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Abkulrzungen

Abklrzungen

ACTH Adrenocorticotropes Hormon

AP Alkalische Phosphatase

AS Aminosaure(n)

AsP Adrenal secretory Protease (synonym: RAT2)
AT Airway trypsin-like Protease

BLAST Basic Local Alignment and Search Tool

bp Basenpaar(e)

cDNA Complementary DNA

CRH Corticotropin-Releasing-Hormon

DESC1/2/3 Differentially Expressed in Squamous €altcinoma protease 1/2/3
DHEA/ DHEA-S Dehydroepiandrosteron/ ...-Schwefelsaster
DNA Desoxyribonucleic Acid, Desoxyribonukleinsaure
EST Expressed Sequence Tag

HAT Human Airway Trypsin-like Protease

MAT Mus musculus Airway trypsin-like Protease
MRNA Messenger-RNA

MSH Melanozyten-stimulierendes Hormon

NN Nebenniere

NNM Nebennierenmark

NNR Nebennierenrinde

ORF Open Reading Frame. mRNA-Bereich, aus demlaters wird.
PCR Polymerase Chain Reaction, Polymeraseketteiopak
POMC Pro-Opiomelanocortin

Q-PCR Quantitative-PCR (= Realtime PCR)

RACE Rapid Amplification of cDNA Ends

RAT Rattus norvegicus Airway trypsin-like Protease
RNA Ribonucleic Acid, Ribonukleinséure

RT-PCR Reverse Transcription-PCR

Tryp_SPc Trypsin-like Serinproteasen-Doméane

TTSP Type Two Transmembrane Serine Protease
Y1-Zellen Murine Nebennierenrindenkarzinom-Zellinie
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1. Einleitung

1.1 Die Nebennieren

Die humanen Nebennieren sind paarige endokrine
Drisen. Sie liegen retroperitoneal, cranial der-Nie

renoberpole. Die EinzelgrolRe betragt ca. 5x2x5 cm,
das Gewicht jeweils ca. 8- 10g. GroRe und Gewicht

schwanken aber je nach Alter und Funktionszustand.

Eine Organkapsel aus kollagenem Bindegewebe , _
Abbildung 1.1: Die Nebenniere.

umgibt das Organinnere. Hier laRt sich makrosko- Computertomographisches  Bild
) ) ] ) ) der linken Nebenniere (Pfeil)-
pisch die gelblich-braune Nebennierenrinde (NNR) Aorta, Pk- PankreasyL- V. lienalis, WS-

Wirbelsaule M- Milz.
vom rotbraunen Nebennierenmark (NNM) unter-

scheiden. Entwicklungsgeschichtlich und funktionedindelt es sich bei NNR und
NNM um zwei unterschiedliche Organe: Die NNR enkeit sich aus dem Mesoderm
des Coeloms, das NNM ist ektodermalen Ursprungsgaid auf die Neuralleiste zu-
rick. Deren wesentlicher Bestandteil sind sympeki@sGanglienzellen. Somit kann das
NNM als modifiziertes sympathisches Ganglion béttecwerden, dessen postganglio-
nare Neurone wahrend der Entwicklung ihre Asteorerl haben und zu sezernierenden
NNM-Zellen geworden sind [1, 2].

Nebennieren bzw. nebennierenartige Organe und Gefredet man ubiquitar bei allen

Vertebraten. Vergleichende Studien der einzelnezzi®p sind dadurch maoglich.

1.1.1  Nebennierenrinde

Die NNR gliedert sich in drei Zonen: Die subkapsellZona glomerulosa, darunter die
Zona fasciculata und marknah die Zona reticul&teuptaufgabe der Parenchymzellen

in der NNR ist die Produktion von Steroiden. In d@na glomerulosa werden haupt-

sachlich Mineralokortikoide, vor allem Aldostergrpduziert. Die_Zona fasciculata ist

die breiteste der drei Rindenschichten. lhre Zelidtlen 1 oder 2 Zellen breite Faszi-
kel. Zwischen diesen verlaufen Kapillaren. In derfasciculata findet die Glukokor-
tikoidbildung & Cortisol) statt, zu einem geringen Teil werdenhaGeschlechtshor-

mone gebildet. Die innerste Rindenschicht, die Z@tgularis, verdankt ihren Namen
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dem netzartigen Aussehen. Hier werden die adrefaldnogene (Endprodukt: DHEA)
synthetisiert.

Mit zunehmendem Alter finden Veranderungen an dBiRNstatt. Diese spielen sich
v.a. an den Grenzen von Z. glomerulosa/fascicuataul3eres Transformationsfeld)
sowie zwischen Z. fasciculata/reticularis (= inmefeansformationsfeld) ab. Neugebo-
rene besitzen in Relation zur KorpergrofRe einetrgobl3e NNR. Dies hangt mit der
Existenz einer recht breiten, vorlaufigen ,fetalédNR zusammen, die zwischen der
dinnenendgultigenNNR und dem NNM lokalisiert ist. Mit dem Zeitpun#ter Geburt
bildet sich die fetale Rindenschicht zurliick undeaswvickelt sich die bekannte drei-
schichtige NNR. Bis zur Pubertat Uberwiegt dieaaciculata, ab der Pubertéat gewinnen
auch die ubrigen beiden Schichten deutlich an Gréfieklimakterium verschmalern
sich die Zonae glomerulosa und reticularis wiedewmth in geringem Mal3e auch die Z.
fasciculata. Letztere erscheint nun in der Relatvader prominent.

Unter anhaltendem Strel3 findet eine HypertropHex drei Rindenschichten mit Einla-
gerung von Lipiden statt. Nach Abklingen des Stesst diese Hypertrophie reversibel
[1, 2].

1.1.2 Nebennierenmark

Die Zellen des NNM kénnen als modifizierte, postgamére Neurone aufgefaldt wer-
den. Ein wesentliches Merkmal der NNM-Zellen sirgki®@tgranula in grol3er Anzahl in
Richtung der kapillar-zugewandten Seite. Diese Gemnehmen Dopamin als Vorstufe
auf und bilden mit Hilfe von Enzymen Adrenalin bzMoradrenalin (80% Adrenalin,
20% Noradrenalin). Auf aul3ere Reize hin erfolgtvakrermittelt eine Exozytose der
Sekretgranula.

In den NNM-Zellen lassen sich zahlreiche weiterptile nachweisen, wie z.B. Pro-
Opiomelanocortin (POMCR-Endorphin, Enkephaline, MSH, STH, Substanz Pie.
Fahigkeit, Hormone in Sekretgranula zu speichemterscheidet die Zellen des NNM
von denen der NNR. [1, 2].
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1.2 Funktion der NNR

1.2.1  Steuerung der Hormonsynthese

Die genaue Steuerung der Hormonsynthese ist semplea und bis heute nur zum Tell
verstanden. Eine wesentliche Rolle spielt das Hggsenpeptidhormon Adrenocorti-
cotropin (ACTH). ACTH reguliert in einem komplex&dechselspiel mit Wachstums-
faktoren und lokalen Steuerungshormonen die Sekreter Glucokortikoide und adre-
nalen Androgene sowie zusammen mit Angiotensin-ié dvineralokortikoid-

Biosynthese [3, 4].

1.2.2  Glukokortikoide

Die tagliche Cortisol-Sekretion liegt beim Mensclmvischen 40 und 80 pmol (10- 15
mg) und zeigt eine ausgepragte Tagesrhythmik [i.@ortisolausschittung unterliegt
unter anderem der Kontrolle von ACTH. Es wird mitez Anzahl weiterer Peptide (Li-
potropine, Endorphine und Melanozyten-stimuliereRidemone) aus dem grof3en Vor-
laufermolekil POMC (vgl. Abbildung 1.2) gebildetOMIC wird in vielen Geweben,
einschlie3lich Gehirn, Hypophyse und in den Lymptez synthetisiert. Je nach Ge-
webe werden dann unterschiedliche POMC-Fragmemnzierrsert. Die Freisetzung von
ACTH aus dem Hypophysen-Vorderlappen wird durch @Gasticotropin-Releasing-
Hormon (CRH) gesteuert, welches im Nucleus paraiceraris des Hypothalamus ge-
bildet wird. Neben CRH modulieren unter anderemfokee Cortisolkonzentration im
Plasma, Vasopressin und Zytokine des Immunsysterakt eder indirekt die ACTH-
Ausschuttung [6]. Der Plasmaspiegel von ACTH fagenfalls weitgehend einem Ta-
geszyklus mit einer Spitze kurz vor dem Aufwachen @inem Tiefpunkt vor dem
Schlafengehen. Die biologische Halbwertzeit von AGim Kreislauf betragt weniger
als 10 Minuten und fuhrt innerhalb dieser Zeit uraederem zur Freisetzung von Cor-
tisol aus der NNR.

Zu den physiologischen Wirkungen der Glucokortilor#ihlen, vereinfacht dargestellt,
die Regulation des Proteinstoffwechsels (vorwiegkaibol), des Glukosestoffwech-
sels (blutzuckersteigernd), des Lipidstoffwechs@kttsauremobilisierend) und des

Nukleinséurestoffwechsels. Daneben wirken dieseolsie (wahrscheinlich unter Be-
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einflussung der kleinen BlutgefaRe und der zelandimmunabwehr) entzindungs-

hemmend.

1.2.3  Mineralokortikoide

Bei gesunden Versuchspersonen liegt die durchdbtimét Aldosteronsekretion bei
normaler Salzaufnahme zwischen 0,1 und 0,7 pmol 250 pg) [7]. Aldosteron hat
physiologisch zwei Hauptaufgaben im OrganismusEd ist Hauptregulator des Kali-
umstoffwechsels und steuert 2. das extrazelluldiigskykeitsvolumen. Diese beiden
Wirkungen werden in den Zielgeweben durch Bindungdan Typ-I-Glucokortikoid-
(Mineralokortikoid-) Rezeptor vermittelt.

Drei Hauptmechanismen kontrollieren die Aldostereisetzung: das Renin-

Angiotensin-Aldosteron-System, der Kalium- und A&TH-Serum-Spiegel.

1.2.4  Adrenale Androgene

Das wichtigste von der NNR sezernierte Androgenda$ Dehydroepiandrosteron
(DHEA), sowie dessen£Schwefelsaureester (DHEA-S). 15- 30 mg dieser vetn-
gen, die selbst nur geringe androgene Wirkung zmsjtwerden taglich ausgeschuttet
[7]. lhre Androgenitét ist von der peripheren Korsien zu Testosteron abhangig.

Die Androgene regulieren die Ausbildung der sekvewl&Geschlechtsmerkmale und
kénnen bei Frauen bei gesteigerter Produktion giegBome einer Virilisierung auslo-
sen. Die Freisetzung der NNR-Androgene wird dur@irA (und nicht etwa durch die
Gonadotropine LH bzw. FSH) stimuliert.

1.3 Das Nebennierenwachstum

Die Nebenniere ist auch nach Abschluss ihrer Efdwigy (s.0.) ein dynamisches Or-
gan. Ein konstanter Nachschub von neuen, diffeegteni Zellen erhalt die Funktion
des NNR-Parenchyms aufrecht [8]. Entsprechend iret stéandige Proliferation der
NNR erforderlich, um die Zellen zu ersetzen, dieRahmen des regelmaliigen Zell-
turnovers verloren gehen. Die Mechanismen, durehdi adrenale Mitogenese unter
physiologischen Bedingungen gesteuert wird, simdunvrolistandig verstanden [9]. Ein
genaues Verstandnis ist aber von grol3em Interessalavon ausgegangen werden
kann, dass die pathologische Aktivierung dieser hMesmen (z.B. eine konstitutiv

aktivierte Mitogenese) eine entscheidende RolledférEntstehung von Nebennieren-
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tumoren spielt. Sowohl klassische endokrine Medraan wie auch parakrine, intraad-
renale Prozesse scheinen fur die Homodostase denadn Mitogenese erforderlich zu

sein.

1.3.1 Die Bedeutung von ACTH fur das Nebennierenwac  hstum

In zahlreichen tierexperimentellen Modellen kongézeigt werden, dass die Resektion
der Hypophyse langfristig zur Atrophie der Nebengmefiihrt [10-13]. Gut dokumen-
tiert ist durch experimentelle Studien, aber augtthl klinische Erfahrung, der suppres-
sive Effekt einer chronischen Glucokortikoidthemmuf die NNR. Der Atrophie-
induzierende Effekt der Glucokortikoide wird daleif eine Suppression der Hypotha-
lamus- und Hypophysenfunktion zuriickgefiihrt [14-¥dlerdings wurden auch direkte
inhibitorische Effekte der Glucokortikoide auf dselrenale Zellproliferation vermutet
[17, 18].

Als wichtigster Stimulator des Nebennierenwachstumgde klassischerweise das
ACTH angesehen. Die Gabe von ACTH fuhrt zu eineigétung der Steroidsekretion,
die auch in klinischen Funktionstests genutzt widdrtiber hinaus stimuliert ACTH die
adrenale RNA- und Protein-Synthese [10]. Allerdizgggte sich, dass es sich bei der
Gewichtszunahme der NNR unter ACTH-Stimulation imsentlichen um eine Zak-
pertrophiemit einer Zunahme des Zellvolumens handelt [19, P@e Steigerung der
Zellaktivitat ist mit einer verstarkten Aktivitdtom steroidsynthetisierenden Enzymen
verbunden und somit eher Ausdruck einer Zelldifiererung [21]. Die beobachtete
mitogeneWirkung von ACTH ist hingegen umstritten [9] undrinte auf die damalige
Applikation von hyperphysiologischen Dosen des Hmmm zuriickzufihren sein [22]
oder auch auf Verunreinigungen der verwendetenaktdr Verschiedene Experimente
sprechen namlich dafir, dass ACTH eher hemmendliauZellteilung wirkt: In vitro
und in vivo wurde gezeigt, dass ACTH die Zellpraddtion von NNR-Zellen inhibiert
[18, 23-25] und sogar Apoptose induzieren kann.[P&¢ gleichen Effekte beobachtet
man, bei Zugabe von Derivaten des cAMP oder desnydiyklasenstimulators
Forskolin [26, 27]. Neutralisierende Anti-ACTH-Aktrper fihren zu keiner Inhibie-

rung der Nebennierenproliferation [25].
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1.3.2 Die Rolle des N-terminalen POMC fur das Neben nieren-

wachstum

In-vivo-Untersuchungen an hypophysektomierten Ratteigten keine trophischen Ef-
fekte von 1-76-N-POMC auf die Nebennieren [28]. #die, weit N-terminal gelegene
POMC-Peptide (vglAbbildung 1.2, die diey-MSH-Sequenz nicht mehr enthalten,
zeigten dagegen eine starke mitogene AktivitdtchefNebennieren erwachsener Rat-
ten, sowohl nach Hypophysektomie als auch nach mek@asonbehandlung [15, 16,
25, 29, 30].

1983 untermauerten Lowry et al. [31] diese Beohaun durch Versuche mit Antise-
ren gegen verschiedene POMC-Bestandteile: Extret@riNinale POMC-Peptide zeig-
ten einen deutlichen Einflul auf das GrolRenwachsiemNebenniere, wohingegen
ACTH keinenEffekt hatte. Erstaunlicherweise unterband dietNdigation vony-MSH
das NN-GréRRenwachstum komplett (obw@MSH bereits als eindeutig nicht-mitogen
identifiziert worden war). Nach einer Hypothesesg&tien die kurzen, mitogenen Frag-
mente durch proteolytische Abspaltung aus demyRvisH. Durch die Bindung deg
MSH-Antikorpers an das Vorlaufermolekll konnte dielagerung einer postulierten
Protease verhindert werden, die Abspaltung deréwurZragmente ware dann nicht
maglich.

Fir eine Beteiligung von ProMSH am Nebennierenwachstum spricht auch der drasti
sche Abfall von Pro-MSH bei Schafen in der Fetalzeit (der Zeit, in der Nebennie-
renentwicklung ablauft): Umgekehrt proportional zBmoy-MSH nehmen hier die kur-
zen, N-terminalen Fragmente drastisch zu. Durchsioh von externem PreMSH
kann das Nebennierenwachstum weiter gesteigertendB2].

Die absolute Notwendigkeit von POMC-Peptiden fus debennierenwachstum zeigt

sich auch im kompletten Fehlen der NebenniererP@#C-Knockout-Mausen [33].
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peptid
@ Pro-Opiomelanocortin (POMC)
1 76 112 150 153 241
-26
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") CLIP= Corticotropin-like intermediary peptide

Abbildung 1.2: Das humane Pro-Opiomelanocortin (PONC).

Das humane POMC hat eine Lange von 241 AS und imrdHypothalamus
und einer Reihe anderer Organe exprimiert. Ein &jgptid aus 26 AS ist fur
die korrekte intrazellulare Weiterleitung und digk&tion des Peptids

Met-Enkephalin

verantwortlich. Die einzelnen Peptidhormone werdewebespezifisch durch
posttranslationale Prozessierung freigesetzt.
(Die Zahlen geben die Start- und Endpunkte deredmen Bestandteile wieder.)
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1.3.3 Die Adrenal secretory Protease (AsP)- ein Sch  lUusselprotein

fur das Nebennierenwachstum der Ratte

Fur die Nebennierenproliferation sollen, wie erwiélkarze N-terminale Fragmente des
POMC verantwortlich sein. Diese Fragmente entstetamrscheinlich durch proteoly-
tische Spaltung: Nach Behandlung von 1-76-N-POMGQ@ Tnypsin (einer Serinpro-
tease) konnte eine proliferative Aktivitat in deeldnniere bei erwachsenen Ratten in-
duziert werden [25].

Ein weiteres bekanntes Phdnomen ist das komperssai®@iVachstum der verbliebenen
Rest-Nebenniere bei Ratten nach unilateraler Adiegtamnie. Dieser Effekt 1af3t sich
schon nach 24 Stunden nachweisen. Ein Zusammerzgpighlnervoser/neuraler Me-
chanismen sowie lokal aktiver Proliferationsfaktosmllen hierfir verantwortlich sein
[31]. Bei diesen Proliferationsfaktoren kdonnte e&hsum die N-terminalen POMC-
Fragmente handeln, die z.B. durch eine hochregali®rotease, ahnlich dem o.g.
Trypsin, erzeugt werden. Tatsachlich schwéacht dibezines Serinproteasen-Inhibitors
in vivo das kompensatorische Wachstum der kontralateiddrenniere nach einseiti-
ger Adrenalektomie ab. Dieser Sachverhalt konrgbtmur an Ratten, sondern auch an
Y1-Zellen der Maus (einer murinen NebennierenkanzirZelllinie) in vitro nachge-
wiesen werden.

Die proliferativen N-POMC-Fragmente lassen sichhnim der Blutzirkulation nach-
weisen und entstehen wohl erst lokal am Erfolgsardzie vermutete Protease ware
also direkt in der Nebenniere zu suchen.

Es wurde versucht, die postulierte Protease ineRdtiebennierenextrakten nachzuwei-
sen. Da man annahm, es handele sich wie Trypsieioe Serinprotease, fihrte man
PCR-Analysen mit Primern fir die hochkonservieré¢ak/tische Triade der Serinpro-
teasen durch. Es konnte neben zwei bereits bekar8dganproteasen eine zu diesem
Zeitpunkt unbekannte Serinprotease identifiziertd wequenziert werden. Erste Se-
guenzanalysen hatten eine sekretorische Signalse@azeigt, was zur Namensgebung
LAdrenal secretory Protease” (AsP) fuhrte [34].

Die Lokalisation der AsP in der Nebenniere konnidels In-situ-Hybridisierung auf
die NNR eingegrenzt werden, genauer den Bereiclschen Z. glomerulosa und Z.
fasciculata, der vermuteten Proliferationszone Mebenniere. Immunhistochemisch

wurde eine postsekretorische MembranstandigkeitAsih nachgewiesen.
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Zellkulturversuche mit der Y1-Zelllinie der Mausdb@tigten AsP als gesuchte Protease
und Proy-MSH als zugehdriges Substrat.

1.3.4  Charakterisierung des ,Adrenoproliferins”

Das adrenale Mitogen ,,Adrenoproliferin“, das duk$P gemald der Modellvorstellung
aus N-terminalem POMC abgespalten werden sollpanotd dem N-terminalen Ende
des POMC. Wie man nachweisen konnte, sind mehrae¥achiedlich lange Fragmen-
te des N-terminalen POMC geeignet, als Adrenomolif zu fungieren. In der AS-
Sequenz des N-POMC befindet sich an Position 48M4§/Lys) eine sogdibasische
Cleavage Sitewelche bekanntermal3en von Serinproteasen fagdrisird. Eine Affi-
nitat von AsP zu dieser Stelle konnte nachgewiegerden. Physiologischerweise er-
folgt die Spaltung jedoch zu einem weit héherenefiran Position 52/53 (Val/Met),
wie massenspektrometrische Untersuchungen zeigten.

Eine Arbeit von Ross et al. [32] konnte klaren,sdas48-N-POMC mitogemaktiv ist
wohingegen das 1-52-N-POMC die naturlicherweiseogah aktive Form darstellen
soll.

Unsere Arbeitsgruppe fand heraus, dass die mitogé&igenschaften des N-POMC
weit N-terminal lokalisiert sind: Als kirzestmddiies mitogen aktives N-POMC konn-
ten wir 1-28-N-POMC identifizieren. [35]. Essentiglr die Funktionalitat ist dabei die
korrekte Lage von zwei Disulfidbriicken [36]: So ssinthetisched4-28-N-POMC im
Vergleich zupurifiziertem 1-28-N-POMC deutlich weniger potent [37]. Ursachliist
die falsche Disulfidbriickenstruktur des synthetestiPeptids. Das korrekte Peptid ent-
halt 4 Cysteine an den Positionen 2, 8, 20 undv&f;he in vivo zwei Disulfidbriicken
an Position 8/20 und 2/24 ausbilden [38, 3®bljildung 1.3. Diese Konfiguration ist
phylogenetisch hochkonserviert und findet sich anctten Sequenzen anderer Spezies
wieder [39].

Die Schwierigkeiten in der Synthese von 1-28-N-POM@ die zunehmend fehlende
Verfugbarkeit von Hypophysenextrakten nach MarKt#irung von synthetischem
Wachstumshormon hatten dazu gefuhrt, dass die Baugwon Pro-MSH fur die
adrenale Mitogenese uber lange Zeit nicht weitégeddart wurde.

Nachdem das 1-28-N-POMC heute aber korrekt symsiketiwerden kann, laf3t sich

damit der postulierte signifikante Wachstumsansiiegnterschiedlichen Nebennieren-
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zellmodellen herbeiftihren. Die Bezeichnung von IN2NBOMC als ,,Adrenoproliferin”
erscheint damit gerechtfertigt [35].

Abbildung 1.3: 1-28-N-POMC (,Adrenoproliferin“). Die korrekte Anordnung der Disulfidbriicken ist
eingezeichnet.

1.3.5 Modell fur die Interaktion von POMC und Neben nieren-

wachstum

Ein Modell fur die Interaktion von POMC und Nebesm@nwachstum kénnte folgen-
dermal3en aussehen: In den corticotropen Zelletdgpophyse wird POMC syntheti-

siert. Nach posttranslationaler Prozessierung wirigr anderem ACTH sezerniert. Die-
ses wirkt Gber den bekannten ACTH-Rezeptor (MC-2:RJ induziert Uber Stimulie-

rung des cAMP-Protein-Kinase-A-Transduktionswegas &teigerung der Steroidbio-
synthese. Parallel wird aber auch 1-76-N-POMC arsHypophyse freigesetzt. Wie
gezeigt werden konnte, spaltet bei der Ratte di¢ higrvon das mitogen aktive ,,Ad-

renoproliferin“ ab, welches lUber einen noch unbekam Rezeptor die Zellteilung ver-
mittelt.

Mit dem Adrenoproliferin und der Protease stiinde Niebenniere ein potentes Mittel
zur Autoregulation zur Verfigung. Unabhangig voim&ti Gber die Hypothalamus-

Hypophysen-Achse kénnte sie selbst EinfluR aufWrachstum nehmen. In weiterer
Konsequenz ware hier auch an einen Zusammenhangemilebennierentumorgenese
zu denken.

Es waren mit diesem Modell aber auch einige weiteteressante klinische Beobach-
tungen erklarbar: So zeigen Nebennieren-InzidemteJobei welchen sich eine leicht

vermehrte Cortisolsekretion nachweisen 1aRt, endicherweise im Verlauf oft keine
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weitere Grofenzunahme. Diese relativ haufig anffatrée Konstellation liel3e sich nun
dadurch erklaren, dass bei diesen Tumoren die ene&drenale Protease konstitutiv
Uberexprimiert ist und die Tumorzellen damit eindiachstumsvorsprung gegeniber
den gesunden Nebennierenzellen besitzen. Bevomdatentalom aufgrund einer ge-
steigerten Cortisolsekretion ein manifestes CusBipgdrom auslosen kann, wird die
hypophysédre POMC-Synthese supprimiert, womit diell@ufir 1-76-N-POMC ver-

siegt und der entscheidende Wachstumsstimulusefirtidimor entfiele. Das Ergebnis

ware ein Nebennierentumor stabiler GroRe bei snisklhem Cushing-Syndrom.

1.4 Tumordse Veranderungen der Nebennierenrinde

Die Tumoren der NNR kdnnen unterteilt werderfunktionell-bedingte hyperplastische
Veranderungen und iachteParenchymneoplasien. Letztere werden primar naehn ih
Dignitat in Adenome und Karzinome mit jeweils ustiedlicher Hormonsyntheseak-
tivitat eingeteilt.

Die klinische Symptomatilcortisol-produzierender Tumoren kann unter dem Bild
desCushing-Syndromsusammengefal3t werden (u.a. zentripetale Fettsdiehfusbil-
dung des sog. ,Mondgesichts”, Glukoseintoleranmtigichdruck und Striae rubrae dis-
tensae).

Als Ursache fiir den Cortisolexzess kommen in Frags: kortikotrophe Hypophysen-
Adenom (= M. Cushing; 70 %), das NNR-Adenom (7,5 #@s NNR-Karzinom (7,5
%) und ektop ACTH-bildende Tumoren (15 %). Die mlistand haufigste Ursache
eines Cushing-Syndroms ist dagegen die iatrogemabv&ichung von Steroiden, die

sich klinisch kaum von den adrenalen Cushing-Fororgarscheiden a3t [40].

Aldosteron-produzierende Tumorenimponieren klinisch klassischerweise durch Hy-
pokalidmie und Hypertonie. In den letzten Jahramfien aber erkannt, dass die Hypo-
kalidmie ein Spatsymptom ist und die meisten Ptdreeine normokaliamische Ver-
laufsform haben. Der primare Hyperaldosteronismus wals Conn-Syndronbezeich-
net.

Androgen-bildende Tumoren filhren zu einem Androgen-Uberschuss (u.a. Testoste-
ron, DHEA,...). Klinische Symptome sind z.B. Hirsutiss und Virilisierung.

11
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1.4.1 Das Nebennierenrindenadenom

Benigne Adenome der NNR sind nach dem 50. Lebensgdditiv haufige, meist zufal-

lig entdeckte Tumoren mit einer Pravalenz von (4%4-% [41, 42]. Entsprechend ihrer
endokrinen Aktivitat unterteilt man diese TumorenQortisol-, Aldosteron- und And-

rogen-produzierende sowie endokrin-inaktive Adenobieer die Atiologie dieser Tu-

moren ist mit Ausnahme von Adenomen, die im Rahmsetener familiar gehaufter

Syndrome auftreten, wenig bekannt.

Die Pravalenz endokrin-inaktiver Adenome der NNRins Zeitalter moderner Bildge-

bungsverfahren vermeintlich deutlich angestiegesh macht 80 % aller zufallig gefun-
denen Nebennierenraumforderungen (,Inzidentaloraa¥) [43, 44]. Die Mehrzahl die-

ser Raumforderungen weist einen Durchmesser vongereals 2 cm auf. Eine rein

histologische Unterscheidung von den endokitivenAdenomen ist nicht moglich.

1.4.2 Das Nebennierenrindenkarzinom

Das NNR-Karzinom ist mit einer jahrlichen Inzidevan 1-2 pro 1 Million Einwohner
ein seltener maligner Tumor mit einer ungunstigaomgRose [45] [46]. Die 5-
Jahresiiberlebensrate liegt bei etwa 50%. Im Stathubetragt das mediane Uberleben
ca. 12 Monate. Das Karzinom kann in jedem Altettratén, es gibt jedoch zwei Er-
krankungsgipfel: das Kindesalter und die 5./6. [iekddie Pathogenese ist noch weit-
gehend unklar.

Klinisch sind Hormontberschuss-bedingte Symptonieefiid, z.B. Cushing-Syndrom
oder Hyperandrogenamie. Endokrin inaktive Karzinagim@ern sich erst durch die zu-
nehmende Raumforderung. Zum Zeitpunkt der Erstdisgrnaben 30% bereits meta-
stasiert (lymphatisch, pulmonal und hepatischeselt ossar).

Die Diagnostik und das Staging erfolgt mittels ®RT oder 18-FDG-PET. Ein wich-
tiger Malignitatsmarker ist die TumorgroRe: Ubeerd gilt der Tumor bis zum Beweis
des Gegenteils als maligne.

Die Therapie der Wahl ist bei Malignomverdacht @reglichst RO-)Resektion. Da das
Hormonprofil fir das weitere Procedere essenti]lsollte praoperativ unbedingt eine
Hormondiagnostik erfolgen. Angesichts der hohenidte@ate empfiehlt sich eine ad-
juvante Chemotherapie mit MitotanBei fortgeschrittener Erkrankung werden Mitota-
ne+ EDC (Etoposid, Doxorubicin, Cisplatin) oder dMéne + Streptozotocin eingesetzt.

12



1. Einleitung

Auch wenn keine Heilung der Patienten moglichsstlte unbedingt der Hormonexzess
kontrolliert werden. Neben Mitotane stehen hiesférschiedene Inhibitoren der Stero-
idbiosynthese zur Verfugung.

Ein Problem in der Therapie des NNR-Karzinoms t&téfinge Zeit die sehr diinne Stu-
dienlage dar. Erst in den letzten Jahren wurdenrenelvielversprechende Projekte be-
gonnen- u.a. die FIRM-ACT-Studiedie SIRAC-Studieoder das Deutsche Nebennie-
renkarzinom-Register (NKR)[45, 47]

! First InternationalRandomized trial in locally advanced aMletastaticAdrenocorticalCarcinoma
Treatment

2 Sutinib | n RefractoryAdrenocorticalCarcinoma patients; Einsatz eines Tyrosinkinasebitdris
 www.nebennierenkarzinom.de
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1.5 Die Fragestellung dieser Arbeit

Da das Verstandnis der Regulation des Nebenniedrsttans von fundamentaler Be-
deutung fur das Verstandnis der Entwicklung, PHggie und Pathophysiologie der
Nebenniere ist, ist das Ziel der Arbeit, die Stangrdes Nebennierenwachstums besser
zu verstehen.

Ausgehend von den Beobachtungen zum kompensatenisblebennierenwachstum
nach unilateraler Adrenalektomie bei der Rattetsallie Ubertragbarkeit dieser Er-
kenntnisse auf die Regulation des menschlichen mNebeenwachstums untersucht
werden. Im Mittelpunkt stand hierbei der Nachwess titumanen und murinen Homo-
logs fur die bei der Ratte entdeckte Adrenal secyeProtease (AsP), welche nach den
Untersuchungen von Bicknell et al. [34, 48] aus-PMSH ein adrenales Mitogen ge-

neriert.

Daraus ergeben sich folgende wesentliche Fragestrigen fur diese Arbeit:

1. Gibt es ein humanes Homolog der Ratten-Proteas@ BsBitzt die Maus eben-
falls ein entsprechendes Homolog?

2. Wie ist das Gen dieser Protease bei Mensch, Matdifatte aufgebaut und gibt
es Spezies-spezifische Unterschiede?

3. Wie ist die Gewebeexpression der Proteasen beilidgigenannten Spezies?

4. Gibt es eine Interaktion der humanen Protease enit Nebennierenwachstum?

5. Besteht ein Zusammenhang zwischen der Expressiomudeanen Protease und

der Entwicklung der unterschiedlichen Nebennieramdren beim Menschen?
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2. Material und Methoden

2.1 Tiere

Erwachsene mannliche CI>-Mause und WISTAR-Ratten wurden von Charles River
Breeding Laboratories (Sulzfeld, Deutschland) ebgar Die Tiere wurden unter Stan-
dardlaborbedingungen mit einem 12-Stunden hell-dlidkklus gehalten. Es wurden
alle Anstrengungen unternommen, die Anzahl der tigiety Tiere sowie deren Strel3
madglichst gering zu halten. Alle Ablaufe wurden Imaten anerkannten Standards der

Tierpflege durchgefihrt.

2.2 Menschliches Gewebe

Fiur die Gewebeuntersuchungen kamen chirurgischeaRai® von Patienten zum Ein-
satz, die eine Adrenalektomie erhalten hatten. Rid¢ienten waren Uber die weitere
Verwendung aufgeklart und hatten ihr schriftlich&isverstandnis gegeben. Die Zu-
stimmung der Ethikkommission der Universitat Winzpliegt vor.

Unmittelbar nach der Resektion erfolgte die Einfagg der Gewebeproben bei -80°C.
Folgende Tumorproben wurden untersucht: 15 NNR-Aden (5 aldosteronproduzie-
rende, 5 cortisolproduzierende und 5 hormoninakfidenome), 2 NNR-Hyperplasien
(ein Patient mit Cushingsyndrom und ein Patientekibpem ACTH-Syndrom), 5 be-
nigne Phaochromozytome und 9 NNR-Karzinome (siehieafg,Tabelle 6.1S. 73. In
allen Fallen ist die klinische Diagnose histopadiggdch gesichert. Als Kontrollgewebe
wurden normale Nebennieren von 5 PatientenNig@tertumoren verwendet, bei denen
die (tumorfreien) Nebennieren im Rahmen der Nepbrale mitentfernt worden wa-

ren.

2.3 RNA-Proben

RNA-Extraktionen (s.u.) aus Mensch-, Maus- und &eagéwebe erfolgten mit dem
TRIzol®-Verfahren (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) odgem Oligotex™:-
Verfahren (Qiage® Hilden, Deutschland).

Kommerziell erworbene RNA-Proben waren: Gesamt-RMA humaner Nebenniere,

Trachea, Lunge, Niere, Herz, Plazenta, Ruckennfatdlem Gehirn, adultem Gehirn,
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Kleinhirn, fetaler Leber, adulter Leber, Hoden, fata, Magen, Dunndarm, Kolon und
Harnblase (BD Clontech, Heidelberg, Deutschlanddsa@nt-RNA der humanen Ne-
bennierenrinde und des Osophagus (von Ambion, Cabik) Gesamt-RNA von hu-
maner Zunge (von Stratagene, Amsterdam, Niederjamtd Gesamt-RNA von huma-
ner fetaler Nebenniere (von BioCat, Heidelberg, tBehland). Zuséatzlich wurde Ge-
samt-RNA der humanen NNR-Karzinomzelllinie NCI-h28&rahiert. FUr die Analyse
von NN-Tumorgewebe diente die kommerziell erworbétrebe von BD Clontech

(Heidelberg, Deutschland) als Referenz.

2.4 Allgemeines zum Arbeiten mit RNA

Beim Arbeiten mit RNA muss stets an die Gefahr @Bg\-Abbaus durch sodRNAsen
gedacht werden. Mdgliche Kontaminationsquellen sirad die Haut bzw. dort anséassi-
ge Bakterien, aber auch kontaminierte Instrumedudie.die Kontaminationsgefahr mog-
lichst gering zu halten, wurde mit puderfreien Ealinandschuhen gearbeitet. Die Ver-
arbeitung der Proben erfolgte in sterilen, RNAsein Einmal-Plastikartikeln. Auf die
Sauberkeit von Instrumenten wurde grof3er Wert geleg die Gefahr von Verunreini-
gungen und Querkontamination zu vermeiden. Glaswame durch Erhitzen auf 150°C
Uber 4 Stunden RNAse-frei gemacht werden. Plasidehrwerden 10 min in 0,5 M
NaOH eingelegt, gut abgespult (DEP®Wasser) und anschlieBend autoklaviert. Auch
die Behandlung mit pO,-L6sung ist moglich.

Beim Verarbeiten des zu extrahierenden Zellmateriaurde eine mdglichst
schnelle Weiterverarbeitung angestrebt, mit dent die Zellen méglichst schnell zu
lysieren, denn sowohl beim TRIZalals auch beim Oligotex™-Verfahren kommen
dann Reagenzien zum Einsatz, die die RNAsen inakéin (das chaotrope Guanidini-
um-Isothiocyanat (GIT), welches die Zellen lysiend die Proteine von den Nuklein-
sauren trennt (TRIz8}Verfahren) odeB-Mercaptoethanol, das effizient die RNAsen

denaturiert (Oligotex™-Verfahren)).

“ Diethylpyrocarbonat. Das Agens inhibiert RNAsarversibel.
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2.5 RNA-Extraktionen

2.5.1 Gesamt-RNA-Extraktion mit dem TRIzol ®-Verfahren

Prinzip

TRIzol® (Invitrogen™, Karlsruhe) ist eine monophasige liisaus Phenol und Guani-
din-Isothiocyanat. Es stellt eine Weiterentwicklunder Single-Step RNA-
Extraktionsmethode von Chomczynski und Sacchi [#8] TRIzof bewahrt die RNA
wéahrend der Homogenisation oder Lyse der Gewebsprolwohingegen Zellen und
Zellkomponenten zerstort bzw. aufgeldst werden. iigabe von Chloroform mit an-
schlielBender Zentrifugation trennt die Losung imeevalirige und eine organische Pha-
se. Die RNA verbleibt ausschlielich in der walmighase. Diese Phase wird mehrfach
gewaschen, bevor die Prazipitation der RNA mit tepglalkohol erfolgt. Falls erfor-
derlich, kdnnen aus der verbleibenden wéalrigen éhaschlieliend in sequentieller

Préazipitation noch DNA oder Proteine extrahiert aheer.

Ein Vorteil des TRIzdl-Verfahrens ist die einfache Handhabbarkeit, besaniin Hin-
blick auf die parallele Verarbeitung vieler Einzelpen.

Da das TRIzdl-Verfahren am Ende Gesamt-RNA (also mRNA inklusiRéNA und
tRNA) liefert, muss u.U. noch eine Aufreinigung zmBit dem Oligotex™-Verfahrén

erfolgen. Dies ist aber nur selten erforderlicB,. hei RACE-Analysen.

Ablauf
Alle Arbeitsschritte wurden gemall dem vom Herstellergegebenen Standardproto-
koll ausgefuhrt unter Beachtung der o.g. Regeln RMAse-freien Arbeiten und der

besonderen ArbeitsschutzmafRnahmen zum Umgang mistiek atzenden TRIZal

2.5.2 mRNA-Extraktion mit dem Qiagen ®-Oligotex™-Verfahren

Das Qiagefi-Oligotex™-Verfahren zur mRNA-Extraktion macht siafie Poly-
Adenylierung der eukaryontischen mRNA zunutze, dliech einen poly-A-Schwanz
aus 20- 250 Adenosinresten von rRNA und tRNA d#fesierbar ist. An die Adeno-

® Oligotex™-Handbook, Ausgabe 7/99, S.21 ff., ,Otio™ mRNA Batch Protokoll*
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sinsequenz kann ein poly-dT-Anker hybridisierendén Vergangenheit wurde dies u.a.
durch Oligo-dT-Zellulose realisiert, was aber aabgie Wasch- und Aufarbeitungs-
schritte erforderlich machte. Beim QiaeBystem werden 1,1um groRRe Polystyren-
Latex-Partikel als Trager fir deTso-Oligonukleotide verwendet. Die Verbindung mit
dem Trager-Latex (,Oligotex™’) wird durch eine Kartsationsreaktion herbeigefihrt
und macht sie relativ stabil gegentiber Hitze, &kaken Einwirkungen und Formamid.
Die so gebundenen Oligonukleotide hybridisiererldal mit dem poly-A-Ende der
MRNAs. Die mRNA-Oligotex™-Komplexe verbleiben nadentrifugation in einer
speziellen Filtermembran. Nach 1- 2 Reinigungsserikann die Hybridisierung bei
70°C und Anderung des chemischen Milieus (Zugabe Elotionspuffer) gelost wer-
den. Die Oligotex™-Partikel verbleiben im Filteie caufgereinigten mRNAs befinden
sich im Eluat.

Bei der Durchfuhrung des Verfahrens hielten wir @amsdie vorgegebenen Arbeits-
schritte im Protokofides Herstellers.

2.6 DNA-Isolation aus Blut

Einige Analysen (z.B. Southern Blots) erfordern gyarsche DNA. Diese extrahierten
wir aus dem Zellkern von Leukozyten mittels dem ,/M®kolation Kit for Mammalian
Blood"’.

Prinzip

Das Verfahren der Firma Roche basiert auf der @&éparvon Leukozyten durch be-
vorzugte Lyse von Erythrozyten. Danach werden igebgvart eines stark anionischen
Losungsmittels die verbliebenen Leukozyten lysiertl die Proteine durch Dehydrata-
tion und Prazipitation entfernt. Die aufgereinid®®A wird danach in ethanolischer

Préazipitation ausgefallt.

® Oligotex™-Handbook, Ausgabe 7/99, S. 53ff. ,Oligot™ Direct mMRNA Protocol For Isolation of
Poly-A"™-mRNA from Animal Tissues*
" Cat. No. 1 667 327, Roche Molecular Biochemidsllannheim, Deutschland
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Ablauf

Es wurden 10 ml Blut eingesetzt, die beste Ausbgetang mit moglichst frischem
Blut. Das Blut sollte ungerinnbar gemacht wordem ¢e.B. mit Heparin, Citrat oder
EDTA).

Die weiteren Arbeitsschritte erfolgten gemaR derngetieferten Protokdfl
2.7 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Prinzip

Die Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain tkead®CR), wurde erstmals in
den 1970er Jahren in einem norwegischen Labor ¢hisoh erdacht, aber zunachst
nicht weiterverfolgt. Entwickelt wurde das Verfahrerst 1985 von Kary Mullis (USA)
[50]. Kleinste Mengen von DNA kdénnen nachgewiesenden, durch Modifikation des
Verfahrens aber u.a. auch RNA (s.u.). In einer éwetaktion wird die gesuchte Zielse-
quenz millionenfach amplifiziert und ist in dies&onzentration nachgeschalteten

Nachweisverfahren (z.B. Gelelektrophorese, s 2.8 gut zuganglich.

2.7.1 Die PCR-Reaktion

Eine PCR-Reaktion verlauft prinzipiell in 3 Scheitt Denaturierung Annealingund
Extension

Das Basis-Reaktionsmix beinhaltet die sog. Prinfmmw@ard und reverse) (s.u.), die 4
Desoxyribonukleinsauretriphosphate (,dNTPS’) inraichender Menge, die Template-
DNA sowie eine hitzestabile DNA-Polymerase. Die Rmesmsgemische werden in
Microtubes pipettiert und zur Reaktion in den $8GR-Cyclerverbracht. Dieses Gerat
steuert durch Anderung der Reaktionstemperaturifgwi entsprechenden Reaktions-
phasen. Die PCRs im Rahmen dieser Arbeit wurdetgnieils in einem Mastercycler
gradienf (Firma Eppendorf, Hamburg, Deutschland) durchgefiih

Im folgenden werden die ablaufenden Reaktionsmesimem naher erlauterfabelle
2.1 zeigt den schematischen Reaktionsablalbildung 2.1dient zur Illustration der

Vorgange auf molekularer Ebene.

8 Version 1, August 1999
® Kary Mullis: Nobelpreis fiir Chemie 1993, fiir diat#icklung der PCR.
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| Reaktionsschritt I Temperatur | Zeitdauer
() |Reverse Transkription (s.u.) 50°C 30 min
Il {Inaktivierung der RT-Reaktion und o .
Aktivierung der PCR-Reaktion 95°C 15 min
i Cycling (25- 40 Zyklen):
- Denaturierung 94°C 30- 60 sek
- Annealing 65°C’ 30- 60 sek
- Extension 72°C 60 sek
IV |Finale Extension 72°C 10 min

" siehe unten: abhangig vom verwendeten Primer

Tabelle 2.1: Reaktionsschritte einer PCR bzw. RT-PR. Das ,Basisprotokoll* der PCR umfalit die
Schritte 1l- IV. Die RT-PCR wird weiter unten ertéu. Bei ihr ist die sogReverse Transkriptionorge-
schaltet.

Denaturierung

Ublicherweise liegt DNA als Doppelstrangmolekiil v&ine Neusynthese von DNA
kann jedoch nur an Einzelstrangen stattfinden.Adigrennung in Einzelstrange erfolgt
bei der PCR durch Erhitzen auf ca. 94°C fur etwaird. (In vivo geschieht dies in der
Zelle mit entsprechenden Enzymen.)

Annealing
Die Primer lagern sich an ihre komplementaren 2mlenzen der DNA-Einzelstrange.

Der Schritt dauert ca. 1 min.

Extension

Die Extension oder DNA-Synthese beginnt an den &mnund wird enzymatisch von
DNA-Polymerasen ausgefiihrt. Sehr haufig wird beRBGlie sog.Tag-Polymerase
(, Thermusaquaticus“-Polymerase) verwendet. Sie stammt urspidingus thermophi-
len Bakterien in geothermalen Quellen und ist Isiizleil. Die Polymerasen ,normaler”
eukaryontischer Zellen oder die des Menschen eigidnnicht fir PCRs, weil sie den
notwendigen Denaturierungsschritt mit Temperatwem fast 100°C nicht Gberstehen
wirden. Das Reaktionsoptimum der Taqg-Polymerasen liei ca. 70°C.

Die DNA-Neusynthese erfolgt immer stromabwarts Bomach 3'. Dauer der Extensi-

on: ca. 1 min.
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Weiterer Ablauf

Eine ,Standard-PCR" beinhaltet 20-40 Zyklen aus &@enerung, Annealing und Ex-
tension. In jedem Zyklus dienen die zuvor neusyigiggten DNA-Molekile bereits
selbst als Matrizen, an denen sich Primer anlagémen. Die Anzahl der Kopien
wachst damit (theoretisch) exponentiell mit jedeyklds (nachn Zyklen 2' Kopien).

Die Auswertung von PCR-Analysen erfolgt Ublicherseein einer anschlielBenden Aga-
rose-Gelelektrophorese (sieAbs. 2.9: Die vielfach amplifizierten Kopien der Zielse-
quenz bilden hier eine solide Bande. Bei spezidiemgestellungen (z.B. Sequenzana-
lysen) kann diese Bande ausgeschnitten werden wmedSequenzierung (siehbs.
2.12 der DNA-Kopien erfolgen.

Primer

Entscheidend fir eine effektive PCR ist die Koriginn der Primer. Da®rimerpaar

flankiert die Zielsequenz in der Ausgangs-DNA.

Primer sind einzelstrangige Oligonukleotide vonimpterweise 18- 30 Nukleotiden

Lange und einem G/C-Gehalt von 40- 60%. Beim Prilegign missen mehrere Fakto-

ren beachtet werden:

- Primersequenz: Der 5-Primer (,forward-Primer®) besteht aus ddemtischen Ab-
folge der Nukleotide am 5’-Ende der Zielsequenz,3idrimer (,reverse-Primer*)
muss revers-komplementar zum 3’-Ende der Sequetena

- Die Schmelztemperatur (T,,) des konstruierten Primers. Sie errechnet sich-ndhe
rungsweise nach der Formel:

Tm= 2°C x (A+T) + 4°C x (G+CYf
Die Schmelztemperaturen beider Einzelprimer solttieht zu weit auseinander lie-
gen.

- Annealingtemperatur: Sie liegt optimalerweise ca. 5°C unter der der Primer.
Bei komplexen Versuchsreihen sollte die optimaleéalingtemperatur im Vorfeld
in einer sogGradienten-PCRexakt ermittelt werden!

%1m Internet verfiigbare Tools errechnen nach Eirgidr Primersequenz die zu erwartenge T
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2.7.2  Praktische Durchfiihrung

PCR-Analysen fithrten wir mit dem QiageRCR Core Kit (Qiagéh Hilden, Deutsch-
land, Cat. No. 201223) durch. RT-PCRs mit dem Oee®RT-PCR-Kit der Firma Qi-
ageff (Cat. No. 210212). Es wurde nach den mitgeliefefeotokollen gearbeitet-
grundsatzlich kamen die ,Q-Solution“-Protokdfiezum Einsatz. Hierdurch lieR sich

stets eine bessere Ausbeute erzielen (eigene \Wdrgtiaten liegen vor).

« Ermitteln der optimalen Annealingtemperatur mitfeliéines Gradienten-Cyclers.

«  Extra-Zugabe von M.

«  Einsatz von sogQ-Solutiort* bei Qiagen-Systemen

« Einsatz optimaler Primer (L&dnge, GC-Gehalt, Schteeiperatur, ...).

* Veranderung der Zyklenzahl (Cave: je mehr Zyklezstd mehr Hintergrundamplifikation!)
+  Touchdown-PCR

Info. Optimierungsmdglichkeiten bei PCRs.

Abbildung 2.1: Schematischer Ablauf einer PCR.A - Die (doppelstrangige) Ausgangs-DNA. Der
Plusstrang ist weil3, der Minusstrang schwarz déetie® — Erster Zyklus der PCR-Reaktion. Alle Ein-
zelschritte sind dargestellt. Die Primer tragen sthachbrettartiges Muster. Die Amplifikation egfol
stromabwarts in 5 3’- Richtung (siehe Pfeilspitzen an den neu geldd Strangen). Die neu gebilde-
ten Strange sind schwarz bzw. weil gepunkiet.Farbgebung der Einzelstrange wurde jeweilsllara
Abbildungsteilen beibehalten, um ihren Weg nachigilbar zu macherC — Resultat des 2. PCR-
Zyklus. Zur besseren Ubersichtlichkeit wurde awf Biarstellung der Einzelschritte verzichtet: Siedsi
analog zum ersten Zyklus. AuRerdem wurden ledigiah im vorigen Zyklusneu gebildeten DNA-
Stranghélften weiter dargesteld.— Stand nach dem 3. Zyklus. Auch hier sind nurinli€ neu gebilde-
ten Strange weiterverfolgt. Wenngleich auch did¢liken, in B und C dargestellten urspriinglichen-Ei
zelstrange weiterhin mitamplifiziert werden- alliexgs nimmt ihre Anzahl nuinear zu. Demgegenuber
liegen ab dem 3. Zyklus DNA-Fragmente vor, die aidén Enden von Primern begrenzt sind. Ihre An-
zahl steigt theoretisoéxponentielund betragt so nach n Zyklen rechneristh 2

" Das ,Q-Solution“-Additiv soll das Schmelzverhaltesn Nukleinséuren positiv beeinflussen.

12 Bei der Touchdown-PCR wird mit Annealingtemperatuoberhalb der Schmelztemperatur der Primer
begonnen, die Temperatur wird dann in den folgerntidden schrittweise in den Bereich der normaler-
weise Ublichen Annealingtemperatur gesenkt. Hiedduwwerden anfangs die hochspezifischen Primer-
Template-Bindungen gegeniber unspezifischen Binglurigpvorzugt, was zu einer Erhéhung der Aus-
beute der gesuchten Zielsequenz fuhrt.
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2.7.3 Weitere PCR Anwendungen

Es existieren zahlreiche Modifikationen des PCRi&sfahrens. Die in dieser Arbeit

eingesetzten Verfahren sollen hier kurz vorgestadiiden:

RT-PCR

Der RT-PCR kam in der vorliegenden Arbeit eine mdatBedeutung zu. Durch Analy-
se der mRNAs einer Zelle erhdlt man einen Einbligk/che Genom-Abschnitte von
der Zelle tatsachlich genutzt werden. Denn nur ediBdNA-Abschnitte werden in
MRNAs transkribiert und danach in Proteine trarestat

Die RT (Reverse Transkriptase)-PCR dient dem NashwanRNAZielsequenzen. Die
in einer Probe enthaltenen RNAs werden vorab dertiiReverse-Transkriptase-Enzym
in DNA umgeschrieben und kdnnen danach mit denrogka Werkzeugen der PCR
analysiert werden.

Wir benutzten das ,OneStep, one tube“-Verfahrenfiiena Qiagefi. Bei ,One tube*-
Verfahren erfolgen alle Reaktionen in einem einzigeibe. Bei ,,OneStep“-Verfahren
sind keine Zwischenschritte (z.B. Umpipettierenjwendig. Alle Reagenzien werden
in das Tube vorgelegt, im Cycler erfolgt die Reaktohne weitere Unterbrechung. (Bei
Two Step/ Two Tube-Verfahren erfolgt zunachst devése Transkription, aus dem
Produkt wird ein zweites Reaktionsmix pipettiertf sem die PCR ausgefuhrt wird.)
One-Step/One-Tube-Verfahren bieten methodisch-pedyeringere Kontaminations-
und Fehlerraten, auch entfallen Verluste durchtziisbe Pipettierschritte. Eigene Ver-
gleichsstudien bestatigten eine hohe Ausbeute enit @DneStep, one tube“-Verfahren.
Die entsprechenden Ergebnisse aus einem Verglestinerer Hersteller und Verfahren
sind am Ende dieses Kapit¢sseheAbs. 2.7.% kurz zusammengestellt.

Im Qiagerf-Kit kommt ein Enzym-Mix aus zwei Reversen Trangtasen zum Einsatz:
Die OmniscriptV-RT ist fir RNA-Mengen > 50 ng optimiert, die Sestsipt -RT hat
ihr Optimum bei kleineren RNA-Mengen. Somit ist, Hersteller, ein Einsatzbereich
von 1 pg bis 2 pg RNA-Menge abgedeckt. Bei uns®&PCRs setzten wir i.d.R. 500
ng Gesamt-RNA ein.

Die Reversen Transkriptasen kehren, vereinfachyeddellt, den physiologischen Pro-

zel3 der Transkription um, die in einer Probe vodeamen RNAs werden (unselektiv) in
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cDNAs ,revers transkribiert’ und kdnnen danach Bdsnplates einer PCR dienen. Erst
die PCR ist dann hochspezifisch fur die gesuchéés&quenz.

Die Reverse Transkription erfolgt beim QiafeBystem tiber ca. 30 min bei einem
Temperaturoptimum von 50°C. Fur die anschlieBen@® Puss eine Anderung des
Reaktionsmilieus vollzogen werden- beim Qidg&ferfahren geschieht dies durch An-
heben der Reaktionstemperatur auf 95°C fur 15 rdierbei werden die Reversen
Transkriptasen inaktiviert und zugleich die Hot$tag™-DNA-Polymerase aktiviert.
AulRerdem erhoht der Zwischenschritt die Spezifdétch Losen unspezifisch erfolgten
Annealings.

Die weiteren Reaktionsschritte entsprechen derdararP CR-Reaktion (s.0.)

2.7.4 Q-PCR oder Realtime-PCR

Die urspriingliche PCR ist enualitativesVerfahren, das z.B Aufschlul3 dartber gibt,
ob eine Zielsequenz in einer Probe vorhanden igt. kann anhand der Starke einer
Bande im Agarosegelemi-quantitativabgeschéatzt werden, ob die Zielsequenz in hoher
oder niedriger Konzentration in einer Probe votliddit einer Modifikation der PCR,
der sog. Q-(quantitativen) PCR (auch ,Realtime-P@Bfannt), ist es moglich, quanti-
tative Aussagen Uber eine Zielsequenz zu erhalerbei wird mittels Fluoreszenz
oder radioaktiver Markierung in Echtzeit (,Realtithevahrend der Reaktion die An-
zahl der Kopien detektiert und gegen einen Standanchalisiert.

Wir fihrten die Realtime-PCR mit kommerziell erhiélien HAT- und 18s-spezifischen
FAM-dye-gelabelten TagMan MGB-Sonden (Assays on &&inGene Expression Pro-
ducts; Applied Biosystems, Foster City, CA, USAdufagMan Universal MasterMix
(Applied Biosystems) aus. Jede Reaktion hatte @luren von 25 pl und wurde in
einem Dreifach-Ansatz ausgefihrt. Es wurden 25Gagamt-RNA fur die Gewebeex-
pressions-Analysen eingesetzt und bis zu 500 ndi&iAnalyse der unterschiedlichen
Nebennierengewebe. Die vom Hersteller empfohlengatirig-Parameter wurden tber-
nommen (2 min 50°C, 10 min 95°C, 50 Zyklen mit 1957C und 1 min/ 60°C). Als
Cycler kam ein iCycler Thermocycler (BioRad, Munch®eutschland) zum Einsatz
und die Ergebnisse wurden mit der Software ,iCyd@Real Time Detection System’
ausgewertet. Die Expressionshohe jeder Variantelevdurch Vergleich mit Standard-
kurven bestimmt, welche durch eine Vierfach-DilageSerie mit humaner Trachea-

cDNA (Becton Dickinson) erstellt wurden. Als endogekontrolle wurde eine Quanti-
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fizierung mit 18s in separaten Tubes gefuhrt. Algebnisse wurden gegen die 18s-

Expression normalisiert.

2.7.5 Exkurs: Vergleich verschiedener RT-PCR-Kits

Die RT-PCR stellt ein zentrales Verfahren dieseneftrdar. Vielfaltige Systeme und
Kits sind erhaltlich und so standen wir zu Begion ger Frage, welches System das am
besten geeignete sei. Im folgenden eine kurze Zusanfassung der Ergebnisse.
Wichtige Auswabhlkriterien waren Ausbeute, Handhabund Kontaminationsméglich-
keiten. Sowohl One-Step- als auch Two-Step-Verfakeenen zum Einsatz.

Wir fuhrten mit jedem Kit 2 Reaktionen durch: Zuhéceine Amplifikation des Hous-
ekeeping-Genp-Actin. In einer 2. Reaktion kam ein Primerpaardig RAT2-Sequenz
zum Einsatz, mit dem spater auch unsere Untersgemuerfolgen sollten. Als Proben-

material dienten mRNA-Extrakte zweier Ratten-Neleram.

2.7.6  Die Kits und Reaktionen im Uberblick

Getestete RT-PCR-Kits
« Qiager? One-step-RT-PCR-Kit@iager?, Hilden, Deutschland
« PerkinElmef GeneAmp™, Two-Step-VerfahrgRerkinElmer, Rodgau-Jiigesheim, Deutsch-

land)
e Roch& Titan™ RT-PCR-Kit, One-Step-VerfahreRdche, Mannheim, Deutschlgnd

« Lifetec® One-Step-RT-PCR-KitL(fetec/ Invitrogen, Karlsruhe, Deutschlgnd
Lifetec® Two-Step-RT-PCR-Kitl(ifetec/ Invitrogen, Karlsruhe, Deutschlgnd

Wir hielten uns bei allen Systemen an die vom jégen Hersteller mitgelieferten Pro-
tokolle. Die Reaktionen wurden in einem MasterCyG8eadient (Fa. Eppendorf, Ham-
burg, Deutschland) durchgefuhrt.

Die RT-PCR-Reaktionen waren bei allen 5 Systememekb abgelaufen BEActin-
Positivkontrollen sowie die Negativkontrollen warenwandfrei). Wir erhielten jedoch
lediglich bei Qiagefi und Lifete® Two-Step ein RAT2-Signal (sielfbbildung 2.2.
Bei Lifete® nur in einer der beiden RAT2-Spuren, bei Qidgkegt das Signal in bei-

den Positivspuren sehr deutlich vor.
Fazit: Das QiageftOne-step-Verfahren ist sehr einfach zu handhalveh liefert in

unserem Vergleich auch die beste Ausbeute. Wirtdahdeshalb die RT-PCRs dieser

Arbeit mit diesem Verfahren durch.
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2.7.7 Ergebnis
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Abbildung 2.2: Vergleich von finf verschiedenen komnerziell erhaltlichen RT-PCR-Systemen.
Als Proben wurden 2 verschiedene (A/B) Ratten-Nalsgangewebe verwendet, als Primer kam ein
RAT2-Primer sowie zur Kontrolle eiprActin-Primer zum Einsatz. Mit jedem Kit wurde eiRAT2-
Positiv- und Negativkontrolle (ohne Reverse Traipgkse) gecycelt sowie eine eirfeActin-
Positivkontrolle. Alle Systeme haben funktionierhdu ergaben jeweils eine kraftigB-Actin-
Amplifikation. Grol3e Unterschiede gab es hingebenden RAT2-PCRs, bei denen nur 2 Hersteller
verwertbare Reaktionsprodukte erzeugten (weil3defpfei

2.8 Agarose-Gelelektrophorese

Die Endprodukte von PCRs, RNA-Extraktionen u.a. dewr auf ein 1,5%iges, ethidi-
umbromidhaltiges Agarosegel aufgetragen. Es kamaaddisibliche Loading-Dyes und
Marker zum Einsatz. Im Gleichspannungsfeld wurde @amisch aus Nukleinsauren
nach Grol3e und Ladung in verschiedene Banden asifget Die Ergebnisse wurden
unter UV-Licht sichtbar gemacht und mit einf@anon-PowerShot-G1-Kamer@oku-

mentiert.

2.9 Rapid Amplification of cDNA Ends (‘RACE’)

Viele molekularbiologische Analysen von Genen ureh®gionen setzen die genaue
Kenntnis der kompletten cDNA-Sequenz eines Gem&rdbenregion voraus. Aus ei-
nem nur zum Teil bekannten Sequenzabschnitt katielsnjRACE" die Sequenz kom-

plett bis zum 5’- und/ oder 3'-Ende amplifiziert mlen. In einem Folgeschritt ist es

madglich, die komplette cDNA zu klonieren (durch Zosmenfliigen der beiden Teilstu-
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cke aus 5’- und 3'-RACE an einer Restriktionsstelder durch End-zu-End-PCR, be-
ginnend am neu entschlisselten 5’-Ende).

In der vorliegenden Arbeit verwendeten wir das SMAR® RACE cDNA Amplifica-
tion Kit (BD Clontech, Heidelberg, Deutschland) umdlten uns bei der Durchfiihrung
an das mitgelieferte Protokoll des Herstellers. Blelauf soll hier kurz umrissen wer-
den:

2.9.1 Ablauf einer RACE

GSP Oligo-(dT)-Primer
(3'-RACE) (incl. SMART™-Sequenz)
, S <= ,
5 AAAAA 3
5 GGG <
SMART™- G'SP Poly-A*-Template-RNA
Oligonukleotid (5"-RACE)

Erststrang 3'-RACE

< ]
5 s GGG AAAAA 3’
ccc'! 15
SMART™-Oligonukleotid
hat hvbridisiert
Erststrang 3'-RACE
3 15’
S mmm— GGG AAAAA 3’
3 ICCC I 15’

Erststrang 5'-RACE

Abbildung 2.3: RACE: Mechanismus der SMART™-cDNA-Syithesé®. Die Erststrangsynthese fiir
die 3'-RACE wird mit einem modifizierten Oligo(dBrimer gestartet, welcher die SMART ™-Sequenz
beinhaltet. Sie lauft bis zum ,Gen-spezifischeneri‘ (GSP). Die 5’-RACE beginnt an einem GSP und
lauft bis zum Ende der RNA-Vorlage. Dort fugt did Relbstdndig einige dC-Reste ein, an die das
SMART ™-Oligonukleotid hybridisiert. Nach einefMemplate Switchingibertrdgt die RT dann die
SMART ™-Sequenz an das Ende der neuen cDNA.

13 Switching M echanismAt 5’ end ofRNA Transcript

4 Nach: BD Clontech ,SMART™ RACE cDNA AmplificatioKit User Manual“, Cat.-No. K1811-1,
Ausgabe: 5.01.2001
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Die RACE basiert auf den Mechanismen der PCR. diltgys ist bei der RACE nwgine
flankierende Sequenz bekannt, das kontralaterade &ird durch die RACE ermittelt.
Unser Ausgangsmaterial war Gesamt-RNA, aus demitirdem Qiagefi Oligotex™
Direct mRNA-Kit zunachst Poly-ARNA generierten, was die Effizienz des Verfahrens
deutlich steigert. Mit 0,5ug dieser Poly-RNA erfolgte die ,Erststrangsynthese*, bei
der die RNA in ,RACE-taugliche” cDNA umgeschriebeird. Man unterscheidet zwi-
schen einer 5’- und einer 3'- RACE. Die Reaktiorst Erststrangsynthese weichen
geringfugig voneinander ab:

Die Herstellung des Erststrangs fir BieRACE (siehe

Abbildung 2.3) erfordert eine besondere Funktionalitdt der ReerTranskriptase
(RT). Beim RACE-System von Clontech wird die reeemfanskription von der Po-
werScriptM-MMLV Reversen Transkriptase (ibernommen. Ein Gesetiischer Primer
(,GSP")*, der sich innerhalb der bereits bekannten Seqghefizdet, bildet den Tran-
skriptionsstartpunkt. Die Reverse Transkriptiomokytf nun_stromaufwérts in & 5'-
Richtung. Eine spezielle Funktionalitat der Power#&"-Reversen Transkriptase ge-
neriert am 5’-Ende der Sequenz einen Primer-Andaickp Dieterminale Transferase-
Aktivitat, sowie die SogSMART ™-TechnologieSobald die RT das 5-Ende der Vorla-
ge erreicht, werden selbstandig 3- 5 dC-Reste aggefAn diese kann das im Reakti-
onsmix enthaltene SMART™-Oligonukleotid hybridigar (poly-G-Schwanz). Jetzt
vollzieht die PowerScript™-RT ein so§iemplate-Switchingd.h., sie benutzt nun das
neu hybridisierte SMART ™-Oligonukleotid als Temglatnd hangt dessen Sequenz an
das Ende der cDNA an. Das Resultat der 5’-RACEsHestgsynthese ist also eine
cDNA, die an beiden Enden eine bekannte Sequemg: tAin 5-Ende die GSP-
Sequenz, am 3'-Ende die SMART™-Sequenz.

Bei der3’-RACE gestaltet sich die Erststrangsynthese etwas diefabie verwendete
poly-A*-RNA tragt am 3’-Ende eine bekannte Sequenz: déyxAb-Schwanz. An ihm
kann mit einem Oligo-dT-Primer (der zusatzlich adola SMART™-Sequenz beinhal-
tet) auf einfache Weise die RT gestartet werdem Bredpunkt bildet ein GSP inner-
halb der bekannten Sequenz (siehe

Abbildung 2.3).

!> Die Sequenzen der GSPs sindabelle 6.3m Anhang(S. 74)dargestellt. Die Universalprimer fiir die
SMART ™-Sequenz sind im RACE-Kit enthalten.
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Der zweite Teil der RACE-Reaktion gleicht eik@nventionelleiPCR. Die cDNAs der
Erststrangsynthese tragen zwei bekannte flankier&edjuenzen, die als Andockstellen
fur Primer fungieretf (sieheAbs. 2.13.

2.10 Southern Blot

2.10.1 Prinzip

Der Southern Blot weist mittels sog. Sonden (innfFeon DNA, RNA oder Plasmiden)
eine DNA-Zielsequenz in einer Ausgangs-DNA qualitaind semiquantitativ nach.
Die Sonden hybridisieren dabei an die komplement®blA-Sequenzabschnitte der

auf eine Tragermembran geblotteten Ausgangs-DNA.

Schematischer Ablauf:

Die Ausgangs-DNA wird zunachst in einem Restriksierdau in Teilsticke aufgespal-
tet und dann gelelektrophoretisch aufgetrennt.cdig@ifolgenden Schritte muss die DNA
auf einer Nylonmembran dauerhaft fixiert werdenedain Vorgang nennt man ,Blot-
ten”. Hierzu wird eine Nylonmembran auf das Agagedegelegt. Durch Kapillarkraft
wird nun Pufferldsung aus einer Vorratswanne d@ehund Membran in einen Stapel
saugfahiger Tucher gesogen. Die Nukleinsduren wesdean die Membranoberflache
transportiert und heften sich dort an. Eine ans@ehde kurze Bestrahlung der Memb-
ran mit UV-Licht (254 nm) sorgt dafur, dass sich kieiner Teil der DNA-Basen mit
den positiv geladenen Aminogruppen der Nylonmembebindet, und die DNA irre-
versibel fixiert bleibt (sogCrosslinking.

Die so immobilisierten DNA-Fragmente werden angfb#nd mit einer markierten
(,gelabelten”) Sondénybridisiert Gelabelte Sonden tragen ein funktionelles Molgkl
das sie mittels Radioaktivitat, Chemilumineszeneraglf enzymatischer Ebene detek-
tierbar macht. Qualitativ bzw. semiquantitativ etkeman dann, ob und wo eine Hyb-
ridisierung stattgefunden hat.

Um die geblotteten DNAs mit verschiedenen Sondderaachen zu kénnen, missen

Nylonmembranen nach erfolgter Auswertung ,gestfipgerden. Die hybridisierten

6 Anm.: Keine cDNA-Synthesemethode kann eine 100%stémdige cDNA garantieren. Wird Wert auf
grétmdgliche Genauigkeit gelegt, sollten, vor rallbei 5’-RACES, jeweils 5- 10 Proben parallel se-
quenziert und verglichen werden.
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Sonden werden dabei wieder gelost und die Membrémeinden Ausgangs-DNAS)
stehen fir weitere Hybridisierungen bereit.

2.10.2 Spezifikationen unserer Southern Blots

Der Restriktionsverdau erfolgte in drei parallefemsatzen mit den Enzymen ,Dra I,
»9Sp I und ,Xba I*. Sie schneiden die DNA des Mehsn und der Nager in Fragmente
von ca. 1000- 4000 bp Lange (Man beachte: keirlssfallte die DNA-Zielsequenz,
hier also die HAT- oder RAT-Region, eine Schnittetdélir das eingesetzte Restrikti-
onsenzym bietenf).

Das Labeling der (RNA-)Sonden erfolgte mittels ,Dl@beling®, bei dem die DIG
(Digoxigenin)-Gruppe angehangt wird. Sie stellteginuniversellen Andockpunkt* dar,
an den je nach gewinschter Detektionsmethode (Rlddiaéat, Chemolumineszenz,
enzymatisch,...) wiederum ein entsprechendes Fursttiofekil gekoppelt (Antigen-
Antikorper-Reaktion) wird. In dieser Arbeit kam dgIG RNA Labeling Kit (SP6/
T7)™ zum Einsatz, da unsere Zielsequenzen in einemO @Masmid (s.u.) mit vira-
lem Promotor (SP6, T7) vorlagen. Wir hielten unslaa mitgelieferte Protokoll.

Die Hybridisierung erfolgte in DIG-EasyHyb-Lésulg Vorgehen nach Herstellerpro-
tokoll.

Detektiert wurde mit dem CSPD-Verfahréh Es handelt sich um ei@hemolumines-
zenz-VerfahrenCSPD wird von Alkalischer Phospatase dephospletyind in ein
metastabiles Phenolat-Anion tberfiihrt. Beim Zedadses Anions wird Licht mit einer
maximalen Wellenlange von 477 nm emittiert. Die lun@szenz halt fir mindestens 48
Stunden an und kann in dieser Zeit mit spezielletektoren (z.B. Lumi-Imager) oder
auch mit einem Rontgenfilm festgehalten werden. Beéchtungszeit liegt bei 15- 25

min.

" Im Internet verfiigbare Softwaretools zeigen z.&mEingabe einer Sequenz alle enthaltenen Schnitt-
stellen fir bestimmte Enzyme an.

'8 Cat. No. 1 175 025, Roche Molecular Biochemidslannheim, Deutschland

19 Cat.-No.: 1 603 558, Roche Molecular Biochemicklannheim, Deutschland

20 CSPD, ready to use, Cat.-No. 1 755 633, Roche ddtde Biochemicals, Mannheim, Deutschland
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2.11 Immunhistochemie

Wir verwendeten einen polyklonalen Kaninchen-Antge€r gegen die AS 23-47
(,DQDTENVLTQECGARPDLITLSEER?") des vollstandig translatierten Produkts
von RAT2 [34]. Sowohl die kurze als auch die lang@form enthalten dieses Peptid.
Aul3erdem ist es zu 100% konserviert zwischen Mausk Ratte. Der Antikorper er-
kennt also die AT-Isoformen in beiden Spezies.

Longitudinale Gefrierschnitte (10um) von Maus- uRdttenembryonen, von Maus-
Zunge und -Osophagus wurden bei ZimmertemperaSituden mit 3%igem norma-
lem Ziegenserum in 0,5X PAT (1X NaCl{,A% Albumin, 0,5% Triton X-100) ge-
blockt und anschlieBend tiber Nacht bei 4°C mit ARAT2-IgG (10pg*ut* in 0,5X
PAT) inkubiert. Nach 3maligem Waschen mit NagGliRurden die Schnitte fur 2 h bei
Raumtemperatur mit einem Cy2 (Cyanin 2-OSu bisfionkt)-konjugierten affinitats-
gereinigten Ziegen-Anti-Kaninchen IgG (1:50; Rocida Gilbertsville, PA) in 0,5X
PAT inkubiert. Nach intensivem Waschen Betrachtdag Schnitte unter einem Fluo-
reszenzmikroskop (Leica, Solms, Deutschland), Fakoohentation mittels Pixera-
Kamera. Die Spezifitdt der MAT-Immunreaktion wurdigrch Weglassen des priméren
Antikorpers und durch Verwendung des o0.g. Pepisi8Bcking-Peptid verifiziert. Wir
inkubierten 100ug Peptid mit MAT-Antikdrper (1:50) einem Gesamtvolumen von
500ul fur 2 h bei Raumtemperatur vor der Applikateuf die Schnitte.

2.12 Sequenzierung von DNA

Bei unseren Untersuchungen lagen DNA-Proben nawr &iICR oder RACE gelelekt-
rophoretisch getrennt vor. Die interessierende Bamuld ausgeschnitten und in einer
Millipore-S&ulé? durch Zentrifugation vom Gel extrahiert. Nach etlischer Fallung
(sieheTabelle 2.2 und Trocknen ist die Probe ,versandfertig”. Digemtliche Sequen-

zierung erfolgte in einem kommerziellen Labor.

2L Der Antikérper wurde uns freundlicherweise zur filgung gestellt von Andrew Bicknell, University
of Reading.
22 Ultrafree®-DA, Cat.-No. 42600, Millipore-Corp., &sborn, Deutschland
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2. Material und Methoden

Ethanolische Fallung

20 pl gelésteDNA (z.B. aus Millipore oder MiniPrep)

2 pl 3M NaAc (= 1/10 Probenvolumen)
40 pl 100% EtOH (= 2x Probenvolumen)

Tabelle 2.2: Ansatz zur ethanolischen Fallungon Plasmiden u.a. Nukleinsauren

2.13 Klonierung von DNA

Die Klonierung von DNA erfolgte mit dem TOBOA Clonind® Kit?%. Die zu verviel-
faltigende Sequenz wird hiebei in den Vektor ,JAIRFOPO™ (sieheAbbildung 2.4
eingebaut. Wir hielten uns an das mitgeliefertedkall.

Die Vektoren werden in einer sagber-Nacht-Kulturauf bakterieller Ebene vervielfal-
tigt und danach in einer soliniPrep®* extrahiert. Die TOP®-Plasmide liegen danach
in walriger Lésung vor. Vor der endglltigen Einlagey sollten die Proben einer Qua-
litatskontrollé® unterzogen werden, denn ein Teil der Ansatze firkeiner verwert-
baren DNA!

TOPO®

l Cloning Site

Abbildung 2.4: Schematischer Aufbau des

pCR®II-TOPO ®-Vektors.

An der TOPG Cloning Site werden die zu
vervielfaltigenden  Produkte einkloniert.

Nach: TOPG-Cloning-Kit-Manual, S. 11.

3 Cat.-No. K4650-01, Invitrogen, Paisley, UK

24 QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagéh Hilden, Deutschland)

% Eine kleine Probenmenge wird z.B. mit EcoRI vetdaiierbei wird die einklonierte DNA-Sequenz
aus dem TOP®Vektor herausgeschnitten und kann einer Agarodel@erophorese zugefiihrt werden.
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3. Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1 Isolation und Sequenzanalyse der cDNA-Klone von RAT,
MAT und HAT

Ausgehend von der bereits verdffentlichten cDNA«&asw der Adrenal secretory Pro-
tease (AsP) der Ratte, suchten wir u.a. miB&l8STnin der Public-Domain-Datenbank
GenBank™ nach ahnlichen Sequenzen im Genom der Ratte meheren Spezies. Wir
erhielten einen ESf-Klon, der aus Lungengewebe der Maus isoliert worser
(dbEST BF143606sowie weitere genomische Sequenzen der Maugueild des Men-
schen, welche der Ratten-AsP sehr &hnlich sindhDieane Sequenz (Human Airway
Trypsin-like Protease, ,HAT’) und das zugehérigetein des EST-Klons der Maus
wiesen eine hohe Homologie auf. Mit der AsP zeidteiule eine starke Ahnlichkeit im
C-Terminus.

In Analogie zu HAT bezeichneten wir das vom EST+Kbter Maus codierte Protein als
»Mus musculusAirway Trypsin-like Protease 1* (MAT1). ,1“, weiks nach unserer
Hypothese bei der Maus eine lange, HAT-artige IS0fMAT1), sowie eine kurze,
AsP-artige Isoform (MAT2, siehe unten) gibt. Digsgrechenden Sequenzen der Ratte
wurden mit RAT1 und RAT2 (=AsP) bezeichnet.

Die weiteren Untersuchungen erfolgten jeweils nNi®Raus Trachea (dort war die lan-
ge Isoform HAT ursprtinglich isoliert worden, [51]ihd Nebenniere (hier hatte man die

kurze Isoform AsP isoliert [34]).

3.1.1 Identifizierung von zwei AT-Isoformen

Aus Gesamt-RNA von Mensch, Maus und Ratte wurdeRACE-AnalyseR’ die 5'-
und 3’-Enden der AT-Isoformen identifiziert, dieraderstellung von spezifischen Pri-
mern fuhrten. Mittels PCR erfolgte die Amplifikatioder vollstindigen cDNA-
SequenzenAbbildung 3.1zeigt exemplarisch das Agarose-Gel der 5’-RACE hian

maner Trachea. (Zur Kontrolle wurden 3 Ansatze ®itverschiedenen Primern

% ExpressedSequencél ag
%" Primer: siehe Anhang\bs. 6.1S. 73 1
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3. Ergebnisse

(sieheTabelle 3.} parallel durchgefthrt.)

M HATd HATc HATe C Abbildung 3.1: Ergebnis der 5-RACE von
humaner Trachea mit 3 verschiedenen Pri-
mern und einem Kontrollprimer.

M: 100bp-Marker. HATc-e: Resultate der 3
verschiedenen 5'-RACEs. Bei HATd und ¢ sind
aulBer der Hauptbande auch Nebenbanden er-
kennbar.C: im Kit enthaltener Kontrollprimer.
Die Haupt- und Nebenbanden wurden sequenziert
und daraus die komplette 5’-terminale Sequenz
rekonstruiert.

Ansatz ’ 5-Primer | 3’-Primer

1 Universalprimer aus Kit HATc
2 Universalprimer aus Kit HATd
3 Universalprimer aus Kit HATe
4 Universalprimer aus Kit|  mitgelieferter Kontroliprer

Tabelle 3.1: Primer der 5’-RACE-Analyse von humanerfTrachea.

Nachdem die kompletten Sequenzen der AT-Isoforn@n Mensch, Maus und Ratte
nun vorlagen, zeigte sich, dass das AT-Gen von MadsRatte jeweils flr eine lange
und eine kurze Isoform kodiert. Dlange Isoformentspricht dem schon beim Men-
schen beschriebenen HAT, dierze Isofornder von der Arbeitsgruppe um Phil Lowry
in Ratten-Nebennieren entdeckten AsP [34]. Beim $dban fanden wir nur die lange
Isoform. Insgesamt konnten bei den drei untersucBjgezies damit 5 AT-Isoformen
identifiziert werden.

Die Sequenzen der neuen cDNA-Klone MAT1, 2 und RAWurden inGenBankM
publiziert (vgl. auch Anhang,abelle 6.2S. 73.

3.2 Analyse der AT-DNA und -mRNA

Die Unterschiede der langen und kurzen Isoformerdeveim folgenden am Beispiel
von HAT und RAT dargestellt.

3.2.1  Vergleich der AT-Isoformen auf DNA-Ebene (Sou thern Blot)

Die Frage, ob es sich bei HAT und RAT um Speziez#igche Isoformen handelt (bei

denen die eine nur beim Menschen, die andere riutdoeRatte zu finden ist), unter-
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3. Ergebnisse

suchten wir mit Southern Blots. Zum Einsatz kamekTHund RAT-Sonden am ge-
blotteten Genom von Mensch und Ratte.

Die zum Southern Blotting benétigten DNAs wurders &lutproben (vgl. Abs. 2.6)
mehrerer Probanden sowie mehrerer Ratten gewomierSonden synthetisierten wir
aus Plasmiden von HAT und RAT2 unserer Plasmid-BBxm DNAs von Mensch und
Ratte wurden nebeneinander auf die Tragermembralottet, dann in getrennten Ex-
perimenten zuerst mit der humanen, anschlielendeniBonde der Ratte hybridisiert.

Die Ergebnisse sind iAbbildung 3.2dargestellt. Es bestétigt sich, dass die Hybedisi
rungen nur Spezies-spezifisch stattfinden, also AT an die menschliche DNA und
RAT nur an die Ratten-DNA.

A B
Mensch Mensch Ratte

M 1 2 3 1 2 3 C- C+

Abbildung 3.2: Gegenuberstellung zweier Southern Bits. A: Hybridisierung mit der HAT-Sond&:
Hybridisierung mit der RAT-Sond&1- Markerspur. DieSpuren 1- 3sind jeweils humane bzw. Ratten-
DNA, welche mit unterschiedlichen Restriktionsengynverdaut wurdel- Eco RI,2- BamHI, 3- Xba.

Die Hauptbanden sind mit weiBen Pfeilen marki€@+: Positivkontrolle,C-: Negativkontrolle. Die
HAT-Sonde hybridisiert spezifisch an humane DNAs BiAT-Sonde nur an Ratten-DNA. In den einge-
kreisten Bereichen finden sich keine Hybridisiersimanden. (Abgebildet sind zwei verschiedene Memb-
ranen. Die Banden (mit Pfeilen markiert) sind inmgbral besser zu erkennen, kénnen aber in den Foto-
grafien dennoch gut nachvollzogen werden.)

3.2.2 Vergleich der AT-Isoformen auf mMRNA-Ebene (RT -PCR)

Um die auf DNA-Ebene dargestellte Speziesspezifigit ATs auch auf Ebene der
MRNAS zu verifizieren, benutzten wir eine RT-PCRa&igie. Die Zielsequenz der Rat-

tenprimer wurde dabei bewul3t in den C-terminalerei8b gelegt, der bei kurzer und

36



3. Ergebnisse

langer Isoform von RAT identisch ist, um die Spe&ifnicht von vornherein metho-
disch einzuschréanken. Auch die HAT-Primer wurdendén C-terminalen Bereich ge-
wahlt.

Wir stellten RNAs von humaner Nebenniere und vortdRaNebenniere gegentber.
Das HAT-spezifische Primerpaar (HATf/ HATg, siehehrang,Tabelle 6.3S. 74 soll-

te ein erwartetes Fragment von 624bp Lange amiplién. Die korrekte Lage der HAT-
Primer in der RNA wurde im Vorfeld durch einen BLAS ergleich belegt.

Die Auswertung der Agarose-Gele zeigte in den hwnafroben deutliche Banden,
wohingegen HAT bei der Ratten-RNA erwartungsgeneifliekBande ergab (sieldd-
bildung 3.3. In analoger Weise untersuchten wir nun die Esgiosn von RAT. Es ka-
men die beiden o0.g. Gesamt-RNAs zum Einsatz. DaweRvaar war nun RAT-
spezifisch mit einem erwarteten Fragment von 396lgs Ergebnis stellte sich wie er-
wartet spiegelbildlich zur ersten Versuchsanordndag Die humanen Spuren blieben
negativ, wohingegen die Ratten-RNA ein deutlichagn& zeigte. Die p-Actin-

Positivkontrollen (nicht abgebildet) waren bei allanalysen jeweils einwandfrei.

A 1 (reg) 2 (neg) R
500 bp —
B 1 (neg) 2 (neg) R (neg)

500 bp —»
396 bp —»

Abbildung 3.3: Spezies-spezifische Expression derTAMRNAs in Mensch und Ratte. RT-PCR-
Untersuchungen mit Gesamt-RNAs von drei Gewellerhumane Nebenniere (Firma Clont&gh2-
humane Nebenniere (eigene ExtraktioR), Ratten-Nebenniere(neg)’ zeigt jeweils die zugehérigen
NegativkontrollenM einen 1000-kb-MarkeA: Einsatz eines HAT-spezifischen Primerpaares (d¢ei&
Fragmentlénge: 624bp): Es sind nur bei den hum&neben Banden erkennb&:. Dieselbe Anordnung
unter Verwendung eines RAT-spezifischen Primergagewartete Fragmentlange: 396 bp). Hier stellt
sich nur in der Rattenprobe eine Bande dar.
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3. Ergebnisse

3.3 Organisation des AT-Gens

Mit Hilfe der im Internet zugénglichen Gensequenaed der Ergebnisse unserer Expe-
rimente a3t sich die Lage der AT-Gene im Genom Mamsch, Maus und Ratte wie

folgt charakterisieren:

3.3.1 Ratte

Das RAT-Gen der Ratte liegt auf dem kurzen Arm himromosom 14 an Position
14p21. (Contig,NW_047424 [gi:34876954]“in Entre?). Es wird vom Plus-Strang
codiert, umspannt 61.992 bp und ist eines von &E@ bislang verzeichneten Genen
auf Chromosom 14. In der naheren Umgebung von Régeh unter anderem Gene fur
mehrere UDP-Glucuronosyltransferasen, fur einencidgfaktor und einen GnRH-
Rezeptor. Das RAT-Gen selbst umfasst 10 Exons uimir@ns (siehe Anhang\bbil-
dung 6.3 S. 7§. Die lange Isoform (RAT1) wird von allen 10 Exormdiert, die kurze
(RAT?2) lediglich von den 5 Exons 6- 10. Ein altdimer Transkriptionsstartpunkt, 58
bp upstream der Exon/Intron-Grenze von Exon 6 gelegrmoglicht die Expression

der zweiten, kurzen Isoform.

14p22
14p2l =
] ﬂ 14pll
2

14qll
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I ——
1T ——
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1
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Abbildung 3.4: Lage von RAT im Rattengenom.Rechts schematisierte Vergrof3erung von Chromo-
som 14.
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3. Ergebnisse

3.3.2 Maus

Das MAT-Gen der Maus liegt auf dem langen Arm vdiwdinosom 5 an Position E1.
Es umspannt 71.180bp, wird vom Minus-Strang codied beinhaltet 10 Exons und 9
Introns (siehe Anhandibbildung 6.4, S. 773. Analog zu RAT ermdoglicht ein alternati-
ver Transkriptionsstartpunkt die Expression vonsBfdrmen- der langen (MAT1,

Exons 1- 10) und der kurzen (MAT2, Exons 6- 10).

Auf Chromosom 5 der Maus sind bislang rund 2.00@e3@kannt. Im naheren Umfeld
des MAT-Gens (LOC231382) sind etliche weitere Gbeschrieben, u.a. flr einen
GnRH-Rezeptor, zwei UDP-Glucuronosyltransferased amen unserem MAT-Gen

ahnlichen EST-Klon (LOC194597). Das Vorliegen d&TEIlons deutet bei der Maus

auf eine Genduplikation hin.
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Abbildung 3.5: Lage von MAT im Mausgenom.Rechts schematisierte VergréRerung von Chromo-
som 5.
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3.3.3 Mensch

Das Gen der humanen Airway trypsin-like Proteaegtliauf dem langen Arm von
Chromosom 4 an Position 4913.3. (Contig NT_0227%8.Das HAT-Gen wird vom
Minus-Strang codiert und umspannt 61.840bp. Hienthalten sind 10 Exons und 9
Introns (siehe Anhandibbildung 6.2,S. 75. Beim Menschen existiert nur eine (lange)
Isoform. Diese besteht aus 10 Exons.

Insgesamt befinden sich auf Chromosom 4 des Mensehel 1.100 Gene. In der un-

mittelbaren Nachbarschaft des HAT-Gens liegt daSOEGen, das ebenfalls zur Fa-
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3. Ergebnisse

milie der Serinproteasen gehort. Es weist die gkiExon/Intron-Struktur wie HAT

auf, wie bei einer Genduplikation.
416
Fpl54+ 3
Hit GI=:

| |
| i

42153 e
4321
4922
i
4923
1
. s

Abbildung 3.6: Lage von HAT im menschlichen GenomRechts schematisierte VergréRerung von
Chromosom 4.
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3.4 Charakterisierung der AT-Isoformen

Die korrespondierenden kurzen/langen Isoformerederelnen Spezies sind von Gréle

und Molekulargewicht nahezu identisch (sidlabelle 3.2:

Isoform Lange der mRNA | Bereich des ORF auf | GroRRe des ORF | Molekulargewicht

NE MRNA [AS] [kDa]
HAT 1500 Pos. 62- 1318 418 46,27
MAT1 2043 Pos. 15- 1268 417 46,23
RAT1 1683 Pos. 247- 1500 417 46,30
MAT2 1626 Pos. 23- 862 279 30,60
RAT2 1045 Pos. 32- 871 279 30,53

Tabelle 3.2: Charakteristika der einzelnen Isoforme.

Abbildung 3.7: Gegeniberstellung der AS-Sequenzened AT-Isoformen. Die Hinterlegungen brin-
gen den Grad der iibereinstimmenden AS zum AusdSEN-= in allen Isoformen identisch, grau=
starke Ahnlichkeit). In der jeweils untersten Zédeder Konsensgrad noch einmal dargestellt: (ien-
tisch, (:) = starke Ahnlichkeit, (.) = schwache Aibnkeit. Die Signalpeptide der beiden kurzen Isefo
men sind unterstrichen.

Die AS der katalytischen Triade (4§ Asp?’, Sef®® sind eingerahmt und zusatzlich mit Pfeileh) (
versehen. Die wichtigen Strukturdomanen sind injdereils obersten Zeile verzeichnet (Zytoplasmati-
sche Doméne (1- 20), Transmembrandomane (21-41A-CREndne (44- 164) und Trypsin-like-
Serinproteasen-Domaéne (187- 417)).
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3. Ergebnisse

Auf AS-Ebene zeigen didagerlsoformen eine hohe Ahnlichkeit: ca. 838lkommen
identische AS (funktionelBhnliche AS: 95%). Stellt man den Nager-Isoformen das
menschliche HAT gegenuber, ergeben sich immer nack6%vollkommendentische
AS (@hnlicheAS: rd. 83%) (vgl.Tabelle 3.3. (Das strukturverwandte DESC1-Protein,
in derselben Genregion wie HAT gelegen, hat miseie 37% identische AS).

RAT1 MAT?2

pun T

(*): 88,5%
(:): 94,2%

////////////////////////////////

Tabelle 3.3: Prozentuale Ahnlichkeit der AT-Isoformen (nach Anzahl der jeweiligen AS an der Ge-
samtzahl). (*) = identisch, (:) = starke AhnlichkeDie Nager-lsoformen zeigen untereinander jeweils
eine sehr hohe Ahnlichkeit, aber auch zwischen Ntensnd Nagerisoformen besteht ein hoher Ver-
wandtschaftsgrad.

3.4.1 Fehlen der kurzen AT-Isoform im Menschen

Um das Fehlen einer kurzen AT-Isoform im Mensché&hen aufzuklaren, haben wir

alle sechs maoglichen Leseraster der AT-cDNAs radfdmenLeserastern (Open reading
Frames, ORF) durchsucht. Hierbei findet sich inrfEgoeine interne Splicing-Site, die
bei der Transkription der langen Isoform verwendiet. Zusatzlich existiert ca. 60 bp

stromaufwarts von dieser Splicing-Site bei allerB@ezies ein zweiter, alternativer
Transkriptionsstartpunkt des Exon 6. Dieser wird den Nagern zur Expression der
kurzen Isoform benutzt und bildet dort das ersterEx

Auch beim Menschen ist dieses Startcodon an depesthenden Stelle nachweisbar,
allerdings folgt 9 bp spater ein Stop-Codon, sedis Translation bereits nach 3 AS
wieder terminiert wird. Eine kurze Isoform existieleshalb beim Menschen nicht. In
Abbildung 3.7ist der entscheidende Bereich um das Exon 6 vomsbteund Ratte ge-

genubergestellt.
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Mensch

Exon 6 der langen Isoformen

123
SHAT2* MV K . IS L T DQAAANWL | N. 171 HAT
48899 ..TTAAGAAATT &@TGAA@ATATCAGCCTTTATTGTATTTATCTTATTCTCATTTTT CACTTACTGACCAGGCTGCAGCAAATTGGCTTATAATGGTR®GRTIT... 49020
|
50545 ..TCAGGGTGAA :&GAGTTTCAGCTTCTGTTTTGTTGATCTTCTTCTCGTGCTTTCTFTCT ACTCACTGACCAGGATACAGAAAATGTTTTGACTCAAGGTIAABRTT... 50666
RAT2 :MSFSFCFVDLLLVLSFLT LAATDQDTENVLTQ.. 32 RAT2
1 L _____________ Start-Exon der kurzen Isoformen. 2= = = = = = = = = /-~ S L T D QDTENVILT Q. 170 RAT1

Ratte

1. Base des Tripletts
liegtin Exon 5

Nummerierung der cDNAs wie in den jeweiligen Ulsdtsibildern von HAT/ RAT im Anhang (S. 75ff.)

Abbildung 3.8: Der alternative Transkriptionsstartpunkt bei Mensch und
Ratte. Gegenuberstellung der betreffenden cDNA-Abschnitte HAT und
RAT. Der durchgezogene Kasten kennzeichnet Exdgs@vird, wie bei Euka-
ryonten typisch, flankiert von AG/ GT (wellig ungtrichen). Die codierenden
Nukleotidtripletts mit resultierenden AS sind begind vom alternativen Start-
punkt vor Exon 6 (StartcodoATG, fettgedruckt und doppelt unterstrichen)
dargestellt. Das Startcodon liegt bei beiden cDNMAsanaloger Stelle. Bei der
Ratte (auch bei der Maus) bildet diese Region @&iterne Splicingstelle, die
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alternativ die Ausbildung einer kurzen Isoform (RATMAT2) ermdglicht. Das
verlangerte Start-Exon der kurzen Nager-Isofornsegéstrichelt eingerahmt.
Beim Menschen folgt 9 bp nach dem Startcodon tsemtit Stopcodon (ge-
kennzeichnet durch ,STOP®). Ein ,HAT2" gibt es da#fh beim Menschen
nicht.



3. Ergebnisse

Mittels PCR-Analysen konnten wir die zunachst nurcth Recherche in Genomdaten-
banken gewonnenen Erkenntnisse auch experimergetiweisen: Wir amplifizierten
ein 177bp-Fragment aus humaner DNA, welches dasilpate Stop-Codon enthalten
sollte. Die Primer (,STC_f* und ,STC_r*) sind in de’rimer-Tabelle im Anhang
(Tabelle 6.3,S. 74 verzeichnet. Das in der PCR amplifizierte Fragnvemrde sequen-
ziert und enthielt das postulierte Stopcodon.

3.4.2  Strukturdomanen der langen Isoformen RAT1, MA  T1, HAT

Der Aufbau der drei langen Isoformen ist nahezutideh: Einem kurzen, zytoplasma-
tischen Anteil von 12 bzw. 20 AS folgt eine Transnieandoméne (ca. 20 AS). Der
extrazellulare Anteil (ca. 380 AS) untergliederthsin zwei grof3e Strukturregionen,
welche durch ein Verbindungspeptid von 19 (HAT) b2& AS verbunden sind: Bei
der einen handelt es sich um die $&EBomane (ca. 120 AS), die bei der Bindung an
benachbarte Kohlenwasserstoffmolekile eine Rolielts(siehe auch Abs. 4.2.1), bei
der anderen um die Trypsin-like-Serinproteasen-Dwmm@a. 230 AS), die fur die ei-
gentliche proteolytische Funktion der vorliegendnteasen verantwortlich ist. Dieser
charakteristische strukturelle Aufbau ordnet diot®asen der Gruppe der Typ-IlI-
Transmembran-Serinproteasen (TTSP) zu.

Sog. Hydropathy Blotsstellen die hydrophilen und hydrophoben Regionen AIT-
Proteine dar. Hiermit kann auf intrazellular, exgBuléar oder transmembran gelegene
Abschnitte rickgeschlossen werdexblildung 3.9. Gemal3 den allgemeinengultigen
Regeln zur Orientierung eukaryontischer Transmengateine [52, 53], muss bei den
ATs der N-Terminus intrazellular liegen, der C-Taros (mit der katalytischen Regi-

on) extrazellular.

3.4.3  Strukturdoméanen der kurzen Isoformen (RAT2 (A sP) und
MAT?2)

Bei den kurzen Isoformen lassen sich 2 Doménernrsaiteiden: N-terminal ein hydro-

phobes Signalpeptid (11 bzw. 23 AS) sowie C-terintii@ hochkonservierte Trypsin-

%8 proteindoméane, benannt nach den Proteinen, wigirerstmals entdeckt wurd&ea urchin sperm
protein,Enterokinase unégrin)
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like-Serinproteasen-Doméne (Tryp_SPc). Dazwischegt kin Verbind
25 (RAT2) bzw. 37 AS (MAT2) Lange.

ungspeptid von

Bei den kurzen Isoformen fehlen der intrazellul&rgeil, die Transmembrandoméane

und die SEA-Domaéane. Dies konnte darauf hindeutass dlie kurzen Isoformen nicht in

der Zellmembran verankert sind, vielleicht sogaeseiert werden konnen.

FrotScale output for user se quence
T T

T T
Hphob. ~ Hopp & Woods

Score

sa

a

-z

Abbildung 3.9: Hydropathy blots der AS-Sequenzen wo RAT1 (oben) und RAT2 (unten).Nach der
Methode von Hopp und Woods [54it{p://us.expasy.org/cgi-bin/protscal§.pgiydrophobe Reste zeigen

negative Werte, hydrophile Reste positivél: Transmembrandoman8P: Signalpep
HAT und MAT stellen sich analog dar.
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Lange Isoformen 2 3 4 5

(HAT, MAT1,
RAT1): A Y >
CP TM SEA
(1-20) (21-41) (44-164)
20 21 121
Kurze Isoformen 6"
(MAT2, RAT2):
—
SP
(1-23)
23

Abbildung 3.10: Struktureller Aufbau der AT-Isoform en.

Die Balken symbolisieren die AT-Isoformen mit ihrEmons (jeweils numme-
riert). Die kurzen Isoformen setzen sich aus deonE&x6- 10 zusammen plus
dem Signalpeptid (SP). Die langen Isoformen wetdegrrminal zusatzlich von
den Exons 1- 5 codiert.

Unter den Balken sind die einzelnen Doméanen venpeic CP: Cytoplasmati-
scher Anteil,TM: Transmembrandoman8EA: SEA-Doméne SP: Signalpep-
tid, VP: Verbindungspeptidlryp_SPc: Trypsindomane.
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VP Tryp_SPc
(165- 185) (186-418)
(24- 46) (47- 279)
23 233

In_Klammern: die AS-Positionen im fertigen Prote@rpRe Zahlen darunter:

Lange der jeweiligen Doméane. Im C-terminalen Ballstrdie hochkonservierte
katalytische Triade (AS H, D und S) mit weiRen Bodien gekennzeichnet, die
Aktivierungsstelle mit einem schwarzen Dreieck.
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3.4.4 Funktionelle Einheiten der ATs

Funktionell untergliedern sich die ATs in einenhtikatalytischen N-terminalen (ca.
186 AS, 20.995 Da (lange Isoform)) und einen kaisdhren C-terminalen Anteil (ca.
232 AS, 25.308 Da). Der katalytische Teil wird dudie Exons 7- 10 gebildet und ist
bei den kurzen und langen Isoformen identisch. &nhaltet die hochkonservierte
Tryp_SPc-Domane. Diese enthélt zwischen ihren rerdségden AS die wichtige Akti-
vierungsstelle, an der die Spaltung durch $iogtierte Proteolyseerfolgt, welche das
inaktive Vorlaufermolekul in die reife, aktive Foriberfihrt. Bei HAT befindet sich
die Aktivierungsstelle an Pos. A 11e'®’, bei MAT2 an Pos. Afj/ lle*® ®® Dieses
Aktivierungsmuster ist bei den trypsinartigen Sprateasen hochkonserviert.

Das funktionelle Zentrum der katalytischen Domaegtlin der ebenso hochkonservier-
ten katalytischen TriadeSie besteht bei den hier betrachteten ATs ausddenAS
His?®’ Aspf’2 und Sei®® ®). Sie sind entscheidend fiir die proteolytische Fonktitat
der ATs: Die Reste -6, 15, 16, 17 und 28 (bezogémas aktive Serin) sollen bei meh-
reren Serinproteasen die Spezifitdt einer sagpstratbindenden TascHmestimmen,
welche essentiell fur die katalytische FunktionsdieProteasen ist. Das Aspartat an
Position -6 verleiht dem Enzym die Spezifitdt gageer basischen Resten [55, 56].
Anhand der Konstellation des aktiven, katalytiscdentrums erfolgt die Einteilung der
Proteasen in ,Familien* und ,Clans®. Hierbei werddie ATs dem ClanSA* inner-
halb der FamiligS1“ der Serinproteasen zugeordnet.

Neben der katalytischen Triade ist auch die Didblfickenstruktur bei den TTSPs cha-
rakteristisch [57]: Eine hochkonservierte Disulfidlbke zwischen Cy§® und Cy$% ¢®
verknupft das Verbindungspeptid mit der Tryp_SPeri2ne. Drei weitere Disulfidbri-
cken befinden sich an den Positionen 212/228, 33/®d 364/393.

3.5 Expression der AT-Isoformen in verschiedenen Ge  weben

und Spezies

Nach der intrazellularen Synthese der ATs erfolgtTdanslokation zur Zelloberflache

und die dortige Spaltung zur aktiven Form. Bisheklar ist, ob oder inwieweit hier

? positionsangaben exemplarisch fir HAT, Positionenden anderen Isoformen: sieAbbildungen
6.2- 6.4im Anhang(S. 75ff.)
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eine Freisetzung erfolgt, ebensowenig, ob der mansorane Anteil nach der Spaltung
noch eine Funktion erflllt. Denkbar ware, dassieweitere physiologische Ablaufe auf
der Zelloberflache eingebunden ist, z.B. durchrakgon mit Liganden oder anderen
Proteinen.

Bisher waren nur wenige Gewebe untersucht, in derese AT-Expression stattfindet:
z.B. die Rattennebenniere (AsP/ RAT2) [34] odert8pubzw. Atemwegsepithelien im
Falle von HAT [51]. Mittels RT- und Q-PCR haben wine groRere Anzahl an Gewe-
ben von Mensch, Maus und Ratte gescreent, um weldere der AT-Expression zu
finden Abbildung 3.13.

Abbildung 3.11: 3D-Modelle der langen und kurzen Isform im Vergleich. A — Kurze Isoformen
(hier RAT2): Die Aminoséauren Hi$ Asp’- Serf®’ der katalytischen Triade sind hervorgehob®n-
Lange Isoformen (hier HAT): Auch hier ist die katidche Triade hervorgehoben.

Deutlich ist die speziesiibergreifende hohe Ahnkdhkn der 3D-Struktur zu erkennen, vor allem im
Bereich der katalytischen Triade, die die sog. s¢t#tbindende Tasche’ ausbildet.
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Expression der ATs in verschiedenen Geweben

Abbildung 3.12: Gesamtuberblick: Relative Expressino .AT-mRNAs in den gi?;;vbeff;;eMi)iz:;sz'ﬁ?)vz:uGJgd s?aghdoﬁghzﬁniﬁirgjgn (;:Jer E;éﬁ:gi
getesteten GeweberDargestellt sind aus Grinden der Ubersichtlichkeitdie kierung gung ' g
RT-PCR-Ergebnisse. Es erfolgte eine relative Getwialp nach dem Grad der ’

Expression in den RT-PCR-Untersuchungen (Grad &cl{f Rauten: keine
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3. Ergebnisse

3.5.1 Die Gewebsexpression von RAT1/2 (AsP)

RAT1 zeigt eine deutliche Expressioflpildung 3.13 in der Zunge, sowohl in der Q-
PCR als auch in der RT-PCR. Wesentlich geringerdNA#RIengen finden sich in
Trachea, Osophagus und Hypophyse (in dieser nurss#twaches RT-PCR-Signal).
Die Q-PCR weist auch in Nebenniere und Lunge eefe schwache Expression auf
(das Signal bewegt sich hier aber im Bereich dexhM@isbarkeitsgrenze, in dem keine
zuverlassige Aussage mdoglich ist). Die RT-PCR blb#d diesen beiden Geweben ne-
gativ.

RAT2 ergibt starke Signale in Nebenniere, Zunge, Osaphatyachea und Hypophy-
se. Bis auf die Hypophyse (nur schwaches RT-PCR&Bigind Trachea (kein Nach-
weis in der RT-PCR) sind hier Q-PCR und RT-PCR &onf Herzgewebe ist in der
RT-PCR deutlich RAT2-positiv, auch die Q-PCR zdigr ein schwaches Signal. Die-
ses ist aber, wie das von Lungengewebe, an derwdsslharkeitsgrenze. Eine sehr
schwache Bande liefert die RT-PCR bei Ruckenmaigs(diar allerdings nicht im Q-
PCR-Panel enthalten).

3.5.2 Die Gewebsexpression von MAT1/2

MAT1 zeigte Ubereinstimmend in Q-PCR und RT-PCR dewliERpression in Oso-
phagus, Zunge und Trachea. Auch Lungengewebe waiden positiv (in der Q-PCR
allerdings relativ schwach), ebenso Herz (bei beiderfahren schwach ausgebildet).
Ferner lieferte die RT-PCR deutliche Banden fir BtggCerebellum, Hirn und RU-
ckenmark sowie schwache Banden fir Darm und Blut.

MAT2 zeigte insgesamt weniger kraftige Signale alsMieT1-Proben. Ubereinstim-
mend war aber eine Expression in Zunge und Tradheaphagus war nur in der Q-
PCR sicher positiv. Lunge zeigte bei beiden Vedahagin schwaches Signal. In der RT-

PCR auch Nebenniere und Magen.

Abbildung 3.13: Expression der MAT- und RAT- Isoformen in verschiedenen Geweben von Maus
und Ratte. A- RT-PCR: Expression von RAT1/ RAT2 in Rattengeweli® Q-PCR: Relative RAT1/
RAT2-mRNA-Mengen in verschiedenen RattengewelerRT-PCR: Expression von MAT1/ MAT2 in
MausgewebenD- Q-PCR: Relative MAT1/ MAT2-mRNA-Mengen in verselienen Mausgeweben.
Als Template wurde bei allen RT- und Q-PCRs jewg{®ng Gesamt-RNA verwendet (Ausnahme Blut:
50ng poly-A-RNA). In allen RT-PCR-Proben (auch den AT-negatjvewaren die p-Actin-
Kontrollproben positiv. Die Normalisierung der QR@rfolgte mit GAPDH.

ag- Nebennierepd- Blut; br- Hirn; cb- Kleinhirn; oe- Osophagusgt- Darm; ht- Herz; kd- Niere; ms-
Muskel;lg- Lunge;Iv- Leber; pg- Hypophysesc- Riickenmarkst- Magen;tg- Zunge;tr- Trachea;yl-
Y1-Zellen;-- keine RNA (Kontrollprobe).

51



3. Ergebnisse

3.5.3 Die Expression von HAT
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Diinndarm 4-
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Abbildung 3.14: Expression der HAT-mRNA in verschiglenen humanen GeweberOben: Q-PCR-
Analyse der relativen Signalstarken der HAT-mRNAe Eelative Quantifizierung wurde mit FAM-dye-
gelabelten TagMan-Sonden durchgefuihrt. Templat25fng Gesamt-RNA. Die Normalisierung erfolgte
gegen 18sUnten: RT-PCR-Analyse der HAT-mRNA-Expression. Templgmuyeils 500ng Gesamt-
RNA. Alle Proben waren positiv f{-Actin.

Beschriftung:tr- Trachea;lg- Lunge;ht- Herz; pl- Plazenta;sc- Rickenmarkfb- fetales Gehirn;or-
Gehirn; cb- Kleinhirn; fl- fetale Leberjv- Leber;tt- Hoden;pr- Prostata;st- Magen;fag- fetale Neben-
niere; si- Diinndarm;co- Colon; bl- Harnblase;ac- Nebennierenrindepe- Osophagusig- Zunge;-:
Negativkontrolle (chne RNARie Ergebnisse der Nebenniere sind\bbildung 3.17argestellt.
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Mittels RT-PCR und Q-PCR untersuchten wir eine Aalsmhumaner Gewebe auf die
Expression von HATAbbildung 3.14. Beide Verfahren stimmen in den HAT-positiv
gewerteten Geweben weitgehend Uberein: Eine deatlkxpression der HAT-mRNA
findet sich demnach in Trachea, Rickenmark, Hod®ostata, Magen, Harnblase,
Osophagus und Zunge. Schwach positiv in beidenatiezh sind fetales Hirngewebe,
Dunndarm und Gesamt-Nebenniere (Nebennieren-RT-R@&Re separates Pan&b-

bildung 3.17. Lunge und Kleinhirn erscheinen nur in der Q-R&Ritiv.

3.5.4 Immunhistochemischer Nachweis von RAT und MAT

Gefrierschnitte von embryonalen und adulten Mausah Ratten wurden immunhisto-
chemhisch mit einem Antikorper gegen die Maus- bRattenprotease behandelt. Mit
dem Antikorper lassen sich bei RAT und MAT jewditidelsoformen nachweisen.

Starke Immunreaktivitat zeigte sich bei adultem @am und Osophagusoberflachen-

epithel.EinzelneZellen lie3en sich bei adulter Trachea, embryonalege und embry-

onalem Darm anfarben. Nur schwache Anfarbung galaniu3eren Teil der Nebennie-

renrinde (Zona glomerulosa) von adulten Mausen Ratlen. Die Immunreaktivitats-
muster bei Maus und Ratte sind grof3tenteils ahnlich

Die Spezifitat des Antikorpers wurde bewiesen dupchinkubation mit dem fir die
Immunisierung verwendeten Peptid, was zu einer l8doang des Antikorpers fuhrte.
Am Beispiel eines Zungenschnittesbpildung 3.15-G konnte dann gezeigt werden,

dass die Immunreaktivitat dadurch vollstandig unteden wurde.
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Abbildung 3.15: Immunhistochemische Lokalisation va MAT in verschiedenen MausgeweberDer
Antikorper ist spezifisch fur eine in beiden MATefsrmen vorkommende Sequerfe. Querschnitt der
Zunge einer adulten Maus (100fache VergréRerungpetfarbte Papillen an der Zungenoberflache sind
mit weillen Pfeilspitzen gekennzeichnBt. Detailausschnitt von Bild A, 400fache VergréRRerufg
Querschnitt der Zunge: Antikdrper mit einem BlogkiReptid prainkubiert (400fache VergroRerurigy).
Querschnitt des Osophagus einer adulten Maus (d0@fergroRerung- Langsschnitt des Osophagus
einer adulten Maus (400fache VergroRerufg)Langsschnitt der Trachea einer adulten Maus (4b@fa
VergréRerung)tc: tracheal cartilages- Trachealknorp8l. Lungengewebe eines Mausembryos 23 Tage
nach Befruchtung (400fache VergroRerurid). Querschnitt des Darms eines Mausembryos, 23 Tage
nach Befruchtung (400fache VergréRerug)Querschnitt der Nebenniere einer adulten Mausfézbe
VergréRerung)zg: Zona glomerulosaf: Zona fasciculata.
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3.6 HAT-Expression in der normalen Nebenniere undi  n adre-

nalen Tumoren

Mittels RT- und Q-PCR untersuchten wir die HAT-Eggsion in normaler Nebenniere
sowie in verschiedenen adrenalen Tumorgeweben. ZMabke Gewebe zeigten eine
recht niedrige HAT-Konzentration.

In der Q-PCR stellte sich die Expression von HAT in humanerchea ungefahr
20.000fach hoher dar als die in der humanen Redexamenniere der Firma Clontech.
Die Q-PCR zeigte eine schwache HAT-Expression @@5 normalen Nebennieren, in
1 von 15 Nebennierenrinden-Adenomen, in keinem 8erNebennierenrinden-
Karzinome und in 4 von 5 Ph&ochromozytomen.

In fetaler Nebenniere war keine HAT-Expression magkbar. Ebensowenig in NCI-
h295-Zeller’.

Die RT-PCR-Ergebnisse stellen sich ahnlich daAbbildung 3.17%: Unter
Berucksichtigung einer relativ kréaftigen Hintergdamplifikation lassen sich im
Vergleich der verschiedenen Spuren auf den Agasbsegbei 3 der 5 normalen
Nebennieren zarte Banden feststellen, bei 2 deelfehhierenrindenkarzinome und bei

1 der Phaochromozytome.

% Eine hormonproduzierende humane NNR-Karzinom-Zielli
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Abbildung 3.16: Ergebnisse einer Q-PCR-Analyse deHAT-mRNA-Expression in humanen Ne-
bennierengewebenReprasentatives Beispiel einer von mindestensunabhéngigen Untersuchungen.
a) Analyse der HAT-Expression; Amplifikationskurve rd&@umorproben. Jede Tumorprobe (500ng
cDNA) wurde doppelt untersucht. Trachea (150ng cPN#iente als Positivkontrolleb) 18s-
Normalisierung. Patientendaten: sidfabelle 6.1im Anhang(S. 72).

In einem Grof3teil der Proben ist keine HAT-Expressnachweisbar. In den wenigen restlichen Féllen
zeigt sich erst nach mehr als 40 Zyklen eine Arkaltfon, was auf eine extrem niedrige Expression
hindeutet, wohingegen in der Trachea eine stark&-HRpression zu verzeichnen ist.
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N1 N2 N3 N4 N5 HI1 Hi2 HI3 Hi4 HI5

Abbildung 3.17: RT-PCR-Analyse der HAT-mRNA-Expresson in verschiedenen Nebennierenge-
weben. Dargestellt sind: Funf normale Nebennie(®i- 5), finf hormon-inaktive AdenomgHI 1- 5),
funf Aldosteron-produzierende Adenort@l- 5), finf Cortisol-produzierende Adenon(€1- 5), finf
Nebennierenrindenkarzinom@€A1- 5), funf Phdochromozytom@?1- 5) und zwei ACTH-abhangige
Nebennierenhyperplasighil- 2). Patientendaten: siehe Anhafigbelle 6.1S. 72 Als Kontrollproben
dienten mRNAs von Gesamt-Nebennideg)), Trachea(tr), Leber(lv) und eine Negativkontroll¢-)
(Ansatz ohne RNA).
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4. Diskussion

4.1 Die Airway Trypsin-like Proteasen- eine ,neue” Familie

von Proteasen

Ausgangspunkt dieser Arbeit ist das urspriinglidhRagten beobachtete kompensatori-
sche Nebennierenwachstum: Nach unilateraler Ade&t@hie 143t sich dort eine Gro-
Benzunahme der verbleibenden Nebenniere feststdllen Arbeitsgruppe um Phil
Lowry (University of Reading, GB) hatte daraufhineeneue Serinprotease, die ,Adre-
nal secretory Protease (AsP)“, gefunden, welch&\&muhstum der Nebenniere beteiligt
sein sollte. Im Laufe unserer Untersuchungen konate zeigen, dass AsP Teil einer
Familie von Serinproteasen ist, zu der auch eindnan Vertreter gehort. Dieser war
urspringlich aus Atemwegsepithel isoliert wordere gHuman Airway Trypsin-like
Protease(HAT). Von HAT leiteten wir die Bezeichnung ,Airway Trgm-like Pro-
teasen” (,AT") fur diese Familie ab.

In der vorliegenden Arbeit werden die AT-Isoformam Mensch, Maus und Ratte cha-
rakterisiert, es wird u.a. auf ihre gegenseitigewémdtschaft eingegangen, den struktu-
rellen Aufbau, die postulierte Funktion in Zusamimamg mit der POMC-Prozessierung
und dem Nebennierenwachstum sowie die Expressivarsthiedenen Geweben.

Ein wesentliches Ergebnis dieser Arbeit ist, ddssFamilie der Airway Trypsin-like
Proteasen beim Menschen nicht oder nur relativrgategdnet in die Steuerung des Ne-

bennierenwachstums und die Nebennierentumor-Enluvigkinvolviert ist.

4.1.1 FunfIsoformen- eine Familie: Die Nomenklatur der ATs

Ausgehend von der cDNA-Sequenz der AsP haben wieliBLASTn die Public-
Domain-Datenbank ,Genbank™’ nach vergleichbareruegen im Genom von Maus
und Mensch durchsucht. Bei der Maus fand sich emlLaingengewebe isolierter EST-
Klon (dbEST BF143606 beim Menschen die aus Atemwegsepithel isoliétfer.
HAT und die Maussequenz sind sich sehr ahnlichAdie¢ der Ratte ist deutlich ktirzer.
Jedoch zeigen alle drei Sequenzen vor allem imr@Git@len Bereich der daraus her-
vorgehenden Proteine eine hohe Ahnlichkeit.

Wir fanden heraus, dass von der Protease zweirfeefo existieren: Eine kurze und

eine lange. Die Nager besitzen beide Isoformeniigrsch nur die lange.
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Bei der Nomenklatur orientierten wir uns an der hoan Isoform HAT und bezeichne-
ten analog die Isoformen der Maus mit ,MATM{s musculusAirway Trypsin-like
Protease), die der Ratte mit ,RATRé&ttus norvegicugdirway Trypsin-like Protease).
Die lange Isoform wurde jeweils mit ,1“ beziffeiMAT1, RAT1), die kurze mit ,2“
(MAT2, RAT2(=AsP)). Bei der HAT erubrigt sich eirénterscheidung, denn es exis-

tiert nur die lange Isoform.

4.1.2 Verwandtschaftsverhaltnisse der AT-Isoformen, Existenz

zweier Isoformen

Die Expression zweier Isoformen aus einem Gen gehtlen Mechanismus der ,alter-
nativen Transkription“ zurtick: AusinemGen kdénnen durch alternatives Splicing wah-
rend der Transkriptioawei(oder mehr) mRNAS, respektive Proteine, exprimiest-
den. Dadurch existieren bei den Nagern die beidardlnten Isoformen des AT-
Proteins, beim Menschen hingegen verhindert eipc®ion die Ausbildung einer kur-
zen Isoform.

Die AT-Gene aller drei Spezies verfugen jeweilsrilie Exons. Die lange AT-Isoform
wird von allen zehn Exons codiert. Ca. 60 bp stnamvarts vor Exon 6 befindet sich
der alternative Transkriptionsstartpunkt der kurlssmformen, die folglich lediglich aus
den Exons 6- 10 (inclusive der ca. 60 bp vor demgemlichen* Exon 6) codiert wer-
den. Die zusatzlichen Basenpaare codieren furigmafpeptid. Ein solches kann darauf
hindeuten, dass das Protein nicht membranstandigtbsondern sezerniert wird. Fur
RAT2 konnte dies gezeigt werden, allerdings vebtles dann wohl aber doch auf der
Zelloberflache [34, 58]: Die hohe Dichte von Argiresten an der Rickseite des akti-
ven Zentrums soll das Enzym hier verankern. Did&ester findet sich auch bei huma-
ner MT-SP1(Membrane-type Serine Protease Welcher die Transmembrandomanen
entfernt wurden: Sie bleibt dennoch an die Obengaeon COS-Zellen gebunden. Ur-
sachlich soll hier die Interaktion zwischen MT-SBdd einem weiteren Protein der
Zelloberflache sein [58, 59].

Die enge Verwandtschaft der AT-Gene von Mensch, sMand Ratte zeigt sich nicht
zuletzt im hohen Anteil &hnlicher bzw. identiscA& der exprimierten Proteine:

HAT stimmt mit RAT1 und MAT1 in jeweils ca. 66% dAS exaktuberein, zahlt man

noch die AS mit ,starker* (funktioneller) Ahnlichkeninzu, kommt man auf eine Uber-
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einstimmung von ca. 82%. Die beiden Nager-Isoforrmetereinander zeigen 88%
exaktidentische AS und sogar 95unktionellibereinstimmende AS.

Der Gebrauch alternativer initialer Exons ist inrigen ein bekanntes Phanomen: In
einer Studie wurde eine Gesamt-cDNA-Sammlung mit déausgenom verglichen und

man konnte zeigen, dass 31% der Gene mit Spliciregwan Uber alternative initiale

Exons verfugen [58]. Es gibt jedoch nur wenige &g Uber andere TTSPs, die wie
die ATs sowohl membranstandige als auch sekret@issoformen hervorbringen [60,

61].

4.2 Charakterisierung der AT-Proteasen

HAT, MAT und RAT werden den Serinproteasen zugemethJe nach reaktiver Grup-
pe unterscheidet man (derzeit) noch vier weiteeRsenarten (Threonin-, Cystein-,
Aspartat- und Metallo-Proteasen). Die einzelnereAnverden in ,Clans® und ,Fami-
lien* unterteilt- je nach Struktur und Reaktionsim&gismus. Das Zentrum des Reakti-
onsmechanismus bildet bei den Proteasen zumeisodi&katalytische Triadein der
Regel bestehend aus Serin, Histidin und AsparitdBr Proteolyse fungiert die Hyd-
roxylgruppe des Serins als Nucleophil, welchesRéiptidbindung attackiert. Das Histi-
din fungiert in der Regel als Base/Protonendonas, Aspartat wird zur Ausrichtung
des Imidazolrings im Histidin benotigt. Nach deeliing der drei AS der katalytischen
Triade zueinander erfolgt die Zuordnung zu den €lan

Die in dieser Arbeit betrachteten Airway TrypsikdiProteasen gehoren zur Familie S1
im Clan SA. S1 ist die grof3te Peptidasen-Famileteae Mitglieder sind z.B. Acrosin,
Trypsin, Chymotrypsin, mehrere Gerinnungsfaktorelasmin, Protein C, Thrombin,
Enteropeptidase, Pankreaselastase uva. Es haiotidites allen Mitgliedern um Endop-
eptidasen. Die meisten besitzen ein N-terminalgaapeptid, das sie durch den Secre-
tory Pathway leitet. Als Propeptide synthetisidrédirfen sie zur Aktivierung einer
proteolytischen Spaltung. Ist hierbei das N-ternarfapaltprodukt langer, bleibt es in
vielen Fallen durch Disulfidbriicken an das aktiveyim gebunden und bildet mit die-

sem ein Heterodimer.

4.2.1 Biochemische Eigenschaften der ATs

Als trypsinartige Proteasen” schneiden die ATs éigiem pH-Optimum im Bereich

von 8 sehr spezifisch Aminosduren an der P1-Pasitech einem Arg- oder Lys-Rest.
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Entscheidend fir diese Substratspezifitat ist dge Substrat-bindende Taschan deren
Boden sich eine Serin-, Histidin- und Aspartat-&diette befindet. Hochkonserviert
sind aufRerdem sechs Disulfidbriicken, beim Trypsirden Positionen 15/145, 33/49,
117/218, 124/191, 156/170 und 181/205. (Die kowadperenden Positionen bei den
ATs sind aus den Schaubildern im Anhafagb. 6.2- 6.4S. 75 ff, ersichtlich.)
Die langen AT-Isoformen sind ihrer Struktur naclcim@iner weiteren Serinproteasen-
Subgruppe zuzuordnen, den sogp-lI-Transmembran-Serinproteas@int SP)
Bereits vor tUber 100 Jahren wurde mit der Entertigp@pe der erste Vertreter der
TTSPs entdeckt [62]. Seit einigen Jahren werdenmeahr und mehr TTSPs kloniert:
Hepsin [63], HAT [64], Corin [65], MT-SP1 [66], DES [67], DESC2 und DESC3
[68] uva.
Die TTSPs sind im Bereich der Zellmembran lokatisiend durchqueren sie. lhr sche-
matischer Aufbau ist wie folgt:

1. extrazellulare proteolytische Domane (hier loginsich u.a. die Stammregi-

on mit verschiedensten Strukturdomanen)

2. Transmembrandoméne

3. kurze zytoplasmatische Doméne
Die extrazellulare Domaneliegt C-terminal und enthélt u.a. die funktioneliatalyti-
sche Triade. Um neu sezernierte TTSPs zu aktiviezenlgt (hochkonserviert) die
Spaltung nach einem Arg- oder Lys-Rest. Aufgrundraehkonservierten Disulfidbri-
ckenbindung zwischen Vorlauferanteilen und katatyter Domane, bleiben TTSPs
auch nach der Aktivierung meist membranstandig. Bxdrazellularteil ist von seiner
Lage her pradestiniert, mit anderen Zelloberflagneteinen zu interagieren, aber auch
mit geldsten Proteinen, Matrixkomponenten und Fmeteauf benachbarten Zellen.
In der Stammregiorder extrazellularen Domameurden bislang 11 verschiedene Struk-
turdomé&nen nachgewiesen. Sie sind fir regulatarigalfgaben sowie fur Bindungen
zustandig. Die Enteropeptidase etwa besitzt hige sehr komplexe Domanenstruktur
(von N-terminal-wérts: SEA-, LDLa-, CUB-, MAM-, CUBLDLa-, SR-, Tryp_SPc-
Domaéne [69]), bei HAT/MAT1/RAT1 besteht die Stamgion lediglich aus der SEA-
und der Tryp_SPc-Domaéane.
Tryp_SPc stellt bei den ATs die katalytische Domdae Sie wird von den Exons 7- 10

codiert und kommt bei den langen und kurzen Isoéorim identischer Weise vor. Eine
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identische katalytische Doméane beider Isoforment Eile mogliche gleiche Sub-
stratspezifitat vermuten.

Die Transmembrandomaneist fir die korrekte Ausrichtung des Proteins nénart-
lich, insbesondere flr die stets extrazellulareeLdgr proteolytischen Domane. Ausser-
dem verankert sie die Protease in der Membran.

Zytoplasmatische DomaneSie ist N-terminal gelegen und eher kurz: 12 ABH®&ET

bis 112 AS bei murinem Corin. Sie spielt eine Rall@er intrazellularen Signaltrans-
duktion [70]. Bei polar ausgerichteten Zellen s auch fir die Positionierung an ei-

ner bestimmten Stelle der Zelloberflache verantiobrsein.

SEA-Modul

Bei den TTSPs sind aul3er den ATs bislang nur vegtene Vertreter mit SEA-Modul
bekannt (Enteropeptidase und DESC 1-3 [68, 71Pndeh ist es aber auch in vielen
anderen Proteinen enthalten [72]. Sein Name besightden Anfangsbuchstaben der
drei Proteine, in denen ein solches Modul erstmalshgewiesen wurdeSea urchin
sperm proteinEnterokinase unégrin. Das SEA-Modul hat eine Grél3e von ca. 120 AS
und ist normalerweise extrazellular lokalisiertleAProteine, die ein SEA-Modul ent-
halten, sind stark glykosyliert. Zusatzlich entbaltlie besser charakterisierten Proteine,
wie z.B. Heparansulfat, zumeist O-glykosidisch wertene Kohlenhydrate, welche
erheblichen Anteil am Molekulargewicht haben. DasdM kénnte also die Bindung an
benachbarte Kohlenhydratgruppen regulieren odetiristmgen [72]. Ferner bildet es
eine Schnittstelle mehrerer Transmembranproteiag Bei den TTSPs |aRt die Viel-
zahl der gefundenen Strukturdomanen auf die Verkmigp zu ,Signalkomplexen’
schlieBen, welche verschiedenste Wege der Signsdtuktion an der Zelloberflache
vermitteln.

Man vermutet, dass viele membranstandige ProtdieeSEA enthalten, eine proteoly-
tische Spaltung durchlaufen und dann Ligand-Rezepeobénde bilden (vgl. z.B
MUC1), welche eine Rolle in der Signaltransduktsmielen kénnten [73].
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4.2.2 HAT, ein Vertreter der ATs

Lokalisation

In Northern-Blot-Analysen hatten Yamaoka et al.][@drschiedene Gewebe auf HAT
untersucht. Die hochste Konzentration konnten sieedin der Trachea nachweisen
[74].

Die trypsinartige Aktivitat von Sputumproben konhtuptsachlich auf HAT zurtickge-
fuhrt werden. Dieses wird wahrscheinlich ins Lunden Atemwege abgegeben. [75].
Woher HAT sezerniert wird, ist noch nicht letztaodlgeklart: Kido et al. [76] hatten
an Ratten gezeigt, da€$ara-Zellenin der Wand der unteren Atemwege eine trypsinar-
tige Protease sezernieren. Beim Menschen konnte &ll&Tdings in den Clara-Zellen
nicht nachgewiesen werden. HAT unterscheidet dogr auch noch in anderen Eigen-
schaften von der Clara-Zell-Protease der Rattelass es sich wohl um unterschiedli-
che Proteasen handelt. Von Yasuoka et al. [51] &ukrose Zellen der Submucosa
als Ursprung von HAT identifiziert- ein direkter kggeich zu den Nagern ist hier wie-
derum nicht moglich, weil diese keine Drusen in 8@bmucosa besitzen.

Genauer soll HAT im Zytoplasma von zilientragend&tien des bronchialen Epithels
und im basalen Anteil von Zilien lokalisiert seii4]. Eine Beziehung der HAT-

Expression zum physiologischen Zustand des Atemeyetels wird vermutet.

Struktureller Aufbau und Funktion

HAT ist ein aus 418 AS bestehendes Polypeptid méréMolekularmasse von rund 46
kDa. Funktionell gliedert es sich in die 0.g. katizsiche Region im C-Terminus und die
nicht-katalytische Region N-terminal. Die katalgtie Region zeigt die Verwandtschaft
zu anderen humanen Serinproteasen. Homologien Heeste.a. zu Hepsin (38%),
Enteropeptidase (32%), Acrosin (30%) und Mastzagitase (29%) [64]. HAT wird von
Trypsin-Inhibitoren (z.B. DFP, Aprotinin) inhibierzdhlt damit zu den trypsinartigen
Serinproteasen (nicht zu den Metalloproteasenzdie durch EDTA oder Phosphora-
midon inhibiert wirden) [51]. Nicht nur die C-Temnivon HAT/Trypsin/Tryptase ah-
neln sich [51], ebenso ihre Substratspezifitat [Ale drei hydrolysieren Fibrinogen
[51]- wie man dies z.B. physiologischerweise beai deyptasen in Mastzellen beobach-
tet. Wie Trypsin ist HAT ein Monomer (die Mastzé&lyptase ist ein Tetramer). Vom
Molekulargewicht her sind Trypsin (23,5 kDa) und H&R6 kDa) vergleichbar.
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Biochemisch gesehen schneidet HAT bevorzugt C-teaiman der P1-Position [78]
nach Arginin-Resten, das pH-Optimum dieser Reaktegt bei pH 8,6.

HAT wird von seiner inaktiven Form durdhmitierte Proteolysein die aktive, reife
Form (232 AS, 26 kDa) gespalten. Dieses Musteaush bei anderen proteolytischen
Enzymen wohlbekannt, denn sie dirfen keinesfatls #ersetzende Wirkung schon am
Syntheseort oder im zufihrenden Gangsystem emtféie Selbstverdau des Organis-
mus ware die fatale Folge). Ein typischer Vertrétserz.B. Trypsin mit seinem Vorlau-
fermolekll Trypsinogen.

Noch relativ unklar ist die physiologische RollenvbHAT. Reifes HAT schneidet sehr
gut Fibrinogen [75]. Je nach Konzentration odembiikdauer vermindert sich z.B. das
Thrombin-induzierte Gerinnungsvermogen von Fibremogoder verschwindet ganz.
Nicht nur im Blut, auch im Sputum z&hlt Fibrinogea den Hauptproteinen. So wird
vermutet, HAT konnte an der Antikoagulation innéhder Atemwege beteiligt sein,
indem es (das auf dem Blutweg antransportiertejriigen schneidet. Yoshinaga et al.
hypothetisieren z.B., ob HAT vor Fibrinablagerungf aler Atemwegsschleimhaut
schitzen kann [75].

Auch eine Rolle in der kdrpereigenen Abwehr demdiegsschleimhaut ist vorstellbar-
entweder eigenstandig durch proteolytische Spalexagen inhalierter Proteine oder
im Zusammenspiel mit anderen lokalen Substanzén (z'sozym, IgA, sekretorischem
Leukozyten-Protease-Inhibitor) oder auch indirelitctt den bereits erwdhnten Abbau
von Fibrinablagerungen (welche die mukozilidre Bghebkeit beeintrachtigen, das
grundlegendste Abwehrsystem der Atemwege).

In einer neueren Publikation [79] wird berichtedsd HAT in der Lage sei, das Hamag-
glutinin des Influenza-A-Virus zu aktivieren. Hiemdh wird die Vervielfaltigung des
Virus in der Wirtszelle mdglich.

Ferner kann HAT den PAR2 (Protease activated rec@)tRezeptor zu aktivieren [75,
80-82]. Man vermutet daher, dass HAT eine dopp®liekung auf die Mucin-
Regulation der Atemwege hat: Zum einen durch Erhghder Mucin-Produktion Uber
einen Wachstumsfaktor/Rezeptor-Pfad im Amphiregapidermalen System, zum an-
deren durch einen PAR2-vermittelten Pfad, der edsnkine Erh6hung der Mucin-
Sekretion zur Folge haben soll [83].
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In Keratinozyten bewirkt HAT eine PAR2-vermittelteterleukin-8-Ausschuttung und
es konnte gezeigt werden, dass es in psoriatiggidermis hochreguliert wird [84].

Die Funktion von HAT im oberen Gastrointestinaltrest momentan noch unklar.

4.3 Weshalb existiert kein ,HAT2“?

Die Nager besitzen jeweils eine kurze und einedain@-Isoform, beim Menschen gibt
es nur die lange. In Datenbankrecherchen wie auétAICE-Analysen findet sich kein
Hinweis auf eine kurze humane Isoform. Dass ein TAAtatsachlich nicht exprimiert
werdenkann konnten wir durch Analyse der Sequenz des HATsGegigen: Zwar
befindet sich auch beim Menschen ein alternativastc®don stromaufwarts von Exon
6, es folgt jedoch bereits neun Nukleotide spéateiSeop-Codon- d.h. es kdnnten theo-
retisch maximal Proteinfragmente mit 3 AS Langesttten. In vivo wirden die RNA-
Fragmente aber bereits vor der Translation elimir(@g.Nonsense-mediated mRNA
Decay[85]).

Bei den Nagern findet sich an vergleichbarer Stedia Stopcodon und das offene Le-
seraster (ORF) kann ein ca. 280 AS langes Protalieen.

Interessant ware in diesem Zusammenhang die Fadgbeim Menschen die Ausbil-
dung einer kurzen Isoform wahrend der Evoluti@rlorengegangenst (z.B. durch
Mutation an der Position des heutigen Stopcodods) ob es sich um eine tatsachliche
Neuentwicklungoei den Nagern handelt (falls ja: zu welchem ZWgclkGegen eine
Neuentwicklung spricht, dass der alternative Trapsiknsstartpunkt beim Menschen
wie bei den Nagern an exakt derselben Stelle imZeeimden ist. Handelte es sich um
eine Nager-exclusive Auspragung, ware es ein ssifdeg ,Zufall* dass beim Men-
schen an identischer Stelle ebenfalls ein Startcadeht. (Bei 3 Nukleotiden gabe es
rein rechnerisch immerhin®*4= 64) mogliche Tripletts an einer bestimmten Bos).
Plausibler erscheint, dass es sich um ein Reliktewer gemeinsamen Evolutionsvor-
stufe handeln kénnte. Beim Menschen konnte diedigantlich beginnende kurze Isof-
orm nutzlos geworden sein, weil die entsprecherfgigaben von anderen Systemen
tubernommen wurden. Eine Degeneration von ,HAT2“ctiuz.B. Mutationsvorgange
hatte dann keine evolutionédre Bedeutung mehr. Impe@gatz dazu kdnnten die Nager
den ,MAT2/RAT2"-Mechanismus nach wie vor zur Stauwy bestimmter Ablaufe

nutzen. Er bekdme somit dort auch eine andere gewoéue Prioritat: Individuen mit

65



4. Diskussion

einem degenerierten MAT2/RAT2-System hatten einbarlébensnachteil und wiirden

folglich im Laufe der Evolution verschwinden.

4.4 Expressionsmuster und potentielle Funktion der ATs

Mittels RT-PCR und Q-PCR untersuchten wir die Egpren von HAT, MAT und RAT

in verschiedenen Geweben. Wir stellten fest, des®bteasen in weitaus mehr Gewe-
ben zu finden sind, als aus bisherigen Publikatiodmervorgeht. RT-PCR und Q-PCR
liefern bis auf kleine Abweichungen annéhernd dagkgleiche Gewebe-
expressionsmuster der ATSs.

Die Expressionsmuster der drei langen Isoformen HKAT1 und RAT1 sind sehr
ahnlich. Bei HAT zeigt sich neben der bereits beken signifikanten Expression in der
Trachea [64] auch eine Expression in vielen and&eneben: Z.B. im Oberen Gastro-
intestinaltrakt (vor allem in Zunge, Osophagus Muaben), in Harnblase, Hoden, Pros-
tata und Ruckenmark.

Die Gewebeverteilung der beiden Isoformen bei dagewn erfordert eine differenzier-
tere Betrachtung, denn hier zeigen sich mituntettlidbe Speziesunterschiede: So ist
die kurze Isoform bemerkenswerterweise in Rattebelaiere sehr hoch exprimiert,
aber nur relativ schwach in der Maus-NebennierassBlae gilt fur Herzmuskelgewebe.
Eine vorangegangene Studie hatte RAT2 (AsP) irRégten-Hypophyse nachgewiesen
[86]. Wir kdnnen zeigen, dass dies fur beide Isofm zutrifft, jedoch nur bei der Ratte.
In entsprechenden Mausgeweben konnte keine AT-Egjane gefunden werden.

Der Vergleich Nebenniere - Trachea zeigt fur HATeeum drei GroRenordnungen
niedrigere Expression in der Nebenniere. Das degickt mit der niedrigen Expression
der langen Nagerisoformen in Nebennierengewebeerdrisrgebnisse sprechen damit
gegen eine wachstumsfordernde Rolle der langewnrisain (HAT, RAT1, MAT1) in
der Nebenniere.

HAT wird in bisherigen Publikationen eine besondBegleutung in der Trachea zuge-
schrieben. Dies wird durch die deutliche Expression MAT1 und RAT1 in der Na-
ger-Trachea unterstrichen. Eine ebenfalls signifi&eExpression findet sich im oberen
Gastrointestinaltrakt. Dies legt den Schluf3 natessdauch hier eine physiologische
Funktion der ATs zu erwarten ist und sich diesétmur auf die zilientragenden Zellen

im Respirationstrakt beschrankt.
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RAT?2 soll, wie bereits erwahnt, spezifisch 1-76-0NRC spalten und daraus ein kirze-
res adrenales Mitogen entstehen lassen. Fernetekgeneigt werden, dass die Inhibiti-
on von RAT2 das Wachstum von Maus-Y1-Zellen verraih{B4, 48].

Bei der Ratte zeigt sich an der Nebenniere eindlidee Expression der kurzen Isof-
orm, im Gegensatz zur geringen Expression der laf§jg. (Bei der Maus kommt die-
ser Unterschied nicht so zum Vorschein, da hiedédésoformen in der Nebenniere kei-
ne signifikante Expression aufweisen.) Die RAT2-fegsion ist aber nicht allein auf
die Nebenniere beschrankt, auch oberer Gl-Traktz Hea. sind RAT2-positiv. Sollte
damit eine 1-76-N-POMC-Spaltung auch in anderen ében stattfinden, wirde dies
wiederum die exclusive Rolle in der Nebennierenelgé@nese in Frage stellen. Die Ex-
pression von RAT2 auf der Oberflache von OsophaguasZunge deutet jedenfalls auf
zusatzliche Funktionen von RAT2 jenseits der POMiaHsing hin.

2004 wurde eine hohe Expression von RAT2 in fethllelbbenniere der Ratte beschrie-
ben [88]. Wir untersuchten, ob beim Menschen HAWazdie lange, aber einzige hu-
mane AT-Isoform) hier ebenfalls nachweisbar isfirken aber keine Expression fest-
stellen.

Interessanterweise konnte in exokrinen Drisen, hNabesn und anderen peripheren
Organen von Nagern eine Melanocortin-Rezeptor-ESqio@ nachgewiesen werden
[89, 90]. In Osophagus und Nebenniere der Rattietglelabei das Expressionsmuster
des MC5R (einer der Melanocortin-Rezeptoren) denststy welches wir fur die ATs
gefunden haben. Dies lal3t an einen Zusammenhang\Verund MC5R denken und
wirft gleichzeitig die Frage auf, wie ATs und MC5hReragieren und welche weiteren

Funktionen die ATs besitzen konnten.

4.5 Nebennierentumorgenese und POMC

Fur HAT konnte die postulierte Funktion in der Nebierentumorgenese nicht nach-
gewiesen werden (vgl. auch [91]). Wie sahe aberrmggraktionsmodell fir eine Pro-
tease aus, die dieses Potenzial hatte?

POMC (vgl. Abbildung 1.2) dient in der Hypophyse &orlaufermolekdl fir eine Rei-
he von Proteinen, u.a. fir ACTH. Bei der Sekretwam ACTH wird gleichzeitig N-
terminales, 1-76-N-POMC co-sezerniert, das beiAdmpaltung von ACTH aus POMC
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quasi als Nebenprodukt anfallt (vdibbildung 4.1. Uber den Blutweg gelangt dieses
zur Nebenniere und kénnte von einer dort angedmuélrotease zu kiirzeren Fragmen-
ten (,Adrenoproliferin®) geschnitten werden. Uberinen postulierten ,Ad-
renoproliferinrezeptor” gelangten die Fragmentedi@ Zelle und zum Zellkern. Dort
eingeschleust konnten sie als adrenale MitogeniewirFur 1-52- oder 1-28-N-POMC
ist diese Wirkung in vitro und teilweise auch irvainachgewiesen. Wirde eine ent-
sprechende Protease von einer Nebennierentumoidstieexprimiert, ergabe sich fur
diese Zelle ein Wachstumsvorteil. Die Proteaseshdds Potenzial eines Onkogens. In
der Tat konnte dieser Sachverhalt fur RAT2 in NNiRnbrzellen bei Nagern nachge-
wiesen werden [34].

Beim Menschen hingegen ist die Expression von HA@er normalen Nebenniere per
se schon sehr niedrig und es gelang uns nur inn124oNNR-Tumorgeweben, HAT
nachzuweisen- die restlichen 23 Gewebe bliebenem@PCR HAT-negativ. HAT
scheint damit in der NebenniererdenTumorgenese wohl keine Rolle zu spielen.
Darlberhinaus ist auch eine Beteiligung amysiologischeMNR-Wachstum fraglich.
Allerdings fanden wir in 4 von 5 Phaochromozytonf€amoren des NN-Marks) eine
schwache HAT-Expression. AulRerdem ist die Expression POMC-Peptiden eine
typische Eigenschaft von chromaffinen Zellen im dlefieremark [92]. Es wéare des-
halb denkbar, dass HAT hier an der Spaltung von EQteiligt ist.

Damit einhergehend konnte HAT in Extrakten ausléotaNebennierengewebe (be-
stehend aus Rindend Mark) nachgewiesen werden- nicht jedoch in reirkinderge-
webe. Dies legt den Schlul3 nahe, dass chromaffallerzeine physiologische Quelle
von HAT darstellen kdnnten. Kirzere POMC-Peptidarkén im NNM generiert wer-
den und Uber parakrine Mechanismen sowohl auf Zeless NNM als auch die angren-

zende NNR einwirken.
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Abbildung 4.1: Modell der Interaktion von POMC und NN-Wachstum. Mit der Sekretion von ACTH
erfolgt in der Hypophyse eine Co-Sekretion von 2MSH. Dieses erreicht auf dem Blutweg die NNR-
Zelle, auf deren Oberflaiche eine Protease sitet,ddis Pro-MSH spezifisch spaltet. Wahrscheinlich
erfolgt die physiologische Spaltung an Pos. 52/(88.vitro ergab sich durch Spaltung an Pos. 28/ 29
ebenfalls ein potentes Spaltprodukt (,Adrenoproaiif§). Die neu entstandenen (reifen) N-terminalen
Spaltprodukte setzen Uber einen postulierten Agresliberinrezeptor in der Zellwand die beobachteten
mitogenen Effekte im Zellkern in Gang. Unsere Usiiehungen legen aber nahe, dass dieses nur bei

Nagern (und da vor allem bei der Ratte) gilt, wakdreeim Menschen andere Regulationsmechanismen
vorliegen mussen.
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5. Zusammenfassung

Ausgehend von der bereits bekannten AsP (RAT2Ra#te, haben wir in dieser Arbeit
die neue Familie der ,Airway Trypsin-like Serinpeasen” anhand ihrer Isoformen bei
Maus, Ratte und Mensch (MAT, RAT und HAT) unterdudbie jeweils codierenden
Gene wurden identifiziert. Bei Maus und Ratte kennwir zwei Isoformen, eine kurze
und eine lange, nachweisen, die das Ergebnis wemativer Transkription sind. Beim
Menschen wird keine kurze (HAT-)Isoform gebildes, gibt also kein Homolog zur
AsP bzw. MAT2 der Nager.

Ferner wurden der Aufbau, die Strukturdomanen uadcegwebeverteilung der Isofor-
men charakterisiert. Die Ergebnisse deuten aufreitifunktionelles Protein hin, wel-
ches in viele physiologische Prozesse involviein sirfte. Unter anderem unsere Er-
gebnisse legen nahe, dass auch die Rolle von AaiPdid Steuerung der adrenalen Mi-
togenese hinausreicht.

Die weitverbreitete Expression der ATs in vielerm@ben stellt ihre spezifische Rolle
fur eine ausschliel3liche N-POMC-Spaltung und dikelBig von adrenalen Mitogenen
in Frage, denn diese Spaltung fande an vielen hedenen Stellen statt, welche er-
kennbar in keiner Beziehung zur Nebennieren-Phygielstehen.

Ein wesentlicher Befund dieser Arbeit ist die Taksg dass sich die Ergebnisse bei der
Ratte und der dortigen physiologischen Funktion Al in der adrenalen Mitogenese
nicht auf den Menschen Ubertragen lassen. Beim shemslaldt sich HAT nicht in der
Nebennierenrinde nachweisen, HAT stellt also nddd humane Gegenstiick zur AsP
der Ratte dar. Umgekehrt finden sich auch bei dagelkh die langen, HAT-ahnlichen
Isoformen nicht in der Nebenniere.

Ferner konnte eine Beteiligung von HAT an der Nelenentumorgenese anhand der
vorliegenden Daten nicht bestatigt werden. HAT ligBh in Nebennierenrinden-
Tumoren praktisch nicht nachweisen. In Ph&ochrotooagn fanden wir in 4 von 5
Gewebeproben eine HAT-Expression. Die chromaffidefien im Nebennierenmark
exprimieren u.a. POMC, so dass HAT hier evtl. deate physiologische Rolle ein-

nehmen kdnnte.
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5. Zusammenfassung

Uber die Funktion der AT-Proteasen an anderen Qstehislang nur wenig bekannt.
Weitere Untersuchungen sind notwendig, um ihre iiSgkaften und Aufgaben in den

verschiedenen Geweben zu definieren.

Zusammenfassend gelang in dieser Arbeit die Chenigldrung einer interessanten, in
mehreren Spezies konservierten Proteasenfamibejilngr ein komplexes Expressions-
muster verfligt. Im Gegensatz zum Menschen existierelen Nagern zwei Isoformen:
eine kurze und eine lange. Sie gehen durch den &mésinus der alternativen Tran-
skription aus einem einzigen Gen hervor. Aufgrumd kreiten Expression in vielen
Geweben durfte die Funktion sehr vielschichtig s&ime Rolle in der humanen Ne-

bennierentumorgenese konnte fir das humane Homatbgnachgewiesen werden.
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6. Anhang

6. Anhang
Diagnose Geschl.

N1 m 49 -
N2 m 42 -
N3 Normale Nebenniere m 56 _
N4 w 37 -
N5 m 79 -
HI1 w 62 5
HI2 w 34 7
HI3 Hormoninaktives Adenom W 67 7
Hl4 w 71 2,7
HI5 m 71 9
Al m 46 1,1
A2 m 44 1
A3 Aldosteronproduzierendes Adeng m 51 1,7
A4 m 55 kA
A5 m 63 0,5
Cl w 72 3
Cc2 w 43 2,8
c3 Cortisolproduzierendes Adenom W 46 3
C4 w 42 2,9
C5 w 34 4
CAl w 70 13
CA2 m 71 14
CA3 m 14 17
CA4 m 64 kA
CA5 Nebennierenrindenkarzinom m 1 9
CA6 m 52 17
CA7 w 37 13
CA8 w 42 17
CA9 m 49 kA
H1 ACTH-abhangige Hyperplasie w 66 -
H2 m 37 -
P1 m 50 4,5
P2 w 49 8
P3 Phéaochromozytom W 45 3,6
P4 m 35 4,5
P5 w 61 3,3

kA= keine Angaben verfugbar

Tabelle 6.1: PatientendatenAlle Diagnosen sind histologisch gesichert.
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6. Anhang

Protein
Acc.-No.

NM_004262 4758507 NP_004253 4758508
AF448809 17864975 AAL47139 17864976
AF539752 33187749 AAP97729 33187750
AF453776 17981041 AAL50817 17981042

NM_022630 12018321 NP_072152 12018322

Tabelle 6.2: Datenbanknummern der AT-Isoformen in NCBI-Entrez. Angegeben ist jeweils die Ac-
cession-No., sowie die gi von mRNA und zugehdridganatein.

6.1 Primer
HAT
[sTcf]
[RATa] [FATD ] [RATc]| [sTcr]
| V277761 N
Intron
MAT1/ RAT1
Oo—
A— o—>
i
-k <« -
MAT2/ RAT2
B—
A— o*—>
| I
<~k <o <y

Abbildung 6.1: Lage der Primer. Die Balken zeigen die cDNAs der langen und kur2dnlsoform.
Die nicht-translatierten Bereiche sind schwarz, @pen Reading Frame ist weil3. Die Symbole kenn-
zeichnen die Begrenzungen der von uns verwendetareP(siehelTabelle 6.3,S. 74.
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6. Anhang

Sequenz Einsatz
Mensch
HATa -—- |5-ATG TAT AGG CCA GCA CGT GTA ACT TCG ACT TC-3' RT-PCR (232
HATb -—- |5'-CAC TCA AAG TCC TGT ATT CCT GTG TAG CTG GTG AATTA ACT G-3' bp-Fragment)
HATCc -~ |5'-AGT TGA AGG GTT TAT TTC CAG GTT TCC AGA GTT AT’
HATd -—- |5'-TGA GTC TTC TTG TAC TAG TGG GCC ACC AGA-3’ 5-RACE
HATe -—- |5'-ATA CAG ACT TTG CAA CAG GGA TGC ACT TGT T-3'
HATf -—- |5'-CTG TGG AGG CAG CCT GAT CAA TAA CAT GTG GAT CCG-3' RT-PCR (624
HATa --- |5-TAG ATC CCA GTT TGT TGC CTA ATC CAG TCA AGG TAGCT GTC ACT C-3 bp-Fragment)
STC -—- |5-GCC TAG GAA TCT GCA TTT TAG AGG ACC ACC TCC C-3' Stop-Codon-
STC | --- |5-GCC AAT TTG CTG CAG CCT GGT CAG TAA GTG C-3' PCR
Maus
MAT1a A |5-ATG TAT AGG CCA AGA CCA ATG CTA TCA CCG TCA AGATTC T-3' Full-lenght-
MAT1b V |5-CTA GAT TCC CGT CTG CTG TCT GAT CCA GTT G-3' CDNA
MAT1c % |[5-GTG TCC TGA TAA ACT CAC TTT TTA GAC TTG ATC CTGSAA ATT CAT-3’ 5'-RACE
MAT1d O |[5-ATA AGC CAG GCG TGT ATA CTC GAG TGA CAG CCT ACGC-3' 3-RACE
MAT1e O |[5-ATG TAT AGG CCA AGA CCA ATG CTA TCA CCG TCA AGATTC T-3’
MAT1f & |[5-GTG TCC TGA TAA ACT CAC TTT TTA GAC TTG ATC CTGSAA ATT CAT-3’ RT-PCR
MAT2a A |5-ATGATT TTC AGC TTC TGT TTT GTT GAT TTT GTT CT@\C-3' Full-lenght-
MAT2b V¥ |5-CTA GAT TCC CGT CTG CTG TCT GAT CCA GTT G-3' CDNA
MATZ2c * 5-CTA TCA TTA AGA AAG AAA AGG TGA GAA CAA AAT CAA CAA AAC AGA AGC TGA AAATCA T-3' 5'-RACE
MAT2d @® |5-ATA AGC CAG GCG TGT ATA CTC GAG TGA CAG CCT ACGC-3’ 3-RACE
MAT2e B |[5-AGC TTC CTG AGA GCC AGG TGA AAT GAT TTT CAG C-3'
MAT 2f @ |[5-TAG CTT TTG AAG CAA TGA GCT GCT GTC AGG ACC-3' RT-PCR
Ratte
RAT1a A [5-ATG TAT AGG CCA AGA TCA ATG GTA TCA CCT TCA AGATTC TTC AA-3' Full-lenght-
RAT1b V |[5-CTA GAT TCC AGT CTG CTG CCT AAT CCA GTT GCG GTA&: CDNA
RAT1c Y% [5-CTT GAA TAA TGA AGA GGT CCT TGG TTC TGT CCG TCTAC T-3’ 5-RACE
RAT1d O |[5-ACG CGC CGC CTC CCG TGA AGT CTG TAC CCA-3’ 3-RZE
RAT1e O |[5-CAC CAG CTA CGC ATG AAT ACA GAA CCT TGA GTG AAAG-3'
RAT1f ¢ |5-ATT CGA GTA GCT TCT GAA GCA GTG AGC GGC TGT-3’ RT-PCR
RAT2a A |5-ATG AGT TTC AGC TTC TGT TTT GTT GAT CTT CTT CTGTG-3' Full-lenght-
RAT2b WV |5-CTA GAT TCC AGT CTG CTG CCT AAT CCA GTT GCG GTA! CDNA
RAT2c Y [5-GTC AGT GAG TGC TAG CGT TAA GAA AGA AAG CAC GAGAAG A-3' 5'-RACE
RAT2d @ |5-ACG CGC CGC CTC CCG TGA AGT CTG TAC CCA-3’ 3-RZE
RAT2e l |5-CTC ATG AAA TCA GGG TGA AAT GAG TTT CAG CTT-3'
RAT2f @ [5-GCA ATA TCA TTA TCA CGA GTT ATG GAG TTG TAC TCAGC-3' RT-PCR
Sonstiae
B-Actin_f ---  |5-AAC TGG GAC GAC ATG GAG AAA ATC TGG CAC-3' RT-PCR
B-Actin_r | --- |5-ATG TAT AGG CCA GCA CGT GTA ACT TCG ACT TC-3' (Kontrolle)

Tabelle 6.3: Primerubersicht. Dargestellt sind die Sequenzen der Primer sowi&ihsatzbereich. Die

Symbole beziehen sich auf die obigebildung 6.1 Hierbei sind die Symbole der langen Isoformen in-

nen weil3, die der kurzen ausgefullt.
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6. Anhang

Das HAT-Gen

CTTCAGCTTCTTCCAAATGTAAAGGAATCATGATCTTCCCAGCACBTURATTCT 50700
ACTTGTTTAACAAGTTAGATTTTAATTAACATGAGATTTCCTCCTTTGABCTATA 60 CATTA{

AATGTGGGGCCGGTCCAGACCTAATAA 50760
GATCACACGTAATACATGAGAGTCATTAATTTGAGTGGGAATCTCBRPGATA, 120 E (1 G@G PDLITLSEQR LG 9
GCAGAAAAAAGAACCTCTTCATTAAGGATARGPATAGGTAAGTCCTGTTTTTGICT 180 |
MY R 3 GCACTGAGGCTGAGGAGGGAAGCTGGCCGTGGCAAGTCAGTCTARAEG 50820
GTEAEEGSWPWQVSLRL NN A 09
......................... (24.180 bp) ...coceeee Trp_SPc-Doméne 7
ACCACTGTGGAGGCAGCCTGATCAATAACATGTGGATCCTGACSBC/RBEITCA 50880
TGAAATCAGTGAAATGAATGACTTTCTTTGATCTCTCTCTCITRETARGGUISTGT 24420 HH @G SLINNMWILTAA »H @ 29
P ARV [z i T oo ——_ s
[AACTTCGACTTCAAGATTTCTGAATCCATATGTAGTATGTTTCATIGECAGGGGT 24480 GAABGTGAGGCCACCACTACCTACCCATCTGGGAACAATTAGAAGAGATBRAG 50940
TSTSRFLNPYVVCFIVV AGV p7 RS' 231
Transmemb _randoméne |
JAGTGATCCTGGCAGTCACCATAGCTCTACTTGTTTACTTTTTAGEIARGIBCCA 24540  § e (8.580bP) vvvevees
VILAVTIALLVYFLAF 43
TGTTCACAAATTCCCTACTCATATAGCATGTTTTCATAATGIF TTAGCRAGTCCT 56580
.......................... (5.340 bp) ..vvvvrre N SNP . p35
CGTGACTGGATTGCCACGTCTGGTATTTCCACAACATTTCCTAAACTRAGAGTIA 56640
20940 RDWIATSGISTTFPKLR MRV | pss
57 AGAAATATTTTAATTCATAACAATTATAAATCTGCAACTCATG/AGRATTGCACT 56700
RNILIHNNYKSATHEN DIAL 25 8
AAATGTTGAATATAATAGTCAGTTAAATTCACCAGCTACACAGGAGMIIAGGAG 30000 GTGAGACTTGAGAACAGTGTCACCTTTACCAAAGATATCCATAGTEIREIGNGAT 56760
77 LLRLENSVIETRDINSY S Qrra s
[ TGGAAGAATTGAATCTATGGTAAGTTAATATITGICITTIGCTCT T TAT 30060 :
83 GCTACCCAGAATATTCCACCTGGCTCTACTGCTTATGTAACAGGATGIEAAGAA 56820
ATQNIPPGSTAYVTGWG AQE Bi5
......................... (T1.340DD) ..ooorvveee TATGCTfGTAAb'b'tlbbbAAAAAAAAATTAACAATAGAAA'b'MIQUAT 56880
Y A 317
TGAGAGGAAGGAGAAGAAGAACTGTATTTACAGAGAGATTCCCCOITITITAC 41460
41520 e (L.320bp) e
102
CAAACTGAGGTGAGTGGAACTGTAGAAAAAATATTTAAGTATAGRGRGBBATA 41580 TTATAACAAACAGGCCACACAGTTCCAGAGCTAAGGCAAGGACASTAIRGSIT 58260
106 GHTYPELRQGQVR 1's 33
ARTGATGTAIG AATGCACCACATAGTTATAATGGAGCCATCTTGATEGEBBIT 58320
NDVC@PHSYNGAILSG m L c(pss 9
___________________________ N
ATATTATTTGTTTTTTAAAATATCTTTATGATTTACAGGCAAGATGGIRTGATGAGA 45780 GCTGGAGTACCTCAAGGTGGAGTGGACGCAIGTCAGGTARGTTURAGATEBA 58380
113 AGVPQGGVDACAQ Q 365
CGGATGTTGTCATGAAATTTCAATTCACTAGAAATAACAATGGAGTBAAGAAGE 45840 r-lzzz=-------co------
133 P —— @I80DP) oo
AGAATTGAGTCTGTTTTACGACAAATGCTGAATAACTCTGGAAACET/SGYICCI 45900 1
153 1 AAGTAATCAGTCATTCTGTTTTTTTAGAGGGTGAGGTGGCCCACTAGTACAAGIAG 61620
45960 ' GD »SGGPLVQE 375
158 h ACTCACGGCGGCTTTGGTTTATTGTGGGGATAGTAAGCTGGGGAGFIGEGTAC 61680
1 DSRRLWFIVGIVSWGDQ @GL 95 10
|

[CGGATAAGCCAGGAGTGTATACTCGAGTGACAGCCTACCTTGACEGCGAATAAA 61740

AGGACCACCTCCCAACCCCAACAAGTAATTCTGCTTCTTGTTGTAIGE@BOATT 48900 PDKPGVYTRVTAYLDWI RQQ pi15
AAGAAATTATGGTGAAATGATATCAGCCTTTATTGTATTTATCTTARTTTCTITAA 48960 CTGGGATHETGCAACAAGTGCATCCCTGTTGCAAAGTCTGTATGCAGGTGTGCCAIE0C

TACTABCACTTACTGACCAGGCTGCAGCAAATTGGCTTALTAATGIITAAGATT 49020 e I 418
AANWLIN 171 TTAAATTCCAAAGCTTTACATTTCAACTGAAAAAGAAACTAGAAATENTOTRACA 61860

[TCTTGTTACATAAATATGGTTTAACAAACACTGTTTAACCTTTCTTTARPAGGT] 61920
.......................... (1.620 bp) .ocvvnnne TTCTATTTTCTCFAGAGAACTATATGAATGTTGCATAGTACTGTGG’@JSG)SGAAG 61980

GGATATCGATTTGTTAGTTTGTTTAATCTGGTACTCAACTATGAAADNGZGTAAAG 65160
AAATCAAACCAATCACAATGTGAATTAAGTAACAATCCATTTTGGAAA 65208

Abbildung 6.2: Der Bereich des HAT-Gens in der merghlichen DNA. Dargestellt ist jeweils die cDNA. Die
zehn Exons (Nummerierung am Rand) sind jeweils ldikésten hervorgehoben. Die korrespondierende Pro-
teinsequenz befindet sich jeweils unter der cDNAt®®mz. Auch sie ist durchnummeriert, bei MAT undTRA
stehen diekursiv gedruckten Zahlen fir die Sequenz der kurzen tswa. Die flankierenden Exon-
Erkennungssequenzen AG bzw. GT sind jeweils waellgerstrichen. Die Introns sind nicht komplett abge
druckt, lediglich Beginn und Ende, sowie die Anzdbi ausgeblendeten Basenpaare. Die Strukturdoméomen
HAT sind grau hinterlegt: Die Transmembrandomarie SI=BIINEY und die Trypsin-like Serinproteasen-
Domane. Nicht gesondert eingezeichnet ist der iytopatische Anteil am Anfang. Bei MAT und RAT ist i
Exon 6 jeweils noch das Signalpeptid am Beginnkdezen Isoform hervorgehoben. Die Lage der Disblfid
cken ist folgendermaf3en eingezeichnet: die Disudfidindungskette zwischen Linkerpeptid und Trypsméd-

ne ist gepunktet.(.......... ), die Gbrigen Disulfidbrickendsgestrichelt dargestellt (.- ___ ). Das weil3e Drei-
eck @) kennzeichnet die Aktivierungsstelle der Trypsimdme, die drei Aminoséuren der hochkonservierten
katalytischen Triade sind jeweils mit PfeilspitZdn) markiert.
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6. Anhang

Das RAT-Gen

»XCATCCTCCTGAATAAAAATGACACTGAGATATGTGGTCATTG GGVABNGYCCT 60

GCCACCTCTAGTCGTGTGAATTCACTACTTACCAGAATGAATGGGRATGANT T
[TAAGGTGTCTCCATCTCTGATTCTGGCCCACAAGTCACACCATTGEIIGHACII 180
[TTCAGACTTGTTTTACAAGTTGGGTTTTAATTACACGGGATTTCCTREITICAGG
ITACACAGAACACGAAAGAGTCATTCAGTTGAGAGGGAATCTC A 300

AASGDEGTIA
GAACCAAGGACCTCTFCATTATTCAAGAGAT@ATA('GTAAGACCTG CTTTTGTTG 360
MY R

CCTCCTTTATTTTATTCCTGTTIJAGGCCAAGATCAATGGTATCAGGATUATTE 36120
PRSMVSFPS R FF L4

IAATCCCTT IATGGTAbL,IL,ILATTGTCATAATAACAGTAGGGCTCETGMZCGCA 36180
NPFMVALIVIITVGLLA
Transmembrandomane

GGTCTACTTA'I'I’CACTT'I'I'TAGCTT [TGGTAAGTACTTTTCAGATTARRARAATAT 36240
GLLIHF

(22000p) v

ACATGTTTTCCTTTCCTCTCQAGACAAGAGAGCTTACTTTTATCATRNGTRATAT| 38400
DJKRAYFYHSNEHI 56
[SEA-Modul

CTAAATGTTGACTATACTGAAGCTTTAAACTCACCAGCTACGCATBBARECTT 38460
76

ATGGTACGTTAATGCTTGTCTCTTTARTSITIGTAT 38520

(1.500 bp)

CCGTTTTCTTTCTACAGATTACTGATGCATTTCGAGAATCAAATCTAOBXATTTA 40080
o

|TCAGGACACATGTTGTCAAAC AGGTAAGTGAAACCTTACCAAMNGTEERAA 40140

106
(6660 bp)

ACAAAATTACTCAAAAGGTCTCTTATGAAH(*CAGAAAAGAAGGGB‘BCEGGTFGC G 46860
114

GATGTTGTCATGAAATTTCGATCTAGTAAGCGTAACAACAAAAAGEIRITCAGA 46920

134
ATCCAATCTGTGCTACAAAGACTCAGCAGCTCTGGGAACTTGGARETAGGBAT 46980
I QSVLQRLSSSGNLEIA PSN 154

GAGATAACATGCAAGTACCATGTCTTATGCCTCTTCGTTTTAATAGERBTTTCA 47040

(3.480 bp)

Start M

GTi:TCGTCACTGAGCTTCATGAAATCAGG&'H'GEAGTTTCAGCTTCTGTTTTGTT 5A 50580
9

TCTTCTTCTCGTGCTTTCTTTCTTAACGYTAGCACTCACTGACCABGGARABTGT 50640

67

L LLVLSFLTLALTUDA QDTENYV 29
RAT2- Si gnal peptid

TTTGACTCAAGGTAAGTTTTTAAATTATTTTAAATTACCTATTAAATABEGATTTTG 50700
LTQ
L TQ 32

(L.08BOBP) e

AETGDWPWQVSLQLNNYV

GGTLISNLWVLTAA »H

GGAGGTACCCTGATCAGTAACTTGTGGGTCCTGACAG%T

(8.400 bp)

TGTTTTATTTTATGTTGTTTTTAGCTACTCGAATCCTCAACAATGGABAGTTTGE 60480
YSNPQQWTA T F G 242/ 104

TGTTTCTACAATAAGTCCTAGGTTAAGAGTGAGAGTAAGGGCTATUUARGCTGA 60540
VSTISPRLRVRVRAILA H A E 26 124

YNSITRDN »IAVVQLDRPVT 282 144
FTTTACCAGAAATATCCATAGGGIATGTCTCCCAGCAGCAACCCAHMARNIXITGA 60660
FTRNIHRVCLPA QNI M P D 30p/ 164

i 162: 1

TCCGTCGCATATGTCACAGGATGGGGATCTCTCACTTATGGAGETABEGESAA 60720
SVAYVTGWGSLTYG 316/ 178
169: A

(1.9200p) v

TAGGCAACACGGTCACAAATCTACAGCAAGGAGAGGTCAGAATAGEBAGEITGT 62700
NTVTNLQQGEVRIVS SEV 333 197

EPAGYGGSVLPGMLC A GV 35% 217

/—\ACGAGCCAGCTGGCTACGGTGGGAGTGTCTTGCCAGG@sTGU:EG)’GTGC 62760

[CCAGGTAACAACATTATCTGTGIGAGEAGTT 62820
364/ 226

®OOODOP) e

GATTTCAAGGTTCAAACCATTTGATTTGTTTTCIFCAGGGUBBETGGCCCACTAG 65880

227 GD »$SGGPL 371 233

TACAAGAAGACACAAGGCGGCTTTGGTTTGTCGTGGGGATTGTGASTNTERA|T 65940
VQEDTRRLWFVVGIVSW GYQ 39u 253

GGCCTGCCAAATAAGCCAGGAGTGTATACGCGAGTGACAGCBTAGGACAA 66000
LPNKPGVYTRVTAYR N W1 41y 273

GGCAGCAGACTGG,
RQQTGI

CCCAAGTGCGCCTGATTCAAATGCCGCAGCCTCGCTTTTCAACTBAABRGGAA 66120

ACGTCCCATTTCAACATCCCATTACATAAATATGGTTTAACAGTTTREIATGTE 66180

GATf FAATGT'I'I'ACTTTCCCAAGGG GAGGGGGAATCCATAAACCTAACTHGWAB6240

GGAGATATGTTGAACTAGTTATGGAGTTGACAATTTTATTATAGGBSEGEETCG 66300
GACTGAGAAATCAGATACTCAGTATCGGAGACGTCAGTATTTTCANGAWGTCC 66360
TAATATTAAATCTGAGAGGCCAATGAACAAATACTGTAAGTACTGTAGCBAGTG 66420
TTTGACATTCCCAAACAAATCTTCCAGCATGTTCTTGCATATTGAARMATRAAAA 66480
TAGTTGTTTTCAAGTGAAACCAAAAAACAGACTCGTGAATCTTTTTANOGETCT 66540
TTCCCCCATTTTAAATGTCTTATCTACATAGGGAAGACATATCTCERENANAGCT 66600
GAGGTAATGAATCCACACAGCCTTCTCCGCTACATTTACAACCAGHHIIABEIAAA 66660
GAAATCCCTACTACCAACTTCCTACTGCTGGCCTTTTTTTTTTTTTITITITTAG 66720
AGTAAAATGATGCTCAATCACAAAATTTAAGTACAAATTCAAAGTTRBASGAAGA 66780
GGTAAAGAGCTGGTTTGTAAAGGCCAAGATTAAGCAGATTAACAPORAGIPAGA 66840
CGGAAGGATCTCAGATTCATATTCTCTCTGTGTCTCTGTGTGTGTGICTTFTGT 66900
CTCTCTCACATACACATACACACACATTCTCTGTGTATCTTTGTGTRATCTETCT 66960

Abbildung 6.3: Der Bereich des RAT-Gens in der DNAler Ratte. Legende siehe Abb. 6.2.
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(GGCGACCGAGGAAAACGCGCCGCCTCCCGTGAA BTCTGTA 66060
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6. Anhang

Das MAT-Gen

TATTTCAGAGAGAGTGTCTGTCACGTTCAGGGGAAGTACTATCTTATRBITCTT 60
CTGTAGAGAAGAATGAAGTTTATGATAATAAGCAGAAGTGCCACATIIITARAA
ACGACACTGAGATATGTGGTCACGGGGTTGTGAGGAAAAAAAAACACCTBEAG
TCATGTTTATTCACTACTTACCAGAATAAATGGGATTGTTTCTGGTAGGTATGTA
AGGTTTCCCCATCTTTTATTCTGGACCACAAGTCACACTATTGGCTGARGITTT

CAGACTTGTTTTACAAGTTGGGTTCTAATTACATG GGATTTCCTCC'ITUBG GTA

120
180
240

300

(@31800P)

AAAGTATTCATTTCCAAGTGAACTGAGTGATGCTCCTTTGTTTTA cdc 33720
P

AAGACCAATGCTATCACCGTCAAGATTCTTCACTCCCTTTGCAGTAGTIGTCAT 33780

RPMLSPSRFFTPFAVAF vvi 2

AATAACGGTAGGGCTCCTGGCCATGATGGCAGGTCTACTTATTCAGTI LCGT 33840
ITVGLLAMMAGLLIHFL AL |43
Transmembrandomane

AAGTACTTTTCAGGTTAAATAGTTAAATATGCTCTCAGGTTAAAAATCITRTCTCT 33900
(600 bp)

ATTAATCTCTGTTGTAACATTAGAGTAATCATGTTTTCCTTTCC \CBAGAAAG 34560
46
FRACTHTAT F SEFFHF F FAAACSTT T CT 34620
AYFYHSSFQILNVEYTE A LN 66
SEA-Module
CACCAGCTACACACGAATACAGAACCTTGAGTGAAAGAATTGA! | 34680
SPATHEYRTLSERIEAM 83
(1480 bp) oo
ACAGATTACTGATGAATTTCGAGGATCAAGTCTAAAAAGTGAGTTGATBEBTGIT 36220
I TDEFRGSSLKSEFIRT 101

TGTCAAACTAAGGTAAGTGATACCTTACCAAAAACTATATGTACARABATEAGA 36280

106
1200P) e,
ATATAAACAGTACAAAATTACCCAAAGGATCTGTTTCTTACGAGCTFOEBASGGA 42460
100
CTGGTGTGGTTGCGGATGTTGTCATGAAATTTCGATCTAGTAAACRERRORAGG 42520
120
TAATGAAAACCAGAATTCAATCTGTGCTACGAAGACTCAGCAGCTRIOTTGEMAA 42580
VMKTRIQSVLRRLSSSG NLE 148

TAGCCCCTTCGAATGAGATAACATGTAAGTACCATGCTTTATGCCI JAATAC 42640
| APSNEIT

CCTTCTTTTGCCAAGAGAAATAAGTGACTTTTGGAGCAGAGAAGTRETIRITACA 46180
TGAAGCATGTAAGCACAAGCCTCCATCAGTTTGAGTACAACACCRBRAGFAGTT 46240
GTAAAGAGAGATTTCTAGGGCACGTGACTCAGAGGTTATTTCTAARGG F GAG 46300

CCTGGGAATCTGAATTTCAGGAAACCCTCCCAGTGACCACACCTTTBCGAGGGE 46360
TGAGCTTCCTGAGAGCCAGGPGRATTTTCAGCTTCTGTTTTGTTGATTTTGTTGTC 46420
MIFSFCFVD FVL 12
MAT2-Signalpeptid

ACCTTTTCTTTCTTAATG, GCACTCACTGACCAGGATACAGAAARREBTTCAA 46480
TENVLT 170/ 32
TEFSFLMI L T DQDTE N..

GTAAGTTTTTAAAATTTTTGTAAATATTTATTAAATTATTCACTAGTGGATCAAT 46540
(1020 bp)

CCTTTATGTTGTTGTTGATGATGATGATGTTGTTGTIHCTAGAATERREAGCAG
ECG

O ARP 174/

47620
38

ACCTTATAACACTGCTCAGAAGAGAGAATCAT TGGAGGCATGCAAGCT Cf 47680
DLITLSEERIIGGMQAE P GD 19§/ 58
] Tryp_SPc-Doméne
GGCCCTGGCAAGTCAGTCTACAGCTCAATAATGTCCACCACTGTGGBBEATL.
WPWQVSLQLNNVHHCGG ALI 216

GTAACATGTGGGTCCTGACAGCABINGCTTCAAA

47740
78

TGAGGCAACAGGTACTCTT 47800

(2520 bp)

ATCATTTGTTTTGTTCTCT]%AGGGT(B{BRGGTGGCCCGCTAGTACAAGAAGAC CAA 70720

»S GGPLVQEDS 376/ 238
GGCGGCTTTGGTTTGTTGTGGGCATTGTGAGCTGGGGATATCAGTIGRATA 70780
RRLWFVVGIVSWGYQCG LP N 396 258

AGCCAGGCGTGTATACTCGAGTGACAGCCTACCGCAACTGGATOYEMIREEAN 70840
KPGVYTRVTAYRNWIRQ QTG 414 278
T €TGCAACCGAGGAAAAAACGTGCCATGAGGTCTCTGTATCCAAGTECBALTBI00

I q 411/ 279
GGATGCCATGGCTTCACATTTCAACTGCAAAGGAGACTGGAAATGTGAATE T
CCATTACATAAATATGGTTTAACTGTTTAGTATTTCTTTGTCGGTATRGACTTT
CTTGAGGAAAAAAAAAACATGAACATGGCTAAGTAAGAATTATGTABEGETAG!
AAGACATTTATTACATGGGTGGTCAGGTGTAGTAGTGAGAAGTCAGRABACAA
TAATTTACAGAAAATAATGTCAGGTAGTCCTAACGTTAAATATGTGRAGBBCAA
ATAGTGTTAGAACTGAAGCCATCCCAAGTATTTAACATTTGTTTTOWNETBAAGA
AACAGACTTACATATAGTTTTAATGGTGAATTTTCATTTTAAATATOTATGATAGA
AAAGACATATCTCCTTCATGAAGAAGCTGAGGTGATGAATCAACATNGBGLTA
TGTTTGCAACCACAAGATTTGTGGGAAAGAAATCCCTACTACCAAITETIGG
ATTATTTTTTAGAGTAACACGACGCACAATAGCAAAATTTAAGTARHMAGTTA
ATGATGAAGAAGAAGTAAAGAGTTTGTTTGCAAAGACAAAAATTARRIATZA CA|

70960
71020
71080
71140
71200
71260
71320
71380
71440
71500
71560
71620

ATAAATCTGGAGACAGAAGGGTCTCAGATTC@ ATTCTCICIGTATGTIGTGTC
CATTCTCTCTGTGTSTGITTCT 71680

CTATCTCTCTGTCTTTCTCTGACACACACATAAACAATCACCAAAAIMMNTNAGA 71740

Abbildung 6.4: Der Bereich des MAT-Gens in der DNAder Maus. Legende siehe Abb. 6.2.
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Gymnasium bei St. Michael, Schwabisch Ha
Abschluf3: Allgemeine Hochschulreife

Wehrdienst in der Sanitatsschule demiaffe in Giebelstadt

sowie in der Sanitatsstaffel des Luftwaffenversorgs-
regiments 4 in Mosbach/ Baden

Medizinstudium an der J3dMeximilians-Universitat,
Wirzburg

Arztliche Vorpriifung
Erster Abschnitt der Arztlichen Prigfun
Zweiter Abschnitt der Arztlichen Priifung

Praktisches Jahr:

Innere Medizin an der Medizinischen Uniklinik Wizl
Chirurgie an der Chirurgischen Uniklinik Wirzburg
Radiologie am Radiologischen Institut der Medizihisn
Uniklinik Wirzburg

Dritter Abschnitt der Arztlichen Priifung



Berufliche Laufbahn:

August 2003- Januar 2005 AiP/ Assistenzarzt inMiedizinischen Klinik 11
des Stadtischen Klinikums Pforzheim
Oktober 2004 Approbation

Méarz 2005- Dezember 2005  Assistenzarzt in der Meidizhen Klinik 1l der Klinik am
Eichert in Goppingen

Seit Januar 2006 Assistenzarzt am Klinikum ,,Am Gelrunnen” Heilbronn in
der Klinik fir Radiologie, Minimal-invasive Theram und
Nuklearmedizin
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