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ZUSAMMENFASSUNG

Die Ursache fir die paroxysmale nachtliche H&moglobinurie (PNH) liegt in einem Defekt im
Biosyntheseweg des GPI-Ankers, der flir die Expression von bestimmten Oberflachenproteinen auf
Zellen des hamatopoetischen Systems nétig ist. Das Fehlen dieser Zelloberflachenproteine, wie
CD55 und CD59, fihrt zu einer abnormen Aktivierung, insbesondere des alternativen Weges der
Komplementkaskade und damit zu den charakteristischen Erscheinungen der Erkrankung, wie zum
Beispiel der intravaskularen Hamolyse.

Neben biochemischen Untersuchungen der GPIl-Intermediate des GPI-Ankersyntheseweges und
Komplementationsexperimenten mit PNH-Zellen und Thy-1-negativen Maus-Lymphommutanten
aus verschiedenen Komplementationsklassen konnte auch durch Transfektionsexperimente
gezeigt werden, daf3 bei allen untersuchten PNH-Zellen eine Stérung der GPI-Ankerbiosynthese die
Ursache fur das Fehlen der GPl-verankerten Oberflachenmolekilen ist. Dieser Defekt entspricht
dem der Komplementationsklasse A im murinen Lymphommutantenmodell, bei der die
Ubertragung von N-Acetylglucosamin von UDP-N-Acetylglucosamin auf Phosphatidylinositol nicht
stattfindet. In allen bisher untersuchten Fallen zeigten sich Mutationen im PIG-A-Gen (fir
Phosphatidylinositolglykan der Komplementationsklasse A) als verantwortlich fir den
Verankerungsdefekt.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten verschiedene Vektorsysteme konstruiert werden, die zu einer
Expression des PIG-A-Proteins in der PIG-A-defizienten humanen B-lymphoblastoiden Zellinie JY5
fihrten. Der Vergleich von episomal replizierten Expressionsvektoren mit RSV- und CMV-
Promotoren zeigte eine deutlich bessere Expression des PIG-A-Proteins in den JY5-Zellen unter
der Kontrolle des CMV-Promotors. Es konnte auBerdem ein Zellklon isoliert werden, der das PIG-
A-Protein stabil, sowohl mit als auch ohne Selektionsdruck, exprimiert.

Mit Hilfe von kinstlichen Antikérperbindungsstellen (,FLAG“ und ,His-Tag"), die an das PIG-A
Protein auf DNA-Ebene fusioniert wurden, konnte das Protein intrazellular sowohl mit der
DurchfluBzytometrie als auch durch Immunfluoreszenzfarbung nachgewiesen werden. Mittels des
.His-Tags" konnte durch Saulenchromatographie das PIG-A-Protein aus Zellysat isoliert und im
Western-Blot dargestellt werden. Uber durchfluBzytometrische Analysen von GPl-verankerten
Oberflachenproteinen konnte die Funktionalitdt des veranderten Proteins gezeigt werden. Dabei
machte es keinen Unterschied, ob die Antikérperbindungsstelle am N- oder am C-Terminus
integriert war. Weder ,FLAG" noch ,His-Tag" zeigten einen negativen EinfluB3 auf die Funktion des
PIG-A-Proteins.

Elektronenmikroskopische Untersuchungen von ,FLAG*-PIG-A exprimierenden Zellen zeigten eine
Lokalisation des Proteins an der zytoplasmatischen Seite des rauhen endoplasmatischen

Retikulums und an der duBBeren Kernmembran.

paroxysmale nachtliche Hamoglobinurie; GPI-Ankerbiosynthese; PIG-A-Protein



SUMMARY

The paroxysmal nocturnal hemoglobinurea (PNH) is caused by a defective biosynthesis of GPI
anchors, which are essential for the expression of particular cell surface proteins on cells of the
hematopoietic system. The absence of these cell surface proteins, as CD55 and CD59, leads to an
abnormal activation of the alternative pathway of the complement cascade and therefore to the
characteristic symptoms of the disease, e.g. intravascular hemolysis.

Besides the biochemical analysis of GPIl intermediates of GPI anchor synthesis and
complementation assays with cells from PNH patients and Thy-1 negative murine lymphoma
mutants of different complementation classes, it has been demonstrated by transfection assays that
all examined PNH cells display a defective GPI anchor synthesis responsible for the absence of
cell surface proteins. This defect corresponds to the of the complementation class A in the murine
lymphoma mutant model, where the transfer of N-acetylglucosamine from UDP-N-
acetylglucosamine to phosphatidylinositol does not take place. For all examined cases it has been
demonstrated that mutations in the PIG-A gene (phosphatidyl inositol glycan of complementation
class A) are responsible for defective anchoring.

A major task of this project was the construction of different vector systems leading to an
expression of the PIG-A protein in PIG-A deficient human B-lymphoblastoid cell line JY5.

The comparison of episomal replicated expression vectors with RSV and CMV promotors showed a
significantly better expression of the PIG-A protein in JY5 cells under the control of the CMV
promotor. Moreover, it was possible to isolate a cell clone which expressed the PIG-A protein
stably, as well with and without selective pressure.

By the aid of artificial antibody binding sites (,FLAG" and ,His-Tag") which were fused to the PIG-A
protein on DNA level, the protein could be detected intracellulary by flow cytometry analysis as well
as by immunofluorescence.

By means of the ,His-Tag" and affinity chromatography it was possible to purify the PIG-A protein
out of cell lysate and to detect it in Western blots.

The functionality of the manipulated protein could be demonstrated by flow cytometry analysis of
GPI anchored cell surface proteins. No differences have been observed for the cases where the
artificial antibody binding site was integrated to the N- or C-terminus of the protein. Neither ,FLAG"
nor ,His-Tag" displayed negative influence on functionality of the PIG-A protein.

Immunoelectron microscopy analysis of ,FLAG"“-PIG-A expressing cells revealed a localization of
the protein on the cytoplasmic leaflet of rough endoplasmic reticulum and the outer cell nucleus
membrane.

paroxysmal nocturnal hemoglobinurea; GPl-anchor biosynthesis; PIG-A protein
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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Der GPI-Anker

Die Verankerung von Zelloberflachenproteinen erfolgt in vielen Féllen tGber hydrophobe
Wechselwirkungen einer Reihe von apolaren Aminosauren des Proteins mit den
hydrophoben Fettsaureketten der Phospholipidmolekile im Inneren der Zellmembran.
Diese sich durch die Lipid-Doppelschicht hindurch erstreckenden sogenannten Trans-
membranproteine kdnnen entweder mit einer einzigen a-Helix oder auch mit mehreren a-
Helices die Membran durchdringen. Im letzteren Fall werden dann die hydrophoben
Bereiche in der Lipidschicht durch hydrophile Abschnitte der Polypeptidkette aul3erhalb
der Membran verbunden. Bei manchen dieser Proteine kdnnen die hydrophoben
Eigenschaften noch durch eine kovalent angeheftete Fettsaure, die in der dem
Zytoplasma zugewandten Halfte der Doppelschicht eingelagert ist, verstarkt werden.
Manche intrazellularen Membranproteine sind allein Uber eine solche Fettsdurekette an
die Membran geheftet (WICKNER und LODISH, 1985; EISENBERG, 1984; UNWIN und
HENDERSON, 1984). Fir Zelloberflachenproteine ist eine weitere Mdglichkeit der
Proteinanheftung, die Verankerung Uber Glycosylphosphatidylinositol (GPI), bekannt.

Die Entdeckung der GPIl-verankerten Proteine begann mit der Isolation der bakteriellen
Phospholipase durch SLEIN und LOGAN wahrend der Jahre 1960 bis 1965 (SLEIN und
LOGAN, 1960, 1962, 1963, 1965). In den Jahren 1976 und 1977 zeigten, unabhé&ngig
voneinander, IKEZAWA und LOW, daB das Enzym Alkalische Phosphatase (AP) von
intakten Plasmazellmembranen durch die Behandlung mit bakterieller phosphatidylino-
sitolspezifischer Phospholipase C (PI-PLC) abgespalten werden konnte. Dieses Enzym
spaltet Phosphatidyl (PI) zwischen dem Glycerin-Rlckgrat und der Phosphat-Gruppe
(Abb. 1.1). Aus diesem Experiment schlossen sie, dal3 die AP durch eine Art von GPI-
Anker an die Zellmembran gebunden sein muB3te. Bald wurde auch Uber LOWs Studien
hinaus bekannt, nachdem er die PI-PLC an andere Forscher weitergegeben hatte, dai3
die AP nicht einzigartig mit ihrem GPI-Anker war. Viele andere Proteine, wie z. B. die
Acetylcholinesterase und Thy-1 (LOW und FINEAN, 1977; LOW und KINCADE, 1985)
und das trypanosomale variante Oberflachenprotein (VSG) (CROSS, 1984) zeigten ein
adaquates Verhalten der PI-PLC gegenlber wie die AP. Da der GPI-Anker inzwischen als
erfolgreiche und verbreitete Mdglichkeit der Oberflachenproteinverankerung erkannt

wurde, ist ihm ein eigener Abschnitt der Einleitung gewidmet. Danach folgen die
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Beschreibungen der Struktur des GPI-Ankers, dessen Biosynthese und die Folgen eines

Defektes am Beispiel der paroxysmalen nachtlichen Hadmoglobinurie.

1.1.1 Verbreitung und Funktion

1.1.1.1 Verbreitung

GPl-verankerte Membranproteine konnten inzwischen neben den zahlreichen
Oberflachenproteinen bei Sdugetieren nahezu in allen Spezies nachgewiesen werden. Mit
Ausnahme einiger Proteine der sekretorischen Granula des Pankreas und des
Adrenalsystems (FOUCHIER et al., 1988; LeBEL und BEATTIE, 1988) ist die Position
aller GPl-verankerten Proteine auf der ZellauBenseite identifiziert worden. Im folgenden
werden einige Beispiele beschrieben, die die Vielfalt verdeutlichen sollen.

Bei den protozoischen Parasiten sind z. B. der Flagellat Gardia lamblia, dessen Oberfla-
chenantigen GP49 (DAS et al., 1991) und die Trypanosomatiden Leishmania major und
Trypanosoma brucei, deren VSGs Uber GPIs verankert sind (BORDIER et al., 1986;
KRAKOW et al,, 1986), bekannt. Zu den intrazellularen Parasiten zahlen Toxoplasma
(TOMAVO et al., 1989) und Plasmodium (BRAUN-BRETON et al, 1988). Auch beim
freilebenden Paramecium (DEREGNAUCORT et al., 1988) wurden Oberflachenantigene
als GPl-verankert identifiziert.

Bei den Trematoden (Saugwirmer) konnten bei Schistosoma mansoni (PEARCE und
SHER, 1989) GPI-verankerte Proteine nachgewiesen werden.

Der Schleimpilz Dictyostelium discoideum (EARLY et al., 1988; STADLER et al., 1989)
weist GPl-verankerte Oberflachenantigene ebenso wie die zu den echten Pilzen
gehdérenden Hefen wie z. B. Saccharomyces cerevisiae (CONZELMANN et al., 1988) auf.
Bei der Fruchtfliege Drosophila findet man u. a. neben der Acetylcholinesterase
(GNAGEY et al, 1987) noch Chaoptin (KRANTZ und ZIPURSKY, 1990), welches
zelltypspezifisch auf Photorezeptorzellen exprimiert wird, und Fasciclin | (MCALLISTER
et al., 1992), beide sind an der Zelladhasion beteiligt.

Beim Tintenfisch konnten zwei unterschiedlich modifizierte GPI-verankerte Glycoproteine
identifiziert werden (WILLIAMS et al., 1988).

Viele Proteine des zentralen Nervensystems sind GPI-verankert, unter ihnen z. B. Thy-1
(TSE et al., 1985), der Rezeptor des ciliaren neurotrophen Faktors (DAVIS et al., 1991),
das Zelladhasionsmolekll N-CAM (neural-cell adhesion molecule, HE et al., 1986) und
das Oligodendrozytenmyelinprotein (MIKOL und STEFANSSON, 1988).



1 Einleitung 3

Ebenso sind einige Prion-Proteine, die an neurodegenerativen Erkrankungen des
Zentralnervensystems wie Scrapie und Creutzfeld-Jakob-Erkrankung beteiligt sind, als
GPIl-verankert beschrieben worden (STAHL et al., 1987; CASHMAN et al., 1990).

Einige GPI-verankerte Proteine gehéren zur Immunglobulinsuperfamilie (WILLIAMS und
BARCLAY, 1988).

Manche Zelloberflachenproteine wie z. B. der humane niedrig-affine 19gG Fcy Rezeptor
Typ Il (FcyRIII=CD16) werden als GPl-verankerte (CD16-l) und als transmembrane
Variante (CD16-11) exprimiert (RAVETCH und PERUSSIA, 1989; GESSNER et al., 1995
a, b; TAMM et al., 1996). Sie werden durch zwei Gene kodiert, die sich nur durch einige
Mutationen voneinander unterscheiden und differentiell in natdrlichen Killerzellen und
neutrophilen Zellen exprimiert werden. Beim neuralen Zelladhasionsmolekiil gehen GPI-
verankerte und transmembrane Variante aus alternativem SpleiBen und entwicklungs-
spezifischer Expression hervor (HEMPERLY et al., 1986).

So wird deutlich, daB die GPI-Verankerung nicht auf eine bestimmte Klasse oder einen
bestimmten Typ von Proteinen beschrankt ist. Sie ist bei membrangebundenen Enzymen
(Alkalische Phosphatase und Acetylcholinesterase, s. 0.) zu finden, bei Rezeptoren wie z.
B. fir die Urokinase (PLOUG et al., 1991), zellspezifischen Antigenen und zellularen
Markern wie CD58 (DUSTIN et al, 1987), CD16 (SELVARAJ et al, 1988), CD14
(SIMMONS et al., 1989) und CD48 (STAUNTON et al., 1989) und Transporten wie dem
Folattransporter (VERMA et al., 1992).

Bislang konnten noch keinerlei GPIl-verankerte Proteine in Bakterien, Algen, héheren

Pilzen und Pflanzen nachgewiesen werden.

1.1.1.2 Funktion

Obwohl inzwischen eine Vielzahl von GPIl-verankerten Proteinen bekannt ist, bleibt die
tatsachliche Funktion des GPI-Ankers noch weitgehend im unklaren.

Die laterale Mobilitat von GPI-verankerten Proteinen zeigt einen bis zu zehnfach héheren
Diffusionskoeffizienten als integrale Membranproteine, wie am Thy-1 Antigen (Nagetier),
in lymphoiden Zellen und Fibroblasten (ISHIHARA et al., 1987) und fur DAF auf Hela-
Zellen (THOMAS et al., 1987) gezeigt werden konnte.

Die bessere Mobilitédt im Vergleich zu transmembran verankerten Oberflachenproteinen
spielt sicherlich auch eine Rolle bei der Bedeutung der GPI-Verankerung als Sortiersignal
zur apikalen Oberflache von polarisierten Endothelzellen (LISANTI et al, 1989, 1990;
BROWN et al., 1989).
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Die Komplexbildung von GPl-verankerten Oberflachenproteinen mit Tyrosinkinasen lie3
schon frih eine Beteiligung an Signaltransduktionsvorgédngen vermuten (STEFANOVA et
al., 1991). In einigen Fallen konnte eine Beteiligung GPIl-verankerter Proteine an
Signaltransduktion nachgewiesen werden, wie z. B. Tyrosinphosphorylierung von zellu-
laren Proteinen nach Stimulierung von T-Lymphozyten mit Schwermetallverbindungen
(PU et al, 1995). CINEK und HOREJSI (1992) zeigten nicht-kovalent gebundene
Komplexe aus GPI-gebundenen Oberflachenproteinen wie CD55, CD59, CD48 und CD52
mit Tyrosinkinasen. Sie vermuteten eine Beteiligung der Glycoproteine an der
Zellaktivierung. Der eigentliche Mechanismus bei der Beteiligung an Signaltransduktions-
vorgangen bleibt aber weiterhin ungeklart, eben weil keine in das Zellinnere reichende
Proteindoméane vorhanden ist.

WHITLOW et al. (1993) zeigte eine Beteiligung von GPIl-verankerten Proteinen bei der
Vesikelbildung von Erythrozyten, Thrombozyten und B-lymphoblastoiden Zellen. Er
beschrieb eine bis zu 90 % verminderte Bildung von Vesikeln in den jeweiligen GPI-

negativen Zellen im Vergleich zu den entsprechenden positiven Zellen.

Das VSG ermdglicht den Trypanosomen, der Immunantwort des infizierten Wirtes zu
entgehen. Durch einen die auBere Trypanosomenmembran umgebenden Mantel von
dicht gepackten VSGs wird die Penetration von Makromolekiilen des Wirtes unmdglich
gemacht (CROSS, 1990).

Bei Plasmodium falciparum ermdglicht die GPI-Verankerung und die damit verbundene
Abspaltbarkeit durch die PI-PLC die Regulation einer Protease (p76), deren proteo-
lytische Aktivitat erst im I6slichen Zustand einsetzt (BRAUN-BRETON et al., 1988).

1.1.2 Struktur

Die Struktur des GPI-Anteils der VSG von Trypanosomen wurde erstmals von
FERGUSON et al. (1985) beschrieben. Kurz darauf wurden seine Beobachtungen von
anderen Forschern, die viele Strukturen von Saugetier- und parasitaren GPIs studierten,
bestatigt (FERGUSON und WILLIAMS, 1988; HOMANS et al, 1988; LOW, 1989;
CROSS, 1990; ENGLUND, 1993).

Trotz der Vielfalt der Organismen, in denen GPI-Anker gefunden wurden, und der
verschiedenen Funktionen der verankerten Proteine, ist die Kernstruktur aller bekannten
GPI-Anker weitgehend konserviert (Abb. 1.1). Durch ein Lipid, welches Uber eine

Phosphodiesterbindung an myo-Inositol gebunden ist, wird die Verankerung in der
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Zellmembran bewerkstelligt. Der Lipidanteil kann bei verschiedenen Ankern unter-
schiedlich sein. So besteht er z. B. aus Dimyristolglycerol beim Trypanosomen-VSG
(FERGUSON et al., 1985a, b), aus 1-Alkyl-2-Acyl-Glycerin bei der menschlichen Erythro-
zyten-Acetylcholinesterase (ROBERTS et al., 1988) und einer Oberflachenprotease von
Leishmania (SCHNEIDER et al., 1990) oder Ceramid wie bei Dictiostelium discoideum
(STADLER et al., 1989). Als Variation ist bei einigen Ankern aus Hefe und Saugetier die
Acylierung des Inositolringes Uber Veresterung an der 2-Hydroxy-Gruppe beobachtet
worden, die die Struktur resistent gegen Hydrolyse durch bakterielle phosphatidylinositol-
spezifische Phospholipasen macht (SIPOS et al.,, 1994; FERGUSON, 1992; URAKAZE,
1992; MAYOR et al,, 1990). Die Hydrolysierbarkeit der Bindung zwischen dem Inositol
und dem Phospholipidrest durch die eukaryotische PI-PLD wird dadurch nicht
beeintrachtigt (DAVITZ et al., 1989).

An das Inositol ist Glucosamin Uber eine a1-6 glycosidische Bindung gekoppelt. Drei
Mannose-Molekile sind nacheinander an das Glucosamin gebunden und bilden ein
lineares Trisaccharid, an dessen terminale Mannose Uber eine Phosphodiesterbindung
Phosphoethanolamin gebunden ist. Bei Saugetierzellen wurden weitere Phospho-
ethanolaminmolekile an der ersten und zweiten Mannose gefunden (PUOTI et al., 1991;
PUOTI und CONZELMANN, 1992, 1993). Das zu verankernde Protein ist Uber eine
Amidbindung mit der a-Carboxylgruppe der C-terminalen AS an das Phosphoethanolamin

gebunden.
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Abb. 1.1: A: Universelle Grundstruktur eines typischen GPI-Ankers. Ry und R, stehen fiir die
variablen Fettsauren. B: Schematische Darstellung des GPI-Ankers. GPI-PLD: Schnittstelle fiir die
eukaryotische glycosylphosphatidylinositol (GPI) - spezifische Phospholipase D (PLD); PI-PLC/GPI-
PLC: Schnittstelle fiir die bakterielle phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase C (PLC) bzw.
die eukaryotische GPI - spezifische PLC; Ins: Inositol; P: Phosphat; GlcN: Glucosamin; Etn:

Ethanolamin; Man: Mannose.
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Der GPI-Kern kann zusétzlich mit Karbohydraten und Phosphoethanolaminen versehen
sein, die mit den angehangten Proteinen und den Geweben bzw. Organismen, in denen
sie exprimiert werden, variieren. So wurden Modifikationen mit Mannose, Glucose,
Galactose, N-Acetylgalactose, N-Acetylneuraminsdaure und  N-Acetylglucosamin
beschrieben (STEVENS, 1995). In Abb. 1.2 sind schematisch die Strukturen fir das
trypanosomale VSG (FERGUSON et al, 1988), das Thy-1-Glycoprotein aus dem
Rattenhirn (HOMANS et al., 1988) und die erythrozytdre humane Acetylcholinesterase
(ROBERTS et al., 1988) vergleichend dargestellt. Fir eine kleine Fraktion des AChE-
Ankers beschrieben DEEG et al. (1992) ein weiteres, an der zweiten Mannose

verestertes, Phosphoethanolamin.

Asp Gly

Membran %

Abb. 1.2: Schematischer Vergleich der Strukturen dreier GPI-Anker. VSG, variantes
Oberflachenglycoprotein von T. brucei; AChE, erythrozytdre humane Acetylcholinesterase; Thy-1,
Aktivierungsantigen auf murinen T- und Hirnzellen; Ins: Inositol; P: Phosphat; GlcN: Glucosamin;
Etn: Ethanolamin; Man: Mannose; NAc-Gal: N-Acetylgalactosamin; Gal: Galactose. Modifiziert nach
CROSS (1990).



1 Einleitung 8

1.2 Die GPI-Anker-Biosynthese

Der GPI-Anker wird durch die aufeinanderfolgende Addition von Karbohydraten an
Phosphatidylinositol (Pl) synthetisiert (Abb. 1.3). Die erste Reaktion ist die Ubertragung
von N-Acetylglucosamin (GIcNAc) auf Pl. Der Donor fir das GIcNAc ist UDP-N-
Acetylglucosamin (DOERING et al., 1989). Das entstandene GlIcNAc-PI wird rasch zu
GlIcN-PI deacetyliert (STEVENS und RAETZ, 1991; SUGIYAMA et al., 1991; HIROSE et
al., 1991). Die Deacetylierung wird durch einen noch unbekannten Mechanismus durch
die Anwesenheit von GTP stimuliert (STEVENS, 1993). Bei einigen Ankervorlaufern von
Hefen und Saugern erfolgt jetzt eine zusatzliche Acylierung des Inositols (COSTELLO
und ORLEAN, 1992; URAKAZE et al., 1992). Nacheinander werden dann drei Mannosen
(iber unterschiedliche Bindungen ibertragen (Struktur sieche Abb. 1.1). Die Ubertragung
erfolgt vom Mannose-Donor Dolichol-Phosphoryl-Mannose (Dol-P-Man) (MENON et al.,
1990; DeGASPERI et al., 1990). SchlieBlich wird das Phosphat des Phosphoethanol-
amins von Phosphatidylethanolamin an die terminale Mannose des Grundgerustes
angehangt (MENON et al., 1993). Die zusatzliche Addition von Phosphoethanolamin bei
eukaryotischen Ankern an die Mannose-Molekile 1 und 2 kann zum Schluf3 oder direkt
nach der Mannosebindung erfolgen (KAMITANI et al., 1992; HIROSE et al., 1992a,
1992b).

Unter Einbeziehung des Amins des endstandigen Phosphoethanolamins wird mittels einer
Peptidbindung das zu verankernde Protein an dessen C-Terminus angeknipft. Die
unreife Form eines typischen zu verankernden Proteins besitzt ein hydrophobes N-
terminales Signalpeptid, welches das Polypeptid in das Innere des ERs dirigiert. Das
Signalpeptid wird dort durch eine (NH.-terminale-) Signalpeptidase entfernt. Eine zweite
hydrophobe Signalpeptiddomane befindet sich am COOH-Terminus, die ebenfalls
wahrend der Prozessierung entfernt wird. Durch eine Transamidase wird an den
neuentstandenen COOH-Terminus (die m-Position) der GPI-Anteil geknipft (BERGER et
al., 1988; AMTHAUER et al., 1993; KODUKULA et al., 1993).
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Dol-P-Man  PtdEtn

Acetat Dol-P-Man
UDP-GIcNAc ?

©

"Flip-Flop"

g Phosphatidylinositol O Mannose

Q Glucosamin 00) Phosphoethanolamin

Abb. 1.3: Schematische Darstellung der GPI-Anker Biosynthese. Der ,Flip-Flop” - der Wechsel des
Anker-Vorlaufers von der zytoplasmatische Seite ins Innere des endoplasmatischen Retikulums -
erfolgt zwischen der Deacetylierung und der Proteinaddition. Der exakte Zeitpunkt ist nicht bekannt.
PtdEtn: Phosphatidylethanolamin

Zur Beantwortung der Frage nach den an der GPI-Biosynthese beteiligten Proteinen
waren eine Reihe von Zellinien hilfreich, die negativ fir GPI-verankerte Proteine sind.
Diese Thy1-negativen murinen Lymphommutanten werden in Komplementationsgruppen
(A, B, C, D, E, F und H) eingeteilt, die nach somatischer Zellfusion untereinander in jeder
Kombination wieder eine Expression des GPIl-verankerten Thy1-Moleklls zeigen. Somit
besitzen die verschiedenen Komplementationsklassen unterschiedliche Defekte in der
GPI-Biosynthese (HYMAN, 1985, 1988). Bis auf die Klasse D-Zellen synthetisieren alle
anderen Gruppen das Thy-1-Protein. Die Untersuchung der intrazellularen GPI-
Intermediate zeigte, daB die Zellen der Klassen A, C und H weder GIcNAc-PI noch GlcN-
Pl synthetisieren (STEVENS und RAETZ, 1991; SUGIYAMA et al., 1991). Dadurch wurde
deutlich, daB an diesem ersten Anker-Syntheseschritt mindestens drei verschiedene
Genprodukte beteiligt sein missen. In den Klasse E-Zellen wird kein Dol-P-Man, der
Donor fir die Mannose-Molekile synthetisiert (LEMANSKY et al., 1991). Klasse B-Zellen
haben einen Defekt bei der Addition des dritten Mannoserestes und in Klasse F-Zellen
wird kein EthN-P auf die dritte Mannose des Ankers Ubertragen (SUGIYAMA et al., 1991).
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1.3 Die paroxysmale nachtliche Hamoglobinurie - ein GPI-
Synthesedefekt

Als eigenstandige Krankheit wurde die paroxysmale néchtliche Hamoglobinurie (PNH)
erstmals von STRUBING im Jahre 1882 beschrieben. Er vermutete schon damals eine
Stérung in der Blutbildung mit einhergehender intravaskularer Lyse der Erythrozyten.
Inzwischen stellt sich die PNH als komplexes hamatologisches Krankheitsbild dar, dessen
Merkmale chronische oder schubweise auftretende intravaskuldre Hamolysen sind.

Der klassischen Diagnose der PNH mit dem Saurehamolysetest (HAM, 1937) liegt
zugrunde, dal3 Erythrozyten von PNH-Patienten in einem angesauerten autologen Serum
lysiert werden. Ursache dafir ist eine Saureaktivierung der Komplementproteine aus dem
autologen Plasma (HANSCH et al., 1983; NICHOLSON-WELLER et al., 1985). An den
Membranen der PNH-Erythrozyten bilden sich, unabhangig von den frihen Komponenten
des Komplementsystems, C5b-6-Komplexe, die gemeinsam mit den Komponenten C7,
C8 und C9 die Lyse verursachen (HANSCH et al., 1987)(Abb. 1.4).

Abb. 1.4: Schematische Dar-
stellung der Erythrozyten-
membran a) eines normalen
C9 Erythrozyten und b) eines
Erythrozyten eines  PNH-
Patienten. DAF: Decay
accelerating facor; MIRL:
Membrane inhibitor of
reactive lysis. Fehlen die GPI-
verankerten Moleklle CD55
und CD59 wie in b), kommt
es zu einer Aktivierung der
Komplementkaskade und zur
Ausbildung von  lytischen
Komplexen (modifiziert nach
Schubert und Schmidt, 1992).

lytischer Komplex

g (Poly-Cgﬂna%
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Auch der Nachweis der PNH mit dem sog. Zuckerwasser- oder Sucrose-Test flihrt zur
Lyse der Erythrozyten durch Adsorption von Komplementproteinen an die Zellmembran in
einem Medium mit geringer lonenstarke (HARTMANN und JENKINS, 1966).

Erst im letzten Jahrzehnt wurde die Ursache filr die paroxysmale nachtliche
Hamoglobinurie (PNH) entdeckt - das Fehlen GPl-verankerter Zelloberflachenproteine auf
den vom Knochenmark abstammenden Zellen des hamatopoetischen Systems (DAVITZ
et al., 1986; SELVARAJ et al., 1987; HUIZINGA et al., 1987; ROSSE, 1990; SCHUBERT
et al., 1990 und 1991). Die priméare Ursache flr eine erhéhte Sensitivitat der Erythrozyten
gegendber dem homologen Komplement wurde einer Reihe von fehlenden GPI-
verankerten  komplementregulatorischen  Zelloberflachenproteinen  zugeschrieben
(NICHOLSON-WELLER et al., 1985). Aufgrund der Beobachtung eines Patienten mit
einem genetischen CD59-Defektes, der die Symptome der PNH aufwies, liegt es nahe,
dafB das CD59-Molekil entscheidend in der Komplementreaktion ist (YAMASHINA et al.,
1990). Mittels DurchfluBzytometrie, bei der Antikérper gegen GPl-verankerte Proteine
verwendet wurden, konnten von SCHUBERT et al. (1991) eine Korrelation zwischen dem
Anteil GPI-defizienter Zellen und dem von im herkdbmmlichen Hamolysetest lysierbarer
Zellen gezeigt werden. Die DurchfluBzytometrie ermdglichte neben der Analyse der
Erythrozyten auch die der Gbrigen Zellen des peripheren Blutes und ersetzt so immer
mehr die klassischen Hamolysetests zur PNH-Diagnostik (van der SCHOOT et al., 1990;
PLESNER et al.,, 1990; SCHUBERT et al.,, 1991) und zur Diagnose bei Patienten mit
aplastischer Anamie, von denen etwa 30 - 40 % einen GPI-Verankerungsdefekt auf-
weisen (SCHUBERT et al., 1994). Bei der PNH-Diagnose mittels Immunfluoreszenz wird
die Expression des CD48-Antigens (Blast-1-Antigen; YOKOYAMA et al., 1991; KORINEK
et al, 1991; VAUGHAN et al, 1991) auf Lymphozyten und Monozyten untersucht
(KNAPP et al., 1989), auf Monozyten, Granulozyten und Erythrozyten die Expression von
CD55 (DAF-Decay accelerating factor;, MEDOF et al., 1986), auf Lymphozyten,
Granulozyten und Erythrozyten CD59 (MIRL-Membrane inhibitor of reactive lysis,
HOLGUIN et al., 1990) und CD16 auf Granulozyten (FCyRIIl, SELVARAJ, 1988).

Bei PNH-Patienten findet man neben einem erhéhtem Risiko flir vendse Thrombosen und
Eisenmangelanamie auch eine Tendenz zu Infektionen, eine Assoziation mit der
aplastischen Anamie (AA) und eine erhdhte Inzidenz von myeloischer Leukdmie (LEWIS
und DACIE, 1967; ROSSE und PARKER, 1985; DEVINE et al., 1987; BLAAS et al., 1988;
ROTOLI und LUZZATTO, 1989).
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Die Tatsache, daB allen hamatopoetischen Zellpopulationen bei betroffenen Personen
eine GPI-Defizienz nachzuweisen ist (klonale Ausbreitung) und keinerlei Hinweise auf
eine Vererbung oder andere verwandtschaftliche Zusammenhange vorliegen, lie3 die
Vermutung aufkommen, dal3 es sich bei der PNH um eine durch somatische Mutation

verursachte Krankheit handelt, bei der pluripotente Stammzellen betroffen sind.

Der Defekt in der GPI-Biosynthese bei der PNH konnte durch biochemische Analyse der
GPI-Ankermediate aus Zellen von PNH-Patienten fiir die Ubertragung von GlcNAc auf Pl
festgelegt werden (ARMSTRONG et al,, 1992; HIDAKA et al., 1993; HILLMEN et al.,
1993; TAKAHASHI et al., 1993; NORRIS et al., 1994). Durch Zellfusionsexperimente von
defizienten Zellinien (aus PNH-Patientenzellen generiert) mit oben erwdhnten Thy1-
Mauslymphommutanten konnte gezeigt werden, daB3 der Defekt bei der Ubertragung von
GIcNAc auf PI liegt. Das fur die PNH verantwortliche Gen, PIG-A (fiir Phosphatidyl-
inositolglykan der Komplementationsklasse A), wurde durch Expressionsklonierung von
MIYATA et al. (1993) isoliert. Bei allen bisher untersuchten PNH-Patienten konnten
Mutationen im PIG-A-Gen als Ursache far ein gar nicht oder nur funktionsuntiichtiges
exprimiertes PIG-A-Protein nachgewiesen werden (TAKEDA et al,, 1993; BESSLER et
al., 1994a, b, d; MIYATA et al., 1994; OSTENDORF et al., 1995; WARE et al., 1994). Die
nachgewiesenen Mutationen zeigten eine gro3e Heterogenitat vom Basenaustausch bis

hin zu Deletionen und Insertionen von einem bis mehreren Nukleotiden.

1.4 Das PIG-A-Protein

Die komplette fur das humane PIG-A-Protein kodierende PIG-A-cDNA besteht aus 3589
bp (Abb. 1.5). Die Lokalisation des Genes an der chromosomalen Position Xp22.1 wurde
von TAKEDA et al. (1993) beschrieben. Das gesamte Gen umfafit etwa 17 kb und enthalt
sechs Exons, von denen allerdings nur finf kodierende Information enthalten (BESSLER
et al.,, 1994c; IIDA et al., 1994). Die genomische Organisation ist in Abb. 1.6 schematisch
dargestellt. Zuséatzlich wurde von BESSLER et al. (1994c) ein intronloses PIG-A-
Pseudogen (y PIG-A) mit einer 91 %igen Sequenzhomologie beschrieben. Es wurde auf
Chromosom 12 an Position 12g21 lokalisiert. Im Vergleich mit der PIG-A-cDNA enthalt
das Pseudogen zwei Leserasterverschiebungen und zwei Terminationskodons, das
langste offene Leseraster mit Homologie zu PIG-A kodiert fir nur 236 Aminosauren.
PIG-A wird vermutlich nicht transkribiert, da auch in GPI"-Zellen keinerlei y PIG-A-mRNA
durch reverse Transkriptase/Polymerasekettenreaktion nachgewiesen werden konnte

(BESSLER et al., 1994c; OSTENDORF, Dissertation, 1995).
10 20 30 40 50 60
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Abb. 1.5:

ACTGGCGGCC
GAACTGATGT
TGCCTCAGCT
CCATAATATA
CATTTACCAG
TGCTTATGGA
GCCTCTGAAA
GCTCAGGTAC
TGCTATGGCC
GGACCATTCC
CGTGTCTCTT
TGTACTAAGA
TACTGACTTC
CAGACTTGTT
GAAATATCCA
AGAAGTTCGG
CAAGGATGTT
AGCATTCTGC
AGTTGGTGGA
AAAATCTTTG
AGCTCCAGAA
AAGAACTGAA
ACTGGACAGA
AGTTTTCAAC
TGTTGCAATA
AAGAGGGGGT
ATTTTAAACA
TTTTTGTTTT
CTGTTGAGGA
TAAAATTTAG
CCCTGTAGCA
CGTTTTCTGG
TTTACAAGTT
TATACATTTA
TGTTACATGT
GAACCCCTGC
GCATTCACTC
GATCAATATC
ACACACTACT
AGTTGTGTTT
TAGTGCAGAG
GTGTTTTCTG
TTTAATGTAA
GTGCAAAAGG
AACAGTCTTT
TTTAACCCCA
GTGAGAAAAG
TGACAGTGTT
CTTTTTAAAA
GTTTTGTTTG
GTTTTGTTGG
CATAGAAACT
ACTGTAATAT
CTTATATTTT
AGATGGAAAT
ATTATTTTCC
CAACCTTTCT
CATTGCTCTA
TGAAAAATAT
TTAAAACATG

ATGGAACTCA
CTAAACCGTC
ACACTCTCTC
TGCATGGTAT
CTCTCTCAGT
AATCGAAAAG
GTCATGTACA
ATATTTGTTC
CATGATGCTC
CTTTTTGGAT
TGTGATACAA
GCAGCACTGA
ACTCCAGACC
TACAGAAAAG
GATTTAAATT
GAAAGATACC
AGAAATGTCT
ATGGCGATCG
ATTCCTGAGG
TGTGAAGGAT
AACATCCATA
AAGGTATATG
CTTATTTCTC
TTCCTCTTCC
GATGCCACTG
GAGAATAATG
TTTGTAATAG
TTTAGAGTTA
AAGATAAAAA
GAGAGAACAT
GAGATGTTTT
GCATTTTTTG
TTCTTTAGGG
TTAGGAATCT
AATTAACAGG
TCTGTGTAGA
TTTGTTTACC
CAACATGCCA
AGTACTTTGT
GTGAAGGTAT
AAACCCTCCA
AGCAGAATGT
GTCACTCCCC
CTTTACTTCA
GTGGGTGGAT
AATTATCCAC
GACTGTGAAT
GTGATTCTGT
AATAACATGC
TACTAAAATG
AGAAAAATGG
CACATATAAA
TTGGCCATTA
TGCTTAATTT
AAGATCTAAA
TTTTTTTTTA
GGATACCTTA
CCCTGCTACT
ATTGTATTTC
CTACATGTCC

CCGGTAATAG
TCAGCATGGC
GGGTTAGCCC
CTGACTTTTT
GCCTGATTGA
GCATCCGTTA
ACCAGTCTAC
GGGAGAGAGT
TCTTCCACGC
TTGCTGATGT
ACCACATCAT
ATCCTGAAAT
CATTTAGAAG
GGATCGATTT
TCATAATTGG
AGCTGCATGA
TAGTTCAAGG
TGGAAGCAGC
TGCTTCCAGA
TGGAAAAGGC
ACATAGTAAA
ACCGGGTATC
ACTGCGGCCC
TCATTTTCTT
GGCCACGGGG
AGATATCTGA
TTCTATAAAG
ATTTAGTAAG
TGTATGCAAT
TTAAGCCACT
AACATTATAT
GCCAGTTTTT
GAACTACAAC
AAATCATGTC
TTCCTTGAGT
ATGTTGAACT
ATTCAAATGG
AAAATGCTCA
TCCTGTTGTA
TTTTTGCTTT
CATTTTTCAG
ACGAGGTGTG
TTCACTGTGG
GAATGGTTTA
GTTATTAACT
ATGGTGTGTA
TCAAAACAAT
ATAGGATTTT
CTATTAACTG
CAAAAGCAAG
ACTGATCTTT
CATGAAATAA
TTCTATTCAA
TTTTAAATTG
GTTAGTTGCC
ACAAATGGAA
ATTGTAACTG
TAGTTGATTT
TTTTGATGTT
AAAAATAAAG

AGGACACATC
CTGTAGAGGA
TGGAAGTCTT
CTACCCAAAT
AAGAGGGCAT
CCTCACCAGT
AGCCACGACC
CACGATAATC
CAAGACAATG
CAGCTCGGTG
TTGTGTGTCT
AGTGTCCGTC
GCATGATAGT
GCTTAGTGGT
AGGAGAGGGA
CAGGGTGCGT
ACATATTTTT
CAGTTGTGGT
AAACCTTATT
TATTTTCCAA
GACTTTCTAC
AGTGGAAGCT
AGTAACAGGC
GAGATGGATG
TGCCTGGACT
AACCAGGTAG
ACTATGGAAA
TTATGCTACC
TCCTGAGTGT
CAGGTATGCA
TTTGAGAGCT
AATGTAACAC
AATTATATGA
TTTGAACATT
AAGATAGTCC
AGATGCTTCC
CTTACTTCAT
TGCCAGTTAA
TGCATTCTCC
TTAAATACTG
TGCATAATTG
CCATCCCAAA
CCTCGCTGAT
TTTATAGCAA
GTCATTGTTG
TTATGAATTC
AAGGCACTTG
TAAAAATGAC
GTTGCACTGA
AGTGCAATTT
AAACTATTCA
ACAGTGCCAG
CAGGTTTTAG
TCATTTAATT
TTTGCCTGTA
GTAAATTTGT
TCAGTTTGCA
TAAAGTGAAT
TCAAAAGGTT
ACCAGAATGA

TCTTAACTGG
GGAGCTGGGA
TACACATGTA
ATGGGAGGCG
AAGGTTATAA
GGCCTCAAAG
CTCTTTCACA
CATTCACATA
GGGCTTCAGA
CTTACAAACA
TATACTAGTA
ATTCCTAATG
ATAACTATTG
ATAATACCTG
CCAAAGAGAA
CTTTTGGGAG
CTGAATACCT
TTACAGGTTG
ATTTTATGTG
CTGAAGTCAG
ACCTGGAGGA
GTGTTGCCAA
TACATCTTTG
ACTCCAGATT
AATAACTATT
AAGGAAGCCT
ATAACCTTGC
TCTATATCAT
AGAAACTTCT
ATTTTTCAGA
TTGGGTGCTG
CATTAGACAC
ACTGTTTTAT
TATTAGGTTC
ATCAGTTACC
CGCCATTAAG
CATAATTGTG
TGCCAGGAAA
TAGGTAGAGC
GGGACCGATA
AGTTTTCTAT
ACCAGCTGCT
GTCTGATAAG
ACTAAGTTGA
TTGCCCAGAG
TTTGAACTCT
TGGGTGCACT
AACATTCACA
TATAAAAGAA
TTAAAATCTA
GTCTTACTGG
TATTCATAGG
AGGCATGCCA
CTTAAACTGT
AAACATGTGA
TTCACGTAAA
CTGGTCGGTA
TTACAGTGAT
GCCTATGAAA
CATTTTGAT

GTTGCTCTAA
ATGGCCACCG
GAACCCGTAC
TGGAAAGCCA
TTGTCACCCA
TCTATTACTT
GTCTGCCATT
GTTCTTTTTC
CAGTCTTCAC
AGCTTCTAAC
AGGAAAATAC
CTGTAGATCC
TTGTTGTCAG
AACTCTGTCA
TCATTTTGGA
CTTTAGAACA
CCCTTACTGA
TAAGTACCAG
AGCCTTCAGT
GGACATTGCC
ATGTTGCAGA
TGGACAAACG
CTTTGTTGGC
CTATCATTGA
CTCACAGTAA
AGATTGTAAG
TTTTGGGGGG
TCAATATTTT
TGCACTTATT
CTACTGAAAT
AAGGGCCAAA
TCACCAGATG
ATCATGTTCA
ACTCAGTAGG
AGCACATTTT
GACCAGGGGT
GTTGATATGA
AAAATCACCG
CTCCATCTTC
TCACTGTTGA
AAATGCCTTC
ACCCTGTCCT
TATTGTCAGT
AAATTTTAGA
CCATGGGTTT
TAAGGTTTTT
ACATAGATTC
AAATTTATTA
ATATATTTGT
GAAGTTAGGG
GATTTTTATG
AAAGTGAGAA
CCATTTTTTC
CATTTATTTG
TTTGCAAATT
TCTTAATTTT
TATGGAAACA
GAGAAATTTG
AACTGATTTG

Die PIG-A-cDNA-Sequenz (MIYATA et al., 1993: Accession Number D11466, GenBank).
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PIG-A GEN 1Kkb

Exon 345 6

I  —

PIG-A cDNA

i
|
|

1 kb

Abb. 1.6: Schematische Darstellung der genomischen Organisation des PIG-A-Gens. Translatierte

Bereiche sind weif3 (kodierende Region); nicht-translatierte Exonbereiche sind schwarz ausgefullt
(BESSLER et al., 1994c; IIDA et al., 1994).

Ab Position 86 der PIG-A-cDNA beginnt ein offenes Leseraster (ORF, ,open reading

frame®), das flr ein voraussagbares Protein von 484 Aminosauren kodiert (Abb. 1.7).
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1
ATG GCC TGT AGA GGA GGA GCT GGG AAT GGC CAC CGT GCC TCA GCT ACA CTC TCT CGG GTT AGC CCT GGA
Met-Ala-Cys—-Arg-Gly-Gly-Ala-Gly-Asn-Gly-His-Arg-Ala-Ser—-Ala-Thr-Leu-Ser-Arg-Val-Ser-Pro-Gly

70
AGT CTT TAC ACA TGT AGA ACC CGT ACC CAT AAT ATA TGC ATG GTA TCT GAC TTT TTC TAC CCA AAT ATG
Ser-Leu-Tyr-Thr-Cys—-Arg-Thr-Arg-Thr-His-Asn-Ile-Cys-Met-Val-Ser-Asp-Phe-Phe-Tyr-Pro-Asn-Met

139
GGA GGC GTG GAA AGC CAC ATT TAC CAG CTC TCT CAG TGC CTG ATT GAA AGA GGG CAT AAG GTT ATA ATT
Ser-His-Ile-Tyr-Gln-Leu-Ser-Gln-Cys-Leu-Ile-Glu-Arg-Gly-His-Lys-Val-Ile-Ile-Val-Thr-His-Ala

208
GTC ACC CAT GCT TAT GGA AAT CGA AAA GGC ATC CGT TAC CTC ACC AGT GGC CTC AAA GTC TAT TAC TTG
Tyr-Gly-Gly-Gly-Val-Glu Asn-Arg-Lys-Gly-Ile-Arg-Tyr-Leu-Thr-Ser-Gly-Leu-Lys-Val-Tyr-Tyr-Leu

2717
CCT CTG AAA GTC ATG TAC AAC CAG TCT ACA GCC ACG ACC CTC TTT CAC AGT CTG CCA TTG CTC AGG TAC
Pro-Leu-Lys-Val-Met-Tyr-Asn-Gln Ser-Thr-Ala-Thr-Thr-Leu-Phe-His-Ser-Leu-Pro-Leu-Leu-Arg-Tyr

346
ATA TTT GTT CGG GAG AGA GTC ACG ATA ATC CAT TCA CAT AGT TCT TTT TCT GCT ATG GCC CAT GAT GCT
Ile-Phe-Val-Arg-Glu-Arg-Val-Thr-Ile-Ile-His-Ser-His-Ser—-Ser-Phe-Ser-Ala-Met-Ala-His-Asp-Ala

415
CTC TTC CAC GCC AAG ACA ATG GGG CTT CAG ACA GIC TTC ACG GAC CAT TCC CTT TTT GGA TTT GCT GAT
Leu-Phe-His-Ala-Lys-Thr-Met-Gly-Leu-Gln-Thr-Val Phe-Thr-Asp-His-Ser-Leu-Phe-Gly-Phe-Ala-Asp

484
GTC AGC TCG GTG CTT ACA AAC AAG CTT CTA ACC GTIG TCT CTT TGT GAT ACA AAC CAC ATC ATT TGT GTG
Val-Ser-Ser-Val-Leu-Thr-Asn-Lys—-Leu-Leu-Thr-Val-Ser-Leu Cys-Asp-Thr-Asn-His-Ile-Ile-Cys-Val

553
TCT TAT ACT AGT AAG GAA AAT ACT GTA CTA AGA GCA GCA CTG AAT CCT GAA ATA GIG TCC GTC ATT CCT
Ser—-Tyr-Thr-Ser-Lys—-Glu-Asn-Thr-Val-Leu-Arg-Ala-Ala-Leu-Asn-Pro Glu-Ile-Val-Ser-Val-Ile-Pro

622
AAT GCT GTA GAT CCT ACT GAC TTC ACT CCA GAC CCA TTT AGA AGG CAT GAT AGT ATA ACT ATT GTT GTT
Asn-Ala-Val-Asp-Pro-Thr-Asp-Phe-Thr-Pro-Asp-Pro-Phe-Arg-Arg-His-Asp-Ser Ile-Thr-Ile-Val-Val

691
GTC AGC AGA CTT GTT TAC AGA AAA GGG ATC GAT TTG CTT AGT GGT ATA ATA CCT GAA CTC TGT CAG AAA
Val-Ser—-Arg-Leu-Val-Tyr-Arg-Lys-Gly-Ile-Asp-Leu-Leu-Ser-Gly-Ile-Ile-Pro-Glu-Leu Cys-Gln-Lys

760
TAT CCA GAT TTA AAT TTC ATA ATT GGA GGA GAG GGA CCA AAG AGA ATC ATT TTG GAA GAA GTT CGG GAA
Tyr-Pro-Asp-Leu-Asn-Phe-Ile-Ile-Gly-Gly-Glu-Gly-Pro-Lys—-Arg-Ile-Ile-Leu-Glu-Glu-Val-Arg Glu

829
AGA TAC CAG CTG CAT GAC AGG GTIG CGT CTT TTG GGA GCT TTA GAA CAC AAG GAT GTT AGA AAT GTIC TTA
Arg-Tyr-Gln-Leu-His-Asp-Arg-Val-Arg-Leu-Leu-Gly-Ala-Leu-Glu-His-Lys—-Asp-Val-Arg-Asn-Val-Leu

898
GTT CAA GGA CAT ATT TTT CTG AAT ACC TCC CTT ACT GAA GCA TTC TGC ATG GCG ATC GTG GAA GCA GCC
Val Gln-Gly-His-Ile-Phe-Leu-Asn-Thr-Ser-Leu-Thr-Glu-Ala-Phe-Cys-Met-Ala-Ile-Val-Glu-Ala-Ala

967
AGT TGT GGT TTA CAG GTT GTA AGT ACC AGA GTT GGT GGA ATT CCT GAG GTG CTT CCA GAA AAC CTT ATT
Ser-Cys—-Gly Leu-Gln-Val-Val-Ser-Thr-Arg-Val-Gly-Gly-Ile-Pro-Glu-Val-Leu-Pro-Glu-Asn-Leu-Ile

1036
ATT TTA TGT GAG CCT TCA GTA AAA TCT TTG TGT GAA GGA TTG GAA AAG GCT ATT TTC CAA CTG AAG TCA
Ile-Leu-Cys—-Glu-Pro Ser-Val-Lys—-Ser-Leu-Cys-Glu-Gly-Leu-Glu-Lys—-Ala-Ile-Phe-Gln-Leu-Lys—Ser

1105
GGG ACA TTG CCA GCT CCA GAA AAC ATC CAT AAC ATA GTA AAG ACT TTC TAC ACC TGG AGG AAT GTT GCA
Gly-Thr-Leu-Pro-Ala-Pro-Glu Asn-Ile-His-Asn-Ile-Val-Lys-Thr-Phe-Tyr-Thr-Trp-Arg-Asn-Val-Ala

1174
GAA AGA ACT GAA AAG GTA TAT GAC CGG GTA TCA GTIG GAA GCT GTG TTG CCA ATG GAC AAA CGA CTG GAC
Glu-Arg-Thr-Glu-Lys—-Val-Tyr—-Asp-Arg-Val-Ser-Val-Glu-Ala-Val-Leu-Pro-Met-Asp-Lys—-Arg-Leu-Asp

1243
AGA CTT ATT TCT CAC TGC GGC CCA GTA ACA GGC TAC ATC TTT GCT TTG TTG GCA GTT TTC AAC TTC CTC
Arg-Leu-Ile-Ser-His-Cys-Gly-Pro-Val-Thr-Gly-Tyr-Ile-Phe-Ala-Leu-Leu-Ala-Val-Phe-Asn-Phe-Leu

1312
TTC CTC ATT TTC TTG AGA TGG ATG ACT CCA GAT TCT ATC ATT GAT GTT GCA ATA GAT GCC ACT GGG CCA
Phe-Leu-Ile-Phe-Leu-Arg-Trp-Met-Thr-Pro-Asp-Ser-Ile Ile-Asp-Val-Ala-Ile-Asp-Ala-Thr-Gly-Pro

1381
CGG GGT GCC TGG ACT AAT AAC TAT TCT CAC AGT AAA AGA GGG GGT GAG AAT AAT GAG ATA TCT GAA ACC
Arg-Gly-Ala-Trp-Thr-Asn-Asn-Tyr-Ser-His-Ser-Lys-Arg-Gly-Gly Glu-Asn-Asn-Glu-Ile-Ser-Glu-Thr

1450
AGG TAG
Arg

Abb. 1.7: Die kodierende Region der PIG-A-cDNA und die dazugehérige voraussichtliche
Aminosauresequenz. Die Aminosaduresequenz wurde mit dem Computerprogramm ,PC/Gene”
nach dem universellen genetischen Code erstellt. Die Position 1 entspricht der Position 86 der
gesamten PIG-A-cDNA (Abb. 1.5).
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1.5 Zielsetzung

Die paroxysmale néachtliche Hamoglobinurie zeichnet sich durch das Fehlen GPI-
verankerter Oberflachenmolekile auf hamatopoetischen Zellen des peripheren Blutes
aus. Es konnte gezeigt werden, daB3 die Ursache fir diese Defizienz in einem Defekt in
der GPI-Ankerbiosynthese liegt, und zwar in der Ubertragung von GlcNAc auf Pl. An
diesem sehr frihen Syntheseschritt ist u. a. das PIG-A-Protein beteiligt, und im Falle der
PNH konnten Mutationen im PIG-A-Gen, die die Expression eines funktionstiichtigen

Proteins nicht mehr zulassen, als verantwortlich fir den Defekt identifiziert werden.

Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung des PIG-A-Proteins. Es
sollten grundsétzliche Erkenntnisse zur GPI-Biosynthese und der Rolle des PIG-A-
Proteines bei dieser gewonnen werden. Im Vordergrund stand dabei die Konstruktion
geeigneter Expressionssysteme fir das PIG-A-Protein und die Entwicklung einer
Methode zum Nachweis des Proteines. Damit sollte insbesondere die Untersuchung der
intrazelluldren Lokalisation gegeben sein. Des weiteren sollten Mdglichkeiten einer
Aufreinigung und der Isolation des Proteines untersucht werden, die Hinweise auf die

Beteiligung an einem bei der GPI-Synthese beteiligten Enzymkomplex liefern.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Zellinien

Die EBV-transformierten B-lymphoblastoiden Zellinien JY und JY5 (PIG-A-defizient)
wurden von der Arbeitsgruppe Springer (Harvard Medical School, Boston) zur Verfligung
gestellt.

2.1.2 Bakterienstamme

E. coli XL1-Blue (Stratagene)
Genotyp: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F'proAB laqldZAM15
Tn10(Tet")]

E. coli Top10 (Invitrogen) (GRANT et al., 1990)

Genotyp: F', mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80/acZAM15 AlacX74 deoR recA1 araD139 A
(ara-leu)7679 gall gaK rspL(Str?) endA1

E. coliMC1061/P3 (Invitrogen) (CASADABAN und COHEN ,1980; SEED, 1987)

Genotyp: F~, hsdR(r., m¢*,) araD139 A( araABC-leu)7679 gall gaK A lacX74 rpsL thi
merB {P3: Kan" Amp' (am) Tet" (am)}

E. coli JM109 (Invitrogen) (YANISCH-PERRON et al., 1985)

Genotyp: F'{traD36 proAB™ lacl® lacZAM15} endA1 recA1 hsaR17 (r.", mc™ ) supE44 thi-1
gyrA96 relA1 A(lac-proAB)

2.1.3 Chemikalien

Alle im folgenden nicht aufgefiihrten Chemikalien und Lésungsmittel wurden von den

Firmen Merck, Darmstadt und J.T. Baker, Deventer, Holland, in p.A.-Qualitat bezogen.

Adenosintriphosphat (ATP) Pharmacia, Freiburg
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Agarose, ultra pure
Ammoniumpersulfat (APS)

Ampicillin

Bromphenolblau

Chloramphenicol
Desoxynukleosidtriphosphate (ANTP)
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dithiothreitol (DTT)

Ethidiumbromid
Ethylenamintetraacetat (EDTA)

Ficoll Separating Solution, Density: 1,077
Fotales Kélberserum

Formamid

Geneticin (G418)

L-Glutamin

Guanidiniumchlorid

Harnstoff

Hygromycin
Isopropyl-B-D-Thiogalactopyranosid (IPTG)
LB Broth Base

LB Agar

B3-Mercaptoethanol

Moviol 4-88

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Penicillin/Streptomycin
n-Propyl-Gallat

Rinderserumalbumin (BSA)

Bio-Rad, Minchen
Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Serva, Heidelberg
Boehringer, Mannheim
Pharmacia, Freiburg
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Seromed, Berlin
Biochrom, Berlin
Fluka, Neu-Ulm
Boehringer, Mannheim
Seromed, Berlin
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Calbiochem, La Jolla
Boehringer, Mannheim
CIBCO, Paisley
CIBCO, Paisley
Sigma, Deisenhofen
Hoechst,

Serva, Heidelberg
Seromed, Berlin
Sigma, Deisenhofen

Serva, Heidelberg
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Rotiphorese Gel 30 und Gel 40
RPMI 1640
Sephadex G-50

Tetracyclin

N,N,N’,N’-Tetramethyl-ethylendiamin (TEMED)

Roth, Karlsruhe
Seromed, Berlin
Pharmacia, Freiburg
Sigma, Deisenhofen

Serva, Heidelberg

2.1.4 Radioaktiv markierte Chemikalien

[a32P] dATP (3000 Ci/mmol)

[2-3H] UDP-N-Acetyl-D-Glucosamin
Tran3S-Label (1000 Ci/mmol)
[a35S] dATP (1000 Ci/mmol)

[2-3H] D-Mannose

2.1.5 Enzyme

Alkalische Phosphatase
DNA-Ligase des Phagen T4
DNAsel

Klenow-Fragment

Taqg Polymerase

Lysozym

Polynukleotidkinase des Phagen T4
Proteinase K
Restriktionsenzyme

Reverse Transkriptase (M-MLV)
RNaseA

RNaseH

Amersham, Braunschweig
NEN, Du Pont, Bad Homburg
ICN, Meckenheim

ICN, Meckenheim

ICN, Meckenheim

Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
GIBCO BRL, Neu-lsenburg
GIBCO BRL, Neu-Isenburg
Promega, Madison

Serva, Heidelberg
Promega, Madison

Sigma, Deisenhofen
GIBCO BRL, Boehringer, Biolabs
GIBCO BRL, Neu-Isenburg
Sigma, Deisenhofen

GIBCO BRL, Neu-Isenburg
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T3-RNA-Polymerase Boehringer, Mannheim

2.1.6 Nukleinsauren

2.1.6.1 Plasmide

pREP7, pREP4, pEBVHis, pcDNAS.1: eukaryontische Expressionsvektoren (Invitrogen)

pPQE-30: prokaryontischer Expressionsvektor (Qiagen)
pFLAG-1 BAP Control Vektor: prokaryontischer Expressionsvektor (Invitrogen)

Die Beschreibung der Expressionsvektoren und der selbst konstruierten Plasmide erfolgt
in den entsprechenden Kapiteln im Methoden- und Ergebnisteil.

2.1.6.2 Oligonukleotide

PIG-A spezifische Oligonukleotide (Primer) fiir PCR und Sequenzierung (A bis G):

Sequenz (5'-3) Homologie mit Eingefihrte
der cDNA an Restriktions-
den Positionen schnittstelle
(nt)*

A GCTCTCTCAGTGCCTGATTGAA 250-271S --

B CATGATGCTCTCTTCCACGCCA 491-512S --

C AGTGTCCGTCATTCCTAATGC 691-711S --

D ACCAGCTGCATGACAGGGTGCG 918-939S --

E TGTGTGAAGGATTGGAAAAGGC 1149-1170S --

F CAGTAACAGGCTACATCTTTGC 1350-1371S --

G CTTTCAGAGGCAAGTAATAGAC 371-350 -

h GGGGTACCAGAACTGATGTCTAAACCG 60-78S Kpn |

i  GTACAGGATCCGCCTGTAGAGGAGGAGCT  g9-106S BamH |

j CAGCGACTCGAGAACTGATGTCTAAACCG  g(.78S Xho |



2 Material und Methoden 21

k GCTGGGTACCATGGACTACAAGGACGACGA g9.101S Kpn | und ,FLAG"
TGACAAGGCCTGTAGAAGGAG Sequenz

|  CCGTCGCTCGAGTCTTACAATCTAGGCTTCC 1543-1561a Xho |

m GACCGGTACCCTAATGATGATGATGATGATG 1502-1537a Kpn | und ,His-
CCTGGTTTCAGATATC Tag*

* Die Positionsangaben beziehen sich auf die komplette PIG-A-cDNA (s. Abb. 1.5)

S sense Primer

a antisense Primer
AuBerdem wurde das Oligonukleotid T3 (Stratagene), 5-ATTAACCCTCACTAAAG-3’, zur

Sequenzierung in pBluescript (+)KS verwendet.

Die Oligonukleotide A bis G wurden am Institut fir Mikrobiologie (MHH) synthetisiert, die
dbrigen Primer wurden von MWG-BIOTECH, Ebersberg geliefert.

2.1.6.3 GroBenstandards

Die Nukleinsdure-GréBenstandards 100 bp-Leiter und 1 Kkb-Leiter wurden von
GIBCO/BRL (Neu-Isenburg) bezogen.

2.1.7 Antikorper

5ES5: erkennt ein klonotypisches Epitop eines T-Zellklones
mit non-MHC-Spezifitat

CD48 MoAk J4.57: Dianova, Hamburg; erkennt das GPI verankerte weit
verbreitete Blast-I Antigen

CD55 MoAk BRIC 110: IBGRL, Bristol; erkennt den Decay Accelerating
Factor, ein auf den Zellen des hamatopoietischen
Systems  weit verbreitetes GPI  verankertes

komplementregulatorisches Protein
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CD59 MoAk BRIC 229:

We6/32:

M5 und M2

DIA 900

Ratte anti-Maus und Ziege anti-

Maus IgG, Peroxidase gekoppelt

Cy3

Ziege anti-Maus IgG, Gold-konjug

Anti-Xpress

IBGRL; Bristol; erkennt den Membrane Inhibitor of
Reactive Lysis, ein ebenfalls auf den Zellen des
hamatopoietischen Systems weit verbreitetes GPI

verankertes Protein

Ein MHC-Klasse | spezifischer Antikdrper, dem 4.
Internationalen Leukozyten Differenzierungs-
Workshop entnommen (KNAPP et al., 1989)

Integra Biosciences, Fernwald; erkennen die ,Flag“-

Sequenz

Dianova, Hamburg; monoklonaler Antikdrper gegen
Histidin-Tag (ZENTGRAF et al., 1995)

Dianova, Hamburg; Sekundarantikérper gegen Maus-
Antikdrper zum Nachweis im Western-Blot

Dianova, Hamburg; Sekundarantikdrper gegen Maus-
Antikérper zum Nachweis mit dem Fluoreszenzmi-

kroskop

Amersham,  Braunschweig;  Sekundarantikdrper
gegen Maus-Antikérper fir die Elektronenmikro-

skopie

Invitrogen; monoklonaler Antikdrper gegen

Enterokinase-Schnittstelle

2.1.8 Medien, Losungen und Puffer

Alle verwendeten Lésungen wurden, soweit nicht anders angegeben, mit bidestiliertem

Wasser angesetzt. Thermostabile Lésungen wurden fir 45 Minuten bei 120 °C und 105

Pascal im Dampfdruckautoklaven sterilisiert. Nicht autoklavierbare Lésungen wurden,

wenn notwendig, sterilfiltriert.
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Lésungen fur die Dunnschichtchromatographie

Lyse-Puffer: 1 pg/ml Leupeptin

0,1 mM TLCKin H,O
2x Reaktionspuffer 100 mM HEPES

5 mM EDTA

2 mM DTT

2  pg/ml Leupeptin

0,2 mM TLCK

0,4 pg/ml Tunicamycin
Laufmittel: Chloroform/Methanol/H.O

10:10:3

Lésungen und Medien fir die Kultur humaner Lymphozytenzellinien

PBS-Puffer: 130 mM NaCl
7,8 mM Na,HPO,
pH 7,4
PBS-BSA-Puffer: PBS-Puffer
0,1 % Rinderserumalbumin
0,05% NaN;
10 % (v/v) FCS
10 U/ml Penicillin (1 % [v/v])
10  pg/ml Streptomycin (1 % [v/v])
1 mM Na-Pyruvat (1 % [v/V])

in RPMI 1640
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Medien fur die Bakterienkultur

LB Broth Base

(LB-Medium)

Stammplatten:

SOB-Medium:

SOC-Medium:

1
0,5
0,5

50
1
0,5
0,5
1,2

50
2
0,5

10

2,5

% (w/v)  SELECT Pepton 140
% (w/v)  Hefe-Extrakt

% (w/v)  NaCl

pug/mi Ampicillin

% (w/v)  SELECT Pepton 140

% (w/v)  Hefe-Extrakt

% (w/v)  NaCl
% Agar
pg/ml Ampicillin

% (w/v)  SELECT Pepton 140

% (w/v)  Hefeextrakt
mM NaCl
mM KCI

Das Medium wurde nach dem Autoklavieren mit
einer 2 M Mg**-Stammlsg. (1 M MgCl, + 1 M
MgSOQ,, sterilfiltriert) auf 20 mM Mg2+ einge-

stellt

20

Puffer fiir die Nickelchelatchromatographie

Denaturierende Bedingungen:

Puffer A

20
0,5

pH 7,8

SOB-Medium

mM Glucose (sterilfiltriert)

M Guanidiniumchlorid
mM  Natriumphosphat

M NaCl
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Puffer B

Puffer C

Puffer D

Puffer E

Native Bedingungen:

Puffer A-N

Puffer B-N

Puffer C-N

Puffer D-N

8 M
20 mM
0,5 M
pH 7,8
Puffer B
pH 6,0
Puffer B
pH 5,3
Puffer B

pH 4,0

20 mM
0,5 M
pH 7,8
Puffer A-N
pH 6,0
Puffer A-N
pH 5,4
Puffer A-N

pH 4,0

Harnstoff
Natriumphosphat

NaCl

Natriumphosphat

NaCl

Puffer und Lésungen fiir die Plasmidisolierung mit Affinitatssaulen

P1

50 mM

10 mM

Tris-HCI, pH 8,0

EDTA

100 pg/ml RNase A
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P2

P3

QBT

QC

QF

Puffer fir die Plasmidminipraparation

Lyse-Lésung |

Lyse-Lésung Il

Lyse-Lésung llI

0,2 M
1 %
3 M
750 mM
50 mM
15 %
0,15%
1 M
50 mM
15 %
1,25 M
50 mM
15 %
25 mM
10 mM
50 mM
0,2 N

1

%

NaOH

SDS

K-Acetat

NaCl

MOPS, pH 7,0
Ethanol

Triton X-100
NaCl

MOPS, pH 7,0
Ethanol

NaCl

Tris-HCI, pH 8,5

Ethanol

Tris-HCI, pH 8,0
EDTA

Glucose

NaOH

SDS

Natriumacetatlésung, pH 4,8

(3 M Phosphat und 5 M Acetat)

Puffer fiir die Protein-Gelelektrophorese und Westernblotting

Elektrodenpuffer

(Stammlésung 10 x)

192

25

1

mM

mM

Y%

Glycin
Tris-HCI
SDS
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Acrylamidlésung (30:1) 30 % Monoacrylamid
0,75% Bisacrylamid
Probenpuffer 50 mM Tris-HCI, pH 6,8
100 mM DTT
2 % SDS
0,1 % Bromphenolblau
10 % Glycerin
Farbelésung fur Gele 0,25% Coomassie-Blau
10 % Essigsaure
50 % Methanol
Entfarbelésung fir Gele 5 % Methanol
75 % Essigsaure
Semy-Dry-Blot-Puffer 48 mM Tris-HCI
39 mM Glycin
20 % Methanol
0,037% SDS
Waschpuffer fiir NC-Folien 150 mM NaCl
50 mM Tris-HCI, pH 7,5

0,1 % Tween-20

Puffer fiir die Elektronenmikroskopie

Phosphatpuffer 0,1 M KH,PO,
0,1 M NaHPO,

Fixierungslésungen 25 % Glutaraldehyd in 0,1 M

Natriumcacodylatpuffer

3 % Paraformaldehyd und 0,5 %
Glutaraldehyd in 0,1 M Natriumcacodylatpuffer
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2.1.9 Verbrauchsmaterialien

3MM Filterpapier Whatman, Maidstone
Réhrchen (15 und 50 ml) Greiner, Frickenhausen
Nitrozellulosefilter Schleicher und Schiill, Dassel
Nylonfilter Hybond N Amersham, Braunschweig
Petrischalen Nunc, Sarstedt
Pipettenspitzen Eppendorf, Hamburg
Reaktionsgefal3e Eppendorf, Hamburg
Sterilfilter Sartorius, Hamburg
Zellkulturflaschen Nunc, Sarstedt

2.1.10 Gerate

Brutschrank Heraeus, Hanau
Dot-Blot-Apparatur GIBCO/BRL, Neu-lsenburg
Elektroporationsapparatur Eurogentec, Seraing

Fraktionssammler Frac-300 mit Pharmacia, Freiburg
peristaltischer Pumpe P-1, Dual
Path Monitor UV-2 und Rec-2

Gel Doc 1000 Bio-Rad, Miinchen
Gelelektrophoresekammern GIBCO/BRL, Neu-lsenburg

Bio-Rad, Mlnchen

Gene Assembler Pharmacia, Freiburg

Heizblock, Modell 5436 Eppendorf, Hamburg
Inkubationsschattler New Brunswick Scientific, Edison
Kesselzentrifuge, Modell J-6B Beckman, Minchen

Kodak-Autoradiographiekassetten Integra Biosciences, Fernwald

Kodak-Roéntgenfilme XAR-5 Integra Biosciences , Fernwald
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MACS
Netzgerat

Pipetten

Pipetboy plus

Fireboy eco
Polaroid-Kamerasystem
Sequenzierungsanlage
Spannungsgerate

Sterilbank

Thermocycler, Modell Varius V45
Tischzentrifuge, Modell Biofuge 13
Tischzentrifuge Megafuge 2.0R
Ultrazentrifuge, Modell L7-55
Vakuumofen

Vakuumzentrifuge

Wasserbad

Zentrifuge, Modell J2-21

Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach
Pharmacia, Freiburg

Abimed, Langenfeld

Eppendorf, Hamburg
Tecnomara, Fernwald
Tecnomara, Fernwald

Intas, Gottingen

GIBCO/BRL, Neu-Isenburg
Pharmacia, Freiburg

Gelaire, Meckenheim

Landgraf, Hannover

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Beckman, Miinchen

Heraeus, Hanau

Savant Instruments, Farmingdale
GFL, Burgwedel

Beckman, Minchen

Alle hier nicht genannten Materialien und Lésungen werden in den Beschreibungen der

einzelnen Methoden und Experimente aufgeflihrt.
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2.2 Methoden

2.2.1 Dunnschichtchromatographische Analyse von GPI-Anker-

Metaboliten

2.2.1.1 In-Vitro-Markierung von Zellysat

Die Herstellung der Zellysate und ihre radioaktive Markierung wurde modifiziert nach
STEVENS und RAETZ (1991) und VIDUGIRIENE (1993).

Vor der Herstellung des Zellysates wurden die Zellen fiir eine Std. in glucosereduziertem
RPMI-Medium (inklusive 1 % L-Glutamin, 10 % FCS, 0,01 % Glucose) bei 37°C und 5 %
CO, inkubiert. Zusétzlich wurde 1 pg/ml Tunicamycin zugegeben, das den Dolichol-
Syntheseweg der N-Glycosylierung von Proteinen hemmt (SCHWARZ und DATEMA,
1982). Die Zellen wurden dreimal in PBS-Puffer gewaschen und in Lysepuffer (1x108
Zellen/ml) resuspendiert. Die Anséatze verblieben fir mindestens 30 Min. auf Eis.
Zwischendurch wurden sie auf dem Vortex-Ruhrer gemischt.

Pro Ansatz wurden 3 pul (3 pCi) [2-H] UDP-N-Acetyl-D-Glucosamin in der Vakuum-
Zentrifuge eingetrocknet und mit 100 pl 2x Reaktionspuffer wieder in Losung gebracht.
Dazu wurden 100 pl Zellysat gegeben, gemischt und bei 37°C in der Regel fur 30 bis 60
Min. inkubiert. Die Extraktion der markierten Metaboliten erfolgte mit Chloroform/
Methanol (Verhéltnis im Reaktionsansatz C:M:H,O = 10:10:3). Nach Zentrifugation (5
Min. bei 12000 Upm) wurde die obere Phase abgenommen und die untere Phase mit 500
pl C:M:H,0 (10:10:3) reextrahiert. Die vereinten Uberstande wurden eingetrocknet. Nach
Zugabe von 400 pl Buthanol und 200 ul H,O (Phasen gegenseitig gesattigt) wurde
grandlich gemischt, im Ultraschallbad resuspendiert, zentrifugiert und die Buthanol-Phase
abgenommen. Mit je 400 pl Buthanol wurde reextrahiert, die vereinten Uberstéande
zweimal mit 300 pl HO gewaschen. Nach der Buthanol-Extraktion wurde die
Radioaktivitat gemessen (je 20 ul in 2 ml Szintillationsflissigkeit) und die vereinten
Buthanol-Phasen eingetrocknet. Zur spateren Verwendung wurden die Reaktionsgefal3e
bei -20°C verwahrt.
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2.2.1.2 Chromatographische Auftrennung

Die durch C/M/H,O- und Buthanol-Extraktion gewonnenen GPI-Anker-Vorlaufer wurden in
einer adaquaten Menge C/M (1:2) wieder in Lésung gebracht und auf Dinnschicht-
chromatographie-Platten (Kieselgel 60C DC Fertigplatten mit Konzen-trierungszone)
aufgetragen. Der Chromatographietank wurde vor dem Einbringen der Platte mit
Whatman-Papier ausgekleidet und eine Stunde mit dem Laufmittel (C:M:H,O: 10:10:3)
vorgesattigt. Vor Gebrauch wurde das Laufmittel erneuert. Die Platte wurde leicht schrag
in den Tank gestellt. Nachdem die Laufmittelfront etwa 2 cm unterhalb des oberen
Randes angekommen war, wurde die Platte unter dem Abzug getrocknet und mit dem

Berthold TLC-Linear Analyser (Programm ,Chroma*) analysiert und ausgewertet.

2.2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.2.1 Kultivierung von E. coli

Die E. coli-Stamme wurden auf Stammplatten ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C
inkubiert. Die Platten wurden bis zu 6 Wochen bei 4°C aufbewahrt.
Far Plasmidpréparationen und Proteinisolierungen wurden 3 ml LB-Medium mit 20 pl

einer E. coli Glycerolkultur oder einer Kolonie von einer Stammplatte beimpft.

2.2.2.2 Transformation von E. coli

Fir die Transformation extrachromosomaler DNA in die hier verwendeten E. coli -
Stdmme wurden die Bakterien mit der TSS-Methode (CHUNG et al.,1989) kompetent

gemacht.

Herstellung kompetenter Zellen

Als Vorkultur wurden 5 ml LB-Medium mit 20 ul einer E. coli Glycerolkultur oder einer
Kolonie von einer Stammplatte beimpft und tber Nacht bei 37°C geschuttelt. 40 ml LB-
Medium wurden mit 500 ul der Vorkultur angeimpft und bis zu einer ODgy=0,4 weiter
geschittelt, dann auf Eis abgekuhlt und pelletiert (2000 Upm, 10 Min., 4°C). Das
Zellsediment wurde in 4 ml eiskalter TSS-Lésung resuspendiert (LB-Medium, 30 mM
MgCl,, 10 % (w/v) Polyethylenglykol 3350, 5 % (w/v) DMSO, pH 6,5 bis 6,8, autoklaviert).
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100 bis 200 ul-Portionen wurden in sterilen EppendorfgefaBen in flissigem Stickstoff

eingefroren und bei -75°C aufbewahrt.

Transformation

Etwa 50 ng Plasmid DNA oder 5 bis 10 pl eines Ligationsansatzes wurden mit 50 bis 100
ul der kompetenten E. coli gemischt und 30 Min. auf Eis inkubiert. Nach einem
Hitzeschock von 90 Sek. wurden die Bakterien fir 3 Min. auf Eis abgekihlt und
anschlieBend in 800 pl SOC-Medium bei 37°C fir 45 Min. geschuttelt. Die
Bakteriensuspension wurde auf Stammplatten ausplattiert, die bei 37°C Uber Nacht

inkubiert wurden.

2.2.3 Zellbiologische Methoden

2.2.3.1 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Einfrieren

Je 2x10” Zellen aus der Suspensionskultur wurden 5 Min. bei 1400 Upm zentrifugiert, in
einem ml kaltem FCS mit 10 % DMSO resuspendiert und in vorgekihlte sterile
Einfrierrbhrchen geflllt, die sofort in -75°C Uberflhrt wurden. Am nachsten Tag wurden

die Réhrchen zur langerfristigen Aufbewahrung in flissigen Stickstoff gebracht.

Auftauen

Die in flissigem Stickstoff tiefgefrorenen Zellen wurden schnell aufgetaut, in ein
Réhrchen mit 10 ml Kulturmedium GUberfahrt und 5 Min. bei 1400 Upm zentrifugiert. Um
Reste des zelltoxischen DMSOs zu entfernen, wurde das Zellpellet in 15 ml Medium
resuspendiert und erneut zentrifugiert. Die Zellen wurden dann auf 2 bis 4x10° Zellen/ml

Kulturmedium eingestellt.

2.2.3.2 Kultivierung von Suspensionszellen

Die in Suspensionskultur wachsenden JY5-Zellen wurden in 10 % FCS-Medium mit einer
Dichte von 2 bis 4x10° Zellen/ml ausgesat und bei 37°C und 5 % CO, inkubiert. Ein
Wechsel des Mediums erfolgte alle 3 bis 4 Tage.
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2.2.3.3 Transfektion der Zellinie JY5
Fir die Transfektion der JY5-Zellen mittels Elektroporation wurde die Plasmid-DNA Gber
Affinitatssaulen (Qiagen, Hilden) isoliert und in sterilem Wasser resuspendiert.

4x10° bis 5x10° Zellen wurden zentrifugiert, in 800 ul 10 % FCS-Medium resuspendiert
und mit 20 ug Plasmid-DNA gemischt. Die Elektroporation erfolgte in sterilen Kivetten
(0,4 cm Elektrodenabstand) bei 250 V und 750 uF. Die Zellen wurden sofort in 10 ml
10 % FCS-Medium Uberfihrt und bei 37°C und 5 % CO, inkubiert.

2.2.3.4 Selektion fiir stabile Expression

Selektion mit Hygromycin B

Die benétigte Konzentration von Hygromycin B (GRITZ und DAVIES, 1983) wurde vor der
Transfektion mit Expressionsplasmiden mit nichttransfizierten JY5-Zellen ermittelt. Dafir
wurden je 8x10° Zellen in 4 ml Kulturmedium auf Sechs-Loch-Kulturplatten ausgesat und
mit steigenden Konzentrationen von Hygromycin B versetzt (100 bis 1000 ug/ml). Bei
geeigneter Konzentration sollten nach etwa zehn bis vierzehn Tagen die Zellen abgetétet
sein.

Die Elektroporation der JY5-Zellen mit der PIG-A-cDNA in den pREP7-, pREP4-,
pEBVHis- oder pEBVCMV-Expressionsvektioren erfolgte wie unter Kap. 2.2.3.3
beschrieben. Am nachsten Tag wurden die Zellen mit frischem Kulturmedium auf 0,5x106
Zellen/ml eingestellt und 400 ng Hygromycin B/ml zugegeben. Alle 2 bis 3 Tage wurde die
Zellzahl bestimmt und die Zellen in frischem 10 % FCS-Medium mit 400 ug Hygromycin
B/ml aufgenommen. Befanden sich in der Kultur aufgrund der Hygromycin-Zugabe mehr
als 40 bis 50 % nicht transfizierte abgestorbene Zellen, wurde eine Ficoll-Separation

durchgefahrt (s. u.).

Selektion mit G418

Ebenso wie die bendtigte Konzentration von Hygromycin B wurde auch die erforderliche
Neomycin (G418, siehe SOUTHERN und BERG, 1982) -Konzentration vor der
Transfektion mit nichttransfizierten JY5-Zellen bestimmt.

Nach Elektroporation der JY5-Zellen mit der PIG-A-cDNA im pcDNAS.1-
Expressionsvektor wurden die Zellen am nachsten Tag auf 3x10° Zellen/ml 10 % FCS-
Medium eingestellt und 600 ug G418/ml zugegeben. Das Medium wurde alle 3 Tage
erneuert und bei Bedarf wurde eine Ficoll-Separation durchgefthrt.
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MACS-Separation

Um erfolgreich transfizierte, CD48-exprimierende Zellen von nicht transfizierten Zellen
abzutrennen und anzureichern, wurde eine MACS- (Magnetic Cell Sorting, magnetische
Zellsortierung) Separation durchgeflhrt.

4x10" Zellen wurden zentrifugiert (1200 Upm) und zweimal mit PBS/0,5 % BSA
gewaschen. Das Zellpellet wurde in 100 ul Blockierungslésung (Miltenyi Biotec)
resuspendiert, mit 1 ml Antikérperlésung (CD48 MoAk J4.57, 1:50 in PBS/ 0,5 % BSA
verdiinnt) gemischt und 20 Min. bei 4°C inkubiert. Die Zellen wurden zweimal mit 10 ml
PBS/0,5 % BSA gewaschen und mit 100 ul 1:20 verdinnten FITC-konjugierten Ziege
anti-Maus-Antikérpern 15 Min. bei 4°C inkubiert. Nach erneutem zweimaligen Waschen
wurden die Zellen in 400 ul PBS/0,5 % BSA aufgerittelt, mit 30 pl der
Kiigelchensuspension (anti-FITC beads) vermischt und wieder 15 Min. bei 4°C inkubiert.
Eine Minisaule wurde zweimal mit je 500 ul PBS/BSA equilibriert, in den Magneten
gehangt und die Zellen wurden aufgetragen. Um nicht gebundene Zellen zu entfernen,
wurde die Saule zweimal mit je 500 ul PBS/0,5 % BSA gewaschen. Die Elution der
gewlnschten Zellen erfolgte nach Herausnahme der Saule aus dem Magneten und
vorsichtigem Durchpressen von 500 pl PBS-Puffer mittels eines Stempels. Die Zellen
wurden gewaschen und auf eine Zelldichte von 5x10° Zellen/ml mit entsprechendem
Selektionsmedium eingestellt. Der Erfolg dieser positiven Selektion konnte mittels FACS-
Analyse verfolgt werden. Die gebundenen Antikdrper und Eisenklgelchen haben keine

negativen Auswirkungen auf die Weiterkultivierung der Zellen (ABTS et al., 1989).

Ficoll-Separation

Durch die Zentrifugation der Zellen auf einem Ficoll-Kissen (Dichte 1,077) kénnen tote
von lebenden Zellen abgetrennt werden.

Hierfir wurden in einem Réhrchen 4 ml (in 15 ml Réhrchen) bzw. 12 ml (in 50 ml
Réhrchen) Ficoll-Lésung vorgelegt und das die zu separierenden Zellen enthaltende 10 %
FCS-Medium vorsichtig Uberschichtet. Nach 20minutiger Zentrifugation bei 2000 Upm
ohne Bremse konnten die lebenden Zellen von der Interphase abgenommen werden, die
toten Zellen befinden sich als Pellet in der Spitze des Rdhrchens. Die so gewonnenen
Zellen wurden dann zweimal in Hanks gewaschen (1200 Upm mit Bremse), gezéhlt und

mit einer Ausgangsdichte von 2 bis 5x10° Zellen/ml Kulturmedium weiterkultiviert.

Limiting Dilution
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Weiterin wurde versucht, durch limiting dilution (PETERS und BAUMGARTEN, 1990,
COLLER und COLLER, 1983) einen stark exprimierenden Zellklon zu isolieren. Hierbei
wurden die Zellen so verdinnt, daf3 nach Aussaat auf eine 96 Lochplatte im Durchschnitt
eine Zelle pro Loch vorhanden war. Da die JY5-Zellen andere Zellen fir die Versorgung
mit lebenswichtigen Stoffen wie Cytokinen brauchen, wurden sie auf sogenannte feeder
(NIH/3T3-Zellen, 2x10° Zellen pro Loch) ausgesat. Da diese Zellen nicht gegen G418
resistent sind, und sie zusatzlich mit 20 Gy sechs Min. bestrahlt wurden, sterben sie nach
etwa einer Woche ab. Wahrend dieser Zeit kdnnen sich die PIG-A positiven transfizierten

JY5-Zellen soweit vermehren, daf3 sie auch ohne feeder wachsen kénnen.

2.2.3.5 DurchfluBzytometrische Analysen

Die phanotypische Analyse humaner Zellen wurde durch indirekte Immunfluoreszenz mit
FITC-konjugierten Ziege anti-Maus-Antikérpern (Dianova, Hamburg) als zweiten
Antikérpern durchgefihrt (WERFEL et al., 1989). Pro Ansatz wurden 1x10° Zellen/Loch in
einer 96 Loch Mikrotiterplatte (Rundboden) eingesetzt, 3 Min. bei 1400 Upm und 4°C
zentrifugiert, die Uberstdnde entfernt und die Zellsedimente aufgeriittelt. Die Zellen
wurden in der Platte dreimal mit PBS-BSA-Puffer gewaschen. Durch Zugabe von 100
ul/Loch 1:5 verdinntem Endobulin (Immuno GmbH, Heidelberg) wurden unspezifische
Bindungen blockiert. Es folgte die Zugabe von 20 pl (0,2 mg/ml) monoklonalen
Antikérpern (gerichtet gegen das zu messende Antigen), 30 Min. Inkubation bei 4°C und
zwei Waschschritte mit PBS-BSA-Puffer. Nach der Zugabe von 20 pl/Loch 1:40
verdinnten FITC-konjugierten Ziege anti-Maus-Antikérpern (GaM-FITC) folgten 30 Min.
Inkubation bei 4°C und ein dreifacher Waschschritt in PBS-BSA-Puffer. Die Ansétze
wurden nun in dem DurchfluBzytometer FACScan (Becton-Dickinson, Heidelberg)
analysiert. Die Zellen wurden in einem Gate eingegrenzt und 5000 bis 10000 Zellen pro
Ansatz ausgewertet. Monoklonale Antikérper gleichen Isotyps, jedoch irrelevanter
Spezifitdt, wurden zur Kontrolle mitgemessen. Zur Bestimmung der Hintergrund- bzw.
Autofluoreszenz wurden ebenfalls Medienkontrollen analysiert. Einfarbenhistogramme
stellten die Anzahl der gemessenen Zellen auf der Ordinate (linear) und die Fluoreszenz-
intensitat auf der Abszisse (logarithmische Skala) dar. Die Fluoreszenzintensitat ist dabei

der Anzahl vorhandener Bindungsstellen direkt proportional.

2.2.3.6 Intrazellulare Immunfluoreszenz

Darstellung fiir die DurchfluBzytometrie
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Die Zellen wurden dreimal mit PBS gewaschen und dann 30 Min. mit 0,5 % Glutaraldehyd
in PBS bei 4°C fixiert. Die Zellen wurden erneut dreimal gewaschen (PBS mit 5 % BSA)
und mit 0,05 % Saponin fir 30 Min. bei 4°C permeabilisiert. Nach dem Waschen (dreimal
mit PBS mit 1 % BSA) wurden die Zellen in 50 pl/Loch 1:5 verdinntem Endobulin
(Immuno GmbH, Heidelberg) zur Blockierung der unspezifischen Bindungen
resuspendiert. Es folgte die Zugabe des Priméarantikérpers (M2, 1:100 verdlinnt in PBS,
0,05 % Saponin, 1 % BSA; 5E5 entsprechend verdinnt) und eine Inkubation fiir eine Std.
bei 4°C. Vor Zugabe des Sekundarantikérpers (20 pl GaM-FITC, 1:40 verd.) wurde wie
oben gewaschen, dann 45 Min. bei 4°C inkubiert. Vor der FACS-Analyse wurden die
Zellen noch dreimal mit PBS-BSA-Puffer gewaschen.

Darstellung fur die Fluoreszensmikroskopie

Fir die Fluoreszenzmikroskopie wurden Adhédsionsobjekttrager (Bio-Rad) verwendet, die
den Vorteil haben, auch Suspensionszellen, wie die hier verwendeten, auf einem
Objektrager zu fixieren. Die Adhasionsobjekttrdger wurden erst mit Wasser, dann mit
PBS gespllt, bis die griine Farbe von den Reaktionsfeldern (RF) vollstandig entfernt war.
Danach wurden die Objekttrager wahrend der Inkubationen in einer feuchten Kammer

aufbewahrt, um eine Austrocknung zu vermeiden.

Vor Verwendung wurden die Zellen mehrmals mit PBS gewaschen, da Iésliche Proteine
eine Anheftung der Zellen auf dem Objekttrager verhindern. Pro RF wurden 3x10° Zellen
in 10 ul PBS aufgetragen und 10 bis 15 Min. bei Rt inkubiert, bis die Zellen auf dem
Objekttrager anhaften. Die Zelldichte wurde unter dem Mikroskop kontrolliert. Auf jedes

RF wurde zur Fixierung ein groBBer Tropfen Fixierlosung gegeben und 30 Min. inkubiert.

Fixierldsung: 4 % Paraformaldehyd

0,54 % Glucose
in PBS auf 75°C unter dem Abzug erhitzen, bis sich das Paraformaldehyd gel6st hat.
Aliquots wurden bei -20°C eingefroren.

Auf die Fixierung folgte nach viermaligem Waschen mit PBS die Permeabilisation der
Zellen mit 0,2 % Triton X-100 in PBS fur 10 Min. bei Rt. Zur Blockierung unspezifischer
Bindungen wurde nach erneutem Waschen PBS mit 20 % FCS fir 20 Min. auf die RFs
gegeben. Die Inkubation mit 20 pl des jeweiligen Primarantikérperss (5E5, CD48 MoAk
J4.57, DIA 900, Anti-Xpress, je 1:10 und 1:2 in PBS verdinnt) erfolgte bei 37°C fir eine
Std. Nach griindlichem Abspullen wurde mit dem Sekundarantikdrper (20 pl Cy3, 1:200
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verdinnt) 30 Min. 37°C inkubiert. Vor der Kernfarbung wurde nochmals gewaschen. Vom
Farbemittel (Hoechst, blaue Kernfarbung, 1:1500 in PBS verdinnt) wurden 25 pl/RF
aufgebracht und 4 Min. inkubiert. Vor dem Eindeckeln wurden die Zellen mehrmals mit
PBS gewaschen. Bis zur Betrachtung mit dem Fluoreszenzmikroskop konnte das

Préaparat Uber Nacht aushérten.

Eindeckmedium: 20 g Moviol 4-88 (Kunstharz von Hoechst) in 40 ml PBS (pH
7,3) Uber Nacht rihren. 20 ml Glycerin (hochrein) zufligen

und Uber Nacht rihren. Eine Std. zentrifugieren (Sorvall,
15000 Upm). Uberstand vorsichtig abnehmen, mit NaNs

versetzen und bei 4°C aufbewahren.
Bleichschutz: 2,5 g n-Propyl-Gallat in 50 ml PBS l6sen, pH neutralisieren,
50 ml Glycerin zuflgen, Gber Nacht riihren und bei 4°C

aufbewahren.

Eindeckmedium mit Bleichschutz:

3 Teile Eindeckmedium mit 1 Teil Bleichschutz mischen und Uber Nacht stehen lassen,

damit die Luftblasen verschwinden.

2.2.3.7 Vorbereitung der Zellen fur die Elektronenmikroskopie

HierfGr wurden pro Ansatz 2x10° Zellen dreimal mit PBS-Puffer gewaschen und zwei
Stunden mit 3 % Paraformaldehyd und 0,5 % Glutaraldehyd fixiert. Als Negativkontrolle
wurden untransfizierte JY5-Zellen verwendet. Nach der Fixierung wurden die Zellen
erneut gewaschen und dann zur besseren Darstellung der Zellmembranen mit
Osmiumtetraoxid fir 30 Min. inkubiert. Durch eine Alkoholreihe wurden die Zellen
entwassert (30 Min. 25 % Ethanol, jeweils 20 Min. 50 %, 75 %, 90 % und Ethanol abs., 10
Min. Toluol fir die Einbettung mit Epon; 30 Min. 25 % Ethanol, 20 Min. 50 %, dreimal 10
Min. 75 % fir die Einbettung mit LRWhite), bevor sie in LRWhite oder Epon eingebettet
wurden.

Von den eingebetteten Zellen wurden Ultradinnschnitte angefertigt, die mit dem Anti-
FLAG-Antikérper und mit kollodialem Gold-konjugierten Ziege anti-Maus-Antikérpern

inkubiert wurden.
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Die Anfertigung der Ultradinnschnitte und die elektronenmikroskopische Analyse wurde
in der Abteilung Zellbiologie und Elektronenmikroskopie der Medizinischen Hochschule
Hannover unter Leitung von Prof. Dr. Reale von Frau Dr. Decker und ihren

Mitarbeiterinnen durchgeflhrt.

2.2.4 Molekularbiologische Methoden

Alle hier nicht explizit aufgefihrten Methoden wurden wie von MANIATIS et al. (1982),
SAMBROOK et al. (1989) und von AUSUBEL et al. (1991) beschrieben durchgefihrt.

2.2.4.1 Praparation von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmiden erfolgte aus kleinen (1,5 ml) und groBen (100 bis 300 ml)
Bakterienkulturvolumina im wesentlichen nach einer modifizierten Methode der
alkalischen Lyse von BIRNBOIM und DOLY (1979). Die Anzucht der Bakterienkulturen
erfolgte aerob bei 37°C.

Plasmidminipraparation:

Einzelkolonien wurden in 3 ml LB-N&hrmedium geimpft und Uber Nacht bis zum Erreichen
der stationaren Phase bei 37°C im Schittelinkubator inkubiert. 1,5 ml dieser
Ubernachtkultur wurden in ein Eppendorf-Reaktionsgefa iberfiihrt und die Bakterien
durch 60 Sek. Zentrifugation bei 12000 Upm sedimentiert. Das Pellet wurde anschlieBend
in 100 pl eiskalter Lyse-Lésung | resuspendiert und 5 Min. bei Rt inkubiert. Dann wurden
nach Zugabe von 200 pl Lyse-Lésung Il vorsichtig gemischt und 5 Min. auf Eis inkubiert.
Nachdem durch Zugabe von 150 pl Lyse-Lésung Il chromosomale DNA und Proteine
prazipitiert wurden (5 Min. Inkubation auf Eis), wurde 15 Min. bei 12000 Upm und 4°C
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein frisches EppendorfgefaB tberfiihrt und eine
Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (PCl; 25:24:1) - sowie eine Chloroform-Isoamylalkohol
(Cl; 24:1) - Extraktion durchgefiihrt. Der waBrige plasmidhaltige Uberstand wurde mit 1
Vol Isopropanol versetzt, zur Préazipitation der DNA 15 Min. auf Eis inkubiert und 15 Min.
bei 12000 Upm zentrifugiert. Die DNA wurde in 70 % Ethanol gewaschen, das Pellet bei
Rt getrocknet und in 20 pl H,0 mit 0,1 pg/ul RNaseA resuspendiert. Es folgten 15 Min.

Inkubation bei 37°C. Die so isolierte Plasmid-DNA eignete sich fir Restriktionsanalysen,

Klonierungen und Sequenzierungen.
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Plasmidmaxipraparation:

Far die Isolierung groBer Mengen an Plasmid-DNA insbesondere zur Transfektion wurden
250 ml Bakteriensuspension (24 Std. Schuttelkultur) bei 5000 Upm pelletiert. Die Zellen
wurden in 10 ml P1 resuspendiert und 10 Min. bei Rt inkubiert. Die Zellwdnde wurden
durch Zugabe von 10 ml P2 und vorsichtigem Vermischen vollstédndig aufgeschlossen.
Chromosomale DNA und Proteine wurden nach Zugabe von 10 ml P3 und 30 Min.
Inkubation auf Eis bei 10000 Upm fiir 30 Min. bei 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde auf bereits equilibrierte Saulen (Qiagen) gegeben. Die Sdule wurde zweimal mit 30
ml Puffer QC gewaschen und schlieBlich mit 15 ml Puffer QF eluiert. Nach
Isopropanolfallung der Plasmid-DNA wurde das Pellet in 0,3 bis 0,5 ml TE-Puffer (10 mM
Tris/HCI, pH 8,0; 0,1 mM EDTA) aufgenommen. Die DNA-Konzentrationsbestimmung
erfolgte im Photometer bei 260 nm.

Die Analyse von Plasmid-DNA sowie von DNA-PCR-Produkten erfolgte durch
Elektrophorese in 0,8 % bis 1,5 % Agarose-Flachbettgelen in TAE-Puffer (40 mM
Tris/HCI, pH 8,0; 1 mM EDTA). Die aufgetrennte DNA wurde im Gel in
Ethidiumbromidlésung (2 pg/ml) angefarbt und auf einem Transilluminator (Chroma 43,

302 nm) ausgewertet.

2.2.4.2 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA erfolgte nach der Strangabbruchmethode von SANGER et
al. (1977). Fur Plasmid-DNA wurde dabei das ,Sequenase“-Sequenzierungs-Kit der Firma
USB (Bad Homburg), fur die Direktsequenzierung von PCR-amplifizierter DNA das ,fmol
DNA Sequencing System* von Promega (Madison) nach Herstellerangaben verwendet.
Die hier genutzte Dideoxy-Sequenzierungsmethode beruht auf dem Prinzip der
Anlagerung spezifischer Starter (,Primer®) an DNA-Einzelstrdnge (Matrize oder
»1emplate®) und deren Verlangerung durch eine DNA-Polymerase. Der Einbau von nicht
verlangerbaren Dideoxynukleotiden fihrt zum Kettenabbruch, der rein statistisch an jeder
Base auftritt. Dies fuhrt zu unterschiedlich langen Fragmenten, deren Auftrennung in

einem 6 % denaturierenden Polyacrylamidgel das Ablesen der DNA-Sequenz erlaubt.
2.2.4.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)
Zur Amplifikation spezifischer DNA-Sequenzen wurde die PCR-Technik verwendet.

Plasmid-DNA kann hier durch die Anlagerung von zwei synthetischen Oligonukleotiden

(Primer), die fir die zu amplifizierende Sequenz spezifisch sind, durch Wiederholung der
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Schritte Denaturierung, Anlagerung und Verldngerung der Primer in dieser Reihenfolge
(Zyklen) mit Hilfe der hitzestabilen Tag-Polymerase vermehrt werden. Die Amplifikation
der DNA erfolgte in 50 pyl PCR-Ansatzen in Tag-Puffer (20 mM Tris/HCL pH 8,4; 50 mM
KCI) mit MgClo (4 mM), dNTP-Mix (0,2 mM je Nukleotid), sense- und antisense-Primer (je

20 pmol) und 0,25 U Tag-Polymerase nach Uberschichtung mit Paraffindl. Der Einsatz
von Plasmid-DNA betrug 0,1 ng bis 1,0 ng. Die Standard-PCR-Bedingungen waren 1.
Denaturierung 3 Min. bei 95°C, 2. Hauptzyklus mit 1 Min. Denaturierung bei 95°C, 1 Min.
Annealing bei 55°C, 1 Min. Extension bei 72°C (Wiederholung dieses Zyklus 30 bis 35
mal), 3. AbschluBextension 5 Min. bei 72°C. Die Annealingtemperaturen wurden je nach
Primersequenz (zwischen 55°C und 60°C) und die Extensionszeiten je nach Lange der zu

amplifizierenden Sequenz (1 Min./1kb) variiert.

2.2.4.4 Enzymatische Modifikation von DNA

Restriktion von DNA

Die endonukleolytische Spaltung von Plasmid-DNA wurde entsprechend den
Standardvorschriften (vgl. SAMBROOK et al, 1989) durchgefiihrt. Die Reaktions-
bedingungen der verschiedenen Restriktionsenzyme wurden nach den Empfehlungen der
Hersteller gewahlt. FUr analytische Zwecke wurden in der Regel 0,5 bis 1 ug Plasmid-
DNA mit 10 U Enzym bei 37°C flr 2 Stunden inkubiert. Praparative Spaltungen mit bis zu
20 pg Plasmid-DNA erfolgten mit 20 bis 30 U Enzym bei 37°C Uber Nacht. Durch
elektrophoretische Auftrennung einer geringen Menge des Ansatzes in Agarosegelen
wurde die Spaltung auf Vollstandigkeit Gberprift. Die entstandenen DNA-Fragmente
wurden anschlieBend mit Phenol/Chloroform  (24:1).- und Phenol/Chloroform/
Isoamylalkohol (25:24:1) - Extraktion vom Restriktionsenzym gereinigt. Nach Zugabe von
'/10 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 2 bis 3 Volumina absolutem Ethanol wurden
die DNA-Fragmente 10 Min. bei -20°C préazipitiert. Die Prazipitate wurden 15 Min. bei 4°C
(10000g) pelletiert, die verbliebenen Salze durch Waschen mit 70 %igem Ethanol
entfernt. Nach Trocknung wurde das Pellet in einem geeigneten Volumen TE oder H.O

geldst.

Klenow-Reaktion

Das Aufflllen zurtickgesetzter 3’-Enden erfolgte mit Hilfe des Klenow-Enzyms direkt nach
der Restriktion im Restriktionspuffer. Nach Zugabe von 1 ul 10 mM dNTPs und 0,1 U
Enzym wurde der Ansatz 15 Min. bei 30°C inkubiert. Das Enzym wurde anschlieend
durch 10minttiges Erhitzen bei 75°C inaktiviert.
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T4-Polymerase-Reaktion

Das Abschneiden Uberhangender 3-Enden wurde mit der T4-Polymerase nach DNA-
Spaltung im Restriktionspuffer durchgefihrt. Zum Ansatz wurden 1 pul 10 mM dNTPs und
0,1 U Enzym gegeben, 15 Min. bei 12°C inkubiert und die Polymerase danach 10 Min. bei
75°C inaktiviert.

Dephosphorylierung mit Alkalischer Phosphatase

Vor der Ligation von Vektor- und Fragment-DNA wurden die 5°-Phosphatreste des
Vektors entfernt, wenn dieser nur mit einem Restriktionsenzym geéffnet wurde, oder die
Enden aufgeflllt bzw. abgeschnitten waren, um eine Selbstligation zu verhindern. Die
Dephosphorylierung erfolgte mit 1 U Alkalischer Phosphatase (CIP oder SAP) pro 50 bis
100 pmol 5°-Phosphatenden in einem Reaktionsvolumen von 50 ul ( 50 mM Tris/Cl pH
8,0; 0,1 mM EDTA) fur 30 Min. bei 37°C und dann nach erneuter Zugabe von 1 U CIP fir
30 Min. bei 56°C. Das Enzym wurde durch Phenol-, Phenol/Chloroform (24:1)- und
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)-Extraktion entfernt und die DNA mit 1/10

Volumen NaAcetat und dreifachem Volumen Ethanol prazipitiert.

DNA-Ligation

Die Ligation doppelstrangiger DNA-Moleklle erfolgte mit der T4-DNA-Ligase in
Ligationspuffer (66 mM Tris-HCI pH7,5; 10 mM MgCl,; 0,5 mM EDTA; 0,5 mM DTT;
0,2 mM ATP) in einem Ansatzvolumen von 15 ul. Das molare Verhéltnis von Insert-DNA
zu Vektor-DNA betrug etwa 3:1 bis 5:1. Die Ligationsansatze wurden tber Nacht bei 14°C
inkubiert. 5 bis 10 ul der Ansatze wurden zur Transformation kompetenter Bakterien

verwendet.

2.2.4.5 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Far die Isolierung der gewinschten restringierten DNA-Fragmente und Vektoren wurde
die ,Freeze and Squeeze“-Methode angewandt. Hierbei wurden die die DNA-Banden
enthaltenen ausgeschnittenen Agarosebléckchen auf ein ausreichend groBes Stlck
Parafilm gelegt und dieser wie eine Tasche um das Bléckchen gefaltet. Das Péackchen
wurde bei -75°C eingefroren und unter vorsichtigem Druck zwischen den Fingern wieder
aufgetaut. Die hierbei aus dem Gel austretende Flissigkeit wurde in ein Reaktionsgefal3

Uberfihrt, das Gelstiickchen erneut eingefroren und die Prozedur wurde wiederholt. Nach



2 Material und Methoden 42

Zugabe von von '/;, Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 2 bis 3 Volumina
absolutem Ethanol wurden die DNA-Fragmente 10 Min. bei -20°C prazipitiert. Die
Prazipitate wurden 30 Min. bei 4°C (10000g) pelletiert und die verbliebenen Salze durch
Waschen mit 70 %igem Ethanol entfernt. Nach dem Trocknen wurde das Pellet in einem

geeigneten Volumen TE oder H,O geldst.

2.2.5 Proteinchemische Methoden

2.2.5.1 Herstellung von E. coli-Zellysat

Far die Expression von rekombinantem PIG-A in E. coli wurde der Expressionsvektor
pQE-30 (QIAGEN) verwendet, in den die PIG-A-cDNA einkloniert wurde. Mit diesem
Vektor transformierte Zellen wurden unter Ampicillinselektion (100 ug/ml) bei 37°C Uber
Nacht vermehrt. Nach Zugabe von neun Volumina frischem LB-Broth-Medium wurde bis
zu einer ODgy von etwa 0,3 inkubiert, bevor die Zugabe von IPTG mit einer
Endkonzentration von 2 mM erfolgte. Um die glnstigste Stimulationsdauer zu ermitteln,
wurden der Kultur zu verschiedenen Zeitpunkten nach Zugabe von IPTG 1 ml Aliquots
entnommen, die E. coli-Zellen pelletiert, in Probenpuffer resuspendiert, 5 Min. gekocht

und auf einem SDS-Gel analysiert.

Fir die Herstellung von gréBeren Mengen Bakterienlysat fir die Nickelchelatchromato-
graphie wurden jeweils 10 ml Ubernachtkultur zum Animpfen von 200 ml LB-Medium
verwendet. Die Kulturen wurden bei Rt bis zu einer ODgy von etwa 0,3 inkubiert, bevor
die Zugabe von IPTG mit einer Endkonzentration von 2 mM erfolgte und dann weitere 3
bis 4 Std. geschiittelt. Nach dem Abzentrifugieren wurden die Sedimente in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -75°C zur spateren Verwendung aufbewahrt oder sofort
weiterverarbeitet.

Um eine Lyse der Zellen zu erzielen, wurden sie schnell bei 37°C aufgetaut und erneut in
Stickstoff eingefroren, dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt. Es wurden 40 ml Puffer
A (denaturierende Bedingungen; mit Guanidiniumchlorid) zugegeben und eine Stunde bei
Rt inkubiert. SchlieBlich wurde die Zellsuspension sonifiziert (3x 20 Sek. bei 300 Watt)
und ungeléste Partikel durch Zentrifugation (13000 Upm, 15 Min.) pelletiert. Der

Uberstand wurde fiir die Nickelchelatchromatographie verwendet.
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2.2.5.2 Herstellung von JY5-Zellysat

Sowohl fir die Affinitdtschromatographie mit Anti-FLAG M2 Affinity Gel (Integra
Biosciences) als auch fir die Nickelchelatchromatographie wurde Zellysat hergestellt. Flr
Negativkontrollen wurden nicht transfizierte JY5 Zellen, fir die Versuchsansatze wurden

mit entsprechenden Expressionsplasmiden transfizierte Zellen verwendet.

Far die Affinitdtschromatographie mit Anti-FLAG M2 Affinity Gel wurden bis zu 5x10°
Zellen pelletiert und dreimal mit PBS-Puffer gewaschen. Die Zellen wurden in 1 ml
Lysepuffer (10 mM HEPES, 1,5 mM MgCl,, 1 mM DTT, zuséatzlich Proteaseinhibitoren wie
PMSF, Leupeptin, Aprotinin, Pepstatin A, Trypsininhibitor in Konzentrationen von 1 bis
100 mM) resuspendiert, auf Eis 10 Min. inkubiert und im Dounce-Homogenisator
homogenisiert. AuBerdem wurden verschiedene Detergenzien in unterschiedlichen
Konzentrationen zur Solubilisation verwendet (SDS, NP40, TritonX-100 in Konzen-

trationen von 0,1 bis 1 %).

Fir die Nickelchelatchromatographie wurden bis zu 8x10° Zellen zentrifugiert und und
zwei- bis dreimal mit PBS-Puffer gewaschen. Wurde das Lysat nicht sofort benétigt,
wurden die gewaschenen und pelletierten Zellen in flissigem Stickstoff schockgefroren
und bei -75°C aufbewahrt.

2.2.5.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentrationsbestimmung in Zellysaten wurde mit dem ,Bio-Rad DC Protein
Assay“ durchgefihrt, der auf der von LOWRY et al. (1951) entwickelten Quantifizierungs-
methode beruht. Die Konzentrationsbestimmung wurden entsprechend des
Standardprotokolls des Herstellers durchgefiihrt, allerdings wurden die verwendeten
Mengen den jeweiligen Bedurfnissen angepaf3t. Die photometrische Messung erfolgte bei
750 nm.

2.2.5.4 Sucrose-Dichtegradientenzentrifugation

Um verschieden Zellkompartimente voneinander abzutrennen und deren Proteine
anzureichern, wurde eine Sucrose-Dichtegradientenzentrifugation nach der von
VIDUGIRIENE und MENON (1993) beschriebenen Methode durchgefiihrt. Bis zu 7x10°
JY5-Zellen, die mit dem pRep4/Flag/PIG-A-Expressionsvektor transfiziert wurden,
beziehungsweise als Kontrolle nicht transfizierte JY5-Zellen, wurden mit PBS zweimal



2 Material und Methoden 44

gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen in 5 ml Puffer A ( 0,25 M Sucrose, 10 mM
HEPES pH 7,5, 1 mM DTT, 1 mM PMSF) gewaschen und in 10 Puffer A mit 1ug/ml
Leupeptin und 1 mM TLCK aufgenommen. Durch dreimaliges Einfrieren in flissigem
Stickstoff und anschlieBendem Auftauen bei 37°C und nachfolgender Homogenisation in
einem Dounce-Homogenisator wurden die Zellen aufgebrochen. Zelltrimmer wurden
durch 15miniitige Zentrifugation bei 9000 Upm entfernt, der Uberstand wurde auf einen
Sucrose-Gradienten aufgetragen (von unten nach oben: 3,6 ml 38 % Sucrose, 1,8 ml 30
% und 1,8 ml 20 % Sucrose). Der Gradient wurde 2 Stunden bei 43000 Upm in einer
Ultrazentrifuge zentrifugiert, die einzelnen Fraktionen abgenommen und auf SDS-Gelen

analysiert.

2.2.5.5 Nickelchelatchromatographie

Bis zu 8x10° CD48 exprimierende Zellen bzw. eine entsprechende Anzahl von nicht
transfizierten JY5-Zellen fir die Negativkontrolle wurden fur die Zellyse verwendet. Nach
zweimaligem Waschen in PBS-Puffer wurden die Zellen in Guanidiniumhydrochloridpuffer
lysiert und auf dem Rollinkubator fiir eine bis vier Stunden belassen. Der nach
Zentrifugation der Zellysate gewonnene Uberstand wurde auf eine Konzentration von 1
mg/ml Protein eingestellt und Uber eine zuvor mit HoO gewaschene und mit Puffer A
equilibrierte Nickelchelatsdule (800 ul Ni-NTA-Agarose) mit einer FluBrate von 0,5 ml/Min.
gepumpt (Pharmacia). AnschlieBend wurde die Saule mit 50 ml Puffer B (mit 8 M
Harnstoff statt 6 M Guanidiniumchlorid) und mit 50 ml Puffer C gewaschen. Die
gebundenen Proteine wurden mit Puffer E eluiert und die aufgefangenen Fraktionen auf
SDS-Gelen analysiert. Die Waschschritte mit Harnstoffpuffern mit sinkendem pH und die
Elution der gebundenen Proteine wurde mit einem DurchfluB-UV-Photometer und
Kurvenschreiber (Pharmacia) verfolgt.

2.2.5.6 SDS-Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte durch SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (LAEMMLI, 1970) bei etwa 10 V/cm. In der Regel wurden 5 %ige
Sammelgele und 10 %ige Trenngele verwendet. Nach der Auftrennung wurden die Gele
entweder mit Coomassie-Blau-Farbelésung gefarbt oder auf Nitrocellulose-Membranen
geblottet (s. 2.2.5.7).

Ansatzbeispiel fir Minigele

Trenngel 10 %, 25 ml fir 4 Gele Sammelgel 5 %, 10 ml fir 4 Gele
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H.O 9,9 ml H,O 6,8 ml
30 % Acrylamidmix (30:1) 8,3 ml 30 % Acrylamidmix (30:1) 1,7 ml
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 6,3 ml 0,5 M Tris-HCL 1,25 ml
10 % SDS 0,25 mi 10 % SDS 0,1 ml
10 % APS 0,25 ml 10 % APS 0,1 ml
TEMED 0,01 ml TEMED 0,01ml

Coomassie-Blau-Farbung
Das Gel wurde fir 30 Min. bei Rt und stédndigem Schitteln in Farbelésung (0,25 %

Coomassie-Blau, 10 % Essigsaure, 50 % Methanol) fixiert und gefarbt. Danach wurde
Uberschissige Farbe mit Entfarbelésung (5 % Methanol, 7,5 % Essigsaure) bei
mehrfachem Wechsel der Ldésung entfernt. Vor dem Trocknen wurde das Gel fir
mindestens 30 Min. in 25 % Methanol belassen. Zur Dokumentation wurde das Gel
zwischen einem Whatmanpapier und Cellophanfolie in einem Geltrockner bei 80°C (45
Min.) getrocknet.

2.2.5.7 Westernblotting

Diese Methode dient dem immunologischen Nachweis an Nitrocellulose gebundener
Proteine (BURNETTE, 1981). Die Proteine werden zuvor in einem SDS-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt. Die NC-Folie, das Gel und zwei Whatmanpapiere werden 5
Min. in Semi-Dry-Blot-Puffer equilibriert und in folgender Anordung auf die Anode des
Semi-Dry-Blot-Gerates (Pharmacia) luftblasenfrei aufgelegt: Whatmanpapier, NC-Folie,
Gel, Whatmanpapier. Nach SchlieBen des Deckel (Kathode) wurde der Transfer (30 Min.,
440 mAmp) gestartet. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel mit
Coomassie-Blau gefarbt, um zu Uberprifen, ob die Proteine vollstidndig auf die
Nitrocellulose-Membran Ubertragen wurden. Die Folien wurden zuerst 3x3 Min. in
Waschpuffer geschwenkt, um den Blotpuffer zu entfernen, dann mit Waschpuffer mit
0,1 % Tween (BATTEIGER et al, 1982) und 3 % BSA zum Abséttigen der freien
Bindungstellen fir 30 Min. bei Rt geschuttelt. Die Inkubation mit den jeweiligen
Primarantikérpern (1 bis 5 pg/ml) in Waschpuffer ohne BSA erfolgte entweder fur 2 Std.
bei Rt oder Uber Nacht bei 4°C auf dem Schuttelinkubator. Vor der ein- bis zweistiindigen
Inkubation mit dem  Peroxidase-gekoppelten  Sekundéarantikbrper und  der

Entwicklungsreaktion wurden die Folien jeweils 4 bis 5 mal mit Waschpuffer gewaschen.
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Entwicklung der NC-Folien

Die Entwicklung der NC-Folien wurde entweder mit dem ECL-System (Amersham) oder
dem SuperSignal Substrate-System (Pierce) entsprechend den Angaben und
Empfehlungen der Hersteller durchgefiihrt. Danach folgte eine Exposition der Folien auf
Kodak Rdntgenfilmen XAR-5 in Autoradiographikassetten (beide von Integra Biosciences
GmbH, Fernwald) fur die notwendige Zeit (10 Sek. bis 60 Min.).
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3 Ergebnisse

Bei der Biosynthese von GPI-Ankern ist das PIG-A-Protein am ersten Syntheseschritt,
der Ubertragung von GIcNAc vom Donor UDP-GIcNAc auf PI, maBgeblich beteiligt. Bei
Patienten mit PNH konnten Mutationen im PIG-A-Gen als Ursache fiir ein gar nicht oder
nur funktionsuntiichtiges exprimiertes PIG-A-Protein nachgewiesen werden (TAKEDA et
al., 1993; BESSLER et al., 1994a, b, d; MIYATA et al., 1994; OSTENDOREF et al., 1995;
WARE et al, 1994). Biochemische Analysen der GPI-Intermediate zeigten bei vom
Defekt betroffenen Patientenzellen, dal3 keine Synthese der ersten Intermediate (GIcNAc-
Pl und GIcN-PI) stattfindet (Abb. 3.1).
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Abb. 3.1: Dinnschichtchromatographische Auftrennung von GPI-Ankervorlaufern. Aus den aus
peripherem Blut eines PNH-Patienten isolierten und nach CD48 separierten T-Zellen wurden die
GPI-Ankermetaboliten isoliert und diinnschichtchromatographisch aufgetrennt (s. Abschn. 2.2.1).
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3.1 Expression von PIG-A in JY5-Zellen

Die Expression des PIG-A-Proteins wurde in der humanen B-lymphoblastoiden Zellinie
JY5 vorgenommen, die nach Behandlung der Wildtyp-Zellinie JY mit dem Mutagen
Athylmethansulfonat als GPI-defiziente Zellinie isoliert werden konnte (HOLLANDER et
al., 1988) und somit keine GPIl-verankerten Proteine auf der Zelloberflache exprimiert
(Abb. 3.2). MIYATA et al. (1993) charakterisierte die Zellinie durch Komplementations-
experimente mit murinen Thy-1-defizienten T-lymphoiden Zellinien (HYMAN 1985 und
1988), deren biochemische Defekte bereits gut charakterisiert wurden (SUGIYAMA et al.,
1991). Die JY5-Zellen wiesen einen Klasse A-Defekt auf und wurden von MIYATA et al.
fir die Expressionsklonierung von PIG-A (Phosphatidylinositolglykan-Klasse A)

verwendet.

Die Verwendung der JY5-Zellen fiir die Expression von PIG-A bietet folgende Vorteile:
Sie lassen sich als in Suspensionskultur wachsende Zellen leicht handhaben und
vermehren sich bis zu einer Zelldichte von 2x10° Zellen/ml Kulturmedium. In Anwesenheit
des EBV-nukledren Antigens (EBNA-1) kénnen auf EBV-basierende Expressionsvektoren
als Episomen extrachromosomal repliziert werden (s. u.), und auBBerdem lassen sich die
Zellen gut durch Elektroporation transfizieren. Eine Wiederherstellung der GPI-Synthese
durch ein funktionelles PIG-A-Protein kann indirekt durch das Erscheinen von GPI-
verankerten  Oberflachenproteinen, wie z. B. dem CD48-Molekll, durch

durchfluBzytometrische (FACS)-Analyse nachgewiesen werden.
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Abb. 3.2: DurchfluBzytometrische Analyse der WT-Zellinie JY (a) und der PIG-A defizienten Zellinie
JY5 (b) (— — — Medium, ~ Positivkontrolle W6/32).
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3.1.1 Darstellung der Expressionssysteme mit ,,FLAG“-Sequenz

Zunachst wurde der Expressionsvektor pREP7 (Invitrogen) verwendet, der speziell fir die
Transfektion EBV-transformierter B-Zellen konstruiert wurde (sieche MARGOLSKEE et al.,
1988). Dieser Vektor enthélt den Epstein-Barr-Virus-spezifischen Replikationsstartpunkt
(origin of plasmid replication - oriP) flr stabile extrachromosomale Replikation des
Plasmids. Das Gen des fur die Initiation der Replikation in nicht transformierten Zellen
notwendigen EBNA-1-Proteins befindet sich ebenfalls auf dem Vektor, wurde hier jedoch
durch gezielte Mutagenese inaktiviert, um toxische Konzentrationen durch
Uberexpression des Proteins in EBV-Zellen mit hoher endogener EBNA-1 Expression zu
vermeiden. Das EBNA-1-Protein ermdglicht durch Transaktivierung des oriPs die
extrachromosomale Replikation der Plasmide in hoher Kopienzahl. Auf dem Vektor
befindet sich auBerdem ein Ampicillin-Resistenzgen (B-Lactamase) fir die Selektion
transformierter Bakterien und ein Hygromycin B-Resistenzgen (Hygromycin B-Phospho-
transferase, GRITZ und DAVIES, 1983) unter Kontrolle des Thymidin-Kinase- (TK)
Promotors zur Selektion erfolgreich transfizierter Zellen. Die fir die Selektion erforderliche
Hygromycinkonzentration wurde genauso wie die bendétigte G418-Konzentration ermittelt
(siehe 3.1.6 und Abb. 3.17). Bei einer Konzentration von 400 pg Hygromycin/ml
Kulturmedium und einer Zellzahl von 2x10° Zellen/ml zu Beginn der Behandlung sind bei

nichttransfizierten Kontrollen weniger als 1x10* Zellen/ml nach 12 Tagen vital.

Das aus acht Aminosduren bestehende ,FLAG“-Peptid soll den Nachweis und die
Aufreinigung des PIG-A-Proteins mit monoklonalen Anti-FLAG-Antikdrpern ermdglichen,
ohne seine Funktion zu beeintrachtigen. Aufgrund der starken Hydrophilitdt des
Octapeptides ist dessen Verfligbarkeit an der Oberflache des Fusionsproteins fir
Antikdrper gewéhrleistet (HOPP et al., 1988). In Abb. 3.3 ist das Hydropathie-Profil im
Vergleich mit denen der PIG-A-Wildtyp- (WT) und der His-PIG-A-Aminosduresequenz,
(siehe auch 3.1.4) abgebildet. Durch den Nachweis von GPI-verankerten Zelloberflachen-
proteinen wie hier am Beispiel des CD48-Molekilils, ist es mdglich, eine Aussage dariber

zu machen, ob das ,FLAG“-PIG-A-Protein funktionstlichtig exprimiert wird.
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Abb. 3.3: Hydropathie-Plot der Aminosauresequenzen von PIG-A-WT (Wildtyp), FLAG-PIG-A und
His-PIG-A. Die Plots wurden mit dem Computerprogramm ,PC/Gene“ (nach Kyte und Doolittle,

1982) erstellt.
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Die ,FLAG“-Sequenz wurde mit Hilfe der PCR-Technik (s. 2.2.4.3) an den Aminoterminus
des Proteins gekoppelt. Hierbei wurden fir die Amplifikation der codierenden Region des
PIG-A-Gens folgende Oligonukleotide verwendet: der sense Primer ,k* mit Kpn |-
Restriktionsstelle und ,FLAG“-Sequenz und der antisense Primer | mit Xho |-
Restriktionsstelle. Durch den Primer ,k“ wird ein neues Startcodon (ATG) vor der ,FLAG*-
Sequenz eingeflugt und das Startcodon der PIG-A-cDNA entfernt, um auszuschlieBen,
daB das Protein vom urspriinglichen Startcodon translatiert und somit ohne ,FLAG"
exprimiert wird. Als Matrize fir die Tag-Polymerase diente ein pBlueskript-Vektor, der die
1452bp kodierende Region der Wildtyp-PIG-A-cDNA enthélt (pTO5, von T. OSTEN-
DOREF, siehe Dissertation 1995). Die durch PCR amplifizierten Fragmente wurden auf
einem Agarosegel aufgetrennt, aus dem Gel isoliert, mit Kpn | und Xho | restringiert und
in den ebenfalls mit Kpn | und Xho | restringierten pREP7 Expressionsvektor hinter den
Promotor des Rous-Sarcoma-Virus (RSV-LTR) ligiert (Abb. 3.4).

Kpn I-ATG - FLAG"

u PIG-A cDNA
| N
Xho |
PCR

v

Restriktion mit Kpn | und Xho |

¢

Ligation mit restringiertem pREP7/pREP4

Abb. 3.4: Schematische Darstellung der Konstruktion der pREP7/FLAG-PIG-A und pREP4/FLAG-
PIG-A Expressionsvektoren. Der pREP4-Vektor besitzt ein intaktes EBNA-1-Gen und ist 10,2 kb
grof3.

Durch Sequenzierung des fertiggestellten Konstruktes wurde Uberprift, ob die ,FLAG*-
Sequenz im richtigen Leseraster eingefligt wurde und ob durch die Amplifizierung mit der
Tag-Polymerase eventuell Mutationen in der PIG-A-cDNA entstanden sind. In Abb. 3.5 ist
der sequenzierte Bereich vom Expressionsplasmid bis zur PIG-A-cDNA dargestellt.

Die Transfektion der JY5-Zellen mit den Expressionsplasmiden erfolgte mittels

Elektroporation (Eurogentec-Apparatur, s. 2.2.3.3).
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Abb. 3.5: Kontrolle der in den pREP7- bzw. pREP4-Expressionsvektor eingefligten Nukleotid-
sequenzen. Dargestellt sind die Bereiche der Ubergénge von Vektor tber ,FLAG" bis in die PIG-A-
cDNA.

Bei der Untersuchung der transfizierten Zellen stellte sich heraus, daf3 nach einiger Zeit
der Kultivierung der Anteil der CD48 exprimierenden Zellen trotz Selektionsdruck (400 pg
Hygromycin/ml Medium) stetig abnahm (Abb.3.6). Auch hohe Hygromycinkonzentrationen
von bis zu 1 mg/ml Kulturmedium flOhrten nicht zu einer Anreicherung der CD48

exprimierenden Zellen.
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Abb. 3.6: Expression von CD48 auf JY5-Zellen. Die JY5-Zellen wurden mit 20 ug pREP7/FLAG-
PIG-A Plasmid-DNA transfiziert. 24 Stunden nach der Tansfektion erfolgte die Selektion mit 400 ug
Hygromycin/ml Kulturmedium ( = Medium, — — — Positivkontrolle 5E5, CD48 MoAk J4.57).

Da offensichtlich die endogene Menge des EBNA-1-Proteins in den JY5-Zellen nicht
ausreichte, um eine genlgend starke Replikation des pREP7-Plasmides zu gewéhr-
leisten, wurde die ,FLAG"-PIG-A-cDNA in den pREP4-Expressionsvektor umkloniert, der
im Gegensatz zum pREP7-Vektor fir ein aktives EBNA-1-Protein kodiert. Nach der
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Transfektion der JY5-Zellen mit pREP4/FLAG-PIG-A Plasmid-DNA wurde eine Abnahme
der CD48 exprimierenden Zellen unter Selektionsdruck (400 ug Hygromycin/ml Medium)

auch nach Kultivierung Uber einen Zeitraum von zwei Monaten nicht beobachtet (Abb.
3.7).

8 Tage 10 Tage
250 250
< i
©
N
S
B A
A
1\
- -~
-~ - \
\’/\NN’/\\ /"._—-/‘- Y
T T T T —t
10° 10° 10* 10° 10' 10° 10° 10
22 Tage 2 Monate
250 250
< il
©
g .
© J
N 4 .
s\
A
/ /.
b -~ " \ b -~ /! \
s, \ s - \
’ v 4 \
T T .\ T /\ L T T s
10° 10’ 10% 10° 10* 10° 10 102 10° 10*
Fluoreszenzintensitat Fluoreszenzintensitat

Abb. 3.7: Expression von CD48 auf JY5-Zellen. Die JY5-Zellen wurden mit 20 ug pREP4/FLAG-
PIG-A Plasmid-DNA transfiziert. Die Selektion erfolgte 24 Stunden nach der Tansfektion mit 400 pg

Hygromycin/ml Kulturmedium ( Medium, Positivkontrolle W6/32, — — — CD48MoAk
J4.57).

3.1.2 Intrazellularer Nachweis und Lokalisation von PIG-A

In den mit der pREP4/FLAG-PIG-A-cDNA transfizierten Zellen konnte die Expression des
.FLAG"-PIG-A-Proteins mittels FACS-Analyse direkt intrazellular mit einem gegen das
.FLAG" gerichteten Antikérper (M2; Integra Biosciences) nachgewiesen werden (Abb.
3.8). Dafir wurden die transfizierten Zellen mit 0,5 % Gilutaraldehyd fixiert und vor und
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wahrend der Antikérperinkubation mit 0,05 % Saponin permeabilisiert. Als sekundarer

Antikérper wurde ein FITC-gekoppelter Ziege anti-Maus Antikérper verwendet.

350 350

b)

Zellzahl

10° 102 10° 10* 10°

Fluoreszenzintensitat

Abb. 3.8: FACS-Analyse nach Saponinbehandlung. Die Zellen wurden vor und wahrend der
Inkubation mit dem gegen das ,FLAG" gerichteten M2-Antikdrper und dem Sekundarantikérper
(FITC-konjugierter Ziege anti-Maus Antikdrper) mit 0,5 % Glutaraldehyd fixiert und mit 0,05 %
Saponin permeabilisiert. @) Untransfizierte JY5-Zellen. b) Mit 20 ug pREP4/FLAG-PIG-A Plasmid-
DNA transfizierte JY5-Zellen wurden mit 400 pg Hygromycin/ml Kulturmedium selektioniert
(— Medium, 5E5, — — — M2).

Nach dem direkten Nachweis des ,FLAG"-PIG-A-Fusionsproteins mit der DurchfluB3-
zytometrie wurden die permeabilisierten und mit Antikbrpern inkubierten Zellen im
Fluoreszenzmikroskop untersucht. Die relativ schwachen Fluoreszenzsignale waren
besonders im perinukledren Bereich sichtbar (nicht gezeigt). Eine etwas starkere
intrazelluldre Fluoreszenz konnte mit dem anti-His-Antikérper in JY5-Zellen, die mit
pcDNA3.1HisCPIG-A Plasmid-DNA stabil transfiziert wurden, gezeigt werden (Abb. 3.9,
siehe auch Abschnitt 3.1.6). Die Abbildungen zeigen jeweils Fotographie bei Durchlicht,
Darstellung des Zellkernes nach Hoechst-Farbung und Fluoreszenzfarbung. In Abb. 3.9
a) ist die Positivkontrolle (mit pcDNA3.1HisCPIG-A Plasmid-DNA transfizierte JY5-Zellen)
mit einem gegen das CD48-Molekiil gerichteten Antikdrper dargestellt. In Abb. 3.9. b) ist
die Negativkontrolle abgebildet: untransfizierte JY5-Zellen mit einem gegen das His-Tag
gerichteten Antikérper (Dia 900) und einem Cy3-konjugiertem Schaf anti-Maus
Antikérper. Die Belichtungszeit wurde hier verdoppelt. In Abb. 3.9 c¢) sind mit
pcDNA3.1HisCPIG-A Plasmid-DNA transfizierte JY5-Zellen dagestellt, die mit einem
gegen das His-Tag gerichteten Antikérper (Dia 900) und einem Cy3-konjugiertem Schaf

anti-Maus Antikérper inkubiert wurden.
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Abb. 3.9: Immunfluoreszenz. a) Positivkontrolle. Mit pcDNA3.1HisCPIG-A Plasmid-DNA
transfizierte JY5-Zellen wurden mit einem gegen das CD48-Molekil gerichteten Antikérper
(CD48MoAk J4.57) und einem Cy3-konjugiertem Schaf anti-Maus Antikorper geférbt. Dargestellt
sind jeweils Fotographie bei Durchlicht, Darstellung des Zellkernes nach Hoechst-Farbung und
Fluoreszenzfarbung (VergréBerung 630fach).
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b) Nichttransfizierte JY5-Zellen mit einem gegen das His-Tag gerichteten Antikérper (Dia 900) und
einem Cy3-konjugiertem Schaf anti-Maus Antikérper. Die Belichtungszeit wurde hier verdoppelt.
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¢) Mit pcDNA3.1HisCPIG-A Plasmid-DNA transfizierte JY5-Zellen wurden mit einem gegen das
His-Tag gerichteten Antikérper (Dia 900) und einem Cy3-konjugiertem Schaf anti-Maus
Antikérper gefarbt.
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Einen deutlicheren Nachweis der Lokalisation des PIG-A-Proteins sollte die
elektronenmikroskopische Untersuchung der transfizierten Zellen erbringen. Hierfur
wurden pro Ansatz 2x10° transfizierte, bzw. untransfizierte JY5-Zellen fir die
Negativkontrolle verwendet (s. 2.2.3.7). Anh&ufungen von Goldpartikeln konnten an den
cytoplasmatischen Seiten der Membranen des rauhen endoplasmatischen Retikulums
und der &uBeren Kernmembran beobachtet werden. In den aus untransfizierten JY5-
Zellen hergestellten UltradUnnschnitten, die analog wie die transfizierten Zellen behandelt
wurden, konnten nur vereinzelte, unspezifisch gebundene Goldpartikel entdeckt werden
(Abb. 3.10).

Abb. 3.10 a) und b): Elektronenmikroskopische Darstellung der intrazellularen Lokalisation von
PIG-A. JY5-Zellen, die mit pREP4/FLAG-PIG-A Plasmid-DNA transfiziert und mit 400 pg
Hygromycin/ml Kulturmedium selektioniert wurden. Nach Einbettung in Epon wurden die
angefertigten Ultradiinnschnitte mit Anti-FLAG-Antikérpern und mit kollodialem Gold-konjugierten
Ziege anti-Maus-Antikérpern angefarbt. (VergréBerung 25000 bis 40000fach). a) zwei positive
Signale am rER (VergréBerung 25000). b) ein Signal am rER, links im Bild ist der Zellkern
angeschitten.
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Abb. 3.10 c) und d): Elektronenmikroskopische Darstellung der intrazelluldren Lokalisation von
PIG-A. JY5-Zellen, die mit pREP4/FLAG-PIG-A Plasmid-DNA transfiziert und mit 400 png
Hygromycin/ml Kulturmedium selektioniert wurden. c¢) in der linken Halfte des Bildes ist ein Signal
an der Kernmembran sichtbar, ein weiteres am angeschnittenen rER. d) links wiederum ein Signal
an der Kernmembran und ein anderes unterhalb eines Mitochondrium am rER.

Abb. 3.10 e) und f): Elektronenmikroskopische Darstellung der intrazellularen Lokalisation von
PIG-A. JY5-Zellen, die mit pREP4/FLAG-PIG-A Plasmid-DNA transfiziert und mit 400 png
Hygromycin/ml Kulturmedium selektioniert wurden. e) drei positive Signale an der AuBenseite des
rER. Links im Bild ist der Zellkern angeschnitten. f) Negativkontrolle: nicht-transfizierte JY5-Zellen,
die &quivalent wie die transfizierten Zellen zur Praparatdarstellung behandelt wurden. Zwei einzelne
unspezifisch gebundenene Goldkligelchen sind zu erkennen.
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3.1.3 Isolation von PIG-A mittels Affinitatschromatographie

Nach dem Nachweis des ,FLAG"-PIG-A-Fusionsproteins innerhalb der transfizierten
Zellen sollte dieses Uber Affinitatschromatographie isoliert werden. Hierflir wurden Saulen
verwendet, die Agarose enthalten, an die gereinigte monoklonale M2-Antikérper kovalent
dber N-Hydroxysuccinimidbindungen gekoppelt wurden (Anti-FLAG M2 Affinity Gel;

Integra Biosciences).

Als Positivkontrolle wurde ein bakterielles ,FLAG"-Fusionsprotein verwendet, mit dem
sichergestellt werden sollte, daB die Bindung des ,FLAG"“-Octapeptides an die
Affinitdtssaule funktioniert. Bei dem 55 kD groBen Fusionsprotein handelt es sich um die
bakterielle alkalische Phosphatase (BAP), die am Aminoterminus die FLAG-Sequenz
enthélt (pFLAG-1 BAP Control Vektor). Fir die Herstellung des Kontrollproteins wurden
Ubernachtkulturen 1:10 mit Medium verdiinnt und drei Stunden mit IPTG induziert. Die
Bakterien wurden gewaschen und durch dreimaliges Einfrieren und Auftauen sowie durch
Zusatz von Lysozym und nachfolgendem Homogenisieren im Dounce-Homogenisator
aufgeschlossen. Das auf 1 mg Gesamtprotein/ml Lysepuffer verdiinnte Lysat wurde auf
die Affinitdtssaule aufgetragen, die Saule gewaschen und die gebundenen Proteine
schlieBlich mit 0,1 m Glycin-HCI (pH 3) eluiert.

Far die Isolation des ,FLAG"-PIG-A-Fusionsprotein wurden bis zu 5x10° transfizierte JY5-
Zellen verwendet, die zuvor im FACScan auf CD48-Expression hin untersucht wurden.
Trotz unterschiedlicher Lysebedingungen, wie Variation der Salzbedingungen des
Lysepuffers und verschiedener AufschluBarten der Zellen, konnte nach Westernblotting
mit den gegen das ,Flag“ gerichteten Antikérpern M2 und M5 kein Signal festgestellt
werden. Auch der Zusatz verschiedener solubilisierender Detergenzien in unterschied-
lichen Konzentrationen und Zusammensetzungen (0,1 - 2 % TritonX-100; 0,1 - 1 % SDS;
0,1 - 1 % NonidetP40) flhrte nicht zu einem Signal. Eine Anreicherung durch eine
Sucrosedichtengradientenzentrifugation und nachfolgender Affinitatssaule und Western-
blot erbrachte ebenfalls nicht den gewlnschten Erfolg. Die Aufreinigung des bakteriellen
Kontrollproteins Uber die mit ,Anti-FLAG M2 Affinity Gel* geflllten Saulen funktionierte
hingegen auch unter verschiedenen Bedingungen einwandfrei. In Abb. 3.11 sind jeweils
20 pul der aufeinander folgenden Elutionsfraktionen auf einem 12 %igen SDS-Gel
aufgetrennt und nach dem Blotten auf Nitrocellulosefolie mit dem M2-Antikérper und dem

ECL-Entwicklungsreagenz dargestellt.
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Abb. 3.11: Westernblot und Detektion des bakteriellen ,Flag“-BAP-Proteins. Nach Lyse der
Bakterien wurde das Protein Gber ,Anti-FLAG M2 Affinity Gel“-Saulen angereichert und gereinigt.
Von den aufeinander folgenden Elutionsfraktionen (Spur 1 bis 5) wurden jeweils 20 pl auf einem 12
%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach dem Blotten auf eine Nitrocellulosefolie wurde mit
dem M2-Antikérper und nachfolgend mit einem Peroxidase-konjugierten Ratte anti-Maus Antikdrper
inkubiert. Die Entwicklung wurde mit dem ECL-Reagenz durchgefiihrt.

3.1.4 Darstellung der Expressionssysteme mit ,,His-Tag*

3.1.4.1 Expression von PIG-A in E. coli

Um ausreichende Mengen des Proteins als Positivkontrolle fir die Saulenaffinitats-
chromatographie und Western-Blotting zu erhalten, wurde PIG-A als ,His-Tag"

Fusionsprotein in E. coli exprimiert.
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Darstellung eines Expressionssystemes
Far die Expression von PIG-A in E. coli wurde der Expressionsvektor pQE-30 (QIAGEN
1992) verwendet, der aus der pDS-Serie (BUJARD et. al., 1987) stammt. Diese Vektoren

ermdglichen die regulierte Expression von rekombinanten Proteinen, da die entsprechen-
den Sequenzen unter Kontrolle der lac-Operator-Region stehen (MILLER und
REZINIKOFF, 1978). In Anwesenheit des lac-Repressors ist durch dessen Bindung an
den lac-Operator die Expression der nachfolgenden Sequenzen blockiert. Eine Induktion
der Proteinexpression 1aBt sich durch Zugabe von IPTG erreichen.

Durch PCR wurde die fir PIG-A codierende cDNA mit Restriktionsschnittstellen versehen
(der sense Primer ,i“ mit BamH I-Restriktionsstelle und ohne Startcodon, der antisense
Primer ,m“ mit Kpn I-Restriktionsschnittstelle), vermehrt und gerichtet in den analog
aufgeschnittenen Vektor hinter die fur das ,His-Tag“ codierenden Sequenzen ligiert (Abb.
3.12).

= — =
c ®© —— T BamH |
EsgEEzmE =
[6xHis =@ &® & X & »a I| PIG-A cDNA
Kpn |
PCR
pQE30 N
3.4 kb Restriktion mit BamH | und Kpn |

!

Ligation mit restringiertem pQE30

Abb. 3.12: Schematische Darstellung der Vektorkonstruktion fir die Expression von PIG-A in
E. coli. Der pQE30-Expressionsvektor wurde mit den Restriktionsenzymen Kpn | und BamH |
aufgeschnitten und mit den analog geschnittenen PCR-Fragmenten ligiert.

Expression von PIG-A in E. coli

Die Expression von ,His-Tag“-PIG-A-Protein erfolgte im E. coli -Stamm JM109, der das
lacl’-Gen mit einem mutierten Promotor besitzt und damit zehnfach mehr lac-Repressor
als der Wildtyp produziert und so die Blockierung der Proteinexpression gewahrleistet ist.
Zur Feststellung der optimalen Induktionszeit wurden mit dem pQE30/His-PIG-A-
Expressionsvektor transformierte Bakterien nach Ubernachtkultur 1:10 mit Medium
verdinnt und nach einer halben Stunde IPTG in einer Endkonzentration von 2 mM

zugegeben. Jede Stunde wurde ein Aliquot entnommen, die Proben auf einem SDS-PAA-
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Gel aufgetrennt, auf Nitrocellulose Ubertragen und mit einem Anti-His-Antikérper und
Peroxidase-gekoppeltem Ratte anti-Maus Antikdrper inkubiert (Abb. 3.13a). Als gunstige

Induktionszeiten ergaben sich vier bis finf Stunden.

b
2 kD 1 2 3 4 5 6 7 8 )kD 1 2 3
264 — 264 —
129 =— 121 =—
82 — 82 —
-—
34 — 34 —
28— 28 —

Abb. 3.13: Immunoblot: nach Auftrennung der Proteine im 10 % SDS-PAA-Gel und Ubertragung
auf Nitrocellulosefolie wurde ,His-Tag“-PIG-A mit Anti-His-Antikérper und Peroxidase-gekoppeltem
Ratte anti-Maus Antikérper nachgewiesen. a) Expression von ,His-Tag“-PIG-A in E. coli. 1: ohne
Induktion, 2: 15 Min. Induktion mit 2 mM IPTG, 3: 1 Std. Induktion, 4: 2 Std.; 5: 3 Std., 6: 4 Std, 7: 5
Std., 8: 6 Std. b) Lokalisation von ,His-Tag“-PIG-A in E. coli. 1: 20 ul des mit Guanidiniumchlorid
resuspendiertem Pellets; 2: 20 ul des Uberstandes (I6sliche Proteine); 3: 20 ul Totallysat.

Des weiteren wurde untersucht, ob das Fusionsprotein I6slich oder in sogenannten
EinschluBkérperchen (inclusion bodies) vorliegt. Hierfir wurden 50 ml einer induzierten
Kultur pelletiert, in Ultraschallpuffer aufgenommen, mehrfach eingefroren und wieder
aufgetaut und schlieBlich mit einer Ultraschallsonde beschallt (drei Zyklen, je 30 Sek.).
Nach Zentrifugation befinden sich im Uberstand die in den Bakterien in I8slicher Form
vorliegenden Proteine. Mit denaturierendem Guanidiniumchloridpuffer wurde das Pellet
erneut aufgeldst und auch unlésliche Proteine in Lésung gebracht (Abb. 3.13b). Aufgrund
der hydrophoben Doméane am C-Terminus des PIG-A-Proteins konnte erwartet werden,
daf3 sich ein groBer Teil des in den Bakterien exprimierten PIG-A-Proteins unléslich als

EinschluBkérperchen befinden wiirde, was hiermit bestatigt wurde.
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3.1.5 Expression von , His-Tag“-PIG-A in JY5

Far die Isolation des PIG-A-Proteins aus JY5-Zellen wurde dieses mit einem ,His-Tag"
fusioniert, das aus sechs hintereinander exprimierten Histidinen besteht. Hierflir wurden
Expressionsvektoren verwendet, die bereits ein ,His-Tag" mit einer daran anschlieBenden
,Multiple Cloning Site® (MCS) enthalten, in welche die cDNA fir das zu exprimieren
gewlnschte Protein eingefiigt werden kann (Invitrogen). Um das Protein im korrekten
Leseraster zu exprimieren, stehen drei Vektoren zur Verfigung (A, B und C), die sich nur
durch die MCS unterscheiden.

Zum einen wurde der pEBVHisA-Vektor benutzt, der vom pREP4-Expressionsvektor
abgeleitet wurde und ebenfalls extrachromosomal repliziert wird, zum anderen wurde der
pcDNA3.1HisC-Vektor verwendet, der in JY5-Zellen nicht extrachromosomal repliziert

wird. Mittels PCR und entsprechenden Primern (sense Primer i mit BamH I-

Restriktionsstelle und antisense Primer ,|* mit Xho I|-Restriktionsstelle) wurde bei der
Amplifikation das Startcodon der PIG-A-cDNA entfernt und nach Restriktion mit den
jeweiligen Restriktionsenzymen die PIG-A-cDNA gerichtet in die Vektoren einkloniert (Abb.

3.14).

Der Nachweis der Expression von His-Tag-PIG-A erfolgte indirekt Uber die Durchfluf3-
zytometrie, bei der das Vorhandensein von CD48 auf der Zelloberflaiche gemessen
wurde. Bereits nach zehn Tagen unter Hygromycinselektion exprimieren mehr als 90 %
der mit 20 ug pEBVHisAPIG-A Plasmid-DNA transfizierten Zellen CD48 Molekille auf
ihren Zelloberflachen. Die Expressionsrate blieb Uber einen Zeitraum von mindestens
sechs Wochen konstant, danach nahm sie leicht ab, blieb aber auch noch nach sechs
Monaten deutlich sichtbar (Abb. 3.15).
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bzw. pcDNA3.1HisC

Abb. 3.14: Schematische Darstel-
lung der Konstruktion der Expres-
sionsvektoren mit ,His-Tag". Sowohl
die Plasmide pcDNA3.1HisC und
pEBVHisA als auch die durch PCR
generierten Fragmente wurden mit
BamH | und Xho | restringiert. Um zu
verhindern, dafB eventuell unvoll-
standig restringierte Plasmide religie-
ren, wurden ihre Enden mit alka-
lischer Phosphatase dephoshpory-
liert.
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Abb. 3.15: DurchfluBzytometrische Analyse von JY5-Zellen, die mit 20 pg pEBVHisAPIG-A
Plasmid-DNA transfiziert und mit 400 pg Hygromycin/ml Kulturmedium selektioniert wurden

(" Medium, — — — 5E5,

CD48 MoAk J4.57).

Alternativ wurde ein pEBVHisA-Vektor konstruiert, bei dem nicht nur am N-Terminus des

PIG-A-Proteins, sondern auch an dessen C-Terminus ein ,His-Tag“ angehangt wurde.

Dafiir wurden in der PCR der sense Primer ,i“ und der antisense Primer ,m“ verwendet,

der vor dem Stop-Codon ein aus sechs Histidinen bestehendes ,His-Tag" und nach dem

Stop-Codon eine Kpn |- Restriktionsstelle fur die Klonierung einflgt.
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Bei der Beobachtung der Expression des GPl-verankerten CD48-Molekils konnte im
Vergleich der beiden Konstrukte kein Unterschied festgestellt werden (Abb. 3.16).

JY5 nicht transfiziert nach 6 Tagen
200 200
= 4 Klon2
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o)
N ]
T T T T
10° 10° 10* 10° 10! 102 10° 10*
nach 12 Tagen nach 30 Tagen
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= 1 Kloné 7 Klon 6
©
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©
N - -
T T T T T T
10° 10° 102 10° 10* 10° 10’ 102 10° 10*
Fluoreszenzintensitat Fluoreszenzintensitat

Abb. 3.16: DurchfluBzytometrische Analyse von JY5-Zellen, die mit 20 pg pEBVHisAPIG-A
Plasmid-DNA transfiziert und mit 400 ug Hygromycin/ml Kulturmedium selektioniert wurden. Klon 2
enthélt jeweils am N-Terminus und am C-Terminus des PIG-A-Proteins ein ,His-Tag", Klon 6 nur
am N-Terminus (" Medium, — — — 5E5, CD48 MoAk J4.57).

Bei Verwendung des pcDNA3.1HisC-Vektors kénnen Zellen mit stabil in das zellulare
Genom integrierter PIG-A-cDNA durch G418-Selektion isoliert werden. Zur Ermittlung der
notwendigen G418-Konzentration wurden untransfizierte JY5-Zellen in einer Dichte von
2x10° Zellen/ml Kulturmedium in Sechslochplatten ausgesat und mit G418-Konzentra-
tionen von 100 bis 1000 ug/ml behandelt (Abb. 3.17). Die nachstniedrige Konzentration
als die, bei der nach zwdélf Tagen alle Zellen tot waren, wurde nach den Transfektionen

angewendet.
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Abb. 3.17: Austestung der fir die Selektion erforderlichen G418-Konzentration. Untransfizierte JY5-
Zellen wurden in einer Dichte von 2x10° Zellen/ml Kulturmedium in Sechslochplatten ausgesat und
mit G418-Konzentrationen von 100 bis 1000 ug/ml behandelt. Die lebenden Zellen wurden gezahlt.

Nach der Transfektion mit pcDNA3.1HisCPIG-A Plasmid-DNA und Selektion mit
600 ug/ml G418 wurde erst nach 20 Tagen eine geringe Anzahl von CD48-
exprimierenden Zellen beobachtet. Die Zellen wurden zweimal (nach 26 und 56 Tagen)
einer magnetischen Zellseparation (MACS) unterzogen, um PIG-A positive Zellen
anzureichern (Abb. 3.18). Hierfir wurden, wie auch schon fir den Nachweis der
Funktionalitat des PIG-A-Proteins, CD48-Antikérper (Maus) als Primarantikérper
verwendet und Sekundéarantikérper (Ziege anti-Maus Antikérper), an die die Eisenk-
gelchen gekoppelt wurden (s. 2.2.3.6). Die an die Zellen gebundenen Antikérper und
Eisenkiigelchen haben bei der anschlieBenden Weiterkultivierung der Zellen keine
nachteiligen Einflisse auf diese (ABTS et al., 1989).
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Abb. 3.18: DurchfluBzytometrische Analyse von JY5-Zellen, die mit 20 pg pcDNAS3.1HisCPIG-A
Plasmid-DNA transfiziert wurden ("~ Medium, — — — 5ES5, CD48 MoAk J4.57). Die Zellen
wurden 24 Stunden nach der Transfektion mit 600 pg G418/ml Medium kultiviert.

Weiterin wurde versucht, durch limiting dilution einen stark exprimierenden Zellklon zu
isolieren. Hierbei wurden die Zellen so verdinnt, daB nach Aussaat auf eine 96
Lochplatte im Durchschnitt eine Zelle pro Loch vorhanden war. Da die JY5-Zellen andere
Zellen fur die Versorgung mit lebenswichtigen Stoffen wie Cytokinen brauchen, wurden
sie auf sogenannte feeder (NIH/3T3-Zellen, 2x10° Zellen pro Loch) ausgesat. Da diese
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Zellen nicht gegen G418 resistent sind, sterben sie nach etwa einer Woche ab;
(zusétzlich wurden die Zellen mit 20 Gy sechs Min. bestrahlt), wahrend dieser Zeit kbnnen
sich die PIG-A positiven transfizierten JY5-Zellen vermehren. Nach drei Wochen wurden
mehrere Klone durchfluBzytometrisch auf ihnre CD48-Expression hin untersucht. Ein CD48
stark exprimierender Klon konnte isoliert und weiter kultiviert werden. Auch nach sechs
Monaten blieb die starke CD48-Expression konstant. Ein Teil der Zellen wurde nach zwei
Monaten ohne G418 weiterkultiviert, hier blieb die CD48-Expression Uber einen
beobachteten Zeitraum von sechs Monaten ebenfalls konstant, es konnten auch keine

Revertanten beobachtet werden (Abb. 3.19).
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Abb. 3.19: DurchfluBzytometrische Analyse von JY5-Zellen, die mit 20 ug pcDNA3.1HisCPIG-A
Plasmid-DNA transfiziert wurden. Nach zweimaliger Anreicherung der CD48-positiven Zellen Uber
MACS wurde mittels Limited Dilution ein Klon isoliert und weiter kultiviert (— — — Medium,
—— CD48 MoAk J4.57). a) Kultivierung ohne G418. b) Kultivierung mit 600 ug G418/ml Medium
Uber einen Zeitraum von sechs Monaten nach Transfektion.

Zusatzlich zu den oben beschriebenen Vektoren wurde ein selbst konstruierter
Expressionsvektor benutzt. Als Ausgangsplasmid wurde pEBVHisA verwendet, in den
bereits Uber die Restriktionsschnittstellen BamH | und Xho | die fir PIG-A kodierende
cDNA eingefiigt wurde (pEBVHisAPIG-A). Uber mehrere Klonierungsschritte wurde der
vorhandene RSV-Promotor gegen einen CMV-Promotor aus einem retroviralen
Expressionsvektor (pLNCX, MILLER und ROSMAN, 1989) ausgetauscht. Die genaue
Beschreibung der Vektordarstellung erfolgt in Abb. 3.20.
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Abb. 3.20: Darstellung der Klonierung des pEBVCMVHisAPIG-A Expressionsvektors. Als
Ausgangsplasmid wurde pEBVHisA verwendet, in den bereits Uber die Restriktionsschnittstellen
BamH | und Xho | die fir PIG-A kodierende cDNA eingefligt wurde (pEBVHisAPIG-A, siehe Abb.
3.9). 1) Mit Sal | wurde der Bereich, der SV40pA, His-PIG-A und den RSV-Promotor enthalt,
herausgeschnitten. Alle Sal | Enden wurden mit dem Klenow-Enzym aufgefillt. 2) Mit Sph | wurde
vom herausgetrennten Fragment der RSV-Promotor entfernt, das entstehende (iberhdngende 3-
Ende wurde mit T4-Polymerase entfernt. 3) Aus dem pLNCX-Vektor wurde mit Pst | und Hpa | der
CMV-Promotor herausgeschnitten und das entstehende Uberhdngende 3’-Ende wurde mit T4-
Polymerase entfernt. 4) Der CMV-Promotor wurde mit dem restringierten pEBVHisAPIG-A ligiert. 5)
Der Vektor wurde mit Xba | gedffnet; um Selbstligation zu verhindern, wurden die Enden mit
alkalischer Phosphatase dephosphoryliert. Das aus His-PIG-A und dem SV40pA bestehende
Fragment aus Schritt 2) wurde in den gedffneten Vektor eingefligt und auf richtige Orientierung
durch Restriktionsverdau mit BamH | Gberprift.
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Nach der Transfektion von JY5-Zellen mit 20 ug pEBVCMVHIisAPIG-A Plasmid-DNA und
Selektion mit 400 ug Hygromycin/ml Kulturmedium exprimierten schon nach zwei Tagen
mehr als 95 % der Zellen CD48 auf ihren Zelloberflachen (Abb. 3.21). Die Betrachtung
der Expressionsstarke (Fluoreszenzintensitat = 10° - 10%) zeigt, daB nur mit diesem
extrachromosomal replizierenden Expressionsvektor Werte erzielt werden konnten, die
denen der Wildtypzellinie JY und den mit pcDNA3.1HisCPIG-A stabil transfizierten JY5-

Zellen gleichen.
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Abb. 3.21: DurchfluBzytometrische Analyse von JY5-Zellen, die mit 20 ug pEBVCMVHIisAPIG-A

Plasmid-DNA transfiziert und mit 400 pg Hygromycin/ml Kulturmedium selektioniert wurden
(" Medium, — — — 5E5, CD48 MoAk J4.57).
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3.1.6 Nickelchelat-Affinitatschromatographie

Die hohe Affinitat von sechs konsekutiv exprimierten Histidinresten zu Nickelionen soll die
Isolation von rekombinanten Proteinen Uber die Nickelchelat-Affinitdtschromatographie
ermdglichen (Abb. 3.22). Da die Bindung der Histidine an die immobilisierten Nickelionen
sehr spezifisch ist, sollte eine Abtrennung des rekombinanten Proteins von den
zelleigenen Proteinen in den meisten Fallen gut méglich sein (HOCHULI et al., 1988). Fir
einige Transkriptionsfaktoren (JANKNECHT et al., 1991) und verschiedene Enzyme
(DOBELI et al., 1990) konnte bereits gezeigt werden, daB das angehingte Hexapeptid
die Eigenschaften des Proteins nicht verandert.
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Abb. 3.22: Wechselwirkung von Histidinseitenketten und Nitrilotriessigsdure-Agarose. Die
Nitrilotriessigsaure (NTA) hat vier Koordinationsstellen, die zur Komplexierung des Nickelions
beitragen. Uber das gebundene Nickelion kénnen dann Bindungen mit den Imidazol-Seitenketten
von Histidinen eingegangen werden.

FUr die Nickelchelat-Affinitdtschromatographie wurden JY5-Zellen verwendet, die mit
einem der folgenden Expressionsvektoren transfiziert worden waren: pEBVHisAPIG-A,
pEBVCMVHIisPIG-A oder pcDNA3.1HisCPIG-A. Die funktionelle Expression des ,His-
Tag“-PIG-A-Fusionsproteins wurde vor Verwendung der Zellen indirekt Uber den
Nachweis von GPl-verankerten CD48-Molekiilen auf den Zelloberflachen mittels
DurchfluBzytometrie nachgewiesen.

Bis zu 8x10° CD48 exprimierende Zellen bzw. eine entsprechende Anzahl von nicht
transfizierten JY5-Zellen fir die Negativkontrolle wurden fur die Zellyse verwendet. Die
Waschschritte mit Harnstoffpuffern mit sinkendem pH und die Elution der gebundenen

Proteine wurde mit einem DurchfluB-UV-Photometer und Kurvenschreiber (Pharmacia)
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verfolgt. Ein Elutionsprofil ist in Abb. 3.23 gezeigt. Der erste Ausschlag gibt den
Waschschritt mit einem Puffer mit pH 6 (statt pH 8,0 wie der Auftragepuffer) wieder, bei
dem ein GroBteil der unspezifisch gebundenen Proteine ausgewaschen wird. Der zweite

Ausschlag gibt die Elution bei einem pH von 4,3 wieder.

Abb. 3.23: Elutionsprofil einer NTA-Agarose-Saule. Der erste Ausschlag (a) gibt den Waschschritt
mit einem Puffer mit pH 6 (statt pH 8,0 wie der Auftragepuffer) wieder, bei dem ein Grof3teil der
unspezifisch gebundenen Proteine ausgewaschen wird. Der zweite Ausschlag (b) gibt die Elution
bei einem pH von 4,3 wieder.

Von den Elutionsfraktionen wurden Aliquots auf SDS-Polyacrylamidgele aufgetragen und
analysiert (Abb. 3.24). Spur 1 und 2 entsprechen den Elutionsfraktionen 3 und 4 in Abb.
3.23. Spur 3 und 4 zeigen die entsprechenden Fraktionen einer Kontrollaufreinigung mit
Zellysat aus nicht transfizierten JY5-Zellen. Aus der Aufreinigung des PIG-A-Proteines
aus transfizierten JY5-Zellen resultierte im Western-Blot eine einzelne Bande von etwa 58
kD. In den Fraktionen aus der Kontrollaufreinigung konnte hingegen, wie erwartet, nichts
detektiert werden. Als Positivkontrolle wurde in Spur 6 bakteriell exprimiertes PIG-A-

Protein aufgetragen.
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Abb. 3.24: Westernblot und Detektion von PIG-A. Nach Anreicherung Uber eine Nickelchelatsédule
wurden einige Fraktionen auf einem 10 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf
Nitrocellulose Ubertragen. Der Blot wurde mit anti-His-Tag Antikdrper und anti-Maus Antikérper
(Peroxidase-gekoppelt) inkubiert und mit ECL-Reagenz (Amersham) entwickelt. Spur 1 und 2: 20 pl
der Elutionsfraktion 3 (Gesamtvolumen der Fraktionen: 500 pl). Spur 2: 20 ul der Elutionsfraktion 4.
Spur 3 und 4: die entsprechenden Fraktionen einer Kontrollaufreinigung mit Zellysat aus nicht
transfizierten JY5-Zellen. Spur 5: 20 pl der Elutionsfraktion 6. Spur 5: Bakteriell exprimiertes
Kontrollprotein.
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4 Diskussion

Bei Patienten mit paroxysmaler nachtlicher Hamoglobinurie kommt es zum Auftreten von
Zellen im peripheren Blut, die einen besonderen Defekt fur GPl-verankerte
Oberflachenmolekile aufweisen. Der Hintergrund dafir ist eine klonale Expansion einer
oder mehrerer frihen GPIl-defizienten Knochenmarkprogenitorzellen. Der Mechanismus
der klonalen Expansion ist bis heute unklar. Die Defizienz der GPI-verankerten CD55-
und CD59-Molekile fuhrt zu einer abnormen Sensitivitat vor allem der Erythrozyten
gegentber dem autologen Komplement, was zu einer intravaskularen Hamolyse flhrt.

Durch biochemische Analyse der GPI-Ankermediate aus Zellen von PNH-Patienten
konnte der Defekt in der GPI-Biosynthese bei der PNH fiir die Ubertragung von GlcNAc
auf Pl festgelegt werden (ARMSTRONG et al., 1992; HIDAKA et al., 1993; HILLMEN et
al., 1993; TAKAHASHI et al., 1993; NORRIS et al., 1994). Durch Zellfusionsexperimente
von defizienten Zellinien (aus PNH-Patientenzellen generiert) mit Thy1-Mauslymphom-
mutanten verschiedener Komplementationsklassen konnte gezeigt werden, dal3 der
Defekt bei der Ubertragung von GlcNAc von UDP-GIcNAc auf Pl liegt. Das fiir die PNH
verantwortliche Gen, PIG-A (fir Phosphatidylinositolglykan der Komplementationsklasse
A), wurde durch Expressionsklonierung von MIYATA et al. (1993) isoliert. Bei allen bisher
untersuchten PNH-Patienten konnten Mutationen im PIG-A-Gen als Ursache fir ein gar
nicht oder nur funktionsuntiichtiges exprimiertes PIG-A-Protein nachgewiesen werden
(TAKEDA et al., 1993; BESSLER et al., 1994a, b, d; MIYATA et al., 1994; OSTENDORF
etal., 1995; WARE et al., 1994). Die nachgewiesenen somatischen Mutationen im PIG-A-
Gen zeigten eine groBBe Heterogenitat vom Basenaustausch bis hin zu Deletionen und
Insertionen von einem bis mehreren Nukleotiden. Die Lokalisation des Genes an der
chromosomalen Position Xp22.1 (TAKEDA et al.,, 1993) erklart, warum eine einzige
somatische Mutation zu einem verénderten Phanotyp fihren kann, da sowohl in
mannlichen als auch in weiblichen Individuen nur ein einziges X-Chromosom genetisch

aktiv ist.

Uber die eigentliche Funktion und Lokalisation von PIG-A gab es zu Beginn der Arbeit nur
indirekte Hinweise durch die Lokalisation von GPIl-Intermediaten (VIDUGIRIENE und
MENON, 1993; s. auch Abschnitt 4.2). Im Rahmen dieser Arbeit sollten generelle
Erkenntnisse Uber das PIG-A-Protein und damit tber die komplexe Biosynthese von GPI-
Ankern gewonnen werden. Mit der Perspektive, andere Komponenten eines putativen
Multienzymkomplexes zu identifizieren, ihre Interaktionen zu charakterisieren und ihre

Funktionen zu beschreiben, war es essentiell, die Expression des PIG-A-Proteins mit
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geeigneten Expressionsvektoren zu etablieren. Die zuséatzliche Entwicklung einer
geeigneten Detektionsmethode sollte ermdglichen, das PIG-A-Protein subzellular zu

lokalisieren und biochemisch zu identifizieren.

4.1 Expression von ,,FLAG-PIG-A“ und ,,His-Tag“-PIG-A

Durch die Konstruktion eines Fusionsproteins aus dem PIG-A-Potein und einer Pep-
tidsequenz, die als Antikérperbindungsstelle fungiert, sollte die direkte Identifizierung und
Detektion des rekombinanten PIG-A-Proteins mdglich gemacht werden. Diese Methode
bietet den Vorteil, kommerziell erhaltliche und bereits charakterisierte monoklonale
Antikdrper zu verwenden. AuBBerdem sollten so Probleme umgangen werden, die bei der
Verwendung von polyklonalen Antiseren oder der zeit- und arbeitsaufwendigen Her-
stellung von monoklonale Antikérpern auftreten kénnen (PETERS und BAUMGARTEN,
1990).

Bei dieser Technik verwendet man Expressionsvektoren, in welche die cDNA des zu
exprimierenden Proteins und die DNA-Sequenzen, die als Peptid exprimiert als
Antikdrperbindungsstelle dienen, ligiert werden. Letztere missen im korrekten Leseraster
in das zu untersuchende Protein eingefligt werden. Von beiden verwendeten
Peptidsequenzen wurde erwartet, daB sie hydrophile Eigenschaften besitzen, um die
Zuganglichkeit der Antikérper im exprimierten Fusionsprotein zu gewahrleisten. Durch
Erstellen der Hydropathieprofile (Abb. 3.3) konnte die Hydrophilitat bestatigt werden. Das
His-Tag bietet neben der Detektierbarkeit durch monoklonale Antikdrper (ZENTGRAF et
al., 1995) die Moglichkeit der Aufreinigung durch Nickelchelat-Affinitdtschromatographie.
Die sehr spezifische Bindung von sechs konsekutiv exprimierten Histidinresten an
immobilisierte Nickelionen erméglicht die Abtrennung von rekombinanten Proteinen von
den zelleigenen Proteinen (HOCHULI et al., 1988; DOBELI et al., 1990; JANKNECHT et
al., 1991).

Da fur die Funktion eines Proteines nicht nur die Primarstruktur, sondern letztendlich
auch die Faltung und die Lokalisation in der Zelle eine entscheidende Rolle spielen, kann
nicht vorhergesagt werden, ob ein in der Primarstruktur manipuliertes Protein funktionell
aktiv ist. Daher war es wichtig, eine Md&glichkeit zu haben, die Funktion des
Fusionsproteins Gberpriufen zu kénnen. Die Verwendung der humanen B-lymphoblasto-
iden Zellinie JY5, die kein detektierbares PIG-A-Transkript besitzt und damit keine GPI-

verankerten Proteine auf ihrer Zelloberfliche exprimiert, bot diese Moglichkeit
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(HOLLANDER et al., 1988). Mittels durchfluBzytometrischer Analyse von GPI-verankerten
Zelloberflachenmolekllen wie CD48, CD55 und CD59 auf den transfizierten Zellen im
Vergleich mit nicht-transfizierten JY5 und JY (WT)-Zellen gelang es, eine Aussage
dartber zu machen, ob das in den transfizierten Zellen exprimierte Fusionsprotein aktiv

war.

In den Experimenten mit den pREP-Expressionsvektoren wurde die ,FLAG"-Sequenz
dber die Polymerase-Kettenreaktion an den 5°-Terminus der PIG-A-cDNA angefligt. Die
anderen Vektoren ( pEBVHisA und pcDNA3.1HisC) enthielten bereits vor ihrer multiplen
Klonierungsstelle die ,His-Tag“-Sequenz zur N-terminalen Expression. Zum Einfligen des
.His-Tags“-am 3"-Ende der PIG-A-cDNA wurde ebenfalls ein entsprechender Starter
(Primer) in der Polymerase-Kettenreaktion benutzt.

Zu Beginn der Experimente wurde der Expressionsvektor pREP7 gewahlt, der schon von
T. OSTENDORF (Dissertation 1995) fiir die Untersuchung von PIG-A-Transkripten aus
GPI-Zellinien von PNH-Patienten verwendet wurde. Dieser Expressionsvektor wurde
speziell fur die Transfektion EBV-transformierter B-Zellen konstruiert (MARGOLSKEE et
al., 1988). Er enthalt den Epstein-Barr-Virus-spezifischen oriP fiir stabile extrachromo-
somale Replikation des Plasmids. Das Gen des fir die Initiation der Replikation in nicht
transformierten Zellen notwendigen EBNA-1-Proteins befindet sich ebenfalls auf dem
Vektor, wurde hier jedoch durch gezielte Mutagenese inaktiviert, um toxische Konzentra-
tionen durch Uberexpression des Proteins in EBV-Zellen mit hoher endogener EBNA-1
Expression zu vermeiden. Das EBNA-1-Protein ermdglicht durch Transaktivierung des
oriPs die extrachromosomale Replikation der Plasmide in hoher Kopienzahl (SUGDEN et
al., 1985; YATES et al., 1984, 1985).

Bei der Analyse der transfizierten JY5-Zellen stellte sich heraus, daB auch nach Selektion
mit hohen Hygromycinkonzentrationen und Anreicherung der GPI-positiven Zellen keine
dauerhafte CD48-Expression festgestellt werden konnte. Nach etwa zwei bis vier Wochen
nahm die CD48-Expressionsrate stetig ab. Die Vermutung, daB die endogene Menge an
EBNA-1 in den JY5-Zellen zu niedrig sei, um eine ausreichende Replikation und damit
Segregation des Expressionsplasmides zu gewahrleisten, wurde durch die Verwendung
des pREP4-Vektors bestéatigt, dessen flir das EBNA-1-Protein kodierende Gen nicht
deletiert ist. Hier blieb die nach drei Wochen erreichte CD48-Expressionsrate Uber einen
Zeitraum von mindestens zwei Monaten konstant. Dies spricht flir eine ausreichende
Replikation und Weitergabe des Expressionsvektors bei Zellteilung (Abb. 3.7). Eine
Abhangigkeit der Plasmidanzahl mit EBV-Replicon (oriP/EBNA-1) von der EBNA-1-
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Konzentration in der Zelle konnte bereits von LUPTON und LEVINE (1985) gezeigt
werden. SHIMIZU et al. (1986) beobachteten bei ihren Studien mit HLA Klasse | Genen,
die mittels EBV-Vektoren in mutierten B-lymphoblastoiden Zellen exprimiert wurden,
einen Zusammenhang zwischen der Hygromycinkonzentration und Anzahl der Plasmide:
geringe Kopienzahl (1 bis 2 pro Zelle) bei niedriger Hygromycinkonzentration und gréiB3ere
Kopienzahl (5 bis 10 pro Zelle) bei hoher Konzentration. Die Zelloberflachenexpression
von HLA war allerdings in diesem Fall unabhangig von der Anzahl der Plasmide in der
Zelle. MARGOLSKEE (1992) hingegen beobachtete in einigen Féllen bei hoher
Hygromycinkonzentration im Kulturmedium Deletionen der in die EBV-Vektoren
eingefugten cDNAs. Neben einer Resistenzbildung wéare das Auftreten von Deletionen
auch eine Erklarung for das hier beobachtete Phanomen. Trotz hoher
Hygromycinkonzentration starben die Zellen nicht wie untransfizierte Kontrollen, aber
dennoch fand keine GPI-Synthese aufgrund einer mdglichen Deletion im PIG-A-Gen statt.
Zudem schien hier die Expression des PIG-A-Proteins und damit der GPIl-verankerten
Oberflachenproteine von der Menge der vorhandenen Plasmide in gewisser Weise

abhéangig zu sein.

KUNG et al. (1997) beobachtete erst kirzlich die Reduktion eines GPl-verankerten
Proteins (alkalische Phosphatase) nach Behandlung mit G418 um mehr als 50 %. Die
Reduktion wurde sowohl bei stabil mit dem Neomycinresistenzgen transfizierten COS-1-
Zellen als auch bei nicht-transfizierten COS-1-Zellen nach Kultivierung mit G418
festgestellt. Bei beiden konnte die GPl-verankerte AP im Zellkulturiberstand nachge-
wiesen werden. Bei den hier verwendeten mit pcDNAS3.1HisCPIG-A transfizierten JY5-
Zellen wurde eine derartige Reduktion nicht festgestellt. Die stabil transfizierten Zellen
zeigten sowohl mit als auch ohne G418-Behandlung identisch hohe Expressionsraten fiir
das CD48-Molekul (Abb. 3.19).

Bei Verwendung des ,His-Tags" anstelle des ,FLAGs" in den Expressionsvektoren war
kein Unterschied in der Expressionstarke des CD48-Molekils zu erkennen. Die maximale
Expression liegt bei der Fluoreszenzintensitat von 10° und ist damit im unteren Bereich
der CD48-Expression auf Wildtyp JY-Zellen zu finden. Durch die Verwendung der
Expressionssysteme mit CMV-Promotor (pEBVCMVHIisAPIG-A und pcDNAS.1HisCPIG-
A) konnte eine Expression von 10° bis 10* erreicht werden. Sowohl fiir die Konstrukte mit
einem FLAG bzw. mit einem His-Tag am N-Terminus als auch fir jene mit jeweils einem
His-Tag am N-Terminus und am C-Terminus konnte somit eine der Wildtyp-Zellinie JY

entsprechende CD48-Expression in den transfizierten JY5-Zellen nachgewiesen werden.
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Damit konnte eine negative Beeinflussung der PIG-A Aktivitdt durch die angehangten

Peptidsequenzen ausgeschlossen werden.

Der Promotor des humanen PIG-A-Gens wurde von IIDA et al. (1994) analysiert. Die 583
bp umfassende 5°-flankierende Region enthalt keinerlei TATA-ahnliche Sequenzen. Das
Fehlen einer TATA-Box ist typisch fir Gene von sog. Haushaltsproteinen, die konstituiv
exprimiert und nicht reguliert werden (MANIATIS et al, 1987; JONES et al., 1988,
KNIPPERS et al., 1990). Dagegen sind vier CAAT-Boxen an den Positionen -53 bis -57, -
97 bis -101, -292 bis -296 und -473 bis -477 vorhanden. Zwei AP-2-Sequenzen befinden
sich an den Positionen -72 bis -79 und -147 bis -154 und ein CRE-Element an Position -
169 bis -176. Auch diese Bindungsstellen fir Transkriptionsfaktoren geben keine
konkreten Hinweise auf eine spezielle Regulation des zellularen PIG-A-Gens.

Die Starke von verschiedenen viralen Promotoren in humanen Zellinien kann nicht
vorhergesagt werden. So verglichen z. B. SUTHERLAND und WILLIAMS (1997) die
Starke von verschiedenen viralen Promotoren in zwei eng verwandten humanen T-
lymphoblastoiden (CEM-C7 und Jurkat) Zellinien miteinander. Sie zeigten eine 10fach
starkere CMV-Promotoraktivitat im Vergleich mit dem RSV-Promotor in Jurkat-Zellen,
aber eine vergleichbare Aktivitdt der beiden Promotoren in CEM-C7-Zellen. In unserem
Zellsystem wurde bei den Expressionssystemen mit RSV-Promotoren (pREP7/FLAG-
PIG-A, pREP4/FLAG-PIG-A und pEBVHIisAPIG-A) eine maximale Fluoreszenzintensitat
von 10° bei Analyse der CD48-Expression beobachtet, unabhangig davon, ob das PIG-A-
Protein mit FLAG oder His-Tag versehen war. Bei Verwendung der Expressionssysteme
mit CMV-Promotoren (pEBVCMVHisAPIG-A und pcDNA3.1HisCPIG-A) konnte eine
Fluoreszenzintensitat von 10° bis 10* erreicht werden. Hier wird deutlich, daB auch bei
den verwendeten JY5-Zellen verschiedene virale Promotoren unterschiedlich stark aktiv

sind.
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4.2 Intrazellulare Lokalisation von PIG-A

Bereits 1993 und 1994 konnten VIDUGIRIENE und MENON indirekt Uber die subzellulare
Lokalisation der ersten Biosyntheseintermediate den Ort fir die frihe GPI-Anker-
Biosynthese bestimmen. Durch subzellulare Fraktionierung mittels Dichtegradienten-
zentrifugation und nachfolgender biochemischer Charakterisierung der Fraktionen mit
entsprechenden Markerenzymen zeigten sie, daB die ersten Syntheseschritte
(Ubertragung von N-Acetylglucosamin von Uridindiphosphat-N-Acetylglucosamin auf
Phosphatidylinositol und die nachfolgende Deacetylierung zu Glucosaminphosphatidyl-
inositol) in den ER enthaltenen Fraktionen stattfinden. Des weiteren konnten sie durch
Behandlung von ER-Mikrosomen mit phosphatidylinositolspezifischer Phospholipase C
nachweisen, daB das GIcNAc-Pl und GIcN-Pl auf der cytoplasmatischen Seite des

endoplasmatischen Retikulums lokalisiert sind.

Die aus 484 Aminosauren bestehende Peptidsequenz des PIG-A-Proteins enthélt einen
hydrophoben Bereich von 27 Aminosauren, gefolgt von einem hydrophilen Bereich von 42
Aminosauren am C-terminalen Ende. Das zuséatzliche Fehlen einer Signalsequenz am N-
Terminus laBt darauf schlieBen, dal das Protein mit dem C-Terminus in das ER-Lumen
hineinragt und sich der vermutlich katalytisch aktive Bereich auf der zytoplasmatischen
Seite befindet. Zusétzliche Hinweise hierflr sind, daB Mutationen im zytoplasmatischen
Teil des PIG-A-Proteins bei PNH-Patienten zu einem Funktionsverlust fihren (BESSLER
et al., 1994a, c).

Durch die intrazellulare Immunfluoreszenz mit nachfolgender FACS-Analyse wurde
gezeigt, daB die verwendeten Antikérper in der Lage waren, das konstruierte PIG-A-
Fusionsprotein zu detektieren. Weitere Untersuchungen mit dem Fluoreszenzmikroskop
deuteten auf eine Lokalisation des Proteins im perinukleédren Bereich und im endoplasma-
tischen Retikulum hin. Die elektronenmikroskopische Darstellung zeigte deutlich, dal3 das
Protein tatséchlich am rauhen ER und an der Kernmembran lokalisiert ist. Die zur
Darstellung verwendeten Goldpartikel kennzeichnen besonders die zytoplasmatischen
Bereiche der genannten Kompartimente. Da die Markierung mit den antikérper-
gekoppelten Goldpartikeln am N-Terminus des PIG-A-Proteines stattfindet, wird die
aufgrund der theoretischen Sequenzanalyse vermutete Orientierung (C-Terminus des

Proteins im ER-Lumen und N-Terminus im Zytoplasma) bestatigt.
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Vor kurzem zeigten WATANABE et al. (1996) die intrazellulare Lokalisation des PIG-A-
Proteins mit Hilfe eines an das Protein fusionierten GST-Tags (Glutathion-S-
Transferase). Ebenso wie in den vorliegenden elektronenmikroskopischen Darstellungen
mit dem FLAG-PIG-A-Protein zeigten sie eine Lokalisation an der duBeren Kernmembran
und der zytoplasmatischen Seite des endoplasmatischen Retikulums. Weitergehend
konnten sie die Orientierung des Proteins bestatigen. Durch Proteinase K-Behandlung
von mikrosomalen Vesikeln konnte ein GST-Tag am N-Terminus des PIG-A-Proteins
abgespalten werden. Befand sich das GST-Tag am C-Terminus des PIG-A-Proteins,

wurde es durch Proteinase K-Behandlung nicht freigesetzt.

4.3 PIG-A: Teil eines Enzymkomplexes?

Die biochemische Untersuchung der intrazellularen GPI-Intermediate von Thy1-negativen
murinen Lymphommutanten (HYMAN, 1985, 1988) ergab, dal die Zellen der Klassen A,
C und H weder GlcNAc-Pl noch GIcN-Pl synthetisieren (STEVENS und RAETZ, 1991;
SUGIYAMA et al., 1991). Diese Komplementationsgruppen zeigen nach somatischer
Zellfusion untereinander in jeder Kombination wieder eine Expression des GPI-
verankerten Thy1-Moleklls. Somit besitzen die verschiedenen Komplementationsklassen
A, C und H unterschiedliche Defekte, die aber alle zu einer Synthesestérung des GIcNAc-
PI fihren. Damit wird deutlich, daB an diesem ersten Anker-Syntheseschritt mindestens
drei verschiedene Genprodukte beteiligt sein missen. Bei den Hefen (Saccharomyces
cerevisiae) sind flr diesen ersten Biosyntheseschritt ebenfalls drei Mutanten beschrieben
worden: gpi1, gpi2 und gpi3 (LEIDICH et al., 1994 und 1995). Das gpi3-Gen ist identisch
mit den unabhangig voneinander charakterisierten Genen SPT14 (LEIDICH et al., 1995)
und CWH6 (VOSSEN et al., 1995) und ist homolog zu PIG-A (SCHONBACHLER et al.,
1995). Das gpi2-Gen zeigt Homologie mit PIG-C (INOUE et al., 1996). Das gpi1-Gen
zeigt dagegen keinerlei Homologie zum PIG-H-Gen (KAMITANI et al., 1993), und im gut
untersuchten S. cerevisiae-Genom wurde kein passendes offenes Leseraster gefunden,
das dem des PIG-H-Proteins entsprechen wirde. Bedenkt man die Konserviertheit, mit
der sich die GPI-Biosynthese durch das Tierreich zieht, liegt die Vermutung nahe, daB3 ein
viertes Genprodukt, sowohl in Hefen als auch in S&ugetieren, am ersten Schritt der GPI-
Synthese beteiligt ist.

Die Beteiligung von vier Genprodukten an ein und derselben Biosynthesereaktion a3t die
Existenz eines Enzymkomplexes vermuten. Die Sequenzhomologie des PIG-A-Gens mit
einer Familie von Glycosyltransferasen (BESSLER et al., 1994c; KAWAGOE et al., 1994)
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laBt vermuten, daB es sich bei dem PIG-A-Protein um eine GIcNAc-Transferase handelt.
So besitzt die Region der Aminosauren 304 bis 395 Homologie zu der bakteriellen
GlcNAc-Transferase RfaK, die an der Synthese von Lipopolysacchariden beteiligt ist
(KAWAGOE et al., 1994; VOSSEN et al., 1995).

Des weiteren konnte A. TIEDE in unserer Arbeitsgruppe mit Hilfe des blast-Programmes
(basic local alignment search tool) auf mehr als 15 weitere, meist prokaryotische,
Proteine verweisen, die besonders zum Bereich der Aminosauren 230 bis 340 der
zytoplasmatischen Doméane von PIG-A Homologien zeigen. Die Ahnlichkeiten, besonders
in diesem eingegrenzten Bereich, kénnten ein Hinweis darauf sein, daB es sich hier um
eine katalytisch aktive Doméne des PIG-A-Proteins handelt. Diese Konservierung wird
nicht nur in GIcNAc-Transferasen gefunden, sondern auch in etlichen anderen
Transferasen, zumeist in bakteriellen Glycosyl-Transferasen. Die konservierten Bereiche
kénnten somit strukturelle Erfordernisse fur generelle enzymatische Eigenschaften dieser

Enzyme darstellen wie z. B. den Transfer von nukleotid-aktivierten Zuckermolekulen.

Die Isolation des His-Tag-PIG-A-Proteins mit Hilfe der Nickelchelatchromatographie
fihrte nach Auftrennung durch SDS-Gelektrophorese im Westernblot zu einer relativ
schwachen Bande von 58 kD. Bei Verwendung von &quivalent hergestelltem und
behandeltem Zellysat aus nicht-transfizierten JY5-Zellen war diese Bande nicht
detektierbar. Das als Positivkontrolle in E. coli exprimierte rekombinante PIG-A-Protein
wurde durch eine Bande von 54 kD dargestellt, was der theoretisch bestimmten GréBe
des Proteins entsprach. Das gréBere Molekulargewicht des in den humanen JY5-Zellen
exprimierten Proteins kdnnte durch eine posttranslationale Modifikation wie z. B.
Asparagin (N) -Glycosylierung, die spezifisch flir Eukaryonten einschlieBlich der Hefen ist,
bedingt sein. Durch Analyse der Aminosduresequenz mit dem PC/Gene Programm
konnten drei putative N-Glycosylierungsstellen gefunden werden. An den Positionen N
und N* der zytoplasmatischen Domane und an Position N*¢’ der luminalen Domane
kénnte eine Modifikation des PIG-A-Proteins durch Glycosylierung eine VergréBerung des
Molekulargewichtes verursachen. O-Glycosylierungsstellen wurden hingegen nicht

gefunden.

Da die Art der Proteindarstellung im Western-Blot mit Antikdrpern eine deutliche
Verstarkung des Signals bedeutet, war es durch den Nachweis mit anderen Farbe-
methoden, die das vorhandene Signal nicht derart verstarken, nicht méglich, eventuell
assoziierte zellulare Proteine darzustellen. Eine Erkldrung kénnte sein, daf3 der oder die

endogenen eventuell assoziierten Proteine in zu geringer Konzentration in der Zelle
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vorhanden sind und sie somit, bei der verwendeten Zellzahl von bis zu 5x108, nach
elektrophoretischer Auftrennung im Gel unterhalb der Detektionsgrenze liegen.

WATANABE et al. (1996) konnten mit einer &hnlichen Methode die Assoziation von PIG-A
und PIG-H darstellen. Sie exprimierten neben dem PIG-A-Protein auch das PIG-H-Protein
mit Hilfe von Expressionsvektoren in B-lymphoblastoiden Zellen. Beide Proteine wurden
so in ausreichender Menge in den Zellen hergestellt. Zusatzlich waren beide Proteine mit
einem GST-Tag versehen, was die Detektion beider Proteine im Western-Blot mit
Antikérpern ermdglicht. Dies bestatigt die Vermutung, da3 die endogene Konzentration
des Komplexpartners in unseren Experimenten zu niedrig war, um ihn mit den

verwendeten Methoden darzustellen.

Erst kirzlich konnte A. TIEDE (1998) die humane und die murine cDNA klonieren, die
sich als homologe Sequenzen zum Saccharomyces cerevisiae- und Schizosaccharo-
myces pombe-gpi1-Gen erwiesen. Um den Beweis flr ihre Identitat zu erbringen, wurden
die homologen cDNAs mit entsprechenden Expressionsplasmiden in Hefe-Stdmmen
exprimiert, deren gpi1-Gen zerstort war. In S. cerevisiae, mit einem durch die gpi1-Gen
Inaktivierung resultierenden temperatur-sensitivem Phanotyp ohne GIcNAc-Synthese,
konnte durch die Expression der humanen und murinen cDNAs die Wachstumsfahigkeit
bei 30°C und die in vitro GIcNAc-Synthese-Aktivitat wiederhergestellt werden. In S.
pombe, wo sich die gpi1-Gen Inaktivierung als letal erwies, konnte durch random spore
analysis gezeigt werden, daf3 die homologen Saugetier-cDNAs das zerstérte Wt gpi1-Gen
ersetzten konnten. Somit konnte gezeigt werden, daB in der Tat vier verschiedene
Genprodukte am ersten Schritt der GPI-Biosynthese beteiligt sind. Die Tatsache, dal3 die
homologen Saugetier gpi1- Gene die Hefe-Gene funktionell ersetzen kénnen, ist ein

wichtiger Hinweis auf die evolutiondare Konservierung der GPI-Biosynthese.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal3 es mdglich ist, rekombinantes PIG-
A-Protein mit artifiziellen Antikbrperbindungsstellen als aktives und intrazellular korrekt
lokalisiertes Protein zu exprimieren. In weiteren Studien kénnen so die funktionelle
Struktur des GIcNAc-Transferase-Komplexes, die Funktionen der beteiligten Komponen-
ten und deren Interaktionen erforscht werden. Dieser erste und sehr komplexe Schritt der
GPI-Ankerbiosynthese kann somit weiter analysiert und charakterisiert werden.
Méglicherweise ergeben sich durch neue Erkenntnisse auch Ansatzpunkte flir eine
Behebung des Defektes der paroxysmalen né&chtlichen Hamoglobinurie oder auch

Méglichkeiten der Entwicklung von selektiven antimikrobiellen Wirkstoffen.
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A Adenin

Abb. Abbildung

Amp Ampicillin

AP Alkalische Phosphatase

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminoséaure(n)

ATP Adenosin-5’-triphosphat

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin

C Cytosin

ca. circa

CD cluster of differentiation

cDNA RNA komplementare DNA Kopie
Ci Curie

CIP Calf intestinal phosphatase

cm Zentimeter

CMV Cytomegalie-Virus

DAF Decay accelerating factor (CD55)
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat
DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

EBV Epstein-Barr-Virus

EBNA EBV-spezifisches nukledres Antigen
EDTA Ethylendiamintetraacetat

F Farad

Fc fragment crystallizable

FCS Fotales Kalberserum

FITC Fluorescein-isothiocyanat

G Guanin

GaM Ziege anti-Maus

GIcNAc N-Acetylglucosamin

GPI Glycosylphosphatidylinositol
HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-Ethansulfonséure
H.O Wasser

IPTG Isopropyl-3-D-thiogalactosid

kb Kilobasenpaare

kD Kilodalton

I Liter

LB Luria Bertani

U micro

M Molar

mg Milligramm

Min. Minute

MIRL Membrane inhibitor of reactive lysis (CD59)
ml Milliliter

mM Millimolar

mmol Millimol

n nano
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nm
N-CAM
oD
ORF

PBS
PCR
Pl
PI-PLC
PMSF
PNH
RF
RNA
Upm
RSV
Rt
SDS
Sek.
Std.

TAE

TE
TEMED
Tris

UDP
uv

Vol
VSG

(v/v)
(W/v)
WT

Nanometer

Neurales Zelladh&dsionsmolekl
Optische Dichte

Offenes Leseraster (Open reading frame)
pico

per Analysis

phosphatgepufferte Salzlésung
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