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2 Einleitung

Tetraspaninproteine regulieren die Zellmorphologeginflussen die Zellmotilitéat, sie steuern die
Zellfusion und modulieren die Differenzierung vonellén. Trotz dieser vielfaltigen

physiologischen Funktionen findet diese Proteinf@mimmer noch wenig Anerkennung in der

aktuellen Literatur. Eine mogliche Ursache hierfét, dass Tetraspanine keine typischen
Rezeptoren fur Liganden-induzierte Signalvermitjludarstellen, sondern definierte Ligand-
Rezeptor Signalweiterleitung nur modulieren. Auerdsind Tetraspanine experimentell sehr
schwer zuganglich, da sie kaum spezifische immumedgeeptidsequenzen enthalten und es
entsprechend bis auf wenige Ausnahmefalle nichtinggn ist, spezifische Antikorper gegen
definierte Tetraspanine zu entwickeln. In der \vegénden Arbeit wurde ein AntikOrper gegen ein
bestimmtes Tetraspanin gereinigt und charaktetjsisowie erste Expressionsdaten damit

erhoben.

2.1 Tetraspanine

Tetraspanine bilden eine Gruppe von etwa 200 bisO 3Bminosduren langen

Transmembranproteinen, die sich durch eine fir eclarakteristische Sekundar- und
Tertiarstruktur auszeichnen. Wie der Name impleieent enthalten Tetraspanine als
auffalligstes Kriterium vier hydrophobe transmemm@aDomanen, die zunéchst einmal daflr
sorgen, dass Tetraspanine in die Membran integsiertlen. Zwischen der ersten und zweiten,
sowie der dritten und vierten Transmembranregiositben Tetraspanine zwei extrazellulare
Schleifen, die diverse Proteinbindungen ermdglich&me kleine, 4-Aminoséauren lange,
intrazellularen Schleife findet sich zwischen deveizen und dritten Transmembrandoméane
(Garcia-Frigola et al 2000). Die kurzen N- und Gsiimi liegen beide intrazellular und scheinen

fur intrazellulare Signalvermittlung verantwortlizin sein (Abb. 1) (Stipp et al., 2003).



£
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Abb. 1: Schematische Darstellung Tetraspanin-charisierender biochemischer Strukturen. Gezeigd sin
die vier Transmembrandomanen, eine intra- und Bxeazelluldre Schleifenstrukturen, sowie das Td un
N-Terminale Ende. Das in 100 % konservierte CCG iWlatowie der in allen Tetraspaninen enthaltene

Cystein-Rest im Bereich des 2. Extrazellularen lsosipd erkennbar (in Anlehnung an Hemler 2001).

Von grundlegender struktureller und funktionelleed@utung fiir Tetraspanine ist ihre zweite
extrazellulare Schleife (EC2-Schleife), die mit B2 Aminosauren Lange die grol3ere
Schleifenstruktur darstellt. Diese enthélt neberemi konstanten Abschnitt mit dreiHelices
einen variablen Abschnitt, der maximal zwei alphaités bilden kann (Stipp et al. 2003).
Wahrend die konstante Region wahrscheinlich Homedsrerungen vermittelt, binden an die
variable Region andere Proteine oder Rezeptorewerhalb dieser EC2 Schleife befinden sich
zwischen vier und acht Cysteinreste, die durch Adisbg von Disulfidbriickenbindungen der
Schleife eine charakteristische Tertiarstruktur latken. Merkmal aller Mitglieder der
Tetraspaninfamilie sind hierbei ein CCG Motiv und weiterer Cystein Rest (Abb. 1). Ein Pro-
Xaa-Xaa-Cys (PXXC)-Motiv kann in 94% aller Tetrasipee nachgewiesen werden. Bei 66%
der Protein findet sich ein weiteres Cysteinpaasictes eine dritte Disulfidbriicke formt (Stipp
et al. 2003). Insgesamt konnen bis zu vier DishHidken gebildet werden. Dies lasst eine
Einteilung der Tetraspanine in 3 Gruppen zu. Tpaase der ersten Gruppe sind die am
einfachsten strukturierten Tetraspanine mit viest€wyresten. Zu dieser Gruppe gehort unter
anderem CD 81. Die Tetraspanine der zweiten Gruppg®lten ihre Struktur durch 3
Disulfidbricken, entsprechend sechs Cysteinredterzu gehért Tm4sf2. Tetraspanine der

dritten Gruppe haben in ihrem grof3en extrazellaldk®op vier Disulfidbriicken bei acht
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Cysteinresten. Zu dieser Gruppe gehort Tetrasga(@eigneuret et al., 2001). Uber die kleinere,
weiter N-terminal gelegene extrazellulare Schlatesehr wenig bekannt. Sie ist nur zwischen 13
und 30 Aminosauren lang und in einigen Tetraspanoféensichtlich glykosyliert, was Protein-
Bindungseigenschaften beeinflussen kann (Stipp,e2G03).

In den vier Transmembrandoménen zeigen sich did3tgnd Homologien zwischen den
verschiedenen Tetraspaninen. Hier bestehen, wahndich durch spezifische hydrophobe
Interaktionen zwischen den Transmembrandomanenhtiggc Verbindungen unter den
verschiedenen Tetraspaninen. Diese homomeren utedoheeren Interaktionen kdénnen dazu
fuhren, dass sich Tetraspanine an einer bestim8tdte der Membran akkumulieren. Durch die
Bindung von Rezeptormolekiilen oder Liganden anTaigaspanine kann es zur Bildung von
Mikrodomanen in der Zellmembran kommen, die dieldtrrelle Basis fur eine lokal verstarkte
Signalweiterleitung darstellen (Stipp et al. 2008n besten untersucht ist heute die Interaktion
von Tetraspaninen mit Integrinen, die entscheideinfluss auf die Adhasivitat der Tetraspanin-
exprimierenden Zellen nehmen. Dieses netzartigde@df an Tetraspaninaggregaten auf der
Zelloberflache hat auch zu der Bezeichnung ,Teaaspveb® gefiuhrt (Boucheix und
Rubinstein, 2001).

Die cytoplasmatischen Enden und die kleine inttalZgke Schleife sind bei den verschiedenen
Tetraspaninen nur zu 21-38 % identisch. Die Diverggpricht flr unterschiedliche Funktionen
in den verschiedenen Tetraspaninen. Am bestenaurttar ist die Interaktion des C-terminalen
Endes der Tetraspaninklasse Tm4sf (z.B. CD81) noiteihkinase C und Phosphatidylinositol-4-
kinase, welche extrazellulare Signale ins Zellienegrmittelt (Zhang et al., 2001; Berditchevski
et al., 1997; Stipp et al., 2003).

Nahezu alle Tetraspanine weisen an einer der wgoplasmatischen, juxtamembranaren
Positionen eine Palmitylierungsstelle auf. Diese fig die Ausbildung von Tetraspanin-
Tetraspanin Interaktionen wichtig. Der Verlust dealmitylierung fiihrt zur Lockerung der
lateralen Bindungen zwischen den einzelnen Tetraspa und zur Auflésung des
Tetraspaninwebs. Die Palmitylierung nimmt auch Es¥ auf die Interaktion mit anderen

Oberflachenproteinen, ist aber fur diese keineeacisende Voraussetzung (Stipp et al., 2003).
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Die Vielfaltigkeit dieses Tetraspaninwebs wird embewusst, wenn man sich vorstellt, dass bis
heute 32 unterschiedliche Tetraspanine in Saugetie85 in Fliegen und 20 in Wirmern
gefunden wurden (Hemler, 2003; Todres et al., 20D8init besteht die Familie der Tetraspanine
in jeder bisher bekannten Spezies aus einer VielmahMitgliedern. Eine Zelle exprimiert nach
heutigem Wissen wahrscheinlich mehrere Mitgliedar Tetraspanine, so dass durch homomere
und heteromere Interaktionsmaoglichkeiten von eemarem hohen kombinatorischen Variabilitat

innerhalb eines Tetraspanin-Aggregates auszugshen i

Tetraspanine regulieren die Zellmorphologie, -nitéti| -fusion und -signalgebung. Basierend auf
den multiplen Funktionen von Tetraspaninen istiestrverwunderlich, dass einzelne Mitglieder
mittlerweile auch in mutierter Form auf Tumorengefen wurden und dort die Invasivitat des
Gewebes beeinflussen (Hemler, 2005, Tarrant et 28103, Hemler, 2003, Boucheix und
Rubinstein, 2001, Levy et al., 1998, Maecker et1l807). Ebenfalls durch Mutationsanalysen,
konnte gezeigt werden, dass Tm4sf2 beim Menschenerialer Retardierung fihren kann. Eine
physiologische Funktion fir dieses Tetraspanin aerdings noch nicht gezeigt worden.
Mutationen des Tetraspanins RDS flihren beim Memsche Dystrophien der Retina. Beim
humanen CD 151 fiihren Mutationen zu FehlfunktiomarBereich der Nieren, wie hereditare
Nephritis, der Haut, hier als pratibiale bulléseidgomolyse, sowie zu Taubheit und 3-
Thalassamia minor. Auch bei Mausen sind Auswirkangerschiedener Fehlfunktionen von
Tetraspaninen bekannt. So weil3 man, dass der AustalCD 9 bei der Maus die Fusion von
Oozyte und Spermium verhindert. Eine FehlfunktioonvCD 81 flhrt zu Stérungen der
Immunregulation (Hemler 2005). Die Expression voetrdspaninen kann ausserdem positiv
(CO-029, PETA-3, SFA-1, SAS) oder negativ (CD 9, CbB3, CD 82) mit
Tumorzellmetastasierung assoziiert werden (Maeekal. 1997). Eine vertiefte Analyse der
Tetraspaninexpression, -biochemie und Funktioneh&ataussichtlich auch gréf3te Relevanz fur

die klinische Grundlagenforschung.

Sowohl fur Expressionsanalysen als auch fur biocdeme und funktionelle Untersuchungen
sind Antikorper ein unverzichtbares Hilfsmittel.sBer ist es allerdings nur flr einige wenige
Tetraspanine gelungen, spezifische, hochaffinek@nper herzustellen. Der Grund hierflr ist die
relativ schwache Immunogenitat der Tetraspanine Besitzen nur kleine intrazellulare

Peptidsequenzen und in extrazellularen Doméanenelast hohe Uberlappungen zwischen
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einzelnen Mitgliedern. Zudem werden einzelne Tetage in vielen Organen exprimiert, so
dass es oft schwierig ist, entsprechende Kontratierinden. Innerhalb eines Organs konnten
viele Tetraspanine aber nur in einzelnen Zelltypachgewiesen werden. So wird CD9, Tspan-2
und Tspan-3 primér in den Myelin-bildenden Zellesprémiert, CD81 wurde auf Mikroglia und
Astrozyten gefunden, und Tspan-5/Net-4 in kortikeBrukturen. Dies ermdglicht zumindest auf
zellularer Ebene einen Nachweis fur die Spezifiaer Antikbrperbindung. Im Rahmen dieser
Arbeit habe ich mich auf die Herstellung eines agpanin-5 Antikdrpers konzentriert, da dieses
Tetraspanin das bisher einzige Tetraspanin darstis in Neuronen nachgewiesen werden
konnte (Garcia-Frigola et al. 2001).

2.2 Tetraspanin 5

Tetraspanin 5 hat eine hohe Expression im zentrislervensystem. Es wird jedoch auch in
anderen Organen in unterschiedlichem Ausmal’} exgnimSo konnte mittels Northern Blot
Analyse eine Tspan-5 Expression in Herz, Niere,dtipd.unge und Leber nachgewiesen werden
(Gracia-Frigola et al. 2000).

Innerhalb des Kleinhirns von Mausen ist eine Tspan-RNA Expression erstmals im Alter von
E10 dokumentiert (Garcia-Frigola et al. 2001). H&pression scheint hier auf kortikale
Strukturen beschrankt zu sein. Genauere zellulagerdSsionsdaten konnten erstmals von
Juenger et al. (2005) mittels in situ-Hybridisieguarhoben werden. In dieser Arbeit wird bei
neugeborenen Mausen eine schwache TetraspaninrBgsign in der auf3eren Kornerzellschicht
und in Purkinjezellen des Lobus posterior gezdije Expression der Tspan-5 mRNA steigt
dann sowohl in den Kérner- als auch den Purkinjezahit zunehmender Reifung der Neurone
an. Die Reifung der Neurone ist insbesondere dudafh Ausbildung von Dendriten
charakterisiert, so dass die Parallelitét in dgrahs5 Expression und der Dendritogenese erste
Hinweise fur eine physiologische Funktion des Tsgeain-5 bei der Dendritenreifung vermuten

lasst.
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2.3 Medulloblastome

Medulloblastome zahlen zu den primitiven neuroeg&tothlen Tumoren. Dies sind embryonale
Tumoren, die wahrscheinlich aus einer gemeinsamegeRitorzelle des ZNS entstehen. Zu 88%
gehen diese hoch malignen Tumoren vom Kleinhirn @ud werden dann Medulloblastome
genannt. Das Medulloblastom ist der haufigste imdr bei Kindern unter sieben Jahren und
tritt mit einem Haufigkeitsgipfel zwischen dem war und achten Lebensjahr auf (Muntau,
2004). Histologisch zeichnet sich der Tumor duraksgepragte Anaplasie und invasives
Wachstum aus, so dass er zu den Grad IV Tumorend\Kldssifikation) z&hlt.

Die Histogenese von Medulloblastomen wird seitenelahren kontrovers diskutiert und ist auch
heute noch nicht abschlieRend geklart. Eine Thessadi, dass sie von primitiven
neuroektodermalen Zellen in der Keimzellschicht Bereich der Ventrikel ausgehen (Rorke,
1993, Hart et al., 1973). Eine andere These gethdrdaus, dass der Tumor am ehesten aus
proliferierenden Neuroblasten der cerebellaren @m3&ornerzellschicht hervorgeht (Kadin et
al., 1970, Rubinstein, 1985). Es ist durchaus notiglilass beide Lokalitaten als Ursprungsort fur
Medulloblastome in Frage kommen (Katsetos et &95) Unabhangig vom Ursprungsort ist
auffallig, dass viele humane Medulloblastome digebellaren Marker p53 und PARP

exprimieren (Eberhart, 2003).

Prinzipiell ist bei Medulloblastomen zwischen defaskischen und dem desmoplastischen Typ
zu unterscheiden. Gemass der American brain Tunssodation imponiert das klassische
Medulloblastom mikroskopisch durch dicht gepackiede Zellen mit grof3em Nukleolus und ist
der haufigste Typ unter den Medulloblastomen bendérn und Erwachsenen. Beim
desmoplastischen Medulloblastom gelten Kornerzdbwiber als Ursprungszellen (Kenney et al.,
2003, Oliver et al. 2005). Histologisch ist hieneicharakteristische ,biphasische” Architektur
des Tumors erkennbar, wobei die typischen undiffaezten Medulloblastomzellen in ein
dichtes interzellulares Netz aus Retikulinfasermgebettet sind, jedoch auch zahlreiche
retikulinfreie Inseln mit verminderter Zelldichtekennbar sind (Kleihues et al., 1993). Die
Haufigkeit der desmoplastischen Medulloblastomgtligei durchschnittlich 12 % (Hubbard et
al., 1989; Hughes, 1984) wobei die desmoplastidtmgante haufiger bei Erwachsenen als bei
Kindern gefunden wird (Bloom et al., 1990, Carri@le, 1994, Peterson und Walker, 1995).
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2.4 Splicing

Als Splicing wird ein wichtiger Schritt in der Werlverarbeitung der RNA bezeichnet, bei dem
im Zellkern von Eukaryonten aus der pr&-mRNA (hnRNhfe reife mRNA entsteht. Dies
geschieht indem die Intronsequenzen, welche imesgatProtein nicht translatiert werden,
entfernt und die angrenzenden Exone, welche regidahe, nicht-translatierte und codierende
Anteile enthalten, miteinander verknipft werden. sD&plicing ist somit Teil der
Proteinbiosynthese. Noch bevor die Transkriptioenoket ist, wird die transkribierte hnRNA von
~omall nuclear Ribonukleoproteinen” (snRNPs) autidtionsstellen des Splicings untersucht.
Diese sind i.d.R. durch das Intron flankierende @id AG Sequenzen charakterisiert. Genau an
diesen Stellen wird die hnRNA hydrolysiert, dasrdnt entfernt und die beiden Enden der
benachbarten Exone ligiert. Dieser Prozess desiglist extrem gut konserviert und exakt
reguliert. Jegliche Veranderung in diesem Splidingzess konnte dazu fuhren, dass
Leserasterverschiebungen auftreten, die dann estwiedfunktionslosen oder Proteinen mit
eingeschréankter Funktion resultieren konnten. Elasdisches Beispiel hierfir ist die R3-
Thalassamie, bei der durch Mutation eine zusaili8plice-Stelle in der R-Kette des Globins
entsteht, wodurch das [3-Globin in seiner Proteumser verdndert und entsprechend in seiner
Funktion beeintrachtigt wird (Weatherall, 2001).

Das sogenannte ,alternative Splicing” stellt eineesonderen Typ des Splicing dar. Dabei
werden beim Herausschneiden von IntronsequenzendausinRNA gleichzeitig Exone mit

entfernt. Durch die Wahl unterschiedlicher Exone derausgeschnitten bzw. in der mRNA
verbleiben, kdnnen aus einem Gen unterschiedlicbiRe entstehen, die man dann als Splice-
Varianten bezeichnet. Die Regulation des alterpatiSplicings erfolgt wie oben Uber

Splicefaktoren. Es kénnen hierbei verschiedene Enrdes alternativen Splicings unterschieden
werden. Unter anderem kann es zum UberspringerExams oder auch zum Beibehalten von

Introns kommen.

Die Wahrscheinlichkeit, dass ein durch alternativeplicing neu entstandenes Protein
funktionsfahig ist, ist hoher als bei einem durchutdion der codierenden DNA-Sequenz

entstandenen neuen Proteins. So liegt die Vermuhaige, dass das vermehrte Vorkommen
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bestimmter Splicevarianten bei Erkrankungen wie. KBebsleiden eine entscheidende Rolle

spielen konnte. Viele Forschungsarbeiten konzemstrisich bereits auf diese Thematik.

2.5 Ziel dieser Arbeit

Tetraspanine scheinen in vielen Organismen und iglerv Organsystemen eine Rolle als
modulatorische Membranproteine zu besitzen, diestligkturelle Integritat von Membranen z.T.

entscheidend beeinflussen. Tetraspanin-5 ist eintrdfer der Tetraspanine, der im ZNS

besonders stark exprimiert wird, insbesondere urorealen Zellen. Funktionelle Studien wurden
bisher allerdings noch nicht unternommen, was damanilckzuftihren ist, dass der Nachweis des
Tetraspanin-5 Proteins bisher nicht gegliickt waas Problem hierfiir scheint die sehr hohe
Homologie zwischen den einzelnen Tetraspaninverinetu sein. Im Rahmen dieser Arbeit sollte
nun ein Antiserum gegen Tetraspanin5 hergesteflitdamit die Expression in unterschiedlichen

Organen, sowie im Gehirn wahrend der Entwicklunggrsucht werden.



18

3 Material und Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Verwendete Substanzen, Losungen und Puffer

Alle Losungen wurden, wenn nicht anders angegeb@h,doppelt-deionisiertem Wasser bei

Raumtemperatur angesetzt.

BSA
Bovine Serum Albumin (Sigma, A8806)

TBS

150 mM NacCl

50 mM Tris

Der pH der Losung wurde mit NaOH auf 7,2 eingetstell

PBS

137 mM NacCl

2,7 mM KCI

10 mM NaHPG,

2 mM KHPO,

Der pH-Wert wurde mit HCL auf 7,4 eingestellt.

dNTP’s
10 mM dNTP’s (Amersham Biosciences, 27-2035-0H.@
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H,O-DEPC
0,5 ml DEPC (Sigma D-5758) wurden in 1 4®ibei 37 °C Uber Nacht inkubiert, und dann fir 40

min autoklaviert.

3.1.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE

Losungen

10,0 % Natriumdodecylsulfat (SDS)

100 % N,N,N,N,-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
10,0 % Ammoniumpersulfat (APS)

Proteinproben-Puffer
62,5 mM Tris / HCI pH 6,8
25 % Glycerin

2 % SDS

0,001 % Bromphenolblau

2 % [3-Mercaptoethanol (erst kurz vor Gebrauch zegeb

Sammelgel-Puffer
0,5 M Tris / HCI, pH 6,8

Trenngel-Puffer
1,5 M Tris / HCI, pH 8,8

30 % Acrylamid Bis-Acrylamid
AccuGel 29:1 (National Diagnostics)
Acrylamid : Bis-Acrylamid

Die Losung wurde bei RT gelagert.
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Elektrophorese-Laufpuffer (10x)

250 mM Tris

1,92 M Glycin

1 % SDS

pH-Wert 8,3

Die Elektrophorese zur Auftrennung der Proteinehnacem Molekulargewicht wurde mithilfe
des Elektrophorese Systems ,Minigel-Twin® (Whatniometra) durchgefiihrt. Das SDS-
Polyacrylamidgel besteht aus einem Sammelgel umeheiTrenngel. Es wurde nach folgendem

Ansatz hergestellt.

Tabelle 1: Herstellung von Sammelgel und Trenngetfe SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Sammelgel (4 ml) Trenngel 10 % 12%
Sammelgel-Puffer 0,5 ml| Trenngel-Puffer 2,5 ml 25
dd HO 2,64 ml| dd HO 4,06 ml | 3,425 ml
Acrylamide (30%) 0,8ml | Acrylamide (30%) 3,34 m| 0O4ml
10% SDS 40 pl 10% SDS 100 pl 100 pl
10% APS 20Ul | 10% APS 50 pl 50 pl
TEMED 4 ul TEMED 10 pl 10 pl

Zunachst erfogte das Ansetzen des Trenngels, welohischen zwei Glasplatten gegossen und
mit Isopropanol Uberschichtet wurde. Nach der Pelysation des Trenngels, diese dauert ca. 45
Minuten, wurde das Isopropanol entfernt, der Prihenim eingefliigt und das Sammelgel
gegossen. Die Polymerisation dieses Gels dauert3@aMinuten. Im Anschluf? wurde der
Probenkamm entfernt und das Gel mit 1x Elektropbeieaufpuffer tberschichtet und die
Probentaschen mit Puffer gespult. Vor dem AuftragenProteine in die Probentaschen, wurden
die Proteine im Proteinproben-Puffer bei 95 °C %UMinuten denaturiert. Die Trennung der
Proteine im Gel erfolgte zunachst bei 30 mA mit $¢anter Spannung. Nach durchlaufen des
Sammelgels wurde die Spannung auf 40 mA erhéht.Mdekulargewichtsmarker wurde der
.Precision Plus Protein Standard“ der Firma BioR@b1-0373) eingesetzt. Nach der
Gelelektrophorese wurden die Proteine auf eineokigliulose-Membran transferiert.
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3.1.3 Western Blot - Analyse

Transfer-Puffer

25 mM Tris, pH 8,0
192 mM Glycin
20% Methanol

Membranen

Hybond Nitrozellulosemembran C-extra (Amersham &imsces, RPN 203E).

Fir den Transfer von Proteinen aus einem SDS-PAE@E&sf eine Membran wurde das
kuhlbare Tankblot-System von Whatman-Biometra venet. Zunachst wurden alle Filter und
Membranen mit Transfer-Puffer getrdnkt und in foldger Reihenfolge aufeinandergelegt: 3
Lagen Whatman-Filterpapier, Trenngel, die nach tdédesangaben vorbereitete Membran,
erneut 3 Lagen Whatman-Filterpapier. Die Blottingaatur wurde mit Transfer-Puffer gefullt
und die Transfereinheit eingesetzt. Der TransfelPdeteine erfolgte bei 400 mA fur 2 h bei

4 °C. Nach dem Transfer wurden die Proteine mizifigehen Antikbrpern nachgewiesen.

3.1.4 Immunchemischer Nachweis von Proteinen auf V8&ernblot-Membranen

PBST
0,05 % Tween 20 in PBS

Milchpulver PBST
5,0 % Milchpulver (fettfrei) in PBST
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Tabelle 2: Zur Western-Blot-Analyse verwendete Rawper

Primare Sekundare Spezies Bezugsquelle
Antikorper Antikdrper
Tetraspanin 5 Serum Kaninchen Baader SL
#1076 nach 2. Boost
Tetraspanin 5 Serum Kaninchen Baader SL
#1076 nach 3. Boost
Praimmunserum Kaninchen Baader SL
#1076
Ziegeo Kaninchen | Ziege Dako, P0448
lgG / HRP

Nach dem Transfer der Proteine auf die Nitroceledilembran wurde zur Abséattigung

unspezifischer Bindungen die Membran in 5 % Mildipu PBST blockiert. Anschlie3end

wurde die Membran zweimal fir 5 min in PBST gewaschzum Nachweis von verschiedenen
Proteinen wurden die Membranen in separate Terkxhgitten und getrennt mit dem jeweiligen
Antikdrper inkubiert. Die primaren Antikorper (Tdlee2) wurden in 1% BSA/PBST oder in 5 %
Milchpulver PBST verdinnt und die Membranen hierbat 4°C tber Nacht inkubiert. Nach der
Inkubation wurden die Membranen mehrmals (5x fummm) in PBST gewaschen und fir
mindestens 1 h mit dem sekundéren Antikérper (TAb.inkubiert, der ebenfalls in 1%

BSA/PBST oder 5 % Milchpulver PBST verdinnt wurdgie Membranen wurden erneut
funfmal fur 5 min gewaschen. Zur Detektion der &ignwurde das Chemilumineszenz
-,ECL+Plus Western Blotting Detection* System (Anteam Bioscience, RPN2132) verwendet
in Kombination mit Autoradiografie-Filmen von Kodék-OMAT AR XAR5, X-OMAT LS).
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3.1.5 Coomassie Blue Gelfarbung

Coomassie Fixation
50 % Methanol

10% Essigsaure

Coomassie Farbung
0,05 % Coomassie Brilliant blue R250
50 % Methanol

10 % Essigsaure

Coomassie Entfarbung
40 % Methanol

10 % Esigsaure

Das Gel wurde fur 1 Stunde in Coomassie Fixatiaslig fixiert. Anschliessend wurde fir 1
Stunde in der Farbe-Losung gefarbt, und im letzteahritt das Gel mehrmals in

Entfarbungslosung tber Nacht entfarbt. Die Geledenmit Zellstoff trocken getupft.

3.1.6 Silberfarbung maodifiziert nach Heukeshofen eal.

Fixierlésung 1
30 % Ethanol
10 % Eisessig

Fixierlésung 2

30 % Ethanol

0,5 M Natriumacetat
0,5 % Glutardialdehyd
0,2 % Natriumthiosulfat
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Silbernitratlésung
0,1 % Silbernitrat
0,02 % Formaldehyd

Entwicklerlésung
2,5 % Natriumcarbonat
0,01 % Formaldehyd

Stoplésung
0,05 M EDTA

Das zu farbende Gel wurde zunachst 40min in Fidsemg 1 fixiert. Hiernach erfolgte eine 40
minutige Fixation in Fixierlosung 2. Im Anschlussinde das Gel 3 mal fir 20 Minuten in
destilliertem Wasser gereinigt. Nun erfolgte digbie@g fur 40 Minuten in Sibernitratlésung.
Nach der Farbung wurde das Gel in destilliertem &adir 2 Minuten und einmalig in
Entwicklungslosung ohne Formaldehyd gewaschen. étfaigte die Fixation fir 3-7 Minuten in
Entwicklerlosung mit Formaldehyd. Im Anschluss wairdie Farbung fur 15 Minuten in
Stoplésung gestoppt. Im letzten Schritt erfolgte dochmalige Waschung des Gels fur 15
Minuten in destilliertem Wasser.

3.1.7 Proteinextraktion aus verschiedenen Geweben

Homogenisations-Puffer
1x Tris / SDS

10% Sucrose

10pg / ml Aprotinin
10pg / ml Leupeptin
1uM Pepstetin

5mM EDTA

1mM PMSF
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Das Cerebellum von Mausen wurde prapariert unddineflissigem Stickstoff eingefroren.

Fur die Extraktion der Proteine aus dem Gewebe &udd0 mg gefrorenes Gewebe mit 160
Homogenisations-Puffer versetzt und in einem Glagmblgenisator homogenisiert. Das
Homogenat wurde 2 h bei 13000 g und 4 °C zentsfigDer Uberstand wurde aliquotiert und
bei -80 °C eingefroren. Der Proteingehalt wurde deitn ,BCA Protein reagent” (Pierce, Perbio,
Rockford, USA) in einem MikroplattenspektralfotometuQuant) bestimmt. 3Qug Protein
wurden in Proteinproben-Puffer aufgenommen und 5 bbai 95 °C denaturiert. Die Trennung
der Proteine erfolgte in einem 10 % oder 12% SDIgeeoylamid Gel, mit einem
anschlieBenden Transfer auf eine Nitrozellulosermamb(Hybond-C extra, Amersham
Biosciences, RPN 203E).

3.1.8 Proteinextraktion aus Zellkulturen

Proteinextraktions-Puffer
1x Tris / SDS

10% Sucrose

10pg / ml Aprotinin
10pg / ml Leupeptin
1mM PMSF

1uM Pepstatin A

5mM EDTA

Fur die Extraktion von Proteinen aus Zellkultureareen jeweils 3 Kryorohrchen eingefrorener
Zellen mit 2 ml Extraktionspuffer im Glas-Homogeatisr homogenisiert. Das Homogenat wurde
bei 4 °C fiir 10 Minuten bei 13000 g zenitrifugidder Uberstand wurde aliquotiert und bei

-80 °C eingefroren.

Die Proteinbestimmung wurde mithilfe des ,Bio-Radotein Assay“ (500-0006) in einem
Mikrotiterplattenspektralfotometer durchgefuhrt.rRdie Westernblot-Analysen wurden 18

Protein in Proteinproben-Puffer aufgenommen und mukén bei 95 °C denaturiert. Die
Trennung der Proteine erfolgte in einem 12 % SD§deoylamid Gel. AnschlieRend wurden die
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Proteine aus dem Gel auf eine Nitrozellulosememfifymond-C extra, AmershamBiosciences,
RPN 203E) transferiert.

3.1.9 Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgté da@m BCA (Bicinchoninic Acid) Protein
Assay von Pierce (23225) und einem BSA-Standartl Aagaben des Herstellers. Es wurde eine
Eichreihe mit verschiedenen BSA Konzentrationen £50000ug / ml) in Homogenisations-
Puffer angesetzt. Von den Proben und den Standam@n wurden jeweils 1@ mit 200 pl
Reaktionsmixlosung gemischt und fir 30 Minuten ®2i°C inkubiert. Fiur jeden Wert wurden
Dreifachmessungen durchgefiihrt. Mit einem MikroptattenspektralfotometepQuant) wurde
bei der Wellenlangg = 562 nm die Lichtabsorption gemessen. Mit Hilfgee Eichkurve wurden
die Konzentrationen der Proben ermittelt. Flr Pnotoé geringen Proteinkonzentrationen wurde
das ,Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent ConcentréBad-Rad, 500-0006) eingesetzt. Zur
Konzentrationsbestimmung wurde eine Eichreihe mitehiedenen BSA Konzentrationen (1,56
— 25 pug / ml) in H20 (Ampuwa) hergestellt. Von den Probamurden verschiedene
Verdinnungen (1:200, 1:500) mit H20 (Ampuwa) angdseFur jeden Wert wurden
Dreifachbestimmungen durchgefuhrt. Das Reaktioggneawurde nach Angaben des Herstellers
angesetzt. Von dem Reaktionsmix wurdenutit 160 ul Probenverdiinnung gemischt und fur
20 min  bei RT inkubiert. Gemessen wurden die Probeim einem
Mikrotiterplattenspektralfotometer pQuant) bei der Wellenlangeh = 595 nm. Die

Konzentrationen der Proben wurden mithilfe einehkurve bestimmt.

3.1.10 Total RNA Isolation mit Trizol

Die RNA Isolation erfolgte aus frisch prapariert&ewebe der Maus. Dieses wurde mit 1ml
Trizol/50mg Gewebe gut gemischt. Je verwendetenTnzbl wurden dann 0,2 ml Chloroform
(CHCZ1C) zugegeben und 30 sec geschittelt. Das Gemisctiewaa. 20 min bei 4600 rpm
zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren wurde deretdtand in ein frisches Reaktionsgefal

Uberfuhren. Je ml verwendetem Trizol wurden hieran jeweils 0,5 ml Isopropanol zugegeben
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und die Mischung 3-10 Minuten inkubiert. Hierbei rde die RNA ausgefallt. Das Gemisch
wurde anschliessend 15 Minuten bei 4 °C mit 4600 rpentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das verbleibende Pellet wurde mit je L 78 % ETOH-DEPC pro Milliliter
verwendetem Trizol gewaschen. Im Anschluss wurde @amisch nochmals 10 Minuten mit
4600 rpm bei 4°C zentrifugiert und der Uberstandveefen. Das verbleibende Pellet wurde bei
Raumtemperatur luftgetrocknet und schliel3lich meekleinen Menge DEPC-,B resuspendiert

und bei -80 °C gelagert.

3.1.11 C-DNA Gewinnung mit Dynabeads

Die mit Trizol Isolation erhaltene RNA wurde hiarrz-DNA-Synthese verwendet. Vor Beginn
wurden die verwendeten Dynabeads (Invitrogen) némtgaben des Herstellers mit Lysepuffer
gewaschen. Je Tube RNA wurden 20 pl Dynabeadsiidgen) zugegeben. Das Gemisch wurde
bei Raumtemperatur fir 5 Minuten auf dem Schiiti&ubiert. Nach der Inkubation wurden
nach Hersteller-Protokoll verschiedene Waschvorgédaggeschlossen. Hiernach wurden die
Dynabeads in 20 ul DEPC-.8 resuspendiert und bis zur WeiterverarbeitungEsfgestellt.
Zur c-DNA Synthese wurden 5 pul RNA Dynabeads mit Random Hexamers (30 ng/pl) und 5
pul DEPC-HO gemischt und fir 5 Minuten bei 65 °C im PCR-Thecgtler inkubiert. Im
Anschluf3 wurde das Gemisch sofort auf Eis gestélin wurden 4 pl 5x First Strand Buffer, 2
il 0,1 M DTT und 1 pl 10 mM dNTP zugegeben. Das Gemwurde im PCR Cycler erneut
inkubiert, zun&chst fir 10 Minuten bei 25 °C, d@aNinuten bei 42 °C. Anschliessend wurde 1
pl Superscript Il zugegeben und das Ganze wied€&@R-Thermocycler inkubiert bei 42 °C flr
50 Minuten und 15 Minuten bei 70 °C. Die c-DNA warlei -24°C gelagert.
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3.2 Antikorperaufreinigung

Die Aufreiningung des Antikdrpers erfolgte nach eirm Protokoll, das von Franken et al.
(2003) genutzt und in Anlehung an Harlow und Lane 1988) erstellt worden ist. Die hier

genutzten Bezeichnungen der Puffer wurden aus diesé@ublikationen Gbernommen.

Bindungspuffer
PBS entgast

Waschpuffer A
10 mM Tris/HCI pH 7,5

Waschpuffer B
10 mM Tris/HCI pH 7,5
500 mM NacCl

Waschpuffer D
10 mM Tris/HCI pH 8,8

Elutionslosung 1
100 mM Glycin pH 2,5

Elutionslésung 2
100 mM Triethylamin pH 11,5

Regenerationspuffer F
8 M Urea
10 mM Tris/HCI pH 7,5

Puffer N
1 M Tris pH 8,0
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Zur Aufreinigung des Antikdrpers wurde zunéachsteeAufreinigungssaule hergestellt. Hierzu
wurden 250 mg Activated Thiol Sepharose abgewogsh in eine Glassaule gefillt. Dieses
wurde mit ca. 200ml D Bidest gewaschen. Die Saule darf nie austrockAaschliel3end
wurde die S&ule mit 20 ml entgastem Bindungspufawaschen. Hiernach wurden ca. 1,4 mg
Peptid, mit welchem auch die Antikérperherstellenfplgt war, auf die Saule gegeben, geldst in
1 ml entgastem Bindungspuffer. Um eine optimaletidbpdung an die Séule zu erreichen,
wurde das Peptid eine Stunde auf der Saule inkubiWarch der Inkubation wurde das nicht
gebundene Peptid mit 20 ml entgastem Bindungspwider der Saule gewaschen. Das Eluat
wurde aufgefangen und je 2 ml nach der Microassaygdelur zur Proteinbestimmung gemessen.
Anhand der Messung konnte gesehen werden, dadsneg.Peptid an die Saule gebunden sind.
Vor dem Antikorperkontakt wurde die Saule einmalt medem einzelnen, im weiteren
verwendeten Puffer gewaschen, um eventuell nodmavalenes nicht gebundenes Peptid von der
Séaule zu entfernen. Hierzu wurden je 20 ml der eedeten Waschpuffer und 10 ml der
Eluationspuffer verwendet. Im Anschluss erfolgte Mieutralisation mit 20 ml Waschpuffer A,
bevor nun der aufzureinigende Antikérper auf diel&aufgetrage wurde. Hierzu wurde das
Antikdrperserum nach dem 3. Boost, hier wurden|5Serum verwendet, 1:10 mit sterilem
Waschpuffer A verdinnt und auf die Saule aufgetrageer Durchlauf wurde aufgefangen und
ist spater als Durchlauf 1-4 gekennzeichnet. Imteven Verlauf wurde die Saule nach
folgendem Schema mit mehreren Wasch- und Elutidfespu gewaschen, die einzelnen

Elutionen wurden nach dem Durchlauf aufgefangenspéder einzeln analysiert.

1. 20 ml Waschpuffer A

2. 20 ml Waschpuffer B

3. 10 ml Elutionslésung 1, 100 mM Glycin pH 2,5. Higrmvurde ein saurer pH-Sprung
ausgelost. Vor dem Auffangen der durchgeflossenelmat& wurden pro
Auffangbehalter je 0,5 ml Puffer N vorgelegt.

4. 20 ml Waschpuffer D

5. 10 ml Elutionslésung 2, 100mM Triethylamin pH 1Z5m Auslosen eines basischen
pH-Sprungs. Auch hier wurden je Auffangbehélterrfa|3°uffer N vorgelegt.

6. 10 ml Regenerationspuffer F

7. 20 ml Waschpuffer A zur Neutralisation der Saule.
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Nach den einzelnen Wasch- und Elutionsschritterdevutie Saule mit D Bidest gewaschen

und zur Aufbewahrung mit 20 % Ethanol aufgeftlltibei 4 °C gelagert.
Von den einzelnen Durchflissen der Waschpuffer Eiudite wurde bei 280 nm die Extinktion

gemessen. Die einzelnen Durchflisse wurden aulRerdemANestern Blot gegeneinander

aufgetragen.

3.3 Zellkulturen

DMEM Medium

DMEM (Gibco, 31966-021)

10 % Foetales Bovines Serum (FCS, Gibco, 10270-106)
1x Penicilin-Streptomycin (Gibco, 15140-122)

3.3.1 Zelllinien

Tabelle 3: In der Arbeit verwendete Zelllinien

Daoy Humane desmoplastische cerebellare Medullartas ATCC HTB-186
Zelllinien

D283Med| Humane desmoplastische cerebellare Medulloblastosi-CC HTB-185
Zelllinien

3.3.2 Kultivierung und Konservierung der Zelllinien

Die Zelllinien wurden in 8 ml DMEM Medium in 10 c#Zellkulturschalen im Brutschrank bei
37 °C und 5 % CO2 kultiviert. Bei einer 90 %igenrifloenz wurden die Zellen auf neue

Kulturschalen umgesetzt. Hierzu wurden die Zeleimal mit PBS gewaschen und mit 2 ml 1x
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Trypsin/EDTA (Gibco, 15400-054) verdinnt in PBS wier Kulturschale abgeldst (2 Minuten
bei 37 °C). Die in Trypsin-Losung resuspendierteiléh wurden mit 8 ml DMEM Medium
versetzt und bei 230 g fur 3 Minuten zentrifugi&as Zellpellet wurde in 2 ml DMEM Medium
resuspendiert und 100-4Q0Zellsuspension in neue Zellkulturschalen ausgesat

Zur Langzeitaufbewahrung wurden die Zellen eingeino Die Zellen einer konfluenten
Zellkulturschale wurden trypsinisiert und nach eidentrifugation in 70Qul DMEM Medium
plus 10 % FCS resuspendiert. Von der Zellsuspensiorden 700ul in ein Kryo-Rohrchen
(Nunc, 377267) uberfuhrt. Anschliessend wurden 20Betales Kélberserum zugegeben und die
Suspension mit 100l DMSO (Sigma, D-2651) gemischt. Danach wurde dasiRéhrchen bei
-80 °C eingefroren in flussigem Stickstoff und tangzeitkonservierung in die Gasphase eines
Stickstoffbehéalters tberfuhrt.

Zum Auftauen wurden die Zellen kurz in einem 37\W@sserbad erwarmt und dann in 5 ml
DMEM Medium resuspendiert. Nach einer Zentrifugatiiir 5 min bei 230 G wurde das
Zellpellet in 1 ml DMEM Medium resuspendiert undlid cm Zellkulturschalen ausgesat.

3.4 Klonierung

Die Tetraspanine CD 81, Tm4sf2, Tetraspanin 5Maus und Tetraspanin 5 des Menschen
sowie die Splicevariante des humanen Tetraspamwutfslen in ihrer gesamten kodierenden

Lange in p-Bluescript-SK+ und verschiedene Expozssiektoren kloniert.

3.4.1 Plasmid DNA Praparation nach Qiagen Plasmid Mi und Maxi
Protokoll

Dieses Protokoll ist gtiltig fur Praparationen his100 pg High- oder Low-copy Plasmiden oder
Cosmid DNA bei Benutzung des Qiagen Plasmid MidsKoder bis zu 500 pg bei Benutzung
des Qiagen Plasmid Maxi Kit.
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Tabelle 4: Zur Klonierung verwendete Vektoren, iResistenzen und die verwendeten Schnittstellen

Vektor Resistenz Verwendete Schnittstellen
p-Bluescript SK+ Ampicillin Bam H |

p-EGFP-N1 Kanamycin Hind 11l, Xho |
p-IRES2-EGFP Kanamycin Hind 1lI, Xho |

p-CDNA 3.1 Zeo+ Ampicillin Bam H I; Hind III, Xho |

Zur Praparation wurde eine einzelne Kolonie voreeinisch bebriteten Platte gepickt und mit
dieser eine Startkultur von 2-5 ml LB-Medium beimpivelches das verwendete selektive
Antibiotikum enthielt. Die Inkubation erfolgte fita. 8 h bei 37 °C im Schiuttelinkubator bei ca.
300 rpm. Die Startkultur wurde nach der Inkubatmmisim Verhaltnis 1/500 oder 1/1000 in
Selectives LB-Medium uberfuhrt. Fur High-copy Plagenwurden 25 ml oder 100 ml Medium
verwendet. Fur Low-copy Plasmide wurden 100 ml o860 ml Medium inkubiert. Die

Inkubationszeit betrug 12-16 h bei 37 °C und 306 rdchiitteln. AnschlieRend wurden die
Bakterienzellen bei 6000 x g fur 15 min bei 4 °Chtzdugiert. Das Bakterienpellet wurde

anschlieffend nach dem Hersteller-Protokoll verwende

3.4.2 Fotometrische Bestimmung der DNA-Konzentratio

Die Konzentration einer Nukleinsaurelésung wurderftetrisch bei einer Wellenlange

A =260 nm in 5 mM Tris-Puffer bestimmt. Die Messuergplgte mit einem Spektralfotometer
(unQuant) in Mikrotiterplatten (Greiner, UV-Star, 6383. Die Absorption von 1,0 bei einer
Wellenlangé\ = 260 nm entspricht 58y / ml doppelstrangiger DNA bzw. 4@ / ml RNA
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3.4.3 Transformation chemisch kompetenter E. coli 8terien mit Plasmid-
DNA

LB-Medium
1,0 % Trypton, 0,5 % Select Yeast Extrakt, 0,5 %N#&,1 % Glucose wurden gelést und dann
autoklaviert. Vor der Verwendung wurde in Abhangigkvom Resistenzgen der transformierten

Plasmide ein Antibiotikum hinzugefugt.

Ampicillin in einer Endkonzentration von %@ / ml

Kanamycin in einer Endkonzentration von &/ ml

Agar-Platten

1,5 % Bacto Agar, 1,0 % Trypton, 0,5 % Select Ydastrakt, 0,5 % NaCl, 0,1 % Glucose
wurden gelést und autoklaviert. Nach dem AbkUhlemrde der Losung ein entsprechendes
Antibiotikum hinzugegeben und der noch flissige rAigaPetrischalen gegossen.

Chemisch kompetente E.coli Bakterien (DH5 alpahjden 30 Minuten auf Eis aufgetaut. Von
der Bakteriensuspension wurden @0mit 1 pl Plasmid-Losung (0,1 - 1,0g) vermischt. Der
Ansatz wurde fur 45 sec bei 42 °C inkubiert, ane@®@nd 2 Minuten auf Eis gestellt und dann
sofort mit 900ul LB-Medium aufgeflllt. Nach einer Inkubationszewn 1 h bei 37 °C unter
Schitteln wurden 100l auf Agar-Platten ausgestrichen und tiber NachBB&IC inkubiert.

Fur den Vektor p-Bluescript-SK+ wurden die Agarii&a zuvor mit je 50 ul X-Gal (50 mg/ml
und 100 ul IPTG (0,1 M) behandelt.

X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-g-D-galactopyranosid)
2 % in Diethylformamid gelOst, aliquotiert und ltgeschutzt bei -20 °C gelagert. 1/500

eingesetzt.

IPTG (Isopropyl- g-D-thiogalactopyranosid)
100 mM gel6st in KO Bidest. Das IPTG wurde durch einen 0,2 pm Fdteril filtriert und in 1
ml Portionen aliquotiert und anschliel3end lichtgeszt bei -20 °C aufbewahrt und in einer

Verdinnung von 1:500 eingesetzt.
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3.4.4 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonuklease

Die Reaktionsbedingungen und Puffer wurden nachAdeyaben der Hersteller angewendet. Fir
einen analytischen Ansatz wurdeml2L0x Puffer und 10 U Restriktionsendonukleasen Init
DNA in 20 ul H20 gemischt und fur 60 Minuten bei 37 °C inkuhid=Ur einen praparativen
Ansatz wurden 1Qg DNA in einem Reaktionsansatz von 20Qiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

3.4.5 Agarose-Gelelektrophorese

6x DNA-Ladepuffer
0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylencyanol
40 % Sucrose in }©

10x TBE

0,5 M Tris pH 8,0
0,5 M Borsaure
10 mM EDTA

Die Gelelektrophorese wurde eingesetzt, um DNA-Fege flr analytische oder préparative
Zwecke im elektrischen Feld aufzutrennen. In Abligkejt von der FragmentgroRe wurden
Agarosegel mit verschiedenen Konzentrationen (05%) in 1x TBE Puffer hergestellt. Nach
dem Aufkochen wurde die flissige Agaroselbésung @nE pg/ml Ethidiumbromid versetzt,
wodurch spater die Nukleinsauren durch BestrahlmitgUV-Licht sichtbar gemacht wurden.
Die DNA Proben wurden mit DNA-Ladepuffer gemischtduwzur Auftrennung in die Ladetaschen
des Gels aufgetragen. Die Trennung erfolgte berdionstanten elektrischen Spannung von

5 Volt / cm (Elektrodenabstand).
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3.4.6 Isolierung von DNA Fragmenten aus Agarosegele

Fur praparative Anwendungen wurden die entspredren®NA-Fragmente aus einem
Agarosegel unter UV-Licht ausgeschnitten und nfghides ,PCR clean-up Gel extraction Kit*
(Machery & Nagel, 740609.50) nach Angaben des Hibess isoliert.

3.4.7 Ligation von DNA

Die Ligation von DNA-Fragmenten in ein Vektor-Pladnwurde mit einer T4-DNA Ligase
(NEB) nach folgendem Ansatz durchgefiihrt. 50 ngtdieDNA und Fragment-DNA, in einem
3:1 molaren Verhaltnis von Fragment-DNA zu Vectd¥A) 2 ul T4 DNA Ligase Puffer (NEB)
und 1ul T4 DNA Ligase (NEB, M0202S). Mit O wurde das Reaktionsvolumen auf 20
aufgefullt. Die Ligation wurde bei 16 °C Uber Nachirchgefuhrt. Von dem Ligationsansatz

wurden 5ul zur Transformation von E.coli Bakterien eingetetz

3.4.8 Kolonie-PCR

Nach der Klonierung eines neuen DNA-Konstruktes deueine Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) durchgefuhrt, um positive Bakterien-Klone mentifizieren. Im Anschluss an eine
Ligation von DNA-Fragmenten in einen Vektor wurdeie neu erzeugten Plasmide in E.coli
Bakterien transformiert. Auf Agarplatten wurden Baienkolonien kultiviert und einzelne
Kolonien wurden in einer 96er Mikrotiterplatte niiB-Medium gesichert und dann in einen
PCR-Ansatz uberfuhrt. Fir die PCR-Reaktion wurdgeioder Ansatz hergestellt.

10x Puffer

75 mM Tris HCI

20 mM (NH4)2S04
0,01 % Tween 20



Tabelle 5: Rezept zum Ansatz der Kolonie-PCR
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Mix 1 15 ul
H>O 6,5 ul
c-DNA 1l
Primer 1 2,4 ul
Primer 2 2,4 ul
DMSO 0,8 ul
dNTP 0,4l
10x Puffer 1,5 pl
Mix 2 5ul
H,O 43l
10x Puffer 0,5 ul
Taq DNA Polymerase 5 Uyl (Fermentas, EP0402) 0,2 ul

Die verwendeten Primer (Tab. 6) wurden mit Hilfexv@ligo MS DOS konstruiert und mittels
BLAST-search \www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAS) nach mdglichen weiteren Bindungspartnern

gesucht, um deren Kreuzhybridisierungseigenschafiegering wie méglich zu halten.

Bezogen wurden die Primer von Invitrogen CustonmBrs oder Sigma-Genosys. Von den
Primern wurden mit 10 mM Tris, pH 8,0 Stockldsungaibheiner Konzentration von 200 pmol/pul

hergestellt, die dann bei -80 °C gelagert wurdeie. Gebrauchslésung wurde auf 20 pmol/ul

verdinnt.
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Tabelle 6: Zur PCR Verwendete Primer und ihre Raginsschnittstellen

Primer

Sequenz

Restriktionsschnittstelle

Tspan 5 human forward

GCT CTC GAG CAG AGG ATGho |

TCC GGG AAG CA

Tspan 5 human reverse

ACT AAG CTT AGC GGT TGREind 1l

AGG GGG TCT AC

Tspan 5 mouse forward

GCT CTC GAG GAT CCC AGRho I, Bam H |

GGA TGT CCG GGA AGC A

Tspan 5 mouse reverse

ACT AAG CTT GGA TCC G
GTG GTC GCA GGG GTC TAC

CHAind Ill, Bam H |

Tm4sf2 forward

GCT CTC CAG GGA GAA TGGXho |

AGA CCA AAC CTG

Tm4sf2 reverse GAT AAG CTT TCA GAG ATTHind Il
GCG GCAGTT CC
CD 81 forward GAC CTC GAG CCA TGG GGXho |

TGG AGG GCT G

CD 81 reverse

GAC AAG CTT TGG TGC AA
GCAAAG GGCCTCA

THind IlI
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Das PCR-Temperaturprogramm enthalt einen Pauséihsainrdem der Reaktionsmix 2 in die

PCR GefalRe hinzugefuigt wurde.

Tabelle 7: Temperaturprogramm Kolonie-PCR

PTC 200

94 °C 1 min

80 °C unendlich Zugabe Mix 2
94 °C 1 min X 40

55°C 1 min

72 °C 1,5 min

72 °C 10 min

4°C unendlich

Nach der PCR-Reaktion wurden die Ansétze in einegardsegel analysiert. Aus der 96er
Mikrotiterplatte wurden positive Bakterien-Klone plfiziert und kryokonserviert. Zur
Praparation der Plasmid-DNA wurde eine Kultur dekirien-Klone angesetzt und mithilfe von

,Extraktions-Kit" isoliert.

3.4.9 Anlegen von Glycerinkulturen

Nach dem Abzentrifugieren von 2 ml Bakterienkulwurde das entstandene Pellet in 1,5 ml
15% Glycerin in LB-Medium resuspendiert und in &ryoréhrchen (Cryo.S Cellstar, Greiner
Labortechnik) gegeben und in Flissigem Stickstoffefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.
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4 Ergebnisse

4.1 Etablierung des Tetraspanin 5 Antikérpers im Wstern Blot

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Expressiondgs® von Tetraspanin-Splice-Varianten
wahrend der Entwicklung des Kleinhirns, und in ehisdenen Organen der Maus unter
physiologischen Bedingungen. Mittels in situ Hyisidrung wurde bereits der Nachweis der
Tspan-5 mMRNA im Gehirngewebe gefiuhrt (Juenger.€2@05). Arbeiten aus dem Labor von E.
Soriano zeigten zudem die Tspan-5 mMRNA ExpressioHerz, Gehirn, Lunge, Leber, Nieren
und Hoden (Garcia-Frigola et al 2000.). Was bigimrh nicht gezeigt werden konnte, ist der
Nachweis des Proteins in den verschiedenen Orgamash eine Quantifizierung der
Proteinexpression wéahrend der Entwicklung des Kiems. Dazu musste zunachst ein
Antikdrper gegen Tspan-5 etabliert werden, der mbigt nur dieses Familienmitglied aus den
bisher 32 (Hemler 2005) bekannten Tetraspaninemtifdgeren kann. Die daflr notige
Immunisierung der Kaninchen und erste Analysen Hesinchenserums erfolgte in der
Arbeitsgruppe von Prof. Baader durch Katja Duffed ukann in Ihrer Dissertationsarbeit
nachgelesen werden (Duffe, Dissertation, Med. Rakder Univ. Bonn, 2008 eingereicht). Da in
dieser Arbeit sowohl Maus wie auch menschlichenevalt experimentell genutzt wird, soll hier
kurz auf die Homologien eingegangen werden. Diése is der Dissertationsarbeit von Duffe
nicht im Detail beschrieben. Die gesamte Sequenzaus und Mensch auf Nukleinsdureebene
sind zu 93 % identisch. Entsprechend sind die betlamologen auf Aminosaureebene zu 100%
identisch. Dies bedeutet, dass unabhangig von dahlWes immunisierenden Peptides der

gewonnene Antikdrper in Maus und Mensch equivdiemttionieren sollte.
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M5GKHYKGPEVSCCI KYFI FGFNVI FWFLG TFLAE GLWAWNEKGVLSNI SSI TDLGGFD
PWALFLWGGVMFI LGFAGCI GALRENTFLLKFFSVFLG | FFLELTAGVLAFVFKDW K
DQLYFFI NNNI RAYRDDI DLQNLI DFTQEYWQCCGAFGADDWALNI YFNCTDSNASRERC
GVPFSCCTKDPAEDVI NTQCGYDARQKPEVDQQ VI YTKGCVPQFEKW.QDNLTI VAG F

| G ALLQ FG CLAQ\LVSDI EAVRASW

Abb.2: Proteinsequenz Tspan 5 mouse. Die Peptigseoqrur Immunisierung ist in roter Schrift markiert

Die genomische Nukleinsauresequenz des Tetraspa@steht sowohl bei der Maus wie beim
Menschen aus insgesamt 8 Exonen, wobei das Tramsisttartcodon im Exon 1 liegt (Abb. 3).
Die vier Transmembranregionen werden in folgendeangEn codiert: | — Exone 1 und 2 ; Il -
Exon 3; Ill — Exone 3 und 4; IV — Exone 7 und 8.r&s ergibt sich auch eine Zuordnung der

Schleifenstrukturen zu den einzelnen Exone (EC%enE 2 und 3, EC2 — Exone 4 bis 7).

Exon 1 2 3 4 567 8

| —HHi-

1 gcggagct gc gggccggggc gggcggagcg agcggcggga ggagcgagceg gt gggaggeg
61 cgcgagcggg cggcgggcag cgtctccgecc ggcatctgecg cggccgectc tgecccggagce
121 ccggggaccg agcgccggac ccgccgcctg gcgcaccgac gcggagctcc cgectttgtge
181 tccgtgccgg ttcgaggagg cttcccggag gctgcggecca ccgcgecccg gcggcect cgg
241 aggcccgcgg ctggaggtgc cggagcet gect cggtccgecgce ggct gagccc cgcgtgeccce
301 actgctcgcc gggctgcetcc gagccggggt gctccgggge tccaaactcg ggct ggcggg
361 gcaagtgtct tcatgaaccc agaggfillit c cgggaagcac tacaagggtc ctgaagtcag
421 ttgttgcatc aaatacttca tttttggctt caatgtcata ttttgg
481 ggt gtcctctcca acatctcgtc
541 catcaccgac ctcggtggct ttgacccagt gtggcttttc cttgtggtgg gaggagt gat
601 gttcattctg gggtttgcag ggtgcatcgg agcacttcgg gaaaacacct ttcttctcaa
661
721
781
841
901
961 gaagat gt c at caacactc agtgtggcta tgatgccagg cagaaacca
1021
1081
1141
1201
1261
1321
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1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121

Abb. 3: Gensequenz Tspan5 mus musculus, CDS 385-Bx»n 1 gelb, Exon 2 griin, Exon 3 tirkis,
Exon 4 rosa, Exon 5 blau, Exon 6 grau, Exon 7viplExon 8 moosgriin, Anitkérper Peptidsequenz in
roter Schrift. Rot markiert sind das Start- undp&tmlon.

Abb . 4: Genomische (DNA) und Proteinsequenz mitrsidlung der Exonstruktur und der
Transmembrandomanen der Peptidsequnez (grin), sodde Subdomanstruktur der zweiten

Extrazellulardoméane (rot markiert).

Zur Immunisierung der Kaninchen wurde eine Peptjdesaz aus dem C-Terminus des

Tetraspanin 5 der Maus verwendet (Abb. 2). Diesu&az ist genomisch zu 88,24 % homolog



42

zu der des Menschen, auf Proteinebene bestehtl®és ige Ubereinstimmung der Sequenz.
Die Sequenz wird bei der Maus im Exon 8 codiertl{fAB). Die Immunisierung erfolgte in drei
aufeinanderfolgenden Injektionen im Abstand von @dchen. Sowohl vor (Praimmunserum)
als auch nach jeder Injektion wurde etwa 1 ml Blus dem Kaninchen entnommen und das
Serum gewonnen. Zum Nachweis von Tspan5 Antikrpelen einzelnen Seren wurde nun ein
Western Blot durchgefihrt, in dem definierte Mengen Kleinhirn-Proteinextrakt aufgetragen
und mit ungereinigtem Praimmunserum, Serum nach 2leBoost sowie Serum nach dem 3.
Boost inkubiert wurde. Alle, auch das Praimmunsefihrten zum Nachweis einer Reihe von
Banden, was darauf hindeutet, dass das Kaninch&hoiper gegen vielfaltige Proteine im Blut
besitzt, die eventuell auf vorangegangene odereliegble Infektionen zurtickgefiihrt werden
kénnen (Abb. 5).

37 kD —
25 kD 25 kD

(A) (B)
Abb. 5: Western Blot von 10 pg Kleinhirn-Extrakttnd) Praimmunserum 1:5000 verdinnt, (B) Serum
nach dem 2. Boost 1:5000

Bereits in diesem initialen Experiment war zu erkEm dass mit dem Serum nach der dritten
Injektion eine Proteinbande in einem Kleinhirnektraach Western Bloting im Bereich von 40
kD dargestellt werden konnte (Abb. 6).



43

75 kD 75 kD 75 kD 75 kD
50 kD 50 kD - 50 kD - 50kD
37 kD 37 kD = 37 kD “ 37 kD .
25 kD 25 kD 25 kD—— 25 kD

(A) (B) © (D)

Abb. 6: Western Blot von 10 pg Kleinhirn-Extrakttn8erum nach dem 3. Boost in unterschiedlichen
Verdinnungen. (A) 1:2000, (B) 1:5000, (C) 1:10.0@m), 1:20.000

Wurde das Serum aus der dritten Injektion in ucteesilichen Verdinnungen im Western-Blot
eingesetzt, war diese 40 kD Bande auch in der béchsingesetzten Serumverdiinnung noch
nachzuweisen (Abb.6). Dies spricht daflr, dass dasnunisierte Kaninchen einen
Antikdrpertiter gegen ein Protein mit dem Molekglewicht 40 kD besitzt. Da wir in Anbetracht
der vielen unspezifischen Banden von einem Antigdgpmisch im Kaninchenserum ausgehen
mussten, haben wir das Serum mittels einer Immdindatschromatographie aufgereinigt. Die
einzelnen Elutionslésungen und Waschlésungen wuathschlieRend im Western Blot und im
Silber-Gel analysiert. Hierbei zeigte sich, dasschrinend im 2. Elutionsschritt, hier wurde mit
100 mM Triethylamin mit einem pH von 11.5 ein baber pH-Sprung ausgeldst, die grolite
Menge an Antikorper-haltiger Proteinlosung von 8éule gewaschen wurde (Abb. 7B). Auch in
der ersten Elution, hier wurde mit 200mM Glycin reihem pH von 2,5 ein saurer pH-Sprung
ausgelost, wurde eine geeignete Menge des Antikbngen der Saule geldst (Abb. 7A). Somit
wurden die Antikdrper des ersten und zweiten Ehgszhrittes flr weitere Western Blots

verwendet.
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Protein D1 D2 D3 Wa WB C1 C2 Wb

L p— —
86,0 kD T—— —_—

43,1 kD

32,0 kD

hm" :

Abb. 7A: Silber-Gel der einzelnen Elutions- und \Waésungen in gleicher Menge unverdiinnt zur
Bestimmung des Proteingehaltes in den einzelnetioBRn. Zum Vergleich in der 1. Spur das ungerééig
Protein in einer Verdiinnung von 1:10. D1-3: Durakfl nach Auftragen des Antikdrpers, WA: Durchlauf
nach Waschen mit 10mM Tris/HCI pH 7,5 (Waschpuf¢r WB: Durchlauf nach Waschen mit 10mM
Tris/HCI pH 7,5 500mM NaCl (Waschpuffer B), C1 u@#: Durchlauf nach Elution mit 200mM Glycin pH
2,5 (saurer pH-Sprung), WD: Durchlauf nach WasahérlOmM Tris/HCI pH 8,8 (Waschpuffer D).

85,0 kD.

43,1 kD _h——n_d_uu
s S - e

32,0 kD

Abb. 7B: Silber-Gel der einzelnen Elutions- und \dfd&sungen in gleicher Menge unverdinnt zur
Bestimmung des Proteingehaltes in den einzelnetivBkn. E1 bis E8: Durchlauf nach Elution mit 100mMm

Triethylamin pH 11,5 (basischer pH-Sprung), F5: @diauf nach Elution mit 8M Urea 10mM Tris/HCI pH
7,5 (Regenerationspuffer).
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Eine Verdinnungsreihe des gereinigten Antikorpeigte, dass eine Verdinnung von 1:10 ein
optimales Ergebnis im Western Blot lieferte (Abb.8)

85,0 kD

43,1k ’ |

32,0 kD --

17,4 KD -—

A ® (©

Abb. 8: Western Blot mit Antikdrperverdinnungsreildeweils Einsatz von 1@ Kleinhirnextrakt und
Antikérper aus Elution E 3 in Verdinnung (A) 1:1B) 1:100, (C) 1:500.

Aufsteigende Mengen an Protein machten aber dbutliass die Bedingungen fir den Western
Blot noch nicht optimal gewahlt waren, da immer mamspezifische Banden aufgrund von
Kreuzreaktionen der Antikorperlosung mit spezifesch Proteinen des Kleinhirnextraktes
auftraten. Wie in Abbildung 9 gezeigt ist, konnthase Kreuzreaktionen durch Blockierung mit
5% Milchpulver komplett verdeckt werden.
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B

Q)

Abb. 9: Western-Blot, Einsatz von 10ug Kleinhirmakt, Antikérperverdiinnung 1:10 (A) Antikdper
verdinnt in 1% BSA/PBST, (B) Antikorper verdiinntS# Milchpulver in PBST.

Somit wurden die weiteren Western-Blots mit einettikorperverdiinnung des Tetraspanin 5-

Antikdrpers von 1:10 verdinnt in 5% Milchpulver g&l in PBST verwendet.

4.2 Spezifitat des Tetraspanin 5 Antikorpers

Wie bereits einfuhrend erwahnt, gibt es neben depaii5 noch weitere 31 Mitglieder aus der
Tetraspanin-Superfamilie in Saugetieren (Hemler5200edes Familienmitglied besteht aus 200-
350 Aminoséauren (Hemler 2005). Tetraspanin 5 béstetvohl bei der Maus, wie auch beim
Menschen aus 268 Aminosauren, was einem rechnenséholekulargewicht von 30 kD

(Ensembl) entspricht. Da die meisten Proteine gykert sind, liegt i.d.R. das tatséachliche
Molekulargewicht Uber dem errechneten. Dies bedewtass die gefundenen 40 kD eine
vernunftige Annaherung an das tatsachliche Molegelaicht des Tspan5 darstellt. Ein Beweis

fur den spezifischen Nachweis ist dies allerdingbtn Dazu wurden zwei Anséatze durchgefihrt:
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Zum einen wurde durch Martin Holst der Western BioAnwesenheit des spezifischen Peptides
durchfuhrt, welches zur Immunisierung eingesetaiden ist, und welches spezifisch fir Tspan-5
ist (Holst, Disseration, Anatomisches Institut, WriBonn, 2007). Hierbei zeigt sich, dass in der
Western Blot-Analyse von Tetraspanin 5 in Zellkeg¢tuvon Daoy-Zellen eine spezifische Bande
bei 40 kD sichtbar ist, welche bei Zugabe einegdpgspezifischen Peptids in 10-, und 100-

fachem molaren Uberschuss nicht mehr nachweisbar is

Um einen weiteren Hinweis Uber die Spezifitat dedtil®rpers zu erhalten, habe ich einen
Abgleich der verwendeten Petidsequenz mit zahlezicinderen Proteinen mittels Blast Search
(NCBI) durchgefuhrt. Im Ergebnis sieht man, dass\darwendete Peptidsequenz spezifisch fir
Tetraspanin 5 ist. Das zur Antikdrperherstellungmandete Peptid ist jedoch in seiner Sequenz
zu 82,4% homolog zur Peptidsequenz von Tetrasphni Ebenfalls besteht eine Homologie
von 59% fir Tetraspanin 14. Die Homologie gilt jé&dir das humane Protein und das Protein
der Maus welche in dieser Sequenz jeweils zu 10b&seinstimmen (Abb. 10). Einige andere
Proteine zeigten ebenfalls eine geringe Homologielen verwendeten Peptid, diese ist jedoch
deutlich geringer als die der aufgeflihrten Proteunel wird daher hier nicht im Einzelnen
erwahnt. Bei Tetraspanin 17 und Tetraspanin 14 degse zur Peptidsequenz homologe Sequenz
ebenfalls im Bereich des C-terminalen Endes mitnabhsne des humanen Tetraspanin 17. Hier

findet sich besagte Sequenz in der Mitte der Riségjuenz.

(A)  Tetraspanin 5: CLAQNLVSDI EAVRASW
Tetraspanin 17: CLAQNLVSDI KAVKANW
Tetraspanin 14: +LARTLI SDI EAVKA++

(B)  Tetraspanin 5: CLAQNLVSDI EAVRASW
Tetraspanin 17: CLAQNLVSDI KAVKANW
Tetraspanin 14: +LARTLI SDI EAVKA++

Abb. 10: Zur Tetraspanin 5 Antikorper Herstellungrwendete Peptidsequenz und Homologe Sequenzen
von Tetraspanin 17 und Tetraspanin 14 (A) bei daud/und (B) beim Menschen. Farblich markiert imgri

sind die Aminoséaureabweichungen der Homologen dgiméren Peptidsequenz.
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Als weiteren Ansatz habe ich unterschiedliche Bp@aine kloniert, welche spater in Zelllinien
transfiziert werden konnen. Auswahlkriterium flrsbemte Tetraspanine war hierbei die
Expression im Kleinhirn bzw. Gehirngewebe. In AbsthMaterial und Methoden kdnnen

Details zur Klonierungsstrategie entnommen werddéithilfe der PCR Klonierung wurden die

gesamten kodierenden Sequenzen fur Tspan5 der Miass, humane Tspan5 aus den
vorhandenen Tumorzellen sowie Tm4sf2 und CD81 gréith kloniert und sequenziert. Die
Klone sind aus technischen Grinden in verschie@eqeessionsvektoren, und zum Telil in p-
Bluescript Vektoren kloniert worden (Tabelle 8).

Tabelle 8: Klonierte Tetraspanine und Vektoren @lolien die Klonierung erfolgreich gelang

Tspan 5 mouse p-cDNA 3.1 Zeo+
Tspan 5 mouse p-EGFP-N1
Tspan 5 human p-EGFP-N1
Tspan 5 human p-IRES2-EGFP
Tm4sf2 p-cDNAS3.1-Zeo+
Tm4sf2 p-EGFP-N1

CD 81 p-BS-SK+

CD 81 p-EGFP-N1

CD 81 p-cDNA3.1-Zeo+

Mit diesen Vektoren kann eine Transfektion und Amalder Proteinextrakte aus transfizierten
Zelllinien durchgefuhrt werden. Die Blockierung d&®stern Blot Signals mithilfe des Sequenz-
spezifischen Peptids gilt jedoch als guter Nachwkis die Spezifitat des gereinigten

Antikdrperserums. Insofern wurde im Weiteren vomeen spezifischen Nachweis des

Tetraspanin-5 durch das hergestellt Immunserumegaswgen.
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4.3 Expression von Tetraspanin 5 in verschiedenenr@anen der

Maus

Viele Tetraspanine werden ubiquitar exprimiert. D&Echweis von Tetraspanin 5 im neuralen
Gewebe ist bereits mehrfach erbracht worden. Beici&#rigola et al. (2000) wird das
Vorkommen von Tetraspanin 5 im Northern Blot insattiedenen Organen dargestellt. Ich habe
nun versucht, Tetraspanin 5 mittels Western BlétRaoteinebene in unterschiedlichen Organen
darzustellen. Um einen quantitativen Unterschiedr derschiedenen Organe in der
Tetraspaninexpression feststellen zu konnen, wurdien aquivalente Mengen an Protein
eingesetzt. Verglichen wurden Magen, Leber, Milange, Colon, Herz, Gehirn, Niere, Muskel,

Dunndarm, und Hoden jeweils von gesunden adultemskt@ (Abb. 11).

. 25kD 'I

Magen Leber Milz Lunge Colon Heterz G&ehirn NidrereMiviiskeD Drimaetad ddeden

50 kD 50 kD

37 kD 37 kD

25 kD

75 kD

50 kD

37 KD 50 kD

37 kD

25 kD

20 kD 25 kD

—1 G - : g 20 kD
Magen Leber Milz Lunge Colon

Herz Gehirn Niere Muskel Diinndarm Hoden

Abb. 11: Western Blot verschiedener Gewebe zumhiNats von Tetraspanin 5 unter Einsatz aquivalenter

Proteinmengen wie in der Coomassie Farbung deraifeBiot Gele ersichtlich.
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Wie in Abbildung 11 zu sehen wurden im Western Blotetwa gleiche Mengen Protein
aufgetragen. Beim Herzen wurde scheinbar mehr iAreerwandt, was aber das Ergebnis in
seiner Aussagekraft nicht beintrachtigte. Es zemgjth im Western Blot eine sehr starke
Tetraspanin 5 Expression in der Milz und im Col&me geringfligig schwachere Expression
zeigte sich in Magen, Leber, Lunge, Dinndarm undé#o Noch geringer war das Vorkommen
von Tetraspanin hier in Gehirn und Niere. Im Heraemd im Skelettmuskel wurde kein
Tetraspanin 5 exprimiert. Im Colon zeigte sich,ereber in den anderen Organen angezeigten
Bande, eine zusatzliche, geringflgig kleinere Bamki den restlichen Geweben traten keine

zusatzlichen Banden auf.

4.4 Vergleich der Expression von Tetraspanin 5 in @sundem
cerebralen und cerebellaren Gewebe und in unterscbdlichen

Entwicklungsstufen

Es ist bekannt, dass Tetraspanin 5 im Gehirn ireraohiedlichen Entwicklungsstadien in

unterschiedlichem Ausmald exprimiert wird. AulRerdeeild man, dass die Expression vor allem
im Kleinhirn ausgepragt ist (Juenger et al., 20@s.wurden daher Cerebrum und Cerebellum
getrennt mittels PCR Analyse auf die Expression Vetraspanin 5 im Vergleich zueinander

untersucht (Abb. 12).

1000 Bp 1000 Bp
900 Bp 900 Bp
800 Bp 800 Bp
700 Bp 700 Bp
600 Bp 600 Bp
500 Bp 500 Bp

(A) (B)
Abb. 12: Darstellung von Tetraspanin 5 in adulterausbewebe mittels PCR in (A) Cerebellum, (B)

Cerebrum
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In der Analyse zeigt sich jeweils eine deutlichen@, welche fir Tetraspanin 5 spezifisch ist, in
ungefahr gleicher Starke in Cerebellum und Cereb#usétzlich zeigt sich bei dem Gewebe aus
dem Kleinhirn eine angedeutete weitere Bande inngerer Laufh6he als das abgebildete

Tetraspanin 5. Im Cerebrum zeigte sich keine eigezusatzliche Bande.

Im Anschluss wurde Gehirngewebe der AltersstufenuR@ P15 auf Expressionsunterschiede

oder zusatzliche Banden in der PCR untersucht.

—900 Bp
—=800Bp
700 Bp

———600 Bp

P8 P15
Abb. 13: PCR von Gehirngewebe in den angegebeniensatufen

Neben einer deutlichen Bande entsprechend Tetraspareigt sich in den Proben von P8 eine
deutlich abgrenzbare zusatzliche Bande wie beveitiser in der Probe des Kleinhirns. Bei P15
zeigt sich keine klar abgrenzbare zusatzliche Balediglich eine diffuse und verbreiterte Bande
wird angezeigt. Relative Mengenverhaltnisse lieSah aufgrund der technisch schlechten

Qualitat nicht bestimmen.

Zur ldentifizierung der Bande wurde diese aus de@R¥&el herausgeschnitten und zur
Sequenzierung bei Invitrogen eingesendet. Die Semuar homolog zu der des Tetraspanin 5
jedoch mit einer Deletion von 171 Basenpaaren @) (Abb. 13). Hierbei fiel auf, dass das
komplette vierte Exon von insgesamt 8 Exonen fgilteh. 14). Es wurde wahrscheinlich heraus
gespliced. Somit handelt es sich hier um eine 8pdidante von Tetraspanin 5. Es ergab sich

durch die Deletion keine Verschiebung des Lesemaste
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61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141

Abb. 14: Splicevariante Tspan5 mus musculus miefiah von 171 Basenpaaren entsprechend Exon 4.

gcggagetge
cgcgagcggg
ccggggaccg
tccgtgcegg
aggcccgegg
actgctcgee
gcaagt gt ct
ttgttgcatc

gggccgggge
cggcgggceag
agcgccggac
ttcgaggagg
ctggaggtgc
gggct gctcc
t cat gaaccc
aaat acttca

gggcggageg
cgtctccgece
ccgecgectg
cttcccggag
cggagct gct
gagccggggt
agaggilgt c
tttttggett

agcggcggga
ggcat ct gcg
gcgcaccgac
gct gcggeca
cggt ccgege
gct ccggggce
cgggaagcac
caat gt cat a

ggt

cat caccgac ctcggtggct ttgacccagt gtggcttttc
gttcattctg gggtttgcag ggtgcatcgg agcacttcgg

gtt

171 Basenpaardel etion

ggagcgagcg
cggccgectc
gcggagct cc
ccgegecccg
ggct gagccc
t ccaaact cg
t acaagggt c

gt gggaggcg
t gcccggage
cgctttgtge
gcggcect cgg
cgcgtgcecc

ggctggcggg
ct gaagt cag

gtcctctcca acatctcgtc

cttgtggtgg
gaaaacacct

gaagat gt ¢ at caacact c agtgtggcta tgat gccagg cagaaaccal

gaggagt gat
ttcttctcaa

Exon 1 gelb, Exon 2 gruin, Exon 3 tiirkis, Exon SubExon 6 grau, Exon 7violett, Exon 8 moosgrin.
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4.5 Expression von Tetraspanin-5 in verschiedenenumorzellinien

Im Vergleich zu gesundem cerebralen Gewebe

Die in Abbildung 11 dargestellten Daten zeigen i&redass Tspan-5 auch als Protein im

Zentralnervensystem exprimiert wird.

Fur funktionelle Analysen des Tetraspanin-5 sintliien von entscheidendem Vorteil, da diese
leicht manipulierbar, schnell und in nahezu be@iebiMenge zur Verfligung stehen. Um das
Screening von Zelllinien zu erleichtern, wurde @ER eingesetzt. Als Ausgangszelllinien
wurden die Medulloblastomzelllinien Daoy und D283Meverwendet, die uns
dankenswerterweise vom Institut fir Neuropatholodex Universitat Bonn zur Verfigung
gestellt worden sind. Medulloblastome entstammergnoi3er Wahrscheinlichkeit aus Zellen des
Kleinhirns, genauer aus Kornerzellen des Kleinhirtrs friheren Arbeiten konnte gezeigt
werden, dass proliferierende Kornerzellen im Kla@mbkeine Tspan-5 mRNA exprimieren, so
dass ich die Hoffnung hatte, dass Medulloblastobenfalls negativ fur Tspan-5 sind. Dies hat
sich Uberraschenderweise nicht bestétigt. Wie ib.Alb und 16 zu sehen ist, exprimieren beide
Medulloblastomzellinien grof3e Mengen sowohl der RMbb. 16) als auch Proteine

(Abb. 15).

75 kD
50 kD
50 kD
37 kD R 37 kD
B
25 kD i

D283 Med Daoy Gehirn

Abb. 15: Vergleich Western Blot von (A) D283Med ubdoy mit (B) Gehirnzellen einer gesunden Maus
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Wie der Western Blot beweist, lasst sich mit dengéstellten Antikérper auch der Nachweis
von Tetraspanin5 in menschlichen Zellen fihrensieruht auf der hohen Sequenzhomologie

zwischen dem Tetraspanin der Maus und des Mensaheim Abb.1 und 2 gezeigt.

Sowohl die PCR als auch die Proteinanalysen zeigteerwartete Bandenmuster, die im
folgenden genauer analysiert wurden. Auf Proteinelerkennt der Tspan-5 Antikérper nicht nur
die 40 kD Bande sondern noch zusatzliche 3 BanaeBeareich von 50 kD, 60 kD und 75 kD.
Ganz schwach erkennt man sowohl bei den Daoy wih d&ei D283Med im Western Blot
jeweils 2 Banden welche im Bereich von 37 kD und KEb liegen. Ausgehend von einer
spezifischen Nachweis des tspan-5 spezifischenid®epuenz mit dem Antikdrper, lasst dies
vermuten, dass entweder Tspan-5 in unterschiedlichesttranslationalen Modfikationen
vorliegt, oder Protein-Protein-Wechselwirkungengeint, die die denaturierenden Bedingungen

eines SDS-Gels Uberstehen. Dies soll spater deskuterden.

Die Tumorzellpopulationen der Medulloblastomzel#im wurden im Western Blot, zum
Vergleich, mit Proteinextrakt von gesundem Gehiwglge eingesetzt. Aus technischen Griinden
konnte hier nur gesundes Hirngewebe der Maus gdgemumanen Tumorzellen aufgetragen
werden, da keine gesunden menschlichen GehirnzalieXerfigung standen. Wie in Abbildung
9 gezeigt, entspricht die Tetraspanin 5 ExpressionrD283Med quantitativ ungefahr der
Expression in gesunden Gehirnzellen. Die Expressiom Tetraspanin 5 in DAOY ist im
Gegensatz zu gesunden Gehirnzellen quantitativ ntlede deutlicher ausgepragt als die
normaler Gehirnzellen. Die zusatzlichen Banden keldei den Medulloblastomzelllinien

deutlich zu sehen sind, sind bei gesundem Gehiralgewder Maus hier nicht sichtbar.

1000 Bp 1000 Bp
900 Bp 288 gp
p

Gehirn Maus D283 Med Daoy

Abb. 16: PCR von aquivalenten mRNA Mengen aus dei@ der Maus, D283 Med und Daoy
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Fur die PCR wurden, um etwaige Storfaktoren ausmitan fir die humanen Zelllinien
Humanspezifische Primer benutzt, fir das Gehirnpeweler Maus wurden weiterhin
Mausspezifische Primer verwendet. Hiermit solltesigjgert werden, das die Primer ganz
spezifisch nur Tetraspanin 5 sowohl beim Menschienauch bei der Maus erkennen. Die PCR
zeigt ebenfalls zusatzliche Banden zu der des Jdran 5 (Abb. 16). Hier liegen die Banden,
ahnlich den sehr schwach ausgepragten Banden inteWue8lot minimal unter der des
Tetraspanin 5. Es muss sich um eine Sequenz hamndelche minimal kleiner im Vergleich zu
der des Tetraspanin 5 ist, jedoch eine gro3e Hagielou dieser Sequenz zeigt, da sie von den

gleichen Primern erkannt und vervielfacht wurde.

Stellt man den gleichen Vergleich, Tumorzellen usrgesundes Gehirngewebe der Maus in der
PCR, zeigt sich hier ein ahnliches Ergebnis (Ab®). wie im Western Blot. Hier ist bei den
Tumorzellpopulationen wiederum eine zweite, etwlagkre Bande und zwar gleichermal3en bei
DAOY und Med 283, in nur minimal geringerem Antais Tspan 5 angezeigt. Die im Western
Blot angezeigten Banden welche grof3ere Proteindetl@spanin 5 abbilden, sind auf mRNA
Ebene nicht mehr nachweisbar. Beim gesunden Gedvirelge der Maus zeigt sich hier keine

zusatzliche Bande.

Um die zusatzliche Bande der Medulloblastomze#imi welche sich in der PCR zeigt, zu
identifizieren, wurde diese aus dem PCR-Gel aus$gésen und zur Sequenzierung bei
Invitrogen eingeschickt. Das Ergebnis zeigt bei derkirzten Bande der humanen
Medulloblastomzelllinien die Sequenz von Tetraspamimit einer Deletion von 147 Basen. Es
fehlt hierbei genau das dritte Exon von insgesafx@&en. Durch die Deletion ergibt sich keine
Verschiebung des Leserasters.
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tsb

DNA [

protein

ts5aex3 (human)

1 cgcctttgec
61 gcgctcgett
121 cctgetttct
181 gggagccgct
241 ccccgtgegg
301 ggagct ccaa
361 agcact acaa
421 tcatattttg

481 @a

601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

Abb. 17: Gensequenz der humanen SplicevarianteDaliétion von 147 Basenpaaren,

Exon 3.

cgaagcccgg
t gt gt t cggg
cgcggccacc
ct ccgeeggt
t gt ccct gag
act cgggct g

gggt cct gaa

g

ggacgaaccg
gct agcgt cg
ccggct ccgg
cggt cccege
ctcctgctce

ccggggcaag
gtcagttgtt

acggaccgac
gcgaggcttg
cggcct cgge
gcggct gage
ccgecgggct
tgtcttcatg

147 Basenpaardel etion

Exon 8 dunkelgriin

Somit handelt es sich bei der identifizierten karBande ebenfalls um eine Splicevariante von

Tetraspanin 5.

gcat caaat a

cgcct ggege
agctt gcagc
gcgcgagggg
ccaggccgcec
gct ccgagca
aacccagagg
cttcatattt

acggacgcgg
gcgeggettce
ct ggaggt gc
agcgccgegg
acggtgcttc
at gt ccggga
ggcttcaatg

Exon 1 gelb, Exon 2 hellgriin, Exon 4 rd&egn 5 hellblau, Exon 6 rot, Exon 7 dunkelblau,

Die humane Splicevariante wurde analog zu Tetraspaly CD81 und Tmd4sf2

unterschiedliche Expressionsvektoren Kkloniert (Td),

um diese spater zur weiteren

entsprechend
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Untersuchung in Zellen zu transfizieren. Die Klonieg der Splicevariante der Maus gelang im
Rahmen dieser Arbeit nicht mehr.

Tabelle 8: Klonierte humane Splicevariante undtdedn in welche die Klonierung erfolgreich gelang
Tspan 5 human Splicevariante

p-cDNA 3.1 Zeo+
p-IRES2-EGFP
p-EGFP-N1

Tspan 5 human Splicevariante

Tspan 5 human Splicevariante
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5 Diskussion

Zentrale Aufgabe dieser Arbeit war die Herstellunoppd Charakterisierung eines
Antikoérperserums, mit dem der Nachweis von Tetragp& moglich ist. Mit diesem Serum
konnten im Rahmen dieser Arbeit initiale Versuclwe Expression von Tetraspanin-5 auf
Proteinebene vorgenommen werden. Eine spannendea8®ang war, dass Tetraspanin-5
offensichtlich in unterschiedlichen genetischen icgpVarianten exprimiert wird, deren
funktionelle Charakterisierung Einblicke nicht nordie normale Entwicklung des Kleinhirns
und die Rolle des Tetraspanin-5 beleuchten, son@ewch experimentelle Ansatze zur

Tumorpathogenese beim Medulloblastom oder andewemoiien erdffnen kdnnte.

5.1 Expression von Tetraspanin 5 in verschiedenen alisorganen

Anhand dieser Arbeit konnte mithilfe des hergetnllAntikbrperserums gezeigt werden,
dass Tetraspanin 5 in den meisten Organen der Mgusmiert wird. Dazu gehérten das
Gehirn, Teile des Verdauungstrakts wie Magen, Damnd Colon, und Leber, sowie Milz,
Lunge, Niere, und Hoden. Keine Expression konntgedan im Herz und im Skelettmuskel
gefunden werden. Diese Daten stimmen weitestgememdBeobachtungen von Garcia-
Frigola et al. (2001) Uberein, in deren Arbeit @etraspanin-5 Expression auf mRNA Ebene
untersucht wurde. Trotz der hohen Ubereinstimmugigten sich jedoch auch Unterschiede
in der Expression, die quantitativ auffallig waréhes betraf das Herz (mMRNA > Protein),
sowie die Milz (Protein > mRNA). Aufgrund von Unseichungen an Hirngewebe (Wdllner,
Dissertation, Univ. Bonn, 2007) wissen wir, dass Bkpression des Tetraspanin-5 abhangig
vom Alter sein kann. In meinen Studien wurden dulgssslich adulte Tiere verwendet,
wahrend Garcia-Frigola et al. (2001) Gewebe vonrgoralen Mausen und ein- bis zwei
Wochen alten Mausen genutzt haben. Analog zu desbdtungen im Gehirn konnte
folglich auch in anderen Organen eine altersablg@éndtxpression des Tetraspanin-5
auftreten. Gegen dieses Argument spricht, dase diet untersuchten Organe zum Zeitpunkt
der mRNA-Analysen ausdifferenziert waren. AltermatErklarungen kdnnten sein, dass die
Expression von Tetraspanin-5 post-transkriptionediguliert wird und die mRNA
infolgedessen keine wirkliche MalRgabe fir die Memgevorhandenem Protein darstellt.
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Tatsachlich konnte in transgenen Tieren mit eineduRtion der Purkinjezelldifferenzierung
(L7En-2) gezeigt werden, dass die mMRNA Expressanluziert war (Junger et al. 2005). Auf
Proteinebene war dieser Effekt aber nicht oder marginar nachzuweisen (Wollner,
Dissertation, Univ. Bonn, 2007). Eine weitere Moébkeit fur die Diskrepanz der mRNA und
Proteinergebnisse konnte in der Spezifitat liegemler aktuellen Genomdatenbank der Maus
gibt es eine Gensequenz, die als Tetraspanin-3elenbequenz beschrieben wird, aber nur
zu 63% auf Nukleinsaureebene und zu 36 % auf Petene homolog zum Tetraspanin-5 ist.
Diese Kreuzreaktivitat scheint folglich eher unwsadreinlich. Zusammenfassend scheinen
deshalb die beiden ersten Hypothesen wahrschegnlitih Rahmen dieser Arbeit wurden die
experimentellen Voraussetzungen geschaffen, ume diggothesen weiter verfolgen zu

koénnen.

5.2 Potentielle Bedeutung der Tetraspanin-5 Splicavianten

In Arbeiten von Junger et al. (2005) konnte gezeigirden, dass Tetraspanin-5 im
Kleinhirngewebe ausschlie3lich in nicht-prolifegaden Zellen exprimiert wird (siehe auch
Wodllner, Dissertation, Univ. Bonn, 2007). Deswegémd wir davon ausgegangen, dass auch
in Tumorzelllinien kein Tetraspanin exprimiert wirddmsomehr Gberraschten mich die
experimentellen Befunde, dass menschliche Medakibimzelllinien eine deutliche
Expression zeigten, sowohl auf mRNA als auch aotdfnebene. Zusatzlich konnte ich in
dieser Arbeit zeigen, dass in den verwendetenidieli Daoy und Med283 zumindest eine
Splicevariante des Tetraspanin-5 existiert. Da keis gesundes menschliches Gewebe zur
Verfugung stand, haben wir die Expression der $phddanten im heterologen System
zwischen Maus und Mensch verglichen. Hier zeigth,silass die Maus zwar ebenfalls eine
Splicevariante im Kleinhirn exprimiert, in diesebbeat ein anderes Exon fehlte als in den
menschlichen Zelllinien. Ein direkter Vergleich deeiden Organismen scheint also nicht
sinnvoll. Basierend auf diesen Daten kdnnen wir @lostulieren, dass es prinzipiell auch im
normalen Gewebe Splicevarianten des Tetraspanibtbeyentuell aber in unterschiedlichen

guantitativen Zusammensetzungen.

Dieser Befund wirft die Frage auf, welche Funktiahese Splicevarianten unter
physiologischen und unphysiologischen Bedingungeeh konnten. Eine allgemein

akzeptierte Funktion des alternativen Splicingdist Produktion nicht-funktioneller Proteine.
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Sinn  dieser Uberproduktion ist entweder die kontpeti Inhibition der
Translationsmaschinerie, die dann zumindest zuml et der Synthese des nicht-
funktionalen Proteins beschaftigt ist. Alternatidnkiten in diesen Proteinen funktionelle
Doméanen verandert sein, so dass sie zwar Proteimbgen eingehen kdnnen, aber diese
Bindungen nicht in funktionellen, z.B. katalytischéktivitaten resultieren (Lareau et al.,
2004). Beschrieben ist auch, dass die alternativen &mitanten gar nicht translatiert,
sondern auf mRNA Ebene abgebaut werden. Dieseravigrgvird als Nonsense-vermittelter
MRNA Abbau oder reguliertes unproduktives Splicumgl Translatieren (RUST) bezeichnet
(Lareau et al., 2004; Maquat, 2004). Sinn diesdsrradtiven Splicens ist folglich die
Regulation der vorhandenen mRNA-Menge und damit 8Sinthese eines Proteins.
Untersuchungen an EST Sequenzen haben gezeigtdidéassArt des Splicens vor allem in
Genen vorkommt, deren Splicestellen in entwicklgegshichtlich nahe verwandten Tieren
unterschiedlich sind. Genau diese Beobachtung kanhtfir das Tetraspanin-5 machen, d.h.
im Menschen tritt die Splicevariante f85xon3 und in der Maus die 8Bxon4 auf. Dies
konnte also bedeuten, dass die Tetraspanin-5 Safieaten dazu dienen, die mRNA Menge,
die zur Translation zur Verfugung steht, zu korigoén. Experimentelle Befunde zeigen
jedoch, dass generell alternative Splicemuster @amnsohlichem und murinem Genom nur
gering konserviert sind (Nurtdinov et al., 2003),dass wir hier auch alternative funktionelle
Erklarungen fur das alternative Splicen des Te&masp5 in Betracht ziehen missen.
Interessanterweise werden in den gespliceten Exormmmmindest Teile von
Transmembrandomanen kodiert. Eine Deletion diegsen& konnte also dazu fuhren, dass die
intra- und extrazellularen Doménen der Splicevaeiarauf der gegentuberliegenden Seite der

Membran zu liegen kommen (Abb. 18).

ts5 (human) ts5aex3 (human) ts5aex4 (mouse)

ec

Abb. 18: Hypothetische Modelle fur die Tertiarstiwk von Tetraspanin-
Splicevarianten bei Maus und Mensch. Griine Balkezigen die
Transmembranregionen, rote Balken die Domanen d&2 Btruktur. ec:

extrazellular, ic: intrazellular
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Durch das Fehlen von Exon 3 fehlt die zweite Tragmsiorandomane. Dies kénnte zur Folge
haben, dass die EC2 Doméane ins Zellinnere verlagedt oder dass EC1 und EC2 Schleifen
als grof3e Schleife mit teilweise veranderter Testraktur aul3en liegen bleibt. Fehlt das Exon
4, das fur die Transmembrandoméne 3 und Teile @& &chleife kodiert, so kénnte dies

ebenfalls zu einer Verlagerung der Rest-EC2 Scehieg Zellinnere flhren.

Splicevarianten in Transmembrandoménen sind hauigegnisse (41 % der gespliceten
Transmembranproteine besitzen mutmallich eine derang in der Transmembrandomane
(Xing et al., 2003)). Sie kommen insbesondere imvBigsystem vor, wo sie Kanalproteine
und Rezeptoren beeinflussen (metabotropic glutamateptor 3 (Sartorius et al., 2006),
glutamate transporter EAAT2 (Hoogland et al., 20@#)oride channel CIC-6 (Eggermont et
al., 1997), purinergic P2X receptors (da Silva et a007)). Sehr haufig wird dieser
Mechanismus dazu verwendet, um membranstandigeeiReotzu solubilisieren. Da
Tetraspanine aber vier Transmembrandomanen besitdeibt die Lokalisation in der
Membran hochstwahrscheinlich bestehen. Eine Deletiw allem der TM2 und TM3 kdnnte
aber die Homo- und Heterooligomerisierung beeistis und dadurch die subzellulare
Aggregatbildung, die eingangs erwahnten Mikrodomareerstéren. Eine Zerstérung der
Mikrodomé&nen wiederum kénnte zu veranderter Adhéaied Migration, oder zu veranderter
Signalgebung fuhren. Eine Fehlpositionierung detginbindenden Regionen (EC2) wirde
mit Sicherheit die extrazellularen Bindungseigea$tem der Zelle beeinflussen, kénnte aber
auch die Funktion von intrazellularen unphysiologen Bindungspartnern modulieren. Das
hier gezeigte Splicemuster von Tetrapsanin-5 bttt nur die Moéglichkeit, die Funktion
des nativen Proteins zu untersuchen, sondern aucbgliome Konsequenzen

multimembranarer Proteine zu analysieren.

5.3 Bedeutung von Splicevarianten ftr klinische Krakheitsbilder,

insbesondere fur die Tumorpathogenese

Fehler im alternativen Splicing sind ein haufig bachtetes Phanomen, das mit dem
Auftreten der verschiedensten Krankheitsbilder eighht. Gewebs-spezifische
Splicevarianten im Tyrosinphosphatase-ahnlichen teifro von Insulin-produzierenden

Pankreaszellen verursachen eine Autoimmunantweat)edztendlich zur Eliminierung der



62

Beta-Zellen und damit zum Diabetes Typ | fuhrt (D&t al., 2002). Alternatives Splicen der
Thyroperoxidase pra-mRNA fuhrt zu einer Veranderwhg Proteinstabilitdt, was zur
Akkumulation des Enzyms in Schilddrisenzellen uramid zum Hyperthyreoidismus,

speziell dem Basedow Syndrom fihrt (Niccoli-Sireaét 2001). Weitere gut untersuchte
Beispiele fur Erkrankungen mit Defekten im alteivert Splicen sind die myotone
Dystrophie; die spinale Muskelatrophie, die amyofi® Lateralskerose, die familiare
Wachstumshormondefizienz Typ Il, frontotemporale m2ezen, bestimmte

Parkinsonerkrankungen, die atypische zystischeoB#ér oder die Retinitis pigmentosa
(Philips und Cooper, 2000; Faustino und Cooper,320&rankheitsbilder kénnen durch
Mutationen in regulatorischen Pra&-mRNA SequenzerRegulatoren des Splicens, oder in
Konzentrationsveranderungen von Splicefaktorenrgaaht werden (Stamm et al., 2005).

Alternatives Splicen wird haufig und in manchenlé@lauch spezifisch in Tumorgeweben als
Ursache oder Folge des Tumorwachstums und der Mseteking angenommen. Am

bekanntesten sind Splicevarianten des CD44 Rezgpteines transmembranaren
Glykoproteins und Rezeptors fur Hyaluronan. DieReeeptor scheint im Wesentlichen die
Adhasivitat von Zellen zur extrazellularen Matrixi zermitteln. Veranderungen in der
Rezeptorstruktur durch alternatives Splicen werdartsprechend in metastasierenden
pankreatischen Adenocarcinomen und Melanomen gefyndnicht aber in rein

proliferierenden Tumoren (Gunthert et al., 1991pGu al., 1994). Alternatives Splicen von
Splicefaktoren wurde mit der Tumorprogression vaanivhakarzinomen assoziiert (Stickeler
et al., 1999). Ein klassisches Beispiel fur einelldRales alternativen Splicens bei der
Entstehung von Tumoren ist der Wilms Tumor mit Welérungen im Tumor-Suppressorgen
WT-1 (Johnstone et al., 1996). Dieses Gen kodiart dinen Transkriptionsfaktor und

verursacht eine massive Zunahme des Zellwachstatls entsprechenden Mutationen. In
Tumoren der Hirnanhangsdrise wurde eine Splicevariales Thyroidhormonrezeptors
gefunden, die die Affinitat des Rezeptors gegeni@egmem Liganden TSH herabsetzt. Die
Tumoren mit einer solchen Splicevariante zeigem &ntsprechend unsensitiv gegeniber
einer Hormonbehandlung mit TSH (Ando et al., 200Zusammenfassend kann man
erkennen, dass es eine Vielzahl von Mdglichkeitdst, gvie alternatives Splicen auf die

Proteinfunktion Einfluss nimmt. Diese beinhaltemeeireine Genexpressionsregulation
(NMD, RUST), die Regulation der Proteinwechselwirgan (von der kompletten Deletion

bis hin zu Affinitatsanderungen), Regulation ddozllularen Lokalisation (Aggregatbildung
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in bestimmten Organellen), sowie die Regulationaterymatischen Aktivitaten (das Splicen
selbst kann betroffen sein).

Ob das Auftreten von Tetraspanin-5 Splicevarianten Medullobastomzellen das

Wachstumsverhalten und/oder die Wanderungs- odetadtésierungseigenschaften der
Zellen beeinflusst, ist derzeit unbekannt. Plaus#necheint ein derartiges Modell aufgrund
der in der Einleitung erwahnten potentiellen zéltah Funktionen, in die Tetraspanine
involviert sind. Zudem machen Tetraspaninmutationere zu Tumorwachstum und
Metastasierung fuhren, weitere Untersuchungen zuratra3panin-5 und seinen
Splicevarianten in Mensch und Maus attraktiv. Vbedten, wie die Klonierung von zwei

Splicevarianten des Tetraspanin-5, sowie der Klong weiterer fur das

Zentralnervensystem interessanter Tetraspanine §Cind Tm4sf2) wurden im Rahmen

dieser Arbeit durchgefihrt.
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6 Zusammenfassung

Tetraspanine sind membranstandige Modulatorproteme vielfaltigen physiologischen
Funktionen. Sie regulieren die Zellmorphologie,ibiessen die Zellmotilitat, sie steuern die
Zellfusion und modulieren die Differenzierung vosllZn. Im sogenannten Tetraspaninweb
ermdglichen sie die Homo- und Heterodimerisierund tungieren als Aggregatbildner von
vielfaltigen Interaktionspartnern. Diese Mikrodorearsorgen so fur eine lokale Verstarkung
von Signalibertragungsprozessen an der ZellmembBtraktiv erscheint die Analyse der
Tetraspanine zudem durch das bereits bekannteeferitvon Mutationen in Tetraspaninen,
die mit erhdhtem Metastasierungsrisiko von Tuma@ssoziiert wurden. Tetraspanin 5 ist ein
Mitglied der Tetraspanin-Superfamilie, das als gjerz Vertreter mit einer hohen Expression
in Neuronen des zentralen Nervensystems beschrieloeden ist. Aufgrund von in situ
Hybridisierungen konnte gezeigt werden, dass dieaspanin-5 mRNA Expression mit der
Reifung von Neuronen einhergeht.

Funktionelle Aspekte des Tetraspanin-5 sind bish&so ausschlie3lich durch
Korrelationsstudien erhoben worden. Diese konnteadevum nur anhand der mRNA
Expression analysiert werden, da bisher kein Tetmis-5 spezifischer Antikérper zur
Verfugung stand. Im Rahmen dieser Arbeit wurde dislein Tetraspanin 5-spezifisches
Antiserum im Kaninchen hergestellt, gereinigt uindrakterisiert. Initiale Expressionsdaten
zeigten, dass die mRNA und Proteinexpression irscieedenen Organen weitgehend
Ubereinstimmen. Allerdings konnten auch Untersahied Herzen und der Milz festgestellt
werden. Diese Beobachtungen lassen erste Spekudatitber die Stabilitdt der Tetraspanin-5

MRNA bzw. des Proteins zu.

Obwohl Tetraspanin-5 bisher nur in postmitotiscAetlen nachgewiesen werden konnte, war
mit dem Tetraspanin-5 spezifischen Antikérper audh den menschlichen
Medulloblastomzellinien Daoy und D283Med eine deb# Expression zu finden. Die
Analyse der mRNA ergab, dass in beiden Zellliniame eSplicevariante des Tetraspanin-5
exprimiert wurde, in dem das fur eine Transmemboarihe kodierende Exon 3 fehlte. Eine
vergleichbare Splicevariante mit einer Deletion de&son 4 konnte auch im nativen

Kleinhirngewebe der Maus gefunden werden. Darausné® wir schliessen, dass
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Tetraspanin-5 Splicevarianten sowohl in pathogenal®m auch in nativem Gewebe

vorkommen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten zudem wichtige erpentelle Voraussetzungen erarbeitet
werden, die es nun erlauben, nicht nur die TetraspatExpression auf Proteinebene zu
untersuchen, sondern auch funktionelle Analysenzwmehmen, die auf die Klarung
potentieller Funktionen des Tetraspanin-5 und seiplicevarianten wéahrend der

Entwicklung des Zentralnervensystems abzielen.
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