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3.0 Ergebnisse

Zunichst eine einleitende Bemerkung: Die proteinbiochemischen, zell- und molekular-
biologischen Arbeiten, die zu den folgenden FErgebnissen fiihrten, wurden parallel
durchgefiihrt. Der besseren Ubersichtlichkeit wegen sind sie in dieser Schrift aber

nacheinander beschrieben.

Die Isolierung des zytolytischen APIT aus der nativen Tinte war einer der ersten Schritte.
Dabei zeigte sich bereits, dass es neben dem Glykoprotein keinen weiteren Betandteil mit
zytolytischer Aktivitdt in der nativen Tinte gibt. In allen Experimenten wurde daher entweder
die native Tinte oder aufgereinigtes APIT eingesetzt, je nach den Bediirfnissen der
angewandten Technik. So wurde in den chromogenen und luminogenen Assays immer mit
aufgereinigtem Glykoprotein gearbeitet, um den storenden Einfluss des in der Tinte
enthaltenen Farbstoffs auszuschalten. Im folgenden wird bei jedem Ergebnis die Priparation

genannt, mit der gearbeitet wurde.
3.1 Die Probengewinnung

Im Frithjahr/Sommer der Jahre 2001 und 2002 wurde native Tinte von Tieren der Art Aplysia
punctata in Roscoff, Bretagne gewonnen. Dabei zeigte sich, dass unter den verschiedenen
Methoden, mit denen die Tiere zur Abgabe der Sekretion bewegt werden konnen (Reizstrom,
»Melken* durch vorsichtiges Klopfen auf den Mantel usw.), ein kurzes ,,Beklatschen der
lateralen Regionen am adiquatesten ist. Dieser Stimulus ist ausreichend liberschwellig, um
innerhalb von Sekunden den Ausstof} einer grolen Menge Tinte zu erzielen; trotzem wird das
Tier in keiner Weise geschédigt. In der Literatur wird beschrieben, dass nur jeweils rund ein
Drittel der verfiigbaren, in der Manteldriise gespeicherten Tinte zur Verteidigung eingesetzt
wird. Tatsdchlich war es moglich, Tiere an aufeinander folgenden Tagen mehrmals
erfolgreich zu stimulieren. Die Menge der abgegebenen Tinte war erstaunlicherweise
umgekehrt proportional zur Grofle der Tiere: kleine Tiere zeigten sich deutlich ergiebiger als
groBere Individuen. Moglicherweise ersetzt die zunehmende GroBe adulter Tiere und die
damit einhergehende Einschrinkung des potentiellen Priadatorenkreises andere Verteidigungs-
strategien wie eine Tintensekretion, die bei kleineren Individuen dominiert (Johnson, 1999).
Parallel mit der Tinte wurde in unterschiedlichem Ausmal} auch Schleim abgegeben. Auch
der in Berichten iiber das Abwehrverhalten der Tiere oft erwihnte ,,iible* Geruch, konnte

wihrend der Tintenabnahme in ausgeprigter Weise wahrgenommen werden.
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Abb. 3.1-1 zeigt Aufnahmen von der voriibergehenden Haltung der Tiere in Meerwasser-

becken der ,, Station Biologique de Roscoff™.

3.2 Eine erste Feststellung der Aktivitat

In ersten Experimenten mit der nativen Tinte von A. punctata sollte zunéachst einmal geklart

werden, ob und in welcher Konzentration eine toxische Aktivitit nachweisbar ist.
3.2.1 Ist eine antibakterielle Wirkung vorhanden?

Fir die meisten der bislang untersuchten zytotoxischen Glykoproteine von Aplysien
(Aplysianine, Julianine und Dolabellanine) wurde eine antimikrobielle Aktivitit sowohl
gegen grampositive als auch gegen gramnegative Bakterien beschrieben. Diese liegt in einer
Inhibition der DNA-Synthese und wirkt daher eher bakteriostatisch als bakteriozid
(Yamazaki, 1993). Nur Dolabellanin P, ein Bestandteil der D. auricularia eigenen Tinte, zeigt

keine antibiotische Wirkung.

In einem einfachen Assay, dem Agar-Diffusionstest, wurde die antimikrobielle Wirkung der
nativen Tinte von Aplysia punctata untersucht (Abbildung 3.2.1-1). Dazu wurde diese in
verschiedenen Verdiinnungen auf Filterpapier-Scheibchen aufgetragen und auf mit E.coli
infizierten Nahrboden aufgelegt. Bei antibiotischen Eigenschaften weist der nach Inkubation
entstandene Bakterienrasen freie ,,Hofe im Bereich der Filterpapiere auf. Zur Kontrolle
wurden E.coli mit einem konzentrierten Antibiotikum (Kanamycin, 50 — 5.000 pg/ml)

entsprechend behandelt.
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Die Wirkung des gebrduchlichen Antibiotikums Kanamycin 148t sich mit diesem Assay bis zu
einer Konzentration von 500 upg/ml nachweisen, dem Zehnfachen der {iblicherweise
eingesetzten Konzentration. Native Tinte ruft bei unverdiinnter Anwendung ebenfalls einen
deutlichen Hof im Zellrasen hervor, bei fiinffacher Verdiinnung ist ein Effekt gerade noch

erkennbar. Das Tinte von Aplysia punctata hat also ebenfalls antimikrobielle Eigenschaften.

Abb. 3.2.1-1 zeigt einen Agardiffusionstest mit E.coli. a) Positivkontrolle mit Kanamycin
(1:10 =5 mg/ml, 1:1000 = 50 ug/ml), b) Verschiedene Verdiinnungen von nativer Tinte.
., K kennzeichnet die jeweilige Negativkontrolle mit PBS. Durchsichtige Bereiche im

Bakterienrasen kennzeichnen die induzierten Hemmhdfe.

3.2.2 Findet sich auch eine zytolytische Aktivitat?

Im Zentrum dieser Arbeit sollten die zytotoxischen Eigenschaften von APIT stehen. Deshalb
sollten im folgenden humane Tumor-Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen von
nativer Tinte behandelt werden. Jurkat-T-Lymphozyten sind einfach zu handhabende humane
Suspensionszellen, die in unserem Labor bereits gut charakterisiert sind, beispielsweise
hinsichtlich ihres Proteoms. Sie boten sich deshalb als erstes Zellsystem fiir eine Validierung

des toxischen Effektes an.
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Jurkat-T-Lymphozyten wurden 15 Stunden mit nativer Tinte in verschiedenen Verdiinnungen
inkubiert und die Lethalitdt anschlieBend durch eine klassische Anfirbung mit Trypanblau
bestimmt. Dieser Farbstoff kann nur in tote Zellen eindringen, deren Plasmamembran keine
Barriere mehr darstellt. Die Abbildung 3.2.2-1 zeigt die so erhaltene Dosis/Wirkungs-Kurve.
Die LDs, also diejenige Konzentration, bei welcher 50% der Zellen gestorben sind, ist bei der
konzentriertesten Tintenprobe (0,3 mg Gesamtprotein/ml) bei einer Verdiinnung von 1:4350
erreicht. Das entspricht einer Gesamtproteinkonzentration von 70 ng/ml Medium. Die Werte
der Trypanblauanfarbbarkeit tintenbehandelter Zellen ergeben eine Gerade, der Kontrollwert
unbehandelter Zellen (2%) ist etwa bei einer Tintenverdiinnung von 1:8500 erreicht. Rein
rechnerisch wire eine LD bei einer Tintenverdiinnung von 1:120 gegeben. Wertet man
Lethalitét jedoch nicht nur iiber den Parameter Trypanblauanfirbbarkeit, sondern zusitzlich
iiber die Morphologie der Zellen aus (siehe 3.3.1), so ist eine LDjgy bereits bei einer
Verdiinnung von 1:1000 erreicht. Bei einer Verdiinnung von 1:2500 gesellen sich zu den rund
70% anfirbbaren Zellen noch etwa 20%, deren Morphologie sie als tot klassifizieren lésst.

Erst im Bereich der LDsy decken sich anfédrbbare und morphologisch tote Zellen.
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Abb.3.2.2-1 zeigt das Ergebnis einer Trypanblaufirbung von Jurkat-T-Lymphozyten, die
15 Stunden mit unterschiedlichen Verdiinnungen von nativer Tinte (300 ug Gesamt-
protein/ml) inkubiert wurden (®). Die zweite Kurve (0) gibt den Anteil der Zellen wieder, die

weder anfdrbbar sind noch eine vitale Morphologie aufweisen.
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3.3 Die Entschliisselung des zytolytischen Prinzips
3.3.1 Eine charakteristische Morphologie

Erste Anzeichen eines Effekts auf die Zell-Morphologie stellen sich nach wenigen Stunden
ein: Die intrazelluldiren Bewegungen von Cytoplasma und Organellen scheinen eingefroren,
eine intensive Bildung von Vakuolen lédsst das Zytoplasma immer granuldrer erscheinen. Die
Neigung von Jurkat-T-Zellen, Kolonien zu formen, nimmt ab, bis schlieBlich vereinzelt
liegende Zellen das mikroskopische Bild bestimmen. Nach ca. sechs bis acht Stunden tritt
dann das charakteristischste Kennzeichen des Tinten-induzierten Zelltodes hervor: eine klare
Abgrenzung des Zellkernes gegeniiber dem durchsichtig scheinenden Zytoplasma (Abb.
3.3.1-1). Eine Zellkernschrumpfung, wie sie scheinbar abliuft, liel sich im Zellanalysegerét
(CASY Counter, nicht gezeigt) nicht bestitigen. Deutlich verlieren die Zellen jedoch ihre

klare, abgerundete Silhouette und Form.

Abb. 3.3.1-1 zeigt einen mikroskopischen Vergleich (nach sieben Stunden Inkubation) von
verschiedenen Arten des Zelltodes. a) Kontroll-Zellen, b) apoptotisch sterbende Zellen
(induziert mit Doxorubicin, 10 ug/ml) c) Tinten-induziert sterbende Zellen (induziert mit dem

aufgereinigten APIT, 30 ng/ml).

Vergleicht man die beschriebenen Merkmale mit denen von apoptotisch sterbenden Jurkat-T-
Zellen (Abb. 3.3.1-1), werden die Unterschiede zu dieser Form des Zelltodes deutlich. Nach
Inkubation mit 10 pg Doxorubicin (Dox) pro ml Zellkulturmedium zeigen jene die
klassischen Merkmale der Apoptose: Zellschrumpfung und Fragmentierung der Zellkerne und
Zellen in ,,apoptotische Korperchen. Doxorubicin induziert Apoptose iiber eine Inhibition

der DNA Topoisomerase II. Im allgemeinen erfasst der programmierte Zelltod eine
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Zellpopulation nie vollstindig, der Tinten-induzierte Zelltod dagegen zeigt einen

umfassenden Effekt von nahezu 100%.
3.3.2 Die Integritdt von Plasmamembran und Chromatin

Um den Tod der Zellen auf einfache Weise quantitativ feststellen zu konnen, wurden Jurkat-
T-Zellen nach unterschiedlichen Inkubationszeiten mit nativer Tinte mit dem DNA-Farbstoff
Propidiumiodid (PI) angefédrbt. Auch dieser ist nicht membrangéingig, das heiflt, lebende
Zellen werden nicht angefédrbt, sondern nur jene, die die Integritit ihrer Plasmamembran
verloren haben. Das Ausmal} des Zelltodes wurde anschlieBend quantitativ in einem
Durchflusszytometer bestimmt. Abbildung 3.3.2-1 zeigt exemplarisch die Steigerung von
Zelltod wihrend der permanenten Inkubation mit nativer Tinte. Liegt der Anteil der toten
Zellen nach zwei Stunden (~ 5%) nur wenig iiber dem der Kontrolle (~ 3%), nimmt er nach
vier Stunden rapide zu (~ 9% nach vier Stunden, ~ 24% nach sechs Stunden und ~ 45% nach
acht Stunden). Nach zehn Stunden Inkubation lieBen sich im allgemeinen etwa 90% der

Jurkat-T-Zellen mit PI anfarben (nicht gezeigt).
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Abb. 3.3.2-1 zeigt das Ergebnis einer durchflusszytometrischen Analyse der PI-Firbung
von Jurkat-T-Zellen nach mehrstiindiger Inkubation mit nativer Tinte in einer Verdiinnung

von 1/1000. PI-Fdrbung signalisiert den Verlust von Plasmamembran-Integritdit und damit

den Tod der Zelle.
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Neben der Integritit bzw. Funktionalitit der Plasmamembran als Barriere, die Zellinneres
vom Interstitium trennt, geben auch der Zustand anderer Zellorganellen und -bestandteile wie
Mitochondrien und Chromatin Hinweise auf Ablauf und Ursache des eingetretenen Zelltodes.
Diese entscheidenden Strukturen der Zellvitalitit konnen wihrend des programmierten
Zelltodes spezifisch ,.kurzgeschlossen* bzw. abgebaut werden. Bei von der Zelle selbst nicht
mehr kontrollierbaren Formen des Todes werden Mitochondrien wie Chromatin dagegen in
unspezifischer Weise geschiddigt. Ein ,,TUNEL“-Assay gibt erste Auskunft iiber das
Vorhandensein von DNA-Strangbriichen. Hierbei iibertrdgt ein Enzym, die terminale
Transferase, fluoreszenzmarkierte Nukleotide auf Doppelstrang- und Einzelstrangbriiche in
der DNA-Helix. Diese konnen dann im Fluoreszenzmikroskop nachgewiesen werden

(Abbildung 3.3.2-2).

Abb. 3.3.2-2 zeigt phasenkontrast- (links) und fluoreszenzmikroskopische (Mitte) Auf-
nahmen von Jurkat-T-Zellen bzw. deren Uberlagerung (rechts), nach Firbung mit einer
Sfluorochromen Sonde. Griinfdrbung signalisiert Chromatinschdden. a) Kontrollzellen,

b) Tinten-induzierte Zellen (induziert mit aufgereinigtem APIT, 130 ng/ml), c¢) apoptotische
Zelle (induziert mit Cycloheximid, 10 ug/ml).
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Jurkat-T-Lymphozyten zeigen nach vierstiindiger Inkubation mit 10 ug/ml Cycloheximid eine
typische DNA-Kondensation und eine Fragmentierung der Zellkerne in apoptotische Kern-
korperchen - gleichzeitig sind sie ,,TUNEL-Assay-positiv. Cycloheximid inhibiert die
Proteinbiosynthese auf Ebene der Ribosomen. Auch Tinten-induzierte Zellen weisen nach
dieser Zeit eine deutliche Schiadigung der DNA auf. Eine Kondensation der DNA und eine

Kernfragmentierung zeigt sich dagegen nicht.

Der TUNEL-Assay fiir sich alleine genommen zeigt nur eine allgemeine Schéadigung der
zelluldren Erbsubstanz an. Um weiterfilhrende Hinweise auf die Ursache des Zelltodes zu
erhalten, mufl die Art der Schiadigung dokumentiert werden. Dafiir bietet sich eine zweite
Technik zur Darstellung von irreversibler Schidigung an: Die Analyse der zelluliren DNA
auf einem Agarosegel, das Fragmente nach ihrer GroBe trennt (Abbildung 3.3.2-3). Ist die
genomische DNA noch unfragmentiert, so wird sie wihrend der Isolierung abgetrennt und
lasst sich nicht auf dem Gel wiederfinden. Sind dagegen schon Doppelstrangbriiche

vorhanden, werden die DNA-Fragmente isoliert und lassen sich auf dem Gel anfirben.

‘ Kontrolle H Cycloheximid H native Tinte ‘
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Abb. 3.3.2-3 zeigt eine gelelektrophoretische Analyse der zelluliren DNA von Jurkat-T-
Zellen nach Inkubation iiber den angezeigten Zeitraum (in Stunden). Die DNA apoptotischer

Zellen zeigt ein charakteristisches ,, Leiter-Muster .

Das Vorliegen einer hochmolekularen Bande in allen Gel-Spuren weist auf die Qualitéit der
DNA-Isolation hin: Bei ihr handelt es sich um die mitochondriale DNA mit einer Groe von
16,5 kB. Ist diese Bande schwach ausgeprigt, so ist in der dazugehorigen Probe wenig
zellulare DNA vorhanden. Diese Qualititseinschrinkung trifft nur auf die Probe zellulédrer

DNA zu, die nach vierstiindiger Inkubation von Zellen mit nativer Tinte gewonnen wurde.
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Wegen dem Verlust der Zellintegritit war DNA aus tintenbehandelten Zellen insgesamt aber

schlechter zu isolieren als aus Kontrollzellen.

Jurkat-T-Lymphozyten, die unter den iiblichen Kulturbedingungen ohne Zusatz von Noxen
gehalten werden, zeigen keine Anzeichen einer Fragmentierung der genomischen DNA. Bei
Inkubation mit dem Apoptose-Stimulanz Cycloheximid (siehe oben), lassen die Zellen bereits
nach zwei Stunden ein charakteristisches ,,Leitermuster erkennen, das die apoptosetypische
Fragmentierung der genomischen DNA in einzelne Nukleosomen (~200 bp) bzw. dem
Vielfachen davon widerspiegelt. In einer spezifischen Reaktion wird das Chromatin im
Bereich der ,,Linker*“-DNA geschnitten. Lingere Inkubation verstirkt die Zerstiickelung der

Erbsubstanz.

Der Tinten-induzierte Zelltod geht nicht mit einer Fragmentierung des Chromatins einher,
weder in spezifischer Form, noch auf unspezifische Art und Weise. Dies wiirde sich auf dem
Gel durch einen ,,Schmier” von DNA-Fragmenten unterschiedlicher Grofle dokumentieren

lassen.
3.3.3 Auch die Stoffwechselaktivitat ist frith betroffen

Neben der Proliferationsrate stellt die Stoffwechselaktivitit einer Zellpopulation einen duflerst
sensitiven Monitor ihrer Vitalitdt dar. Letztere ldsst sich recht einfach iiber den Umsatz des
chromogenen Substrates WST-1 quantifizieren. Man muss natiirlich einschrinkend anmerken,
dass nur ein spezifischer Teilbereich der Stoffwechselaktivitit erfasst wird. In Vorversuchen
wurde gezeigt, dal sich der WST-1-Vitalititstest auch fiir den Tinten-induzierten Zelltod
eignet (siehe auch 3.3.7). Durch Abénderung des urspriinglichen Protokolls 148t sich der
Assay fiir die Darstellung des zeitlichen Ablaufes des Zelltodes nutzen: Gibt man das
chromogene Substrat und APIT bzw. eine Kontrolle zeitgleich zu einer Zellkultur und misst
in regelmédBigen Abstinden die Zunahme des umgesetzten Substrates, so kann man den

Zeitpunkt des Zusammenbruchs zellulidrer ,,Stoffwechselaktivitdt™ genau bestimmen.

Dieses Wissen liefert ein weiteres Differenzierungsmerkmal zur Apoptose. Bei dieser bleibt
die als WST-1-Umsatz bzw. Esteraseaktivitit gemessene Stoffwechselaktivitdt ndmlich recht
lange bestehen. Bei Zelltodformen, bei denen sie frith beeintrichtigt wird, erlaubt das
beschriebene Vorgehen dagegen eine zeitliche Einschrinkung ursdchlicher, toxischer

Prozesse.

Die Abbildung 3.3.3-1 zeigt den WST-1-Vitalititstest in der erorterten Form. Die Zunahme

des umgesetzten Substrates verlduft bei den Kontrollzellen in den ersten 40 Minuten linear.
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Danach findet eine leichte Abnahme der Umsatzrate statt. Bei Zellen, denen gleichzeitig
~200 ng/ml aufgereinigtes APIT zugesetzt wurde, findet bereits nach zehn Minuten kaum
noch ein Umsatz statt. Die messbare Stoffwechselaktivitit ist also bereits zu einem Zeitpunkt
erloschen, zu dem es noch keine anderen Anzeichen (Morphologie, PI-Staining) fiir einen
Zelltod gibt. Zu erwihnen bleibt, dass der Zeitpunkt des ,,Stoffwechseltodes* durch Titrierung

von APIT nach hinten verschoben werden kann (nicht gezeigt).
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Abb.3.3.3-1 zeigt eine Analyse der Stoffwechselaktivitiit von Jurkat-T-Zellen mit einem
chromogenen Assay (WST-1). Dargestellt sind die Mittelwerte von sechs Replikaten und
deren Standardabweichungen. Eine Zunahme der Absorption bedeutet einen aktiven Zellstoff-
wechsel. Ungefiillte Punkte (0) geben die Kontrollwerte, gefiillte Punkte(®) die Werte APIT-
behandelter Zellen wieder (200 ng/ml).

3.3.4 Ein wichtiger Hinweis kommt vom zelluldren Proteom

In Zusammenarbeit mit der Gruppe ,,Apoptose-Proteomics* des MPIIB wurde das Proteom
von Tinten-induzierten Jurkat-T-Zellen bzw. Kontrollen auf 2-DE Gelen dargestellt. Auf
diesen lassen sich physikochemische Verdnderungen von hiufig exprimierten zellulidren
Proteinen erkennen. Besonders eignen sich dafiir Modifikationen, die mit einer Anderung des
isoelektrischen Punktes (plI), also der Ladung und/oder des Molekulargewichtes (in kD),

verbunden sind. Wihrend letzteres nach vollstindiger Reduktion eines Proteins immer auf
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Abspaltung eines Teiles hinweist, sind die moglichen Ursachen fiir eine Anderungen des pl

zahlreich.

Die Abbildung 3.3.4-1 zeigt Ausschnitte von Kontroll- bzw. Tinten-behandelten Zellen.
Tatsdchlich gibt es mehrere in der beschriebenen Weise darstellbare Verdnderungen des
Proteoms von Tinten-induzierten Zellen. Hier soll aber nur auf die fiir die funktionelle
Darstellung von APIT wesentlichste eingegangen werden. Gefunden wurde in allen
Stichproben eine pI-Wert-Verschiebung eines 22 kD Proteins von pI 8.3 in den Bereich von
pl 7.7. In einer massenspektrometrischen Analyse wurde dieses Protein als Peroxiredoxin I
identifiziert, einem cytoplasmatischen Enzym, das an der Entgiftung von reaktiven

Oxygenspezies (ROS) beteiligt ist.

.0 8.3 Abb.3.3.4-1 zeigt Ausschnitte eines 2DE-Vergleichs

von Kontroll- bzw. Tinten-behandelten Jurkat-T-
Zellen. Jeder angefirbte ,, Spot* entspricht einer

zelluldren Proteinspezies, eine Verschiebung weist

@ 221 auf eine Verdnderung von physikochemischen
A

Eigenschaften hin. Die Werte in der horizontalen
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3.3.5 Ein Schliisselmolekiil des Tinten-induzierten Zelltodes?

Die Analyse des Proteoms Tinten-behandelter Zellen hatte also Verdnderungen der physiko-
chemischen Eigenschaften eines Enzyms aufgezeigt, das am Abbau reaktiver Oxygenspezies
beteiligt ist. Ob diese Verdnderungen mit einer Modifikation der Enzymfunktionalitét
einhergehen, einer Inhibition oder einer Steigerung der Aktivitit, blieb noch offen. Zunichst

stellte sich nun aber die Frage, ob reaktive Oxygenspezies selber moglicherweise einen
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wesentlichen Anteil am zytolytischen Geschehen haben. Fiir ein erstes klarendes Experiment

wurden deshalb Zellen in Anwesenheit von Antioxidantien mit nativer Tinte behandelt.

Tatsédchlich lie} sich ein Schutz der Zellen durch N-Acetylcystein oder Lipoinsédure, beides
iibliche Antioxidantien, erreichen. Die dazu notigen Konzentrationen lagen allerdings so hoch
(50 mM fiir NAC), dass unspezifische Effekte nicht ausgeschlossen werden konnen - die

Ergebnisse sind deshalb hier nicht dargestellt.

In einem anderen Ansatz wurden Zellen direkt mit reaktiven Oxygenspezies behandelt und
die induzierten Schiadigungen mit den durch Tinte ausgeldsten verglichen: Als Zwischen-
produkt ROS-induzierter Schidigungen taucht in der Zelle Hydrogenperoxid (H,O,) auf. So
wird von Oxidasen (z.B. Xanthin Oxidase, NADPH Oxidase) produziertes Superoxid (O5)
durch die Superoxid Dismutase in H O, umgesetzt. Letzteres ist Ausgang fiir weitere ROS-
Spezies oder wird durch zelleigene Entgiftungssysteme (Thioredoxin, Gluthation)
unschidlich gemacht. H,O; in vergleichsweise niedrigen Konzentrationen induziert Apoptose,
also einen Phénotyp, der sich klar vom Tinten-induzierten unterscheidet. In hdoheren
Konzentrationen (ab ~200 uM) werden Schliisselenzyme der Apoptose inhibiert (Hampton,

1997), und es findet eine wenig charakterisierte Form von oxidativer Nekrose statt.

Da eine Beteiligung von apoptotischen Motiven wie zuvor beschrieben ja ausgeschlossen
werden konnte, wurden Jurkat-T-Zellen folglich mit hohen Dosen H,O, behandelt (500 uM)
und ihre Zellmorphologie und Proteomverdnderungen in der bereits beschriebenen Weise
untersucht. Abbildung 3.3.5-1 zeigt einen Vergleich von Tinten- bzw. H,O;-behandelten

Zellen im Lichtmikroskop.
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Abb. 3.3.5-1 zeigt eine mikroskopische Aufnahme von Jurkat-T-Zellen nach achtstiindiger
Inkubation mit a) Medium, b) APIT (60 ng/ml) oder c¢) 500 uM H>O..
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Tatsdchlich stimmen die induzierten Morphologiedinderungen in allen oben beschriebenen
Details iiberein. Auch der charakteristische plI-Shift von Peroxiredoxin I ist in der 2DE-

Proteom-Analyse H,O,-behandelter Zellen deutlich erkennbar (Abbildung 3.3.5-2).

Der Tinten-induzierte Zelltod kann in seinen Auswirkungen also durch Behandlung mit hohen

Dosen H,0, nachgeahmt werden.
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Abb. 3.3.5-2 zeigt Ausschnitte aus einem 2DE-Vergleich (analog dem in Abb. 3.3.4-1) von
a) Tinten-behandelten und b) H,O»-behandelten Jurkat-T-Zellen. Weifje Pfeile weisen auf

einen pI-Shifi von Peroxiredoxin I hin.

3.3.6 Der erste Nachweisversuch scheitert

Der unmittelbarste Weg, die Beteiligung von ROS nachzuweisen, ist die direkte Messung
ihrer Entstehung. Obwohl die fiir den Tinten-induzierten Zelltod notige Menge recht hoch
liegt (~200 uM), ist es am naheliegendsten, die behandelten Zellen selbst als Quelle zu
vermuten. Ein iiblicherweise verwendetes Messsystem zur kinetischen Darstellung von ROS-
Produktion durch Zellen ist ein luminogener Assay mit Luminol. Der Nachweis einer
intrazelluldaren Entstehung von Superoxid bzw. Hydrogenperoxid mit diesem zellpermeablen
Agens hingt allerdings vom Vorhandensein einer granuldren Myeloperoxidase (MPO) ab.
Ihre enzymatische Aktivitit ist notwendig fiir eine Anregung von Luminol durch genannte
ROS (Dahlgren, 1999). Bei den in dieser Arbeit verwendeten Jurkat-T-Zellen ist das
Vorkommen der MPO recht fraglich, trotzdem wurde eine ROS-Generierung auch bei diesen
bereits erfolgreich gemessen (Suzuki, 1999). Dazu ersetzt man MPO durch extern zugegebene
Meerrettichperoxidase (HRP). Ein Anwendungsbeispiel ist die kinetische Darstellung einer
ROS-Produktion nach Stimulation von T-Lymphozyten mit Menadion (Vitamin K3) (Suzuki,
1999), die in dieser Arbeit als Positivkontrolle Verwendung fand. Menadion stimuliert eine

endogene NADPH: Quinon Oxidase, wobei O, und/oder H,O, entstehen.
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Die Ergebnisse aus Kapitel 3.3.3, der rasche Zusammenbruch der zelluldren
Stoffwechselaktivitit, deuteten auf eine sehr unmittelbare Wirkung von APIT. Deshalb wurde
die luminolerzeugte Chemilumineszenz des Zellen-HRP-Systems in einem Krebs-Ringer
innerhalb der ersten 50 Minuten nach Zugabe von Menadion (250 uM) bzw. aufgereinigtem
APIT (200 ng/ml) verfolgt. Zur Kontrolle wurde die Chemilumineszenz unbehandelter Zellen,
ausgelost durch den Ruhestoffwechsel der Zellen, aufgenommen. Auch eine stérende, direkte
Interaktion von Stimulanz und Meerrettichperoxidase wurde durch ein entsprechendes
Experiment ausgeschlossen. Abbildung 3.3.6-1 zeigt exemplarisch das Ergebnis einer solchen

parallelen Messung.

6 |
< APIT ohne Zellen

5 ¢ APIT mit Zellen
A nur Zellen

. —O— Menadione ohne Zellen

—@— Menadione mit Zellen

tin min

Abb.3.3.6-1 zeigt einen Lumineszenz-Assay nach zellulirer ROS-Produktion. Ein Anstieg
der relativen Lumineszenz Units (RLU) bedeutet eine Produktion von reaktiven Oxygen-

Spezies (ROS). Das gezeigte Ergebnis ist reprdsentativ fiir drei unabhdngige Experimente.

Das Lumineszenzsignal nach Zugabe von Stimulanz zu einem zellfreien System ist gleich
Null, das heif3t, jegliches gemessene Signal ist tatsdchlich auf eine ROS-Produktion durch die
eingesetzten Zellen zuriickzufiihren. Der Ruhestoffwechsel der unstimulierten Zellen trigt
dagegen deutlich zur Entwicklung eines anhaltenden Lumineszenzsignals bei, muss also von
den entsprechenden Werten nach Stimulanzgabe abgezogen werden. Ubrigens hatte Ethanol
in einer Konzentration von 0,1%, als Losungsvermittler von Menadion, keine Steigerung des

Signals zur Folge (nicht gezeigt).
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Der in der Literatur beschriebene Effekt von Menadion, eine Anregung der zelluldren
Produktion von ROS, konnte bestitigt werden: Deutlich ist ein Anstieg des
Lumineszenzsignals innerhalb der ersten zehn Minuten nach Zugabe und ein Abfall in den
folgenden 20 Minuten zu erkennen. Gleichzeitig bestitigt diese Messung die Funktionalitit

des aufgebauten Messsystems.

Uberraschenderweise war keine Produktion von ROS durch Zellen nach Induktion mit
aufgereinigtem APIT nachweisbar. Das Lumineszenzsignal steigt nicht signifikant iiber das

von Zellen allein produzierte an.

3.3.7 Ein anderer Assay bringt den Erfolg - und ein unerwartetes

Ergebnis

Nach dem negativen Befund im Luminolassay galt es zunichst, die Wirksamkeit von APIT
im benutzten Krebs-Ringer zu bestitigen. Dazu wurden Zellen in iiblicher Weise mit APIT
inkubiert, allerdings nicht im eigentlichen Zellkulturmedium (RPMI), sondern eben in
besagtem Krebs-Ringer, einer phosphatgepufferten Saline inklusive Glucose. Tatsédchlich
starben viele Zellen, sowohl Kontroll- wie APIT-behandelte, nach einigen Stunden Aufenthalt
in diesem Mangelmedium in apoptotischer Manier. Kennzeichen des Tinten-induzierten
Zelltodes waren aber nicht auszumachen (nicht gezeigt). Die zytolytische Wirkung von APIT

auf Zellen lieB sich also mit der Anwesenheit von Zellkulturmedium im Ansatz verkniipfen.

Da der direkte Nachweis einer Entstthung von ROS wegen der fehlenden Aktivitdt im
Luminol-Assay also nicht gelingen konnte, kam ein anderes Detektionssystem zum Einsatz:
ABTS ist ein Substrat, das bei Anwesenheit von H,O, durch die HRP quantitativ zu einem
chromogenen Produkt umgesetzt wird. Will man das H,O,-Vorkommen in einem System aus
APIT, Zellen und Zellkulturmedium bestimmen, so kann man dessen Uberstinde nach
bestimmten Inkubationszeiten als Substrat fiir eine HRP/ABTS-Reaktion einsetzen. Befindet
sich H,O, im Uberstand, so wird dies proportional in eine Griinfirbung iibersetzt, die

anschlieBend photometrisch bestimmt werden kann.

Abbildung 3.3.7-1 zeigt das gemittelte Ergebnis dreier unabhiingiger Experimente, bei denen
parallel die H,O,-Generierung durch aufgereinigtes APIT und die H,O,-Konsumierung durch

Medium bzw. Zellen festgestellt wurde.
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Abb.3.3.7-1 zeigt einen chromogenen Assay (HRP/ABTS) nach H>0, im Zellkulturiiber-
stand. Die Daten reprdsentieren die Mittelwerte von drei unabhdngigen Experimenten mit

ihren Standardabweichungen.

Zunichst zur Konsumierung: Stellt man eine definierte Konzentration an freiem H,O,, in
diesem Fall 200 uM, in einem Zellkulturmedium (RPMI) incl. FCS (10%) ein, so wird
innerhalb von drei Stunden rund ein Drittel von diesem (hier ~65 uM) umgesetzt (A).
Befinden sich auBerdem noch Zellen (Jurkat-T-Lymphozyten, 1 x 10°/ml) im System, so ist
das freie H,O, im Uberstand nach drei Stunden bereits nahezu ,,verbraucht“ bzw. der
Messung in der oben beschriebenen Weise entzogen (A). Der stirkste Abfall findet hierbei

innerhalb der ersten Stunde statt (~ -80%).

Nun zur Produktion: Gibt man aufgereinigtes APIT in einer Menge von 200 ng/ml zu einer
Zellsuspension in Medium incl. FCS, so kann man tatséchlich eine Produktion von mefbarem
H,0, feststellen (®). Diese iibertrifft die oben beschriebene H,0O,-Konsumierung durch
Medium und Zellen (A), so daB es innerhalb der ersten halben Stunde zu einem steilen
Anstieg der H,0,-Konzentration im Uberstand kommt (~140 pM), die bereits fast den
spateren Hochstwert von 170 uM erreicht. An eine fast einstiindige Plateauphase, in der sich

die H,0O,-Konzentration nicht wesentlich &ndert, schlieBt sich ein ausgeprigter
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Konzentrationsabfall an. Bei der letzten Messung nach vier Stunden befindet sich kaum noch

freies H,O, im Uberstand.

Uberraschenderweise findet man eine Produktion von H,O, auch in einem Kontroll-System
ohne Zellen (o). Die erreichten Hochstwerte der H,O,-Konzentration im Uberstand, rund
300 uM nach 1,5 Stunden, liegen sogar beinahe doppelt so hoch wie diejenigen bei
Anwesenheit von Zellen. Das bedeutet, APIT selbst ist der Produzent, Zellen sind nur
Konsumenten. In den folgenden 2,5 Stunden fillt die gemessene Konzentration an H,O, um
zwel Drittel auf etwa 100 pM ab — viel stiarker als aufgrund der Kontrolle zu erwarten
gewesen wire. Interessanterweise ist die Steilheit dieses Konzentrationsabfalls mit und ohne
Zellen nahezu identisch, nur kommt es bei Abwesenheit von Zellen zu einer etwa

halbstiindigen Verzdgerung.

Nach diesem unerwarteten Ergebnis - der selbstindigen Generierung von H,O, durch APIT
bei Anwesenheit von Medium - sollte nun geklirt werden, ob diese Aktivitdt moglicherweise
das ursdchliche, zytotoxische Prinzip der Aplysien-Tinte darstellt. Dazu wurde dem
Zellkulturmedium das H,O,-abbauende Enzym Catalase in ausreichend hoher Konzentration
zugesetzt und die verbleibende Zytotoxizitit sowohl von nativer Tinte als auch
aufgereinigtem APIT anhand der PI-Anfirbbarkeit und Stoffwechselaktivitit von behandelten
Jurkat-T-Lymphozyten untersucht. Um die Wirksamkeit der Catalase sicherzustellen, wurden
Zellen im WST-1-Assay parallel mit einer hohen Konzentration H,O, induziert. Auflerdem
gab es Ansitze, bei denen ein Apoptose-auslosender Antikorper (anti-CD95) in Verbindung
mit Catalase zum Einsatz kam, um unspezifische Effekte des Enzyms auf den Ablauf des

Zelltodprogramms auszuschlieBen.

Abbildung 3.3.7-2 zeigt das Ergebnis einer durchflusszytometrischen Analyse von Zellen, die
acht Stunden mit nativer Tinte behandelt wurden, nach Anfirbung mit PI. Die Zugabe von
Catalase zum Ansatz senkt die Zahl der PI-anfidrbbaren, also toten Zellen nach Behandlung
mit Tinte auf den Hintergrundwert von 3 bis 4 %. Ohne Catalase sind nach acht Stunden rund
45% der Zellen den Tinten-induzierten Tod gestorben. Ein qualitativ gleiches Ergebnis findet
sich auch bei Verwendung von aufgereinigtem APIT. Das heil3t, bei Zugabe von Catalase ist
bei diesem Assay keine zytolytische Aktivitdt von APIT - sowohl in nativer (Tinte), als auch
aufgereinigter Form - bei Jurkat-T-Lymphozyten mehr nachweisbar. Einschrinkend muss
allerdings hinzugefiigt werden, dass der Anteil apoptotischer Zellen (die durch diesen Assay
ja nicht erfasst werden) bei gleichzeitiger Behandlung mit Tinte bzw. APIT und Catalase

gegeniiber der Kontrolle deutlich gesteigert war (mikroskopische Bewertung).
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Abb. 3.3.7-2 zeigt eine durchflufizytometrische Analyse der PI-Anféirbbarkeit von Jurkat-T-
Zellen nach achtstiindiger Inkubation mit nativer Tinte incl. bzw. ohne Catalase. Das
Ergebnis ist reprdsentativ fiir drei unabhdngige Experimente mit jeweils drei Replikaten, eins

davon mit aufgereinigtem APIT.
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Abb.3.3.7-3 zeigt das Ergebnis eines chromogenen Assays nach zellulirer Stoffwechsel-
aktivitit (WST-1). Dargestellt sind die relativen Mittelwerte (mit Standardfehler) zweier
unabhdngiger Experimente mit insgesamt zehn Replikaten in %. H,O,- bzw. Anti-CD95-

Induktion haben nur jeweils in einem Experiment stattgefunden.
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Das gleiche Bild ergibt sich im WST-1-Assay (Abbildung 3.3.7-3). Nach dreistiindiger
Inkubation mit aufgereinigtem APIT erreichen Zellen unter Standardbedingungen nur noch
zwel bis drei % der Stoffwechselaktivitit unbehandelter Kontrollen. Dieser Wert dndert sich
bei Zugabe von Catalase dramatisch: Ein Unterschied zwischen Kontroll- und APIT-
behandelten Zellen ist nun nicht mehr feststellbar. Das gleiche gilt fiir die Induktion des
Zelltodes direkt mit H,O,, nicht aber mit dem Anti-CD95. Bei letzterem ist der zytotoxische
Effekt mit und ohne Anwesenheit von Catalase im wesentlichen gleich, was fiir ihre

spezifische, H,O,-entgiftende Aktivitit spricht.
3.3.8 Die Suche nach dem Substrat von APIT

APIT war also fiir eine Produktion von H,O, verantwortlich und diese war das ursdchliche
zytolytische Prinzip. Unbeantwortet war immer noch die Frage nach dem Substrat fiir diese
enzymatische Aktivitit. Bereits gezeigt war ja die Notwendigkeit von Medium fiir den
lytischen Effekt bzw. die H,O,-Produktion (siehe 3.3.7). Das Substrat mufiten also ein oder

mehrere Bestandteile des Zellkulturmediums und /oder des FCS sein.
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Abb. 3.3.8-1 zeigt einen chromogenen Assay (HRP/ABTS) nach H,O0»>-Produktion durch
APIT nach einstiindiger Inkubation mit unterschiedlichen Bestandlteilen des Zellkultur-
mediums. KRG = Krebs Ringer, RPMI = Grundmedium, FCS = Fotales Kdlber Serum, EAS
= Mix aus essentiellen Aminoscuren, NEAS = Mix aus nicht essentiellen Aminoscuren. Die
einzelnen Bestandteile wurden entsprechend ihren Konzentrationen im Medium eingesetzt.

Der mit KRG erzielte Wert entspricht dem Hintergrundsignal des Nachweises.
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Deshalb wurden zunichst RPMI-Medium und FCS getrennt mit aufgereinigtem APIT
inkubiert und das Reaktionsprodukt H;O, im HRP/ABTS-Assay nachgewiesen. Beide wurden
entsprechend ihrer Anteile im gebriduchlichen Vollmedium (90 % und 10 %) eingesetzt und
dafiir mit dem inerten Krebs Ringer verdiinnt, der schon bei den Lumineszenzmessungen zum
Einsatz kam. Wie Abbildung 3.3.8-1 dokumentiert, sind Substrate sowohl in RPMI-Medium,
als auch in FCS enthalten.

Nun ist FCS ein natiirliches und damit recht komplexes Gemisch verschiedenster
Biomolekiile, RPMI-Medium dagegen kiinstlich aus Vitaminen, Aminosduren und gepufferter
Saline zusammengestellt und damit einfach in seine Bestandteile aufzulosen. Im folgenden
wurden diese einzeln als Substrat fiir eine Reaktion mit dem aufgereinigten APIT eingesetzt
und das Produkt H,O, im HRP/ABTS-Assay nachgewiesen. Abbildungen 3.3.8-1 und -2

zeigen das Ergebnis dieser Suche.
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Abb. 3.3.8-2 zeigt einen chromogenen Assay (HRP/ABTS) nach H>O:>-Produktion durch

APIT nach einstiindiger Inkubation mit einzelnen L-Aminosduren (jeweils 1 mM).
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Die Substrate, die von APIT umgesetzt werden, sind die beiden Aminosduren Lysin und
Arginin. Im Falle von Lysin lédsst sich diese Aussage noch prizisieren: nur L-Lysin. Keine
andere proteinogene Aminosdure kann fiir eine enzymatische Reaktion eingesetzt werden.
Eine wichtige ,,Kennzahl*“ von Enzymen ist deren Substrataffinitit, die man mit Hilfe einer
Michaelis-Menten-Kinetik ermitteln kann. Hierzu wird das zu untersuchende Enzym mit
unterschiedlichen Substratkonzentrationen inkubiert, und die Anfangsgeschwindigkeiten
(lineare Phase) des Umsatzes werden in einem Diagramm dargestellt, aus dem dann die
Substrataffinitdt ermittelt werden kann. Die Abbildung 3.3.8.-2 zeigt dieses Diagramm fiir

den Umsatz von L-Lysin.

Abb. 3.3.8-2 zeigt die

& 9 Michaelis-Menten-Kinetik
von APIT fiir das Substrat
L-Lysin. Die Substratkonzen-
< 2 & tration ist in uM angegeben,
E . die Umsatzgeschwindigkeit
g in nmol/min. Der
~ 1 & rechnerisch ermittelte
Km-Wert ist 182 uM.
||
0 T T T T T 1
0 300 600

[s], pM

Entsprechend dem Vorgehen in 3.3.7 sollte das gefundene Ergebnis in Toxizitdtsassays
bestdtigt werden. Hierfiir wurden Jurkat-T-Zellen in einem Vollmedium ohne Lysin und
Arginin kultiviert und der verbleibende lytische bzw. toxische Effekt von aufgereinigtem
APIT mittels PI-Anfirbbarkeit und Stoffwechselaktivitit der Zellen untersucht. Um andere
Effekte auf den Ablauf der verschiedenen Zelltod-Mechanismen durch Lysin/Arginin-Entzug
ausschlieBen zu konnen, wurden Zellen beim WST-1-Assay parallel auch wieder mit H,O,

direkt bzw. dem Apoptose auslosenden Anti-CDO95 inkubiert.
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Abb. 3.3.8-3 zeigt eine durchflusszytometrische Analyse der PI-Anfiirbbarkeit von Jurkat-
T-Lymphozyten nach sechsstiindiger Inkubation mit aufgereinigtem APIT in einem Medium
incl. bzw. ohne L-Lysin und L-Arginin. Das Ergebnis ist reprdsentativ fiir drei unabhdngige

Experimente mit jeweils drei Replikaten.
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Abb.3.3.8-4 zeigt das Ergebnis eines chromogenen Assays nach zellulirer Stoffwechsel-
aktivitit (WST-1). Dargestellt sind die relativen Mittelwerte (mit Standardfehler) zweier
unabhdngiger Experimente mit insgesamt zehn Replikaten in %. H>O- bzw. Anti-CD935-

Induktion haben nur jeweils in einem Experiment stattgefunden
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Abbildung 3.3.8-3 stellt das Ergebnis der Zelltod-Analyse (als PI-Anfidrbbarkeit) dar: Erreicht
die Sterblichkeit von Zellen nach sechsstiindiger Inkubation mit aufgereinigtem APIT in
gebrduchlichem Vollmedium einen Wert von rund 50%, sinkt sie bei Mangel von Lysin und
Arginin auf den Kontrollwert von 5% ab. Es ist also kein lytischer Effekt mehr nachweisbar.
Dies gilt auch fiir den Einsatz von nativer Tinte (nicht gezeigt). Gleichzeitig beantwortet der
letztere Befund die Frage, ob in der nativen Tinte selbst ein Substrat fiir die H,O,-

Generierung enthalten ist mit ,,nein‘.

Der gleiche Befund ergibt sich im WST-1-Assay (Abbildung 3.3.8-4): Trotz dreistiindiger
Inkubation mit aufgereinigtem APIT bleibt der Stoffwechsel von Lysin/Arginin-frei
kultivierten Zellen voll aktiv. Die Kontrollen, 200 uM H,O, bzw. Anti-CD95, entfalten
dagegen unvermindert ihre Wirkung. Den prinzipiellen Ablauf des Zelltodes beeintrichtigt

der Aminosduremangel also nicht.
3.3.9 Eine letzte Bestatigung

Die enzymatische Aktivitdit von APIT lédsst sich zundchst also durch den Verbrauch der
Aminosduren L-Lysin und Arginin sowie die Produktion von H>O, grob skizzieren. Fiihrt
man mit diesen Stichwortern eine Literaturrecherche durch, so wird man auf das Enzym
L-Lysin o-Oxidase des bodenbewohnenden Pilzes Trichoderma sp. verwiesen, dessen
Aufreinigung und Aktivitdit 1980 erstmals beschrieben wurde (Kusakabe, 1980).
Hauptsidchliches Substrat ist L-Lysin, aber auch L-Ornithin, L-Phenylalanin, L-Arginin,
L-Tyrosin und L-Histidin werden im Beisein von Sauerstoff, zu den Endprodukten «-
Ketosdure, HyO, und Ammoniak umgesetzt. Auch dieses Enzym wurde in einem Screen
durch seinen zytotoxischen Effekt identifiziert. Da die L-Lysin o-Oxidase kommerziell
erhiltlich ist, war es naheliegend, den durch sie induzierten Phédnotyp mit dem Tinten-

induzierten zu vergleichen.

Die Abbildungen 3.3.9-1 und -2 zeigen die Kennzeichen des L-Lysin-o-Oxidase-induzierten

Zelltodes, dargestellt mit den hier iiblichen Assays.
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Abb.3.3.9-1 zeigt einen chromogenen Assay (WST-1) nach zellulirer Stoffwechselaktivitiit
von Kontroll- (0) bzw. L-Lysin-o-Oxidase-behandelten (o; LOX; 10mU/ml) Jurkat-T-Zellen
(fiinf Replikate).
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Abb.3.3.9-2 zeigt eine durchflusszytometrische Analyse der PI-Anfirbbarkeit von

Tote Zellen In % (Pl-Anfarbbarkeit)

Jurkat-T-Zellen nach achtstiindiger Inkubation mit den angezeigten Mengen an L-Lysin o-

Oxidase (zwei Replikate).
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Neben dem APIT-analogen Verlust von Stoffwechselaktivitdt und Membranintegritit, zeigten
mit L-Lysin a-Oxidase behandelte Zellen auch die typische Tinten-induzierte Morphologie
(nicht gezeigt). Der Tinten-induzierte Zelltod kann also durch den Einsatz einer gleichartigen

enzymatischen Aktivitit in seinen wesentlichen Gesichtspunkten nachgeahmt werden.

Abb.3.3.9-4 stellt die von der
L-Lysin a-Oxidase (bzw. einer

anderen L-Aminosidure Oxidase

O,
[LAAOQO]) katalysierte Reaktion
schematisch vor.
COOMFAD,, FADeq HO®
ox
\ 2 (|3OOH (|DOOH
R—C\\NH R_C%O
LAAO =
NHE
L-amino acid o.-imino acid a-keto acid

Das Schema der Abbildung 3.3.9-3 zeigt die von der L-Lysin a-Oxidase katalysierte Reaktion
mit allen Zwischen- und Endprodukten, unter anderem a-Ketosdure. Nach Etablierung eines
entsprechenden biochemischen Assays (MBTH) wurde deren Entstehung auch in der APIT-
katalysierten Reaktion nachgewiesen (Abbildung 3.3.9-5). Es handelt sich bei dem
zytolytischen Glykoprotein der Tinte von A. punctata also um eine L-Lysin/Arginin o-

Oxidase.

0.5 Abb.3.3.9-5 zeigt einen
chromogenen Assay (MBTH)
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3.4 Isolierung und proteinbiochemische Charakterisierung
3.4.1 Die Isolierung des zytotoxischen Bestandteils

Im vorangegangenen Abschnitt wurde ja bereits ofter auf die Verwendung des aufgereinigten
APIT hingewiesen. Hier soll nun beschrieben werden, welche Ergebnisse am Ende der

Isolierungsbemiihungen standen.

Leitmotiv der Aufreinigung war die Zytotoxizitdt, ermittelt mit den oben beschriebenen
Assays (Morphology, WST-1). Vorversuche hatten auf Beteiligung eines Proteins gedeutet.
So nahm die toxische Aktivitdt wahrend Erhitzung {iber 50 °C wesentlich ab, Techniken zur
spezifischen Entfernung von Proteinen aus der Probe (,,Strataclean-Resin) resultierten in
vollstandigem Aktivitdtsverlust (nicht gezeigt). Die eingesetzten Methoden eigneten sich

dementsprechend vorzugsweise zur Isolation von Proteinen.

Zunichst wurde die native Tinte durch Filtrierung von groben Verunreinigungen befreit und
mittels einer Sidulenzentrifugation konzentriert. Bei dieser wurden auflerdem alle Bestandteile
kleiner 15 kD in unterschiedlichem Mafle (1,5 kD ~95%, 6 kD ~35% und 14 kD ~5%)
abgetrennt. Da die zytotoxische Aktivitit im Riickstand voll erhalten blieb, im Durchfluss
dagegen nicht nachzuweisen war, ergab sich daraus bereits eine Mindestmolekiilgrofle von
15 kD. Es folgten eine zweistiindige Dialyse gegen Tris-Puffer und ein weiterer
Filtrierungsschritt (0,45 upm). Die so vorbereitete Probe wurde {iber eine erste
Ionenaustauschsidule (FPLC) chromatographisch nach Ladungen aufgetrennt und die
einzelnen Fraktionen hinsichtlich ihres Proteingehalts (280 nm-Absorption), ihrer
Proteinzusammensetzung (SDS-PAGE mit anschlieBender Silberfirbung) und ihrer
zytotoxischen Aktivitdt (Mikroskopie, WST-1-Assay) analysiert. Von den 60 erhaltenen
Fraktionen zeigten ausschlieBlich die Fraktionen 42 bis 48 ausgeprigte Zytotoxizitét bei einer
Verdiinnung von 1/2700. Eine folgende SDS-PAGE-Analyse zeigte, dass es sich bei ihnen
noch um ein Gemisch verschiedener Proteine handelte. Deshalb wurden die aktiven
Fraktionen gepoolt und iiber eine Gelfiltration nach Gréen aufgetrennt. Von den neuerlich
erhaltenen 28 Fraktionen zeigten nur die Fraktionen 10 bis 15 eine ausgeprigte Zytotoxizitit
bei einer Verdiinnung von 1/2700. Auch diese Aufreinigung hatte allerdings noch keine
homogenen Proteinisolate ergeben. Deshalb wurden die aktiven Fraktionen erneut gepoolt
und iiber eine weitere lonenaustausch-Chromatographie (HPLC) fraktioniert. Wieder wurde
die 280 nm-Absorption, ein MaBl des Proteingehaltes der gesammelten Fraktionen,

aufgenommen und die Proteinzusammensetzung auBerdem durch SDS-PAGE und
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anschlieBende Silberfiarbung sichtbar gemacht. Abbildung 3.4.1-1 zeigt das Elutionsprofil
dieser letzten lonenaustauch-Chromatographie in der 280 nm-Absorption. Fiir die Peak-
Fraktionen 23, 24, 27 und 29 (gesammelt von Minute 22 bis 23, 23 bis 24 usw.) sind
aullerdem das Ergebnis der SDS-PAGE/Silberfiarbung und die zytotoxische Aktivitit (im
WST-1-Assay) dargestellt.

a) b)
0.12
M 23 24 27 M 29
0.101 iy B |
-—.L‘ — e
0.08 1 |
o
< 0.061 @
‘ -~
—
0.04 1 K@
0.021 Jﬁ
0.001 /\} c) + + +/- ++
18 2 26 30 34

minutes

Abb.3.4.1-1 a) zeigt die 280 nm-Absorption von zytotoxischen Fraktionen, die mittels
lonenaustausch-Chromatographie erhalten wurden. Hohe Absorptionswerte (AU, arbitrary
units) korrelieren mit hohem Proteingehalt. In b) ist das Ergebnis einer SDS-PAGE (15%)
/Silber-farbung der Fraktionen 23, 24, 27 und 29 min und in c) deren zytotoxische Aktivitiit
im WST-1-Assay dargestellt (+ = vollstindige Inhibition der Stoffwechselaktivitdt bei einer
Verdiin-nung von 1:2700, +/- = 1:900, ++ = 1:8100). Die eingezeichneten Werte in b) geben
das Molekulargewicht in kD der angefirbten Proteine an, M = Marker.

Bei diesem letzten Aufreinigungsschritt lie3 sich nur in den zwischen Minute 23 und 31
eluierten Fraktionen eine wesentliche (vollstdndige Inhibition des WST-1-Umsatzes bei einer
Verdiinnung von 1/900) zytotoxische Aktivitiat nachweisen. In der 280 nm-Absorption dieses

Bereiches finden sich insgesamt vier Peaks: in der 22. Minute, der 23. Minute, der 26. Minute
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und der 28. Minute. In der SDS-PAGE kann man in den dazugehorigen Fraktionen drei
Proteinbanden unterscheiden: eine obere (bzw. schwerere) bei etwa 50 - 60 kD (lduft auf
einem 10%-igen Gel bei 60 kD), die in den Fraktionen 24 und 29 dominiert, und zwei untere
(bzw. leichtere) bei etwa 20 - 25 kD. Die etwas groBlere dieser beiden bestimmt den
Proteingehalt der Fraktion 27. Das 60 kD-Protein ist in der Fraktion 29 am stirksten
enthalten, und damit korreliert auch eine ausgeprigte zytotoxische Aktivitit dieser Fraktion.
In der Fraktion 27 ist das 60 kD-Protein kaum, das 24 kD-Protein dagegen stark enthalten.

Damit korreliert eine schwache Aktivitit.

Zytotoxizitit ist also qualitativ und quantitativ mit dem Vorhandensein des 60 kD-Proteins

verbunden. Fraktionen, die nur dieses enthielten, wurden deshalb als reines APIT betrachtet.
3.4.2 Sind Zuckerseitenketten beteiligt?

Da die in der Literatur bereits beschriebenen zytolytischen Aplysienproteine entweder eine
schwache oder eine ausgeprigte Glykosilierung zeigen, sollte dieser, moglicherweise fiir die
Funktionalitit entscheidende Aspekt auch bei APIT untersucht werden. Dazu wurde native
Tinte liber eine SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrocellulose-Membran geblottet. Dann
wurden Zucker-Seitenketten in einer Reaktion mit Periodat in Aldehyde iiberfiihrt. Diese
wiederum wurden iiber ein Hydrazid mit Digoxygenin gekoppelt, welches von spezifischen
Antikorpern erkannt wird. Proteine selbst wurden parallel mit FLUOS gekoppelt, fiir das
ebenfalls ein spezifischer Antikorper existiert. In einer anschlieBenden Farbreaktionen
konnten schlieBlich Bereiche der Antikdrperbindung auf der Membran sichtbar gemacht und
so Glykosilierungen und/oder Proteine nachgewiesen werden. Die Abbildung 3.4.2-1 zeigt die

Reproduktion solch eines Blots.

Abb.3.4.2-1 zeigt einen Westernblot nach glykosilierten Proteinen. a) Blaufirbung zeigt
Glykosilierung an, b) Braunfdrbung zeigt Proteine an. M = Marker (91 kD und 51,4 kD-
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Banden), + = Positivkontrolle (Fetuin), I = native Tinte, - = Negativkontrolle (Kreatinase).
Ungefiillte Pfeile verweisen auf die Bande des vollstindig glykosilierten Fetuin, gefiillte
Dreiecke auf die Bande des 60 kD-Proteins der nativen Tinte und ungefiillte Spitzen auf die

Bande der unglykosilierten Kreatinase.

Wie erwartet, zeigt der Test auf Glykosilierung eine stark positive Reaktion mit Fetuin, einem
ausgepragt glykosilierten Kontrollprotein. Creatinase dagegen reagiert nicht, was ihrem
Einsatz als Negativkontrolle entspricht. Beide Kontrollen werden ordnungsgemif beim Test
auf Protein angefirbt. Das 60 kD-Protein der Tinte ist etwa in gleicher Menge wie die beiden
Kontrollen enthalten, das zeigt die Reaktion gegen Protein. Der Test auf Glykosilierung fallt
ebenfalls positiv aus, allerdings ist die Firbung eher schwach. APIT ldsst sich hinsichtlich
seines Zuckeranteils also zusammen mit den ebenfalls spirlich glykosilierten Dolabellanin P
und Dactylomelin P eingruppieren. Auch andere Proteine der nativen Tinte zeigen eine
Glykosilierung. Ein anschlieBender Verdau von nativer Tinte mit N-Glykosidase F resultierte
weder in einem Aktivititsverlust noch einer wahrnehmbaren Anderung des
Molekulargewichtes von APIT oder einem Verlust der Glykosilierung (nicht gezeigt). Der
Zuckerrest von APIT ist mit dem Protein also wahrscheinlich iiber ein Sauerstoffmolekiil

verkniipft (O-Verkniipfung).

120

100 -

80 -

60 -

40 A

Enzymatische Aktivitéit in %

20 A

APIT - APIT + APIT Ox.kontr.

Abb. 3.4.2-2 a) zeigt einen chromogenen Assay (HRP/ABTS) nach H,O0>-Produktion von
APIT ohne (-) bzw. nach (+) Behandlung mit Periodat und Disulfit. Gezeigt sind die relativen

Mittelwerte von zwei unabhdngigen Experimenten und deren Standardabweichungen.
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Ein erstes, recht einfaches Experiment, um eine funktionelle Beteiligung von Zuckergruppen
an der toxischen bzw. enzymatischen Aktivitit von APIT zu iiberpriifen, ist deren Zerstorung
mit Periodat (sieche oben). Dazu wurde aufgereinigtes APIT mit Periodat inkubiert und
tiberschiissiges Oxidationsmittel anschlieBend mit Disulfit neutralisiert. SchlieBlich wurde die
verbliebene enzymatische Aktivitit mittels eines HRP/ABTS-Assays nach H,O,-Generierung
bei Inkubation mit L-Lysin aufgenommen. Um einen anderen Einfluss als die spezifische
Zerstorung von Zuckerseitengruppen auf die Aktivitit auszuschliefen, wurde in einem
parallelen Ansatz mit Periodat gearbeitet, das schon zuvor mit Disulfit neutralisiert worden

war (,,APIT Oxidationskontrolle*). Abbildung 3.4.2-2 zeigt das Ergebnis.

In b) ist eine Kontrolle der Oxidations-

APIT Fetuin

bedingungen dargestellt: Nur erfolgreich
+ - + -
oxidierte (und damit zerstorte) Zucker-

. seitenketten lassen sich in der oben

beschriebenen Antikorper-reaktion

nachweisen (blau). + = oxidiert, - =

Oxidationskontrolle.

Zwar sinkt die enzymatische Produktion von H,O, durch APIT nach erfolgreicher Oxidation
mit Periodat auf etwa zwei Drittel der urspriinglichen ab, jedoch wird dieser Effekt auch in
der nicht oxidierten Kontrolle erreicht. Weitergehende Experimente mit einer Titrierung von
Disulfit zeigten schlieBlich dessen Verantwortlichkeit fiir den Effekt (nicht gezeigt). Das zur
Neutralisierung von Periodat unerldssliche Disulfit interferiert namlich mit dem HRP/ABTS-

Assay.

Ein Beweis fiir die funktionelle Beteiligung der nachgewiesenen Zuckerseitengruppen an der
enzymatischen bzw. zytotoxischen Aktivitit von APIT lief sich mit der angewendeten
Methode also nicht erbringen. Auch die fiir Aplysianin P beschriebene Inhibition der Zytolyse
durch Anwesenheit hoher Konzentrationen des negativ geladenen Zuckers Sialinsdure

(Yamazaki, 1989) lief3 sich nicht nachvollziehen.
3.4.3 Der Kofaktor Flavin

Die Charakterisierung der zytotoxischen Aktivitit (3.3) hatte eine funktionelle Analogie von
APIT mit der L-Lysin a-Oxidase von Trichoderma sp. aufgezeigt. Bei dieser handelt es sich

um ein Flavoprotein, das heifit Kofaktor der Aktivitit ist ein Flavin - FAD oder FMN. Es
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driangte sich deshalb die Frage auf, ob auch APIT auf diesen Kofaktor angewiesen ist, der sich
iibrigens recht einfach nachweisen lasst. Flavoproteine zeigen ndmlich ein charakteristisches
Absorptionspektrum mit Doppelpeak etwa bei 390 und 470 nm. Tatsédchlich ergab eine
nachtridgliche Analyse der bereits in 3.4.1 gezeigten Absorptionsmessungen ein
Vorhandensein des gesuchten Doppelpeaks in den Fraktionen, in denen sich auch das

zytotoxische 60 kD-Protein fand (siehe Abbildung 3.4.3-1).

0.008 - % Abb.3.4.3-1 zeigt Absorptionsspektren
: der, in 3.4.1 bereits dargestellten
4 : Fraktionen aus einer lonenaustausch-
- : Chromatographie von Tinte. Ein
< 0.004 1 I'L Doppelpeak bei 390/470 nm ist
| ‘ charakteristisch fiir proteingebundene
: Flavine. Fraktion 24 = dunkel, 27 = hell,
0.000 + | 29 = unterbrochen.

360 460 5CIJO 600
nm
In einem néchsten Experiment sollte nun gekliart werden, um welches Flavin — FAD oder
FMN - es sich bei dem APIT-assoziierten handelt. Fiir diese Entscheidung bietet sich
folgendes Vorgehen an: Es ist moglich, nichtkovalent gebundenes Flavin durch starkes
Erhitzen von seinem Apoenzym zu trennen. Dies geht zwar mit einer irreversiblen
Denaturierung des Apoenzyms einher, man erhilt das freie Flavin aber dafiir in einem
physiologischen Puffer. Eine andere Technik, um Apoenzym und Flavin voneinander zu
trennen, ist eine saure Ammoniumsulfatfdallung. Dabei bleibt der Kofaktor im sauren,
Ammoniumsulfat gesittigten Uberstand, wihrend das Apoenzym unléslich wird und ausfllt.
Einige einfache Flavoproteine lassen sich anschlieend wieder in physiologischem Puffer
16sen und erlangen nach Zugabe von Kofaktor ihre volle Funktion zuriick. Das ist der Fall bei
dem FAD-abhingigen Enzym Glukose Oxidase (GOX). Ihr Apoenzym (ApoGOX) erhilt
nach Zugabe von FAD die enzymatische Aktivitit, den Umsatz von Glukose und die

Produktion von H,O, zuriick.
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Erhitzt man nun ein Flavoprotein mit unbekanntem Flavin und inkubiert den Uberstand
anschliefend mit ApoGOX, so zeigt deren Reaktivierung, die recht einfach im HRP/ABTS-

Assay meBbar ist, die Identitét auf.

Abbildung 3.4.3-2 zeigt das Resultat, wendet man das beschriebene Vorgehen auf APIT an.
Der Kofaktor ist FAD.

0,2“/\\

0,154

(Abs. 405nm)
o

0,05-

Enzymatische Aktivitat

OnM FAD
50nM FAD
250nM FAD
500nM FAD
PBS

APIT (50ng/pl)

Abb.3.4.3-2 zeigt einen chromogenen Assay (HRP/ABTS) nach Enzymaktivitiit einer re-
aktivierten Apo-GOX-Prdparation. Der PBS-Wert entspricht dem Hintergrund des Assays.

3.4.4 ,,Schwer verdaulich*

Eine Inkubation von Proteinen mit proteolytischen Enzymen fiihrt zu deren Zerlegung in
Peptide bzw. einzelne Aminosduren. Da proteolytische Enzyme bestimmte Aminosédurefolgen
erkennen und spezifisch schneiden, im Falle von Trypsin beispielsweise nach Lysin und
Arginin, hingt die GroBe der erhaltenen Fragmente von der Hiufigkeit der Schnittstellen in
der Aminosédurenfolge ab. Die Inkubation eines unbekannten Toxins mit proteolytischen
Enzymen kann Aufschluss iiber seine molekulare Identitdt geben: Ist der toxische Effekt
beeinfluBbar, so ist die Beteiligung eines Proteins sicher. Zeigt sich dagegen kein Einfluss, so
spricht dies nicht unbedingt gegen ein Protein. Es gibt Enzyme, die vollstindig
proteasenresistent sind, z.B. viele Flavoproteine gegeniiber Trypsin, bei anderen steckt die

biologische Aktivitit in einem einzelnen Teilpeptid, z.B. antibiotische Peptide.
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Die Abbildung 3.4.4-1 zeigt das Ergebnis eines zweistiindigen proteolytischen Verdaus von
nativer Tinte mit den Enzymen Trypsin und Proteinase K bei 37°C. Um Banden, die von den
Enzymen bzw. deren Inhibitoren stammen, auf dem silbergefirbten SDS-PAGE eindeutig
zuordnen zu konnen, sind diese parallel ohne Zugabe von nativer Tinte aufgetragen. Der
Verdau mit Proteinase K erfasst restlos alle Proteine der nativen Tinte. Ubrig bleiben nur
Banden, die ebenfalls in der Enzymkontrolle enthalten sind, also aus dessen Priparation
stammen. Beim Verdau mit Trypsin dagegen bleibt ein 60 kD Protein erhalten. Alle anderen
Proteine der nativen Tinte werden proteolytisch zerlegt. Auch das aufgereinigte 60 kD Protein

(siehe 3.4.1) weist diese Resistenz gegeniiber Proteolyse mit Trypsin auf (nicht gezeigt).

RT°C | 37°C | Trypsin Proteinase K
M I I I - I - M

1.7 R

) - 73

Abb.3.4.4-1 zeigt ein 15%-iges SDS-PAA-Gel nach Silberfirbung. M = Marker, I = native
Tinte. Native Tinte wurde zwei Stunden lang bei den angezeigten Temperaturen oder bei
37 °C mit Trypsin oder Proteinase K inkubiert. Zur Kontrolle (-) wurden die eingesetzten

Proteasen ohne Zugabe von nativer Tinte inkubiert.

Soweit zur Integritdt des hochmolekularen Proteins. Ein ganz anderes Bild ergibt sich bei
einem funktionellen Assay der Enzymaktivitiit nach proteolytischem Verdau. Parallel zu dem
gezeigten SDS-PAA-Gel wurden die Aktivitit und Substratspezifitit der nativen Tinte nach

Verdau in einem HRP/ABTS-Assay analysiert. Uberraschenderweise bleibt beides - sowohl
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bei Inkubation mit Trypsin als auch mit Proteinase K - voll erhalten. Die Aktivitit steigt nach

Trypsinverdau sogar noch an (siehe Abbildung 3.4.4-2).

0,7

0 37°C Kontrolle
Trypsin-verdaut
M Proteinase K-verdaut

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2 -

Enzymatische Aktivitat (Abs.405nm)

0,1 -

Abb.3.4.4-2 zeigt einen chromogenen Assay (HRP/ABTS) nach Enzymaktivitiit von nativer
Tinte nach proteolytischem Verdau. Die Ergebnisse sind reprdsentativ fiir zwei unabhdngige
Experimente. EAS = essentielle Aminosduren auffer Lysin und Arginin, NEAS = nicht-

essentielle Aminosduren. Der PBS-Wert entspricht dem Hintergrund des Assays.

Die eben beschriebenen Verdauexperimente wurden auch mit der L-Lysin o-Oxidase von
Trichoderma sp. wiederholt, um zu iiberpriifen, ob die Proteasenresistenz von APIT
moglicherweise ein unterscheidendes Merkmal ist. Die Befunde waren bei beiden Enzymen

aber identisch (nicht gezeigt).
3.4.5 Stabilitat und Sensitivitat

Bereits erwihnt wurde ja die Hitzesensibilitit von nativer Tinte bzw. aufgereinigtem APIT.
Die Abbildung 3.4.5-1 stellt die Abnahme der enzymatischen Reaktion nach einer
zehnminiitigen Inkubation bei den angegebenen Temperaturen dar. Der stirkste Abfall erfolgt
zwischen 50 und 60 °C (auf ~25% des RT °C-Wertes, nach Abzug des Hintergrundes). Eine
Inkubation bei 70 °C zerstort die Aktivitdt vollstiandig.
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Abb.3.4.5-1 zeigt einen chromogenen Assay (HRP/ABTS) nach Enzymaktivitiit von auf-
gereinigtem APIT nach zehnminiitiger Inkubation bei den angezeigten Temperaturen.
Angegeben sind die Mittelwerte von drei Replikaten und deren Standardabweichungen. Der

PBS-Wert entspricht dem Hintergrund des Assays.

0,2 1

0,1 4

Enzymatische Aktivitat (Abs. 4056nm)

pH

Abb.3.4.5-2 zeigt einen chromogenen Assay (HRP/ABTS) nach Enzymaktivitit von aufge-
reinigtem APIT nach zehnminiitiger Inkubation bei den angezeigten pH-Werten. Dargestellt

sind die Mittelwerte von drei Replikaten und deren Standardabweichungen.
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Analog wurde die Empfindlichkeit von aufgereinigtem APIT gegeniiber einem Absenken des
pH-Wertes in einem Kaliumphosphat-Puffersystem aufgenommen. Das Ergebnis findet sich
in Abbildung 3.4.5-2. Nach zehnminiitiger Inkubation bei pH 3.2 ist die Aktivitit vollstandig

erloschen.

Ein weiteres auBBergewohnliches Merkmal von APIT ist - neben seiner Trypsinresistenz - die
Unempfindlichkeit gegen denaturierende Konzentrationen von Harnstoff. Dieser ist ein
gebriduchliches Mittel, um durch Interaktion mit Wasserstoffbriicken die Faltung von
Proteinen aufzuldsen. Eine 30-miniitige Inkubation von nativer Tinte in 6 M Harnstoff zeigt
noch keinen signifikanten Effekt auf die Aktivitit (hier bestimmt mit dem MBTH-Assay nach
o-Ketosduren-Produktion). Erst dariiber hinaus findet eine Einschrankung der anschlieBenden

enzymatischen Reaktion statt (siche Abbildung 3.4.5-3).
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Abb.3.4.5-3 zeigt einen chromogenen Assay (MBTH) nach Enzymaktivitit von aufge-
reinigtem APIT nach 30-miniitiger Inkubation in den angezeigten Konzentrationen von Urea
bei RT °C. Zur Kontrolle des Assays ist parallel ein o-Ketosdurestandard bei den

unterschiedlichen Harnstoftkonzentrationen quantitativ bestimmt worden.
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3.5 Klonierung und Reproduktion von APIT
3.56.1 Vom Peptid zum Primer

Der erste Schritt auf dem Weg zur Klonierung der cDNA eines Proteins ist seine Isolierung in
moglichst reiner Form. Der Weg dahin wurde fiir APIT ja bereits in 3.4.1 beschrieben. Die
aus der Aufreinigung erhaltene APIT-Préparation wurde iiber SDS-PAGE weiter aufgetrennt,
die Proteinbande mit Coomassie angefdrbt und aus dem Gel ausgeschnitten. Nach einem
vollstdndigen tryptischen Verdau des denaturierten Proteins wurden die einzelnen Peptide
iiber eine ,reverse phase“-HPLC separiert und die so erhaltenen Fraktionen
massenspektrometrisch (MALDI) analysiert. Mit Fraktionen, die nur eine Masse bzw. ein
Peptid enthielten, wurde eine N-terminale Sequenzierung (Edman) des Peptids durchgefiihrt.

Fraktionen mit mehreren Massen bzw. Peptiden wurden iiber ESI-MS sequenziert.

A | DIQGI(V)CRNQR)RQ(P) Abb. 3.5.1-1 zeigt eine Zusammenstellung der

Bl | DSGLDIAVFEYSDR gefundenen Peptidsequenzen nach tryptischer

B2 | VISELGLTPK Spaltung des denaturierten APIT und

B3 | XGDVPYDLSPEEK anschliefsender N-terminaler Sequenzierung

der Fragmente. A = Ergebnis der N-terminalen
B4 | ATQAYAAVRPIPASK

Sequenzierung des nativen Proteins, B =
B5 | DALFFQMYD

Ergebnisse einzelner tryptischer Peptide.
B6 | SEASGDYILIASYADGLK

Anhand der gefundenen Peptidsequenzen ist es moglich, Primer fiir eine PCR zu gestalten.
Mit dieser kann eine Kopie der genetischen Information fiir APIT, ndmlich die in cDNA
umgeschriebene  mRNA, beliebig vervielfiltigt und anschlieBend mittels molekular-

biologischer Methoden analysiert werden.

Nun gibt es dabei zwei grundsitzliche Probleme: Erstens ist normalerweise nicht bekannt,
welchem Bereich des Proteins die gefundene Peptidsequenz zuzuordnen ist. Der beschriebene
Weg erbringt Sequenzabschnitte in loser Reihenfolge, unabhédngig von ihrer tatsdchlichen
Folge im nativen Protein. Das bedeutet, die GroBle des spezifischen PCR-Produktes ist nicht
voraussagbar, was bei Erhalt von mehreren, darunter auch unspezifischen, eine Auswahl des

richtigen erschwert.
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Das zweite Problem liegt in der Degeneriertheit des genetischen Codes. Will heiflen, eine
Aminosduresequenz ist nicht eindeutig in eine cDNA-Sequenz {iibersetzbar, weil fiir eine
beliebige Aminosidure mehrere Basentripletts codieren. Im schlimmsten Fall, z.B. Serin, gibt
es sechs verschiedene Codierungs-Moglichkeiten. Will man nun auf der Basis einer
Aminosduresequenz einen Primer gestalten, muss man alle diese verschiedenen
Moglichkeiten in dessen Sequenz mit einbeziehen. Fiir das Teilpeptid ,,SEASGD* ergeben
sich zum Beispiel 6x2x4x6x4x2 = 2304 Moglichkeiten der Codierung auf DNA-Ebene. Der
resultierende Primer miisste auf 18 Positionen alle diese Moglichkeiten einbeziehen, wire

also entschieden degeneriert und damit sehr unspezifisch in seiner Bindung.

Die Kunst des Primerdesigns besteht nun darin, trotz der beschriebenen Unwegbarkeiten
einen moglichst ,,passenden* Primer zu gestalten: Dieser muss so spezifisch wie moglich sein
und trotzdem alle wahrscheinlichen Moglichkeiten einschlieBen. Gliicklicherweise gibt es
dabei einige Tricks und Kniffe. Zunédchst sucht man sich unter den Peptiden natiirlich
dasjenige aus, das die geringste Zahl an Kodierungsmoglichkeiten aufweist. Dies ist im Falle
von APIT in der Peptidsequenz ,,VFEYSD* realisiert: ,,nur* 384 Moglichkeiten. Nun muss
man wissen, dass es fiir den genetischen Code, wie fiir jede andere Sprache auch, ,,Dialekte*
und ,,Ausspracheregeln® bei den verschiedenen Organismen gibt. So bevorzugt jeder andere
Basentripletts fiir eine beliebige Aminosdure (Codon-Bias). AuBerdem determiniert die
vorangegangene Base in einigen Fillen die folgende und umgekehrt. Deshalb ist es sehr
niitzlich, anhand bereits clonierter Sequenzen die Codon-Bias eines Organismus

auszumachen.

Mit den Aplysien-,,Sprachregelungen* reduziert sich die Zahl der wahrscheinlichsten
Codierungsmoglichkeiten fiir das genannte Peptid immerhin auf 16. Fiigt man schlielich an
der besonders unwigbaren dritten Position des Serin-Tripletts noch die ,.JJokerbase® Inosin
ein, die mit allen vier Basen paaren kann, bleiben nur noch vier Moglichkeiten iibrig. Die

Sequenz des so gestalteten Primers ,,V-FEY3 DTS 5’ ist in Abbildung 3.5.1-2 gezeigt.

v F E Y S D R

tc gtg ttc ga(a/g) tac tc(i) ga(t/c) cg

Abb.3.5.1-2 zeigt die Basenfolge des APIT-spezifischen Primers ,,V-FEY3 DTS 5°“ und
dartiber die jeweils codierte Aminosdure. Die ersten beiden Basen dienen der spciteren

DiTriSEC.
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3.5.2 ,most wanted” - ein Steckbrief der genetischen Information

Mit dem notigen ,,Riistzeug® in Form eines mehr oder weniger spezifischen 5°-Primers wurde
nun die Klonierung eines ersten cDNA-Fragments unternommen. Es wurde ja bereits
erwihnt, dass dessen zu erwartende GroBe noch unbekannt war. Man kann anhand der
Proteinmasse aber zumindest eine Maximalgroe definieren: APIT hat auf dem SDS-PAGE
ein Molekulargewicht von rund 60 kD (siehe 3.4.1). Bei einem mittleren Aminosiduregewicht
von 110 D sollte es also aus rund 540 Aminosduren zusammengesetzt sein. Ein hoher Anteil
von Zuckerseitenketten am Proteingewicht ist nach der in 3.4.2 gezeigten spezifischen
Farbung nicht anzunehmen. Der kodierende Teil der mRNA bzw. cDNA sollte also im
Bereich von 1600 bp liegen. Dazu kommen noch die nicht kodierenden Bereiche (5 und 3)
und ein poly-A-Schwanz variabler Grofle. Insgesamt macht es also Sinn, von einer

Maximalgroe auszugehen, die im Bereich von 1800 — 2000 bp liegt.

Zunichst wurde RNA aus verschiedenen Geweben (Mantel, Nidamental- und Opaldriise) von
Aplysia punctata isoliert. Ohne vorherige mRNA-Selektion wurde diese dann mittels eines
»getagten Oligo-dT-Primers in einer Reverse Transkriptase Reaktion in cDNA
umgeschrieben. Die ,, Tag“-Sequenz, die so in die cDNA eingefiihrt wurde, diente in der

folgenden PCR als Bindungsstelle fiir einen spezifischen 3’-Primer.

Tatsédchlich resultierte eine PCR mit dem APIT-spezifischen 5’-Primer ,,V-FEY 3 DTS 5’
und der aus Mantel-Gewebe gewonnenen cDNA in der Vervielfiltigung eines ~1600 bp
Fragments inklusive Poly-A-Schwanz (nicht gezeigt). Die Reaktion mit cDNA aus den
anderen Geweben blieb dagegen ohne Ergebnis. Das cDNA-Fragment wurde mit Hilfe der
DiTRiSEC-Technik in den pCMV-Vektor kloniert und sequenziert. In der ermittelten
Sequenz waren alle in 3.5.1 aufgefiihrten Peptide von APIT kodiert. Die gefundene cDNA

war also die gesuchte.

Auf Grundlage der ersten Teilsequenz wurden nun mehrere spezifische 3’-Primer gestaltet
und mit der 5°-RACE-Technik der 5’-Terminus der APIT-cDNA vervielfiltigt (nicht gezeigt).
Auch dieser wurde kloniert und anschlieend sequenziert. In der resultierenden Sequenz fand
sich der via Edman-Abbau ermittelte N-terminus des nativen APIT, auch dieses Vorgehen

hatte also ein spezifisches cDNA-Teilstiick erbracht.
3.5.3 Die cDNA stammt aus dem Mantelgewebe

Die beiden cDNA-Fragmente enthielten das Start- (ATG) und das Stopcodon (TAA). Die

unmittelbar an diese anschlieBenden kodierenden Sequenzbereiche dienten im folgenden als
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Bindungstellen fiir Primer, um mit einer PCR die komplette cDNA von APIT vervielfiltigen
zu konnen. Wieder wurde die Reaktion mit cDNA verschiedener Gewebe durchgefiihrt. Als
Positivkontrolle wurden Primer gegen ein kurzes cDNA-Fragment eines unbekannten Gens
eingesetzt, das aus einer fritheren Klonierung stammte (,,Apl.Frag 1°). Dieses ldsst sich in
allen untersuchten Aplysiengeweben nachweisen. Parallel sollte auflerdem die
Gewebeverteilung von cDNA eines anderen, in der Literatur beschriebenen zytotoxischen
Aplysienproteins untersucht werden: ,,Cyplasin®, ein 56 kD Protein, wurde ebenfalls von A.
punctata isoliert, allerdings aus dem Mucus der Albumen Driise, einem Bestandteil der
Nidamentaldriise (Petzelt, 2002). Sein zytotoxischer Effekt liegt in einer Aktin-
Depolymerisierung.

Abbildung 3.5.4-1 zeigt eine gelelektrophoretische Analyse der so vervielfiltigten cDNA-
Fragmente.

Manteldriise | Nidamentaldriise | Opalindriise
M 1 2 3 1 2 3 1 2 3

3054

2036

1636

1018

50

Abb. 3.5.4-1 zeigt ein 0,8 %iges Agarosegel, auf dem die nach Grofe getrennte DNA mit

=

Ethidiumbromid sichtbar gemacht wurde. 1 = Primerkombination fiir Vervielfdiltigung von
WApl Frag 1*, 2 = Primerkombination fiir Vervielfdiltigung eines ,, Cyplasin“-Fragments, 3 =
Primerkombination zur Vervielfdltigung von ,, APIT . Links ist die Basenzahl (bp) der
Marker-DNA-Fragmente angegeben.

Tatsidchlich lédsst sich die Positivkontrolle in allen eingesetzten Geweben nachweisen. Das
Cyplasin-Fragment findet sich in der erwarteten Grof3e von rund 1250 bp nur nach einer PCR

mit cDNA aus der Nidamental Driise - ebenfalls ein zu erwartendes Ergebnis. Die fiir APIT

76



Ergebnisse

kodierende cDNA findet sich dagegen ausschlielich im Gewebe des Mantels, dem Ort der
Tinten-Sekretion. Thre GroBe 148t sich auf dem Gel auf etwa 1600 bp abschitzen.

Die komplette cDNA wurde nun mittels DiTriSEC-Technik in einen prokaryotischen
Expressionsvektor (p(GEM-4T3) kloniert und durchsequenziert. Die Besprechung der DNA-
Sequenz folgt im néchsten Abschnitt. Auerdem fand bereits eine heterologe Expression in
E.coli statt, die ein rekombinantes Protein mit der richtigen Grofle herstellten (nicht gezeigt).
Die verschiedenen Assays nach Enzymaktivitit (HRP/ABTS, MBTH) verliefen allerdings

negativ (nicht gezeigt).

Prokaryoten sind keine geeigneten Systeme zur Expression von glykosilierten Proteinen oder
jenen, bei denen intramolekulare Disulfidbriicken in spezifischer Weise gekniipft sein
miissen. Auch eukaryotische Signalpeptide, moglicherweise wichtig fiir die Proteinreifung,
werden nicht erkannt und umgesetzt. Da dies alles aber Faktoren sein konnen, die die
Enzymaktivitdt von APIT maBgeblich bestimmen, wurde die cDNA in einen eukaryotischen
Expressionsvektor (p)CMV-Tagl) subkloniert. Transfektion von Mammalia-Zellen mit diesem
Vektor induziert eine Produktion des gewiinschten Proteins incl. einer Markierungstelle fiir
Antikorper (myc-Tag). Abbildung 3.5.4-2 zeigt die Autoradiographie eines Westernblots
gegen diese Markierungstelle. Aufgetragen sind Zellysate von 293-T-Zellen, einer humanen
Nierenzelllinie. Diese wurden mit zwei cDNA-Konstrukten von APIT (mit und ohne
Signalpeptid, siehe unten) bzw. dem leeren Vektor transfiziert. Die Kontrolle ist negativ, das
bedeutet, nachgewiesene Banden stammen nicht vom endogenen c-myc-Protein. In den
transfizierten Zellen ldsst sich ein Protein nachweisen, das mit einem spezifischen Anti-myc-
Antikorper reagiert und auf dem Blot etwa eine GroBe von 60 kD erkennen Idsst.
Anschlieende Assays nach Enzymaktivitdt mit den dargestellten Lysaten verliefen bislang

jedoch negativ (nicht gezeigt).

Abb.3.5.4-2 zeigt einen Ausschnitt eines Westernblots nach anti-myc-reaktiven Proteinen.
A = Kontrolltransfektion, B = Transfektion mit einem APIT (incl. Signalsequenz) — myc —
Konstrukt, C = Transfektion mit einem APIT (ohne Signal) — myc — Konstrukt.
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3.5.5 Eine Sequenzanalyse bestitigt die zytologischen und

biochemischen Befunde

In der Sequenzanalyse erwies sich die klonierte cDNA als open reading frame (ORF) von
1608 bp, der fiir ein Protein kodiert, das aus 535 Aminosduren besteht. Mittels einer Software
(Clone Manager 5, Scientific & Educational Software) lassen sich theoretisches
Molekulargwicht und pl dieses Proteins mit 60,167 kD bzw. pI 4.59 vorhersagen. Diese
Werte stimmen mit den experimentell durch Gelelektrophorese ermittelten Daten fiir APIT
prézise iiberein. Alle Peptidsequenzen, die der Edman-Abbau proteolytischer Fragmente des
nativen APIT erbrachte, lassen sich in kodierter Form auch in der klonierten cDNA
wiederfinden (siehe Abbildung 3.5.5-1). Dariiber hinaus finden sich am N-Terminus des
kodierten Proteins noch 18 weitere Aminoséduren, die in der reifen, sekretierten Form fehlen.
In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Glykosilierungsstudie befindet sich in der
cDNA-Sequenz kein geeignetes Asparagin fiir eine Zuckerseitenkettenverkniipfung via
dessen Stickstoff (N-verkniipft). Eine O-Verkniipfung via Sauerstoffmolekiil eines Threonin

oder Serin ist deshalb anzunehmen.

Unternimmt man mit der translatierten Proteinsequenz von APIT eine Recherche nach
Homologien mit anderen Proteinen, so sto3t man auf einen Bereich, der in einer Gruppe von
Enzymen mit Redoxreaktion strukturell stark konserviert ist: Die Aminosduren 39 bis 66
umfassen das sogenannte ,,Dinukleotid-Bindemotiv* (DBM) derjenigen Stukturfamilie von
FAD-bindenden Proteinen, die durch die Glutathion Reduktase repridsentiert wird (Dym,
2001). Zu dieser gehoren verschiedene Oxidasen, Reduktasen, Dehydrogenasen und
Hydroxylasen.  Klassifizierendes  Sequenzmotiv  dieser  Strukturfamilie ist  die
Aminosdurefolge ,,GxGxxG*, die im gefalteten Protein in einem Schleifenbereich zwischen
dem ersten B-Faltblatt und der anschlieBenden o-Helix der ,,Rossmann-Falte* liegt. In diesem

Bereich findet ein enger Kontakt mit dem Pyrophosphat-Anteil von FAD statt.

In unmittelbarer Nachbarschaft zum ,,DBM* lisst sich in der Proteinsequenz von APIT noch
ein zweites charakteristisches Motiv ausmachen: Das ,,GG“-Motiv (Vallon, 2000) bezeichnet
die Aminosiurefolge ,,RxGGRxx(S/T)“, typisch fiir Oxidasen wie die L-Aminosédure Oxidase
von Vipern (Macheroux, 2001) oder die Monoamine Oxidase, die an der oxidativen

Deaminierung von Neurotransmittern beteiligt ist (Binda, 2001).
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M S S A V1L LLACA ATLTVYVTI S VYV HALD G,

fbgtegtictgetgtgcttetectiggettgtgogttyg toatctctgtccasgecgacggt
vV ¢ R N RR OQCDNUZREV C G S T Y D V A

atgtg:a aaaca afgtpaat taacagagaggtgtgeggttetacotacgatgtgge

@@ ANSHYMRDSGL
gt(*qtqqqqguqqqqt Ltqqqqqaqct ojsls
D I A V FJ|E|Y s D
qagat(gutgtgttrqaqta(tpggaupgagtg ggc
P N T P D V N L E I G

g cac
G R F I E G A M
coraacacaccogacgttaacctggagattggeggeatgaggttcatogaaggogecaty
P

H R L W R V I s E L G L T K V F K E G
cacaggctctggagggtcatttcagaactcggecctaaccceccaaggtgttcaaggaaggt
F 6 K E 6 R 9 R F ¥ L R GG Q@ 8 L T K K 0
ttcggcaaggagggcagacaaagattttacctgecggggacagagecctgaccaagaaacag
vV K 8§ 6 b v P Y DL S P EE KEWNOQ G N
gtcaagagtggggacgtaccctatgacctcageccggaggagaaagaaaaccagggaaat
L VvV E ¥ ¥ L E K L T 6 L Q9 L N 6 E P L K
ctggtcgaatactacctggagaaactgacaggtctacaactcaacggcgagecgctcaaa
R E v A L K L T v P D G R F L Y D L S8 F
cgtgaggttgcgcttaaactaaccgtgecggacggecagattecetectatgacectetegttt
D E A M D L V A s P E GG K E F T R D T H
gacgaagccatggatctggttgeccteccectgagggcaaagagttcaccecgagacacgecac
vV F T 6 E v T L D A S A V S L F D D H L
gtcttcacaggagaggtcaccctggacgegteggetgtetecctettegacgaccacctyg
G E D ¥ ¥ 6 s E I ¥ T L XK E G L S 8 V P
ggagaggactactatggcagtgagatctacaccctaaaggaaggactgtecttccgtecca
9 6 L. L QA F L D AAD S NEF Y P N S
caagggctcctacaggcttttctggacgecgecagacteccaacgagttectateccaacage
H L K A L R R K TN G Q Y V L ¥ F E P T
cacctgaaggccctgagacgtaagaccaacggtcagtatgttetttactttgageccace
T S K D 6 ¢ T T I N ¥ L E P L Q V V C A
acctccaaggatggacaaaccacaatcaactatctggaaccecctgecaggttgtgtgtgea
9 R VvV I L. A M P V Y A L. N QL. D W N @Q L
caaagagtcatcctggeccatgcecggtatacgetetgaaccaactagactggaatcagetce
R N DR AT Q A Y A A V RUP I P A S K V
agaaatgaccgagccacccaagcgtacgctgecgttecgececgattecectgecaagtaaggtyg
FM T F D Q P W WUILEDNEIRIK S W V T K
ttcatgtcctttgatcageccectggtggttggagaacgagaggaaatecctgggtcaccaag
s b AL F s g M ¥ D WQ K S E A s G D ¥
tcggacgcgcttttecageccaaatgtacgactggcagaagtectgaggegteccggagactac
I L I A S Y A D G L K A Q Y L R E L K N
atcctgatcgccagectacgececgacggecctcaaagecccagtacctgecgggagectgaagaat
Q 6 E D I P G s D P G Y N Q V T E P L K
cagggagaggacatcccaggctctgacccaggctacaaccaggttaccgaaccecctecaag
D T I L D H L T E A Y G V E R D s I P E
gacaccattcttgaccacctcactgaggecttatggegtggagecgagactecgateeccggaa
P v T A A S Q F W T D Y P F G C G W I T
cecgtgdeccgedgottcocagttetggacagactadcedgtitggetgtggatggatoacae
W R A G FH F DDV I S T MRIR P S L K
tggagggccggctteccatttecgatgacgtecatcagecaccatgecgtegeececgtcactgaaa
D E VY VvV 6 A DY S W6 UL I s s W I E
gatgaggtatacgtggtgggagccgactactcctggggacttatctectectggatagag
G A L E T s E N VvV I N D Y F L
ggcgctctggagacctcggaaaacgtcatcaacgactacttecte

Abb.3.5.5-1 prisentiert die Nucleotidsequenz der APIT-cDNA (Kleinbuchstaben, Klon 2 -

siehe 3.5.5-3) und die translatierte Aminosduresequenz (Groffbuchstaben). Das ,, DBM* ist

mit einem hellen Grau, das ,, GG-Motiv* mit einem dunklen Grau unterlegt. Unterstrichen

sind die urspriinglich mittels Edman-Abbau von Peptifragmenten des nativen APIT
bestimmten Sequenzbereiche. Der N-Terminus des nativen Proteins ist gestrichelt

unterstrichen. Eingerahmt sind die konservierten Aminosduren der Motive.
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Eine auBerordentlich groe Homologie findet sich im direkten Vergleich mit den
Aminosduresequenzen des bereits erwédhnten Cyplasin L (dem zytotoxischen Protein der
Albumen Driise von 4. punctata) und Aplysianin A (dem zytolytischen Glykoprotein der

Albumen Driise von A. kurodai).

1 50

Aplysianin A ORI VER v AW L 3 El WvC [o BiC B C BT NpA VGAG F
Cyplasin L CORN VB~V LA L jRWN A WvC i jac BWN C T A VGAGKYA
APIT (1) MssiNyLLMACARVESEHADG--—ERNRROENREVEG SHY IRV G
Consensus (1) M AVRFLA GLLI VTA SGR VCESKQ CD EQCD TLDVAIVGAGPA

51 100

Aplysianin &  (49) ENENMHEIVELEEENRESNY iSRSV
SYICTIEN MNP G- civid RNTGSN  FE§  RVGGRL TYOLPNTPDVELE GGMRE I
IO s 7Y = Gl [t B RVGGRL TYOLPNTEDY LENGCMRGIR
Consensus (51) GAYSAYLLR SG DIGVFEYCDRVGGRLFTYQLPNTPDVNLELGGMRYIT
101 150
SESETECINCCI . b ol LGLUE 1P EGEGGEGR R QLRGOSLIGE V@ GDVE
Cyplasin L (99) [CINEITEFGHVRORCINNNICICH CRUNINRIEETN - ol 1 TERNE
AR CI NG IEE T LV 1GL I FIRFEGFG GRORE LRGOSLTEGGVIY GDVE)
Consensus (101) GAHNIL VIKELGLTPVVFTEGFGK GRTRYYLRGQSLT EV SGDVP
151 200

SSRSEIECISNMNEPTI . | Ghi-cWiO b YL LT M N SMERE LKL V DGR LY |
Cyplasin L (149) [vASEORenNF»F Ham - B vE-l- v S A AR
APIT (148) pplsreEmycNoENLVvElEe: <l OLNGEPLKE¥ v ANSE TP B F D
Consensus (151) YNLT EK NQGNIFEYYLKELTGFDIG G ISREQLLKLRVSDGRLLYQ
201 250

YSRSETECN NNELCI | D:n DLUASPEGKER RDUHVER EV SDA AVS FDDHLGED [3GH
VIR NP FDEn DLUASDEGKEF RDMAVE EVEEDA AVS FDDHLGED o3
APIT  (198) [BSEENEINENeRe ! g ol B SN L T ern € 5
Consensus (201) LTFDEALDLVASPEGKEFARDIHVFTTEVT DANAVSVFDDHLGEDG GD
251 300

Aplysianin A (249) ARLNEEEERNE<ERMIKEGKKTEAR-Holo N« Yol B - i
Cyplasin L (249) [EaioSENSRGzEr oMBRETCNSEvVEGHREE TN OISl < BN
APIT (248) EHYBLKEELsSHECHEOELDAADE-NEFYPNSHRALRRETNGO YR
Consensus (251) EIHTV EGMQKVP LLKAF SS S N VF N HLKAIRSKSD SHVLY
301 350

Aplysianin A (298) ENESENPEEESEHDYRETORYE ILA PV ALY DW Lisl [€RA]
Cyplasin L (299) ERTHNEINPEESENF BT TRl IV NENT B ViR ¥ 0
APIT (297) FERETSxBECREEN Y L ENNevHO RSNV NI NN Ol N DR T
Consensus (301) FRPTSTVDGKTTIL FEPLQKVCARQVILALPVFAL QLDWPPLRE RA
351 400

Aplysianin A (348) TINEENENMANGSGYEgNe D RN E N TNV - SRSl
O ELER AN YIS vEAVRIW ASKVEMTEDQ WWLjel By |¥3 VTK D WFSQMYDW K
IND SNV VMG v AVRIY ASKVEMTEDQ WWLid SEESHNEENTY T KEDENE SOMY DK
Consensus (351) AYAAVR IPASKVEMTFDQPWWLDN TD AFVTKGDT FSQMYDWKK
401 450

S RSETECNNMNECENNC  ScDYILIASYADG i L OGEST GS G v EPLK NI
S IR NNELE - schviiiasvAGc [ L ocelr Gs [c iV EpLK (81
NN IV S M 1Y\ S GD Y T TAS YADGINNG 1 - AL NOGER TIZG S - GpY | [GVENEP LKIBNNT]
Consensus (401) SNVSGDYILIASYADGNNTLYQRVLRDQGE INGSEPGAN VSEPLKNNI
451 500

ESSRESEIECNMNPPENN | DiiiE » Gupk Wi EP TA S EWIDYPFGCGWITWRAG HEDDV 1
Cyplasin L (449) BIEADEFIEH> NSRS By Tl I
AN SRl DH Ll 2 GVERBEIT EPWTALS FWIDYPFGCGWITWRAGHHFDDVA Tl
Consensus (451) LDHLSEAYGVDRSSIPEPKTAVSQFWTDYPFGCGWITWRAGYHFDDVMST
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501 550
Aplysianin A (498) RESNINARAICIUREIICNVERT TEREENRAD AL < IFElCllCAKPP S
Cyplasin L (499) [EASNT D NSReRye Ty ol - - 0> fal sH 1N vo
NS SRCEYSN < <P ST DEVYVUGADYSWGL SSUMEGALET @YV N VITISEEE
Consensus (501) MRRPSLKDEVYVVGADYSWGLISSWIEGALETSD VI DYFK E A
551
Aplysianin A (548) -VDELDEEMA
Cyplasin L (549) ppsEMABEVG
APIT (536) —————————~
Consensus  (551) HL SHMA

Abb.3.5.5-2 stellt ein Alignment der Nucleotidsequenzen von APIT, Cyplasin L und
Aplysianin A vor. Identische Bereiche sind rot unterlegt - weifie Buchstaben kennzeichnen
hier eine bei allen drei Sequenzen identische Aminosdure, schwarze Buchstaben eine bei zwei

der Sequenzen identische Aminsosdure. Grau unterlegt sind sich dhnelnde Aminosduren.

Von den 517 Positionen nach dem Signalpeptid von APIT unterscheiden sich — nach
Alignment - 201 von Cyplasin L. Die restlichen 316 sind mit identischen Aminosduren
besetzt, das entspricht einer Homologie von 61% (siehe Abbildung 3.5.5-2). Besonders ein
Bereich im C-Terminus von Fueg bis Ssye zeichnet sich durch rund 95%-ige Homologie aus.
Auch alle fiinf Positionen von Cysteinen in der Sequenz sind konserviert. Drei davon
befinden sich in enger Nachbarschaft unmittelbar am N-Terminus, ein weiteres im vorderen

Bereich der stark konservierten Sequenzfolge des C-Terminus.

Der von den drei N-terminalen Cysteinen eingeschlossene Sequenzbereich von APIT weist in
seiner Zusammensetzung eine starke Analogie zu einem Bereich von Myotoxin (Toxin VI:5,
Phospholipase A2) der Seeschlange Enhydrina schistosa und Notexin der australischen

Tigerschlange Notechis scutatus scutatus auf:

Notexin: 78 ILﬁF90

APIT: , o RR SN . .

Diese sind sehr stark iiber intramolekulare Disulfidbriicken aufgefaltet. So paart C7g direkt mit
Coqp, Cgs dagegen mit einem weiter entfernten Cystein. Von Notexin ist eine dreidimensionale
Struktur publiziert (Westerlund, 1992). Der besprochene Bereich bildet bei diesem Molekiil
das Ende eines antiparallelen -Faltblatts, eine daran anschlieBende Schleife und den ersten

Abschnitt einer o-Helix mit unmittelbar folgendem aktivem Zentrum. Moglicherweise
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vermittelt dieses oberflachlich gelegene, stark positiv geladene Strukturmotiv eine

Wechselwirkung mit negativ geladenen Strukturen/Bestandteilen von Zellmembranen.

Bislang wurde die Sequenz eines cDNA-Klons von APIT présentiert. Tatsdchlich gibt es aber
eine unbekannte Zahl verschiedener cDNAs, die Varianten mit geringen Abweichungen in der
Aminosduresequenz, aber hdufigeren Abweichungen in der Nucleotidsequenz reprisentieren.
In Abbildung 3.5.5-3 sind exemplarisch die Nucleotid- und Aminosduresequenzen dreier

verschiedener cDNA-Klone dargestellt.

M S S AV L L L ACATLUV I SV HATD G [¥c
ATGTCGTCTGCTGTGCTTCTCCTGGCTTGTGCGTTGGTCATCTCTGTCCACGCCGACGGTATCTGC
.. . TCGTCTGCTGTGCTTCTCCTGGCTTGTGCGTTGGTCATCTCTGTCCACGCCGACGGTGTCTGC

...................................................... GACGGTATCTGC

R N R R OQ CNR E V C G S T Y D V A V V G A
AGAAACAGACGTCAATGTAACAGAGAGGTGTGCGGTTCTACCTACGATGTGGCCGTCGTGGGGGCG
AGAAACAGACGTCAATGTAACAGAGAGGTGTGCGGTTCTACCTACGATGTGGCCGTCGTGGGGGCG

AGAAACAGACGTCAATGTAACAGAGAGGTGTGCGGTTCTACCTACGATGTGGCTGTCGTGGGGGCG

G p G G A NS A Y ML RD S G L D I A V F E
GGGCCTGGGGGAGCTAACTCCGCCTACATGCTGAGGGACTCCGGCCTGGACATCGCTGTGTTCGAG
GGGCCTGGGGGAGCTAACTCCGCCTACATGCTGAGGGACTCCGGCCTGGACATCGCTGTGTTCGAG

GGGCCTGGGGGAGCTAACTCCGCCTACATGCTGAGGGACTCCGGCCTGGACATCGCTGTGTTCGAG

y s b R V G G R L F T Y Q L P N T P D V N L
TACTCGGACCGAGTGGGCGGCCGGCTGTTCACCTACCAGCTGCCCAACACACCCGACGTTAACCTG
TACTCAGACCGAGTGGGCGGCCGGCTGTTCACCTACCAGCTGCCCAACACACCCGACGTTAATCTC

TACTCANACCGAGTGGGCGGCCGGCTGTTCACCTACCAGCTGCCCAACACACCCGACGTTAATCTC

E I 6 G M R F I E G A M HIRUL W R V I S E L
GAGATTGGCGGCATGAGGTTCATCGAAGGCGCCATGCACAGGCTCTGGAGGGTCATTTCAGAACTC
GAGATTGGCGGCATGAGGTTCATCGAGGGCGCCATGCACAGGCTCTGGAGGGTCATTTCAGAACTC

GAGATTGGCGGCATGAGGTTCATCGAGGGCGCCATGCACAGGCTCTGGAGGGTCATTTCAGAACTC

G L T p K V F K E G F G K E G R Q R F Y L R
GGCCTAACCCCCAAGGTGTTCAAGGAAGGTTTCGGCAAGGAGGGCAGACARAGATTTTACCTGCGG
GGCCTAACCCCCAAGGTGTTCAAGGAAGGTTTCGGAAAGGAGGGCAGACAGAGATTTTACCTGCGG

GGCCTAACCCCCAAGGTGTTCAAGGAAGGTTTCGGAAAGGAGGGCAGACAGAGATTTTACCTGCGG

G ¢ s L T K K ¢ v K s GG Db Vv pP Y D L S P E E
GGACAGAGCCTGACCAAGAAACAGGTCAAGAGTGGGGACGTACCCTATGACCTCAGCCCGGAGGAG
GGACAGAGCCTGACCAAGAAACAGGTCAAGAGTGGGGACGTACCCTATGACCTCAGCCCGGAGGAG

GGACAGAGCCTGACCAAGAAACAGGTCAAGAGTGGGGACGTACCCTATGACCTCAGCCCGGAGGAG
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K E N Q G N L V E Y Y L E K L T G L [gK]L N G
AAAGAAAACCAGGGAAATCTGGTCGAATACTACCTGGAGAAACTGACAGGTCTACAACTCAACGGC
AAAGAAAACCAGGGAAATCTGGTCGAATACTACCTGGAGAAACTGACAGGTCTACAACTCAATGGT

AAAGAAAACCAGGGAAATCTGGTCGAATACTACCTGGAGAAACTGACAGGTCTAAAACTCAACGGC

EJp . x R E VvV A L K L T V P DG URTF L Y D L
GAGCCGCTCAAACGTGAGGTTGCGCTTARACTAACCGTGCCGGACGGCAGATTCCTCTATGACCTC
GAACCGCTCAAACGTGAGGTTGCGCTTARACTAACCGTGCCGGACGGCAGATTCCTCTATGACCTC

GGACCGCTCAAACGTGAGGTTGCGCTTAAACTAACCGTGCCGGACGGCAGATTCCTCTATGACCTC

s ¥ D E A MDIL V A S P E G K E F T R D T H
TCGTTTGACGAAGCCATGGATCTGGTTGCCTCCCCTGAGGGCAAAGAGTTCACCCGAGACACGCAC
TCGTTTGACGAAGCCATGGATCTGGTTGCCTCCCCTGAGGGCAAAGAGTTCACCCGAGACACGCAC

TCGTTTGACGAAGCCATGGACCTGGTTGCCTCCCCTGAGGGCAAAGAGTTCACCCGAGACACGCAC

Vv F T GEUV T LDRJar s A v s L F DD H L G E
GTCTTCACAGGAGAGGTCACCCTGGACGCGTCGGCTGTCTCCCTCTTCGACGACCACCTGGGAGAG
GTCTTCACCGGAGAGGTCACCCTGGECGCGTCGGCTGTCTCCCTCTTCGACGACCACCTGGGAGAG

GTGTTCACCGGAGAAGTCACCCTGGACGCGTCGGCTGTCTCCCTCTTCGACGACCACCTGGGAGAG

b vy Yy G s E I ¥ T L K E G L s s VvV P Q G L L
GACTACTATGGCAGTGAGATCTACACCCTAAAGGAAGGACTGTCTTCCGTCCCACAAGGGCTCCTA
GACTACTACGGCAGTGAGATCTACACCCTCAAGGAAGGACTGTCTTCCGTCCCTCAAGGGCTCCTA

GACTACTATGGCAGTGAGATCTACACCCTAAAGGAAGGACTGTCTTCCGTCCCACAAGGGCTCCTA

ola1]F . Db A A DS N EV F Y P N S H L K A L R
CAGGCTTTTCTGGACGCCGCAGACTCCAACGAGTTCTATCCCAACAGCCACCTGAAGGCCCTGAGA
CAGGCTTTTCTGGACGCCGCAGACTCCAACGAGTTCTATCCCAACAGCCACCTGAAGGCCCTGAGA

CAGACTTTTCTGGACGCCGCAGACTCCAACGAGTTCTATCCCAACAGCCACCTGAAGGCCCTGAGA

R K T N G Q Y V L Y F E P T T S K D G Q T T
CGTAAGACCAACGGTCAGTATGTTCTTTACTTTGAGCCCACCACCTCCAAGGATGGACAAACCACA
CGTAAGACCAACGGTCAGTATGTTICTTTACTTTGAGCCCACCACCTCCAAGGATGGACAAACCACA

CGTAAGACCAACGGTCAGTATGTTCTTTACTTTGAGCCCACCACCTCCAAGGATGGACAAACCACA

I N Y L E P L Q VV C A Q R V I L A M P V Y
ATCAACTATCTGGAACCCCTGCAGGTTGTGTGTGCACAAAGAGTCATCCTGGCCATGCCGGTATAC
ATCAACTATCTGGAACCCCTGCAGGTTGTGTGTGCACAGAGAGTCATTCTGGCCATGCCGGNCTTC

ATCAACTATCTGGAACCCCTGCAGGTTGTGTGTGCACAGAGAGTCATCCTGGCCATGCCGGTCTAC

A L N Q L D W N L R N D RA AT Q A Y A A V
GCTCTGAACCAACTAGACTGGAATCAGCTCAGAAATGACCGAGCCACCCAAGCGTACGCTGCCGTT
GCTCTCACCCAGTTGGATTGGAATCAGCTCAGAAATGACCGAGCCACCCAAGCGTACGTTCCCGTG

GCTCTCAACCAACTGGACTGGAATCAGCTCAGAAATGACCGAGCCACCCAAGCGTACGCTGCCGTG
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R P I P A S K V F MI[IEF D Q P W W L E N E R
CGCCCGATTCCTGCAAGTAAGGTGTTCATGTCCTTTGATCAGCCCTGGTGGTTGGAGAACGAGAGG
CGCCCGATTCCTGCAAGTAAGGTGTTCATGACCTTTGATCAGCCCTGGTGGTTGGAGAACGAGAGG

CGCCCGATTCCTGCAAGTAAAGTGTTCATGACCTTTGATCAGCCCTGGTGGTTGGAGAACGAGAGG

K s w v T K S D A L F S Q M Y D W Q K S E A
AAATCCTGGGTCACCAAGTCGGACGCGCTTTTCAGCCAAATGTACGACTGGCAGAAGTCTGAGGCG
AAATCCTGGGTCACCAAGTCGGACGCGCTTTTCAGTCAAATGTACGACTGGCAGAAGTCTGAGGCG

AAATCCTGGGTCACCAAGTCGGACGCGCTTTTCAGCCAAATGTACGACTGGCAGAAGTCTGAGGCG

s 6 by I L I A S Y A D G L K A Q Y L R E L
TCCGGAGACTACATCCTGATCGCCAGCTACGCCGACGGCCTCAAAGCCCAGTACCTGCGGGAGCTG
TCCGGAGACTACATCCTGATCGCCAGCTACGCCGACGGCCTCAAAGCCCAGTACCTGCGGGAGCTG

TCCGGAGACTACATCCTGATCGCCAGCTACGCCGACGGCCTCAAAGCCCAGTACCTGCGGGAGCTG

K N ¢ G ED I P G S D P G Y N Q V T E P L K
AAGAATCAGGGAGAGGACATCCCAGGCTCTGACCCAGGCTACAACCAGGTTACCGAACCCCTCAAG
AAGAATCAGGGAGAGGACATCCCAGGCTCTGACCCAGGCTACAACCAGGTCACCGAACCCCTCAAG

AAGAATCAGGGAGAGGACATCCCAGGCTCTGACCCAGGCTACAACCAGGTCACCGAACCCCTCAAG

D T I L D H L TE AY G V ERD s I [BRE P V
GACACCATTCTTGACCACCTCACTGAGGCTTATGGCGTGGAGCGAGACTCGATCCCGGAACCCGTG
GACACCATTCTTGACCACCTCACTGAGGCCTATGGCGTGGAGCGAGACTCGATCCGGGAACCCGTG

GACACCATTCTTGACCACCTCACTGAGGCTTATGGCGTGGAACGAGACTCGATCCCGGAACCCGTG

T A A S Q F W T D Y P F G C G W I T W R A G
ACCGCCGCTTCCCAGTTCTGGACAGACTACCCGTTTGGCTGTGGATGGATCACCTGGAGGGCCGGC
ACCGCCGCTTCCCAGTTCTGGACAGACTACCCGTTTGGCTGTGGATGGATCACCTGGAGGGCCGGC

ACCGCCGCTTCCCAGTTCTGGACCGACTACCCGTTCGGCTGTGGATGGATCACCTGGAGGGCAGGC

F H F DDV I S TMU RIRU®P S L KD E V Y V V
TTCCATTTCGATGACGTCATCAGCACCATGCGTCGCCCGTCACTGAAAGATGAGGTATACGTGGTG
TTCCATTTCGATGACGTCATCAGCACCATGCGTCGCCCGTCACTGAAAGATGAGGTCTACGTGGTG

TTCCATTTTGATGACGTCATCAGCACCATGCGTCGCCCGTCACTGAAAGATGAGGTCTACGTGGTG

G A DY S W G L I §S s w I E G A L E T S E N
GGAGCCGACTACTCCTGGGGACTTATCTCCTCCTGGATAGAGGGCGCTCTGGAGACCTCGGAAAAC
GGAGCCGATTACTCCTGGGGACTTATCTCCTCCTGGATAGAGGGCGCTCTGGAGACCTCAGAAAAC

GGAGCCGATTACTCCTGGGGACTTATCTCCTCCTGGATAGAGGGCGCTCTGGAGACCTCGGAAAAC

v I N D Y F L -
GTCATCAACGACTACTTCCTCTAA
GTCATCAACGACTACTTCCTCTAA

GTCATCAACGACTACTTCCTCTAA
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Abb.3.5.5-3 zeigt ein Alignment der Nucleotid- und Aminosduresequenzen dreier
verschiedener cDNA-Klone von APIT. Abweichungen in der Nucleotidsequenz sind in Rot, ein
resultierender Aminosdureaustausch in Griin dargestellt. Unterstrichen sind Bereiche mit

unsicherem Analyseergebnis.

Bei drei Klonen lassen sich insgesamt 48 Positionen der Nucleotid-Variabilitdt ausmachen.
Nur sieben davon fiihren allerdings auch zu einem Aminosiureaustausch. Uberraschender-
weise betreffen die Basenaustausche in 37 von 48 Fillen die dritte Position eines Tripletts.
Vier der elf Fille, die eine andere Triplettposition betreffen, liegen in Bereichen von
unsicherer Sequenzanalyse. Schliet man diese aus, so betrifft die Nucleotid-Variabilitit in

85% der Fille die dritte Position eines Aminosédure kodierenden Tripletts.
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