviert sind und SPPL2b als
Hauptprotease dient, wahrend SPP und SPPL3 nicht fir die Spaltung des TfR1-NTF verant-

wortlich sind.

Aus diesem Grund wurden fur die Identifizierung der TfR1-ICD HEK293-Zellen ver-
wendet, die keine SPPL (GM), die SPPL2b oder die katalytisch inaktive SPPL2b D/A Mu-
tante Uberexprimieren. Um den Abbau der TfR1-ICD im Proteasom zu verhindern wurde der
Inhibitor Epoxomicin verwendet. Dieser inhibiert hauptsachlich die chymotrypsinéhnliche
Aktivitat aber auch die trypsindhnliche Aktivitat, Epoxomicin inhibiert nicht die nichtprotea-
somalen Proteasen (126). Weiterhin wurde Lactacystein als Inhibitor fiir das 26S-Proteasom
(127) verwendet. Es konnte mit Hilfe beider Inhibitoren keine TfR1-1CD in den Zelllysaten
gefunden werden. Die Verwendung des (Z-LL),-Keton sollte bestatigen, dass die Inhibierung
der SPPL2b zu keiner Freisetzung der TfR1-ICD flhrt.
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Frau Fluhrer (DZNE, LMU, Minchen) konnte in den von ihr etablierten HEK293-Zellen,
welche SPPL2a, 2b, 3 und SPP sowie deren katalytisch inaktive Mutanten stabil exprimieren
(73), das Ergebnis mit einem transient exprimierendem Flag-TfR1-NTF-V5 bestatigen. Im
Gegensatz zu SPPL2a, fihrte die Expression von SPPL2b mit dem Flag- TfR1-NTF-V5 Kon-
strukt, zu einer starkeren Generierung des TfR1-Cp und des TfR1-1CD, zudem konnte die
katalytisch inaktive Mutante der SPPL2b D/A zu einer ko mpletten Verhinderung der Bildung
des TfR1-Cp fuhren. Diese Ergebnisse zusammengenommen zeigen, dass das TfR1-NTF
hauptséchlich von der SPPL2b, aber auch von der SPPL2a geschnitten wird und zur Frei-
setzung von TfR1-Cp und dem TfR1-ICD fuhrt. SPPL2a wird hauptséchlich in spiten endo-
somalen und in lysosomalen Kompartimenten exprimiert (72, 128, 129), wahrend SPPL2b in
der Plasmamembran aber auch im sekretorischen Weg lokalisiert vorliegt (72, 128), dies
konnte in der Immunfluoreszenz bestétigt werden. Der TfR1 wird sehr effizient von den
Endosomen zur Plasmamembran recycelt und kehrt nicht zum trans-Golginetzwerk oder zu
anderen biosynthetischen Kompartimenten zuriick (130). Daraus kann geschlossen werden,
dass der TfR1 mehr in direkten Kontakt zur SPPL2b in der Plasmamembran als zur SPPL2a
steht. Nur ein kleiner Anteil des TfR1 ko lokalisiert mit der SPPL2a, wenn der TfR1 zur lyso-
somalen Degradierung in die Lysosomen sortiert wird, mit Hilfe der Immunfluoreszenz
konnte diese Kolokalisierung jedoch nicht nachgewiesen werden. Dies kdnnte an einer ge-
ringen Transfektionsrate der SPPL2a liegen oder daran, dass nur ein geringer Anteil der
SPPL2a mit dem TfR1-NTF fir die Spaltung kolokalisiert. Die Beobachtung, dass die Ex-
pression der katalytisch inaktiven Mutante SPPL2a D/A zu einer Abnahme und nicht zu
einem Verschwinden des TfR1-Cp fiihrt, konnte aus einer Kolokalisierung mit einem Teil der
TfR1-NTF in spaten Endosomen oder in Lysosomen oder einer Lokalisierung der SPPL2a in
frihen Endosomen resultieren. Die Lokalisierungen der SPP und der SPPL3 in Vesikeln ist
konsistent mit der Literaturangabe, nach der beide hauptsachlich in der Membran des endo-
plasmatischen Retikulums (ER) und dem Golgi zu finden sind (128). Wé&hrend SPP die Sig-
nalpeptide von Proteinen in der ER Membran entfernt (51), konnte noch kein Substrat fur die
SPPL3 identifiziert werden. Es wird vermutet, dass SPPL3 ebenfalls in der Entfernung von
Signalpeptiden wie SPP involviert ist (73).

Fir das Typ Il Membranprotein Fas Ligand (FasL) konnte gezeigt werden, dass es von der
SPPL2a geschnitten wird, weiterhin wurde gezeigt, dass die synthetische intrazellulare Do-
mane (ICD) in den Nukleus transloziert und die Gentranskription inhibiert (74). Fr den
Tumornekrosefaktor a (proTNFa), welcher zuerst von ADAM 10 (131) und von der ADAM
17 (132) und anschlieBend von der SPPL2a und SPPL2b (71, 72) geschnitten wird, konnte
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gezeigt werden, dass die TNFa-1CD die Prod uktion des proinflammatorischen Zytokins Inter-
leukin 12 auslost (72). Auch Bri2 wird zuerst von ADAM 10 geschnitten und anschliel3e nd
vonden SPPL2a und SPPL2b prozessiert (73). Die Bri2-ICD wurde in Zelllysaten gefunden,
welche Funktion sie ausfilhrt od er ob die weitere Prozessierung zur Degradierung des Proteins
gehort, ist nicht weiter beschrieben (73). Frau Fluhrer konnte aufgrund ihrer Expertise im
Wiederfinden der TNFa-1CD und der Bri2-ICD (71, 73) auch die ICD des TfR1 (TfR1-1CD)
in Membranlysaten von mit SPPL2b Uberexprimierenden HEK293 Zellen finden. Im Falle
der TfR1-ICD kann nicht ausgeschlossen werden, dass sie auch in den Nukleus transloziert
und nur noch nicht dort gefunden werden konnte. In einigen Publikationen wurde beschrie-
ben, dass Palmitylierungen wichtig fir Lipid Raft Assoziierung ist. Erst vor kurzem beschrie-
ben Levental et al., dass ein Grof3teil von integralen Raftproteinen, die sich im Raft anrei-
chern, abhdangig von Palmitylierungen an zwei juxtamembranen Cysteinen sind und die An-
reicherung durch Oligomerisierung verstarkt werden kann (133). Obwohl der TfR1 nicht in
den Lipid Rafts lokalisiert ist (134) und als nicht-Lipid-Raft-Marker benutzt wird, ist der
Volllangen-TfR1 an zwei juxtamembranen Cysteinen palmityliert, welche mit der Inhibierung
der rezeptorvermittelten Endozytose assoziiert sind (135). Da diese Palmitylierung innerhalb
der TfR1-ICD lokalisiert ist, kann man dartber spekulieren, ob das Shedding und die intra-
membrandre Proteolyse des TfR1 eher zu einer Aggregation der TfR1-1CD inden Lipid Rafts
fuhrt als zu einer Migration in den Nukleus. Mit der Existenz der TfR1-ICD in der Membran
konnte man fur eine mogliche Rolle im Lipid Raft Signalling argumentieren. Das wird unter-
mauert durch die Beobachtung, dass auch andere wichtige Proteine des Eisenstoffwechsels
wie das Ferroportin in Rafts und in detergenzresistenten Membranen in Makrophagen (136)
gefunden wurden. Eine Rolle der TfR1-ICD in Lipid Rafts ist vorstellbar und sollte in die
Uberlegungen fir zukiinftige Untersuchungen mit einbezogen werden. Bei Eisenmangel wird
der TfR1 vermehrt gescheddet, dies fuhrt zu einer erhdhten sTfR1-Frei-setzungaus Zellen
(101) und sollte somit zu einer erhdhten Freisetzung der TfR1-1CD und des TfR1-Cp fiihren.
Der Einfluss der TfR1-ICD in der zellularen Regulation des Eisenstoffwechsels sollte unter-
sucht werden, sie kdnnte die Zelle auf einen Eisenmangelzustand vorbereiten, wahrend die
TfR1-Cp wie beschrieben als mdglicher systemischer Regulator fungieren konnte. Das frei-
gesetzte TfR1-Cp konnte dann bei den retikuloendothelialen Makrophagen und/oder an der
basolateralen Seite der Enterozyten an Ferropottin binden, was zur Stabilisierung des Ferro-
portin flhren kdnnte und so zur Eisenfreisetzung in das Serum. Dies fuhrt zu einem anstei-
genden Fe-THSpiegel im Blut, das Fe-Tf bindet anschlieend aufgrund der hohen Bindungs-
affinitat an das TfR1, und es findet kein Shedding des TfR1 mehr statt (100). Zudem fuhrt
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die Fe-Tf-Bindung an TfR1 zur Freisetzung des HFE, welches nun mit dem TfR2 und
Hemojuwvelin interagieren kann (98) und Uber einen noch unbekannten Mechanismus zu
einem Anstieg des Hepcidins fihrt und somit zu einer Degradierung des Ferroportin und zur
Beendigung der Eisenfreisetzung (137, 138). Es handelt sich bei der eben beschriebenen
Rolle fur das TfR1-Cp umeine rein spekulative Hypothese. Zum einen misste die Annahme,
dass es sich bei der intramembrandren Proteolyse des TfR1-Cp um einen eisenabhéngigen
Vorgang handelt, geklart werden, zumanderen ware interessant, ob die Bindung zu HFE die
intramembranédre Proteolyse beeinflusst. Weiterhin musste die Bindung des TfR1-Cp an

Ferroportin nachgewiesen werden.

Mit Hilfe dieser Arbeit konnte erstmals eine Prozessierung des N-terminalen Fragments
des TfR1, das nach Shedding der extrazellularen Domdne in der Membran zurtickbleibt, nach-
gewiesen werden. Das N-terminale Fragment unterliegt einer intramembranaren Spaltung
durch die Signalpeptidpeptidase ahnlichen Proteasen SPPL2b und der SPPL2a. Weiterhin
wurde das C-terminale Fragment (TfR1-Cp) dieser Spaltung im Medium entdeckt und seine
Sequenz identifiziert. Muittels der generierten Antikdmper gegen das TfR1-Cp wurde ein
Sandwich-ELISA etabliert, der fir die Korrelation der Serumkonzentration des TfR1-Cp bei
verschiedenen Krankheiten, speziell im Eisenstoffwechsel, verwendet werden kénnte. Die
Detektion des intrazellularen Fragments (TfR1-ICD), welches bei dieser intramembrandren
Spaltung entsteht, in Membranlysaten stellt eine wichtige Grundlage fur weitere Forschungen
dar, in deren Mittelpunkt eine mdgliche Aggregation der TfR1-ICD in Lipid Rafts sowie die

Bedeutung dieser Domane inder zellularen Eisenregulierung stehen solite.
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