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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, neue Mitglieder einer extrazellularen Ca**-bindenden
Proteinfamilie, der BM-40 Familie, zu suchen und diese zu charakterisieren. Alle bekannten
Familienmitglieder besitzen einen modularen Aufbau und enthalten eine Follistatin-
ahnliche- (FS) und eine extrazellulare Calcium-bindende-(EC) Doméne. Ausgangspunkt der
Suche war eine Datenbankanalyse, wobei die Nukleinsduresequenzen aller bekannten
Proteine der BM-40 Familie zur Suche neuer, potentieller Homologe eingesetzt wurden.
Diese Suche lieferte vier unabhangige EST-Klone. Teile dieser Klone wurden zur
Generierung radioaktiv markierter Sonden genutzt, um cDNA-Bibliotheken nach den
vollstandigen Nukleinsduresequenzen zu durchmustern. Im Rahmen dieser Arbeit gelang
die Isolierung der kompletten cDNA-Sequenzen fur vier bislang unbekannte Homologe.
Zwei Klone stellten sich dabei als Untergruppe der BM-40 Familie heraus, die einen bisher
unbekannten Doméanenaufbau zeigen, wobei die fur die Familie typischen FS- und EC-
Doménen vorhanden sind. Die beiden neuen Vertreter wurden als SMOC-1 und SMOC-2
bezeichnet (secreted modular calcium-binding protein). Northern-Blots zeigten, da SMOC-1
und -2 Transkripte in der Maus in Gehirn, Thymus, Lunge Hoden und Eierstocken zu finden
sind, wahrend sich lhre Expression in den anderen Geweben unterscheidet. Die RT-PCR
zeigte, in Kombination mit einem Southern-Blot, fur beide SMOC-Transkripte eine breitere
Gewebeverteilung an, als diese aus dem Northern-Blot zu erkennen war. Mittels PCR
wurden Konstrukte amplifiziert, die den gesamten offenen Leserahmen der cDNAs
enthielten. Mit diesen wurde SMOC-1 und -2 rekombinant in humanen, embryonalen
Nierenzellen (EBNA-293) exprimiert und aufgereinigt. Antisera gegen die Proteine wurden
in Kaninchen und Meerschweinchen produziert und diese zur Untersuchung der
Gewebeverteilung der Proteine benutzt. Hierbei stellte sich heraus, dall SMOC-1 im Gewebe
fast immer in der Basalmembranzone mit Laminin kolokalisiert ist. Die einzige deutliche
Abweichung von der allgemeinen Kolokalisation fand man in Eierstockgewebe. Dort findet
man Laminin in der Basalmembran, welche die Follikel umgibt, wahrend SMOC-1 in einer
Zone um die Oocyten auftritt und wahrscheinlich mit der Membran der Oocyte assoziiert ist.
Far SMOC-2 konnte mit den erhaltenen Antiseren keine Gewebefarbung erhalten werden.
Circulardichroismus (CD)-Messungen zum Nachweis der Calciumbindung wurden mit den
gereinigten Proteinen durchgefuhrt. Auch eine vorhergesagte N-Glycosylierung konnte

nachgewiesen werden.



Zusammenfassung

Im einem zweiten Projekt gelang es, die vollstandigen cDNA-Klone fir zwei neue
Testican-Homologe zu isolieren, die als Testican-2 und Testican-3 bezeichnet wurden. Beide
zeigten einen zum bekannten Testican-1 identischen Domé&nenaufbau und unterschieden
sich  nur geringfigig in der Lange der Transkripte. Aufgrund der
Hybridisierungsbedingungen beim Durchmustern der cDNA-Bibliothek konnte au3erdem
die vollstdandige cDNA fur Testican-1 isoliert werden. Die Verteilung der mRNA wurde fur
alle drei Testicane auf der Ebene des Northern-Blot untersucht. Dabei stellte sich heraus, daf}
alle Testicane im Gehirn vorkommen. Wahrend Testican-1 und -3 in der Maus auf dieses
Organ beschrankt sind, findet man fur Testican-2 weitere Signale in Lunge und Hoden. Die
Expression von Testican-2 wurde mittels in-situ-Hybridisierung auf murinen
Gehirnschnitten untersucht und bestéatigt. FUr die beiden neuen Testicane wurden
Konstrukte erstellt, um die Proteine voller Lange im EBNA-System rekombinant zu
exprimieren. FUr Testican-2 wurde ein um die N-terminale Doméne verklrztes Protein
exprimiert und gereinigt, da das Konstrukt voller Ladnge keine Expression zeigte. Testican-3
konnte dagegen in voller Lange exprimiert und gereinigt werden. Gegen Testican-3 wurden
je ein Antiserum in Kaninchen und Meerschwein produziert. CD-Messungen zur
Untersuchung der Calcium-Bindung wurden mit Testican-2 aus Maus und humanem
Testican-3 unternommen. Dabei zeigte nur das humane Material eine reversible, Calcium-

abhéngige Konformationsdnderung.



Einleitung

I Einleitung

1.1 Die extrazellulare Matrix

Unter dem Begriff extrazellulare Matrix (ECM) fa3t man alle Makromolekule zusammen, die
in Geweben den Raum zwischen den Zellen ausfullen. Dazu gehdren unterschiedliche
Polysaccharide, Proteoglycane und Proteine. Sie bilden ein hochorganisiertes Netzwerk aus,
welches dem entsprechenden Gewebe seine physikalischen Eigenschaften verleiht
(Aumailley und Gayraud, 1998). Dabei fallt dieser Matrix mehr als nur eine Struktur- oder
Barrierenfunktion zu, wie besonders in den letzten Jahren deutlich wurde. Die Proteine der
extrazellularen Matrix interagieren beispielsweise direkt mit Oberflachenrezeptoren von
Zellen und initiieren damit Signalkaskaden, wie z.B. bei der Bindung von Laminin an Brust-
Epithel Zellen, welche die Prolactin und Insulin-Signal-Kaskade aktivieren und so eine
Apoptose verhindern. Ein Kontakt der Zellen mit Kollagen | wirde dagegen zur Apoptose
des Epithels fuhren (Edwards et al., 1998, Lee et al, 1999). Weiterhin kontrolliert die ECM die
Modulation vieler Wachstumsfaktoren, Differenzierungs-Faktoren, Cytokine etc. (Streuli,

1999).

Die extrazellulare Matrix setzt sich aus einer Vielzahl an Komponenten zusammen.
Dazu zahlen neben den Kollagenen u.a. die Laminine, aber auch Proteoglycane (z.B. Perlecan
und Aggrecan) sowie Fibrilline, Matriline, Thrombospondine und viele weitere (Aumailley
und Gayraud, 1998; Dedk et al., 1999). Proteine, die aufgrund ihrer physikalischen
Eigenschaften unterschiedlichen Familien  zugerechnet  werden  zeigen  oft
Sequenzhomologien innerhalb definierter Bereiche, den sogenannten Modulen oder
Domaénen. Ein modularer Aufbau findet sich vor allem in extrazellularen Proteinen haufig
wieder. Was versteht man unter einem Modul und welche Vorraussagen lassen sich fur

modulére Proteine aus ihrer Sequenz ableiten ?

1.2 Domanen in extrazelluldren Proteinen

Unter einer Doméane versteht man eine eigenstéandige Faltungseinheit innerhalb einer
Proteinsequenz, deren Lange variiert und zwischen 50 und 300 Aminosaurereste umfassen
kann. Besonders in extrazellularen Proteinen ist deren Aufbau aus verschiedenen Doméanen
weit verbreitet. Homologe Domanen gleichen sich nicht nur auf der Sequenzebene, sondern

besitzen auch &hnliche Sekundéar- und Tertidrstrukturen. Diese strukturellen Homologien
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Einleitung

kdnnen aus der Sequenz jedoch nur vorhergesagt werden und missen durch
biophysikalische Verfahren (NMR, Rontgenstruktur Analyse) abgesichert werden.
Unterstrukturen von Doménen werden als Module bezeichnet. Sie besitzen ein
Aminosauremuster, aus welchem eine Konsensus-Sequenz abgeleitet werden kann. Anhand
dieser Konsensus-Sequenz kann ein Modul durch den Sequenzvergleich zweier Proteine
identifiziert werden, auch wenn diese, z.B. wegen anderer Domanen in direkter
Nachbarschaft, ansonsten nicht homolog sind. Die Verbreitung von Modulen in Proteinen
geht wahrscheinlich auf Mechanismen wie das Exon-shuffling zurtick. Dabei handelt es sich
um die Insertion von Exons in die Introns existierender Gene. Fur diesen Vorgang sind
transponierbare Elemente verantwortlich, die tGber das gesamte Genom verteilt sind und bei
hoheren Eukaryoten bis zu 10 % des Genoms ausmachen kdnnen (Finnegan, 1989). Dies stellt
einen besonders effektiven Weg der Duplikation und Durchmischung von Exons dar und so
kdnnen transponierbare Elemente dazu beitragen neue Gene zu schaffen. Wichtig fur den
shuffling-Prozess ist dabei, daR die Phasengrenzen an den Ubergéangen zwischen Exon und
Intron kompatibel und symmetrisch sind, da unsymmetrische Domanengrenzen einen
Abbruch des Leserasters bedingen wirden. Von den drei mdglichen Phasengrenzen 1-1, 2-2
und 0-0 findet man an den Doméanengrenzen extrazellularer Proteine h&ufig die

Kombination 1-1 (Patthy, 1991).

1.3 Die Komponenten der ECM

Wie bereits angedeutet, besteht die ECM aus einer Vielzahl unterschiedlicher
Proteine. Diese kdnnen in drei Klassen unterteilt werden: Faserproteine (z.B. Kollagen),
Proteoglycane und Hyaluronsaure und nicht-kollagene Glycoproteine bzw. Adhéasions-
Proteine. Da in dieser Arbeit keine erschopfende Beschreibung aller Proteine der ECM
vorgestellt werden kann, sollen exemplarisch einige wichtige Komponenten Kkurz

beschrieben werden.

1.3.1 Kollagene

Die Familie der Kollagene stellt die Gruppe extrazelluldarer Proteine mit den meisten
Vertretern dar. Es handelt sich um homo- oder heterotrimere Proteine, deren jeweilige
Untereinheit die a-Ketten eigenstandige Genprodukte sind. Bis heute sind 34 verschiedene
a-Ketten beschrieben, aus denen 19 unterschiedliche Kollagene aufgebaut werden. Die

a-Ketten besitzen eine variierende Anzahl an typischen Gly-X-Y-Wiederholungen
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Einleitung

(mit X-Pro, Y=Hyp; Hyp=Hydroxyprolin), die fir die Ausbildung der Kollagen Tripelhelix
notwendig sind. Neben diesen Abschnitten findet man weitere, nicht-kollagene Doménen in
den a-Ketten. Je nach Zusammensetzung aus kollagenen und nicht-kollagenen Domanen
unterscheidet man Fibrillen-formende und nicht Fibrillen-formende Kollagene. Zu den
Fibrillen-formenden rechnet man die Kollagene des Typ I, II, Ill, V und XI. Diese kénnen
lange Kollagenfibrillen bilden, die sich zu Kollagenfasern von mehreren Mikrometer
Durchmesser zusammenlagern. Kollagene vom Typ IX, XII, XIV, XVI und XIX werden als
Fibrillen-assoziierte Kollagen bezeichnet (FACIT; Engl.: fibril-associated collagen with
interrupted triple helix), da sie an der Oberflache der Kollagenfasern fur deren Vernetzung
untereinander oder mit anderen ECM-Komponenten verantwortlich sind. Kollagen Typ-1V
und VIl werden als netzbildende Kollagene bezeichnet. Typ IV Kollagen ist ein
Hauptbestandteil der Basalmembran und fur deren netzwerkartige Struktur verantwortlich,
wahrend Kollagen Typ VII Dimere bildet, die sich zu Verankerungsfibrillen verbinden und
dazu beitragen, die Basalmembran vielschichtiger Epithelien, z.B. in der Haut mit dem

Bindegewebe zu verknipfen.

1.3.2 Proteoglycane

Proteoglycane bestehen aus einem Proteinanteil mit kovalent gebundenen
Glycosaminoglycanen (GAG). Der Zuckeranteil kann dabei, im Gegensatz zu Glyco-
proteinen, die zwischen 1 % und 60 % Zucker in gebundener Form enthalten, bis zu 95 %
betragen. Die Zucker der Proteoglycane sind unverzweigte Polysaccharidketten aus sich
wiederholenden Disaccharid-Einheiten. Einer der beiden Zuckerreste ist dabei stets ein
Aminozucker, entweder N-Acetylglucosamin oder N-Acetylgalactosamin. In den meisten
Féallen ist der Aminozucker mit einer Sulfatgruppe verbunden. Der zweite Zucker ist meist
eine Uronsdure (Glucuronsaure oder Iduronsaure). Die Polysaccharidketten werden im
Golgi-Apparat Uber ein Trisaccharid an einen Serinrest der Kernproteins gebunden. Im Falle
des Keratansulfates kann diese Kopplung alternativ Uber einen Threonin- oder
Asparaginrest erfolgen (Fosang und Hardingham, 1996). Aufgrund der Sulfat- oder
Carboxylatgruppe an den meisten Zuckerresten, tragen die Glycosaminoglycane eine starke
negative Ladung. Die Glycosaminoglycane konnen abhéngig von Zuckerresten, deren
Verknupfung, Anzahl gebundenen Sulfatgruppen und deren Position in vier Hauptgruppen
unterteilt werden:

1. Hyaluronan, 2. Chondroitinsulfat und Dermatansulfat, 3. Heparansulfat und Heparin und

4. Keratansulfat.
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Einleitung

Das Hyaluronan ist das einfachste Glycosaminoglycan. Es besteht aus bis zu 25000
sulfatfreien Disaccharideinheiten, die nicht an einen Proteinkern gebunden sind. Hyaluronan
ist ein wichtiger Bestandteil der Gelenkflussigkeit und erfullt wichtige Aufgaben wahrend

der Embryonalentwicklung.

Im Bindegewebe machen die Proteoglycane meist weniger als 10 Gewichtsprozent
der Faserproteine aus. Sie bilden schon bei geringen Konzentrationen Gele aus. Aufgrund
ihres hydrophilen Charakters und ihrer negativen Ladung lagern sie Kationen und damit
groRe Wassermengen in der Matrix ein. So entsteht ein Quelldruck (Turgor), der
auftretenden Druckkréaften einen Widerstand entgegensetzt und so die Matrix bei moderater
Belastung vor Deformationen schutzt. Wichtige Proteoglycane der extrazellularen Matrix
sind z.B. Aggrecan, das wichtigstes Proteoglycan des Knorpels. Perlecan ist ein Bestandteil
der Basalmembran und beispielsweise im Nierenglomerulus mitverantwortlich fir die Blut-

filtration (Timpl, 1993).

Die Expression von Proteoglycanen ist jedoch nicht, wie lange angenommen wurde
nur auf strukturelle Gewebe wie Knorpel oder Bindegewebe beschrankt. Friihe biochemische
Untersuchungen zeigten, dal im Rattengehirn mindestens 25 verschiedene Proteoglycane
existieren (Herndon und Lander, 1990). Mittlerweile sind viele Proteoglycane bekannt, wie
z.B. Brevican, Neurocan und Testican, die ausschlie3lich im Nervensystem vorkommen. Ihre
Funktionen sind weitgehend ungeklart (Bandtlow und Zimmermann, 2000; Hartmann und
Maurer, submitted). Einige Proteoglycane, darunter Phosphacan sind maRgeblich am
Auswachsen und der Lenkung des Neuritenwachstums beteiligt. Sie kdnnen dabei in
Abhéngigkeit von Neuronentyp sowohl inhibitorisch als auch permissiv wirken (Garwoodet
al., 1999). Neuere Untersuchungen in Drosophila weisen darauf hin, dall manche
Proteoglycane eine Rolle wahrend der Entwicklung spielen. Bei der Untersuchung von
Entwicklungsmutanten wurde festgestellt, dal die verantwortlichen Enzyme an der
Biosynthese der GAG-Ketten beteiligt waren (Selleck, 2000). Dies zeigt, dal die GAG-Ketten
nicht nur die Struktur eines Proteoglycans ausmachen, sondern essentiell dessen Funktion

beeinflussen kdnnen.
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Einleitung

1.3.3 Laminin als Beispiel eines nicht-kollagenen Glycoproteins

Laminine sind Glycoproteine, die sich durch eine heterotrimere Zusammensetzung
aus je einer a-, einer b- und einer gKette auszeichnen. Sie stellen einen wesentlichen
Bestandteil der Basalmembranen dar. Mittlerweile sind funf a-Ketten, drei b-Ketten und drei
g-Ketten beschrieben, aus denen sich insgesamt 15 verschiedene Laminine aufbauen. Durch
die Verknupfung dreier Ketten in der Zusammensetzung a, b und g bildet sich die
charakteristische kreuzformige Laminin-Struktur aus. Sie weist einen langen und zwei kurze
Arme auf. Eine Ausnahme bildet das Laminin-5, welches aufgrund seiner
Zusammensetzung aus verkdrzten Ketten (a3b3g2) nicht Uber diese Arme verfugt. Alle
Laminin Ketten besitzen in der C-terminalen Region Heptad-Wiederholungen, die fur die
Trimerisierung Uber eine coiled-coil-Domane essentiell sind. Eine zusatzliche Stabilisierung
erfolgt Uber die Ausbildung von Disulfid-Briicken (Barlow et al., 1984; Paulsson et al., 1995).
Die a-Ketten besitzen zusatzlich eine C-terminale Doméne, die G-Domaéne, die aus funf
globularen Bereichen besteht und eine Affinitat fur Heparin zeigt. Ahnliche G-Domanen
sind aus Perlecan, Agrin und anderen Proteinen bekannt (Rupp et al., 1991; Kallunki und
Tryggvason, 1992). Der N-terminale Teil der Laminine wird aus der Kombination zweier
weiterer Doménen aufgebaut. Die LE-Domanen sind &hnlich zur EGF-Doméne, enthalten
jedoch acht Cystein-Reste, wahrend die EGF-Domaéane nur sechs Cysteine enthalt. Doméne VI
ist eine globuldre Domane, die spezifisch fur Laminin ist und nur wenige Cysteine enthalt.
Uber die Doméane VI sind alle Untereinheiten des Laminin an der Calcium-abhangigen
Selbstaggregation zu einem Geflecht beteiligt (Yurchenko und Schittny, 1990). Eine
Ausnahme bilden die Laminin-lsoformen an deren Aufbau eine a3, a4 oder 2-Kette beteiligt

ist, da diese keine Domaéane VI enthalten.

Laminin-1 (alblgl) war das erste Mitglied dieser Familie, welches charakterisiert
wurde (Timpl et al., 1979; Engel et al, 1989). Es wird bereits in der frihen Embryogenese
exprimiert und bildet die ersten Basalmembranen aus, die in dieser frihen Phase noch wenig
oder gar kein Kollagen IV enthalten. Eine gl-defiziente Maus kann sich nicht tber
Embryonaltag 5 hinaus entwickeln, da keine Basalmembran gebildet wird (Smyth et al.,
1999). Weiterhin spielen Laminine eine wichtige Rolle bei Prozessen wie der
Gehirnentwicklung (Mercuri et al., 1996), der Nierenentwicklung (Ekblom et al., 1980;
Ekblom, 1981) und bei biologischen Prozessen wie der Differenzierung und Organisation

von Zellen.
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1.4 Die Basalmembran

Eine der wichtigsten Strukturen innerhalb der extrazellularen Matrix ist die
Basalmembran (Paulsson, 1992; Timpl, 1996;). Sie bildet eine dinne, extrem
widerstandsféhige Schicht an der Grenze von epithelialem oder endothelialem Gewebe und
dem benachbarten Stroma. Aber auch in anderen Geweben ist sie vorhanden, z.B. umschlief3t

sie Muskel- und Fettzellen und ummantelt periphere Nerven (Vracko, 1974).

Laminin

Kollagen Typ IV

cerlecan

Abbildung 1.1 Schematische Darstellung der Basalmembranorganisation. Die Abbildung zeigt die
Interaktionen der wichtigsten Basalmembrankomponenten. Man erkennt zwei unabhdngige Netzwerke aus
Laminin und Kollagen 1V, welche Uber Nidogen-1 miteinander verknupft sind. (Nach Yurchenko und Schittny,
1990).

Die Basalmembran besteht Uberwiegend aus verschiedenen Laminin-Formen,
Kollagen Typ IV, Proteoglycanen und Nidogen/Entactin (Abbildung 1.1). Laminin und
Kollagen 1V bilden jeweils ein eigenes Netzwerk aus. Dabei ist zumindest die Ausbildung
des Laminin-Netzwerkes essentiell mit der Anwesenheit von Calcium-lonen verbunden
Diese beiden Netzwerke werden dann miteinander Uber Nidogen-1 verkntpft werden. Die
in Abbildung 1.1 gezeigte schematische Struktur der Basalmembran basiert weitgehend auf
in-vitro Experimenten. Da die physiologische Umgebung durch die Anwesenheit weiterer
Proteine und Kofaktoren weitaus komplexer ist, handelt es sich hier nur um eine grobe

Naherung, die durch weitere in-vivo Experimente verfeinert werden mufl. So gibt es
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beispielsweise weitere Proteine wie Agrin oder das BM-40/SPARC/ Osteonectin die mit der
Basalmembran assoziiert sind, deren Funktion in diesem Zusammenhang jedoch nicht

bekannt ist.

1.5 BM-40/SPARC/Osteonectin - Drei Namen fur ein Calcium-bindendes Protein der

extrazelluldaren Matrix

BM-40 wurde fast zeitgleich von drei Arbeitgruppen entdeckt und beschrieben.
Urspringlich wurde es als nicht-kollagener Bestandteil aus der Knochenmatrix isoliert und
als Osteonectin bezeichnet (Termine et al., 1981). SPARC (secreted protein that is acidic and
rich in cysteines) wurde aus parietalem Endoderm der Maus isoliert (Mason et al., 1986).
Weiterhin ist es eine Komponente des Engelbrecht-Holm-Swarm (EHS)-Tumors der
Basalmembran und konnte aus diesem als Glycoprotein mit einem apparenten

Molekulargewicht von 40 kDa (BM-40) isoliert werden (Dziadek, et al., 1986).

Resultate aus in-vitro Untersuchungen ergaben, dall BM-40 die Zell-Adhésion
zerstort (Murphy-Ullrich, 1995), das es Veranderungen in der Zellmorphologie bedingt (Sage
et al, 1989; Lane und Sage, 1990), den Zell-Zyklus unterbricht (Funk und Sage, 1991, 1993),
die Zelldifferenzierung reguliert (Bassuk et al., 1999), die Reaktion von Zellen auf einige
Wachstumsfaktoren hemmt (Raines et al., 1992; Kupprion et al., 1998) und regulierende
Wirkung auf die Produktion von Matrix-Metalloproteinasen zeigt (Hasselaar et al., 1991;

Tremble et al., 1993).

In verschiedenen Untersuchungen zeigt BM-40 eine Aktivitit wahrend der
Angiogenese (Sage und Vernon, 1995; Sage, 1996). Weiterhin ist BM-40 fuir die Invasivitat
von Melanomzellen mitverantwortlich (Ledda et al., 1997; Sage, 1997) und aktiviert Matrix
Metalloproteinasen in Zellinien invasiver Brust Tumore (Gilles et al., 1998). In anderen Féllen
wurde eine, im Vergleich zum gesunden Gewebe geringere BM-40 Expression in
Ovarialtumoren gefunden (Mok et al., 1996). Weiterhin spielt das Protein eine Rolle in der
Entwicklung von Katarakten, wie aus einer BM-40 defizienten Maus bekannt ist (Gilmour et
al., 1998; Norose et al, 1998; Bassuk et al., 1999) und wahrend der Wundheilung (Reed und
Sage, 1996).
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Abbildung 1.2 Cartoon Darstellung der EC-
Doméne des BM-40. Die schematische Darstellung
der EC-Doméne beruht auf den Daten der
Rontgenstruktur (Hohenester et al, 1996). Die
Buchstaben bezeichnen die a-Helices beginnend mit
dem N-terminalen Abschnitt. Die gebundenen
Calcium-lonen sind als Kugeln dargestellt.

Fuar das extrazellulare BM-40/SPARC/Osteonectin wurde eine EF-Hand aus der
Sequenz vorhergesagt. Studien zur Calcium-Bindung zeigten eine reversible Konformations-
anderung in der CD-Spektroskopie (Maurer et al., 1992). Es gelang, die Domaéne, welche die
potentielle EF-Hand enthalt, zu kristallisieren (Maurer, 1995). Die Rontgenstrukturanalyse
lieferte dann den Beweis, dal? sich in der C-terminalen Doméane des BM-40 zwei EF-Hande
befinden (Abbildung 1.2; Hohenester, 1996). Die zweite EF-Hand war aus der Sequenz nicht
abzuleiten, da sie vom Konsensus durch die Insertion eines Prolins abweicht. Dal} trotz
dieser Veranderung die Struktur der EF-Hand bewahrt wird, liegt an der Ausbildung einer
ungewohnlichen cis-Peptidbindung, wodurch die sperrige Seitenkette des Prolins so gedreht
wird, dal das Sauerstoffatom der Carbonylgruppe die Koordination des Calcium
ubernehmen kann. BM-40 war das erste Beispiel fur die Existenz von EF-Hand Motiven in
extrazellularen Proteinen. Die EF-Hand besteht aus einem Helix-Schleife-Helix Motiv;
innerhalb der Schleife liegen funf hochkonservierte saure Aminosdurereste, die die

Koordination des Calcium Ubernehmen (Kretsinger, 1979).

Neben dieser C-terminalen Doméne, die aufgrund ihrer Calcium-bindenden
Eigenschaften als extrazellulare Calcium-bindende (EC)-Doméne bezeichnet wird, unterteilt
sich der N-terminale Teil des Proteins in zwei weitere Domanen. Domaéne | ist spezifisch fur
BM-40. Es konnte gezeigt werden, dal sie aufgrund zweier Glutamatreste am Anfang ihrer
Sequenz als Transglutaminasesubstrat dient (Hohenadl et al., 1995). Die mittlere Doméne im
BM-40 zeigt Ahnlichkeit zu einer aus dem Follistatin bekannten und wird aufgrund dieser
Analogie als Follistatin (FS)-Doméane bezeichnet. Follistatin ist ein extrazellulares Protein,
welches an Mitglieder der TGF-b-Proteinfamilie (z.B. Activin) binden kann und deren
Wirkung aufhebt (Michel et al., 1993). Dieser Domé&ne lieBen sich bislang im

BM-40 keine Funktionen zuordnen.
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Abbildung 1.3 FS-EC-Doméne von BM-40.Die Abbildung zeigt eine schematische Cartoon-Darstellung der FS-
EC-Doméne des BM-40 Basierend auf den Daten der Rontgenstruktur Analyse. Der rechte Teil zeigt die FS-
Domaéne, linke Teil stellt die EC-Doméane mit den zwei gebundenen Calcium-lonen in Form von Kugeln dar.
Weitere Erlauterungen im Text.

Anhand der Kristallstruktur des FS-EC-Teils des BM-40 (Hohenester et al., 1998)
konnte man klar erkennen, dall dieses Konstrukt aus zwei unterschiedlichen Domanen
aufgebaut ist. Die Interaktion zwischen beiden Domanen wird Uber einen Kontakt zwischen
einem b-Faltblatt (b5) der FS-Doméne und einer a-Helix (aE) der EC-Doméane vermittelt.

(Abbildung 1.3).

1.6 Die EC-Doméane im BM-40 - Einzig in extrazelluléren Proteinen ?

Der Nachweis des ersten extrazellularen EF-Hand Paares im BM-40 warf die Frage
auf, ob es weitere extrazellulare Proteine gibt, die diese Doméne enthalten. Deshalb wurde
eine Datenbanksuche mit der Sequenz des BM-40 begonnen. Dabei fand man die Sequenzen
von vier weiteren Proteinen, die neben einer EC-Doméne eine N-terminale benachbarte FS-
Domaéne besitzen (Abbildung 1.4). Es handelt sich um das SC-1 aus Ratten-Hirn (Johnston et
al., 1990), das QR-1 aus der Retina von Wachteln (Guermah et al., 1991), das Tumor-
Wachstums Faktor-b- (TGF-b) induzierte Protein Tsc-36 (Shibanuma et al., 1993) und das aus

humaner Samenflussigkeit isolierte Proteoglycan Testican (Alliel et al., 1993).
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BM-40/SPARC/Osteonectin
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Abbildung 1.4 Schematiche Ubersicht tiber die Mitglieder der BM-40 Familie zum Projektbeginn. Aus der
Darstellung ist der Domanenaufbau der Proteine zu entnehmen. Allen Proteinen ist eine Follistatin-&dhnliche
Doméne (FS) und eine extrazellulére, calcium-bindende Doméne (EC) gemein. Testican besitzt zusatzlich eine
Thyroglobulin-ghnliche Doméne (TY); die Dreiecke markieren die Anheftungspunkte flr Glycosaminoglycan-
Seitenketten. Offene Boxen stehen fur Doménen ohne erkennbare Homologien.

Zwei der Proteine, SC-1 und QR-1, sind dem BM-40 am &hnlichsten, da sie analog
nur eine weitere N-terminale Doméane enthalten, die flr das jeweilige Protein
spezifisch ist. Tsc-36 besitzt eine zuséatzliche C-terminale Doméne, deren Sequenz
jedoch keine Homologie mit anderen Proteinen in der Datenbank aufweist. Testican
zeigt im Vergleich zu BM-40 zwei wesentliche Unterschiede auf. Erstens enthalt es
eine Thyroglobulin-(TY) Doméne, bekannt aus dem Vorlauferprotein der
Schilddrisenhormone, dem Thyroglobulin. Zweitens findet man in der C-
terminalen, Testican-spezifischen Doméane die Konsensus-Sequenz fir zwei
Glycosaminoglycan-Anheftungsstellen. Die Literaturdaten beschreiben das aus
Gewebeflussigkeit extrahierte Testican als Proteoglycan mit einer Chondroitinsulfat-
und einer Heparansulfat-Kette (Alliel et al., 1993; Bonnet et al., 1992).
Elektronenmikroskopische Untersuchungen weisen fur Testican aus Maus auf eine
Lokalisation an der postsynaptischen Membran der Pyramidalzellen des
Hippocampus hin (Bonnet et al., 1996). Mittels differentieller Genexpression wurde
eine erhohtes MaRR an Testican in humanen Myoblasten und in embryonalem
Rhabdomyosarcom gefunden (Genini et al., 1996). Untersuchungen an primaren
Fibroblasten humaner Vorhaut zeigten eine Testosteron-abhangige Testican
Expression (Nitsche et al., 1996). Eine weitere Gruppe konnte zeigen, dal} Testican
von humanen Endothelzellen exprimiert wird und madglicherweise eine Funktion im

GefaRsystem oder wahrend der Angiogenese besitzt (Marr et al., 1997).
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1.7 Die Physiologische Rolle von Calcium

Calcium ist das am héaufigsten vertretene Kation im Organismus. Sein Anteil am
Gesamtgewicht des Menschen betragt etwa 1 %. Vom vorhandenen Calcium sind 99 %
zusammen mit 85 % des Phosphates als kristallines Material (Hydroxyapatit) in Knochen
und Z&hnen eingebaut. In dieser Form besitzt es starken Anteil an der Strukturbildung und
Formgebung des Korpers. Die Hauptmenge an extrazellularem Calcium ist im Serum an
Proteine (Albumin, Globuline) gebunden, so dal3 die Konzentration an freiem Calcium
1,2 mM betragt. Sie unterliegt einer strengen Regulationskontrolle, die keine groRere

Abweichung als 1 % von Sollwert zulalt (Kruck, 1994).

In der Zelle ist die Konzentration an freiem Calcium mit 0,1 M im Ruhezustand bis
zu 10 mM unter Aktionsbedingungen wesentlich niedriger (Evenas et al., 1998). Calcium-
lonen spielen hier eine herausragende Rolle innerhalb intrazellularer Signalsysteme und sind
an der Ubersetzung extrazellularer Signale in so unterschiedlichen Funktionen wie
Muskelkontraktion, Ausschittung von Neurotransmittern, Zellproliferation, Genexpression
und Apoptose beteiligt. Um diese Aufgaben zu erfullen, mul? auch die intrazellulare
Calcium-Konzentration einer genauen Kontrolle unterliegen (Berridge, 1997). Von
besonderer Bedeutung als Interaktionspartner fur die Calcium-lonen ist das Protein
Calmodulin, welches Calcium-abhangig an mehr als 100 verschiedene Zielproteine binden
kann (Celio et al., 1997). Im Calmodulin gibt es zwei EF-Hand Paare, die Uiber die Bindung
von insgesamt vier Calcium-lonen ihre Konformation veréandern, so das Calmodulin an das

jeweilige Zielprotein binden kann (Cazin, 1995).

Auch auflerhalb der Zelle Gbernimmt Calcium zahlreiche Funktionen, die z.B. die
Stabilisierung von Proteinstrukturen, die Bildung aktiver Zentren in Enzymen und die
Formung supramolekularer Strukturen umfassen (McPhalen et al., 1991). Cadherine sind
beispielsweise eine Gruppe von Zelladhéasionsproteinen, die durch eine transmembrane
Domane mit der Zelle verankert sind. Ihr extrazellularer Teil interagiert mit Cadherinen der
benachbarten Zellen. Fur diese Interaktion sind Calcium-lonen essentiell erforderlich
(Takeichi, 1995). Matrix Metalloproteinasen sind extrazellulare, Zink-abhangige Proteasen,
die am Abbau und an der Umorganisation von extrazellularer Matrix (siehe unten) wahrend
der Morphogenese und der Wundheilung mafgeblich beteiligt sind (Woessner, 1991;
Blundell, 1994). Die Bindungsstelle fur Calcium-lonen befindet sich nicht im katalytischen

Zentrum, so dall sie moglicherweise auch in diesem Protein einzig eine Struktur-
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stabilisierende Funktion haben (Dhanaraj et al., 1996). Auch in der Aktivierung der
Blutgerinnungskaskade nach Verletzungen spielen Calcium-lonen in Verbindung mit ¢

Carboxyglutamat-Resten eine wichtige Rolle (Davie, et al., 1991).

In der groflen Anzahl an verschiedenen extrazellularen Kompartimenten gibt es
jedoch einige, die offensichtlich Calcium-Konzentrationen aufweisen, welche sich von denen
des Serums unterscheiden. So gibt es einen Calcium-Gradienten in der Haut (Menon et al.,
1985), der maoglicherweise eine Signalroute fur die Wanderung von Keratinocyten bildet
(Hennings et al., 1980). Weitere Beispiele gibt es fur die Placenta (Reitz et al, 1977), fur die
Lunge (Eckenhoff, 1989) und fur das Gehirn (Nicholson et al., 1977). Es ist vorstellbar, dal3
den Calcium-lonen hier mehr als nur eine strukturbildende Rolle zufallt, indem sie an der

Modulation oder Ubertragung von Signalen beteiligt sind.

1.8 Aufgabenstellung

Eine Homologiesuche in der EST-Datenbank lieferte Hinweise auf bislang unbekannte
potentielle Mitglieder der BM-40 Familie. Zum einen handelte es sich dabei um ein Homolog
zu Testican, einem Proteoglycan welches im zentralen Nervensystem lokalisiert ist (Bonnet
et al, 1993). Der andere EST-Klon zeigte Homologie zur C-terminalen EC-Domaéane des
BM-40. Um einen moglichst umfassenden Uberblick tiber die Proteine der BM-40 Familie zu
erhalten, sollten im Rahmen dieser Arbeit die vollstindigen cDNA-Klone der unbekannten
Homologe isoliert und die Gewebeverteilung deren mRNA sollte analysiert werden. Die
Durchmusterung der cDNA-Bibliothek ergab im Gesamten vier neue Transkripte voller
Léange, zwei homologe Testicane und zwei neue Mitglieder der Familie mit bislang
unbekannter Domanenzusammensetzung. Die rekombinante Expression der entsprechenden
Proteine im eukaryontischen Zellsystem war geplant. Mit einem Teil der Proteine sollten
spezifische Antiseren hergestellt und die Lokalisation der neuen Proteine auf
Gewebeschnitten von Mausorganen untersucht werden. Die aufgrund der EC-Doméne zu

erwartende Calciumbindung sollte mit Hilfe der CD-Spektroskopie nachgewiesen werden.

20



Ergebnisse

Il Ergebnisse

2.1 Durchmustern der cDNA Bibliothek nach SMOC-1 und SMOC-2

Eine Analyse der EST-Datenbanken lieferte humane EST-Klone aus verschiedenen Geweben,
die eine Sequenzéhnlichkeit von 37% zu BM-40/SPARC/Osteonectin aufwiesen. Zur
Untersuchung, ob es sich um ein neues Familienmitglied der BM-40 Familie handelt, wurden
Sonden aus kéauflichen EST-Klonen generiert und eine cDNA-Bibliothek aus humanem
fotalen Gehirn durchmustert. Dabei handelte es sich um eine cDNA-Bibliothek, welche nach
einem modifizierten Gubler und Hoffman-Verfahren (1983) prapariert wurde und dadurch
mit einer héheren Wahrscheinlichkeit cONA-Transkripte mit vollstandiger 5°-Region enthalt.
Nach mehreren Schritten von Hybridisierung mit dem Styl-Fragment und Vereinzelung der
Phagenklone, konnten vier unabhéngige Kolonien isoliert werden. Der Aufbau der Phagen
der cDNA-Bibliothek erlaubt es unter Verwendung Cre-sezernierender Bakterien die in den
Phagen enthaltenen cDNA-Abschnitte, zusammen mit flankierenden Abschnitten,
herauszuschneiden und zu einem Plasmid (pDR2) zu verknupfen. Die Plasmide kénnen
dann aus den Bakterien durch eine Standard Plasmid-Praparation isoliert werden. Dieses
Verfahren wurde fur insgesamt vier unabhdngige Phagenklone angewendet und die
erhaltenen Plasmide wurden untersucht. Nach Angaben des Herstellers sollte es moglich
sein, die cDNA-Abschnitte mittels Restriktionsverdau mit den Enzymen BamHI und Xbal
aus dem Plasmid herauszuschneiden. Damit kdnnte die GroRRe der gewonnenen cDNAs auf
einem Agarosegel Uberprift werden. Auch nach mehreren Versuchen gelang es nicht, die
Plasmide mit den genannten Restriktionsenzymen zu schneiden. Deshalb wurde die
Identitat der insertierten cDNA jedes Plasmid-Klons durch Sequenzierung auf beiden
Strdngen mit flankierenden bzw. internen Primern Uberpruft. Abbildung 2.2 zeigt eine
schematische Darstellung der erhaltenen Klone. Die drei cDNA-Klone A,B und C zeigten im
Uberlappenden Bereich eine 100%ige Sequenzibereinstimmung. Aufgrund des
Domanenaufbaus (siehe unten) wurde das neue Genprodukt als SMOC-1 bezeichnet, wobei
die Abkurzung fur sekretiertes moduldres Calcium-bindendes Protein steht. Der langste
isolierte cDNA-Klon A besall eine Lange von 3669 bp und enthielt neben dem gesamten
offenen Leseraster von 1302 bp noch zusétzlich 254 bp 5 -nichttranslatierte Region und 2113
bp 3"-nichttranslatierte Region. Klon B war 1143 bp lang und bestand aus den Nukleotiden
780-1922 des offenen Leserasters. Der dritte Klon C zeigte Identitat der Basen 918-1112 mit

dem offenen Leseraster, war jedoch dartber hinaus nicht homogen zusammengesetzt.
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Abbildung 2.1 Schematische Darstellung der cDNA Klone von humanem SMOC-1 und murinem SMOC-2. Die
L&nge der Klone wie auch die Positionen im offenen Leserahmen sind durch Zahlen markiert. SP: Signalpeptid,
FS: Follistatin-déhnliche Doméne, NEW: Doméne ohne erkennbare Homologie, TY: Thyroglobulin-ahnliche
Doméne, EC: extrazellulare Calcium-bindende Domane, *: Stop Kodon.

Der vierte cDNA-Klon D war im uberlappenden Bereich nur zu 75 % homolog zu SMOC-1.
Diesem zweiten SMOC-Transkript aus humanem Gewebe wurde der Name SMOC-2
gegeben. Trotz intensiver Versuche war es nicht moglich, weitere homologe Klone aus der
humanen cDNA-Bibliothek zu isolieren. Deshalb wurde eine cDNA-Bibliothek mit
Fragmenten aus einem murinen EST-Klon, der 98 % Homologie zu dem humanen SMOC-2
Fragment zeigte, durchmustert, die aus Gewebe neugeborener Mause stammte (Stratagene).
Die drei verwendeten Sonden wurden aus dem Maus EST-Klon durch Restriktionsverdau
erhalten. Nach zweimaligem Hybridisieren und Vereinzeln der erhaltenen Phagenkolonien,
konnte nur ein Klon (E) isoliert werden. Die Sequenzierung dieses Plasmids mit

flankierenden und internen Primern ergab eine Gesamtlange von 1558 bp mit einem offenen
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Leseraster von 1341 bp, einer 5'-nichttranslatierten Region von 181 bp und einer 3'-
nichttranslatierten Region von 36 bp (Abbildung 2.1). Ein Vergleich der Sequenzen des
isolierten SMOC-1 mit dem neuen Maus-Klon bestatigte, dal es sich um zwei
unterschiedliche Transkripte handelte. Abbildung 2.1 enthalt zwei weitere murine SMOC-2-
Klone (F und G). Es handelt sich um EST-Klone, die von ATCC bezogen und sequenziert
wurden. Beide Klone umfassen neben einem Uberlappenden Teil zu unserem isolierten Klon
hauptsachlich 3 -nichttranslatierte Sequenz. Klon F (MM117770) umfalit die Basen 1213 bis
1341 des offenen Leserasters von SMOC-2 und zusatzlich 1252 bp an 3’-nichttranslatierter
Region. Klon G (MMO059909) umfalit die Basen 1081 bis 1341 des offenen Leserasters und

ebenfalls 1252 bp an 3"-nichttranslatierter Region.

2.2 Doméanenaufbau von SMOC-1 und SMOC-2

Die cDNA fur humanes SMOC-1 (Abbildung 2.2), murines und humanes SMOC-2
(Abbildung 2.3 und 2.4) wurden in Aminosauresequenzen Ubersetzt. Sekretiertes SMOC-1
besteht aus 408 Aminosauren. Reifes SMOC-2 ist mit 425 Aminosauren geringfugig langer.
Sequenzvergleiche zeigten, dal beide Proteine einen moduldren Aufbau besitzen. Der N-
Terminus von SMOC-1 umfaBt zusatzliche 26 Aminosauren und pat gut zur
Konsensussequenz eines Signalpeptides (Nielsen et al., 1997). Das gleiche gilt fur das 21
Aminosauren umfassende Signalpeptid von SMOC-2. Die Abwesenheit einer hydrophoben
transmembranen Region 4Rt darauf schliefen, dal beide Proteine sekretiert werden.
Prozessiertes SMOC-1 weist eine Lange von 408 AS auf. Durch weitere Sequenzvergleiche
lassen sich fiunf Domé&nen voneinander unterscheiden, die in beiden Proteinen in der
gleichen Abfolge auftauchen (Abbildung 2.5). Dem Signalpeptid folgt eine Follistatin- (FS)
oder Kazal-dhnliche Doméne. Die Struktur der FS-Domane besteht aus zwei Teilen; der
zweite Teil ist einer Kazal-Domane &hnlich (Hohenester et al., 1997). Die ersten sechs
Cystein-Reste in der Sequenz von SMOC lassen sich sowohl mit der gesamten Kazal-
Domane als auch mit den Cystein-Resten 5 bis 10; also dem zweiten Teil der FS-dhnlichen

Doméne im BM-40 vergleichen.
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1- GCCTGCTGCCGCCT GEECCCCGCCGAGCERAGCT AGCGCCECECECAGAGCACACGCT CECGCT CCAGCT CCCCTCCT GCGCGGT TCATGACT GT GTCCCCT GACCGCAGCCT CTGCGAG
121 - CCCCCGECCGCAGGACCACGGECCCGLT CCCCGCCECCELGAGGECCCCGAGCGAAGGAAGGAAGGEAGGECGCECT GT GCGCCCCECGRAGCCCECGAACCCCGECT CGCTGCCGECT GCCCA
241 - GCCTGGECTGECACCAT GCTGCCCECECGECT GCECCCECCT GCTCACGCCCCACT TGCTGCTGGT GT TGGT GCAGCT GT CCCCT GCT CGCGECCACCGCACCACAGECCCCAGGT TTCTAA

MLPARCARLILTPHLILLVLVQLSPARGHRTTGPRTFILI

361- TAAGT GACCGT GACCCACAGT GCAACCT CCACT GCT CCAGGACT CAACCCAAACCCAT CT GT GCCT CTGAT GGCAGGT CCTACGAGT CCAT GT GT GAGT ACCAGCGAGCCAAGT GCCGAG
S DRDPQCNLHCSRTOQPIKPI CASDGRSYESMCEYQRAKTCRTD
481- ACCCGACCCT GBECGT GGTGCAT CGAGGT AGAT GCAAAGAT GCT GGCCAGAGCAAGT GT CGCCT GGAGCGEGECT CAAGCCCT GGAGCAAGCCAAGAAGCCT CAGGAAGCTGTGT TTGTCC
P TLGVVHRGRT CKUDAGQSI KT CRLERAQALEQ QAKIKZPOQEAVTFUWVEP
601- CAGAGT GTGECGAGGATGGCTCCTTTACCCAGGT GCAGT GCCATACT TACACT GGGTACT GCTGGT GT GTCACCCCGGAT GGGAAGCCCATCAGT GGCTCTTCTGT GCAGAATAAAACTC
ECGEDGSFTOQVQCHTYTSGYCWCVTU®PDG GKZPI SGSSVQNIKTP
721- CTGTATGITCAGGT TCAGT CACCGACAAGCCCT TGAGCCAGGGT AACT CAGGAAGGAAAGAT GACGGGT CTAAGCCGACACCCACGAT GGAGACCCAGCCGGT GTTCGATGGAGATGAAA
VCSGSVTDIKPLSQGNSGRIKDDGSIKZPTWPTMETA QPVFDGTDE.I
841- TCACAGCCCCAACTCTATGGATTAAACACT TGGT GATCAAGGACT CCAAACT GAACAACACCAACATAAGAAAT TCAGAGAAAGT CTAT TCGT GT GACCAGGAGAGGCAGAGT GCCCTGG

TAPTLWI KHLVI KDSKLNNTNIRNSEIKVYSCDAO QERAOQSALE
961- AAGAGGCCCAGCAGAAT CCCCGT GAGGGTAT TGT CATCCCTGAAT GT GCCCCT GGGGGACT CTATAAGCCAGT GCAATGCCACCAGT CCACTGGCTACTGCTGGTGTGT GCTGGTGGACA
EAQQNPREGI VI PECAPGGLYKPVQCHOQSTSGYCWCVLUVDT

1081- CAGGECGECCCECT GCCTGEGACCT CCACACGCT ACGT GATGCCCAGT TGT GAGAGCGACGCCAGGEECCAAGACT ACAGAGGECGGAT GACCCCT TCAAGGACAGEGAGCTACCAGECTGTC
GRPLPGTSTRYVMPSCESDARAKTTEADUDUPTFI KDRETLZPGTCP
1201- CAGAAGGGAAGAAAAT GGAGT TTATCACCAGCCTACT GGATGCTCTCACCACT GACAT GGT TCAGGCCAT TAACT CAGCAGCGCCCACT GGAGGT GGGAGGT TCTCAGAGCCAGACCCCA
EGKKMETFI TSLLDALTTDMVQAI NSAAPTGGGRTFSEUPTDPS
1321- GCCACACCCT GGAGGAGCGGGTAGT GCACT GGTATTTCAGCCAGCT GGACAGCAAT AGCAGCAACGACAT TAACAAGCGGEGAGAT GAAGCCCT TCAAGCGCTACGT GAAGAAGAAAGCCA
HTLEERVVHWYFSQLUDSNSS SNDI NKREMMKZPFI KR RYV KKK KAHK
1441- AGCCCAAGAAATGTGCCCGGCGT TTCACCGACTACT GTGACCT GAACAAAGACAAGGT CAT TTCACT GCCTGAGCT GAAGGGCT GCCT GGGT GT TAGCAAAGAAGGACGCCTCGTCTAAG
P KK CARRFTDYCDLNKDIKVI SLPELIKSGCLGVSIKEGRILVE®
1561- GAGCAGAAAACCCAAGGGCAGGT GGAGAGT CCAGGGAGGCAGGAT GGAT CACCAGACACCT AACCT TCAGCGT TGCCCAT GECCCT GCCACAT CCCGT GTAACATAAGT GGT GCCCACCA
1681- TGTTTGCACTTTTAATAACTCTTACTTGCGTGTTTTGI TTTTGGT TTCATTTTAAAACACCAATAT CTAATACCACAGT GGGAAAAGGAAAGGGAAGAAAGACTTTATTCTCTCTCTTAT
1801- TGTAAGTTTTTGGATCTGCTACTGACAACT TTTAGAGGGT TT TGEGEEEGEGT GGGEGAGEGT GT TGT TGEGECCT GAGAAGAAAGAGAT TTATATGCTGTATATAAATATATATGTAAAT T
1921- GTATAGTTCTTTTGTACAGGCATTGGCATTGCTGITTGT TTATTTCTCTCCCTCTGCCTGCT GT GGGT GGT GGGCACT CTGGACACATAGT CCAGCT TTCTAAAAT CCAGGACTCTATCC
2041- TGGECCTACTAAACTTCTGT TTGGAGACTGACCCT TGT GTATAAAGACGGGAGT CCTGCAAT TGTACTGCGGACT CCACGAGT TCTTTTCTGGT GGGAGGACTATAT TGCCCCATGCCAT
2161- TAGTTGTCAAAATTGATAAGT CACTTGGCTCTCGGCCT TGT CCAGGGAGGT TGEGCTAAGGAGAGAT GGAAACT GCCCT GGGAGAGGAAGGGAGT CCAGAT CCCATGAATAGCCCACACA
2281- GGTACCGGCTCTCAGAGGGT CCGT GCATTCCTGCT CTCCGGACCCCCAAAGGGCCCAGCAT TGGT GBGT GCACCAGTATCT TAGT GACCCT CGGAGCAAAT TATCCACAAAGGAT TTGCA
2401- TTACGTCACTCGAAACGT TTTCATCCATGCT TAGCATCTACT CTGTATAACGCAT GAGAGGGGAGGCAAAGAAGAAAAGGACACACGGAAGGECCTTTAAAAAAGTAGATATTTAATATC
2521 - TAAGCAGGGGAGEGGACAGGACAGAAAGCCT GCACT GAGGGEGT GCGGT GCCAACAGGGAAACT CTTCACCT CCCTGCAAACCT ACCAGT GAGGCT CCCAGAGACGCAGCTGTCTCAGT GC
2641- CCAGGGGCAGATTGGGT GTGACCTCTCCACTCCTCCATCTCCTGCTGT TGT CCTAGT GGCTAT CACAGGCCT GEGT GEGT GEGT TGGGEEGAAGT GTCAGTCACCT TGT TGGTAACACTAA
2761- AGTTGTTTTGT TGGTTTTTTAAAAACCCAATACTGAGGT TCTTCCTGT TCCCTCAAGT TTTCT TATGGGCT TCCAGGCT TTAAGCTAATTCCAGAAGTAAAACTGATCTTGGGT TTCCTA
2881- TTCTGCCTCCCCTAGAAGGGECAGGGEGET GATAACCCAGCTACAGGGAAAT CCCGGCCCAGCT TTCCACAGGCAT CACAGGCATCTTCCGCGGAT TCTAGGGT GGECTGCCCAGCCTTCTGG
3001- TCTGAGGCGCAGCT CCCTCTGCCCAGGT GCTGT GCCTAT TCAAGT GGCCT TCAGECAGAGCAGCAAGT GBCCCT TAGCGCCCCT TCCCATAAGCAGCT GT GGT GGCAGT GAGGGAGGT TG
3121- GGTAGCCCTGGACT GGT CCCCTCCTCAGATCACCCT TGCAAAT CTGGCCTCATCT TGTATTCCAACCCGACAT CCCTAAAAGT ACCT CCACCCGT TCCGGEGT CTGGAAGGCGT TGECACC
3241- ACAAGCACTGT CCCTGT GGGAGGAGCACAACCT TCTCGGGACAGGAT CTGATGGEGGT CT TGEGCT AAAGGAGGT CCCTGCTGT CCTGGAGAAAGT CCTAGAGGT TATCTCAGGAATGACT
3361- GGTGGCCCTGCCCCAACGT GGAAAGGT GGGAAGGAAGCCT TCTCCCAT TAGCCCCAAT GAGAGAACT CAACGT GCCGGAGCT GAGT GBGCCT TGCACGAGACACT GGCCCCACT TTCAGG
3481- CCTGGAGGAAGCAT GCACACAT GGAGACGGECGCCTGCCTGTAGATGT TTGGATCT TCGAGAT CTCCCCAGGCATCTTGT CTCCCACAGGATCGTGTGTGTAGGTGGTGT TGTGTGGT TTT
3601- CCTTTGTGAAGGAGAGAGGGAAACTATTTGTAGCTTGT TTTATAAAAAATAAAAAATGGGTAAATCT TG 3669

Abbildung 2.2 Humane cDNA und Aminosduresequenz von SMOC-1. Das vorhergesagte Signalpeptid ist
unterstrichen. Der rot hervorgehobene Sequenzabschnitt stellt ein mdgliches Polyadenylierungssignal dar. Die
Sequenz ist unter der Zugangsnummer AJ249900 bei EMBL/GenBank/DDBJ zu erhalten.

1- GCGGCAGT TCGEGEEAGCGCCEECCAGAGCECACGGAGEEECCGT GCGGT CTCCACCAGCGECCAT AGGACCGCGAAGCAGT TCTAGCCCGCT CGCCCGCACGT TCGCACACCGGATCTTC
121- GCCGAGT GCCAGGECECAGCECGT GEEECGT CTGCCT CECT TGGT CCCCT CCAGCGT CACCAT GCTGCCGCCACAGCT GT GCTGECT GCCECT GCTCECTGCCT TGCTGCCGCCEGET GCC
ML PPQLCWLUPLLAALLUPPVE
241 - CGCGCAGAAGT TCTCAGCGCTCACGT TCT TGAGAGT CGAT CAAGACAAAGACAGAGACT GCAGCCT GGACT GCCCAAGCT CCCCTCAGAAGCCACT CTGT GCCT CGGACGGEGAGGACCT T
A QKFSALTFLRVDO QDI KDRDT CSLDC CPSSPOQKPLT CASUDGRTF
361- CCTGTCCCGATGT GAGT TCCAGCGGGECCAAGT GCAAAGAT CCACAGCT GGAGAT CGCT CACCGT GGGAAT TGCAAAGAT GT GTCCAGGT GTGT GGCTGAGAGGAAGT ATACCCAGGAGCA
L SRCEFOQRAKTCKDPOQLEI AHRGNTCIKDVSRCVAERIKYTAOQENQ
481- GGCCCGGAAGGAGT TCCAGCAAGT GT TCAT TCCAGAAT GCAAT GATGACGGCACCT ACAGT CAGGT CCAGT GTCACAGCTACACAGGATACT GT TGGT GTGT TACACCAAATGGAAGACC
A RKEFQQVFI PECNDDGTYSQVQCHSYTSGYCWCVTUZPNG GRFP
601- CATCAGT GGCACT GCTGT GGCCCACAAGACACCCAGGT GCCCCGGT TCAATAAAT GAAAAGGT GCCGCAGCGGGAAGGAGCAGGGAAAGCAGAT GAT GCTGCAGCCCCAGCATTGGAGAC
I S GT AV AHKTWPRCPGSI NEKVPQREGAGKADDAAAPALTET
721- TCAGCCCCAAGGAGATGAAGAAGATAT TGCCTCACGCTACCCTACACT CTGGACCGAGCAAGT TAAGAGT CGGCAGAACAAGACCAATAAAAAT TCAGCAT CCTCCTGT GATCAGGAGCA
P QGDEEDI ASRYPTLWTEA QVIKS SRQNIKTNIKNSASSTCDA QEH
841- TCAGTCAGCTCT TGAGGAAGCCAAGCAGCCCAAGAATGACAAT GTAGT GATCCCCGAGT GTGCACAT GGT GGT CTCTACAAGCCAGT GCAAT GCCATCCATCCACCGGATACTGCTGGTG
Q SALEEAKOQPIKNDNVVI PECAHGGLYKPVQCHPSTGYTCWC
961- TGTGCTAGT GGACACT GGACGGECCCAT TCCT GEGACCT CCACAAGGT AT GAGCAACCT AAGT GT GACAACACAGCCCGAGCT CACCCAGCGAAGGCCCEEGACCT GTACAAGAACAGECC
V1iVDTGRPI PGTSTRYEOQPKCDNTARAHPAKARDILYIKNRFP
1081- ACTGCAGGGT TGT CCTGGTGCCAAAAAGCACGAGT TTCTGACAAGT GT CCTGGATGCGCTCTCCACAGACATGGT TCATGCTGTCTCTGACCCCTCTTCCTCTTCTGGCAGGCTGTCAGA
L QGCPGAKKHETFLTSVLDALSTDMVHAYVYSDPSSSSOGRTL SE
1201- GCCAGACCCCAGCCACACCCT GGAGGAGAGGGT TGTACAT TGGTACT TCAAGCTGCT TGATAAGAACT CTAGT GGAGACAT TGGCAAGAAGGAGAT CAAACCCT TTAAGAGGT TCCTGCG
PDPSHTLEERVVHWYFKLILDIKNSSGDI GKIKEI KPFIKRTFILR
1321- AAAGAAAT CCAAGCCCAAAAAGT GTGTGAAGAAGT TTGT GGAGT ACT GCGACATGAACAAT GACAAGT CCAT CACCGT GCAGGAGCT CATGGGCTGCT TGGGT GTCACCAGAGAGGAGEG
K KSKPKIKCVKIKFVEYCDMNDNNDSI KSI TVQELMGCLGVTREE G
1441- TAAAGCCAACACCAGGAAGCGCCACACCCCCAGAGGAAAT GCTGAAAGT ACT TCTAAT AGACAGCCCAGGAAACAAGGAT GAACGGCT GACTACT CAAGACAGT TCCTAGACAT GTGGGA
K ANTRKRHTWPRGNAES ST SNRAOQPRIKQG*
1561- ATTTTCCCTCACCAAAGAGCAAT TAAAAACAAAAAACATATAGTATTTGCACTTTGTACTTTAAATGTAAATTCACT TTGTAGAAATGAGATATTTAAACGGACTGT TGTGATCTGT GAA
1681- AACGGAAGGCTGGCT TCGGGAAATTAATCACATACAATGTATGTGTCCTTGT TTGACCT TCAAGAT CTGT GCTGGT GGGGTGGGT TTTAAATGCATTTCAACT TCACTTCCTCGTCCCTC
1801- TGTGGAGEGECCTGGT TTATTCCCTTGCCCTTTCCTCTGCCTGCAGT CTCCGT TGECT TGCTCTCCGT GCTCT TGATGCCAGCCAGAGCCTACCGTATCCTTAGAAGCT TGCAGTGGTTGC
1921- CTGTTTCATAAAGT TTTGCTCTCTAGAGATGT CACTCACACCAT GGGT CACACAGGCACTAGCT CAGGCATAGCCT TAACT TCCAGTAGCCCCTGCTTGAGACTATGCTGT TAGGCTCCA
2041- GTTTTAGCTTCTGCTTGAGCCAACCCTACT GT TAAAT CCCCGGGGAGCT GAATGGACAAGCAGCCAGAGAGT CCTCTTTCAGAGAGCACAT CTAACT CTGGCCTGCCGACTCCATCTCAT
2161- TGGCCCAGGAAGGATCCAGT CTACCTGCCTCACT TCTGAGT GCCTGGGCCAT CCTGCTAGGGT CCACT GGAAAGGAAAAAT GCCT TCTACAGAGAT CATGGACCACAT CCTGAGGAAGEC
2281- ACAGCTAGACTACATCGT CCCAAGAGT GCTGAACAACAGGCAGCTGAGAATGTCAATTTCATTT TGT GGAGGCAT CGGGT TTGAGGGAAT TCACCCAAGGCCACTATGGGATGAAGGT TA
2401- TGAACTGGATGACCATACT GTGAGAGACTGAACTAGAT TGGGT GTATGGCTGGECTGT CACT TTCTGACCTAGGT CAGT CTGTACTCTCTGT TCTCAAGGAACAGT GGCAGATGGGAGGAG
2521- AGCTGGGGCAATTCTTTCAGATTGTGGT TTATATGGGAAAT TGT TCATGGT CCCCAGCCTCTCAATGTATGT CTGTAGATGCAT TGTGAACGCATGCTGCAGAAGGCCTTTGCTCATTTG
2641- AACTGT GTAGAGGCAAGAAGT GACCGGCTCATGTCAATGCTGT CTACAAACGAGTATGATCCTAACTGT TTTGGATAATCTTTTATATTTCTGAACTCTGAATTTAATCATTTTATTAGA
2761- TTAAAATATGCGAT- 2774

Abbildung 2.3 Murine cDNA und Aminosduresequenz von SMOC-2. Das vorhergesagte Signalpeptid ist
unterstrichen. Der rot hervorgehobene Sequenzabschnitt markiert ein modgliches Polyadenylierungssignal. Die
Sequenz ist unter der Zugangsnummer AJ249901bei EMBL/GenBank/DDBJ zu erhalten.
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i

at gct gct ccceccagcet ct get gget gecget get cget ggget get ccecgecggt geececget cagaagt ttt cggeget cacgt tttt gagagt ggat caagat aaagacaaggat t gt
ML LPQLCWLPLLAGLLPPVPAQKTFSALTUFLIRYDA QDI KUDIKDC
121 agcttggact gt gcgggt t cgccccagaaacct ct ct gcgeat ct gacggaaggaccttcctttcccgtt gt gaattt caacgt gccaagt gcaaagat ccccaget agagat t geat at

S LDCAGSZPOQQKPLT CASDGRTU FLS SR RTCETFU QQRAKT CKIDZPOQLEI AY
241 cgaggaaact gcaaagacgt gtccaggt gt gtggccgaaaggaagt at acccaggagcaagcccggaaggagt t t cagcaagt gt t cat t cct gagt gcaat gacgacggcacct acagt

R G N CK DV S R ERKYTOQEQARIKEFQQVZFI PECNDUDTGTY S
361

caggt ccagt gt cacagct acacgggat act gct ggt gcgt cacgcccaacgggaggcccat cagcggcact gccgt ggcccacaagacgccccggt gcccgggt tccgt aaat gaaaag
Q Q H Y T Y T N | T H K P S N K

481 ttaccccaacgcgaaggcacaggaaaaacagatgatgccgcagctccagcgttggagactcagcctcaaggagatgaagaagat attgcatcacgttaccct accctttggactgaacag
L P QR T G K T D A P Q Q G D 1 S RYPTL Q
601 gttaaaagtcggcagaacaaaaccaat aagaattcagt gtcatcct gtgaccaagagcaocagt ctgccctggaggaagccaagcagcccaagaacgacaat gtggtgatccctgagt gt
V K S RQNJZKTNIKNS S S CDQEHO QSALETEAIKUO QPIKNDN P C
gcgcacggcggcctctacaagccagtgcagtgccacccctccacggggtactgctggtgcgtcctggtggacacggggcgccccattcccggcacatccacaaggtacgagcagccgaaa
K P Q CHUP ST Y W C L T R PI P GTSTRY Q P K
841 tgtgacaacacggccagggcccacccagccaaagcccgggacct gt acaagggccgccagct acaaggttgtccgggtgccaaaaagcatgagtttctgaccagcgttctggacgcgctg
R AHPAKARDILYI KGRI QL Q C P G A KK HE F L
961 tccacggacat ggt ccacgccgect ccgaccect cet cct cgt caggcaggcet ctcagaacccgaccccagccat accct agaggagcgggtggtgcactggt act t caaact act ggat
S T bDMVHAASUDZPSSSSGRLSEWPUDUPSMHTILETER HWY F KL L D
1081 aaaaact ccagcggagacat cggcaaaaaggaaat caaaccctt caagaggttcctt cgcaaaaaat caaagcccaaaaaat gt gt gaagaagt ttgttgaatact gt gacgt gaat aat
K NS S GDI GKIKEI KPFIKRFLIRKIKSIKPIKI KT CVIKI KFVEYT CDVNN
1201 gacaaat ccatctccgt acaagaactgatgggctgcctgggcgtggcgaaagaggacggcaaagcggacaccaagaaacgccacacccccagaggtcatgctgaaagt acgt ct aat aga
DKSI SVQELMGT CIL V AKEDU GKADT K KRHTWPRGHAESTSNR
1321 cagccaaggaaacaaggat aaat ggct cat accccgaaggcagt tcct agacacat gggaaat tt ccct caccaaagagcaat t aagaaaacaaaaacagaaacacat agt at t t gcact
QP RK QG *
1441 ttgtactttaaat gtaaattcactttgtagaaatgagctatttaaacagactgttttaatctgtgaaaat ggagaget ggcttcagaaaattaat cacatacaatgtatgtgtcctcttt
1561 tgaccttggaaat ct gt at gt ggt ggagaagt attt gaat gcatttaggcttaatttcttcgecttccacat gttaacagt agaget ctat gcact ccgget gcaat cgtatggetttct
1681 ctaacccctgcagt cacttccagat gcct gt gcttacagcatt gt ggaat cat gt t ggaaget ccacat gt ccat ggaagt t t gt gat gt acggccgaccct acaggcagt t aacat gca
1801 tgggctggtttgtttcttgggattttcttttagtttgtcttgttttgetttccagagat cttget cat acaat gaat cacgcaaccact aaagcet at ccagt t aagt gcaggt agttccc
1921 ctggaggaaataatattttcaaactgtcgttggtgtgatactttggctcaaaggatctttgcttttccattttaagettctgttttgagttttgecct ggggett gaat gagt cccagag
2041 agtcgttccgat ggt gggaggcet gecct aggaggeagt aaat ccagt cacagt gcct gggaggggceccat cct t ccaaaat gt aaat ccagt cgeggt gt gaccgaget gget aacaggcet
2161 tgtctgcctggttttcctcctacacat ggacattattctcct gatcctcctacct ggt ccaccccaggget accggaaggt aaaat cttcacct gaaccaatt at gagcagtctccttac
2281 tgaaggt acagccggat acgt ggt gcccccggggct ggt gt t ggcagecggggggaggt gect gagggt ccccacggttectttetgettttct gaat gcat caagggt acgagaacttg
2401 ccaat gggaaat t cat ccgagt ggcact ggcagagaaggat aggagt ggaat gcccacacagt gaccaacagaact ggt ct gcgt gcat aaccagcet gccaccct caggect gggeccca
2521 gagct cagggcacccagt gt ct t aaggaaccat t t ggaggacagt ct gagagcaggaact t caagct gt gat t ct at ct cgget cagact t tt ggt t ggaaaaagat ct t cat ggcccca
2641 aatcccctgagacatgecttgtagaatgattttgtgatgttgtgatgettgtggageat cgegtaaggettcettgettatttaaact gt gcaaggt aaaaat caagectttggagecaca
2761 gaaccagct caagt acatgccaatgttgtttaagaaacagttatgatcctaaactttttggataatcttttatatttctgacctttgaatttaatcattgttcttagattaaaataaaat
2881 atgctattgaaact-2894

72

[y

Abbildung 2.4 Humane cDNA und Aminosduresequenz von SMOC-2. Das vorhergesagte Signalpeptid ist
unterstrichen. Der rot hervorgehobene Sequenzabschnitt stellt ein mogliches Polyadenylierungssignal dar. Basen
511-2894 sind unter der Zugangsnummer AJ249902 bei EMBL/GenBank/DDBJ zu erhalten. Die Basen 1-510 des
offenen Leserasters wurden aus der genomischen Sequenz von SMOC-2 abgeleitet (siehe unten).

SMOC-1 @ NEW ((TY D
ATG *
1 | |
) | |
254 1 1302 3669
SMOC-2 @ YD NEW )
*
Ll | |
I | |
181 1 1341 2716

Abbildung 2.5 Schematischer Doméanenaufbau von SMOC-1 und SMOC-2. Zur besseren Ubersicht wurden die
cDNA-Klone mit abgebildet. SP: Siganalpeptid, FS: Follistatin-&hnliche Doméane, TY: Thyroglobulin-&hnliche
Doméne, NEW: SMOC-spezifische Doméne, EC: Extrazelluldre calcium-bindende Doméne. Die schwarzen
Balken innerhalb der EC-Doméne bezeichnen die darin enthaltenen EF-Hénde. ATG: Translationsstart, *: STOP-
Kodon.
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SP- und Domaéne |

M.PARCARLLTPHLL. . . LVLVQLSPARG HRTTGPRFL. . | SDRDP
M.PAR. VRLLTPHLL. . . LVLVQLSPAGG HRTTGPRFL. . | SDRDP
M.LPQLCW.PLLAGLLPPVPA KFSALTFLRVDQDKDK
M.PPQLCW.PLLAALLPPVPA QKFSALTFLRVDQDKDR

S

FS Doméanen

SMOC- 1
SMOC- 1
SMOC- 2
SMOC- 2
KAZAL
BM 40

H
M
H
M

TY1 Doméanen

1 2 1 23 4 5 4 3 5
B2 QCN. . LHCSRTQP. . KPI' CASDGRSYESMCEYQRAKCRDPTLG. . . . . . VWHRGRCKDAGG
Bl PCN. . PHCPRTQP. . KPI CASDRGSYESMCEYQRAKCRDPALA. . . . . . VWHRGRCKDAGG
30 DCS. . LDCAGSPQ. . KPLCASDGRTFL SRCEFQRAKCKDPQLE. . . . . . | AYRGNCKDV. .
B0 DCS. . LDCPSSPQ. . KPLCASDGRTFL SRCEFQRAKCKDPQLE. . . . . . | AHRGNCKDV. .
KPDCP. . LI CTMOYD. . . PVCGSDGI TYGNACM.LGASCRSDTP! . . . . . ELVHKGRC*
POQONHHCKHGKVCEL DENNTPMCVCQDPT SCPAP! GEFEKVCSNDNKTFDSSCHEFATKCTL EGTKKGHKLHLDY! GPCKY! P.
bl b2 b3 b4 al a2 b5
1 1 2 23 3

SMOC-1 H TYL  94-.. KCRLERAQALEQAKK. PQEAVFEVPKCGEDGSETQVQCHTYTGYCWCVTPD. GKPI SGSSVQNKTPVCS
SMOC-1 MTYL  93-.. KCRLERAQALEQAKK. PQEAVFVPECGEDGSETQVQCHTYTGYCWEVTPD. GKPl SGSSVONKTPVCS
SMOC-2 H TYL  89-.. RCVAERKYTQEQARK. EFQQVFI PECNDDGTYSQVQCHSYTGYCWOVTPN. GRPl SGTAVAHKTPRCP
SMOC-2 MTYL  89-.. RCVAERKYTQEQARK. EFQQVFI PECNDDGTYSQVQCHSYTGYCWCVTPN. GRPl SGTAVAHKTPRCP

p41-TY

LTKCQEEVS. . . .. HI PAVHPGSFRPKCDENGNYL PLQCYGSI GYCWCVFPN. GTEVPNTRSR. GHHNCS

al bl b2 b3

NEW Domanen

SMOC- 1
SMOC- 1
SMOC- 2
SMOC- 2

H
M
H
M

160- . . GSVTDKPL SQGNSGRKDDGSKPTPTMETQPVFDGDEI TA. . PTLW KHLVI KDSKLNNTNI RNSEKVY
159-. . GPVTDKPLSQGNSGRKDDGSKPTPTMETQPVFDGDEI TA. . PTLW KHLVI KDSKLNNTNVRNSEKVH
155-. . GSVNEKLPOQREGTGKTDDAA. . APALETQPQGDEEDI ASRYPTLW EQV. . . KSRONKTN. KNS. . VS
155-. . GSI NEKVPOREGAGKADDAA. . APALETQPQGDEEDI ASRYPTLWIEQV. . . KSRONKTN. KNS. . AS

TY2 Domanen

SMOC-1 H TY2 226-.. SCDQERQSALEEAQUNPREG VI PECAPGEL YKPVQCHQSTGYCWCVL VDT GRPLPGTSTRYVMPSCE
SMOC-1 M TYL 225-.. SCDQERQSALEEARQNPREG VI PECAPGGL YKPVQCHQSTGYCWEVL VDT GRPLPGTSTRYVMPSCE
SMOC-2 H TYL 215-.. SCDQEHQSALEEAKQPKNDNWVI PECAHGGL YKPVQCHPSTGYCWEVL VDTGRPl PGTSTRYEQPKCD
SMOC-2 M TY2 215-.. SCDQEHQSAL EEAKQPKNDNWVI PECAHGGL YKPVQCHPSTGYCWEVL VDTGRPl PGTSTRYEQPKCD

p4l- TY

LTKCQEEVS. . . . . HI PAVHPGSFRPKCDENGNYL PLQCYGS| GYQWCVFPN. GTEVPNTRSR. GHHNCS
a1 bl b2 b3

EC Domanen

SMOC- 1
SMOC- 1
SMOC- 2
SMOC- 2
BM 40

BM 40

SMOC- 1

<IZT

<IZT

1
294- SDARAKT TEADDPFKDREL PGCPEGKKMEFI TSLLDALTTDWQAI NSAAPTGGGRFSEPDPSHTLE. .. ... ..., ...
293- SDARAKSVEADDPFKDREL PGCPEGKKMEF| TSLLDALTTDWQAI NSAAPTGGGRFSEPDPSHTLE
285- NTARAHPAKARDL YKGRQL QGCPGAKKHEFL TSVL DAL STDWHAASDPSSSSGRL SEPDPSHTLEE
283- NTARAHPAKARDL YKNRPL QGCPGAKKHEFL TSVL DAL STDWHAVSDPSSSSGRLSEPDPSHTLEE. . . ... ..., ...
................... PPCLDSEL TEFPLRVRDWLKNVLVTLYERDEDNNL L TEKQKL RVKKI HENEKRL EAGDHPV

aA aB
- T - 1 27 - 2
.............. ERVWHWYFSQLDS. NSSNDI NKREMKPFKRYVKKKAKPKKCARRFTDYCDLNKDKVI SLPEL KGCL
.............. ERVAHWYFSQLDS. NSSDDI NKREMKPFKRYVKKKAKPKKCARRFTDYCDLNKDKVI SLPEL KGCL
............... RVWHWYFKL| DK. NSSGDI GKKEI KPFKRFL RKKSKPKKCVKKFVEYCDVNNDKS| SVQEL MGCL
............... RWHWYFKLLDK. NSSGDI GKKEI KPFKRFL RKKSKPKKCVKKFVEYCDWVNNDKSI TVQEL MGCL
ELL ARDFEKNYNMY! FPVHWOFGQLDQHPI DGYLSHTELAPLR. . . APL|I PMEHCTTRFFETCDLDNDKYI AL DEWAGCF

aC aD EF-1 akE aF EF2 aG

GVSKE. . ................. GRLV*
GVSKEGGSL GSFPQGKRAGTNPFI GRLV*
GVAKEDGKADT KKRHT PRGHAEST SNRQPRKQG
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Abbildung 2.6 Sequenzvergleich einzelner Doméanen von SMOC-1 und SMOC-2 mit reprasentativen
Konsensus-Sequenzen. Signalpeptid und Doméne | wurden untereinander verglichen. Der Pfeil deutet auf die
Spaltstelle des Signalpeptids. Die Sequenzen von SMOC-1 und SMOC-2 wurden abgestimmt mit der Sequenz der
FS- und der EC-Domaéane von BM-40, der Kazal-Doméne des Elastase-Inhibitors (Tschesche et al., 1987) und der
Thyroglobulin-Doméne von p41. Die angegebenen Sekundérstrukturelemente wurden den Kristallstrukturen von
BM-40 (Hohenester et al., 1997) und p4l (Guncar et al., 1999) entnommen und als a-helicale Strukturen oder b-
Faltblatter markiert. Die Zahlen oberhalb der Cystein-Reste beziehen sich auf die Bildung der Disulfidbricken.
Calcium-koordinierende Aminoséuren des BM-40 wurden durch einen Pfeil markiert.

Obwohl die Follistatin-&hnliche Doméne eine N-terminale Region besitzt, die weder in den
SMOC-Sequenzen noch in Kazal-Domanen vorhanden ist, kann anhand der Sequenz keine
Zuordnung vorgenommen werden, welchem Domanentyp die Follistatin-Doméane in SMOC-
1 bzw. -2 am &hnlichsten ist. Im folgenden wird die entsprechende Domane in SMOC-1 und
SMOC-2 als Follistatin-&hnliche Doméane bezeichnet. An die FS-Doméne schliel3en sich zwei
Thyroglobulin-ahnliche Doméanen an, die durch eine Domaéne getrennt werden, welche keine
Homologie zu bekannten Proteinen besitzt und damit SMOC-spezifisch ist (Abbildung 2.6).
Diese Doméne enthélt einen hohen Anteil an aromatischen Aminosauren. Dies laRt die
Vermutung zu, dal diese Region eine Faltung mit einem hydrophoben Kern einnehmen
wird. Eine potentielle N-Glycosylierungsstelle ist in beiden SMOC-Transkripten konserviert
(SMOC-1: N 214; SMOC-2: N 206). Die Thyroglobulin-Doménen enthalten jeweils sechs
Cystein-Reste, sowie das charakteristische CWCV-Tetrapeptid (Molina et al., 1996). Die
Kristallstruktur der TY-Doméne von p4l, der variablen Region des MHCII-Komplexes,
wurde kirzlich geldst (Guncar et al, 1999). In der Struktur der TY-Domane lassen sich zwei
Faltungsuntereinheiten unterscheiden. Die erste besteht aus einer kurzen a-Helix-b-Strang
Anordnung, die zweite besteht aus drei Strangen, die ein kurzes, antiparalleles b-Faltblatt
formen. Beide Untereinheiten werden durch interne Disulfidbricken stabilisiert. Ein
Sequenzvergleich zeigt, da3 die Position aller sechs Cystein-Reste der TY-Doméanen von
SMOC-1 und SMOC-2 sowie die Sekundarstruktur-Elemente konserviert sind (Abbildung
2.6). Die C-terminale Doméane beider SMOC-Transkripte ist homolog zur extrazellularen
Calcium-bindenden Doméne des BM-40. Die Charakteristika der EC-Doméne, die
amphipathische a-Helix und die beiden Helix-Schleife-Helix-Motive der zwei EF-Hande
sind konserviert. Sequenzvergleiche mit der kanonischen Konsensussequenz einer EF-Hand
zeigen, dal3 beide Motive in SMOC-1 und SMOC-2 konserviert sind, wahrend im BM-40 eine
veranderte EF-Hand auftritt. Die Organisation der Doménen in SMOC-1 und SMOC-2 ist
neu und einzigartig innerhalb der BM-40-Familie (Abbildung 3.1).
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2.3 Genomische Struktur von humanem SMOC-1 und SMOC-2

Durch das schnelle Fortschreiten des humanen Genomprojektes gibt es eine grof3e Anzahl
veroffentlichter Gensequenzen, die oftmals ganze Gene umspannen. Eine Datenbanksuche
mit den SMOC cDNA-Sequenzen lieferte eine Reihe von genomischen Klonen, deren
Analyse die Exonstruktur fur SMOC-1 (Abbildung 2.7) und SMOC-2 (Abbildung 2.8) lieferte.

1 23 45 67 8910 11 12

NN

|

Abbildung 2.7 Exon-Intron-Struktur von humanem SMOC-1. Alle Exons sind durchnummeriert und umfassen
den gesamten kodierenden Bereich von SMOC-1. Offene Boxen fur Exon 1 und 12 sollen verdeutlichen, daf? die
genauen Grenzen des Gen nicht bestimmt werden konnten. Das Fragezeichen Uber der gestrichelten Linie deutet
an, dal die GrolRe dieses Introns nicht bestimmt werden konnte.

Die Struktur des humanen SMOC-1 Gen konnte durch die Auswertung zweier HTGS-Klone
(AL157789 und AL135747) ermittelt werden. Beide stammen aus der Sequenzierung von
Chromosom 14. Die Gesamtlange des SMOC-1 Gens Uberspannt einen Sequenzbereich von
mehr als 80 kbp beginnend mit dem Translationsstart bis zum Ende der bekannten cDNA-
Sequenz. Uber die Lange des kodierenden Bereiches besteht das Gen fiir SMOC-1 aus 12

Exons. Die genaue Lange der Exons 1 und 12 konnte nicht festgestellt werden.

Exon Domaéne | Exon GrolRe Splice Donor Intron GroRe [bp] Splice Acceptor Codon
Nummer [bp] Phase
1 | 99 CCCAGG gt aagt ni cht bekannt acctag TTTCTA 0
2 FS 166 GCAAAG gt gagt 1116 tttcag ATGCTG 1
3 TY: 113 ACCCAG gt gagg 22215 gaacag GIGCAG 0
4 TY: 100 GITCAG gt accg 2103 cccaag GITCAG 1
5 NEW 48 GGAAAG gt gagt 14451 attcag ATGACG 1
6 NEW 57 GAGATG gt aaga 1926 ccctag AAATCA 1
7 NEW 81 ATTCAG gt aaat 16273 ttgcag AGAAAG 1
8 TY, 193 CACACG gt aagc 539 tcccag CTACGT 2
9 TY, 83 TACCAG gt ggga 1818 ttttag GCTGIC 1
10 EC 106 TGGGAG gt gaga 9712 gcccag GITCTC 2
11 EC 245 AAGAAG gt gagt 6797 cagt ag GACGCC 1
12 EC 2122

Tabelle 2.1 Exon-Intron Grenzen des humanen SMOC-1 Gen.
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Ebenso konnte die Lange des ersten Introns nicht bestimmt werden, da dies auf einem nicht
Uberlappenden Teil der beiden Klone lag. Die jeweiligen GréRen der Exons und Introns
sowie deren Uberginge wurden bestimmt (Tabelle 2.2). Auch die Genstruktur von humanem
SMOC-2 konnte anhand der Sequenzanalyse eines HTGS-Klons (AL442124) aufgeklart
werden. Dieser Klon entstammt der Sequenzierung von Chromosom 6. Seine Gesamtlange
beginnend mit dem Translationsstart bis zum Ende der bekannten cDNA-Sequenz liegt bei
>141 kbp. Das Gen besteht aus 13 Exons (Abbildung 2.8) und besitzt damit ein Exon mehr als
das Gen fur SMOC-1.

1011 12 13

Abbildung 2.8 Exon-Intron-Struktur von humanem SMOC-2. Alle Exons sind durchnummeriert und umfassen
den gesamten kodierenden Bereich von SMOC-1. Offene Boxen flr Exon 1 und 13 sollen verdeutlichen, da die
genauen Grenzen des Gen nicht bestimmt werden konnten. Das Fragezeichen Uber der gestrichelten Linie deutet
an, dal? die Grofie dieses Introns nicht bestimmt werden konnte.

Die GroRe der ersten beiden Introns konnte nicht bestimmt werden, da sie auf einem
ungeordneten Teil des Klons lagen. Die Ubergange und GroRen der weiteren Exons und

Introns wurden bestimmt (Tabelle 2.3).

Exon Doméne | Exon Grélie Splice Donor Intron GroRe [bp] Splice Acceptor Codon
Nummer [bp] Phase
1 | 84 CTC ACG gtaagc | nicht bekannt | tttaag TTT TTG 0
2 FS 172 GCA AAG gt aagc | nicht bekannt ctacag ACG TGT 1
3 TY: 107 CCT ACA gtcagg 1183 tcgcag GIC AGG 1
4 TY: 100 GCC CGG gt aggt 15898 ttttag GIT CCG 1
5 NEW 48 AAA CAG gt aact 3446 attcag ATG ATG 1
6 NEW 51 AAG AAG gt gagc 1960 tcatag ATA TTG 1
7 NEW 75 ATT CAG gt aaga 49733 ccgcag TGI CAT 1
8 TY, 187 CAC AAG gt aaat 9152 ccatag GIA CGA 2
9 TY, 83 TAC AAG gt gagc 42433 tttcag GIT GIC 1
10 EC 103 AGG CAG gt acgc 2171 ttccag GCT CIC 2
11 EC 275 GCC ACA gt aaga 10676 tgctag CCC CCA 1
12 EC 38 AGA CAG gt aagt 2291 tttcag CCA AGG 0
13 EC 1572

Tabelle 2.2 Exon-Intron Grenzen des humanen SMOC-2 Gen.
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Anhand der Genstruktur bestatigt sich, dal’ es sich bei SMOC-1 und SMOC-2 um modulér
aufgebaute Proteine handelt. An den Grenzen der einzelnen Domanen liegen jeweils Donor
und Acceptor-Sequenzen fur das Splicen. Einzelne Doméanen werden jedoch oft von
mehreren Exons kodiert. Dies gilt fur die Thyroglobulin-dhnliche Doméne (2 Exons), die
NEW-Doméne (3 Exons) und die EC-Doméne (3 bzw. 4 Exons). Nur die Doméne | und die

Follistatin-&hnliche Doméne werden jeweils von einem Exon kodiert.

2.4 Gewebeverteilung von SMOC-1 und SMOC-2 mRNA

Zur Analyse der Gewebeverteilung von SMOC-1 und SMOC-2 Transkripten wurde ein
Northern-Blot mit mRNA verschiedener Mausgewebe angefertigt. Abbildung 2.9 zeigt die
Autoradiogramme des Northern-Blots nach Hybridisierung mit SMOC-1 und SMOC-2.
Beide Transkripte zeigten eine weit verteilte Expression in verschiedenen Geweben. Ein
auffallig starkes Signal fir SMOC-1 und SMOC-2 wurde mit Ovarien-mRNA detektiert.
Weitere Signale fir SMOC-1 gaben Gehirn, Thymus, Herz, Skelettmuskel, Leber und Lunge.
SMOC-2 zeigte zusatzliche Signale in Herz, Skelettmuskel und Milz. Da einige der Signale
schwach ausfielen, wurde nach einer Bestatigung dieser Ergebnisse mit einer unabhangigen
Methode gesucht. Mittels RT-PCR wurden spezifische Produkte fur SMOC-1 (391 bp) und
SMOC-2 (304 bp) amplifiziert. Diese Produkte wurden elektrophoretisch aufgetrennt und die
Agarosegele mit Ethidiumbromid gefarbt (Abbildung 2.10). Zu jedem Ansatz wurde eine
Positiv-Kontrolle mit Tubulin-Primern durchgefiihrt. Alle Reaktionen wurden parallel auch
ohne Zugabe reverser Transkriptase bei ansonsten gleichen Bedingungen durchgefuhrt, um

maogliche Kontaminationen der Proben mit cDNA auszuschlieRen.

30



Ergebnisse

Muskel
Leber
Milz
Lunge
Niere
Hoden
Ovarien

3
£ E
SN
V=

kb
A)

SMOC-1
B)

SMOC-2
)

GAPDH
D)

EtBr
stain

Abbildung 2.9 Northern Blot mit SMOC-1 und SMOC-2 Sonde. mRNA Aliquots von jeweils 5 ng wurden auf
einem 1,2% Agarose Gel unter denaturierenden Bedingungen elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine
Nylonmembran geblottet. A) Multigewebe mMRNA Blot mit starken Signalen fiir SMOC-1 in Gehirn, Thymus,
Lunge und Ovarien. B) Multigewebe mRNA Blot mit spezifischer Sonde gegen SMOC-2 hybridisiert. Man
erkennt starke Signale in Herz, Muskel, Milz und Ovarien. C) Hybridisierung des gleichen Blots mit einer
GAPDH Sonde zum Mengenvergleich. Die Héhe der Bande im Hodengewebe ist durch alternatives Splicen in
diesem Gewebe zu erklaren. D) Farbung des Agarose Gel mit Ethidiumbromid vor dem Blotten. Als Sonde diente
fir SMOC-1 ein 546 bp Nhel/Dralll-Fragment und fir SMOC-2 ein 421 bp Xmnl-Fragment.
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Abbildung 2.10 RT-PCR mit spezifischen Primern fur SMOC-1, SMOC-2 und Tubulin. Gleiche Aliquots der
PCR Reaktionen von SMOC-1, SMOC-2 und Tubulin jeweils mit und ohne Zugabe von Reverser Transkriptase
wurden auf einem 2%-Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefarbt. Die
Tubulinkontrolle soll die gleiche Beladung der Gele zeigen. Die jeweils linken Spuren enthalten die Marker-DNA.

Auch hier fand man die jeweils starksten Signale fur SMOC-1 und SMOC-2 in Ovarien. Im
Vergleich mit den Daten des Northern-Blot zeigten beide Transkripte jedoch eine etwas
breitere Verteilung. Besonders SMOC-2 prasentierte sich in weiteren Geweben wie Gehirn,
Thymus, Lunge, Leber, Niere und Hoden. Fir SMOC-1 stimmten die Ergebnisse zwischen
RT-PCR und Northern-Blot tberein, lediglich die Signalintensitaten zwischen Lunge und
Leber waren unterschiedlich. Zur Uberpriifung der Signale, unabhangig von der erwarteten
GroRe auf dem Agarose-Gel, wurden Banden von SMOC-1 und SMOC-2 aus dem Gel isoliert

und sequenziert. Damit konnte ihre Authentizitat bestatigt werden.

Abbildung 2.11 RT-PCR und Southern-Blot mit
Sonden gegen SMOC-1 und -2. Einer Reaktion mit
Reverser Transkriptase auf Gesamt-RNA verschie-
A) dener Gewebe folgte eine Amplifikation mittels
PCR mit spezifischen Primern fir SMOC-1 bzw.
SMOC-2. Aliquots jeder Reaktion wurden auf
einem 2%-Agarose-Gel elektrophoretisch aufge-
— 391bp trennt und anschlieBend durch Kapillarblotting auf
eine Nylonmembran Ubertragen und mit
spezifischen Proben gegen SMOC-1 und -2 hybri-
disiert. A) Hybridisierung mit einer spezifischen
SMOC-1 Sonde lieferte ein starkes Signal von 391
bp GroRe in Gehirn, Thymus, Herz, Leber, Hoden
und Eierstock. Schwéchere Signale erkannte man
in Kleinhirn, Lunge und Niere. B) Die Sonde gegen

| sb SMOC-2 zeigte ein Signal der erwarteten Grofie
.'-“- P von 304 bp in allen untersuchten Geweben.
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Die Gele wurden auf Nylonmembran geblottet und mit einer 32Phosphat-dCTP-markierten
Sonden hybridisiert (Abbildung 2.11). Als Sonden dienten hier die eluierten und
sequenzierten Banden aus der RT-PCR fur SMOC-1 und SMOC-2. Die Autoradiographien
bestétigten die Ergebnisse der Agarose-Gele; auch schwache Signale wie fur SMOC-1 in
Lunge und Niere, zeigten sich eindeutig positiv auf dem Southern-Blot. Das sehr schwache
Signal in Muskelgewebe steht jedoch im Widerspruch zu den Ergebnissen des Northern-
Blots. Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dall beide Transkripte in allen
untersuchten Geweben vorkommen, aufler SMOC-1, welches offensichtlich nicht in der Milz
vorkommt. Damit handelt es sich bei SMOC-1 und SMOC-2 um zwei Transkripte, die eine

breite Gewebeverteilung aufweisen und somit nicht organspezifisch exprimiert werden.

2.5 Rekombinante Expression von SMOC

Zur weiteren biochemischen Charakterisierung von SMOC-1 und SMOC-2 sollte dieses
rekombinant exprimiert werden. Hierzu wurde ein eukaryontisches System verwendet, um
moglichst authentische Proteine in Bezug auf Faltung und posttranslationale Modifikationen
zu erhalten. Als Expressionsvektor diente hierzu das modifizierte Plasmid pCEP-Pu welches
auf dem kommerziell erhaltlichen pCEP-4 basiert. Die Signalpeptidsequenz des BM-40
wurde so in den Vektor integriert, dal es moglich war, Konstrukte gerichtet Uber eine Nhel-
Schnittstelle in diesen einzuklonieren. Damit sind transfizierte Zellen in der Lage, das
gewunschte Genprodukt effizient zu produzieren und ins Zellkulturmedium zu sekretieren.
Mit Hilfe der PCR wurde ein SMOC-1 Konstrukt in vollstandiger Lange amplifiziert und in
den pCRII-Vektor einkloniert. Um die korrekte Amplifikation zu Uberpriufen, wurde das
gesamte Konstrukt sequenziert. Im né&chsten Schritt wurde das Konstrukt tber eigens
eingefuhrte Restriktionsschnittstellen (Nhel und Xhol) in den Expressionsvektor pCEP-Pu
umkloniert und die Ubergangsstellen erneut sequenziert. Der so angefertigte
Expressionsvektor pCEP-Pu-SMOC-1 wurde dann in EBNA-293 Zellen transfiziert und diese
einer Selektion mit Puromycin unterworfen. Nach deren Abschlu® wurden die Zellen mit
serumfreiem Medium versorgt und die Uberstande in regelméaRigen Abstdnden geerntet, um

das rekombinante Protein aus diesen zu reinigen.
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2.5.1 Reinigung von rekombinantem SMOC-1

Nach verschiedenen Vorversuchen stellte sich folgendes Reinigungsprotokoll als erfolgreich

heraus:

1,4 | serumfreier Kulturiberstand

Dialyse gegen 50 mM Natriumacetat, pH 5,0

lonenaustausch-Chromatographie

SP-Sepharose

Laufpuffer: 50 mM Natriumacetat, pH 5,0
Elution mittels linearem Salzgradienten, 0-1 M NacCl

Gelfiltration
Sephadex G 75

Laufpuffer: 50 mM Natriumacetat, pH 5,0, 0,3 M NaCl

lonenaustausch-Chromatographie

ResourceS

Laufpuffer: 50 mM Natriumacetat, pH 5,0
Elution mittels linearem Salzgradienten, 0-1 M NacCl

Abbildung 2.12 Reinigungsschema fur die Reinigung von SMOC-1 aus serumfreiem Kulturiberstand. Weitere

Erlduterungen im Text.
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Zur Reinigung wurden 1,4 | SMOC-1 Kulturtiberstand gegen 50 mM Natriumacetatpuffer
(pH 5,0) dialysiert, zur Entfernung von Zellresten fur 20 min bei 10.000 Upm und 4° C
zentrifugiert und auf eine Sepharose SP-Sdule aufgetragen. Die Elution erfolgte mit einem
linearen Salz-Gradienten im Konzentrationsbereich von 0-1 M NaCl. Fraktionen, welche bei
400 mM NacCl eluierten, wurden vereinigt, gegen Acetatpuffer dialysiert und Uber eine
HiTrap-SP-Saule konzentriert. Es folgte eine Gelfiltration auf einer Sephadex G 75 Saule in
Acetatpuffer unter Zugabe von 0,3 M NaCl, um unspezifische Interaktionen auszuschliel3en.
Die Proteine des Eluats wurden uber eine HiTrap SP-Saule konzentriert und zur
Endreinigung mittels FPLC auf eine ResourceS-Saule aufgetragen und mit einem linearen
Salzgradienten von 0-1 M NacCl eluiert. Nach erneuter Konzentrierung (Hi-Trap SP) wurde
das gereinigte SMOC-1 in 5 mM Tris-HCI, pH 7,4 Uber eine PD-10 Entsalzungssaule
umgepuffert. Die Ausbeute an rekombinantem SMOC-1 lag in der GrofRenordnung von
500 ng Protein pro Liter Kulturtberstand. Der Reinheitszustand des Proteins wurde durch
SDS-PAGE untersucht (Abbildung 2.13). Das rekombinante Protein konnte zur Homogenitat
gereinigt werden und zeigt in der Coomassie-Farbung eine Bande bei 58 kDa unter
reduzierenden Bedingungen im SDS-PAGE. Unter nicht-reduzierenden Bedingungen
erkennt man eine Bande um 55 kDa und eine bei etwa doppeltem Molekulargewicht. Die
Bande bei ungeféahr doppeltem Molekulargewicht deutet auf eine Bildung von Dimeren hin,

welche aufgrund der geraden Anzahl an Cysteinen im Protein nicht erwartet wurde.

+SH -SH

Abbildung 2.13 Gereinigtes rekombinantes
SMOC-1. Jeweils 1 ng SMOC-1 wurde unter
reduzierenden (+ SH) und nicht reduzierenden
(- SH) Bedingungen auf einem 12 % SDS-PAGE

% — aufgetrennt und mit Coomassie Brilliant Blue

67 — gefarbt.

43 —
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2.5.2 Produktion und Affinitatsreinigung polyklonaler Antiseren gegen SMOC-1

Das rekombinante SMOC-1 wurde fur die Immunisierung von einem Kaninchen (170 ng)
und einem Meerschwein (120 ng) verwendet (Firma Pineda). Die Titer gegen das Antigen
wurden durch ELISA bestimmt. Das Kaninchenserum zeigte einen Titer von 1:10000 nach 65
d und das Meerschweinserum einen Titer von 1:12000 nach der gleichen Zeit. Nach 74 Tagen
wurde sowohl das Kaninchen als auch das Meerschwein ausgeblutet. Zur Entfernung
maoglicher Kreuzreaktivitaten wurden Aliquots des Serum tber eine SMOC-1 Affinitatssaule
gereinigt. Dazu wurde CNBr-Sepharose zuerst aktiviert und anschlieBend mit
rekombinantem SMOC-1 beladen. Jeweils 5 ml Serum wurden mit der Matrix Gber Nacht
inkubiert und die spezifischen Antikdrper mit 3 M KSCN-LOsung eluiert. Da dieses
chaotrope Salz die Struktur der Antikorper zerstoren kann, wurden die Eluate sofort gegen
TBS, pH 7,4 dialysiert. Die Funktion der Antikdrper wurde mit rekombinantem SMOC-1 auf
Slot-Blots Uberpruft.

2.5.3 Analyse der N-Glycosylierung von SMOC-1

Rekombinantes SMOC-1 zeigte auf dem SDS-PAGE ein apparentes Molekulargewicht von
ungefahr 58 kDa im reduzierten Zustand. Das Molekulargewicht des Proteins ohne
posttranslationale Modifikationen sollte rechnerisch 45694 Da betragen. Zur Analyse, ob die
potentiellen N-Glycosylierungsstellen am Asn 153, Asn 214 und Asn 374 benutzt werden,
wurde 1nmg SMOC-1 fur 2 h bei 37°C mit N-Glycosidase F behandelt und zusammen mit
einer gleichbehandelten Probe ohne Enzymzugabe auf einem SDS-PAGE aufgetrennt
(Abbildung 2.14).

Abbildung 2.14 N-Glycosylierung von

SMOC-1. Jeweils 1 ng SMOC-1 wurden mit
914 — Zugabe (+) bzw. ohne Zugabe von
N-Glycosidase F (Roche) in 50 mM Tris, pH
67 — 7,4 fur 2 h bei 37°C inkubiert und auf einem
12 % SDS-PAGE unter reduzierenden Bedin-
43 — gungen elektrophoretisch aufgetrennt. Die
Farbung erfolgte mit Coomassie Brilliant
Blue.
30 —
20 —
14 —
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Die deutliche Verringerung des apparenten Molekulargewichtes um ungefahr 15 kDa deutet

auf eine ungewohnlich ausgedehnte N-gebundene Glycosylierung hin.

254 Sekundarstrukturuntersuchung an SMOC-1 mittels Circulardichroismus-

Spektroskopie

Die rekombinante Expression im eukaryotischen System liefert aufgrund der posttrans-
lationalen Modifikationen normalerweise Proteine mit korrekter Faltung und Konformation.
Mit Hilfe der Circulardichroismus-Spektroskopie kann man tUberprifen, ob ein Protein in
Losung Sekundarstrukturelemente und somit Konformation aufweif3t. Desweiteren ist es
maoglich den EinfluB von Kationen auf die Konformation zu messen. So zeigen Proteine, die
EF-Hande enthalten oftmals eine Calcium-abhéngige Konformationsanderung. Zur Analyse,
ob SMOC-1 Calcium bindet, wurden CD-Spektren des Proteins aufgenommen. Dazu wurde
eine Proteinkonzentration von 150 ng/ml in 5 mM Tris-HCI, pH 7,4 eingestellt. Die Messung
erfolgte Uber einen Wellenlangenbereich von 190-260 nm, bei 25°C in einer temperierten
Quarzkivette von 1 mm Schichtdicke. Das untersuchte Material zeigte jedoch entgegen der

Erwartung keine Calcium-abhéngige Veranderung des a-helicalen Anteils (Abbildung 2.15).

T T T T T Abbildung 2.15 CD-Spektroskopie mit SMOC-1
0 aus 293-EBNA-Zellen. Rekombinantes
T 5000 SMOC-1 (150 ng/ml in 5 mM Tris-HCI, pH 7,4)
S wurde in einer Quarzkivette mit 1 mm
% -4000 Schichtdicke im CD-Spektrometer vermessen.
)= Die Abbildung zeigt die Spektren nach Calcium
o -6000 Zugabe (2 mM) bzw nach Zugabe von EDTA
3 (4 mM). Beide Spektren zeigten einen iden-
: -8000 tischen Verlauf.
(4
-10000
-12000

200 220 240

Wellenlange [nm]

Western-Blot Analysen zeigten, dal im Kulturlberstand wahrend der Expression in
gewissem Grade Abbauprodukte auftraten. Zur weiteren Untersuchung wurde nun die

wirkliche Masse des Protein durch MALDI-TOF Massenspektroskopie ermittelt.
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2.5.5 Massenspektroskopie von SMOC-1

Die massenspektroskopische Untersuchung von SMOC-1 erfolgte auf einem Bruker Reflex 111
TOF-Massenspektrometer. Dazu wurde das N-Glycosidase F behandelte Protein in waliriger
Trifluoressigsaure (0,1%) gel6st, mit frischer Sinapinsdure-Losung versetzt und durch
Zugabe eines Acetonitril/Wasser-Gemisches (2:1) umkristallisiert. Die Masse des
deglycosylierten Protein wurde auf 42423 Da bestimmt. Diese unterschritt die erwartete
Masse von 45693 Da um 3270 Da. Ein weiteres Signal konnte bei 83449 Da detektiert werden.
Unter der Annahme, dal es sich hierbei um ein Dimer handelte, berechnete sich das

Molekulargewicht des Monomer auf 41724 Da.

MW 42429 Da
[MW(MALDI) 42423 Da]

370- KKKAKPKKCA RRFTDYCDLN KDKVISLPEL KGCLGVSKEG RLV
0 EF-Hand 11
MW 41742 Da
[MW (MALDI) 41724 Da]

Abbildung 2.16 Potentielle Spaltstellen in SMOC-1. Pfeile deuten auf potentielle Schnittstellen. Die Zahlen
zeigen das rechnerische Molekulargewicht eines C-terminal verkirzten Degradationsproduktes an. Angaben in
eckigen Klammern zeigen die mittels MALDI bestimmten Molekulargewichte.

Eine genauere Analyse zeigte die Moglichkeit auf, dal der Massenschwund die EC-Doméane
betraf, in dem die zweite EF-Hand des Proteins durch Proteolyse entfernt worden war, wenn
man eine C-terimalen Degradation zugrunde legt. Eine Schnittstelle in Bereich des K 374
wirde zum Verlust dreier Cystein-Reste und damit zu einer ungeraden Anzahl an Cysteinen
fuhrte. Dadurch war die Bildung einer Disulfidbricke zwischen zwei Degradations-
produkten maoglich. Abbildung 2.16 zeigt zwei potentielle Spaltstellen in der Sequenz. Ob
dies der Realitat entspricht oder eine Abweichung in der Massenbestimmung liegt, konnte

nicht entschieden werden.

2.5.6 Expression von SMOC-1 in HT 1080 Zellen

Da das Standard-Expressionsprotokoll mit EBNA-293 Zellen im Falle von SMOC-1 zu einem
proteolytisch degradierten Protein fuhrte, wurde ein modifizierter Expressionsvektor und
eine andere Zellinie verwendet. Das SMOC-1-Konstrukt voller Léange wurde in den
Expressionsvektor pCEP-Pu-His-Myc-FX umkloniert. Dieser Vektor wurde von Frau Wuttke
in unserem Labor dahingehend modifiziert, daf} ein exprimiertes Protein eine N-terminale
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Modifikation tragt. Es handelt sich dabei um ein His-Hexapeptid, gefolgt von einer Myc-
Antikorperbindungsstelle und einer Schnittstelle fur die Protease Faktor X. Das His-
Hexapeptid ermdéglicht die Reinigung des Protein unabhdngig von seinen spezifischen
Eigenschaften Uber eine Affinitdtsmatrix, welche mit Nickel- oder Cobalt-lonen beladen ist.
Humane Fibrosarcomzellen (HT 1080) wurden bereits erfolgreich als Alternative zu EBNA-
293 Zellen in unserem Arbeitskreis eingesetzt. Die transfizierten Zellen wurden unter den
gleichen Bedingungen wie die EBNA-293 Zellen kultiviert, jedoch bei 0,25 ng/ml Puromycin
im Kulturmedium, selektioniert. Dies entspricht der Halfte der bei EBNA-293 Zellen
verwendeten Antibiotikakonzentration. Nach erfolgter Selektion wurden die Zellen mit
serum-freiem Medium versorgt und die Uberstande regelméaRig geerntet. Zur Inaktivierung
moglicher Proteasen wurde dem geernteten Medium je 1 mM Phenylmethansulfonylfluorid
(PMSF) und Benzamidin und die Uberstiande sofort bis zur weiteren Verwendung bei -20°C
gelagert. Zur Reinigung wurde der Uberstand nach Zentrifugation und Filtration gegen 50
mM Natriumphosphatpuffer mit 0,3 M NaCl, pH 7,4, dialysiert und anschlieend mit einer
Geschwindigkeit von 1 ml/min Uber die Affinitatsmatrix gepumpt. Das enthaltene Salz
verhindert hierbei unspezifische Wechselwirkungen. Die Elution erfolgte mit einem linearen
Imidazolgradienten von
0-250 mM Imidazol im Laufpuffer. Die Eluate wurden auf einem SDS-PAGE aufgetrennt mit
Coomassie Brilliant Blue gefarbt und SMOC-1 enthaltende Fraktionen, die zwischen
50-100 mM Imidazol eluierten, wurden vereinigt. Auf diese Weise konnte in einer Ein-
Schritt-Reinigung homogenes, rekombinantes SMOC-1 in der GréRenordung von 500 ng/I

Zellkulturiberstand gewonnen werden.

+SH -SH

Abbildung 2.17 Gereinigtes rekombinantes
SMOC-1 aus HT 1080-Zellen. Jeweils 1 ng SMOC-1

94 wurde unter reduzierenden (+SH) bzw. nicht
reduzierenden (-SH) Bedingungen auf einem 12 %

67 — SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie Brilliant
Blue gefarbt.

43 —

30 —

20

14
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Das Coomassie gefarbte Gel (Abbildung 2.17) zeigte unter reduzierenden Bedingungen eine
Bande bei einem Molekulargewicht von etwa 67 kDa wahrend das Protein unter nicht-
reduzierenden Bedingungen eine Bande bei etwa 64 kDa zeigt. In Vergleich mit dem
Material welches in EBNA-293 Zellen exprimiert wurde, erkannte man hier unter nicht-
reduzierenden Bedingungen keine Bande welche auf die Bildung eines Dimer schlieRen liel3.
Aus dieser Beobachtung konnte man darauf schliel3en, dall SMOC-1 aus HT 1080 Zellen
nicht proteolytisch degradiert worden war, wie dies fir das von EBNA-293 Zellen
exprimierte Protein festgestellt wurde. Die Analyse der N-Glycosylierung ergab ein
ahnliches Bild wie fur das in EBNA-293 Zellen exprimierte SMOC-1 mit einer Verringerung
des apparenten Molekulargewichtes nach N-Glycosidase F Behandlung um etwa 10 kDa

(nicht abgebildet).

2.5.7 Rekombinante Expression von murinem SMOC-2 in EBNA-293 Zellen

Das murine SMOC-2 Konstrukt wurde in den His-Hexapeptid-Expressionsvektor pCEP-Pu-
His-myc-FX kloniert. Transfektion, Selektion, Kultivierung der ENBA-293-Zellen und die
Reinigung des serum-freien Uberstandes Uber die Affinitatsmatrix, erfolgten wie fur
SMOC-1 beschrieben. Unter diesen Bedingungen war es nicht maéglich, das Protein in einem
Schritt zur Homogenitat zu reinigen. Dies lag unter anderem daran, da3 neben der Bande
zwischen 60 bis 65 kDa eine weitere Bande von 30 kDa mitgereinigt wurde. Da der anti-myc-
Antikorper Immunreaktivitat gegen beide Banden zeigte, konnte man davon ausgehen, daf}
es sich bei der 30 kDa-Bande um eine C-terminale Degradation des Gesamtprotein handelte.
Als Trennsystem zur Reinigung beider Banden wurde eine ResourceS-Saule in 50 mM Tris-
HCL, pH 7,4 eingesetzt. Zur Elution diente ein linearer Salzgradient von 0-1 M NacCl im
gleichen Puffer. Die entsprechenden Fraktionen die das Gesamtprotein bzw. das
Degradationsprodukt enthielten, wurden vereinigt und gegen 50 mM Tris-HCI, pH 7,4
dialysiert. Aliquots der vereinigten Fraktionen wurden zur Homogenitatskontrolle auf
einem SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie Brilliant Blue gefarbt (Abbildung 2.18).
Man erkennt fir SMOC-2 unter reduzierenden Bedingungen eine breite Bande zwischen 60

bis 65 kDa, die im nicht-reduzierten Zustand zwischen 55 und 60 kDa lauft.
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+SH -SH Abbildung 2.18 Gereinigtes rekombinantes
SMOC-2. Jeweils 1ng SMOC-2 wurde unter
reduzierenden (+SH) und nicht reduzierenden (-SH)

94 Bedingungen auf einem 12 % SDS-PAGE
aufgetrennt und mit Coomassie Brilliant Blue
67— gefarbt.
=
43—
30—
20—

Das wahrend der Reinigung abgetrennte Degradationsprodukt konnte ebenfalls zur
Homogenitét gereinigt werden und zeigt eine scharfe Bande bei 30 kDa (Abbildung 2.19).

Sein Laufverhalten wird durch Reduktion nicht verandert.

+ SH -SH Abbildung 2.19 Degradationsprodukt des

94 rekombinanten SMOC-2. Je 1 ng der gereinigten
degradierten Form des rekombinanten SMOC-2

67 wurde auf einem 12 % SDS-PAGE aufgetrennt und

mit Coomassie Brilliant Blue geférbt.

43

2.5.8 Analyse der N-Glycosylierung von SMOC-2

SMOC-2 zeigte analog zu SMOC-1, eine Verringerung des apparenten Molekulargewichtes
um etwa 10 kDa nach Behandlung mit N-Glycosidase-F (Abbildung 2.20). Dies zeigt, dal3
auch im Falle von SMOC-2 eine N-gekoppelte Glycosylierung des Proteins vorhanden ist.
Entsprechende Vorraussagen wurden aufgrund der Konsensussequenz fur Asn 206 und
Asn 362 getroffen. Die Doppelbande, die nach der N-Glycosidase-F Behandlung auftaucht

deutet auf eine unvollstandige Deglycosylierung durch das Enzym hin.
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Abbildung 2.20 Analyse der N-Glycosylierung von

94 SMOC-2. 1 ng rekombinantes SMOC-2 wurde flr 2
67 — h bei 37°C mit N-Glycosidase F behandelt und
: anschlieBend auf einem 12% SDS-PAGE aufgetrennt

43 (+). Eine parallele Kontrolle wurde, ohne Zusatz
von Enzym, identisch behandelt (-). Das fertige Gel

wurde mit Coomassie Brilliant Blue gefarbt.
30

20 —

Auch das Degradationsprodukt von SMOC-2 wurde auf eine mogliche N-Glycosylierung
untersucht (Abbildung 2.21). Man erkennt eine scharfe Bande bei 30 kDa, deren
Laufverhalten durch die Enzymwirkung nicht veréandert wurde, sowie eine Bande bei
niedrigerem Molekulargewicht, die moglicherweise auf einen weiteren Abbau
zuruckzuftuhren ist. Das untersuchte Protein verdndert sein Laufverhalten durch
N-Glycosidase-F Behandlung nicht, was darauf hindeutet, daR die beiden

N-Glycosylierungsstellen von SMOC-2 in diesem Fragment nicht mehr vorhanden ist.

94 Abbildung 2.21 Analyse der N-Glycosylierung von
SMOC-2. 2 ng der Abbaubande von rekom-
binantem gereingtem SMOC-2 wurde fir 2 h bei 37°
C mit N-Glycosidase F behandelt und anschlielend
auf einem 12 % SDS-PAGE aufge-trennt (+). Eine
Kontrolle wurde parallel ohne Enzymzusatz gleich
30 behandelt (-). Das fertige Gel wurde mit Coomasie

[ — Brilliant Blue gefarbt.

67 —

43—

20 —
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Zur weiteren Untersuchung des Fragmentes wurde die wirkliche Masse des Proteins der
30 kDa Bande durch MALDI auf 22949 Da bestimmt. Eine Abstimmung mit der
Proteinsequenz von SMOC-2 ergab, dal? die Spaltung wahrscheinlich innerhalb der NEW-
Domane in der Nahe des T208 erfolgt war (Abbildung 2.22). Das 30 kDa-Fragment enthalt
somit, in Ubereinstimmung mit dem Ausbleiben einer Verdnderung des apparenten
Molekulargewichtes nach N-Glycosidase-F Behandlung die N-Glycosylierungsstelle nicht

mehr.

MW 22949
[MW (MALDI) 22954]

*

172-DAAAPALETQPQGDEEDIASRYPTLWTEQVKSRQNKTNKNS

Abbildung 2.22 Potentielle Spaltstellen in SMOC-2. Die Zahlen zeigen das rechnerische Molekulargewicht eines
C-terminal verkirzten Degradationsproduktes an. Angaben in eckigen Klammern zeigen die mittels MALDI
bestimmten Molekulargewichte. Der Stern markiert die N-Glycosylierungsstelle.

2.5.9 CD-Spektroskopie an rekombinantem SMOC-1 und SMOC-2

Mit beiden gereinigten Proteinen wurden CD-Spektren aufgenommen. Dabei sollte
untersucht werden, ob die rekombinanten Proteine in Losung eine Faltung und damit eine
Sekundarstruktur aufweisen. Desweiteren sollte eine mogliche Calcium-induzierte
Anderung der Sekundarstruktur analysiert werden, die aufgrund der EF-Hande in SMOC-1
und SMOC-2 von beiden Proteinen erwartet wurde. Beide Proteine zeigten Spektren mit
Minima bei 205 nm und einer Schulter bei 222 nm, welche fur Proteine mit einem geringen
Anteil an a-Helix charakteristisch sind. Die Sekundarstruktur von SMOC-1 aus HT 1080-
Zellen reagiert reversibel auf Anderungen der Calcium-Konzentration (Abbildung 2.23).
Dies zeigt, daB SMOC-1 Calcium reversibel bindet. Die gleiche Abhangigkeit konnte ftr
SMOC-2 nachgewiesen werden (Abbildung 2.23).
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Abbildung 2.23 CD-Spektren von SMOC-1 und SMOC-2. Rekombinantes SMOC-1 [162 mg/ml in 5 mM Tris-
HCI, pH 7,4] und SMOC-2 [123 ng/ml in 5 mM Tris-HCI, 0,15 M NaCl, pH 7,4] wurde in einer Quarzkiivette mit
1 mm Schichtdicke im CD-Spektrometer vermessen. Die durchgezogenen Linien zeigen die Spektren in
Abwesenheit von Calcium-lonen, die gestrichelten Linie in Anwesenheit von 2 mM Calcium. Die
unterschiedlichen Signale bei 222 nm deuten auf eine calcium-abh&ngige Sekundér-strukturverdnderung im
a-helicalen Anteil der Proteine hin.

Mit dem MeRdaten der CD-Spektren wurden theoretische Berechnungen der
Sekudarstrukturanteile mit den Programmen CONTIN und SELCON (Greenfield, 1996)
durchgefuhrt (Tabelle 2.3). Fur das CD-Spektrum von SMOC-1 unter Calcium-haltigen
Bedingungen konnte keine Ndherung mit dem Programm SELCON berechnet werden. Aus
den Daten kann man eine Calcium-abhéngige Anderung des a-helicalen Anteil beider
Proteine ersehen. SMOC-1 zeigt im CD-Spektrum insgesamt weniger Sekundarstruktur als
SMOC-2, was man aus der Signalstarke der Spektren ableiten kann. Im Vergleich zu SMOC-2

fallt auch die relative Anderung des a-helicalen Anteils hier geringer aus.

SMOC-1 SMOC-2
a-Helix b-Faltblatt Rest a-Helix b-Faltblatt Rest
CONTIN 5% (6%) 42% (42%) 53% (53%) 9% (14%) 44% (37%) 47% (48%)
SELCON 6% (k. N.) 39% (k. N.) 50% (k. N.) 10% (14%) 33% (29%) 57% (57%)

Tabelle 2.3 Anteile einzelner Sekundérstrukturelemente an der Proteinstruktur von SMOC-1 und SMOC-2.
Die Daten wurden mit den Programmen CONTIN und SELCON aus den CD-Spektren der Proteine berechnet.
Die Zahlen stehen fur den Anteil des jeweiligen Sekundérstrukturelementes an der Gesamtstruktur des Proteins.
Zahlen in Klammer stehen fur die Sekundarstrukturanteile an der Calcium-beladenen Proteinform. Die relative
Anderung des a-helicalen Anteils durch die Bindung von Calcium fallt fiir SMOC-1 geringer aus als fiir SMOC-2.
Mit dem Programm SELCON konnten die Spektren mit Calcium fir SMOC-1 nicht berechnet werden. k.N.: keine
Né&herung.
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2.5.10 Produktion und Affinitatsreinigung polyklonaler Seren gegen SMOC-2

Hierzu wurden 290 ng SMOC-2 zur Immunisierung eines Kaninchens und 980 ng SMOC-2
Degradationsprodukt zur Immunisierung eines Meerschweines an die Firma Pineda
gesendet. Nach 45 Tagen verstarb aus ungeklarter Ursache das Kaninchen. Das aus dem
toten Tier isolierte Serum wurde einer Protein-A-Reinigung unterzogen. Das Serum des
Meerschweins wies nach 71 Tagen einen Antigen-Titer von 1:70000 auf und wurde nach 76
Tagen ausgeblutet. Beide Antiseren zeigten eine hohe Reaktivitdt gegen rekombinantes
SMOC-2. Das Antiserum aus Kaninchen wurde, wie fir SMOC-1 beschrieben, einer
Affinitatsreinigung unterzogen und die Funktion der eluierten Antikorper auf Slot-Blots

gegen rekombinantes SMOC-2 gepruft.

2.5.11 Analyse der Kreuzreaktivitdat von SMOC-1 und SMOC-2 Antiseren innerhalb der
BM-40 Familie

Zu Beginn der Analyse der Gewebeverteilung von SMOC-1 und SMOC-2 auf der Ebene der
Immunoblots wurde eine mdgliche Kreuzreaktivitat der Kaninchen-Antiseren gegen die
Mitglieder der BM-40-Familie, die als rekombinante Proteine in unserem Arbeitskreis
vorhanden waren, untersucht. Hierzu wurden gleiche Proteinmengen zum einen direkt auf
Nitrocellulose aufgetragen (Abbildung 2.24), zum anderen wurden Immunoblots nach SDS-
PAGE angefertigt (Abbildung 2.25). Im ersten Fall liegen die Proteine im nativen Zustand
auf der Membran vor, wéhrend sie nach der SDS-PAGE durch die Detergenzbehandlung

denaturiert worden sind.

SMOC-1
SMOC-2
Testican-1
Testican-2
Testican-3

BM-40
SC-1
TSC-36

Abbildung 2.24 Kreuzreaktivitdt 1 Je 50 ng
rekombinantes Protein der BM-40 Familien-
mitglieder wurde auf eine Nitrocellulosemembran
aufgebracht und mit dem Antiserum gegen

i\“:t‘i?s‘;im SMOC-1 und SMOC-2 in der Verdinnung 1:1000
. inkubiert. Die Detektion der Signale erfolgte mittels
ECL.
SMOC-2 ' |
Antiserum

Es zeigten sich dabei deutliche Unterschiede, sowohl im Verhalten der beiden Antiseren aus

Kaninchen, als auch zwischen den angewendeten Methoden. Das Antiserum gegen SMOC-1
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zeigt in beiden Methoden keine Kreuzreaktivitat mit den getesteten Proteinen. Das SMOC-2
Antiserum zeigt eine klare Kreuzreaktivitat gegen natives SMOC-1, jedoch nicht gegen
denaturiertes SMOC-1. Desweiteren zeigt das SMOC-2-Antiserum in beiden Methoden eine

deutliche Reaktivitdt mit Testican-1 und eine schwache Reaktivitdt mit Testican-2.
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Abbildung 2.25 Kreuzreaktivitit 1l Zur Uberprifung der Antiseren von SMOC-1 und SMOC-2 auf
Kreuzreaktivitat innerhalb der BM-40-Familie wurden je 50 ng der rekombinanten Proteine wurden auf einem 4-
15% SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen. AnschlieRend
wurden sie mit dem entsprechenden Kaninchen-Antiserum in der Verdinnung 1:1000 inkubiert und die Signale
mittels ECL sichtbar gemacht.

2.6 Endogene Expression von SMOC-1 und SMOC-2 in verschiedenen Zelltypen

Die Expression von SMOC-1 und SMOC-2 in serumfreien Kulturtberstanden verschiedener
Zelltypen wurde unter Zellkulturbedingungen getestet. Dazu wurden gleiche Mengen an
konditioniertem Medium verschiedener Zelltypen (Abbildung 2.26) auf einem Immunoblot
untersucht. Soweit nicht anders erwéahnt, handelte es sich um Zellen humanen Ursprungs.

Fir SMOC-1 erkennt man eine Hauptbande um 90 kDa. Diese tritt in allen positiv
reagierenden Uberstanden auf. Fur WI-26, HT1080, HTB-94, MG-63 und MDA-MB231
erkennt man eine weitere Bande bei etwa 75 kDa. Wi-26 Zellen zeigen dartber hinaus eine
Bande um 50 kDa. Das auffalligste Bandenmuster zeigen die MCF-7 Zellen. Neben der
90 kDa Bande, die auch in anderen Zellen gefunden wird, treten zwei kleinere Banden bei
etwa 30 und 40 kDa auf. Eine Bande bei hherem Molekulargewicht um 150 kDa findet man
in MG-63, A 431 und A-375 Zellen. In C6, Pam212 und HEL-37 Zellen findet man keine
SMOC-1 Expression. Ein anderes Bild findet man fur SMOC-2. Die Hauptbande liegt hier bei

einem apparenten Molekulargewicht um 50 kDa Eine Bande um 65kDa findet man in
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HT 1080, A-431, Pam212, HEL-37 und A-375-Zellen. Hel-375 weist noch zwei weitere Banden
mit Molekulargewichten um 150 kDa und 30 kDa auf. Auch im Fall von SMOC-2 zeigen
MCEF-7 Zellen ein auffallig anderes Bandenmuster. Man erkennt zwei Banden bei etwa
38 kDa bzw. 40 kDa. auf. Mdglicherweise zeigen diese Zellen eine verstarkte proteolytische
Aktivitat. SMOC-2 wurde nicht von so vielen verschiedenen Zelltypen exprimiert wie
SMOC-1. So wurde kein SMOC-2 in den Chondrosarcom- und Osteosarcomzellen gefunden.
Dies gilt ebenfalls fur die C6-Glioma Zellen. Aufgrund der unterschiedlichen Bandenmuster
fur SMOC-1 und SMOC-2 kann man davon ausgehen, dal die Kreuzreaktivitat zwischen

beiden in dieser Methode zu vernachlassigen ist.
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Abbildung 2.26 Endogene Expression von SMOC-1 und -2 in verschiedenen Zelltypen. Serumfreie
Kulturtberstande wurden gesammelt, jeweils 1 ml wurde mit Trichloressigsaure prazipitiert (TCA-Fallung), auf
einem 12%-SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran Uberfuhrt. Die
Membranen wurden mit den entsprechenden Antiseren gegen SMOC-1 und SMOC-2 in der Verdliinnung 1:1000
inkubiert, die Detektion erfolgte mittels Chemilumineszenz. Folgende Zellen wurden untersucht: Fibroblasten
(WI-26), Fibrosarcoma-Zellen (HT 1080), Ratten-Glioma Zellen (C6), Chondrosarcoma- und Osteosarcoma-Zellen
(HTB-94; MG-63), Brustkrebs-Zellen (MDA-MB 231, T47D, MCF-7), Epidermale Carcinomzellen (A-431),
Keratinocyten (HaCat, Hel-37), Maus-Keratinocyten (Pam 212) und Melanom-Zellen (A-375)

Zur Uberpriufung, ob die erhaltenen Signale spezifisch fir SMOC-1 waren, wurde ein
Inhibitionsexperiment durchgefiihrt. Hierzu wurde eine SMOC-1 Antiserumverdinnung
aufgeteilt und eine Halfte mit rekombinantem SMOC-1 Protein versetzt. Spezifische
Antikorper konnten so durch Bindung an das Protein aus der Serumverdinnung entfernt
werden. Beide Verdinnungen wurden zur Entwicklung eines Immunoblots verwendet
wobei beide Blots exakt fur die gleiche Zeit auf dem Rontgenfilm exponiert wurden.

(Abbildung 2.27).
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Abbildung 2.27 Inhibition des SMOC-1-Antiserum. 200 ng rekombinantes SMOC-1 und 1 ml TCA-préazipitierter
serumfreier WI-26-Kulturtberstand wurden auf einem 4-15 % SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen
aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran Uberfuhrt. Zwei SMOC-1-Antiserumverdinnungen (1:1000)
wurden angesetzt und eine davon mit 20 ng rekombinantem SMOC-1 versetzt. Nach 2 h Inkubationszeit bei
Raumtemperatur wurden die Membranen mit den entsprechenden Verdinnungen inkubiert und die Signale mit
ECL sichtbar gemacht.

Aus der Abbildung wird ersichtlich, daR die Signalintensitat fir rekombinantes Protein
drastisch gesenkt werden konnte. Allerdings gelang es nicht, das Signal vollstdndig zu
inhibieren. Das Gleiche galt fur den Kulturtberstand von WI-26 Zellen. Auch hier konnte

eine starke Signalreduktion beobachtet werden.

2.7 Immunhistochemische Untersuchungen mit Antiseren gegen SMOC-1 und SMOC-2

Fur die Analyse der Expression von SMOC-1 und SMOC-2 mittels Immunfluoreszenz
wurden, soweit nicht anders erwadhnt, Gewebeschnitte von Paraffin-eingebetteten
Mausorganen verwendet. Es zeigte sich, dal das Kaninchen-Antiserum gegen SMOC-2, auch
nach Behandlung der Gewebeschnitte mit Hyaluronidase und Proteinase K zur
Verbesserung der Zuganglichkeit der Epitope, keine Signale ergab. Das gleiche galt fur die
affinitatsgereinigten Antikorper gegen SMOC-1 und SMOC-2. Nur das polyklonale
Kaninchenserum gegen SMOC-1 zeigte spezifische Signale auf Mausschnitten. Somit konnte
nur die Verteilung von SMOC-1 in Mausgewebe untersucht werden. Eine Serie von
Farbungen wurde auf Kopf- und Rumpfschnitten von neugeborenen Méause durchgefthrt.
Diese Farbungen zeigten eine Lokalisation von SMOC-1 im Bereich der Basalmembranzonen

vieler Organe. Aus diesem Grund wurden Kontrollfarbungen mit einem EHS-Laminin
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Antiserum auf seriellen Schnitten durchgefiihrt. EHS-Laminin enthalt zum gréf3ten Teil aus
Laminin-1. Dieses besteht aus den drei Lamininketten al, bl und gl, welche auch einzeln
vom verwendeten Antiserum erkannt werden. Aufgrund der Zusammensetzung der
verschiedenen Laminine aus mindestens einer der genannten Ketten, werden bis auf
Laminin-5 (a3b3¢2) und die neuen Laminine 13 (a3b2g3), 14 (a4b2g3) und 15 (a5b2g3) alle
bekannten Laminine erkannt. In der Haut (Abbildung 2.28) trennt die Basalmembran die
Epidermis von der tiefer liegenden Dermis. Wie aus Abbildung 2.28 ersichtlich, findet man
sowohl fir SMOC-1 als auch fur Laminin Signale in der Basalmembranzone, desweiteren um
die in der Haut liegenden Haarfollikel und um GefaRe. Das SMOC-1-Serum zeigt bei der

eingesetzten Verdiunnung in den tieferen Hautschichten eine schwache Hintergrundfarbung.

Laminin SMOC-1

Abbildung 2.28 Gewebeverteilung in der Haut. Die Abbildung stellt die Farbung fur Laminin und SMOC-1 auf
Hautschnitten neugeborener Mause dar. Man erkennt fir beide Proteine einen Kolokalisation in der
Basalmembran und um die Haarfollikel und um GefaRe herum. Bei den Signalen fir SMOC-1 in den tieferen
Hautregionen handelt es sich um Hintergrundfarbung. Die Aufnahmen zeigen eine 200-fache VergréRerung.

In der Niere findet man Basalmembranen um eine Vielzahl verschiedener Strukturen herum.

Sie umschlieBen sowohl die sogenannten Tubuli als auch die Glomeruli. Eine Einheit aus

Laminin SMOC-1

Abbildung 2.29 Gewebeverteilung in Niere. Die Abbildung zeigt eine Farbung ftr Laminin und SMOC-1 auf
Nierenschnitten adulter M&use. Die Pfeile deuten auf ausgewéhlte Glomeruli (= ) bzw. Tubuli (U). Weitere
Erlduterungen im Text. Die Aufnahmen zeigen eine 200-fache VergréRerung.
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Glomerulus mit zugehorigem Tubulus wird als Nephron bezeichnet. Die gezeigte
Gegenuberstellung der Farbung fur SMOC-1 und Laminin in der Niere, zeigen eine
weitgehende Kolokalisation sowohl in den Glomeruli als auch in den Tubuli (Abbildung
2.29). Die Farbungen wurden auf Gewebeschnitten von Nieren adulter Mause durchgefthrt,
da die genannten Strukturen in neugeborenen Mausen noch nicht entwickelt und daher nur
schwer zu erkennen sind. Abbildung 2.30 zeigt die Lokalisation von SMOC-1 im
Hippocampus und im Cerebellum. Man erkennt deutlich die positiven Signale im Bereich
der inneren Hirnh&ute. Diese gliedern sich in Dura mater, Arachnoidea und Pia mater. Auf
der lichtmikroskopischen Ebene ist es nicht zu entscheiden, ob die Farbung einer bestimmten
Schicht zugeordnet werden kann. Zusatzlich farbt Laminin angeschnittene Gefal3e; diese
Farbung ist mit SMOC-1 nur schwierig jedoch eindeutig zu erkennen, da das SMOC-1-
Antiserum eine Hintergrundfarbung zeigt. Aus diesem Grund ist es schwierig zu
entscheiden, ob eine Farbung neuronaler Zellen (nicht abgebildet) auf eine spezifische

Reaktion mit SMOC-1 zurtckzufuihren ist oder der Hintergrundfarbung zugeschrieben

werden muf3.

Cerebellum Hippocampus-Region

Laminin

SMOC-1

Abbildung 2.30 Gewebeverteilung im Gehirn. Die Abbildung zeigt Farbungen fir SMOC-1 und Laminin auf
Hirngewebeschnitten neugeborener M&use. Man erkennt die Ubereinstimmende Farbung im Bereich der inneren
Hirnh&ute. Weitere Erklarungen befinden sich im Text. Die Aufnahmen zeigen eine 100-fache VergréRerung.
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Im Weiteren wird gezeigt werden, dal} die SMOC-1-spezifischen Signale, durch die
Prainkubation der Antiserumverdiinnung mit rekombinantem SMOC-1 inhibiert werden
konnten. Abbildung 2.31 zeigt die Lokalisationen von SMOC-1 in Herz, Lunge, Leber und
Muskel neugeborener Mause. Man erkennt im Herzen eine Farbung um die Muskelfasern.
Herz bzw. Lungenschnitte zeigen eine Hintergrundfarbung, wie sie auch auf den
Hirnschnitten auftritt. In der Leber findet man keine Farbung, da die Zellen der Leber
(Hepatocyten, Endothelzellen und Kupffer-Zellen) keine Basalmembran besitzen. Allerdings
ist die AuBenseite der Leber gefarbt, die von einer Basalmembran umhullt wird. Im
Skelettmuskelgewebe findet man ebenfalls, analog zum Herzen, eine Farbung um die
Muskelfasern herum; auch hier handelt es sich um eine begrenzende Basalmembran.
Vergleicht man die Farbungen um die Leber und in Skelettmuskel dieser Mause mit den
Farbungen in Herz und Lunge, so féallt auf, dal die Hintergrundfarbung deutlich niedriger
ausfallt. Dies deutet darauf hin, dafl3 es sich um einen Effekt handelt, der abhangig vom

betrachteten Zelltyp auftritt.

Herz Lunge
Leber Muskel

Abbildung 2.31 Gewbeverteilung in Herz, Lunge, Leber und Muskel. Die Abbildung zeigt Farbungen fur
SMOC-1 auf verschiedenen Gewebeschnitten von neugeborenen Méusen. Die Aufnahmen zeigen eine 100-fache
VergrofRerung fur die Leber und jeweils eine 400-fache VergrofRerung fur die restlichen Organe. Weitere
Erklarungen im Text.
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Ein Unterschied in der Lokalisation von SMOC-1 und Laminin zeigte sich bei der
Untersuchung adulter Ovarienschnitte. Entgegen der sonstigen Kolokalisation beider
Proteine unterschied sich das Expressionsmuster hier vollkommen (Abbildung 2.32). Das
Laminin-Antiserum farbt die Basalmembran, welche ein Follikel umgibt. Das SMOC-1
Antiserum zeigt keine Farbung dieser Basalmembran; jedoch wird der &uRRere Bereich der
Oocyte gefarbt. Zeigt der obere Teil der Abbildung (A) ein reifes Follikel, so trifft diese
Aussage auch auf weniger reife Vorstufe der Follikel zu (B). Oocyten werden von einer
Schicht umgeben, die als Zona pellucida bezeichnet wird. Die Hauptproteine, die
mafgeblich an ihrem Aufbau beteiligt sind, sind in der Literatur beschrieben (Bleil, J.D.,
1980a; Bleil, J.D., 1980b; Greve, J.M., 1985). Es gibt keinerlei Sequenzhomologie eines dieser
Proteine zu dem beschriebenen SMOC-1 oder SMOC-2. Aus Abbildung 2.34 erkennt man,
dalR SMOC-1 in diesem Bereich der Oocyte nicht vorkommt.

Laminin SMOC-1

A- -
B- -
C- -

Abbildung 2.32 Gewebeverteilung in Ovarien. Die Abbildung zeigt Ovarien adulter Mause, welche auf 10 nm
Dicke geschnitten und mit spezifischen Antikérpern wie beschrieben angefarbt wurden. Man erkennt deutlich
die unterschiedliche Expression von Laminin und SMOC-1 im Bereich der Follikel (A, B). W&hrend Laminin in
der Basalmembran um das Follikel zu finden ist, farbt SMOC-1 spezifisch im Bereich um die Oocyten. Im
benachbarten Fettgewebe des Ovar (C) ist die Kolokalisation fur beide Proteine wieder vorhanden. Die
Aufnahmen zeigen 100-fache VergroRerung fiir Abbildung A, 200-fache VergroRerung fur Abbilbung B (links)
und 400-fache VergréRerung fur die restlichen Abbildungen.
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Gewissermalien als interne Kontrolle diente das zusammen mit den Ovarien praparierte
Fettgewebe. In diesem existiert eine Basalmembran, welche die Fettzellen umschlie3t und
sowohl vom Laminin-Antiserum als auch vom SMOC-1 Antiserum geféarbt wird. Man fand

hier eine eindeutige Kolokalisation der untersuchten Proteine (Abbildung 2.32, C).

2.8 Inhibition des SMOC-1-Antiserum auf Gewebeschnitten

Zur Kontrolle, ob es sich bei den Farbungen um SMOC-1-spezifische Signale handelt,
wurden Inhibitionsexperimente auf Gewebeschnitten durchgefuihrt. Hierzu wurde eine
SMOC-1-Antiserumverdinnung (1:1000) mit an CNBr-Sepharose gekoppeltem SMOC-1
versetzt und fur 2 h inkubiert. Der Uberstand wurde dann fiir die Farbung eines
Ovarienschnittes verwendet. Wahrend einer solchen Inkubation binden vorhandene
Antikoérper gegen SMOC-1 an das gekoppelte Protein und kénnen so aus dem Serum
entfernt werden. Auf einer Gewebefarbung mit diesem behandelten Antiserum sollten dann
die spezifischen Signale fur SMOC-1 nicht mehr sichtbar sein. Vergleicht man die
Ovarienfarbung von nicht behandeltem SMOC-1-Antiserum mit der von behandeltem so
erkennt man, daR das Signal um die Oocyten verschwindet (Abbildung 2.33). Diese
Abbildung zeigt eine weitere Kontrolle, bei der auf dem Ovarienschnitt nur der
Sekundarantikorper eingesetzt wurde, um dessen mdogliche unspezifische Reaktion
auszuschlielen. Man erkennt aus der Abbildung 2.35, daR das spezifische Signal flr
SMOC-1 um die Oocyte (A) durch die Inhibition wverschwindet (B). Nur die
Hintergrundfarbung im inneren ist noch zu sehen. Die Farbung mit dem Zweitantikorper

(C) zeigt nur unspezifische Farbung im umgebenden Gewebe jedoch nicht im Follikel.

Abbildung 2.33 Inhibition von SMOC-1 spezifischen Signalen auf Ovarienschnitten. Die Abbildung zeigt
verschiedene Farbungen auf seriellen Ovarienschnitten. A) Farbung mit SMOC-1 Antiserum (Kaninchen, 1:1000).
Man erkennt ein scharfes Signal um die Oocyte. B) Inhibitionsversuch mit SMOC-1-Antiserum. Die
entsprechende Verdinnung (1:1000) wurde mit an CNBr-Sepharose gekoppeltem rekombinantem SMOC-1
prainkubiert und der Uberstand fiir die anschlieRende Farbung verwendet. C) Farbung auf einem Ovarienschnitt
wobei nur der Sekundarantikdrper verwendet wurde. Man erkennt eine leichte unspezifische Reaktion im
Gewebe welches das Follikel umgibt. Alle Aufnahmen zeigen eine 400-fache VergrofRerung.
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2.9 Analyse der SMOC-1-Expression an Maus-Oocyten

Aus superovulierten M&ausen wurden Oocyten prépariert, an denen Immunfluoreszenz-
farbungen durchgeftihrt wurden. Dazu wurde ein Teil der Oocyten zur Permeabilisierung

der Zellmembran mit Detergenz behandelt, wéhrend der andere Teil ohne diese Behandlung

mit Detergenzbehandlung ohne Detergenzbehandlung

Abbildung 2.34 Immunhistochemische Analyse von Maus-Oocyten. Frisch entnommene Maus-Oocyten wurden
wie beschrieben spezifisch fir SMOC-1 gefarbt. Man erkennt eine Farbung im AuBenbereich der Oocyte,
unabhangig, ob diese einer Detergenzbehandlung unterzogen wurde oder nicht. Die Abbildung zeigt eine 640-
fache VergroRerung.

gefarbt wurde. Die gefarbten Oocyten wurden unter einem konfokalen Laser-Scan-
Mikroskop betrachtet und fotographiert (Abbildung 2.34). Man erkennt eine deutliche
Farbung rund um die Oocyten. Dies deutet darauf hin, dal? es sich um eine Membran-
assoziierte Farbung handelt, wobei man aufgrund der angewandten Methode entscheiden
kann, daR die Farbung an der AuRenseite der Membran lokalisiert ist. Auffallig ist, dafl}
offensichtlich in beiden Fallen das Polkérperchen stark angeféarbt wird. Die Zona pelucida ist
dagegen nicht gefarbt; dies ist in Abbildung 2.34 zu erkennen. Parallel wurden Oocyten im

Immunoblot auf das Vorkommen von SMOC-1 getestet (Abbildung 2.35).
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Oocyten
SMOC-1

Abbildung 2.35 Immunoblot von Maus-Oocyten-
Extrakt. Maus-Oocyten aus superovulierten Mausen
(350-400 Stiick) wurden in reduzierendem Proben-
94 puffer suspendiert und nach Inkubation bei 95°C

| far 10 min auf einem 12% SDS-PAGE aufgetrennt.
67 . Zur Kontrolle wurde 5 ng rekombinates SMOC-1
aufgetragen. Die Membran wurde nach dem Blotten

43 mit anti-SMOC-1-Serum (1:1000) inkubiert.

30|

Man detektiert mit dem Antiserum gegen SMOC-1 ein Signal bei einem Molekulargewicht
von etwa 80 kDa, welches nur unwesentlich grof3er als das rekombinante Protein ist. Dies
kdnnte auf abweichende posttranslationale Modifikationen im Gewebe zurtckzufiihren sein.
Eine diffuse Bande tritt im Oocytenextrakt zwischen 35 und 40 kDa auf. Hierbei kdnnte es
sich um einen proteolytischen Abbau des Proteins handeln. Zusammenfassend konnte somit
gezeigt werden, dall SMOC-1 in einer Unterstruktur der Ovarien, den Oocyten, lokalisiert ist.
Ein Vorkommen neben bekannten Proteinen in der Zona pellucida lalt sich hierbei

ausschliefRen.
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2.10 Neue Testicanhomologe

Im zweiten Projekt wurde eine EST-Datenbank gestiitzte Homologiesuche unternommen.
Dabei wurden EST-Klone entdeckt, die eine signifikante Homologie zu einem Protein der
BM-40 Familie zeigen, welches als Testican bezeichnet wird und erstmals von Alliel et al.
(1993) beschrieben wurde. Es handelt sich um ein moduléar aufgebautes Proteoglycan und
stellt damit das bislang einzige Familienmitglied innerhalb des BM-40-Verbundes dar,
welches zwei Glycosaminoglycan-Seitenketten (GAG-Ketten) enthadlt. Anhand der
Datenbankanalyse wurden drei verschiedene EST-Klone humanen Ursprungs gefunden.
Zwei von ihnen waren untereinander identisch und zeigten 40 % Sequenzhomologie zum
bekannten Testican. Der dritte Klon war nicht identisch mit den zwei anderen EST-Klonen
und zeigte zum bekannten Testican eine Sequenzhomologie von 35 %. Dies deutete auf die

Existenz zweier, bislang unbekannter Testican-Homologe hin.

2.11 Durchmusterung der cDNA-Bibliothek nach Testican-2 und Testican-3

Zur Durchmusterung einer cDNA-Bibliothek wurden zwei EST-Klone erworben und zur
Generierung von Sonden benutzt. Wiederum wurde die cDNA-Bibliothek aus humanem
fotalen Gehirn zur Durchmusterung verwendet. Da beide EST-Klone humanen Ursprungs
waren, konnte man von einer perfekten Ubereinstimmung zwischen Sonde und cDNA
ausgehen. Als Sonden fur die Hybridisierung diente fur eine Hindll1/Apal-Fragment bzw.
ein Accl/Sacl-Fragment. Die Hybridisierung wurde fur beide Sonden bei moderat
stringenten Hybridisierungsbedingungen durchgefiihrt, um positive Signale nicht frihzeitig
zu verlieren. Auch hier waren mehrere Schritte von Hybridisierung und Vereinzelung der
Phagenklone notwendig. Am Ende dieser Prozedur wurden sieben unabhangige
Phagenklone ausgeschnitten, zirkularisiert und zur Bestimmung ihrer Identitat sequenziert.
Dabei wurde festgestellt, dafl neben der Isolierung zweier neuer Testican-Homologe eine
cDNA voller Lange isoliert wurde, die flr das bereits in der Literatur beschriebene Testican
codiert. Dieser Klon wurde im Rahmen einer Zusammenarbeit an Dr. E. Kohfeldt (MPI;
Martinsried) weitergegeben, der sich zu diesem Zeitpunkt mit der Charakterisierung dieses
Proteins beschaftigte. Abbildung 2.36 gibt einen schematischen Uberblick tber die

analysierten cDNA-Klone.
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Abbildung 2.36 Schematische Darstellung der cDNA Klone von humanem Testican-1, -2 und -3. Die Lange der
cDNA-Klone wie auch deren Position im offenen Leseraster sind durch Zahlen markiert. SP: Signalpeptid, I, V:
Domanen ohne erkennbare Homologie, FS: Follistatin-&hnliche Doméne, EC: extrazellulare calcium-bindende
Domane, TY:Thyroglobulin-dhnliche Doméne, *: Stop-Codon.

Fur das von Alliel bereits charakterisierte Testican der Name Testican-1 reserviert, wahrend

die beiden Homologe als Testican-2 und Testican-3 bezeichnet wurden. Ein Teil der

folgenden Daten fur Testican-2 wurde bereits publiziert (Vannahme et al., 1999). Die Analyse

der Sequenzierung ergab, daR fur jedes der Testicane mindestens ein cDNA-KIlon isoliert

werden konnte, der das vollstandige offene Leseraster umspannte. Damit war fur die weitere

Charakterisierung der neuen Homologe die Mdglichkeit gegeben, Proteine vollstandiger

Lange rekombinant zu exprimieren.
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2.12 Domanenaufbau der Testicane

Aus den erhaltenen Sequenzdaten der cDNA-Klone voller Lange fur Testican-2 und
Testican-3 wurden die Aminosauresequenzen Ubersetzt und analysiert (Abbildung 2.37 und

2.38).

1- GGTATGATGATGT CAAACGT GATGCTGATGCTACAGT TACAGCCCCTGCTGGECGCAGCCTCTCTGATTCTCTCTCCCTCTCCGCGT CCAGT GCTGGGECT TTTTCAGACAAGT GCATCTCC
121- TAACCAGGT CACAT TTCAGCCGCGACCCACT CTCCGCCAGT CACCGGAGGCAGACCGECGGEGAGGAGAGCT GAGGACAGCCGECGT GCCT TCGCCAGCAGCGEGEGT GGGAGGAAGGACATTA
241- AAATACT GCAGAAGT CAAGACCCCCCCAGGT CGAACCCAGACCACGAT GCECECCCCEERECT GCGEECEECT GGT GCTGCCECT GCTGCT CCT GECCGCGECAGCCCT GGCCGAAGECEA

MRAPGCGRLVLPLLLLAAAALAEGTD
361- CGCCAAGGGGECT CAAGGAGGGECGAGACCCCCGGCAAT TTCAT GGAGGACGAGCAAT GECT GT CGT CCATCT CGCAGT ACAGCGGCAAGAT CAAGCACT GGAACCGCT TCCGAGACGAAGT
A K GLKEGETWPGNFMEDE QWL SSI SQYSGKI KHWNRTFRDEV
481- GGAGGATGACTATAT CAAGAGCT GGGAGGACAAT CAGCAAGGAGAT GAAGCCCT GGAT ACCACCAAGGACCCCT GCCAGAAGGT GAAGT GCAGCCGCCACAAGGT GTGCAT TGCCCAGGG
EDDYIl KSWEUDNOQQGDEALUDTT KDZPC COQKVYIKT CSRHIKUVCI AQG
601- CTACCAGCGGGCCAT GT GCATCAGT CGCAAGAAGCT GGAGCACAGGATCAAGCAGCCGACCGT GAAACT CCAT GGAAACAAAGACT CCAT CT GCAAGCCCT GCCACATGGCCCAGCTTGC
Y QRAMCI S RKKLEHRI KQPTVIKLHGNIKDS SI CKZPCHMARQ QLA
721- CTCTGICTGCGGCT CAGATGGECCACACT TACAGCT CTGT GT GTAAGCT GGAGCAACAGGCGT GCCT GAGCAGCAAGCAGCT GGCGGT GCGAT GCGAGGEECCCCT GCCCCT GCCCCACGEA
S VvVCGSDGHTYSSVCKLEQQACLSSKQLAVRTCETGPTCPCPTE
841- GCAGGCT GCCACCT CCACCGCCGAT GGCAAACCAGAGACT TGCACCGGT CAGGACCT GGCTGACCT GEGAGAT CGECT GCGGEGACT GGT TCCAGCTCCTTCATGAGAACT CCAAGCAGAA
AATSTADGKPETT CTOGQDLADL GDRLRDWFOQLLHENSZKIOQN
961- TGECT CAGCCAGCAGT GTAGCCGECCCGRECCAGCEEGECT GGACAAGAGCCT GBEEGECCAGCT GCAAGGACT CCAT TGECT GGAT GT TCT CCAAGCT GGACACCAGT GCTGACCTCTTCCT
GSASSVAGPASGLDIKSLGASCKDS SI GWMFSIKLUDTSADILFL
1081- GGACCAGACGGAGCT GGCCGCCAT CAACCT GGACAAGT ACGAGGT CTGCATCCGT CCCTTCTTCAACT CCTGT GACACCT ACAAGGAT GBCCGGEGT CTCTACTGCTGAGTGGTGCTTCTG
DQTELAAI NLDKYEVCI RPFFNSCDTYKDG GRVYVSTAEWCTFC
1201- CTTCTGGAGGGAGAAGCCCCCCT GCCTGECAGAGCT GGAGCGCAT CCAGAT CCAGGAGGCCGCCAAGAAGAAGCCAGGCATCTTCAT CCCGAGCT GCGACGAGGAT GGCTACTACCGGAA
FWREIKPPCLAELIERI QI QEAAKIKK®PGI FI PSCDEUDGYYRK
1321- GATGCAGT GTGACCAGAGCAGCGGT GACT GCTGGT GT GT GGACCAGCT GGGECCT GGAGCT GACT GGCACGCGCACGCAT GGGAGCCCCGACT GCGAT GACAT CGT GGGCT TCTCGGGGEEA
MQCDQSSsSGDCWCVDQLGLELTSGTRTHGSZPDC CDHDI VGFSGD
1441- CTTTGGAAGCGGT GT CGGCT GGGAGGAT GAGGAGGAGAAGGAGACGGAGGAAGCAGGECGAGGAGGECCGAGGAGGAGGAGEECGAGGCAGECGAGECTGACGACGEEGEECTACATCTGGTA
F GS GV GWEUDETEEI KETETEAGETEAETEEEGEAGEADDGGY I WwW*H*
1561 - GACCCCCT CAGGAGCCGECT GCCEEEEGEEGACT CAACAGCAGAGCT CTGAGCAGCAGCAGGCAACT TCGAGAACGGAT CCAGAAAT GCAGT CAGAAGGACCCT GCTCCACCT GGGEGGGAC
1681- TGGGAGT GTGAGT GTGCATGGCAT GT GT GTGGCACAGAT GGCT GGGACGGGT GACAGT GTGAGT GCATGT GT GCATGCATGT GTGTATGT GTGT GT GT GT GTGGCATGCGCTGACAAATG
1801- TGTCCTTGATCCACACTGCTCCT GGCAGAGT GAGTCACCCAAAGGCCCCT TCGECCTCCTTGTAGCTGITT- 1871

Abbildung 2.37 Humane cDNA und Aminosduresequenz von Testican-2. Das vorhergesagte Signalpeptid ist
unterstrichen. Die cDNA Sequenz ist unter der Zugangsnummer AJ001453 bei EMBL/GenBank/DDBJ zu erhalten.

1- TTTATTTCAGGT CCCGGGCT CGAGACGGECGEECGECGT GCAGCAGCT CCAGAAAGCAGCGAGT TGGECAGAGCAGGGECT GCAT TTCCAGCAGGAGCT GCGAGCACAGT GCTGGCTCACAACAA
121- GATGCTCAAGGTGT CAGCCGTACTGTGTGT GT GT GCAGCCGCT TGGT GCAGT CAGT CTCTCGCAGCT GCCGCEECEGET GECT GCAGCCGEEEGEEECEET CGGACGECGGTAAT TTTCTGGA
ML KV SAVLCVCAAAWCSQSLAAAAAVAAAGGRSDGGNTFTLD
241- TGATAAACAATGGCT CACCACAATCT CTCAGT AT GACAAGGAAGT CGGACAGT GGAACAAAT TCCGAGACGAAGT AGAGGAT GATTAT TTCCGCACT TGGAGT CCAGGAAAACCCT TCGA
DKQWLTTI S QYDIKEVGOQWNIKTFRDEVEUDDYFRTWSZPGKZPTFD
361- TCAGGCTTTAGATCCAGCTAAGGAT CCATGCT TAAAGAT GAAAT GTAGT CGCCATAAAGT ATGCAT TGCTCAAGAT TCTCAGACT GCAGT CTGCATTAGT CACCGGAGGCT TACACACAG
AL DPAKDPCLIKMKTCSRHKYVYCI AQDSOQTAVCI SHRRLTHTR
481- GATGAAAGAAGCAGGAGT AGACCATAGGCAGT GGAGGGGT CCCATAT TATCCACCT GCAAGCAGT GCCCAGT GGTCTATCCCAGCCCTGT TTGTGGT TCAGATGGTCATACCTACTCTTT
MKEAGVDHRQWRGPI L STCKOQCPVVYPSPVCGSDGHTYSF
601- TCAGTGCAAACTAGAATATCAGGCATGT GTCTTAGGAAAACAGAT CTCAGT CAAAT GT GAAGGACAT TGCCCAT GT CCT TCAGATAAGCCCACCAGTACAAGCAGAAAT GT TAAGAGAGC
QCKLEYQACVLGK QI SVKCEGHTCPCPSDIKWPTSTSIRNVKRA
721- ATGCAGT GACCT GGAGT TCAGGGAAGT GGCAAACAGAT TGCGGGACT GGT TCAAGGCCCT TCATGAAAGT GGAAGT CAAAACAAGAAGACAAAAACAT TGCTGAGGCCT GAGAGAAGCAG
cCsDbDLEFREVANRLRDWFI KALHESG GS QNIKI KT KTLLRPEHRSTR R
841- ATTCGATACCAGCATCTTGCCAATTTGCAAGGACT CACT TGGCTGGATGT TTAACAGACT TGATACAAACT ATGACCT GCTAT TGGACCAGT CAGAGCTCAGAAGCATTTACCTTGATAA
FDTSI LPI CKDSLGWMFNRLUDTNYDLIULLDAO QSETLWRSI YL DK
961- GAATGAACAGT GTACCAAGGCATTCTTCAATTCTTGTGACACATACAAGGACAGT TTAATATCTAATAATGAGT GGT GCTACT GCT TCCAGAGACAGCAAGACCCACCT TGCCAGACTGA
NEQCTI KAFFNSCDTYIKDS SLI SNNEWCYCFQRQQDZPPCAOQTE
1081- GCTCAGCAATATTCAGAAGCGGCAAGGGEGTAAAGAAGCT CCTAGGACAGTATATCCCCCTGTGT GATGAAGATGGT TACTACATGCCAACACAGT GTCATGGCAGT GTTGGACAGTGCTG
L SNI QKRQGVKIKLILGQYI!l PLCDEDG GYYMPTA QCHG GSVGOQCW
1201- GTGTGTTGACAGATATGGAAATGAAGT CATGGGATCCAGAAT AAATGGT GT TGCAGAT TGTGCTATAGAT TTTGAGATCTCCGGAGAT TT TGCTAGT GGCGAT TTTCATGAATGGACTGA
CVDRYGNEVMGSRI NGVADCAI DFEI SGDFASGDTFHEWTD
1321- TGATGAGGATGATGAAGACGATAT TATGAATGATGAAGAT GAAAT TGAAGAT GATGAT GAAGAT GAAGGGGATGATGATGATGGT GGTGATGACCATGATGTATACATTTGATTGATGAC
DEDDEDUDI MNDEUDTEI EDDUDEUDESGDDUDUDGGDTDUHDVYl *
1441- AGTTGAAATCAATAAATTCTACATTTCTAATATTTACAAAAATGATAGCCTATTTAAAATTATCT TCTTCCCCAATAACAAAATGAT TCTAAACCTCACATATATTTTGTATAATTATTT
1561- GAAAAATTGCAGCTAAAGT TATAGAACT TTATGT TTAAATAAGAATCATTTGCTTTGAGT TTTTATATTCCT TACACAAAAAGAAAATACATATGCAGT CTAGT CAGACAAAATAAAGT T
1681- TTGAAGTGCTACTATAATAART TTTTCACGAGAACAAACT TTGTAAATCT TCCATAAGCAAAAT GACAGCTAGT GCTTGGGATCGTACATGT TAATTTTYTGAAAGATAATTCTAAGTGA
1801- AATTTAAAATAAATAAATTTTTAATGACCTGGGT CTTAAGGAT TTAGGAAAAATAT GCATGCT TTAATTGCATTTCCAAAGTAGCATCTTGCTAGACCTAGATGAGT CAGGATAACAGAG
1921- AGATACCACATGGCAAGAAAAACAAAGT GACAATTGTAGAGT CCTCAATTGTGT TTACATTAATAGT GGTGT TTTTACCTAWGAAATTATTCTGGATCTAAYAGGACATTTTACAAAATG
2041- GCAAGTATGGAAAACCATGGAT TCTGAAAGT TAAAAATTTAGT TGT TCTCCCCAATGTGTA AATTTGGATGGCAGT CTCATGCAGA AAAAGATTCTTTAATAACATGATT
2161- TGTTTGCC- 2168

Abbildung 2.38 Humane cDNA und Aminosauresequenz von Testican-3. Das vorhergesagte Signalpeptid ist
unterstrichen. Der rot hervorgehobene Sequenzabschnitt stellt ein mdgliches Polyadenylierungs-Signal dar. Die
cDNA Sequenz ist unter der Zugangsnummer AJ001454 bei EMBL/GenBank/DDBJ zu erhalten.
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Abbildung 2.39 Schematischer Doménenaufbau von humnanem Testican-1, Testican-2 und Testican-3. Zur
besseren Ubersicht wurden die cDNA-Klone mit abgebildet. 1,V: Doméanen ohne Homologie in der Datenbank,
FS: Follistatin-d&hnliche Doméne, EC: Extrazellulére Calcium-bindende Doméane, TY: Thyroglobulin-Domaéne. Die
schwarzen Balken innerhalb der EC-Doméne bezeichnen die EF-Hande. Die Dreiecke zeigen die
Glycosaminoglycan-Anheftungsstellen an.

Alle drei Proteine zeigen den gleichen moduldren Aufbau (Abbildung 2.39). Eine
Gegenuberstellung der Aminosauresequenzen aller Testicane zeigt, daR einige Abschnitte in
allen drei Proteinen absolut identisch sind. Dies gilt vor allem fir die Position der Cystein-
Reste (Abbildung 2.40). Ein genauerer Vergleich der Aminosauren der humanen Testicane
untereinander ergibt die in Tabelle 2.4 abgebildeten Prozentzahlen. Eine N-terminale
Doméne (Domaéne 1), die auf die Konsensussequenz eines potentiellen Signalpeptids (Nielsen
et al., 1997) folgt, ist reich an sauren Aminosauren, zeigt jedoch keine Homologie zu weiteren

Proteinen in der Datenbank.

Testican-1 Testican-2 Tabelle 2.4 Homologie der Testicane. Die

Daten zeigen die prozentuale Homologie

Testican-3 52% 45% der Testicane, errechnet {iber die gesamte

Testican-2 43% 100% Lange der Proteine.
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1 50
Testican-1 ~MPAI AVLAA AAAAWCFLQV ESRHLDALAG GAGPN L DN S
Testican-2 ~MRAPGCGRL VLPLLLLAAA ALAE KGL KEGET M El SSI
Testican-3 M_KVSAVLCV CAAAWCSQSL AAAAA L |
100
Testican-1 D. K FRNWNPNKPF CL
Testican-2 SGKl K | KSWEDNQQG T
Testican-3 FRTWSPGKPF CL
101 150
Testican-1 L LP K QK HW/GPSNLVK PCPVAQSA
Testican-2 Cl MCI EH Rl KQPTVKLH GNKDSI . . . . PCHVAQLA
Testican-3 Cl VCl SH TH EAGVDHR QARGPI . LST QCPWYPS
151 200
Testican-1 TSK F CSTGKSLATL CLPE P. EPPKHKAE
Testican-2 SSV CLSSKQLAVR CPTE QAATSTADXK
Testican-3 SF CVLEKQ SVK CPSD K. PTSTSRNV
201 250
Testican-1 RSACTDKELR NLA! DANRV | K. PTSSNTA QGRF | LP
Testican-2 PETCTGQDLA DL NSKQN GSASSVAGPA SG. L LGA
Testican-3 KRACSDLEFR EVAI SGSQN KKTKTLLRPE RSRF | LP
251 300
Testican-1 I L N L | Y F
Testican-2 S I SKLDT F LAAIN
Testican-3 I L NRLDT! L LRSIY

350

A

A O

Testican-1 GKL N Q<P SK SLL
Testican-2 C L LE
Testican-3 KLL

400
Testican-1 VSCEEEQE VW
Testican-2 R PDCDDI VGF . VG
Testican-3 MP ADCAI DFEI HE

401

Testican-1 LL EYERE LGP CKL RVHTRAVTED DE
Testican-2 EEKETE EAGEEAE. .. .......... EEGEA
Testican-3 DD | MNDE| . | EDDDED E!

Abbildung 2.40 Aminosauresequenzvergleich humaner Testicane. Die Sequenzen wurden so gegentibergestellt,
daR eine moglichst gute Ubereinstimmung entsteht. Alle Cystein-Reste auRerhalb des Signalpeptids
(unterstrichen) sind gelb unterlegt, alle weiteren identischen Aminosauren griin. Ahnliche Aminoséauren sind
grau hervorgehoben. Hervorgehobene Serin-Reste im C-terminalen Teil der Sequenzen (blau) markieren die
potentiellen Glycosaminoglycan-Anheftungsstellen.

Dieser Domaéne folgt eine Follistatin-dhnliche (FS) und eine extracellulare calciumbindende
Domane (EC). Beide Doménen findet man, in dieser Abfolge, in den meisten Mitglieder der
BM-40-Familie. Es folgt eine Thyroglobulin-dhnliche Domaéane, die innerhalb der BM-40-
Familie bislang nur als Bestandteil im Testican bekannt war, jedoch auch in SMOC-1 und
SMOC-2 zu finden ist. Als funfte Doméne findet man im C-terminalen Teil des Proteins eine
Domane, die spezifisch flr Testican ist. Sie enthalt hauptsachlich saure Aminosauren,
zeichnet sich jedoch wvor allem durch 2zwei konservierte Glycosaminoglycan-

Anheftungsstellen aus, die dem Protein die Eigenschaften eines Proteoglycans verleihen.

60



Ergebnisse

FS domain

Testican-1
Testican-2
Testican-3
BM 40_hunan

Testican-1
Testican-2
Testican-3
BM 40_hunan

EC domain

Testican-1
Testican-2
Testican-3
BM 40_hunan

Testican-1
Testican-2
Testican-3
BM 40_hunan

TY domain

Testican-1
Testican-2
Testican-3
p4l

89
1 2 1 2 3 4 5
PCLKVKCSPH KVCVTQDYQT ALCVSRKHLL PRQKKGNVAQ KHW/GPSNLVK. C KP. . . CPVAGSA. . M NCGSBGHSY
PCQKVKCSRH KVCI AQGYQR AMCI SRKKLE HRI KQPTVKL HGNKDSI . . . .. C KP...CHVAQLA. . S VCGSDPCGHTY
PCLKMKCSRH KVCI AQDSQT AVCl SHRRLT HRMKEAGVDH RQN RGPI . LSTC KQ. .. CPWYPS. . P MCGSDGHTY
PCONHHCKHG KVCELDENNT PMCV. . . ... ... i v i C QDPTSCPAPI CGEFEK MCSNDNKTFE
b1 b2 b3 b4
199
4 3 6 56
TSKCKLEFH ACSTCKS. . ... LAT LCDGPCPCLP EP. EPPKHKA ERS
SSVCKLEQQ ACLSSKQ . ... LAV RCEGPCPCPT EQAATSTADG KPE
SFQCKLEYQ ACVLGKQ . ... | SV KCEGHCPCPS DKPTSTSRNV KR.
DSSCHFFAT KCTLEGTKKGHKLHL DYIGPCKYIP .......... s
al a2 b5
200 EF-hand 1
7 8 * * %

ACTDKEL RNLASRLKDW FGALHEDANRVI K. PTSSNT AQGRFDTS | LPI CKDSLG WWENKEDM NYDLLLEDPSEI N
TCTGQDL ADLGDRLRDW FQLLHENSKONGSASSVAGP ASGL DKS LGASCKDSI G MWWESKLDT. SADLFLDQTELA
ACSDLEF REVANRLRDW FKALHESGSONKKTKTLLRP ERSRFDTSI LPI CKDSLG MWWENRLEDT. NYDLLLEDQSELR
PCLDSEL TEFPLRVRDW LKNVLVTL. -35aa- ..E LLARDFEKNYNM Y| FPVH WOEGQEDOHPI DGYLSHTELA

aA aB aC aD

EF- hand 2

7 9 % x * 89 314
AI'YLD. . KYE PCI KPLENSCBS. FKBGKLSNN EWCYCE. QKPGG
AINLD. . KYE VCI RPFENSCDT. YKDGRVSTA EWCFCF. VREK.
SI YLD. . KNE QCTKAFENSCDT. YKDSLI SNN EMCYCF. QRQQD
PLRAPLI PME HCTTRFEETCBL. DNDKY] ALD EMAGCEG KQKD

aF aG

315 382
10 10 11 11 12 12
LPCON EMNRI QKL SKGKSLLGAF | PRCNEEGYY KATQCHGSTG QOWCVDKYGN ELAGSRKQGA VSCEE
PPCLA ELERIQ Q EAAKKKPG F | PSCDEDGYY RKMRCDQSSG DOWCVDQLEL ELTGIRTHGS PDCDD
PPCQT ELSNI QKR QGVKKLLGQY | PLCDEDGYY MPTRCHGSVG QCOWCVDRYEGN EVMGSRI NGV ADCA
TKCQE EVSHIPA. . ... VHPGSF RBKCDENGNY LPLQCYGSI G YOAWCVFPNGT EVPNTRSRGH HNCS

al’ b1' b2’ b3'

Abbildung 2.41 Sequenzvergleich einzelner Doménen der Testicane mit représentativen Konsensus-
Sequenzen. Die FS- und die EC-Doméane der Testicane wurde mit den entsprechenden Doménen des BM-40
verglichen. Als Referenz fiir die TY-Doméane wurde die des p41-Fragmentes gewahlt. Sekundérstrukturelemente
wurden den Kristallstrukturen von BM-40 und p41 entnommen (Hohenester et al., 1997; Guncar et al., 1999) und
als a-helicale Struktur oder b-Faltblatt markiert. Nummernpaare oberhalb der Cystein-Reste beziehen sich auf die
Bildung von Disulfidbriicken. Calcium-koordinierende Aminosauren innerhalb der EF-Hande wurden mit einem

Stern markiert.

Abbildung 2.41 zeigt einen direkten Sequenzvergleich der FS- und der EC-Domaéanen der

Testicane mit denen des BM-40. Beide Domanen weisen in den Testicanen je zwei zusétzliche

Cystein-Reste auf. Die TY-Domane enthélt, dem Konsensus entsprechend, sechs Cystein-

Reste an konservierten Positionen.
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2.13 Gewebeverteilung der Testican mMRNA

Zur Analyse der mRNA-Verteilung der Testicane wurden aus frisch entnommenen
Mausorganen zuerst Gesamt-RNA isoliert und aus dieser mMRNA angereichert. Gleiche
Aliquots wurden auf einem denaturierenden Agarose-Gel aufgetrennt und anschlieBend auf
eine Nylon-Membran Ubertragen. Spezifische Sonden gegen Testican-1 bis Testican-3
wurden generiert und mit der Membran hybridisiert. Abbildung 2.42 zeigt die
entsprechenden Autoradiogramme des Northern-Blot. Die Bezeichnung Gehirn steht hier flr
das praparierte Gesamtgehirn ohne Kleinhirn. Man erkennt deutliche Signale fur Testican-2
in Kleinhirn, Gehirn, Lunge und Hoden. Fur Testican-1 und Testican-3 findet man dagegen

ausschlieBlich Signale in Hirngewebe.

Kleinhirn
Gehirn
Thymus
Lunge

Herz

Leber

Milz

Niere
Skelettmuskel
Hoden

Testican-1

L 60kb

Testican-2

an L 61kb

Testican-3

u‘ _ L 4l
i # o : Rl

Abbildung 2.42 Northern Blot mit Sonden gegen Testican1-3 und GAPDH. mRNA Aliquots von jeweils 3 g
wurden auf einem 1,2% Agarose Gel unter denaturierenden Bedingungen elektrophoretisch aufgetrennt und auf
eine Nylonmembran Ubertragen. Die Hybridisierung erfolgte mit spezischen Sonden gegen Testican-1, -2 und -3.
Zwischen den einzelnen Hybridisierungen wurde der Blot von den radioaktiven Sonden befreit und tGberpruft.
Die Hybridisierung des mRNA Blot mit spezifischen Sonden zeigt fur Testican-1 Signale in Kleinhirn und Gehirn,
fur Testican-2 in Kleinhirn bzw. Gehirn und schwéchere Signale in Lunge und Hoden und fir Testican-3 Signale
in Kleinhirn und Gehirn, analog zu Testican-1. Die Hybridisierung mit der GAPDH Sonde erfolgte zur
Uberpriifung der Beladung.
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2.14 In situ Hybridisierung mit Testican-2

Zur Untersuchung der mRNA-Verteilung im Gehirn adulter Mause wurden sagitale
Gewebeschnitte angefertigt, mit spezifischen, DIG-markierten RNA-Sense- und Antisense-
Sonden hybridisiert und gefarbt (Abbildung 2.43). Im bereich des GroRRhirns erkennt man
eine deutliche Farbung im Bereich des Cortex und des Hippocampus. In beiden Fallen
scheint es sich um eine neuronale Lokalisation von Testican-2 zu handeln. Im Cerebellum
findet man eine starke Farbung in den Purkinje-Zellen, welche die Molekularschicht und die
Koérnerschicht voneinander trennen. Vereinzelt findet man eine schwéchere Farbung
innerhalb der Molekularschicht in Korbzellen und Sternzellen. Die Hybridisierung mit den
Sense-Sonden zeigt erwartungsgemal keine Farbung. Somit findet sich Testican-2 verteilt

tber das Gehirn in vielen verschiedenen neuronalen Zellen.

.

Abbildung 2.43 Testican-2 in situ Hybridisierung. Kryostat-Schnitte vom Gehirn adulter M&use wurden mit
DIG-markierten Antisense- (A,B) bzw Sense-RNA-Sonden (C,D) von humanem Testican-2 hybridisiert. Man
erkennt eindeutige Farbungen im Bereich des Cortex und Hippocampus (A) bzw. in den Korb-, Stern- und
Purkinjezellen des Cerebellums (B). Die mit den entsprechenden Sense-Sonden hybridisierten Schnitte (C, D)
zeigen erwartungsgemald keine Farbung.
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2.15 Rekombinante Expression von Testican-2

Um eine weitere biochemische Charakterisierung von Testican-2 durchfihren zu kénnen,
wurde aus der cDNA-Sequenz ein Konstrukt amplifiziert, welches fir das Protein in
vollstandiger Lange codierte. Mit der PCR wurden Restriktionsschnittstellen eingefuihrt
(Nhel/Notl), um das Konstrukt in den Expressionsvektor pCEP-Pu einzuklonieren. Der
fertige Expressionsvektor wurden in EBNA-293 Zellen transfiziert und die Zellen wurden
selektioniert. Es konnte jedoch kein Protein mit dem erwarteten Molekulargewicht detektiert
werden, was mit einer moéglicherweise geringen Uberexpression zu erklaren wére. Da die
Effizienz der Expression oftmals von der Art des Konstruktes abhéngt, wurde anstelle des
gesamten Proteins ein um die erste Doméne verkirztes Testican-2-Konstrukt (FS-END)
amplifiziert. Dieses wurde in den Expressionsvektor pCEP-Pu einkloniert. Transfektion und
Selektion erfolgte wie fir SMOC beschrieben. Die Reinigung des Proteins erfolgte tber eine
DEAE-Saule, von welcher es mit einem linearen Salzgradienten bei einer Salzkonzentration
zwischen 0,35 M und 0,5 M eluiert werden konnte. Zur weiteren Reinigung folgte eine
ResourceQ-Sdule. Neben der Proteoglycan-Form, die im SDS-PAGE als breite Bande
zwischen 80-200 kDa auftritt (Abbildung 2.44), konnte eine weitere Fraktion gereinigt
werden, die eine Bande bei etwa 65 kDa liefert (nicht abgebildet). Der Effekt des Auftretens
von zwei Banden wurde bereits bei der Expression von murinem Testican-2 festgestellt (Frau
Dr. Hartmann, personliche Mitteilung). In diesem Fall konnte gezeigt werden, dal3 die Bande
bei geringerem Molekulargewicht durch Chondroitinase-ABC Behandlung der breiten
Bande des Proteins erhalten werden konnte. Es handelt sich deshalb wahrscheinlich um die
Form des Proteins, die keine Glycosaminoglycan-Seitenketten enthalt. Die Ausbeute an
Protein in der Proteoglycan-Form lag bei etwa 10 mg/|, so das insgesamt 42 mg des Proteins

erhalten wurden.

+SH -SH

Abbildung 2.44 Gereinigtes rekombinantes
Testican 2-FSEND. Jeweils 2 ng Testican-2 FSEND
wurde unter reduzierenden (+SH) und nicht-
200 reduzierenden (-SH) Bedingungen auf einem 4-15 %
SDS-PAGE aufgetrennt und mit Silber gefarbt.
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2.16 Rekombinante Expression von Testican-3

Auch fur Testican-3 wurde ein Teil der cDNA amplifiziert, um das Protein in vollstandiger
Lange zu exprimieren. Dieses Konstrukt wurde direkt in den Expressionsvektor His-Myc-
FaktorX-pCEP-Pu einkloniert. Transfektion, Selektion und die Reinigung Uber eine Ni-Sdule
erfolgten wie bei SMOC beschrieben. Die Fraktionen welche um 60 mM Imidazol eluierten,
wurden vereinigt. Zur weiteren Reinigung wurden sie gegen 50 mM Tris-HCI, pH 8,6
dialysiert und auf eine DEAE-Matrix geladen. Die Elution erfolgte mit einem linearen NaCl-
Gradienten von 0-1 M NacCl. Der letzte Reinigungsschritt erfolgte nach Dialyse gegen 50 mM
Tris-HCI, pH 8,6 auf einer FPLC-Saule (ResourceQ). Auch hier erfolgte die Elution durch
einen linearen Salzgradienten (0-1 M NacCl). Die Reinigung lieferte zwei unterschiedliche
Formen von Testican-3. Bei der einen handelt es sich wahrscheinlich um die Proteoglycan-
Form von Testican-3. Die Silberfarbung des SDS-PAGE zeigt eine breite Bande zwischen
etwa 100 kDa bis 200 kDa. Bei der Bande um 67 kDa in der reduzierenden Spur handelt es
sich wahrscheinlich um eine Keratin-Kontamination. Parallel wurde ein Immunoblot

angefertigt (Abbildung 2.45).

A +sH -SH B)  isH -SH
200 R
200 '
: 116 .
116 ¢ 94 —
94 __ 67
67 E
-4 @
43

Abbildung 2.45 Gereinigtes rekombinantes Testican 3.A) Jeweils 1 ng Testican 3 wurde unter reduzierenden
(+SH) und nicht-reduzierenden (-SH) Bedingungen auf einem 4-15 % SDS-PAGE aufgetrennt und einer
Silberfarbung unterzogen. B) Je 500 ng rekombinantes Testican-3 wurden unter reduzierenden (+SH) und nicht
reduzierenden (-SH) Bedingungen auf einem 4-15 % SDS-PAGE aufgetrennt und anschliefend auf eine
Nitrocellulosemembran tUberfuhrt. Die Entwicklung des Immunoblots erfolgte mit einem anti-myc-Antikérper
aus Kaninchen als Erstantikdrper (1:3000) und einer anschlielfenden Inkubation mit einem anti-Kanichen-HRP ge-
koppeltem Zweitantikérper (DAKO, 1:2000). Die Signale wurden mit ECL sichtbar gemacht.

Auf einem Immunoblot zeigt diese Form von Testican-3 eine typische breite Bande zwischen
100 kDa bis Uber 200 kDa, wie es von vielen Proteoglycanen bekannt ist (Abbildung 2.45).

Desweiteren wurde ein MALDI-TOF-Massenspektrum von der Proteoglycan-Form von
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Testican-3 aufgenommen (Abbildung 2.46). Man erkennt ein breites Signal um 76 kDa. Die

grofRe Halbwertsbreite spricht flr eine Heterogenitat, die wahrscheinlich auf die

Glycosaminoglycan-Seitenketten zurtickzufihren sind.

m/z

Abbildung 2.46 MALDI-MS mit Testican-3. Die Abbildung zeigt ein MALDI-Massenspektrogamm
aufgenommen mit der Proteoglycan-Form von Testican-3. Man erkennt ein breites Signal zwischen 60 kDa und

100 kDa.

Das aus der SDS-PAGE bestimmte, apparente Molekulargewicht ist im Vergleich zu dem

massenspektroskopisch bestimmten Molekulargewicht groRer. Daraus 1aRt sich schlief3en,

dal? Testican-3 ein ungewdhnliches Laufverhalten zeigt, was seinen Proteoglycancharakter

unterstreicht. Die andere Form des Proteins liefert eine Bande bei etwa 65 kDa und stellt

wahrscheinlich die Glycosaminoglycan-freie Form von Testican-3 dar (Abbildung 2.47).

Abbildung 2.47 Rekombinantes Testican-3 ohne

+SH -SH
o GAG-Seitenketten. Jeweils 2 ng Testican-3 aus dem
] Pool ohne GAG-Seitenketten wurde unter
67—“ — reduzierenden (+SH) und nicht-reduzierenden

43—

30—

20—

14
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(-SH) Bedingungen auf einem 12 % SDS-PAGE
aufgetrennt und mit Silber geférbt.
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2.18 CD-Spektroskopie an rekombinantem Testican-2 und Testican-3

Wie alle Mitglieder der BM-40 Familie besitzen auch die Testicane eine extrazellulére
calciumbindende (EC) Domane. Zur Uberprifung ihrer Faltung und einer moglichen
Calcium-Bindung wurden CD-Spektren in Anwesenheit und Abwesenheit von Calcium-
lonen aufgezeichnet. Fur die Messungen wurde rekombinantes murines Testican-2 voller
Lange und humanes Testican-3 voller Lange verwendet. Das murine Testican-2 wurde von
Frau Dr. Hartmann freundlicherweise zur Verfugung gestellt. Abbildung 2.48 zeigt die

Spektren flr Testican-2.

Testican-2 (Glycosaminoglycan-freie Form) Testican-2 (Proteoglycan-Form)
| T |

0 T T T T T T 0
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Abbildung 2.48 CD-Spektren von Testican-2. Die Proteoglycan Form von Testican-2 (147 ng/ml in TBS) und die
Glycosaminoglycan-freie Form von Testican-2 (187 ng/ml in TBS) wurden in einer QuarzkUvette mit der
Schichtdicke von 1 mm Uber den angegebenen Wellenlangenbereich vermessen. Die durchgezogenen Linien
zeigen die jeweiligen Spektren in Abwesenheit von Calcium, die gestrichelten Linien in Anwesenheit von 2 mM
Calcium. Keine der untersuchten Formen von Testican-2 zeigt eine eindeutige calciumabhéngige
Konformationsénderung.

Beide Formen des Proteins zeigen typische Spektren fir Proteine, die sekundare
Strukturelemente besitzen und somit in Losung gefaltet vorliegen. Eine Calcium-abhangige
Konformationsanderung konnte entgegen der Erwartung nicht beobachtet werden. Die
Berechnung der Sekundarstrukturanteile mit den Programmen CONTIN und SELCON
konnen der Tabelle 2.5 entnommen werden. Man erkennt, da die Berechnung fur die
Glycosaminoglycan-freie Form von Testican-2 eine Anderung im a-helikalen Anteil zeigt,

die aus dem CD-Spektrum so nicht zu ersehen ist.
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Testican-2 (Glycosaminoglycan-freie Form)

Testican-2 (Proteoglycan Form)

a-Helix b-Faltblatt Rest a-Helix b-Faltblatt Rest
CONTIN 18% (21%) 35% (19%) 48% (60%) 20% (21%) 32% (23%) 48% (56%)
SELCON 20% (22%) 18% (17%) 62% (63%) 22% (22%) 18% (16%) 61% (63%)
Tabelle 2.5 Anteile einzelner Sekundarstrukturelemente an der Proteinstruktur von Testican-2

(Glycosaminoglycan-freie Form) und Testican-2 (Proteoglycan-Form). Die Daten wurden mit den Programmen
CONTIN und SELCON aus den CD-Spektren der Proteine berechnet. Die Zahlen stehen flr den Anteil des
jeweiligen Sekundérstrukturelementes an der Gesamtstruktur des Proteins. Zahlen in Klammer stehen fur die
Sekundarstrukturanteile an der Calcium-beladenen Proteinform. Eine relative Anderung des a-helicalen Anteils
durch die Bindung von Calcium, die durch die Berechnungen fur die Glycosaminoglycan-freie Form zu erwarten
ist, kann aus den Spektren nicht ersehen werden.

Die CD-Spektren von Testican-3 zeigten jedoch ein anderes Bild (Abbildung 2.49). Beide CD-
Spektren zeigen einen Verlauf, der auf intakte Sekundarstruktur in Lésung schlieBen laRt.
Eine calciumabhéngige Konformationsanderung konnte bei der Glycosaminoglycan-freien
Form von Testican-3 beobachtet werden, wie an der Signaldanderung bei 222 nm zu erkennen
ist. Dies spricht fur eine Calcium-induzierte Anderung des a-Helix Anteils dieses Proteins in

Losung und deutet somit auf eine reversible Bindung von Calcium hin.

Testican-3 (Glycosaminoglycan-freie Form) Testican-3 (Proteoglycan-Form)
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Abbildung 2.49 CD-Spektrum von Testican-3. Rekombinantes humanes Testican-3 (Proteoglycan-Form,
72 ng/ml in 5 mM Tris-HCL, pH 7,4 und Glycosaminoglycan-freie Form, 69mg/ml in 5 mM Tris-HCL, pH 7,4)
wurden in einer Quarzkuvette mit 1 mm Schichtdicke im CD-Spektrometer vermessen. Die durchgezogene Linie
zeigt das Spektrum in Abwesenheit von Calcium-lonen, die gestrichelte Linie in Anwesenheit von 2 mM
Calcium. Die Anderung der Signalintensitit bei 222 nm deuten auf eine Calcium-abhéngige
Sekundéarstrukturveranderung im a-helicalen Bereich des Proteins hin.
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Testican-3 (Glycosaminoglycan-freie Form)

Testican-3 (Proteoglycan Form)

a-Helix b-Faltblatt Rest a-Helix b-Faltblatt Rest
CONTIN 18% (20%) 42% (41%) 41% (38%) 6% (7%) 52% (49%) 43% (44%)
SELCON 12% (13%) 30% (30%) 55% (56%) k.N. (8%) k.N. (40%) k.N. (56%)

Tabelle 2.6 Anteile einzelner Sekundérstrukturelemente an der Proteinstruktur von Testican-3
(Glycosaminoglycan-freie Form) und Testican-3 (Proteoglycan-Form). Die Daten wurden mit den Programmen
CONTIN und SELCON aus den CD-Spektren der Proteine berechnet. Die Zahlen stehen flr den Anteil des
jeweiligen Sekundérstrukturelementes an der Gesamtstruktur des Proteins. Zahlen in Klammer stehen fur die
Sekundéarstrukturanteile an der Calcium-beladenen Proteinform. Fur Testican-3 (Proteoglycan Form) konnte das
Programm SELCON keine N&herung unter Calcium-haltigen Bedingungen errechnen. k.N.: keine Naherung.

Zur Untersuchung der Calcium-bindenden Eigenschaften von Testican-1 wurde die

rekombinant exprimierte EC-Domé&ne von humanem Testican-1 verwendet, die
freundlicherweise von Herrn Dr. Kohfeldt (MPI-Martinsried) zur Verflugung gestellt wurde.
Diese Doméne zeigt ein Spektrum mit einem Minimum bei 207 nm, welches eine
ausgepragte Random-coil Struktur anzeigt. Eine Schulter bei 222 nm im Calcium-freien
Zustand verandert sich zu einem charakteristischen Minimum nach Zugabe von 2 mM
Calcium. Dies zeigt eine starke Veradnderung im a-helicalen Bereich des Proteins an

(Abbildung 2.50).

Testican-1 EC-Domane

° - - Abbildung 2.50 CD-Spektrum von Testican-1 EC-

__ -2000 - - Doméne. Rekombinantes humanes Testican-1 (EC-
= 4000 ] Domane, 180 ng/ml in 5 mM Tris-HCL, pH 7,4)
% L i wurde in einer Quarzkivette mit 1 mm
‘e -6000 [~ - Schichtdicke im CD-Spektrometer vermessen. Die
Z’.; 8000 B ] durchgezogene Linie zeigt das Spektru_m in
=k B | Abwesenheit von Calcium-lonen, die gestrichelte
& -10000 - I:inie in Anwesenheit von 2 mM Calcium. Die
= B NN , - Anderung der Signalintensitét bei 222 nm deuten
-12000 - 7 auf eine calcium-abhangige Sekundarstruktur-
-14000 L verdnderung im a-helicalen Bereich des Proteins

hin, der unter Calcium-haltigen Bedingungen 32%

200 220 240 260 N
der Sekundarstruktur ausmacht.

Wellenlange [nm]

Die CD-Messung fur Testican-2 und Testican-3 wurde jeweils mit dem Protein vollstandiger
Lange durchgefuhrt, wéhrend fur Testican-1 nur die EC-Domane vermessen wurde. Aus
diesem Grund wird eine ausfuhrliche Berechnung aller Sekundarstrukturelemente hier nicht

gezeigt, da die Werte mit den anderen Proteinen nicht zu vergleichen waren.
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3.1 SMOC-1, SMOC-2, Testican-2 und Testican-3 - Neue Mitglieder der BM-40 Familie

Eine Homologiesuche mit der Sequenz von BM-40/SPARC/Osteonectin in EST-
Datenbanken lieferte eine Reihe von EST-Klonen als Grundlage fur dieses Projekt. Nach dem
Durchmustern von cDNA-Bibliotheken konnten mit SMOC-1, SMOC-2, Testican-2 und
Testican-3 vier neue Mitglieder der BM-40 Familie isoliert werden. Zu dieser Familie zahlten

bislang die funf Proteine BM-40, SC1, QR1, Tsc36 und Testican-1 (Abbildung 3.1, oberer Teil).

BM-40/SPARC/Osteonectin

SC1/hevin
QR1
Tsc36/FRP/Flik

Testican-1

Testican-2
Testican-3

SMOC-1

SMOC-2

Abbildung 3.1 Aktueller Uberblick tiber die Mitglieder der BM-40 Familie. Zu den bekannten funf Mitglieder
sind weitere vier hinzugekommen. Testican-2 und Testican-3 sind Homologe zu einem schon bekannten
Familienmitglied, wéhrend es sich bei SMOC-1 und SMOC-2 um zwei neue Mitglieder mit bislang unbekannter
Domanenorganisation handelt. FS: Follistatin-&hnliche Doméne, EC: Extrazellulére, calcium-bindende Domaéne,
TY: Thyroglobulin-dhnliche Doméne, New: SMOC-spezifische Domane, Dreiecke bezeichnen die
Anheftungsstellen flr Glycosaminoglycan-Seitenketten.

Alle Mitglieder der BM-40 Familie besitzen einen modularen Aufbau. Mit dem Begriff
modularer Aufbau bezeichnet man die Zusammensetzung eines Proteins aus verschiedenen
Domanen. Eine Doméne versteht man in diesem Zusammenhang als eine eigenstandige
Faltungseinheit des Proteins. Zwei Domanen, die FS- und die EC-Domane, sind in allen
Proteinen der Familie enthalten und folgen dort, auRer bei SMOC-1 und SMOC-2, stets
aufeinander. Die TY-Doméane war innerhalb der Familie bislang nur aus Testican bekannt.
Desweiteren findet man Domaénen, die flr einzelne Familienmitglieder spezifisch sind und

keine Homologie zu Proteinen in der Datenbank zeigen.
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Alle vier neuen Proteine besitzen, wie alle anderen Mitglieder der BM-40 Familie
auch, einen N-terminalen Teil, fir dessen Aminosduren die Kriterien eines Signalpeptids
zutreffen und der mit der Erkennungssequenz fur eine Signalpeptidase endet (Nielsen et al.,
1997). Dies deutet darauf hin, dal auch Testican-2, Testican-3, SMOC-1 und -2 sekretiert

werden.

Sekretiertes SMOC-1 und SMOC-2 besteht aus funf Domanen. Einer kurzen
N-terminalen Region im Anschlul an das Signalpeptid folgt eine FS-Doméne und eine
TY-Domane, an die sich eine SMOC-spezifische Doméane anschlie8t. Eine weitere TY-
Domaéne bildet mit der C-terminalen EC-Domé&ne den Abschluf} des Proteins. Damit werden
beide Proteine aus Doméanen aufgebaut, die bereits von den Mitgliedern der BM-40 Familie
bekannt waren. Das Besondere an SMOC-1 und SMOC-2 liegt in der Abfolge dieser
Doménen. Galt bislang neben dem Vorkommen einer EC-Doméne eine vorgeschaltete FS-
Doméne als Kriterium fur die Zugehorigkeit zur BM-40 Familie, so muf3 das zweite
Kriterium fir SMOC-1 und SMOC-2 gelockert werden. Eine endgultige Nomenklatur bzw.
Einteilung wird sicherlich erst dann erfolgen, wenn z.B. im Rahmen der Analyse des
humanen Genomprojektes alle moglichen EC-Domanenproteine identifiziert sind. Der
modulare Aufbau von SMOC-1 und -2 bestatigt sich auch in deren genomischer Struktur, die
fur humanes SMOC-1 und -2 in-silico aufgeklart werden konnte. Das humane SMOC-1-Gen
besitzt eine GroRRe von mindestens 80 kbp, das SMOC-2-Gen ist mindestens 141 kbp grof3. An
allen Domaénengrenzen befinden sich in der genomischen Sequenz Introns. Nicht alle
Domanen werden von nur einem Exon codiert, so daR diese durch weitere Introns getrennt
werden. Dies ist auch vom BM-40 bekannt, wo z.B. die EC-Doméne von vier Exons kodiert
wird (McVey et al., 1988; Villareal, X. C. et al., 1989). Zuséatzlich haben alle Introns, die die
Exons der Doméanen flankieren, die gleiche Phase I-l1. Die Ubereinstimmung zwischen
Exongrenzen, Doméanengrenzen und kompatiblen Phasen ist eine wichtige Vorraussetzung
fur eine mogliche Evolution der Proteine durch die Duplikation von Exons oder eine
Veranderung durch Insertion bzw. Deletion von Doménen (Exon-shuffling). Beim Vergleich
der genomischen Struktur von SMOC-1 und -2 stellt man fest, dal} gleiche Domé&nen, mit
Ausnahme der EC-Domaéne, durch die gleiche Anzahl an Exons kodiert werden (Tabelle 3.1).
Auch finden sich die Introns an den gleichen Positionen. Dies deutet auf einen gemeinsamen
Vorlaufer von SMOC-1 und -2 hin, in dem die Intronpositionen schon an vergleichbaren
Positionen vorhanden waren. Die Lange der Introns wurde wahrscheinlich erst nach der

Duplikation variiert (Abbildung 2.7 und 2.8).
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Doméne Anzahl der kodierenden Anzahl der kodierenden
Exons (SMOC-1) Exons (SMOC-2)

| 1 1

FS 1 1
TY, 2 2
NEW 3 3
TY) 2 2
EC 3 4

Tabelle 3.1 Anzahl codierender Exons. Die Tabelle zeigt, wieviele Exons fur einzelne Doménen in SMOC-1 und
SMOC-2 kodieren.

Neben Testican-2 und Testican-3 konnte aufgrund der nicht-stringenten
Hybridisierungbedingungen ein cDNA-Klon voller Lange fiur das bereits bekannte

Testican-1 (Alliel et al, 1993) isoliert werden.

Sezerniertes Testican besteht aus funf Doméanen. Domane | ist spezifisch fur Testican
und zeichnet sich durch saure Aminosaurereste aus. Es folgen eine FS-und eine EC-Doméne.
Im C-terminalen Bereich der Testicane findet man eine TY-Doméne und eine weitere
Testican spezifische Doméne (Doméne V). In dieser Doméane sind zwei Glycosaminoglycan-
Anheftungsstellen konserviert. Auch bei den Testicanen finden sich Introns der Phase | an
den Doménengrenzen (S. Ro6ll, D. Heep ,personliche Mitteilung). Damit sind die Testicane
die einzigen Proteoglycane der BM-40 Familie und bilden insofern eine Untergruppe

innerhalb der Familie.

Es stellt sich nun die Frage, ob man fir einzelne Doméanen bestimmte Funktionen
vorhersagen kann. Hierzu kann man die Untersuchungen an Proteinen vergleichen, die die
entsprechenden Doménen enthalten und so versuchen universelle Eigenschaften

zuzuordnen.
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3.2 Follistatin- und Kazal-Doméane

Die Bezeichnung FS-Domaéne geht auf das gleichnamige Protein zurtck, in welchem diese
Doméne aufeinanderfolgend dreimal vorkommt. Jede FS-Doméane enthalt insgesamt zehn
Cystein-Reste, deren Anordnung ein typisches Muster erkennen lassen. Follistatin ist ein
sekretiertes Protein, welches an viele Mitglieder der TGF-b-Proteinfamilie (z.B. Activin)
binden kann und so deren Wirkung aufhebt (Michel et al., 1993). Es wurde ursprunglich mit
der Regulation der Sekretion wvon Follikel-stimulierendem Hormon (FSH) in der
Hirnanhangdrise in Verbindung gebracht. Mittlerweile werden ihm vielfaltige Funktionen
innerhalb des reproduktiven Zyklus zugeschrieben (Patel, 1998). Uberexpression in Xenopus
induziert die neurale Entwicklung (Hemmati-Brivanlou et al., 1994) und somit besitzt
Follistatin eine SchlUsselrolle in der Embryogenese. Follistatin-defiziente Mause sterben kurz
nach der Geburt ohne zu atmen. Sie zeigen Abnormalitaten des Skeletts und besitzen eine
gespannte, glatte Haut (Matzuk et al., 1995). Das Aktivin-bindende Epitop wurde bislang
keinem Bereich im Follistatin zugeordnet. Vorlaufige Daten deuten jedoch darauf hin, daid
ein N-terminaler Teil, welcher selbst nicht zur Follistatin-Doméane gehdrt und die
Aminosauren 75-86 der ersten FS-Domaéne an dieser Bindung beteiligt ist (Inouye et al., 1991;
Sumitomo et al., 1995). Beide Stellen sind weder in SMOC-1 noch in SMOC-2 vorhanden. Die
Beobachtung, dal sowohl BM-40 als auch Follistatin PDGF binden, fuhrte zu der
Vorhersagen, daR diese Funktion mit einer FS-Domaéane verknupft ist (Patthy und Nikolics,
1993). Es konnte jedoch gezeigt werden, dal die PDGF-Bindungstelle in der EC-Doméane des
BM-40 liegt (Gohring et al., 1998).

Agrin, ein weiteres sekretiertes Protein, welches an der Bildung neuromuskulérer
Endplatten beteiligt ist (Patthy und Nikolics, 1993; Kleinman und Reichardt, 1996), enthélt
neun FS-Domanen. Auch hier ist bislang keine Funktion des Proteins bekannt, die speziell
einer FS-Doméane zuzuordnen ware. Diese Beispiele zeigen, dal} extrazellularen Domanen
nicht unmittelbar bestimmte Funktion zugeordnet werden konnen, solange die
Bindungsstellen nicht im Detail beschrieben sind und somit die Konservierung beteiligter

Aminosauren auf experimenteller Grundlage beurteilt werden kann.

Die Struktur der FS-Doméane ist an einem BM-40 Konstrukt mittels
Rontgenstrukturanalyse aufgeklart worden (Hohenester et al., 1997). Sie besteht aus zwei
Teilen, die man als Subdoménen bezeichnen kann. Der erste Teil umfalit vier Cystein-Reste

und bildet eine b-Schleife. Diese Struktur ist ahnlich zur EGF-Domaéne, die sich aus dem
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epidermalen Wachstumsfaktor ableitet. Der zweite Teil der FS-Doméne enthalt sechs
Cystein-Reste und gleicht einer Kazal-Domaéane, die aus Protease-Inhibitoren bekannt ist
(Engel et al, 1987; Esch et al., 1987; Bolander et al., 1988; Bode und Huber, 1991). Die FS-
Domanen in SMOC-1 und SMOC-2 stellen untypische FS-Doméanen dar, weil sie jeweils
sechs Cysteine enthalten (Abbildung 2.6). Damit kdnnte man sie ebenfalls als Kazal-
Doménen bezeichnen. Abbildung 3.2 zeigt einen Vergleich der FS-Doménen von SMOC-1

und -2 und BM-40 mit Kazal-Domanen.

1 2 3 45 6 7 8 9 10
SMOC-1 H 420 QCN. . . . LHCSRTQP. . KPI CASDGRSYESMCEYQRAKCRDPTLG. . . . . . VVHRGRCKDAGQS
SMOC-2 H 39 e DCS. . . . LDCAGSPQ. . KPLCASDGRTFLSRCEFQRAKCKDPQLE. . . . . . | AYRGNCKDV. . S
KAZAL (nicht Kl assisch) ........... KPDCP. . . . LI CTMQYD. . . PVCGSDGI TYGNACM.LGASCRSDTPI . . . . . ELVHKGRC*
KAZAL (Kl assisch) ............. LAAVSVDCSEYPKPACTMEY. . . RPLCGSDNKTYGNKCNE. . . . CNAVVESNGT. LTLSHFGKC
BM 40 PCQNHHCKHGKVCEL DENNTPMCVCQDPTS. . CPAPI GEFEKVCSNDNKTFDSSCHEFATKCTL EGTKKGHKLHLDYI GPCKYI P. .

Abbildung 3.2 Sequenzvergleich zwischen FS-Doménen aus SMOC-1, -2 und BM-40 mit einer klassischen und
einer nicht-klassischen Kazal-Doméne. Die nicht-klassische Kazal Doméane stammt aus dem Anemonia-Elastase
Inhibitor, die klassische aus dem Ovomucoid des Silber-Fasan. Als typische FS-Doméne dient die des humanen
BM-40. Die Zahlen numerieren die Cystein-Reste. Ahnliche Aminosauren zu SMOC wurden grau hinterlegt.
Weitere Erkldrungen im Text.

Man unterscheidet zwischen klassischer und nicht-klassischer Kazal-Domane (Tschesche et
al., 1987). Beide weisen innerhalb des Konsensus sechs Cystein-Reste auf, unterscheiden sich
jedoch in den Abstanden, die zwischen bestimmten Cysteinen liegen. So betrégt der Abstand
zwischen den Cysteinen funf und sechs fur den klassischen Kazal-Typ sieben Aminosauren,
wahrend im nicht-klassischen Kazal-Typ, wie fur SMOC-1 und -2 nur drei Aminosauren
vorkommen (Abbildung 3.2). Fir den Abstand zwischen Cystein acht und neun sorgen im
klassischen Kazal-Typ zwei Aminosauren, wahrend beim nicht-klassischen, in FS-Doméanen
und in SMOC-1 und -2 hier sechs Aminosauren stehen. Bislang gibt es weder fur Mitglieder
der BM-40-Familie noch fur Agrin oder Follistatin experimentelle Hinweise auf eine
Protease-Inhibitor Aktivitat, wie bei Vorhandensein einer Kazal-Doméne zu vermuten waére.
Dies ist moglicherweise auf eine Insertion in der inhibitorischen Schleife zwischen Cystein
sechs und sieben zurtckzufiihren (Abbildung 3.2). Wahrend in allen Proteinase-Inhibitoren
hier ein konstanter Abstand von sieben Aminoséduren zu finden ist, betragt er im BM-40 zehn
und im Follistatin neun Aminosauren. Fir SMOC-1 und SMOC-2 findet man acht
Aminosauren zwischen diesen Cystein-Resten. Ob die Insertion eines Prolins hier
maoglicherweise die Funktion als Protease-Inhibitor beeintréchtigt ist fraglich. In Anlehnung
an die Homologie zu BM-40 wurde diese Domane fur SMOC-1 und SMOC-2 in der Arbeit

als FS-Domane bezeichnet.
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Ein Sequenzvergleich der FS-Doméne von BM-40 mit den FS-Doménen aus den
Testicanen (Abbildung 2.41) a3t erkennen, daR alle drei humanen Testicane anstelle von
zehn Cystein-Resten, wie in der FS-Konsensus Sequenz, zwolf, also zwei zuséatzliche
Cysteine besitzen. Ein Strukturvergleich mit der FS-Doméane des BM-40 zeigt, dal? sich diese
Cystein-Reste gegenuberstehen, so dall die Ausbildung einer zuséatzlichen Disulfidbriicke
wahrscheinlich ist. Ein weiterer Unterschied besteht in der Anzahl der Aminosauren
zwischen Cystein 4 und 5. Normalerweise findet man zwischen diesen eine oder zwei
Aminosauren. Bei den Testicanen variiert deren Anzahl jedoch zwischen 24 und 28. Die
Anordnung der beiden Subdoménen koénnte sich deshalb im Vergleich zum BM-40

unterscheiden.

3.3 Thyroglobulin-Doméne

Die TY-Domane wird Uber das Vorhandensein von sechs Cystein-Resten definiert. Weiterhin
findet man ein konserviertes Glutamin unmittelbar vor dem dritten Cystein-Rest und ein
CWCV-Tetrapeptid, welches die Cysteine drei und vier enthalt. Diese Doméne ist aus
unterschiedlichen Proteinen bekannt. Im Thyroglobulin, dem Vorlaufer der Thyroxin-
Hormone, gibt es insgesamt 11 TY-Domé&nen. Sie sind jedoch nicht unmittelbar an der
Entstehung der Thyroxine beteiligt. Auch in Proteinen der extrazellularen Matrix findet man
TY-Doménen. Nidogen-1 und -2 (Mann et al., 1989, Kohfeldt et al., 1998), welche z.B. als
Bestandteil von Basalmembranen bekannt sind, besitzen eine bzw. zwei TY-Doménen.
Desweiteren findet man TY-Domanen in Zell-Oberflachen-Proteinen (Epitheliales
Glycoprotein, EGP) und in p41, der humanen MHC-Klasse Il-assoziierten invarianten Kette,
welches mit Cathepsin L einen Komplex bildet (Ogrinc et al., 1993). Die TY-Doméne des p41
wurde zur Aufklarung der Kristallstruktur verwendet (Guncar et al., 1999). P41 gehort zu
einer Subgruppe von Proteinen, die eine TY-Doméane enthalten und als Protease-Inhibitor
wirken. Weitere Mitglieder dieser Gruppe sind Equistatin (Lenarcic et al., 1997) und der
Cystein-Protease Inhibitor aus Lachs (Yamashita und Konagaya, 1996). Die fur die Bindung
zwischen p41 und Cathepsin L wichtigen Aminosauren verteilen sich Uber drei Regionen der
Doméne, gehdren nicht zur Konsensus-Sequenz der TY-Doméne und sind in SMOC-1 und -2
nicht konserviert, so das eine Funktion als Protease-Inhibitor fur diese Proteine eher
unwabhrscheinlich erscheint. Eine Auffélligkeit in der Anordnung der beiden Thyroglobulin-
Doménen von SMOC-1 und -2 liegt darin, dal? sie in diesen Proteinen durch die Insertion

einer SMOC-spezifischen Domaéane getrennt sind. Eine solche Anordnung war bislang nicht
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bekannt. Die TY-Doméne von Testican-1, -2 und -3 erfullt alle Kriterien des TY-Konsensus.
Neben den sechs Cystein-Resten sind weitere strukturell wichtige Aminoséuren konserviert
(Abbildung 2.43). Bislang gibt es keine Daten, die auf eine Protease-Inhibior Funktion der

TY-Domane der Testicane hinweisen.

3.4 Extrazellulare Calcium-bindende Domaéane

Untersuchungen an BM-40 zeigten, daR dieses Protein mit hoher Affinitat Calcium binden
kann (Maurer et al, 1992). Die Calcium-Bindung wurde von einer starken
Konformationsanderung des Proteins begleitet, die mit CD-Spektroskopie nachgewiesen
wurde. Aus der Sequenz des BM-40 konnte durch Vergleich mit der Konsensus-Sequenz eine
EF-Hand vorhergesagt werden. Diese hochkonservierte Struktur bildet ein Helix-Schleife-
Helix Motiv, welches Calcium-lonen in Form einer pentagonalen Bipyramide koordiniert.
EF-Hande sind aus vielen cytosolischen Proteinen bekannt und tber die Calcium-Bindung
werden Struktur und Funktion dieser Proteine moduliert (Kawasaki et al., 1998; Kretsinger et
al., 1991; Stynadka et al., 1989; McPhalen et al., 1991). Die Réntgenstrukturanalyse der EC-
Domane des BM-40 (Hohenester et al., 1996) zeigte, dall im Protein eine zweite EF-Hand
vorhanden ist, die aufgrund der Insertion eines Prolins nicht aus der BM-40 Sequenz
vorhergesagt werden konnte. Dal} die Ausbildung einer funktionellen EF-Hand durch diese
Insertion nicht beeinflu3t wurde, liegt an einer cis-Peptidbindung, die dafur sorgt, dal® die
Carbonylgruppe der Proteinkette die Calcium-koordinierende Position einnehmen kann.
Dieses Beispiel zeigt, dal3 Sequenzvergleiche aufgrund maoglicher Variabilitét innerhalb der
Konsensus-Sequenzen nicht immer zu umfassenden Vorraussagen fuhren mussen. BM-40
stellte damit das erste extrazelluldre Protein dar, in dem EF-Hand Motive nachgewiesen

wurden.
Fir SMOC-1 und SMOC-2 konnten anhand der Sequenzvergleiche je zwei

funktionelle EF-Hande vorausgesagt werden, da die konservierten Aminosauren der

Konsensussequenz entsprachen.
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Eine fUr das BM-40 analysierte Kollagen-Bindungsstelle innerhalb der EC-Domane ist
fur die Bindung verschiedener Kollagene an BM-40 verantwortlich. In einem Mutagenese-
Ansatz wurden einzelne Aminosauren gegen Ala ausgetauscht und so die Bindungsstelle auf
molekularer Ebene identifiziert (Sasaki et al., 1998). Die Bindungsstelle ist in zwei weiteren
Familienmitgliedern der BM-40 Familie, dem QR-1 und dem SC-1 konserviert. Ein
Sequenzvergleich zwischen BM-40, SMOC-1 und SMOC-2 zeigte, dal3 die entsprechenden
Aminosauren nicht konserviert waren. Deshalb ist in SMOC-1 und -2 nicht mit einer

Kollagenbindung, zumindest unter Beteiligung dieser Bindungsstelle zu rechnen.

Die EC-Doméne der Testicane weist im Vergleich mit den anderen Mitgliedern der
BM-40 Familie zwei zuséatzliche Cystein-Reste innerhalb der Konsensus-Sequenz auf. Ein
Vergleich der Sequenz der EC-Doméne von Testican-1 mit der Kristallstruktur der EC-
Domane des BM-40 zeigte die Moglichkeit, dal? diese beiden Cysteine eine zusatzliche
Disulfidbriucke bilden (Kohfeldt et al., 1997). Dies wirde zu einer Verknupfung der beiden
EF-Hande fuhren.

3.5 Verwandtschaft der BM-40 Familienmitglieder

Anhand eines Kladograms soll die Verwandtschaft der Mitglieder der BM-40 Familie
eingeordnet werden. Dazu wurde ein Sequenzvergleich mit den bekannten EC-Doméanen
nach dem Prinzip des maximalen Parsimony durchgefuhrt (Abbildung 3.3). Man erkennt,
dal die Familie in vier Gruppe unterteilt werden kann. Obgleich in der Analyse nur die
Sequenzen der EC-Domane berticksichtigt wurden, findet man eine Ubereinstimmung
zwischen der Eingruppierung durch diese Methode und dem Domé&nenaufbau der Proteine.
Die Testicane zeigen die geringste Verwandtschaft zum BM-40 auf, wahrend humanes
SMOC-1 und -2 dem BM-40 verwandtschaftlich néher steht. TSC-36 findet sich zwischen den
Testicanen und SMOC-1 und -2. Es sei nochmals betont, daR diese Analyse allein auf dem
Vergleich der Sequenzen der einzelnen EC-Domaéanen beruht. Das Vorkommen von BM-40
und Testican in Invertebraten deutet auf eine lange Entwicklungsgeschichte mit einem

hohen Konservierungsgrad innerhalb der EC-Doméne hin.
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Abbildung 3.3 Verwandtschaftsbeziehungen homologer EC-Doménen. Das Kladogramm entstand aus dem
Sequenzvergleich der Sequenzen von EC-Domanen bekannter Mitgliedern der BM-40 Familie. Hierzu wurde das
Verfahren des maximalen Parsimony verwendet. Man kann vier Gruppen unterscheiden (Rahmen).

3.6 Rekombinante Expression

Zur Charakterisierung von SMOC-1 und -2 wurden diese in einem eukaryontischen
System rekombinant exprimiert, um ein hohes MaR an Authentizitdt der Proteine zu
gewadhrleisten. Dies ist besonders bei der Expression extrazellularer Proteine wichtig, da ihre
Struktur und damit ihre Funktionalitit von der korrekten Verknupfung aller
Disulfidbriicken abhangt. Einen zweiten wichtigen Aspekt stellen die posttranslationalen
Modifikationen, wie z.B. Glycosylierungen dar. Bei einer Expression im bakteriellen System
muflte man auf diese Verdnderungen verzichten. Dal jedoch auch ein eukaryotisches
Expressionssystem Schwierigkeiten bereiten kann, zeigt die Expression von SMOC-1 in 293-
EBNA-Zellen. Dieses System wird in Verbindung mit dem Expressionsvektor pCEP-Pu
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standardmaRig eingesetzt und liefert, in Abhéngigkeit vom Konstrukt, meist gute Ausbeuten
an gewunschtem Protein, welches aus dem gesammelten Kulturmedium gereinigt werden
kann. Im Falle von SMOC-1 konnte ein Protein gereinigt werden, welches als homogene
Bande um 58 kDa in der SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen zu erkennen war.
Unter nicht-reduzierenden Bedingungen trat jedoch eine zweite Bande auf, welche auf der
Hohe eines Dimer erschien (Abbildung 2.13). Nachdem dieses Protein keine Calcium-
abhangige Konformationsdnderung in der CD-Spektroskopie zeigte, wurde seine Masse
mittels MALDI-Massenspektroskopie ermittelt. Ein Vergleich der erhaltenen Masse mit der
theoretischen Masse des Protein deutete auf eine mogliche Protease-Schnittstelle im Bereich
des K374 hin. Die Vorhersage der Beteiligung einer bestimmten Protease bei einem solchen
Abbau ist nur selten méglich, da nur wenige spezifische Konsensus-Sequenzen fur Proteasen
bekannt sind. Im Falle von SMOC-1 deutet jedoch eine Ansammlung basischer Reste in
dieser Region des Proteins darauf hin, dal? die gesuchte Protease zur Familie der Furine
gehort (Denault und Leduc, 1996; Nakayama, 1997). Durch die proteolytische Spaltung
verlor SMOC-1 moglicherweise die zweite EF-Hand innerhalb der EC-Doméne und zeigte
daher keine Calcium-abhéngige Konformationsdénderung (siehe unten). Die Bildung eines
Dimer, die in der SDS-PAGE zu erkennen war, ist moglicherweise auf die Ausbildung einer
intermolekularen Disulfidbriicke zuriickzufihren, da es durch den Verlust des C-terminalen

Bereiches zu einer ungeraden Anzahl an Cystein-Resten im Expressionsprodukt kam.

Mit der Verwendung von HT1080-Zellen zur Expression von SMOC-1 konnte dann
ein Produkt erhalten werden, welches in der CD-Spektroskopie eine reversible Calcium-
Bindung zeigte. Die Expression von SMOC-2 in EBNA-293 Zellen erwies sich als erfolgreich,
da die mdgliche Furin-Spaltstelle um die Aminosdure 374 in SMOC-2 nicht konserviert ist.
Das bei der Expression von SMOC-2 auftretende Degradationsprodukt kann nicht mit einer
Furin-Spaltstelle erklart werden. Das in EBNA-293 Zellen exprimierte SMOC-2 voller Lange

zeigt in der CD-Spektroskopie eine reversible Bindung von Calcium-lonen (siehe unten).

Aus der Sequenz beider Proteine wurden fir SMOC-1 drei (Asn 153, Asn 214 und
Asn 374) und fur SMOC-2 zwei mogliche N-Glycosylierungsstellen (Asn 206 und Asn 362)
vorhergesagt. Dabei handelt es sich um N-Glycosylierungsstellen in der NEW-Doméne
(Asn 214 bzw. Asn 206) und innerhalb der ersten EF-Hand (Asn 374 bzw. Asn 362). Zur
Uberprifung, ob die rekombinanten Proteine glycosyliert waren, wurden diese mit
N-Glycosidase-F behandelt. Die Analyse der Proben mit SDS-PAGE zeigten fir SMOC-1 eine

Reduktion des apparenten Molekulargewichtes von etwa 15 kDa an, wahrend die Anderung
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fur SMOC-2 etwa 10 kDa betrug (Abbildung 2.14; 2.20). Dies deutet darauf hin, dal3 jede
N-Glycosylierungsstelle eine Kohlenhydratkette in der GroRenordnung von etwa 5 kDa
tragt. Eine MALDI-MS Analyse der N-Glycosidase F behandelten Proteine und der nicht
behandelten Kontrollen ergaben jedoch Werte von 3,7 kDa Kohlenhydrat fir SMOC-1 und
4,8 kDa Kohlenhydrat fur SMOC-2. Daraus kann man schliel3en, dafl diese Seitenketten das
Laufverhalten der Proteine in der SDS-PAGE stark beeinflussen. Betrachtet man das
N-terminale Degradationsprodukt von SMOC-2 nach N-Glycosidase F Behandlung, so stellt
man keine Reduktion des apparenten Molekulargewichtes fest (Abbildung 2.21). Dies ist
darauf zurickzufihren, dall die N-Glycosylierungsstelle, die im SMOC-1 am Ende der

ersten TY-Domane liegt (Asn 153), in SMOC-2 nicht konserviert ist.

FUr humanes Testican-2 konnte nur ein um die N-terminale Doméane verkulrztes
Protein (FSEND) exprimiert und gereinigt werden. Es konnten zwei Fraktionen von
Testican-2 FSEND unterschieden werden. Die eine Fraktion enthélt das Protein in seiner
Proteoglycan-Form und zeigt eine breite Bande im hohen Molekularbereich ab 70 kDa
(Abbildung 2.44). Eine Fraktion, die wahrscheinlich die GAG-freie Form des Proteins
darstellt konnte nicht zur Homogenitat gereinigt werden. Humanes Testican-3 ergab
ebenfalls diese beiden Fraktionen, die beide zur Homogenitédt gereinigt werden konnten
(Abbildung 2.45 und 2.47). Alle Testicane zeigten nur eine schwache Anfarbung durch

Coomassie Brilliant Blue, so daf sie mit Silber angefarbt wurden.

3.7 Calciumbindung der neuen Familienmitglieder

Rekombinantes SMOC-1 aus EBNA-293 Zellen zeigte in der CD-Spektroskopie ein typisches
Spektrum eines Proteins, mit einem geringen a-Helix Gehalt. Neben einer Schulter bei
222 nm, die dem a-helikalen Sekundarstrukturanteil zuzurechnen ist, findet man ein
Minimum bei 204 nm, welches einen Anteil an random-coil Struktur anzeigt (Abbildung
2.15). Fur SMOC-1 wurden aufgrund einer Sequenzanalyse zwei EF-Hande vorhergesagt. In
Analogie zu BM-40 wiirde man eine Anderung des a-helikalen Anteils des Proteins beim
Wechsel zwischen den Bedingungen erwarten; dies konnte jedoch nicht festgestellt werden
(Abbildung 2.15). Wie bereits im letzten Abschnitt ausgefuhrt wurde, war das
Expressionsprodukt moglicherweise im Vergleich zum theoretischen Protein C-terminal
verkirzt, was mit dem Verlust der zweiten EF-Hand einherging. Eine mogliche Erklarung,

warum eine Calcium-abhangige Konformationsdnderung ausbleibt, obwohl noch eine
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intakte EF-Hand im Protein vorhanden ist, konnte in der N-Glycosylierung des Asn 374
bestehen. Diese liegt innerhalb der EF-Hand an der zweiten Calcium-koordinierenden
Position. Eine Kohlenhydratkette wirde die Konformation der Schleife beeinflussen und
sehr wahrscheinlich die Calcium-Bindung durch die Belegung der Calcium-koordinierenden
Position unmdoglich machen. Eine weitere Erklarung konnte in der positiven Kooperativitat
der EF-Hénde im BM-40 liegen (Busch et al., 2000). Durch die Deletion einer EF-Hand in
SMOC-1 konnte die zweite EF-Hand ihre Funktion moglicherweise nicht mehr erfillen. Die
Expression von SMOC-1 in HT1080-Zellen lieferte ein Protein, welches Calcium-abhangig
eine Anderung des a-helikalen Strukturanteils zeigt (Abbildung 2.23). Damit ist zumindest
indirekt der Beweis erbracht, dal} die zweite EF-Hand im SMOC-1 essentiell fur die
reversible Bindung von Calcium-lonen ist. Im Falle von SMOC-2 konnte bereits in den
EBNA-293 Zellen ein Protein exprimiert werden, welches eine reversible Calcium-abhéngige

Anderung seines a-helikalen Strukturanteils zeigt.

Die Calcium-Bindung von Testican wurde an humanem Testican-3 voller Lange und
an murinem Testican-2 voller Lange untersucht. Von beiden Proteinen gab es je zwei
Fraktionen. Die eine enthielt das Protein mit angehangten GAG-Seitenketten, die andere
Fraktion entsprach dem Protein ohne Proteoglycancharakter. Alle Proben ergaben CD-
Spektren, wie man sie fur Proteine mit einem geringen a-Helix Gehalt erwarten wirde.
Neben einer typischen Schulter bei 222 nm zeigten die Spektren ein Minimum um 204 nm,
was einen random-coil Anteil an der Proteinstruktur anzeigt. Von den gemessenen
Fraktionen zeigte nur die GAG-freie Form des humanen Testican-3, entgegen der
Erwartungen eine reversible Calcium-abhdngige Konformationsidnderung. Das die
Proteoglycanform des Proteins keine Reaktion zeigt, hangt moglicherweise mit sterischen
Problemen zusammen, die aufgrund der GAG-Seitenketten entstehen und eine
Konformationsanderung behindern. Die Frage ob diese Form des Testican-3 Calcium bindet
kann auf diesem Weg nicht beantwortet werden. Es erscheint aufgrund der Konservierung
der EF-Hande unwahrscheinlich, dal die GAG-freie Form des murinen Testican-2 keine
Calcium-abhangige Konformationsanderung zeigt. Deshalb sollte die Calcium-Bindung ftr

Testican-2 mit einem Protein aus einer unabhangigen Expression wiederholt werden.

Die Messung der Calcium-Bindung der EC-Domane von Testican-1 (Kohfeldt et al.,
1997) zeigte, dall wahrscheinlich nur eine der beiden EF-H&nde Calcium bindet. Dies ist auf
eine Besonderheit in der zweiten EF-Hand von Testican-1 zurtickzufiihren. An der zweiten

Calcium-koordinierenden Position findet sich hier Phe anstelle von Asp, wie im BM-40.
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Dieses Phe kann sich nicht an der Koordination des Calcium beteiligen. Der Austausch der
sauren Aminosaure gegen eine aromatische in der zweiten EF-Hand ist in allen humanen

Testicanen konserviert.

3.8 Lokalisation der neuen Mitglieder der BM-40 Familie in Zellen und Gewebe

Die Gewebeverteilung wurde fir beide Transkripte auf mRNA adulter Mause
untersucht. Der Northern-Blot zeigte hier auf den ersten Blick eine fast gegenlaufige
Verteilung der Transkripte an (Abbildung 2.9). Auffallig war jedoch ein starkes Signal
sowohl fur SMOC-1 als auch fur SMOC-2 in Ovarien. Eine RT-PCR-Analyse mit
anschlieRendem Southern-Blot und dessen Hybridisierung mit spezifischen Sonden
(Abbildung 2.11) bestéatigte das starke Signal in den Ovarien. Diese Methode zeigte jedoch
eine zumindest geringe Expression fur die Transkripte in allen untersuchten Geweben. Ein
Vergleich der Signalintensitaten zwischen Northern- und Southern-Blot zeigt weitgehende
Ubereinstimmung. Abgesehen vom Vorkommen in den Ovarien wird SMOC-1 noch recht
stark in Gehirn, Thymus und Lunge exprimiert, wahrend SMOC-2 in Herz, Muskel und Milz

vertreten ist.

Zur Untersuchung der Proteinexpression von SMOC-1 und -2 sollten Immunoblot-
Analysen und immunhistochemische Farbungen auf Gewebeschnitten verwendet werden.
Fur die Analyse der endogenen Expression von SMOC-1 und -2 in verschiedenen Zellinien
war es wichtig, daf3 die polyklonalen Kaninchenseren vor ihrem Einsatz auf Kreuzreaktivitat
innerhalb der BM-40 Familie unter nativen und nicht-nativen Bedingungen getestet worden
waren (Abbildung 2.24 und 2.25). Das Serum gegen SMOC-1 zeigte in beiden Methoden nur
eine Reaktion mit dem Antigen und nicht mit anderen Vertretern der Familie. Das
Antiserum gegen SMOC-2 reagierte unter nativen Bedingungen jedoch auch mit SMOC-1
und etwas weniger stark mit Testican-1. Unter nicht-nativen Bedingungen verlor sich die
Kreuzreaktivitat gegen SMOC-1. Weiterhin gab es jedoch eine Reaktion mit Testican-1 und
eine schwache Reaktion mit Testican-2. Immunoblot-Untersuchungen ftir SMOC-1 und -2
konnten untereinander verglichen werden, da Testicane Proteoglycan-Charakter haben und
deshalb als breite Bande bei hohen Molekulargewichten erscheinen. Maogliche

Kreuzreaktivitaten mit SMOC-2 waren so zu identifizieren gewesen.

82



Diskussion

Die Untersuchung verschiedener Zelltypen auf die endogene Expression von SMOC-1 und
SMOC-2 erfolgte auf einem Immunoblot mit konditioniertem serum-freiem Zellkultur-
Medium (Abbildung 2.26). Die unterschiedlichen Bandenmuster fur SMOC-1 und SMOC-2
bestatigten die Abwesenheit einer Kreuzreaktivitat der Seren. SMOC-1 wird von den meisten
der untersuchten Zellen endogen exprimiert. So kommt es im Unterschied zu SMOC-2 auch
in Chondrosarcom- und Osteosarcom-Zellen vor. Die Expression beider Proteine in
Keratinozyten weist auf eine mogliche Lokalisation in der Haut hin. Beide Proteine werden
auch von Fibroblasten sezerniert. Das Bandenmuster in MCF-7-Brustkrebs-Zellen zeigt eine
Anzahl an Banden mit geringem Molekulargewicht. Dies deutet auf eine erhohte

proteolytische Aktivitat der Zellen gegentiber SMOC-1 und SMOC-2 hin.

Im Vergleich zum rekombinanten, in HT1080-Zellen exprimierten Protein erscheint
das endogene SMOC-1 als Doppelbande. Die héhere der beiden Banden befindet sich bei
etwa 90 kDa, die andere bei etwa 67 kDa. Bei diesem Molekulargewicht findet sich auch die
Bande des rekombinanten Proteins (Abbildung 2.17). Einige Zellinien, darunter HT1080-
Zellen sezernieren zwei Formen von SMOC-1, die sich mdglicherweise in der Art der
Glycosylierung unterscheiden. Aus welchem Grund bei der rekombinanten Expression in
HT1080-Zellen die Form mit dem geringeren Molekulargewicht bevorzugt sezerniert wird,
ist nicht bekannt. Die Tatsache, dall SMOC-1 auch von HT1080-Zellen sezerniert wird, war
fur die rekombinante Expression nicht weiter relevant, da das Protein mittels
Affinitatschromatographie gereinigt und somit vom endogenen Produkt abgetrennt wurde.
Rekombinantes SMOC-2 (Abbildung 2.18) lauft dagegen bei einem Molekulargewicht,

welches mit dem des endogenen Proteins vergleichbar ist.

Zur Lokalisation der beiden Proteine im Gewebe wurden Paraffinschnitte von
neugeborenen Mausen bzw. adulter Mausorgane angefertigt. Die Farbungen fir SMOC-1
zeigten eine Lokalisation im Bereich vieler Basalmembranzonen. Zur Bestatigung der
Lokalisation wurde ein Antikdrper gegen EHS-Laminin verwendet, der gegen die al, b1 und
gl-Kette von Laminin gerichtet ist. Es ist somit moglich, alle bekannten Laminine, aul3er
Laminin 5 und den neu charakterisierten Lamininen 13-15 zu erkennen. Der Vergleich der
Farbungen fur SMOC-1 und EHS-Laminin zeigte weitgehende Ko-Lokalisation, z.B. im
Bereich der Basalmembran in der Haut (Abbildung 2.30) und in der Niere (Abbildung 2.31).
Im Gehirn stimmten die Farbungen im Bereich der Hirnhaut und um GeféaRe Uberein. In

anderen Organen, die von Basalmembranen umgeben sind, wie in Herz, Lunge und Muskel
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konnte ebenfalls eine Ko-Lokalisation gezeigt werden. Aufgrund der Farbungen kann nicht
entschieden werden, wo genau SMOC-1 innerhalb der Basalmembran lokalisiert ist. Neben
einer Einbindung in ihre Struktur ist auch eine Assoziation von SMOC-1 an der Aulenseite
der Basalmembran denkbar. Dies kann nur auf elektronenmikroskopischer Ebene analysiert

werden. Entsprechende Zusammenarbeiten wurden initiiert (Dr. Miosge, Gottingen).

Das Ovar stellt das einzige bislang untersuchte Gewebe dar, in dem keine Ko-
Lokalisation von SMOC-1 mit Laminin gefunden wurde. Wahrend Laminin auch hier im
Bereich der Basalmembran, welche die Follikel umschlief3t, gefunden wurde, ist SMOC-1
ausschlieBBlich um die Oocyten lokalisiert. Dies gilt fur alle Entwicklungsstufen der Follikel,
also Primar-, Sekundar und Tertiarfollikel, ebenso wie fur das reife Follikel (Graaf scher
Follikel). Unklar ist jedoch, ob die Oocyten diese Farbung schon im Stadium des Primordial-
Follikel, also vor der Bildung der Zona Pellucida zeigen. Als Zona Pelucida wird die Region
zwischen Oocyt und Follikel genannt. Sie besteht bei M&ausen aus drei verschiedenen
Proteinen ZP1-ZP3 (Bleil und Wassarman, 1980a & b; Greve und Wassarman, 1985; Dunbar
et al., 1994). Dem Protein ZP3 wird eine Rolle bei der Bindung des Spermiums an die Oocyte
zugeschrieben. Anhand der immunhistochemischen Untersuchungen auf den
Ovarienschnitten war es nicht moglich, eine Aussage zu treffen, ob SMOC-1 innerhalb der
Zona Pellucida lokalisiert ist. Weitere Untersuchungen auf isolierten Maus-Oocyten zeigten
jedoch, daR dies nicht der Fall ist, sondern SMOC-1 entweder mit der cytosolischen oder der
extrazellularen Seite mit der Plasmamembran der Oocyten assoziiert ist (Abbildung 2.35).
Damit wére es in der Nahe des perivitellinen Spalts, einem Zwischenraum, der die Zona
Pellucida von der Plasmamembran trennt, lokalisiert und kdnnte hier moglicherweise

Schutz- oder Signalfunktionen tbernehmen.

Der Immunoblot mit isolierten Maus Oocyten zeigt zwei Banden, eine bei geringerem
und eine bei ahnlichem Molekulargewicht wie rekombinantes SMOC-1. Die Bande bei
geringerem Molekulargewicht kdonnte auf eine Degradation des Proteins hinweisen. Die
Bande bei é@hnlichem Molekulargewicht deutet dagegen auf eine geringfligig veranderte

Modifikation des Proteins, moglicherweise durch eine andere Glycosylierung, hin.

Im Falle von SMOC-2 war es nicht moéglich, Farbungen auf Gewebeschnitten zu

erhalten, obwohl das Serum gegen rekombinantes SMOC-2 auf Immunoblots funktionierte.
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Far Testican-1, -2 und -3 wurde ebenfalls eine Northern-Blot Analyse mit mRNA
adulter Mause durchgeftihrt. Die Transkription von humanem Testican-1 und Testican-3
sind auf Gehirn beschrankt, wahrend Testican-2 auch in der Lunge und in Hoden ein Signal
zeigt. Es gibt Beispiele fur viele Proteoglycane, die ausschlieBlich neuronal exprimiert
werden. Eine in-situ Hybridisierung mit einer Testican-2-spezifischen Sonde auf Gewebe
adulter Mause bestatigte eine weitgehend neuronale Expression. Eine inhibitorische
Wirkung auf das Auswachsen von Neuriten konnte fiir murines Testican-2 in-vitro gezeigt

werden (Dr. Hartmann, personliche Mitteilung).

3.9 Calciumhomoostase und EC-Domanen

Anhand von Untersuchungen an BM-40 und Testican-1 wurden fir die Calcium-Affinitat
der EC-Doméne Kp-Werte im nM- bis nM-Konzentrationsbereich bestimmt (Busch et al.,
2000; Kohfeldt et al., 1997). Die Konzentration an freiem, extrazellularen Calcium betragt
1,2 mM und unterliegt einer strengen Kontrolle. Ist unter diesen Umstéanden, bei denen eine
permanente Absattigung der EC-Domé&nen mit Calcium zu erwarten ware, fur die Mitglieder
der BM-40 Familie eine dynamische Ca2+-abhangige Funktion denkbar? Testican-1 wurde
mit elektronenmikroskopischen Methoden im Bereich der postsynaptischen Membran von
Neuronen lokalisiert (Bonnet et al., 1996). Der synaptische Spalt steht nicht mit dem
extrazellularen Raum im Gehirn in Verbindung (Araque, A. et al., 1999; Antanitus, 1999). Er
wird allem Anschein nach von Auslaufern der Astrocyten umschlossen und bildet somit ein
eigenes Kompartiment, dessen Ca**-Konzentration in Abhéngigkeit der neuronalen Aktivitat
variieren kénnte. Dies ist insofern interessant, da Calcium-lonen eine grol3e Rolle wahrend
der Neurotransmitter-Ausschuttung zugeschrieben wird. Ein weiteres Beispiel zeigt, dal die
extrazellulare Calcium-Konzentration wéahrend eines kinstlichen Zustandes (spreading
depression), der mit einem epileptischen Anfall vergleichbar ist, im Tierversuch bis in den
nM-Konzentrationsbereich fallen kann (Heinemann et al., 1977; Nicholson, 1980). Weitere
Beispiele, die ungewohnlich niedrige extrazellulare Calcium-Konzentrationen in Haut,
Lunge und Plazenta beschreiben, sind bekannt (Brown et al., 1995). Eine Ca2+-ReguIation
kdonnte somit einen gemeinsamen funktionellen Aspekt der BM-40 Familienmitglieder

darstellen.
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4. Material und Methoden

4.1 In-silico Methoden

Alle Sequenzanalysen und Bearbeitungen wurden mittels des GCG-
Programmpakets auf der AXP1/CAMPFIRE-UNIX Plattform des Rechenzentrums

ausgefuhrt.

4.2 Allgemeine molekularbiologische Verfahren

Quialitative und quantitative Restriktionsspaltungen sowie Ligationen wurden
entsprechend der Anleitung des Herstellers (New England Biolabs) bzw. nach Sambrook et
al. (1989) durchgefuhrt. Fur die Herstellung der bendtigten Lésungen wurde entionisiertes
Wasser aus einer Reinstwasser Anlage (Millipore) benutzt. Die verwendeten

Oligonukleotide wurden von zum gréf3ten Teil von der Firma MWG bezogen.

4.2.1 Agarose-Gelelektrophorese

Nukleinsauren wandern im elektrischen Feld aufgrund ihres negativ geladenen
Zucker-Phosphat-Ruckgrats in Richtung der Anode. Ihre Wanderungsgeschwindigkeit
hangt, abgesehen von der Gel-Konzentration, bei linearen Nukleinsauren nur von ihrer
Lange ab. Im Falle von zirkuldren Nukleinsduren spielt auch deren Verdrillungsgrad eine
Rolle. Die Farbung der aufgetrennten Fragmente erfolgt im Gel durch in die DNA-Furchen
interkalierendes Ethidiumbromid. Diese Farbstoff zeigt bei Betrachtung unter UV-Licht eine
orange Fluoreszenz. Soweit nicht anders erwahnt, wurde als Laufpuffer TAE verwendet

(Tris-Acetat/EDTA-Elektrophoresepuffer; 40 mM Tris-Acetat, 1 mM EDTA).

4.2.2 Plasmid Praparationen

Die Isolierung von Plasmiden aus E. coli Bakterienkulturen erfolgte nach Birnboim
(1983) oder alternativ mit Hilfe von Praparations-Kits (Macherey & Nagel) nach Angaben
des Herstellers. Die Kits erlauben die Verarbeitung von bis zu 5 ml (Mini-Praparation) bzw.
bis zu 100 ml Bakterienkultur (Midi-Praparation). Die Konzentrationsbestimmung erfolgte

durch Extinktionsmessung bei 260 nm, wobei eine OD-Einheit 50 mg/ml dsDNA entspricht.
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4.2.3 E. coli Bakterien

Die Herstellung und Transformation kompetenter Bakterien (DH5a, JM 109) erfolgte nach

der Methode von Hanahan (1983).

4.3 Isolierung neuer cODNA-Klone

4.3.1 Ausplattieren der cDNA- Bibliothek

Zur Klonierung der cDNA von SMOC-1 und SMOC-2 wurde eine embryonale
cDNA- Bibliothek humanem Ursprungs der Firma CLONTECH durchmustert. Zu diesem
Zweck wurden 2,3x10¢ Plaque-formende Einheiten (PFU) nach Anleitung des Herstellers mit
einer eingestellten Menge an Bakterien des Typs K802 (E. coli) fiir 20 min bei 37°C inkubiert.
Auf acht quadratische LB-Agar Schalen (22 x 22 cm) wurde ein Phagenanteil in je 35 ml
erwarmter LB-Soft-Top-Agarose ausgebracht. Nach Erharten der Oberflaiche wurden die

Platten zur Ausbildung der lytischen Plaques tGiber Nacht bei 37°C inkubiert.

4.3.2 Filterabklatsch der Phagenplaques

Quadratische Nylonfilter (20 x 20 cm) wurden zur Herstellung einer Matrize fur je
30 s auf die Oberflache einer lysierten Phagenplatte aufgelegt und ihre genaue Position
durch Einstiche markiert. AnschlieRend wurde die Membran mit der Phagenseite nach oben
nacheinander in folgende Lésungen tberfuhrt:

30 s Lysepuffer (0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl)

60 s Neutralisierungslésung (0,5 M Tris-HCI, pH 8,0, 1,5 M NaCl)

180 s Waschpuffer (2 x SSC).
Zur kovalenten Verknupfung der Phagen mit der Membranoberflache wurde die AUTO-

Funktion eines UV-Crosslinkers (STRATAGENE) benutzt.
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4.3.3 Radioaktive Markierung der Sonden

Die radioaktive Markierung der verwendeten Sonden erfolgte mit Hilfe des
Ladderman Labeling Kit (Takara Shuzo) nach Angaben des Herstellers unter Verwendung
von radioaktivem 32P-dCTP. Alle Sonden wurden zur Abtrennung nicht eingebauter

Nukleotide tber Gelfiltrations Sdulen (Nick-Columns, Pharmacia) gereinigt.

4.3.4 Durchmustern der CLONTECH- cDNA- Bibliothek

Der EST-Klon 107131 (ATCC) wurde mit dem Restriktionsenzym Styl inkubiert und
die anschlieRend gereinigten zwei DNA-Fragmente von 187 bp und 239 bp, wie beschrieben,
mit 32P-dCTP radioaktiv markiert. Die so erhaltene Probe wurde in walriger Losung (0,5 M
Natriumphosphat-Puffer, pH 7,2 , 7% SDS, 1 mM EDTA, 10% BSA und 0,2 mg/ml
Lachsspermien DNA) bei 65°C uber Nacht zur DNA-DNA-Hybridbildung mit den
Nylonfiltern in Glasrohren unter Rotation inkubiert. Das Waschen der Filter erfolgte unter
wenig stringenten Bedingungen (40 mM Natriumphosphat-Puffer, pH 7,2 und 1% SDS)
einmal bei 55°C fur 15 min und zweimal bei 65°C fur 15 min. Tropfnasse Filter wurden zum
Antrocknen kurz auf Whatmann Zellulosepapier gelegt und anschliel3end in handelstbliche
Frischhaltefolie eingeschlagen. Zur Visualisierung spezifischer Signale wurden die Filter
Uber Nacht in einer Kassette auf einen Roéntgenfilm gelegt und die Filme standardmaRig

(Fuji-Maschine) entwickelt.

Filme mit positiven Signalen wurden mit den entsprechenden Phagenplatten
palgenau ausgerichtet und die Bereiche um die Signale aus der Phagenplatte mit Hilfe einer
Pipettenspitze ausgestochen. Zur Isolierung der Phagen aus dem erhaltenen Agar-Stuickchen
inkubierte man dieses tber Nacht bei 4 °C in 1 x | -Puffer (1 M Tris-HCI, pH 7,5, 1 M NacCl,
0,1 M MgS0O4 0,01% Gelatine). Die so erhaltenen Phagen wurden erneut in geringerer Dichte
ausplattiert und wie oben beschrieben durchmustert, bis es aufgrund der Verdinnung

moglich war einzelne, homogene Phagenkolonien zu extrahieren.

4.3.5 Uberfuhrung der | -DNA in pDR2-Vektor

Diese Prozedur diente der Umwandlung der Phagen-DNA in einen Plasmid-Vektor
und wurde nach Angaben des Herstellerprotokolls durchgeftihrt. Dazu wurden extrahierte

Phagen aus vereinzelten Kolonien mit einem Cre-produzierenden Bakterienstamm (E. coli
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AML1) inkubiert und mit 10 mM IPTG induziert. Nach weiteren Schritten zur Selektion
wurden 5 ml LB-Kulturen mit Ampicillin (200 ng/ml) angelegt und Gber Nacht bei 37 °C
unter Schitteln inkubiert. Zur Gewinnung des pDR2-Vektors wurden Plasmid

Praparationen wie beschrieben durchgefuhrt.

4.3.6 Durchmustern der STRATAGENE- cDNA Bibliothek

Zur Auffindung der vollstindigen SMOC-2 cDNA wurde eine murine cDNA-

Bibliothek aus Hirngewebe neugeborener Mause der Firma STRATAGENE verwendet. Die
Durchmusterung erfolgte nach Herstellerangaben und enthielt im wesentlichen die gleichen
Schritten wie Sie schon oben beschrieben wurden.
Als Sonde wurden drei Fragmente eingesetzt, die durch EcoRI/Notl- (1,1 kb und 0.45 kb)
und EcoRI/Bglll- (0,48 kb) Restriktionsverdau des Maus EST-Klons MMO059909 (ATCC)
erhalten wurden. Die gereinigten Fragmente wurden wie beschrieben radioaktiv markiert
und zur Hybridbildung mit den Nylonfiltern inkubiert. Abweichend wurde diese Inkubation
bei 42°C in Formamidmix (50% Formamid, 5 x Denhards Lésung (0,1% BSA, 0,1% Ficoll 400
und 0,1% Polyvinylpyrrolidon), 5 x SSPE (750 mM NaCl, 50 mM Natriumphosphat- Puffer,
pH 7,6 und 5 mM EDTA), 1,5% SDS und 0,2 mg/ml Lachsspermien-DNA) Uber Nacht
durchgefiuihrt. Das Waschen der Filter erfolgte fur je 15 min in 0,1 x SSC (15 mM NacCl,
1,5 mM Natriumzitrat, pH 7,5) und 0,1% SDS.

4.3.7 Sonden fur Testican-2 und Testican-3

Die Herstellung spezifischer Sonden zur Durchmusterung der CLONTECH cDNA
Bibliothek, fur das Testican-Projekt, erfolgte ebenfalls durch Restriktionsverdau von EST-
Klonen. Fur Testican-2 wurde der humane EST-Klon H14434 (ATCC), welcher aus
Hirngewebe stammte, mit den Restriktionsenzymen Hindlll/Apal inkubiert und ein 385 bp
Fragment isoliert. Die Testican-3 spezifische Sonde entstammt einem Restriktionsverdau des
EST-Klons ATCC 706068, der aus der humanen neuroepithelialen Zell-Linie Ntera2/RA+Mi
isoliert wurde. Die verwendeten Enzyme Accl/Sacl lieferten eine Sonde deren Lange 440 bp

betrug.
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4.4 Nukleinsauresequenzierung

Die Sequenzierung der DNA-Konstrukte erfolgte durch das ZMMK (Zentrum far
Molekulare Medizin Kodln) Service Labor unter Leitung von Herrn Dr. M. Macht mit einem
ABI Prisma 377 DNA Sequencer (Applied Biosystems). Die Auswertung der Daten erfolgte
mit dem Programm EditView 1.0.1 (Perkin Elmer) bzw. dem Wisconsin Sequence Analysis
Package, Version 8.1 (Genetics Computer Group, Inc.). Die Sequenz der verwendeten

Oligonukleotide kann der Tabelle 4.x entnommen werden.

M13 Universal (sense) " - CGACGT TGTAAAACGACGGCCACT- 3°

M13 Reverse (antisense) " - CAGGAAACAGCTATGAC- 37

BM40SP (sense) " - GTTCCCAGCACCATGAGGG 37

Primer 4 (antisense) " - GATCCTTCGAGTI TAGATCACAAGATCC- 37

SMOC-1 A (sense) " - AAGCCCTGGAGCAAGCCAAG 37

SMOC-1 B (sense) " - TGCTCTCACCACTGACATGG 37

SMOC-1 C (sense) " - CGAGGTAGATGCAAAGATGC- 37

SMOC-1 A rev (antisense) " - CCAGATTTGCAAGGGTGATC- 37

SMOC-1 B rev (antisense) " - CTCTGTATAACGGATGAGAG 37

SMOC-2 B (sense) " - CCATCAGTTCTTGTACGG 37

SMOC-2 A rev (antisense) " - GTATGTTCCTGGATAAAGCAC- 3°

SMOC-2 B rev (antisense) " - GCACCTGGGTGICTTGTIGG 37

Testican-2 A (sense) " - TGGGAAGACAATCAGCAAG- 37

Testican-2 B (sense) " - GGTAGACGCAGTAGACTGC- 37

Testican-2 A rev (antisense) " - TAGCCATCTTCATCACACGCTC- 37

Testican-3 A (sense) " - TTCGATACCAGCATCTTGCC- 3°

Testican-3 B (sense) " - TGAATGATGAAGATGAAATTG 3°

5
5
5
5
5
5
5
5
5
SMOC-2 A (sense) 5" - GCTCGTACCTTGTGGATGI G- 3°
5
5
5
5
5
5
5
5
5

Testican-3 A rev (antisense) " - TTCATGAAAATCGCCACTAG 37

Tabelle 4.1 Oligonukleotide zur Sequenzierung.

4.5 Northern Blotting

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Maus Geweben erfolgte mit saurer Guanidin-
Phenol-Chloroform Extraktion nach der Methode von Chomczynski und Sacchi (1987). Zur
Gewinnung von mRNA wurde ein Oligotex mMRNA Midi-Préparations-Kit der Firma Qiagen

nach Angaben des Herstellers verwendet. Die so gewonnene mRNA wurde elektro-
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phoretisch, auf einem 1%-igem Agarose-Gel, unter denaturierenden Bedingungen, aufge-
trennt. Die aufgetrennte RNA wurde dann mittels Kapillarblot-Technik auf eine
Nylonmembran (Hybond XL, Amersham) Uberfuhrt und unter UV-Strahlung (UV-Cross
Linker, Stratagene) kovalent mit der Membran verbunden. Um eine gleichméRige Beladung
zu demonstrieren wurde entweder das fertige Gel mit Ethidiumbromid oder alternativ die
Blotmembran mit Methylenblau angefarbt. Die Membranen wurden fur 2 h in Glasréhren
unter Rotation im Hybridisierungsofen mit 4 x SSC (SSC; 600 mM NaCl und 60 mM
Natriumcitrat, pH 7,4), 1% Milchpulver, 1% SDS, 0,3 mg/ml Lachsspermien DNA und 10%
Dextransulfat bei 65°C blockiert. Als Sonde fir SMOC-1 diente hier ein 546 bp Fragment,
welches durch Nhel/Dralll-Doppelverdau aus dem PCR-amplifizierten Voll-Lange-
Expressionskonstrukt erhalten wurde. Die 412 bp grof’e Sonde fur SMOC-2 wurde durch
Xmnl-Verdau aus der isolierten cDNA generiert. Beide Sonden wurden Uber ein 1%
Agarosegel gereinigt, isoliert und wie beschrieben radioaktiv markiert. Hybridisierung mit
der markierten Sonde erfolgte unter den oben beschriebenen Bedingungen tber Nacht in
walriger Losung. Zur Entfernung unspezifischer Signale wurden die Membranen dreimal
fur jeweils 20 min in 0,5 x SSC mit 0,1% SDS bei 65°C gewaschen. Alternativ erfolgte die
Blockierung und Hybridisierung bei 42°C in Formamidmix (50% Formamid, 5- Denhards
Losung (0,1% BSA, 0,1% Ficoll 400 und 0,1% Polyvinylpyrrolidon), 5x SSPE (750 mM Nacl,
50 mM Natriumphosphat- Puffer, pH 7,6 und 5 mM EDTA), 1,5% SDS und 0,2 mg/ml
Lachsspermien DNA). Das Waschen der Filter erfolgte fur je 15 min in 0,1 x SSC (15 mM
NaCl, 1,5 mM Natriumzitrat, pH 7,5) und 0,1% SDS. Die Exposition erfolgte entweder auf
einer Phospholmager Photoplatte (Molecular Dynamics) oder in einer Rontgenfilmkassette

auf Super RX Rontgenfilm (Fuji).

4.6 In-situ Hybridisierung

Fur die in-situ Hybridisierung wurde das System der Firma Roche fur die
Generierung DIG-(Digoxygenin) markierter Sonden verwendet. Es handelt sich um ein
nicht-radioaktives System, bei dem die spezifische Hybridisierung Uber eine Farbreaktion
sichtbar gemacht wird. Dazu wurde die EC-Doméne des humanen Testican-2 mittels PCR
amplifiziert (Tcan2 sense: 5-GCCCGCTAGCCGAGACTTGCACCGGTCA-3"; Tcan2 anti-
sense: 5-CAATGACTGAGCTCCTAGGGCTTCTCCCTCCAG-3) und in den pCRII-Vektor
ligiert. Zur Bestimmung der Klonierungsrichtung wurde das fertige Plasmid sequenziert.
Der Vektor besitzt zwei verschiedene Polymerase Anheftungsstellen. Nach Linearisierung

des Konstruktes ist es so moglich mittels in-vitro Transkription unter Zugabe DIG-
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markierter Nukleotide nach Anleitung des Herstellers eine sense- bzw. eine anti-sense Sonde
zu generieren. Deren Konzentration wurde durch tupfeln einer Verdinnungsreihe auf eine

Nylonmembran (Hybond N+) und anschlieBende Farbreaktion bestimmt.

Die Hybridisierung erfolgte auf sagitalen Kryostat-Schnitten murinen Gehirns adulter
Tiere nach Anleitung des Herstellers (Roche). Bei der Farbreaktion handelt es sich um eine
gekoppelte Enzymreaktion. Ein a-DIG Antikorper ist kovalent mit Meeretichperoxidase
verknUpft und wandelt ein chromogenes Substrat in einen unldslichen Farbstoff um, der an
Entstehungsort angereichert wird. Nach abgeschlossener Farbentwicklung im Dunkeln
wurden die Praparate mit Kaiser-Gelatine und Deckglas beschichtet und die AulRenrander
mit handelstiblichem Nagellack versiegelt. Die Betrachtung erfolgte unter einen Mikroskop

(Axiophot, Zeiss).

4.7 Synthese von Komplementar-DNA (cDNA)

FUr jede Reaktion wurden im ersten Schritt 500 ng Gesamt RNA mit 13 pmol polyT-
Primer in einem Gesamtvolumen von 6 m far 10 min auf 70°C aufgeheizt und dann auf Eis
abgekuhlt. In Anlehnung an das Herstellerprotokoll wurde jedem Ansatz 2 ml Reverse
Transkriptase (RT) Puffer, 1 m 0,1 M Dithiothreitol und 0,5 ml 10 mM dNTP Mix zugesetzt.
Dem Reaktionsansatz wurde 0,5 ml Superscript 1l (Reverse Transkriptase, BRL) hinzugefugt
und far 50 min bei 42°C inkubiert. Danach wurde jeder Ansatz zur Inaktivierung des
Enzyms fur 15 min auf 70°C aufgeheizt. Negativkontrollen fur jeden Ansatz wurden
entsprechend behandelt jedoch ohne den Zusatz von Reverser Transkriptase. Fur eine PCR-
Reaktion wurden jeweils 5 m Sense- und Anti-Sense-Primer (10 pmol) mit 5 nl eines
Reaktionsansatzes unter Zusatz von 2 ml dNTP-Mix verwendet. Tabelle 4.2 zeigt die
verwendeten Primer Paare. Nach Zugabe von 1 U AmpliTaq Polymerase (Perkin Elmer)

wurden 35 Temperaturzyklen wie folgt gefahren:

- 93°C fur 0,5 min
- 57°C fur 1,0 min
- 72°C fur 1,5 min.

Zur Bestatigung der Spezifitdt der Amplifikation wurden die gereinigten PCR-Produkte

sequenziert.
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SMOC-1 RT sense " - CGTTGGTGTTGAAATCACAGC- 37

SMOC-1 RT anti-sense " - CATCTTCTTCCCTTCAGGAC- 3°

SMOC-2 RT sense " - GCTCACGTTCTTGAGAGTCG- 3°

Tubulin RT sense " - TCACTGTGCCTGAACTTACC- 3°

Tubulin RT anti-sense "~ - GGAACATAGCCGTAAACTGC- 37

5
5
5
SMOC-2 RT anti-sense 5" - TGTAGCTGTGACACTGGACC- 3°
5
5
5

" - AAGGATCCGT CGACATCGATAATACGACTCACTATAGEG

Poly-T Primer
ATTTTTTTTTTTTTTTTTN- 3°

Tabelle 4.2 Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide fur die RT-PCR.

4.8 Southern Blotting

Jeweils 20 nl jeder RT-Reaktion wurden auf einem 2% Agarose Gel in 0,5 x TBE-Puffer
(45 mM Tris-Borat, pH 8,5 1 mM EDTA) elektrophoretisch aufgetrennt und mit
Ethidiumbromid gefarbt. AnschlieBend wurde das Gel 30 min in Denaturierungslésung
(0,5 M Natriumhydroxid), danach 7 min in Renaturierungslésung (0,5 M Tris-Borat, pH 8,5,
1,5 M NacCl) inkubiert und mittels Kapillarblot tber Nacht auf eine Nylonmembran
(Hybond-N, Amersham) Uberfuhrt. Die Hybridisierung erfolgte tUber Nacht bei 65°C in
50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1 M NaCl, 1% SDS mit einer PCR generierten, spezifischen Sonde,
welche wie beschrieben radioaktiv markiert wurde. Zur Entfernung unspezifischer Signale
wurde die Membran zweimal fur 20 min bei 65°C in 0,1 x SSC gewaschen und dann fur

10-15 min auf einen Rontgenfilm exponiert.

4.9 Amplifizierung der Expressionskonstrukte

Die isolierten cDNAs voller Ladnge wurden als Vorlage fur eine Polymerase-Ketten
Reaktion (PCR) zur Generierung der Expressionskonstrukte verwendet. Mit der PCR
wurden in die Konstrukte zusatzliche Restriktionsschnittstellen am 5 - und am 3"-Ende des
Konstruktes eingefuhrt. Die Reaktionsprodukte wurden Uber ein 1% Agarose-Gel
aufgetrennt, aus diesem mittels eines Extraktions-Kit (Macherey & Nagel) isoliert und nach
Anleitung des Herstellers in den Vektor pCR Il ligiert. Dieser linearisierte Vektor besitzt
besitzt an seinen Enden einen Nukleotidliberhang von je einem T, der mit TAQ-Polymerase

amplifizierten PCR-Produkten, die einen A-Uberhang haben, kompatibel ist. Aus diesem
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Plasmid konnten die gewunschten Konstrukte tber die eingefihrten Restriktionsschnitt-

stellen in den Expressionsvektor pCEP-Pu umkloniert werden.

Oligonucleotid Restriktions- | Sequenz

schnittstelle
SMOC-1 EX sense Nhe | 5" - GCCCGCTAGCCCACCGCACCACAGG 37
SMOC-1 EX anti-sense | Xho | 5" - CAATGACTCTCGAGCTAGACGAGGCGTCCTTC- 37
SMOC-2 EX sense Nhe | 5" - GCCCGCTAGCCCAGAAGTTCTCAGCGCTC- 37
SMOC-2 EX anti-sense | Not | 5" - CAATGACTGCGGCCGCTCATCCTTGTTTCCTGGG 3
Tcan2 FSEND sense Nhe | 5" - GCCCGCTAGCCCCCTGCCAGAAGGT GA- 37
Tcan2 FSEND anti-sense | Xho | 5" - CAATGACT GAGCTCCTACCAGATGTAGCCCC- 3°
Tcan3 sense Nhe | 5" - GATCGCTAGCGCTGCCGCGECEGE 37
Tcan3 anti-sense Not | 5 - CAATGACTGCGGCCGCTTAAATGTATACAT- 3°

Tabelle 4.3 Sequenzen der Oligonukleotide zur Amplifizierung der Expressionskonstrukte.

pCEP-Pu ermdéglicht die Proteinexpression in eukaryontischen Systemen, hier in EBNA-293
Zellen. Er wurde um die Nukleotide der Signalpeptidsequenz des BM-40 erweitert und
héngt diese N-terminal an zu exprimierende Protein an (Kohfeldt et al. 1997). Wahrend der
Reifung im ER wird sie entfernt; jedoch verbleiben die zusatzlichen Aminosauren APLA im

sekretierten Protein. SMOC-1 und Tcan2 FSEND wurden mittels dieses Vektors exprimiert.

Zur leichteren Reinigung der rekombinanten Proteine wurde ein weiterer Vektor auf
der Grundlage des pCEP-Pu generiert. Dieser ermdglicht die Affinitatsreinigung der
sekretierten Produkte Uber ein (His)s-Motiv. Dieses kann Uber eine Faktor X-Schnittstelle
entfernt werden. Zwischen diesen beiden Motiven besitzt das Expressionsprodukt ein myc
Epitop, was die Erkennung durch einen a-myc-Antikorper ermdglicht. In diesem

modifizierten Vektor wurden SMOC-1, SMOC-2 und Testican-3 exprimiert.

4.10 Kultur eukaryotischer Zellen und rekombinante Expression

Zur Expression rekombinanter Proteine wurden geeignete cONA-Konstrukte in einen
Vektor kloniert und dieser in die gewéahlte Zellinie transfiziert. Der verwendete Vektor
pCEP-Pu, ein flr eukaryotische Expressionssysteme geeignetes Plasmid, wird im Gegensatz

zu vielen anderen Expressionssystemen nicht stabil in das Genom der transfizierten
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eukaryotischen Zellen integriert, sondern liegt episomal in den Zellen vor, was bedeutet, dald
der Vektor bei jeder Zellteilung auf die entstehenden Zellen aufgeteilt wird. Dies wird durch
das integrierte EBNA-1 Gen (Epstein-Barr nuclear antigen) gewahrleistet, ein viraler
Genabschnitt, der ein DNA-bindendes Protein kodiert, dessen Bindungsstelle im oriP-
Bereich des pCEP-Pu liegt. Das EBNA-1 Gen ist sowohl in den Vektor als auch in das
Genom der EBNA 293-Zellen integriert und garantiert so eine hohe Expressionsrate. Die
Bindung des EBNA-1 spielt eine wichtige Rolle bei der Replikation des Vektors und ist
essentiell fur eine stabile Verteilung der episomalen Vektoren auf sich teilende Zellen.
Dartberhinaus kann es die Transkription verstarken (Yates et al., 1985). Das Plasmid pCEP-
Pu tragt Resistenzgene fir Ampicillin und Puromycin. Das integrierte BM-40 Signalpeptid

sorgt fur eine effektive Sekretion der exprimierten Proteine.

4.10.1 Handhabung von EBNA 293-Zellen

Bei den EBNA-293 Zellen handelt es sich um eine humane embryonale Nierenzellinie,
in deren Genom das EBNA-1 Gen integriert wurde. Sie wachsen adherent und tragen eine
Geneticin (G418)-Resistenz als Selektionsmarker. HT1080 Zellen wurden unter den gleichen
Bedingungen kultiviert, jedoch bei jeweils der Halfte der fir ENBA-293 Zellen angegebenen

Antibiotika-Konzentrationen.

4.10.2 Inkubationsbedingungen

Die Zellen werden auf 10 cm Gewebekulturschalen (Falcon) bei 37°C unter

wassergesattigter Atmosphéare mit 5% CO2 in einem Begasungsbrutschrank kultiviert.

4.10.3 Zellkulturmedium

Zur Kultivierung der Zellen wurde DMEM F-12 Medium (Dulbecco’s modifiziertes
Eagle Medium) mit einem 10% Zusatz von FCS (beides von Gibco, BRL) verwendet. Auf 500
ml Medium wurden folgende Substanzen zugeflgt:
Glutamin (200 mM, Gibco) 5mi
Geneticin (50 mg/ml, Gibco, BRL) 3,5 ml
Je nach Dichte der Zellen wurde das Medium alle 2-3 Tage abgesaugt und 10 ml frisches

Medium zugegeben.
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4.10.4 PBS (Phosphate buffered saline)

PBS diente als Wasch- und Verdunnungspuffer. Es handelt sich um einen
isotonischen Puffer mit physiologischem pH.

Zusammensetzung: 140 mM NacCl, 10 mM KCI, 8 mM Na;HPO4, 2 mM KH:PO,, pH 7,4.

4.10.5 Umsetzen der Zellen

EBNA-293 Zellen wachsen nur im Einzellagen adharent. Deshalb wurden die Zellen
konfluent bewachsener Kulturschalen enzymatisch abgelost und auf mehrere frische Schalen
aufgeteilt. Nach dem Absaugen des serumhaltigen Mediums wurden die Zellen mit 3 ml PBS
gewaschen und dann 3 ml einer Trypsin/EDTA-L6sung in PBS (10fach-Stocklésung mit 0,5 g
Trypsin/0,2 g EDTA, Gibco) etwa 5 min bei 37°C inkubiert. Die Trypsinaktivitat wurde dann
durch Zugabe von serumhaltigem Medium gestoppt und die Zellen zu gleichen Teilen auf

frische Schalen verteilt.

4.10.6 Transfektion durch Elektroporation

Um eukaryotische Zellen mit einem Expressionsvektor zu transfizieren, kann man sie
kurzzeitig einer elektrischen Spannung aussetzen, welche dafir sorgt, dal sich
vorubergehend kleine Poren in der Zellmembran bilden, Gber welche die DNA in die Zelle
eindringen kann. Dazu werden die Zellen einer Zellkulturschale wie beschrieben
trypsinisiert, in frischem Medium resuspendiert und bei 1000 upm fur 5 min zentrifugiert.
Der Uberstand wird verworfen und die Zellen in 10 ml Medium, welches 25 mM NaCl
enthélt, resuspendiert. Zur Bestimmung der Zellzahl wird ein Aliquot in einer
Neubauerkammer ausgezéahlt. Ein Transfektionsansatz enthalt:

EBNA-293 Zellen 5x 105 Zellen

DMEM F-12 Medium mit 25 mM NaCl ad 800 m

DNA 3y
Das Gemisch wird luftblasenfrei in eine Elektroporationskiivette Uberfuhrt. Es folgt eine
Inkubation fur 5 min bei RT. Die eigentliche Elektroporation erfolgte in einem Gene Pulser Il
(Bio-Rad, Hercules) unter folgenden Bedingungen:

Kapazitat 500Nt

Stromstarke 230 V/0,4 cm?

Nach weiteren 5 min bei RT werden die transfizierten Zellen erneut ausplattiert.
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4.10.7 Selektion transfizierter Zellen

48 h nach der Elektroporation wird die Selektion der Zellen begonnen. Dazu wird
dem F-12 Medium, zusatzlich zum G-418, Puromycin (1 ng/ml) zugesetzt. Die transfizierten
Zellen sollten diese Behandlung, nach Aufnahme der Puromyecinresistenz tiber den pCEP-Pu
Vektor, tberleben. Anfangs mufl das Medium héaufig erneuert werden, da sterbende Zellen
und Zelltrimmer das Wachstum der resistenten Zellen nachteilig beeinflussen. Nach 14-21
Tagen ist die Selektion abgeschlossen und die resistenten Zellen kénnen in serumfreiem
Medium kultiviert werden. Nach der Ernte wird dem Medium 1 mM PMSF als Protease-

Inhibitor zugesetzt. Die Lagerung erfolgt bei -20° C.

4.11 Proteinchemische Arbeiten

4.11.1 Chromatographische Verfahren

Um die von den transfizierten Zellen exprimierten Proteine zu reinigen wurden
verschiedene chromatographische Verfahren benutzt. In Abhangigkeit von ihren
individuellen Eigenschaften wie Ladung, Grolle oder Hydrophobizitat binden Proteine
unterschiedlich stark an die verschiedenen Matrices und kénnen durch eine geeignete

Kombination verschiedener Methoden zur Homogenitét gereinigt werden.

Vor Beginn der Reinigung wurden alle serumfreien Mediumuberstdnde gegen den
benotigten Puffer dialysiert, abzentrifugiert (10.000 rpm, 20 min) und zusétzlich filtriert um
alle eventuell vorhandenen Schwebstoffe zu entfernen. Wahrend dieser Schritte enthielt das

Medium zuséatzlich 1 mM PMSF als Proteaseinhibitor.
4.11.2 lonenaustausch-Chromatographie

Abhéangig von ihrer Nettoladung und dem pH-Wert kbnnen Proteine unterschiedlich
stark an lonentauscher binden. Der Vorteil einer gro3en Bindungskapazitat auch bei kleinen

Matrixmengen machen die lonentauscher zur ersten Wahl um eine Proteinreinigung zu

beginnen. Die Elution erfolgt mit einem aufsteigenden linearen Salzgradienten.
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Bei der Reinigung von SMOC-1 aus EBNA-293 Zellen wurde am Anfang eine SP-
Sepharose Matrix verwendet. Es handelt sich um einen Kationenaustauscher. Als Puffer
diente 50 mM Natriumacetat, pH 5,0. Die Matrix befand sich in einer Sdule vom Typ XK 26
(Durchmesser 2,6 cm; Lange 40 cm, Pharmacia), die nach Herstellerangaben gepackt wurde
und vor Benutzung &quilibriert wurde. AnschlieBend wurde das serum-freie Medium auf
die Saule geladen (2 ml/min), mit Puffer gewaschen und mit einem Salzgradienten (0-1 M
NaCl) eluiert. Dabei wurden Aliquots von 5 ml aufgefangen. Alle Chromatographieschritte

erfolgten bei 4° C.

4.11.3 Gelfiltration

Bei der Gelfiltration werden Proteine der GroRe nach aufgetrennt, wobei kleine
Proteine langsamer wandern, da sie in die Matrix eindringen kdnnen und somit langer auf
der Saule verweilen. Die Kapazitat einer Gelfiltrationssdule hangt von ihrem Durchmesser
ab und ist begrenzt (Probenvolumen maximal 5 % des Sdulenvolumens). Die Qualitat der
Trennung hangt dagegen von der Lange der Sdule ab. Klassische Gelfiltrationssaulen werden

mit geringen FluRraten betrieben.

Im Falle von SMOC-1 aus EBNA-293 Zellen wurde im zweiten Reinigungsschritt eine
Sephadex G-75 Matrix in einer Sdule vom Typ XK 16 (Durchmesser 1,6 cm; Léange 100 cm;
Pharmacia) verwendet, die nach Herstellerangaben gepackt war. Als Laufpuffer diente
50 mM Natriumacetat, pH 5,0 mit 150 mM NaCl um unspezifische Wechselwirkungen zu
unterdricken. Die FlulRgeschwindigkeit betrug 12 ml/min und es wurden Fraktionen zu

2 ml gesammelt.

4.11.4 FPLC (Fast Performance Liquid Chromatographie)

Bei der FPLC handelt es sich um eine Methoden, bei der sich hohe Driicke und FluRraten
erzielen lassen. Es werden vorgepackte Sdulen verwendet. Zum Einsatz kamen die Saulen
vom Typ ResourceS (Kationentauscher) und ResourceQ (Anionentauscher) der Firma
Pharmacia. Als Puffer diente 50 mM Tris-HCI, pH 7,4 (ResourceQ) bzw. 50 mM
Natriumacetat, pH 5,0 (ResourceS). Die Elution erfolgte mit einem linearen Salzgradienten

unter Verwendung des jeweiligen Puffers. Die Fraktionsgroflien betrugen je 1 ml.

98



Material und Methoden

4.11.5 Affinitatsreinigung mittels Histidinmotiv

Konstrukte, die in der N-terminalen Region ein His6-Motiv, ein myc-Epitop und eine
Faktor X-Schnittstelle, konnten Uber eine Affinitatschromatographie an Ni-NTA (Qiagen)
oder alternativ an Talon-Matrix (Clontech) gereinigt werden. Eine Saule wurde mit 10 ml
Matrix nach Angaben des Herstellers gepackt. Fir beiden Matrices gibt es unterschiedliche
Regenerationsprotokolle, bei denen die Ni-NTA Matrix erneut mit Ni-lonen beladen wird,

wahrend die Talon-Matrix bei einem pH-Wert von 2,0 gereinigt wird.

Vor der Affinitatsreinigung Uber die genannten Materialien mussen die serum-freien
Mediumuberstidnde gegen 50 mM Natriumphosphat, pH7,4, 300 mM NaCl dialysiert
werden. Das vorbereitete Medium wird dann mittels Peristaltikpumpe auf die Saule geladen
(1 ml/min) und die Matrix mit dem Phosphatpuffer nachgewaschen. Die Elution erfolgt Gber
einen linearen Imidazolgradienten (0-250 mM in Phosphatpuffer). Das Prinzip beruht auf der
Verdrangung des Histidin-Motivs durch das Imidazol. Es wurden Fraktionen zu je 5 ml

gesammelt.

4.12 Allgemeine proteinchemische Verfahren

Zur Konzentrierung von Proteinen, z.B. aus serum-freien Mediumuberstanden,
wurde die TCA- (Trichloracetat) Fallung angewendet. 1 ml der zu féllenden Probe wird mit
10 M 10% Triton-Lésung und anschlieBend mit 250 m 50% waRriger TCA-LOsung versetzt
und nach inniger Vermischung fur 15 min auf Eis gelagert. Dann werden die Proteine in der
Zentrifuge bei 21000 g, 4° C fur 15 min pelletiert. Der Uberstand wird verworfen; das Pellet
mit 1 ml eiskalten Aceton gewaschen und erneut zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde in
reduzierendem Ladepuffer (62 mM Tris-HCI, pH 6,8, 2 % SDS, 0,1 % Bromphenolblau, 10 %
Glycerol, 2 % b-Mercaptoethanol) aufgenommen und 1 min bei 95° C denaturiert. Flr Proben
unter nicht-reduzierenden Bedingungen wurde der gleiche Ladepuffer ohne b-

Mercaptoethanol verwendet.
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4.12.1 SDS-PAGE (Polyacrylamid-Gelelektrophorese) und Proteinfarbung

Die Auftrennung der Proteine erfolgte nach der Methode von Laemmli (1970) auf
Polyacrylamidgelen verschiedener Konzentrationen unter reduzierenden bzw. nicht-
reduzierenden Bedingungen. Die Visualisierung der Proteinbanden erfolgte durch Farbung

mit Coomassie-Brilliant Blue oder Silbernitrat.

Fur die Coomassie Farbung wurde das Gel etwa 1 h in Farbelésung (0,125 %
Coomassie Brilliant Blue R250 in 50 % Methanol, 5 % Essigsaure) geschwenkt und
anschliefend in die Entfarbelésung (70 % Methanol, 10 % Essigsaure) uberfuhrt. Diese
wurde erneuert, bis die gewiinschte Intensitat der Farbung erreicht war. Die Aufbewahrung
der gefarbten Gele erfolgte in 7 % Essigsaure. Die Nachweisgrenze der Coomassie Farbung
liegt bei 0,1 ng Protein. Die Farbung mit Silber erlaubt den Nachweis von 0,1 ng Protein. Sie
beruht auf der Reduktion von Silberionen zu metallischen Silber durch schwefelhaltige und
basische Aminsaurereste. Alle Silberfarbungen beinhalten eine Fixierung der Proteinbanden
im Gel durch Essigsdure, gefolgt von einer Behandlung mit Glutaraldehyd und einer
Silbersalzlosung. Die Entwicklung erfolgt durch Inkubation in einer Natriumcarbonatlésung

(Westermeier, 1990; Dunn, 1993).

4.12.2 Analyse der N-Glycosylierung von Proteinen

Zur Entfernung der N-gebundenen Zucker wurde je 1ng Protein mit 1 U
N-Glycosidase F (Roche) in 50 mM Tris-HCI, pH 7,4 fur 2 h bei 37° C inkubiert. Eine

Kontrolle wurde ohne Enzymzugabe gleich behandelt.

4.12.3 Immunoblotverfahren

Beim Immuno- oder Westernblot handelt es sich um eine sensitive Methode zur
Detektion von Proteinen. Dazu werden die Proben entweder mechanisch aus einer Losung
(Slot-Blot) oder elektrophoretisch aus einem Polyacrylamidgel auf eine Nitrocellulose-
Membran (Protran NC, Scleicher & Schull) Gbertragen. Fur die Slot-Blots wird eine passende
NC-Membran in die Apparatur (Hoefer) eingespannt, die Proben (meist
100 ng Protein in ca. 200 nl Lésung)in die vorgesehenen Offnungen pipetiert und fir einige

Minuten ein Vakuum angelegt. Die weitere Entwicklung erfolgt analog zum Immunoblot.
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FUr den Immunoblot wurden die Proteine elektrophoretisch (400 mA, 1 h oder
100 mM, Uber Nacht) in einer Blotkammer (Transphor Electrophoresis Unit, Hoefer,
Pharmacia Biotech Inc.) bei 4° C auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Als Puffer
dient ein Boratpuffer (50 mM, pH 8,5) der zusétzlich 10 % Methanol enthélt.

Zur Kontrolle wird die Membran mit einer 10 %-igen Ponceau S Ldsung gefarbt, die
Markerbanden werden mit Bleistift markiert und der Farbstoff durch Inkubation in TBS,
0,01 % Tween 20 entfernt. Um unspezifische Bindung der verwendeten Antikorper in den
nachsten Schritten zu vermeiden, wird die Membran durch Schwenken in TBS; 5 %
Milchpulver blockiert. AnschlieBend wird die Membran fur 1 h mit dem ersten
Antikorper/Antiserum, der spezifisch das gewilnschte Protein erkennt, meist in
Verdunnungen zwischen 1:100 bis 1:2000 inkubiert. Es folgen mehrere Waschschritten mit
TBS/0,01 % Tween 20 um uUberschissiges, nicht-spezifisch gebundenes Antiserum zu
entfernen. Im letzten Schritt folgt die Inkubation fur 1 h in 5 % Milchpulver/TBS mit einem
enzymgekoppelten Zweitantikdrper, der den Fc-Teil des ersten Antikorpers erkennt. Nach
erneutem grundlichen Waschen mit TBS/ 0,01 % Tween 20 werden die Proteinbanden
mittels Chemilumineszenz sichtbar gemacht. Hierzu diente das ECL- (enhanced
chemoluminescence) Kit nach Anleitung des Herstellers (Amersham). Die ausgesendeten

Lichtsignale wurden auf einem Rontgenfilm exponiert und dieser entwickelt.

4.12.4 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Konzentrationsbestimmung gereinigter Proteine erfolgte auf photometrischem
Weg durch Messung der UV-Spektren tber einen Wellenlangenbereich von 240-350 nm. Die
Berechnung erfolgte unter Benutzung des Extinktionswertes bei 280 nm korrigiert um den
Wert bei 320 nm um eventuell vorhandene Tribungen zu erfassen. Die verwendeten

theoretischen Extinktionskoeffizienten der Proteine sind in Tabelle 4.x zusammengefal3t.

Protein Extinktionskoeffizient
[I/mol x cm]

SMOC-1 36840

SMOC-2 10810

SMOC-2 (degradiert) 36840

Testican-2 FSEND 48790

Testican-3 69130

Tabelle 4.4 Theoretische Extinktionskoeffizienten der rekombinant exprimierten Proteine.
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4.13 Affinitatsreinigung von polyklonalem Serum

Zur Reinigung spezifischer Antikérper aus polyklonalen Seren wurde eine CNBr-
Sepharose Matrix (Amersham) verwendet. 150 mg des Materials wurden zur Aktivierung in
500m 1 mM HCI fir einige Minuten inkubiert. AnschlieRend wurde das Material fir 1 min
bei 1000 upm in der Zentrifuge sedimentiert. Dieser Schritt wurde finfmal wiederholt.

500 ng des gereinigten und gegen den Kopplungspuffer (0,1 M NaHCO;, 0,5 M NaCl)
dialysierten Proteins wurde dann in einem Gesamtvolumen von 2,5 ml mit der aktivierten
Matrix Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Zur Abséttigung freier Bindungsstellen wurde die vom
Uberstand befreite Matrix dann fir 4 h bei Raumtemperatur mit 1 M Tris, pH 8,0 behandelt.
AnschlieBend wascht man die Matrix jeweils dreimal mit 0,1 M Natriumacetat, pH 4,0 und

0,1 M Tris-HCI, pH 8,0, 0,5 M NacCl.

5 ml des polyklonalen Serums wurden fur 1 h bei 15000 upm abzentrifugiert, mit 10
mM Tris-HCI, pH 7,4 auf 50 ml aufgefullt und bei 4°C Gber Nacht mit der proteinbeladenen
Matrix inkubiert. Nach Zentrifugation wurde die Matrix zum Entfernen unspezifisch
gebundener Antikorper jeweils funfmal mit 10 mM Tris-HCI, pH 7,4 und 10 mM Tris-HCI,
pH 7,4, 0,5 M NaCl gewaschen. Die Elution der Antikdrper erfolgt durch mehrfache Zugabe
von jeweils 750 ml 3 M KSCN. Die einzelnen Fraktionen wurden sofort gegen TBS dialysiert

und photometrisch vermessen.

4.14 Paraffineinbettung von Mausgeweben

Frisch praparierte Mausgewebe wurden fur 1 h in 4% Paraformaldehydldsung fixiert.
Zur Entwaésserung wurden die Gewebe dann durch eine Alkoholreihe gefuhrt. Dazu wurden
sie je 1,5 h in 50%, 70% und 96% Ethanol und dann dreimal je 1,5 h in 100% Ethanol
uberfuhrt. Es folgten weitere Inkubationen in Methylbenzoat (Uber Nacht, dann zweimal 1 h)
und Xylol (dreimal 30 min). Die so vorbereiteten Gewebe wurden bei 65°C mit fllissigem
Paraffin behandelt, wobei das Paraffin solange gewechselt wurde bis kein Xylolgeruch mehr
wahrgenommen werden konnte. Zur endgultigen Einbettung wurden die Gewebe dann in
Einwegplastik-Cubes mit flissigem Paraffin Gberfuhrt, ausgerichtet und zur Aushéartung bei
4°C belassen. Von den so eingebetteten Geweben wurden Mikrotomschnitte von 10 mm
Starke angefertigt. Diese wurden nach dem Strecken im 40°C Wasserbad auf histologische

Objekttrager (Shannon) aufgezogen und zum Trocknen Uber Nacht bei 37°C belassen.
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4.15 Entparaffinierung und Immunfarbung von Paraffinschnitten

Zur Entparaffinierung wurden die Gewebeschnitte im Wasserbad bei 50°C wie folgt
behandelt :
- 2x 10 min Rotihistol
- 2x 8 min Isopropanol
- 3 min 96% Ethanol
- 3 min 70% Ethanol
- 3 min 50% Ethanol.

AnschlieBend wurden die Schnitte fir 5 min in TBS inkubiert. Entparaffinierte Schnitte
wurden mit einem Spezialstift (DAKO Pen) hydrophob umrandet. Alle weiteren Schritte
erfolgten in Glasklvetten oder in einer feuchten Kammer. Um eine gute Gewebe-
zuganglichkeit zu erreichen wurden die Schnitte zuerst fur 30 min bei 37°C einem
Hyaluronidaseverdau unterzogen (1,5 mg/ml, PBS, pH 5,2) und anschlieBend fir 8 min bei
37°C einem Verdau mit Proteinase K (5 ng/ml, 10mM Tris-HCI, pH 7,4, 1 mM EDTA). Die so
behandelten Schnitte wurden zum Pufferwechsel 5 min in PBS inkubiert und dann far 5 min
mit 4% Paraformaldehyd in PBS erneut fixiert. Nach zweimaligem Waschen fir jeweils
10 min in TBS erfolgt eine Blockierung der Schnitte fir 60 min in 1% BSA/TBS. Die
Inkubation mit dem jeweiligen Primarantikérper, welcher in der Blockierungsldsung
verdiinnt wurde, erfolgte bei 4°C tber Nacht. Die Schnitte wurden viermal fur je 10 min in
TBS gewaschen und erneut fur 15 min blockiert (1% BSA/TBS). Es folgte die Behandlung mit
dem Sekundarantikorper (Cy-3 markiertes anti-Kaninchen IgG, DAKO) fur 60 min. Nach
erneutem waschen (viermal 5 min TBS) wurden die Schnitte zum Schutz vor GbermaRigem

Ausbleichen mit DAKO Mount mit Deckgléasern versiegelt.

4.16 Inhibitionsversuche auf Gewebeschnitten

Zur Untersuchung der Spezifitdt des SMOC-1 Antiserums auf Gewebeschnitten,
wurde die Arbeitsverdinnung (1:1000) mit einem Aliquot der SMOC-1 gekoppelten CNBr-
Sepharose fur 2 h inkubiert und der Uberstand nach Zentrifugation fur die Inkubation auf
Ovarienschnitten verwendet. Fur die Inhibitionsversuche auf dem Immunoblot wurde die
Antikoérperverdinnung mit 20 ng rekombinantem SMOC-1 inkubiert, abzentrifugiert und

fur die Entwicklung des Blots eingesetzt.
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4.17 Immunfluoreszenzfarbung von Maus Oocyten

Aus superovulierten Mausen wurden die Oocyten durch Sektion des Oviducts
herausprépariert. Zur Entfernung der umgebenden Cumulus Zellen wurden diese ftr
15 min mit Hyaluronidase behandelt (1,5 mg/ml, PBS, pH 5,2). Die isolierten Oocyten
wurden fir 5 min in 4 % Paraformaldehyd/PBS fixiert und dreimal mit PBS/5 %
Ziegenserum (NGS: normal gout serum) gewaschen. AnschlieBend wurde ein Teil der
Oocyten fur 5 min mit Detergenzlésung (PBS/0,1 % Tween 20) behandelt. Nach dreimaligem
Waschen in PBS/5 % Ziegenserum wurden alle Oocyten fur 2 h in der gleichen Ldsung
blockiert. Es folgte die Inkubation Giber Nacht mit dem SMOC-1 Antiserum (1:500 in PBS/ 5
% NGS). Eine Kontrolle wurde nur mit der Blocklésung inkubiert. Am néachsten Tag wurden
die Oocyten dreimal fur je 1 h mit PBS/5 % NGS gewaschen und nach erneutem Wechsel des
Waschpuffers in diesem Uber Nacht belassen. Die Inkubation mit dem Zweitantikérper (Cy-3
a-Kaninchen, DAKO, 1:1000 in Blockldsung) erfolgte fur 2 h. AnschlieBend wurde mehrfach
gewaschen und die Oocyten unter einem Konfokalen-Laserscanning Mikroskop (Leica)

betrachtet und fotographiert.

Fiar den Immunoblot wurden zwischen 300 und 400 Oocyten aus superovulierten
Mausen isoliert, in reduzierendem Probenpuffer aufgenommen und in einer 12 % SDS-PAGE

elektrophoretisch aufgetrennt.

4.18 Circular Dichroismus (CD) Spektroskopie

Circular Dichroismus ist eine Methode um die Sekundarstruktur eines Proteins in
Losung zu messen. Linear polarisiertes Licht kann als Uberlagerung eines rechts und eines
links drehenden polarisierten Lichtstrahles beschrieben werden. Beim Durchdringen einer
optisch aktiven Substanz werden diese um verschiedene Winkel gedreht und unterschiedlich
absorbiert. Das austretende Licht kann als elliptisch polarisiert beschrieben werden. Die
molare Elliptizitat [Q], ist ein Mal fur die unterschiedliche Schwéachung des rechts und links
zirkular polarisierten Lichtes beim Durchtritt durch die chirale Verbindung. Jeder
Sekundarstrukturanteil bringt einen eigenen Anteil in das CD-Spektrum eines Proteins ein.
Unter Verwendung verschiedener Algorithmen kann man aus der molaren Elliptizitat die
Anteile an a-Helix, b-Faltblatt, Schleifen und ungeordneter Struktur (random coil) eines
Proteins abschatzen. Daruberhinaus kann man konformelle Ubergange eines Proteins

verfolgen.
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Die Aufzeichnung aller CD-Spektren erfolgte auf einem JASCO 715 CD-Spektrometer
(JASCO Corporation, Tokio, Japan) in thermostatierten Quarz-Klvetten bei 25° C. Die
Schichtdicke der Kuvetten betrug 1 mm. Soweit nicht anders erwahnt befanden sich die
Proteine in 5 mM Tris-HCI, pH 7,4. Die Spektren wurden tber einen Bereich von 197-250 nm
mit einer Geschwindigkeit von 50 nm/min und einer Response-Zeit von 0,125 s
aufgezeichnet. Zur Verbesserung des Signal/Rausch-Verhéltnisses, wurden je finf Spektren
akkumuliert. Die dargestellten Spektren wurde mit der gerateeigenen Software gegléattet.
Zur Sattigung der Proteine mit Calcium wurden 2 mM CacCl, zugegeben. Zur Messung der

Calcium-freien Form wurden 4 mM EDTA zugefugt.

Zur Berechnung der molaren Elliptizitdt wurde von Proteinspektrum das Spektrum
des reinen Puffer subtrahiert. Der durch die Zugabe von Calcium oder EDTA entstandene
Verdunnungseffekt wurde durch Korrekturfaktoren ausgeglichen. Ausgehend von einem
mittleren Molekulargewicht einer Aminosaure von M=110 g/mol wurde die molare

Elliptizitat [deg cm2 dmol-1] wie folgt berechnet:

Q=2
c*d
Q: gemessene Elliptizitat [mdeg]
M: mittleres Molekulargewicht einer Aminosaure (M=110 g/mol)
c: Proteinkonzentration [mg/ml]

d: Schichtdicke der Kuvette [mm]

Die Berechnung der Sekundarstrukturanteile erfolgte unter Verwendung der

Programme Contin und Selcon (Greenfield, 1996).
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Kurzzusammenfassung

Kurzzusammenfassung

Ausgehend von EST-Datenbankvergleichen wurden Klone identifiziert, die fur neue
Mitglieder der BM-40 Familie kodieren, bei denen es sich um modular aufgebaute,
extrazellulare, Calcium-bindende Proteine handelt. Die kompletten cDNAs von insgesamt
vier neuen Homologen, SMOC-1, SMOC-2, Testican-2 und Testican-3 wurden isoliert, deren
Aminosauresequenz abgeleitet und ihr Doménenaufbau wurde untersucht. SMOC-1 und
SMOC-2 zeigten dabei eine bislang unbekannte Doméanenabfolge. Alle heuen Homologe
enthielten eine extrazelluldare, Calcium-bindende (EC)-Doméne, die aus dem BM-
40/SPARC/Osteonectin bekannt ist und in diesem Protein eingehend untersucht wurde.
Aus der Analyse der Eigenschaften der EC-Domaéanen in den neuen Familienmitgliedern
kdnnen weitere Erkenntnisse Uber die Calcium-Bindung in der EC-Doméane gewonnen
werden. Weiterhin kann die Untersuchung der neuen Familienmitglieder ein besseres

Verstandnis Uber die Funktion der Proteine der BM-40 Familie bringen.

Die Gewebeverteilung der mRNA in der Maus wurde fur alle neuen Homologe
bestimmt, die Verteilung von Testican-2 mRNA im Maus Gehirn wurde mittels in-situ
Hybridisierung analysiert. Weiterhin wurden die vier neuen cDNAs genutzt, um die
zugehorigen Proteine in einem eukaryontischen System rekombinant zu exprimieren. Mit
diesen wurde die Calcium-Bindung mittels CD-Spektroskopie untersucht. Aliquots der
gereinigten Proteine wurden zur Produktion von Antiseren genutzt. Fir SMOC-1 konnte auf
Gewebeschnitten eine Lokalisation in der Basalmembranzone gezeigt werden; dort ist es mit
Laminin-1 kolokalisiert. Ein deutlicher Unterschied zeigte sich in Follikeln, wo SMOC-1 nicht

in der Basalmembran sondern um die Oocyten lokalisiert ist.
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Kurzzusammenfassung

Short summary

Based on a homology search in an EST-database several clones coding for novel
members of the BM-40 family, a class of modular extracellular calcium-binding proteins,
were identified. Complete cDNA for together four new homologs SMOC-1, SMOC-2,
testican-2 and testican-3 were isolated, their putative amino acid sequence was deduced and
their domain composition investigated. SMOC-1 and SMOC-2 showed a domain
arrangement so far unknown in the BM-40 family. All new members contained an
extracellular calcium-binding (EC)-domain, first characterised in BM-40/SPARC/
osteonectin. From the analysis of their EC-domains further knowledge about the mechanism
of calcium-binding may be gained, Further, the novel family members identified may offer

additional clues to the overall function of the BM-40 family.

The tissue distribution in mouse of the mRNAs for all new homologs was
investigated and for testican-2 the distribution in mouse brain was characterised by in-situ
hybridisation. All novel cDNAs were used for recombinant expression of the corresponding
proteins in an eucaryotic cell system. Calcium binding studies were performed with purified
proteins. Aliquots were used to raise polyclonal antisera. For SMOC-1 a localisation at the
basement membrane zone was shown on tissue sections, where it is colocalized with
laminin-1. A different pattern was found in ovarian follicles, where SMOC-1 is located

around the oocyte and not in the basement membrane.
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