HE2, ein humanes Spermienoberflichenantigen
epididymaler Herkunft

Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
des Fachbereichs Biologie
der Universitdt Hamburg

vorgelegt von

Hans Henning von Horsten

aus Marne

Hamburg, 2002



Die Wissenschaft hilft uns vor allem, dafy sie das Staunen, wozu wir von Natur aus berufen
sind, einigermafien erleichtere, sodann aber, dafs sie dem immer gesteigerten Leben neue
Fertigkeiten erwecke, zur Abwendung des Schddlichen und Einleitung des Nutzbaren.

Johann Wolfgang von Goethe



Inhaltsverzeichnis

I.Einleitung

I.1 Kurze Ubersicht iiber Anatomie und Funktion

des méannlichen Genitaltraktes

1

1.2 Die Anatomie des Nebenhodens

2

1.3 Die embryonale Frithentwicklung der Epididymis
1.4 Die postnatale Differenzierung der am Aufbau

des Nebenhodenepithels beteiligten Zellen

3

1.6 Die Histologie des Nebenhodens

4
1.5 Die Funktion der adulten Nebenhodenepithelzellen 5
5
5

1.7 Die Absorption im Nebenhoden

epitheliale Abwehr

B-Defensinen

1.14 Zielsetzung der Arbeit

II. Material und Methoden

I1.1 Material

I1.1.2 Medien

I1.1.3 Puffer und Losungen

Anti-Peptid-Antiseren

I1.1.5 E. coli Wirtsstimme

1.8 Die Regulation der epididymalen Genexpression_____ 6
1.9 Die physiologische Bedeutung des Nebenhodens_ 6
1.10 Die epididymalen Sekretproteine 7
.11 Die Blut-Epididymis-Barriere und ihre Bedeutung
fiir die immunologische Situation des Nebenhodens 10
1.12 Die Bedeutung antimikrobieller Peptide fiir die
11
.13 Die Verwandtschaft des HE2-Gens zu den
15
16
17
II.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 17
19
20
I1.1.4 Chemosynthetische Peptide und
24
25
25

I1.1.6 Lepidopteren-Zellinien




I1.1.7 Vektoren

I1.1.8 Gerite

11.2 Methoden

Reverse Transkription

I1.2.10 Ligation von DNA

E.coli-Bakterien

I1.2.17 Proteinbestimmung

aus Nebenhodengewebe

von Kryotomschnitten

SDS-PAGE

25

25
I1.1.9 Chromatographie-Harze und —Saulen 26
I1.1.10 Menschliche und tierische Materialien 27

28
I1.2.1 Fillen von Nukleinsduren 28
I1.2.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren_ 28
I1.2.3 Agarose-Gelelektrophorese 28
I1.2.4 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarose 29
I1.2.5 RNA-Extraktion aus Geweben 29
I1.2.6 Einzelstrang cDNA-Synthese durch

30
I1.2.7 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 30
I1.2.8 Restriktionsverdau von DNA 31
I1.2.9 Subklonierung in Vektoren 32

33
I1.2.11 Préparation von transformations-
kompetenten E. coli-Bakterien 33
I1.2.12 Transformation von kompetenten

33
I1.2.13 Einfrieren erfolgreich transformierter Klone 35
I1.2.14 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien 35
11.2.15 DNA-Sequenzierung am LI-COR® 35
I1.2.16 Heterologe Expression von HE2-Proteinen 37

43
I1.2.18 Gewinnung aufkonzentrierter Proteinextrakte 44
I1.2.19 N-Glykosidase F-Verdau 45
I1.2.20 Herstellung von Kryotomschnitten

46
I1.2.21 Immunhistochemische Untersuchung

46
I1.2.22 Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen__ 47

47

47

TRICINE-PAGE




CAU-PAGE 48

I1.2.23 Revers-Zymogramm 50
I1.2.24 Bestimmung von Trypsin-inhibitorischer Aktivitét
mit Hilfe des L-BAPNA-Substrates 52
I1.2.25 Gel-Retardation-Assay 53
11.2.26 Gel Overlay Assay 55
I1.2.27 Radialdiffusionstest 55
11.2.28 CFU-Assay (Colony Formig Unit Assay) 56
I1.2.29 Coomassie Farbung 56
I1.2.30 Féarbung von Western-Blot-PVDF-Membranen

mit kolloidalem Silber 57
I1.2.31 Western-Blot 57
11.2.32 Immunprézipitation 58

I1.2.33 Nachweis freier Sulthydrylgruppen von
PVDF-geblotteten Proteinen durch Alkylierung mit
Biotin-Maleimid 59

I1.2.34 Chromatographische Trennverfahren 60

11.2.35 Gewinnung von Elektrophorese-
geeigneten Proteinproben aus stark salzhaltigen,

verdiinnten Proben 63

I1.2.36 Untersuchung der Aggregatbildung von Proteinen
durch Crosslinking mit Glutaraldehyd 64
11.2.37 Ubersicht iiber Vektorkarten und Polylinker

der verwendeten Plasmide 65

I11. Ergebnisse

III.1 Nachweis alternativer Spleilvarianten von HE2

im Nebenhodengewebe durch RT-PCR 68

II1.2 Nachweis von HE2-Antigenen auf Proteinebene_ 71
II1.2.1 Mindestens eines der HE2-Antigene bindet ionisch

an die Oberfldche ejakulierter humaner Spermien 72
I11.2.2 HE2-Proteine lassen sich auch im

menschlichen Seminalplasma nachweisen 73




I11.2.3 Der N-Terminus des 8 KDa-HE2-Proteins beginnt mit

der Aminosduresequenz DLLPPRT 76
I11.2.4 Nachweis von weiteren HE2-Proteinen in

der epididymalen Fliissigkeit 77
I11.3 EinfluB von Anti-Androgenen auf die Expression von
HE2-Proteinen im Nebenhodenepithel 79
I11.4 Funktionelle Analyse von HE2-Proteinen 81

I11.4.1 Anreicherung von HE2-Proteinen

aus humanem Seminalplasma 81

I11.4.2 Rekombinante Expression von HE2-Proteinen

im Baculovirus-Expressionssystem 83
I11.4.2.1 Subklonierung der HE231 und HE2C cDNA in

den pMelBacB-Vektor 83
I11.4.2.2 Identifizierung positiver Virionen-Plaques 84

I11.4.2.3 Expression und proteolytische Prozessierung

von HE2(31 und HE2C 85

I11.4.3 Dreistufige Aufreinigung

von rekombinantem HE2C 86
I11.4.3.1 Reifes HE2C wirkt nicht antibiotisch
gegen E. coli DH5a 89

I11.4.4 Reifes HE2B31 ist ein antimikrobiell aktives,

B-Defensin-dhnliches Protein 90

I11.4.5 Expression von proHE2a als MBP-Fusionsprotein
im Cytosol von E. coli 90

I11.4.5.1 proHE2a 14Bt sich durch Spaltung mit Faktor
Xa-Protease aus MBP-proHE2a freisetzen 91

I11.4.5.2. proHE2a wird in vitro durch Furin gespalten 92

I11.4.5.3 proHE2a bindet an Heparin 93
11.4.5.4 Trennung von MBP und proHE2a
durch Gelfiltration 94

I11.4.5.5 reifes HE2a zeigt in vitro eine starke Neigung
zur Aggregation 95

I11.4.3 Untersuchungen mit dem synthetischen
HE2a-Peptid 97




I11.4.3.1 Das HE2a-Peptid multimerisiert

in wassriger Losung

98

I11.4.3.2 Untersuchung der Proteinase-inhibitorischen

Aktivitat des HE2a-Peptids

99

I11.4.3.3 Im Gel Overlay Assay zeigt das Peptid
antibakterielle Aktivitdt gegen E.coli DH5a

101

I11.4.3.4 Bestimmung der Minimal Inhibitorischen

102

Konzentration (MIC) durch CFU-Assay
I11.4.3.5 Das HE2a-Peptid bindet an DNA

104

I11.4.3.6 proHE2« ist inaktiv gegen E.coli DH5

105

IV.Diskussion

IV.1 Organisation des HE2-Genlokus und Regulation
der mRNA-Expression

107

IV.2 Nachweis der HE2-Proteine

109

IV.2.1 Die proteolytische Prozessierung der vom

proximalen Promotor kodierten HE2-Proteine

109

IV.2.2 Die Lokalisation von HE21 auf der

Oberfldche ejakulierter Spermien

112

IV.3 Funktionelle Charakterisierung der 3-Defensin-
dhnlichen HE2-Varianten

113

IV.4 Strukturelle Charakterisierung
von HE2a (bzw. HE2B)

114

IV.5 Analogie der HE2-Proteinfamilie zur

Cathelicidinfamilie antimikrobieller Peptide

116

IV.6 Funktionelle Charakterisierung
von HE2a (bzw. HE2B)

118

IV.7 Mégliche alternative Funktionen der HE2-Peptide
IV.8 SchluBlbetrachtung

119

121




V.Zusammenfassung

122

V.Summary

124

Abkiirzungsverzeichnis

126

Literaturverzeichnis

130




Einleitung

I.Einleitung

Das im Rahmen einer differenziellen Genexpressionsanalyse des menschlichen
Nebenhodengewebes identifizierte HE2-Gen (HE; Humanes Epididymisprodukt) kodiert eine
Familie nebenhodenspezifischer Sekretproteine. In den folgenden Abschnitten wird daher
zunédchst auf Aufbau, Funktion und Bedeutung des Nebenhodens und schlieBlich auf die
Uberlegungen zur molekularen Funktion des HE2-Gens im physiologischen Kontext

eingegangen, die den im Rahmen der Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zugrundeliegen.

1.1 Kurze Ubersicht iiber Anatomie und Funktion des ménnlichen Genitaltraktes

Das ménnliche Urogenitalsystem gruppiert sich um das Schambein (Os pubis). Seine
wesentlichen Bestandteile sind der Hoden (Testis), der Nebenhoden (Epididymis), der Vas
deferens, die akzessorischen Geschlechtsdriisen und der Penis mit seinen Schwellkoérpern
(Corpora cavernosae). Zu den akzessorischen Geschlechtsdriisen zdhlen die
Samenleiterampulle, die  Samenblasen-, die  Vorsteher- (Prostata) und die
Harnrohrenzwiebeldriise (Bulbourethraldriise) (Abb. 1). Mit Ausnahme der Prostata kommen
diese Driisen nicht bei allen Sdugern vor. Beim Menschen fehlt die Samenleiterampulle, die
bei Hund, Pferd und Wiederkduer als spindelférmige Anschwellung des Vas deferens
auszumachen ist. Das Seminalplasma des Menschen setzt sich aus den Sekreten des Hodens,
des Nebenhodens und der akzessorischen Geschlechtsdriisen zusammen. Die Samenblase
sezerniert groBe Mengen von Semenogelin, welches dem frischen Ejakulat seine gelartige
Konsistenz verleiht. Die Prostata sezerniert vor allem Proteasen wie das Prostate Specific
Antigen (PSA) und Kallikreine, denen eine Rolle bei der Verfliissigung des Ejakulates durch
Proteolyse des Semenogelins zukommt. Sympathische Erregung des Nervus pudentis, dessen
Auslidufer an der glatten Muskulatur des Vas deferens-Abschnitts kurz hinter der
Samenblaseneinmiindung angedockt ist, fiihrt zu Kontraktionen und zum Ausstofl des
Ejakulats. Der Anteil epididymaler Fliissigkeit am Seminalplasma liegt bei < 10% (Mann und
Lutwak-Mann, 1976).
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Abbildung 1: Die Anatomie des maénnlichen
Urogenitalsystems (nach R.E. Jones; Human Reproductive

Biology)

I.2 Die Anatomie des Nebenhodens

Im adulten Zustand ist der Nebenhoden ist ein stark gewundener, beim Menschen ca. 7 m
langer Tubulus, der nach grob-morphologischen Gesichtspunkten in die drei Segmente Caput,
Corpus und Cauda unterteilt werden kann (Abbildung 2). Er lagert sich dem Hoden
dorsolateral auf und ist eng mit der den Hoden umschlieBenden Tunica albuginea verbunden.
Der Nebenhoden ist {iber das Ligamentum Caudae epididymidis am Fundus des Processus
vaginalis befestigt und {iber das Ligamentum testis proprium mit dem distalen Hoden
verbunden. Hoden und Nebenhoden sind im Hodensack (Skrotum) lokalisiert und werden
vom Scheidenhautfortsatz (Processus vaginalis) umschlossen. Der bulbusformige Caput
besteht aus dem Anfangsabschnitt des Nebenhodenkanals mit den hier einmiindenden Ductuli
efferentes (Holstein, 1969), die den Caput-Bereich mit dem Rete testis verbinden. Die Anzahl
der Ductuli efferentes variiert je nach Tierart zwischen 4 und >20. Beim Menschen existieren
8 bis 16 Ductuli efferentes. Bindegewebige Septen halten die am Kopfende des Hodens
austretenden, stark geschldngelten Ductuli zu keilféormigen Lappchen zusammen. Beim
Menschen miindet nur ein Teil aller Ductuli in den Nebenhodengang, wihrend die iibrigen
zum Teil blind enden oder Anastomosen bilden (Yeung et al., 1991). Der stark gewundene
Nebenhodentubulus wird durch Bindegewebe zu einem Gangkonvolut zusammengehalten
(Holstein, 1969). Distal geht der Nebenhoden in den Samenleiter (Vas deferens) iiber. Bei

2
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Nagern, nicht jedoch beim Menschen, wird noch ein Initialsegment beschrieben, das zwischen

Ductuli effentes und Caput epididymidis lokalisiert ist (Benoit, 1926).

ta-d Ductuli efferentes

2 Caput

Qg Ductus epididymidis J

%‘g - H ] Corpus
3c

:g - - ] Cauda

4c

5 Ductus deferens, pars epididymica
6 Ductus deferens, pars libera

Abbildung 2: Menschlicher Hoden, Nebenhoden und Vas deferens. Die abgebildeten

Querschnitte zeigen die Dicke des Epithels (hellgrau) und der glatten Muskulatur (schwarz).
(nach Holstein, 1969)

1.3 Die embryonale Friihentwicklung der Epididymis

Nebenhoden und Vas deferens differenzieren sich bei Amnioten aus dem cranialen Pol des
Wolff’schen Ganges (Pronephros), wihrend die Ductuli effentes aus mesonephrischen Tubuli
hervorgehen (Byskov und Heyer, 1988). Im weiteren Verlauf der Entwicklung verldngert sich
der Nebenhodengang, und das Ausmall seiner Verknduelung nimmt vom cranialen zum
distalen Pol hin zu. Im pridnatalen Zustand lassen sich im Nebenhodenepithel keine
morphologisch differenzierten Zelltypen erkennen. Der Entzug von Androgenen wihrend des
letzten Schwangerschaftsdrittels fiihrt beim Fetus zur Regression des Nebenhodens (Robaire
et al., 2000). Die normale Ontogenese der Epididymis ist aulerdem abhingig von der

Expression verschiedener Proteine wie dem Wachstumsfaktor Bmp8a (Zhao et al., 1998), der
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Rezeptor-Tyrosin-Kinase c-ros (Sonnenberg-Riethmacher et al., 1996), dem ,,paired box“-
Protein Pax-2 (Oefelein et al., 1996), den Homeobox-Doménen-dhnlichen Proteinen der Hox-
Familie (Podlasek et al., 1999, Lindsey et al., 1996) und Pem-2 (Sutton et al., 1998)
(Ubersicht s. Kirchoff, 1999).

1.4 Die postnatale Differenzierung der am Aufbau des Nebenhodenepithels beteiligten

Zellen

Die nachgeburtliche Entwicklung der Epididymis wurde bisher weitestgehend am Ratten-
Modell untersucht. Gegen Ende der zweiten Lebenswoche hat sich im Nebenhodenepithel
eine Population ausdifferenzierter Immunzellen (Halo-Zellen) etabliert. Im Anschlu3 daran
entwickeln sich aus den bislang undifferenzierten Epithelzellen Kolumnar- und Schmalzellen.
Etwa vier Wochen nach der Geburt haben sich die Kolumnarzellen zu Basal- und
Prinzipalzellen ausdifferenziert. Wenig spéter haben sich im Epithel des Initialsegments der
Ratte die Apikalzellen als eine Subpopulation der Prinzipalzellen herausgebildet, wihrend
sich etwa zum gleichen Zeitpunkt aus den hinter dem Initialsegment lokalisierten
Schmalzellen die Klarzellen entwickeln. Im Nebenhodenepithel adulter Ratten finden sich
schlieBlich Prinzipal-, Basal-, Schmal-, Klar- und Halo-Zellen (Abbildung 3). Die
Schmalzellen finden sich allerdings bei der adulten Ratte nur noch im Initialsegment, da sie
sich im tibrigen Nebenhoden zu den Klarzellen ausdifferenziert haben. Die Basalzellen sind
im Nebenhodenepithel nicht die Vorlauferzellen der Prinzipalzellen, obwohl dies in anderen

Epithelien der Fall ist (Clermont und Flanery, 1970).

postnatal adult alternd

Abbildung 3: Schematische Schnitte durch einen Tubulus des Caput
epididymidis bei der neugeborenen, erwachsenen und alternden Ratte (nach

Robaire et al., 2000)
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I.5 Die Funktion der adulten Nebenhodenepithelzellen

Die Prinzipalzellen sind der haufigste Zelltyp im Nebenhoden und dienen vor allem der
Sekretion und Absorption (Robaire und Hermo, 1988). Die Basalzellen sind an der Stabilitét
des Epithels beteiligt und konnten an der Entgiftung reaktiver Sauerstoff-Spezies beteiligt
sein (Yeung et al., 1994). Die genaue Funktion der Halo-Zellen ist noch ungeklért. Sie zeigen
jedoch deutliche Verwandtschaftsbeziehungen zu Monocyten und T-Lymphocyten (Serre und
Robaire, 1999). Die Funktion von Schmal- und Klarzellen ist bislang ungeklart. Fiir beide
Zelltypen wird jedoch eine Rolle bei der Fliissigkeitsresorption diskutiert (Cooper, 1986;
Robaire und Hermo, 1988).

1.6 Die Histologie des Nebenhodens

Das zweireihige, hochprismatische Nebenhodenepithel besteht groBtenteils aus den
Stereozilien tragenden Prinzipalzellen sowie den kuboidalen Basalzellen. Die Epithelhohe
und die Linge der Stereozilien nimmt nach caudal hin ab, wihrend die Dicke der auflen
anliegenden, zirkuldr verlaufenden glatten Muskulatur sowie der Durchmesser des
Ganglumens zur Cauda hin zunehmen (vgl. Abb.2). Das Zytoplasma der Prinzipalzellen, die
den Hauptteil des Epithels ausmachen, beinhaltet einen gut ausgebildeten Golgi-Apparat und
ein stark entwickeltes rauhes Endoplasmatisches Retikulum (rER) (Holstein, 1969). Obwohl
im Caput-Bereich ein Grofteil der aus dem Rete testis kommenden Fliissigkeit absorbiert
wird (Robaire und Hermo, 1988), zeigen die Prinzipalzellen sowohl im Caput- als auch im
Corpus-Bereich eine deutliche Sekretionstétigkeit. Das stark entwickelte rER der

Prinzipalzellen ist ein Indiz dafiir, daf} diese Zellen intensiv Proteine produzieren.

1.7 Die Absorption im Nebenhoden

Aufgrund einer aktiven Absorption von Natrium- und Chloridionen durch das
Nebenhodenepithel und der damit verbundenen passiven Diffusion von Wasser (Wong et al.,
1978), werden die Spermien im Nebenhoden stark aufkonzentriert. Die Ahnlichkeiten
zwischen den Resorptionsvorgingen im Nebenhoden und denen in der ontogenetisch
verwandten Niere sind auffallig (Robaire und Hermo, 1988). In geringerem Ausmal findet an

apikalen Plasmamembranen der Epithelzellen Endozytose statt (Glover und Nicander, 1971).
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1.8 Die Regulation der epididymalen Genexpression

Die bestuntersuchten und prominentesten Regulatoren der Genexpression im Nebenhoden
sind die Androgene Testosteron und sein Reduktionsprodukt 5a-Dihydrotestosteron (So-
DHT). Das von den im Interstitium des Hodens lokalisierten Leydigzellen produzierte
Testosteron wird an Proteine gebunden und in gebundener Form an seine Wirkorte
transportiert. Im Blut ist das in der Leber produzierte Steroid Hormone Bindende Globulin
(SHBG) das vorherrschende Androgen-Transportprotein, wéhrend in der Iuminalen
Fliissigkeit des Hodens und Nebenhodens das von den Sertolizellen produzierte Androgen-
Bindende-Protein (ABP) diese Funktion iibernimmt (Bardin et al., 1996). Im Nebenhoden und
in der Prostata, nicht aber im Hoden selbst, kann Testosteron durch die Sa-Reduktase zu
Dihydrotestosteron (DHT) reduziert werden. Der nukledre Androgenrezeptor zeigt eine
groBBere Affinitit zu DHT als zu Testosteron (Wilson und French, 1976). Die Bindung von
Androgenen veranlaBBt den Rezeptor zu einer Konformationsinderung, die dessen
Dimerisierung ausldst. Als Dimer ist der ligandgebundene Androgenrezeptor in der Lage an
spezifische DNA-Sequenzen, die sogenannten Androgen-Responsiven-Elemente (AREs) in
den Promotorbereichen androgenabhéngig regulierter Gene zu binden und deren
Transkriptionskontrolle direkt zu beeinflussen (Bardin et al., 1996). Eine indirekte Kontrolle
kann vorliegen, wenn das direkt androgenresponsive Gen einen Transkriptionsfaktor kodiert,
der aktivierend oder reprimierend weitere Genpromotoren ohne eigene Androgen Responsive
Elemente beeinflult (Verhoeven et al., 1992). Neben Androgenen regulieren auch andere,
bislang unidentifizierte Faktoren, die mit der luminalen Fliissigkeit aus dem Hoden in den
Nebenhoden gelangen, bestimmte Gene des Nebenhodenepithels (Viger und Robaire, 1991,
Cornwall et al., 1992).

1.9 Die physiologische Bedeutung des Nebenhodens

Die Spermatozoen der Saugetiere haben sich im Verlauf der Spermatogenese bereits stark
ausdifferenziert, wenn sie den Hoden iiber die Tubuli seminiferi, das Rete testis und die
Ductuli efferentes verlassen. Trotzdem besitzen diese testikuldren Spermien noch nicht die
Féhigkeit zur gerichteten Vorwirtsbewegung und zur Interaktion mit der Eizelle. Diese
beiden Eigenschaften, die eine Grundvoraussetzung der natiirlichen Befruchtung sind,
erlangen die Spermien erst wéihrend einer mehrtdgigen Passage durch den Nebenhoden

(Bedford, 1975; Saling, 1982; Cooper, 1986; Jones 1989, Blaquier et al., 1988). Die
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Notwendigkeit epididymaler Spermienreifung bei Sadugetieren steht dabei allerdings in
deutlichem Gegensatz zur Spermienreifung der Invertebraten und Anamnier, deren testikulére
Spermien bereits voll befruchtungsfahig und motil sind (Yanagimachi, 1994). Da die
Verweilzeit der Spermatozoen im Nebenhoden allein nicht zu deren Fertilitit fiihrt (Cooper
und Orgebin-Crist, 1975), scheint der ReifungsprozeB3 vielmehr mit einer Modifizierung der
Spermienmembran durch spezifische Wechselwirkung mit Substanzen epididymaler Herkunft
zu sein (Brooks und Higgins, 1980; Cuasnicu et al.,1984; Moore und Hartman, 1986). Die
von den Prinzipalzellen des Nebenhodens in das Lumen sezernierten Sekretproteine haben
dabei eine besondere Bedeutung, denn die Hemmung epididymaler mRNA- und
Proteinsynthese verhindert die Entwicklung der Spermatozoen-Fertilitdt (Orgebin-Crist und
Jahad, 1978). Wiahrend der Passage durch den Nebenhoden kommt die Spermienoberfliche
sukzessiv in Kontakt mit den regional unterschiedlichen Sekretproteinen der Prinzipalzellen,
wobei deren Interaktion mit der Oberfliche der Spermienmembran fiir die Fertilitdt von
besonderer Bedeutung zu sein scheint (Cameo et al., 1976; Dacheux et al 1983; Moore et al.,
1983; Cuasnicu et al., 1984; Klinefelter et al., 1985). Nachdem die WHO Ende der achtziger
Jahre den Nebenhoden als mogliches Zielorgan fiir die Empfingnisverhiitung beim Mann
hervorgehoben hat (Waites, 1989), wurde Anfang der neunziger Jahre eine differentielle
Genexpressionsanalyse des humanen Nebenhodengewebes durchgefiihrt (Kirchhoff et al.,
1990), um die an der Spermienreifung beteiligten Sekretproteine des Menschen zu
identifizieren. Die dabei entdeckten Proteine bieten sich moglicherweise als Ziel einer

gesteuerten Immunkontrazeption beim Mann an.

1.10 Die epididymalen Sekretproteine

Die ersten in der epididymalen Fliissigkeit der Ratte entdeckten Sekretproteine gehorten zu
einem Proteinkomplex, der im nativen Polyacrylamidgel schneller als Albumin lduft.
Entsprechend ihrer elektrophoretischen Mobilitdt in Bezug auf Albumin (A) wurden diese als
Protein B,C,D und E bezeichnet (Cameo und Blaquier, 1976). Der ausschlieSlich im Caput
sezernierte Proteinkomplex B/C besteht aus zwei Produkten eines Gens, die sich auf
Proteinebene nur durch drei Aminosduren am N-Terminus unterscheiden. Beide Proteine sind
Mitglieder der Lipocalin-Familie und zeigen Bindungsvermdgen fiir Retinolsdure. Nach der
Nomenklatur fiir Retinoid-bindende Proteine (RBPs) wurde das B/C-Protein in ,,Extracellular
Retinoic Acid Binding Protein®“ (E-RABP, Newcomer, 1995) umbenannt. Der
Proteinkomplex D/E, auch als Acidic Epididymal Glycoprotein (AEG) bezeichnet, besteht
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ebenfalls aus zwei fast identischen Proteinen mit unterschiedlichen posttranslationalen
Modifikationen (Brooks et al., 1986a,b). Die Proteine des D/E-Komplexes gehoren der
Familie der CRISP-Proteine an (CRISP= Cysteine Rich Secretory Protein). Obwohl es
gelang, aus dem menschlichen Nebenhoden ein dem AEG-verwandtes Genprodukt zu
klonieren (Hayashi et al., 1996), konnte ein E-RABP-Homologes beim Menschen bisher nicht
nachgewiesen werden. Trotz der prominenten Expression der Proteinkomplexe B/C und D/E
bei Nagern, zeigt sich beim Menschen ein vollig anderes Muster der epididymalen
Proteinsekretion. Daher ist die Bedeutung des Nagernebenhodens als Modell fiir die humane
Situation kritisch einzuschitzen. Durch eine differentielle Genexpressionsanalyse konnten
Anfang der neunziger Jahre die mRNAs fiir die epididymalen Sekretproteine HE1 bis HES
(HE; Humanes Epididymisprodukt) des Menschen kloniert werden. Durch Vergleich mit den
im Hundenebenhoden differentiell exprimierten Genprodukten wurden weitere humane,
epididymis-spezifische Proteine identifiziert (Ivell et al., 1998), so dal zum jetzigen Zeitpunkt
von 12 HEs bzw. CEs (CE; Canines Epididymisprodukt) ausgegangen werden kann.

HEI:

Bei HE1, dessen mRNA mehr als 2% der humanen, epididymalen mRNA ausmacht, handelt
es sich um ein bei allen untersuchten Sdugern vorkommendes, hochkonserviertes
Sekretprotein, das eine Immunglobulin-Domine besitzt und starke Ahnlichkeit zum
Hauptallergen der Staubmilbe, Der f 2, aufweist (Kirchhoff et al., 1996). HEI ist ein
Cholesteroltransportprotein und wurde kiirzlich als das zweite Niemann-Pick-Disease Typ C-

Gen identifiziert (Naureckiene et al., 2000).

HE2:

Das HE2-Gen kodiert fiir eine Familie kleiner Sekretproteine des distalen Caput, von denen
einige eine Homologie zu den antimikrobiellen 3-Defensinen aufweisen. Das HE2-Gen ist auf
dem kurzen p-Arm von Chromosom 8 in der Néhe des humanen Defensin-Genclusters

lokalisiert (Jia et al., 2001) .

HE3:
In der HE3-Genfamilie werden die beiden ribonukleasedhnlichen Sekretproteine HE3a, B

sowie das intronlose Pseudogen HE3y zusammengefaf3t (Kirchhoff et al. 1994).
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HE4:

HE 4 ist ein Sekretprotein mit zwei WAP-Doménen (WAP= whey acidic protein), das dem
Proteinase-Inhibitor HUSI I/ SLPI (SLPI= Secretory Leucocyte Proteinase Inhibitor) dhnelt.
HUSI I/SLPI und HE4 sind in rdumlicher Ndhe auf dem menschlichen Chromosom 20
lokalisiert, weshalb fiir beide Gene ein gemeinsamer evolutiver Ursprung postuliert werden
kann (Kirchhoff et al., 1991; Kirchhoff, 1999). Das TOP-Protein (Trout Ovulatory Protein)
aus der Coelomfliissigkeit der Regenbogenforelle zeigt von allen bisher bekannten Proteinen
die hochste Homologie zu HE4 und ist ein antimikrobiell aktives Protein (Coffman et al.,
2000). Bisher ist weder gekldart, ob HE4 antimikrobiell aktiv ist oder in Analogie zu
SLPI/HUSI I als Proteinase-Inhibitor fungiert.

HES:

HES, dessen c¢cDNA mit der des Leukozytenantigens CD52 iibereinstimmt, ist ein
hochglykosyliertes Dodekapeptid mit Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol-Anker (GPI-Anker) und
entspricht dem CD52 bis auf deutliche Unterschiede in der Glykostruktur und dem Lipidanker
(Schroter et al., 1999). Antispermien-Antikdper aus dem Blutserum mancher immunologisch
infertiler Frauen reagieren mit Glykotopen des HES (Diekman et al., 1999; Diekman et al.,
2000), welches auch als Hauptreifungsantigen bezeichnet wird (Kirchhoff, 1996).

HEI2:
Das HE12-Protein besitzt zwei Fibronektin TyplI-Module, die moglicherweise fiir seine
Bindung an Membranen verantwortlich sind. Es kann sowohl im Seminalplasma als auch auf

der Oberflidche ejakulierter Spermien nachgewiesen werden (Saalmann et al., 2001).

Die durch epididymale Sekrete bedingten Verdnderungen der Membraneigenschaften der
Spermienoberfldche beinhalten die Integration und Adsorption epididymaler Sekretproteine
und Cholesterol an bzw. in die Plasmamembran sowie die enzymatische Modifizierung
membranstindiger Makromolekiile durch Proteasen, hydrolytische Glykosidasen oder
Glykosyltransferasen (Brooks, 1983 ; Jones, 1989). In der Cauda, der Hauptspeicherregion
des Nebenhodens, dienen die Sekrete der Stabilisierung und der Blockierung der Spermien-
Motilitdt. Im weiblichen Genitaltrakt findet dann die sogenannte Kapazitation statt, bei der
diese blockierenden Sekrete von der Spermienoberfliche entfernt oder modifiziert werden.
Dadurch wird die Spermienmembran sensibilisiert und kann schlieBlich die Akrosomreaktion

vollziehen (Yanagimachi, 1994). Die genaue Funktion der meisten bisher bekannten
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Sekretproteine ist jedoch noch ungekléart. Bei der Ratte macht der Anteil an Sekretproteinen
nur etwa 15% der Gesamtproteinsynthese des Nebenhodens aus, wobei keines dieser Proteine
mengenmifig dominiert (Brooks, 1981). Neben der Féahigkeit, die Zona pellucida der Eizelle
zu erkennen, zu binden und mit dem Oolemma zu verschmelzen, erwerben die Spermatozoen
im intraluminalen Nebenhodenmilieu auch die Féahigkeit zur gerichteten Vorwirtsbewegung
(Cooper, 1986). Das Milieu der Cauda unterbindet jedoch die Eigenbewegung der Spermien
(Brooks, 1983). Erst nach Vermischung mit fruktosehaltigem Samenblasensekret wéhrend der

Ejakulation nehmen sie ihre Eigenbewegung auf (Holstein, 1969).

I.11 Die Blut-Epididymis-Barriere und ihre Bedeutung fiir die immunologische

Situation des Nebenhodens

Die Spermienproduktion beginnt mit Einsetzen der Pubertit, nachdem das Immunsystem eine
Toleranz fiir Selbst-Antigene entwickelt hat (Vitale et al., 1973). Bereits die Spermatocyten
der Pachytdnphase werden vom Immunsystem als fremd erkannt und 16sen Auto- und Allo-
Immunitdt aus (Tung et al., 1978). Um die genomisch-neukombinierten Spermien vor den
Mediatoren des erworbenen humoralen und adaptiven Immunsystems zu schiitzen, bilden
adluminale tight junctions zwischen den Prinzipalzellen eine Blut-Epididymis Barriere (Cyr et
al.,, 1999; Levy und Robaire, 1999). Ein durch Entziindung oder Vasektomie verursachter
Gewebeschaden kann dem erworbenen, klonalen Immunsystem Zugang zu den Spermien
ermoglichen, so da es zur Ausbildung von Anti-Spermien-Antikdrpern und damit
verbundener immunologischer Infertilitit beim Mann kommen kann. Obwohl aus diesem
Grund das klassische, erworbene Immunsystem im intakten Gewebe keinen Zugang zum
intraluminalen Milieu des Nebenhodens hat, sind epididymale Infektionen verhdltnisméaBig
selten (Drotman, 1983, Polldinen und Cooper, 1994). Es wurde sogar festgestellt, daf3
epidydimale Zysten und Spermatocelen sich so gut wie niemals entziinden, wihrend
entziindete Zysten in der Niere, dem ontogenetisch verwandtesten Gewebe, relativ hiufig
vorkommen (Giinaydin et al.,, 1995). Dieser trotz Abwesenheit des erworbenen
Immunsystems vorhandene Infektionsschutz des epididymalen Gewebes wird aller
Wabhrscheinlichkeit nach von Mediatoren der innaten Abwehr gewéhrleistet. Die iiber den
alternativen Weg aktivierte Komplementkaskade ist ein typischer Bestandteil der angeborenen
Immunitdt. Die terminalen Komplementkomponenten C5b bis C9 schiadigen Bakterien durch
Porenbildung in deren Membranen (Membranangreifender Komplex)(Bhakdi und Tranum-

Jensen, 1991; Esser, 1991). Das Komplementsystem ist jedoch aufgrund des massiven
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Vorkommens an komplement-inhibierenden Faktoren im Seminalplasma und insbesondere in
der epididymalen Fliissigkeit in seinem Leistungsvermdgen stark eingeschriankt (Tarter und
Alexander, 1984; Chowdhury et al., 1996; McDonald und Nelsestuen, 1997; Nonaka et al.,
2001). Ob auch das in Reproduktionsorganen hdufige Clusterin komplementregulatorische
Aktivitdt besitzt, ist umstritten (Ibrahim et al., 1999; Hochgrebe et al. 1999). Es kann daher
vermutet werden, dal} vor allem andere, direkt antimikrobiell wirksame Faktoren an der

epithelialen Immunabwehr des Nebenhodengewebes beteiligt sind.

1.12 Die Bedeutung antimikrobieller Peptide fiir die epitheliale Abwehr

Seit Mitte der neunziger Jahre sind vor allem antimikrobielle Peptide als Mediatoren der
innaten Abwehr erkannt worden. Die weitaus meisten antimikrobiellen Peptide sind
amphipathische Molekiile mit kationischer Gesamtladung. Neben diesem Charakteristikum
unterscheiden sich die antimikrobiellen Peptide verschiedener Familien in ihrer GrofBe,

Aminosduresequenz sowie in bestimmten strukturellen Motiven (Abbildung 4).

Gruppe I: Lineare, a-helikale Peptide ohne Cysteine

z.B. LL37/hCAP18
Crecropine
Magainin

Gruppe lI: Peptide mit Disulfidbriicken

z.B. a-Defensine
B-Defensine
6-Defensine
Protegrine
SLPI

Gruppe lll: Peptide mit ungewohnlich hohem
Anteil an einer bestimmten Aminosaure

z.B. Histatine
Indolicidin
Tritrpticin
PR-39

Abbildung 4: Klassifizierung der antimikrobiellen Peptide

anhand von Strukturmotiven (nach Bowman, H.G., 1995)
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Die Genfamilien der antimikrobiellen Peptide sind als Cluster im Genom angelegt und bei
verschiedenen Saugerspezies auf syntenen chromosomalen Abschnitten lokalisiert. Das
primire Translationsprodukt ist in der Regel ein Prepropeptid, welches aus einer N-terminalen
ER-dirigierenden Signalsequenz, einem Prosegment und einem C-terminalen, kationischen
Peptid besteht, welches erst nach Abspaltung des Prosegments seine volle antimikrobielle
Aktivitdt entfaltet. Sehr oft besitzt das Prosegment eine polare, meist anionische Ladung. Es
wird vermutet, das es an der korrekten Faltung des C-Terminus, dem intrazelluldren Transport
oder der Inhibierung der Aktivitit des reifen Peptids beteiligt ist. Das Prosegment wird
wiahrend spiterer Stadien der intrazelluldren Prozessierung oder nach Sekretion in den
extrazelluliren Raum abgespalten. Antimikrobielle Peptide werden entweder als Propeptid
oder als reifes C-terminales Peptid gespeichert (Bals, 2000). Neben den klassischen,
kationisch geladenen, antimikrobiellen Peptiden existieren auch solche mit negativer
Gesamtladung bei neutralem pH (Brogden et al., 1999). In menschlichen Epithelien sind die
o- und B-Defensine, das einzige humane Cathelicidin hCAP-18/LL-37 und die Histatine von
Bedeutung (Bals, 2000). Die Genexpression antimikrobieller Peptide wird vermutlich durch
die Toll-dhnlichen Rezeptoren (TLR= Toll-Like Receptors) und CD14 vermittelt (Bowman,
2000).

Defensine

Die Defensine der Sduger sind kleine, kationische, relativ argininreiche, nichtglykosylierte
Peptide mit einem Molekulargewicht von 3,5 bis 4,5 Kilodalton (KDa). Sie besitzen sechs
Cysteine, die durch drei charakteristische Disulfidbriicken miteinander verkniipft sind. Nach
dem Abstand der Cysteine, dem Muster der Disufidbriickenverkniipfung und der gesamten
Molekularstruktur teilt man die Defensine in a-, B- und 6-Defensine ein. Die a-Defensine
sind ca. 29 bis 35 Aminoséduren lang, die Cysteine sind im Muster 1-6, 2-5, 3-4 miteinander
verkniipft und stabilisieren dadurch eine dreistrangige B-Faltblattstruktur mit kationischer 8-
Haarnadelschleife. Beim Menschen sind bis heute sechs a-Defensine identifiziert worden
(Bals, R., 2000). Wéhrend die ,,Human Neutrophil Peptides* (HNP1 bis 4) in den azurophilen
Granula neutrophiler Granulozyten vorkommen, kommen die beiden {ibrigen a-Defensine
HD-5 und 6 in den Paneth-Zellen des Diinndarms und Epithelzellen des weiblichen
Urogenitalsystems vor (Quayle et al., 1998). Die B-Defensine sind zwischen 36 und 42
Aminoséduren lang und besitzen ein 1-5, 2-4, 3-6-Disulfidbriickenmuster. Thre Konformation
entspricht trotz abweichender Cystein-Verpaarung der dreistrdngigen B-Faltblattstruktur der

a-Defensine. Im Unterschied zu den a-Defensinen werden B-Defensine ausschliefflich von
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Epithelzellen produziert. Beim Menschen sind bisher vier B-Defensine bekannt (hBD-1 bis 4).
Die aus Rhesusaffen-Neutrophilen isolierten 6-Defensine besitzen hingegen eine Ringstruktur
mit zusétzlichen Disulfidbriicken innerhalb des Rings. Die Ringstruktur der 6-Defensine
entsteht durch posttranslationale Ligation zweier trunkierter a-Defensine nach einem bisher
ungekldrten Mechanismus (Tang et al., 1999). Mdglicherweise liegt hier eine Art Intein-
vermittelten Proteinspleilens vor (Perler et al., 1997a,b). Da alle Defensin-Gene des
Menschen auf Chromosom 8 in der Nihe des Segments p23 lokalisiert sind (Bals, 2000), wird
fiir die a-, B- und 6-Defensine ein gemeinsamer evolutiver Ursprung angenommen. Die B-
Defensine hBD-1 und 4 (Valore et al., 1998; Garcia et al., 2001) sowie das Cathelicidin
hCAP-18 (Malm et al.,2000) konnten im Nebenhoden nachgewiesen werden.

Cathelicidine

Peptid-Antibiotika der Cathelicidin-Familie besitzen eine hochkonservierte Signalsequenz
und Pro-Region (,,Cathelin“=Cathepsin L-Inhibitor), zeigen jedoch eine starke Heterogenitét
in ihrer C-terminalen Doméne, dem spéteren reifen Peptid. Die Grof3e des reifen Peptids kann
zwischen 12 und 80 oder mehr Aminoséduren variieren (Zanetti et al.,1995). Beim Menschen
ist nur ein einziges Cathelicidin bekannt (LL-37/hCAP-18). Sein Gen besteht aus vier Exons
und liegt auf Chromosom 3 (Malm et al., 2000).

Histatine

Die Histatine sind eine Familie Histidin-reicher Peptide, die in der humanen Speicheldriise
exprimiert werden (Oppenheim et al., 1988). Die Gene fiir die Histatine 1 bis 3 bestehen aus
vielen Exons und sind auf Chromosom 4 Segment ql3 lokalisiert. Histatine zeigen

insbesondere fungizide Wirkung.

Wirkungsmechanismus antimikrobieller Peptide

Antimikrobielle Peptide wie Defensine, Cathelicidine und Histatine zeigen ein breites
Wirkspektrum gegen Gram-positive und Gram-negative Bakterien sowie gegen Pilze und
hiillentragende Viren. Die minimale inhibitorische Konzentration (MIC) der Peptide liegt
im Bereich von 0,1 bis 100 pg/ml (Bals, 2000). In Analogie zu den terminalen
Komplementkomponenten = greifen  antimikrobielle = Peptide  die  bakteriellen
Plasmamembranen an. Ein Modell, das die Aktivitit der meisten antimikrobiellen Peptide
erklart, ist das Shai-Matsuzaki-Huang (SMH)-Modell (Zasloff, 2002) (Abbildung 4).

Aufgrund seiner kationischen Gesamtladung wird das antimikrobielle Peptid
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elektrostatisch von anionischen Membranlipiden der bakteriellen Zellmembran angezogen.
Die Peptidmolekiile “docken® teppichartig auf der Membranoberfliche an (4a). Mithilfe
threr hydrophoben Strukturmotive inserieren sie in die Membran und diinnen dadurch die
duBere Lipidschicht des ,,Bilayers® aus. Die Oberfliche der &duBeren Lipidschicht
vergroBert sich relativ zur inneren, was zu einer Spannung (4b; Blitze) innerhalb der
Lipiddoppelschicht fiihrt (4b). Es kommt schlieBlich zu einem Phaseniibergang, der in der
Ausbildung transienter, membrandurchspannender Poren miindet (4c). Die Poren
vermitteln einen Transport von Lipiden und Peptiden zur inneren Lipidschicht (4d), von
wo aus die Peptide zu intrazelluldren Zielen diffundieren (4e), oder die Membran zu
Fragmenten zersprengen konnen (4f). Die Membrandisruption fiihrt zum Verlust der
zelluldaren Homoostase sowie zur Zerstorung des Membranpotentials. Hierdurch wird der
unmittelbare Zelltod herbeigefiihrt. Interessanterweise sind die cholesterinhaltigen,
eukaryontischen Membranen durch antimikrobielle Peptide nicht so leicht zerstorbar wie

bakterielle, cardiolipinhaltige Membranen (Tytler et al., 1995; Hristova et al., 1997).

.
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Abbildung 4: Shai-Matsuzaki-Huang-Modell des Wirkungsmechanismus eines
antimikrobiellen Peptids (nach Zasloff, M.,2002)
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1.13 Die Verwandtschaft des HE2-Gens zu den 3-Defensin-Genen

Die HE2 cDNA-Klonfamilie repridsentiert eine sehr hdufige mRNA des humanen
Nebenhodens, die im Epithel des proximalen Nebenhodenganges, nicht aber in den Ductuli
efferentes nachgewiesen werden kann (Krull et al., 1993). HE2 stellt die zweithdufigste der
nebenhodenspezifischen mRNAs dar (Kirchhoff et al., 1990; Osterhoff et al., 1994). Die
putativen Translationsprodukte mehrerer alternativer Spleillvarianten von HE2 zeigen den B-
Defensin-Konsensus, was auf eine evolutive Verwandtschaft des HE2-Gens zu den B-
Defensinen schlieBen 148t (Frohlich et al., 2000; Hamil et al., 2001). Auch die Lokalisation
des HE2-Gens in enger Nachbarschaft zu den a- und B-Defensin-Genen auf dem kurzen p-
Arm von Chromosom 8 des Menschen (Abbildung 5) konnte ein Hinweis auf evolutive

Verwandtschaft sein.

8p21-22
HE2 a1/2 P 8p22-23
HE2 61/2 - HNP-3
HE2 y1/2 21 Ho-s
HE2 B 12 HBD-1
11 HBD-2
HE2 E

HE2 C

Abbildung 5: Cytogenetisches Ideogramm von
Chromosom 8 des Menschen (modifiziert nach

Schréder, 1999)
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1.14 Zielsetzung der Arbeit

Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war der Nachweis und die Charakterisierung
der HE2-Genprodukte auf Proteinebene. Ausgangspunkt der Untersuchungen war dabei die
Herstellung von polyklonalen Antiseren, die gegen bestimmte Oligopeptid-Abschnitte aus den
putativen HE2-Aminosduresequenzen hergestellt wurden, um auf Proteinebene eine
Diskriminierung zwischen den HE2-Varianten zu ermoglichen. Voraussetzung fiir
erfolgreiche Western-Blot-Analysen war dabei zundchst die Ausarbeitung einer geeigneten
Extraktionsmethode fiir HE2-Proteine. Da sich seltenere Proteine aus Seminalplasma generell
nur schwer aufreinigen lassen, sollten rekombinant exprimierte Formen von HE2 zur
Funktionsanalyse herangezogen werden. Aufgrund der in dieser Einleitung angestellten
Uberlegungen wurde der Schwerpunkt der funktionellen Studien auf die Untersuchung der

antimikrobiellen Aktivitdt verschiedener HE2-Varianten gelegt.
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II. Material und Methoden

1. Material

1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Aceton

Acetonitril

Acrylamid

Ammoniumacetat
Ampicillin

Amyloseharz
N-a-Benzoyl-L-arginin-p-nitroanilid (L-BAPNA)
Biotin-Maleimid
o-Biotin-Antikorperkonjugat
Bromphenolblau

BSA

Casein
o-Cyano-Hydroxy-Zimtsdure
Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid
Eisen-II-sulfat

Eisessig (96%)
Epoxy-aktivierte Sepharose 6B
Ethanol

Ficoll

FCS

Formamid

Gelatine

Guanidiniumchlorid
Harnstoff

Hydroxyethyl-piperazin-ethansulfonsdure (HEPES)

C. Roth GmbH, Karlsruhe
Roth

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Sigma

New England Biolabs, Schwalb.
ICN-Biomedicals, Eschwege
Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Merck
Amersham-Pharmacia, Freiburg
Merck

Sigma

Biochrom, Berlin
Gibco-BRL, Karlsruhe
Sigma

Merck

Sigma

Sigma
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Imidazol

Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenphosphat
Kupfersulfat
2-Mercaptoethanol
MetaPhor-Agarose
Methanol
Methylen-bis-acrylamid
Methylgriin

Natriumazid
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumcitrat
Natriumdeoxycholat
Natriumdisulfit
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogenphosphat
Natriumthiosulfat

Nonidet P-40
PCR-Wasser

Penicillin G

Peroxidase-a-Kaninchen Antikorperkonjugat

Petrischalen
Polyvinylidendifluorid-Membran 0,45 pm
Ponceau S

Protein A — Agarose

Silbernitrat

Streptavidin

Streptomycin

n-Tributylphosphat

Tricin

Trifluoressigsdure
Tris-hydroxymethyl-aminomethan (TRIS)
Triton-X-100

Sigma

Merck

Merck

Fluka, Deisenhofen

Roth

Biozym, Hessisch Oldendorf
Merck

Sigma

Sigma

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Sigma

Sigma

Roth

Sigma

Sigma

Greiner GmbH, Niirtingen
Millipore GmbH, Eschborn
Sigma
Boehringer-Mannheim GmbH
Merck

DAKO, Hamburg

Sigma

Sigma

ICN-Biomedicals

Sigma

Sigma

Sigma
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Tween 20 Sigma

Xylencyanol FF Sigma

Zinkchlorid Fluka
1.2 Medien

Luria-Bertani-(LB)-Medium:

20g LB-Pulver (Gibco BRL) auf 11

falls erforderlich wurde dem Medium 100 pg/ml Ampicillin zugesetzt.
Agarplatten enthielten 15g Agar (Bacto-Agar, Difco Laboratories)/ 1 Medium

Rich Medium:
10g Trypton
5g Hefeextrakt
5g NaCl

2g Glukose

nach Autoklavieren steriles Ampicillin auf 100 pg/ml hinzufiigen

Grace’s Insect Medium (Invitrogen)

TNM-FH-Medium: Grace's Insektenzell-Medium (Invitrogen) mit 10% FCS (Biochrom)

Ex-Cell-400 Serum-freies Medium (JRH-Biosciences)
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1.3 Puffer und Losungen

TE-Puffer:
10 mM Tris-HCI, pH 7,4
ImM EDTA, pH 8,0

10x TBE-Puffer:
1.34 M TRIS
0.45 M Borséure
25 mM EDTA
pH 8.5

10x TAE-Puffer:

48,4 g TRIS

11,42 ml Eisessig

20 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0

ad 1000 ml mit destilliertem Wasser auffiillen

10x DNA-Ladepuffer:
0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol FF
15% Ficoll

5x Ligasepuffer I:
50 mM TRIS-HCL pH 7,6

5x Ligasepuffer II:
2,5 mM rATP
50 mM DTT
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TSS-Puffer:

2g PEG 4000 (Merck 9727)

1 ml 1M MgCl,

Iml DMSO

ad 20 ml mit LB-Medium auffiillen, steril filtrieren, bei +4°C lagern

10 x Blockierungs-Stammlosung:

5% Blockierungsreagenz (Boehringer) in
0.1M Maleinsdure-NaOH, pH 7.5

0.15M Na(Cl

Blockierungslosung:
45 ml 1x TBS
5 ml 10x Block-Stammlésung

Antikorperverdiinnungspuffer:
49 ml 1x TBST

Iml 10x Block-Stammlosung
10x TBS-Puffer:

200 mM TRIS-HCI pH 7,6
1,37 M NaCl

TBST-Puffer:
1x TBS
0,05% Tween 20

2x SDS-PAGE-Ladepuffer:
2,4 ml 0,5 M TRIS-HCI pH 6,8
2 ml 20% SDS

0,5 ml 1% Bromphenolblau

2 ml 100% Glycerol

2,1 ml destilliertes Wasser.

1 ml B-Mercaptoethanol (frisch zugeben)
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SDS-PAGE-Laufpuffer:
25 mM TRIS-HCI, pH 6.8
250 mM Glycin

0,1% SDS

SDS-PAGE-Trenngelpuffer:
1,5 M TRIS-HCI, pH 8,8

SDS-PAGE-Sammelgelpuffer:
1 M TRIS-HCI, pH 6,8

TRICIN-PAGE-Gelpuffer :
3M TRIS-HCI, pH 8.45
0,3% SDS

TRICIN-PAGE-Anodenpufter :

200mM TRIS-HCI, pH 8.9

TRICIN-PAGE-Kathodenpuffer :

100 mM TRIS-HCI, pH 8.25
100 mM TRICIN
0.1% SDS

TRICIN-PAGE-Acrylamid-Stammldsung mit 2.7% Crosslinker (Methylenbisacrylamid):

30 g Acrylamid
0.8 g Bisacrylamid
1g BIORAD Mixed Bed Resin

mit destilliertem Wasser auf 100 ml auffillen

TRICIN-PAGE-Acrylamid-Stammldsung mit 6% Crosslinker :

28.2g Acrylamid
1.8g Bisacrylamid
1g BIORAD Mixed Bed Resin

mit destilliertem Wasser auf 100 ml auffiillen.
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CAU-PAGE-Laufpuffer :

5% Essigsédure

CAU-PAGE-Gel (12%)) :

3.2 g Harnstoff

4.25 ml 30 :0.8 Acrylamid
2.4 ml Wasser

1.33 ml 43 %(v/v) Essigsédure
200 ul APS

30 ul TEMED

CAU-PAGE-Blotting-Puffer :

5% Essigsédure

10% Methanol

Coomassie-Farbelosung:

0,25 % Coomassie Brilliant Blue R

50 % (v/v) Ethanol
10% (v/v) Eisessig
40% (v/v) H,O

Entfarbelosung:
50 % (v/v) Ethanol
10% (v/v) Eisessig
40% (v/v) H,O

Semidry-Blot-Puffer fiir stark basische Proteine (nach Szewcyk und Kozloff, 1985):

192 mM TRIS

25 mM Ethanolamin
20% Methanol
0,375 g SDS

2,93 g Glycin
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MBP-Séulen-Puffer:

20 mM TRIS-HCIL, pH 7,4
200 mM NacCl

1 mM EDTA

RIPA-Puffer:

0,1% SDS

1% Triton-X-100

1% Natrium-Deoxycholat
150 mM NacCl

10 mM TRIS-HCI, pH 7,4
ImM EDTA

PBS-Puffer (PBS; Phosphate Buffered Saline):

137 mM NacCl

2,7 mM KCI

10 mM Na,HPO4

2mM KH,PO4

mit HCI auf pH 7.4 titrieren

1.4 Chemosynthetische Peptide und Anti-Peptid-Antiseren

Die Peptide werden an der Festphase synthetisiert (Dr. Markus Koppitz, SCHERING AG,
Berlin) und haben folgende Sequenzen: P1, H2ZN-GELRERAPGQGTNGC-COOH; P2, H2N-
KRDLLPPRTPPYQVC-COOH; P3, H2N-ISHQEARGPSFKICVGFLGPRWARGCSTGN-
COOH (entspricht der HE2al Isoform, Osterhoff et al. 1994); P4, H2N-
CVSNTDEEGKEKPEM-COOH; P5, H2N-GDVPLGIRNTIC-COOH. Die Peptide P1 und P2
werden jeweils mit einem kiinstlichen, C-terminalen Cystein-Rest fiir die spétere Kopplung
synthetisiert. P4 und P5 enthalten je einen endogenen C-terminalen Cystein-Rest. Bei P3 wird
der N-terminale Isoleucin-Rest flir die Kopplung benutzt. Zur Immunisierung werden die
Peptide als Haptene an den Carrier Keyhole-Limpet-Himocyanin (KLH, Sigma,
Deisenhofen) gekoppelt. Pro Peptid werden drei Kaninchen immunisiert (Pineda-Antikorper-

Service, Berlin) und die Seren nach 60, 90 und 125 Tagen getestet. Eine monospezifische
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Reinigung der Antikorperfraktion erfolgt iiber Affinitdtschromatographie der Seren an der
jeweiligen Peptid-Sepharose, die durch Kopplung der Peptide an Epoxy-aktivierte Sepharose

6B (Amersham-Pharmacia) hergestellt wird.

1.5 E. coli-Wirtsstimme
DH5a (Invitrogen)
K12 TB1 (NEB)
ER2508 (NEB)
CAG 597 (NEB)
1.6 Lepidopteren-Zellinien

SF-9 (Spodoptera frugiperda) (Invitrogen)
High Five (Trichoplusia ni) (Invitrogen)
1.7 Vektoren

pMal c2x (NEB)
pMal p2x (NEB)
pMelBacB (Invitrogen)
pGEM T Easy (Promega)
1.8 Gerite

Brutschrianke Typ B-12; Typ B-6120 (Hereaus)
Ultrazentrifuge J2-21; Rotor: JA-20 (Beckman)
Kiihlzentrifuge Megafuge 2.0 R (Hereaus)

Waagen (Sartorius minisart und Sartorius research)
Vortexer (Janke und Kunkel)

Vortex-Evaporator (HBI, Haake Buchler)
Eppendorf-Tischzentrifuge 5415 (Eppendorf GmbH, Hamburg)
Rotator (Herolab GmbH, Wiesloch)
Transilluminator (Herolab)

Magnetriihrer Ikamag Ret-G (Janke und Kunkel)
Wasserbader (GFL)

Imago Compact Imaging System
Minigel-Elektrophoresekammern (Biometra)

Agarosegel-Elektrophoresekammern (Owl Separation Systems)
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FPLC-Anlage (Pharmacia-LKB):

2249 Gradienten Pumpe

2141 variabler Wellenldngen Monitor

2211 superrac Fraktionskollektor
HPLC-Anlage System Gold (Beckman):

125 Solvent Module

166 Detektor

2156 Solvent Conditioner (Pharmacia-LKB)
LI-COR®-DNA-Sequencer (MWG-Biotech, Ebersberg)
Kryotom 2800 Frigocut (Reichert-Jung)
Multicycler PTC-200 (Biozym Diagnostik GmbH, Hessisch Oldendorf)
PCR-Sprint (Hybaid, Heidelberg)
Filmmaterial Kodak X-O-MAT AR
Photometer Ultrospec 3000 (Amersham Pharmacia Biotech)
Mikroliter-Pipetten Pipetman (Gilson)
Fluoreszenzmikroskop Epiphot; Filterblocke B-2A und G-2A(Nikon)
Lichtmikroskop Diaphot (Nikon)
Mikro-Dismembrator (B.Braun, Biotech International, Melsungen)
Rontgenfilmentwickler Hyperprocessor (Amersham-Pharmacia-Biotech, Freiburg)
ELISA-Reader Victor2 1420 Multilabel Counter (Wallac)
Sterilbénke

ELB 2472 (Heraeus)

Hera Safe HS-12

Hera Safe HS-18
Ultraschallgerét Sonifier B-12 Cell Disruptor (Branson Sonic Power Company, Danbury)

1.9 Chromatographie-Harze und Saulen

Amyloseharz (NEB)

QAE-Sephadex A25 (Pharmacia)
Q-Sepharose FF (Pharmacia)

AffiGel Heparin (Biorad)

Oasis MAX (Waters)

Chromabond SA (Macherey und Nagel)
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Nucleobond 120-5-C4 (Macherey und Nagel)
CM Macroprep (BioRad)
Superose 12 (Pharmacia)

BIORAD Mixed Bed Resin AG501-X6

1.10 Menschliche und tierische Materialien

Gewebe

Menschliches  Nebenhodengewebe  stammte aus  Orchidektomie-Operationen  an
Prostatakarzinom-Patienten. Es wurde jeweils unmittelbar nach der Operation in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bei —80°C gelagert. In allen Fillen war in Ubereinstimmung
mit den Richtlinien der Helsinki Deklaration die Zustimmung der Patienten gewéhrleistet.

Ratten-Nebenhodengewebe wurde aus frisch getteten Tieren prapariert.

Epididymale Fliissigkeit
Humane epididymale Fliissigkeit wurde Kannulierung und retrograde Perfusion mehrerer
Nebenhodengewebe gewonnen und freundlicherweise von Dr. Ching-Hei Yeung (Institut fiir

Reproduktionsmedizin, Miinster) zur Verfiigung gestellt.
Ejakulat

Fir die Studien mit Ejakulaten junger, gesunder Freiwilliger lag die Erlaubnis der

Ethikkommission der Freien Hansestadt Hamburg vor.
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2. Methoden

2.1 Fallen von Nukleinsduren

(Sambrook et al., 1989)

Nukleinsduren lassen sich aus wissriger Losung durch Zugabe von Natriumacetat und
absolutem Ethanol ausfdllen. Durch Zentrifugation werden die ausgefillten Nukleinsduren
pelletiert und nach Entfernung des Uberstandes mit 70%igem Ethanol gewaschen.
Anschliefend wird das Pellet getrocknet und in kleinem Volumen TE-Puffer oder Wasser
aufgenommen. Zur Nukleinsdurelosung werden, wenn nicht anders angegeben, 1/10 Volumen
3M Natriumacetat pH 5,2-6,0 und ein 2- bis 2,5-faches Volumen abs. Ethanol (-20°C)
zupipettiert und gut gemischt. Die Nukleinsduren werden anschlieBend {iber Nacht bei —20°C
oder je nach Versuchsbeschreibung fiir einige min bei —70°C oder —80°C gefillt. Die gefillten
Nukleinsduren werden dann durch Zentrifugation (14000UpM, 30 bis 60 min, 4°C) pelletiert.
Nach Entfernung des Uberstandes wird das Pellet mit 70%igem Ethanol gewaschen und
erneut zentrifugiert (14000 UpM, 5 bis 10 min, 4°C). Nach Abnehmen des Uberstandes wird

das Pellet getrocknet und in TE-Puffer oder destilliertem Wasser aufgenommen.

2.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

(Sambrook et al., 1989)

Die Nukleinsdurekonzentration in wéssriger Losung wird im Spektrophotometer bei einer
Wellenldnge von 260 nm bestimmt. Eine OD,¢ von 1 entspricht dabei einer Konzentration
von ca. 50 pg/ml doppelstrangiger DNA, 40 pg/ml RNA oder 33 pg/ml einzelstringiger
DNA-Oligonukleotide. Zur Messung wird jeweils ein Aliquot aus der Probe entnommen,
1:100 in destilliertem Wasser verdiinnt und die ODy4y ermittelt. Unter Beriicksichtigung des

Verdiinnungsfaktors und der Art der Nukleinsdure wird die Konzentration abgeleitet.

2.3 Agarose-Gelelektrophorese
(Sambrook et al., 1989, modifiziert)

Nukleinsduremolekiile haben im wissrigen Milieu bei pH 7,0 eine auf die Phosphatgruppen
thres Phosphodiesterriickens zuriickzufiihrende negative Nettoladung. Daher wandern sie

nach Anlegen einer Spannung im elektrischen Feld zur Anode. In einer Agarose-Gelmatrix
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wandern die Molekiile abhingig von ihrer Grofle unterschiedlich schnell und werden so
aufgetrennt. Mittels des interkalierenden Phenylphenanthridiniumfarbstoffs Ethidiumbromid
konnen die Nukleinsduren durch Rotfluoreszenz im UV-Licht sichtbar gemacht werden.Die
zur Herstellung des Gels bendtigte Menge Agarose (1,0-1,2%) wird in einem Weithals-
Erlenmeyerkolben in einfach konzentriertem TAE-Puffer durch Erwirmen in der Mikrowelle
gelost. Nach Abkiihlung werden zu je 30 ml Agaroselosung 1 bis 1,5 pl einer
Ethidiumbromid-Stammlosung (10 mg/ml) zugegeben und das Gel zum Aushirten in die
GieBvorrichtung mit dem bereits eingesteckten Kamm gegossen. Damit die Proben beim
Einpipettieren in die Geltaschen nicht aufschwimmen, werden sie mit 1/10 Volumen eines
10x DNA-Ladepuffers zum Beschweren versetzt. Als DNA-Léngenstandards werden die 1Kb
DNA-Leiter und die 100bp-DNA-Leiter (GIBCO-BRL) verwendet. Die Elektrophorese
erfolgt fiir 1 bis 2 h bei 60 bis 100 V. Nach dem Lauf werden die im Gel aufgetrennten
Nukleinsduren im UV-Licht sichtbar gemacht und fotografiert.

2.4 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarose

(Genecraft, Miinster)

Die Elution von DNA aus einem Agarosegelstiick erfolgt mit Hilfe des Glasmilch-basierten,
DNA-Purification—Kits (Genecraft) nach den Angaben des Herstellers. Das Verfahren beruht
auf der Verfliissigung der Agarose mit hochmolarer Natriumiodidlésung bei 55°C und der
anschlieBenden Bindung der nun in Losung befindlichen DNA an Silikatreste der Glasmilch.
Die Menge der jeweiligen isolierten DNA-Fragmente wird durch Auftrag eines Aliquots auf

ein 1,2%iges TAE-Minigel abgeschitzt.

2.5 RNA-Extraktion aus Geweben

Die in Alufolie gewickelten, tiefgefrorenen (-80°C) Gewebeproben (humane Epididymis)
werden gewogen und dann mit dem Hammer grob zerkleinert, wobei sie zwischenzeitlich
immer wieder in fliissigem Stickstoff gekiihlt werden miissen, um ein Antauen und damit eine
mogliche Aktivierung von RNAsen zu vermeiden. Danach werden sie in mit Stickstoff
vorgekiihlte Teflon-Steckgefille gefiillt und im Mikro-Dismembrator (B.Braun, Biotech
International, Melsungen) bei 1800 UpM zweimal 50 Sekunden pulverisiert. Dieses Pulver
wird dann in einem addquaten Volumen (2 ml/100pg Gewebe) RNA-Clean-Losung (RNA-
Clean System, AGS GmbH, Heidelberg) aufgenommen und unmittelbar gevortext. Das
Homogenisat wird auf FEis gestellt, mit Chloroform versetzt (1/10 des vorhandenen
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Volumens), kurz kriftig geschiittelt und dann 5 min auf Eis stehengelassen. AnschlieBend
wird eine halbe Stunde bei 4000 UpM zentrifugiert (Centrifuge 5415 C, Eppendorf,
Hamburg). Die obere wissrige Phase, die die RNA enthilt, wird vorsichtig abpipettiert, zur
Féllung das gleiche Volumen an eiskaltem Isopropanol zugegeben und geschiittelt. Dieser
Ansatz wird fiir 15 min bei —20°C inkubiert und nochmals bei 4000 UpM 10 min
zentrifugiert. Der Uberstand wird abgegossen, das Pellet zweimal mit 70%igem Ethanol
gewaschen und dann in H,O (PCR-Qualitdt) aufgenommen. Die erhaltenen RNA-Extrakte
werden bei —80°C gelagert.

2.6 Einzelstrang cDNA-Synthese durch Reverse Transkription

Die cDNA-Synthese ist das Umschreiben der sehr labilen mRNA-Molekiile in deutlich
stabilere und damit handhabbarere DNA-Molekiile. Eine solche, aus Gesamt-RNA
gewonnene DNA-Mischung bezeichnet man als cDNA (komplementére, complementary
DNA). Pro Reaktionsansatz werden 5 pg Gesamt-RNA-Extrakt und 1 pl Oligo(dT)-Primer
(500pg/ml) mit destilliertem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 12 pl aufgefiillt. Danach
wird die Probe 10 min bei 70°C denaturiert und anschliefend auf Eis gekiihlt. Pro Ansatz
werden 4 pl 5 x Erststrang-Puffer (GIBCO BRL), 2 ul 0,1M DTT sowie 1 ul 10 mM dNTP-
Mix hinzugefiigt. Die Proben werden vorsichtig gemischt, 2 min bei 42°C vorgewdrmt und
anschlieend mit je 1 pl SuperScript II Transkriptase (200U/ul; GIBCO BRL) versetzt. Nach
1h Inkubation bei 42° werden die Reaktionen durch 15 miniitige Denaturierung des Enzyms

bei 70°C gestoppt und die Ansétze bei —20°C eingefroren.

2.7 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR; Polymerase Chain Reaction)

Die PCR ermoglicht die gezielte Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente. Bei den
durchgefiihrten Reaktionen werden durch Reverse Transkription gewonnene cDNA (RT-
PCR) oder insert-tragende Plasmid-DNA als Matritze (Template) eingesetzt. Die Synthese der
fir die PCR bendtigten, sequenzspezifischen Oligonukleotide (Primer) erfolgte durch
GIBCO-BRL oder MWG-BIOTECH.Ein reprisentativer PCR-Reaktionsansatz setzt sich wie

folgt zusammen:

1 ul DNA-Template (10-100ng)
1 pl Sense-Primer (10 pmol/ul)
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1 ul Antisense-Primer (10 pmol/ul)

1 ul 10mM dNTP-Mix

5 ul 10 x Biotherm Taq-Puffer

0.2 ul Biotherm Tag-Polymerase (10000U/pl)
40.8 pl destilliertes Wasser (PCR-Qualitét)

Alle Reagenzien werden in einem Reaktionsgefdl gemischt, wobei die Polymerase zuletzt
zugegeben wird. Bis zum Start der Reaktion werden die Proben auf Eis gehalten. Um
eventuelle Verunreinigungen der Versuchsansitze erkennen zu konnen, wird parallel jeweils
eine Kontrollreaktion ohne Matritze angesetzt. Die PCR erfolgt in einem Thermocycler
(Multicycler PTC-200, Biozym Diagnostik GmbH, Hess. Oldendorf bzw. PCR-Sprint;
Hybaid, Heidelberg). Jedes der durchgefiihrten PCR-Programme beginnt mit einer 5-
miniitigen Denaturierung bei 95°C. Im Anschlul daran erfolgen 30 bis 35 Reaktionzyklen
folgender Art:

-1 min 95°C (Denaturierung)

-1 min AT [°C] (primerspezifische Annealingtemperatur)

-1 min 72°C (= Temperaturoptimum der Taq-Polymerase; Verldngerung der Primer durch die
Polymerase (Primer-Extension))

Alle PCR-Programme enden mit einem 10 min Schritt bei 72°C und einer abschlieenden
Kiihlung der Proben auf 4°C. Temperatur und Dauer der Annealing-Schritte richten sich nach

den verwendeten Primern und der Lange der angestrebten DNA-Amplicons.

2.8 Restriktionsverdau von DNA
(Sambrook et al., 1989)

DNA kann durch Typll-Restriktionsendonukleasen an der flir jedes Enzym spezifischen
Nukleotidsequenz gespalten werden. Pro Restriktionsansatz werden 500ng Plasmid-DNA mit
1/10 Volumen 10-fach konzentriertem entsprechendem Enzympuffer (vom Hersteller
mitgeliefert), 1/10 Volumen Enzym (5-11 Enzymeinheiten/ ug Plasmid-DNA) und der
entsprechenden Menge  destilliertem  Wasser in  einem  Micro-Eppendorfgefal3
zusammenpipettiert. Der Ansatz wird gut gemischt und bei 37°C fiir mindestens 2 bis 3 h

inkubiert. Der Verdau wird durch Einfrieren des Ansatzes bei —20°C gestoppt.
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2.9 Subklonierung in Vektoren

Subklonierung von PCR-Amplifikaten in pGEM TEasy

PCR-Amplifikate die mit Hilfe der Tag-Polymerase gewonnen wurden, besitzen aufgrund der
fehlenden Proofreading-Aktivitit (3°-5’-Exonukleaseaktivitit) der Tag-Polymerase am 5°-
und am 3’-Ende jeweils ein Adenin bzw. Thymidin als Uberhang. Mit Hilfe dieser
sogenannten TA-Uberhiinge lassen sich PCR-Amplifikate leicht in den pGEM T Easy-Vektor
(Promega) subklonieren (zur Ligation s. 2.10). Diese Subklonierung ermdglicht eine

Sequenzierung der einklonierten Amplifikate mit einem T7- bzw. SP6-Primer.

Subklonierung des HE2 a cDNA-Restriktionsfragments in den bakteriellen

Expressionsvektor pMal

pMal-Vektoren besitzen im Polylinker sowohl eine Xmnl- als auch eine weiter 3 gelegene
HindIII-Klonierungsschnittstelle, in die das zu exprimierende DNA-Fragment inseriert
werden kann. Somit mull zunichst ein 5°-stumpfendiges (blunt end), 3°-HindIII-Fragment der
reifen HE2a-cDNA-Sequenz hergestellt werden. Das Insert wird durch PCR-Amplifikation
aus epididymaler cDNA gewonnen.

5¢-Primer pMal-HE2-1: 5‘-TCTCAAGCCAGACATGTG-3¢, 3°-Primer pMal-HE2-2: 5°-
TACTAAAGCTTCTAATTCCCAGTGGAAC-3. Die mittels PCR amplifizierte HE2o-
cDNA wird am 3°‘-Ende mit HindIIl verdaut und das pMal-Plasmid mit Xmnl und HindIII
linearisiert. AnschlieBend werden Insert und linearisiertes Plasmid miteinander ligiert (s.

2.10).

Subklonierung der HE2 f1- und HE2C-cDNA-Restriktionsfragmente in den pMelBacB-Vektor

Die HE2B1- und HE2C-cDNA Fragmente werden ohne den fiir das intrinsische Signalpeptid
kodierenden Sequenzabschnitt in den pMelBacB-Transfervektor (Invitrogen) subkloniert.
Dazu wird jeweils durch PCR ein Insert aus epididymaler cDNA amplifiziert, das an den
Enden BamHI- und HindIII-Restriktionsschnittstellen fiir die Insertion in den Vektor besitzt.
Die dabei benutzten Oligonukleotid-Primer hatten die folgende Sequenz: Sense-Oligomer fiir
HE231 und HE2C: 5’-CAACGGATCCAGACATGAGGCAACGATTGCTC-3’; Antisense-
Oligomer fir HE2B1: 5-CAACAAGCTTAGATCCCAGATCTGCCATCC-3’; Antisense-
Oligomer fiir HE2C: 5’-CAACAAGCTTCATCAGTTTTAATGTAAACAGCAG GCGTC-
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3’. Nach BamHI-/HindIII-Restriktionsverdau der Inserts und des pMelBacB-Vektors werden
die Inserts in die MCS (Multiple Cloning Site; Polylinker) des Vektors einligiert (s. 2.10)

2.10 Ligation von DNA
(Sambrook et al., 1989, modifiziert)

In einem Volumen von 5ul Wasser oder TE werden 100 ng Xmnl/HindIIl linearisierter
Vektor (pMal-Plasmid, NEB) und das zu klonierende 5°-stumpfendige, 3‘-HindiII-cDNA-
Fragment im moglichst gleichen molaren Verhiltnis gemischt. Dann werden 2 pl Ligase-
Puffer I (5x) zugefiigt, 10 min bei 65°C inkubiert und dann 10 min bis auf RT abgekiihlt.
SchlieBlich werden 2 pl Ligase-Puffer II (5x) und 1 pl T4-DNA-Ligase (0,5 — 2 U/ul,
GIBCO-BRL) zugesetzt, zunidchst 2h bei RT, dann iiber Nacht bei 4°C inkubiert.

2.11 Préparation von transformationskompetenten E.coli-Bakterien

Durch Behandlung mit Erdalkalimetall-Chloriden werden die Bakterien in einen sogenannten
Kompetenzzustand tiberfiihrt, der sie zur Aufnahme von Plasmid-DNA befdhigt. 100 ml LB-
Fliissigmedium werden mit 1 ml einer Ubernachtkultur von TB1- (NEB) oder DH5a-Zellen
angeimpft und bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Die Zelldichte wird mittels eines
Spektrophotometers verfolgt. Bei Erreichen einer ODgop = 0,3 — 0,4 wird die Kultur auf Eis
abgekiihlt, in zwei Polypropylenréhrchen tiberfiihrt und die Zellen durch Zentrifugation (4000
UpM, 5 min, 4°C) pelletiert. Nach Dekantieren der Uberstinde werden die beiden Pellets in je
25 ml kaltem TSS resuspendiert. Die Bakterien-TSS-Suspension wird sofort auf 100 pl -
Aliquots aufgeteilt und in fliissigem Stickstoff eingefroren (Eppendorf-Gefile und
Pipettenspitzen vorkiihlen!). Die kompetenten Zellen werden bis zu ihrer Verwendung bei

-80°C gelagert.

2.12 Transformation von kompetenten E.coli-Bakterien

(Sambrook et al., 1989, modifiziert)

Kompetente Bakterien konnen isolierte  DNA wie z.B. Plasmide inkorporieren
(Transformation). Aufgrund einer durch das Plasmid kodierten Antibiotikaresistenz kdnnen
die erfolgreich transformierten Zellen durch Zugabe des entsprechenden Antibiotikums zum

Medium selektioniert werden.
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Zu einem 100ul-Aliquot kompetenter Zellen werden ca. 50ng Plasmid-DNA gegeben,
vorsichtig gemischt und fiir 1 h auf Eis inkubiert. Es folgt ein Hitzeschock von 45 — 60
Sekunden in einem 42°C heilen Wasserbad. AnschlieBend wird fiir 1 bis 2 min auf Eis
abgekiihlt und je Ansatz 500 pl LB-Flissigmedium zupipettiert. Danach werden die
Transformationsansétze zur Induktion der Antibiotikaresistenzen fiir ca. 1 h im Brutschrank
bei 37°C inkubiert. Danach werden jeweils 100-300 pl des Transformationsansatzes auf einer
LB-Antibiotika-Agarplatte mit einem abgeflammten Drigalskispatel ausgestrichen. Nach 5-
min Antrocknen (wichtig!) werden die Agarplatten iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Je 20
Kolonien werden anschlieBend auf eine Masterplatte sowie auf eine IPTG/X-Gal-Platte
tiberimpft und @.N. bei 37°C inkubiert. Weil3 gebliebene Klone auf der IPTG/X-Gal-Platte
sind mit hoher Wahrscheinlichkeit mit rekombinantem Plasmid transformiert, wahrend blaue
Klone oft auf Transformation mit religiertem Vektor zuriickgehen. Auch wenn das Plasmid
per se fiir Blau/Weil3-Selektion ausgelegt ist, miissen hierfiir E. coli-Stimme verwendet

werden, die das lacZAM15-Allel besitzen.

Anmerkung zur Vorgehensweise bei pMal-Konstrukten:

Aufgrund der Stiarke des Py, .-Promotors des pMal-Vektors konnen transformierte Klone, die
bereits Kontakt mit IPTG hatten, mutierte Plasmide enthalten, die entweder einen Teil oder
das ganze Fusionsgen verloren haben oder es nicht mehr lidnger in ausreichendem Malle
exprimieren. Dies gilt insbesondere dann, wenn auf dem rekombinanten pMal-Plasmid ein
toxisches (z.B. antimikrobielles) Protein kodiert ist. Daher muf3 ein vorzeitiger Kontakt der
transformierten Klone mit IPTG vermieden werden. Zu diesem Zweck wird jeder zu
untersuchende Klon zunichst auf eine ampicillinhaltige Masterplatte und erst dann auf eine
parallele IPTG/X-gal-Platte geimpft. Weitergearbeitet wird nur mit den Parallelklonen der
Masterplatte.

Anmerkung zu pMelBac-Konstrukten:

Es ist hier keine Blau/WeiB3-Selektion mdoglich. Alle Klone, auch die positiven, sind blau.

(Grund: Selektionierung rekombinanter Baculoviren im Plaque Assay iiber lacZ-Expression)
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2.13 Einfrieren erfolgreich transformierter Klone

Um nicht vor jeder Proteinexpression erneut transformieren zu miissen, konnen erfolgreich
transformierte Klone in ampicillinhaltigem Medium angereichert und schlieBlich als
sogenannter Glycerolstock eingefroren werden. Hierzu werden 850 pl einer Ubernachtkultur
mit 150 pl sterilem Glycerol (87%) in einem Kryoréhrchen gemischt und kurz gevortext.
Danach wird das Gemisch in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur erneuten

Verwendung bei —80°C gelagert.

2.14 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Um eine ausreichende Menge an Bakterien, die ein Plasmid mit Insert tragen, zu erhalten,
werden einzelne rekombinante Kolonien von der Agarplatte gepickt und ii.N. bei 37°C in
ampicillinhaltigem LB-Medium (100 pg/ml) inkubiert. Die Bakterien werden pellettiert und
in Losung 1 (RNAseH haltiger Puffer) resuspendiert. Die Suspension wird mit Losung 2
(SDS,Natronlauge) aufgeschlossen. Nach Neutralisation mit Losung 3 (essigsaurer
Kaliumacetatlosung) wird erneut bei 4000 x g abzentrifugiert, um das weille ausprézipitierte
Kaliumdodecylsulfat, die bakterielle genomische DNA und die bakteriellen Zelltrimmer
weitgehend zu entfernen. Der Uberstand wird iiber die im Kit gelieferten Siulen aufreinigt.
Hier werden fiir eine Praparation von kleinen Mengen (1-5 ml) das QIAprep Miniprep Kit
(QIAgen GmbH, Hilden) und fiir groBere Mengen (10-200 ml) das JETSTAR Kit (Genomed,
Bad Oeynhausen) verwendet. Die Aufreinigung erfolgte gemédB den Anleitungen des
jeweiligen Herstellers. Die gereinigte Plasmid-DNA wird danach in einem adédquaten

Volumen geldst (Endkonzentration ca. 1g DNA/ul) und bei —20°C aufbewahrt.

2.15 DNA-Sequenzierung am LI-COR®

Zugrundeliegendes Prinzip ist die Didesoxynukleotid-Kettenabbruch-Methode nach Sanger
(1977). Die zu sequenzierende Doppelstrang-DNA wird zunédchst durch Hitzedenaturierung in
ihre Einzelstrdnge liberfiihrt, die dann einer DNA-Polymerase als Matritze fiir die Synthese
komplementirer DNA-Kopien dienen. Es wird fiir jede der vier Purin- und Pyrimidinbasen
jeweils ein Reaktionsansatz pipettiert, der neben einem Mix der vier Oligonukleotide und dem
sequenzspezifischen Oligonukleotidprimer jeweils eines der vier Didesoxynukleotide enthilt.

Durch Einbau von Didesoxynukleotiden kommt es zum Kettenabbruch, da den
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Didesoxynukleotiden die zur Fortsetzung nétige 3°‘OH-Gruppe fehlt. Auf diese weise
entstehen in den vier Reaktionsansdtzen komplementdre DNA-Strange unterschiedlicher
Liange; alle DNA-Fragmente eines Ansatzes enden dabei mit dem gleichen
Didesoxynukleotid. Die unterschiedlich langen Fragmente werden in einem Harnstoftf-
Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und anhand eines Laser-Scannings in einem
definierten Bereich im unteren Drittel des Gels detektiert. Aus der Abfolge der DNA-
Abbruchfragmente in den vier parallelen Spuren wird die Sequenz direkt abgelesen. Die
verwendeten Primer miissen mit IRD-800 markiert sein, um das Laser-Scanning zu
ermoglichen.

Fiir die DNA-Sequenzierung am LICOR® wird das SequiTherm EXCEL®II KIT fiir 25-41cm

Gele (Biozym) verwendet.

Es wird folgender Pramix angesetzt:

7.2 ul 3.5 x SequiTherm EXCEL II-Sequenzier Puffer
2ul (1-2 pmol) IRD-800 gelabelter Primer

100 bis 250 fmol DNA-Template

mit PCR-Wasser auf 16 pl auffiillen

1 ul SequiTherm EXCEL II-Polymerase (5U/ul)

Fiir jede zu sequenzierende Matritzen-DNA werden vier 0.5 ml Eppendorf-Caps mit G, A, T
oder C beschriftet und auf Eis gestellt. Dann wird pro Eppendorf-Cap 2 pl SequiTherm
EXCEL II-LC Terminationsmix G, A, T und C in die entsprechend beschrifteten Eppendorf-
Caps gegeben und in jedes der Eppendorf-Caps 4 pl des Pramix pipettiert. Um das Template
zu denaturieren werden die Proben je 5 Min auf 95°C erhitzt. Danach folgen 30 Zyklen mit
den folgenden Parametern: 30 Sekunden 95°C, 15 Sekunden 50°C, 1 Minute 70°C. Nach
Beendigung der Zyklen wird die Reaktion durch Zugabe des Ladepuffers gestoppt. Die
fertigen Proben werden 3 bis 5 Min auf > 70°C erwéarmt. Pro Spur werden 1,3 ul der Proben

auf das LI-COR-Polyacrylamidgel geladen.

Vorbereitung der Gelplatten:

Die Glasplatten werden mit Leitungswasser vorgespiilt, mit 10%iger DECONEX®-Losung
und Biirste gereinigt und mit Leitungswasser nachgespiilt. Danach wird mit destilliertem
Wasser und anschlieBend mit Ethanol nachgespiilt. Die Glasplatten werden mit der Gelseite

nach oben auf eine Plastikschale gelegt und mit Ethanol und Kimwipes® staubfrei
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trockengewischt. Dann werden auf die Gelseite einer Glasplatte die Spacer (41 cm, 0.25 mm)
aufgelegt. AnschlieBend wird die zweite Platte aufgelegt und die Seitenschienen angelegt.
Glasplatten und Seitenschienen werden auf der Tischplatte ausgerichtet und die unterste
Schraube der Seitenschienen jeweils angezogen. Dann werden die Glasplatten hingelegt und
die Schrauben der Seitenschienen von oben nach unten festgezogen. Andruckplatte und
Kamm werden bereitgelegt.

Gel:

24 ml SEQUAGEL XR (Monomerlésung),

6 ml SEQUAGEL COMPLETE (Pufferlosung)

3 ml Formamid

300 ul APS

Laufpuffer: 0.8 x TBE.

Zur computergesteuerten Bedienung des LI-CORs vgl. Handbuch des Herstellers.

2.16 Heterologe Expression von HE2-Proteinen

Aufgrund ihrer sehr unterschiedlichen strukturellen Komplexizitdt lassen sich nicht alle
Proteine funktionell aktiv in Bakterien iiberexprimieren. Es ist sogar der Regelfall, dal die
transformierten E. coli-Bakterien die exprimierten Proteine als unlosliche Inclusion bodies
produzieren, die erst nach aufwendigem Refolding wasserloslich und idealerweise auch
funktionell aktiv werden. Die Loslichkeit eines rekombinant in E. coli exprimierten Proteins
ist ein Parameter, der direkt mit der korrekten Faltung vieler heterologer Proteine korelliert.
Eine Verbesserung der Loslichkeit rekombinanter Proteine kann durch deren Herstellung als
Fusionsprotein erreicht werden. Das pMal-Vektorsystem begiinstigt wie kein anderes
prokaryotisches Expressionssystem die native Faltung heterologer Proteine, da sein
Fusionsdoménenprotein MBP (Maltose Binding Protein) wie ein Chaperon auf C-terminal
anfusionierte, heterologe Proteine wirkt (Kapust et al., 1999). AuBBer diesem duBerst positiven
EinfluB bietet der MBP-Schwanz des exprimierten Fusionsproteins die Moglichkeit zur nicht-
denaturierenden Aufreinigung rekombinanter Fusionsproteine an Amyloseharz. Fiir die
Expression von HE2a wird das pMal-Vektorsystem gewéhlt.

Bei den B-Defensin-dhnlichen HE2-Proteinen sind ein korrektes Disulfidverbriickungsmuster
und eine korrekte posttranslationale Modifizierung durch proteolytische Prozessierung

Vorraussetzungen fiir deren funktionelle Aktivitdt. Das Risiko einer falschen Faltung konnte
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hier also auf keinen Fall eingegangen werden. Fiir die Expression von HE2B81 und HE2C wird
daher das Baculovirus-Expressionssystem gewéhlt, das schon bei der Expression anderer

Defensine erfolgreich angewandt wird.

Heterologe Expression von HE2 cin E.coli

Zur Expression des HE2-Gens im pMal c2x—Vektor werden jeweils 100 pl kompetente
ER2508-Zellen (Genotyp: s. Material; Eigenschaften: cytosolisch proteasedefizient, bilden
kein endogenes Maltose-bindendes Protein (MBP)) mit 50 ng pMal c2x-Plasmidkonstrukten
(auf 50 ng/ul eingestellt) transformiert (s.0.). Am folgenden Nachmittag werden 2-5 ml Rich
Medium-Amp-Glu-Medium mit je einer Kolonie der Transformanten (direkt aus 37°C)

inokuliert und iiber Nacht bei 37°C geschiittelt.

Proteinexpression im analytischen Mal3stab

80 ml Rich Medium werden mit 0,8 ml einer Ubernachtkultur plasmidtragender Zellen bei
guter Beliiftung und 37°C inkubiert, bis eine ODgpp von 0,5 - 0,6 erreicht ist. 1 ml der
uninduzierten Kultur werden als Probe entnommen, abzentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das Pellet wird in 50 pl 1x SDS-PAGE-Ladepuffer resuspendiert und bei —20°C
bis zur Verwendung eingefroren. Zur Induktion werden 0,25 ml einer 0,1 M IPTG-Ldsung
zugefiigt und jede Stunde wird eine weitere 1 ml-Probe entnommen. Nach 3 h werden die
Zellen bei 4000 x g abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 10 ml Siulen-
Puffer resuspendiert. Danach wird die Suspension bei —20°C iiber Nacht eingefroren und am
nichsten Tag in kaltem Wasser aufgetaut. AnschlieBend wird die Suspension in ein Eis-
Wasserbad gestellt und in kurzen Abstinden von 15 Sekunden ca. 6 min lang sonifiziert.
Dann wird die Suspension bei 9000 x g und 4°C 20 min lang abzentrifugiert. Der Uberstand
(Rohextrakt) wird abgenommen und auf Eis aufbewahrt. Das Pellet wird in Sml Saulen-Puffer
resuspendiert. Von Uberstand und resuspendiertem Pellet werden je 10 ul abgenommen, mit
10 ul 2x SDS-PAGE-Puffer verdiinnt und bei —20°C eingefroren. Ca. 200 pl des
Amyloseharzes werden in ein Eppendorfcap gegeben und kurz anzentrifugiert. Der Uberstand
wird verworfen und das Pellet zweimal mit 1,5 ml Sdulen-Puffer gewaschen. Danach wird das
Pellet in 200 pl Sdulen-Puffer resuspendiert. 50 ul dieser Amyloseharzsuspension werden
dann mit 50 pl des Rohextraktes vermischt und fiir 15 min auf Eis inkubiert. Dann wird das

Harz anzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet einmal mit 1 ml Sdulen-Puffer
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gewaschen. Das Pellet wird in 50 ul 1x SDS-PAGE-Puffer resuspendiert. Alle Proben werden

in der Reihenfolge ihrer Gewinnung auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen.

Proteinexpression im priparativen Mallstab

Zur Expression groflerer Mengen von MBP-HE2-Fusionsprotein werden 10 ml Vorkultur zum
Inokulieren einer 1 1 Kultur (Rich Medium) verwendet und im Prinzip genauso verfahren wie
bei der analytischen Proteinexpression: 3h nach IPTG-Induktion wird die Kultur auf
Eiswasser abgekiihlt, die Zellen pelletiert (Ausschwingrotor Minifuge, 4000UpM, 5 min,
4°C), in 50 ml Sédulen-Puffer resuspendiert und bei —20°C {iber Nacht eingefroren. Nach
Gewinnung des Rohextraktes (vgl. Proteinexpression im analytischen Maf3stab) am néchsten

Tag wird dieser 1:5 mit Sdulen-Puffer verdiinnt.

Heterologe Expression von HE2C und HE231 in Lepidopteren-Zellinien

Biologie der Baculoviren und Risiko-Abschitzung

zur biologischen Sicherheit

Bestimmte komplexgefaltete und posttranslational modifizierte Proteine lassen sich nicht
funktionell in E.coli exprimieren. In diesen Fillen bedient man sich eukaryontischer
Expressionssysteme wie dem Baculovirus-Expressionssystem, das die heterologe Expression
rekombinanter Proteine in Insektenzellen ermdglicht. Im natiirlichen Kontext befallen
Baculoviren zumeist Insekten. Thr Name bezieht sich auf die stibchenférmige Gestalt der
Virus-Partikel-Capside. Das Capsid besteht aus einer stabchenformigen Proteinhiille, in
dessen Inneren die DNA in einer Nukleoproteinstruktur kondensiert ist, die als Core
bezeichnet wird. Eine doppelstringige, kovalent geschlossene, ringformige DNA bildet das
Genom eines Baculovirus. Die Lange baculoviraler DNA liegt zwischen 80 und 200 kb (130
kb bei Autographa californica Multicapsid Nuclear Polyhedrosis Virus; AcMNPV). Die
Nukleocapside bilden sich im Kern infizierter Wirtszellen und werden anschlieend von einer
Membran eingehiillt. Dies geschieht entweder wihrend die Nukleocapside die
Plasmamembran  durch  Knospung verlassen, oder sie umhiillen sich mit
Membranbestandteilen aus der inneren Kernmembran. Wéhrend der Infektion bilden sich
zwei morphologisch und biochemisch distinkte Virus-Formen. Zum einen entstehen im
Karyoplasma infizierter Wirtszellen die okkludierten Viren (OV = occluded viruses),

membranumhiillte Nukleocapside, die in eine kristalline Proteinmatrix eingebettet sind. Bei
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den Polyhedrosis-Viren hat diese Matrix eine polyedrische Struktur. Das am Aufbau dieser
Matrix hauptséchlich beteiligte Protein ist das Polyhedrin. Sind mehrere Nukleocapside
innerhalb ein und desselben Okklusionskorpers eingebettet, spricht man von einem
Multicapsid-Virus. Die polyedrischen Okklusionskorper werden zusétzlich von einer
kohlehydratreichen Calyx umschlossen, die zur Stabilitdt der Okklusionskorper beitragt. Die
zweite Erscheinungsform der Baculoviren sind die geknospten, einzeln freischwimmenden
Virionen (BV = budded virions), die ihre Membranhiille wihrend der Abschniirung von der
Plasmamembran erhalten, ansonsten aber nicht mit weiteren Molekiilen assoziiert sind. Der
natiirliche Infektionszyklus der Baculoviridae verlduft wie folgt: Insektenlarven verzehren die
proteinreichen Okklusionskorper, die aufgrund ihrer Stabilitit vom Kadaver eines vormals
infizierten Insekts iibriggeblieben sind. Im alkalischen Milieu des Mitteldarms 16st sich die
Polyhedrinmatrix auf und setzt die eingebetteten Virionen frei. Diese dringen zunichst iiber
die Plamsmamembran der Microvilli in die Mitteldarm-Epithelzellen ein, welche schlielich
von ihrer Basalmembran geknospte Virionen abschniiren. Diese gelangen schlielich an das
Héamocoel und werden mit ihm an alle {ibrigen Gewebe des Insekts verbracht, wo die Zellen
schlieBlich mit der massiven Produktion von Okklusionskorpern beginnen. Nach mehreren
Tagen der Infektion verkommt die infizierte Insektenlarve zu einem kutikuldren, mit
milchiger Flissigkeit gefiilltem Sack, dessen Trockenmasse zu einem Grofteil (bis zu 25%)
aus Polyhedrin besteht. Nach eventuellem Zerreilen des Sacks werden die Okklusionskorper
in der Umgebung verteilt, wo sie erneut von Insektenlarven gefressen werden kénnen. In
natura ist kein Wirt bekannt, der keiner Arthropodenspezies angehort. In vitro kdnnen jedoch
unter bestimmten Bedingungen auch Siugerzellen mit Baculoviren infiziert werden
(Condreay et al., 1999; Kost und Condreay, 1999), so dal ein gewisses Restrisiko beim
Umgang mit infektiosen Baculovirionen nicht auszuschlieBen ist. Das fiir S1-Bedingungen
geeignete Baculovirus System arbeitet mit AcMNPV (Autographa californica Multicapsid
Nukledrer Polyhedrosis Virus), welches die Lepidopterenart Trichoplusia ni infiziert. Da die
nackten Virionen an der Luft nicht lebensfihig sind, kdnnen sich Polyhedrosis-Viren in der
freien Natur nicht ausbreiten, ohne daB3 es zuvor zur Ausbildung von Okklusionskérpern im
Karyoplasma infizierter Wirtszellen gekommen ist. Im rekombinanten Virus ist das Leseraster
fiir Polyhedrin verschoben, so dal diese Viren keine Okklusionskorper bilden, und daher in
der Natur im Unterschied zum Wildtyp-Virus nicht infektids sein diirften. (Abschnitt zur
Biologie der Baculoviren aus O’Reilly, Miller, Luckow: Baculovirus Expression Vectors, a

laboratory manual).
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Kultur von Lepidopterenzellinien

Fiir die heterologe Expression von HE2-Vaianten in Lepidopterenzellinien werden S{9-
(Spodoptera frugiperda) und High Five-Zellen (Trichoplusia ni) verwendet. Die Sf9-Zellen
werden in TNM-FH-Medium kultiviert und die High Five-Zellen in ExCell 400°-
serumfreiem Medium. Die Kultur wird gemi3 Anleitung (INVITROGEN) aufrechterhalten.
Nach maximal 30 Passagen wird die jeweilige Zellkultur abgebrochen und frische Zellen
angezogen. Nach Erreichen der Konfluenz werden die Zellen im Verhéltnis 1:5 verdiinnt, um

sie stdndig in der log-Phase ihrer Wachstumskurve zu halten.

Primére Transfektion mit pMelBac-Vektorkonstrukt und linearisierter Baculovirus-DNA

Fiir jede Transfektion werden Sf9-Zellen aus der log-Phase (1.6-2.5 x 10° Zellen/ml) mit einer
Viabilitit von >98% verwendet. 2 x 10° Sf9-Zellen werden in einer 60 mm Petrischale in
TNM-FH-Medium ausgesdt und durch seitliches Schiitteln gleichméBig verteilt. Danach
bleiben die Zellen 15 min erschiitterungsfrei stehen, damit sich ein gleichmaBiger, fest
angehefteter Monolayer bilden kann. Diese Sf9-Zellen werden mit den pMelBacB-
Insertkonstrukten und Bac-N-Blue-linear DNA kotransfiziert. Dazu wird zunéchst der

Transfektionsmix hergestellt:

1 ml Grace’s Insekten Medium (ohne Zusdtze und FCS)
4 ul Rekombinantes pMelBacB-Vektorkonstrukt (1ug/ul) (sdulenbasiert gereinigt)

20 pl Insectin-Plus™-Liposomen (vor Benutzung vortexen und immer zuletzt zugeben)

Der Mix wird 10 sek gevortext und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Wéhrend der
Inkubation werden die vorbereiteten Sf9-Zellen zweimal mit Grace's Insekten Medium (ohne
FCS und Zusétze) gewaschen. Danach wird das Medium erneut von den Zellen abgenommen
und der gesamte Transfektionsmix vorsichtig auf den Sf9-Monolayer pipettiert. Die
Petrischale wird 4h bei RT unter langsamem Schwenken inkubiert. Im Anschlul an die
Inkubation wird 1 ml TNM-FH-Vollmedium zugegeben, die Petrischale zusammen mit einem
feuchten Papiertuch in Plastikfolie eingeschweiflit und bei 27°C fiir 72 h inkubiert. Bei
erfolgreicher Transfektion finden sich nach 72 h geknospte Virionen im Kulturiiberstand.
Dieser wird zu diesem Zeitpunkt geerntet und in ein steriles 15 ml Sarstedt-Réhrchen
iiberfiihrt. Das Rohrchen wird mit Aluminiumfolie lichtgeschiitzt umwickelt und bis zur

Verwendung bei 4°C gelagert. Die transfizierten Zellen werden mit 3 ml TNM-FH-Medium
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versetzt und weitere 48 h bei 27°C inkubiert. Mit Hilfe eines invertierten
Phasenkontrastmikroskops (250-400-fache VergroBerung) werden diese Zellen dann auf
Anzeichen einer viralen Infektion untersucht (vergroBerter Zelldurchmesser, Verschiebung
der Kern-Plasma-Relation zugunsten des Kerns, Aussetzen der Zellteilung, Auftreten
lichtbrechender Okklusionskorper im Karyoplasma, Ablésen der Zellen vom Boden der
Petrischale, Lyse der Zellen). Sobald anhand dieser Anzeichen festgestellt wird, dafl die
Transfektion erfolgreich war, wird der Plaque Assay durchgefiihrt, um die rekombinanten

Virionen von den eventuell noch vorhandenen Wildtyp-Virionen abzutrennen.

Plaque Assay:

Je 5 x 10° S9-Zellen werden in eine mit TNM-FH vorgefeuchtete 100 mm Petrischale
pipettiert und durch Schiitteln gleichmiBig verteilt. Dieses Verhéltnis von Zellzahl zu
Bodenfldche der Petrischale entspricht einer 50%igen Konfluenz. Dadurch ist gewéhrleistet,
daB3 sich die Zellen noch einmal teilen konnen, bevor ihre Mitose-Aktivitdt durch virale
Infektion gehemmt wird. Die Zellen werden dann mit 10'2, 107 , und 10'4-Verd1'innungen des
virionenhaltigen Transfektions-Kulturiiberstands fiir 1 h bei RT unter Schwenken inkubiert.
Pro Verdiinnung werden 3 Platten verwendet. AnschlieBend wird das Medium entfernt und
die Zellen werden mit X-Gal-haltiger Baculovirus-Agarose vorsichtig liberschichtet. 50 ml
von 2.5%iger Baculovirus Agarose werden mit 50 ml TNM-FH-Vollmedium gemischt und
bei 47°C im Wasserbad fliissig gehalten. 50 mg X-Gal werden in 1ml DMF (wichtig: hier
kein DMSO benutzen !!!) gelost. Von dieser Stammlosung, die anschlieBend bei —20°C
gelagert wird, werden 300 pl zu den 100 ml 47°C-warmen Agarose/TNM-FH-Gemisch
gegeben. Nach Abnehmen des Mediums werden die Zellen mit warmer Baculovirus-Agarose
iiberschichtet. Nach Aushérten der Agarose werden die Petrischalen gemeinsam mit einem
feuchten Papiertuch in Plastikfolie eingeschweiflt und bei 27°C inkubiert. Nach 5 bis 7 Tagen
werden rekombinante Plaques als blaue Punkte im Agar sichtbar (vgl. Ergebnisteil). Diese
Plaques werden mit einer 200 pl Pipette ausgestanzt und jeweils in einem Loch einer 12-
Loch-Platte mit konfluenten Sf9-Zellen 5 bis 7 Tage inkubiert. Jeder Sf9-Zellmonolayer eines
Loches wird dann unter dem invertierten Mikroskop auf Okklusionskorper untersucht. Es
wird nur der Kulturiiberstand solcher Locher zur Anzucht des “High Titer Stocks” verwendet,
in denen nach 7 Tagen eine weitgehende Zellyse eingetreten ist, ohne dal sich auch nur ein
einziger Okklusionskdrper entdecken 14Bt. Nach Vermehrung dieser gereinigten,
rekombinanten Virionen wird diese Virus-Stammldsung zur Infektion konfluenter Monolayer

von High Five-Zellen verwendet, da diese im Regelfall eine stdrkere Proteinexpressionsrate
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als Sf-Zellen zeigen (Trichoplusia ni, der Organismus, aus dem die High-Five-Zellen
stammen, ist der natiirliche Wirt des Baculovirus AcNPV). Mit Hilfe des Plaque Assays wird
auch der Titer des “High Titer Stocks” in pfu/ml (pfu=plaque forming units) bestimmt
(1/Verdiinnung x Anzahl der Plaques = Titer (pfu/ml)). Anhand folgender Formel kann dann
das Volumen an Virus-Stammldsung ermittelt werden, das zum Erreichen einer bestimmten

MOI (Multiplicity Of Infection) notig ist:

MOI [pfu/Zelle] x Anzahl der Zellen = ml Virus-Stammldsung fiir die gewlinschte MOI

Virus-Titer [pfu/ml]

Anzahl der Zellen (Zelldichte (Zellen/ml) x Volumen (ml))

Die High-Five-Zellen werden mit einer MOI von 3 pfu/Zelle infiziert, um eine weitgehende
posttranslationale, proteolytische Prozessierung der HE2-Varianten zu gewihrleisten. Eine

starkere MOI fiihrte zu einer vermehrten Entstehung unvollstindig prozessierter Formen.

2.17 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung nach Bradford wird wie vom Hersteller (Bio-Rad) beschrieben
durchgefiihrt. Sie beruht auf der Bindung von Coomassie-Blau an Proteine. 800 ul der
proteinhaltigen Losung werden mit 200 pul BioRAD-Protein-Assay-Reagenz (Nr. 500-0006,
BioRad) gemischt, 5 min bei RT inkubiert und die Extinktion bei 595 nm bestimmt. Die
Nullwerte waren zuvor auf den jeweiligen Puffer abgeglichen worden. Die erhaltenen Werte
werden mit einer Eichgraden (linearer Bereich: 2-50 ug/ml) verglichen, die mit Eichstandards
aus P/y-Rinderglobulin (Sigma) erstellt worden war.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry wird mit einem kéauflichen Kit (Bio-
Rad) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Proteinbestimmung nach Lowry ist eine
colorimetrische Methode die auf einer Kombination der Biuret-Reaktion von
Peptidbindungen und der Farbreaktion von Folin-Ciocalteau-Reagenz mit Tyrosin und

Tryptophanresten im Protein beruht.
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2.18 Gewinnung aufkonzentrierter Proteinextrakte

Herstellung von Salzwaschproteinproben (SW) der Spermienoberfldche:

50 ml Gesamtejakulat (Mischung verschiedener Spender; Herkunft: Praxis Lornsenstr.
Altona) werden bei 2500xg 10 min abzentrifugiert. Nach Abdekantiereren des
Seminalplasmaiiberstandes werden die pelletierten Spermien in 5ml 1xTBS gewaschen und
anschliefend in 3 ml 0,6 M NaCl-Losung resuspendiert. Nach 10 min Inkubation der
Spermien in 0,6 M NaCl, wird erneut bei 4000 x g 10 min bei RT zentrifugiert. Der Uberstand
wird zur Acetonfidllung verwendet. Zur Anreicherung von HE2-Peptiden wird die
Acetonprézipitation gewéhlt, denn diese Methode eignet sich zur Ausfillung von kleinen
Proteinen und Peptiden. Nebeneffekt der Acetonfillung ist die Entfernung eines Grofteils
kontaminierender Lipide aus dem Proteinprazipitat. Der grofite Nachteil einer Proteinféllung
mit Aceton, die weitgehend irreversible Denaturierung vieler insbesondere hohermolekularer
Proteine, hat sich bei der Aufkonzentration von HE2-Peptiden als weiterer Vorteil erwiesen.
Die Denaturierung der meisten Proteine geht mit einer massiven Erniedrigung ihrer
Wasserloslichkeit einher. Es lie sich folglich ein Grofteil des gewonnenen Acetonpulvers
nicht wieder in Losung bringen, wodurch eine Anreicherung der nach wie vor 16slichen
Proteine erreicht wird. Bei der Acetonféllung wird die Proteinlésung auf einmal unter Riihren
ohne Kiihlung zum 4-fachen Volumen an Aceton gegeben. Dann wird das Reaktionsgefal3
tiber Nacht bei —20°C tiefgekiihlt, um eine vollstindige Fallung der niedrigmolekularen
Peptide zu gewihrleisten. Am nidchsten Tag werden die gefillten Proteine in der
Ultrazentrifuge bei 27000 x g 30 min anzentrifugiert. Nach Dekantieren des Uberstandes wird
der Niederschlag bei RT solange getrocknet, bis ein feinpulveriges Acetonpulver vorlag. Je
200 mg dieses Acetonpulvers werden mit 200 pl 1x PBS (EDTA+ PMSF+ Pepstatin A) 10
min bei RT extrahiert. Nach Abzentrifugation bei 13000 rpm, RT wird der Uberstand

abgenommen und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.

Herstellung von LIS-Extrakt (nach Alexander und Bearwood, 1984):

Ein Volumen von 50 ml vereinigter, humaner Ejakulate wird 10 min bei 1000xg zentrifugiert.
Das Pellet wird in PBS resuspendiert und erneut zentrifugiert. Dieser Waschprozell wird
dreimal durchgefiihrt und das entstandene Pellet anschliessend in 5 ml Extraktionspuffer

(0,3M Lithium-3,5-Diiodsalicylat, 50 mM TRIS-HCI, pH 7.4) resuspendiert und 30 min bei
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RT stehengelassen. Anschliefend wird die Probe bei 27000xg 30 min bei 4°C zentrifugiert.
Der Uberstand wird ii.N. gegen 50 mM TRIS-HCI, pH 7.4 dialysiert. Das Dialysat wird bis

zur Verwendung bei —80°C eingefroren.

Herstellung von konzentrierten Seminalplasmaproteinproben:

Das Seminalplasma wird nachdem die Spermien abgetrennt waren ebenfalls 1:4 mit Aceton
gefillt und wie beim Salzwasch beschrieben aufbereitet. Bei der Féallung von Seminalplasma
war es jedoch notwendig, dem Aceton 5% n-Tributylphosphat zuzusetzen, um ein

Verklumpen der Seminalplasmaproteine zu einer wachsartigen Masse zu verhindern.

2.19 N-Glykosidase F-Verdau (PNGase F-Verdau)
(Deglykosylierung der liber Asparagin N-glykosidisch gebundenen Zuckerreste)

Zunéchst wird folgender Denaturierungsmix hergestellt:

16 ul Nebenhodenfliissigkeit aus dem Corpus oder Cauda-Abschnitt

1,3 pul B-Mercaptoethanol

1 ul SDS (10%)

0,3 ul destilliertes Wasser

Unmittelbar vor dem Verdau wird der Denaturierungsmix 2 min auf 95°C erhitzt. Diese
Losung wird dann zu 46 ul des vorgemischten Pramix pipettiert.

Pramix:

80 ul 100 mM Natriumphosphat, pH 8.0

1.3 ul NP-40

1 ul0.5M EDTA, pH 8.0

53,2 pl Inhibitorlosung (je 5 pg/ul Pepstatin, Antipain und Leupeptin, 10 mM 1,10-
Phenanthrolin, 290 uM PMSF)

Zu der Mischung aus 18.6 ul Denaturierungs- und 46 ul Pramix werden dann 0,5 U PNGase F
(Flavobacterium meningosepticum, rekombinant aus E. coli, Boehringer Mannheim GmbH,
Mannheim, Deutschland) zugesetzt und der Verdau 4 h bei 37°C inkubiert. Zur Kontrolle
wird Proteinlésung unter den gleichen Bedingungen ohne Enzym mitinkubiert. Fiir Western-

Blot-Analysen wird pro Spur ein Viertel der verdauten Menge eingesetzt.
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2.20 Herstellung von Kryotomschnitten aus Nebenhodengewebe

Humanes Nebenhodengewebe wird mittels eines Einbettmediums (Jung Tissue Freezing
Medium, Leica, Hamburg) auf ein Tréigertischchen aufgeblockt und auf -20°C
heruntergekiihlt. Danach wird es in das ebenfalls —20°C kalte Kryotom (Frigo Cut 2800E,
Leica, Heidelberg) eingesetzt. Es werden 8um dicke Schnitte angefertigt. Diese werden auf
Objekttragern (,,Super Frost®, Menzel) aufgefangen, in 4%igem Paraformaldehyd fixiert und
bei 4°C in 1x PBS bis zur Verwendung gelagert.

2.21 Immunhistochemische Untersuchung von Kryotomschnitten

Mit der Immunhistochemie lassen sich Peptide bzw. Proteine direkt im Gewebsschnitt
nachweisen und sublokalisieren. Die Bindung der Antikérper wird entweder iiber eine
Immunfluoreszenzreaktion mit  Fluorochrom-gekoppelten = Antikérpern oder  {iber
Immunoperoxidase-gekoppelte Antikorper sichtbar gemacht.

Zur immunhistochemischen Anfarbung mit Antiseren werden die Kryoschnitte dreimal in 1x
PBS gewaschen. Danach wird mit 2%igem Normal Ziegenserum (Normal Goat Serum,
Sigma), 50ul pro Schnitt, 30 Min blockiert. Prd- und Testserum werden in verschiedenen
Verdiinnungen mit dem Ziegenserum auf die Schnitte aufgetropft und diese liber Nacht im
Dunkeln bei 4°C in einer feuchten Kammer aufbewahrt. Am nichsten Tag wird 3 x 5 Min mit

1x PBS gewaschen. Je nach Art des Nachweises wird dann unterschiedlich weiterverfahren.

Indirekte Immunfluoreszenz-Markierung

Pro Schnitt werden 50 ul Cy2-konjugiertes Anti-Kaninchen-IgG (aus der Ziege) in einer
Verdiinnung von 1:100 aufgetropft und bei Raumtemperatur 30 Minunten lichtgeschiitzt
inkubiert. Danach wird erneut dreimal mit 1x PBS gewaschen und die Prdparate schlielich
bei 4°C lichtgeschiitzt gelagert. Die Betrachtung der Schnitte erfolgte am

Fluoreszenzmikroskop.

Indirekte Immunoperoxidase-Markierung

Der Zweitantikorper ist in diesem Fall ein Konjugat aus einem Anti-Kaninchen-Antikorper
und einem Dextran-Polymer, das mit mehreren Molekiilen der Meerrettich-Peroxidase (HRP,
Horseradish-Peroxidase) gekoppelt ist (Envision, DAKO, Hamburg). Die Schnitte werden mit
einem Tropfen dieser Losung 30 Min lang inkubiert. Danach wird 3 x 5 Min mit 1 x PBS
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gewaschen. 1 ml DAB (3,3‘Diamino-benzidin-tetra-hydrochlorid)-Chromogenlosung wird
unmittelbar vor Gebrauch mit einem Tropfen 3%igem H,0O; versetzt. Je 50 ul werden auf die
Préaparate aufgetropft nach 30 Sekunden wieder abgenommen. Die Schnitte werden kurz in
destilliertem H,O gespiilt. AnschlieBend werden sie mit wasserldslichem Eindeckmedium

(Polymount; Dako, Hamburg) und Deckgldschen versehen und luftgetrocknet.

2.22 Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen

SDS-PAGE :

Die Auftrennung der Proteine erfolgte modifiziert nach der Methode von Lammli (1970), wie
in Sambrook et al., 1989 beschrieben. (Sambrook et al., 1989). Der Rainbow Low Molecular
Weight Protein Marker (Amersham Pharmacia Biotech) wurde zur Abschédtzung apparenter
Molekulargewichte aufgetrennter Proteine herangezogen.

Probenvorbereitung:

Proben in 1x SDS-Gel-Ladepuffer werden unmittelbar vor dem Beladen des Gels 2-3 min bei
97°C inkubiert, bei 13000 rpm kurz anzentrifugiert und parallel mit gleichbehandelten
Molekulargewichtsstandards geladen.

Die Elektrophorese der Mini-Gele ( Plattengelmal: 8 x 8 x 0,1 cm) erfolgte im Fall der SDS-
Gele bei 150 V fiir 1 2 h gegen die Anode.

TRICIN-PAGE:

Die herkdmmliche SDS-PAGE nach Laemmli ist ungeeignet, um Peptide mit einem
Molekulargewicht von <6 KDa aufzutrennen. Deren erfolgreiche Auftrennung kann besser
durch das von Schigger und von Jagow (1987) beschriebene TRICIN-PAGE-System erreicht
werden. Hierzu werden Mini-Gele mit einer Acrylamidkonzentration von 16,5% und 6M
Harnstoff verwendet. Zur Abschitzung apparenter Molekulargewichte wurde der Polypeptide
SDS-PAGE Molecular Weight Standard (BioRad) verwendet.

Sammelgel:

1 ml destilliertes Wasser

250 pl Acrylamidlosung mit 2.7% Crosslinker (N,N-Methylenbisacrylamid)
500 pl TRICIN-PAGE-Gelpufter

15 ul APS (10%)

7 ul TEMED
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Spacergel:

1.15 ml destilliertes Wasser

500 pl Acrylamidlosung mit 2.7% Crosslinker
500 ul TRICIN-PAGE-Gelpuffer

15 ul APS (10%)

7 ul TEMED

Trenngel:

2.16g Harnstoff

3.3 ml Acrylamidlésung mit 6% Crosslinker
2 ml TRICIN-PAGE-Gelpufter

15 ul APS (10%)

7 ul TEMED

Das Spacergel kann aufgrund seiner deutlich geringeren Dichte direkt auf das noch fliissige
Trenngel geschichtet werden (ca lecm hoch). Danach wird das Spacergel mit 1 ml Ethanol-
Wasser-Gemisch (50% v/v) iiberschichtet. Nach dem Auspolymerisieren wird das
Ethanolgemisch abgegossen und die Spacergelkante mit destilliertem Wasser gespiilt. Dann
wird das Sammelgel gegossen und der Kamm eingesteckt. Die pH-Werte der TRICIN-PAGE-
Puffer sowie die angelegte Spannung wihrend der Elektrophorese sind kritisch flir das
Gelingen der TRICIN-PAGE-Trennung. Bei den TRICIN-Gelen wird fiir 2 2 bis 3 h eine
Spannung von 70 V gegen die Anode angelegt.

CAU-PAGE (Continuous Acid Urea-PAGE)
(nach Panyim und Chalkley, 1969)

Um antimikrobiell aktive Peptide als Bande im Gel nachweisen zu konnen, wird
tiblicherweise zur Proteinauftrennung die CAU-PAGE verwendet. Nach Waschen des CAU-
PAGE Geles konnen die antibiotisch aktiven Proteine und Peptide durch den im Anschluf3
beschriebenen Gel-Overlay Assay im Gel nachgewiesen werden. Fiir die Versuche wird ein

12%iges CAU-PAGE Gel verwendet:
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3.2g Harnstoff

4.25 ml 30:0.8 Acrylamid/N,N-Methylenbisacrylamid
2.4 ml destilliertes Wasser

1.33 ml 43% (v/v) Essigséure

200 pul APS (10%)

30 ul TEMED

Alle Zutaten auBler TEMED werden miteinander gut gemischt, bis der Harnstoff vollstindig
gelost ist. Sobald die Gelapparatur aufgebaut ist, wird das TEMED hinzugegeben und erneut
gut gemischt. Um ein korrektes Ausformen der durch den Kamm vorgegebenen Geltaschen
zu gewihrleisten, wird das frisch eingegossene und mit Kamm versehene Gel mit einer 40 W
Birne aus 10 cm Entfernung 10 bis 15 min lang bestrahlt (Beschleunigung der Bildung freier
Radikale aus APS; denn TEMED wirkt nur als freie Base katalytisch auf die Radikalbildung;
bei niedrigem pH ist TEMED nahezu inaktiv). Vor dem Einsetzen wird der Kamm zudem mit
TEMED eingerieben. Nachdem das Gel auspolymerisiert ist, wird es fiir 1h bei 150 V gegen
die Kathode préelektrophoriert. Der verwendete Laufpuffer ist 5% Essigsdure. Wéhrend der
Pri-Elektrophorese fdllt die Stromstdrke von ca 30 auf 8 bis 9 mA ab. Sobald dieser
Minimalwert der Stromstérke erreicht ist, wird das Gel abgeschaltet und der Laufpuffer gegen
frischen ausgetauscht. Der CAU-PAGE-Ladepuffer fiir die Proteinproben wird wie folgt
hergestellt: 10 ml einer 10 M Harnstofflosung werden frisch angesetzt und mit ca. 0,5 g
BIORAD AG501-X6 Mixed Bed Resin etwa 15 min inkubiert um eventuell vorhandene
Cyanationen zu entfernen. Anschlieend werden je 900 ml der 10 M Harnstofflésung (ohne
Mixed Bed Resin beads) mit je 50 pl Eisessig und 50 pl destilliertem Wasser versetzt. Ein
Teil davon wird mit einer Spatelspitze des kationischen Farbstoffs Methylgriin angeféarbt. Der
andere Teil wird mit einer Spatelspize des anionischen Farbstoffs Xylencyanol versetzt. Diese
beiden Ladepuffer werden in Aliquots a 100 pl bei —20°C eingefroren, um die Entstehung von
Cyanationen zu verhindern. Die Proteinproben werden 2:1 mit dem Xylencyanol-haltigen
Ladepuffer versetzt. Der Methylgriin-haltige Ladepuffer wird 2:1 mit 5% Essigsdure verdiinnt
und am Rand des Gels als Laufkontrolle geladen. Nach dem Probenauftrag 148t man die Gele
fiir 1 bis 2 h bei 120 V gegen die Kathode laufen. Die Gele konnen wie SDS-Gele mit
Coomassie gefirbt werden. Der bereits bei den TRICIN-Gelen verwendete Polypeptid-
Standard wird auch in diesen Gelen mitgeladen, um standardmiBige Bezugspunkte zu
schaffen. Die elektrophoretische Mobilitidt einzelner Peptide und Proteine ist eine Funktion

aus Stokes’schem Radius und Ladung des jeweiligen Proteins. Da die CAU-PAGE eine +/-
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native Gelelektrophorese darstellt, die ohne SDS auskommt, ist die Ladung einzelner Proteine
in diesem Gelsystem viel abhéngiger von deren individuellen isoelektrischen Punkten. Eine
Abschédtzung scheinbarer Molekulargewichte anhand eines Standards ist daher in der CAU-
PAGE unmoglich. Nichtsdestotrotz liefert ein Proteinstandard Bezugspunkte fiir das

individuelle Laufverhalten der untersuchten Peptide und Proteine.

Western-Blot von CAU-PAGE Gelen (modifiziert nach Wang et al., 1997):

Die CAU-PAGE-Gele werden gegen die Kathode geblottet. Der Blotpuffer besteht aus 10%
Methanol und 5% Essigsdure. Mini-Gele werden 25 min bei 130 mA geblottet. Als
Blotmembran dient eine methanolaktivierte PVDF-Membran. Die anschlieBende Detektion

erfolgt wie bereits beschrieben.

2.23 Revers-Zymogramm

(modifiziert nach Hanspal et al. 1983)

Da kleine Peptide wie HE2a besser im TRICIN-System aufgetrennt werden kénnen wurde
dieses auch fiir das Revers-Zymogramm benutzt. Im Unterschied zum bereits beschriebenen
TRICIN-System enthielt das Trenngel zwischen 0,1 und 0,2% Gelatine. Es wurde wie folgt
pipettiert:

2.16g Harnstoff

3.3 ml Acrylamidlésung mit 6% Crosslinker
2 ml TRICIN-PAGE-Gelpuffer

1 ml 2% Gelatine

15 ul APS (10%)

7 ul TEMED

Die Proben diirfen auf keinen Fall herkommlich (wie bei Lammli beschrieben) vorbereitet
werden. Stattdessen wurden die Proben in einem wasserbasierten Puffer mit 2,5% SDS, 10%
Glycerol und Phenolrot (4mg/ml) aufgenommen und ohne zu kochen direkt auf das Gel

aufgeladen.
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Revers-Zymographie-Ladepuffer (Iml)
0,025g SDS

~170ul Glycerin (87%)

4mg Phenolrot

mit destilliertem Wasser auf 1 ml auffiillen

Elektrophoriert wurde im Kiihlraum wie fiir das TRICIN-System beschrieben. Nachdem die
durch Phenolrot markierte Lauffront das anodische Gelende erreicht hat, wird die
Elektrophorese beendet und das Gel zweimal fiir 15 min mit Zymographie-Waschpuffer
dquilibriert.

Zymographie-Waschpuffer:
50 mM TRIS-HCI, pH 7,6
5 mM CaClI2

2,5 % (v/v) Triton-X-100

Danach wird das Gel 3 mal 5 min in Zymographie-Verdaupuffer gespiilt.

Zymographie-Verdaupuffer:
50 mM TRIS-HCI, pH 7,6

5 mM CaCI2

0,02% NaN3

AnschlieBend wird das Gel in 100 ml Trypsinpuffer liberfiihrt und fiir 16 h bei 37°C im
Brutschrank inkubiert.

Trypsinpuffer (100 ml):
100 ml Glycin-NaOH, pH 8,3
4 mgTrypsin (10,000 BAEE-units/mg)

Nach der Inkubation wird das Gel kurz in destilliertem Wasser gespiilt und wie beschrieben
mit Coomassie-Blau gefédrbt. Es bleiben nur die Proteine als Banden im Gel zuriick, die

Trypsin-inhibitorische Aktivitét zeigen oder per se einer Trypsinolyse widerstehen.
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2.24 Bestimmung von Trypsin-inhibitorischer Aktivitit mit Hilfe
des L-BAPNA-Substrates

Um die Trypsin-inhibitorische Aktivitit eines Proteins zu demonstrieren muf} ein
Reverszymogramm-Ergebnis durch einen substratkinetischen Test abgesichert werden.
Trypsin spaltet das chemosynthetische Substrat N-o-Benzoyl-L-Arginin-p-Nitroanilid (L-
BAPNA) , wobei N-a-Benzoyl-L-Arginin und p-Nitroanilin entstehen. p-Nitroanilin hat sein
Absorptionsmaximum bei 405 nm wihrend L-BAPNA in diesem Wellenldngenbereich nicht
absorbiert. Anhand der Absorption bei 405 nm kann im ELISA-Reader die Trypsin-Aktivitét
in einer wéassrigen Probe ermittelt werden.

Folgende Losungen werden benoétigt:

TRIS/DMF-Puffer: 88mM TRIS-HCI, pH 8.2 mit 12% DMF (v/v)
Trypsinlosung: 25ug/ml in 1 mM HCI (bis zur Verwendung auf Eis stehenlassen, um
Autolyse zu vermeiden)

30% (v/v) Essigsédure

Zunéchst wird eine Eichung anhand einer p-Nitroanilin-Standardkurve vorgenommen:

Probe p-Nitroanilin [mM]

in TRIS/DMF/ 30%(v/v)Essigsdure/ ImM HCI (15:3:1)
0

0,05

0,10

0,15

0,20

0,25

0,30

0,40

T Q@ ™ m g aw »

Fir die Substratkinetik wurden folgende Mengen L-BAPNA mit Kkonstanter
Trypsinkonzentration (0,1 mg/ml) bei 37°C verdaut.
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Probe 1-BAPNA-Substrat [uM]
A 50
100
C 150
D 200
E 250

Die Substratverdiinnungen wurden durch Verdiinnung einer L-BAPNA-Stammldsung (5 mM)
in TRIS/DMF mit TRIS/DMF-Puffer hergestellt. Von jeder Verdiinnung wurden 150 pl je
Loch einer 96er Mikrotiterplatte pipettiert. Pro Loch wurden anschlieBend je 10 pl der
Trypsinlosung zupipettiert und exakt !!! 30 min bei 37°C inkubiert. Nach exakt 30 min wird
die Reaktion in den Lochern durch Zugabe von 30 pl 30% (v/v) Essigsdure pro Loch

gestoppt.

Die Bestimmung der inhbitorischen Aktivitdt von synHE2al erfolgte bei konstanter L-

BAPNA-Konzentration (200uM). Folgende Konzentrationen von HE2-Peptid wurden

eingesetzt:

Probe synHE2a1 [uM]
A 0

B 10

C 25

D 50

E 100

F 200

Die Messung der Absorption des entstandenen p-Nitroanilids erfolgte bei 405 nm im Wallac-
ELISA-Reader.
2.25 Gel-Retardation-Assay
(nach Park et al., 1998)

Der Gel-Retardations-Assay ist eine Methode zum Nachweis nukleinsdurebindender Aktivitit
von Proteinen. In diesem Fall wird keine Bindung an spezifische DNA-Abschnitte gezeigt,

sondern das unspezifische Bindevermogen des synthetischen HE2-Peptids an Nukleinsduren,
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wie es durch diesen Assay von Park et al. (1998) fiir das antibiotische Peptid Buforin II
gezeigt wurde. Als unspezifische Nukleinsdure wird ein 500bp-Amplifikat aus der
Fucosyltransverase 6 (zur Verfligung gestellt von Dipl. chem O. Nagel) verwendet.

Der Assay wurde wie folgt durchgefiihrt:

Je 300 ng des 500bp-Amplifikats werden mit steigenden Konzentrationen des linearen,
synthetischen HE2a.2-Peptids oder dem als Negativkontrolle dienenden P1-Peptids in 20 ul
Bindungspuffer fiir 1h bei RT inkubiert.

Bindungspuffer:

5% Glycerol

10 mM TRIS-HCL, pHS8.0
ImM EDTA

ImM DTT

20 mM KCl

50 pg/ml BSA

AnschlieBend werden je Probe 4 pl nativer Ladepuffer zugesetzt und auf ein 4%-iges

Polyacrylamidgel geladen.

nativer Ladepuffer: natives Polyacrylamidgel:

10% Ficoll 400 1,86 ml Acrylamid/Bisacrylamid (30: 0.8)
10 mM TRIS-HCI, pH 7.5 7 ml destilliertes Wasser

50 mM EDTA 1 ml 10x TBE

0,25% Bromphenolblau 70 ul APS (10%)

0,25% Xylencyanol 20 ul TEMED

In 0.5xTBE-Laufpuffer erfolgt die Elektrophorese im Kiihlraum (4°C) bei 70 V gegen die
Anode. Nach Beendigung der Elektrophorese werden die Gele in einer UV-durchléssigen
Féarbeschale in 10 ml destilliertem Wasser mit 1 pl Ethidiumbromid-Stammldésung 5 min
inkubiert. Die DNA-Banden werden wie bereits beschrieben im Transilluminator mit UV-

Licht visualisiert.
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2.26 Gel Overlay Assay
(modifiziert nach Lehrer et al., 1991; Steinberg und Lehrer, 1997)

E. coli DH5a-Bakterien werden iiber Nacht fiir 18 h bei 37°C zur Vorkultur in 3ml LB
angezogen. Um eine logarithmisch wachsende Kultur zu erhalten, werden 50 pl dieser
Bakteriensuspension in 50 ml frisches Luria-Bertani-Medium iiberimpft, und fiir weitere 2,5 h
bei 37°C inkubiert. AnschlieBend werden die Bakterien abzentrifugiert und in 10 ml 10 mM
Na3POy, pH 7,2 resuspendiert. AnschlieBend wird die optische Dichte der Suspension bei 620
nm gemessen. Auf Basis der Beziehung ODg;o 0,2= 5 x 10’ CFU/ml wird ein Volumen mit 4
x 10° CFU (CFU, Colony Forming Unit) zu 40°C warmen 10 ml 10% LB in 10 mM NasPOy,,
pH 7,2 mit 1% Agarose (MetaPhor, Biozym, kleine Elektroendosmose (EEO), niedriger SO4*
-Gehalt) gegeben und gut gemischt. Mit dem erhaltenen E. coli-haltigem Agar werden Platten
gegossen. Der bakterienhaltige Agar sollte eine Dicke von 2-3 mm haben. Die peptid- und
proteinhaltigen Proben werden mittels einer kontinuierlichen Essigsdure-Harnstoff-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (CAU-PAGE) aufgetrennt (Panyim und Chalkley, 1969).
Danach wird das Gel in 10 mM Na3zPOy, pH 7,2 20 min lang gewaschen bis der pH des Gels
7,2 erreicht hatte. AnschlieBend wird das Gel auf die vorbereitete Agarplatte gelegt und fiir 3h
bei 37°C inkubiert. Nach Abschlu3 der Inkubation wird das Gel heruntergenommen und der
Agar mit 2% Agarose (MetaPhor, Biozym) in LB-Medium iiberschichtet und {iber Nacht 16 h
inkubiert. Die Banden antimikrobiell aktiver Proteine und Peptide sind als Hemmhofe im
Agar deutlich zu erkennen. Der Triphenylmethanfarbstoff Kristallviolett dient dabei als

Positivkontrolle.

2.27 Radialdiffusionstest (RDA= Radial Diffusion Assay)
(modifiziert nach Lehrer et al., 1991; Steinberg und Lehrer, 1997)

Der RDA wird ganz dhnlich wie der Gel-Overlay Assay durchgefiihrt. Es werden jedoch mit
einem 1.5 mm Locheisen Locher in den bakterienhaltigen Agar gestanzt und die Proben
werden direkt dort hineinpipettiert. Nach Abschluf3 der 3-stiindigen Inkubation bei 37°C wird
mit 2% Agarose in LB-Medium iiberschichtet und, wie beim Gel Overlay beschrieben,
inkubiert. Der Radialdiffusionstest kommt mit weniger Probe aus als der Gel-Overlay Assay.
Manche Autoren behaupten sogar, daB man eine Aktivititsabschétzung anhand der GroBe der
Hemmhofe vornehmen kann. Da jedoch die GroB3e eines Hemmhofes vor allem eine Funktion

der Diffusionsgeschwindigkeit ist, kann man im Fall vieler selbstaggregierender und damit
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diffusionsbehinderter antimikrobieller Peptide zu groben Fehleinschiatzungen gelangen. Der
Radialdiffusionstest ist daher als rein qualitativer Nachweis antimikrobieller Aktivitit zu

betrachten.

2.28 CFU-Assay ( Colony Forming Unit Assay)
(nach Harder et al., 2001)

Der CFU-Assay dient der Quantifizierung einer bereits anderweitig festgestellten,
antimikrobiellen Aktivitit. Der CFU-Assay kann falsch positive Ergebnisse liefern, wenn die
untersuchten Proteine Bakterien nur aggregieren aber nicht téten. Daher mufl eine im CFU-
Assay gemessene antimikrobielle Aktivitdt auch mit Hilfe eines der beiden anderen Tests
verifiziert werden. Die antibakterielle Aktivitdt wird in Form der minimal inhibitorischen
Konzentration (MIC) angegeben. Die Konzentration an antimikrobiellem Wirkstoff, bei der
90% der Bakterien abgetotet werden, bezeichnet man als MICq. E. coli DH5a-Bakterien
werden iiber Nacht fiir 18 h bei 37°C zur Vorkultur in 3ml LB angezogen. Um eine
logarithmisch wachsende Kultur zu erhalten, werden 50 pl dieser Bakteriensuspension in 50
ml frisches Luria-Bertani-Medium tiberimpft, und bei 37°C inkubiert bis die ODg,¢ bei 0,2
lag. Die Bakterien werden dann 1:10* mit 10% LB in 10 mM NazPO,, pH 7,2 verdiinnt. Je
100 pl dieser Bakteriensuspension werden mit je 11 pl HE2a2-Peptidlosung definierter
Konzentration fiir 3h bei 37°C inkubiert. Nach 1:10-Verdiinnung mit 10 mM Na3;POu, pH 7,2
werden je 100 pl jeder Probe auf LB-Agar ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Die
Kolonien pro Platte werden gezdhlt, um die antibiotische Aktivitidtskurve zu ermitteln. Die

Grenze der Detektierbarkeit in diesem Assay entsprach 10> CFU/ml.

2.29 Coomassie-Farbung
Das Fixieren und Fiarben der SDS-Proteingele erfolgte je nach Beladung und Dicke fiir 1-4 h
in 500 ml Farbelosung. AnschlieBend werden die Gele unter mehrmaligem Wechseln der

Entfarbelosung liber 24 h entférbt. Die gefarbten Gele werden auf Whatman 3 MM platziert
und unter Vakuum bei 70°C fiir 2 h im Geltrockner getrocknet.
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2.30 Féarbung von Western-Blot-PVDF-Membranen mit kolloidalem Silber
(nach Kovarik et al., 1987)

Im Western-Blot entwickelte PVDF-Blot-Membranen werden mit Silbernitrat angefarbt, um
die geblotteten Proteine sichtbar zu machen. Dazu werden 1 ml einer Eisen-II-Sulfat-Losung
(1Img/ml) und 1 ml einer Natriumcitratlosung (2mg/ml) miteinander gemischt und auf 10 ml
aufgefiillt. Danach werden 20 pl einer Silbernitratlosung (Img/ml) in die 10 ml
hineinpipettiert und sehr schnell gemischt. Die zundchst hellbraune Losung wird direkt auf
die Membran gegossen und 5 bis 10 min gefdrbt. Wenn die Protein-Banden auf der PVDF-
Membran deutlich sichtbar werden, wird die Reaktion gestoppt, indem die Membran
herausgenommen und in eine frische Schale mit destilliertem Wasser iiberfiihrt wird. Darin
wird sie kurz gewaschen und in eine weitere Schale mit frischem destilliertem Wasser
tiberfiihrt. Dann wird das Wasser abgegossen und die gefirbte Membran in der Schale
getrocknet. Die Banden dunkeln beim Trocknungsprozel3 etwas nach, so da3 vorher schwach
erkennbare Banden nach der Trocknung deutlich sichtbar sind. Die Waschschritte mit

destilliertem Wasser sind unerlasslich.

2.31 Western Blot
(modifiziert nach Szewczyk und Kozloff, 1985)

Fiir den Transfer von Proteinen aus analytischen Polyacrylamidgelen wird ein Semidry-
Verfahren mit einem fiir stark basische Proteine geeignetem, kontinuierlichem Puffersystem
eingesetzt. Auf die Kathodenplatte (16 x 22 cm Edelstahl) werden 3 Lagen puffergetrankter
Whatman 3MM-Papier mit einer 10 ml-Pipette aufgewalzt und das Polyacrylamidgel
aufgelegt. Anschlieend wird ein geeignet groBes Stiick methanolaktivierter PVDF-Membran
vorsichtig auf das Gel gelegt und mit weiteren 3 Lagen getrdnkten Whatman 3MM-Papiers
iiberschichtet. Die Anodenplatte (16 x 22 cm Titan-Platin-Legierung) wird mit Blot-Puffer
angefeuchtet, vorsichtig aufgedriickt und mit einem 500g-Gewicht beschwert. Es wird 1 h bei
110 mA (0,5 mA/cm?) geblottet. Zwischendurch wird der Stromfluf kontrolliert. Zur
Uberpriifung der Vollstindigkeit des Transfers wird die PVDF-Membran 5 min mit Ponceau
S-Losung gefirbt. Nach eventuellem Auseinanderschneiden der Membran entlang der
Proteinbanden zwecks Inkubation mit verschiedenen Antiseren, wird zweimal in 1x TBS
entfarbt. Die Membran wird dann zur Absittigung unspezifischer Bindungsstellen fiir 1-2 h in

Blocklosung geschwenkt. Anschliefend wird die Blocklosung abgegossen und der erste

57



Material und Methoden

Antikorper in Antikdrperverdiinnungspuffer zugegeben. Nach 1-2 h Inkubation wird zur
Entfernung nicht gebundener Antikorper 3 x 3 min mit 1XTBST gewaschen. Dann wird der
peroxidasegekoppelte Ziege Anti-Kaninchen-Antikorper zugegeben und fiir 40 min inkubiert.
Zum Abschlu wird 3 x 3 min mit TBST gewaschen und die Membran einmal mit
destilliertem Wasser gespiilt. Danach wird die Membran 1-3 min in 1:10-verdiinntem ECL-
Medium (Pierce Chemical Company, Rockford, USA) inkubiert, in Folie eingeschweifit und
in einer Filmkassette mit Rontgenfilm (Kodak-X-O-MAT AR-5, Eastman-Kodak Company,
Rochester, New York, USA) exponiert. Jeweils beginnend mit 1 min werden die
Expositionszeiten der jeweiligen Signalstirke angepal3t. Ein paralleler Ansatz, in dem Pri-
Immunserum desselben Spendertieres als Erstantikdrper eingesetzt wird, diente als

Negativkontrolle.

Kompetition:

Zur Uberpriifung der Spezifitit einer mit polyklonalem Vollserum detektierten Bande, wird
eine Kompetition mit dem korrespondierenden, epitoptragenden Oligopeptid durchgefiihrt.
Die Zugabe des chemosynthetischen Oligopeptids zum polyklonalen Erstantikorper-Serum
(20 pg Oligopeptid pro ml Inkubationsansatz) bewirkt eine selektive Absittigung der
spezifischen, klonalen Immunglobuline der gegen das Peptidepitop gerichteten Antikorper
und verhindert dadurch deren Bindung an entsprechende antigene Determinanten auf
geblotteten Proteinen. Das Erstantikdrperserum wird ca. 30 min lang mit dem
korrespondierenden Oligopeptid inkubiert, bevor es zur Inkubation der Blotmembran benutzt

wird.

2.32 Immunprizipitation

1 ml aufkonzentrierter Seminalplasma-Proteinextrakt (vgl.2.19) wird auf pH 7,0 — 7,5
eingestellt, in ein 1,5 ml-Eppendorfcap iiberfiihrt und im Kiihlraum in den Cap-Rotator
eingespannt. Dann werden 20 pl Prdiimmunserum (P2, Tier 1, 1. IT) zugegeben und 1 h im
Kiihlraum auf dem rotierenden Rad inkubiert. Dann werden 30 pl 50%ige Protein A-Agarose-
Suspension zugegeben (abgeschnittene Spitze benutzen, um Scherkréfte zu vermeiden) und
erneut 1 h inkubiert. Danach wird das Cap im Kiihlraum bei 7000 rpm 30 Sekunden
zentrifugiert, der Uberstand in ein frisches Eppendorf-Cap iiberfiihrt und das Pellet 3x mit
RIPA-Puffer gewaschen. Das Pellet wird in 30 pl 2x SDS-PAGE-Ladepuffer resuspendiert
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und bis zur Verwendung als Negativ-Kontrolle bei —20°C eingefroren. Der Uberstand wird
dann mit 20 pul a-P2-Serum (T.1,90.1T) bzw. 70 ul affinitdtsgereinigtem a-P2-Serum versetzt
und 1 h auf dem rotierenden Rad inkubiert. Dann werden 30 bzw. 50 pl Protein A-Agarose
zugegeben und {liber Nacht unter Rotation inkubiert. Am néchsten Tag wird bei 7000 x g
anzentrifugiert, der Uberstand vorsichtshalber aufbewahrt und das Pellet 3x mit RIPA-Puffer
vorsichtig gewaschen (nicht vortexen, nicht repipettieren!). Nach dem letzten Waschschritt
wird der RIPA-Puffer so gut wie moglich entfernt und das Pellet in 30 bzw. 50 pl 2x SDS-
PAGE-Ladepuffer resuspendiert. Zur Western Blot-Analyse wird je ein gesamtes
Immunpréazipitat (d.h. 30 bzw. 50 pul) pro Sammelgeltasche geladen (Verwendung des 50-pul-

Mini-Gel-Kammes).

2.33 Nachweis freier Sulthydrylgruppen von PVDF-geblotteten Proteinen durch Alkylierung

mit Biotin-Maleimid

(nach US-Patent Number: 6,156,529, Date of Patent: Dec. 5, 2000, Willey, K. et al., Method
For Specifically Marking A Protein, Assignees: EVOTEC Biosystems AG, IHF Institut fiir
Hormon- und Fortpflanzungsforschung GmbH, both Hamburg, Germany)

Maleimide reagieren bei pH <7.5 selektiv mit freien Sulfhydrylgruppen in einer nukleophilen
Substitutionsreaktion (SN,) unter Ausbildung eines Thioethers. Zundchst werden die zu
untersuchenden Proteine/Peptide wie in Abschnitt 2.28 beschrieben auf eine PVDF-Membran
geblottet. Die Blotmembran wird anschlieBend ohne vorrausgehendes Blockieren 1h an der
Luft getrocknet. 25 mg Biotin-Maleimid werden in 2 ml DMSO gelost und anschlieBend mit
38 ml TEG-Puffer gemischt.

TEG-Puffer fiir die Maleimid-Alkylierung:
10 mM TRIS-HCL, pH 6.0

ImM EDTA

10% Glycerin

Die trockene Blotmembran wird mit dieser Losung 20 min bei RT inkubiert. Anschlie3end
wird der Blot viermal 5 min mit TBST gewaschen. Danach wird 45 min mit Anti-Biotin-
Peroxydasekonjugat (Sigma; 1:10000) inkubiert. Nach erneutem, viermaligem Waschen mit

TBST wird der Blot kurz mit destilliertem Wasser gespiilt und anschlieBend mit Pierce
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Supersignal Pico Enhanced Chemoluminescence Reagent (Aminophthalsdurehydrazid/H,0O,)

(1:5 verdiinnt) detektiert.

2.34 Chromatographische Trennverfahren

Affinitdtschromatographie von MBP-Fusionsproteinen an Amyloseharz

Sml Amyloseharz werden in eine 2,5 x 10 cm Séule gegossen und mit 8 Sdulenvolumen
Séulen-Puffer gewaschen. Der verdiinnte Rohextrakt wird mit einer FlieBgeschwindigkeit von
1 ml/min auf die Sdule geladen. Danach wird mit 12 S&ulenvolumen S&iulen-Puffer
gewaschen und anschlieend das MBP-Fusionsprotein mit Sdulen-Puffer + 10 mM Maltose
eluiert. Wéhrend der Elution werden Fraktionen & 3 ml aufgefangen und jeweils deren
Proteingehalt bestimmt. Die proteinhaltigen Fraktionen werden vereinigt und ggf. im

Centriprep-Concentrator (Amicon/Millipore) aufkonzentriert.

Gelfiltrationschromatographie:

Die Gelfiltrationschromatographie wird mit einer Superose 12 Sdule (37 x 1 cm, Amersham-
Pharmacia-Biotech) durchgefiihrt. Das Probenvolumen betrdagt jeweils 200 pl. Die
gelchromatographischen Trennungen werden mit 120 mM Ammoniumbicarbonatpuffer, pH
8.0 an einer FPLC-Anlage (Amersham Pharmacia Biotech) bei einer Laufgeschwindigkeit
von 0.3 ml/min durchgefiihrt (FPLC=Fast Protein Liquid Chromatography) und der Verlauf
der Chromatographie durch Messung der Absorption der Eluate bei 280 nm verfolgt
(Schreibervorschub: Imm/min). Die Fraktionen werden zur Untersuchung im Western-Blot
mit StrataClean-Resin® (Stratagene) extrahiert (nach Ziegler et al., 1997). Die vereinigten,
HE2-haltigen FEluate werden lyophilisiert, wobei das volatile Ammoniumbicarbonat
weitestgehend in die Gasphase sublimiert wird und dadurch bei anschlieBenden

Trennverfahren oder Assays nicht mehr interferiert.

Anionenaustauschchromatographie:

Fiir die Anionenaustauschchromatographie wird eine analytische, selbstgefiillte Q-Sepharose
Fast Flow Séule (1.5 ml Sdulenvolumen, Amersham Pharmacia Biotech) bei einer

FlieBmittellaufgeschwindigkeit von 1 ml/ min verwendet. Laufmittel A ist 20 mM TRIS-HCI,
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pH 8.0, Laufmittel B ist 20 mM TRIS-HCI, pH 8.0 mit 1M NaCl. Das Probenvolumen betrigt
200 pl. Der Gradient lduft 30min isokratisch auf 100%A, laduft dann jeweils in 15 min-
Schritten auf 95 %A, 90 %A, 85 %A, 80 %A, 75 %A und 0% A( 100%B). Danach lief der
Gradient in 5 min auf die Ausgangssituation 100%A zuriick und wird dort 10 min gehalten.
Die Absorption der Eluate wird bei 280 nm gemessen und die Eluate werden zur

anschlieBenden Western-Blot-Analyse mit StrataClean-Harz extrahiert.

Oasis-Mixed Mode Anion Exchanger

Die Eluate herk6mmlicher Ionentauscher haben alle eine hohe Salzkonzentration, die bei fast
allen spidteren Reinigungsschritten (auBer bei Hydrophober-Interaktions-Chromatographie
HIC) stort. Das Oasis-Mixed-Mode-Anion-Exchanger-Harz (Waters) ermoglicht die
Durchfiihrung einer Anionenaustauschchromatographie in wissriger Losung und eine
salzfreie Elution gebundener Proteine mit leichtfliichtigen Organika.

Sdule: 500mg CC Oasis MAX (Waters)

1. Schritt: Konditionieren der Sdule mit 2 ml Methanol

Schritt: Aquilibrieren mit 2 ml destilliertem Wasser

Schritt: Beladen der Saule mit 15 ml Kulturiiberstand infizierter High-Five-Zellen (HE2C)
Schritt: Waschen der Sdule mit 2 ml 20 mM TRIS-HCI pH 8.0, 5% Methanol

Schritt: Elution mit 2 ml Methanol

Schritt: Elution mit 2 ml 100 mM Ameisensdure/ Aceton (50% v/v)

N S L R W

Schritt: Elution mit 2 ml 100 mM Ameisenséaure/ Acetonitril (50% v/v)

Die Eluate und Waschfraktionen werden im Vortex-Evaporator bei 40 °C 30 min abgezogen.
Die trockenen Riickstdnde werden in 50 pl destilliertem Wasser aufgenommen und ein Aliqot

von 15 pl pro Tasche des SDS-PAGE-Geles geladen.

Herstellung der Affinitdtssdulen:

0.57 g epoxy-aktivierte Sepharose 6B (Amersham Pharmacia Biotech) werden in 20 ml
destilliertem Wasser 20 min lang gequollen. AnschlieBend wird das gequollene Harz in eine
Leersdule (gesplilte und nur mit einer Fritte belassene PD-10 Sdule, Amersham Pharmacia
Biotech) eingefiillt und iiber der Fritte mit 200 ml destilliertem Wasser ca. lh lang
gewaschen. AnschlieBend wird das feuchte Harz in 2 ml Kopplungspuffer (200mM Na,COs,
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pH 9.5) resuspendiert. Nach Zugabe von 2 ml affinititsgereinigtem a-P2-Serum wird die
Saule beidseitig verschlossen und bei 40°C fiir 16 h im Wasserbad inkubiert. Nach Ablauf der
Reaktionszeit wird die Sdule senkrecht in ein Stativ eingespannt und der Durchlauf
aufgefangen. Das in der Sdule verbliebene Epoxyharz wird zur Abséttigung nichtgekoppelter
Oxirangruppen mit 5 ml 1M Ethanolaminlosung, pH 8.0 fiir 16 h bei 40°C im Wasserbad
inkubiert. AbschlieBend wird das fertige, gekoppelte Harz erst mit 5 ml 200mM
Natriumacetatlosung pH5.9 und 500 mM Natriumchlorid und dann mit 5 ml 200mM TRIS-
HCIL, pH 8.0und 500 mM Natriumchlorid gewaschen. Die Kopplungseffizienz wird durch
Messung der Proteinkonzentration nach der Kopplungsreaktion (Durchlauf s.o.) bestimmt und

betrigt bei den durchgefiihrten Messungen ca. 80%.

Durchfiihrung der Affinitdtschromatographie:

Nach Aquilibrieren der Affinititssiule mit 10 ml 200mM TRIS.HCI, pH 8.0 , 500 mM NaCl
wird die Sdule mit 10 ml 1:10 in Laufpuffer (200mM TRIS-HCI, pH 8.0, 500 mM NaCl)
verdliinntem Seminalplasmakozentrat (vgl. 2.19) beladen. Der erste Durchlauf wird erneut auf
die Sdule geladen. Dann wird die Sdule mit 100 ml Laufpuffer gewaschen und abschlieBend
mit 5 ml 50 mM Triethylamin, pH 11.5 eluiert. Die Eluate werden vereinigt und in je 15 cm
langen und 2.5 cm breiten Dialyseschlduchen (Spectra/Por, Ausschlussgrenze 1 KDa, Serva
Feinbiochemika GmbH und Co. KG, Heidelberg, Deutschland) in dreimal je 2 Liter
autoklaviertem, destilliertem Wasser iiber 20 h dialysiert. Die Dialysate werden bei —70°C
eingefroren und lyophilisiert. Danach werden sie entweder in 1xSDS-Ladepuffer
aufgenommen und im Western-Blot untersucht oder fiir weitere Reinigungsschritte in

destilliertem Wasser geldst.

Reversed Phase-HPLC-Trennungen:

Die HPLC-Trennungen werden mit einer RP-C4-Siule (Nucleobond 120-5-C4, Macherey und
Nagel, Diiren) bei einer Laufgeschwindigkeit von 0.3 ml/min durchgefiihrt. Laufmittel A:
0.1% TFA in destilliertem Wasser, Laufmittel B: 0.1% TFA in Acetonitril. Der Gradient lauft
2 min isokratisch auf 100% A, steigt in 30 min auf 100% B, lauft dann 5 min isokratisch auf
Laufmittel B und lauft schlieflich in 5 min auf 100% Laufmittel A zuriick. Die Trennung

wird durch Messung der Absorption bei 214 nm verfolgt.
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Heparin-Affinitdtschromatographie

Fir die Heparin-Affinitdtschromatographie wird eine analytische, selbstgefiillte Affigel-
Heparin-Sdule (1.5 ml Séaulenvolumen, Leersdule: Amersham Pharmacia Biotech;
Fiillmaterial: Affi-Gel, Biorad) bei einer FlieBmittellaufgeschwindigkeit von 1 ml/ min
verwendet. Laufmittel A ist 1xPBS, pH 7.4, Laufmittel B war 1xPBS, pH 7.4 mit 1M NaCl.
Das Probenvolumen betrug 200 pl. Der Gradient lduft 5 min isokratisch auf 100%A, lauft
dann jeweils in 5 min-Schritten auf 95 %A, 90 %A, 70 %A, 50 %A, 20 %A und 0% A (
100%B). Danach l4uft der Gradient in 5 min auf die Ausgangssituation 100%A zuriick und
wird dort 10 min gehalten. Die Absorption der Eluate wird bei 280 nm gemessen und die

Eluate werden zur anschlieBenden Western-Blot-Analyse mit StrataClean-Resin extrahiert.

2.35 Gewinnung von Elektrophorese-geeigneten Proteinproben aus stark salzhaltigen,

verdiinnten Proben (nach Ziegler et al., 1997)

Die Untersuchung stark salzhaltiger, verdiinnter Proteinproben, wie z.B. bei der
Ionenaustauschchromatographie anfallen, wird normalerweise durch Dialyse und
anschliefende Gefriertrocknung des Probenmaterials bewerkstelligt. Diese Prozedur geht
jedoch mit erheblichen Verlusten einher. Die von Ziegler et al. beschriebene Methode ist
erstens verlustirmer und auBerdem bedeutend schneller. Ein beliebiges Volumen einer
verdiinnten Proteinprobe (z.B. eine 3 ml Fraktion des Ionentauschereluates) wird mit 7 ul
einer StrataClean®-Harz-Aufschlimmung (Stratagene) versetzt und 30 min auf dem
rotierenden Rad bei RT inkubiert. Danach wird die Probe bei 13000rpm 5 min zentrifugiert
und der Uberstand abgenommen. Das StrataClean®-Harz-Pellet wird kurz mt destilliertem
Wasser gewaschen und dann in 1xSDS-PAGE-Ladepuffer resuspendiert. Die Probe wird 2
min bei 97°C gekocht und dann bei 13000rpm 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wird in eine
Tasche des SDS-PAGE oder TRICIN-PAGE-Geles geladen (Achtung: mdglichst keine
Harzpartikel mitladen).
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2.36 Untersuchung der Aggregatbildung von Peptiden durch Crosslinking mit Glutaraldehyd
(nach Stommel et al., 1999)

500 pl 10 mM NazPOy4, pH 7,2 werden mit 6 pl Peptid (1mg/ml) und 10 pl Glutaraldehyd 20
min bei 37°C inkubiert.

Parallel werden 500 pl 10 mM NazPOs4, pH 7,2, 6 ul Peptidlosung (1mg/ml) und 20 pul DTT-
Losung (IM) mit 10 pl Glutaraldehyd 20 min bei 37°C inkubiert, um den Einfluss von
Disulfidbriickenbildung auf die Aggregation auszuschlieBen. Die vernetzten Proben werden

zur Untersuchung auf Aggregate mittels TRICIN-PAGE aufgetrennt.
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2.37 Ubersicht iiber Vektorkarten und Polylinker der verwendeten Plasmide

pMelBacB-Vektor

5 HBM Signal

BiEsastins,

pMelBac

AB,C
4.8 kb

Features of pMelBac B: . "C" version

the
4821 nucleotides of the vector
Polyhedrin promoter (Ppy): bases 7-95
Honeybee Melittin (HBM)

signal sequence: bases 96-158
Muttiple cloning site: bases 158-213
Recombination

sequences

(ORF 1629): bases 424-1224 (C)
Ampicillin resistance gene: bases 1611-2468
pUC origin: bases 2616-3289
5 lacZ fragment: bases 4519-3407 (C)
lacZ sequences homologous to lacZ sequences

in Bac-N-Blue™ DNA: bases 4295-3407 (C)
Early-to-Late (ETL) promoter: bases 4821-4520 (C)
(C) = Complementary

Vektorkarte

pMelBac B MCS

Pol Forward Priming Site 54
1 GATATCATGG AGATAATTAA AATGATAACC ATCTCGCAAA TAAA[TAAGITA

Baculovirus Forward PCR Priming Site
51 TTACTGTT TTCGTAACAG TTTTGTAATA AAAAAACCTA TAAAT

96 ATG AAA TTC TTA GTC AAC GTT GCC CTT GTT TTT ATG GTC GTA
Met Lys Phe Leu Val Asn Val Ala Leu Val FPhe Met Val Val

din Sacl Xhol Bgin  Pstl
138 TAC ATT TCT TAC ATC TAT GCG GAT CEG BGc Tce Aca Tdr Goa
Tyr Ile Ser Tyr Ile Tyr Ala Asp Fro Ser Ser Arg Ser Ala

Melittin Cleavage Site
Krnl J’icol BclvllII{lBl I’Indm .Tal]
180 GCT GGT ACC ATG GAA TTC GAA GCT TGG AGT CGA CTC TGC TGA AG
Ala Gly Thr Met Glu Phe Glu Ala Trp Ser Arg Leu Cys ***

Mwm_m&mm
224 AGGAGGAAAT TCTCCTTGAA TTCCCTGG TGTTCAAAGT AAAGGAGTTT

284 GCACCAGACG CACCTCTGTT CACTGGTCCG GCGTATTAAA ACACGATACA

Baculovirus Reverse PCR Priming Site
334 TTGTTATTAG TACATTTATT AAGCGCTAGA TTCTGTGCAT TGTTGATTTA

384 CAGACAATTG TTGTACGTAT TTTAATAATT CATTAAATTT

Polylinker
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pMal-p2x/pMalc2x-Vektor

PMAL-p2X | | Ampr

pBR322 ort
PMAL-c2X, pMAL-p2X Polylinker
Xmm | EcoR| Eamlll el Sall [ Hind W

I | | LA LL] R 11 L | 1
malE..ATC GAG GGA AGG ATT TCA GAA TTC GGA TCC TCT AGA GTC GAC CTG CAG GCA AGC TTG...Ac7a
o Gl Gly Ay

t Factor Xa

claavage site

PMAL-C2E, pMAL-p2E Polylinker
Kpnl Yool Bami] Xbel Salt Pt Hind 11
I L 1] H L1 " | B | 1
GAT GAC GAT GAC AAG GTA CCG GAA TTC GGA TCC TCT AGA GTC GAC CTG CAG GCA AGC TTG... lacZa
p Awp Ay A s

cleavage sits

maif...

PMAL-c2G, pMAL-p2G Polylinker
: Snal| EcoRl  Besdl Jbal  Sail Patl Hird 1

I 1 il 1 1 LU LR 1
maiE...CCG GGT GCG GCA CAC TAC GTA GAA TTC GGA TCC TCT AGA GTC GAC CTG CAG GCA AGC TTG..lacZa

Pro Gy Ae As His Ty
Ganenase |

Figure 1. pMAL-2 Vectors. pMAL-c2X (6648 base pairs) has an exact deletion of the
malE signal sequence. pMAL-p2X (6723 base pairs) includes the malE signal

sequence. Arrows indicate the direction of transcription. Unique restriction sites are
indicated.

Vektorkarte und Polylinker
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pGEM-TEasy-Vektor

Xmn | 2009
Nae
Sca 1890 2707 71
“on 1 start
i Apal 14
Aapflll 20
| 26
stZ | k]|
Amp' Neol a7
pGEM®-T Easy lacZ BstZ| | 43
Vector T T Not | 43
(30150p) EooR1 | 52
|

coR | 70
t 77
BstZ | 77
) Pst| 88
on Sall 90
Nde | 97
Sac| 109
BstX| | 118
Nsil 127
141

T sps

pGEM®-T Easy Vector Sequence reference points:
T7 RNA Polymerase transcription initiation site 1

SP6 RNA Polymerase transcription initiation site 141
T7 RNA Polymerase promoter (=17 to +3) 2999-3
SP6 RNA Polymerase promoter (—17 to +3) 139-158
multiple cloning region 10-128
lacZ start codon 180
lac operon sequences 2836-2996, 166-395
lac operator . 200-216
p-lactamase coding region 1337-2197
phage {1 region 2380-2835
binding site of pUC/M13 Forward Sequencing Primer 2956-2972
binding site of pUC/M13 Reverse Sequencing Primer 176-192

Vektorkarte

pGEM®-T Easy Vector

T7 Transcription Start

5 ... TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC. GCATG CTCCC GGCCG CCATG
3'... ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG"CBTAC GAGGG CCGGCHGGTM

77 Promotor : | [
Apa | Asill  Sphl BsiZ| Neal
GCGGC CGCGG GAATT CGATT3] elonad inseﬂ) ATCAC TAGTG AATTC GCGGC CGCCT GCAGG TCGAC
CGCCG GCGCC CTTAAGCTA ITTAGTG ATCAC TTAAG CGCCG GCGGA CGTCC AGCTG
— Mot |
Bz acll EcoR| Spel EcoR | Bzl Pstl Sall

SP6 Transcription Start

CATAT GGGA GAGCT CCCAA CGCGT TGGAT GCATA GCTTG AGTAT TCTAT AGTGT CACCT AAAT ... &
GTATA CCCT CTCGA GGGTT GCGCA ACCTA CGTAT CGAAC TCATA AGATA TCACA GTGGATTTA ... &
] I ] J SPE Promoter
Ndel Sacl Bstx| Nsil

Figure 1.The promoter and multiple cloning sequence of the pGEM®-T and pGEM®-T
Easy Vectors. The top strand of the sequence shown corresponds 10 the RNA synthesized by
T7 RNA Polymerase. The bottom strand corresponds to the RNA synthesized by SP6 RNA
Polymerase.

Polylinker
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II1. Ergebnisse:

II1.1 Nachweis alternativer Splei3-Varianten von HE2 im Nebenhodengewebe durch

RT-PCR

Die mRNA-Transkripte fiir HE2 finden sich vorwiegend im distalen Caput und proximalen
Corpus epididymidis. PCR-Experimente mit epididymaler cDNA des Schimpansen (Pan
troglodytes) (Frohlich et al., 2000) lieBen auf das Vorhandensein mehrerer alternativer HE2-
Varianten schlieBen. Es konnte gezeigt werden, daB3 sich beim Menschen 5 HE2-Varianten
auf mRNA-Ebene detektieren lassen. Hamil et al. (2000) konnten die Existenz dreier weiterer
mRNA-Varianten zeigen, so dall beim Menschen auf Nukleotidebene bis jetzt insgesamt 8
HE2-Varianten nachgewiesen werden konnten. Das humane HE2-Gen besitzt 8 Exons (E-1

bis 8) die durch 7 Introns (I-1 bis 7) getrennt sind (Abb. 1).

(228) (153) (151) (107)  (76) (78)(259) (104)  (279)
— E-1 [ E2|—E3|—/—E4—F-5§ |[E-6 E-7— E-8
14 12 def 13 -4 15 def 16 17
(583) (1171) (9065) (1059) (223) (1327)  (1085)
<_

<
>

v2 [ [ KA le |

Abbildung 1: Genomische Struktur des humanen HE2-Lokus mit 8 Exons und zwei
Promotorregionen. Die Lage der in Abb. 1 verwendeten Primer ist durch Pfeile gekennzeichnet

(erweiterte Version; modifiziert nach Jia et al., 2001).
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Durch alternatives Spleiflen und die Benutzung eines intronischen Promotors in I-3 kann eine
Reihe verschiedener HE2-Transkripte generiert werden. Ein Transkriptionsstart an dem in der
5¢-UTR vor Exon 1 gelegenen Promotor (im folgenden als proximaler Promotor bezeichnet)
liegt der mRNA-Expression von HE2al, HE2a2, HE2B1, HE2p32, HE2y1, HE2y2 und HE2C
zugrunde. Alle mRNAs dieser HE2-Varianten enthalten die Nukleotidsequenzen von Exonl
und 2. Die Aktivierung des intronischen Promotors generiert die mRNAs von HE2B und
HE2E. Durch RT-PCR konnten die drei von Frohlich et al. (2000) beim Schimpansen
identifizierten Spleivarianten HE2B, HE2C und HE2E auch beim Menschen nachgewiesen
werden (Abb. 2). Hierzu wurden die bereits bei Frohlich et al. (2000) verwendeten Primer
eingesetzt. Durch diesen Nachweis der alternativen Schimpansen-HE2s konnte sowohl die
Existenz zweier weiterer Exons als auch die Existenz des intronischen Promotors im humanen
HE2-Gen bestitigt werden. Die beiden hohermolekularen Banden in Spur 2, 5 und 8 wurden
durch Subkolonierung in pGEM TEasy und Sequenzierung als HE2-Nukleotidsequenzen mit
zwei Intronbereichen identifiziert (Daten nicht gezeigt). Unter den gewéhlten PCR-
Bedingungen wird die fiir HE2a kodierende cDNA am hiufigsten amplifiziert (vgl. Abb. 2).
Sie ist zudem die einzige der untersuchten HE2-Varianten, die sich bereits aus testikuldrem
Gewebe amplifizieren 14t (Abb. 2, Spur 1). Die cDNA-Fragmente der iibrigen HE2-
Varianten sind dagegen 1im testikuliren Gewebe nicht nachweisbar. Mit den
primatenspezifischen Primern konnten aus Ratten-Nebenhoden-cDNA keine DNA-Fragmente

amplifiziert werden (Abb.2, Spur 10 bis 12).
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500bp

Abbildung 2: Auftrennung der RT-PCR-Amplicons auf einem 1%igen Agarosegel. Die
ausgesuchten Primer schliefen je zwei Exons ein. Uber jeder Spur sind die jeweiligen
Amplicons benannt. Spur 2, 5 und 8 zeigen Amplicons, die aus kontaminierender,
genomischer DNA stammen und sich durch ihre Lédnge von den korrekten cDNA-Fragmenten
unterscheiden. M = 100 bp-Leiter; Spur 1-3: Amplifikation menschlicher Hoden-cDNA; Spur
4-6: Amplifikation menschlicher Nebenhoden-cDNA (Patient 1); Spur 7-9: Amplifikation
humaner epididymaler cDNA (Patient 2); Spur 10-12 Amplifikation von epididymaler Ratten-
cDNA.
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ITI.2 Nachweis von HE2-Antigenen auf Proteinebene

Um die HE2-Varianten auf Proteinebene unterscheiden zu koénnen, wurden polyklonale
Antikorper gegen fiinf synthetische Oligopeptide (P1-P5) hergestellt. Die Lokalisation der
Peptidepitope ist in Abb. 3 gezeigt.

Aminoséaurerest

1 20 40 60 80 100 120 140
| — T T T T T T T T T T T 1
v aa37-50 aal59-71 aa73-103 403
HE2a1 | N - B P
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HE2a2 | p1 Bl P2 P3
4' + aa72_83 aa113'127 133
HE281 |
108
e [
v v 82
ezt | BN
HE2v2 ﬁ' v 74
Y [ EN Y]
v 103

He2s [ — I
v 133
HEE T T |

HE2C |

Abbildung 3: Lokalisation der Oligopeptidepitope P1 bis P5 innerhalb der putativen HE2-
Proteine. B-Defensin-dhnliche Bereiche sind als schwarzer Block gekennzeichnet. ER-
dirigierende Signalsequenzen sind weill unterlegt. Die Pfeile kennzeichnen putative
proteolytische Spaltstellen. Die gestrichelten Linien im P3-Abschnitt von HE2a2 geben drei

Aminosédureaustausche an (Aminosduresequenzen s. Abb. 7).
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I11.2.1 Mindestens eines der HE2-Antigene bindet ionisch an die Oberfliche ejakulierter

Spermien

Da Osterhoff et al. 1994 durch immuncytochemische Experimente das Vorkommen von HE2
auf der Spermienoberfliche gezeigt haben, wurde versucht, HE2-Proteine in
Spermienmembranpréiparationen nachzuweisen. Viele Spermatozoen-assoziierte, epididymale
Sekretproteine scheinen iiber Ionenbindung an deren Oberfliche anzudocken (Tezon et al.,
1985). Elektrostatisch gebundene Molekiile lassen sich mit Hilfe von Puffern hoher
Ionenstirke von der Spermienmembran abwaschen. Diese Hochsalz-Waschmethode kann
genutzt werden, um die ionisch an die Spermienoberfliche gebundenen Proteine selektiv
anzureichern (Tezon et al.,1985). Als Hochsalz-Waschpuffer wurde PBS mit 0,6M NaCl
verwendet, da eine weitere Erhohung der Ionenstirke die Effizienz der Waschmethode nicht
erhoht  (McArdle, 1991). Eine andere  Methode zur Gewinnung von
Spermienmembranproteinen ist die Extraktion mit Lithium-3,5-Diiodsalizylat (LIS)
(Alexander und Bearwood, 1984). Mit polyklonalem Anti- (a-)P2 und a-P4-Serum gelang im
Salzwasch von pelletierten, humanen Spermien der Nachweis einer prominenten ca. 8§ KDa
groBen Bande. Mit dem «-P4-Serum lieB sich auch im LIS-Extrakt die 8 KDa-Bande
detektieren (Abb. 4). Mindestens eine der HE2-Varianten bindet demnach fest an die

Spermienoberfliche, wobei hier offenbar eine vorwiegend ionische Art der Bindung vorliegt.
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MW 1 2 3 4 5
[KDa]
38 -
21 -
15 -
10 -

6-

Ak |preP4|aP4|preP4| aP4 | aP2

Abbildung 4: Western-Blot-Analyse von HE2-Proteinen in Membranprédparationen humaner
Spermien. Spurl und 2: LIS-Extrakt (10png Gesamtprotein). Spur 3, 4 und 5: Spermien-
Salzwasch (10png Gesamtprotein). Detektion: Spur 1 und 3: pre P4, Spur 2 und 4: a-P4:
1:500, Spur 5: a-P2: 1:500; Ak=Antikorper.

I11.2.2 HE2-Proteine lassen sich im menschlichen Seminalplasma nachweisen

Da Salzwasch- und LIS-Extrakt im Verhéltnis zum Seminalplasma der erhaltenen Ejakulate
nur in wesentlich geringerer Menge gewonnen werden konnten, wurde versucht, die HE2-
Antigene im Seminalplasma zu detektieren. Der Nachweis von HE2-Antigenen im
unbehandeltem, mit SDS-Ladepuffer versetztem Seminalplasma war zundchst ohne Erfolg.
Erst eine denaturierende Konzentrationsmethode fiihrte schlieflich zum Ziel. Nach
Acetonfillung und Trocknung der Seminalplasmaproteine, lie sich ein Grofiteil des
Prézipitats aufgrund der durch Acetonkontakt bedingten Denaturierung nur schwer wieder
solvatisieren, wohingegen das kleine HE2 sofort in Ldsung ging. Dadurch konnte eine
Anreicherung von HE2 in zweifacher Hinsicht erreicht werden: erstens wurden die
Proteinbestandteile des Seminalplasmas aus einem groBen Volumen Seminalplasma
prazipitiert und tiber den Umweg der Festphase in einem deutlich kleineren Volumen gelost
(vgl. Material und Methoden). Zweitens wurde HE2 gegenliber den nicht mehr

solvatisierbaren, irreversibel denaturierten Proteinen auch in Bezug auf die
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Proteinzusammensetzung der Probe angereichert. Abb. SA zeigt den Nachweis von HE2 im
angereicherten Seminalplasma (Spur 4). Der gegen das P1-Peptidepitop gerichtete Antikdrper
erkennt ein kreuzreagierendes Antigen mit unerwartet hohem, apparenten Molekulargewicht
(Abb. 5A, Spur 2). Da sich in der Ndhe des PIl-Epitops der HE2-Proteine ein N-
Glykosylierungskonsensus befindet, wurde angenommen, dal moglicherweise ein komplexes
N-Glykan das P1-Epitop verdeckt. Um dennoch He2-Proteine mit dem P1-Epitop nachweisen
zu konnen, wurde die an Nebenhoden-Sekretproteinen reiche corpus epididymale Fliissigkeit
eingesetzt. Ein Aliquot an corpus-epididymaler Fliissigkeit wurde mit N-Glykosidase F
deglykosyliert und anschlieBend mit a-P1-Serum detektiert (Abb.5B).

1 2 3 4 1 2
_'
s -
> - ~70 Kda
—
P ~25Kda
-»> W _8KDa
A B

Abbildung 5: A. Detektion von HE2-Proteinen in menschlichem Seminalplasma. Spur 1: pre
P1-Serum, Spur 2 Anti (a-)P1-Serum, Spur 3: pre-P2-Serum, Spur 4: a-P2-Serum. Pro Spur
wurden je 30 pg Gesamtprotein geladen. Alle Seren wurden 1:500 verdiinnt. B. Reaktion von
Corpus-epididymaler Fliissigkeit mit a-P1-Serum (1:500). Spur 1: Probe deglykosyliert mit
N-Glycosidase F; Spur 2: nicht deglykosyliert. Pro Spur wurden 8ul Corpus-epididymale
Fliissigkeit (~40ug Gesamtprotein) geladen.
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Immunprdzipitation aus aufkonzentriertem Seminalplasma

Um das nachgewiesene HE2 genauer zu charakterisieren und um moglicherweise weitere
Varianten von HE2 aufzufinden, wurde eine Immunprézipitation mit dem P2-Antikorper
durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Immunprizipitate mit o-P2, o-P4 und o-P5-
Antikorpern detektiert. Dabei zeigte sich folgendes Bandenmuster (Abb. 6):

234

- 38
- 21
-15
el B 10

-6

Abbildung 6: Western-Blot-Analyse von immunprézipitierten HE2-Proteinen. Zur
Vorreinigung (preclearing) wurde das preP2-Serum eingesetzt (Spurl). Zur Féllung wurde
der a-P2-Antikorper verwendet (Spur2 bis 4). Spur 1 und 2 wurden mit o-P2-Serum, Spur 3
mit a-P4-Serum und Spur 4 mit a-P5-Serum entwickelt. Zur Lokalisation der Peptidepitope
vgl. Abb. 3. Die in allen Spuren sichtbare Kreuzreaktion im hochmolekularen Bereich geht

auf Immunglobulinketten der zur Féllung eingesetzten Kaninchenantikorper zuriick

Die polyklonalen Antiseren gegen die Oligopeptide P2, P4 und P5 detektieren jeweils eine
Bande im Bereich von ca. 8§ KDa apparenten Molekulargewichts. Das Antiserum gegen P2
reagiert auflerdem mit zwei weiteren Banden oberhalb von 6 KDa. Der a-P3-Antikorper
konnte im Immunprézipitat keine Bande detektieren. Auch die a-P3-Immunféillung und
anschlieende Detektion mit a-P3 blieb erfolglos. Der a-P1-Antikérper konnte das 8 KDa-

Protein nicht erkennen, wohl aber ein kreuzreagierendes Antigen von ~70 KDa (vgl. Abb. 5).
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Aus diesen Beobachtungen konnte geschlossen werden, dafl die 8KDa-Bande vor allem die
Variante HE261 représentiert, denn diese ist die einzige Form von HE2, die sowohl mit a-P2-
als auch mit a-P5- und a-P4-Immunserum reagiert (vgl. Abb.3). Die durch das a-P2-Serum
detektierten, kleineren HE2-Varianten stellen weder Degradationsprodukte von HE281 noch
die trunkierte Form HE2B32 dar, da diese mit dem o-P5-Serum reagieren miissten. Es konnte
also die Existenz von mindestens drei HE2-Varianten auf Proteinebene gezeigt werden. Die
Ergebnisse zur 8KDa-HE2B1-Bande warfen allerdings zwei Widerspriiche auf. Erstens besitzt
das HE2B1 nach Abspaltung seines ER-dirigierenden Signalpeptids ein rechnerisches
Molekulargewicht von ca. 12 KDa, obwohl die grofite der bisher durch Western-Blot
ermittelten Banden nur ein apparentes Molekulargewicht von 8 KDa zeigt. Zweitens war es
nicht moglich, das 8 KDa-Protein auch mit o-P1-Serum nachzuweisen. Daher wurde
vermutet, dafl sich innerhalb der HE2-Sequenz zwischen dem P1- und dem P2-Epitop eine
proteolytische Prozessierungsstelle befinden konnte. Bei der ndheren Betrachtung der
betreffenden Aminoséduresequenz fiel sofort ein dibasisches Motiv auf, denn diese sind sehr
oft Erkennungs- und Spaltstellen fiir sequenzspezifische Proteasen. Die genauere Analyse des
dibasischen Motivs zeigte, da3 sich hier eine nicht-klassische Erkennungssequenz fiir die
ubiquitdre Prohormonkonvertase Furin befindet. Im Furin-Konsensus-Motiv besteht eine
Redundanz zwischen Position -4 (P -4) und Position —6 (P -6). Wéhrend im klassischen
Furin-Erkennungsmotiv die Positionen —4, —2 und —1 invariant mit basischen Aminosduren
besetzt sein miissen, kann im nicht-klassischen Erkennungsmotiv die Position —6 anstelle von
Position —4 mit einer basischen Aminosdure besetzt sein. Die HE2-Sequenz erfiillt den nicht-
klassischen Furin-Konsensus. Um zu bestétigen, dal die 8 KDa-Bande ein durch Furin-
Prozessierung entstandenes Produkt darstellt, wurde sie durch Edman-Abbau N-terminal

ansequenziert.

II1.2.3 Der N-Terminus des 8 KDa-HE2-Proteins beginnt mit der Aminosiuresequenz

DLLPPRT

Zur Analyse der aminoterminalen Sequenz der prominenten 8 KDa-Bande wurde diese mit o-
P2-Serum aus epididymaler Fliissigkeit immunprézipitiert und nach dem TRICIN-PAGE-
Lauf auf eine PVDF-Membran geblottet. Die anschlieBende, aminoterminale
Ansequenzierung der auf PVDF geblotteten und ausgeschnittenen Bande wurde durch die
TopLab-GmbH (Martinsried) durchgefiihrt (Edman-Abbau). Es zeigte sich die Sequenz
DLLPPRT. D reprisentiert dabei das Aspartat 61 der HE2-Sequenz. Das DLLPPRT-Motiv
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kommt in sieben der insgesamt neun HE2-Varianten vor und ist Bestandteil des P2-Epitops

(Abb. 7).

HE2al

HE2a2

HE261

HE2832

HE2y1

HE2y2

HE2C

HE2B

HE2E
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MRQRLLPSVTSLLLVALLFPGSSQA-
RHVNHSATEALGELRERAPGQGTNGFQLLRHAVKRDLLPPRTPPYQEPASDLKVVDCRRSEGFCQEYCNYMETQVGYC

PKKKDACCLH -
MKVFFLFAVLFCLVQTNS ..ottt VHISHQEARGPSFKICVGFLGPR WARGCSTGN
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DPWNRCCVSNTDEEGKEKPEMDGRSGI

Abbildung 7: Lokalisation des DLLPPRT-Motivs innerhalb der HE2-Sequenzen (+++++)

Aminosdureunterschiede zwischen HE2a1 und HE2a2 sind fett gedruckt.

I11.2.4 Nachweis von weiteren HE2-Proteinen in der epididymalen Fliissigkeit

Da das Seminalplasma nur zu etwa 10% aus epididymaler Fliissigkeit besteht (vgl.

Einleitung), bestand die Hoffnung, weitere HE2-Proteine in der epididymalen Fliissigkeit

aufzufinden. Diese wurde durch Kannulierung und retrograde Perfusion mit PBS aus

operiertem Nebenhodengewebe gewonnen (zur Verfiigung gestellt von Dr. Ching Hei Yeung,

Institut fiir Reproduktionsmedizin, Westfalische Wilhelms Universitdt Miinster). Neben der
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bereits bekannten ~8KDa-Bande lieBen sich mehrere apparent kleinere Banden nachweisen

(Abb. 8).

A B

Abbildung 8: Western-Blot-Analyse von HE2-Antigenen in der epididymalen Fliissigkeit.
A: klassisches 15%-SDS-PAGE-Laemmli-Gel . Spur 1. Kompetition der mit o-P2-Serum
detektierten Banden mit 20 pg Peptid P2. In Spur 1 und 2 wurden je 4ul corpus-epididymale
Fliissigkeit geladen, in Spur 3 dagegen 8 ul. Spur 4 und 5: Pro Spur wurden 8 pl cauda-
epididymale Fliissigkeit geladen. Spur 4 wurde mit pre P4 und Spur 5 mit a-P4 detektiert. B:
TRICIN-PAGE-Gel. In Spur 1 und 2 wurden je 8 ul corpus-epididymale Fliissigkeit geladen.
Detektion: Spur 1: a-P3-Serum; Spur 2: a-P4 Serum. Alle Seren wurden in der Verdiinnung
1:500 eingesetzt. (1 pl Corpus-epididymale Fliissigkeit enthielt etwa 5 pug Gesamtprotein, 1 pl
cauda-epididymale Fliissigkeit enthielt etwa 7 pg Gesamtprotein)

Mit dem a-P2-Serum lassen sich mindestens vier dezidierte Banden detektieren (Abb. 8a,
Spur 3). Die Spezifitit der mit a-P2-Serum detektierbaren Bande wurde durch Kompetition
des Antiserums mit 20 pg/ml P2-Oligopeptid nachgewiesen (Abb. 8a, Spur 1 und 2). Im 15%
SDS-PAGE-Gel erkennt der a-P4-Antikérper eine Doppelbande im 8 KDa-Bereich (Abb.8a,
Spur 5). Das a-P3-Serum detektiert zwei Banden unterhalb von 8 KDa (Abb. 8b, Spur 1). Im
Tricin-Gel erkennt der o-P4-Antikoérper im Unterschied zum SDS-PAGE-Gel nur eine
einfache Bande bei 8 kDa (Abb. 8b, Spur 2).
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IT1.3 Einfluf} von Anti-Androgenen auf die Expression von HE2-Proteinen im

Nebenhodenepithel

Da sich in beiden Promotoren des HE2-Gens putative ,,ARE-Half-sites* befinden (4ndrogen
Resposive Element, vgl. Einleitung), wurde die Androgenabhingigkeit der HE2-
Genexpression auf Proteinebene untersucht. Hierzu wurde Gewebe orchidektomierter
Prostatakarzinom-Patienten herangezogen. Wahrend Patient A ohne vorausgehende Langzeit-
Antiandrogen-Therapie orchidektomiert wurde, wurde Patient B vor der Operation einer
monatelangen Therapie mit Cyproteronacetat (Androcur®, SCHERING AG, Berlin)
unterzogen. Die mit o-P3 und a-P4 reagierenden HE2-Varianten zeigen nach Langzeit-
Antiandrogen-Behandlung ein unterschiedliches Expressionsmuster. Wéahrend das P3-Antigen
in beiden Geweben im apikalen Saum des Epithels nachgewiesen werden kann (Abb.9 A, C),
wird das P4-Antigen im Gewebe des behandelten Patienten nur noch im basalen
Epithelabschnitt nachgewiesen (Abb.9, B,D). Die Pre-Seren dienten jeweils als
Negativkontrolle (Abb. 9, E,F).
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Abbildung 9: Immunhistochemische Analyse von HE2-Proteinen im Epithel des proximalen
Corpus epididymidis mittels indirekter Cy2-Immunfluoreszenz. A und B: Kryoschnitte durch
den Nebenhoden eines unbehandelten Prostata-Karzinompatienten. C und D: Kryoschnitte
durch Nebenhodengewebe eines mit Antiandrogenen behandelten Patienten. A und C: o-P3-
Serum 1:200, E: Preimmunserum P3: 1:200; B und D: o-P4-Serum 1:200, F:
Preimmunserum P4 1:200. Ep = Epithel, Lu = Lumen.
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I11.4 Funktionelle Analyse von HE2-Proteinen

I11.4.1 Anreicherung von HE2-Proteinen aus humanem Seminalplasma

Um die HE2-Proteine funktionell zu charakterisieren, sollten sie zunichst aus Seminalplasma

aufgereinigt werden.

Anreicherung am lonentauscher

Aufgrund ihrer meist kationischen isoelektrischen Punkte war zu erwarten, dafl sich HE2-
Proteine am Kationentauscher anreichern lassen. Entsprechende Versuche mit den
Kationentauscherharzen Chromabond SA® (Macherey und Nagel) und CM-Macroprep®
(BIORAD) blieben jedoch erfolglos. Bei pH 8.0 konnten HE2-Proteine aus angereichertem
Seminalplasma an den Anionentauscher Q-SepharoseFF © (Amersham-Pharmacia Biotech)
gebunden und mit steigender lonenstirke wieder eluiert werden (Abb. 10). Die HE2-haltigen
Fraktionen waren jedoch derart stark mit Begleitproteinen kontaminiert, dal eine andere

Strategie zur Aufreinigung iiberlegt werden mufte.

A

Absorption A280/214

% ¥A214
—___.\\__‘/ W
A280

5 10 15 20 30 100 % B

Abbildung 10: Q-Sepharose FF-FPLC-Profil von 200 pl aufkonzentriertem Seminalplasma
(300ng Gesamtprotein) und korrespondierender Western-Blot (~8 KDa-Bande) Das schwache
Signal im Durchlaufpeak deutet auf eine partielle Uberladung der Siule hin. HE2-Protein
eluiert bei ca. 70% Laufmittel A/ 30% Laufmittel B. Die Beschriftung der Ordinate gibt die
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sich im Zeitverlauf dndernden Gradientenverhdltnisse an (vgl. hierzu Material und

Methoden).

Anreicherung durch Affinitdtschromatographie (AC)

Zu diesem Zweck wurde der gereinigte, monospezifische P2-Antikdrper an Epoxy-aktivierte
Sepharose 6B gekoppelt (vgl. Material und Methoden). Pro Reinigung wurden 200 ml
flinffach verdiinntes Seminalplasma auf die Sdule geladen. Nach dem Waschen wurden die
gebundenen HE2-Proteine mit 50 mM Triethylamin, pH 11,5 eluiert. Es konnte sowohl die ~8
KDa-Bande als auch eine weitere bei < 6KDa aus dem Seminalplasma angereichert werden
(Abb. 11).

PM 1 2 3 4 M 1 1
185 —
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Abbildung 11: TRICINE-PAGE und Western-Blot-Analyse affinitdtschromatographisch
angereicherter HE2-Proteine. A. Coomassie-gefarbtes TRICIN-Gel. B. Western-Blot und
silbergefarbte PVDF-Blotmembran.A: Spur 1: Seminalplasma; Spur 2 Siulendurchlauf; Spur
3. Waschfliissigkeit; Spur 4 : Eluat, PM = Peptid-Marker. B. Die Pfeile zeigen die
detektierten HE2-Banden. M = Marker, E = Eluat. Pfeile zeigen auf die angereicherten HE2-

Varianten. Die Proben wurden durch Extraktion mit StrataClean®-Harz gewonnen.

Neben den erwiinschten HE2-Proteinen eluiert auch der kovalent gekoppelte Antikdrper von
der Sdule, dessen schwere Kette im Western-Blot deutlich erkannt wird (* ,Abb. 11 B). Schon

daran war abzusehen, da3 die AC-Sdulen nur begrenzt wiederverwendbar sein wiirden, so daf3
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die auf diesem Wege erreichbare Menge an HE2-Proteinen zur Durchfiihrung funktioneller

Studien nicht ausreichen wiirde.

I11.4.2 Rekombinante Expression von HE2-Proteinen im Baculovirus-Expressionssystem

Da sich, wie gezeigt, das natiirliche HE2 nicht in hinreichend groer Menge aufreinigen lief3,
wurden die HE2-Proteine rekombinant hergestellt. Heterologe Proteine, die sich durch ein
komplexes Disulfidbriickenmuster auszeichnen, lassen sich in der Regel nicht funktionell
aktiv in E. coli exprimieren. Meist werden solche Proteine inkorrekt gefaltet und bilden
schwerlosliche inclusion bodies. Fiir die Expression der beiden B-Defensin-dhnlichen HE2-
Proteine HE261 und HE2C wurde deshalb das Baculovirus-Expressionssystem ausgewaihlt,
um die korrekte Faltung und Disulfidbriickenbildung innerhalb der B-Defensinmodule zu
gewdhrleisten. (Zur Biologie der Baculoviren und zur Einschitzung der biologischen

Sicherheitssituation vgl. (vgl. Anmerkung in Material und Methoden).

111.4.2.1 Subklonierung der HE231 und HE2C ¢DNA in den pMELBAC B-Vektor

Auf dem Plasmid befindet sich unmittelbar vor der MCS (Multiple Cloning Site) fiir das zu
exprimierende Gen die Nukleotidsequenz des Polyhedrinpromotors, der wéhrend der
Spéatphase der baculoviralen Infektion seine volle Aktivitit entfaltet. Benachbart zum
Polyhedrinpromotor liegt der ETL (Early To Late)-Promotor, der wiahrend aller
Infektionsphasen aktiv ist und auf dem Plasmid in der gegenldufigen Richtung die Expression
des LacZ-Fragments ansteuert. Der Polyhedrin-Promotor des pMelBac-B-Vektors reguliert
die Expression heterologer Proteine. Unmittelbar vor der MCS befindet sich jedoch die
kodierende Sequenz fiir das Melittin-ER-Signalpeptid der Honigbiene, welches sich
besonders dazu eignet, heterologe Proteine zur Sekretion ins Kulturmedium zu zwingen. Die
fiir das HE261 und HE2C kodierenden cDNAs wurden daher ohne den fiir ihr intrinsisches
Signalpeptid kodierenden Sequenzabschnitt in die MCS des pMelBac-B-Plasmids
(Transfervektor) subkloniert. Die Promotorregionen sowie die MCS werden von homologen
Rekombinationssequenzen flankiert, die sich sowohl auf dem Plasmid als auch auf der
linearisierten Baculovirus-DNA befinden (vgl. Transvervektor Abb. 12). Der Erfolg der
Subklonierung wurde durch analytischen Restriktionsverdau festgestellt. Die dabei

ermittelten, positiven Klone wurden zwecks Fehleranalyse am LICOR durchsequenziert.
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Transfervektor Baculovirus-DNA
(linearisiert)

Rekombinations-Sequen.

einkloniertes HE2R1 bzw. C-Gen
Polyhedrin-Promotor

ETL- Promotor

5'-lacZ-Fragment  3’-lacZ-Fragment

Transfektion

homologe Rekombination rekombinante Baculovirus-
DNA
—
Sf9-Zelle

Abbildung 12: Schematischer Ablauf der Co-Transfektion mit linearisierter, baculoviraler DNA

111.4.2.2 Identifizierung positiver Virionen-Plaques

Nach Kontrolle der Sequenz und des korrekten Leserasters der Klone wurden diese zur Co-
Transfektion verwendet. Dazu wurden die rekombinanten pMelBac-B-Plasmide mit
linearisierter Baculovirus DNA (Bac-N-Blue) und Insectin-Liposomen versetzt und auf Sf-9-
Zellen gegeben. Innerhalb der Zelle kommt es zur homologen Rekombination zwischen den
bereits erwihnten Sequenzabschnitten auf dem Plasmid und beiden Enden der linearen
Baculovirus-DNA (vgl. Abb.12). 72 Stunden nach der Transfektion haben die Sf-9-Zellen
eine grofle Zahl rekombinanter Virionen in das Kulturmedium abgegeben. Zur Durchfiihrung
des Plaque-Assays wird eine 1:10000-Verdiinnung dieses Virionen-haltigen Kulturmediums
auf einen konfluenten Monolayer von Sf-9-Zellen gegeben. Nach einstiindiger Expositionszeit
wird die Verdiinnung abgezogen und der Sf-9-Monolayer mit X-Gal-haltiger Baculovirus-
Agarose iiberschichtet. Fiinf bis 7 Tage spéter lassen sich rekombinante Virionen-Plaques als
blaue Punkte im Agar ausmachen (vgl. Abb. 13). Dort, wo rekombinante Baculoviren Sf-9-
Zellen infiziert haben, entsteht die Blaufdarbung aufgrund der Beta-Galaktosidase-vermittelten
Glycosidspaltung des X-Gal-Reagenzes, da die mit rekombinanten Virionen infizierten Zellen

iiber den ETL-Promotor zur Uberexpression von Beta-Galaktosidase gezwungen werden.
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Abbildung 13: Durch X-Gal visualisierte, rekombinante Virionen-Plaques in einem Sf-9-

Monolayer

I11.4.2.3 Expression und proteolytische Prozessierung von HE231 und HE2 C

Nach Reinigung und Propagation zum High Titer Stock wurden die rekombinanten
Baculoviren zunichst zur Infektion konfluenter Sf-9-Zellen eingesetzt. 72 Stunden nach der
Infektion wurden die Zellen abzentrifugiert und der Kulturiiberstand aufkonzentriert. Pro Spur
wurden je 20ul des Konzentrates (~30ug Gesamtprotein) geladen. Jede Spur wurde mit
unterschiedlichen  Anti-Oligopeptid-Seren  detektiert. Im  Kulturiiberstand HE2B1-
produzierender Zellen konnten insgesamt vier Banden detektiert werden, im Kulturiiberstand
HE2C-infizierter Zellen dagegen nur drei (vgl. Abb. 14). Dabei zeigte sich, dafl das aP1-
Serum die jeweils kleinste der von den iibrigen Seren erkannten Banden nicht detektierte. Es
war daher zu vermuten, dal diese kleinste Bande durch posttranslationale Prozessierung
irgendwo zwischen dem P1 und P2 Oligopeptidepitop (vgl. Abb. 3, Seite 71) entstanden ist.
Die N-terminale Ansequenzierung der auf PVDF-Membran geblotteten, kleinsten Bande
lieferte die bereits bekannte Sequenz (DLLPPRT). Beide rekombinanten HE2-Proteine
(HE2B1 und HE2C) werden offenbar wie das natiirliche, humane HE2 prozessiert.
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Abbildung 14: Western-Blot von Kulturiiberstinden infizierter Sf-9-Zellen. Spur 1 bis 4:
Kulturiiberstand HE2B1-produzierender Sf-9-Zellen; Spur 5 und 6: Kulturiiberstand HE2C-
produzierender Sf-9-Zellen. Pro Spur wurden ~15ug Gesamtprotein geladen. Detektion: Spur
1: a-P2-Serum 1:500, Spur 2: a-P1-Serum 1:500, Spur3: a-P5-Serum 1:500, Spur 4: o-P4-
Serum 1:500; Spur 5: a-P1-Serum 1:500 Spur 6: a-P2-Serum 1:500. Zweiter Antikorper:
POD-a-Kaninchen-Antikoérper 1:1000.

I11.4.3 Dreistufige Aufreiningung von rekombinantem HE2C

Fiir die Reinigung von HE2C wurde ein dreistufiges Reinigungsschema entwickelt.

lonenaustauschchromatographie (Oasis-MAx-Mixed Mode Anion exchanger)

Da unsere polyklonalen Antiseren nur begrenzt zur Verfiigung stehen, wurde als erster Schritt
der Aufreinigung die lonenaustauschchromatographie anstelle der Affinititschromatographie
gewihlt. Der grofite Nachteil der Ionenaustauschchromatographie ist der hohe Salzgehalt der
erhaltenen Eluate. Um diesem Problem von vornherein zu begegnen, wurden die von der
Firma Waters entwickelten Oasis-Mixed-Mode Siulen verwendet. Hierbei handelt es sich um
ein Sdulenmaterial, welches sowohl eine selektive lonenbindung als auch eine hydrophobe
Bindung zuldBt. Dadurch besteht bei diesem Saulentypus die Moglichkeit, gebundene
Proteine nicht mit Salz, sondern mit einer Mischung aus leichtfliichtiger, organischer Sdure

(z.B. Ameisensdure oder Essigsdure) und organischem Ldsungsmittel (z.B. Aceton,
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Acetonitril) zu eluieren. Abb. 15 zeigt den Reinigungsverlauf am Oasis-Mixed-Mode-

Anionentauscher (Oasis-MAX®).

M1 2 3 45

- <4 recHE2C

Abbildung 15: Reinigungsverlauf von HE2C an der Oasis-MAX®-Siule. Gezeigt ist die
Western-Blot-Analyse der Durchlauf-, Wasch- und Elutionsfraktionen. M=Markerspur; Spur
1=Durchlauf, Spur 2=Erster Waschgang mit 5 ml 20mM Tris-Hcl pH 8,0, 5% Methanol; Spur
3: Zweiter Waschgang mit 5 ml 100% Methanol; Spur 4: Elution mit 7ml 2%
Essigsdure/Aceton (v/v); Spur 5: Elution gebundener Reste mit 5 ml Acetonitril, 100mM

Ameisensaure.
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Gelfiltration der HE2C-lonentauscher-Eluate durch Superosel2-FPLC
Die bei der Ionenaustauschchromatographie erhaltenen Eluate wurden anschlieend iiber
Gelfiltration weiter aufgereinigt. Das reife, vollstindig prozessierte HE2C eluiert kurz nach

den unprozessierten proHE2C-Formen in Fraktion 31 (vgl. Abb. 16).

Superose12-FPLC-Fraktionen
W(Da X
27 -
17—
10- ~ < proHE2C
6 ‘h < reifes HE2C
3

Abbildung 16: Western-Blot der Superosel2-FPLC-Fraktionen von HE2C. A. Coomassie-
Blau-gefiarbte PVDF-Blotmembran B.Western-Blot mit a-P2-Serum 1:500. Fraktion 31
(durch x markiert) enthdlt die vollstindig prozessierte HE2C-Form, Fraktion 29 und 30

enthalten die unprozessierte proHE2C-Form.

Kontrolle der Reinheit der Fraktion 31 durch RP-HPLC

Die Fraktion 31-Eluate wurden mittels Reversed Phase-HPLC an der C4-Saule auf ihre
Reinheit tberpriift. Dabei ergab sich folgendes HPLC-Profil (Abb. 17). Der prominenteste
Peak in Fraktion 13 entspricht dem reifen HE2C. Der davor eluierende Schulterpeak stammt
von einer unbekannten kontaminierenden Komponente. Allerdings wird der Anstieg der
Schulter bereits durch HE2C verursacht. Wie schon bei den vorangegangenen
Reinigungsschritten zu beobachten war, neigt HE2C zur starken Bindung an die
Sdulenmaterialien, so dall neben dem Hauptpeak eine vorausgehende Schmierspur zu sehen

ist.
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Abbildung 17: RP-HPLC-Profil von Fraktion 31. Der Hauptpeak entspricht reifem HE2C.
I11.4.3.1 Reifes HE2C wirkt nicht antibiotisch gegen E.coli DHS5q.

Die RP-HPLC-Peaks mehrerer Léufe wurden vereinigt und die Proteinmenge durch

Bradfordassay ermittelt (s. Material und Methoden). Aliqots von ~10ug HE2C wurden im

Radialdiffusionstest eingesetzt. Dabei stellte sich heraus, dal Fraktion 31 im

Radialdiffusionstest keine antimikrobielle Aktivitit gegen E.coli DH5a zeigt.
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1I1.4.4 Reifes HE231 ist ein antimikrobiell aktives, B-Defensin-dhnliches Protein

Am Anionentauscher QAE-Sephadex A25-angereichertes HE2B1 zeigt im ,,Gel-Overlay
Assay* antimikrobielle Aktivitdt gegen E. coli DH5a. Im Western-Blot des fiir den ,,Gel
Overlay Assay*“ (GOA) verwendeten CAU-PAGE-Geles 146t sich auf gleicher Hohe mit der
antimikrobiell-aktiven GOA-Bande HE2B1 detektieren (Abb. 18).

Abbildung 18: Gel-Overlay Assay von HE2B1 und korrespondierender Western-Blot. A:
Coomassie-gefiarbtes CAU-PAGE-Gel. B: Gel-Overlay Assay eines zu A parallelen Gels C:
Western-Blot; —=Negativkontrolle (QAE-Sephadex-A25-Eluat von Kulturiiberstand nicht-
infizierter High-Five-Zellen) B1= HE2B1-haltige Probe (QAE-Eluat von Kulturiiberstand
HE2B1-produzierender High-Five Zellen). Pro Spur wurden ~20ug Gesamtprotein geladen.

I11.4.5 Expression von proHE2a als MBP-Fusionsprotein im Cytosol von E.coli.

Im Gegensatz zu den B-defensin-dhnlichen HE2-Varianten (HE231 und HE2C) besitzt HE2a
vermutlich nur eine Disulfidbriicke. Deshalb wurde fiir die Expression von HE2o das
einfachere und mengenméBig leistungsfahigere E.coli Expressionssystem gewihlt. Der pMal-
Vektor wurde gewdhlt, weil er heterologe Proteine als Fusionen mit dem Maltose-Bindenden—

Protein (MBP) generiert. MBP wirkt chaperonartig auf anfusionierte Proteine (Kapust et al.,
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1999) und begiinstigt damit deren korrekte Faltung und Loslichkeit. Fiir eine erfolgreiche
Proteinexpression in E. coli ist auch die Auswahl des zur Expression verwendeten E.coli-
Stammes mitbestimmend fiir den Erfolg. Nach Subklonierung in den pMAL c2x-Vektor
wurde zunichst der E.coli Stamm TB1 mit dem rekombinanten Plasmid transformiert. Hierbei
wurde lediglich eine 42 KDa-Bande iiberexprimiert, die dem unfusionierten MBP entspricht.
Ein falsches Leseraster war bereits durch Sequenzierung ausgeschlossen worden. Codon-Bias
durch das Vorkommen zuvieler ,,rare-codons* konnte ebenfalls als Ursache ausgeschlossen
werden. Da im Western Blot jedoch noch das vollstindige MBP-Fusionsprotein detektiert
werden konnte, war offensichtlich, dafl proteolytische Degradation der Grund fiir das Fehlen
einer induzierten Bande korrekter GroBe war. Die Transformation des cytosolisch-

proteasedefizienten E. coli Stammes ER2508 fiihrte schlieBlich zum Erfolg .

111.4.5.1 proHE2a 148t sich durch Spaltung mit Faktor Xa-Protease aus MBP-
proHE2a1 freisetzen

An Amyloseharz gebundenes MBP-proHE2a1 kann mit 10 mM Maltose kompetitiv eluiert
werden. Dieses rekombinante Fusionsprotein zeigt nach Verdau mit Faktor Xa-Protease eine
deutliche Verminderung des scheinbaren Molekulargewichts. Das unverdaute Fusionsprotein
lauft im SDS-PAGE Gel bei ~50KDa, wihrend die nach Faktor Xa-Verdau entstandene
Bande ein scheinbares MW von 42 KDa =zeigt (Abb. 19). Dies entspricht dem
Molekulargewicht von unfusioniertem MBP. Faktor Xa-Spaltung resultiert erwartungsgemal

in der erfolgreichen Trennung von MBP und freiem proHE2a1.
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Abbildung 19: Proteolytische Spaltung von rekombinantem MBP-proHE2a1 mit Faktor Xa.
M = Molekulargewichtsmarker, Spur 1: rec MBP-proHE2a1(~ 10pg); Spur 2: Faktor Xa-
verdautes MBP-proHE2a1(~10pg).

I11.4.5.2 proHE2a wird in vitro durch Furin gespalten.

Rekombinant hergestelltes proHE2a1 wird in vitro durch Furin gespalten. Dabei fillt auf, daf3
ein Verdau von MBP-proHE2al mit Furin allein mengenméfig weniger reifes HE2al
freisetzt als ein Doppeldau mit Faktor Xa und Furin. Das natiirliche proHE2a1 scheint ein
besseres Furin-Substrat zu sein als das grofle, rekombinante Fusionsprotein (Abb. 20). Die
ubiquitdr in allen Geweben verbreitete Prohormonkonvertase Furin kann also auch in vitro
eines der Konvertase-Konsensus-tragenden HE2-Proteine prozessieren. Mit hoher
Wabhrscheinlichkeit ist Furin auch in Insektenzellen und in humanen Nebenhoden-

Epithelzellen fiir die Prozessierung von HE2-Proteinen verantwortlich.
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Abbildung 20: Western-Blot—Analyse von Furin-verdautem MBP-proHE2al. Spur 1:
Doppeldau mit Faktor Xa und Furin. Spur 2: Furin —Verdau von MBP-proHE2a1. Je 10 ug
MBP-pro HE2a. wurde pro Verdau eingesetzt und geladen. Detektion: o-P3-Serum 1:500,
POD-a-Kaninchenserum 1:1000.

111.4.5.3 proHE2a bindet an Heparin

Rekombinantes proHE2a bindet an Heparin und 186t sich mit steigender lonenstirke von der
Sdule eluieren. Jeder Teilstrich der Ordinate von Abb. 21 A entspricht einer Zeitdauer von 3
min. Aus dem Absortionsspektrum geht hervor, dal3 die nicht-heparinbindenden Proteine die
Séule bereits nach 9 min durchlaufen hatten. Abb. 21B zeigt die graduelle Elution der
heparingebundenen Proteine. Auf der Ordinate sind die sich im zeitverlauf @ndernden
Gradientenverhéltnisse angegeben. Der Peak in Abb. 21 B korrespondiert gut mit den in der

Western-Blot-Analyse als proHE2a-positiv identifizierten Fraktionen (Abb. 21C).
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Abbildung 21: Bindung von rekombinantem proHE2a an Heparin. A. Elutionsprofil des
Saulendurchlaufs der ungebundenen Proteine (u. a. MBP). B. Elutionsprofil von gebundenem
proHE2a. C. Western-Blot der Eluatfraktionen aus B. Pro Sdulenlauf wurden ~50pg Xa-
gedautes MBP-proHE2a eingesetzt.

111.4.5.4 Trennung von MBP und proHE2a durch Gelfiltration

Die weitgehende Abtrennung von proHE2al von abgespaltenem MBP gelang durch
Gelfiltration an einer Superose 12-Sdule. Die Lyophilisate der Fraktionen eines Sdulen-Laufs
wurden auf ein Tricin-Gel aufgetragen. Hierbei zeigte sich, dafl Fraktionl16 die Hauptmenge
an proHE2a1 enthélt, wihrend das MBP hauptsichlich in Fraktion 14 von der Séule eluiert

(Abb. 22). Pro-HE2a verhilt sich also in der Gelfiltration erwartungsgemal.
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Abbildung 22: Gelfiltrationsprofil von Faktor Xa-verdautem MBP-proHE2a (A). Die Tricin-
PAGE Analyse (B) zeigt, daBB proHE2a in Fraktion 16 eluiert. Pro Lauf wurden ~50ug Xa-
gedautes MBP-proHE2a eingesetzt.

I11.4.5.5 Reifes HE2q zeigt in vitro eine starke Neigung zur Aggregation

Um das reife HE2al aufzureinigen, wurde ein Furin- und Faktor Xa-Verdau von MBP-
proHE2al tiiber Superose 12 gelfiltriert. Die Fraktionen wurden lyophilisiert und
anschlieBend auf ein Tricin-Gel aufgetragen. Im Western-Blot zeigt sich allerdings, daBl das
reife HE2a1 noch vor dem MBP-Hauptpeak in Fraktion 14 eluiert (Abb. 23). Dies ist insofern
verbliiffend, als man erwarten wiirde, dal ein noch kleineres Protein als proHE2a
entsprechend spiter von der Gelfiltrationssiule eluieren miite. Abbildung 23 zeigt jedoch
daB} bereits Fraktion 7 die Hauptmenge an detektierbarem, reifen HE2a enthilt. Reifes HE2a
aggregiert offenbar unter den nichtdenaturierenden Bedingungen der Gelfiltration mit sich
selbst und/oder anderen Proteinen bakterieller Herkunft. Unter den denaturierenden

Bedingungen der TRICINE-PAGE werden die Aggregate wieder aufgelost, so daB3 das reife
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HE2a als P3-immunreaktive Bande mit korrektem Molekulargewicht im TRICINE-PAGE-
Gel auftritt.
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Abbildung 23: Gelfiltrationsprofil von Furin- und Faktor Xa-verdautem MBP-proHE2a. Das
reife HE2a eluiert unerwarteterweise bereits in Fraktion 7 von der Sdule (s. Pfeil). In den
folgenden Fraktionen eluiert immer noch weiteres HE2o.. Pro Lauf wurden ~50pug Xa- /Furin-

gedautes MBP-proHE2a eingesetzt.
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I11.4.3 Untersuchungen mit dem synthetischen HE2o-Peptid

Fiir die folgenden Untersuchungen wurde ein synthetisches Peptid verwendet, das den C-
Terminus von HE2al einschlieft. Es beginnt mit Isoleucin 73 und endet mit dem C-

terminalen Asparagin 103 (Abb. 24).

Prepropeptid-HE2 a2 (103 AA)

Propeptid HE2 a2 (78 AA)

Reifes Peptid HE2 a2 (42 AA)

synthetisches Peptid HE2 a2 (30 AA)
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Abbildung 24: Schematische Ubersicht iiber die Prozessierung von HE2a und Lokalisation

des ausgewihlten Peptids innerhalb der HE2a-Sequenz.

Die Sequenz des ausgewihlten Peptids entspricht bis auf die beiden N-terminalen
Aminoséduren Valin 71 und Histidin 72 der putativen HE2B-Variante (vgl. Abb.7). Die HE2a-
Varianten sind N-terminal bis zum Aspartat 61 verldngert. Das Peptid wurde wie in Material
und Methoden beschrieben an der Festphase synthetisiert und iiber HPLC gereinigt. Die
korrekte Masse des Peptids wurde durch ESI-TOF-Massenspektrometrie liberpriift. Um spéter
den Disulfid-Dithiol-Oxidationsstatus des rekombinanten HE2co untersuchen zu konnen,
wurde mit dem reduzierten Peptid eine von Dr. Kevan Peter Willey und Dr. Heike Obermann-
Pless entwickelte Methode zum Nachweis freier Sulthydrylgruppen (Deutsche Patentschrift
DE19709168 C1) ausprobiert. Das mit DTT reduzierte Peptid wurde auf ein TRICIN-Gel
geladen und auf eine PVDF-Membran geblottet. Die Existenz intakter, freier
Sulthydrylgruppen an den Cysteinen wurde auf der Blotmembran durch Reaktion mit

N-Biotin-Maleimid festgestellt (Abb. 25).
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PM sP

Abbildung 25: Detektion freier Sulthydrylgruppen auf dem reduzierten Peptid und auf
Markerproteinen des Peptidmarkers mit Biotin-Maleimid. Detektion: 1. Schritt: Inkubation
mit N-Biotin-Maleimid; 2.Schritt: a-Biotin-Peroxidasekonjugat 1:1000.PM= Peptide Marker,
sP=synthetisches HE2a-Peptid. Geladen wurde 1 pl Polypeptide SDS-PAGE Marker
(Biorad) und 5 pg HE2a-Peptid.

111.4.3.1 Das HE2oa-Peptid multimerisiert in waliriger Losung

Die grofle Aggregationsneigung des reifen HE2o (vgl. II1.8.6) kann auch beim Peptid
beobachtet werden. Beim Lauf im CAU-PAGE-Gel zeigt das Peptid zwei benachbarte
Banden (Abb. 26 A, Spur 2). Die obere Bande stellt ein dezidiertes Aggregat hoherer
Ordnung dar. Um dieses genauer zu charakterisieren, wurde das Peptid in verdiinnte Losung
(80 pg/ml) gebracht und sowohl in Gegenwart als auch in Abwesenheit von DTT (20 ul 1M
DTT auf 1 ml) mit Glutaraldehyd kovalent vernetzt. Dabei stellte sich heraus, daB3 das Peptid

unabhingig von den Cysteinen in wiBriger Losung tetramerisiert (Abb. 26 B).
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Abbildung 26: Tetramerisierung des synthetischen HE2a-Peptids. A. CAU-PAGE-Gel, Spur
1=MBP-proHE2a, Spur 2: HE2a-Peptid; B. Tricin-PAGE-Gel. Spur 1: nicht kreuzvernetztes
Peptid, Spur 2: mit Glutaraldehyd kreuzvernetztes Peptid, Spur 3: in Gegenwart von DTT mit
Glutaraldehyd kreuzvernetztes Peptid. PM = Peptidmarker, Pfeile markieren die Oligomere:

o= Monomer, 3= Dimer, y= Trimer, 6= Tetramer.

I11.4.3.2 Untersuchung der Proteinase-inhibitorischen Aktivitit des HE2o-Peptids

Anders als andere Mitglieder der HE2-Familie besitzt das reife HE2a-Peptid keine
Strukturdhnlichkeit mit den B-Defensinen. Eine auffillige Eigenschaft des HE2a-Peptids ist
allerdings sein stark basischer isoelektrischer Punkt. Da kleine, stark basische Proteine, u. a.
Polyarginine als Serin-Protease-Inhibitoren wirken konnen (Cameron et al., 2000; Fei et al.,
2000), und da ein pflanzliches B-defensin-dhnliches Protein mit Trypsin-Inhibitor-Aktivitét
beschrieben wurde (Wijaya et al., 2000), wurde untersucht, ob das HE2a-Peptid die Serin-
Protease Trypsin inhibiert. Im Revers-Zymogramm zeigte sich, daB3 das HE2a-Peptid als
Bande zuriickbleibt (Abb. 27), was als erster Hinweis auf eine trypsin-inhibitorische Aktivitat

von HE2a interpretiert werden kann.
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Abbildung 27: Revers-Zymogramm von HE2a-Peptid.
Spur 1: Seminalplasma-Konzentrat (~40ug Gesamtprotein)
Spur 2: Positiv-Kontrolle Aprotinin (~5ug)

Spur 3: HE2a-Peptid (~2png)

Um die vermutete, proteinaseinhibitorische Aktivitdt weiter zu untersuchen und um Hinweise
auf die Art der Trypsin-Inhibition zu bekommen, wurde eine Enzymkinetik von Trypsin in
Gegenwart des HE2a-Peptids durchgefiihrt. Das verwendete Trypsinsubstrat war L-BAPNA
(L-Benzoylarginin-p-Nitroanilid). =~ Abb. 28 =zeigt die Standardkurve der Absorption
unterschiedlicher Mengen von p-Nitroanilin bei 405 nm, die Substratséittigungskurve von
Trypsin, sowie den Einflul} steigender Mengen von HE2a-Peptid auf die Trypsinaktivitét bei
definierter Substratkonzentration. Das HE2a-Peptid zeigte hierbei keinen signifikanten
EinfluB auf die Trypsin-Aktivitit. Die Standardabweichung einzelner MeBpunkte wurde

jeweis aus 3 parallelen Werten errechnet.
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Abbildung 28: Einflul von HE2a-Peptid auf die Enzymkinetik von Trypsin. A. Absorption
des p-Nitroanilin-Standards bei 405 nm, B. Substratséttigungskurve von Trypsin; C. Einfluf3
von HE2a-Peptid auf die Trypsin-Aktivitdt bei einer Substratkonzentration von 200 uM L-

BAPNA.

I11.4.3.3 Im Gel Overlay Assay zeigt das HE2a-Peptid antibakterielle Aktivitit gegen
E.coli DHS

Es wurde mit Hilfe des Gel-Overlay Assays untersucht, ob das HE2a-Peptid antibiotisch
aktiv ist. Neben der reduzierten HE2a-Form wurde auch die oxidierte Disulfidform des
Peptids auf antimikrobielle Aktivitit untersucht. Beide Peptide zeigen im Gel-Overlay-Assay

deutliche antimikrobielle Aktivitdt gegen E. coli DH5a (Abb. 29).

101



Ergebnisse

M 1 2 3

Abbildung 29: Gel Overlay Assay der HE2a-Peptide. Links: CAU-PAGE-Gel, Spur 1:
zyklisches Peptid (20pg), Spur 2: lineares Peptid Spur (20pug) 3: Methylviolett
(Positivkontrolle) Rechts: Gel-Overlay Assay; Spur 1: zyklisches Peptid (20 pg), Spur 2:
lineares Peptid (20ng), Spur 3: Methylviolett-Positivkontrolle.

111.4.3.4 Bestimmung der Minimal-Inhibitorischen-Konzentration (MIC) durch CFU-
Assay

Um die Aktivitdt des linearen und zyklischen HE2a-Peptids zu quantifizieren, wurden ihre
MICyp—Werte mit Hilfe des CFU-Assays (Colony Forming Unit Assay) bestimmt. Dabei wird
eine Bakteriensuspension mit Peptidverdiinnungen zunehmender Konzentration inkubiert.
Nach Ausplattieren serieller Verdiinnungen jedes Inkubationsansatzes wurden nach 16-
stiindiger Inkubationszeit die entstandenen Kolonien gezdhlt. Die Nachweisgrenze liegt bei 1

x 10* CFU/ml (Abb. 30 und 31).

102



Ergebnisse

Abbildung 30: CFU-Assay mit oxidiertem HE2a. Platten rechts: zyklisches HE2a-Peptid in
steigender Konzentration; Platten links: Negativkontrolle (entprechend verdiinntes
Peptidlosungsmittel (DMSO/0,1%TFA)) (ganz rechts ist die Menge Peptid pro ml
Inkubationsansatz angegeben). Die MICy, betrégt fiir das zyklisierte Peptid ~70pg/ml und fiir
das lineare ~75ug/ml (Abb.34). Dies entspricht in beiden Fillen in etwa 20 nmol/ml.
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Abbildung 31: Graphische Darstellung derCFU-Ergebnisse fiir das reduzierte (obere Kurve)
und oxidierte HE2a-Peptid (untere Kurve). Die Standardabweichung einzelner MeBpunkte

wurde aus 3 parallelen Werten errechnet.
111.4.3.5 Das HE2a-Peptid bindet an DNA

Obwohl die bakterielle Plasmamembran das primére Ziel antimikrobieller Peptide ist, wurde
fiir manche antimikrobiellen Peptide beschrieben, da auch Nukleinsduren ein weiteres,
intrazelluldres Ziel sein konnen. Daher wurde mit Hilfe eines Gel-Retardation Assays
untersucht, ob das HE2a-Peptid an DNA binden kann, wobei ein 500 bp-PCR-Amplifikat aus

der Fucosyltransferase 6 cDNA als Sonde eingesetzt wurde. Als Negativkontrolle diente das
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P1-Peptid. Wihrend das P1-Peptid kaum an DNA bindet, zeigt das HE2a-Peptid eine starke
Affinitit zu DNA (Abb.32).

M123456789 01234567829

A B

Abbildung 32: Gel-Retardation-Assay mit reduziertem HE2oa-Peptid (invertiertes Bild) A.
Negativkontrolle mit Peptid P1 B. synthetisches HE2a-Peptid. M= Marker (lkb-Leiter);
O=1pg FUT-6-Amplifikat Spuren 1 bis 9: Inkubationen von 300 ng FUT-6-Amplifikat mit
steigenden Peptidkonzentrationen. Der Pfeil markiert die 5S00bp-Amplifikatbande.

Spur Peptid-DNA-Verhiltnis

(=0 ng Peptid)
(=600 ng Peptid)
(=1200ng Peptid)
(=1800ng Peptid)
(=2400ng Peptid)
10  (=3nug Peptid)

20 (=6ug Peptid)

50 (=15pg Peptid)
100 (=30ng Peptid)

o N B~ DD O

O 0 9 N N kW NN~

111.4.3.6 proHE2a ist inaktiv gegen E.coli DH5a

Die in Fraktion 16 der Gelfiltration (vgl. Abb. I11.8.4) angereicherte Proform von HE2a zeigt
keine antimikrobielle Aktivitit gegen E. coli DH5a. Abb. 33 zeigt einen Vergleich der
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antimikrobiellen Aktivititen von proHE2a und dem synthetischen HE2a-Peptid im
Radialdiffusionstest. Fiir den Radialdiffusionstest wurden 5 pg pro HE2a (d.h. Sug
Gesamtprotein Fraktion 16) und 5 pg synthetisches, lineares HE2a-Peptid geladen.

proHE2 synHE2

Abbildung 33: Vergleich der antimikrobiellen Aktivitdt von rekombinantem proHE2o und
synthetischem HE2a-Peptid durch Radialdiffusionstest.
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IV.Diskussion:

Die Anfang der neunziger Jahre entdeckte HE2-mRNA ist nach HE1 das zweithdufigste der
nebenhodenspezifischen Genprodukte (Kirchhoff et al., 1990). Die durch die mRNA-
codierten HE2-Proteine scheinen daher fiir die Physiologie des Nebenhodens von Bedeutung
zu sein. Durch die Entdeckung alternativer Spleiflvarianten (Frohlich et al., 2000, Hamil et al.,
2001) wurden verwandtschaftliche Beziechungen der HE2-Klonfamilie zu den B-Defensinen
offenbar; denn die HE2-Translationsprodukte HE231, HE2E und HE2C beinhalten alle 6
invarianten Cysteine sowie das invariante Glycin des B-Defensin-Konsensus. Da zum einen
die posttestikuldre Spermienreifung im Nebenhoden als eine Interaktion bestimmter bisher
nicht charakterisierter, epididymaler Sekretproteine mit der Spermienmembran verstanden
wird und zum anderen die meisten der bisher beschriebenen B-Defensine membranaktive
Peptidantibiotika darstellen, war die Erforschung der HE2-Varianten auf Proteinebene eine

hochst interessante Aufgabe.

IV.1 Organisation des HE2-Genlokus und Regulation der mRNA-Expression

Da die Existenz B-Defensin-dhnlicher HE2-Varianten zunéchst nur beim Schimpansen auf
Transkriptebene nachgewiesen werden konnte (Frohlich et al., 2000), mufte zunichst
tiberpriift werden, ob homologe HE2-mRNAs auch beim Menschen vorkommen. Durch RT-
PCR mit den von Frohlich et al. verwendeten Primern konnten entsprechende Amplifikate aus
humaner, epididymaler cDNA gewonnen werden. Die amplifizierten Fragmente wurden in
pGEM TEasy subkloniert und sequenziert. Dadurch konnte die Existenz dieser alternativen
Spleiflbvarianten beim Menschen bestétigt werden. Ergénzt durch die Ergebnisse von Hamil
et al, 2000 und des Humanen Genom Projektes konnte so das Gesamtbild der Exon-Intron-
Organisation des HE2-Genlokus (Jia et al., 2001) mit allen Spleivarianten entwickelt
werden. Beim Menschen wurde die HE2a-cDNA am stirksten amplifiziert, wihrend bei
Schimpansen und Makaken die HE2B- und HE2E-cDNAs nach der RT-PCR am stéirksten
hervortraten. Da in allen Experimenten dieselben Primerpaare verwendet wurden und die
Nukleotidsequenzen bei Pan troglodytes und Homo sapiens nahezu identisch sind, 146t sich
aus den unterschiedlichen Amplifikationsmustern auf ein unterschiedliches mRNA-
Expressionsmuster schlieBen. Vor diesem Hintergrund scheint es erkldrbar, daB3 bei der
urspriinglichen differentiellen Genexpressionsanalyse beim Menschen nur die HE2a-mRNA
identifiziert wurde. Durch den RT-PCR-Nachweis der alternativen HE2-Varianten konnte
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gleichzeitig die Existenz eines weiteren, alternativen intronischen Promotors im HE2-Gen des
Menschen belegt werden. Die bioinformatische Analyse beider Promotorregionen deutete in
beiden Fillen auf das Vorhandensein putativer ,,ARE-Halfsites“(vgl. Einleitung) hin. Dies
deutet auf eine mdgliche Androgen-abhingige Regulation des HE2-Gens hin. Bei einem
Schimpansen- sowie drei Rhesusaffen-Ménnchen wurde nach Kastration eine Herabregelung
der HE2-mRNA beobachtet (Frohlich et al., 2000; Hamil et al., 2000). Auch bei der Ratte
scheint das bisher identifizierte, HE2-orthologe Gen androgenabhidngig reguliert zu sein
(Ibrahim et al, 2001).

Auf Proteinebene zeigte sich beim Menschen allerdings ein differenzierteres Bild der
Androgen-abhéngigen Regulation einzelner HE2-Varianten. Wihrend die beiden P4-Antigene
HE2B1 und HE2E (vgl. Abb. 3, Ergebnisteil) im mit Cyproteronacetat behandelten
Patientengewebe nur noch basal detektierbar waren, schien die Antiandrogenbehandlung
keinen EinfluB3 auf die Expression der beiden P3-Antigene HE2a und HE2B zu haben. Die
Erklarungsmdglichkeit, dal nur einer der beiden Promotoren tatsichlich androgenabhingig
reguliert ist, und zwar der Promotor, der die Expression eines der beiden P4-Antigene
(HE2B1/HE2E) reguliert, erscheint jedoch unwahrscheinlich, da im Western Blot beide P4-
Antigene nebeneinander nachweisbar sind (vgl. Ergebnisteil Abb.8a, Spur 7). Vielmehr ist zu
vermuten, dafl Androgene auf posttranskriptioneller Ebene in die Regulation der HE2-
Expression eingreifen. Die beobachtete, androgenabhingige Expression mancher HE2-
Varianten kann durchaus ein Nebeneffekt sein, der im Rahmen einer natiirlichen
physiologischen Nebenhodensituation bedeutungslos ist. Dies scheint um so mehr der Fall zu
sein, wenn man die Regulation anderer Defensine genauer betrachtet. Das Vorkommen von
Defensinen ist keineswegs nur auf den Menschen beschrinkt. Sie finden sich sowohl bei
anderen Wirbeltieren als auch bei Insekten und sogar Pflanzen (Broekaert et al., 1995). Bei
manchen Pflanzen stimuliert das Phytohormon Jasmonat die Expression von Defensinen
(Manners et al., 1998; Penninckx et al., 1998; Thomma et al., 2001). Neben den Defensinen
wurden noch ein weiteres funktionelles Bindeglied zwischen dem pflanzlichen Abwehrsystem
und dem humanen Immunsystem beschrieben (Szyperski et al., 1998). Bei Insekten wird die
Expression der Defensine iiber eine Signaltransduktionskaskade aktiviert, die mit der
Aktivierung NFkB-verwandter Transkriptionsfaktoren wie dorsal, dif und relish endet (Imler,
J.L. und Hoffmann, J.A., 2000). Thren Ausgangspunkt nimmt die Signaltransduktion entweder
durch Bindung von bakteriellem LPS an CDI14 oder durch Bindung anderer bakterieller
Faktoren an Mitglieder der TLR-Familie (TLR= Toll-Like-Receptors)(Imler und Hoffmann,

2001). Insekten- und Pflanzendefensine zeigen einen etwas anderen Cystein-Konsensus als
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die Defensine der Sduger, obwohl sie ihnen in ihrer Aktivitit in nichts nachstehen. Das
Vorkommen putativer Bindestellen fiir NFxB in beiden Promotorregionen des HE2-Gens
konnte ein Hinweis auf eine eher fiir Defensine typische Genregulation sein. Leider
existieren noch keine Untersuchungen zur Expression der 9 bisher bekannten, humanen TLR-

Rezeptoren Nebenhodenepithel.

IV.2 Nachweis der HE2-Proteine

Ob aus der Expressionsstirke einer mRNA auf eine entsprechend starke Expression des
korrespondierenden Proteins geschlossen werden kann wird zur Zeit heftig diskutiert (Gygi et
al., 1999; Ideker et al., 2001; Jansen et al., 2002). Allerdings soll die mRNA- und
Proteinexpression von Sekretproteinen gut korellieren (Anderson und Seilhamer, 1997). Die
detektierbare Proteinmenge hdngt jedoch nicht allein von der Expression sondern auch von
der individuellen biologischen Halbwertszeit ab. Um einen Uberblick iiber die vom humanen
HE2-Gen exprimierten Proteine zu erlangen, war es erst einmal notwendig, festzustellen ob
und in welcher Menge die Proteinprodukte der bekannten HE2-mRNAs translatiert werden.
Mit Hilfe polyklonaler Antipeptid-Antiseren gelang sowohl der immunhistochemische
Nachweis als auch die Western-Blot-Detektion verschiedener HE2-Proteine in
Nebenhodenepithel und -fliissigkeit sowie auf ejakulierten Spermien. Im Seminalplasma war
der Nachweis einer o-P2 und oP4-reaktiven Bande erst nach Anreicherung kleiner, gut
16slicher Proteine (vgl. Material und Methoden) moglich. Da die epididymale Fliissigkeit nur
ca. 10% des spdteren Seminalplasmas ausmacht, 146t sich aus dieser relativen Seltenheit von

HE2-Antigenen im Ejakulat auf deren ausschlieBlich epididymale Herkunft schliefen.

IV.2.1 Die proteolytische Prozessierung der vom proximalen Promotor kodierten

HE2-Proteine

Die beobachtete 8 KDa-Bande lie sich nicht mit dem o-P1-Serum detektieren. Stattdessen
zeigte sich mit dem a-P1-Serum eine Kreuzreaktion mit einer ca. 70 KDa groB3en Bande. Da
das P1-Epitop auf dem HE2-Protein in unmittelbarer Nachbarschaft zu einem putativen
N-Glykosylierungskonsensus liegt, konnte diese Pl-antigene Determinante durch eine
verhéltnismédfBig groBe Glykostruktur verdeckt sein. Nach Deglykosylierung mit N-
Glykosidase F wurde jedoch nur eine zusétzliche Bande mit einem scheinbaren MW von 25

KDa detektiert. Daher war davon auszugehen, dal das a-P1-Serum nur kreuzreagierende
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Antigene erkennt. Es muf} also einen anderen Grund fiir das Ausbleiben der P1-Detektion
geben. Alle durch den proximalen Promotor angesteuerten HE2-Varianten besitzen ein fiir
Sekretproteine charakteristisches, aminoterminales Signalpeptid mit (putativer) Spaltstelle
hinter Alanin 25. Ein an dieser Stelle prozessiertes HE2B1-Polypeptid hétte allerdings ein
rechnerisches Molekulargewicht von ca. 12,1 KDa. Eine 8 KDa-Bande mit diesen
Eigenschaften 146t sich dagegen nur durch das Vorhandensein einer weiteren proteolytischen
Prozessierungsstelle innerhalb der Aminosduresequenz erkldren. Diese zusitzliche
intramolekulare Sollbruchstelle liegt unmittelbar hinter dem dibasischen Motiv Lysin 59 /
Arginin 60 (welches bei HE2a, HE2B1, HE2y und HE2C vorkommt; vgl. Abb.8/8
Ergebnisteil); denn dort ist der Aminosdure-Konsensus fiir die Vorlauferprotein-Abspaltung
wihrend des konstitutiven Sekretionsweges erfiillt (Watanabe et al., 1992; Steiner, 1998).
Diese Prozessierungsstelle wird vermutlich von Furin, einer Kex2-dhnlichen Protease aus der
Subtilisin-Famile, genutzt. Das prozessierte Polypeptid hétte ohne Einbeziehen
posttranslationaler Modifikationen ein rechnerisches Molekulargewicht von 8,26 KDa, was
nahezu exakt mit dem Molekulargewicht der detektierten Bande iibereinstimmt. Nachdem die
prominente 8§ KDa-Bande aufgrund ihrer Reaktion mit o-P2, a-P5 und o-P4-Serum eindeutig
als HE2B1 charakterisiert werden konnte, wurde deutlich, dal es sich bei der detektierten
Bande um ein proteolytisches Spaltprodukt handeln mufite. Die ausbleibende Detektion der
Bande mit dem a-P1-Serum bestérkte ebenfalls diesen Verdacht. Um mit absoluter Sicherheit
bestitigen zu konnen, dal HE2B1 und alle iibrigen durch den proximalen Promotor
angesteuerten Varianten am Furin-Konsensus-Motiv hinter Arginin 60 prozessiert werden,
wurde eine durch Immunprizipitation vorgereinigte HE2B1-Bande aminoterminal
ansequenziert. Dadurch konnte exakt diese Prozessierungsstelle im Fall des natiirlichen
HE2B1 bestdtigt werden. Auch a-P3-immunprizipitiertes HE2a beginnt mit dem DLLPP-
Motiv, wodurch gezeigt ist, da auch hier am Furin-Konsensus gespalten wurde.
Rekombinantes HE2 o 146t sich in vitro mit Furin verdauen, wobei reifes HE2a entsteht. Das
Vorkommen einer Furin-orthologen, subtilisin-dhnlichen Protease in Insektenzellen (Cieplik
et al., 1998 , Veenstra, 2000) lieB hoffen, dal bei der rekombinanten Expression in
Lepidopterenzellen beide Varianten am Furin-Konsensus prozessiert werden. Bei Infektion
von Sf9-Zellen mit einer erhdhten MOI an rekombinanten Baculoviren wurden im Western-
Blot der geernteten Kulturiiberstinde neben der reifen Form mehrere unvollstindig
prozessierte Formen der jeweiligen HE2-Variante detektiert. Die N-terminale
Ansequenzierung der jeweiligen reifen Form lieferte wie erwartet das DLLPP-Motiv. Durch

Einsatz einer verminderten MOI konnte fiir eine weitgehende Vollstindigkeit der
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proteolytischen Prozessierung gesorgt werden. Diese Ergebnisse belegen, daBl die HE2-
Proteine auch in vivo proteolytisch hinter dem dibasischen Motiv Lysin59/Arginin60
prozessiert werden. Hierdurch wird deutlich, daB3 hier hochstwahrscheinlich das ubiquitéire
Furin die HE2-Prozessierung bewirkt. Eine gewisse Redundanz des Spaltvorgangs durch
andere Prohormonkonvertasen kann jedoch nicht restlos ausgeschlossen werden. Obwohl das
klassische Furin-Konsensus-Motiv —R—Xaa— (K/R) —R— bei HE2 nicht vorliegt, so ist
im Bereich der Spaltstelle um Arginin 60/Aspartat 61 der folgende, nicht klassische Furin-
Konsensus —R—Xaa—Xaa—Xaa— (K/R) —R— erfiillt. Mehrere nachweislich durch

Furin prozessierte Vorlduferproteine zeigen diesen nicht-klassischen Konsensus (Abbildung

1.

hProHE2: -L-L-R-H-A-V-K-R-D-L-L-
hPro-PTH: -K-S-V-K-K-R-S-V-
rPro-Dynorphin: —R—K—Q—A—K—R—Y—G—
hPro-LHRH: -R-P-G-G-K-R-D-A-
hPACAP: -R-P-A-G-R-R-D-V-
hPRL-RP: -R-P-G-A-R-R-A-T-

Abbildung 1: Alignment der nicht-klassischen Furin-Erkennungsstelle von HE2 mit den
nicht-klassischen Furin-Konsensussequenzen anderer Prohormone. Alle HE2-Proteine, die
durch den proximalen Promotor reguliert sind, besitzen eine Erkennungsstelle fiir die

Prohormonkonvertase Furin. Die Spaltstelle befindet sich zwischen Position P-1 und P+1.

Es ist aufgrund des Vorliegens eines Furin-Konsensus Motivs mit hoher Wahrscheinlichkeit
anzunehmen, daf auch alle iibrigen HE2-Varianten, die das Motiv beinhalten, an dieser Stelle
prozessiert werden. Es konnte somit gezeigt werden, dall die Prohormonkonvertase Furin an
der proteolytischen Reifung humaner, Defensin-verwandter Proteine beteiligt ist. Das einzige
andere bisher bekannte, defensin-verwandte Protein, dessen Reifung ebenfalls durch eine kex-

2-dhnliche Endoproteinase bedingt wird, ist das ,,big-defensin“ aus dem rezenten Fossil
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Tachypleus, Ordnung Xiphosura (Schwertschwinze) (Kawabata et al., 1997). Dieses hat eine
Lange von 79 Aminosduren, wobei der C-terminale Abschnitt (37 Aminoséuren) in Analogie
zu HE2B1 eine Sequenzhomologie zu bovinen B-Defensinen aufweist (BLASTp-Search, Saito
et al., 1995, Kawabata et al., 1997). Das reife, prozessierte, carboxyterminale HE231-Peptid
hat dhnlich wie das ,,big defensin®“ eine fiir B-Defensine ungewohnliche Lénge von 73
Aminosduren. Da im Zusammenhang mit Infektion bisher nur bekannt ist, da Furin an der
Prozessierung bakterieller und viraler Virulenzfaktoren durch den Wirt beteiligt ist (Gordon
und Leppla, 1994; Klenk und Garten, 1994; Molloy et al., 1999; Jean et al., 2000), erscheint
es um so interessanter, dal Furin im Fall von HE2 zur Reifung antimikrobieller Peptide
beitrdgt. Da Furin somit einen positiven Beitrag zur innaten Immunabwehr leistet, erscheint
der Einsatz Furin-hemmender Antiinfektiva (Garten et al., 1994; Jean et al., 2000)

fragwiirdig.

IV.2.2 Die Lokalisation von HE21 auf der Oberfliche ejakulierter Spermien

Das o-P2- und das a-P4-Serum reagierten im Western-Blot mit einer ca. 8 KDa grof3en
Bande einer Salzwasch-Proteinprobe. Da diese Proben durch Waschen pellettierter und
vorgewaschener Spermien mit einem Puffer hoher Ionenstirke gewonnen wurden, kann
davon ausgegangen werden, daf die im Salzwasch nachweisbaren Proteine in vivo ionisch an
die Spermienoberfliche gebunden sind. Das a-P4-Serum konnte die ~8 KDa-Bande auch in
einer anderen Spermienmembranpréiparation (LIS-Extrakt) nachweisen. Dieses Ergebnis
stiitzt die Beobachtung von Hamil et al.(2000), dal das P4-Epitop postakrosomal auf
ejakulierten, humanen Spermien lokalisiert ist. Dieser Befund ist insofern interessant, als
defensin-dhnliche Molekiile auch den Zelltod eukaryontischer Zellen herbeifiihren kénnen
(Lehrer, 1993). Das defensin-dhnliche HE261 auf der Spermienoberfliche muf3 dort also eine
andere Funktion haben. Es gibt Hinweise darauf, daB Defensine an der Fibronectin-
vermittelten Zell-Adhésion beteiligt sein konnten (Bdeir et al., 1999). Wihrend der Passage
durch den Nebenhoden lagern sich Fibronectinmolekiile an die Spermienoberfiche an
(Miranda und Tezon, 1992). Es wird vermutet, dal die Sperm-Oolemma-Adhéision und
Fusion durch Interaktion membranstdndiger Integrin-Rezeptoren, insbesondere dem Fertilin 83
mit Disintegrin-dhnlichen Liganden wie Fibronectin vermittelt wird (Bronson und Fusi,
1996). Die post-Defensin-Doméne von HE2B1 enthilt ein sogenanntes TDE-Motiv, welches
eine disintegrindhnliche Bindung an Integrine vermitteln kann (Myles et al., 1994). Dieses

TDE-Motiv befindet sich allerdings carboxyterminal zur eigentlichen B-Defensin-Domine
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und kommt daher beim Ratten-Orthologen bin 1b nicht vor. Die carboxyterminale

Verlédngerung tritt erst bei Primaten auf.

IV.3 Funktionelle Charakterisierung der -Defensin-dhnlichen HE2-Varianten

Gereinigtes HE2C besitzt keine Aktivitdt gegen E.coli DHSa. Fiir diese Inaktivitit von
HE2C gibt es zwei denkbare Erkldrungen. Nach Bals (2000) ist das Vorhandensein
amphipathischer Uberginge innerhalb eines antimikrobiell —aktiven, kationischen
Peptidmolekiils eine Grundvoraussetzung seiner antimikrobiellen Aktivitit. Auch die
Aktivitdit membranaktiver, organisch-chemischer Desinfektionsmittel wie Kristallviolett,
Benzalkoniumchlorid und Cetylpyridiniumchlorid geht vermutlich auf das Vorhandensein
amphipathischer Uberginge zuriick. Reifes HE2B1 besitzt in Ubereinstimmung mit der
Bals'schen Hypothese einen amphipathischen Ubergang und zeigt eine antimikrobielle
Aktivitit gegen E. coli. Das Fehlen amphipathischer Uberginge innerhalb der
Aminosduresequenz von HE2C (vgl. Abbildung 2) konnte daher eine plausible Erkldrung fiir
dessen funktionelle Inaktivitdt sein. Andererseits konnte die Aktivitdt von HE2C gegen ein
ganz anderes Erregerspektrum gerichtet sein; denn viele bakterizide Proteine zeigen eine

selektive Erregerspezifitit (Cole und Ganz, 2000).

hBD-1

hBD-2

hBD-3

HE2R1

HE2C

u

Abbildung 2: Amphipathische Uberginge in Kyte-Doolittle-Hydropathieprofilen humaner,
aktiver B-Defensine und reifem HE2B1. Die amphipathischen Ubergiinge sind durch
Rechtecke eingerahmt. Das Hydropathieprofil von HE2C zeigt keine signifikanten
amphipathischen Ubergiinge.
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IV.4 Strukturelle Charakterisierung von HE2a (bzw. HE2B)

Im Gegensatz zu den Varianten HE2B1, HE2E und HE2C zeigt die auf mRNA-Ebene
héufigste Variante HE2a keine Sequenzhomologie zu bekannten Proteinen. Es sind allerdings
auch antimikrobiell aktive Peptide bekannt, die nur zwei Cysteine enthalten (Abbildung 3).
Von dieser Gruppe wurde bisher nur das Bactenicin in Blutzellen zweier Sdugerspezies (Rind,
Schaf) nachgewiesen. Alle iibrigen antimikrobiellen Peptide mit zwei Cysteinen kommen in
Epithelien von Froscharten der Gattung Rana vor (Zassloff, 2002). Es fallt auf, daf die
Disulfidbriicke bei allen in Abbildung 3 gezeigten Peptiden epithelialen Ursprungs im
C-terminalen Bereich lokalisiert ist. Hierin stimmt auch HE2a mit dieser Art Peptid {iberein.
Auffillig ist ebenfalls, dall bei allen dieser Peptide, einschlieBlich HE2a und Bactenecinl

mindestens zwei kationische Aminosdurereste zwischen den beiden Cysteinen lokalisiert sind.

HE2a1 DLLPPRTPPYQVHISHQEARGPSFKICVGFLPRWARGCSTGN
L ]
Bactenecin 1 RLCRIVVIRVCR
L ]
Brevinin 1T VNPIILGVLPKVELITKKE
Esculentin 1 GIFSKLGRKKIKNLLISGLKNVGKEVGMDVVRTGIDIAGCKIKGEC
L

Ranalexin FLGGLIKIVPAMI({AVTKK?
Ranateurin1 SMLSVLKNLGKVGLGFVACKINKQ
Thanatin GSKKPVPIIYCNRRTGKCQRM

L

Abbildung 3: Antimikrobielle Peptide mit nur einer Disulfidbriicke
(nach Zasloftf, 2002)

Eine Eigenschaft, die das HE2a-Peptid (bzw. HE2B-Peptid) mit den meisten antimikrobiellen
Peptiden teilt, ist der kation-amphipathische Charakter. Das Hydropathieprofil (Kyte-
Dolittle-Plot) von HE2o. (Abbildung 4) zeigt zwei kation-amphipatische Ubergiinge innerhalb

der Sequenz des reifen Peptids.
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Abbildung 4: Hydropathieprofile von proHE2a und reifem HE2a
Die ungefiillten Rechtecke umschlieBen amphipathische Ubergiinge. Hydrophobe Bereiche
liegen unterhalb der Basislinie, hydrophile dariiber. Aspartat 61 kennzeichnet den Beginn des

Furin-prozessierten, reifen Peptids.

Mit Hilfe des a-P3-Serums konnte das HE2a/HE2B-Antigen in der epididymalen Fliissigkeit
und im Nebenhodenepithel nachgewiesen werden. Nach Spaltung am Furin-Konsensus-Motiv
hat das HE2al ein rechnerisches Molekulargewicht von 4619.30 Da. Eine Bande
entsprechenden apparenten Molekulargewichts 148t sich im Western-Blot von Furin-
verdautem MBP-proHE2al detektieren. Das natiirliche HE2a aus der humanen,
epididymalen Fliissigkeit zeigt dagegen ein scheinbares MW von ~8 KDa. Hierfiir lassen sich
mehrere Erkldrungen anfiihren. Fiir das Bactenecin 1, das mit HE2a das Vorkommen zweier
Cysteine gemeinsam hat, konnte durch massenspektrometrische Untersuchungen gezeigt
werden, dall es in natura als kovalentes Dimer (Abbildung 5) mit zwei intermolekularen
Cysteinen vorliegt (Storici et al., 1996). Wire dies auch bei HE2a der Fall, so wire dessen
scheinbares MW von ~8 KDa damit erkldrt. Da aber die epididymale Fliissigkeit fiir den
Western-Blot in Gegenwart starker Reduktionsmittel (3-Mercaptoethanol, Dithiothreitol)
durch SDS-PAGE aufgetrennt wurde, miifite dann angenommen werden, da} die
intermolekularen Disulfidbriicken des postulierten HE2a-Dimers durch die Konformation
geschiitzt sind und deshalb nicht reduziert werden konnen. Eine andere Erkldrung wére die,
daB das natiirliche HE2a an einer ringférmigen Peptidstruktur &hnlich der der 6—Defensine
beteiligt ist. Diese entstehen durch Ligation zweier trunkierter a-Defensine (Tang et al.,
1999). Der bisher ungekldrte Mechanismus der 6—Defensin-Entstehung dhnelt vermutlich der
Intein-vermittelten Protein-Ligation (Perler et al., 1997, Shao und Kent, 1997; Evans und Xu,

1999; Xu und Evans, 2001,).
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RLCRIVVIRVCR
RLCRIVVIRVCR
DLLPPRTPPYQVHISHQEARGPSFKICVGFLPRWARGCSTGN
DLLPPRTPPYQVHISHQEARGPSFKICVGFLPRWARGCSTGN
oYQEARGPSFKICVGFLPRWARGESTGNDLLPPRT,,
P IRPPLLDNGTSCGRAWRPLFGVCIKFSPGRAEQY"

Abbildung 5: Mogliche Strukturen von HE2a, die sein aberrantes Laufverhalten in natura
erkldren. I. kovalente Dimer-Struktur von Bactenecin 1, II. putative kovalente Dimer-Struktur

von HE2a1, II. putative, homodimere Ringstruktur von HE2a1.

Wie aus den Gelfiltrationsexperimenten hervorgeht, neigt reifes HE2a im Gegensatz zu seiner
Pro-Form stark zur Selbstaggregation. Diese Eigenschaft kann auch anhand des synthetischen
Peptids nachvollzogen werden. Bei der Auftrennung durch CAU-PAGE bandiert das Peptid in
zwei Formen unterschiedlicher elektrophoretischer Mobilitdt. Bei der oberen der beiden
Banden handelt es sich um ein distinktes Aggregat, dessen Natur durch Crosslinking-
Versuche mit Glutaraldehyd aufgekliart wurde. Sowohl in Abwesenheit als auch in Gegenwart
von DTT aggregierte das lineare HE2-Peptid in verdiinnter Losung zu Tetrameren. Inwieweit
dieses Phdanomen wirkliche physiologische Relevanz besitzt kann zwar nicht ohne weiteres
geklart werden. Die Bildung distinkter, multimerer Aggregate wurde jedoch bereits im
Zusammenhang mit dem Wirkmechanismus membranaktiver Peptide diskutiert (Hoover et

al., 2000).

IV.5 Analogie der HE2-Proteinfamilie zur Cathelicidinfamilie antimikrobieller Peptide

Interessanterweise entstammt das einzige beim Sduger vorkommende antimikrobielle Peptid
mit zwei Cysteinen (Bactenicin 1) der Cathelicidin-Familie (s. Einleitung). Eine auffallende
Eigenheit der Cathelicidine wird auch von den Mitgliedern der HE2-Familie geteilt; die vom
proximalen Promotor angesteuerten HE2-Varianten besitzen ndmlich wie die Cathelicidine
(Zanetti et al., 2000, Lehrer und Ganz, 2002) ein allen gemeinsames, identisches Propeptid,
von welchem sie wihrend der Reifung proteolytisch abgespalten werden. In Analogie zu den
Cathelicidinen zeigt auch die HE2-Familie eine strukturelle Heterogenitit der
carboxyterminalen, antimikrobiellen Doméne (Abbildung 3). Bei den Cathelicidin-Genen

wird aufgrund dieser strukturellen Heterogenitit auf deren schnelle evolutive Divergenz
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geschlossen (Zanetti et al., 2000). Peptide der angeborenen Immunabwehr miissen sich im
Verlauf der Evolution sehr schnell verindern, um adédquat auf die verschiedenen und
unterschiedlich schnell evolvierenden, pathogenen Mikroorganismen reagieren zu koénnen.
Frohlich et al. (2001) postuliert in diesem Zusammenhang, dal3 die nicht defensin-dhnlichen
HE2-Varianten aus ancestralen B-Defensin-Genen hervorgegangen sind. Fiir diese Hypothese
spricht, da3 bisher nur fiir das B-defensin-dhnliche HE2E ein Nager-Homologes (bin 1b)
identifiziert werden konnte (Li et al., 2001). Das Propeptid wird bei den Cathelicidinen als
Cathelin-dhnliche Domine bezeichnet, und zeigt sequenzielle und strukturelle Ahnlichkeit zu
Mitgliedern der Cystatin-Superfamilie der Cystein-Proteinase-Inhibitoren (Storici et al.,
1996). Auch das Propeptid der HE2-Peptide hat sehr wahrscheinlich eine eigene funktionelle
Bedeutung, die allerdings bisher noch ungeklért ist. Das Propeptid der HE2-Peptide tragt
moglicherweise ein komplexes N-Glykan, welches einen Oligosaccharid-Liganden fiir
Oberflachenstrukturen pathogener Organismen darstellt. Das HE2.Propeptid konnte dadurch
eine Agglutinaton der Erreger in Ldsung vermitteln, noch bevor diese an
Oligosaccharidstrukturen auf der Epitheloberfliche andocken konnen. Eine solche masking
and decoy-Funktion wird fiir manche Glykanstrukturen postuliert (Varki, 1993). Nach der
proteolytischen Prozessierung verbleibt an allen carboxyterminalen HE2-Varianten ein
prolinreicher N-Terminus. Dieses gemeinsame Motiv (DLLPPRTPPYQ) der natiirlichen,
reifen HE2-Peptide (auBer HE2B und HE2E) konnte erheblich zu deren antimikrobieller
Aktivitdt beitragen; denn Prolin ist iiberdurchschnittlich stark am Aufbau membran-
penetrierender Peptide beteiligt (Agerberth et al., 1996; Vunnam et al., 1997; Dathe et al.,
1998; Snook et al., 1998, Suh et al., 1999; Jacob et al., 1999). Im Fall des antimikrobiellen
Peptids Buforin II ist ein Prolin-Rest sogar die Ursache der Membran-Translokation (Park et
al., 2000; Kobayashi et al., 2000). Da das Nager-Homologe binlb eher der HE2E-Variante
entspricht, kann davon ausgegangen werden, daf sich die Varianten mit dem prolinreichen N-
Terminus erst in jlingerer Zeit evolviert haben. Sofern man unterstellt, dal sich die neu
evolvierten HE2-Varianten aufgrund eines Selektionsvorteils im Genom einiger Primaten
manifestiert haben, kann angenommen werden, dall sie gegeniiber den urspriinglichen

Varianten verbesserte funktionelle Eigenschaften haben.
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N-GLYKAN

CATHELICIDINE HE2-PROTEINE

Cathelin-dhnliche
Domaéane

[5—%1 5%

| PRE | PRO | PRE | PRO

Struktur: Struktur:

a-helikal: LL-37 (Mensch) R-Defensin-dhnlich: HE2R1
RL-37 (Rhesus-Affe) HEZ2E
CRAMP(Maus) HE2C

Prolin-reich: PR-39 (Schwein) Mit einer Disulfidbriicke: HE2a
Bac-5 (Rind) HE2B

Prophenin-1(Schwein)
trunkiertes HE2R1 mit

Disulfid-Briicken zwei Disulfidbricken: HE2R2
und / oder B-Faltblatt: Bactenicin (Rind)
Protegrin (Schwein) Prolin-/Glutamin-reiche Peptide:
HE2y1
Tryptophan-reich: Indolicidin (Rind) HE2y2

Tritrpticin (Schwein)

Abbildung 3: Ahnlichkeit der Cathelicidin- und HE2-Vorl4uferproteine. Das gemeinsame
Propeptid der HE2-Proteine besitzt einen N-Glykosylierungskonsensus, der vermutlich ein
komplexes Glykan trdgt. Man beachte die in beiden Fillen auftretende, strukturelle

Heterogenitét der carboxyterminalen, antimikrobiellen Doméne.

IV.6 Funktionelle Charakterisierung von HE2a (bzw. HE2B)

Da vom Bactenecin 1 bekannt war, da} das iiber eine intramolekulare Disulfidbriicke
zyklisierte Molekiill im Vergleich mit dem linearen Peptid eine gesteigerte Aktivitit
gegenliber Gram-negativen Bakterien besitzt, wurden sowohl das lineare, als auch das
zyklische HE2a-Peptid auf ihre antimikrobielle Aktivitdt in vitro getestet. Im Gel overlay
Assay reagierten beide Peptide stark antibiotisch gegen E. coli DH5a. Das zyklische Peptid
war im quantitativen CFU-Assay nur geringfligig stiarker aktiv als das lineare. Die Minimal-

Inhibitorische Konzentration (MIC) beider Peptide lag in etwa bei 70 pg/ml was im typischen

118



Diskussion

Aktivititsbereich antimikrobieller Peptide liegt (MIC = 0.1-100 pg/ml). Es mul3 hierbei
jedoch berticksichtigt werden, dal die MIC-Werte fiir HE2a. mit dem synthetischen Peptid
gewonnen wurden. Das natiirliche Peptid ist moglicherweise deutlich aktiver. Im Unterschied
zum reifen Peptid zeigt proHE2a keine antimikrobielle Aktivitit gegen E. coli. Von den o-
Defensinen ist bereits bekannt, dal ihre Aktivitdt intramolekular durch das Propeptid
gehemmt wird (Valore et al., 1996). In diesem Zusammenhang wurde die Hypothese
aufgestellt, da das Propeptid inhibierend wirkt, indem es aufgrund seiner anionischen
Ladung die kationische Ladung des reifen Peptids ausgleicht und damit dessen
elektrostatische Anlagerung an anionische, bakterielle Membranlipide verhindert (Michaelson
et al., 1992; Valore et al., 1996). Aus Abbildung 4 geht hervor, dall das HE2-Propeptid einen
ausschlieBlich polaren Charakter hat. Da es jedoch eine kationische Ladung besitzt, kann die
fiir die a-Defensine entwickelte Hypothese hier nicht zur Erklarung herangezogen werden.
Vielmehr scheint die Ursache fiir die Inaktivitit von proHE2a das zu Ungunsten des
hydrophoben Abschnitts verschobene Hydrophilizitits-/Hydrophobizitdts-Verhéltnis zu sein.
Interessanterweise bindet allerdings bereits proHE2a an Heparin. Da durch Zugabe von
Heparin in vitro die Defensin-vermittelte Zytolyse gehemmt werden kann (Lichtenstein et al.,
1986), kann davon ausgegangen werden, dall auch das in vitro eingesetzte proHE2a bereits an
Membranen bindet, sie jedoch nicht lysiert. Auch andere membranbindende Proteine binden
an Heparin (Calvete et al., 1997), was offenbar nicht allein auf der Kationentauscheraktivitit
von Heparin beruht. Da von mehreren antibiotischen Peptiden bekannt war, dal} sie nicht nur
mit der Membran, sondern auch mit Nukleinsduren wechselwirken (Gera und Lichtenstein,
1991; Park et al., 1998; Sharma und Khuller, 2001), wurde diese Eigenschaft auch beim
HE2a-Peptid untersucht. Im Gel-Retardation-Assay zeigte das Peptid eine dhnlich starke
Bindung an DNA wie das Buforin II (Park et al., 1998). Aufgrund des Vorhandenseins eines
prolinreichen N-Terminus und der starken Affinitdt zu DNA ist es durchaus mdglich, daf3

natiirliches HE2a einem dhnlichen Wirkmechanismus wie Buforin II folgt.

IV.7 Mogliche alternative Funktionen der HE2-Peptide

Die Defensine fungieren nicht nur als antimikrobielle Peptide, sondern zeigen eine Vielfalt
anderer Funktionen. Interessanterweise wurden kleine kationische Proteine und Peptide als
starke Serinproteinase-Inhibitoren beschrieben (Cameron et al., 2000; Fei et al., 2000). Auch
das stark basische HE2a-Peptid konnte demnach als Proteaseinhibitor fungieren. Im Revers-

Zymogramm bleibt das HE2a-Peptid trotz 16-stiindiger Verdauung mit der Serin-Protease
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Trypsin als deutliche Bande im Gel zurlick. Von parallel geladenem Seminalplasma-
Konzentrat blieben dagegen nur zwei Banden {ibrig, von denen die untere vermutlich auf
SLPI/HUSI 1 zuriickgeht. Die enzymkinetische Untersuchung der scheinbaren Protease-
inhibitorischen Aktivitidt des HE2a-Peptids mit Hilfe des BAPNA-Substrates zeigte jedoch,
daB das Peptid keine inhibitorische Aktivitit gegeniiber Trypsin besitzt. Es kann allerdings
nicht ausgeschlossen werden, dal HE2aw andere Serin-Proteasen hemmt. Spermiengebundene
Proteaseinhibitoren konnten eine Schutzfunktion gegeniiber den Proteasen des
Prostatasekretes libernehmen. Moglicherweise hat auch das nachweislich spermiengebundene
HE2B1 eine Proteaseinhibitor-Funktion. Die chemotaktische und corticostatische Aktivitit der
HE2-Peptide wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht, obwohl bekannt ist, daf3
zumindest manche a-Defensine cortikostatische Aktivitdt besitzen (Palfree et al., 1993,
Cervini et al., 1995). Viele, aber nicht alle Corticostatine kompetieren mit ACTH
(Adrenocorticotropisches Hormon; Corticotropin) um die Besetzung des Corticotropin-
Rezeptors und inhibieren dadurch u.a. die ACTH-induzierte Produktion des Glukocorticoids
Corticosteron. ACTH ist ein proteolytisches Spaltprodukt, da neben a-, B- und y-
Endorphinen, Melanotropin und Lipotropin aus dem Vorlduferprotein Proopiomelanocortin
entsteht. Die mRNA fiir das ACTH-Vorlduferprotein Proopiomelanocortin (POMC) ist
interessanterweise ein prominentes Genprodukt des Caput epididymidis (Kirchhoff, 1999).
Obwohl das POMC-Gen in Organen des médnnlichen Reproduktionstraktes sowohl auf mRNA
als auch auf Proteinebene exprimiert wird (Tsong et al., 1982, Fabbri et al., 1986, Ivell, 1994),
ist liber die genaue Funktion der opioiden Peptide in anderen Geweben aulerhalb des Gehirns
wenig bekannt. Es konnte jedoch gezeigt werden, daB3 Produkte des POMC-Gens an der
Stressantwort beteiligt sind und cytokindhnliche und immunmodulatorische Eigenschaften
haben (Heijnen et al., 1987, Heijnen et al., 1991). ACTH, dessen bekannteste Funktion die
Stimulation der Synthese und Sekretion von Corticosteroiden in der Nebennierenrinde ist,
verstarkt in vielen Geweben u.a. das mitogen-induzierte Wachstum und die Differenzierung
von B-Zellen, was zu einer verstirkten Antikorperproduktion fiithrt (Alvarez-Mon et al.,
1985). Im Fall einer Verletzung der Blut-Epididymis-Barriere und der damit verbundenen
Exposition von Spermatozoen-Antigenen wire eine zusétzliche B-Zell-Aktivierung durch
ACTH besonders unvorteilhaft. Ein natiirlicher Antagonist fir ACTH wie z.B. ein
corticostatisches Defensin konnte hier eine nicht unbedeutende Schutzfunktion besitzen. Vor
diesem Hintergrund scheint eine Untersuchung der corticostatischen, ACTH-modulierenden

Aktivitdt von HE2-Peptiden lohnenswert.
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IV.8 Schluflibetrachtung

Abschlielend 14Bt sich festhalten, dafl in dieser Arbeit die antimikrobielle Aktivitdt der
Produkte eines der hdufigeren Gene des humanen Nebenhodens gezeigt werden konnte.
Aufgrund der in der Einleitung beschriebenen immunologischen Situation des Nebenhodens,
mull von dem dortigen Vorhandensein einer sehr wirksamen angeborenen Immunabwehr
ausgegangen werden. Hinzu kommt, dall viele dem HE2-verwandte Defensine als stirkste
antibiotische Agenzien aus menschlichen Probenmaterialien isoliert wurden (Harder et al. ,
1997, Harder et al., 2001), wobei z.T. sogar deren Bindung an bakterielle Membranen als
erster Schritt der Aufreinigung eingesetzt wurde (Harder et al., 1997). Vor diesem
Hintergrund scheint es nicht unwahrscheinlich zu sein, daB3 die Mitglieder der Defensin-
verwandten, im Nebenhoden hoch exprimierten HE2-Familie funktionell an der
antimikrobiellen Abwehr im ménnlichen Reproduktionstrakt beteiligt sind. Vor kurzem wurde
bei Primaten das 0-Defensin-verwandte Retrocyclin entdeckt, welches Wirtszellen vor dem
Eindringen des HIV-Virus schiitzt (Cole et al., 2002). Damit konnte gezeigt werden, dal} sich
die Aktivitit eines antimikrobiellen Peptids aus der Defensin-Familie auch gegen
humanpathogene Viren richtet. Sawicki und Mystkowska diskutierten bereits 1999 den
Einsatz antimikrobieller Peptide als mannliche Barrier-Kontrazeptiva. Das Cathelicidin CAP-
37 hemmt in vitro die Spermienmotilitidt (D'Cruz et al., 1995). Zukiinftige Untersuchungen
miissen zeigen, ob sich die antimikrobiellen Peptide der HE2-Familie tatséchlich als
antimikrobielle und antivirale Therapeutika im Rahmen der ménnlichen Kontrazeption

eignen.

121



Zusammenfassung

V. Zusammenfassung

Der minnliche Genitaltrakt ist aufgrund seiner immunologischen Isolation eine
“Achillesverse” des Immunsystems. Der Nebenhoden hat aufgrund dieses Selektionsdruckes
im Laufe der Evolution autonome Mechanismen der angeborenen Immunabwehr entwickelt.
Damit der Nebenhoden seiner Aufgabe als Organ der posttestikuliren Spermienreifung
gerecht werden kann, muf} jedoch sichergestellt sein, daB3 die empfindlichen Spermatozoen
durch die aggressiven Mediatoren der angeborenen Immunabwehr nicht nachhaltig geschéadigt
werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die antimikrobielle Aktivitdit der
nebenhodenspezifischen HE2-Genprodukte untersucht. Das HE2-Gen befindet sich in direkter
Nachbarschaft zum Defensin-Gen-Cluster auf dem kurzen p-Arm von Chromosom 8. Drei der
insgesamt 9 HE2-Genprodukte weisen Homologie zu den B-Defensinen auf, denn sie besitzen
alle sechs invarianten Cystein-Reste sowie den invarianten Glycin-Rest des B-Defensin-
Konsensusmotivs. Alle bisher identifizierten, humanen B-Defensine sind antimikrobieclle
Peptide der angeborenen Immunabwehr. Manche Defensine sind sogar durch Bindung von
LPS oder anderen bakteriellen Faktoren an CD14 oder TLR-Rezeptoren induzierbar. Daher
konnte spekuliert werden, dal sowohl die B-Defensin-dhnlichen als auch die nicht-Defensin-
dhnlichen HE2-Peptide antimikrobielle Aktivitdt besitzen. Verschiedene polyklonale Anti-
Oligopeptid-Antiseren wurden eingesetzt, um HE2-Peptide im Nebenhodengewebe, in der
epididymalen Fliissigkeit und im Ejakulat nachzuweisen. Mit Hilfe von Immunhistochemie,
Western-Blot und Immunprézipitation sowie durch N-terminale Peptidsequenzierung konnten
mehrere 4 bis 8 KDa groBle HE2-Peptide nachgewiesen werden. Es konnte gezeigt werden,
daf3 alle durch den proximalen Promotor regulierten HE2-Proteine durch die Prohormon-
Konvertase Furin proteolytisch prozessiert werden. Durch diese Furin-Spaltung hinter Arginin
60 resultieren die reifen C-terminalen Peptide. Vergleichende immunhistochemische Studien
mit Nebenhodengewebe Cyproteronacetat-(Androcur®)-behandelter und unbehandelter
Prostatakarzinompatienten zeigten, dal HE2B1 bzw. HE2E androgenabhéngig reguliert sind,
wéhrend HE2a bzw. HE2B nicht durch Androgen reguliert zu sein scheinen. Der Nachweis
von HE2B1 in einer hochmolaren Salzwasch-Praparation von der Oberfliche ejakulierter
Spermatozoen deutete auf eine ionische Anlagerung von HE2B1 an die Spermienmembran
hin. AuBBerdem konnte hierdurch die Beobachtung von Hamil et al. (2000) unterstiitzt werden,
die das entsprechende Antigen in der postakrosomalen Region des Spermienschwanzes
nachweisen konnten. Da zumindest das antimikrobiell aktive HE2B1-Peptid ionisch an die
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Spermienoberfldche gebunden ist, ohne daf3 die Spermien geschédigt werden, kann neben der
antimikrobiellen Aktivitit eine weitere Funktion der HE2-Peptide im Rahmen der
posttestikuldren Spermienreifung nicht ausgeschlossen werden. Auch die auf Proteinebene
gezeigte, androgen-abhidngige Regulation von HE2B1 [4B3t dies vermuten. Trotz seiner
ungewOhnlichen C-terminalen Verldngerung zeigte HE2B1 antimikrobielle, membran-
zerstorende Aktivitit gegen E. coli wiahrend das reife B-Defensin-dhnliche HE2C inaktiv war.
Die Hydropathieanalyse ergab, dal HE2C im Unterschied zu allen anderen, aktiven humanen
B-Defensinen keine amphipathischen Uberginge aufweist. Amphipathische Ubergiinge
wurden bereits als Vorraussetzung fiir die membran-zerstorende Aktivitdt kationischer,
antimikrobieller Peptide diskutiert (Bals, 2000). Ein synthetisches Peptid, das den C-Termini
der nicht-Defensin-dhnlichen HE2a- und HE2B-Varianten entspricht, tdtete E.coli in einer
Dosis-abhéngigen Weise. Ein partiell zyklisiertes, Disulfid-verbriicktes, synthetisches Peptid
mit derselben Primdrsequenz war ebenfalls aktiv. Die Minimal Inhibitorische Konzentration
(MIC) beider Peptide lag bei ~70 pg/ml (~20 nmol/ml). Die typischen MIC’s antimikrobieller
Peptide liegen zwischen 0.1 und 100 pg/ml. Reifes HE2a zeigt strukturelle Ahnlichkeit zu
epithelialen, antimikrobiellen Peptiden aus Frosch-Spezies der Gattung Rana, obwohl es im
Unterschied zu diesen einen gemeinsamen genomischen Ursprung mit B-Defensinen hat.
Ahnlich wie das aus der Froschhaut isolierte Buforin II bindet HE2o auch an Heparin und
DNA, was auf die Nukleinsduren als weiteres Angriffsziel der antimikrobiellen Aktivitit von
HE2o hinweist. In Analogie zu den oa-Defensinen ist das durch Abspaltung des ER-
Signalpeptids hinter Alanin 25 resultierende proHE2a inaktiv. Die Hydropathieanalyse zeigt
die Existenz zweier amphipathischer Uberginge in der Primirsequenz des reifen HE2a
wiahrend die Propeptid-Domine ausschlieBlich kationischen Charakter hat. Daher wurde
postuliert, daB die Inaktivitit von proHE2o auf eine ungilinstige Verschiebung des
Hydrophilizitats-/Hydrophobizitédts-Verhdltnisses innerhalb der Primérsequenz zuriickgeht,
wodurch das proHE2a am Membraneintritt gehindert wird. Das in dieser Arbeit untersuchte
HE2-Gen kodiert fiir mehrere neuartige Peptide, von denen zumindest einige an der
angeborenen Immunabwehr beteiligt sind. Es ist zu diesem Zeitpunkt jedoch schwer

abzuschitzen, ob sich einige der HE2-Peptide als mogliche Antiinfektiva eignen.
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V. Summary

Due to its isolation from aquired immunity the male genital tract is an “Achilles’ heel” of the
immunesystem. As a consequence of this evolutionary selection pressure, the epididymis has
developed autonomous mechanisms of innate immunity. The epididymis has to fulfil its role
as the organ of post-testicular sperm maturation and ensure that the spermatozoa are
unaffected by the defence-mechanisms during their passage through the epididymal duct.

This thesis examines the antimicrobial activity of several products encoded by the
epididymis-specific HE2-Gene. The HE2-Gene is located on Chromosome 8 p23 in close
proximity to the human defensin gene cluster. Three of the nine encoded HE2-products share
the six invariant cystein-residues and the invariant glycine-residue of the B-defensin
consensus. The human B-defensins are antimicrobial peptides of innate immunity, inducible
by LPS or other bacterial factors via the CD14- or Toll-Like-Receptors (TLR). Therefore, it
was tempting to speculate that the defensin-like HE2-peptides, as well as those non-defensin
like may exhibit antimicrobial activity. Different polyclonal antipeptide antisera were
employed to detect various HE2-derived peptides in human epididymal tissue, flushed
epididymal fluid and ejaculate. Immunohistochemistry, Western Blot Analysis and
immunoprecipitation combined with N-terminal peptide sequencing revealed the occurrance
of multiple 4 to 8 KDa HE2-peptides. It could be shown that all HE2-proteins that are
regulated by the proximal promoter are proteolytically processed by the prohormone-
convertase furin. The resulting C-terminal peptides are generated by this furin-cleavage
behind the residue arginin 60. Comparative immunohistochemical studies involving
epididymal tissues from individuals, either treated with cyproteronacetate (Androcur®) or
untreated controls, revealed an androgen- dependent regulation of HE2B1 (and HE2E
respectively) while HE2a (and HE2B respectively) did not seem to be regulated by androgen.
The detection of HE2B1 in a high ionic strength salt wash-preparation from ejaculated human
spermatozoa suggested an ionic bonding mechanism and, additionally, supported the result of
Hamil et al.(2000) who detected the antigen in the postacrosomal region of the sperm tail.
Since at least the antimicrobially active peptide HE281 is ionically bound to the sperm surface
without harming the spermatozoa, other possible functions of the HE2-peptides concerning
post-testicular sperm maturation could not be excluded. The androgen-dependently regulated
expression of HE2B1 at the protein level also supports this hypothesis. Despite its unusal C-
terminal elongation the mature B-defensin-like peptide HE2B1 exhibited antimicrobial,

membrane-disruptive activity against E.coli, while the mature B-defensin-like HE2C-peptide
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did not. Hydropathy-analysis revealed that HE2C lacked amphipathic transitions that are
present in all other human B-defensins and have been discussed as a major requirement for
their membrane-disruptive activity (Bals, 2000). A synthetic peptide resembling the mature
non-defensin-like variants, HE2a and HE2B, killed E.coli in a dose-dependent manner. A
partially cyclized, disulfide-bonded, synthetic HE2a-peptide was also active. The minimal
inhibitory concentration (MIC) of both synthetic peptides was ~ 70 pug/ml (~20 nmol/ml). The
typical MIC-range of antimicrobial peptides is 0.1 to 100 pg/ml. The mature HE2a-peptide
shows structural similarity to some epithelial antimicrobial peptides from Rana-species,
although its genetic origin is with the B-defensin-like peptides. Like Buforin II from frog skin,
mature HE2a binds to heparin and DNA, implying that an antimicrobial attack of HE2a may
be also directed against nucleic acids. In analogy to the a-defensins, the longer pro-HE2a was
inactive. Hydropathy-analysis showed two amphipathic transitions in the amino-acid-
sequence of mature HE2a,, whereas the propeptide was exclusively cationic. The inactivity of
proHE2a is presumed to be due to an unfavorable shift in the hydrophilicity/hydrophobicity-
relationships within the primary amino-acid-sequence that prevents membrane entry of the
uncleaved proHE2a. In summary, the HE2-gene, investigated in this thesis, encodes several
novel peptides, some of which exert a role in innate host defence. It is proposed that some of

these HE2-peptides may be worthy candidates for clinically useful antiinfective agents.
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