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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden die genetische Variabilitit und die intrazelluldre
Lokalisation der humanen Xylosyltransferasen XT-I und XT-II untersucht. XT-I initiiert die
posttranslationale Synthese von Glykosaminoglykan-Ketten in Proteoglykanen durch den
Transfer von Xylose auf spezifische Serin-Reste im Core-Protein. Die physiologische
Funktion der XT-II ist noch nicht bekannt.

Die erstmalige genetische Analyse der Exons und flankierenden Intronbereiche der
Xylosyltransferase (XYLT)-Gene erfolgte bei insgesamt 210 Patienten mit Erkrankungen, die
durch einen verdnderten Proteoglykan-Metabolismus charakterisiert sind: Typ-1-Diabetiker
mit und ohne Nephropathie, Arthrosepatienten und Pseudoxanthoma elasticum (PXE)-
Patienten. Mit Hilfe der denaturierenden HPLC konnten insgesamt 23 Variationen im
XYLT-I-Gen und 24 im XYLT-II-Gen detektiert werden.

In weiterfiihrenden Untersuchungen konnten Zusammenhdnge mit der Pathogenese der
Erkrankungen und dem Auftreten bestimmter genetischer Verdanderungen aufgedeckt werden.
Typ-1-Diabetiker mit Nephropathie besitzen mit einer signifikant hoheren Frequenz die
Aminosédure-Substitution p.A115S in der XT-I (4,3 % vs. 2,4 %, p = 0,03). Diese stellt somit
einen Risikofaktor fiir die Entwicklung der Niereninsuffizienz dar. Dem Polymorphismus
c.1989T>C im XYLT-I-Gen kann ein protektiver Effekt auf die Progression vaskulérer
Komplikationen bei Typ-1-Diabetikern zugeschrieben werden, da er mit erniedrigten
Blutdruck- und Serum-Kreatinin-Werten assoziiert ist. Bei Arthrosepatienten geht das T-Allel
des SNPs ¢.1569C>T (XYLT-II) mit einer fritheren Krankheitsmanifestation einher.
Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass die Serum-XT-I-Aktivitét bei Arthrosepatienten
mit zunehmender Krankheitsdauer ansteigt. Sie stellt somit einen potentiellen biochemischen
Marker zur Stadieneinteilung und Verlaufskontrolle der Arthrose dar. PXE-Patienten mit der
Substitution p.T80IA in der XT-II leiden hédufiger unter den charakteristischen
Hautveranderungen, einem schwereren Krankheitsverlauf und einem fritheren Diagnosealter.
Eine deutlich hohere Serum-XT-I-Aktivitdt konnte bei PXE-Patienten mit dem SNP p.A115S
(XT-I) im Vergleich zu den Wildtyp-Patienten nachgewiesen werden.

Ausgehend von dem Vektor pCG255A1-148-XT-I wurden durch gerichtete Mutagenese
natiirlich vorkommende XT-I-Aminosdure-Substitutionen generiert und ihr Einfluss auf die
katalytische Aktivitidt nach der Expression in High Five-Insektenzellen analysiert. Die zwei
Mutationen p.P385L und p.I552S resultieren in homozygoter Form in einer 16%igen bzw.
26%igen Aktivitdtsminderung.

Die Konstruktion der vollstindigen GFP-markierten XT-I und die rekombinante Expression
in Séugerzellen resultierte in einer 44 - 68-fachen Erhohung der XT-I-Aktivitdt im Zellkultur-
Uberstand. Die XT-I konnte somit erstmalig in aktiver, proteolytisch gespaltener Form
dargestellt werden. Anhand der Fluoreszenz des GFP gelang es, den Golgi-Apparat als Ort
der Initiation der Proteoglykan-Biosynthese zu identifizieren. Fiir eine verkiirzte GFP-
markierte XT-II-Variante konnte ebenfalls die Golgi-Lokalisation nachgewiesen werden. Mit
Hilfe verschiedener XT-I- und XT-II-Mutanten konnten die fiir die intrazelluldre
Zielsteuerung erforderlichen Signalsequenzen nachgewiesen werden. Diese bestehen bei
beiden Xylosyltransferasen aus der cytoplasmatischen Domine, der Transmembranregion und
einem definierten Anteil der Stammregion. Interessanterweise bendtigt die XT-II nur 13
Aminosduren der Stammregion, um eine vollstindige Golgi-Retention zu erreichen; die XT-I
hingegen braucht 179 Aminosduren der Stammregion. Zwischen den erforderlichen Bereichen
existieren keine Sequenzhomologien.
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2 Einleitung

2.1 Proteoglykane

Proteoglykane stellen eine heterogene Gruppe glykosylierter Makromolekiile dar, die von
nahezu allen tierischen Zellen synthetisiert werden. Neben Kollagenfasern sind sie ein
wesentlicher Bestandteil der extrazelluldiren Matrix (ECM) und kommen weiterhin in
intrazelluldren Kompartimenten und auf Zelloberfldchen vor. Sie bestehen aus einem Core-
Protein, das kovalent mit einer variablen Anzahl Glykosaminoglykan-Ketten verkniipft ist
(Kjellén und Lindahl, 1991). Der Kohlenhydratanteil der Proteoglykane kann bis zu 95 %
thres Gesamtgewichts ausmachen. Bisher wurden iiber 30 Core-Proteine identifiziert, deren
GroBen im Bereich von 10 - 500 kDa liegen (Prydz und Dalen, 2000). Neben der Eigenschaft,
Glykosaminoglykane zu binden, verfiigen die Core-Proteine iiber weitere funktionelle
Dominen, die sie z. B. zu Interaktionen mit anderen Proteinen oder zur Fixierung auf

Zelloberflachen befdhigen (Iozzo, 1998).

e 1 i —4 Aggrecan-Aggregat
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Abb. 2.1: Schematische Darstellung eines Aggrecan-Aggregats (Alberts et al., 2004). Es besteht aus
100 Aggrecan-Monomeren, die nicht-kovalent durch Verbindungsproteine an Hyaluronat gebunden
sind. An jedes Core-Protein sind kovalent ca. 100 Chondroitinsulfat- und 20 - 30 Keratansulfat-Ketten
gebunden (Kjellén und Lindahl, 1991).
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Die strukturelle Heterogenitit der Proteoglykane ist durch die verschiedenen Core-Proteine,
die variable Art und Anzahl an Glykosaminoglykanen und dem Grad der Sulfatierung und
Epimerisierung gekennzeichnet. Ihre vielfaltigen Funktionen werden vom Core-Protein oder
den Glykosaminoglykanen vermittelt und reichen von rein mechanischen Stiitzfunktionen und
der Strukturgebung bis zur Regulation zelluldrer Prozesse wie der Proliferation und

Differenzierung durch die Bindung von Wachstumsfaktoren (Kjellén und Lindahl, 1991).

Die posttranslationalen Modifikationen der Core-Proteine finden nach deren Synthese an
membrangebundenen Ribosomen im Lumen des endoplasmatischen Retikulums und im
Golgi-Apparat statt. Monosaccharide werden schrittweise von Glykosyltransferasen addiert
und nachfolgend in einer Reihe von Sulfatierungs- und Epimerisierungsreaktionen
modifiziert. Anschliefend werden die neusynthetisierten Proteoglykane zu ihren Zielorten
transportiert. Thre Degradierung beginnt extrazellulir mit der Proteolyse der Core-Proteine
und wird intrazelludr nach adsorptiver Pinocytose der entstandenen Fragmente mittels
spezifischer Rezeptoren fortgesetzt (Greiling ef al., 1995). Glykosidasen und Proteinasen im
lysosomalen System bauen diese zu niedermolekularen Produkten ab (Silbert und Sugumaran,

1995).

Strukturgebende Proteoglykane, wie z. B. Aggrecan aus dem Gelenk-Knorpel (Abb. 2.1),
haben die Fahigkeit, komplexe Aggregate zu bilden. Dabei werden bis zu 100 Aggrecan-
Core-Proteine, an die jeweils etwa 100 Chondroitin- und 20 - 30 Keratansulfat-Ketten
gebunden sind, nicht-kovalent mit Hilfe stabilisierender Link-Proteine mit Hyaluronat
verbunden (Kjellén und Lindahl, 1991; Hascall, 1997). Die starke Hydratisierung ihrer
polyanionischen Glykosaminoglykane verleihen den Geweben mechanische Belastbarkeit und

Elastizitdt (Hardingham und Bayliss, 1990).

2.2 Glykosaminoglykane

Glykosaminoglykane sind unverzweigte, aus repetitiven Disaccharid-Einheiten zusammen-
gesetzte Polysaccharide, die im Organismus in freier Form oder als Bestandteil der
Proteoglykane vorkommen. Sie bestehen entweder aus sulfatiertem N-Acetylgalaktosamin
(Chondroitinsulfat und Dermatansulfat) oder sulfatiertem N-Acetylglukosamin (Heparin,
Heparansulfat und Keratansulfat) und einer Uronsdure (Glukuronsidure oder Iduronséure)

bzw. Galaktose (Abb. 2.2) (Greiling ef al., 1995).
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Abb. 2.2: Strukturformeln der Disaccharideinheiten wichtiger Glykosaminoglykane.

Die Glykosaminoglykane Chondroitinsulfat, Dermatansulfat, Heparin und Heparansulfat sind
tiber den uniformen Tetrasaccharid-Linker (1—4)-B-D-Glukuronido-(1—3)-B-D-Galaktosido-
(1—3)-B-D-Galaktosido-(1—4)-B-D-Xylosido-O-Serin an das Core-Protein gebunden (Abb.
2.3) (Kjellén und Lindahl, 1991). Der initiale Schritt der Linker-Synthese wird von der
Xylosyltransferase I (XT-I) katalysiert. Der Xylosylierung des Core-Proteins folgt der

enzymatische Transfer zweier Galaktose-Molekiile und einer Glukuronséure.

Protein
COOH CH,OH CH,OH |_
O—CH;—CH
NN
}|3rote|n
Glukuronsaure Galaktose Galaktose Xylose Serin-Rest

Abb. 2.3: Tetrasaccharid-Linker-Struktur der Glykosaminoglykane Chondroitinsulfat, Dermatansulfat,
Heparansulfat und Heparin.

Keratansulfat ist entweder N-glykosidisch iiber Asparaginreste oder O-glykosidisch iiber
Serin- bzw. Threoninreste an die entsprechenden Core-Proteine gebunden (Silbert und

Sugumaran, 1995).
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Hyaluronat, das einfachste Glykosaminoglykan, besteht aus N-Acetylglukosamin und
Glukuronsdure. Es ist im Unterschied zu den anderen Glykosaminoglykanen weder sulfatiert
noch an ein Core-Protein gebunden. Die Biosynthese wird von dem membranstindigen
Enzymkomplex HA-Synthase an der cytoplasmatischen Seite der Plasmamembran katalysiert

(Klewes et al., 1993; Itano und Kimata, 1996).

2.3 Glykosyltransferasen

Glykosyltransferasen repréasentieren eine grole Gruppe von Enzymen, die aktivierte
Zuckerreste auf Protein-, Zucker- oder Lipid-Akzeptoren {tbertragen. Sie sind in der
Reihenfolge entsprechend der von ihnen katalysierten Reaktionen im endoplasmatischen
Retikulum oder dem Golgi-Apparat lokalisiert und weisen eine hohe Substrat- und
Akzeptorspezifitit auf (Amado et al., 1999). Bisher konnten die Aktivititen von iiber 200
Transferasen oder deren Sequenzen identifiziert werden (Heinonen et al., 2003). Die
Analysen ihrer Strukturen und katalytischen Eigenschaften sind hochkomplex, da sie nur {iber
geringe Sequenzhomologien verfiigen (Breton ef al., 1998). Die meisten eukaryontischen
Glykosyltransferasen sind Typ-II-Transmembranproteine (Paulson und Colley, 1989;
Joziasse, 1992). Sie bestehen aus einer kurzen aminoterminalen cytoplasmatischen Region
(C), einer hydrophoben Transmembranregion (T), einer Stammregion (S) variabler Lange und
einer groflen globuldren katalytischen Domédne am C-terminalen Ende (Abb. 2.4) (Paulson

und Colley, 1989).

C-Terminus

Katalytische Doméne

Lumen des ER bzw. <« Stammregion
des Golgi-Apparates

Transmembranregion

Membran =

<—Cytoplasmatische Region

Cytoplasma aw

N-Terminus

Abb. 2.4: Doménenstruktur der Glykosyltransferasen.
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Im katalytischen Zentrum der Glykosyltransferasen findet man hiufig ein konserviertes DXD-
Motiv (X = beliebige Aminosdure). Es wird angenommen, dass es durch die Koordination
zweiwertiger Kationen an der Bindung des aktivierten Zuckers beteiligt ist (Gastinel et al.,

1999; Unligil und Rini, 2000; Ramakrishnan und Qasba, 2001).

Die Stammregionen der bisher untersuchten Glykosyltransferasen sind nicht an der
enzmyatischen Aktivitidt beteiligt. Es wird angenommen, dass sie fiir die rdumliche
Anordnung der katalytischen Doméne verantwortlich sind (Breton et al., 2001). Einige
Glykosyltransferasen werden im Bereich der Stammregion proteolytisch gespalten und
konnen in 16slicher Form in Korperfliissigkeiten nachgewiesen werden (Gerber et al., 1979;
Weinstein et al., 1987). Es wird diskutiert, ob die Freisetzung katalytischer Doménen zur

Regulation der zelluldren Aktivitét dient (Grabenhorst und Conradt, 1999).

Der Mechanismus der intrazelluldren Zielsteuerung der Glykosyltransferasen ist noch nicht
vollstindig geklart; es werden die bilayer thickness und die kin recognition Hypothese
diskutiert (Nilsson et al., 1994; Munro, 1998). Das bilayer thickness Modell postuliert, dass
die Golgi-Retention iiber die Lénge der Transmembrandoméne vermittelt wird. Die kin
recognition Hypothese schlidgt vor, dass die Retention durch die Oligomerisierung der
Enzyme induziert wird. Keine der beiden Hypothesen reicht zur vollstdndigen Erklarung des
komplexen Retentionsmechanismus aus. Bei den bisher untersuchten Enzymen wurden keine
Consensus-Sequenzen gefunden. Die Aufklarung der Retentionsmechanismen verschiedener
Glykosyltransferasen veranschaulicht, dass unterschiedliche Protein-Regionen fiir die
Retention verantwortlich sind. Bei einigen Glykosyltransferasen werden neben der
Beteiligung der Transmembran- und der Stammregion auch ein Einfluss der
cytoplasmatischen oder der katalytischen Doméne beschrieben (Colley, 1997; Kitazume-

Kawaguchi et al., 1999; Milland et al., 2001; Nagai et al., 2004).

2.4 Xylosyltransferasen

Die Glykosylierung der Core-Proteine in Proteoglykanen, die Heparin, Heparansulfat,
Dermatansulfat und Chondroitinsulfat enthalten, wird von der Xylosyltransferase I (XT-I, EC
2.4.2.26) initialisiert. Sie katalysiert den Transfer von D-Xylose aus UDP-D-Xylose auf
spezifische Serinreste im Core-Protein (Schwartz, 1977). Diese Reaktion stellt den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt in der Biosynthese der Glykosaminoglykane dar

(Kearns et al., 1991). Die intrazelluldre Lokalisation der XT-I ist noch nicht genau bekannt;
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es werden sowohl das endoplasmatische Retikulum (Kearns et al., 1991; Vertel et al., 1993)
als auch der Golgi-Apparat als Ort der Xylosylierung vorgeschlagen (Nuwayhid et al., 1986;
Lohmander et al., 1989).

Damit ein Serinrest als Xylose-Akzeptor fungieren kann, muss er in einer bestimmten
Consensus-Sequenz lokalisiert sein. Durch kinetische Studien und Vergleiche von
Glykosylierungsstellen in Chondroitinsulfat-Proteoglykanen konnte das Erkennungssignal
a-a-a-a-G-S-G-a-b-a (mit a = E oder D und b = G, E oder D) fiir die XT-I vermittelte
Xylosylierung identifiziert werden (Brinkmann et al., 1997). Anhand dieser Consensus-
Sequenz konnten Seidenfibroin von Bombyx mori, rekombinantes Bikunin und ein Fragment
des fibroblast growth factor (bFGF) als geeignete Akzeptoren fiir den radiochemischen
Enzymaktivitdtstest zur Bestimmung der XT-I-Aktivitit bereitgestellt werden (Campbell et
al., 1984; Weilke et al., 1997; Kuhn et al., 2005). Mit Hilfe des Aktivititstests kann die
16sliche Form der XT-I in Korperfliissigkeiten quantifiziert werden. Die Untersuchung der
XT-I-Aktivitdt kann bei physiologischen und pathobiochemischen Prozessen, die durch
Veranderungen im Proteoglykan-Stoffwechsel gekennzeichnet sind, von Bedeutung sein. Bei
Patienten mit systemischer Sklerodermie und Pseudoxanthoma elasticum konnte eine erhdhte
XT-I-Aktivitdt im Serum nachgewiesen werden (Weilke et al., 1997; Gotting et al., 1999a;
Gotting et al., 2005).

Zusitzlich zum XT-I-Gen (XYLT-I-Gen) besitzen hohere Organismen ein XYLT-II-Gen, das
eine Isoform der XT-I, die XT-II, codiert. Die beiden Xylosyltransferasen weisen in ihrer
C-terminalen, katalytischen Doméne Sequenzhomologien von iiber 80 % auf (Gotting ef al.,
2000). Aufgrund der Homologie ist zu vermuten, dass die XT-II ebenfalls eine
Glykosyltransferase ist. Ihre physiologische Funktion und die katalytische Aktivitdt konnten
bislang noch nicht ermittelt werden. Das aus 12 Exons bestehende XYLT-I-Gen ist auf
Chromosom 16p13.1 lokalisiert und hat eine genomische Grof3e von iiber 300 kbp. Der offene
Leserahmen der XYLT-I-mRNA umfasst 2877 bp und codiert ein Protein mit einer Masse
von 108 kDa (Wilson, 2004). Als XYLT-II-Locus wurde 17q21.3-22 identifiziert. Das Gen
umspannt nur 15 kbp und enthélt 11 Exons. Die cDNA codiert fiir ein 865 Aminosdure grofies
Protein mit einer Masse von 97 kDa. Trotz der GroBenunterschiede ist die Exon/Intron-
Struktur der XYLT-Gene hochkonserviert, was die Vermutung zuldsst, dass sie von einem

gemeinsamen Vorldufer abstammen (Gotting et al., 2000).
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2.5 Typ-1-Diabetes

Patienten mit insulinabhéngigem Diabetes mellitus haben ein erhdhtes Risiko, an mikro- und
makrovaskuldren Komplikationen zu erkranken. Zu den makrovaskuldren Komplikationen
zéhlen koronare Herzerkrankungen, periphere GefdBBerkrankungen und Schlaganfille.
Mikrovaskulidre Probleme beim Diabetes sind die diabetische Nephropathie (DN), die
diabetische Retinopathie (DR) und die periphere Neuropathie (Williams, 2003). Koronare
Herzerkrankungen und periphere Gefaflerkrankungen treten bei Diabetikern héufig
gemeinsam auf, besonders im Zusammenhang mit Bluthochdruck (Kannel und McGee,
1979). Bluthochdruck spielt eine entscheidende Rolle bei der Entstehung makrovaskuldrer
Komplikationen, ist aber ebenso in die Pathogenese der mikrovaskuldren Erkrankungen
verwickelt. Epidemiologische Studien haben eine signifikante Assoziation zwischen
bestehender Hypertonie und der Entwicklung und Progredienz von DN und DR gezeigt
(Parving et al., 1987; Anderson et al., 1988; Teuscher et al., 1988; Deckert et al., 1989;
Parving et al., 1989).

Etwa ein Drittel aller Typ-1-Diabetiker entwickeln innerhalb von 10-20-jdhriger
Diabetesdauer eine Nephropathie, die damit héufigste Ursache fiir die terminale
Niereninsuffizienz ist (Andersen et al., 1983; Krolewski et al., 1985). Die Pathogenese der
DN wird durch verschiedene Ursachen hervorgerufen oder verstirkt, wobei die genauen
molekularen Mechanismen bislang noch unklar sind. Die Dauer des Diabetes, die Einstellung
des Blutzuckers, Bluthochdruck und genetische Ursachen werden im Zusammenhang mit der
Entwicklung der DN diskutiert. Es wird davon ausgegangen, dass der genetische Einfluss auf

die Atiologie der DN multigenisch ist (Krolewski, 1999).

Die diabetische Mikroangiopathie geht mit funktionalen, strukturellen und chemischen
Verdnderungen an der kapilliren Basalmembran (capillary basement membrane, CBM)
einher. Die negativ geladenen Sulfatgruppen der Heparansulfat-, Chondroitinsulfat- und
Dermatansulfat-Proteoglykane verleihen der Membran eine ladungsabhéngige Permeabilitit.
Die Verdickung der CBM st das strukturelle Kennzeichen Diabetes-induzierter
Gewebeschiadigung (Johnson et al., 1981; Hidayat et al., 1985). Die Zunahme an Typ-IV-
Kollagen und seinen Glykosylierungsprodukten und eine Abnahme an Heparansulfat-
Proteoglykanen sowie dessen Sulfatierungsgrad konnten als chemische Verdnderungen in der
Zusammensetzung der CBM gezeigt werden (Williamson et al., 1988). Daraus resultierende

Folgen sind die Erh6hung der Kapillarpermeabilitit und des Blutflusses.
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Die stark negativ geladenen Heparansulfat-Proteoglykane sind wichtige strukturelle
Bestandteile vaskuldrer Basalmembranen; in der glomeruldren Basalmembran (glomerular
basement membrane, GBM) der Niere sind sie verantwortlich fiir die groBen- und

ladungsabhéngige Filtration (Kanwar et al., 1980; Raats et al., 2000).

Abb. 2.5: Elektronenmikroskopische Aufnahme der GBM einer gesunden Kontrollperson (A) und der
verdickten GBM eines Patienten mit diabetischer Nephropathie (B) (Caramori und Mauer, 2003).

Die in der GBM nachgewiesenen Core-Proteine der Heparansulfat-Proteoglykane sind Agrin,
Perlecan und Typ-XVIII-Kollagen, wobei der Anteil an Agrin mengenméiBig {iberwiegt
(Iozzo, 1998; Halfter et al., 1998; Raats et al., 1998). Die Verdickung der GBM und die
Abnahme an negativer Ladung fiihren letztendlich zu einer erhohten Permeabilitdt fiir
Albumin (Deckert et al., 1989; Tamsma et al., 1994). Ursachen fiir den Verlust negativer
Ladung konnen eine verminderte Glykosaminoglykan-Ketten-Addition, Elongation oder
Sulfatierung sein. Eine gesteigerte Degradierung der Glykosaminoglykane kann ebenfalls zu
einem Ladungsverlust fiihren (Bernfield ef al., 1999). Es konnte gezeigt werden, dass der
Anteil an Heparansulfat-Proteoglykanen in der GBM reduziert ist, ohne dass der Gehalt an

thren Core-Proteinen verdndert ist (van den Born et al., 1992; Tamsma et al., 1994).
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2.6 Arthrose

Arthrose ist eine degenerative Gelenkerkrankung, die durch den progressiven Abbau des
Gelenkknorpels, den Umbau des subchondralen Knochens und der Entziindung der Synovia
gekennzeichnet ist (Howell, 1986). Als weltweit haufigste Gelenkerkrankung betrifft sie
Wirbelsédule, Hiifte, Knie, Sprunggelenk, Ful3- und Zehengelenke, Schulter, Handgelenk und
Daumengrundgelenk von iiber 60 % der élteren Bevolkerung (Kerr, 2003).

Man unterscheidet klinisch die priméire (oder idiopathische) und die sekundire Arthrose. Die
Ursachen der idiopathischen Form sind multifaktoriell; neben genetischen Faktoren
beeinflussen Ubergewicht, hohe Knochendichte, Hormone und Alter ihre Entwicklung
(Ghosh und Cheras, 2001), wobei die genetische Pridisposition mit 65 % als der Haupt-
risikofaktor ermittelt wurde (MacGregor und Spector, 1999; Shin, 2001). In zahlreichen epi-
demiologischen Studien wurde der Einfluss verschiedener Gene vorgeschlagen, die an der
Homoostase des Knorpels beteiligt sind (Zhai et al., 2004). Die sekundire Arthrose kann als
Folge von Fehlstellungen, Unfillen, Infektionen und Stoffwechselerkrankungen auftreten

(Sharma, 2001).

Die zentralen Kennzeichen der Arthrose sind die Reduktion und Desorganisation des
Knorpels in den betroffenen Gelenken. Gelenkknorpel bestehen zu iiber 98 % aus ECM, die
zu 60 - 80 % aus Wasser, zu 15 - 20 % aus Kollagen (iiberwiegend Typ-II) und zu 3 - 10 %
aus Proteoglykanen zusammensetzt ist (Sulzbacher, 2000; Volpi, 2004). Die zelluldren
Bestandteile, die Chondrozyten, sind fiir die Homoostase der ECM verantwortlich. Das
geordnete Verhiltnis von Kollagen zu Proteoglykanen stellt die Voraussetzung fiir die
Knorpelelastizitidt dar, so dass unter Druckeinwirkung Wasser aus dem Fibrillennetzwerk
entweichen und im Stadium der Entlastung wieder in den Knorpel zuriickkehren kann (Mow
et al., 1992; Liu et al., 2004). Den Hauptanteil an Proteoglykanen im Knorpel bildet
Aggrecan, weiterhin kommen noch Biglycan und Decorin vor (Muir, 1983). Der Knorpel von
Arthrosepatienten besitzt, bedingt durch einen teilweisen Verlust der Hyaluronat-
Bindungsrezeptoren, eine verringerte Kapazitit zur Bildung von Aggrecan-Aggregaten

(Greiling et al., 1995).

Es wird angenommen, dass Arthrose die Folge von mechanischen und biochemischen
Ereignissen ist, die in einem Missverhiltnis zwischen Synthese und Abbau der Knorpelmartix

resultieren (Malemud, 1999).
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Die Degeneration des Knorpels verlduft in verschiedenen Phasen. Im initialen Stadium
steigern die Chondrozyten ihre metabolische Aktivitdt, um dem Abbau entgegenzuwirken
(Hardingham und Bayliss, 1991). In diesem Stadium konnte langkettigeres Chondroitinsulfat
nachgewiesen werden (Caterson et al., 1990). Weiterhin wurde eine Verschiebung der Ratio
von Chondroitin-6-Sulfat zum Chondroitin-4-Sulfat (Bayliss ef al., 1995) und das Auftauchen
eines neuen Chondroitinsulfat-Epitops 3B3 beschrieben (Slater et al., 1995). Im weiteren
Krankheitsverlauf fithren der Verlust sdmtlicher ECM-Bestandteile und die gestorte
Vernetzung des Aggrecans mit Hyaluronsdure zur Erosion des Knorpels. Zuletzt kommt es
zum vollstindigen Verlust des Gelenkknorpels mit der Freilegung des subchondralen
Knochens. Diese Ereignisse konnen die Folge einer gesteigerten Aktivitdt proteolytischer
Enzyme sein, die von Chondrozyten synthetisiert werden. Weitere Ursachen konnen eine
verminderte Biosynthese oder eine gestorte Retention der Proteoglykane sein (Knudson und

Knudson, 2001).

Das reversible Friihstadium der Arthrose ist schwer zu diagnostizieren, da die Verdnderungen
schleichend und zunichst symptomlos verlaufen. Die Diagnosestellung erfolgt meist erst
anhand von Rontgenaufnahmen der betroffenen Gelenke, wenn durch einen irreversiblen
Knorpelschaden Schmerzen auftreten. Dadurch ist eine frithzeitige Behandlung, die dem
weiteren Knorpelabbau entgegenwirken konnte, nicht méglich. Bisher ist noch kein sensitiver
und spezifischer Marker etabliert, der mit den friihen Verdnderungen im Knorpel assoziiert ist

(Matyas et al., 2004; Reijman et al., 2004).

I: Aufweichung und
Auffaserung des
Knorpels

reaktive Gelenk-
hautentziindung

Il: Ulzerationen in der
Knorpeloberflache

IIl: stellenweise Zerstd-— #
rung des gesamten
Knorpels

Verschmalerung
des Gelenk-
spaltes

VI:

teilweise Zerstérung
des subchondralen
Knochens

Abb 2.6: Stadien der Arthrose am Beispiel der Kniegelenkarthrose (Geiger, 1997; verandert).
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2.7 Pseudoxanthoma elasticum (PXE)

Pseudoxanthoma elasticum (PXE) ist eine systemische, degenerative FErkrankung des
Bindegewebes, die charakterisiert ist durch eine progressive Mineralisierung und
Fragmentierung elastischer Fasern und einer verstirkten Ablagerung von Proteoglykanen.
Diese Verdnderungen in der ECM fiihren letztendlich zum Elastizitatsverlust der Haut, der

Augen und des kardiovaskuldren Systems (Neldner, 1988).

PXE wird verursacht durch Mutationen im Gen ATP-binding cassette transporter subfamily C
member 6 (ABCC6), welches fiir das transmembrane Transporterprotein multidrug
resistance-associated protein 6 (MRP6) codiert (Bergen et al., 2000; Le Saux et al., 2000;
Ringpfeil et al., 2000). Die physiologische Funktion von MRP6 ist bisher noch nicht bekannt.
Unter in vitro-Bedingungen konnten die transmembrane Translokation des Endothelin-
Rezeptor-Antagonisten BQ-123 und von Glutathion-Konjugaten wie Leukotrien C4
nachgewiesen werden (Belinsky et al., 2002; Ilias et al., 2002). Bis heute sind tiber 120 PXE-
verursachende Mutationen identifiziert worden, die mit Modifikationen oder dem Verlust des
MRP6 einhergehen (Le Saux et al., 2000; Ringpfeil et al., 2000; Struk et al., 2000; Gotting et
al., 2004; Hendig et al., 2005; Schulz et al., 2005; Miksch et al., 2005). PXE ist eine seltene
Erkrankung und kommt mit einer Pravalenz von 1:75.000 vor, wobei Frauen etwa doppelt so
haufig wie Minner betroffen sind. Die ersten klinischen Symptome treten meist in der

zweiten Lebensdekade auf (Neldner und Struk, 2002).

Das zentrale Merkmal von PXE ist die degenerative Kalzifizierung und spétere Zerstérung
von elastischen Fasern. Diese Verdnderungen der ECM verursachen ein hochvariables
Krankheitsbild. Nahezu alle Betroffenen leiden unter den charakteristischen Papeln und
Plaques der Haut und den Verdnderungen des Augenhintergrunds (Uitto et al., 1998; Sherer et
al., 1999). Bei schweren Verlaufsformen kommt es aufgrund der Kalzifizierung zu einer
Verengung der Blutgefisse. Dies kann bereits bei jungen PXE-Patienten zu Bluthochdruck,
Arteriosklerose und Angina pektoris fiihren und geht mit einem erhohten Myokardinfarkt-

Risiko einher (Lebwohl et al., 1993).
Neben der Kalzifizierung pragen Verdnderungen der kollagenen Fasern und die Ansammlung

von Proteoglykanen im extrazelluliren Raum der befallenen Gewebe das Krankheitsbild

(Pasquali-Ronchetti ef al., 1981; Pasquali-Ronchetti et al., 1986). Es wird diskutiert, ob die

12



Einleitung

Beteiligung dieser Komponenten einen Einfluss auf das hochvariable Krankheitsbild besitzen

(Lebwohl et al., 1993).

Fibroblasten aus von PXE-betroffenen Hautregionen produzieren Proteoglykan-Varianten mit
verdnderten Eigenschaften (Longas et al., 1986; Sakuraoka et al., 1994). Sie besitzen stirker
anionische Eigenschaften, erhohte hydrodynamische Grofen, verdnderte hydrophobe
Wechselwirkungen sowie Unterschiede in Gehalt und Verteilung von Heparansulfaten
(Tiozzo-Coasta et al., 1988; Passi et al., 1996). Die Storungen im Proteoglykan-Metabolismus
von PXE-Patienten gehen mit einer verdnderten Urin-Zusammensetzung einher. Der Anteil an
Chondroitinsulfat im Urin von PXE-Patienten ist reduziert und die Menge an Heparansulfat
erhoht. Diese Verschiebung fiihrt letztlich zu einer Verminderung des Gesamtanteils an
Glykosaminoglykanen um 34 %. Dariiber hinaus wurden signifikante Anderungen im
Sulfatierungsgrad von Chondroitinsulfat und Heparansulfat nachgewiesen (Maccari et al.,

2003).

Bei PXE-Patienten, und insbesondere bei Patienten mit einem Hypertonus, konnte eine
signifikant erhohte XT-I-Aktivitdit im Serum nachgewiesen werden. Die Erhohung spiegelt
den verdnderten Proteoglykan-Stoffwechsel wieder und wird als Parameter zur Bewertung

von Umbauprozessen der ECM diskutiert (Gotting et al., 2005).

2.8 Sequenzvariationen

Zur Bezeichnung von Variationen in der Sequenz von Nukleinsduren und Proteinen existieren
verschiedene Begriffe. Der Begriff ,,Mutation® wird verwendet, um einfache, aber auch
krankheitsverursachende, Verdnderungen darzustellen. Der Begriff ,,Polymorphismus®
beschreibt nicht-krankheitsverursachende Verdnderungen oder Variationen, die mit einer
Frequenz von iiber 1 % in der Population auftreten. Zur Vermeidung von Verwechselungen
kann generell der Begriff ,,Sequenzvariation® verwendet werden (den Dunnen und
Antonarakis, 2001). In der vorliegenden Arbeit werden die von den Dunnen und Antonarakis

(2001) empfohlenen Nomenklaturregeln befolgt.
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2.9 Gegenstand der Arbeit

Die Xylosyltransferase I katalysiert den initialen Schritt der Biosynthese von Glyko-
saminoglykan-Ketten in Proteoglykanen. Sie stellt somit ein zentrales Enzym beim Aufbau
der extrazelluldren Matrix dar. Fiir die homologe XT-II, deren Sequenz vermuten ldsst, dass
es sich ebenfalls um eine Glykosyltransferase handelt, nimmt man an, dass sie auch an der

Synthese der extrazelluldren Matrix beteiligt ist.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation sollte erstmals die genetische Variabilitidt der
humanen Xylosyltransferasen mittels DHPLC-Analyse untersucht werden. Der
pathobiochemische Einfluss dieser Variationen sollte in verschiedenen, durch einen
verdnderten Proteoglykan-Metabolismus gekennzeichneten, Erkrankungen ermittelt werden
und die pathologische Relevanz durch die Untersuchung einer Kontrollgruppe iiberpriift

werden.

Statistische Auswertungen sollten durchgefiihrt werden, um Genotyp-Phidnotyp-Korrelationen

zu detektieren.

Zur gezielten Untersuchung der Auswirkung von natiirlich vorkommenden Aminosdure-
Substitutionen auf die XT-I-Aktivitdt, sollten entsprechende Mutanten generiert und in High
Five-Insektenzellen exprimiert werden. Die katalytische Aktivitdt der rekombinanten Proteine

sollte im radiochemischen XT-Test iliberpriift werden.

Da bislang fiir die vollstandige XT-I noch kein Expressionssystem etabliert ist, sollte ein
System fiir die Expression der GFP-markierten XT-I in Sdugerzellen bereitgestellt werden.
Zur Ermittlung der intrazelluldren Lokalisation und der dafiir erforderlichen Sequenzen sowie
zum Vergleich dieser Sequenzen in den beiden Xylosyltransferasen sollten verschiedene
verkiirzte und deletierte GFP-markierte XT-I- und XT-II-Varianten hergestellt werden. Die
Analyse sollte nach Behandlung mit spezifischen Inhibitoren und Immunfluoreszenzfarbung

am Mikroskop erfolgen.
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3 Patienten und Materialien

3.1 Patienten- und Kontrollkohorten

3.1.1 Typ-1-Diabetiker

Die initiale Analyse der genetischen Variabilitit der XYLT-Gene wurde mit DNA-Proben
von 96 Typ-1-Diabetikern mit und ohne DN durchgefiihrt (die klinischen Parameter sind in
Tabelle 3.1 aufgefiihrt). Zur weiteren Auftkldrung assoziierter Variationen wurden 912 weitere
DNA-Proben von Typ-1-Diabetikern mit und ohne DN analysiert (Tab. 3.2). Die
Bereitstellung der Proben erfolgte durch das Steno Diabetes Centre in Danemark, an dem die
Patienten 1993 untersucht wurden. Die Diagnose der DN erfolgte anhand der folgenden
Kriterien: persistierende Albuminurie von > 300 mg/24 h in mindestens 2 von 3
aufeinanderfolgenden 24-h Sammelurinproben, Vorhandensein von DR, und keinem
klinischen oder labormedizinischen Beweis von anderen Nierenerkrankungen als der
diabetischer Glomerulosklerose. Die lokale Ethikkommission genehmigte diese Studie und

alle Patienten gaben ihr schriftliches Einverstédndnis an der Teilnahme dieser Studie.

Tab. 3.1: Klinische Parameter von Typ-1-Diabetikern der Initialstudie mit und ohne Nephropathie.
Dargestellt sind Mittelwerte = Standardabweichung, Mediane (Bereiche) oder Anzahl an Probanden.

Typ-1-Diabetiker mit | Typ-1-Diabetiker
P-Wert
Nephropathie ohne Nephropathie

Anzahl 48 48 -
Geschlecht [Ménner/Frauen] 29/19 22 /26 0,16
Alter [Jahre] 41,1+11,2 51,8 £ 14,9 <0,01
Diabetesdauer [Jahre] 279 32+12 0,03
Retinopathie

1/9/38 47/17/0 <0,01
(keine/nichtproliferativ/proliferativ)
Systolischer Blutdruck [mmHg] 141 £ 17 130+ 17 <0,01
Diastolischer Blutdruck [mmHg] 8112 72+9 <0,01
HbA . [%] 9,0+ 1,3 8,1+1,1 <0,01
Albuminausscheidung [mg/24h] 849 (34 - 4965) 5(2-23) <0,01
Serum Kreatinin [pumol/1] 109 (57 - 537) 80 (58 - 104) <0,01
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Tab. 3.2: Klinische Parameter von Typ-1-Diabetikern mit und ohne Nephropathie. Dargestellt sind
Mittelwerte + Standardabweichung, Mediane (Bereiche) oder Anzahl an Probanden.

Typ-1-Diabetiker mit | Typ-1-Diabetiker
Nephropathie ohne Nephropathie p-Wert

Anzahl 453 459 -
Geschlecht [Ménner/Frauen] 274 /179 255/204 0,19
Alter [Jahre] 42,5+ 10,9 46,0 + 12,2 <0,01
Diabetesdauer [Jahre] 28,1 £8,7 259+9,6 <0,01
Retinopathie

(keine/nichtproliferativ/proliferativ) IR 17211837104 =001
Gewicht [kg] 72,8 £ 12,4 73,8 £12,9 0,21
Grofle [cm] 172,6 + 8,9 174,0 £ 9,2 0,02
Systolischer Blutdruck [mmHg] 143 + 20 134+ 18 <0,01
Diastolischer Blutdruck [mmHg] 8112 77+ 10 <0,01
HbA . [%] 93+1,5 84+1,0 <0,01
Albuminausscheidung [mg/24h] 614 (3-7974) 7 (1-30) <0,01
Serum Kreatinin [pumol/1] 103 (54 - 706) 79 (40 - 134) <0,01

3.1.2 Arthrosepatienten

Fiir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen standen EDTA-Blutproben
und Serumproben von 49 Arthrosepatienten zur Verfiigung. Die Blutabnahme und die
Befragung der Probanden hinsichtlich ihrer Anamnese erfolgten durch die Auguste-Viktoria-
Klinik Bad Oeynhausen. Die Charakteristika der Patienten sind in Tabelle 3.3 aufgelistet. Die
Studie wurde durch die lokale Ethikkommission genehmigt und alle Patienten gaben ihr

schriftliches Einverstindnis zur Teilnahme an dieser Studie.

Tab. 3.3: Klinische Parameter der Arthrosepatienten. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabwei-
chung oder die Anzahl an Probanden.

Minner Frauen P-Wert
Anzahl 21 28 -
Alter [Jahre] 71,6 £7.1 65,8+9,8 0,03
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Manner Frauen P-Wert

Krankheitsdauer [Jahre] 39+0,9 7,0 £8,8 0,22
Diagnosealter [Jahre] 67,7+8,3 58,8 14,2 0,01
betroffene Gelenke

Anzahl 1,3+£0,6 1,3+£0,5 1,0
Hiifte 13 (62 %) 22 (79 %) 0,22
Knie 10 (48 %) 13 (46 %) 1,0
Finger - 1 (4 %) 1,0
Wirbelsdule 5 (24 %) - 0,01
XT-I-Aktivitdt [mU/L] 1,06 £ 0,17 1,02 +0,13 0,37

3.1.3 PXE-Patienten

Zur Analyse der genetischen Variabilitdt der XYLT-Gene standen EDTA-Blutproben und
Serumproben von 65 PXE-Patienten zur Verfiigung. Die Blutabnahme, die Erstellung der
Diagnose, weitere Untersuchungen und die Anamnese der Patienten wurde in der PXE-
Ambulanz der Dermatologischen Klinik im Krankenhaus Bethesda in Freudenberg
durchgefiihrt. Wichtige Parameter der PXE-Patienten sind in Tabelle 3.4 zusammengestellt.
Die Studie wurde durch die lokale Ethikkommission genehmigt und alle Patienten erklérten

sich mit einer Teilnahme an dieser Studie einverstanden.

Tab. 3.4: Klinische Parameter der PXE-Patienten. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung
oder die Anzahl an Probanden.

Minner Frauen P-Wert
Anzahl 18 47 -
Alter [Jahre] 52,8 +£13,3 46,0 + 14,3 0,09
Diagnosealter [Jahre] 37,1 £16,2 30,0 £ 15,8 0,12
Raucher 3 (16,7 %) 10 (21,3 %) 1,0
Symptome
Gesamtanzahl der
beteiligten Organe 2016 0L 01>
Augenbeteiligung 17 (94,4 %) 41 (87,2 %) 0,66
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Mainner Frauen P-Wert
Hautldsionen 15 (83,3 %) 43 (91,5 %) 0,39
Herzerkrankungen 7 (38,9 %) 4 (8,5 %) 0,01
GefdBverdnderungen 8 (44,4 %) 13 (27,7 %) 0,24
Bluthochdruck 5(27,8 %) 15 (31,9 %) 0,80
Harnableitendes System 4 (22,2 %) 3 (6,4 %) 0,09
Gastrointestinaltrakt 3 (16,7 %) 5 (10,6 %) 0,67
XT-I-Aktivitat [mU/1] 0,98 + 0,44 0,89 + 0,37 0,39

3.1.4 Kontrollpersonen

Als gesunde Kontrollpersonen wurden EDTA-Blutproben anonymisierter Blutspender im

Alter von 18 bis 68 Jahren eingesetzt.

3.2 Material

3.2.1 Zelllinien

High Five-Insektenzellen (Trichoplusia ni, Ovarzelllinie) Invitrogen, Groningen, NL

HEK-293 (human, embryonale Niere)

SAOS-2 (human, Osteosarkom)

SW1353 (human, Chondrosarkom)

ICN Biomedicals, Meckenheim
DSMZ, Braunschweig
ATCC, Rockville, USA

3.2.2 Zellkulturmedien, -losungen und -reagenzien
Antibiotika-Losung (100x)
Amphotericin B (25 pg/mL)
Penicillin (10 U/uL)

Sigma, Taufkirchen

Streptomycin (10 mg/mL)
Cellfectin-Reagenz
DMEM (1 x High Glukose)
DPBS (9,5 mM)
Fotales Kilberserum (FCS)

Invitrogen, Groningen, NL

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
Cambrex, Verviers, Belgien

Biowest, Nuaillé, Frankreich
Fugene6-Transfektionsreagenz Roche, Mannheim

Gentamycin (50 mg/mL) Gibco BRL, Eggenstein
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L-Glutamin (100 x) (29,3 mg/mL) PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
Insect-XPRESS Protein Free Medium Cambrex, Verviers, Belgien
RPMI 1640 Cambrex, Verviers, Belgien
Trypsin-EDTA-L6sung (10 x) Cambrex, Verviers, Belgien

3.2.3 Bakterienstimme

Escherichia coli TOP10 Invitrogen, Groningen, NL
Genotyp: F', mcrA, A(mrr-hsdRMS.rcrBC), ¢80lacZAM15, Alac74, DeoR,
recAl, araD139, A(ara, leu)7697, galU, galKA', rpsL, endAl, nupG
Phéanotyp: amp®

Escherichia coli XLL10-Gold Stratagene, La Jolla, CA
Genotyp: Tet®, A(mcrA)183, A(merCB-hsdSMR-mrr)173, endAl, supE44, thi-
1, recAl, gyrA96, reldl, lac Hte [F’ proAB lac?ZAM15 Tnl0 (Tet®) Amy
Cam"]*
Phénotyp: amp®

3.2.4 Nahrmedien fiir Escherichia coli

Ampicillin-Losung 200 mg/mL Ampicillin in 70 %igem Ethanol
LB-Medium 1 % Pepton; 1 % NaCl; 0,5 % Hefeextrakt in dest. Wasser
LB-Amp-Medium LB-Medium mit 50-100 pg/L Ampicillin

LB- oder LB-Amp-Agar LB-Medium oder LB-Amp-Medium mit 2 % Agar
SOC-Medium 2 % Trypton; 0,5 % Hefeextrakt; 10 mM NaCl; 2,5 mM

KCI; 10 mM MgCl,; 10 mM MgSOy; 20 mM Glukose in

dest. Wasser

3.2.5 Vektoren

pCR2.1-TOPO Invitrogen, Groningen, NL
Der Vektor pCR2.1 wird zur Klonierung von PCR-Produkten verwendet, die
mit T7ag-Polymerase amplifiziert wurden oder denen mittels der Tag-
Polymerase ein Adenin angehdngt wurde. Der Vektor wird in linearisierter

Form mit endsténdigen liberhdngenden T-Nukleotiden eingesetzt.
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pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO

Invitrogen, Groningen, NL

Der Vektor pcDNA3.1/CT-GFP wird zur Expression von C-terminal mit GFP-

markierten Proteinen in Sdugerzellen eingesetzt. Die Transkription wird durch

den CMV-Promotor initiiert.
IMAGE-Klon: 2116905

Der Klon mit der GenBank accession Nummer AI524006 enthilt die
N-terminalen Nukleotide —85 bis 724 der humanen XT-I ¢cDNA im Vektor
pT7T3D-Pac (Pharmacia, Schweden). Zwischen den Positionen 40 und 41

fehlen die Nukleotide C und G.
pCG255A1-148 XT-1

Der rekombinante Vektor pCG255A1-148 XT-I besteht aus dem Expressions-
vektor pMIB/V5-His-A ligiert mit einem cDNA-Fragment der XT-I
(Nukleotide 444 - 2877). Bei der Expression entsteht ein XT-I-Fusionsprotein

mit den beiden C-terminal lokalisierten Peptid-Epitopen V5 und 6xHis (Kuhn

et al.,2003).

3.2.6 Reagenzien, Enzyme, Antikorper
Acetonitril, HPLC-Gradient Grade
Agar

Agarose

Albumin Fraktion V (BSA)

Ampicillin

Anti-V5-HRP-Antikorper (1,0 mg/mL)
Betain

bFGF (1 - 24)

Brefeldin A (BFA)

4-Chloro-1-naphtol

Cycloheximid

DAPI

Desoxyribonukleosidtriphosphate (AINTPs, 100 mM)
Dinatriumhydrogenphosphat
DNA-Léngenstandard 1-kb-Leiter
DNA-Marker pUC19/Mspl

Essigsdure

Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, Groningen, NL
Sigma, Taufkirchen
Bachem, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen
Chemicon, Hampshire, UK
Promega, Mannheim
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Groningen, NL
MBLL, Biclefeld

Roth, Karlsruhe
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Ethanol

Ethidiumbromid (500 pg/mL)
Exonuclease 1(20.000 U/mL)
GFP Antiserum (polyklonal, Kaninchen)
Glycerin

Hanks’ gepufferte Salzlosung
Hefeextrakt
HotFire-Tag-DNA-Polymerase
HotStar-Tag-DNA-Polymerase
Isopropanol

Kaliumchlorid

Kaliumfluorid

Kaliumdihydrogenphosphat

Kaninchen-anti-Mannosidase II-Golgi Maker, polyklonal

Magnesiumchlorid
Manganchlorid

MES

Methanol

Mineralol

Natriumchlorid
Natriumcitrat
Natriumhydroxid

Nonidet P-40
NuPAGE-Antioxidant
NuPAGE-SDS-SampleBuffer
NuPAGE-ReducingAgent
Paraformaldehyd

Pepton
Platinum-7ag-DNA-Polymerase High Fidelity

Restriktionsenzyme und zugehorige Puffer

Salzsaure

SeeBlue Plus 2 pre-stained Standard

Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

New England BioLabs, Frankfurt
Invitrogen, Groningen, NL
Merck, Darmstadt

Gibco, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Solis Biodyne, Tartu, Estland
Qiagen, Hilden

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Abcam, Cambridge, UK
Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Fluka, Steinheim
Invitrogen, Groningen, NL
Invitrogen, Groningen, NL
Invitrogen, Groningen, NL
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Invitrogen, Groningen, NL
MBI Fermentas, St.Leon-Rot;
New England BioLabs,
Beverly, USA

Merck, Darmstadt

Invitrogen, Groningen, NL
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Seide (unbehandelt) Idee, Biclefeld
Shrimp Alkaline Phosphatase (1 U/uL) Amersham Pharmacia, Freiburg
Szintillationsfliissigkeit Beckmann Coulter, CA, USA
T4-DNA Ligase AGS, Heidelberg
Taq-DNA-Polymerase Qiagen, Hilden
Trichloressigsdure Sigma, Taufkirchen
Triethylammoniumacetat (TEAA) Transgenomic, Berlin
Tris Roth, Karlsruhe
Triton X-100 Sigma, Taufkirchen
Tween 20 Sigma, Taufkirchen
UDP-["C]Xylose NEN / Perkin Elmer, Boston, USA
Wasser:

Rotisolv HPLC-Gradient-Grade Roth, Karlsruhe

Aqua ad iniectabilia Braun, Melsungen

Aqua B. Braun Braun, Melsungen

Millipore-Wasser Millipore, Eschborn
Wasserstoffperoxid (H,O;), 30%ig Merck, Darmstadt
Ziege-anti-Kaninchen-TRITC; polyklonal Dianova, Hamburg
Ziege-anti-Kaninchen-HRP; polyklonal Dianova. Hamburg
Zitronensidure Merck, Darmstadt

3.2.7 Reagenziensiitze

BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit ABI, Foster City, USA
GenElute (HP) Plasmid Midiprep Kit Sigma, Taufkirchen

GFP Fusion TOPO TA Expression Kit Invitrogen, Groningen, NL
HiSpeed Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden

QIAamp DNA Blood Mini Kit Qiagen, Hilden

QlAprep Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden

QIAquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden
QuikChange XL Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene, La Jolla, CA
QlAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden

TOPO TA Cloning Kit Invitrogen, Groningen, NL
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3.2.8 Software

Chromas

NEBcutter

Oligo Primer Analysis, 5.0
Seqman, 3.03

Sequence Analysis 3.7
Wavemaker 4.1.42

Prism 4.00

3.2.9 Sonstige Materialien

Blotting-Pads
Deckglédschen (& 12 mm)
DNA-SepCartridge
Filterpapiere

Fluoromount-G-Eindeckldsung

MicroBio-Spin P-30 Tris Chromatography Columns
Neubauerzdhlkammer

Nitrocellulosemembranen

PVDF-Membranen (Immobilon P)
ProGel-Tris-Glycin-Gele 8 - 16 %

Vivaspin 0,5 mL Concentrator (5,000 MWCO PES)

http://www.technelysium.com.au/chromas.html
http://rebase.neb.com/rebase/rebase.html
National Biosciences, Plymouth, USA
DNAStar Inc., Madison, USA

Perkin Elmer, Foster City, USA

Transgenomic, Omaha, USA

GraphPad Software, San Diego, CA, USA

Invitrogen, Groningen, NL
Roth, Karlsruhe

Transgenomic, Berlin
Invitrogen, Groningen, NL
Southern Biotech, Birmingham,
UK

Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Fleischhacker, Meckenheim
Sartorius, Gottingen
Invitrogen, Groningen, NL
Anamed, Darmstadt

Vivascience, Hannover

Es wurden sterile Einwegreaktionsgefdfle, Pipettenspitzen, Zellkulturflaschen und Schalen,

Zentrifugenréhrchen und Glasgerite der Firmen ABgene, Becton Dickinson, Falcon, Sarstedt,

Sartorius und Schott verwendet.

3.2.10 Puffer und Losungen
Auftragspuffer

60 % Saccharose in dest. Wasser

Block-Puffer

PBS-T mit 5 % BSA

0,05 % Xylencyanol, 0,05 % Bromphenolblau
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Chloronaphtol-Substratldsung

Citrat-Phosphat-Puffer, pH 5,0
DHPLC-Puffer A

DHPLC-Puffer B

PBS, pH 7.2

PBST, pH 7,2
Substratreagenz (XT-Test)

TE-Pufter, pH 7,5
Transferpuffer (25 x)
Transferpuffer (1 x)

Tris-Borat-EDTA (TBE)-Puffer (10 x)
Tris/HCI-Pufter, pH 7,2
Tris-Glycin-SDS-Laufpuffer (10 x)
Tris-Glycin-SDS-Probenpuffer (2 x)
Zelllyse-Puffer, pH 7,8

3.2.11 Geriite

ABI Prism 310 Genetic Analyzer
ABI Prism 7200 Sequence Detector
Autoklav

Automatikpipetten

Brutschrank fiir Zellkultur

Elektrophoresekammern

5 mL Citrat-Phosphat-Puffer; 1 mL 4-Chloro-
I-naphtol (3 mg/mL in Methanol); 2,5 pL
H,0, (30 %)

0,1 M Zitronensaure; 0,2 M Na,HPO4-2H,0
0,1 M TEAA in HPLC-Gradient Grade-
Wasser

0,1 M TEAA, 25 % Acetonitril in HPLC-
Gradient Grade-Wasser

140 mM NaCl; 2,7 mM KCIl; 8,1 mM
Na,HPO4-2H,0; 1,5 mM KH,PO4 in dest.
Wasser

PBS mit 0,1 % (v/v) Tween-20

1 uM UDP-["C]Xylose; 0,6 % solvatisiertes
Seidenfibroin; 50 mM KCI; 10 mM KF; 10
mM MnCl,; 10 mM MgCl,; 50 mM 4-Mor-
pholinoethansulfonsdure-HCI (MES), pH 6,5
10 mM Tris, ] mM EDTA in dest. Wasser
Anamed, Darmstadt

4 % Transferpuffer (25 %); 10-20 %
Methanol; 0,1 % NuPAGE-Antioxidant in dest.
Wasser

Invitrogen, Groningen, NL

0,1 M Tris in dest. Wasser

Anamed, Darmstadt

Anamed, Darmstadt

50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 % Nonidet P-40

Perkin Elmer, Foster City, USA
Perkin Elmer, Foster City, USA
Tecnorama, Fernwald
Eppendorf, Hamburg

Tritec, Hannover

Pharmacia, Freiburg, AGS, Heidelberg
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Elektrophoresesystem Xcell II Mini-Cell
Fluoreszenzplattenreader

Mikroskop, Nikon Eclipse TE2000-S
Spannungsgerat PS 3002
Spannungsgerit PS 500

Sterilbank Variolab W 90 (Klasse II)
Szintillationszdhler Tri-Carb 2800 TR
Tgradient ThermoCycler
Thermocycler

UV-Illuminator

Wavesystem

XCell II-Blot Modul

Zentrifuge

Invitrogen, Groningen, NL
Tecan, Crailsheim

Nikon, Diisseldorf

Gibco BRL, Eggenstein
Renner, Darmstadt

Waldner, Wangen

Perkin Elmer, Foster City, USA
Biometra, Gottingen

Landgraf Laborgerite, Langenhagen
Renner, Darmstadt
Transgenomic, Berlin
Invitrogen, Groninigen, NL

Qualitron, Korea

3.2.12 c.DNA-Sequenzen der Xylosyltransferasen
Die dieser Arbeit zugrunde liegenden cDNA-Sequenzen der XT-1 und XT-II sind unter den
folgenden GenBank accession Nummern verdffentlicht:

XT- NM 022166 und XT-II NM _022167.
Es existieren Unterschiede zwischen der genannten XT-I cDNA-Sequenz und den
veroffentlichten genomischen Sequenzen (GenBank accession Nummern: AC109446,
AC099494, AC009152, AC109495). In allen analysierten Proben konnten an den folgenden
Positionen nur die Nukleotide der genomischen Sequenzen detektieren werden: IVS1-14: G;
c.489: C; ¢.2850: G und ¢.2853: A.
Die Nummerierung der Variationen bezieht sich auf die cDNA-Sequenzen und beginnt mit
dem ersten Nukleotid des Startcodons (Base 86 in der verdffentlichten Sequenz der XT-I,
Base 110 in der verdftentlichten Sequenz der XT-II).

3.2.13 Oligonukleotide (Primer)

Die in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden von den Firmen Invitrogen (Groningen, NL)
und Biomers (Ulm) bezogen. Das Primer-Design erfolgte mit der Software Oligo Primer
Analysis, Version 5.0.

Zur Amplifizierung der Exons 1 - 12 des humanen XYLT-I-Gens und der Exons 1 - 11 des
humanen XYLT-II-Gens sowie zu deren Sequenzierung wurden die in Tabelle 3.5 und 3.6

aufgefiihrten Primer verwendet, die in den intronischen Bereichen der Gene lokalisiert sind.
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Tab. 3.5: Primer zur Amplifizierung und Sequenzierung der Exons 1 - 12 des XYLT-I-Gens.

XYLT-I- Annealing-Temp. | PCR-Produkt
Primer-Sequenz (5’ - 3°)
Exon [°C] [bp]
| GGGTCCCCGCGCCTCG 64 444
CCTCCCTCCCTCGCCGC
) TGCATTTTCTCCTTTCATCCTA 55 188
CACATCCAAATGGGACCAG
31 AGAAGGTGAGCAGAATGG 55 398
) GCAGGAGAAAGGAAAAGGACA
39 AGATGTCACACTTAGGGG 55 452
) CACTCTTCAAAGGCCAG
4 GGAGGGTATCAGGGAGGG 60 311
TTCCCACCCCTGCAAAG
5 ACCAGCCAGAGCAGGACG 60 351
GAGGGAAGACACAGAGAG
6 ACCTTTCTGTGGCTGCAT 58 204
ATGATCAGAGAAGGTGCT
7 CCAAAAATTCAGCATCT 50 401
AATAATTGCCATCATCGC
3 GGATTTCTGCAGAGGTTT 50 368
TGCCACATTCTTTTAAAC
9 GGAGGGTGGCGTTAGATG 55 471
CAACCCCCAGCACTCG
10 GCACAGGGTTAGCTTATC 58 402
GTGGGTGGGGAGCCTCA
11 CACCAAAGACCCTCAA 50 427
ACTTCAGAATTCACTCCC
12 CTGCTTTCCCGTTGAGAT 56 418
CCTATTGGTGGCTCTTCT
Tab. 3.6: Primer zur Amplifizierung und Sequenzierung der Exons 1 - 11 des XYLT-II-Gens.
XYLT-II- Annealing-Temp. | PCR-Produkt
Primer-Sequenz (5’ - 3°)
Exon [°C] [bp]
1 GCCCGGCecaeereccra 64 316
GCAGCCCCGCCAGGACC
21 CAAGGAACAGGAGGAGGT 56 399
' GTGAAGCCATTGTCCGTG
29 CAGGGAGCGTGGAGGGCG 62 269
' GGGGTGAGGATCCGGGCC
3 AGCATGGAGCTCCAAGTC 53 309
CCTCTCCCCACCACAGTA
4 CCAGCGTTCCGACTACCT 55 323
GGCGGATCCCAGAGTTAC
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XYLT-II- Annealing-Temp. | PCR-Produkt
Primer-Sequenz (5’ - 3°)
Exon [°C] [bp]

5 AGAAAAGCCAGAAGGTCC 60 257
GCTTTGAAACCCAGGGCT

6 AAAGAGCTTAGACCCCAC 61 353
GCAAGGGAGAGTGGAAGG

7 CTCTCCCTTGCTGCTTGC 55 431
AACTTCCGGGCGAAGAA

] GGTCTGGGGCTACAAC 55 413
TATGTCAGAAGGGGGTCT

9 AATGCAAATACCGAAAAG 50 448
CTCCCTTGGTGTCTGT

10 ACTGGCCTGAGATTACAC 55 430
GGCGAGTCCTATTCTGT

1 CAGGGGGTGTGCTTACT 60 397
ATTTCCCGGGTCCTCCAC

Aufgrund der Lange von liber 500 Basenpaaren wurden das Exon 3 der XT-I und das Exon 2

der XT-II in zwei sich liberlappende Amplifikate unterteilt, so dass die Analyse des gesamten

Exons gewihrleistet ist. Die Amplifikate von Exon 12 der XT-I und von Exon 11 der XT-II

umfassen nicht den gesamten transkribierten sondern nur den translatierten Bereich.

Der Nachweis der XYLT-II-Mutation ¢.2402C>G in Exon 11 erfolgte mittels RFLP-Analyse.

Um die BtsI-Schnittstelle zu generieren, wurde ein modifizierter antisense-Primer verwendet.

Die Sequenzen der Primer sind in Tabelle 3.7 angegeben. Der Nukleotidaustausch, der zur

Synthese der Restriktionsschnittstelle flihrt, ist unterstrichen und in Fettdruck dargestellt.

Tab. 3.7: Primer zur RFLP-Analyse der Variation ¢.2402C>G im XYLT-II-Gen.

XYLT-II- Annealing- | PCR-Produkt
Primer-Sequenz (5’ - 3°)
Exon Temp. [°C] [bp]
1 CAGGGGGTGTGCTTACT 59 190
GCCTCGAGCGCAGGGCCTGTGAGCAGT

Die Sequenzen der Oligonukleotide, die fiir das Einfiihren der Aminosdure-Substitutionen in

XT-I verwendet wurden, sind in Tabelle 3.8 aufgefiihrt.
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Tab. 3.8: Primer, die eingesetzt wurden, um Aminosdure-Substitutionen in die XT-I einzufiihren.

Mutagenese-Primer | Mutation Primer-Sequenz (5’ - 3°)

XT-Icl154t c.1154C>T | TCCGCGTCACCC T CTGGAGGATGGCC

XT-I anti c1154t p.P385L GGCCATTCTCCAG A GGGTGACGCGGA
XT-1t1655¢g c.1655T>G |CAACAACCTGCGCA G CACCAACTGGAATCG
XT-I anti t1655g p.I5528S CGATTCCAGTTGGTG €C TGCGCAGGTTGTTG
XT-1 g1883a c.1883G>A |CCCGGGCCTGC A CTCCTACTGGGA

XT-I anti gl883a p.R628H TCCCAGTAGGAG T GCAGGCCCGGG
XT-1c1994t c.1994C>T |GACGGGCTGAGA T GTCCCTGCACACG

XT-I anti ¢1994t p. T665M CGTGTGCAGGGAC A TCTCAGCCCGTC

XT-1 g2675a c.2675G>A |GTGGAACAGGCAC A GAGGAACGCAGCCT
XT-I anti g2675a p-R892Q) AGGCTGCGTTCCTC T GTGCCTGTTCCAC

Die verdnderten Nukleotide sind fett und unterstrichen dargestellt.

Zum Ausschluss weiterer Verdnderungen, die Einfluss auf die XT-I-Aktivitidt haben, wurden

die generierten Mutanten, die einen Aktivitdtsverminderung aufwiesen, wieder riickmutiert.

Die Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 3.9 aufgelistet.

Tab. 3.9: Primer, die fir die Riickumwandlung der XT-I-Mutanten verwendet wurden, die einen
Aktivitatsverlust aufwiesen.

Mutagenese-Primer | Wildtyp Primer-Sequenz (5’ - 3°)

XT-It1154c¢ c.1154T>C | TCCGCGTCACCC C CTGGAGGATGGCC

XT-I anti t1154c¢ p.L385P GGCCATTCTCCAG G GGGTGACGCGGA
XT-1gl655t c.1655G>T |CAACAACCTGCGCA T CACCAACTGGAATCG
XT-I anti gl655t p.S5521 CGATTCCAGTTGGTG A TGCGCAGGTTGTTG

Fir die Amplifikation der N- und C-terminalen XT-I-Fragmente, die anschliefend zur

Konstruktion der kompletten cDNA der humanen XT-I verwendet wurden, erfolgte mit den in

Tabelle 3.10 aufgefiihrten Primern.

Tab. 3.10: Primer, die zur Herstellung der kompletten XT-I-cDNA eingesetzt wurden.

Annealing- PCR-
Primer Primer-Sequenz (5’ - 3°) Temp. Produkt
[°C] [bp]
XT-1.1Up GCGGGAGCTGCGGGGAG 61 560
XT-1.1HindlllLo | CAA AAGCTT TGGGGACAGAGTTC
XT-1.2HindlllUp | AAGCTT TGAGAATGTGGACA 57 2412
XT-1.2XbalLo T ICTAGA CCTGAGCCGGCCATC
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Die zur Erhaltung des korrekten Leserahmens erforderlichen Nukleotide sind fett und
unterstrichen dargestellt; Basen, die fiir das Erzeugen von Restriktionsschnittstellen eingefiigt

wurden, sind kursiv und unterstrichen.

Die zur Analyse der intrazelluldren Lokalisation erzeugten C-terminal verkiirzten Varianten

der Xylosyltransferasen wurden mit Hilfe der in Tabelle 3.11 aufgelisteten Primer hergestellt.

Tab. 3.11: Primer zur Synthese C-terminal verkiirzter XT-I- und XT-II-Varianten.

Annealing- PCR-

Primer Primer-Sequenz (5’ - 3°) Temp. Produkt

[°C] [bp]
XT-1.1Up GCGGGAGCTGCGGGGAG
XT-1.1Xbalo C ICTAGA ACCGGGGCCTTTCCCAG 61 728
XT-1.1HindlllLo |CAA AAGCTT TGGGGACAGAGTTC 61 560
XT-1.1 402Lo C CTGAGTCTCCAGGGTGATG 63 482
XT-1.1 357Lo C CCGGGCGGGCAGTGC 63 437
XT-1.1 312Lo C TTCTCCGGGGCCGCCTC 63 392
XT-1.1 210Lo C CAGGTCCCGGCGCTCCC 61 290
XT-1.1 105Lo C GAAATTCCACACGACCAGCG 63 185
XT-1.1 39Lo € GCGCCGGGCCAGCCTCC 63 119
XT-1IUp GCCCGGCCCGCCTCCCTA
XT-1I 135L0o C CTCGCCCGCCTCGTCCT 59 251
XT-11 96Lo C CACTACCAGGCCCTGCAGC 65 212
XT-1I 45Lo C CTTGTAGCGCCGCACCAGC 65 161

Die zur Erhaltung des korrekten Leserahmens erforderlichen Nukleotide sind fett und
unterstrichen dargestellt; Basen, die fiir das Erzeugen von Restriktionsschnittstellen eingefiigt

wurden, sind kursiv und unterstrichen.

In Tabelle 3.12 sind die Primer aufgelistet, die zur Einfilhrung fehlender Basen, zur
Eliminierung zusétzlicher Nukleotide sowie zur Deletion der Transmembrandoméne und der

cytoplasmatischen Region eingesetzt wurden.

Tab. 3.12: Mutagenese-Primer, die zur Insertion fehlender Basen und zur Deletion der Transmem-
branregion, der cytoplasmatischen Doméne oder iiberzahliger Basen verwendet wurden.

Mutagenese-Primer Primer-Sequenz (5’ - 3°)
XT-I ins cg Up CTGGCCCGGCGCT CG CACTCGGCGCTGCTC
XT-I ins cg Lo GAGCAGCGCCGAGTG CG AGCGCCGGGCCAG
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Mutagenese-Primer Primer-Sequenz (5’ - 3°)

XT-1I del Hindlll Up GAACTCTGTCCCCAAAG A CTTTGAGAATGTGGAC
XT-1I del Hindlll Lo GTCCACATTCTCAAAG T CTTTGGGGACAGAGTTC
XT-1 S Up CCGCGCTCCGAAGATGAGCAGCCTCGACTCCGG
XT-I S Lo CCGGAGTCGAGGCTGCTCATCTTCGGAGCGCGG
XT-I T Up GGCCGCGCTCCGAAGATGTCGCACTCGGCGCTGCTC
XT-I T Lo GAGCAGCGCCGAGTGCGACATCTTCGGAGCGCGGCC
XT-II S Up GGGCAGGAAGATGTGGAGCTTCAGCG

XT-II S Lo CGCTGAAGCTCCACATCTTCCTGCCC

XT-II. T Up GGGCAGGAAGATGCTGGCGATTGCCAC

XT-II. T Lo GTGGCAATCGCCAGCATCTTCCTGCCC

Die zu inserierenden Nukleotide sind kursiv und unterstrichen dargestellt, die zu

deletierenden fett und unterstrichen.
Die zur Sequenzierung der kompletten XT-I-cDNA, der verkiirzten und deletierten Mutanten
sowie die zur Durchfiihrung analytischer PCR eingesetzten Primer sind in Tabelle 3.13

aufgefiihrt.

Tab. 3.13: Primer fir Sequenzierungen und fiir analytische PCRs.

Primer Primer-Sequenz (5’ - 3°)
T7-Primer TAATACGACTCACTATAGGG
T3-Primer ATTAACCCTCACTAAAGGGA
GFP Reverse GGGTAAGCTTTCCGTATGTAGC
OplE2-Forward CGCAACGATCTCCTAAACAC
OplE2-Reverse GACAATACAAACTAAGATTTAGTCAGA
XT-1 S310Up TGCAGCCCGAGGAGGAG
XT-1 346Up GAGACCAAGTATGACCAG
XT-1 S716Up AAAGGCCCCGGTGAGGT
XT-1 696Up GAGACCAAGTATGACCAG
XT-1 1003Up TCTTCCTGGAGTGCGAC

XT-1 1397Up GCAAGTTTGAAGCCGTGG
XT-1 1805Up TTGGGAGGCTTCAGTTTT
XT-1 2232Up CCCCGTCCTCAGCCTGCC
XT-1 S2617Up CTCGAACAGGCAGCCCA
XT-1 102Lo AAGCTTTGAGAATGTGGACA
XT-1 400Lo AGAACGGGACAGGGCAGA
XT-1 75210 CCATTCTCCAGGGGGTGA
XT-1 1072Lo CCAGTCCGAACCGCC ATC
XT-1 1425L0 TCCAGCTGCCCAATGATT
XT-1 1869Lo CCCAGAAGACCCCCAAAG
XT-1 2111Lo GAGGCGCAACGAGGAATT
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4 Methoden

4.1 Molekularbiologische Methoden

4.1.1 Isolierung von genomischer DNA aus EDTA-Blut

Die Isolierung genomischer DNA aus EDTA-BIlut erfolgt mit Hilfe des QlAamp DNA Blood
Mini Kits von Qiagen. Bei dieser Methode werden die Blutzellen zunéchst lysiert und die
DNA anschlieend durch Ethanol gefillt. Das ethanolhaltige Lysat wird an eine Silikat-Saule
gebunden, gewaschen und durch Zugabe von 200 pL Wasser eluiert. Die gewonnene DNA

hat eine Konzentration von bis zu 30 ng/uL und wird bei -20 °C gelagert.

4.1.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Das Verfahren zur Isolierung von Plasmiden aus Bakterien basiert auf einer modifizierten
alkalischen Lyse der Zellen mit NaOH und anschlieBender Féllung der genomischen DNA
(Biernboim et al., 1979). Die Plasmid-DNA bleibt in Losung und wird iiber die Bindung an
eine Anionenaustauschermatrix isoliert (Vogelstein et al., 1979). Zur Aufreinigung der
Plasmide aus 5 mL Fliissigkulturen wird das QIAprep Spin Miniprep Kit von Qiagen
verwendet. Fiir die Préparation hochreiner Plasmid-DNA aus 50 mL Kulturen werden das
HiSpeed Plasmid Midi Kit von Qiagen sowie das GenElute (HP) Plasmid Midiprep Kit von

Sigma eingesetzt. Man erhilt auf diese Weise Plasmide mit Konzentrationen von 0,2 — 0,4

pg/ul.

4.1.3 DNA-Amplifikation mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein effizientes Verfahren zur exponentiellen
Amplifikation definierter DNA-Bereiche (Mullis et al., 1986). Die Methode besteht aus drei
sich zyklisch wiederholenden Schritten, die 25 bis 40 mal durchgefiihrt werden:

a) Denaturierung der doppelstringigen DNA

b) Annealing der Primer an die einzelstrangige DNA-Matrize

c¢) Elongation durch eine thermostabile DNA-Polymerase
Ein typischer Reaktionsansatz zur Synthese von DNA-Fragmenten ist folgendermafen

zusammengesetzt:
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Template-DNA

10 x PCR-Puffer
Forward-Primer (25 uM)
Reverse-Primer (25 pM)

dNTP-Mix (je 25 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

HotStar-Taqg-DNA-Polymerase (5 U/uL)

Wasser (Aqua ad iniectabilia)

2,0 uL
50 uL
1,0 pL
1,0 uL
0,5 uL
0,3 uL
ad 50 pL.

Bei der Amplifikation der Exon 1-enthaltenden Fragmente, ist der Zusatz von 10 pL Betain

(5 M) erforderlich.

Um erfolgreich transformierte Klone zu identifizieren und um die Orientierung der

eingefithrten DNA-Fragmente zu bestimmen, werden analytische PCRs durchgefiihrt, bei

denen direkt etwas Zellmasse als Template eingesetzt wird.

Ein typisches Temperaturprofil sieht wie folgt aus:

Programmschritt Zeit Temperatur Zyklenzahl
Aktivierung der HotStar- . o

T aq-DNA-%olymerase 15 min 95°C !
Denaturierung 1 min 94 °C

Annealing 1 min 50— 68 °C 35
Elongation 1 min 72 °C

Terminale Elongation 15 min 72 °C

Kiihlen 10 min 4°C

Die Spezifitit der PCR wird durch die Verwendung von HotStar-Tag-Polymerasen erhoht, da

diese erst durch einen initialen Denaturierungsschritt aktiviert werden. Dadurch werden

unspezifische Anlagerung und Polymerisation der Primer vor Beginn der Temperaturzyklen

verhindert. Tag-Polymerasen besitzen die Eigenschaft der ,,Nicht-Matrizenabhingigen Poly-
merisatiosaktivitat (Clark, 1988), durch die an das 3’-Ende des PCR-Produktes ein Adenin-

Nukleotid angehéngt wird. Diese Eigenschaft wird zur effizienten Klonierung von PCR-

Produkten in TOPO-Vektoren genutzt.
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4.1.4 Mutagenese (site-directed mutagenesis)

Zur Mutagenese des Ausgangsplasmids pCG255A1-148XT-I wird das QuikChange XL Site-
Directed Mutagenesis Kit der Firma Stratagene verwendet. Bei dieser Methode wird das
zirkuldre Ausgangsplasmid durch zwei zueinander komplementdre Mutations-Primer unter
Verwendung der Pfu-Turbo-DNA-Polymerase verdndert. Die Abtrennung von parentaler
DNA erfolgt durch das Restriktionsenzym Dpnl, welches selektiv die methylierte Ausgangs-
DNA spaltet. Die auf diese Weise gewonnenen doppelstringigen Plasmide werden zur
Transformation von XL10-Gold ultrakompetenten Zellen eingesetzt. Die Reaktionsansétze

zur Synthese der verdnderten Einzelstrange setzen sich wie folgt zusammen:

10 x reaction buffer 5uL
Mutations-Primer 1 (200 ng/uL) 1 ulL
Mutations-Primer 2 (200 ng/uL) 1 ulL
dNTP Mix 1 uL
Quick Solution 3uL
Pfu-Turbo-DNA-Polymerase (2,5 U/uL) 1 ulL
Ausgangsplasmid 0,5 uL
Wasser (Aqua ad iniectabilia) ad 50 pL.

Die Reaktionsbedingungen fiir die Synthese der mutierten Einzelstrange lauten wie folgt:

Programmschritt Zeit Temperatur Zyklenzahl
Aktivierung der ) o

Pfu-Th urbo-%_')NA-Polymerase 15 min 95°C !
Denaturierung 50 sec 95 °C

Annealing 50 sec 60 °C 18
Elongation 7 min 68 °C

Terminale Elongation 7 min 68 °C 1
Kiihlen oo 4°C 1

Die Ansidtze werden nach Zugabe von jeweils 1 uL Dpnl (10 U/uL) fiir 1 — 3 h bei 37 °C

inkubiert und anschlieBend zur Transformation eingesetzt.

4.1.5 Agarosegel-Elektrophorese und Lingenbestimmung von DNA-Fragmenten
Die Agarosegel-Elektrophorese dient zur Auftrennung und Liangenbestimmung von DNA-

Fragmenten. Die Trennung erfolgt aufgrund der unterschiedlichen Wanderungsgeschwindig-
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keit der negativ geladenen DNA-Fragmente im elektrischen Feld. Die Mobilitét ist dabei
umgekehrt proportional zum Logarithmus der Fragmentliange.

In Abhédngigkeit der GroBe der zu trennenden Fragmente werden 1,0 — 2,5%ige Agarosegele
in TBE-Puffer mit 0,1 pg Ethidiumbromid/mL hergestellt. Der Ansatz wird in eine
horizontale Gelkammer mit eingesetztem Probenkamm gegossen. Nach der Polymerisation
der Gelmatrix wird der Probenkamm gezogen und die Gelkammer in die mit TBE-Puffer
gefiillte Elektrophorese-Apparatur gelegt. Die DNA-Proben werden mit etwa 30 %
Auftragspuffer gemischt und in die Geltaschen pipettiert. Zur Léngenbestimmung der
aufgetragenen DNA-Fragmente werden zusidtzlich Léngenstandards (pUC19/Mspl oder
1-kb-Leiter) aufgetragen. Durch Vergleich der Laufstrecken der Proben und den Fragmenten
des Langenstandards, kann die Lange der DNA-Probe ndherungsweise bestimmt werden. Die
Elektrophorese wird bei einer Spannung von 120 bis 150 V fiir 25 bis 35 Minuten
durchgefiihrt. In der Gelmatrix enthaltenes Ethidiumbromid interkaliert in die doppelhelikale
Struktur der DNA und erzeugt auf einem UV-Transilluminator eine sichtbare Fluoreszenz

(Extinktion: 302 nm, Emission 590 nm).

DNA-Standard Fragmentgrofien [bp]

pUC19/Mspl 501/489, 404, 331, 242, 190, 147, 111/110, 67
1-kb-Leiter 12216, 11198, 10180, 9132, 8144, 7126, 6108, 5090, 4072, 3054,
2036, 1636, 1018, 517, 506, 396, 344, 298, 220, 201, 154, 134, 75

4.1.6 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur gezielten Klonierung oder Ligation werden PCR-Produkte oder Restriktionsfragmente
aus dem Agarosegel geschnitten. Mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit der Firma Qiagen
wird die DNA gereinigt.

4.1.7 Denaturierende Hochdruck-Fliissigkeitschromatografie (DHPLC)

Zur Detektion von DNA-Sequenzvariationen wird die denaturierende Hochdruck-
Fliissigkeitschromatographie (DHPLC, Wavesystem, Transgenomic) eingesetzt, die Homo-
und Heteroduplex-DNA nach dem Prinzip der Ionenpaar-Umkehrphasen-HPLC (IP-RP-
HPLC) trennt (Xiao und Oefner, 2001).

Zur DNA-Separation werden Kapillarsdulen (DNA-SepCartridge, Transgenomic) mit einer
hydrophoben stationdren Phase aus alkylierten Polystyrol-Divinylbenzol-Partikeln verwendet.

Als mobile Phase dient eine Mischung aus Puffer A und B, die Triethylammoniumacetat
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(TEAA) und eine vom Mischungsverhéltnis abhidngige Konzentration an Acetonitril enthalt
(A: 0,1 M TEAA in HPLC-Gradient-Grade-H,0O; Puffer B: 0,1 M TEAA, 25 % Acetonitril in
HPLC-Gradient-Grade-H,0). TEAA vermittelt die Interaktion zwischen dem negativ
geladenen DNA-Riickgrat und der hydrophoben Séulenmatrix. Mit steigendem
Acetonitrilgehalt in der mobilen Phase wird der TEAA-DNA-Komplex von der Saule
verdrangt und die DNA eluiert. Heteroduplex-DNA besitzt aufgrund von Basenfehlpaarungen
eine geringere Schmelztemperatur als Homoduplex-DNA und wird somit eher von der Saule
eluiert. Um eine optimale Trennung von Homo- und Heteroduplices zu erzielen, erfolgt die
DHPLC-Analyse bei Temperaturen, bei der die DNA-Fragmente partiell denaturiert vorliegen
(helikaler Anteil 50 - 80 %). Besitzt das DNA-Fragment verschiedene Schmelzdominen, wird
die Analyse bei mehreren Temperaturen durchgefiihrt. Die Detektion der eluierten DNA
erfolgt mit Hilfe eines UV-Detektors bei einer Wellenlinge von 260 nm. Die
FlieBgeschwindigkeit des Puffergemisches betréigt bei 0,9 mL/min.

Heteroduplex-DNA wird durch Mischen (Verhéltnis 1 : 1) des amplifizierten Wildtyp-DNA-
Fragmentes mit einem analogen Patienten-Amplifikat erzeugt, wenn dieses mindestens eine
Sequenzvariation aufweist. Zur Heteroduplex-Bildung wird der Reaktionsansatz fiir 5 min bei
94 °C denaturiert; die anschlieBende Renaturierung erfolgt durch langsames Abkiihlen in
2 °C-Schritten innerhalb von 40 min auf 8§ °C. Die optimalen Bedingungen (Temperatur,
Acetonitril-Gradient) werden fiir jedes zu untersuchende DNA-Fragment mit Hilfe der
Wavemaker-Software anhand der Wildtyp-DNA-Sequenz ermittelt.

Die fiir die Mutationsanalyse der Exons 1 — 12 der XT-I und der Exons 1 - 11 der XT-II
ermittelten DHPLC-Analyse-Bedingungen sind den Tabellen 4.1 und 4.2 zu entnehmen. Der
Time Shift ist ein in der Wavemaker-Software einstellbarer Parameter, mit dem man die

Position der Peaks im Elutionsprofil verschieben kann.

Tab. 4.1: DHPLC-Analyse-Bedingungen fiir die Exons 1 - 12 der XT-I.

XYLT-I- Puffer B:
Ofentemperatur [°C]| | Time Shift
Exon Anfangs- / Endkonzentration [%]

68,0 -1,0 60/ 68

1 69,2 -1,0 60 /68
71,3 0,0 58 /66

2 61,0 0,0 51/59
62,9 0,0 58 /66

3.1 63,5 0,0 58/ 66
64,9 1,0 56/ 64
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XYLT-I- Puffer B:
Ofentemperatur [°C] | Time Shift
Exon Anfangs- / Endkonzentration [%]

39 60,3 0,0 58/ 66
60,7 0,0 58/ 66

4 61,7 0,0 56 /64
63,7 1,5 53/61

61,3 0,0 57/65

5 63,0 1,0 55/63
63,6 1,0 55/63

6 60,8 1,0 53/61
59,5 0,0 58/ 66

7 62,0 1,5 55/63
64,3 3,0 52 /60

] 62,8 0,5 56/ 64
63,3 0,5 56 /64

61,0 0,0 59/67

9 63,2 1,0 57/ 65
65,5 4,0 51/59

10 60,5 0,5 57/ 65
61,0 0,5 57/65

11 61,7 0,0 58 /66
12 63,0 0,0 58/ 66
64,9 1,0 56/ 64

Tab. 4.2: DHPLC-Analyse-Bedingungen fiir die Exons 1 - 11 der XT-IL
XYLT-II- Puffer B:
Ofentemperatur [°C]| | Time Shift
Exon Anfangs- / Endkonzentration [%]

1 68,0 -0,5 57/65
64,0 0,0 58 /66

2.1 65,5 0,0 58/ 66
66,5 0,0 58 /66

2.2 65,8 -1,0 56/ 64
59,0 -1,0 57/ 65

3 64,3 0,5 54/62
65,2 1,0 53/61

63,0 0,0 56/ 64

4 64,2 0,0 56/ 64
64,9 0,0 56/ 64

61,9 0,0 54/62

5 62,7 0,0 54/62
64,0 1,0 52/60

62,7 0,0 57/65

6 63,3 0,0 57/ 65
63,8 0,0 57/65
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XYLT-II- Puffer B:
Ofentemperatur [°C] | Time Shift
Exon Anfangs- / Endkonzentration [%]
62,4 0,0 59 /67
7 63,0 0,0 59 /67
63,2 0,0 59/67
] 63,4 0,0 58 /66
64,2 0,0 58 /66
9 62,7 0,0 58 /66
64,7 0,0 58 /66
61,7 0,0 59/67
10 62,7 0,0 59 /67
66,0 3,0 53/61
63,5 -2,0 61 /69
11 64,2 -1,0 59/67
65,7 0,0 57/ 65

Die Elutionsprofile der Reaktionsansidtze werden mit dem Chromatogramm einer reinen
Wildtyp-Probe verglichen. Treten Abweichungen von diesem Profil auf, weist dies auf das
Vorhandensein einer DNA-Variation hin. Zur genaueren Analyse wird das PCR-Amplifikat

des betroffenen Probanden sequenziert.

4.1.8 Aufreinigung amplifizierter DNA-Fragmente

Die Aufreinigung von PCR-Produkten fiir die Sequenzierreaktion erfolgt mit Hilfe des
QIlAquick PCR Purification Kits von Qiagen. Mit dieser Methode werden Nukleotide,
Enzyme und Salze aus den Reaktionsansétzen zu entfernen.

Alternativ dazu wird die ExoSAP-Methode als enzymatisches Aufreinigungsverfahren
angewendet (Exo: Exonuclease 1, SAP: Shrimp Alkaline Phosphatase). Im PCR-Ansatz
verbliebene Nukleotide werden durch S4P hydrolysiert und Einzelstrang-DNA-Fragmente
werden von der Exonuclease 1 enzymatisch zu Nukleosiden und Phosphatresten abgebaut. Ein

typischer Restriktionsansatz enthélt folgende Komponenten:

PCR-Ansatz SuL
Exo (1 U/uL in TE-Puffer pH 7,5 und Glycerin 87 %) I uL
SAP (1 U/uL) 1 uL

Der Ansatz wird 30 min bei 37 °C und zur anschlieenden Inaktivierung der Enzyme 15 min

bei 80 °C inkubiert.
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4.1.9 Sequenzierung von DNA-Fragmenten

Die DNA-Sequenzierung erfolgt gemdll der Didesoxymethode nach Sanger (Sanger et al.,
1977) mit anschlieBender Auftrennung der Fragmente durch eine automatisierte
Kapillarelektrophorese. Im Sequenzieransatz liegen neben 2’-Desoxynukleotiden auch 2°,3’-
Didesoxynukleotide vor, die einen Kettenabbruch im neusynthetisierten DNA-Strang
induzieren. Die Didesoxynukleotide sind mit verschiedenen Fluoreszenz-Farbstoffen markiert
und kénnen somit in einem einzigen Ansatz detektiert werden. Fiir die Sequenzierreaktion
wird das ABI Prism BigDye Terminator vi.1 Cycle Sequencing Kit der Firma Perkin Elmer
verwendet.

Der Standardansatz fiir die Sequenzierreaktion sieht folgendermaf3en aus:

Aufgereinigtes PCR-Produkt 3,0-14,5 uL
Forward- oder Reverse-Primer (2,5 uM) 1,5 uL
BigDye vi.1 Premix 2,0 uL
BigDye Sequencing Buffer (5x) 2,0 uL
Wasser (Rotisolv HPLC-Gradient-Grade) ad 20,0 pL.

Fiir die Sequenzierreaktion wird folgendes Temperaturprofil verwendet:

Programmschritt Zeit Temperatur Zyklenzahl
Aktivierung 2 min 95 °C 1
Denaturierung 10 sec 96 °C

Annealing 10 sec 48 /55/62°C 25
Elongation 4 min 60 °C

Kiihlen oo 4°C 1

Zur Abtrennung freier Didesoxynukleotide wird der Sequenzieransatz mit MicroBio-Spin-
Gelfiltration-Sdulen aufgereinigt. Nach der Resuspension des Gelmaterials wird die Sdule zur
Verdichtung des Gelbettes zentrifugiert. Der Sequenzieransatz wird auf die Gelmatrix
aufgetragen und die Séule erneut zentrifugiert. Das Eluat wird mit 20 uL Wasser (Rotisolv
HPLC-Gradient-Grade) verdiinnt und 2 min bei 94 °C denaturiert.

Die kapillarelektrophoretische Sequenzierung und die Fluoreszenz-Detektion werden am
Kapillarsequenzer ABI Prism 310 der Firma Applied Biosystems durchgefiihrt.

Es werden die folgenden Parameter fiir die Elektrophorese gewéhlt:
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Injektions- Elektrophorese-
Modul Matrix | Injektionszeit
spannung Spannung Temperatur Zeit
SeqPOP6 | g 20 sec 6 kV 15kV 50 °C 3645
Rapid min

Die Sequenzanalyse erfolgt mit den Programmen Chromas, Sequence Analysis und Seqman.

4.1.10 DNA-Spaltung durch Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die spezifische DNA-Sequenzen erkennen und
doppelstrangige DNA durch Hydrolyse der Phosphodiesterbindungen spalten. Zur gerichteten
Ligation von DNA-Fragmenten und Vektoren werden diese zuvor mit geeigneten
Restriktionsenzymen gespalten.

Weiterhin werden die Restriktionsendonukleasen zur RFLP-Analyse (Restriktionsfragment-
Langenpolymorphismus) eingesetzt, um das Vorliegen von Sequenzvariationen in DNA-
Proben zu detektieren. Die Methode beruht darauf, dass durch genetische Variationen
Erkennungsstellen von Restriktionsendonukleasen im Vergleich zur Wildtyp-DNA entstehen
beziehungsweise zerstért werden konnen. DNA-Anderungen kénnen nach Inkubation der
DNA mit einem geeigneten Enzym {iber abweichende Langen der Restriktionsfragmente im
Agarosegel nachgewiesen werden. Im Rahmen dieser Arbeit wird die RFLP-Analyse zur
Bestimmung der Allel-Frequenzen von XYLT-Variationen eingesetzt. Die Suche nach
passenden Restriktionsenzymen erfolgt mit dem Programm NEBcutters. Die Enzyme werden
nach den Angaben der Hersteller verwendet.

Ein typischer Restriktionsansatz ist wie folgt zusammengesetzt:

PCR-Produkt 5,0 uL
Reaktionspuffer (10x) 1,0 uL
Restriktionsenzym 1U
Wasser (Aqua ad iniectabilia) ad 10 pL.

Die Inkubation erfolgt fiir 2 — 16 h bei der vom Hersteller angegebenen Temperatur. Im
Anschluss an die Restriktion wird der Ansatz mit 3 pL Auftragspuffer gemischt und in einem

1,5 —2,5%igen Agarosegel aufgetrennt.
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4.1.11 Generieren von Restriktionsschnittstellen durch PCR

Wenn eine DNA-Sequenzvariation nicht in einem Bereich liegt, der von Restriktions-
endonukleasen erkannt und gespalten wird, kann in einigen Féllen iiber eine PCR-Reaktion
mit geeigneten Primern eine Schnittstelle erzeugt werden. Dazu muss ein Primer nahe seinem
3’-Ende einen Basenaustausch aufweisen, der eine Restriktionsschnittstelle generiert. Im

Anschluss an die PCR wird die RFLP-Analyse durchgefiihrt.

4.1.12 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Verbindung von DNA-Fragmenten und zu ihrer gerichteten Ligation in den
pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO-Vektor werden der Vektor und die DNA-Fragmente mit den
gleichen Restriktionsenzymen gespalten. Die T4-DNA-Ligase katalysiert die Bildung von
Phosphodiesterbindungen zwischen 3’-Hydroxyl- und 5°-Phosphatenden doppelstringiger
DNA.

Der Ligationsansatz ist wie unten aufgefiihrt zusammengesetzt :

Plasmid-DNA 10 - 100 ng
Insert-DNA 30—-200 ng
T4-DNA-Ligase (1 U/uL) 3uL
T4-DNA-Ligase-Puffer 4 uL
Wasser (Aqua ad iniectabilia) ad 20 pL.

Der Ligationsansatz wird {iber Nacht bei 10 — 30 °C inkubiert.
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4.2 Zellkultur

4.2.1 Kultivierung von E. coli

Fiir die Vermehrung von E. coli-Stdimmen in Fliissigkultur werden 5 — 50 mL LB-Medium
bzw. bei Ampicillin-resistenten Stimmen LB-Amp-Medium mit Zellen inokuliert und tiber
Nacht bei 37 °C bei leichter Bewegung inkubiert. Bei der Anzucht auf LB- oder LB-Amp-
Festmedien wird eine Zellsuspension gleichméBig auf einer Agarplatte verteilt und fiir

16 - 48 h bei 37 °C inkubiert.

4.2.2 Kryokonservierung von E. coli

Bakterien konnen iiber einen langen Zeitraum revitalisierbar als Glycerinkultur gelagert
werden. Dazu werden 800 pL einer Fliissigkultur mit 200 uLL Glycerin versetzt und bei -80 °C
gelagert.

4.2.3 Transformation kompetenter E. coli

Transformations-kompetente Bakterien adsorbieren an ihrer Oberfliche bei niedriger
Temperatur Plasmid-DNA, die durch einen Hitzeschock in die Zellen aufgenommen wird. Im
Rahmen dieser Arbeit werden zur Transformation die kommerziell erhéltlichen, chemisch
kompetenten E. coli-Staimme TOP10 und XL10-Gold verwendet.

Zur Transformation werden TOP10-Zellen auf Eis aufgetaut und mit 2 pL Ligationsansatz
bzw. 1 pL Plasmid-Losung versetzt. Der Ansatz wird 30 min auf Eis, 30 sec bei 42 °C im
Wasserbad und erneut 2 min auf Eis inkubiert. Die Zellen werden mit 250 pL vorgewédrmtem
SOC-Medium versetzt und 1 h bei 37 °C im Rollinkubator inkubiert. Die Bakteriensuspension
wird auf LB-Amp-Platten ausgestrichen und fiir 12 — 18 h bei 37 °C inkubiert.

Die mittels site-directed mutagenesis erzeugten Plasmide werden nach dem Dpnl-Verdau in
XL10-Gold Zellen transformiert. Dazu werden 45 pL auf Eis aufgetaute Zellen mit 2 pL
B-Mercaptoethanol versetzt und 10 min auf Eis mit regelméBiger Durchmischung inkubiert.
Es werden 2 pL der Dpnl-behandelten Plasmide zugegeben wie oben beschrieben inkubiert.
Zur Analyse der Klone werden analytische PCRs durchgefiihrt, Fliissigkulturen angelegt,
Plasmide isoliert und durch Restriktionsspaltung und DNA-Sequenzierung iiberpriift.

4.2.4 Kultivierung von High Five-Insektenzellen
Die High Five-Zellen werden in sterilen Zellkulturflaschen in I/nsect-XPRESS Medium mit

I mg/mL Gentamycin bei einer Temperatur von 27 °C ohne Kohlendioxidanreicherung
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kultiviert. Die Oberflache der Flaschen begiinstigt ein adhidrente Wachstum der Zellen. Die
Zellkulturarbeiten werden unter einer sterilen Werkbank mit sterilen Einwegartikeln
durchgefiihrt.

Das Zellkulturmedium wird alle 2 — 3 Tage gewechselt. Haben die Zellen eine Konfluenz von
etwa 90 % erreicht, werden sie in neue Flasche passagiert. Hierzu werden 20 mL des
Zellkulturmediums abgesaugt und die Zellen in den verbliebenen 10 mL resuspendiert. Von

dieser Zellsuspension werden etwa 1,5 mL in eine neue Flasche mit 30 mL Medium gegeben.

4.2.5 Bestimmung der Zellzahl von High Five-Insektenzellen

Um die Lebendzellzahl zu bestimmen wird ein Volumenteil einer Zellsuspension mit neun
Volumenteilen einer 0,2%igen Trypanblau-Losung gemischt. Lebende Zellen erscheinen bei
der Betrachtung im Phasenkontrastmikroskop hell — tote Zellen und Zelltriimmer werden
dunkel angeférbt. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgt in einer Neubauerzdhlkammer und

ermOglicht die Aussaat definierter Zellzahlen.

4.2.6 Liposomen-vermittelte Transfektion von High Five-Insektenzellen

Zur Transfektion von High Five-Zellen mit Cellfectin werden 2 x 10° Zellen, die sich in der
Phase exponentiellen Wachstums befinden, mit 3 mL /nsect-XPRESS Medium in einer 60 mm
Zellkulturschale ausgesit und 1 h bei RT inkubiert.

Ein Transfektionsansatz wird wie folgt vorbereitet:

Losung A: 100 uL Insect-XPRESS Medium (ohne Gentamycin)
3 uL Plasmid-DNA-L6sung
Losung B: 100 uL Insect-XPRESS Medium (ohne Gentamycin)

3 uL Cellfectin-Reagenz

Die beiden Losungen werden vereint und 30 min bei RT inkubiert. AnschlieBend werden die
Ansitze mit 800 pL Insect-XPRESS Medium (ohne Gentamycin) versetzt. Das Medium in
den Zellkulturschalen wird abgezogen und der Transfektionsansatz vorsichtig auf die Zellen
getropft. Nach vierstiindiger Inkubation bei RT, wobei die Schalen alle 15 min vorsichtig
bewegt werden, werden 2 mL Gentamycin-haltiges Medium zugegeben. Die

Proteinexpression wird nach 96-stiindiger Inkubation bei 27 °C analysiert.
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4.2.7 Kultivierung humaner Zellen

Die Kultivierung der adhdrent wachsenden Zellen erfolgt in sterilen Zellkulturflaschen bei
37 °C in einer Atmosphire von 5 % Kohlendioxid und 99 % Luftfeuchtigkeit. Alle Zellkultur-
arbeiten werden unter einer sterilen Werkbank mit sterilem Einwegmaterial durchgefiihrt. Die
Medien werden mit 10 % fotalem Kilberserum (FCS), 2 mM L-Glutamin, 0,25 mg/L
Amphotericin B, 100.000 U/L Penicillin und 100 mg/L Streptomycin versetzt und alle 3 - 4

Tage gewechselt. Es werden folgende Zelllinien und Medien verwendet:

HEK-293 (human, embryonale Niere) DMEM
SAOS-2 (human, Osteosarkom) RPMI 1640
SW1353 (human, Chondrosarkom) RPMI 1640

Wenn die Zellen eine Konfluenz von etwa 80 % erreicht haben, werden sie zur Vermeidung
von Kontaktinhibition und Nahrstofflimitation in neue Zellkulturflaschen passagiert. Hierzu
wird das Medium entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen und mit 5 mL Trypsin-EDTA-
Losung fiir 3 — 10 min bei RT oder 37 °C inkubiert. Die abgelosten Zellen werden in 5 mL
Medium aufgenommen und zentrifugiert. Das Pellet wird in frischem Zellkulturmedium
resuspendiert und die Suspension in einem geeigneten Verhdltnis in neue Zellkulturschalen

ausgesat.

4.2.8 Transfektion humaner Zellen

Die Transfektion eukaryontischer Zellen mit Plasmid-DNA erfolgt in mit je 4 Deckgléschen
ausgelegten 6-well-plates. Hierzu werden 1 — 3 x 10° Zellen pro well ausgesit und 24 h unter
Standardbedingungen kultiviert. Fiir den Transfektionsansatz werden 97 pL zusatzfreies
Zellkulturmedium mit 3 pl. Fugene6-Transfektionsreagenz versetzt und 5 min bei RT
inkubiert. Es werden 5 pL. Plasmid-DNA (0,2 — 0,4 pg/uL) zugegeben, flir 25 min — 2 h bei
RT inkubiert und anschlieend vorsichtig auf die Zellen getropft. Die Proteinexpression wird

48 — 96 h nach der Transfektion untersucht.
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4.3 Proteinbiochemische Methoden

4.3.1 Proteinisolierung aus eukaryontischen Zellen

Adhérent wachsende Zellen werden durch Abkratzen von der Kulturschale in Suspension
gebracht und mit PBS gewaschen. Nachfolgend werden die Zellen in 50 pL Zelllyse-Puffer
pro 1 x 10° Zellen resuspendiert und fiir 10 min auf Eis inkubiert. Nach 10miniitiger
Zentrifugation bei 10.000 x g wird der Uberstand fiir den Dot-Blot eingesetzt oder bei — 20 °C
gelagert.

4.3.2 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) ist eine Methode zur Auftrennung
und Molekulargewichtsbestimmung von Proteinen (Laemmli, 1970). Das anionische
Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) denaturiert die Proteine durch die Bindung an
hydrophobe Bereiche. Es entstehen Protein-SDS-Aggregate mit konstantem Ladungs/Masse-
Verhiltnis, so dass die Proteine im Gel aufgrund ihrer molaren Massen getrennt werden. Im
Protein enthaltene Disulfidbriicken konnen durch Thiolverbindungen, wie z.B. Dithiothreitol
(DTT) oder B-Mercaptoethanol, reduziert werden.

Fiir die SDS-PAGE werden kommerzielle Gradientengele (8 - 16 % Polyacrylamid) in einem
Tris-Glycin-SDS-Puffersystem eingesetzt. Das Gel wird in der Elektrophoresekammer
befestigt und die innere Pufferkammer wird mit 200 mL 1 x Tris-Glycin-SDS-Laufpuffer und
500 uL NuPAGE-Antioxidant befiillt. In die duBere Kammer werden mit 800 mL 1 x Tris-
Glycin-SDS-Laufpuffer gegeben.

Die Zellkulturiiberstande der transfizierten High Five-Zellen werden vor dem Auftragen auf
das Gel mit Vivaspin 0,5 mL Concentratoren (5,000 MWCO PES) etwa 20-fach
aufkonzentriert. Die Konzentrate werden mit 1/4 Volumen 4 x NuPAGE-SDS-SampleBuffer
und 1/10 Volumen 10 x NuPAGE-ReducingAgent versetzt und 10 min bei 94 °C erhitzt.
Anschliefend werden 25 uL der Probenansitze und 10 pL des Protein-GroBenstandards
SeeBlue Plus2 auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese wird fiir 90 min bei 120 V und 50
mA durchgefiihrt.
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Der Protein-GroBBenstandards SeeBlue Plus2 enthélt die folgenden Proteinbestandteile:

Marker-Protein Gewicht [kDa] Marker-Protein Gewicht [kDa]
Myosin 250 Carboanhydrase 36
Phosphorylase B 148 Myoglobin Rot 22

BSA 98 Lysozym 16
Glutamat- .

Dehydrogenase 64 Aprotinin 6
Alkohol- )

Dehydrogenase 50 Insulin (B-Kette) 4

4.3.3 Western-Blot

Im Anschluss an die elektrophoretische Protein-Auftrennung im Polyacrylamidgel werden die
Proteine durch Elektrotransfer auf eine PVDF-Membran {ibertragen, um durch nachfolgende
Immunofédrbungen detektiert zu werden.

Der Transfer erfolgt mittels der Semidry-Blot-Technik (Kyhse-Andersen, 1984) mit dem
XCell II-Blot Modul. Dazu werden in Transferpuffer getrinkte Blotting pads und Filterpapiere
mit dem Elektrophoresegel und der in Methanol aktivierten PVDF-Membran luftblasenfrei
auf der Kathode gestapelt. Durch Auflegen der Anode wird das Modul geschlossen, in die
Blotkammer tiberfiihrt und mit 1 x Transferpuffer aufgefiillt. Die dullere Pufferkammer wird

mit Wasser gefiillt. Der Transfer erfolgt fiir 80 min bei 30 V und 170 mA.

4.3.4 Dot-Blot

Der Dot-Blot ist ein einfaches Verfahren um Proteine in Losungen iiber eine Antigen-
Antikorper-Reaktion nachzuweisen (Giiltekin er al, 1988). Die proteinhaltige Losung
(1-5pL) wird auf eine Methanol-aktivierte PVDF-Membran aufgetragen und anschlieBend

einer Immunférbung unterzogen.

4.3.5 Immundetektion immobilisierter Proteine

Der Nachweis von Proteinen auf einer PVDF-Membran erfolgt durch Immunfirbung mit
spezifischen Antikorpern. Dazu werden zunéchst die verbliebenen freien Bindungsstellen der
Membran fiir 1 h bei RT mit Block-Puffer abgesittigt. Die Membran wird dreimal fiir je 5
min mit PBST gewaschen und fiir 1 h bei RT mit dem verdiinnten Primérantikorper (1 : 1.000
- 1:2.000 in PBST) inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBST wird die Membran, sofern

der Primédrantikorper nicht enzym- oder fluoreszenzkonjugiert ist, fiir 1 h bei RT mit einem
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enzymgekoppelten Sekunddrantikdrper inkubiert (1 : 1000 — 1 : 20.000 in PBST). Unge-
bundene Antikorper werden durch dreimaliges Waschen mit PBST entfernt. Anschlieend
wird die Membran in Citrat-Phosphat-Puffer dqulibriert und der Sekundirantikérper mit
Chloronaphtol-Substratldsung fiir 20 — 120 min im Dunkeln detektiert.

4.3.6 Immunfluoreszenzmikroskopie

Proteine konnen mit Hilfe von fluoreszenzmarkierten Antikorpern in Zellen markiert und mit
dem Fluoreszenzmikroskop detektiert werden. Hierzu werden auf Deckgldschen kultivierte,
transfizierte Zellen mit PBS gewaschen und fiir 15 min mit -20 °C kaltem Methanol fixiert.
Nach zweimaligem Waschen mit PBS werden die Zellen mit 0,1 % Triton X-100 in PBS fiir
15 min bei RT permeabilisiert. Nach erneutem Waschen mit 0,1 % BSA in PBS erfolgt die
Inkubation mit dem Primérantikorper (1 : 200 in 1 % BSA in PBS) fiir 1 h bei RT. Die Zellen
werden dreimal fiir je 10 min mit 0,1 % BSA in PBS gewaschen und fiir 1 h bei RT mit einem
fluoreszenzmarkierten Sekundérantikérper (1 : 1000 in 1 % BSA in PBS) im Dunkeln
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen fiir je 10 min mit PBS werden die Zellen fiir die
Kernfarbung fiir 40 min bei RT im Dunkeln in einer DAPI-Lésung (1 : 1000 in PBS)
inkubiert. Im Anschlufl daran werden die Zellen mit PBS gewaschen und zur Fixierung mit
Fluoromount-G auf Objekttrager gebracht. Die Auswertung und Dokumentation erfolgt mit

einem Fluoreszenzmikroskop.

4.3.7 Behandlung transfizierter Zellen mit Inhibitoren

Um die intrazelluldre Lokalisation von Proteinen zu ermitteln, werden die auf Deckglidschen
adhérierenden, transfizierten Zellen vor der Immunfirbung mit spezifischen Inhibitoren oder
einem Farbstoff behandelt. Fiir die Inhibitorbehandlung werden die Zellen fiir 90 min mit
100 pg/mL Cycloheximid und anschlieBend fiir 30 min mit 5 pg/mL Brefeldin A in
Zellkulturmedium bei 37 °C inkubiert.

4.3.8 Bestimmung der XT-I-Aktivitit

Zur Quantifizierung der XT-I-Aktivitidt wird die Xylosylierung eines Akzeptorproteins durch
die XT-I radiochemisch detektiert. Die Menge der eingebauten, radioaktiv markierten
['*C]Xylose ist hierbei proportional zur Enzymaktivitit.

Fiir die Quantifizierung der XT-I-Aktivitiit in Patientenseren und in Zellkultur-Uberstinden
wird Seidenfibroin des Seidenspinners (Bombyx mori) als Akzeptor eingesetzt. Es besitzt die

repetitive  Sequenz  (GSGAGA), (Mita et al., 1994). Die Seide wird in
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Lithiumthiocyanatldsung solvatisiert (Campbell et al., 1984). Im Anschluss daran wird die
Losung 72 h gegen Wasser dialysiert und danach mit 0,1 M Tris/HCI pH 7,0 dquilibriert. Zur
Ermittlung der Geschwindigkeitskonstanten wird das bFGF-Peptid in verschiedenen
Konzentrationen als Akzeptor verwendet (Kuhn et al., 2005).

Zur Bestimmung der XT-I-Aktivitit werden 50 uL Probe mit 50 pL Substratreagenz gemischt
und fiir 75 min bei 37 °C inkubiert. Anschliefend werden 90 pL des Ansatzes auf eine
Nitrocellulosemembran pipettiert und 2 h bei RT getrocknet. Die Membranen werden in

Szintillationsgefal3e tiberfiihrt und wie folgt gewaschen:

10 min mit 3 mL 10%iger Trichloressigsiure
15 min mit 3 mL 1%iger Trichloressigsidure
10 min mit 4 mL 1%iger Trichloressigsdure

15 min mit 3 mL 1%iger Trichloressigsiure

Das Protein wird auf den Membranen durch 10%ige Trichloressigsdure prazipitiert und
ungebundene UDP-["*C]Xylose durch Waschen mit 1%iger Trichloressigsdure entfernt. Die
gewaschene Membran wird in 3,5 mL Szintillationsfliissigkeit aufgelost und die

Radioaktivitdt nach mindestens 12 h Inkubation im Szintillationsz&hler gemessen.

4.4 Statistik

Die Verteilungen von Genotypen und Allel-Frequenzen zwischen Kontrollen und Probanden
wurden mit dem Fisher’s exact Test beurteilt. Klinische Parameter, die innerhalb der zu
vergleichenden Gruppen der Gauf3’schen Normalverteilung folgten, wurden mit dem unpaired
Student’s t Test ausgewertet, nicht normalverteilte Werte mit den Mann-Whitney Test. Der
Spearman Test wurde angewendet flir die nicht-parametrische Korrelation von Abhédngig-
keiten zwischen der XT-I-Aktivitdt und klinischen Parametern. Eine multiple logistische
Regression wurde durchgefiihrt, um die Abhingigkeit der Aminosdure-Substitution p.A115S
in der XT-I beziiglich des Geschlechts, Alters, HbA ., Diabetesdauer und dem Body Mass

Index (BMI) zu beurteilen. P-Werte von < 0,05 wurden als signifikant bewertet.
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5 Ergebnisse

5.1 Detektion von Sequenzvariationen in den XYLT-Genen

Um zu untersuchen, ob genetische Variationen in den XYLT-Genen existieren und ob diese in
die Pathogenese von Arthrose, PXE oder der Nephropathie von Typ-1-Diabetikern involviert
sind, wurden alle 23 Exons, Exon-Intron-Grenzen und Teile der 5’- und 3’-UTR mit der
DHPLC-Methode analysiert. Dazu wurden die Exons 1 - 12 des XYLT-I-Gens und die Exons
I - 11 des XYLT-II-Gens mittels PCR amplifiziert. Zur moglichen Ausbildung von Hetero-
duplices wurden die Amplifikate der Patienten mit einem entsprechenden Wildtyp-DNA-
Amplifikat gemischt, durch Erhitzen denaturiert und durch langsames Abkiihlen renaturiert.
Nach erfolgter DHPLC-Analyse wurden die Elutionsprofile der gemischten Patienten-Proben
mit den Elutionsprofilen reiner Wildtyp-Amplifikate verglichen. Fragmente, die abweichende
Chromatogramme aufwiesen, wurden zur Identifizierung von DNA-Verdnderungen
sequenziert. Erstmalig detektierte Sequenzvariationen wurden durch erneute Amplifikation
und Sequenzierung verifiziert. Um die Bedeutung von Variationen im Hinblick auf die
Atiologie der untersuchten Krankheiten zu analysieren, wurden die Allel-Frequenzen der
Veranderungen in codierenden Bereichen und an Spleif3stellen mittels RFLP- oder DHPLC-

Analyse bei den Patienten und in einer Kontrollgruppe ermittelt.

5.1.1 Amplifikation der XYLT-Exons

Die zu analysierenden XYLT-Fragmente der Wildtypen, Kontrollen und der zu
untersuchenden Patienten wurden mittels PCR aus genomischer DNA amplifiziert. Die
gewihlten Primer sind in den angrenzenden Intron-Regionen lokalisiert, damit der codierende
Bereich der Gene vollstéindig analysiert werden konnte. Um die Amplifikate fiir die DHPLC-
Analyse in ausreichend hoher Konzentration und ohne Nebenprodukte zu erhalten, wurden
die optimalen PCR-Bedingungen fiir jedes Fragment experimentell ermittelt (Tab. 3.5 und
Tab. 3.6). Die Kontrolle der Reinheit und Qualitét der PCR-Produkte erfolgte im Agarosegel.
Die Abbildungen 5.1 und 5.2 zeigen exemplarisch die Banden der XYLT-I- und XYLT-II-
Amplifikate im Agarosegel.
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Abb. 5.1: Darstellung der XYLT-I-Amplifikate im Agarosegel. Exon 1 (444 bp), Exon 2 (188 bp),
Exon 3.1 (398 bp), Exon 3.2 (452 bp), Exon 4 (311 bp), Exon 5 (351 bp), Exon 6 (294 bp), Exon 7
(401 bp), Exon 8 (368 bp), Exon 9 (471 bp), Exon 10 (402 bp), Exon 11 (427 bp), Exon 12 (418 bp),
M: Marker pUC19/Msp 1.

M1 2122 3 4 5 6 7 8 9 10 11 M
331 bp—> z--------q_g-g
190 bp—" "

Abb. 5.2: Darstellung der XYLT-II-Amplifikate im Agarosegel. Exon 1 (316 bp), Exon 2.1 (399 bp),
Exon 2.2 (269 bp), Exon 3 (309 bp), Exon 4 (323 bp), Exon 5 (257 bp), Exon 6 (353 bp), Exon 7
(481 bp), Exon 8 (413 bp), Exon 9 (448 bp), Exon 10 (480bp), Exon 11 (397 bp), M: Marker
pUC19/Msp L.

5.1.2 Identifizierung der Wildtyp-DNA der XYLT-Exons

Zur Identifizierung der Wildtyp-DNA der XYLT-Exons wurden die zu untersuchenden
XYLT-Fragmente aus genomischer DNA anonymisierter Blutspender amplifiziert und
sequenziert. Die ermittelten Sequenzen wurden mit den genomischen und den cDNA-
Sequenzen verglichen. Fiir jedes Exon-Fragment konnte ein Blutspender mit homozygoter

Wildtyp-DNA-Sequenz ermittelt werden.

5.1.3 Etablierung der DHPLC-Analyseparameter

Um fiir die DHPLC-Analyse eine optimale Auftrennung von Homo- und Heteroduplex-DNA
zu gewidhren, wurden fiir jedes zu untersuchende DNA-Fragment die Analyseparameter
Temperatur und Acetonitril-Gradient mit Hilfe der Wavemaker Software ermittelt. Beim
Vorliegen mehrerer Schmelzdominen in einem Fragment wurde die Analyse bei 2 - 3

verschiedenen Sdulentemperaturen durchgefiihrt. In Abbildung 5.3 ist exemplarisch die
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Schmelzkurve des Amplifikates von Exon 9 der XYLT-II dargestellt, das zwei Schmelz-

domaénen aufweist.
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Abb. 5.3: Schmelzkurve des DNA-Fragmentes XYLT-II Exon 9. Das Fragment besitzt zwei
Schmelzdoménen mit den Schmelztemperaturen Ty1 (62,7 °C) und Ty2 (64,7 °C).

Abbildung 5.4 zeigt den Anteil der helikalen Bereiche des Amplifikates von Exon 9
(XYLT-II) bei den gewihlten Betriebstemperaturen 62,7 °C und 64,7 °C. Bei 62,7 °C liegen
die Bereiche von 30 - 225 und 360 - 400 Basenpaaren partiell denaturiert vor, wihrend der
Bereich von 225 - 360 Basenpaaren nahezu vollstindig helikal ist. Letzterer liegt erst bei
einer Temperatur von 64,7 °C partiell denaturiert vor. Die Mutationsanalyse dieses
Fragmentes erfolgte daher bei beiden Sdulentemperaturen, um den kompletten Bereich von 30
bis 400 Basenpaaren abzudecken. Die duBBeren Fragmentbereiche (0 - 30 bp und 400 - 450 bp)
werden bei den gewihlten Bedingungen nicht erfasst, da sie nahezu vollstindig denaturiert
vorliegen. Dies ist jedoch unerheblich, da diese Bereiche weit innerhalb der Introns vor und

nach Exon 9 liegen. Das Exon wird bei den gewéhlten Temperaturen vollstdndig analysiert.

< 100

3

C o
< 504 - 62,7 °C
ko

S - 647 °C
=

T

o

50 100 150 200 250 300 350 400 450
Basenposition [bp]

o

Abb. 5.4: Darstellung der helikalen Bereiche des X YLT-II-Fragmentes von Exon 9 bei den gewéhlten
Analysetemperaturen.

Der Acetonitril-Gradient wurde fiir jedes XYLT-Fragment mit Hilfe des 7ime Shifts so
eingestellt, dass die Elution der DNA nach einer Retentionszeit von 3 - 5 Minuten erfolgte.
Dadurch wurde sichergestellt, dass der Proben-Peak weder vom Wash-off-Peak noch vom

Injektions-Peak iiberlagert wurde (Abb. 5.5).

50



Ergebnisse

—_
o

‘ Wash-off—Pea
| ey

Proben-Peak \
o S 1" ‘ |

Absorption [mV]
N W H O OO N @ (<]

—_

o

0O 1 2 3 4 5 6 7
Retentionszeit [min]

Abb. 5.5: Elutionsprofil fir das XYLT-II-Fragment von Exon 9 bei einer Analysetemperatur von
62,7 °C. Die Elution des Fragmentes erfolgt bei einer Retentionszeit von etwa 4,7 min.

Die optimierten Betriebsparameter fiir die DHPLC-Analyse der XYLT-Exons sind in den
Tabellen 4.1 und 4.2 aufgefiihrt.

5.1.4 Sequenzvariationen im XYLT-I-Gen

Die DHPLC-Analyse und anschlieBende Sequenzierung der DNA-Proben, die durch
Abweichungen in den Chromatogrammen vom Wildtyp auffillig wurden, fithrte zur
erstmaligen Identifizierung von 23 Sequenzvariationen im XYLT-I-Gen von 96 Typ-1-
Diabetikern, 50 Arthrosepatienten, 65 PXE-Patienten und 20 Blutspendern. Abbildung 5.6
zeigt exemplarisch die Elutionsprofile eines Wildtyp-Fragmentes und eines Fragmentes mit
einem Basenaustausch. Bei allen detektierten Verdnderungen handelt es sich um den

Austausch eines einzelnen Nukleotids; Deletionen oder Insertionen wurden nicht gefunden.

5.1.4.1 Sequenzvariationen in den Introns des XYLT-I-Gens

Die Sequenzanalyse von acht DNA-Proben, deren Elutionsverhalten sich in der DHPLC
deutlich vom Wildtyp unterschied, resultierte im Nachweis von sieben Nukleotid-
Substitutionen in den Intron-Regionen und einer in der 5’-UTR (Tab. 5.1). Der unmittelbar
neben dem SpleiBstellen-Erkennungsmotiv gelegene Polymorphismus IVS8-3G>A im Intron
7 wurde ndher analysiert, die weiteren Intron-Variationen wurden unberiicksichtigt gelassen,

da sie nicht direkt die Spleif3stellen betreffen.
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Tab. 5.1: XYLT-I-Variationen in den untersuchten Intron-Regionen und in der 5’-UTR.

XYLT-I Region
IVS1-5C>G 5"-UTR
IVS2+6T>C Intron 2
IVS2+29A>G Intron 2
IVS3+10C>T Intron 3
IVS3+30G>C Intron 3
IVS4+47A>G Intron 4
IVS8-3G>A Intron 7
IVS10+100A>G Intron 10

5.1.4.2 Sequenzvariationen in den Exons des XYLT-I-Gens
Weiterhin konnten durch die Sequenzierung auffélliger Probanden-Amplifikate 15 Nukleotid-
Substitutionen innerhalb der Exons nachgewiesen werden. Acht der identifizierten

Variationen fiihren nicht zu Verdnderungen der Aminosdure-Sequenz (Tab. 5.2).

Tab. 5.2: XYLT-I-Variationen in den Exons, die die Aminosdure-Sequenz der XT-I nicht verdndern.

XYLT-I Region
c.1077C>T Exon 4
c.1272G>A Exon 5
c.1284C>G Exon 5
c.1602G>A Exon 8
c.1875G>A Exon 9
¢.1989T>C Exon 9
c.2631C>T Exon 12
¢.2766G>C Exon 12

Die sieben weiteren in den Exons lokalisierten Nukleotid-Substitutionen induzieren eine
Aminosdure-Substitution in der XT-I (Tab. 5.3). Keiner der Nukleotid-Austausche verursacht

eine Nonsense-Mutation, die zu einem verkiirzten Protein fithren wiirde.

Tab. 5.3: XYLT-I-Variationen, die zu Aminoséure-Veridnderungen in der XT-I fiithren.

XYLT-I XT-1 Region
c.343G>T p.A115S Exon 1
c.1154C>T p.P385L Exon 5
c.1216C>T p.R406W Exon 5
c.1655T>G p.I5528S Exon 8
c.1883G>A p.R628H Exon 9
c.1994C>T p.T665M Exon 9
c.2675G>A p-R892Q Exon 12
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Abb. 5.6: DHPLC-Elutionsprofile des XYLT-I-Amplifikates von Exon 9. Dargestellt sind ein

Wildtyp-Fragment und das Amplifikat eines heterozygoten c¢.1994C>T-Trégers bei einer
Analysetemperatur von 63,3 °C.

In Abbildung 5.7 sind die genetischen Verdnderungen im XYLT-I-Gen dargestellt, von denen
nachfolgend die Allel-Frequenzen bestimmt wurden und die in den Assoziationsstudien der

einzelnen Erkrankungen statistisch ausgewertet wurden.

2}23;3:? c.1655T>G ¢.1994C>T
c.1216C>T c.1602G>A c.1989T>C  (.2766G>C
c.343G>T c.1154C>T IVS8-3G>A c.1883G>A  (.2675G>A

¢.1077C>T c.1875G>A  ¢.2631C>T

FXYLT-1-Gen > 300 kbp '

Abb. 5.7: Schematische Darstellung der Lokalisation wichtiger Verédnderungen im XYLT-I-Gen. Die
Exons sind als Rechtecke eingezeichnet und durch die darunter stehenden Zahlen nummeriert. Die
beiden DXD-Motive befinden sich in den Exons 4 und 11. Oberhalb der Exons sind die
Veranderungen aufgefiihrt, die nachfolgend weiter untersucht wurden.
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5.1.5 Sequenzvariationen im XYLT-II-Gen

Die DHPLC-Untersuchung der elf XYLT-II-Exons von 96 Typ-1-Diabetikern, 50 Arthrose-
Patienten, 65 PXE-Patienten und 20 Blutspendern fiihrte zur Detektion von 24
unterschiedlichen Sequenzvariationen. Neben 22 Nukleotid-Substitutionen wurden auch eine

Insertion und eine Deletion identifiziert.

5.1.5.1 Sequenzvariationen in den Introns des XYLT-II-Gens
Mit Hilfe der DHPLC-Methode und der anschlieBenden Sequenzanalyse konnten in den
Intron-Bereichen und in der 5’-UTR des XYLT-II-Gens acht Alterationen nachgewiesen

werden. Es handelt sich dabei um sechs SNPs, eine Insertion und eine Deletion (Tab. 5.4).

Tab. 5.4: XYLT-II-Variationen in den untersuchten Intron-Regionen und in der 5’-UTR.

XYLT-II Region
IVS1-86delG 5°-UTR
IVS1-84G>A 5'-UTR
IVS1-72G>C 5'-UTR
IVS1-35G>C 5'-UTR
IVS6-9T>C Intron 5
IVS6-14 1VS6-13insG | Intron 5
IVS7+81A>C Intron 7
IVS9-84G>T Intron 8

Die Variationen IVS6-9T>C und IVS6-14 1VS6-13insG im Intron 5 traten stets gemeinsam
und ausschlieBlich in heterozygoter Form auf. Da die Insertion die Spleifistelle im Bereich der

Branch Site verindert, wurden diese Intron-Anderungen niiher untersucht.

5.1.5.2 Sequenzvariationen in den Exons des XYLT-II-Gens

Die Sequenzierung weiterer DNA-Proben, die durch ein vom Wildtyp abweichendes
Elutionsprofil auffillig wurden, resultierte in der Identifizierung 16 weiterer SNPs in den
Exons des XYLT-II-Gens. Acht dieser Verdnderungen fiihren nicht zu einer verdnderten
Form der XT-II auf Aminosdure-Ebene (Tab. 5.5). Die Polymorphismen c.177A>G und
c.342T>C im Exon 2 sind aneinander gekoppelt, sie kamen immer gemeinsam und im

gleichen Status vor.
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Tab. 5.5: XYLT-II-Variationen in den Exons, die keine Verdnderungen der Aminosidure-Sequenz

hervorrufen.

XYLT-II Region
c.177A>G Exon 2
c.342T>C Exon 2
c.453C>T Exon 2
c.693G>A Exon 3
c.1239G>A Exon 6
¢.1569C>T Exon 8
c.2379G>A Exon 11
c.2391C>T Exon 11

Bei den anderen acht in den Exons lokalisierten Nukleotid-Substitutionen handelt es sich um

Missense-Variationen, die Aminosiure-Verdnderungen in der XT-II hervorrufen (Tab. 5.6).

Keine der detektierten Alterationen induziert als Nonsense-Mutation einen vorzeitigen

Proteinabbruch.

Tab. 5.6: XYLT-II-Variationen, die Aminosiure-Anderungen in der XT-II hervorrufen.

Absorption [mV]

XYLT-II XT-1I Region
c.166G>A p.D56N Exon 2
c.344C>T p.P115L Exon 2
¢.359G>A p.R120H Exon 2
c.556G>A p.A186T Exon 2
c.914C>G p.T305R Exon 4
c.1216C>T p.R406C Exon 6
c.1253C>T p.P418L Exon 6
c.2402C>G p. T8O1R Exon 11
Wildtyp 0 | IVS6-9T>C c.1253C>T
"‘ \‘ 1 1VS6-14_1VS6-13insG
,// \"\ i //\
/ \ / \ // \
\ VAR
\,\ N "\

Retentionszeit [min]

Abb. 5.8: DHPLC-Elutionsprofile der Amplifikate von Exon 6 des XYLT-II-Gens. Dargestellt sind
das Wildtyp-Amplifikat und die Chromatogramme heterozygoter Tréger der Variationen IVS6-9T>C
+1VS6-14 IVS6-13insG und ¢.1253C>T bei einer Analysetemperatur von 63,9 °C.
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Abbildung 5.9 zeigt die Variationen im XYLT-II-Gen, die zur statistischen Beurteilung im

Zusammenhang mit den verschiedenen Erkrankungen genauer untersucht wurden.

c.556G>A
c.453C>T IVS6-9T>C

c.359G>A IVS6-14_IVS6-13insG

c.344C>T 1253C5T €.2402C>G
c.342T>C c. > c.2391C>T
c177A>G c.914C>G ¢.1239G>A ¢.1569C>T c.2379G>A

c.166G>A ¢.693G>A c.1216C>T

' XYLT-II-Gen ~ 15 kbp '

Abb. 5.9: Schematische Darstellung der Lokalisation wichtiger Verdnderungen im XYLT-II-Gen. Die
Exons sind als Rechtecke eingezeichnet und durch die Zahlen unterhalb nummeriert. Die beiden
DXD-Motive befinden sich in den Exons 5 und 10. Die ndher untersuchten Verinderungen sind
oberhalb der Exons aufgefiihrt.

5.1.6 Etablierung von Variationsnachweisen mittels RFLP und DHPLC
Zur weiteren Beurteilung der detektierten Verdnderungen wurden die Allel-Frequenzen in
Exons lokalisierter Variationen und potentieller Spleif3stellen-Alterationen bei den Patienten

und in einer Kontrollgruppe bestimmt.

Die Frequenzen von DNA-Alterationen, die innerhalb der FErkennungssequenz eines
Restriktionsenzyms lagen, wurden mittels RFLP bestimmt. Dazu wurden die PCR-
Amplifikate von Patienten und Kontrollen mit geeigneten Restriktionsendonukleasen

restringiert und im Agarosegel detektiert (Abb. 5.10, Tab. 5.7 - 5.9).

Tab. 5.7: RFLP-Verfahren zur Detektion von XYLT-I-Variationen.

. . Restriktionsprodukte [bp]
Exon | Variation Enzym Wildtyp heterozygot homozygot
1 |c.343G>T NmuCl 444 444,378,61 37861
4 |[c.1077C>T | Eco721 230;80 310;230;80 310
8 [c.1655T>G |Lwel 198;125;37 327;198;125;37 327,37
9 |c.1883G>A |Bsgl 272;202 272;202;152;118 202;152;118
9 1¢.1989T>C |BsuRI 309;101;66 309;199;110;101;66 199;110;101;66
9 [c.1994C>T [Aatl 282;190 476,282,190 476
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M1 2 3456 7 8 9101112 1314
331 bp
242bp>: '
190 bp—p [ 2%
147 bp —>

TEm TR eeeeee -

Abb. 5.10: BsuRI-Restriktion zum Nachweis der Variation ¢.1989T>C im XYLT-I-Gen. Spuren 1 - 6:
Wildtyp (309 bp, 101 bp, 66 bp), Spuren 7 - 12: heterozygot (309 bp, 199 bp, 110 bp, 101 bp, 66 bp),
Spuren 13 - 14: homozygot (199 bp, 110 bp, 101 bp, 66 bp), M: Marker pUC19/Msp 1.

Tab. 5.8: RFLP-Testsysteme zum Nachweis von Exon-lokalisierten XYLT-II-Variationen.

. . Restriktionsprodukte [bp]

Exon | Variation Enzym Wildtyp heterozygot homozygot
2 [c.166G>A Eco4d71 156;109;88 247;156;109;88 247,109
2 [c.342T>C BsaWlI 265;13 399:;265;13 399
3 |c.693G>A Bsrl 175;132 175;132;41 132:41
4 (c.914C>G Bsu361 323 323:210;110 210;110
6 |c.1253C>T |BfuAl 353 353;229;120 229:120
& [c.1569C>T |Msil 413 413;212;201 212;201

Tab. 5.9: RFLP-Verfahren zum Nachweis der Insertion in Intron 5 des XYLT-II-Gens.

o Restriktionsprodukte [bp]
Intron | Variation | Enzym Wildtyp heterozygot homozygot
s |IVSO-1 i Rovi | 286:64 286:242:64:43 242;64;43
IVS6-3insG | ’ T _

Wenn die detektierten Alterationen nicht im Erkennungsbereich von Restriktions-
endonukleasen lokalisiert waren oder wenn verschiedene Variationen innerhalb eines
Fragmentes nachgewiesen werden sollten, wurden die DHPLC-Analysebedingungen
optimiert, um die eindeutige Unterscheidung zwischen Wildtyp und den Verdnderungen zu
gewihren (Tab. 5.10 und Abb. 5.11). Zur Differenzierung zwischen der homozygoten und der
heterozygoten Alteration wurden die auffilligen DNA-Amplifikate in unverdiinnter Form,
d. h. nicht mit einem Wildtyp-DNA-Amplifikat gemischt, mit der DHPLC-Methode

analysiert.
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Tab. 5.10: DHPLC-Analyseparameter zur Ermittlung der Allel-Frequenzen von XYLT-I- und

XYLT-II-Variationen.

Amplifikat Ofentemperatur Time Puffer B:
[°C] Shift Anfangs- / Endkonzentration [%]
XYLT-I, Exon 5 63,4 1,0 55/63
XYLT-I, Exon 9 65,5 3,0 53/61
XYLT-I, Exon 12 64,9 1,0 56/ 64
XYLT-II, Exon 2.1 64,0 0,0 58 /66
XYLT-II, Exon 2.2 65,8 -1,0 56/ 64
XYLT-II, Exon 3 65,3 -1,5 54762
XYLT-II, Exon 11 64,3 -1,0 59767

Wildtyp

Absorption [mV]

1 ¢.2631C>T

4

Retentionszeit [min] 3

C.2675G>A

Absorption [mV]

c.2766G>C

4

Retentiénsizeit [min] 3

Abb. 5.11: DHPLC-Elutionsprofile der verschiedenen Variationen in Exon 12 des XYLT-I-Gens.
Dargestellt sind der Wildtyp und die heterozygoten Alterationen c.2631C>T, ¢.2675G>A und
¢.2766G>C bei einer Analysetemperatur von 64,9 °C.

Der Polymorphismus ¢.2402C>G in Exon 11 des XYLT-II-Gens befand sich weder innerhalb

der Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms, noch konnte er eindeutig in der DHPLC

von dem Wildtyp unterschieden werden. Mit Hilfe eines modifizierten Primers konnte eine
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den Polymorphismus beinhaltende Restriktionsschnittstelle generiert werden. Somit konnte
diese Variation nach der Amplifikation mit dem erwihnten Primer mittels RFLP-Analyse

nachgewiesen werden (Tab. 5.11 und Abb. 5.12).

Tab. 5.11: RFLP-Verfahren zur Detektion des ¢.2404C>G-Austauschs im XYLT-II-Gen durch eine
generierte Restriktionsschnittstelle.

. L. Restriktionsprodukte [bp]
Exon | Variation Enzym Wildtyp heterozygot homozygot
11 |¢.2402C>G | Btsl 160;28 190;160;28 190

M1 2 34 5 6
=

242 bp—> ==

190 bp—> == - -

147 bp—> R T awTa-

Abb. 5.12: BtsI-Restriktion des Amplifikates von Exon 11 des XYLT-II-Gens zum Nachweis der
Variation ¢.2402C>G. Spuren 1 - 2: heterozygot (190 bp, 160 bp, 28 bp), Spuren 3, 4 und 6: Wildtyp
(160 bp, 28 bp), Spur 5: homozygot (190 bp), M: Marker pUC19/Msp 1.

Die ermittelten Allel-Frequenzen der untersuchten genetischen Variationen werden bei der

Auswertung der verschiedenen Erkrankungen aufgelistet.

Insgesamt traten die Verdnderungen im XYLT-I-Gen in den verschiedenen Kohorten mit
einer Haufigkeit von 0,2 % - 38 % auf. Nur fiinf der 16 Verdnderungen, von denen die
Frequenzen ermittelt wurden, kamen mit einer Haufigkeit von tiber 3 % vor (c.343, ¢.1077,
c.1284, c.1989 und c¢.2631). Diese haufigen SNPs wurden sowohl in homo- als auch in
heterozygoter Form nachgewiesen. Die elf seltenen Variationen traten nur 1 - 2 mal bei
Patienten oder Blutspendern (Frequenzen < 1 %) und ausschlieBlich in heterozygoter Form
auf. Von den XYLT-I-Verdnderungen, die eine Aminosiure-Substitution hervorrufen, kam
lediglich der SNP ¢.343G>T (p.A115S) mit einer Frequenzen von bis zu 4,5 % und in homo-

und heterozygoter Form vor.
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Die Verdnderungen im XYLT-II-Gen konnten mit Frequenzen von 0,5 % - 79 % nachge-
wiesen werden. Fiinf Polymorphismen (c.177, c.342, ¢.914, ¢.1569 und c.2402), die mit
Frequenzen von iiber 34 % vorkamen, konnten sowohl in heterozygoter als auch in
homozygoter Form detektiert werden. Die anderen Variationen traten mit Frequenzen von
unter 2,5 % auf und wurden ausschlielich in heterozygotem Status gefunden. Im Gegensatz
zur XT-I kamen bei der XT-II zwei der acht Aminosdure-Substitutionen mit Frequenzen von
iiber 34 % vor. Die Lokalisationen der detektierten Aminosdure-Substitutionen in den

Xylosyltransferasen sind im Anhang aufgefiihrt (10.1 und 10.2).
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5.2 XYLT-Variationen bei Typ-1-Diabetikern

5.2.1 XYLT-Variationen bei Typ-1-Diabetikern und Blutspendern

Die Mutationsanalyse von 96 Typ-1-Diabetikern (48 mit und 48 ohne diabetische
Nephropathie) resultierte in der Identifikation von 33 DNA-Variationen, von denen 13 im
XYLT-I-Gen und 20 im XYLT-II-Gen lokalisiert sind. Zu den detektierten Verdnderungen
zahlen die Deletion eines Nukleotids in der 5’-UTR und eine Insertion im Intron 5 des
XYLT-II-Gens. Alle anderen Variationen sind SNPs, von denen vier in der 5’-UTR, vier in
den Introns und 23 in den Exons gefunden wurden. Zehn der Exon-Verdnderungen
verursachen eine Aminoséure-Substitution (vier in der XT-I und sechs in der XT-II). Von 27
der nachgewiesenen DNA-Alterationen wurden die Allel-Frequenzen der Patienten in

Abhingigkeit ihrer Nierenfunktion und in einer Kontrollgruppe bestimmt (Tab. 5.12).

Tab. 5.12: Allel-Frequenzen der XYLT-Variationen bei Typ-1-Diabetikern mit und ohne
Nephropathie und bei Blutspendern.

Allel-Frequenzen bei Typ-1- Allel-
XYLT-I XT-I Region : Diabetikern Freque.nzen
mit ohne bei
Nephropathie | Nephropathie | Blutspendern
IVS1-5C>G 5’-UTR 11/96 14/ 96 n.u.
c.343G>T p.A115S | Exon 1 3/96 3/96 7 /208
c.1077C>T Exon 4 4 /96 3/96 10 /224
IVS4+47A>G Intron 4 n.u. n.u. n.u.
c.1154C>T p.P385L | Exon 5 0/96 1/96 2/392
c.1284C>G Exon 5 14 /96 16 /96 70 /392
IVS8-3G>A Intron 7 0/96 2/96 0/408
c.1875G>A Exon 9 1/96 0/96 0/226
c.1883G>A p.R628H | Exon 9 0/96 1/96 0/480
c.1989T>C Exon 9 36/96 37/96 78 /226
c.2631C>T Exon 12 19 /96 13/96 69 /394
c.2675G>A p.R892Q | Exon 12 1/96 0/96 1/394
c.2766G>C Exon 12 0/96 1/96 0/394
Allel-Frequenzen bei Typ-1- Allel-
XYLT-II XT-II Region : Diabetikern Freque.nzen
mit ohne bei
Nephropathie | Nephropathie | Blutspendern

IVS1-86delG 5'-UTR n.u. n.u. n.u.
IVS1-84G>A 5’-UTR n.u. n.u. n.u.
IVS1-72G>C 5’-UTR n.u. n.u. n.u.
IVS1-35G>C 5’-UTR n.u. n.u. n.u.
c.166G>A p.D56N | Exon 2 2/96 1/96 9 /442

61



Ergebnisse

Allel-Frequenzen bei Typ-1- Allel-
XYLT-II XT-II Region : Diabetikern Freque.nzen
mit ohne bei
Nephropathie | Nephropathie | Blutspendern
E;Z;$§g+ Exon 2 75796 71796 168 /218
c.359G>A* p.R120H | Exon 2 1/96 2/96 0/398
c.453C>T Exon 2 0/96 1/96 0/394
c.556G>A p.A186T | Exon 2 0/96 1/96 0/394
c.693G>A Exon 3 1/96 0/96 0/220
c.914C>G p.T305R | Exon 4 75/ 96 70/ 96 172 /218
ggg?}jﬁfs o 13ingGes | | Intron S 0/96 5/96 5/ 440
c.1253C>T p.P418L | Exon 6 1/96 0/96 5/230
IVS7+81A>C Intron 7 n.u. n.u. n.u.
c.1569C>T Exon 8 59/96 49/96 117/222
c.2379G>A Exon 11 1/96 0/96 0/386
c.2391C>T Exon 11 1/96 0/96 0/386
c.2402C>G p.T8O1IR | Exon 11 41/96 36 /96 155/386

* Typ-1-Diabetiker vs. Blutspender: p = 0,03;
** Patienten mit Nephropathie vs. Patienten ohne Nephropathie: p = 0,06;
n.u.: nicht untersucht.

Zur Beurteilung, ob die nachgewiesenen Verdnderungen mit der Entstehung des Typ-1-
Diabetes assoziiert sind, wurden die Allel-Frequenzen zwischen den Patienten und den
Blutspendern verglichen. Die Aminosdure-Substitution von Arginin 120 zu Histidin in Exon 2
der XT-II kommt mit einer signifikant erhohten Allel-Frequenz in der Gruppe der Typ-1-
Diabetiker vor. Das Auftreten der anderen Verdnderungen korreliert nicht mit der Erkrankung

des Typ-1-Diabetes.

Die statistische Auswertung der ermittelten Allel-Frequenzen von Typ-1-Diabetikern mit und
ohne Nephropathie zeigte fiir keine der 27 untersuchten Alterationen einen signifikanten
Zusammenhang mit der Entstehung der Nephropathie. Lediglich die stets gemeinsam
nachgewiesenen Intron-Variationen in Intron 5 des XYLT-II-Gens (IVS6-9T>C + IVS6-
14 TVS6-13insG) geben einen Hinweis darauf, dass sie protektive Faktoren bei der

Entstehung der Niereninsuffizienz sein kdnnten (p = 0,06).

5.2.2 Genotyp-Phinotyp-Korrelationen
Weiterhin wurde untersucht, ob die genetischen Verdnderungen Auswirkungen auf klinische

Parameter bei Patienten mit oder ohne Nephropathie ausiiben. Die Parameter von Wildtyp-
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Patienten wurden dazu mit denen der SNP-Triger in homo- und heterozygoter Form

verglichen (Tab. 5.13).

Tab. 5.13: Klinische Parameter von Typ-1-Diabetikern mit oder ohne Nephropathie, die in Abhéngig-

keit von XYLT-Variationen signifikante Unterschiede aufweisen. Dargestellt sind die Mittelwerte *
Standardabweichung.

Typ-1-Diabetiker mit Typ-1-Diabetiker ohne
Nephropathie Nephropathie
XYLT-I ¢.343G>T
GG sRR 127,2 £2,0 n=45
GT [mmHg] | 168,2 + 6,7 n=3
P-Wert <0,01
c.1077C>T
CC Albumin | 928,3 £+ 120,5 n=44
CT [mg/24h] | 2032,0 + 980,9 n=4
P-Wert 0,03
c.1989T>C
TT dRR 85,1£29n=20 |dRR 74,9 + 1,5 n=21
TC+CC [mmHg] 77,7+ 1,8n=28 |[mmHg] | 69,0+ 1,8 n=27
P-Wert 0,03 0,02
XYLT-II c.177A>G+
c.342T>C
AA/TT dRR 101,5 £ 8,5 n=2
aGrc+aa/ec (MMHEL T 59 94y 6 nede
P-Wert 0,01
c.914C>G
CC dRR 101,5£8,5n=2 |Kreatinin | 62,0 £4,0 n=2
CG+GG [mmHg] 79,9 £ 1,6 n=46 |[umol/l] | 81,2 £ 1,5 n=46
P-Wert 0,01 0,01
c.1569C>T
CcC Albumin 5,2%+1,2n=9
CT+TT [mg/24h] | 7,4 £0,7 n=39
P-Wert 0,05
c.2402C>G
CC E}EA]C 8,41+ 0,2n=16 sRR 123,1 £3,3 n=18
CG+GG 9,2+0,2n=32 [mmHg] |133,7 +3,1 n=30
P-Wert 0,04 0,03

Die Assoziations-Studie deckte signifikante Zusammenhinge fiir insgesamt acht genetische
Verdnderungen auf (¢.343G>T, c.1077C>T und ¢.1989T>C im XYLT-I-Gen und c.177A>G
+ ¢.342T>C, c.914C>G, c.1569C>T und c.2402C>G im XYLT-II-Gen). Die DNA-
Alterationen korrelierten innerhalb der Gruppe der Nephropathie-Patienten mit verénderten
Werten fiir den diastolischen Blutdruck (dRR), fiir HbA . und fiir die Albuminausscheidung.

Bei Typ-1-Diabetikern ohne Niereninsuffizienz konnten signifikante Anderungen fiir die
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systolischen und diastolischen Blutdruckwerte (SRR und dRR), die Albuminausscheidung und

die Serum-Kreatinin-Werte nachgewiesen werden.

5.2.3 Follow up-Studie von Typ-1-Diabetikern

Zwei Polymorphismen im XYLT-I-Gen (Exon 1: ¢.343G>T; p.A115S und Exon 9:
¢.1989T>C) und zwei im XYLT-II-Gen (Intron 5: IVS6-9T>C + IVS6-14 IVS6-13insG und
Exon 11: ¢.2402C>G; p.T801R) sind in der Initialstudie durch signifikante Genotyp-
Phénotyp-Korrelationen bzw. der tendenziellen Assoziation zwischen dem Auftreten der
Nephropathie auffillig geworden. Diese wurden darauthin in einer Nachuntersuchung von

912 Typ-1-Diabetikern mittels RFLP-Analyse verifiziert.

5.2.3.1 Allel-Frequenzen ausgewihlter XYLT-Variationen bei Typ-1-Diabetikern
Die Allel-Frequenzen der analysierten Polymorphismen bei Typ-1-Diabetikern sind in
Tabelle 5.14 fiir Patienten mit (n = 453) und ohne (n = 459) Nephropathie zusammengefasst.

Tab. 5.14: Allel-Frequenzen ausgewihlter XYLT-Variationen bei Typ-1-Diabetikern mit und ohne
Nephropathie.

Allel-Frequenzen bei Typ-1-
oL, . . Diabetikern
Gen Variation Protein | Region
mit Nephropathie ohne .
Nephropathie
XYLT-I c.343G>T* p.A115S | Exon 1 39/906 22 /918
c.1989T>C Exon 9 347 /906 324 /918
IVS6-9T>C+
XYLT-IL | IVS6-14_IVS6-13insG | | ™" 2 187906 157918
c.2402C>G | p.T8OIR | Exon 11 385 /906 365/918

* signifikant; p = 0,03

Die Verteilung des Polymorphismus ¢.343G>T, der eine Aminosédure-Substitution von Alanin
zu Serin an der Position 115 der XT-I induziert, ist signifikant verschieden bei Patienten mit
und ohne Nephropathie (p = 0,03). Das T-Allel konnte mit einer hoheren Frequenz bei Typ-1-
Diabetikern mit Nephropathie nachgewiesen werden (4,3 % vs. 2,4 %). Das Vorkommen
dieser Variation ist somit assoziiert mit dem Auftreten der Nephropathie (odds ratio 1,83
[95 % CI 1,08-3,12]). Nach der Anpassung fiir Geschlecht, Alter, Diabetesdauer, HbA . und
body mass index ergibt sich eine Signifikanz von 0,01 (odds ratio 2,2 [95 % CI 1,18-4,09]).
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Die Genotyp-Verteilung der anderen Variationen unterscheidet sich nicht innerhalb der

beiden Gruppen (p > 1,0).

5.2.3.2 Genotyp-Phinotyp-Korrelationen

Um zu untersuchen, ob die ausgewéhlten Variationen zu verdnderten klinischen Parametern
filhren, wurden die Phinotypen von Patienten innerhalb der Gruppen mit und ohne Nephro-
pathie in Abhidngigkeit ihrer Genotypen verglichen. Diese Analyse zeigte signifikante
Zusammenhédnge zwischen dem Polymorphismus c¢.1989T>C in Exon 9 des XYLT-I-Gens
und den Werten fiir Blutdruck und Serum-Kreatinin (Tab. 5.15).

Tab. 5.15: Blutdruck- und Serum-Kreatinin-Werte der Typ-1-Diabetiker mit und ohne Nephropathie
in Abhangigkeit ihres XYLT-I-Genotyps an der Position ¢.1989. Dargestellt sind Mittelwerte *
Standardabweichung.

Typ-1-Diabetiker mit Typ-1-Diabetiker ohne
Nephropathie Nephropathie
sRR dRR sRR dRR
[mmHg] [mmHg] [mmHg] [mmHg]
c.1989T>C
TT 146 £2n=162 | 83+ 1n=162 | 134+ 1n=193 77+ 1n=193
TC+CC 141 £ 1n=291 | 80% 1 n=291 133 £ 1 n=266 76 £ 1 n=266
P-Wert 0,03 0,03 0.61 0.56
Kreatinin [umol/1] Kreatinin [umol/1]
c.1989T>C
TT 138+ 9 n=162 82+ 1n=193
TC+CC 126 £ 5 n=291 79 £ 1 n=266
P-Wert 0,93 0,02

Nephropathie-Patienten mit dem Austausch von Thymin 1989 zu Cytosin in homo- oder
heterozygoter Form haben signifikant niedrigere systolische und diastolische Blutdruck-Werte
(p = 0,03) verglichen mit den Nephropathie-Patienten, die das Wildtyp-Allel tragen.
Weiterhin ist dieser Polymorphismus bei Typ-1-Diabetikern ohne Nephropathie mit einem
signifikant niedrigeren Serum-Kreatinin-Spiegel (p = 0,02) verbunden. In der Gruppe der
Nephropathie-Patienten konnte ebenfalls eine Assoziation dieser Variation mit reduzierten
Serum-Kreatinin-Werten gezeigt werden. Alle anderen Korrelationen zwischen den klinischen

Parametern und dem Auftreten von genetischen Alterationen wiesen keine Signifikanzen auf.
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5.3 XT-I-Aktivitit und XYLT-Variationen bei Arthrosepatienten

5.3.1 XT-I-Aktivitiaten im Serum von Arthrosepatienten und Blutspendern

Die Serum-XT-I-Aktivititen der Arthrosepatienten (21 Ménner, 28 Frauen) und einer
Kontrollgruppe (203 Ménner, 119 Frauen) wurden im XT-Aktivitatstest mit Seidenfibroin als
Akzeptor bestimmt. Die XT-I-Aktivitdten (Mittelwerte £ Standardabweichung und 90 %-
Bereiche) der Kontrollgruppe (Ménner 1,00 mU/L * 0,30; 0,48 - 1,52; Frauen 0,84 mU/L £
0,17; 0,61 - 1,14) und der Patienten (Méanner 1,06 mU/L *+ 0,17; 0,85 - 1,39; Frauen 1,02
mU/L + 0,13; 0,82 - 1,24) sind normalverteilt (Abb. 5.13).
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Abb. 5.13: Serum XT-I-Aktivitdten bei Arthrosepatienten im Vergleich zu den Aktivititen einer
Kontrollgruppe aus Blutspendern. Dargestellt sind die Mittelwerte und die 90 %-Bereiche.

Bei den Ménnern unterschieden sich die XT-I-Aktivitdten der Patienten und Kontrollpersonen
nicht voneinander (p = 0,37). Die XT-I-Aktivititen der weiblichen Patienten waren im

Vergleich zu denen der Blutspenderinnen signifikant erhoht (p < 0,0001).

Die Untersuchung der XT-I-Aktivititen in Abhdngigkeit von der Dauer der Erkrankung
lieferte eine signifikant positive Korrelation (p =0,03; r=0,31).
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5.3.2 XYLT-Variationen bei Arthrosepatienten und Blutspendern

Mit Hilfe der DHPLC-Analyse konnten bei den 49 Arthrosepatienten 25 verschiedene DNA-
Variationen nachgewiesen werden, zwolf im XYLT-I-Gen und 13 im XYLT-II-Gen. Zwolf
der detektierten Variationen sind in den Introns und der 5’-UTR lokalisiert. Von den 13
exonischen Veridnderungen gehen sieben mit einer Aminosdure-Substitution einher (zwei in

der XT-I; fiinf in der XT-II). Die ermittelten Allel-Frequenzen der Arthrosepatienten und der

Blutspender sind in Tabelle 5.16 aufgelistet.

Tab. 5.16: Allel-Frequenzen der XYLT-Variationen bei Arthrosepatienten und Blutspendern.

. . . Allel-Frequenzen bei
Gen Varlation Protein | Region Arthrosepatienten | Blutspendern
XYLT-I | IVSI-5C>G 5-UTR n.u. n.u.
c.343G>T p.Al115S | Exon 1 4/98 7/208
IVS2+6T>C Intron 2 1/98 n.u.
IVS2+29A>G Intron 2 1/98 n.u.
IVS3+10C>T Intron 3 1/98 n.u.
IVS3+30G>C Intron 3 1/98 n.u.
IVS4+47A>G Intron 4 55/98 n.u.
c.1154C>T p.P385L | Exon 5 1/98 2/392
c.1284C>G Exon 5 12 /98 70/392
c.1989T>C Exon 9 24/98 78 /226
IVS10+100A>G | Intron 10 n.u. n.u.
c.2631C>T Exon 12 16 /98 69 /394
XYLT-II | IVS1-86delG 5'-UTR 37/98 n.u.
IVS1-84G>A 5’-UTR 1/98 n.u.
c.166G>A p.D56N | Exon 2 2/98 9/442
c.177A>G+c.342T>C | Exon 2 62 /98 168 /218
c.914C>G | p.T305R | Exon 4 72 /98 172/218
IVS6-9T>C+
IVS6-14_TVS6-13insG Intron 5 2/98 57440
c.1216C>T p.R406C | Exon 6 1/98 0/182
c.1253C>T p.P418L | Exon 6 1/98 5/230
IVS7+81A>C Intron 7 1/98 n.u.
c.1569C>T Exon 8 47/98 117 /222
c.2402C>G p.T80IR | Exon 11 36/98 155 /386

n.u.: nicht untersucht.

Die Genotyp-Verteilung der 15 Variationen, von denen die Frequenzen ermittelt wurden,

zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Patienten und der Kontrollgruppe.
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5.3.3 Genotyp-Phinotyp-Korrelationen

Die klinischen Parameter Anzahl betroffener Gelenke, XT-I-Aktivitit und Beteiligung von
Hiifte oder Knie von Patienten mit SNPs (Frequenz von tiber 15 %: vier in XYLT-I und fiinf
in XYLT-II) wurden mit denen der Wildtyp-Patienten verglichen. Fiir keinen

Polymorphismus konnte eine signifikante Assoziation nachgewiesen werden.

Um zu untersuchen, ob das Auftreten genetischer Verdnderungen mit einer fritheren
Krankheitsmanifestation einhergeht, wurden die Patienten in Abhédngigkeit ihres Alters und
ihres Diagnosealters unterteilt (Tab. 5.17). Das Durchschnittsalter in der Gruppe der jlingeren
Patienten betrdagt 55,9 + 5,7 Jahre, das der dlteren 72,3 £+ 5,7 Jahre.

Tab. 5.17: Allel-Frequenzen des SNPs ¢.1569C>T im XYLT-II-Gen bei Arthrosepatienten (#=49) in
Abhéngigkeit ihres Alters und ihres Diagnosealters und in der Kontrollgruppen (n=111).

n c.1569C>T P-Wert

Arthrosepatienten: Alter < 62 Jahre 12 19/24 0.001
< b

Arthrosepatienten: Alter > 63 Jahre 37 29/74
Arthrosepatienten: Alter < 62 Jahre 12 19/24 0.00
Blutspender: Alter 18-68 Jahre 111 117 /222 ’
Arthrosepatienten: Diagnosealter < 60 Jahre 17 23/ 34 0.01
Arthrosepatienten: Diagnosealter > 60 Jahre 32 25/ 64 ’

Der Vergleich der Allel-Frequenzen zwischen den jiingeren und den &lteren Patienten zeigte,
dass der synonyme SNP c.1569C>T in Exon 8 des XYLT-II-Gens signifikant haufiger bei
juvenilen Patienten vorkommt (79 % vs. 39 %; p < 0,001). Diese Signifikanz konnte auch
zwischen den jungen Arthrosepatienten und der Kontrollgruppe beobachtet werden (79 % vs.
53 %; p = 0,02). Die Unterteilung der Patienten anhand des Diagnosealters ergab ebenfalls fiir
den SNP c.1569C>T eine signifikant hohere Allel-Frequenz innerhalb der Patienten mit
einem fritheren Diagnosealter (68 % vs. 39 %; p = 0,01).
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5.4 XYLT-Variationen bei PXE-Patienten

5.4.1 XYLT-Variationen bei PXE-Patienten und Blutspendern

Die Mutationsanalyse der DNA von 65 PXE-Patienten fiihrte zu dem Nachweis von
insgesamt 22 verschiedenen DNA-Alterationen, acht im XYLT-I- und 14 im XYLT-II-Gen.
Von diesen Verdnderungen sind sieben in den Introns oder der 5’-UTR lokalisiert. Von den
15 Exon-Verdnderungen verursachen acht eine Aminosaure-Substitution (drei in XT-I; fiinf in
XT-II). Die ermittelten Allel-Frequenzen der PXE-Patienten und der Blutspender sind in
Tabelle 5.18 aufgelistet.

Tab. 5.18: Allel-Frequenzen der XYLT-Variationen bei PXE-Patienten und Blutspendern.

Gen Variation AI}lino- Region Allel-Frequenzen bei
saure PXE-Patienten Blutspendern

XYLT-I | IVSI-5C>G 5-UTR n.u. n.u.
c.343G>T p.Al115S | Exon 1 6/132 7/208
c.1077C>T Exon 4 10/132 10/224
c.1216C>T p.R406W | Exon 5 1/132 0/392
c.1284C>G Exon 5 21/132 70/392
c.1989T>C Exon 9 43 /132 78 /226
c.1994C>T p.T665M | Exon 9 1/132 0/476
c.2631C>T Exon 12 17/132 69 /394

XYLT-II | IVS1-86delG 5’-UTR n.u. n.u.
IVS1-84G>A 5'-UTR n.u. n.u.
IVS1-72G>C 5’-UTR n.u. n.u.
IVS1-35G>C 5’-UTR n.u. n.u.
c.166G>A p.D56N | Exon 2 3/132 9/442
c.177A>G+c.342T>C | Exon 2 97/132 168 /218
c.344C>T p.P115L | Exon 2 1/132 0/442
c.914C>G p.T305R | Exon 4 99/132 172 /218
gggf}jﬁs o 13ineG | | Ttron's 5/132 5 /440
c.1253C>T p.P418L | Exon 6 3/132 5/230
c.1569C>T Exon 8 65/132 117 /222
c.2402C>G p.T801R | Exon 11 45/132 155 /386

n.u.: nicht untersucht.

Von 17 der 22 nachgewiesenen Variationen wurden die Allel-Frequenzen bei den Patienten
und in der Kontrollgruppe bestimmt und miteinander verglichen. Die Verteilung der

Genotypen zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen.
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5.4.2 Genotyp-Phinotyp-Korrelationen

Um zu untersuchen, ob Assoziationen zwischen den SNPs mit einer Frequenz von iiber 2 %
(fiinf in XYLT-I; neun in XYLT-II) und den klinischen Parametern XT-I-Aktivitit und der
Beteiligung der verschiedenen einzelnen Organe bestehen, wurden die Parameter der homo-
und heterozygoten Variationstriger mit denen der Wildtypen verglichen. Auf diese Weise
konnte fiir PXE-Patienten mit der Aminosdure-Substitution Alanin 115 zu Serin (XT-I;

Exon 1) eine signifikant erhohte XT-I-Aktivitdt im Serum nachgewiesen werden (Tab. 5.19).

Tab. 5.19: XT-I-Aktivitdten von PXE-Patienten in Abhéngigkeit ihres XT-I-Genotyps an der Position
¢.343G>T. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung.

XT-1, p.A115S XT-I-Aktivitit [mU/L]
GG 0,87 £ 0,048 n=60
GT+TT 1,37+ 0,163 n=5
P-Wert 0,005

Die statistische Auswertung in Bezug auf das Auftreten von genetischen Variationen und der
Art der beteiligten Organe zeigt, dass Patienten mit dem Aminosdure-Austausch von Threonin
801 zu Arginin in der XT-II signifikant (p = 0,002) hdufiger unter Hautproblemen leiden. Alle
37 Trager (100 %) dieser Variation in homo- oder heterozygoter Form weisen die PXE-
typischen Hautldsionen auf, wohingegen von den 28 Wildtyp-Patienten nur 21 (75 %)

darunter leiden.

Zur Beurteilung der genetischen Verdnderungen im Zusammenhang mit dem Diagnosealter
und der Verlaufsform wurden die Patienten in Subgruppen unterteilt und die Allel-

Frequenzen verglichen.

Der codierende SNP ¢.2402C>G (p.T801R) in Exon 11 des XYLT-II-Gens kommt signifikant
hiufiger (43 % vs. 26 %; p = 0,04) bei Patienten mit einem frithen Diagnosealter vor (7 - 28
Jahre: 30 Patienten vs. 30 - 65 Jahre: 33 Patienten).

Die Gruppierung der Patienten mit unterschiedlichem PXE-Schweregrad erfolgte anhand der
Anzahl betroffener Organe. Bei 42 Patienten waren 1 - 3 Organe beteiligt, bei den anderen 23
Patienten waren 4 - 7 Organe betroffen. Fiir drei Polymorphismen im XYLT-II-Gen konnte
ein signifikanter Zusammenhang zwischen ihrem Auftreten und einer hdoheren Anzahl

betroffener Organe nachgewiesen werden (Tab. 5.20).
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Tab. 5.20: Allel-Frequenzen von XYLT-II-SNPs bei PXE-Patienten mit unterschiedlich schwerem
Krankheitsverlauf.

XYI.JTTH- Aminosaure Region 1-3 Organe 4 -7 Organe P-Wert
Variation

c.166G>A p.D56N Exon 2 0/84 3/46 0,04
c.1569C>T Exon 8 34/ 84 30/ 46 0,01
c.2402C>G p-T801R Exon 11 23/ 84 22 /46 0,02

Die verdnderten Allele treten mit einer signifikant hoheren Frequenz bei Patienten mit einem

schwereren Krankheitsverlauf auf.
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5.5 Mutagenese und Enzymaktivitit rekombinanter XT-I-Mutanten

Um die Auswirkung von fiinf der nachgewiesenen Aminosdure-Substitutionen auf die
enzymatische Aktivitit der XT-I zu untersuchen, wurden die verdnderten XT-I-Formen
rekombinant in High Five-Insektenzellen exprimiert. Die Beurteilung der resultierenden
XT-I-Aktivititen der Mutanten erfolgte durch den Vergleich mit der Aktivitit des

unveranderten Enzyms.

5.5.1 Mutagenese

Ausgehend von dem Insekten-Expressions-Vektor pCG255A1-148-XT-I wurden fiinf der
zuvor mittels DHPLC detektierten Aminosdure-Sequenzvariationen in der XT-I mit der sife-
directed mutagenesis Methode generiert. Mit Hilfe der verwendeten Primer, bei denen jeweils
ein Nukleotid ausgetauscht wurde (Tab. 3.8), konnten Expressionsvektoren hergestellt
werden, in denen jeweils eine Aminosdure substituiert war. Die eingefiihrten Nukleotid-
Anderungen und die daraus resultierenden Aminosiure-Substitutionen in den rekombinanten

Proteinen sind in Tabelle 5.21 aufgefiihrt.

Tab. 5.21: Aminosédure-Substitutionen, die durch site-directed mutagenesis in die XT-I eingefiihrt

wurden.
Exon Sequenzvariation Aminosiureaustausch
5 c.1154C>T p.P385L
8 c.1655T>G p.I552S
9 c.1883G>A p.R628H
9 c.1994C>T p.T665M
12 c.2675G>A p-R892Q

Der Erfolg der Mutagenese konnte nach den Transformationen und Plasmidisolierungen fiir

jede Variation mittels Sequenzanalyse mindestens zweier Klone bestétigt werden.

5.5.2 Transfektion von High Five-Insektenzellen

Die rekombinante Darstellung der XT-I-Mutanten und des Wildtyps erfolgte durch die
transiente Transfektion von High Five-Zellen. Die XT-I-Expressionsrate wurde nach SDS-
PAGE und Electroblotting im Western Blot mit Anti-V5-Antikérpern im 40-fach
aufkonzentrierten Zellkultur-Uberstand {iberpriift. Alle rekombinanten Proteine wurden mit

dhnlicher Ausbeute exprimiert und wiesen eine Einzelbande bei ca. 90 kDa auf (Abb. 5.14).
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5.5.3 Enzymaktivititen der rekombinanten XT-I-Mutanten

Die Quantifizierung der XT-I-Aktivitit im Zellkultur-Uberstand zeigt, dass alle Aminoséure-
Mutanten enzymatisch aktiv sind. Ein Vergleich der Aktivititen zwischen dem Wildtyp und
den Varianten ist in Abbildung 5.14 gezeigt. Die Mutationen p.R628H (Exon 9), p. T665M
(Exon 9) und p.R892Q (Exon 12) haben keinen Einfluss auf die XT-I-Aktivitdt; ihre
Aktivitdten entsprechen der des Wildtyps. XT-I-Varianten mit Aminosdure-Substitutionen in
Exon 5 (p.P385L) und in Exon 8 (p.I552S) weisen signifikant erniedrigte Enzymaktivititen
auf. Der Austausch von Prolin zu Leucin fithrt zu einem Aktivitdtsverlust von 16 %; die

Substitution von Isoleucin zu Serin mindert die Enzymaktivitit um 26 %.
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Abb. 5.14: Expression der XT-I-Varianten und ihre relativen XT-I-Aktivitdten. Die Expressionsrate
der rekombinanten Aminosdure-Mutanten und des Wildtyps in High Five-Zellen wurde im Western-
Blot mit Anti-V5-HRP-Antikérpern in 40-fach aufkonzentrierten Zellkultur-Uberstinden detektiert.
Zur Darstellung der relativen XT-I-Aktivititen wurde die Wildtyp-XT-I-Aktivitdt (wt XT-I) als 100 %
definiert. Das Balkendiagramm zeigt die relative Aktivitdt der jeweiligen Mutanten im Vergleich zum
Wildtyp. Die Fehlerbalken représentieren die Standardabweichung aus drei voneinander unabhéngig
durchgefiihrten Expressions-Experimenten mit jeweils zwei aus unabhéngigen Klonen erhaltenen
Plasmid-Vektoren.

Um unerwiinschte Verdnderungen im Ausgangsvektor der Varianten mit verringerter
Enzymaktivitit auszuschlieBen, wurden, ausgehend von den verdnderten Plasmiden,

Revertanten hergestellt und auf ihre Aktivitit hin untersucht. In beiden Féllen konnte die
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komplette enzymatische Aktivitdt wieder hergestellt werden. Dieses Ergebnis beweist, dass

der Austausch jeweils einer Aminosdure die Reduktion der Aktivitit hervorgerufen hat.

5.5.4 Enzymkinetik der rekombinanten XT-I-Mutanten

Die kinetischen Eigenschaften der rekombinanten XT-I- und der XT-I-Mutanten, die eine
verringerte Aktivitdt aufweisen (p.P385L und p.I552S), wurden bei unterschiedlichen
Substratkonzentrationen in einem Bereich von 256 pg/mL bis 0,125 pg/mL bFGF und
konstanter Enzymmenge untersucht. Fiir die humane XT-I wurde eine Michaelis-Menten-
Kinetik angenommen. Mit Hilfe von Lineweaver-Burk-Diagrammen wurden die maximalen
Reaktionsgeschwindigkeiten (Vmax) und die Michaelis-Menten-Konstanten (Ky) bestimmt

(Tab. 5.22).

Tab. 5.22: Ky- und V,,.-Werte der rekombinanten Wildtyp-XT-I (wt XT-I) und der XT-I-Mutanten,
die eine verringerte Aktivitit besitzen. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichungen.

XT-I-Variante [!Ifl\l\/}] [pilgi)/‘h] [pl‘:lrgzll;l/lli\ll\/[]
wt XT-1 18,10 = 0,96 3,58£0,18 0,20
p.P385L 41,16 £2,15 7,24 £ 0,08 0,18
p.I552S 38,25+ 0,56 4,06 0,11 0,14

Der Ky-Wert fiir die rekombinante humane XT-I ist in der Literatur mit 22,3 uM beschrieben
(Kuhn et al., 2005). Der experimentell ermittelte Wert liegt in guter Néherung zu dem
beschriebenen Wert bei 18,1 uM. Die Michaelis-Menten-Konstanten der Aminosdure-
Mutanten sind im Vergleich zum Wildtyp 2-fach erhoht. Dies ist ein Hinweis auf eine

reduzierte Substratbindungsaftinitit der verdnderten Enzyme.
Als maximale Reaktionsgeschwindigkeit fiir die wt XT-I wurde 3,58 pmol/h ermittelt. Die
maximale Reaktionsgeschwindigkeit der p.P385L-Mutante ist 2-fach erhoht; die der p.1552S-

Variante liegt im Bereich des Wildtyps.

Die Werte fiir Vyax/Kw, die ein MaB fiir die Affinitdt des Akzeptors darstellen, sind bei beiden

Mutanten reduziert.
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5.6 Expression und Lokalisation der humanen XT-I

Fiir die funktionelle und biochemische Charakterisierung der intrazelluldren Signalsequenzen
und der potentiellen Proteinase-Spaltstelle der humanen XT-I ist es notwendig, ihre
vollstindige cDNA in humanen Zelllinien zu exprimieren. Bisher war nur ein
Expressionssystem fiir eine unvollstindige XT-I-Variante (Al - 148) in Insektenzellen

etabliert.

5.6.1 Konstruktion der vollstindigen XT-1 cDNA

Ausgehend von dem IMAGE-Klon 2116905, der den N-terminalen Anteil der XT-I codiert
(Nukleotide -85 bis 724), und pCG255 wurde ein cDNA-Konstrukt hergestellt, das die cDNA
fiir die vollstdndige XT-I enthilt.

Die fehlenden Nukleotide C und G an den Positionen 40 und 41 im IMAGE-Klon 2116905
konnten mittels site-directed mutagenesis erfolgreich eingefiigt werden (pSS0). Die
Amplifikation der beiden Teilsequenzen erfolgte mit Primern, die die zur Verbindung
erforderlichen Restriktionsstellen generierten. Nach der Subklonierung der PCR-Produkte in
pCR2.1TOPO-Vektoren und der Transformation wurden die isolierten Plasmide und der
Expressionsvektor pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO zweifach restringiert (N-terminales Fragment:
BstXI und Hindlll; C-terminales Fragment: Xbal und Hindlll; Vektor: BstXI und Xbal), die
drei Fragmente ligiert und in TOP10-Zellen transformiert. Durch Sequenzierung konnte die
Ligation erfolgreich nachgewiesen werden. Im letzten Schritt wurde die zur Verbindung der
N- und C-terminalen XYLT-I-Fragmente generierte HindIll Restriktionsschnittstelle mit der
site-directed mutagenesis Methode eliminiert. Die Sequenzierung einiger Klone (pSS1)
bestitigte sowohl die Richtigkeit der XT-I-cDNA-Sequenz als auch die korrekte Orientierung

in den Vektor und die Fusion mit dem Leserahmen des GFP.

5.6.2 Transfektion und XT-I-Aktivitiit

Die Plasmide pSS1 (rXT-I(1 - 959)GFP) wurden zur transienten Transfektion von HEK-293-,
SAOS-2- und SW 1353-Zellen eingesetzt. Erfolgreich transformierte Zellen konnten 24
Stunden nach der Transfektion durch GFP-induzierte Fluoreszenz unter dem Mikroskop
nachgewiesen werden. Um zu priifen, ob die rekombinante, GFP-markierte XT-I enzymatisch
aktiv ist, wurde nach 48 Stunden ein XT-Aktivitdtstest mit dem Zellkultur-Uberstand
durchgefiihrt (Abb. 5.15).
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Abb. 5.15: XT-I-Aktivitdt humaner Zellen nach der Transfektion mit rXT-I(1 - 959)GFP (+) und dem
Kontrollplasmid (-). Nach der Transfektion mit rXT-I(1-959)GFP besitzen die Zellen eine 44 - 68-
fach erh6hte XT-I-Aktivitdt im Vergleich zu den mit dem Kontrollplasmid transfizierten Zellen.

Das Auftreten der Fluoreszenz und die 44 - 68-fache Erhohung der XT-I-Aktivitit im
Zellkultur-Uberstand bestitigen, dass das rekombinante Enzym erfolgreich mit dem GFP
fusioniert wurde, dass es von den zelleigenen Proteasen gespalten und sezerniert wurde und

dass es in korrekt gefalteter, aktiver Form im Uberstand vorliegt.

5.6.3 Nachweis der intrazelluléiren Lokalisation der XT-I

Auf Deckgldaschen adhérierte HEK-293-, SAOS-2- und SW 1353-Zellen wurden zur
Untersuchung der subzelluldren Lokalisation der XT-I mit dem Plasmid pSS1 transfiziert.
Nach 48 - 72-stiindiger Kultivierung konnte die GFP-Fluoreszenz perinukledr nachgewiesen
werden. Die Immunfirbung mit dem Golgi-Marker und dem TRITC-markierten
Sekundérantikorper bestdtigte durch die exakte Co-Lokalisierung dieses Resultat (Abb. 5.16
A und B). Zum weiteren Beweis der Lokalisation wurden die Zellen nach der Inkubation mit
Cycloheximid und BFA erneut der Immunférbung unterzogen (Abb. 5.16 C). Cycloheximid
verhindert die Protein-Synthese und die neusynthetisierten Proteine werden in ihre jeweiligen
Kompartimente gesteuert. BFA zerstort den Golgi-Apparat reversibel und Golgi-Proteine
gelangen zuriick ins ER (Driouich ef at., 1993). Nach dieser Behandlung verdnderte sich das
perinukledre Fluoreszenz-Muster zu einer diffus verteilten Fluoreszenz im cytoplasmatischen
Bereich, die kennzeichnend fiir das ER ist. Somit konnte erstmalig mit einer GFP-markierten

XT-I-Form gezeigt werden, dass dieses Enzym im Golgi-Apparat lokalisiert ist.
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A C

Abb. 5.16: Farbemuster von HEK-293-Zellen nach der Transfektion mit pSS1 (rXT-I(1 - 959)GFP).
Fluoreszenz der GFP-markierten XT-I (A), Immunfirbung mit dem Golgi-Marker und TRITC-

markiertem Sekundéirantikorper (B) und Fluoreszenz der GFP-markierten XT-I nach der Behandlung
mit Cycloheximid und BFA (C).

5.7 Signalsequenzen zur intrazelluliaren Lokalisation von XT-I und XT-IT

5.7.1 Konstruktion von GFP-markierten C-, T- und S-Varianten

Um die Doménen zu identifizieren, die fiir die intrazelluldre Lokalisation der humanen XT-I
und XT-II verantwortlich sind, wurden GFP-markierte, C-terminal verkiirzte Mutanten und
Deletions-Mutanten von beiden Enzymen hergestellt. Insgesamt wurden zehn verschiedene

Varianten der XT-I und fiinf der XT-II generiert (Tab. 5.23).

Tab. 5.23: Aus dem pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO-Vektor generierte Plasmide und ihre Eigenschaften.

Plasmid Eigenschaften Aminosauren Regionen

pSS1 rXT-1(1 - 959)GFP 1-959 XT-1, gesamte cDNA
pSS2 rXT-1(CTS; 1 - 214)GFP 1-214 XT-I; CTS

pSS3 rXT-1(CTS; 1 - 158)GFP 1-158 XT-I; CTS

pSS4 rXT-I(CTS; 1 - 134)GFP 1-134 XT-I; CTS (Exon 2)
pSS5 rXT-1(CTS; 1 - 119)GFP 1-119 XT-I; CTS (Exon 1)
pSS6 rXT-1(CTS; 1 - 104)GFP 1-104 XT-I; CTS

pSS7 rXT-I(CTS; 1 - 70)GFP 1-70 XT-I; CTS

pSS8 rXT-1(CT; 1 - 35)GFP 1-35 XT-I; CT

pSS9 XT-1(C; 1 - 13)GFP 1-13 XT-I; C

pSS10 rXT-1(T; 1; 14 - 35)GFP 1;14-35 XT-I; T

pSS11 rXT-1(S; 1; 36 - 134)GFP | 1;36-134 XT-I; S (Exon 2)
pSS12 rXT-II(CTS; 1 - 45)GFP 1-45 XT-II; CTS (Exon 1)
pSS13 rXT-II(CT; 1 - 32)GFP 1-32 XT-II; CT

pSS14 XT-1I(C; 1 - 15)GFP 1-15 XT-1I; C

pSS15 rXT-I(T; 1; 16 - 32)GFP | 1;16-32 XT-II; T

pSS16 rXT-II(S; 1; 33 - 45)GFP 1;33-45 XT-II; S (Exon 1)
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Die Fragmente fiir die verkiirzten Formen wurden mittels PCR amplifiziert (Tab. 3.11) und in
den pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO-Vektor kloniert. Als Template diente der Klon pSSO
(AI524006 nach Insertion von CG) fiir die XT-I und genomische DNA fiir die XT-II. Die
PCR-Produkte wurden in der Agarosegel-Elektrophorese kontrolliert, aus dem Gel eluiert, in
den Expressionsvektor kloniert und zur Transformation von E. coli TOP10-Zellen eingesetzt.
Plasmide aus erfolgreich transformierten Zellen wurden durch Sequenzanalysen auf ihre
Richtigkeit untersucht. Es konnten fiir jede C-terminal verkiirzte Mutante mindestens zwei
korrekte Klone identifiziert werden. Die Deletions-Mutanten wurden mittels site-directed
mutagenesis aus den entsprechenden, verkiirzten Varianten generiert. Die Mutanten, die nur
den fiir die S-Region codierenden Abschnitt enthalten, gingen aus pSS4 (XT-I) und pSS12
(XT-II) hervor. Die XT-I-Mutante, die nur die T-Doméne beinhaltet, wurde aus pSS8
hergestellt und die entsprechende XT-II-Mutante aus pSS13. Die dazu verwendeten
Oligonukleotide sind in Tabelle 3.12 aufgefiihrt. Der Erfolg der Mutagenese wurde nach
Transformation und Plasmidisolierung mittels Sequenzanalyse mindestens zweier Klone
bestétigt. Abbildung 5.17 zeigt schematisch die hergestellten Mutanten. Nicht gezeigte XT-I-
Varianten (pSS3; pSS4; pSS5 und pSS7) unterscheiden sich nur in der Lange der S-Regionen.

A B
1-13_14-35 36-214 115 16-32 3345
pSS2  NHZC| T S | GFP |COOH | pSS12 NHJC| T [ S| GFP  |COOH

1-13_14-35 36-104 1-15_16-32

pSS6  NHAC| T S v GFP |COOH | pSS13 NH2C| T GFP COOH

1413 _14-35 1-15

pSS8  NHZC| T GFP COOH | pSS14 NH2C| | GFP_ |COOH

113 11632

pSS9  NH2[C] | GFP_ |COOH | psst5 NHatg T GFP COOH

1 1435
1 33-45
pss10 NH2atg T | GFP_ [COOH | pSS16 NH2atg GFP COOH

36-134

1
pSS11 NHZatg\/ S v GFP | COOH

Abb. 5.17: Schematische Darstellung ausgewdhlter, zur Ermittlung der Lokalisation eingesetzter
XT-I-Mutanten (A) und XT-II-Mutanten (B). Die Abkiirzungen C, T und S stehen fir die
cytoplasmatische Doméne, die Transmembranregion und die Stammregion. Die oberhalb aufgelisteten
Nummern geben die in der jeweiligen Region enthaltenen Aminosduren an. Ein Strich anstelle eines
Kastchens bedeutet, dass der entsprechende Bereich nicht enthalten ist; atg ist das Startcodon.
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5.7.2 Funktion der C-, T- und S-Regionen in der XT-I

Die Identifikation der zur intrazelluliren Zielsteuerung erforderlichen Dominen der XT-I
erfolgte mit den cDNA-Konstrukten, die fiir die GFP-markierten C-, T-, CT-, S- oder CTS-
Domaénen mit unterschiedlichen Léangen der S-Region codieren. Die Bereiche der C- und T-
Regionen wurden anhand von Vorhersagen mittels Hydrophobizitits-Analysen ermittelt. Die
NH,-terminale C-Region besteht aus den Aminoséuren 1 - 14; die T-Region wird von den
Aminosduren 15 - 35 gebildet (Gotting et al., 2004). In dieser Studie wurde die C-Region
durch die Aminosduren 1 - 13 und T-Region durch die Aminosduren 14 - 35 definiert. Die
Lénge der S-Region ist zum gegenwirtigen Zeitpunkt noch nicht genau bekannt, es konnte
aber gezeigt werden, dass die um 260 Aminosduren verkiirzte N-terminale XT-I-Variante eine
100%ige Aktivitit aufweist (Miiller et al., 2005). Alle Konstrukte lieBen sich erfolgreich in
HEK-293, SAOS-2 und SW1353 exprimieren. 2 - 3 Tage nach der Transfektion erfolgte die
Immunfarbung mit dem Golgi-Marker mit und ohne vorherige Cycloheximid- und BFA-
Behandlung. Die Auswertung der resultierenden Féarbemuster erfolgte am Fluoreszenz-
Mikroskop. Das Fusionsprotein, das die Aminoséduren 1 - 214 der XT-I enthélt (pSS2), ist die
einzige XT-I-Variante, bei der eine vollstindige Golgi-Lokalisation beobachtet werden
konnte. Das Ergebnis wurde durch das typische Farbemuster, die Co-Lokalisierung mit dem
Golgi-Marker und dem verdnderten Muster nach der BFA-Behandlung bestitigt, wie es auch
fiir die gesamte XT-I erhalten wurde (Abb. 5.16 A - C). Die Verkiirzung der S-Region um 56
Aminosduren (pSS3, Aminosduren 1 - 160) resultierte in einem verdnderten mikroskopischem
Bild. Eine Golgi-Retention konnte nur noch bei wenigen Zellen beobachtet werden (nicht
gezeigt). Bei der auf 69 Aminosiuren verkiirzte S-Region (pSS6, Aminosduren 1 - 104) kam
es zu einem vollstindigen Verlust der Golgi-Lokalisation und die GFP-erzeugte Fluoreszenz
erschien irreguldr verteilt innerhalb der gesamten Zelle mit Ausnahme des Kernbereiches
(Abb. 5.18 A). Der Vergleich mit dem Golgi-Marker zeigte keine Ubereinstimmungen mit der
GFP-Lokalisation (Abb. 5.18 B). Die Behandlung mit Cycloheximid und BFA fiihrte nicht zu
Verdnderungen im mikroskopischen Bild (nicht gezeigt). Die Untersuchungen der CT- und

T-Varianten lieferten das gleiche Farbemuster.
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Abb. 5.18: Farbemuster von HEK-293-Zellen nach der Transfektion mit pSS6 (rXT-I(CTS;
1 - 104)GFP). Fluoreszenz der GFP-markierten, verkiirzten XT-I (A) und Immunfiarbung mit dem
Golgi-Marker und TRITC-markiertem Sekundarantikorper (B).

Die Expression der S- und C-Konstrukte lieferte eine homogene GFP-Fluoreszenz, die iiber
die gesamte Zelle gleichméBig verteilt war (Abb. 5.19). Dieses Bild ist identisch mit dem Bild
des Kontroll-Vektors, der keine Zielsequenz besitzt und das GFP demzufolge als

cytoplasmatisches Protein exprimiert.

A

Abb. 5.19: Fiarbemuster von HEK-293-Zellen nach der Transfektion mit pSS11 (rXT-I(S;
1; 36 - 134)GFP). Fluoreszenz der GFP-markierten, verkiirzten und deletierten XT-I (A) und
Immunfarbung mit dem Golgi-Marker und TRITC-markiertem Sekundérantikorper (B).

5.7.3 Intrazellulire Lokalisation der XT-II und die Rolle der C-, T- und S-Regionen

Um die subzelluldre Lokalisation und die dafiir erforderlichen Signalsequenzen der XT-II zu
bestimmen, wurden analog zur XT-1 GFP-Fusionsproteine der N-terminalen Doménen (CTS-,
CT-, C-, T- und S-Region) der XT-II hergestellt. Der cytoplasmatische Teil enthélt laut der
Vorhersagen der Hydrophobizitéits-Analyse die Aminosduren 1 - 15 und die membrandurch-
spannende T-Region die Reste 16 - 32 (Gotting ef al., 2000). Da die Linge der S-Region noch

unbekannt ist und noch keine komplette cDNA der XT-II vorliegt, wurde nur der Bereich der

80



Ergebnisse

S-Region kloniert, der von Exon 1 codiert wird. Alle hergestellten Plasmide lieBen sich
erfolgreich in HEK-293, SAOS-2 und SW1353 Zellen exprimieren. Die Analyse der
subzelluldren Lokalisation erfolgte nach der Farbung mit dem Golgi-Marker mit und ohne
Cycloheximid- und BFA-Behandlung. Die XT-II-Variante, die die Aminosduren 1 - 45
enthielt, wies das gleiche Farbemuster auf, die in Abbildung 5.16 fiir die XT-I dargestellt ist.
Die Lokalisation der GFP-Fluoreszenz ist identisch zur TRITC-Fluoreszenz und die Inhibitor-
Behandlung zerstort dieses Bild. Mit dieser Untersuchung konnte gezeigt werden, dass es sich
bei der XT-II auch um ein Golgi-stindiges Protein handelt. Die Analysen der weiteren XT-II-
Mutanten zeigten dasselbe Verhalten nach der Expression, Immunfarbung und Inhibitor-
Behandlung wie die entsprechenden XT-I-Varianten. Diese Ergebnisse beweisen, dass der
vom Exon 1 codierte kurze S-Anteil der XT-II in Kombination mit der C- und der T-Region

fiir die Golgi-Retention ausreicht.

5.8 Untersuchungen zur Identifikation der Proteinase-Spaltstelle der XT-I

Die Identifikation der intrazelluldren Proteinase-Spaltstelle zur Erzeugung der 16slichen XT-I
sollte aus den Zellkultur-Uberstinden der mit den XT-I-Varianten transfizierten Zellen
erfolgen. Dazu wurden die Uberstinde auf das Vorkommen von GFP untersucht. Der
mikroskopische Nachweis von GFP im Medium war nicht mdéglich. Die Fluoreszenz-
Messungen der Zellkultur-Uberstande aller XT-I-Varianten zeigte fiir keine der XT-I-Formen
eine nachweisbare Fluoreszenz. Die Analyse der aufkonzentrierten Zellkultur-Uberstéinde im
Dot-Blot mit dem GFP-Antiserum lieferte ebenfalls keinen Nachweis fiir das Vorkommen
von GFP im Uberstand. Die eingesetzten Zelllysate der XT-I-Varianten hingegen zeigten
deutliche Signale im Dot¢-Blot. Diese Ergebnisse erlauben die Schlussfolgerung, dass das GFP
entweder nicht aus der Zelle transportiert wurde, oder das der Transport zu Struktur-
Anderungen fiihrte, die zu einem Verlust der Fluoreszenz und der Antikdrper-Erkennung

fihrten.
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6 Diskussion

Die Xylosyltransferase I katalysiert den initialen Schritt bei der Synthese der Glykosamino-
glykan-Seitenketten in Proteoglykanen durch den Transfer von Xylose auf ausgewihlte
Serinreste im Core-Protein (Stoolmiller et al., 1972, Schwartz, 1977). Die physiologische
Funktion der XT-II konnte bislang noch nicht ermittelt werden. Sie hat mdglicherweise eine
andere Peptidsequenz-Spezifitit als die XT-I oder bendtigt ein bereits an anderer Stelle
xylosyliertes Substrat (Wilson, 2004). Eine Beteiligung an der Biosynthese von Komponenten

der extrazelluldren Matrix wird jedoch angenommen.

6.1 Mutationsdetektion in den XYLT-Genen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmalig untersucht, ob genetische Variationen in den
XYLT-Genen existieren und ob diese die Entstehung und den Verlauf von Krankheiten
beeinflussen. Dazu wurden Kohorten ausgewéhlt, deren Erkrankung durch einen verdnderten
Proteoglykan-Metabolismus charakterisiert ist. Insgesamt wurden 9,4 kbp von 210 Patienten
und 20 Blutspendern mittels DHPLC analysiert. Die DHPLC-Methode zur Detektion von
DNA-Sequenzvariationen zeichnet sich durch eine hohe Spezifitdit und Sensitivitit aus.
Weiterhin weist sie die Vorteile kurzer Analysezeiten und geringer Kosten auf (Xiao und
Oefner, 2001). Es gelang somit erstmalig, insgesamt 47 genetische Verdnderungen in den
XYLT-Genen aufzuspiiren. Im XYLT-I-Gen wurden acht intronische, acht synonyme und
sieben Missense-Variationen nachgewiesen. Acht der XYLT-II-Alterationen sind in den
Introns lokalisiert; von den 16 exonischen Verdnderungen resultieren acht in Aminosdure-
Substitutionen. Von den Variationen, die mit Aminosdure-Substitutionen einhergehen,
kommen nur die Polymorphismen p.T305R und p.T801R in der XT-II mit einer Haufigkeit
von liber 5 % vor. Die Aminosdure-Austausche mit Frequenzen unter 5 % wurden mit
Ausnahme von p.A115S in Exon 1 der XT-I nur in heterozygoter Form nachgewiesen. Der
Polymorphismus p.A115S ist in der Stammregion lokalisiert und nicht an der katalytischen

Aktivitdt der XT-I beteiligt (Miiller et al., 2005).

Diese Beobachtung und die Abwesenheit von Nonsense-Mutationen, Deletionen, Insertionen
oder Spleiflstellen-Variationen erlauben die Vermutung, dass die Funktion der
Xylosyltransferasen aufgrund der Beteiligung der Proteoglykane an verschiedensten
physiologischen Prozessen essentiell ist. Bis heute ist noch keine Erkrankung bekannt, die

durch einen Funktionsverlust der Xylosyltransferasen hervorgerufen wird.
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6.2 XYLT-Variationen bei Typ-1-Diabetikern

6.2.1 Initialstudie

Die Verdnderungen der GBM im Rahmen einer diabetischen Nephropathie gehen mit einer
Beeintrachtigung der glomeruldren Filtration einher (Deckert et al., 1989; van den Born et al.,
1992; Tamsma et al., 1994). Die Abnahme der negativen Ladung von Heparansulfat-
Proteoglykanen erlaubt die Vermutung, dass Enzyme, die an der Homoostase der GBM
beteiligt sind, in die Pathogenese der diabetischen Nephropathie involviert sind. Um diese
Hypothese zu untersuchen, wurden die XYLT-Gene als mogliche Kandiatengene ausgewihlt
und auf das Vorhandensein genetischer Verdnderungen analysiert. Die nachgewiesenen
Variationen wurden beziiglich ihres Einflusses auf die Entstehung der diabetischen
Nephropathie oder des Typ-1-Diabetes untersucht. Weiterhin wurde verglichen, ob sie mit

Verianderungen von klinischen Parametern assoziiert sind.

Der Frequenzvergleich von 26 der 33 detektierten Sequenzabweichungen zwischen Typ-1-
Diabetikern und der Kontrollgruppe zeigt, dass die Aminosdure-Substitution Arginin 120 zu
Histidin in der XT-II nur bei Typ-1-Diabetikern und nicht bei Kontrollpersonen vorkommt.
Aufgrund der niedrigen Frequenz (1,6 %) ist diese signifikante Assoziation (p = 0,03) nicht
geeignet, um eine genetische Priadisposition fiir die Entwicklung eines Typ-1-Diabetes zu

diagnostizieren und somit nicht von klinischer Relevanz.

Der Vergleich der Allel-Frequenzen zwischen Typ-1-Diabetikern mit und ohne Nephropathie
zeigt, dass die Intron-Verdnderungen IVS6-9T>C und IVS6-14 1VS6-13insG im XYLT-II-
Gen ausschlieBlich bei Probanden ohne Nephropathie detektiert wurden (Frequenz: 5,2 %).
Da die statistische Analyse die Tendenz eines signifikanten Unterschiedes zwischen den
beiden Gruppen (p =0,06) bestitigt, konnten diese Variationen vor der Entstehung der
Nephropathie schiitzen. Die Substitution der Base Thymin zu Cytosin an der Position IVS6-9
ist im Bereich der 3’-Spleilstelle lokalisiert. Die Erkennungssequenz wird durch den
Austausch nicht beeinflusst, da an dieser Position ein Pyrimidin konserviert ist (Lim et al.,
2001). Die Insertion des Nukleotids G verschiebt die nachfolgenden Basen und verdndert
dadurch das Splei3signal in Bereich der Branch Site (Zhang, 1998). Die daraus resultierenden
Folgen auf die Effizienz des RNA-Spleifiens sind schwer vorherzusagen, da die Regeln fiir
das Spleilen komplex sind und verschiedene degenerierte Motive in den Vorgang involviert

sind (Zhang, 1998; Lim et al., 2001; von Ahsen und Oellerich, 2004). Um zu bewerten, ob die
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Intron-Substitution einen protektiven Effekt auf die Niere ausiibt, wurde eine nachfolgende

Studie mit einer groferen Kohorte vor Typ-1-Diabetikern durchgefiihrt (siehe 6.2.2).

Die Allel-Frequenzen der anderen Variationen unterscheiden sich nicht signifikant zwischen
Patienten mit und ohne Nephropathie. Demzufolge konnte gezeigt werden, dass XYLT-
Alterationen in den untersuchten Regionen keinen Risikofaktor fiir die Genese der

diabetischen Nephropathie bei Typ-1-Diabetikern darstellen.

Die Genotyp-Phanotyp-Korrelationen innerhalb der Gruppen mit und ohne Nephropathie
zeigen fiir sieben Polymorphismen signifikante Einfliisse auf insgesamt zehn klinische
Parameter. Eine sinnvolle Bewertung ist nur fiir die hdufigen SNPs ¢.1989T>C im XYLT-I-
Gen und ¢.2402C>G im XYLT-II-Gen moglich, da bei diesen beiden eine angemessene
Anzahl an Patienten mit und ohne SNP existieren. Fiir die anderen Interaktionen ist die
Anzahl an Patienten fiir eine valide Interpretation zu gering. Typ-1-Diabetiker mit und ohne
Nephropathie mit dem C-Allel an Position 1989 im XYLT-I-Gen haben signifikant niedrigere
diastolische Blutdruck-Werte im Vergleich zu den Patienten, die Triger des Wildtyp-T-Allels
sind. Die Aminoséure-Substitution von Threonin an der Position 801 zu Arginin in der XT-II
korreliert mit einem erhdhten systolischen Blutdruck bei Patienten ohne Nephropathie. Beide
SNPs kamen mit Frequenzen von iiber 5 % vor und traten in homozygoter und heterozygoter
Form auf. Da Heparansulfat-Proteoglykane ebenfalls Komponenten der kapilldren
Basalmembran sind, kdnnen Verdnderungen im Proteoglykan-Metabolismus iiber die Struktur
und Flexibilitdit von Blutgefdssen den Blutdruck beeinflussen. Zur detailierten Analyse
wurden die Frequenzen dieser SNPs ebenfalls in einer groBeren Patientenkohorte bestimmt

und mit den klinischen Parametern korreliert (siehe 6.2.2).

Die Ergebnisse dieser Studie schlagen Assoziationen zwischen einer XYLT-II-Intron-
Insertion und dem Auftreten der diabetischen Nephropathie sowie einen Zusammenhang
zwischen dem Auftreten von XYLT-Alterationen und verdnderten klinischen Parametern bei
Typ-1-Diabetikern vor. Die Frequenzen von unter 5 % von 17 der detektierten Variationen,
von denen elf nur einmal in der gesamten Kohorte vorkamen, und die geringe Kohortengrof3e
erschweren zuverldssige statistische Aussagen in Bezug auf die Beteiligung der XYLT-Gene
an der Entstehung von Diabetes und der diabetischen Nephropathie. Einmalig nachgewiesene
Variationen koénnen aber als Hauptursache fiir die Entwicklung der Erkrankungen

ausgeschlossen werden.
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6.2.2 Follow up-Studie

Kennzeichen mikrovaskuldrer Komplikationen bei Typ-1-Diabetikern sind die strukturellen
und funktionalen Verdnderungen der Basalmembranen (Parving et al., 1983, Rayman et al.,
1995). Es konnte gezeigt werden, dass ein reduzierter Gehalt an Heparansulfat-

Proteoglykanen die Funktion der glomeruldren und kapilliren Basalmembran beeintrichtigt.

In dieser Studie wurden 912 Typ-1-Diabetiker (453 mit und 459 ohne Nephropathie) mittels
der RFLP-Methode auf vier der in der Initialstudie detektierten und potentiell assoziierten
XYLT-Variationen untersucht. Die Intron-5-Variationen im XYLT-II-Gen (IVS6-9T>C und
IVS6-14 1VS6-13insG) zeigen die Tendenz, protektiv auf die Entstehung der diabetischen
Nephropathie zu wirken. Die drei anderen SNPs (¢.343G>T; p.A115S und ¢.1989T>C in
XYLT-I und ¢.2402C>G; p. T80IR in XYLT-II) korrelieren mit verdnderten Blutdruck-
Werten.

Die Verteilung der Allel-Frequenzen der Intron-Verdanderungen im XYLT-II-Gen IVS6-9T>C
und IVS6-14 1VS6-13insG zeigen keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten mit
und ohne Nephropathie (2,0 % vs. 1,6 %). Somit kann die Assoziation zwischen dieser

Variationen und dem potentiellen Schutz vor einer Nephropahtie nicht bestitigt werden.

Die seltene Aminosédure-Substitution Alanin 115 zu Serin in der XT-I kommt mit einer
signifikant hoheren Frequenz bei Typ-1-Diabetikern mit Nephropathie vor (4,3 % vs. 2,4 %,
p =0,03) und stellt somit einen Risikofaktor fiir die Entwicklung der Niereninsuffizienz dar.
Dieser Austausch betrifft die Stammregion der XT-I, die nicht an der Katalyse beteiligt ist
(Miiller et al., 2005). Die Stammregion beinhaltet die Signalsequenzen fiir die intrazelluldre
Lokalisation und die potentielle Proteinase-Spaltstelle zur Generierung der 16slichen XT-I-
Form (Gotting et al., 1998). Die Aminosdure-Substitution kann die Signalsequenz direkt oder
tiber die Entstehung einer potentiellen O-Glykosylierungsstelle indirekt beeinflussen. Der
Vergleich der Aminosdure-Sequenzen an dieser Position mit denen der XT von Mus
musculus, Pan troglodytes, Canis familiaris und Xenopus laevis ergab, dass Alanin bei allen
Spezies konserviert ist. Um zu beurteilen, ob und wie der Austausch des unpolaren,
aliphatischen Alanins zu der reaktiveren und hydrophilen Aminosdure Serin die Retention
beeinflusst, sind in vitro-Studien der Proteinvariante notwendig. Da keine Serumproben zur
Verfligung standen, konnte im Rahmen dieser Studie nicht untersucht werden, ob das

Auftreten dieses SNPs, wie bei den PXE-Patienten (sieche 6.4), mit der Erhohung der XT-I-
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Aktivitdt einhergeht. Zukiinftig sollte die XT-Aktivitit im Serum in Abhingigkeit des
¢.343G>T-Genotyps quantifiziert werden, da eine erh6hte Serum-Aktivitit eine unmittelbare
Folge der verminderten Retention sein kann. Das wiederum konnte mit einer reduzierten
intrazelluldren Aktivitit einhergehen und durch die gestorte Proteoglykan-Biosynthese die
diabetischen Nephropathie begiinstigen. In klinischen Studien sollte bewertet werden, ob die
Variation ¢.343G>T als prognostischer Frithmarker geeignet ist, um Diabetiker mit einem

erhohten Gefahrdungspotential friihzeitig zu identifizieren.

Die Nukleotid-Substitution von Thymin 1989 zu Cytosin im XYLT-I-Gen ist mit erniedrigten
Blutdruck- und Serum-Kreatinin-Werten assoziiert. Nephropathie-Patienten, die das C-Allel
tragen, haben signifikant niedrigere systolische und diastolische Blutdruck-Werte. Weiterhin
korreliert die Substitution mit reduzierten Serum-Kreatinin-Werten. Hypertonie ist ein
beschleunigender Faktor fiir die Progredienz der Niereninsuffizienz, die durch eine effektive
Therapie zur Blutdruck-Senkung verzogert werden kann (Pickup und Williams, 1994;
Strodter, 2002). Serum-Kreatinin ist ein Marker fiir die Nierenfunktion. Das gleichzeitige
Auftreten von reduzierten Blutdruck- und Kreatinin-Werten in Verbindung mit dem SNP
c.1989T>C bestdtigt den Einfluss des Blutdrucks auf die Entwicklung der diabetischen
Nephropathie. Somit kann dem Polymorphismus ein protektiver Effekt auf die Progression
vaskuldrer ~Komplikationen bei Typ-1-Diabetikern zugeschrieben werden. Zum
gegenwartigen Zeitpunkt ist noch ungeklirt, wie der synonyme Polymorphismus einen
positiven Einfluss auf den Blutdruck und die Nierenfunktion ausiibt. Vermutlich handelt es
sich hier nicht um die verursachende Verdnderung, sondern um einen Marker-SNP, der in der
Nihe des Verursachers liegt und mit thm zusammen vererbt wird. Um die Initiation und
Progression mikrovaskuldrer Komplikationen bei Wildtyp-Allel-Trdgern zu verzogern, konnte

dieser SNP als prognostischer Marker bei Typ-1-Diabetikern eingesetzt werden.

Die in der Initialstudie aufgefallenen Assoziationen zwischen den Blutdruck-Werten und den

Veranderungen p.A115S (XT-I) und p. T801R (XT-II) konnten nicht gefestigt werden.

In zukiinftigen Studien sollte untersucht werden, ob der SNP c.1989T>C auch bei Nicht-
Diabetikern mit einer Verringerung des Blutdrucks assoziiert ist und ob er als Risikomarker
zur Fritherkennung potentieller Hochdruck-Patienten eingesetzt werden kann. Weiterhin ist
die Identifikation von mit diesem SNP assoziierten Verdnderungen notwendig, um die

Ursache der Blutdruckerh6hung zu verstehen und diesen gezielter zu therapieren.
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6.3 XT-I-Aktivitit und XYLT-Variationen bei Arthrosepatienten

Arthrose ist weltweit die hdufigste Gelenkerkrankung. lhre Entstehung ist ein multi-
faktorielles Geschehen, wobei eine genetische Beteiligung nachgewiesen werden konnte
(Shin, 2001; Sulzbacher, 2004). Das zentrale Kennzeichen ist die Degeneration des
Gelenkknorpels und der Verlust von Proteoglykanen. Da die XT-I, und moglicherweise auch
die XT-II, essentiell flir die Synthese der Knorpel-Proteoglykane sind, ist ein Zusammenhang
zwischen dem Vorliegen einer Arthrose und einem verdnderten Xylosyltransferasen-

Metabolismus denkbar.

Durch die vollstindige Mutationsanalyse der codierenden Bereiche der XYLT-Gene von 49
Arthrosepatienten konnten im Rahmen dieser Arbeit 25 Sequenzvariationen identifiziert
werden. Um zu beurteilen, ob diese mit dem Krankheitsbild der Arthrose assoziiert sind,
wurden die ermittelten Frequenzen von 13 Exon- und zwei Intron-Alterationen in

verschiedenen Untergruppen und mit denen einer Kontrollgruppe verglichen.

Die signifikant hohere Frequenz des SNPs c¢.1569C>T in Exon 8 des XYLT-II-Gens
innerhalb der juvenilen Patienten und bei den Patienten mit einem frithen Krankheitseintritt ist
ein Hinweis auf eine genetische Pradisposition fiir Arthrose. In welcher Art und Weise dieser
synonyme Polymorphismus die friihzeitige Entwicklung von Arthrose begiinstigt, kann zum
gegenwartigen Zeitpunkt nicht gekliart werden. Eine mdgliche Hypothese ist, dass der SNP
nicht unmittelbar Ursache der Erkrankung ist, sondern als Marker-SNP fungiert. Dieser
konnte im Rahmen von Kopplungsgruppen (Haplotypen) mit weiteren genetischen
Variationen assoziiert sein. Diese Alterationen kdnnen in den bisher noch nicht untersuchten
Promotor- oder Intronregionen lokalisiert sein. Weiterhin ist es denkbar, dass er mit
Polymorphismen assoziiert ist, die Funktionen von Verstirkern, Suppressoren oder

Transkriptions-Faktor-Bindungstellen besitzen.

XT-I ist das initiale Enzym in der Biosynthese der Glykosaminoglykanketten in
Chondroitinsulfat-Proteoglykanen. In fritheren Studien konnte gezeigt werden, dass die
Aktivitdt der 16slichen XT-I-Form im Serum die Rate der Proteoglykan-Biosynthese
widerspiegelt und als potentieller biochemischer Marker des Proteoglykan-Metabolismus
geeignet ist (Gotting et al., 1999a; Gotting et al., 2000; Kuhn et al., 2001). Die Messung der
XT-I-Aktivitdt im Serum der Arthrosepatienten zeigt, dass die Werte der weiblichen Patienten

im Vergleich zur Kontrollgruppe erhdht sind. Diese Erhdhung ist nicht assoziiert mit dem
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Auftreten einer der gefundenen XT-I- oder XT-II-Variationen. Dariiber hinaus konnte eine
steigende Serum-XT-I-Aktivitit mit zunehmender Krankheitsdauer beobachtet werden.
Dieser Befund kann ein Indikator fiir eine inkomplette, intrazelluldre Retention des Enzyms
sein, die durch einen verdnderten Metabolismus im Golgi-Apparat verursacht werden kann
und in einer gesteigerten Proteolyse membrangebundener XT-I mit erhohter Freisetzung
resultiert. In der Literatur wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Proteolyse und die
Freisetzung der katalytischen Domine von Glykosyltransferasen als ein Mechanismus zur
Herab-Regulation verstanden werden kann (Garbenhorst und Conrad, 1999). Als weitere
Ursache fiir die erhohte Aktivitidt kann auch eine gesteigerte Expression des Enzyms durch
die Chondrozyten angenommen werden, um dadurch der Gelenkknorpel-Zerstorung
entgegenzuwirken (Sulzbacher, 2000). Die erhohte XT-I-Aktivitidt der Arthrosepatientinnen
kann durch ihre durchschnittlich ldngere Krankheitsdauer erklart werden. Zur Kldrung der
Korrelation zwischen XT-I-Aktivitdt und der Krankheitsdauer sind die Identifizierung und
Charakterisierung der Promotorregion, der Spaltstelle und der intrazelluliren Proteinase
erforderlich. Nach der Analyse der physiologischen Zusammenhidnge kann beurteilt werden,
ob die XT-I-Aktivitit ein geeigneter biochemischer Marker zur Stadieneinteilung und

Verlaufskontrolle der Arthrose ist.

Im Rahmen dieser Studie konnte erstmalig nachgewiesen werden, dass ein XYLT-II-
Polymorphismus mit einer fritheren Krankheitsmanifestation einhergeht. Weiterhin konnte die
XT-I-Aktivitdt im Serum als potentieller biochemischer Marker identifiziert werden. Die
statistische Aussagekraft der ermittelten Ergebnisse ist aufgrund der geringen Patientenanzahl
limitierend. Die Validierung der initialen Resultate sollte durch multizentrische Studien mit
einem groflen Patientenkollektiv bestitigt werden. In zukiinftigen Projekten konnten
Mutationsanalysen anderer Enzyme, die ebenfalls am Proteoglykan-Metablismus der
Chondrozyten beteiligt sind, einen weiteren Beitrag zur Identifizierung genetischer

Risikofaktoren fiir die Entstehung von Arthrose liefern.
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6.4 XYLT-Variationen bei PXE-Patienten

PXE ist eine seltene, vererbbare Erkrankung des Bindegewebes, die durch Mutationen im
ABCC6-Gen verursacht wird (Bergen et al., 2000; Le Saux et al., 2000; Ringpfeil et al.,
2000). Da der Schweregrad der Erkrankung sehr heterogen ist, wird vermutet, dass neben den
krankheitsverursachenden Mutationen weitere Faktoren an der Pathogenese beteiligt sind
(Lebwohl ef al., 1993). Bei PXE-Patienten wurden Stérungen im Proteoglykan-Metabolismus
beschrieben, die zu einer erhdhten Ansammlung von Proteoglykanen im extrazelluliren Raum
der befallenen Gewebe und zu verdnderten Proteoglykan-Anteilen im Urin flihrten (Pasquali-
Ronchetti et al., 1981; Pasquali-Ronchetti et al., 1986, Maccari et al., 2003). Weiterhin
konnte bei PXE-Patienten eine erhohte XT-I-Aktivitit im Serum nachgewiesen werden
(Gotting et al., 2005). Aufgrund dieser Beobachtungen kann ein Zusammenhang zwischen
dem Schweregrad des Krankheitsverlaufs und dem Vorliegen von genetischen Verdnderungen

in den XYLT-Genen in Betracht gezogen werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten durch DHPLC-gestiitzte Mutationsanalytik 22 genetische
Verdanderungen der XYLT-Gene im Bereich der Exons und der flankierenden Introns von 65
PXE-Patienten detektiert werden. Der Vergleich der Allelfrequenzen von 17 Variationen
zwischen Patienten und der Kontrollgruppe gibt keinen Hinweis dafiir, dass diese

Alterationen mit der Entstehung von PXE assoziiert sind.

Die Analyse der Polymorphismen im Hinblick auf die Beeinflussung der Phénotypen deckte
eine signifikant erhhte XT-I-Aktivitdt im Serum der Patienten auf, welche die Aminosdure-
Substitution Alanin 115 zu Serin in der XT-I tragen. Der Zusammenhang dieser Variation mit
einer verdnderten XT-I-Retention und den mdglichen Folgen fiir den Proteoglykan-
Metabolismus wurde bereits im Kapitel 6.2.2 diskutiert. Weiterhin sollte zukiinftig untersucht
werden, ob dieser Polymorphismus auch bei Blutspendern mit einer erhdhten Enzymaktivitét
korreliert oder ob diese Beobachtung spezifisch fiir Erkrankungen der extrazellulédren Matrix

ist.

Der Aminosdure-Austausch von Threonin 801 zu Arginin in der XT-II ist bei PXE-Patienten
signifikant assoziiert mit einem hoheren Auftreten von Hautverdnderungen, einem fritheren
Diagnosealter und einer vermehrten Organbeteiligung. Dariiber hinaus ist auch das Auftreten
der Variationen c.166G>A und ¢.2402C>G im XYLT-II-Gen mit einem schwereren

Krankheitsverlauf verkniipft. Um die Auswirkungen dieser drei liber das gesamte Gen
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(Exon 2; 8; 11) verteilten Polymorphismen zu beurteilen, muss zunédchst die physiologische
Funktion und der Bereich der katalytischen Doméne der XT-II aufgeklart werden. Es ist
anzunehmen, dass die beiden Variationen, die eine Verdnderung der Proteine im Bereich der
N- und C-terminalen Enden verursachen, nicht unmittelbar an der Katalyse beteiligt sind,

sondern Einfluss auf die Konformation ausiiben.

Der Einsatz dieser SNPs als prognostische Marker erscheint sinnvoll, da bei den betroffenen
Patienten die Gefahr der Beteilung mehrerer Organe bekannt wire und somit darauf reagiert
werden konnte. Derzeitig ist nur eine symptomatische Therapie von PXE mdglich; aber durch
die Vermeidung potentieller Risikofaktoren, wie z.B. Rauchen und fettreiche Kost kann ein
Fortschreiten der Erkrankung und besonders der kardiovaskuldren Schidigung verlangsamt
werden (Neldner und Stuk, 2002). Weitere Studien belegen, dass eine kalziumarme

Erndhrung den Verlauf der Erkrankung positiv beeinflussen kann (Renie et al., 1984).

Mit diesen Untersuchungen konnte erstmalig gezeigt werden, dass eine Aminosédure-
Substitution mit einer erhohten Serum-XT-Aktivitdt bei PXE-Patienten korreliert. Mit dem
Nachweis der XYLT-II-Alterationen, die einen Einfluss auf den Schweregrad der PXE-
Erkrankung ausiiben, konnten potentielle genetischen Marker identifiziert werden. Ob diese
zur Risikobewertung und -minimierung geeignet sind, sollte in nachfolgenden klinischen

Studien untersucht werden.
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6.5 Einfluss von Aminosiure-Substitutionen auf die XT-I-Aktivitat

Um den Einfluss von fiinf XT-I-Aminosdure-Substitutionen auf die enzymatische Aktivitéit zu
analysieren, wurden die Mutanten generiert und in High Five-Zellen exprimiert. Ein
vergleichbares Expressionsniveau der rekombinanten Enzyme konnte immunologisch im
Zellkultur-Uberstand nachgewiesen werden. Im XT-I-Aktivititstest wiesen die Mutanten
p.P385L und p.I552S einen Aktivitdtsverlust von 16 % bzw. 26 % auf. Weiterhin resultierten

die Substitutionen in einer 2-fachen Erhéhung ihrer Michaelis-Menten-Konstanten.

Zur Beurteilung der Verdnderungen, die eine reduzierte Aktivitit verursachen, wurden die
entsprechenden Positionen der humanen XT-I verglichen mit denen von Mus musculus,
Rattus norvegicus, Anopheles gambiae, Fugu rubripes, Drosophila melanogaster, und
Caenorhabditis elegans sowie der XT-II von Homo sapiens und Rattus norvegicus. An den
korrespondierenden Positionen zu 385 kommen bei den untersuchten Spezies neben Prolin
auch neutrale oder geladene Aminosduren vor. Der Austausch zum hydrophoben,
aliphatischen Leucin resultiert in einer Verminderung der Polaritit. Der Vergleich der
Aminosduren an Position 552 (p.I552S) innerhalb der genannten Spezies zeigt, dass hier eine
hydrophobe, aliphatische Aminosédure konserviert ist. Die Substitution zu Serin geht mit einer
Erhohung der Polaritit und Zunahme der Reaktivitdt einher. Die durch den Aminoséiure-
Austausch deutlich verdnderten Polarititen konnen die Tertidrstruktur beeinflussen und in
einer reduzierten Substratbindung resultieren. Da beide Mutanten eine relativ hohe
Restaktivitdt aufweisen, kann davon ausgegangen werden, dass diese Aminoséuren zwar
aufgrund von Konformations-Anderungen Einfluss auf die Effizienz der Katalyse nehmen,

aber nicht unmittelbar an der Katalyse beteiligt sind.

Die mit einer Aktivititsminderung einhergehenden Aminosdure-Substitutionen wurden in
unseren Kohorten nur in heterozygoter Form gefunden. Die XT-Aktivitdten der betroffenen
Probanden liegen im Normbereich (Arthrosepatientin, p.P385L: 1,0 mU/L; Kontrollperson,
p.I552S; 0,91 mU/L). Dieser Befund weist darauf hin, dass die nachgewiesenen
Aktivitditsminderungen der homozygoten Mutationen in vitro unter physiologischen
Bedingungen in heterozygoter Form kompensiert werden konnen. Es ist moglich, dass in vivo
homozygote Mutationen nicht kompensiert werden koénnen und aufgrund der reduzierten
XT-I-Aktivitdt zu schwerwiegenden Verdanderungen im Proteoglykan-Metabolismus fiihren.
Das wire ein Grund, warum die Mutationen ausschlieBlich in heterozygoter Form detektiert

wurden.
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6.6 Expression der vollstindigen GFP-markierten XT-I

Sequenz- und Hydrophobizitits-Analysen der humanen Xylosyltransferasen sagen vorher,
dass es sich, wie bei den meisten eukaryontischen Glykosyltransferasen, um Typ-II-
Transmembranproteine handelt. Sie sind aufgebaut aus einem kurzen N-terminalen,
cytoplasmatischen Teil, einer einzelnen Transmembrandoméne, der Stammregion variabler
Linge und einer groBen C-terminalen, globuldren, katalytischen Doméne (Colley, 1997;
Gotting et al., 2000). Die loslichen Formen einiger Glykosyltransferasen gehen aus den
membrangebundenen Enzymen durch proteolytische Spaltung zwischen der katalytischen
Doméne und der Transmembranregion hervor (Weinstein et al., 1987). In fritheren Studien
konnte gezeigt werden, dass die XT-I zusammen mit Proteoglykanen in den extrazelluldren

Raum sezerniert wird (Gotting et al., 1999b).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmalig ein Konstrukt aus GFP und der vollstindigen
cDNA der humanen XT-I hergestellt und rekombinant in Sdugerzellen exprimiert werden. Die
Transfektion mit dem Plasmid resultierte in einer 44 - 68-fach erhdhten XT-I-Aktivitdt im
Medium, verglichen mit den Zellen, die mit dem Kontrollplasmid transfiziert wurden. Der
Nachweis aktiver XT-1 im Zellkultur-Uberstand transfizierter Zellen bestitigt, dass die
rekombinante, GFP-markierte XT-I in aktiver, korrekt gefalteter Form vorliegt und somit
intrazelluldr proteolytisch gespalten und in den extrazelluliren Raum sezerniert wurde,
unabhingig von der eingesetzten Zelllinie. Bisher lag lediglich ein Expressionssystem fiir die
verkiirzte, 16sliche Form der XT-I in Insektenzellen vor. Diesem Protein fehlen die ersten 148
Aminoséduren, welche die cytoplasmatische und die transmembrane Region sowie Anteile der
Stammregion enthalten (Kuhn et al., 2003; Gotting et al., 2004; Miiller et al., 2005). Durch
die Klonierung der vollstindigen, GFP-markierten XT-I wurde die Grundlage fiir
weiterfithrende Studien geschaffen. Die Bestimmung ihres intrazelluldren Kompartiments, die
Lokalisation der 16slichen Form in der ECM und die Identifikation der Proteinase-Spaltstelle
werden ermdglicht. Dieses XT-I-Fusionsprotein kann weiterhin dazu genutzt werden, mittels
gerichteter Mutagenese die Aminosdure-Substitution p.A115S in Exon 1 zu generieren. Durch
die Bestimmung der Enzym-Aktivitit in Abhédngigkeit von der sekretierten Enzymmenge
kann untersucht werden, ob der Aminosdure-Austausch mit eciner erhohten Sekretion
einhergeht. Damit kann die beobachtete erhohte Serum-XT-I-Aktivitdt bei PXE-Patienten mit
diesem Austausch ndher charakterisiert und die Assoziation mit der Entstehung der

diabetischen Nephropathie bei Typ-1-Diabetikern analysiert werden.
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6.7 Lokalisation der humanen Xylosyltransferasen

Das intrazellulire Kompartiment, an dem die Proteoglykan-Biosynthese durch die XT-I-
katalysierte Xylosylierung initiiert wird, konnte bisher nicht genau ermittelt werden. Die
Ergebnisse fritherer Studien, die mittels proteinbiochemischer Methoden erhalten wurden,
schlagen sowohl das endoplasmatische Retikulum (Kearns et al., 1991; Vertel et al., 1993) als
auch den Golgi-Apparat vor (Nuwayhid ef al., 1986; Lohmander ef al., 1989).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden erstmalig molekulargenetische Methoden eingesetzt, um die
subzellulire Lokalisation der XT-I mit einer GFP-markierten Form nachzuweisen. Das
charakteristische perinukledre Férbemuster der GFP-markierten XT-I, die exakte Co-
Lokalisierung mit dem Golgi-Marker und die Sensitivitdt gegeniiber BFA sind beweisend fiir

die Golgi-Lokalisation der humanen XT-I.

Informationen tiiber die Mechanismen, die Glykosyltransferasen in ihre intrazelluldren
Kompartimente leiten, sind wichtig flir das Verstindnis der Regulation der Proteoglykan-
Biosynthese. Bei den bisher untersuchten Enzymen konnte kein einheitliches Sequenzmotiv
fiir die Lokalisation nachgewiesen werden. Durch die Transfektion von Sdugerzellen mit
C-terminal verkiirzten und deletierten XT-I- und XT-II-GFP-Varianten wurden die zur
Lokalisation der Xyloyltransferasen erforderlichen Zielsequenzen bestimmen. Dazu wurde die
Lokalisation nach Inhibitorbehandlung und anschlieBender Immunfarbung mikroskopisch

beurteilt.

Die XT-I-Variante, welche die cytoplasmatischen Domine, die Transmembranregion und 179
Aminosduren der Stammregion enthdlt, zeigt als einzige der untersuchten XT-I-Varianten
vollstdndige Golgi-Retention. Die isolierte Stammregion der XT-I, die durch gezielte Deletion
der cytoplasmatischen Doméne und der Transmembranregion hergestellt wurde, verhélt sich
wie ein 10sliches cytoplasmatisches Protein. Aus diesem Ergebnis geht hervor, dass die
Stammregion allein nicht ausreicht, um die XT-I im Golgi-Apparat zu fixieren. Die
Verkiirzung der Stammregion in der CTS-Variante von 179 auf 123 Aminoséduren resultiert in
einer beeintrichtigten Golgi-Retention. Die Tatsache, dass nur noch einige der mutierten
Proteine Golgi-standig sind, betont die Wichtigkeit der Stammregion fiir die Zielsteuerung.
Die weitere Verkiirzung der Stammregion auf weniger als 69 Aminosduren fiihrt ebenso wie
die Expression der nur die CT-Doménen enthaltenden Varianten zu einer irreguldren

Verteilung der GFP-Fluoreszenz {iber die gesamte Zelle mit der Aussparung des
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Kernbereiches. Dieses Muster unterscheidet sich deutlich von der einheitlichen Fluoreszenz
tiber die gesamte Zelle, die aus der Expression der isolierten Stammregion und der
cytoplasmatischen Doméne hervorgeht. Dieses Verhalten weist darauf hin, dass die
Transmembrandoméine keine Hauptrolle bei der Zielsteuerung spielt, sondern allgemein die
Proteine zu intrazelluliren Membransystemen steuert. Diese Ergebnisse bestétigen weiterhin,
dass es sich bei der XT-I um ein Transmembranprotein handelt und das die Vorhersage fiir

die Sequenzen der Transmembranregion mittels Hydrophobizitits-Analysen korrekt sind.

Zum Vergleich der beiden Xylosyltransferasen wurden zusétzlich fiinf N-terminale XT-II-
Varianten untersucht. Im Gegensatz zur XT-I reichen bei der XT-II die cytoplasmatische
Domaine, die Transmembranregion und 13 Aminosduren der Stammregion aus, um eine

vollstdndige Golgi-Retention zu erzielen.

Die Ergebnisse der in vitro Zielsteuerungs-Experimente beweisen, dass sowohl die
Transmembrandoméine als auch Anteile der Stammregion der XT-I und der XT-II notwendig
sind, um das normalerweise cytoplasmatische Reporterprotein GFP zum Golgi-Kompartiment
zu dirigieren. Interessanterweise unterscheiden sich die dazu erforderlichen Ladngen der
Stammregion der beiden Xylosyltransferasen deutlich voneinander. Die XT-II braucht nur die
13 Aminosduren der Stammregion, die von Exon 1 codiert werden. Im Gegensatz dazu
bendtigt die XT-1 179 Aminosduren der Stammregion, die von den Exons 1, 2 und einem Teil

von 3 codiert werden.

Weiterhin zeigen die Ergebnisse, dass beide Xylosyltransferasen nicht dem bilayer thickness
Modell folgen, bei dem ausschlieBlich iiber die Linge der Transmembranregion die Golgi-
Retention vermittelt wird. Inwieweit die ermittelten Daten mit der kin recognition Theorie in
Ubereinstimmung gebracht werden koénnen, sollte in weiterfiihrenden Studien zur
Oligomerisierung aufgekldrt werden. Die Untersuchungen einiger Glykosyltransferasen haben
ergeben, dass die Oligomerisierung der Stammregion fiir die Golgi-Retention verantwortlich
ist (Sasai ef al., 2001). Andererseits wird aber auch eine Golgi-Retention nach der Zerstérung
der Protein-Protein-Interaktionen beobachtet (Nilsson et al., 1996; de Graffenried und
Bertozzi, 2004). Zum gegenwirtigen Zeitpunkt kann nur vermutet werden, dass eine
Verkiirzung der XT-I-Stammregion zu einer verminderten Aggregat-Bildung fiihrt und damit
zu einer unvollstdndigen Golgi-Retention. Die Aufgabe der Transmembrandoméne scheint die

eines generellen Transmembranankers zu sein, ohne spezielle Zielsteuerung fiir ein
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intrazelluldres Kompartiment. Der Vergleich der beiden fiir die Retention der Enzyme
verantwortlichen Sequenzen weisen keine Ubereinstimmungen auf. Diese Beobachtung
stimmt damit {berein, dass keine konservierten Sequenzmotive zur Zielsteuerung der

Gylkosyltransferasen bekannt sind (Gleeson, 1998).

Die N-terminalen 214 Aminoséduren, die fiir die Lokalisation der XT-I verantwortlich sind,
sind nicht notwendig fiir die katalytische Funktion, wie mit Hilfe rekombinanter, N-terminaler
Deletionsmutanten (A 1 - 266) gezeigt werden konnte (Miiller et al., 2005). Vergleichbare
Ergebnisse wurden auch fiir andere Glykosyltransferasen erhalten (Sasai et al., 2001). Ob
diese Resultate auch fiir die XT-II zutreffen, muss nach der Aufklarung ihrer enzymatischen

Funktion untersucht werden.

6.8 Untersuchungen zum Nachweis der Proteinase-Spaltstelle der XT-1

Zur Identifikation der intrazelluldren Proteinase-Spaltstelle der humanen XT-I wurde das
Medium von Siugerzellen eingesetzt, die mit den verschiedenen XT-I-Konstrukten
transfiziert wurden. Das GFP konnte im Zellkultur-Uberstand weder anhand seiner
Fluoreszenz noch mittels spezifischer Antikorper im Dot-Blot nachgewiesen. Es bleibt unklar,
aus welchem Grund das GFP auf3erhalb der Zellen trotz quantifizierter XT-I-Aktivitdt nicht zu
detektieren ist. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass das GFP nicht aus der Zelle
transportiert wird, oder das es beim Transport in seiner Struktur so verdndert wird, dass es
keine Fluoreszenz mehr aufweist und auch nicht mehr vom spezifischen Antikérper erkannt

wird.

In zukiinftigen Studien zur Analyse der Proteinase-Spaltstelle sollte ausgehend von dem im
Rahmen dieser Arbeit entstandenen Expressionsvektor fiir die vollstindige, aktive, GFP-
markierte XT-I ausgegangen werden. Durch das gezielte Deletieren konservierter Bereiche
innerhalb der Stammregion und die nachfolgende Messung der XT-I-Aktivitdt im Zellkultur-
Uberstand sollten Aufschluss iiber die Lage der Spaltstelle geben. Alternativ wiire auch die

Sequenzanalyse der aufgereinigten GFP-gekoppelten XT-I denkbar.
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6.9 Ausblick

Bei dem XYLT-I-Gen handelt es sich um einen evolutiondr hochkonservierten DNA-
Abschnitt. Krankheiten, die auf einer Mutation im XYLT-I-Gen beruhen, sind bisher nicht
bekannt. Eine Erkldrung dafiir konnte sein, dass ein Funktionsverlust der XT-I, beruhend auf
einer homozygoten Mutation im XYLT-Gen, generell letal ist (Wilson, 2004). Die
Auswirkungen einer defekten XT-I kdnnen bislang nicht charakterisiert werden, da noch kein
knockout-Saugetier existiert. Die Entwicklung einer XT-I-knockout-Maus konnte wichtige
Hinweise auf die genaue Funktion der XT-I in vivo liefern und somit Aufschluss {iber

potentiell assoziierte Erkrankungen geben.

Da alternativ eine Kompensation eines XT-I-Defektes durch die XT-II denkbar ist, ist die
Aufklarung der physiologischen Funktion der XT-II von bedeutendem Forschungsinteresse.
Die vollstindige Klonierung, die rekombinante Expression und in vitro-Studien zur Funktion

stehen derzeit im Vordergrund.

Die erstmals im Rahmen dieser Arbeit detektierten genetischen Verdnderungen, die durch
signifikante Assoziationen aufgefallen sind, sollten durch weitere Studien ergéinzt werden und

auf ihre klinische Tauglichkeit getestet werden.

Weiterhin von grolem Interesse ist das Expressionsmuster der Xylosyltransferasen zu
unterschiedlichen Entwicklungszeitpunkten sowie ihr Zusammenwirken mit anderen

Enzymen, die an der Homoostase der ECM beteiligt sind.

Nach der Identifizierung der Promotoren der XT-I und der XT-II ist eine Mutationsanalyse
mittels DHPLC empfehlenswert, da sie sich als kostengilinstige Methode zur Detektion

genetischer Variationen bewéhrt hat.

Durch die erstmalige vollstindige Klonierung der humanen XT-I ist die Grundlage fiir die
Charakterisierung der intrazelluldren Proteinase-Spaltstelle und der Analyse des SNPs
p.-A115S gelegt worden. Diese Untersuchungen und die Identifikation der erforderlichen
Proteinase ist von grofBem Interesse, um Zusammenhdnge zwischen Krankheiten mit
verdnderten Serum-XT-I-Aktivititen besser zu verstehen und evtl. auch gezielter zu

therapieren.
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Abkiirzungen

7 Abkiirzungen

7.1 Abkiirzungen fiir Aminosauren

A Ala Alanin

C Cys Cystein

D Asp Aspartat

E Glu Glutamat

F  Phe Phenylalanin
G QGly Glycin

H His Histidin

I Ile Isoleucin

K Lys Lysin

L Leu Leucin

7.2 Abkiirzungen fiir Basen

A Adenin
C Cytosin
G Guanin
T Thymin
N

7.3 Sonstige Abkiirzungen

A Ampere

Abb. Abbildung

ABC ATP-binding casette

Amp Ampicillin

ATP Adenosintriphosphat

bFGF basic fibroblast growth factor
bp Basenpaar

BMI body mass index

BSA bovines Serumalbumin

c Konzentration

< £ <3 v R0 ZE

Met
Asn
Pro
Gln
Arg
Ser
Thr
Val
Trp
Tyr

Adenin, Cytosin, Thymin und Guanin

Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Serin
Threonin
Valin
Tryptophan

Tyrosin
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Abkiirzungen

CBM
cDNA
CI
CMV

dATP
dCTP
ddNTP
del
dest.
dGTP
DHPLC
DMEM
DN
DNA
dNTP
dTTP
DR
ECM
E. coli
EDTA
ER
FCS

GBM
GFP

hm

HRP

cDNA-Sequenz

Cytoplasmatisch-

kapillare Basalmembran (capillary basement membrane)
komplementére (complementary) DNA

Konfidez Intervall (confidence interval)
Cytomegalievirus

diastolisch

Dalton

Desoxyadenosintriphosphat

Desoxycytidintriphosphat
Didesoxyribonukleosidtriphosphat

Deletion

destilliert

Desoxyguanosintriphosphat

denaturierende Hochdruck-Fliissigkeitschromatographie
Dulbecco’s Modified Eagle Medium

diabetische Nephropathie

Desoxyribonukleinséure

Desoxynukleosidtriphosphat
Desoxythymidintriphosphat

diabetische Retinopathie

extrazellulire Matrix

Escherichia coli

Ethylendiamintetraacetat

endoplasmatisches Retikulum

fotales Kélberserum

Erdbeschleunigung (9,81 m/s?)

Gramm

glomeruldre Basalmembran (glomerular basement membrane)
Griin-fluoreszierendes Protein (green fluorescence protein)
Stunde (hour)

homozygot

horse-raddish peroxidase
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Abkiirzungen

ht

Ig

ins
[P-RP-HPLC
k

Kwm

L
LB-Medium
m

m

M

MES

min

MRP

NCBI

p-A.
PAA
PAGE
PBS
PBST
PCR
pH
PVDF
PXE
RFLP
RNA

heterozygot

Immunglobulin

Insertion
Ionenpaar-Umkehrphasen-Hochdruckfliissigkeitschromatographie
Kilo

Michaelis-Menten-Konstante

Liter

Luria-Bertani-Medium

Meter

Milli

mol/Liter

4-Morpholinoethansulfonsdure-HCI

Minute

Multidrug resistance-associated protein

Mikro

Nano

National Center for Biotechnology Information
Proteinsequenz

zur Analyse

Polyacrylamid

Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Phosphat-gepufferte Salzlosung (phosphate buffered saline)
PBS mit Tween 20

Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase chain reaction)
negativer dekadischer Logarithmus der H'-Ionenkonzentration
Polyvinylidendifluorid

Pseudoxanthoma elasticum
Restriktionsfragment-Léngenpolymorphismus
Ribonukleinsdure

Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
Blutdruck

Raumtemperatur

systolisch
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Abkiirzungen

SD
SDS

S€C

T4
Tab.
Taq
TBE
TCA
TEAA
Tris

TRITC

UTR
uv

Vimax
VS.

wt

XT
Xyl
XYLT

Stamm-

Standardabweichung

Natriumdodecylsulfat (Sodium dodecyl sulfate)
Sekunde

Transmembran-

Temperatur

Bakteriophage T4

Tabelle

Thermus aquaticus

Tris-Borat-EDTA

Trichloressigsdure

Triethylammoniumacetat
Tris(hydroxymethyl)-Aminomethan
Tetramethyl-Rhodamin-Isothiocyanat

Unit (Enzymmenge, die 1 pmol/min Substrat umsetzt)
Umdrehungen

untranslatierter Bereich (untranslated region)
Ultraviolett

Volt

maximale Reaktionsgeschwindigkeit

versus

wildtyp

Xylosyltransferase (Enzym)

Xylose

Xylosyltransferase (Gen)
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10 Anhang

10.1 Aminosaure-Substitutionen in der XT-I

Nachfolgend sind die Aminosduren der XT-I dargestellt. Die Nummerierung gibt die

Positionen im Protein an. Die ausgetauschten Aminosduren sind fett abgebildet, die

Veranderung ist unterhalb aufgefiihrt.

51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

651

701

751

801

851

901

951

MVAAPCARRL
VGGGEQPPPA
GPGEPRGQQP
NNENSVPKDF
EKGKGHTFPG
YDQPPKCDIS
CPLEGKANKN
HKDHFYYTIHV
YLOSMRDLLE
W
HGRDNARFIR
REVEYVTFEFST
RITNWNRKLG
S
EAVVNQETIG
LYHSFARLGL
KHHATNLAVS
RLFRNFGGLL
STAEFTHYKP
KPEEALKLHN

ALEGWLDSLV

AVKPDGRLR

ARRSHSALLA
PAPRRERRDL
ASRGALPARA
S
ENVDNSNFAP
KGPGEVLPPG
GKEAISALSR
VOWDEDSVEY
DKRSNYLHRQ
MTDWPWDFFI
KQGLDRLFLE
DDLVTKMKQF
CKCQYKHIVD
QLDYYLYGNY
RRAETSLHTD
M
KLETLETWVM
GPMDEPVGMQ
PLNLPLRPGV

GPLRNAYMEQ

GGMWTAMDIC

ALTVLLLQTL
PAEPAAARGG
LDPHPSPLIT
RTQKQKHQPE
DRAAANSSHG
AKSKHCRQEI
MPANPVRIAF
VLQVSRQYSN
NLSAADYPIR
CDAHMWRLGD
YSYTLLPAES
WCGCSPNDFK
PAGTPGLRSY
H
GENSCRYYPM
PKKVFKIASP
KWGKGPNVTV
WIVKILHHWV

SFQSLNPVLS

ATGPTACPVM

VVWNFSSLDS
GGGGGGGGGG
LETQODGYFSH
LAKKPPSRQK
KDVSRPPHAR
GETYCRHKLG
VLVVHGRASR
VRVTPWRMAT
L
TNDQLVAFLS
RRIPEGIAVD
FFHTVLENSP
PQDFHRFQQT
WENVYDEPDG
GHPASVHLYF
PSDFGRLQFS
TVIWVDPVNV
PVAETKFLVA

LPINPAQVEQ

QTCSQTAWSS

GAGERRGGAA

RGPQARARGG

RPKEKVRTDS

ELLKRKLEQQ

KTGGSSPETK

LLMPEKVTRF

QLORMFKATY

IWGGASLLST

RYRDMNFLKS

GGSDWFLLNR

HCDTMVDNNL

ARPTFFARKF

IHSLSDVTLT

LADRFQGFLI

EVGTDWDAKE

IAATYDILIE

PLTFSNRQPT

ARRNAASTGT

Q
FSPDPKSELG
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10.2 Aminoséiure-Substitutionen in der XT-1I
Nachfolgend sind die Aminoséduren der XT-II dargestellt. Die Nummerierung gibt die

Positionen im Protein an. Die ausgetauschten Aminosduren sind fett abgebildet, die

Veranderung ist unterhalb aufgefiihrt.

1 MVASARVQKL VRRYKLAIAT ALAILLLQGL VVWSFSGLEE DEAGEKGRQR
51 KPRPLDPGEG SKDTDSSAGR RGSTGRRHGR WRGRAESPGV PVAKVVRAVT
101 SRQRAgRRVP PAPPPEAPGR ONLSGAAAGE ALVGAAGFPP HGDTGSVEGA
151 PQPTDNGFTP KCEI$GKDA§ SALARASTKQ CQQETANVVC LHQAGSLMPK
T
201 AVPRHCQLTG KMSPGIQWDE SQAQQPMDGP PVRIAYMLVV HGRAIRQLKR
251 LLKAVYHEQH FFYIHVDKRS DYLHREVVEL AQGYDNVRVT PWRMVTIWGG
301 ASLLTMYLRS MRDLLEVPGW AWDFFINLSA TDYPTRTNEE LVAFLSKNRD
R
351 KNFLKSHGRD NSRFIKKQGL DRLFHECDSH MWRLGERQIP AGIVVDGGSD
401 WFVLTRSFVE YVVYTDDPLV AQLRQFYTYT LLPAESFFHT VLENSLACET
& L
451 LVDNNLRVTN WNRKLGCKCQ YKHIVDWCGC SPNDFKPQDF LRLQQVSRPT
501 FFARKFESTV NQEVLEILDF HLYGSYPPGT PALKAYWENT YDAADGPSGL
551 SDVMLTAYTA FARLSLHHAA TAAPPMGTPL CRFEPRGLPS SVHLYFYDDH
601 FQGYLVTQAV QPSAQGPAET LEMWLMPQGS LKLLGRSDQA SRLQOSLEVGT
651 DWDPKERLFR NFGGLLGPLD EPVAVQRWAR GPNLTATVVW IDPTYVVATS
701 YDITVDTETE VTQYKPPLSR PLRPGPWIVR LLOFWEPLGE TRFLVLPLTF
751 NRKLPLRKDD ASWLHAGPPH NEYMEQSFQG LSSILNLPQP ELAEEAAQRH
801 TQLTGPALEA WTDRELSSFW SVAGLCAIGP SPCPSLEPCR LTSWSSLSPD
R
851 PKSELGPVKA DGRLR
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