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1. Einleitung

1.1. DasImmunsystem der Wirbeltiere

Der Organismus von Wirbeltieren iststdigdaul3eren Einflssen ausgesetzt. Viele davon siadifin
pathogen. Dringen Viren, Bakterien, Pilze und Parasiten in den Organismus ein, werden diese durch
das Immunsystem spezifisch erkannt und pet¢Klein, 1991; Bundschu#ét al., 1992; Gemsat al .,

1997). Ein wichtiges Merkmal des Immunsystems ist dabei digigkeit zwischen &fpereigenen

und korperfremden, bzwui'den Korper scladliche Strukturen zu unterscheiden.

Lebewesen sehr niedriger Organisationsstufe, wie z.B. Einzetbendd sich dagegen nur im be-
schidnkten Umfang sadigender Einfisse erwehren. So werden toxische Stoffe enzymatisch ent-
giftet, mikrobielle Krankheitserreger durch Phagozytose und Verdauung vernichtet. Das Vorliegen
eines gewissen Unterscheidungsvegeris zeigt sich allerdings dadurch, dass sich solche Organis-
men nicht selbst phagozytieren. Entwicklungsgeschichtlich tritt ein Immunsystem erst bei den Verte-
braten auf.

Nach dem Eindringen eines Frenutkérs (Infektion) werden sowohl unspezifische (angeborene),
als auch spezifische (erworbene) Abwehrmechanismen aktiviatir&@Md unspezifische Mal3hahmen
korperfremde Organismen, ohne spezifische Erkennungsmerkmateralist das spezifische System
in der Lage, Antigene aufgrund ihrer Struktur zu erkennen, zu beseitigen und die Informiagon ~
deren Struktur zu speichern.

Eine weitere Einteilung der Abwehrmechanismen bezieht sich auf die Form der Immunantwort.
So findet man humoraldat: humor, Flissigkeit) und zelldie Faktoren, die allerdings miteinan-

der wechselwirken. Aufgrund der Vielzahl an Partialfunktionen gelingt es dem Organismus, die
uberwiegende Mehrheit der Infektionen zu beseitigen, ohne dass ein dauerhafter Schaden entsteht.

1.1.1. Lymphozyten

Die Spezifiit des Immunsystems gegen adhche Strukturen wird von den sog. Lymphozyten ge-
bildet. Lymphozyten entstehen aus Stammzellen des Knochenmarks, die keinerlei immunologische
Kompetenz besitzen. Nach dem Ort ihrer Reifung werden B- und T-Lymphozyten unterschieden.
An der Zelloberféiche gebundene Rezeptoren sind die Grundlage der Lymphozyten-8&pelefiér
Lymphozyt besitzt dabei Rezeptoren nur einer einzigen Spzitité auch an seine Abkimlinge
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Abb. 1.1: Struktur eines Immunglobulins
der Klasse G (1gG).

Fub Fc

(Klone) weitergegeben werden. Eine Abathing der Zahl von Antigenen, gegen die ein Mensch
immunologisch reagieren kann, liegt in deraBenordnung von £0 T- und B-Lymphozyten sind
im Ruhezustand morphologisch nicht unterscheidbahkiid der Reifung erwerben sie sich aller-
dings Differenzierungsantigene (CBngl.: cluster of differentiation), Membranproteine die zu ihrer
Unterscheidung benutzt werdearkien.

1.1.1.1. B-Lymphozyten und Antikor per

B-Lymphozyten sind Zellen der lymphatischen Reihe, die auf ihrer Cimdndl Antilorper (Immun-
globuline, 1g) einer einzigen Spezditals Rezeptoren tragen. Sie entstehen aus ihreatfertzellen

im Knochenmarkeéngl.: bone marrow) und werden dort nach ihrer Spestisglektiert. Lymphozyten,

die eine hohe Affinat fir kbrpereigenes Gewebe besitzen werden eliminieahrerid alle anderen

das Knochenmark verlassen und in die selkwad Lymphorgane, Milz, Lymphknoten und dem darm-
assozierten lymphatischen Gewebe wandern. B-Lymphozyten zirkulieren sehr wenig, ihr Anteil an
der Lymphozytenpopulation im Blut betgt nur 10-15 %.

Unreife B-Lymphozyten, die an ihrer Obex@liie IgM- und IgD-Molekle als Antigenrezeptoren tra-

gen, reifen nach Antigenkontakt auf zwei verschiedenen Wegen. Neben der Differenzierung in eine
IgM-sezernierende Plasmazelle, kann sich der aktivierte B-Lymphozyt auch in eiaeledzelle
differenzieren. Diese Gaghtniszellen sezernieren Antitper der Immunglobulinklasse G (IgG) der
gleichen Spezifat und sind relativ langlebig. Gadhtniszellen spielen bei einer Sekangaktion

gegen das Antigen eine entscheidende Rolle. Die anschlielRende Wanderung der Plamazellen in das
Knochenmark bildet den Abschluss der Immunantwort (Cragtah., 1999).
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Antikorper

Die von den Plasmazellen gebildeten Awtigér sind €ir die spezifische humorale Abwehr zarstlig.

Es handelt sich um Glykoproteine, von denen mamf fierschiedene Klassen unterscheidet (IgG,
IgA, IgM, IgD und IgE). Die Immunglobuline besitzen die gleiche Grundstruktur, die sichafR&r~
elektrischer Ladung, Zusammensetzung der Amanosi und Kohlenhydratanteil unterscheiden. In
Abb. 1.1 ist die schematische Struktur eines IgG abgebildet, das im normalen menschlichen Serum
mit 70-75 % den Hauptbestandteil ausmacht. Die Bindung von Antigenen erfolgt in den Regionen, die
sich durch eine variable Aminasresequenz (V, Vy) auszeichnen. In der sog. Hinge-Region ist eine
Winkelanderung und somit die Besetzung beider Antigenbindungsstellen amgighvoneinander
moglich.

Die Bindung eines Antigens an das zugebé Immunglobulin erfolgt durch spezifische Wechsel-
wirkung von einigen Aminaatiren im hypervariablen Bereich des Immunglobulins mit einem struk-
turellen Bereich (antigene Determinante, Epitop) des Antigens. Die restlichen Aanneosdienen

der Aufrechterhaltung der Integait'der Bindungsorte durch die Bildung der Tarstruktur. Die
Bindungsenergie ergibt sich aus den beteiligten Binduradter (Wasserstoffoicken, elektrostatis-
che und Van-der-Waals-HKfte, sowie hydrophobe Wechselwirkungen). Da die nichtkovalenten Wech-
selwirkungen stark vom Abstand der wechselwirkenden Gruppeangfudy sind, spielt die Form des
Bindungsortes eine maf3gebliche Rolle. Nur wenn die strukturelle Determinante undaClirediEs
Antikorpers optimal ineinander passen, erreicht die Bindungsenergie ihr Maximum.

Ein Immunglobulinmoleldl hat zwei Aufgaben: Die Bindung von Antigenen und Markierung (Op-
sonierung) @ir den Angriff von Immunzellen, einige phagozytierende Zellen und eine Komponente
des Komplementsystems. Die Bindung von Immunzellen, wie z.B. Lymphozyten erfolgt dabei an den
konstanten Teil (§) der Immunglobuline.

Affinitatsreifung

Die Affinitat der gebildeten Antitrper ertoht sich im Verlauf der Immunreaktion gegen ein bestim-
mtes Antigen. Dieser Vorgang wird als Affiaisreifung bezeichnet. Ursache scheinen Punktmuta-
tionen zu sein, die bei der Expansion der durch das Antigen selektionierten B-Lymphozytenklone
entstehen. Infolge der Mutationen entstehen Klone, die eiaadgete Affinieit zum Antigen be-
sitzen. Klone mit bherer Affini&it werden bevorzugt weiter durch das Antigen stimulieghwend

Klone mit niedriger Affinigit aufgrund fehlender Stimulation niahibérleben.

1.1.1.2. T-Lymphozyten

Eine weitere Subpopulation von Lymphozyten bilden die T-Lymphozyten, die auf ihrer Zelbtefl”
T-Zell Rezeptoren (TCRengl.: T-cell antigen receptor) tragen. TCR besitzen wie Aoijer eine
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sehr grofl3e Vielfalt. Sie sind in der Lage spezifisch an MHC-Rezeptoren von Zellen zu binden, die
Antigenpeptide auf ihrer Obedthe pasentieren.

Der T-Zellen Antigen Rezeptor (TCR)

Der Oberfachenrezeptor, deuf die Spezifiat der T-Lymphozyten verantwortlich ist, besteht aus zwei
Untereinheiten, die bei der Reifung des Lymphozyten gebildet werden. Dabei kommt es zum geneti-
schen Rearrangieren der Genediea- undp-Kette, verbunden mit einer ungenauen Vernetzung der
Gensegmente. Durch diesen Prozess entsteht eine riesige Anzahl von TCR, von denen allerdings nur
ein geringer Prozentsatz den Pool der reifen peripheren T-Lymphozyten erreicht. Die TCR erkennen
Fremdproteine nur in Form von kurzen Peptiden mit 8-10 Armmamiosii, die von antigengséntieren-

den Zellen pasentiert werden.

Reifung und Wanderung

Unreife T-Lymphozyten werden im Knochenmark gebildet und wandern in den Thymus. Ein Mensch
produziert dabei 10neuer T-Lymphozyten pro Minute. Im Thymus findet anschlieRend eine Se-
lektion statt. Dies soll verhindern, dass autoreaktive Zellen den Thymus verlassen (Kapitel 1.1.3.1).
Den Prozess der Selektiarbérleben nur 2-3% aller Lymphozyten (Chetnal., 1983). Die nicht
berotigten Lymphozyten werden durch Apoptose eliminiert. Apoptotische Zellen werden effizient
und ohne Hinweise auf inflammatorische Reaktionen entfernt (Surh und Sprent, 1994). Die reifen
T-Lymphozyten verlassen den Thymus und wandern in die seikendymphatischen Organe. T-
Lymphozyten rezirkulieren stark, d.h. sie wandern aus den lymphatischen Onglagretas Lymph-
system und das Blut zuck in die lymphatischen Organe. Daher bgtrihr Anteil an der Lym-
phozytenpopulation im Blut 60-80 %.

Aufgaben

Die Regulation von Immunantworten ist die zentrale Funktion der T-Lymphozyten. Dies geschieht
durch die Aussalittung von Mediatorsubstanzen, sowie durch direkten Zellkontakt mit antigeemp:”
tierenden Zellen wie B-Lymphozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen. Diese Zellen werden
T-Helferzellen () genannt und besitzen als Differenzierungsantigen den Marker CD4. Man unter-
scheidet zwei Subpopulationen von T-Helferzellep1iLymphozyten érdern die Ausbildung der
zellvermittelten Immunreaktion, ahirend T,2-Lymphozyten die Differenzierung von B-Lymphozyt-

en bis zur Antilorper-sezernierenden Plasmazelle steuern.

Lange Zeit wurde die Existenz von sog. Suppressor-T-Lymphozyten diskutiert. Heute weil3 man
allerdings, dass diese Subpopulation nicht existiert. Suppression kann durch alle T-Lymphozyten ver-
mittelt werden. Sodidern z.B. T;1-Lymphozyten ihre eigene Entwicklungawend sie die Ent-
wicklung von Ty2-Lymphozyten hemmen.

T-Lymphozyten die den Marker CD8 tragen, sind unmittelbare Effektorzellen. Sie sind in der Lage
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virusinfizierte lorpereigene Zellen, die spezifisch mit Hilfe des TCR erkannt wurden, atierut”
(CTL, engl.: cytotoxic T-lymphocyte). Dies erfordert allerdings in der Regel die Interaktion der CTL-
Vorlauferzelle mit einer T-Helferzelle.

1.1.2. Antigenprasentierende Zellen (APC)

Gemeinsames Merkmal der antigeapeitierenden Zellen (AP@ngl.: antigen presenting cell) ist

die Expression von Obedthenproteinen, die im Haupthistokompatibiigkomplex (MHC engl.:

main histocompatibilty complex) des Genoms kodiert sind. Diese Glykoproteine spielen eine wichtige
Rolle bei der Pasentation von Antigenpeptiden.aiend MHC-Klasse | Proteine auf allen kernhalti-
gen Zellen vorkommen, findet man MHC-Klasse Il Proteine nur auf B-Lymphozyten, Makropha-
gen, dendritischen und Langerhans-Zellen. MHC-Klasse | Proteeseptieren Antigenfragmente

an CTL, wdhrend MHC-Klasse Il Proteine mityFLymphozyten interagieren.

Die Prasentation von Antigenfragmenten erfolgt haaptdichuber zwei Pfade. Ein exogener oder
endosomaler, bei dem die prozessierten Antigenpeptide mit MHC-Klasse |l Proteasempeit wer-
den (Morriset al., 1994; Castellino und Germain, 1995; hal., 2000) und ein endogener und prote-
somaler Weg, bei dem es zurdBentation mit MHC-Klasse | Proteinen kommt (Pamer und Cresswell,
1998). Virale Proteine werdaunbér den protesomalen Weg abgebaut und somit Cakagntiert, die

so die virenbefallene Zelle alien konnen. Bakterielle und auctokpereigene Proteine werdabeéer
beide Wege prozessiert.

1.1.2.1. Makrophagen

Makrophagen gedrén zu einer, von Monozyten abstammenden Klasse von Zellen, die in der Lage
sind durch Phagozytose exogene Strukturen aufzunehmen und zu prozessieren. Sie wurden bereits
1884 von Metschnikow als Effektorzellarfdie Infektabwehr identifiziert. Ihre wichtigsten Funktio-

nen sind die Phagozytose, Zytotoxaitkooperation mit Lymphozyten und Sekretion verschiedenster
biologisch aktiver Produkte.

Nach der Erkennung vonokperfremdem Material, durch Mechanismen, die noch wenig bekannt
sind, kommt es zur Aufnahme durch Phagozytose of\litg durch mikrobiozide Substanzen und
Verdauung durch lysosomale Enzyme. Der Erkennungsprozess kann erheblich durch die Opsonierung
des Pathogens durch Antikber und der Komplementkomponente C3b beschleunigt werden. Somit
erhalten Makrophagen mit Hilfe von antigperproduzierenden B-Lymphozyten eine Speifiti
eingedrungene Pathogene. Dethigkeit zur Chemotaxis, d.h. der Wanderung gegen einen ansteigen-
den Gradienten chemotaktisch aktiver Substanzenpgliant es den Makrophagen gezielt einen
Entaindungsort im Kfper zu erreichen.
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Abb. 1.2.: Reifung von dendritischen Zellen (nach: Lipscomb und Masten, 2002).
1.1.2.2. Dendritische Zellen

Dendritische Zellen (DC) wurden erstmals 1973 von Ralph Steinman beschrieben, der eine neue
Subpopulation von Zellen mit charakteristisch aggltem €ngl.: dendritic) Aussehen, isoliert aus

der Milz, beschrieb (Steinmaet al., 1973). DC sind eine heterogene Gruppe von Zellen mit Un-
terschieden in der anatomischen Lokalisation und dean®lyp der Zelloberéiche. Sie besitzen
gemeinsame Funktionen bei der Kontrolle und Regulation der Immunantwort (Banchereau und Stein-
man, 1998).

1.1.2.3. Typen und Vorkommen

Ausgehend von CD34Stammzellen des Knochenmarks, entwickeln sichatafiei DC (pDCengl.:
precursor DC)Uber die Blutbahn gelangen diese ins Gewebe und entwickeln sich zu unreifen DC
(iDC, engl.: immature DC), zu denen auch die Langerhans Zellen (LC) und interstitialen DC (auch
dermale DC) getren.

Die Funktion von unreifen DC im Gewebe liegt in déberwachung der Umgebung. Dabei findet
man z.B. LC und interstitiale DC in der Darmschleimhaut und der Haut. Nach ihrer Aktivierung durch
Entzindungssignale wie z.B. proinflammatorische Chemokine in der Umgebung, nehmen sie Antigen
auf, prozessieren es undagentieren die Peptide auf ihren Obacfien-MHC-Rezeptoren des Typs |

und Il. Werden sie noch zagzlich durch Gefahrensignale (siehe Kap. 1.1.3.2) aktiviert, reifen sie zu
mDC und es erfolgt eindnderung der Oberdichenrezeptoren (Abb. 1.2). Die Rezeptonaririflam-
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Abb. 1.3.: Modell der Interaktion zwischen mDC und CD4" T-Lymphozyten (nach: Lipscomb
und Masten, 2002).

matorische Chemokine verschwinden und es werden Rezeptargmiphoide Chemokine exprim-
iert, die eine Wanderungegl.: homing) der reifen DC in Organe des Lymphsystemsagimhen.
Dort interagieren die mDC mit antigenspezifischen CD#4-Lymphozyten unddsen eine Immun-
antwort aus (de Smet al., 1997; Liuet al., 1997; Vieiraet al., 2000). Faktoren, die bei der Reifung
in der Umgebung vorliegen, beeinflussen, ob diese mDiies@ine |1 oder 32 Immunantwort
ausbsen (Vieiraet al., 2000).

1.1.2.4. Interaktion der Zellen des I mmunsystems durch Antigenprasentation

DC sind in der Lage sowohl einzelne Moldk durch Phagozytose, als auch ganze Zellen, wie z.B.
apoptotische oder nekrotische Zellen aufzunehmen. Auch die Aufnahme von Antigenen von lebenden
Zellen zur Pasentation an CTL ist bekannt (Harshyaal., 2001).

Die Prasentation von Antigenpeptiden zu T-Lymphozyten ist in Abb. 1.3 schematiseinén CD4
T-Lymphozyten dargestellt und konnte erstmal direkt von Ingalél. in vivo detektiert werden (In-

gulli et al., 1997). Je nachdem wie viele der drei autgetén Signale den T-Lymphozyten errei-
chen, kommt es zu unterschiedlichen Reaktionen. Signal 1 alleine reicht nicht zur Aktivierung des
T-Lymphozyten aus. Unterbleibt eine Kostimulation nach Signal 2, so hat das Anergy oder Apop-
tose zur Folge. Kommt es zur Kostimulation, wird der Lymphozyt aktiviert und es kann je nachdem
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ob Signal 3 erfolgt, eine Differenzierung zu einem antigenspezifischéndder T42-Lymphozyten
erfolgen. Auch die Dauer der Wechselwirkung mit einer dentritischen Zellerigtfs Schicksal des T-
Lymphozyten von entscheidender Bedeutung. Bei kurzer Wechselwirkung kommt es zu Anergy oder
Apoptose, vehrend beidngerer Wechselwirkung die Ausbildung von @elthis- oder Effektor-T-
Lymphozyten erfolgt (Banchereau und Steinman, 1998; Lanzaveethla 1999). Nach der Ak-
tivierung der T-Lymphozyten verschwinden die antigagentierenden mDC, was zum Beenden der
Lymphozytenstimulationufirt. Dies lonnte ein Schutzmechanismus sein, um eine unkontrollierte
Immunantwort mit aktivierten T-Lymphozyten zu verhindern (Ingetllal., 1997).

1.1.2.5. Rolleder DC bei der Verbindung angeborenes und erwor benes | mmunsystem

DC geloren zum angeborenen, unspezifischen Immunsystem, spielen aber eine wichtige Rolle bei
der Regulation des erworbenen Immunsystems. Als professionelle anagenperende Zellen, mit

ihrer Eigenschafuber Rezeptoren Gefahrensignale aus dem umliegenden Gewebe zu verarbeiten,
sind sie ein wichtiges Bindeglied zwischen dem unspezifischen Immunsystems und dessent-Ged™
nis. Eine grol3e Rolle spielen die dendritischen Zellen deshalb bei der Ausbildung der Toleranz des
Immunsystems.

1.1.3. Toleranz

Eine wichtige Eigenschaft des Immunsystems ist die Aufrechterhaltung der Toleranz gegen k™
eigenes Gewebe. Wird diese Toleranz durchbrochen, kommt es zur Ausbildung von Autoimmuner-
krankungen (Kapitel 1.2).

Das urspungliche Modell von Burnet beschrieb die direkte Unterscheidung des Immunsystems von
»Selbst'- und,Nichtselbst‘. Danach sollten autoreaktive Lymphozyten inéri Stadium des Lebens
eliminiert werden (Burnet, 1959). Dieses Modell wurde seit seinemBinfiig mehrmals modifiziert.
1975 entdeckten Lafferty und Cunningham, dagsLymphozyten sterben, wenn sie Antigen durch
eine APC pasentiert bekommen und nicht durch Kostimulation gerettet werden. Eine weitere Modi-
fikation erfuhr das Modell durch die Entdeckung, dass APC eine eigene Method&etist/Nicht-
selbst‘-Erkennung besitzenussen (Janeway, 1989). So werden diese durch die Bindung von Bak-
terien an Oberéichenrezeptoren aktiviert, kostimulierende Liganden und Rezeptoren exprimiert, die
bakteriellen Antigene prozessiert und diese den T-Lymphozytseptiert.

Ein vollig neues Modell der Toleranzinduktion schlug Matzinger vor (Matzinger, 1994). Darin pos-
tulierte sie, dass Lymphozyten nicht die erste Stufe der Immunantwort durch Entdeckung von Antige-
nen sein mssen. Das Aussenden von Gefahrensignalen durch Zellen des Gewebes und deren Kom-
munikation mit Immunzellen aktivieren ebenfalls das Immunsystem.
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1.1.3.1. Zentrale Toleranzinduktion

Im Thymus, dem Ort der Produktion von T-Lym-
phozyten, findet die erste Auswahl von unreifen
T-Lymphozyten statt. Man spricht hier von zen-
traler Toleranzinduktion. Bei der Entwicklung
von T-Lymphozytenklonen werden die Geng f~
die beiden Untereinheiten des TCR williich

. . . Keine Bind Niedriae Bin- Hohe Bin.
rearrangiert, um eine aglichst groRe Anzahl  kebeSinding  MedlgeBiL oohs ot
von verschiedenen Rezeptoren auszubilden. Da:  “Septia. - T T

i ) Selbst-Peptid Selbst Peptid
bel.kommt es auch zur Produktion von autore- ~ ~— ~
aktiven Lymphozyten-Klonen. Tod wegen TCR4nduzierte

fehlendem klonale Deletion:

Differenzierungs- Megativselektion

Aufgrund der Affinigit des TCR zu von Selbst- signals
MHC prasentierten Selbst-Peptiden, erfolgt die
zentrale Selektion der T-Lymphozyten (Abb. 1.4). _ I ) —
Bindet der TCR nicht an das mit Selbst-MHC e e
prasentierte Selbst-Peptid, so bleiben Differen-

zierungssignale aus und der T-Lymphozyt stirbt. r o
Mit diesem Schritt wird erreicht, dass nur die I’ P8
T-Lymphozyten den Thymus verlassen, welche Y TcR
die eigenen MHC-Proteine erkennen. In einem
Schritt der Negativselektion werden die T-Lym-
phozyten eliminiert, deren TCR eine hohe Bin- Abb. 1.4.: Vereinfachte Darstellung der im
dungsaffiniéit an die Komplexe aus Selbst-MHC  Thymus ablaufenden Selektionsschritte von

und Selbst-Peptid besitzen und somit autoreak- CD4"/CD8" T-Lymphozyten.

tiv sind. Den Thymus verlassen nur die T-Lym-

phozyten, die eine niedrige Affiit' besitzen. Damit wird erreicht, dass die Zellen den Thymus ver-
lassen, die potentielle Fremdpeptidageitiert durch Selbst-MHC erkennen. Dies wird als Positiv-
selektion bezeichnet.

Die Selektion erfolgt mit CD4/CD8" T-Lymphozyten. Im Rahmen dieser Positivselektion werden
die Zellen nach ihrer Affindt fiir die MHC-Proteine weiter differenziert. T-Lymphozyten, die eine
Affinitat zu MHC lI-Proteinen besitzen, differenzieren sich in CDBALymphozyten (-Lympho-
zyten). Wahrend sich die T-Lymphozyten die eine Affaitzu MHC I-Proteinen besitzen, zu CD8
T-Lymphozyten (CTL) differenzieren.

Allerdings gelingt es im Thymus nicht alle autoreaktiven Lymphozyten zu eliminieren. Dies hat ver-
schiedene Guride. Zum einen &inen T- und B-Lymphozyten der Selektion entgehen (Bouneaud
et al., 2000), weiterhin haben viele Selbstantigene keinen Zugang zum Thymust @lg 1989),
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wahrend andere ersta@i im Leben exprimiert werden, nachdem das Repertoire der Lymphozyten
bereits ausgebildet wurde.

1.1.3.2. Periphere Toleranzinduktion

Ein groRRer Teil der Selbstantigene wird nicht im Thymus exprimiert. Um eine Reaktion des Immun-
systems gegen diese Selbstantigene zu verhindern, muss auf3erhalb des Thymus ein Mechanismus
existieren, der eine Induktion der Toleranz eghcht. Diskutiert werden in diesem Zusammenhang
Deletion, Anergy und Regulation. In den letzten Jahren wurde deutlich, dass vor allem APC in der Pe-
ripherie fiir die Ausbildung der Toleranz verantwortlich sind. Lambadeal. zeigten 2002 erstmals,

dass dendritische Zellen vitro Toleranz induzierendtinen (Lamboleet al., 2002).

Ruhende DC sind nur dann in der Lage Lymphozyten zu stimulieren, wenn sie aktiviert werden und
zu mDC differenzieren. Diese Aktivierung kann z.B. durch die Bindung von Bakterien an spezifische
Rezeptoren (TLRengl.: toll-like receptors) an der DC-Obeafihe erfolgen. TLR binden eine grol3e
Zahl verschiedenster biologischer Molg& (Medzhitov und Janeway jr., 2002; Aderem und Ulevitch,
2000), wie z.B. Komponenten von Bakterien oder Pilzen. Bisher konnteaugedieren zehn TLR
charakterisiert werden (Akiret al., 2001).

DasModell nach Matzinger

In den letzten Jahren wurde gezeigt, dass Autoarnigr (Mouthoret al., 1995; Coutinh@t al., 1995)
und autoreaktive Lymphozyten (Huedizal., 1988; Melmset al., 1992; Shanmugaset al., 1994) auch
im Blut von gesunden Menschen gefunden werden. RisstiSich durch das oben aufglefte Tole-
ranzmodell nicht oder nur unzureichend arlei. Weiterhin bedeutgNichtselbst* nicht unbedingt
pathogen. Viele exogene Substanzeresiaden den I§iper nicht und machen somit eine Aktivierung
des Immunsystemsberflissig.

Matzinger beschrieb in ihregModell der Gefahrensignale® 1994 die Kommunikation des umliegen-
den Gewebes mit den Zellen des Immunsystems. Werden Zellen von pathogenen Erregern angegrif-
fen, so senden sie Gefahrensignale aus, die professionelle APC, wie z.B. dendritische Zellen, ak-
tivieren und zur Reifung anregen. Diesagentieren Antigen den T-Lymphozyten umdén eine
Immunreaktion aus. Zu diesen GefahrensignalemmggahZ.B. endogene Signale wie Hitzeschockpro-
teine (Breloeet al., 2001), DNA (Ishiiet al., 2001), RNA, Interferory, Interleukin-13, CD40-L und
Trummer von lysierten Zellen (nekrotische Zellen), aber auch exogene Signale wie z.B. virale RNA
(Alexopoulouet al., 2001; Baiet al., 2002), bakterielle DNA (Hemnat al., 2000; Hickeret al., 2002)

oder andere bakterielle Komponenten (Hayaeshal., 2001). Bleibt eine Aktivierung durch lokale
Gefahrensignale aus, so findet aufgrund der fehlenden Reifung der iDC keine Aktivierung des Im-
munsystems statt. Um eine Aktivierung des Immunsystems durch apoptotische Zellen zu verhindern,
werden apoptotische d¢¢per in Makrophagen aufgenommen, ohne dass Zellbestandteile austreten
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Abb. 1.5.: Aktivierung von Ty-Lymphozyten durch APC, die (a) durch Bindung von Bakterien-
strukturen an ihre TLR, oder (b) durch Gefahrensignale aktiviert und zur Reifung angeregt
werden.

konnen (Reddt al., 2002). Mit diesem Modelldsst sich auch die Notwendigkeit von Adjuvans bei
der Immunisierung von Tieren mit Antigenen zur Ausbildung einer Immunantwosrrenkl Das Ad-
juvans wirkt als Gefahrensignal und aktiviert die iDC. Nach ihrer Reifung werden dann prozessierte
Antigene den Zellen des Immunsystemagaritiert und eine Immunantwort ausggt!”

1.2. Myastheniagravis

Da sowohl Angriffsort, als auch Mechanismus weitgehend bekannt sind, ist Myasthenia gravis eine
der am besten untersuchten Autoimmunerkrankungen (ContieFahge 1997). Das Wort Myasthenie
leitet sich aus dem Griechischen ab und bedeutet Musketsttiev”

1.2.1. Pathogenese

Zum Krankheitsbild ahlt eine abnorme Erudbarkeit und eine rasch zunehmende Sutive” der
quergestreiften Kfpermuskulatur bei Belastunglberwiegend sind die Muskulatur des Auges, des
Lids, sowie Nacken-, Hals- und Schultargglmuskulatur betroffen. Weiterhin kommt es zur Beein-
trachtigung bei der mimischen Muskulatur, sowie bei Kau-, Schluck- und Sprechmuskulatur. Die
Muskelschveiche variiert dabei episodisch. Die Symptome gipfeln in der myasthenen Krise (Atemin-
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(a) (b)

Abb. 1.6.: Vergleich einer gesunden und myasthenen Synapse - (a) Gesunde Synapse: Man
erkennt den Axon-Ful3 (AX) mit Mitochondrien und synaptischen Vesikeln, die ACh in den
synaptischen Spalt (SC) ausschiitten konnen. Der synaptische Spalt ist schmal und besitzt eine
grofl3e Oberflache. (b): Myasthene Synapse: der synaptische Spalt ist stark geweitet und besitzt
eine geringere Oberflache als bei einer gesunden Synapse (I1lingworth, 2004).

suffizienz) und schlief3lich im Tod des Patienten. Das Krankheitabifelt einer Vergiftung mit Cu-
rare. Die Verabreichung von Pyridostigmin, einem Gegengift des Cutdre,Zli einer Verbesserung
der Symptome. Es zeigte sich, dass einer8tg der neuromuskaten Reimbertragung zugrunde
liegt, die eine Verringerung der Zahl funktioasiger nikotinischer Acetylcholinrezeptoren (AChR)
in den motorischen Endplatten zur Ursache hat.

1.2.2. Mechanismus

Myasthenia gravis hat seine Ursache in der Bildung von Autoargiéen gegen den AChR durch au-
toreaktive B-Lymphozyten. Diese Autoantiper sind zum grol3en Teil gegen didJntereinheit des

AChR gerichtet. Andere Untereinheiten spielen bei der Pathogenese nur eine untergeordnete Rolle.
Allerdings zeigen die Autoantdeper eine hohe Heterogeait(\VVincentet al., 1987). Die Bildung der
Autoantikorper wird durch Ty-Lymphozyten reguliert (Zhang al., 1988), die allerdings andere Ab-
schnitte auf dem AChR erkennen (Fujii und Lindstrom, 1988; Hohléelal., 1988). Bei gesunden
Menschen findet man keine Autoardifpér gegen den AChR im Blut, allerdings konnte die Existenz

von Ty-Lymphozyten, die spezifisch gegen den AChR reagieren nachgewiesen werden évslms
1992). Es existieren unterschiedliche Mechanismen die Symptomasangtinnen. Diese sind im
folgenden einzeln aufgehit.
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Kreuzvernetzung und Internalisierung der AChR

Der Kreuzvernetzung der AChR durch Autoawtigér tihrt zur Internalisierung durch Endozytose
und zum Abbau der Rezeptoren durch lysosomale Enzyme. Dies bezeichnet raigahsc modu-
lation. Dabei wird die Halbwertszeit des AChR an der Zellotzatfilé von 7 auf 2 Tage reduziert. Zur
Kompensation wird die AChR-Synthese, messbar durch dienéeh " mRNA-Levelsdi die a-UE,
gesteigert (Asheet al., 1993; Guyoret al., 1994). Eine Blockade der Acetylcholin-Bindungsstelle
durch Autoantikrper gilt als pathophysiologisch irrelevant (Pumplin und Drachman, 1983).

Fokale Lyse der postsynaptischen Membran

Die Autoantilorper gegen den AChR sorgen nicht nur fiessen Abbau, sonderorkien auch das
Komplementsystem aktivieren. Durch Ausbildung des membranangreifenden Komplexes kann die
postsynaptische Membran fokal lysiert werden. Allerdings kommt es nicht zur Lyse der komplet-
ten Muskelfaser, da dieses sehr grof3e Synzytium resistent gegen Abbauprozesse ist. Dibrtyse f*
stattdessen zur Vanderung der Obedthenstruktur der Membran (Abb 1.6). Es kommt zu einer
Reduzierung der Faltungen, was zu einer Verringerung der @bkéliind einer geringeren AChR-
Dichte im synaptischen Spaltliit. Die fokale Lyse ist essentielif die Ausbildung von Myasthenia
gravis und dieantigenic modulation, da nur in Organismen die ein Komplementsystem besitzen, Ex-
perimentelle autoimmune Myasthenia gravis (EAMG) induziert werden kamglibhierweise wer-

den bei der Lyse die Ankerpunkte des AChR im Zytoskelett in der Membran entfernt und somit die
Endozytose des Rezeptors erleichtert (Lenetaad., 1978; Lennon und Lambert, 1981), welches die
antigenic modulation vereinfacht. Tsujihatat al. zeigten in einem Rattenmodell, dass das Komple-
mentsystem eine entscheidende Rolle beim Abbau der AGh&,die fokale Lyse der postsynaptis-
chen Membran, spielt (Tsujihath al., 2003). AuRerdem konnten sie zeigen, dass Makrophagenin-
vasion in die postsynaptische Membran nur bei schwerer Erkrankung beobachtet werden kann und
anscheinend ein sekuaigks PRhomen bei der Pathogenese der Myasthenia gravis darstellt.

Der Anti-AChR-Antikor pertiter und die Schwere der Erkrankung

Messungen des Titers der Anti-AChR-Ardilper im Blut myasthener Patienten, zeigen, das dieser
nicht mit der Schwere der Erkrankung korreliert. Ein MaBdie Schwere der Erkrankung ist daher

nur die Zahl der AChR in der motorischen Endplatte. Dies liegt daran, dass ein Teil deontik”

er pathologisch irrelevante Teile erkennen und so nicht die pathologisch relevanten Mechanismen
ausbsen lohnen (Lindstrom und Lambert, 1978).

1.2.3. Entstehung - Der Bruch der Toleranz

Der eigentliche AugiSer von Autoimmunerkrankungen ist bis heute unbekannt und Gegenstand der
Diskussion. Das Auftreten von Thymusaederungen wird dabei sowohl als Ursache, als auch als
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Folge angesehen @8iichsen und Apostoloff, 1992). Prinzipielbwe die Ausbildung einer Autoim-
munerkrankung dadurchaglich, dass die selbstprotektiven Kontrollmechanismen geschisind,

oder dass es zum Auftreten eingdgeiwaltigend starken positiven Stimulationssignaik€. Auch die
Bildung von autoreaktiven Immunzellen bei der Affatgieifung konnte zur Ausbildung einer Au-
toimmunerkrankungufiren. Untersucht man die imafper von gesunden Menschen vorkommenden
autoreaktiven T- und B-Lymphozyten, so fehlen Klone die gegen Autoantigene gerichtet sind, die in
hoher Konzentration im &per vorkommen (z.B. Serumalbumin). Im folgenden soll eine Zusammen-
fassung von raglichen Ausbsern der Autoimmunerkrankung Myasthenia gravis gegeben werden.

Molekularer Mimikry

Mit der These der molekularen Mimikry besdtigten sich Deitikeet al. (Deitiker et al., 2000). Sie
durchsuchten Datenbanken nach gemeinsamen strukturellen Bereichen zwischen mikrobiellen Pro-
teinen und den hauptantigenen Determinanten auf der huntetth des AChR. Sie fanden dabei
hunderte Strukturen, die agliche Kreuzreaktionen hervorruferokiten. Die Synthese von einer
Auswabhl solcher Peptide und die Untersuchung der Reaktion mit Auteapéki myasthener Pa-
tienten brachte eine grol3e Anzahl von Kreuzreaktionen. Das Blut von gesunden Probanden zeigte
keine Kreuzreaktion mit diesen Peptiden. Eine Infektiomité also durchaus eine Kreuzreaktion

mit korpereigenem AChR hervorrufen und somit eine Autoimmunerkrankungsars|”

Bei der Behandlung von Hepatitis C durch die Gabe von Interfer@b entwickelte sich bei einem
56-jahrigen Mann Myasthenia gravis (Evali al., 2002). Die Ausbildung von Autoimmunerkran-
kungen bei der Behandlung von Hepatitis C mit Interferonen ist aegdiem bekannt (Eilet al.,
2001; Fukuyamat al., 2000).

Genetische Faktoren

Der Einfluss von genetischen Faktoren auf die Entstehung von Autoimmunerkrankungen wird eben-
falls diskutiert, und die Identifikation von Krankheitsgenen ist Gegenstand der aktuellen Forschung
(Morhahan und Morel, 2002). Bekannt ist, dass Menschen eines bestimmten HLAefghs ju-

man leukocyte antigen)hifiger an Myasthenia gravis erkranken (Compstab., 1980; Nepom und

Erlich, 1991; Yangt al., 1998). In Untersuchungen beiddsen wurde gezeigt, dass eine Mutation im
MHC die Ausbildung von EAMG nach der Immunisierung mit AChR verhindert (Christaetcals

1985; Bellonest al., 1991).

Hor monelle Faktoren

An verschiedenen Autoimmunerkrankungen wie z.B. Lupus erythematosus, Multiple Sklerose und
early onset Myasthenia gravis erkranken signifikardufiger Frauen als Btiner. Dies ist ein Indiz

fur den Einfluss von Hormonen und/oder die potentielle Beteiligung des X-Chromosoms (Whitacre,
2001). Matthewst al. untersuchten Autoantikper von Frauen, die nach der Geburt an Myasthenia
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gravis erkrankten. Sie konnten zeigen, dass eine Autoimmuisation mit fetalem AChRglichei
Weg zur Ausbildung von Myasthenia gravis bei der Mutter ist (Mattheives., 2002).

Die Beeinflussung der Immunantwort durch Hormooerkté dabeuber verschiedene Mechanismen
geschehen. Soavén eine Modulation der T-Lymphozyten, ein Einfluss auf die Expression von Ober-
flachenrezeptoren und/oder Transkription und Translation von Gen€&yftokine von Immunzellen
denkbar (Talal und Ahmad, 1987; Whita@teal., 1999).

Fehlregulation der Apoptose

Eine der wichtigsten Eigenschaften des Immunsystems ist seine homeostatische Kontrolle. Nach der
Aktivierung und Eliminierung des Antigens muss die Lymphozytenzahl wieder auf den Stand vor der
Aktivierung heruntergeregelt werden (Berziisal., 1999). Dies wird durch ein Gleichgewicht zwi-
schen Wachstum und Tod erreicht. Apoptose ist die Hauptursachag /Absterben von Immunzellen
(Krammer, 2000). Eine Fehlregulation der Apoptosatkté so eine Autoimmunerkrankung aassi.

Ein genetischer Defekt im CD95-CD95L Systeuntnfte in einem Mausmodell zur Ausbildung einer
Erkrankung, deren Symptonahrilich zu denen beim systemischen Lupus erythematosus sind (Na-
gata, 1998). Bei Menschewliit eine Mutation in der Death-Dané von CD95 zu ALPSefigl.:
autoimmune lymphoproliferative syndrome). Charakteristisghdfé Erkrankung ist eine stark aus-
gebildete Autoimmunit (Rieux-Laucatt al., 1999).

Ein ertohter Widerstand von autoreaktiven T-Lymphozyten gegpen Apoptosethirte im Tierver-
such ebenfalls zur Autoimmuait(Zhouet al., 1999). Die Gabe von Substanzen, welche die Empfind-
lichkeit von T-Lymphozyten gegervér Apoptose steigernulifte zu einer Verbesserung der Sym-
ptome.

Eine weitere Mglichkeit wéare die Fehlregulation der Apoptose bei zelheli Bestandteilen der Anti-
genpasentation und Selbst-Toleranz (Krammer, 2000).

1.2.4. Therapie

Die Therapie von Myasthenia gravis richtet sich nach darkétder Erkrankung. Allerdingsokinen

bisher nur die Symptome behandelt werden. Eine spezifisch gegen die Ursache gerichtete Therapie
ist zur Zeit nicht noglich (Pascuzzi, 2001). In Abbildung 1.7 ist ein Therapieschema gezeigt, wie
Myasthenia gravis aktuell behandelt werden kann.

In einer 1937 vesffentlichten Studie von Kennedy und Moersch wurde der Krankheitsverlauf von 87
unbehandelten Patienten untersucht. Remission wurde in 31 % der Patienten beobachtet, wobei die
Remission bis zu 15 Jahre anhielt (Mittel: 2,2 Jahre). Bei 46 Patienten wurde eine Verbesserung fest-
gestellt, vahrend 28 an Myasthenia gravis verstarben. Kennedy und Moersch schlossen daher, dass
die Tendenz zur Besserung bei Myasthenia gravis die Bewertung einer Therapie erschwanhees k”
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Abb. 1.7.: Therapieschema bei Myasthenia gravis, vorgestellt von Prof. Dr. Newsom-Davis auf
dem ESI-Kongress in Paris 2001.

nie gesagt werden, ob die Besserung von der Therapie, oder der spontanen Remission verursacht wird
(Kennedy und Moersch, 1937).

Thymektomie

Wird Myasthenia gravis bei Patienten diagnostiziert, so stellt man bei 80 % eineoBergrig des
Thymus fest. Jeder zehnte Patient leidet an einem meist gutartigem Tumor des Thymus. Wird dieser
entfernt, fihrt es bei einem grofRen Teil der Patienten zu einer Verbesserung der Symptome. Dies
wurde von Perlo bei der Betrachtung von 267 Patienten, die einer Thymektomie unterzogen wurden
belegt (Perlcet al., 1971). Oftmals wird die Thymektomie auch bei, vor allamgéren, Patienten,

ohne veandertes Thymusgewebe durchget.

Acetylcholinester asshemmer

Um die Lebensdauer des Neurotransmitters Acetylcholin im synaptischen Spaltaheenwid so
den Verlust an AChR im synaptischen Spalt zu kompensieren, werden Acetylcholinesterasehemmer
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gegeben. Acetylcholinesterase ist ein Enzym, das im synaptischen Spalt den Abbau von Acetylcholin
zu Acetat und Cholin katalysiert. Die Gabe von Acetylcholinesterasehemmenylesht réufig

bei schwacher bis moderater Myasthenie eine Behandlung ohne weitere Medikation. Patienten mit
starken Symptomen betijen eine Immuntherapie.

Allgemeine Immunsuppression

Aufgrund der autoreaktiven Eigenschaften des fehlregulierten Immunsystems ist die Gabe von un-
spezifischen Immunsuppressiva oftmals der einzige Weg, die Erkrankung zu kontrollieren. Anwen-
dung finden hier Corticosteroide wie z.B. Prednison, aber auch nicht-steroide Immunsuppressiva wie
z.B. Azathioprine oder Cyclosporin A. Als Ersatarfdas nierens@digende Cyclosporin A sehen

Evoli at al. Tacrolimus, ein Immunsuppressiva ralnlichem Wirkmechanismus, das allerdings um

den Faktor 10-100 potenter ist (Evetial., 2002). Hiufig werden zuszlich Acetylcholinesterasen
gegeben, um die Dosen und Nebenwirkungen der Immunsuppressiva so geringghahzi halten.

Plasmapherese und 1Vig

Zur Behandlung einer myasthenen Krise oder zur Vorbereitung der Patienten auf die Thymektomie
empfiehlt sich die Plasmapherese, bei der das Blutplasma der Patienten ausgetauscht oder gefiltert
wird. Dabei werden die pathogenen Autoaotiér und andere humorale Bestandteile des Immun-
systems entfernt. Da nur ca. 45% der Autoamryi€r intravaskui vorkommen, ist die Plasmapherese
mehrmals durchzutiren. Da nicht nur die pathogenen Amrkér, sondern auch die Komponenten

des Komplementsystems entfernt werden, stellt sich innerhalb kurzer Zeit eine deutliche Verbesserung
der Symptome ein (Thorlaciws al., 1988).

Ein weitere Miglichkeit ist die sehr teure Behandlung mit intraseem Immunglobulin (IVIg).

IVIg besteht aus gereinigten Antkpern von bis zu 20.000 gesunden Spendern und besitzt wie
die Plasmapherese die Eigenschaft, die Symptome der Patienten in kurzer Zeit zu verbessern. Der
Wirkmechanismus beruht auf der Neutralisation von pathogenen Autogkpgkn durch idiotypis-

che Antilorper, Versarkung des Antikiper-Katabolismus durche®igung von FCRn Transportrezep-

toren, Unterduckung von pathogenen Cytokinen, Hemmung der Komplementbildung und der Aus-
bildung des membranangreifenden Komplexes, Blockade des Fc Rezeptors, sowie die Modulation der
T-Lymphozyten Funktion (Dalakas, 1999).

»Rebooten” des | mmunsystems

Durch die Gabe von hohen Dosen an Cyclophosphamiuh&i alle Zellen des Immunsystems aus-
geschaltet werden, ohne die Stammzellen des Knochenmarks adigeh (Brodskyet al., 1996).
Verantwortlich dafif ist das Enzym Aldehyddehydrogenase, welches von den Stammzellen exprim-
iert wird und in der Lage ist Cyclophosphamid zu deaktivieren. Drachehah. beschrieben die
Behandlung von Patienten mit Myasthenia gravis mit Hilfe dieser Methode (Drac&rahn2003).
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Sie konnten zeigen, dass das neu gebildete Immunsystem eine Toleranalgegder Autoanti-

gen AChR entwickelt. Die Patienten, die nicht durch konventionelle immunsuppressive Therapien
behandelt werden konnten, zeigten nach der Behandlung mit Cyclophosphamid keine myasthenen
Symptome mehr.

1.2.5. Experimentelle autoimmune Myasthenia gravis (EAMG)

Ein etabliertes Tiermodell zumn vivo Untersuchung von Myasthenia gravis, ist die sog. Experi-
mentelle autoimmune Myasthenia gravis (EAMG) (Lenmbil., 1975). Patricket al. beschrieben
erstmals 1973 die Ausbildung einer Muskelseloiwé in Hasen durch die Immunisierung mit aus
Electrophorus electricus isoliertem, komplettem AChR. Die Symptome konnten wie bei humaner
Myasthenia gravis durch die Gabe von Acetylcholinesterasehemmern verbessert werden.

Seyboldet. al. konnten das Modell auf Rattarbértragen und lieferten einen detailliertéberblick

Uber die klinischen und elektrophysiologischen Eigenschaften der Erkrankung (Sety&lold976).

Sie verwendeten 10 Wochen alte Lewis-Ratten zur Immunisierung mit unterschiedlich hohen Dosen
an AChR.

Seyboldet. al. beschrieben den Krankheitsverlauf der EAMG bei Ratten wie folgt: Es konnten zwei
Episoden charakterisiert werden. Nach einer Gabe von hohen Dosen an AChR, beobachteten sie
zwischen Tag 7 und 15 nach Immunisierung, eine akute Phase der Erkrankung. Eine Verbesserung
der Symptome fand dann nach weiteren 2 bis 3 Tagen statt. In den folgenden Tagen verhielten sich
die Ratten wllig normal, bis eine Episode mit starker Samhé zwischen Tag 26 und 35 begann.

In dieser Zeit kam es zu merklichem Gewichtsverlust und zu einer &dtevder Kaumuskulatur,
charakterisiert durch das starke Wachstum dehnri€. Der Gewichtsverlust konnte durch die Gabe

von weichem Futter auf demdfigboden veragert werden. Beim Fortschreiten der Erkrankung kam

es langsam zum Tod der Tiere.

Der Ausbruch der Erkrankung ist bei kleinen Dosen oftmals nur durch elektrophysiologische Un-
tersuchungen erkennbar (Kreilinger, 2001). Bei der Reizung des Ischiadwmmug ischiadicus)

und der Messung der Ableitung an der Muskulatur des Unterschenkels, kam es bei einer repetitiven
Nervenstimulation (RNS) zu einer deutlichen Signalabnahme. Bei der umehf§ der Messung
zeigte sich bei Kreilinger, dass selbst Ratten mit einem hohen Dekrementwert optisch keine myas-
thenen Symptome zeigenussen.

1.3. Antigenspezifische Immunsuppression

Aufgrund der grof3en Anzahl von Nebenwirkungen von unspezifischen immunsuppressiven Therapien,
ware eine spezifische immunsuppressive Therapielénh Patienten wischenswert. Da sowohl die
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antigene Struktur des nikotinischen AChR, als auch die pathologischen Mechanismen bei Myasthenia
gravis bekannt sind, gibt es eine Reihe viel versprechendeat2asAllerdings ist der Ausker fir
Myasthenia gravis bisher unbekannt. Daher bemdkei sich die Therapieaatgé auf die Ausschal-

tung oder Unterdrckung autoreaktiver B- oder T-Lymphozyten, sowie auf Versuche zur Toleranzin-
duktion.

1.3.1. B-Zellen im Visier - Immuntoxine

Im Arbeitskreis von Prof. Dr. W. E. Trommer gelang die Synthese eines chemisch gekoppelten
T-AChR-Gelonin-Konjugats, bei dem der komplette AChR &orgpedo californica mit Gelonin ge-
koppelt wurde (Bruset al., 1987). Urbatsclet al. konnten durch elektrophysiologische Untersuch-
ungen zeigen, dass eine Gabe des Konjugats die Zahl der funkigef' AChR deutlich steigerte
(Urbatschet al., 1993). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der Einsatz des Konjugats zu einer
antigenspezifischen Immunsuppressiohrfe, da das Immunsystem normale Reaktion gegen Kon-
trollantigene zeigte. Allerdings kam es zu einem Anstieg des Armpirtiters gegen den AChR.
Vermutlich ausgedst durch die Immunantwort gegen pathologisch irrelevante Teile des Rezeptors.
Auch konnte das Konjugat nicht voléstdig von ungekoppeltem T-AChRugiénchromatographisch
getrennt werden, da sich die Molekularmassen aufgrund des Einsatzes des kompletten T-AChR kaum
unterschieden (280 zu 250 kD) und eine quantitative Kopplung nicht gelang.

Die Verwendung von AChR-Ricin Konjugaten bei der antigenspezifischen Immunsuppression von
EAMG in vitro wurde bereits beschrieben (Killen und Lindstrom, 1984; Olslserg., 1985). In
einem anderen Versuch konnten Stetral. die Ausbildung der EAMG, durch Gabe von radioaktiv
markiertem Acetylcholinrezeptor verhindern (Steral., 1985).

1.3.2. T-Zellen im Visier

Der Einsatz von Immuntoxinen gegen B-Lymphozyten besitzt einen Nachteil. Sie sezernieren An-
tikorper, die gegen die Immuntoxine spezifisch binden. Bei einer ausgebrochenen Autoimmuner-
krankung befinden sich diese Anilper im Blut des Patienten und sind so in der Lage Immuntoxine
abzufangen. Ein weiterer Ansatzpunkt zur antigenspezifischen Therapie von Autoimmunerkrankung-
en ware das Ausschalten von T-Lymphozyten.

Immunisierung mit dem TCR

Fur T-Lymphozyten vermittelte Autoimmunerkrankungen zeigten Caheal. eine Moglichkeit Un-
empfindlichkeit gegen ein Antigen ausasé€n, wenn die Tiere mit dem spezifischen TCR immunisiert
wurden (Cohetet al., 1983). DieUbertragbarkeit auf eine humoral-vermittelte Erkrankung wie Myas-
thenia gravis wurde untersuchafite allerdings zu keinem Erfolg (Kakhal., 1990).
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Suppressive M akrophagen

Mclntosh und Drachman beschrieben die Assifig von Apoptose in aktivierten Blasten von T-Lym-
phozyten durch suppressive Makrophageritro (McIintosh und Drachman, 1999). Dabei wurden
grol3e suppressive Makrophagen (LS#gl.: large suppressive macrophages) aus Milzzellen von
EAMG-Ratten mit dem Autoantigen AChR und CyclosporinrAvitro restimuliert. Diese LSM be-
wirkten die Apoptose von spezifisch gegen den AChR gerichteten T-Lymphozyten.

Antiidiotypische Antikor per

Ein weiterer antigenspezifischer Weg der Therameanas Design von antiidiotypischen Armdrpérn
gegen die pathogenen Anti-AChR-Antifper und/oder die TCR der pathogenen T-Lymphozyten.
Araga et al. beschrieben die computeruntengté Synthese von Peptiden, komplenaerzli den
krankheitsausiSenden Epitopen bei EAMG. Werden diese Peptide appliziert, bilden die Tiere Anti-
korper gegen diese Peptide, welche Kreuzreaktionen mit anti-AChR-@p#gki und/oder T- und
B-Zell Rezeptoren eingeherokiiten (Aragaet al., 2000). Sie konnten zeigen, dass die gebildeten
Antikorper die Proliferation von AChR-spezifischen Lymphozyten inhibieren, den AChR-@gxpek-

Titer senkten, AChR-Abbau verhinderten und die Schwere der EAMG lindern konnten.

1.3.3. Verwendung von APC

Die autoimmunen T-Lymphozytenklone bei Myasthenia gravis sind gegen eine grof3e Anzahl von Epi-
topen auf dem AChR gerichtet (Fujii und Lindstrom, 1988; Broekal., 1988; Melmset al., 1989;
Melms et al., 1992). Aufgrund dieser Heterogeaitder Erkrankung ist eine Therapie gegen ein-
zelne Klone nicht in Betracht zu ziehen. Da T-Lymphozyten Peptide nur naslertetion mit MHC-
Proteinen erkennen, kommt aufgrund deren Unterschiede von Patient zu Patient eine weitere Stufe der
Heterogen#t dazu. Das Immunsystem bietet allerdings eireghthkeit, alle T-Lymphozytenklone
spezifisch zu erreichen. Das ist die Aufgabe der APC. B-Lymphozyten prozessiererasedty@ren

nur Antigene, die sie an ihren spezifischen IgM OlaetiEnrezeptoren gebunden haben. Gibt man

zu B-Lymphozyten AChR, sowie einen bifunktionellen Amtrtér gegen IgM und den AChR, so
prozessieren diese Zellen den AChR und sind in der Lage antigenspezifisch T-Lymphozyten zu erken-
nen (Reimet al., 1992). Nach der Fixierung waren diesen Zellen in der Lage, antigenspezifisch An-
ergy in T-Lymphozyten zu induzieren.

1.3.4. Orale Toleranz

Die Ausbildung von Toleranz gegebér oral aufgenommenen Proteinen ist schon lange bekannt
(Mowat, 1987). Die Ausnutzung oraler und nasaler Wege bei der Verhinderung und Behandlung
von Autoimmunerkrankungen ist eine neuere Entwicklung (Weiner und Mayer, 1996). Die meis-
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ten Studien zur oralen Toleranz in Autoimmunerkrankungen lagggteén sich mit Zell-vermittelten
Erkrankungen wie Uveitis, Arthritis und Multiple Sklerose (Nussenletadt., 1990; Nagler-Anderson

et al., 1986; Bitar und Whitacre, 1988). Bei Antkper-vermittelten Erkrankungen wie Myasthenia
gravis zeigten Okumuret al., dass die orale Gabe von T-AChR vor der Immunisierung der Ratten
die Ausbildung Klinischer Zeichen der EAMG verhinderte und die Autoanpi&produktion und
Zellproliferation inhibierte (Okumurat al., 1994). Bei laufender EAMG konnte im besten Fall ein
fehlender Einfluss auf die Erkrankung beobachtet werden. Klinische Studien bei Multiple Sklerose
und rheumatischer Arthritis verliefen eattSchend (Weinegt al., 1993; Trentham, 1998). Die spe-
zifische Therapie von Autoimmunerkrankungen wie Myasthenia gravis durch Induktion von oraler
Toleranz erscheint nicht viel versprechend.

1.4. Der nikotinische Acetylcholinrezeptor

Beim nikotinische Acetylcholinrezeptor (AChR) handelt es sich um einen lonenkanal, der nach seinem
Agonisten Nikotin benannt ist. Er befindet sich in der Membran der Neuronen und Muskelzellen und
ist an detUbertragung der Nervenimpulse beteiligt. Der Mechanismus der lonemitfmadg wurde

von Miyazaweet al. aufgekBrt (Miyazaweet al., 2003).

1.4.1. Struktur

Der nikotinische AChR gedrt zur Superfamilie der ligandengesteuerten lonealgrzu denen auch

die GABAa und Glycinrezeptoren genén. Sie besitzen eine gemeinsame Organisation von hydro-
philen und hydrophoben Dcemén. Der AChR besitzt eine heteropentamere Struktur, bestehend aus
vier homologen Untereinheiten. Bisher wurden 16 Typen von Untereinheiten unterschiedlicher Spezies
identifiziert. Diese beeinhalteml-9, 31-4, sowie diey, d unde-Untereinheit. Bei muskaken AChR

findet man die Stchiometrie ¢1),(B1)ed. In der fetalen Form wird dabei durchy ersetzt. Die
Organisation der Untereinheiten um den zentralen lonenkanal entspricht symmetrisch angeordneten
Zylindern in der Reihenfolgesadf3 (Kreienkampet al., 1995). Im Zytoplasma bindet der AChR an
Rapsyn, ein Protein das die AChR mit dem Zytoskelett verbindet und zur dichten Packung der AChR
beitrdgt (Sanes und Lichtman, 1999).

In einer Kristallstruktur des T-AChR mit einer Ao8ung von 4,8 wurde dessen Durchmesser zu
80A und die Lange auf 126 bestimmt (Miyazawaet al., 1999). Davon entfallen 65 auf den ex-
trazellukiren Bereich, 48 auf den Transmembranbereich und&&uf den intrazelltdfen Bereich.

Die Untereinheiten bestehen aus einem N-terminalen extraaeauBereich der ca. 220 Amiras
ren umfasst, gefolgt von 4 Transmembrandmeri und einem kleinen C-terminalen extrazaleh
Bereich. Von entscheidender Bedeutungdén AChR ist der N-terminale extrazelué Bereich der
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Spezies MIR cys-loop
(H-a-AChRs7-76)  (H-0-AChRyg5 195)

Mensch VWPDDYGGVK KHSVTYSCCPD
Maus (Mus musculus) WAPDDYGGVK KHWFYSCCPT
Ratte Rattus norvegicus) VWNPDDYGGVK KHW/FYSCCPN
Motte (Heliothis virescens) VEPREYGGVE RNEKFYTCC- D
Wanderheuschreckédgcusta migratoria) VWWPDDYGGVD RNEKFYTCC- D
Kugelfisch {Takifugu rubripes) WNPDDYGAE R KHW/YYTCCPD
Zitterrochen Torpedo californica) VWPADYGG K KHW/YYTCCPD
AChBP VWSSH- - SPD KNSVTYSCCPE

Tab. 1.1.: Aminosaurensequenz der MIR und des cys-loopbei verschiedenen Spezies. Zum
Vergleich ist die jeweils homologe Sequenz beim AChBP aufgefuhrt (AChBPgs_74 bzw.
AChBP1g2_192). Zur humanen Sequenz identische Aminosauren sind unterstrichen dargestel|t.

a-Untereinheit.

1.4.2. Der extrazellulare Teil der a-Untereinheit

Die Bindungsstelledi den Agonisten Acetylcholin befindet sich auf dem extrazaten Bereich der
a-Untereinheit bei den Aminaairen 149 und 190-198 (Denresal., 1988). Allerdings tragen auch
Aminosiuren im extrazellaien Bereich dey bzw. € zur Ligandenbindung bei. Die kleine extrazel-
lulare C-terminale Dmane dex-Untereinheit spielt dabei eine zu vernaaddigende Rolle (Eise-
le et al., 1993). ZurOffnung des lonenkanalsussen beide ACh-Bindungsstellen besetzt sein. Die
Bindung eines Antagonisten verhindert @&nung des lonenkanals.

Der Mensch besitzt neben del-UE zusitzlich eine um 25 Aminagiren verdingerte Isoforno1™
(Beesoret al., 1990). Dieal1*-UE bindet analog zun1-UE a-Bungarotoxin und monoklonale An-
tikorper gegen die hauptimmunogene Region (M#Ryl.: main immunogenic region). Die Ausbil-
dung von funktionsihigen Rezeptoren wurde nicht beobachtet (Newkiratl, 1995). Die Funktion
der Isoform ist bis heute unklar.

Der extrazelludie Teil dera-Untereinheit ist nicht nur aufgrund der Bindungsstelle flie Ago-
nisten und Antagonisten interessant, sondern auch im Hinblick auf Myasthenia gravis.oB&s gr”
Teil der Autoantilorper (mehr als 60 %) bindet an die MIR, die sich bei den Anmaoiosii 67-76

auf dem extrazell@ien Teil dela-Untereinheit befindet (Tzartas al., 1988). Allerdings wird nicht
ausgeschlossen, dass auch andere Araunesi 'an der Bindung der Anbtikper beteiligt sind, indem

sie u.a. zur Faltung der MIR beitragen. Durch die Lokalisierung der MIR konnte die Kreuzreaktion
der Autoantilorper bei AChR unterschiedlicher Spezies arkiverden. Diese Sequenz ist hoch kon-
serviert (Tab. 1.1).

2001 gelangen Brejet al. die Losung einer hochaufgedten Kristallstruktur eines Acetylcholin-
bindenden Proteins (AChBP) augmnaea stagnalis. In Hefe rekombinant exprimiert, bildete es Ho-
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20 30 40 50
H AChR( 4- 208) VRPVEDHRQWEVTVGLQLI QLI \VDEVNQ! VTTNVRLKQQW
AChBP VI PTQRORPVA- VSVSLKFI N LEVNEI TNEVDWRVIQITTW
20 30 40 50
70 80 90 100
H AChR( 4- 208) VDYNLKVKPDDYGGVKKI HI PSEKI WRPDLVL YNNADGDFAI
AChBP SDRTLAVKSSH- - SPDQVSVPI SSLVWPDLAAYNAI SKPEVL
60 70 80 20
110 120 130 140
H AChR(4-208) V- KFTKVLLQYTGH TWIPPAI FKSYCEI | VTHFPFDEQNCS
AChBP TPQLARWSD: - GEVLYWPS! RQRFSCOVSGVDTE- SGATCR
110 120 130
150 160 170 180
H AChR( 4-208) MKLGTWIYDGSVVAI NPESDGPDLSN- FNESGEWI KESRGW
AChBP I KI GSWIHHSREI SVDPTTENSDDSEYFSQYSRFE! LDVTQK
140 150 160 170

190
H AChR(4-208) KHSVTYSCCPDTPYLDI

AChBP KNSVTYSCCPEA- YEDV

190

Abb. 1.8.: Struktur und Aminosauresequenz des ACBP - (a) Struktur eines AChBP-Monomers,
hervorgehoben ist der cys-loopbei den Aminosauren 189/190 (gelb) und die zur MIR auf dem
AChR homologe Region (blau). (b) Sequenzvergleich AChBP und H-a-AChR4_20g. Gleiche
Aminosauren sind mit einem Doppel punkt (:) gekennzeichnet, homologe mit einem Punkt (.).

mopentamere, und in Ligandenbindungsassays zeigte es Eigenschaften von nikotinischen und mus-
karinischen AChR (Brejet al., 2001; Smitet al., 2001). Das Protein wird bei der Aktivierung

von Rezeptoren auf Gliazellen durch ACh ausgesiett und moduliert im synaptischen Spalt die
ACh-Konzentration. Bei einem Vergleich der Amigasésequenz mit dem extrazedlteh Bereich
dera-UE des humanen nikotinischen AChR zeigte sich eine hohe Homologie der strukturbildenden
Aminosauren, wie z.B. derays-loop bei den Aminoauren 189/190 im AChBP (siehe auch Abb. 1.8).

Auf Grundlage der Struktur des AChBP konnte die Bedeutung der aromatischen Tasche, die durch
Trp-Reste gebildet wird, bei der Ligandenerkennung gezeigt werden (Hahsén 2002). Auch
zeigten die Bindungskinetiken der Liganden eldkereinstimmung mit denernuf viele Subtypen

des nikotinischen AChR. Somit kann das AChBP als Modellprot@irdén extrazellaien Teil der
a-Untereinheit des nikotinischen AChR-AChRex) angesehen werderyrfden bisher, aufgrund zu
geringer Mengen an rekombinantem Protein, noch keine Kristallisation gelang.

Die Expression vo-AChRex gelang bisher if.coli verschiedenen Gruppen unter Verwendung von
T-0-AChRex 1-209(Schrattenholgt al., 1998; Alexeeet al., 1999) und Ha-AChRex 1-207(Tsouloufis

et al., 2000). Alle Gruppen konnten das Protein nur inastitheninclusion bodies exprimieren. Da-
her musste es denaturierend aufgearbeitet uckigefaltet werden. Dies ist mit hohem Aufwand und
Proteinverlust verbunden. Die renaturierten Proteine zeigten eine gesgetikeit und waren nicht
fur Kristallisationsexperimente geeignet. Die unafdige Faltung der N-terminalen extrazedidi
und der membrangebundenen Dame der-Untereinheit wurde mit Hilfe von Chiarénrezeptoren
gezeigt (Eiselet al., 1993).



24 1. Einleitung

1.5. Ribosomen-inaktivierende Proteine

Ribosomen-inaktivierende Proteine (RIP) gedri zur Klasse der Polynukleotid-Adenosin Glykosi-
dasen (PNAG) (EC 3.2.2.22). Sie sind in der Lage eukaryontische Ribosomen durch Deaktivierung
der 60 S Untereinheit zu hemmen und so die Bindung des Elongationsfaktors zu verhindern. Die
Wirkung ist irreversibel, da die Enzyme eine Purinbase abspalten. Die Substratspestifiiler-

dings viel golRer als angenommen. So depurinieren alle Enzyme DNA, manche von ihnen auch an-
dere Polynukleotide, wie nicht-ribosomale RNA und poly(A) (Barbetral., 1997). Bis heute ist

die natirliche Rolle der RIP in der Pflanze unbekannt. Aufgrund der grof3en Substratgpeaifit
angenommen, dass RIP verschiedene AufgabenlrsfDiskutiert werden antivirale und antifun-

gale Aufgaben (Leadst al., 1991; Huanget al., 1992), eine Rolle bei der Abwehr von Fral3fein-
den, sowie beim programmierten Stoppen des Metabolismus bei Alterungsprozessen (Baabjeri
1993).

Man unterscheidet zwei verschiedene Typen von RIP. RIP des Typ | sind Einzelkettenproteine, die nur
aus einer aktiven Polypeptidkette (A-Kette) bestehen und nicht ohne fremde Hilfe in intakte Zellen
gelangen kinen. Diese sind sehr stahbbér einen grof3en Bereich von physiko-chemischen Bedin-
gungen. Die RIP des Typs Il besitzen atiich zur aktiven A-Kette eine zweite Polypeptidkette, die
durch eine Disulfidlucke mit der A-Kette verbunden ist. Diese B-(bindende) Ketteogitiotit den
Transport des RIP in eine intakte Zelle. Aufgrund dieser Eigenschaft sind RIP vom Typ Il um viele
Zehnerpotenzen potentere Toxine gagesr intakten Zellen.

1.5.1. Einsatzin der Medizin

Beim Eindringen von RIP in Zellen, sterben diese aufgrund der Hemmung der Proteinbiosynthese. Da
die selektive Ausschaltung von pathogenen Zellen von grof3em Interesse in der Therapie von Autoim-
munerkrankungen und Krebs ist, wird der Einsatz von RIP intensiv untersucht. Nach der Kopplung
mit einem Antigen (bei Autoimmunerkrankungen), Amrkér (bei Krebs) oder einem anderen Car-

rier, konnten diese Proteinkonjugate zur selektiven Therapie eingesetzt werdeneBalusio87;
Urbatschet al., 1993; Lambertt al., 1988; Rybalet al., 1994; Vitetta und Uhr, 1985). Deragliche

Einsatz gegen Malaria (Surolia und Misquith, 1996; Nicagal., 1997) und AIDS (Zarlinget al.,

1990) wurde ebenfalls berichtet. Beim Einsatz in Immunkonjugaten erwies sich Gelonin effektiver
als die A-Kette von Ricin (Fishwilét al., 1994).

1.5.2. Wirkmechanismus

RIP spalten katalytisch eine N-glykosidische Bindung eines spezifischen Adenin-Restes in der 28 S
ribosomalen RNA der 60 S Untereinheit von eukaryontischen Ribosomen. Bei der Inkubation mit
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(@) (b)

Abb. 1.9.: Sruktur von rekombinantem Ricin (A-Kette). Eingezeichnet sind der N-Terminus
(rot), der C-Terminus (gelb) und die katalytisch aktiven Aminosauren Tyr80, Glul77, Argl80
und Tyr123 (blau). Die Abb. (a) und (b) sind um 180° gedreht.

isolierter rRNA, zeigen RIP die gleiche Reaktatitallerdings ist ihre Aktivat merklich reduziert.

Es konnte gezeigt werden, dass das Substrat eine Haarnadelschleife ist, welches die Sequenz GAGA
enthalt. Dabei wird das erste Adenin durch eine Hydrolysereaktion abgespalten ¢Ealdo1987).

Die Erklarung fir die Spezififit kann durch spezifische Wasserstaifftkénbindungen zwischen dem
Adenin und dem RIP erkft werden. Auf Basis vonétitgenstrukturen wurden zweiagliche Mech-

anismen @if die Hydrolysereaktion vorgeschlagen (Retal., 1994; Monzingo und Robertus, 1992).

1.5.3. Gelonin

Gelonin ist ein Glykoprotein, das in den Samen @& onium multiflorum gefunden und erstmals
von Stirpe isoliert wurde (Stirpet al., 1980). Es handelt sich um ein RIP des Typ | und ist somit
untoxisch bei intakten Zellen.

Hosuret. al. gelangen die bSung einer Britgenstruktur von Gelonin mit einer Aa#iing von 1,8

(Abb. 1.9) (Hosuret al., 1995). Sie konnten zeigen, dass Gelonin @hgliche Faltung wie die A-

Kette von Ricin besitzt. Die Amina@airen Tyr74, Gly111, Tyr113, Glul66, Arg169 und Trpl198 for-
men das aktive Zentrum, wie es auch bei anderen RIP gefunden wird (Kim und Robertus, 1992; Ren
etal., 1994). In der Rintgenstruktur konnten drei Wassermalkkin der Hohle des aktiven Zentrums
aufgebst werden. Jedes dieser Mol konnte das Substratmoleksein, das an der Hydrolyse-
reaktion beteiligt ist, welche Gelonin katalysiert. Gelonin besitzt in seiner Araimeséquenz zwei
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maogliche Stellen @i eine N-Glykosylierung. Der Ort wurde von Hoselr al. aufgrund eines Un-
terschiedes in der Elektronendichte bei Asn189 bestimmt. Die zweitgiché Bindungsstelle ist
unbesetzt. Die Zuckerzusammensetzung konnte bisher nicht genau bestimmt werden. Weiterhin be-
sitzt Gelonin eine Disulfidluche bei Cys44 und Cys50.

In vivo Versuche zeigten, dass Gelonin nach i.v. Gabe sehr schnell in der Leber endozytiert wird (Co-
lacoet al., 2002). Gelonin konnte dabei in der zytosolischen Fraktion der Leberzellen nachgewiesen
werden. DelUbergang von Endosomen und Lysosomen ins Zytosol wurde von Seflabayezeigt
(Selboet al., 2000).
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Wie bereits beschrieben, ist bisher keine kausale Therapie der Autoimmunerkrankung Myasthenia
gravis bekannt. Durch die etablierten Behandlungsmethoden werden bisher nur die Symptome der
Erkrankung be&inpft. Von gro3em Vorteil i’ die Patienten arfen spezifische immunsuppressive
Therapien, die nur Immunzellen imdfper ausschalten, welcharfdie Immunantwort gegen den
korpereigenen AChR verantwortlich sind. Eimgticher Ansatz sind Konjugate aus dem Autoantigen
AChR und einem Zellgift. Viihrend der AChR von den autoreaktiven Immunzellen erkannt wird und
fur die Aufnahme des Konjugats in die Immunzelle sorgt, entwickelt das Toxin in der Zelle seine
toxischen Eigenschaften unoket sie.

Der Einsatz von chemisch gekoppelten Konjugaten aus dem kompletten AChR und dem Pflanzentoxin
Gelonin tihrte im Rattenmodell der Myasthenia gravis zu einer deutlicheaHtning der AChR-Zahl

im synaptischen Spalt (Brust al., 1987; Urbatsclet al., 1993). Bei der Therapie kam es aller-
dings zum Anstieg des Antikpertiters gegen den AChR, was durch Kreuzreaktionen mit patholo-
gisch irrelevanten Teilen erkit werden konnte. Bei der Synthese der Konjugate wurde der komplette
AChR ausTorpedo californica eingesetzt. Da dessen Abtrennung vom Konjugat aufgrund des gerin-
gen Molekularmassenunterschieds nicht vahsltig noglich war, wurden Versuche unternommen,

nur a-AChRex-Fragmente bei der Synthese der Konjugate einzusetzen.

Die Isolierung von nativern-AChRey-Fragmenten schlug im Arbeitskreis fehl (Rousselle, 1996;
Kreilinger, 2001; Hossann, 2001). Ursacharfte das Fehlen von strukturbildenden Amiaagen
gewesen sein. Die Synthese eines Konjugats aus chemisch gekoppei&GiR,_»qg-Fragmentes
(Schrattenholzt al., 1998), das uns freundlicherweise von Prof. Maelicke zurudarfig gestellt
wurde und Gelonin au&elonium multiflorum gelang schliel3lich (Kreilinger, 2001; Hossann, 2001).
Aufgrund der geringen uns zur Vedung stehenden Menge und der Instadilités Ta-AChR1_200-
Fragmentes waren allerdings keine weitiérénden Versuche oglich.

Im Arbeitskreis gelang Li die Synthese eines Expressionsplasmnids Fusionsprotein aus einem
Gelonin- und Hei-AChReyx-Fragment (Hig)-GeIonirh_z%-H-a—AChR4,181) (Li, 2002). Li isolierte

das Protein mit Hilfe von Gafenausschluss- und lonenaustauscherchromatographie, obwohl im Fu-
sionsprotein ein N-terminaler HisTag vorlag. Ein Ziel dieser Arbeit war die Isolierung und Charakter-
isierung des Fusionsproteins mit Hilfe der Nickel-Affatéchromatographie und der Einsatz in der
antigenspezifischen Immunsuppression im Rattenmodell der Myasthenia gravis.

In einem weiteren Versuch sollte untersucht werden, ob auch das von Li isolierte rekombinante
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Geloninuber einen HisTag veufjte. Beim Vorliegen sollte das Protein exprimiert und die Nickel-
Affinitatschromatographie zur Aufreinigung des Proteins verwendet werden. Anschlie3end sollte der
HisTag abgespalten und dessen Einfluss auf die TaxizéStimmt werden.

Um die Expression von nativenAChRex-Fragmenten zu eraglichen, sollte die DNA-Information
fur a-AChR4_1g1 auf dem Plasmid @HE706 durch molekularbiologische Arbeiten \arjert wer-

den. Dazu sollte mit synthetischen Oligonukleotiden die InformatioafAChR18>_20gin den Vek-

tor einkloniert werden.

In einem abschlieRenden Teil der Arbeit, sollte einagiithe antigenspezifische immunsuppressive
Wirkung des Fusionsproteims vivo untersucht werden. Dazu war in Ratten, mit Hilfe des T-AChR,
das Tiermodell der Myasthenia gravis zu induzieren. Mit Hilfe von im Arbeitskreis zu etablierenden
elektrophysiologischen Untersuchungen, der sog. repetitiven Nervenstimulation (RNS) des Ischias-
nerv (Nervus ischiadicus), sollte das Vorliegen der Erkrankung nachgewiesen und durch Gabe des
Fusionsproteins therapiert werden.
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3. Chemische Deglykosylierung von naturlichem Gelonin

3.1. Aufgabenstellung

Die Aminosiurensequenz des a@elonium multiflorumisoliertem Gelonin wurde erstmals 1993 von
Nolanet al. bestimmt (Nolaret al., 1993). Es gelang die Klonierung und Expression von rekombi-
nantem Gelonin irk.coli als Fusionsprotein mit einer Leadersequenz, welche die Sekretion des Pro-
teins durch die zytoplasmatische Membran@Eeoli erlaubte. Die Aminaglirensequenz wurde dabei
durch PCR Amplifikation von cDNA mit Oligonukleotiden bestimmt und umfasste 251 Araures:.
Rosenblumet al. fanden 1995 eine um 7 Aminasien &ngere Sequenz (Rosenbl@nal., 1995).

Hier gelang die Aufldirung der Aminoalrensequenz durch Proteinsequenzierung. Die Sequenzun-
terschiede sind in Abb. A.1 dargestellt. Bis heute konnte nicht gezeigt werden, welche der beiden Se-
guenzen dem natlichen Gelonin entspricht. Ein Hinweis auf die von Nolan bestimmte Anaingei-
sequenz lieferte diedsung der Rittgenstruktur (Hosuwat al., 1995).

Natlirliches Gelonin besitzt eine posttranslationale Modifizierung durch Zuckerreste (Glykosylierung)
(Stirpeet al., 1980). Dabei existieren unterschiedlich stark glykosylierte Spezies (Hossann, 2001).
Durch vollseindige Deglykosylierung des malichen Gelonins mit Hilfe chemischer Methoden und
anschlieBender massenspektrometrischer Analyse, sollte in Kooperation mit Prof. Dr. Niedner-Schat-
teburg (Physikalische Chemie, Technische Univatsfaiserslautern) untersucht werden, welche
Aminosiurensequenz im natichen Gelonin vorliegt.

3.2. Chemische Deglykosylierung mit TFM S

Zur Deglykosylierung wurden unter Stickstoffatmoapd Tyophilisiertes Gelonin mit 150 pl Triflu-
ormethansulforeire (TFMS) pro mg Protein umgesetzt und beCOfur 2 Stunden inkubiert. Eine
Inkubationuber 4 h tihrte dabei zur Zersetzung des Gelonins, was durch niedermolekulare Fragmente
auf einem SDS-Gel sichtbar wurde (nicht gezeigt). Die Neutralisational@emeSfolgte mit 60 %iger
Pyridinlésung bei -20C. Das mit dieser Methode deglykosylierte Gelonin wurde anschliel3end gegen
Wasser dialysiert. Bei der Neutralisation kam es zur Aggregation der Proteine. Daher konnte das deg-
lykosylierte Gelonin nur mit Hilfe der SDS-PAGE untersucht werden. In Abb. 3.1(a) ist der Erfolg
der Deglykosylierung gezeigt. Es war ein deutlicher Massenverlust auf dem SDS-Gel zu erkennen.
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Abb. 3.1.: (a) SDSPAGE (12%iges Trenngel) zur Kontrolle der Deglykosylierung von
naturlichem Gelonin mit TFMS, Bahn 1: Proteinmarker, Bahn 2: unbehandeltes Gelonin, Bahn
3. mit TFMS deglykosyliertes Gelonin. (b) Regressionsgerade der Marker proteine zur Bestim-
mung der Molekularmasse von Gelonin. Aufgetragen wurde die Laufstrecke gegen den Loga-
rithmus des Mol ekul argewichtes.

3.3. Berechnung des M assenunter schieds

Zur Bestimmung der Molekularmasse von Proteinen auf SDS-Gealest $ich die Laufstrecke von
bekannten Proteinen gegen den Logarithmus ihrer Molekularmassen auftragen. MeeieerEich-

gerade, die zur Berechnung der Molekularmassen unbekannter Proteine verwendet werden kann.
Wurden die Molekularmassen aus dem in Abb. 3.1(a) dargestellten SDS-Gel berechnet, so ergab
sich flir natirliches Gelonin eine Molekularmasse von 29,5 kjwend &ir mit TFMS umgesetztes
Gelonin eine Molekularmasse von 28,2 kD gefunden wurde.

3.4. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit gelang die chemische Deglykosylierung vamlichiem Gelonin mit Hilfe

von TFMS, sowie die Berechnung einesgtichen Glykosylierungsmusters, welches das Vorliegen

der von Nolanet al. bestimmten Aminoatirensequenz (Nolagt al., 1993) besdtigen wirde. Bei

der Umsetzung von natlichem Gelonin mit TFMS zeigte sich bei einer Inkubationszeit unter vier
Stunden eine diskrete Proteinbande auf einem SDS-Gel. Die Molekularmasse wurde zu 28,2kDa
bestimmt. Nicht umgesetztes Gelonin zeigte eine Molekularmasse von 29,5 kDa. Wurde die Probe
langer als vier Stunden mit TFMS inkubiert, so wurden auch niedermolekulare Banden gefunden. Die
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Intensitit dieser Bande nahm dabei proportional mit der Inkubationszeit zu, bis die 28,2 kDa grol3e
Bande nicht mehr zu sehen war. Aufgrund dieser Ergebnisse konnte davon ausgegangen werden,
dass bis zu einer Inkubationszeit von vier Stunden eine Deglykosylierung stattfahcenad'sich

bei langerer Inkubationszeit das Protein zersetzte. Der aus dem SDS-Gel berechnete Massenverlust
betrug 4,4 %, was dem von Falasgtal. bestimmten Zuckergehalt entsprach (Falast@d., 1982).

Zuckergehalt und Aminosaurensequenz im natirlichen Gelonin

Die N-Glykosylierung erfolgt bei Proteinen am Asn-Rest des Tripeptides Asn-X-Ser/Thr, wobei X
jede Aminosgiure, aul3er Pro und Asp, sein kann (Kornfeld und Kornfeld, 1985). In der Sequenz von
Gelonin wurden zwei mgliche N-Glykosylierungsstellen gefunden, von denen in dertégenstruk-

tur nur der Asn189-Rest als glykosyliert erschien (Hatwa., 1995). Die Zuckerzusammensetzung
der Glykosylierung wurde von Falasetal. bestimmt (Falascet al., 1982). Sie fanden Xylose, Man-
nose und Glucosamin. Die Anzahl der Zucker wurde von ihnen zu 1,1 Xylose, 1,6 Glucosamin und
6,9 Mannose pro Geloninmolekbestimmt. Der Gesamtzuckergehalt betrug 4,46 %.

Im ESI-FT Massenspektrum von malichem Gelonin wurden 6 Spezies, mit mittleren molekularen
Massen von 29.137,8 bis 29.519,2 Da gefunden (Hossann, 2001). Wurden von diesen Massen die, in
dieser Arbeit bestimmten, 4,4 % Zuckergehalt abgezogen, so berechneten sich die mittleren moleku-
laren Massen von unglykosyliertem Gelonin zu 27.855,7 bis 28.221,9 Da. Wurden die berechneten
mittleren molekularen Massen aus den Amaa€nsequenz von Nolat al. bzw. Rosenblurret

al. (Abb. A.1) zugrunde gelegt, schien die von Nokiral. gefundene Sequenz der desunbthen
Gelonins zu entsprechen. Dass in demRjenstruktur an der Position 239 ein Lys-Rest gefunden
wurde (Hosuret al., 1995), sprach ebenfallsif'das Vorliegen dieser Sequenz. Im Rahmen seiner
Diplomarbeit unterzog Daubenfeld nigliches Gelonin einem tryptischen Verdau und analysierte die
erhaltenen Peptide massenspektrometrisch (Daubenfeld, 2003). Es wurden von ihm keine Peptide
gefunden, die auf die von Rosenbl@tral. bestimmte Aminoalrensequenz schlie3en lie3en.

Daher wurde vom Vorliegen der von Nolahal. bestimmten Aminaalirensequenz im nalichen
Gelonin ausgegangen.

Vor schlag fur das Glykosylierungsmuster von natiirlichem Gelonin

Auf der Grundlage der von Falaseigal. bestimmten Zuckerzusammensetzung wurde eiglichies
Glykosylierungsmusteni'Gelonin errechnet. Anstatt D-Glucosamin, wurde N-Acetyl-D-Glucosamin
(GIcNACc) bei der Berechnung zu Grunde gelegt, da in Oligosaccharidstrukturen von Glykoproteinen
nur diese Form gefunden wird. Falasstaal. bestimmten den Zuckergehalt nach der Methode von
Dunstanet al. (Dunstanet al., 1974). Dabei wurde das Glykoprotein einer sauren Hydrolyse in
methanolischer HCI-tSung mit anschliel3ender zweistiger Inkubation bei 90 °C unterzogen. Eine
Hydrolyse von N-Acetyl-D-Glucosaminen zu D-Glucosamin unter diesen Bedingungen war dabei
sehr wahrscheinlich.
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Abb. 3.2.: Mogliche Zucker zusammensetzung der Spezies 1 und 4 - (a) Glykosylierungsmuster
des paucimannosidischen Typs. (b) Vorgeschlagenes Glykosylierungsmuster der Spezies 1 und
4 von Gelonin. In Ricin D wurde neben der Glykosylierung GIcNAc,ManzXyl1Fucy zu 8 % auch
diese Struktur gefunden (Kimura et al, 1988).

Alle N-Glykosylierungen von Pflanzenproteinen haben eine minimale Struktur gemeinsam (Korn-
feld und Kornfeld, 1985). Diese besteht aus der Struktur GlciNAen; und wird als Kern-Struktur
bezeichnet. Glykoproteine aus Pflanzen werden in vier verschiedene Typen eingeteilt (letayge
1998). Es werden mannosereiche, komplexe, hybride und paucimannosidische Typen unterschieden.
Der letzte Typ (Abb. 3.2(a)) wurde bisher in einer grof3en Zahl von Pflanzenproteinen gefunden,
darunter auch Ricin D (Kimurat al., 1988). Er ist charakterisiert durch die Zusammensetzung
GlcNAcMamgXylg 1Fug 1. Das Vorliegen von Xylose (Xyl) bzw. Fucose (Fuc) ist dabei optional

und hat keine Auswirkung auf die Substratspeaif{fohnson und Chrispeels, 1987; Tezekal.,

1992; Zenget al., 1997).

Wurde die Kern-Struktur zu Grunde gelegt, konnte eiregiche Zuckerzusammensetzung fier

der sechs gemessenen Gelonin-Spezies gefunden werden (TabuBdl@sE vier Spezies wurde eine
allgemeine Zuckerzusammensetzung von GlcpMan,Xyl1 bestimmt. Die Anzahl der Mannose-
Molekule variierte von 2 bis 5. Die heterogene Besetzung von Glykosylierungsstellen wurdeiauch f~
andere Glykoproteine in Pflanzen gefunden (Oxley und Bacic, 1995; Sturm, 1991; Takettashi
1990). Der berechnete Zuckergehalt von 4,600 die Spezies 3 deckte sich sehr gut mit dem aus
dem SDS-Gel der Deglykosylierung und dem von Fal&seh bestimmten Zuckergehalt von 4,46 %
(Falasceet al., 1982).

Die Spezies 4, mit einer mittleren molekularen Masse von 29.212,8@&t& durch die Zuck-
erzusammensetzung GlcNgManz Xyl 1 charakterisiert werden (Tab. 3.1, Spezies 4). Die verbliebene
Massendifferenz von ca. 17 Daave durch eine Oxidation (+16 Da) eines Methionin-Schwefelatoms
erklarbar, wie es bei der massenspektrometrischen Analyse des tryptischen Verdawviecheat™
Gelonin gefunden wurde (Daubenfeld, 2003). Die verbliebene Differenz von 1dba airch eine
Desaminierung eines Asn-Restes zu ar&fi. Die Desaminierung findet an Asn- und GIn-Resten
statt. Wird Asn desaminiert, muss in der folgenden Position ein Gly-Rest vorhanden sein. Die Nolan-
Sequenz entdt bei den Aminoairen 211 und 212 eine solche Amiaaséabfolge. Daubenfeld kon-

nte diese Modifizierung ebenfalls massenspektrometrisch nachweisen.
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Spezies 1 2 3 4
Protein

Mas per(Da) 28.172,2 28.172,2 28.172,2 28.172,2
Mas perH20 (Da) 28.154,2 28.154,2 28.154,2 28.154,2
Disulfidbriicke Cys44-Cys50 (Da) -2,0 -2,0 -2,0 -2,0
Zucker

N-GIcNACc 2 2 2 2

Man 3 4 5 3

Xyl 1 1 1 1
Mzucker,per(D@) 1.043,0 1.205,1 1.367,2 1.043,0
M odifizierungen

Oxidation - - - 1
Desaminierung - - - 1
Mwod. ber(Da) 0 0 0 17,0

M Gelonin,ber(Da) 29.195,1 29.357,3 29.519,4 29.212,1
MGemnin,gem’f (Da) 29.195,1 29.357,9 29.519,2 29.212,8
Differenz (Da) 0,0 -0,6 0,2 -0,7
Zuckergehalt (%) 3,6 4,1 4,6 3,6

Tab. 3.1.. Vorschlag fur die Zusammensetzung der im Massenspektrum von natirlichem
Gelonin gefundenen Massen Mg onin,gem- Der Zuckergehalt ber licksichtigt nicht die posttrans-
lationalen Modifizierungen. T (Hossann, 2001).

Auch die zwei verbliebenen Spezies bei 29.137,9 und 29.300,@batéri durch das Vorliegen der
Kern-Struktur mit unterschiedlicher Anzahl an Mannose-Malek (GIcNAGMamn,_3Xyl ) erklart
werden. Die Differenz zur experimentell bestimmten Masasstl'sich hier durch eine Phospho-
rylierung des Proteins (+79,98 Da) und der Anlagerung eines Natrium-lons (+22,99 Da) aus dem
Puffer erkBren. Allerdings fehlte dieui'Na-Addukte charakteristische Verteilung von Peaks mit 22-
Da-spacing im ESI-FT Massenspektrum (Daubenfeld, 2003). Auch fehlte in der Literatur ein Hinweis
auf eine nogliche Phosphorylierung von Gelonin.

Die von Falascat al. gefundenen Spuren von Fucose (Falasea, 1982) konnten durch die Auswer-
tung des Massenspektrums nicht laéigtt werden. Allerdings#rigt die Zusammensetzung der Glyko-
sylierung von Gelonin von saisonalen Faktoren ab (Trommer und Suroli@anfiers’ Mitteilung).

Vorkommen von Gelonin in der Pflanzenzelle

Gelonin findet man in den Samen v@&@e onium multiflorum. Flir das hier vorgeschlagene Glyko-
sylierungsmuster des paucimannosidischen Typs spricht, dass Glykoproteine aus Vakuolen und Pflan-
zensamen haugshlich diesen Typ aufweisen.
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4. Expression und Isolierung von rekombinantem Gelonin

4.1. Aufgabenstellung

Die Isolierung von rekombinantem Gelonin atsoli gelangen Li (Li, 2002) und &ttner (Bittner,
2002), unter Verwendung von lonenaustauscherchromatographie, direkt aus dem Zelllysat.

Li verwendete in einem erstera@énschritt einen starken Kationenaustauscher (SP-Sepharose ff). Sie
eluierte die Proteine durch eine stufenweisedbrig der NaCl-Konzentration im PBS-Puffer (pH

6,5). Nach einer Dialyse gegen Tris-Puffer, pH 10,5, wurde die Fraktion, welche das rekombinante
Gelonin enthielt, erneutber SP-Sepharose ff gadt und die Proteine im Gradienten eluiert. Da durch

den Wechsel des pH-Wertes von 6,5 nach 10,5 der isoelektrische Punkt des rekombinanten Gelonins
durchschritten wurde (berechneter Wert: 9,22), kam es bei der Dialyse zu deaggit&ron und

somit zu erheblichen Ausbeuteverlusten.

Buttner gelang die Optimierung der Aufreinigung durch Verwendung eines einzagdarschrittes
unter Verwendung von SP-Sepharose ff bei einem pH-Wert von 6,5 und einer Gradientenelution mit
steigender NaCl-Konzentration.

Die Uberpuifung der DNA-Sequenz des Expressionsvektotstt' zu der Entdeckung, dass das
rekombinante Gelonimber einen N-terminalen HisTag vagte. Ein HisTag ist ein Oligopeptid,
welches mehrere Histidinreste eathund in der Lage ist Schwermetallionen zu binden. Dieses
erlaubt eine einfache Aufreinigung eines fusionierten Proteins mit Hilfe von Nickel-Asffsulkiiro-
matographie.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte das rekombinante Gelonin mit Hilfe der Nickel-Adtsttiromatogra-

phie isoliert, der HisTag mit Thrombin abgespalten und das Protein erneut duch ELISA und einen
Toxizitatstest charakterisiert werden. Dabei sollte der Einfluss des HisTag auf die dodestPro-

teins untersucht werden.

4.2. Plasmidcharakterisierung

Vor der Durchtihrung der Expression wurde der Expressionsvektor pETHgedpiift. Dazu wurde
das Plasmid aus vorhandenen Glycerinkulturen isoliert und durch Restriktionsverdau mit verschie-
denen Restriktionsendonukleasen charakterisiert.



36 4. Expression und Isolierung von rekombinantem Gelonin

EcoR1.265
HindIi[,284
Xhol 299

Mball572
10231 bp
900 bp

700 bp -

PIMILL138

1
55, p
331 L
Selonin
22,11 is- Taye
4716.Mboll ]
‘ el pET-gel Kan - MboIL 1502
4565 Mboll e
9
6089 bps =" Mbort.1503

“Mhboll,1953

500 bp -
400 bp -

300 bp -

200 bp -

3477 Mboll

Mboll, 2724

100 bp -

(@) (b)

Bglll 1 6.089

EcoRl 1 6.089

Hindlll 1 6.089

Mboll 13 930, 810 791 753 520, 369 360 345 34Q 339 250", 171, 111
Ncol 2 5923, 166

PfiMI 2 3984, 2.105

Xhol 1 6.089

(©

Abb. 4.1.: Charakterisierung von pET-gel durch Verdau mit ver schiedenen Restriktionsenzymen
- (@) Plasmidkarte von pET-gel inkl. der verwendeten Restriktionsenzyme. (b) 0,9 bzw. 2 %iges
Agarosegel: Bahn 1. DNA-Marker A-DNA Hindlll, Bahn 2: Hindlll, Bahn 3: PflMI, Bahn 4:
Xhol, Bahn 5: Ncal, Bahn 6: EcaoRl, Bahn 7: Bglll, Bahn 8: DNA-Marker MassRuler DNA
Ladder (Low Range), Bahn 9: Mboll, Bahn 10: Ncal. (c) Verwendete Restriktionsenzyme mit
Anzahl Schnittstellen (kursiv) und erwartete Grof3e der Fragmente; auf dem Agarosegel gefun-
dene Fragmente sind fett gedruckt. Fragmente die nicht eindeutig identifiziert werden konnten
sind unterstrichen dargestellt. T sehr schwach auf dem Agarosegel sichtbar.

Von einer Glycerinkultur wurde ein Vewhhungsausstrich auf LBK-Agarplatten erstellt wakei
Nacht im Brutschrank bei 37T inkubiert. Eine Kolonie wurde gepickt und damit 25 ml LBKuB}
sigmedium angeimpft. Diesgbernachtkultur wurde dann bei 3€ und 300 U/min inkubiert. Mit

dem Plasmidisolierungskit QIAprep Spin Miniprep Kit (Fa. Qiagen) konnte anschlieRend aus den
Ubernachtkulturen Plasmid isoliert werden.

Zur Charakterisierung wurden die Restriktionsendonukled&ggih, EcoRI, Hindlll, Mboll, Ncol,

PfIMI und Xhol verwendet. Das Ergebnis des Verdaus ist in Abb. 4.1 dargestellt. Bei den Enzymen
mit einer SchnittstelleRBglll, EcoRI, Hindlll und Xhol) war wie erwartet nur eine Bande bei 6.089 bp

zu sehen. Der Verdau niitcol zeigte eine Bande bei 5.923 bp (Bahn 5). Die zweite Bande bei 166 bp
war nur auf dem 2,5%igem Agarosegel sichtbar (Bahn 10).A8&11 waren deutlich die beiden
Banden bei 3.984 und 2.105 bp zu sehen. Die Bande bei ca. 6.000 bp entstand durchandigdist”
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Verdau und re@sSentierte das einfach geschnittene Plasmid mit 6.0881bpll schnitt den Vektor

13 mal und erzeugte Fragmente unter 1.000 bp (Bahn 9). Bis auf das Fragment bei 250 bp, das nur
sehr schwach auf dem Agarosegel detektierbar war, konnten alle Fragmente nachgewiesen werden.
Moglicherweise wurde das Plasmid nur unvealigdig verdaut, was durch die Instakdtiies Enzyms

erklart werden knnte.Mboll ist laut Herstellerangabe nur ca. 15 Minuten bei einer Inkubation unter
Standardbedingungen stabil.

Aufgrund dieser Ergebnisse war der Vektor pET-gel ausreichend charakterisiert und konaite f~
Expression von Gelonin eingesetzt werden.

4.3. Expression

Der Vektor pET-gel kodierteur' rekombinantes Gelonin mit N-terminalem 6 fach HisTag und ein-
er Schnittstelledi die Endoprotease Thrombin (Iﬂi@elonimfzm, Abb. 4.2). Das Protein enthielt
alle 251 Aminoauren des natlichen Gelonins (Swissprot: P33186, Nolenal., 1993). Die En-
doprotease Thrombin erkennt die Amiaosésequenz LysValProArgGlySer und spaltet die Peptid-
bindung C-terminal des Gly-Restes. Durch die Inkubation vorngGBeIonimf%l mit Thrombin
sollte Gelonin_»s5; erhalten werden.

Zur Expression wurden von einer Glycerinkultur BL21(DE3) pET-gel ardingsaustriche auf
LBK-Agarplatten angelegt und bei 3T im Brutschrank inkubiert. Mit je einer einzelnen Kolonie
wurdenUbernachtkulturen angeimpft und bei 32 und 300 U/min inkubiert. Mit 5 - 10 ml dieser
Ubernachtkulturen wurden jeweils 500 ml LBKtBSigmedium angeimpft und bei 3T im Wasser-
badschttler bei 220 U/min inkubiert. Das Bakterienwachstum wurde durch Messung der optischen
Dichte bei 600 nm (Okhonm) verfolgt. Bei einer Olgponmzwischen 0,5 und 1,0 wurde die Expression

mit IPTG induziert. Beim Erreichen der statemenh Wachstumsphase wurden die Zellen durch Inku-
bation in einem Eiswasser-Bad geerntet und bei 6.400 xg abzentrifugiert. In allen Versuchen erzielten
die Zellen beim Erreichen der statemn@h Phase nur eine @§nmVvon bis zu 2.

4.4. Lyseder Zdlen

Die Zellpellets wurden nach zweimaligem Waschen mit Pellet-Waschpuffer (20 mM Tris, pH 7,6) in
Resuspendierungspuffer (50 mM Natriumdihydrogenphosphat, 0,5 M Natriumchlorid, 20 mM Imida-
zol, 1,5 mM PMSF, pH 7,2) aufgenommen und durch die Zugabe von Lysozym und mittels Ultraschall
lysiert. Durch die Zentrifugation bei 30.000xg erhielt man dislithen Zellproteine inUberstand,
wahrend die urdslichen Zellttimmer undnclusion bodies im Pellet verblieben. Das Auftragen des
Zelllysats auf ein SDS-Gel, und die Untersuchung der entsprechenden Bande mit einem Densitometer
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Abb. 4.2.. Primarstruktur des rekombinanten Gelonins (schematisch), kodiert im Vektor pET-
gel - (@ Hisg-GeI oniny_»51: Das exprimierte Protein enthielt alle 251 Aminosauren von
natiirlichem Gelonin (schwarz). Zusatzlich besitzt es einen N-terminalen 6xHisTag (schraffiert)
und eine Schnittstelle fur Thrombin (Pfeil). (b) Gelonini_251: Rekombinantes Gelonin nach der
Abspaltung des HisTag. N-terminal verblieben die Aminosauren GSHM des Vektors fusioniert.

(Abb. 4.3(a)) zeigte einen Gehalt von 17 % von Proteinen der gesuchten Molekularmasse (ca. 31 kDa)
im Uberstand der Zelllyse.

4.5. Isolierung mit Hilfe von Nickel-1onen-Affinitatschromatographie

Bei den Isolierungen von Li und @®ther lag Hi%-GeIonim_%l nativ im Zelllysat vor (Li, 2002;
Buttner, 2002). Aufgrund des HisTag war eine Isolierung mit Hilfe von an HiTrap Chelating immo-
bilisierten Nickel-lonen direkt aus dem Zelllysabglich. Um optimale Trenneigenschaften auf der
Sdule zu erhalten, wurden 0,5M NacCl in den Puffer gegeben, um die lonenaustauschereigenschaften
des Siulenmaterials zu untematken. Die Zugabe von 20 mM Imidazol zum Puffer verringerte die
unspezifische Bindung von unemmschten Proteinen an die immobilisierten Nickel-lonen.

45.1. Elution mit unterschiedlichen | midazolkonzentr ationen

Um Schwebstoffe und andereaffére Aggregate abzutrennen, welche die HiTrap Chelating Affini-
tatssiule verstopfen dérinten, wurde das Zelllysat 60 Minuten in der Ultrazentrifuge (400.000 xg,
4°C) zentrifugiert. Wurde die Proteimsung nach der Zentrifugation bei -20 eingefroren, so bil-
deten sich nach Lagerung erneubi@ere Aggregate, aglicherweise von verbliebenen Zelltnimern,

die vor dem Auftragen auf diegsile erneut abzentrifugiert werden mussten.
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Abb. 4.3.: SDSPAGE - Isolierung von Hisg-GeIoninlfgsl (Elution mit Imidazol) - (a) SDS
PAGE (12%iges Trenngel) der Saulenfraktionen, Bahn 1. Proteinmarker, Bahn 2. Zelllysat
(30 ug), Bahn 3: Durchlauf (30 ug), Bahn 4: Waschfraktion (10 pg), Bahn 5: Hisg-GeI oniny_»s51
(10pg). (b) SDSPAGE (12 %iges Trenngel) der Isolierung nach Biittner (Buttner, 2002). Bahn
1: Proteinmarker, Bahn 2: His}-Gelonin 257 (10 pg).

Zur Isolierung von Hi%-GeIoniq_zm wurde derUberstand der Zelllyse nach der Ultrazentrifugation
direkt auf die @ule aufgetragen und solange mit Bindungspuffer gewaschen, bis keine Absorption
bei 280 nm mehr detektiert werden konnte. Deu&"wurde mit Waschpuffer (50 mM Natriumdi-
hydrogenphosphat, 0,5M Natriumchlorid, 100 mM Imidazol, pH 7,2) gewaschen, um unspezifisch
gebundene Proteine von deal®€ zu entfernen. Reines I@i@eloninl_%l konnte mit Elutions-
puffer (50 mM Natriumdihydrogenphosphat, 0,5M Natriumchlorid, 500 mM Imidazol, pH 7,2) von
der Sdule eluiert werden. Man erhielt aus 11 StieTkultur ca. 2,4 mg rekombinantes Gelonin. Die
Konzentration betrug ca. 0,5mg/ml. Eine Aufkonzentration bis zu 1,5 mg/ml| vegtiof:

Der Verlauf der Aufreinigung liel3 sich anhand der auf ein SDS-Gel aufgetragengenBaktionen
verfolgen (Abb. 4.3(a)). InUberstand der Zelllyse (Bahn 2) war deutlich bei ca. 31kD die Bande
von Hisg-GeIonim_zﬂ zu sehen, welches komplett an diau gebunden hatte und im Durchlauf
nicht mehr detektierbar war (Bahn 3). In Abb. 4.3(b) ist in Bahn 2glrﬁelonirhf251 zu sehen, das
nach der Methode von@tner isoliert wurde. Deutlich sind Verunreinigungen zu sehen, die bei der
Isolierung mit Hilfe der Nickel-Affiniitschromatographie nicht auftraten.

Verglich man beide Isolationsmethoden mit Hilfe einer densitometrischen Analyse der Banden auf
den SDS-Gelen, so konnte bei der Isolierung mit Hilfe der Nickel-A#isithromatographie ein
Reinheitsgrad von 95 % erzielt werdemahvénd die Methode nactuBner nur ein Reinheitsgrad von



40 4. Expression und Isolierung von rekombinantem Gelonin

05

©
L

04 -

Abs (404nm)

03

0,2 T =
T

T m. B

7 v

NeKo Gelonin (&) Lysat Durchlauf Waschfr Elution

Abs (404nm)

0,64

04 o

0.2 4

0.0

(@) (b)

Abb. 4.4.: Isolationskontrolle und Charakterisierung von Hisg-GeIoni Ny_o51 Mit ELISA - (@)
ELISA mit polyklonalen Anti-Gelonin Antikorpern (1:1000), Vergleich von Hisg-GeI oning_2s1
isoliert nach der Methode von Buttner (B, 5ug) bzw. mit Nickel-Affinitatschromatographie (N,
5ug), Negativkontrolle: Glucose-Dehydrogenase (10 ug), Positivkontrolle: Gelonin aus Geloni-
um multiflorum(5 pg). (b) ELISA mit polyklonalen Anti-Gelonin Antikorpern (1:1000), Unter-
suchung der aufgefangenen Saulenfraktionen, Zelllysat (44 ug), Durchlauf (5ug), alle anderen
Fraktionen 4 pg. Negativkontrolle: Rinderserumalbumin (4 g), Positivkontrolle: Gelonin aus
Gelonium multiflorum(Gelonin (S), 8 ug).

92 % erbrachte. Dieses Ergebnis zeigte sich auch im ELISA (Abb. 4.4). Wur@eGdails)nimfzﬂ

aus beiden Isolierungen mit polyklonalen Anti-Gelonin Antigérn getestet, so zeigte das mit Hil-

fe der Affinitatschromatographie aufgereinigte Gelonin eine deutlich positivere Reaktion. Der Erfolg
der Aufreinigung lief3 sich auch durch die Kontrolle der Fraktionen mit Hilfe eines ELISA bestimmen
(Abb. 4.4(b)). Dazu wurden alle Fraktionen mit polyklonalen Anti-Gelonin Aarjilein getestet. Es

war deutlich die vollsitihdige Bindung von H@-GE'Onim_zm_ an die Nickel-Affinititssiule erkennbar.

Im Durchlauf durch die &tile lieR sich sowohl mittels SDS-PAGE, als auch durch ELISA keigHis
Gelonin,_»51 detektieren. Allerdings zeigte sich, dass ein Teil desugeeliten Proteins bereits beim
Waschschritt von der&ile eluiert wurde. Dies lief3 sich aufgrund der geringen Menge velassig}

en. In der Waschfraktion befanden sich ca. 400 ug Gesamtprotein, von de%e@éldmim_gm nur

ein geringer Prozentsatz darstellte. Nach der Dialyse gegen 3 mal 51 Dialysepuffer (20 mM Natri-
umhydrogenphosphat, pH 7,2) konnte das Protein weitergehend charakterisiert werden.

4.5.2. Abspaltung desHisTag

In einemin vitro Translationstest zeigte I—@sGeIoninL_gm eine Toxizi&t von 3,0 ng/ml (Bitner,
2002). Um den Einfluss des HisTag auf die Toxazigu beurteilen, sollte dieser mit Thrombin abge-
spalten und die Toxiztt'von Gelonin_»s51 bestimmt werden. Thrombin erkennt die Amiaosése-
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guenz LeuValProArgGlySer und spaltet die Polypeptidkette N-terminal des Glycin. Dabei kommt es
zu einem Massenverlust von ca. 2 kDa, der auf einem SDS-Gel beobachtet werden kann. Zur Opti-
mierung der Bedingungen wurden zeit- und dosisalgige Versuche durchgéfit.

In einem ersten Versuch, zur Bestimmung derdiign”

ten Thrombinmenge, wurden 30 pg Eh'éaelonirh,zsl M Gel) SmU  10mU 20mU 40mU
mit 5, 10, 20 und 40 mU Thrombin umgesetzt und 16 h'°- *.‘w--g
bei Raumtemperatur inkubiert. Bei allen Proben wurde 3;.;_1_”_ 2 3 4 7h 10m
der HisTag vollsaindig abgespalten und Gelopins; —
erhalten (Abb. 4.5, oben). In einem weiteren Versuch
wurden 40 ug Hié-GE'OﬂiﬂL_zm_ mit 5mU Thrombin Abb. 4.5.: Abspaltung des HisTag.

bei Raumtemperatur inkubiert und in bestimmten Zeit- Verwendung verschiedener Throm-
intervallen Proben mit je 5 ug Protein entnommen. Das binkonzentrationen  (oben)  bzw.
Ergebnis der zeitalangigen Thrombinspaltung istin Abb. unterschiedlicher Inkubationszeiten

4.5 dargestellt. Nach 7 Stunden war immer noch eine (unten).

schwache Bande des ungeschnittenerngG}eIonimfzg,l zu erkennen. \&firend nach 10 Stunden
diese Bande nicht mehr auf dem SDS-Gel zu erkennen war, erkannte man deutlich diehsriew™
Bande von geschnittenem %i@elonim_zm, im Vergleich mit der Bande bei der 2Qusidigen Inku-
bation. Daher konnte von einer unvodistiigen Spaltung zu diesem Zeitpunkt ausgegangen werden.

20h

Die optimalen Bedingungeruf'die Entfernung des HisTag wurden bei diesen Versuchen zu 1 muU
Thrombin pro pg Protein, bei einer Proteinkonzentration von 0,2 mg/ml und einer Inkubationszeit
von 16 Stunden bei Raumtemperatur festgelegt.

45.3. Elution mit Thrombin

Wurde Hi%-GeIonirLzsl, welches durch die in Kap. 4.5.1 beschriebene Methode isoliert wurde, in
grol3en Mengenx 30 pug) auf ein SDS-Gel aufgetragen, so fand man eateehiolekulare Verun-
reinigung (Abb. 4.6, Bahn 7). Durch Variation der Methode sollte untersucht werden, §iGeis
lonini_»51 durch Thrombin von der &ile eluiert werden konnte. Durch die Inkubation des immo-
bilisierten Hi%-GeIonirLzsl mit Thrombin sollte der HisTag abgespalten und Gelenjg; von der
Saule eluiert werden.

Hierzu wurde das Zelllysat der Expression von BL21(DE3) pET-gel, wie oben beschrieben, auf die
Nickel-Affinitatssiule aufgetragen und unspezifisch gebundene Proteine mit Waschpuffer entfernt.
Die Elution von Gelonin_»s; erfolgte durch eine 16 stidige Inkubation mit 2,2 U Thrombin bei
Raumtemperatur. Dazu wurde Bindungspuffer mit Thrombin versetzt und mit einer 1 ml Spritze auf
die Sule aufgetragen. Um die Hemmwirkung des im Puffer vorhandenen 500 mM NaCl auf Throm-
bin auszugleichen, wurde die doppelte Menge der Endoprotease eingesetzt. Durch den Pufferwechsel
wurde kein Protein eluiert. Nach Abschluss der Inkubation konnte das Protein mit Bindungspuffer
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Abb. 4.6.: SDS-PAGE und ELISA der Isolierung von Gelonin,_»s; (Elution mit Thrombin) - ()
DS PAGE der Saulenfraktionen von der Nickel-Saule (12 %iges Trenngel), Bahn 1: Protein-
standard, Bahn 2: Zelllysat (40 pg), Bahn 3: Durchlauf (40 pg), Bahn 4: Waschfraktion (30 ug),
Bahn 5 und 6: Geloning_»s51 (15 bzw. 5pug), Bahn 7: Hisg-GeIoni Ni_»s1 euiert mit 500 MMV
Imidazol (30pg). (b) ELISA mit polyklonalen Anti-Gelonin-Antikorpern (1:4.000), Hisg-Ge
loniny_»51 und Geloning_»s51 (8 pg), Positivkontrolle: natirliches Gelonin (8 ug), Negativkon-
trolle: Rinderserumalbumin (20 pg).

eluiert werden. Der Erfolg der Isolierung wurde durch das in Abb. 4.6 gezeigte SDS-Gel deut-
lich. Hisg-GeIonimfzg,l band vollséindig an die Nickel-Affiniatsgsiule. WAhrend im Zelllysat die
Bande bei ca. 31 kD sichtbar war (Bahn 2), fehlte sie im Durchlalifgv{Bahn 3). In Bahn 5 ist
Gelonin_»s51 in grol3er Reinheit zu sehen. Die Ausbeute betrug 2,6 mg pro luttetkultur, mit ein-

er Konzentration von 1 mg/ml. Eine densitometrische Analyse ergab eine Reinheit von 99 %. Aller-
dings konnte nicht das gesamte Gelonin mit dieser Methode eluiert werden. Durch anschlieRende Elu-
tion mit Elutionspuffer wurden weitere 0,2 mg %ii@elonim_251 erhalten. Mvglicherweise reichte

die Thrombinmenge nicht aus, um Gelonips; vollstindig von der &lle zu entfernen. Laut Her-
stellerangabe ist zur Spaltung von immobilisierten HisTag-Proteinen @heré Thrombinmenge
notwendig, als bei der Spaltung der gleichen Proteinmengesuihg. Auch eine Deaktivierung von
Thrombin aufgrund der langen Inkubationszeit bei Raumtemperatur konnte nicht ausgeschlossen wer-
den.

Im ELISA mit polyklonalen Anti-Gelonin Antikfpern zeigte sich eineakere Reaktion bei HZS
Gelonin_»51 als mit Gelonin_»51 (Abb. 4.6(b)). Moglicherweise erkannten die verwendeten poly-
klonalen Antilorper den stark polaren, immunogenen HisTag winitEn so zu einer atkeren Reak-
tion. Nach der Abspaltung des HisTag zeigte Gelenyg; eine mit ausGelonium multiflorum iso-
liertem Gelonin vergleichbare Aktiat:
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Abb. 4.7.: ES-FT Massenspektrumvon rekombinantem Gelonin: das gemessene Spektrumzeigt
die mehrfach positiv geladenen Analytmolekiile.
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4.6. Charakterisierung

4.6.1. ESI-FT Massenspektrometrie

Zur Kontrolle der Aminoauresequenz des exprimierten l—l@elonimfzsl wurde ein Massenspek-
trum mit einem Elektrospray-lonisations-Fouriertransformations-Massenspektrometer (ESI-FT-MS)
bei der Fa. Bruker Daltonik in Bremen aufgenommen.

Die Probe wurde vor der Messung entsalzt, da anorganische
Salze und Detergentien einen negativen Einfluss auf die lon-
isierungseffizienz in der ESI-Quelle besitzen. Puffersatue k™

nen die Analytmolekle wahrend der Verdampfung de®L1" ;L‘TL’ Ll
T

sungsmittels in der ESI-Quelle durch Auskristallisation ein-
schlie3en bzw. den Prozess der lonenbildung behindern. Ex-
perimentell werden Puffersalzkonzentrationen von 0,1 bis 1
mM toleriert (Kay und Mallet, 1993; Lehmann, 1996).

Zur Entsalzung wurden 5ml einer 0,11 mg/mbdLing von

Hng-Gelonir!]_,251 viermal gegen 51 bidestilliertes Wasser ‘

dialysiert und danach mit YM10-Centricon-Konzentratoren '

bis zu einer Konzentration von 0,65 mg/ml aufkonzentriert. M
I

Die Ausbeute an salzfreiem I%i-sGeIonirng,l betrug 64 %.

Neben drei anderen Peaks, wurdennass deconvol uted Spek- 30490
trum ein Peak mit einer mittleren molekularen Masse von

30.512 Da gefunden. Wurde die Amimesésequenz im Vek-  Abb. 4.9 ES-MS Massen-
tor zu Grunde gelegt und die Formylierung der Startamino- SPektrum — von  His{-Gelo-
siure Methionin durch diE.coli benicksichtigt, dann berech-  nini—2s1 (mass-deconvoluted
nete sich eine mittlere molekulare Masse von 30.496 Da. DieDer Peak reprasentiert eine
mittlere molekulare Masse der anderen gefundenen Peaks beezies mit einer mittleren
trug 9.225 Da, 9.535 Da und 30.334 Da. Eine quantitative Ausimolekularen ~ Masse ~ von
sageuber die Menge der Verunreinigungen im Vergleich mit 30.512Da.

Hisg-GeIoninL_251 liel3 sich allerdings mit dieser Methode

nicht treffen.

4.6.2. Western Blot

In einem Western Blot mit polyklonalen Anti-Gelonin bzw. Anti-HisTag Awtigérn konnte die
bei ca. 31kD im SDS-PAGE auftretende Bande alsglrﬁeelonirl_gm identifiziert werden (Abb.
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Abb. 4.10.: Immunologische Charakterisierung von Hisg-GeIoninl_251 mit Hilfe von Western
Blot; SDSPAGE (Bahn 1 und 2) und Western Blot (Bahn 3 und 4) - (a) polyklonale Anti-
Gelonin-Antikorper (1:1000), Bahn 1 und 3: Proteinstandard, Bahn 2 und 4: Hisg-GeI oning_2s1
(10 Q). (b) Anti-Tetra-His-Antikorper (1:500), Bahn 1 und 3: Z€lllysat (60 ug), Bahn 2 und 4:
Hisg-Geloning 251 (10 ug).

4.10(a)). Zuatzlich zum aufgereinigten Protein wurde im Western Blot mit den monoklonalen Anti-
HisTag Antikdrpern auch die nicht aufgereinigten Proteine nach der Lyse der Zellen aufgetragen
(Abb. 4.10(b), Bahn 1 und 3). Die Anttkper reagierten nur mit HgsGeIonimfzsl und konnten

so im ELISA als Isolationskontrolle von iB.coli exprimierten Proteinen mit 6xHisTag verwendet
werden.

4.6.3. Toxizitatstest

Mit Hilfe eines Kaninchen-Retikulozyten-Lysat liel3 sich die Toxaziton Gelonin_»s51in einem zell-
freien System bestimmen. Das Lysat enthielt alle zaten"Komponenten, die zur Proteinbiosynthese
notwendig sind, wieRNA, Ribosomen, Aminasiren, Initiations-, Elongations- und Terminations-
faktoren. Als Energielieferant diente ein System aus Creatinphosphat und Creatinkinase.

Die Messung beruhte auf der Synthese eines Testproteins (Globin) an den Ribosomen des Lysats,
wobei die radioaktive Aminaairel“C-Valin eingebaut wurde. Nach dem Abstoppen der Translation
durch Inkubation in kaltem Wasser, wurden die Proteine durch Trichloressggééllt. Die ausge-
fallenen Proteine wurdewber Whatman GF/C filtriert und nicht eingebautes radioaktives Valin abge-
trennt. Durch die Bestimmung der Radioakttities Filterpapiers mit einefSzintillationsahler

konnte die Menge an gebildetem Protein bestimmt werden. RIP hemmen eukaryontische Ribosomen
und somit die Biosynthese des Testproteins im Lysat. Es findet sich daher weniger Radaiaktivit”
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Abb. 4.11.: In vitro Trandlationstest von Geloniny_»5; im Vergleich mit natirlichem, aus Gelo-
nium multiflorumisoliertem Gelonin. Als Negativkontrolle diente Rinder serumalbumin. (1C100
= 1.981cpm, IC50 = 991 cpm).

auf dem Filterpapier. Die Toxiat 'wurde durch das Messen von Proteinproben unterschiedlicher
Konzentration bestimmt. Es wurden Proteinproben von toxischen bis zu untoxischen Konzentratio-
nen vermessen. Die Auswertung der entstandenen Messkurven erfolgte wie beschrieben: Untoxische
Proteine wie Rinderserumalbumin hemmten die Translation nicht, daher fand man im Idealfall eine
Gerade. Diese beschrieb den sog. IC 100-Wert (IC, engdr poration concentration). Die Toxizitat

eines Proteins liel3 sich aus dem Schnittpunkt der Kunvel&s Protein mit der Geraden des IC 50-
Wertes berechnen.

Zur Bestimmung der Toxizi von Gelonin_»51 wurde der HisTag von HgsGeIoninl_gm mit Throm-

bin entfernt und die bSung sofort in einer Verdinungsreihe in die zu messenden Konzentrationen
verdinnt. Es wurde eine Veuihungsreihe mit 6 Konzentrationen vorl@~"° bis 1. 10~2°mol/l
angesetzt. Als Kontrolle fand natiches Gelonin Verwendung, das &adonium multiflorumisoliert

und auf die gleiche Weise vardiit wurde. Als Negativkontrolle diente Rinderserumalbumin, wobei
eine Umsetzung mit Thrombin unter den gleichen Bedingungenwi&€lonin_»s; erfolgte. Ziel
war es, einen wglichen Einfluss von Thrombin auf den Toxatistest zu untersuchen. Man fana f~
Gelonin,_»51 eine Toxizitt von 2,4 ng/ml, ahrend &ir natirliches Gelonin als Positivkontrolle eine
Toxizitat von 4,6 ng/ml gemessen wurde. Thrombin besal3 keinen Einfluss auf denalistezit, wie

mit den konstanten Messwerteur iRinderserumalbumin gezeigt werden konnte (Abb. 4.11).
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4.7. Diskussion

| solierung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der N-terminale HisTag vorglrﬁﬂelonirh_zm zur Isolierung be-

nutzt. Ein N-terminaler HisTag ist ein Oligopeptid, der mehrere (in diesem Fall 6), Histidin-Reste
enthalt und die Bindung an, amaslenmaterial immobilisierte, Schwermetallionen eghcht. Zur
Abtrennung von Membraniriimern und Schwebstoffen, die nicht durch eine Zentrifugation bei
30.000 xg abgetrennt werden konnten, wurde das Zelllysat in einer Ultrazentrifuge bei 400.000 xg
zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde anschlieB3end direkt auf die Nickel-Adfisdiule aufgetragen

und die gebundenen Proteine schrittweise durch Puffer mit ansteigender Imidazolkonzentration eluiert.
Imidazol besitzt eine dtiere Bindungsaffirgtt'an die immobilisierten Nickel-lonen und ist so in

der Lage die gebundene Proteine zu vangien. Der Waschschritt mit 200 mM Imidazol war aus-
reichend, um nahezu alle unspezifisch gebundenen Proteine vomuwerzs 'waschen. Nur ein ca.

77 kD schweres Protein blieb bei der Elution mit 500 mM Imidazol auf derlé&{(Abb. 4.6, Bahn

7), war allerdings aufgrund der im Densitometer bestimmten Menge (5 %) zu veassigdii. Die
Ausbeute und Reinheit lag deutlictbér den Isolierungen von Li unduner (Tab. 9.1). Ursache

war die Verwendung einer spezifischen Chromatographiemethode. Nur Proteine mit hoheatAffinit”
an Schwermetallionen banden an die Nickel-Affwssiule. Unspezifisch gebundene Proteine kon-
nten mit Puffern geringerer Imidazolkonzentrationen eluiert werdahyend Proteine mit einem N-
terminalen HisTag erst von Puffern mit hoher Imidazolkonzentration eluiert wurden. Durch Verwen-
dung der Nickel-Affiniitschromatographie konnte der Zeitaufwanddie Isolierung von 5 Tagen

(Li, 2002) auf 3 Tage reduziert werden.

Der HisTag konnte durch Verwendung von Thrombin abgespalten werden. Die Endoprotease Throm-
bin erkennt spezifisch die Aminasiesequenz LeuValProArgGlySer und spaltet die Peptidbindung
N-terminal des Glycin-Restes. Diese Eigenschaft wurde ebenfalls dazu verwendet, Gelgnin
spezifisch von der Affingtssiule zu eluieren. Dazu wurde das Zelllysat auf die mit Nickel-lonen be-
ladene HiTrap-Chelating Affingtfssiule aufgetragen, ungebundene Proteine mit Bindungspuffer, un-
spezifisch gebundene Proteine mit Waschpuffer eluiert und danaclhulie i8it Thrombin-haltigem
Elutionspufferdber Nacht inkubiert. Der HisTag von I%i-sGeIonirL%l wurde direkt auf der &lile
gespalten und Gelonin,s; in hoher Ausbeute, Konzentration und Reinheit eluiert, da das ca. 77 kDa
schwere Protein nicht eluierte. Die Elution mit Thrombin besal? gdgmmder her&inmlichen Elu-

tion mit Imidazol den Vorteil, dass ein zaizlicher Dialyseschritt, zum Entfernen des Imidazols und
des HisTag-Oligopeptides aus dem Puffer, entfallen konnte. Weiterhin erhielt man Gelgnin ho-

her Konzentration (bis 1,5 mg/ml), was eine Aufkonzentration nach der Isolieharfiissig machte.
Aufkonzentrationsschritte sind immer mit einem Verlust an Protein verbunden, die Vermeidung dieses
Schrittes war ein weiterer Vorteil der Elution mit Thrombin. Der Waschschritt mit 200 mM Imidazol-
haltigem Waschpuffer war notwendig, um einegtiche unspezifische Spaltung von an deu®”



48 4. Expression und Isolierung von rekombinantem Gelonin

gebundenen Proteinen, durch vorzeitiges Entfernen dieser Proteine, zu vermeiden. Eine Datenbank-
analyse nack.coli-Proteinen mit einer Thrombin-Schnittstelle blieb erfolglos.

Die Expression inE.coli und Isolierung eines rekombinanten Gelonins wurde zuerst von Nolan
et al. beschrieben (Nolaet al., 1993). Sie beschrieben die Klonierung eines Fusionsproteins mit
N-terminalerleader-Sequenz, welche die Sekretion des exprimierten Proteins durch die Zytoplas-
mamembran eroglichte. Das exprimierte Protein zeigte eine miumthem Gelonin vergleichbare
Aktivitat (Tab. 4.1), wobei der Einfluss deader-Sequenz auf die Toxiat nicht bestimmt wurde.

ESI-FT Massenspektrum

Vor der Messung im Massenspektrometer musst%-léﬂ'elonimfzg,l gegen bidestilliertes Wasser
dialysiert werden. AnschlielRend konnte das Protein bis zu einer Konzentration von 0,65 mg/ml auf-
konzentriert werden, wobei keine Aggregation des Proteins festgestellt wurde. Der bei der Dialyse
und Aufkonzentration aufgetretene Proteinverlust von 36 % lag dabeibiiohen Rahmen. Hfs
Gelonin,_»51 erwies sich als sehr stabil inassriger, salzfreierasung.

Im ESI-FT Massenspektrum von %P@elonim_z5lwurden zwei Massen gefunden, die rekombinan-

tem Gelonin zugeordnet werden konnten. Die Spezies bei 30.512 Da entspr}é@é’:@imisl mit
formyliertem Methionin (30.496 Da). Die Differenz von 16 Da zur berechneten Masse liel3 sich durch
ein oxidiertes Schwefelatom an einem Methionin ark&h, wie es auch bei natichen Gelonin gefun-

den wurde (Daubenfeld, 2003). Das Signal bei 30.334@aie Hi%-GeIonimfzg,l entsprechen, bei

dem das formylierte Methionin posttranslational abgespalten wurde. Neben den Sigmaﬂ&s'gf"
Gelonin_»51, wurden zwei weitere Signale mit einer mittleren molekularen Masse von 9.225 Da und
9.535 Da detektiert. Eine Detektion dieser niedermolekularen Proteinen im SDS-PAGE gelang nicht.
Moglicherweise handelte es sich bei ihnen um Fragmente des rekombinanten Gelonins, die beim lon-
isierungsprozess gebildet wurden. Eine Aussaggr die Menge der oglichen Verunreinigungen in

der Isolierung liel3 sich allerdings mit Hilfe des ESI-FT Massenspektrums nicht treffen. Zwar ist die
guantitative Analyse eine der zentralen Anwendungsgebiete der Massenspektrometrie (Lehmann und
Schulten, 1978; Haskins, 1982; Lehmann, 1996), allerdings erfolgen quantitative Messungen immer
durch die Einbeziehung eines internen Standards. Die absolute Sigealhiid durch eine grol3e
Anzahl von instrumentellen Parametern, wie z.B. der lonisierungsausbeute, beeinflusst. Verwendung
finden daher isotopenmarkierte Analoga der Analyt-Maolek™

Faltung

Aufgrund der Ergebnisse des ELISA und diesitro Translationstests konnte von einer nativen Fal-
tung des rekombinanten Gelonins ausgegangen werden. Im ELISA wurde bei der Verwendung von
polyklonalen Anti-Gelonin Antikfpern bei abgespaltenem HisTag eine mitinatfiem Gelonin ver-
gleichbare Aktivitit gezeigt. Die verwendeten polyklonalen Atigér waren allerdings nicht auf ihre
Spezifigit beziglich nativem oder denaturiertem Gelonin getestet, daher konnte der ELISA nicht als
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Protein IC50 Literatur
(pM)
Gelonin_»51 251 AS 80 Kap.4.6.3
Hisi-Gelonin_2s5; 251AS 100 (Rittner, 2002)
rek. Gelonin 251 AS, inklleader-Sequenz 26 (Nolaa al., 1993)
258 AS 7 (Rosenbluret al., 1995)
nat. Gelonin 426 (Stirpeet al., 1980)
25 (Hofmann, 1988)
18 (Nolanet al., 1993)
14" (Rosenblunet al., 1995)

Tab. 4.1.: Vergleich der Toxizitaten von rekombinantem und natiirlichem Gelonin. Tzur Berech-
nung wurde eine mittlere Mol ekularmasse von 29.329 Da angenommen (Hossann, 2001).

ausreichendes Mittel zur Bestimmung der nativen Faltung herangezogen werden. Die native Faltung
wurde durch dein vitro Translationstest besigt.

Toxizitat

In einemin vitro Translationstest zeigte sich das rekombinante Gelonin toxisch bei der Inhibierung
eukaryontischer Ribosomen, ein Beweis fiie native Faltung des Proteins. Wurde die Toaizit”
von Gelonin_»s51 unter Zuhilfenahme der aus der Amimasésequenz berechneten Molekularmasse
(28.585 Da) berechnet, so erhielt man einen Wert von 80 piitnBi verwendete im Toxiatstest
Hisg-GeIoninL_251. Wurde die Masse von 30.495 Da heksichtigt, so errechnete sich ein IC50 von
100 pM. Der HisTag besal? somit keinen Einfluss auf die Tatizi€s rekombinanten Gelonins.
Wurde der unterschiedliche Reinheitsgrad zu Grunde gelegt, so waren beide Werte als identisch
anzusehen. Der fehlende Einfluss des HisTag auf die Takid#s rekombinanten Gelonins, liel3
sich durch die Lage des aktiven Zentrums ar&h. Der HisTag war N-terminal an das rekombinante
Gelonin fusioniert und befand sich, unter Annahme der gleichen Faltung wie bei rekombinantem
Ricin (Hosuret al., 1995), auf der abgewandten Seite des Proteins (Abb. 1.9).

Bei der massenspektrometrischen Analyse vomrialiem Gelonin wurden eine Reihe von unter-
schiedlich glykosylierten Geloninmolalén gefunden (Hossann, 2001). Wurde ein mittleres Moleku-
largewicht von 29.329 Da zu Grunde gelegt, berechnete sich ein IC50-Wert von 160 pktirlich-

es Gelonin. Ein Vergleich mit der Toxiait'von Gelonin_»s; zeigte, dass dieses um den Faktor 2
toxischer war als natliches Gelonin. Allerdings variierte die Toxiaitvon natiflichem Gelonin je
nach Isolierungsmethode (Tab. 4.1), daher war diese Aussage mit grof3er Vorsicht zu treffen.

Bei einem Vergleich der Toxizt von Hi%-GeIonimf%l, mit den von Nolaret al. und Rosenblunat

al. exprimierten rekombinanten Proteinen (Nokiral., 1993; Rosenblunat al., 1995), zeigten sich

grol3e Unterschiede im absoluten Wert der Toaiz{Tab. 4.1). Da sich die Aminasresequenzen der
rekombinanten Proteine unterschieden, war ein Vergleich mitden in dieser Arbeit gemessenen Werten
nicht sinnvoll. Wahrend bei Nolaet al. eineleader-Sequenz an das rekombinante Gelonin fusioniert
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war, dessen Einfluss auf die Toxeitiicht bestimmt wurde, varfite das rekombinante Gelonin von
Rosenblunet al. iber sieben zwzliche Aminoguren (Abb. A.1).

Die grolRe Diskrepanz der in dieser Arbeit bestimmten Toxiaron natiflichem Gelonin und des

von Hofmann gemessenen Wertes (Hofmann, 1988), beruhte auf der unterschiedliche Reinheit der
verwendeten Gelonin-Isolierungen. Hofmann rechromatographierte das isolierte Gelonin, worauf in
dieser Arbeit aufgrund des hohen Zeitaufwands verzichtet wurde.

Glykosylierung und Toxizitat

Bei natirlichem Gelonin handelt es sich um ein Glykoprotein (Kap. 3). Die Modifizierung des Pro-
teins mit Zuckerresten fehlt bei iB.coli exprimierten Proteinen. Aus den Ergebnissenidestro
Translationstests zeigte sich, dass die Glykosylierung keinen Einfluss auf die doxazitGelonin
besitzt. Ein direkter Einfluss der Glykosylierung auf die Toxkitar bei der Betrachtung deoRt-
genstruktur von Gelonin nicht zu erwarten (Abb. 1.9). Der Asparagin-Rest, der laut etadudie
Glykosylierung tegt, lag auf der zum aktiven Zentrum entgegengesetzten Seite. Ein Einfluss der
Oligosaccharidreste auf die Substratspedifiider Aktiviéit von Glykoproteinen aus Pflanzen wird

bis heute ausgeschlossen (Leroegal., 1998).

Der Einfluss der Glykosylierung auf die Toxiaitvon natiflichem Gelonin wurde schon von Hof-
mann bestimmt (Hofmann, 1988). Er deglykosylierteuniathes Gelonin enzymatisch mit Exo-
Mannosidase und erhielt ein 20 kD schweres Protein, das in @meitno Translationstest eine Tox-

izitat von 150 pg/ml aufwies. Wurde die mit 20 kD bestimmte Molekularmasse herangezogen, dann
berechnete sich die Toxiaitzu 10 pM. Daraus ergab sich eine um den Faktor 8 gesteigerte &bxizit”
von deglykosyliertem Gelonin. Die von Hofmann bestimmte Molekularmasse lag allerdings deutlich
unter der aus der Aminasifesequenz berechneten Molekularmasse von 28.172 dglidkérweise

kam es bei den Versuchen zu einer Fragmentierung des Gelonins. Ein Vergleich mit Gelgnin
erschien daher nicht sinnvoll.

I mmunogenitat

Auch wenn der HisTag keinen Einfluss auf die Toxritiatte, so &finte er beim spiéren Ein-
satzin vivo, in chemisch gekoppelten Immuntoxinen, einen Einfluss auf das Immunsystem des Ver-
suchstiers haben. Aufgrund der stark polaren Histidin-Restente der HisTag stark immunogen
wirken und bei mehrmaliger Gabe zur Therapie der EAMG eine Immunreaktion gegen das Konjugat
ausbsen. Diese Immunogeaitzeigte sich im ELISA mit polyklonalen Anti-Gelonin Anbkpern.

Die Antikorper wurden im Arbeitskreis durch die Immunisierung voaudén mit Gelonin gewon-

nen. Allerdings erfolgte keine Aufreinigung der spezifisch gegen Gelonin gerichteterof@ikDie
Antikorperreaktion war deutlich positiver bei Iﬁi@elonim_gm, als bei Gelonip_»s1.
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Ausblick

Der HisTag knnte sich als utzlich bei der chemischen Kopplung von Gelonin mit exprimierten
Fragmenten des AChR erweisen. Nach der Koppluageves mglich, den HisTag zur Aufreinigung

der Konjugate zu verwenden, und diese so von den ungekoppelten AChR-Fragmenten abzutrennen.
Ein weiterer Vorteil von rekombinantem Gelonin ist die fehlende Glykosylierung. Die Oligosaccha-
ride besitzen ein hohes immunogenes Potential (Lereuge 1998; Conractt al., 1995; Fayeet al.,

1993). Es wurde gezeigt, dass D-Fucose und D-Xylose Ziele von Immunglobulinen der Klasse E
(IgE) bei Patienten mit Allergien gegen Pflanzenpollen sind (Baetal., 2003). Eine Antigenat

von natirlichem Gelonin zeigte Brust beim Einsatz von Ovalbumin-Gelonin-Konjugaten in Ratten
(Brustet al., 1987). Bei den Ratten konnten im Verlauf der Behandlung Amgki gegen Gelonin
gefunden werden. Ein Einsatz von Konjugaten miunafhem Gelonin vafe mit immer goRReren
Dosen an Konjugat verbunden, um den Verlust durch Komplexierung mit Anti-Gelonindkpékn

im Blut auszugleichen. Daher ist rekombinantes Gelonin, bei gleicher Tatxizan gol3erem Inter-

esse imn vivo Einsatz als natrliches Gelonin.
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5. Klonierung, Expression und Isolierung von H-a-AChR 4_20g

5.1. Aufgabenstellung

Ein Ziel dieser Arbeit war die Synthese von Immuntoxinen aus dem Pflanzentoxin Gelonin und dem
nikotinischen AChR, dem Autoantigen bei Myasthenia gravis. Die Synthese von Immuntoxinen mit
dem kompletten Rezeptor und der Einsatznivivo Versuchen gelangen im Arbeitskreis Brust und
Urbatsch (Brustt al., 1987; Urbatsclet al., 1993). Allerdings war die Aufreinigung des chemisch
gekoppelten Konjugats aufgrund des geringen Molekularmassenunterschieds zwischen dem komplet-
ten Rezeptor (250 kD) und dem Immuntoxin (280 kD) nicht valtgtig noglich. Auch zeigte sich

trotz der Therapieerfolge beim Einsatz des Immuntoxmsivo ein Anstieg des Anti@ipertiters

gegen den AChR. Dies liel3 sich durcloghiche Bildung von Antilbipern gegen pathologisch irrele-

vante Teile des Rezeptors aakdn.

Da der goldte Teil der Autoantiérper im Blut myasthener Patienten gegen den extraaedal Teil
dera-Untereinheit des Rezeptors gerichtet isarevéin Einsatz solcher Fragmente in Immuntoxinen
sinnvoll. Allerdings gestaltete sich die gentechnische Isolierung schwierig. Versuche zur Isolierung
im Arbeitskreis mit Fragmenten unterschiedlicheof3e scheiterten daran, dass sich diese nicht nativ
isolieren lieRen (Rousselle, 1996; Kreilinger, 2001; Hossann, 2001). Ursache schien das Fehlen des
sog.cys-loop bei den Aminoauren 192/193 in allen verwendeten Fragmenten zu sein. Die Expres-
sion und native Isolierung durch denaturierende Aufarbeitung wattfaitung voro-AChRex gelang

seit 1998 bisher irE.coli nur unter Verwendung von &@-AChRey 1209 (Schrattenholzt al., 1998;
Alexeevet al., 1999) und He-AChRey 1207 (Tsouloufiset al., 2000). In allen Fragmenten lag der
strukturbildendeys-loop vor.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der ExpressionsvektoiHg706, der €ir die Aminosiuren 4-181
des extrazell@ien Teils den-Untereinheit des humanen nikotinischen AChR kodiert, um die DNA-
Sequenz, welchaif die Aminosiuren 182-208 kodiert, erweitert werden. Nach erfolgreicher Klonier-
ung sollten Expressionsversuche durclief Uunduberptift werden, ob sich natives H-AChR4_20s
isolieren Bsst.
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§194,EcoR],

(Bell,280

Nool 877
ACHR (4-181)

HisTag

_Ncol 909

pBDH-VU1
4432 bp

Bell, 1718
matuee BDH

.
Neol, 1745

“EcoRL2147

EcoRI/ MNeol EcoRI/ MNeol
876 bp 3.197 bp
iTﬂ-DNA Ligase
4071, EcoRL
i [ Bel1 250
ACHR (4-181)
NeolL 877
pUCaHE706
4073 bp
_EcoRL
i_\l;Bcu

AChR [182-208)

Bell/ EcoRI
3791 bp 100 bp
lTﬂ-DNA Ligase
_EcoRL152
i ,Bellsz
AChR (182-208)
ACHR (4-181)
“““ Neol 849

HisTag

pUCaHE706ext
3891 bp facP

Abb. 5.1.: Synthesestrategie fur das Plasmid paHE706ext (Tell 1): Synthese von
pUCaHE706ext durch Umklonieren der DNA-Information fur H-a-AChR;_181 in den

Klonierungsvektor pBDH-VU1 und Einfiigen der DNA-Information fir H-a-AChR1g2_20gdurch
eine 100 bp-Box aus synthetischen Oligonukl eotiden.
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_EcoRL,152 6194, EcoR1, Bell 280
; Bell i

_Bellas2
_Neol 877
R ACHR (4181)
ACHR (4-208) e e
isTag
HisTag

pUCoHET706ext paHE706
3891 bp 6196 bp

Mool 349

lacP

EcoRI/ MNeol EcoRI/ MNeol

Bell, 1718

679 bp 5317 bp

iMDNA Ligase

_EcoRL319
i Boldle

K:'
ACHR (4-208) Neol, 1016
HisTag

peHE706ext
6014 bp

“Bell, 1857

Abb. 5.2.: Synthesestrategie fur das Plasmid paHE706ext (Teil 2): Synthese von paHE706ext
durch Umklonieren der DNA-Information fur H-a-AChR4_20g aus pUCaHE706ext in den Ex-
pressionsvektor paHE706.

5.2. Klonierungsstrategie von paHE706ext

Die Synthese des PlasmidaldE706ext sollte nach dem in Abb. 5.1 und 5.2 dargestellten Schema
erfolgen. In einem ersten Schritt sollte die SequemziEn AChR mit den EnzymefcoR| und Ncol

aus mHE706 herausgeschnitten und in den, mit den gleichen Enzymeffngeshn, pBDH-VU1-
Klonierungsvektor einkloniert werden. pBDH-VU1 eignete sichdiesen Klonierungsschritt beson-
ders, da es sich um ein sdggh-copy Plasmid handelte und es auf3erdem nur eine Schnittstelle f~
Bcll besal3. Im achsten Schritt sollte der erhaltene pdtIEE706-Vektor mit den EnzymeRcll und
EcoRI geodffnet und die aus synthetischen Oligonukleotiden synthetisierte DNA-Sequelkid-
AChRyg2_20s einkloniert werden. Aus dem so erhaltenen Vektor plHE 706ext sollte anschliel3end
durch Verdau milNcol und EcoRI die DNA-Information fir H-a-AChR4_20gin den Expressionsvek-
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tor paHE706 zutick kloniert werden. Der so synthetisierte ExpressionsvekudiEy06ext sollte
schlieB3lich in der Lage sein, das gewschte Protein zu exprimieren. Zuglich verfigte der Vektor
uber einen N-terminalen HisTag, der die Aufreinigung des Proteins mit Hilfe der Nickel-AfBnit"
chromatographie eraglichen sollte.

5.3. Charakterisierung der Ausgangsvektoren

5.3.1. paHE706

Um an mHE706 gentechnische Arbeiten durahfén zu lkbhnen, musste dessen DNA-Sequenz be-
kannt sein. Der Vektor wurde uns freundlicherweise von Dr. D. Beeson (Institute of Molecular Me-
dicine, Oxford, England) zur Vaeufjung gestellt, allerdings ohne genaue DNA-Sequenz-Angaben.
Bekannt war allerdings, dass ein kommerziellatiicher pet19b-Vektor (Fa. Novagen) zur Synthese
verwendet wurde. Im Rahmen ihrer Dissertation wurde der Vektor von Kreilinger zur Kontrolle der
AChR-DNA-Information sequenziert (Kreilinger, 2001), allerdings keine komplette Plasmidkarte er-
stellt.

Durch Auswertung der Sequenzierungsdaten konnte gezeigt werden, dass die Inforomatien f*
0-AChR4_1g1 Uber dieXhol und Espl (Bpull102I)-Schnittstellen in den pet19b-Vektor einkloniert
wurde. Dasa-AChR-Insert besald dabei an seinen Enden Schnittstelledi¢”Enzymexhol und
BpulOIl. Damit ergab sich die in Abb. A.5 dargestellte Plasmidkarte.

Die Charakterisierung vorogHE706 durch Verdau mit unterschiedlichen Restriktionsenzymen wurde
bereits durchgeiffirt (Hossann, 2001). Sielfifte zu Fragmenten mit den nach der neu erstellten Plas-
midkarte erwarteten ®ffen. Somit wurde das PlasmidiE706 ausreichend charakterisiert und
konnte in gentechnischen Versuchen eingesetzt werden.

5.3.1.1. pBDH-VU1

Der Klonierungsvektor pBDH-VU1 kodierteif den Wildtyp der lecithinakdrigigen (R)-3-Hydroxy-

butyrat Dehydrogenase (BDH) und wurde von Jehl im Arbeitskreis zu deren Expression eingesetzt
(Jehl, 2002). Der Vektor wurde von ihm durch Restriktionsverdau charakterisiert und konnte daher in
gentechnischen Versuchen eingesetzt werden. Die Plasmidkarte ist ein Abb. A.4 dargestellt und zeigt
die fur diese Arbeit relevanten Schnittstellem Restriktionsenzyme.
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5.3.2. Synthese von pUCaHE706

Zur Synthese von pUSHE706 wurden Glycerinkulturen mit BL21(DE3xpIE706 und DH& pBDH-

VU1 auf Agarplatten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen und im Brutschrank bei
37°C inkubiert. Aus den erhaltenen Einzelkolonien wurdé#mernachtkulturen angelegt und daraus
am rechsten Tag die Plasmide mit dem QIAprep-Kit (Fa. Qiagen) isoliert. Durch einen Verdau mit
den RestriktionsenzymetBcoR| und Ncol erhielt man die gewrischten Fragmente, die auf einem
Agarosegel aufgetrennt werden konnten (Abb. 5.3). Mit Hilfe des QIAEX II-Kits (Fa. Qiagen) wurde
das 879 bp (@HE706) und das 3.194 bp (pBDH-VUL1) grol3e Fragment aus dem Agarosegel isoliert
und mit T4 DNA-Ligase ligiert.

Im folgenden Schritt wurde zur Synthese von plHE706ext

das RestriktionsenzyrBcll bendtigt, welches nur die unme-

thylierte DNA-Sequenz TGATCA erkennt und schneidet. Da-

her musste das Plasmid pd8E706 in einenkE.coli-Stamm

mit der dam- Mutation transformiert werderk.coli besitzen 5317 bp -
zwei spezifische Methylationssysteme DNA (Marinus und 3194 bp -
Morris, 1973; May und Hattman, 1975). Die Methylase Dam

methyliert spezifisch die N6-Position des Adeninrestes in der

Sequenz GATC (Hattmaet al., 1978) und verhindert so die o gg;
Restriktion mitBcll. Fir die weiteren Versuche eigneten sich
GM2163-Zellen, die die Mutatiodam- tragen und im Arbeits-

kreis verwendet wurden.

Nach der Inaktivierung der Ligase durch Inkubation bet65 ADbb. 53 0,9%iges
wurde die Ligationsdsung daher in kompetente GM2163 Zellen Agarosegel - \erdau der
transformiert. Durch Restriktionsverdau wurden die e“tSta“de'Ausgangsvelaoren mit EcoRl

nen Transformanten charakterisiert (Abb. 5.4). Es wurden di€yng Ncol; Bahn 1: pBDH-
EnzymeBcll, Bglll, Drall, Hindlll, EcoRIl undMboll verwen- VU1, Bahn 2: paHE706

det. Beim Verdau mit dem Enzymboll war die Zuordnung

aufgrund der Verwendung eines 0,9 %igen Agarosegels nur bedogltaim.'Die anderen eingeset-
zten Enzyme zeigten das erwartete Bandenmuster. Daher konnte vom Vorliegen vahipuis
ausgegangen werden.

5.3.3. Synthese der 100 bp-Box

Die 100 bp-Box (Abb. 5.5 und 5.6), welche die Informatiain flie fehlenden Aminagiren enthielt,
wurde auf zwei verschiedenen Wegen synthetisiert. Es wurden 5 bzw. 2 synthetische Oligonukleotide
zusammengeijt. An den Enden dieser 100 bp-Box waren die Basensequenzem€&ECORI bzw.
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4071, EcoR], 10
3966 Mboll, gHmdm'H Drall,239

¢ Bell280

BglTS58 3676 bp-L
ACHR (4-181) Mboll7a4
HisTog 1284 bp -

3738,Mboll,

3187, Deall,,,

pUC<HE706 o .- HindI11,960 985 bp -

3002,Mboll”™” 4073 bps
lEgl,Mbnll/." " MbolL119% 511 bp -
(@) (b)

Bcll 1 4.073

Bglll 1 4.073

Drall 2 2.946,1.125

EcoRI |1 4.073

Hindlll | 2 3.142, 931

Mboll | 9 851, 791, 756, 755, 454, 208", 109", 78", 717

(c)

Abb. 5.4.: Charakterisierungvon pUCaHE706 - (a) Plasmidkarte mit den verwendeten Restrik-
tionsenzymen. (b) 0,9 %iges Agarosegel: Bahn 1. DNA-Marker A-DNA Avall, Bahn 2: Hindll|,
Bahn 3: Bglll, Bahn 4: Drall, Bahn 5: Mboll, Bahn 6: Bcll, Bahn 7: EcadRl, Bahn 8: unver-
dautes Plasmid, (c) Verwendete Restriktionsenzyme mit Anzahl der Schnittstellen (kursiv) und
erwartete Grof3e der Fragmente. Auf dem Agarosegel gefundene Fragmente sind fett gedruckt.
T nicht aufgel bst, nur als verwaschene Bande sichtbar.

iEcoRI
ext123
extl ext2 ext3

5-GATCAAGGAG TCCCGTGGCT GGAAACATAG CGTGACCTAT AGCTGCTGCC CGGATACCCC GTATCTGGAT ATTACCTATC ATTTCGTGAT GCAGTAACTG-3”
3~-TTCCTC AGGGCACCGA CCTTTGTATC GCACTGGATA TCGACGACGG GCCTATGGGG CATAGACCTA TAATGGATAG TAAAGCACTA CGTCATTGAC TTAA-5™

exth extq
ext45

‘Bell

Abb. 5.5.: DNA-Sequenz der 100 bp-Box. Die zur Synthese verwendeten 2 baw. 5 synthetischen
Oligonukleotide sind markiert.
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Abb. 5.6: Nachweis der synthetisierten 100 bp-
Box durch Agarosegele - (a) 3%iges Agarosegel
zum Nachweis der 100bp-box synthetisiert aus 5
Oligonukleotiden; Bahn 1: DNA-Marker pBR322
BsuRI, Bahn 2: Annealing der Oligonukleotide ext2,
ext3 und ext4, Bahn 3. Annealing der Oligonuk-
leotide extl bis ext5 zur 100bp-Box, Bahn 4: An-
nealing der Oligonukleotide extl und ext5. (b)
2%iges Agarosegel zum Nachweis der 100 bp-Box
synthetisiert aus den Oligonukleotiden ext123 und
ext45; Bahn 1. DNA-Marker pBR322 BsuRI, Bahn
2: 100 bp-Box.

587 bp -

587 bp -
267 bp -

267 bp -

104 bp -
104 bp -

@) (b)

Bcll-Schnittstelle in Form vomberrengende Enden enthalten.

Verwendung von 5 Oligonukleotiden

Die Zusammenlagerung der Oligonukleotide wurde durch zehmigmInkubation bei 70C und an-
schlieBendem langsamen Abikén auf Raumtemperatur in Annealing-Puffer (100 mM Tris, 100 mM
MgCl,, 500 MM NaCl, pH 7,5) erreicht. Alle 5 Oligonukleotide (je 200 pmol) wurden zusammen
unter diesen Bedingungen inkubiert und auf ein Agarosegel aufgetragen. Man erhielt in geringer Aus-
beute und Reinheit ein 100 bp groRes Fragment (Abb. 5.6(a), Bahn 3). Die niedermolekularen Frag-
mente stammten aus unvoldisidig zusammengelagerten Oligonukleotiden. Wurden nur die Oligonuk-
leotide extl und ext5 (Bahn 4) bzw. ext2, ext3 und ext4 (Bahn 2) umgesetzt, so wurden die entsprech-
enden niedermolekularen Banden erhalten.

Die so synthetisierte 100 bp-Box konnte allerdings nicht verwendet werden, BeafRé Schnittstelle
nicht richtig gebildet wurde. \&tirend die Ligation mit T4-DNA-Ligase und einem Fragment mit
Bcll-Schnittstelle gelang, konnte die andere Seite der 100 bp-Box nicht ligiert werden (nicht gezeigt).

Verwendung von 2 Oligonukleotiden

Zur Ligation mussten die Oligonukleotide am 5-Ende phosphoryliert werden. Dazu wurden die
Oligonukleotide ext123 und ext45 (je 100 pmol) mit 20 umol ATP und 10U T4-Polynukleotid Ki-
nase in T4-Polynukleotid Kinase Puffeurf20 Minuten bei 37C inkubiert. Die beiden Phospho-
rylierungsanatze wurden zum Annealing der Oligonukleotide vereint und mit 20xAnnealing-Puffer
(100 mM Tris, 200 mM MgCJ, 500 mM NaCl, pH 7,5) versetzt. Diedsung wurde 10 Minuten bei
70°C inkubiert, wodurch auch die T4-Polynukleotid Kinase deaktiviert wurde. Das Zusammenlagern
der Oligonukleotide erfolgte beim langsamen Ablken auf Raumtemperatur. Beim Auftragen der
Losung auf ein Agarosegel, fand sich ein einziges Produkt mit deB&von ca. 100 bp (Abb. 5.6(b),
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3881 Mboll, Bgll172
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o XD01,946

" Neol, 1020 2 2 6 b p i

3145 Mboll,,
ACHR (4181}

3036,Mboll...
2958 Mboll,,

pUCxHE706ext
3891 bps

Mboll 1341
2469, Bgll

2203MboL
2112,Mboll

€Y (b)

| Mboll | 9 791 756 755 669, 454, 208, 109, 78, 71|

(©)

Abb. 5.7.: Charakterisierung von pUCaHE706ext durch Verdau mit Mboll - (a) Plasmidkarte
mit den zur Charaktierisierung verwendeten Restriktionsenzymen, (b) 2,5%iges Agarosegel,
Bahn 1. DNA-Marker pBR322/Alul, Bahn 2-4. pUCaHE706ext (Klon 1-3) Mboll, Bahn 5:
pUCaHE706 Mboll, Bahn 6: paHE706 Mboll, (c) Verwendete Restriktionsenzyme mit Anzahl
der Schnittstellen (kursiv) und erwartete Gr6f3e der Fragmente. Auf dem Agarosegel gefundene
Fragmente sind fett gedruckt. Fragmente die nicht eindeutig identifiziert werden konnten, sind
unterstrichen dargestellt.

Bahn 2). Aufgrund dieser Ergebnisse wurde, bei den weiteren Versuchen, auf die aus 2 Oligonuk-
leotiden synthetisierte 100 bp-Box meKgegriffen.

5.3.4. Synthese von pUCaHE706ext

Zur Synthese von pUEHE706ext wurde pUGHE706 mit den EnzymeRcoRI| und Bcll geschnit-

ten. Von den erhaltenen Fragmenten wurde dad3éré (3.791 bp) isoliert und mit der 100 bp-Box
ligiert. Nach der Transformation in kompetente GM2H8oli-Zellen erhielt man Transformanden.

10 der Transformanden wurden zur Plasmidisolierung verwendet und diese mittels Restriktionsverdau
charakterisiert. 3 Plasmide zeigten das erwartete Bandenmuster, die restlichen Plasmide wurden ver-
worfen. In Abb. 5.7 ist der Verdau von pWEIE706ext mit dem Restriktionsenzyviboll dargestellt.

Ein Verdau mit den EnzymecoRlI, Ncol, Bgll, Xhol wurde ebenfalls durchgehirt und zeigte die er-
warteten Bandenmuster (nicht gezeigt). Bis auf die niedermolekularen Fragmembale¥erdaus,

die auf dem 0,9 %igen Agarosegel nicht aufzutrennen waren, fanden sich nur Banden der erwarteten
GroRRen. Die unterstrichenen Fragmente konnten aufgrundiddichen GoRe nicht aufgelst wer-
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1 2 3 4 5 6 7 8 § 10
5940,Xhol, 3126 bp _
et bp —
MTabp —
1555bp —
s bp —
1611bp —
pxHE706ext 1284 bp —

6014 bps

204bp —

507 bp —

(@) (b)

Bcll 2 4.576,1.438
EcoRI/ Ncol | 2 5.317, 697
EcoRV 1 6.014

Hincll 2 3.532,2482
Scal 1 6.014

Syl 2 3.689, 2.325
Xhol 1 6.014

(©)

Abb. 5.8.: Charakterisierung von paHE706ext durch Verdau mit verschiedenen Restriktions-
enzymen - (a) Plasmidkarte mit den zur Charakterisierung verwendeten Restriktionsenzymen.
(b) 0,9%iges Agarosegel, Bahn 1: DNA-Marker A-DNA/Eco471 (Avall), Bahn 2: pUCaHE706
Ncol und EcaRl, Bahn 3: paHE706 Ncol und EcaRl, Bahn 4: EcoRl und Ncol, Bahn 5: Bcll,
Bahn 6: Scd, Bahn 7: EcdRV, Bahn 8: Hincll, Bahn 9: Xhol, Bahn 10: Styi. (¢) Verwendete
Restriktionsenzyme mit Anzahl der Schnittstellen (kursiv) und erwartete Gr 0f3e der Fragmente.
Auf dem Agarosegel gefundene Fragmente sind fett gedruckt.

den. Zum Vergleich sind der Verdau der Plasmide pBIE706 (Bahn 5) und gHE706 (Bahn 6)

mit Mboll dargestellt. Das Bandenmuster beim Verdau von pE706ext und pUGHE706 unter-
schieden sich in einer einzigen Bande: Die Bande bei 669 bp, die beim Verdau varH#706ext
auftrat, wurde beim Verdau von pWEIE706 durch eine Bande bei 851 bp ersetzt. Die abschlie3ende
Charakterisierung von pUHE706ext erfolgte durch Sequenzierung. Dabei wurde der Bereich der
100 bp-Box mit Standard-Sequenzierprimeun fUC-Vektoren sequenziert. Es zeigte sich, dass bei
allen drei isolierten Klonen die richtige DNA-Sequenz der 100 bp-Box vorlag. Zur Lagerung der
Zellen wurden Glycerinkulturen hergestellt.

5.3.5. Synthese von paHE706ext

Der pUC-Klonierungsvektor pUSHE706ext war @ir Expressionsversuche nicht geeignet. Daher
musste die Informationuf’das verdingerte AChR-Fragment in einen Expressionsvektor einkloniert
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werden. Dazu wurde das Fragment mit den Enzymeol und EcoRI aus dem Plasmid heraus-
geschnitten undber diese Schnittstellen in denldE706-Vektor eingebaut. Nach erfolgter Ligation
wurde das Plasmid in kompetente BL21(DHE3joli-Zellen transformiert, 8 Transformanten gepickt,
Ubernachtkulturen angelegt und aus diesen Zellen Plasmid isoliert. Sieben Klone zeigten bei einem
Restriktionsverdau das erwartete Bandenmuster. Dies ist in Ablubegfén Klon dargestellt.

Da die Klonierung mit Hilfe der EnzymBlcol und EcoRI erfolgte, wurde zur Kontrolle gHE706
erneut mit diesen Enzymen verdaut und im Agarosegel aufgetragen (Bahn 3). Der Verdat&n p
706ext zeigte zwei Banden, wobei dieiermolekulare Bande, wie erwartet, die identischesf3gr”

wie die 5.317 bp Bande beim Verdau vooRE706, zeigte. Der Verdau von pWEE706 wurde
ebenfalls als Vergleich aufgetragen (Bahn 2). Die niedermolekulare Bande ist deudidér,gals
beim Verdau von pHE706ext. Alle anderen verwendeten Restriktionsenzyme zeigten ebenfalls die
erwarteten Banden.

Damit wurde mHE706ext ausreichend charakterisiert und konnte in Expressionsversuchen eingesetzt
werden. Zur Lagerung der Zellen wurden Glycerinkulturen hergestellt.

5.4. Expression und Lyseder Zellen

Das Plasmid pHE706ext kodiertedi den N-terminalen extrazelmién Teil der-Untereinheit des
humanen, nikotinischen Acetylcholinrezeptors mit den Amanwsi 4 bis 208 (Swiss-Prot P02708,
Nodaet al., 1983). Wahrend das in@HE706 kodierte Hi%o-H-a-AChR4_181 nur die Aminosiuren

4 bis 181 enthielt, besal} IJfbsH-(x-AChR4_208 den strukturbildendenys-loop (TYSCCPD). Zur
Aufreinigung mit Hilfe der Nickel-Affiniitschromatographie war ein N-terminaler HisTag mit 10
Histidin-Resten vorhanden, der mit Hilfe von Enterokinase abgespalten werden konnte. Dabei ent-
stand Ha-AChR4_20s (Abb. 5.9).

Zur Expression wurden Glycerinkulturen von BL21(DE3)HE706ext auf LBA-Agarplatten als
Verdiinnungsausstrich angelegt uadeir Nacht bei 37C im Brutschrank inkubiert. Am achsten

Tag wurde je eine einzelne Kolonie gepickt und damit je 25 ml LBA-Medium angeimpft. Diese
Ubernachtkulturen wurden bei 3C und 300 U/min im Wasserbadsdhér inkubiert. Am folgen-

den Tag wurde die optische Dichte der Kulturen bestimmt. Mit 10 ml der Kultur mit dechdién
ODegoonnrWert wurden 500 ml LBA-Medium angeimpft und bei 3Z und 250 U/min im Luftsctittler
inkubiert. Zur Wachstumskontrolle wurde die @gnm stiindlich gemessen. Erreichte die Kultur
einen Wert zwischen 1 und 1,2, erfolgte die Induzierung mit 1 mM IPTG. Anschlie3end wurden die
Schuittelkulturen unter den gleichen Bedingungen wie zuvor inkubiert. Nach dneligfgm Wachs-

tum wurden die Zellen in ein Eiswasser-Bad gestellt und das Wachstum gestoppt. Durch Zentrifu-
gation bei 6.400xg gelang die Abtrennung der Zellen voahiiedium. Die Zellpellets wurden
zweimal mit Pellet-Waschpuffer gewaschen und bis zum Zellaufschluss auf Eis gelagert. Zum Auf-
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10xHisTag H-e-AChR4.181
HzN-r/ /j |-COOH
...DDODDKHMLETR. ... CCWHNPDDTGGWE. ... IKESLSMM
T\
(a) Hi%O-H-CI-AChFh_lgl
10xHisTag H-t-AChR .20z
HzN-F/ |-COOH
...DODDEHMLETR. ... LCWNPDDYGGYE. .. LCTYSCCPD... P, ..
T\.
(b) HisEy-H-a-AChR4_208
H--AChR4.208
Hal FeooH

S 2Ty

.. HMLETR. ... CCWNPDDYGGYE. .. LCTHSCCPDL. L FvMQ. ..

(c) H-a-AChR4 208

Abb. 5.9.: Primarstruktur der rekombinanten H-a-AChRe-Fragmente (schematisch) - (a)
Hiﬁo-H-G-AChmflgl besal? die Aminosauren 4-181 der a Untereinheit des humanen, niko-
tinischen AChR (weif3), mit einem N-ter minalen 10xHisTag (schraffiert) und einer Enterokinase-
Schnittstelle (Pfeil). Die Sequenz enthielt die MIR (WNPDDYGGVK). (b) Das verlangerte Pro-
tein HisEO-H-O(-AChR4_208 enthielt zusatzlich den strukturbildenden cys-loop(TYSCCPD). (c)
H-a-AChR4_20g: Inkubationvon Hist-H-a-AChR4_208 mit Enterokinasefuhrte zur Abspaltung
des HisTag.

schluss der Zellen wurden diese mit Resuspendierpuffer (20 mM PBS, 500 mM Natriumchlorid, pH
7,4) resuspendiert und mit PMSF-Stanosuig (1 pl/ml) und 1 mg/ml Lysozym versetzt. Nach dreil3ig-
mindtiger Inkubation wurden die Zellen mit Ultraschall lysiert, bei 30.000 xg dreif3ig Minuten zen-
trifugiert und so das Zelllysat von denclusion bodies und Zellttimmern abgetrennt.

5.5. Aufarbeitung der inclusion bodies

Um eine optimale Isolierungsmethoder fH-a-AChR4_21¢0 zu finden, wurden die folgenden Ver-
suche mit NICAM-&iulenmaterial (Fa. Sigma) im Batchverfahren durchgef Das @ulenmaterial
ermoglichte eine Isolation im kleinem Mal3stab und im Batch-Verfahren. AulRerdem tolerierte es bis
zu 20 mM Mercaptoethanol und eignete sich dadurch besonders zur Aufreinigung von Proteinen aus
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inclusion bodies.

Die inclusion bodies wurden mit denaturierendem Puffer (6 M Guanidin-hydrochlorid, 500 mM Na-
triumchlorid, 50 mM Natriumdihydrogenphosphat, 20 mM Imidazol, 1 mM Mercaptoethanol, pH 8)
resuspendiert undber Nacht unter leichtemuRren inkubiert. Nach dreil3igmitiger Zentrifugation
(30.000 xg) erhielt man die gaedteninclusion bodies im Uberstand. Die bsung wurde ultrazen-
trifugiert (400.000 xg, 4C, 60 Minuten) und debberstand direkt auf dasaBlenmaterial aufgetra-

gen. Ungebundene Proteine wurden durch Denaturierungspuffer entfernt und die gebundenen Pro-
teine mit unterschiedlichen Imidazolkonzentrationen (100, 200, 500 mM) im Denaturierungspuffer
eluiert. Bereits bei der Inkubation mit 200 mM Imidazol wurde dexfyie Teil der gebundenen Pro-

teine eluiert. Die Untersuchung der Fraktionen in der SDS-PAGE ergab, dass kein Protein mit der
erwarteten Molekularmasse von ca. 27 kD an dial® gebunden hatte (nicht gezeigt).

5.6. Aufarbeitung des Zelltiber standes mit Nickel-Affinitatschromatographie

In Vorversuchen wurden Proteine mit derHisEO-H-a-ACth;,zog erwarteten Molekularmasse von

ca. 27 kD im Zelllysat gefunden (nicht gezeigt). Zur Untersuchung, ob sicfbH-Hs(x-AChR4_208
moglicherweise im Zelllysat befand, wurden 1,5ml (ca. 10 mg) des in der Ultrazentrifuge zentrifu-
gierten Zelllysates auf 50 psfenmaterial (Bindungskapaaitta. 20-25 mg Protein/mBsilenmate-

rial) aufgetragen und eine Stunde unter leichtemu8elr inkubiert. Danach wurde das@@énmate-

rial abzentrifugiert und dedberstand vorsichtig mit einer Pipette entfernt. AnschlieBend wurde 4 bis
6 mal mit je 1 ml Resuspendierpuffer gewaschen, um alle ungebundenen Proteine zu entfernen.

5.6.1. Versuche zur Elution mit midazol

Zur Elution der gebundenen Proteine wurden Puffer mit unterschiedlichen Imidazolkonzentrationen
verwendet. Puffer mit 100 und 500 mM Imidazol wurden nacheinander aufalie $jegeben. In
beiden Fraktionen konnten Proteine eluiert werden. In Abb. 5.10 ist das SDS-Gel und der ELISA der
Saulenfraktionen dargestellt.

Im ELISA zeigte nur die Elutionsfraktion mit 500 mM Imidazol, bei Verwendung von Anti-His und
konformationsab&rigigen mAb 35 Antikipern @-AChR, human, native MIR), eine deutliche Reak-

tion. Dies lie3 auf die erfolgreiche Expression von nativemfb-lH-O(-ACth;fzog schliel3en. Die

leicht positive Reaktion des Durchlaufs war auf eine unvatidige Bindung von H+-AChR4 20s
zurtickzutihren. In der entsprechenden Fraktion im SDS-PAGE (Abb. 5.10, Bahn 3) waren allerdings
eine grol3e Zahl von Proteinen zu sehen. Ein Protein der gesuchten, berechneten Molekularmasse von
27 kD, war in der Fraktion, die mit 500 mM Imidazol eluiert wurde, zu finden.

In einem Western Blot derégilenfraktionen mit Anti-His-Tag Antilrpern zeigte sich beim Zelllysat
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{77} Anti-HisTag Antikérper

Abs (405nm)
—

(@) (b)

Abb. 5.10.: Isolierungsversuch von HiSEO-H-G-AChR4,208 durch Elution mit Imidazol - (a)
DS PAGE (12 %iges Trenngel, Slberfarbung) der Saulenfraktionen, Bahn 1: Proteinmarker,
Bahn 2: Zelllysat (80 ug), Bahn 3: Durchlauf (80 ug), Bahn 4: Durchlauf (20 ug), Bahn 5: Elu-
tion mit 200mM Imidazol (20 ug), Bahn 6: Elution mit 500 MM Imidazol (20ug) - (b) ELISA
der Saulenfraktionen mit mAb 35 (1:1000) und Anti-HisTag Antikorpern (1:1000), Durchlauf
und Waschfraktion (20 pg), Elution mit 200 und 500 mM Imidazol (2 ug), als Negativkontrolle
wurde BSA (5 ug) verwendet.

eine sehr schwache Reaktion im Bereich zwischen 20-30kD mit einer breiten Bande (nicht gezeigt).
Moglicherweise eigneten sich die Antilper nicht fir den im Protein vorliegenden HisTag, da es sich
nicht um einen 6x, sondern um einen 10xHisTag handelte. Ein Western Blot mit den im ELISA positiv
reagierenden mAb 35 war nichtaglich, da es sich um einen konformationsabgigen Antilkoirper
handelte, der nur native Antigene erkennt.

5.6.2. Versuche zur Elution mit Enterokinase

Da eine Isolierung durch die Elution mit Imidazol scheiterte, sollte das Protein durch direkte Ab-
spaltung des HisTag mit Enterokinase von daul8 eluiert werden. Enterokinase ist eine Endo-
protease, welche die Aminagiesequenz AspAspAspAspLys erkennt und C-terminal des Lys eine
Peptidbindung spaltet.

Das Siulenmaterial wurde wie oben beschrieben mit dem Zelllysat beladen und so lange mit Re-
suspendierpuffer gewaschen bis keine ungebundenen Proteine medulenr8aterial vorlagen. An-
schlielend wurde mit 1 ml Enterokinasepuffer (20 mM Tris-HCI, 50 mM Natriumchlorid, 2,5 mM
Calciumchlorid, pH 7,4) equilibriert. Da durch den Pufferwechsel die Bindungseigenschafiules S™
lenmaterials varidert werden &rinte, wurdeuberptift, ob Protein von der &ile eluiert wurde. In

einer Proteinbestimmung konnte kein Protein detektiert werden. Anschlie3end wurcdsutEmSi-
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Abb. 5.11.: Isolierungsversuch von H-a-AChR4_210 durch Elution mit Enterokinase - (a) DS
PAGE (12%iges Trenngel, Slber-Farbung) der Saulenfraktionen, Bahn 1: Zelllysat (70 ug),
Bahn 2: Durchlauf (70 ug), Bahn 3: Elutionsfraktion mit Enterokinase (7 pg), Bahn 4: Elutions-
fraktion mit 500 mM Imidazol (17 ug) - (b) ELISA der Saulenfraktionen mit mAb 35 Antikorpern
(1:1000), Zelllysat (10pg), Durchlauf (10pg), Fraktion eluiert mit Enterokinase (rEk, 2g),
Fraktion eluiert mit 500 mM Imidazol (Imidazol, 2 ug), Negativkontrolle BSA (5 ug).

terial mit 100 pl Enterokinasepuffer und 1 pl rekombinanter Enterokinase (1,7 UfdRfStunden

bei 20°C im Wasserbad inkubiert und die Elutionsfraktion durch Zentrifugation gesammelt. Zum
Entfernen aller weiteren gebundenen Proteine wurde dakeSmaterial schliel3lich mit 500 mM Im-
idazol inkubiert und die restlichen Proteine eluiert. Die erhaltenen Fraktionen wurden durch Lowry,
ELISA und SDS-PAGE charakterisiert. Bei der Abspaltung des HisTag durch die Enterokinase ver-
ringerte sich die berechnete Molekularmasse vom-HEhR,_20s auf ca. 24,2 kDa. Im SDS-PAGE

war in der Fraktion, die mit Enterokinase eluiert wurde, ein Protein mit der Molekularmasse von ca.
26 kD neben zwei dfiermolekularen Verunreinigungen zu sehen (Abb. 5.11, Bahn 3). Die Konzen-
tration der eluierten Fraktion lag bei 0,11 mg/ml. In der Fraktion, die mit 500 mM Imidazol von der
Séaule eluiert wurde, war eine grol3e Anzahl verschiedenster Proteine zu sehen (Bahn 4).

5.6.3. Filtration mit Amicon Ultra-Konzentratoren (MWCO 30.000)

Bei der Elution mit Enterokinase zeigten sich vor alleah&rimolekulare Verunreinigungen. Durch
eine Filtration durch eine Polymermembran mit einem Ausschlussvolumen von 30 kD, solibges m”™
lich sein, die Verunreinigungen abzutrenneur &iésen Zweck wurden Amicon Ultra Konzentratoren
(MWCO 30.000) verwendet. Die Protegsliing wurde eingeflt und bei 3.291 xg durch die Mem-
bran zentrifugiert. Eine Analyse des Filtrats mit Hilfe von Lowry und SDS-PAGE zeigte, dass das
gewnschte 24 kD groRRe Protein die Membran nicht passiert hatte (nicht gezeigt).
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5.7. Diskussion

In dieser Arbeit wurde das PlasmidiHE706, welchesui H-a-AChR4_1g1 kodiert, um die DNA-
Information tir H-a0-AChR1g2_20g erweitert und erfolgreich exprimiert. Dabei konnte zum ersten Mal
ein a-AChRex-Fragment nach der Expressionkrcoli nativim Zelllysat nachgewiesen werden.

Die Expression vom-AChRey-Fragmenten irk.coli ist bekannt (Schrattenhokt al., 1998; Alex-

eevet al., 1999; Tsouloufist al., 2000). Allerdings lag in allen beschriebenen Isolierungen das
gewunschte Protein imclusion bodies vor und musste denaturierend aufgearbeitet werden. Die Ex-
pression in CHO K1 Zellen (West jet al., 1997) undXenopus Eizellen (Wellset al., 1998) fihrte

zwar zu nativ gefaltetenpglichen Proteinen, allerdings in geringen Ausbeuten und Konzentratio-
nen. kir Kopplungs- und Kristallisationsexperimente waren diese Isolierungen nicht geeignet. In Tab.
5.2 ist ein Vergleich der bisher beschriebenen Expressionen mit dem hier exprinoied&hRex-
Fragment aufgeiftirt.

Klonierung

In einem ersten Schritt musste eine Plasmidkantedén AusgangsvektoroplE706 erstellt wer-

den, um gentechnische Arbeiten dundffén zu khnen. Dazu wurden die Sequenzierungsdaten von
Kreilinger (Kreilinger, 2001), die Ergebnisse des Restriktionsverdaus des Vektors (Hossann, 2001)
und die Angaben von Dr. D. Beeson ausgewertet. Es stellte sich heraus, dass die Inforaration f~
H-a-AChR4_1g1 Uber diexhol und Espl (Bpul102l)-Schnittstellen in den pet19b-Vektor einkloniert
wurde. Die im Restriktionsverdau gefundenen Fragmentabgti die neu erstellte Plasmidkarte.

Unter Betricksichtigung der Aminaairesequenzuf”H-a-AChR (Swissprot P02708) wurden syn-
thetische Oligonukleotide herausgesucht, welche, nach erfolgter Zusammenlagerung zu einer 100 bp-
Box, die DNA-Information €ir H-a-AChR;g».20g bildeten. Mit Hilfe des in den Abb. 5.1 und 5.2
dargestellten Klonierungsschemas, gelang die Synthese eines Expressionsplasiig,fi-a-
AChR4_20s. Es enthielt zuatzlich die DNA-Information it einen N-terminalen 10xHisTag und eine
Schnittstelle @it Enterokinase.

Eine Veringerung des Genarfden extrazell@ien Teil der-Untereinheit des nikotinischen AChR
von den Aminoauren 4-181 auf 4-208 liel3 aus mehrerenr&en eine erfolgreiche native Isolierung
von H-a-AChRgy erwarten. Neben den strukturbildenden Cys-Resten der Aauimes 192/193 (Bre-
jc et al., 2001), war auch der komplette N-terminale extrazahelTeil enthalten. Chavez und Hall
bestimmten durch die Klonierung und Expression von Glieniezeptoren, das207 noch aus der
Membranoberiche herausragt (Chavez und Hall, 1992). Durch ELISA mit konformatioasejii"
en Antikérpern und einemx-Bungarotoxin-Bindungsassay zeigtenétal ., das ein Ha-AChR1.210
Fragment eine deutlich nativere Struktur ausbildet, als ein N=hR;-205-Fragment (Inet al., 2000).
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Tab.5.1: \Vergleich der aus den DS
. Mkak. Msps
Gelen bestimmten Molekularmassen D KD
(Mgps) mit den aus den Aminosaurese- : (Da) (kDa)
quenzen berechneten Molekularmassen HisT-H-0-AChR4_208  26.817,3 27,6
(Miaik). T (Schrattenholz et al, 1998), * H-a-AChR4.208 24.159,6 26,0

(Hossann, 2001) T-a-AChR.209 24.796,3 26,0

I solierung mit Nickel-Affinitatschromatographie

Durch eine Analyse des Zelllysates und t®tusion bodies mit Hilfe einer SDS-PAGE, wurde deut-

lich, dass Hi%O-H-O(-AChR4,208 nach der Expression im Zelllysat vorlag. Nur dort konnte ein Pro-
tein mit der gesuchten Molekularmasse von ca. 27 kD nachgewiesen werden. Zur Isolierung wurde
das Zelllysat auf mit Nickel-lonen beladenes NiCAMuEnmaterial aufgetragen und im Batch-
Verfahren eluiert. Bei der Elution mit steigender Imidazol-Konzentration konnte dasgetée Pro-

tein isoliert werden, allerdings mit einer grofen Anzahl von weitereh 'und niedermolekularen
Proteinen verunreinigt. Die Elution mit Enterokinase lieferteAChR4_20g in grol3erer Reinheit,
allerdings immer noch durch zwei weiterelf€rmolekulare Proteine verunreinigtolflicherweise

kam es zu einer unspezifischen Spalturedpérimolekularer Peptide aufgrund der langen Inkuba-
tionsdauer. Eine Datenbanksuche n&ctoli-Proteinen mit Schnittstelleruf "Enterokinaseutirte
allerdings zu keinem positiven Ergebnis. Durch Optimierung der Aufreinigung sollte allerdings eine
Isolierung von nicht verunreinigtem BH-AChR4_20s8 moglich sein. Ein zuatzlicher Waschschritt

mit Imidazolkonzentrationen um 200 mMoRiite die Menge der unspezifisch gebundenen Proteine
reduzieren und die Spezditder Enterokinasereaktion etien. Dies wurde im Rahmen dieser Ar-
beit nicht mehr durchgefirt. In Tab. 5.1 sind die aus den SDS-Gelen bestimmten Molekularmassen
mit den aus der Amin@siresequenz berechneten Molekularmassen gezeigt, Die Masse won H-
AChRy4.20g stimmte mit der @it T-a-AChR1.209 bestimmten Masseberein (Hossann, 2001).

Faltung

Uberraschenderweise fand sich das exprimiertéd-l-’rlsa-ACthuog nativ im Zelllysat und nicht

in deninclusion bodies. Die native Faltung von H%—H-a-AChRLHOS bzw. Ha-AChR4_2gg lield

sich mit Hilfe eines ELISA mit mAb 35 Anti&pern nachweisen. Diese konformationsafdigen
Antikorper erkennen nur die nativ gefaltete MIR und ergaben eine deutlich positive Reaktion. Die
Schnittstelle @ir Enterokinase in H%—H-a-ACth;,zog war intakt, da die Abspaltung des HisTag
direkt auf der @ule gelang. Untersuchte man diaugnfraktionen beider Isolationsmethoden im
ELISA, so fand sich bei der Elution mit Imidazol das EHM-G-AChRA;_gog-Fragment in der Frak-
tion, die mit 500 mM Imidazol eluiert wurde. Bei der Untersuchung der Fraktionen der Enteroki-
naseelution befand sich H-AChR4_20g ausschliel3lich in der Fraktion, die mit Enterokinase eluiert
wurde. Die restlichen, noch gebundenen Proteine wurden danach mit 500 mM Imidazol venlder S”
eluiert und zeigten im ELISA keine Reaktion.
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Die Versuche der nativen Isolierung vondHAChRex-Fragmenten im Arbeitskreis schlug bisher fehl
(Rousselle, 1996; Kreilinger, 2001). Die erfolgreiche Expression voﬁOHHsa-AChR4_181 konnte

zwar massenspektrometrisch nachgewiesen werden (Hossann, 2001), doch konnte das Fragment nicht
rickgefaltet werden. Das Fehlen dis-loop bei den Aminoauren 192/193 wurde alsagliche Ur-

sache diskutiert. Die bisher in der Literatur beschriebenen ExpressionenAQ@mRe-Fragmenten

in E.cali fuhrten jeweils zur Bildung vomnclusion bodies, obwohl in allen Isolierungen desys-

loop vorlag. Tsouloufigt al. konnten dabei die gawischten Fragemente nur in Konzentrationen um

40 ug/ml isolieren. Das uns von Schrattenholz zur Mguiig gestellte T-AChR >99-Fragment war,
entgegen der in der Literatur angegeben Konzentration von 10 mg/ml (Schratteirddql2998), nur

bis Konzentrationen von 0,2 mg/ml stabil (Hossann, 2001).

Da Hi%O-H-G-AChR4,208 nativ isoliert werden konnte, enthielt es alle Amiaagén, die @if die

korrekte Faltung des Proteins notwendig waren. Proteine falten sich aufgrund der Wechselwirkung
einer kleinen Anzahl von Schéselresten, um die sich didrige Struktur verdichtet (Fersht, 2000;
Dobson, 2003). Bei Proteinen mit mehr als 100 Amawwgh erfolgt die Faltungber Intermediate

und auch unakdmgig in einzelnen Doarien (Sanchez und Kiefhaber, 2003; Roder und Colon, 1997).
Der Ausschluss von Wasser aus dem Kern des neu gefalteten Proteins ist der letzte Schritt der Faltung
(Cheunget al., 2002).

Bildung von Oligomeren

Die Abtrennung bhermolekularer Verunreinigungen, durch die Verwendung von Amicon Ultra Kon-
zentratoren mit einer Membran, die nur Proteine unter 30 kD durchlieR3en, scheiterte. Ursiaictee k-
die Bildung von Oligomeren des H-AChR4_20s gewesen sein. Die Bildung von Oligomeren bei
T-a-AChRy_209 Wurde bereits gezeigt (Hossann, 2001). Auch beim AChBP wurde eine Oligomeren-
bildung gefunden. Wurde es in Hefe rekombinant exprimiert und unter nativen Bedingungen chro-
matographisch untersucht, so eluierte es afdidhes Protein mit einer Molekularmasse von ca.
160kD (Smitet al., 2001). In der Rihtgenstrukturanalyse zeigte sich die Bildung von Homopen-
tameren (Brejat al., 2001). Die Bildung von Homo- und Heteropentameren bei neuronalen AChR
wurde sowohin vivo, als auchin vitro gezeigt (Drisdel und Green, 2000; Green, 1999).

Die native Faltung von Hx-AChR4_20g war erst durch die zagZlichen Aminoauren noglich. Diese

bilden in der Struktur des AChBP effaFaltblatt (Brejcet al., 2001), welches wglicherweise bei der
Ausbildung der oligomeren Struktur beteiligt ist. Durch intermolekulare Wechselwirkungen zwischen
solchen Strukturenddinte die native Faltung des Proteins lesfigt werden. Strukturelle Monomere

von oligomeren Proteinen besitzen in freier Form eine andere Struktur als im Gesamtprotein (Jaenicke
und Rudolph, 1986; Bennett und Huber, 1984). Sie falten sich erst in Gegenwart der anderen Unter-
einheiten richtig. Dies liegt daran, dass sich die Umgebungen in beiden Formen stark unterscheiden
konnen. Ein Abschirmung von hydrophoben Olafiénstrukturen in oligomeren Proteinenadrh”™
deutlich deren Faltungseffizienz (Jaenicke und Rudolph, 1986).
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6. Isolierung von His )-Gelonin;_,46-H-0-AChR4_1g1

6.1. Aufgabenstellung

Li gelang die Synthese eines Expressionsvektorsit Hi%T)-GeIonimfsz-a-AChR4_181-Fus-
ionsprotein, sowie die anschlieRende Expressidadoli und Aufreinigung durch klassische Chro-
matographiemethoden (Li, 2002). Das Protein lag nach der Expressiodision bodies vor und

musste denaturierend aufgearbeitet werden. Bei dekfaltung durch Verdiinung in Renaturier-
ungspuffer aggregierten bis zu 90 % der Proteine und es kam zu erheblichen Proteinverlusten. Die
Aufreinigung mit Gol3enausschluss- und lonenaustauscherchromatographie ergab reines Protein, un-
ter hohem materiellem Aufwand und Ausbeuteverlust.

Die Klonierung der Informationui’ das Fusionsprotein in deralflich erfaltlichen pET28a-Vektor
(Fa. Novagen) dhrte zu der Frage, warum der im Vektor kodierte N-terminale HisTag nicht zur
Aufreinigung verwendet wurde. Dieser evglicht eine Isolierung mit Hilfe von Nickel-Affinatschro-
matographie. Daher sollte die Klonierungsstrategie vamdarptift werden. War der HisTag vorhan-
den, sollte das Fusionsprotein mit Hilfe der Nickel-Affatgchromatographie aufgereinigt, der HisTag
abgespalten und das Protein mit Hilfe von SDS-PAGE, Western Blot, ELISA und TBusizst
charakterisiert werden.

Das Fusionsprotein konnte aufgrund des Fehlens eines S2-Labors nicht exprimiert werden. Li gelang
die Expression des Fusionsproteins mit dem Expressionsvektor pET-GA in BL21(DE3) Zellen, im
Rahmen ihrer Dissertation an der Shanxi-University, Taiyuan, China. Zur Untersuchung der Iso-
lationsmethode wurden uns dieclusion bodies und vorgereinigtes Fusionsprotein zur \egiing
gestellt. Li lysierte nach der Expression die Zellen durch Lysozym und mit Ultraschall. Sie tren-
nte dieinclusion bodies und Zellttimmer durch Zentrifugation von deondlichen Proteinen und
wusch das Pellet mehrmals mit B-Per-Reagenz. Anschliel3end konnte sieldsson bodiesin 6 M
Guanidin-hydrochlorid, 20 mM Tris, 5mM DTT, 2mM EDTA, pH 83én und von den uoglichen
Zelltritmmern durch Zentrifugation abtrennen.

6.2. Untersuchung der Klonierungsstrategie von Li

Der letzte Schritt der Klonierung des Fusionsproteins erfolgte dDffifen eines kiiflich ertaltlichen
pET28a-Vektors (Fa. Novagen) und des Klonierungsvektors pGel-AChR, der die Informatiasf”
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pET 28a (Ndel geschnitten): pGel AChR (Ndel geschnitten):
_Ncol _ _Ndel _ _Ndel _
... ACCATGGGCAGCAGCCAT CAT CAT CATCATCATAGCAGCGECCT GGT GCCGCGCGGCAGCCA + TATGGGCCTGGATACCGTG. . .
Met G ySer Ser Hi sHi sHi sHi sHi sHi sSer Ser G yLeuVal ProArgd ySer Met G yLeuAspThrVal . . .
———————————————— HsTag -------------mmmmmeiee oo - Fusionsprotein -
pET-GA (ligiert):
_Ndel _

... CATCATAGCAGCGECCT GGT GCCECECEECAGCCATATGGGCCT GGATACCGT GAGCTTCAGE. . .
H sHi sSer Ser @ yLeuVal ProAr gd ySer H sMet @ yLeuAspThr Val Ser PheSer

Abb. 6.1.: Klonierung der DNA-Information fir das Fusionsproteinin den pET28a-Vektor tUber
die Ndd <chnittstelle. Dabel wurde die DNA-Sequenz fur das Fusionsprotein C-Terminal an
die DNA-Sequenz des HisTag in den Vektor pET28a einkloniert.

BxHisTag Geloning.aag H-te-AChR4.131
ang g I coor
— | — 15
. LVPRGSHMGLDTY. .. ...LKFVETR... CWHNPDDYGSGVE. .. ...IKESLSMM

+

Abb. 6.2.: Das HiséT)-GeIonin1f246~H-0(-AChR4_131-Fusionsprotein enthielt eine am C-
Terminus um 5 Aminosauren verkirzte Form von Gelonin (schwarz), welches an den N-
Terminus eines Fragmentes des extrazel lul aren Teilsder a-Untereinheit des nikotinischen AChR
(weil3) gekoppelt wurde. Die Sequenz enthielt die MIR (WNPDDYGGVK). N-terminal wurde ein
6xHisTag fusioniert (schraffiert), der Uber eine Schnittstelle fur Thrombin verfugte (Pfeil). Die
4 Aminosauren LSNN am C-Terminus gehoren zum Vektor (grau).

Fusionsprotein enthielt. Dabei wurden die Restriktionsenzyoo®| undNdel verwendet (Li, 2002).

In Abb. 6.1 ist dieser Schrituf"die Ndel Schnittstelle dargestellt. Es war zu erkennen, dass die DNA-
Information fir das Fusionsprotein C-terminal an die DNA-Sequamnzdén HisTag in den Vek-
tor pET28a einkloniert wurde. Das exprimierte Protein sollte daber €inen N-terminalen HisTag
verfligen, der die Isolierung des Proteins mittels Nickel-Afatsthromatographie eoglichen wirde.

Die im Anhang dargestellte Plasmidkarte (Abb. A.7) wurde auf Grundlage der Klonierungsinfor-
mation von Li erstellt und konnte nicht durch den Verdau des Vektors mit Hilfe von Restriktion-
senzymen beatigt werden. Das Projekt wurde als S2 eingestuft und es stand kein geeignetes S2-
Labor zur Kultivierung von pET-GA irE.coli zur Verfligung. Die Primafsequenz des Fusionspro-
teins ist schematisch in Abb. 6.2 dargestellt. Daga+AChR4_181-Fragment war an den C-Terminus

des Gelonin_»s6-Fragmentes fusioniert. Die C-terminalen Amiaasén LSNN gebrten zum Vek-

tor. Zur Aufreinigung des Fusionsproteins war ein N-terminaler HisTag mit 6 Histidin-Resten und
einer Schnittstelledt” Thrombin fusioniert. Das H-AChR4_181-Fragment enthielt die MIR, aller-
dings fehlte der strukturbildendgs-1oop, der die native Expression von ¢+AChR,_20g ermaglichte

(Kap. 5).
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Abb.6.3:  Elutionsdiagramm  ein-
er  Fusionsprotein-Isolierung  aus
den vorgereinigten inclusion bodies
Aufgezei chnet wurde die Absorbtion bel
einer Wellenlange von 280 nm. - (1) De-
naturierungspuffer zum Equilibrieren
der Nickel-Affinitatssaule. (2) Pro-
teinlosung. (3) Denaturierungspuffer
zum Entfernen ungebundener Pro-
teine. (4) Elutionspuffer zur Elution
des Fusionsproteins. (5) Regener-
ierungspuffer. (6) Wasser zum Entfernen
aller Pufferbestandteile. (7) 20%
Ethanol zum Lagern der Saule bei
Raumtemperatur.

6.3. Isolierung

6.3.1. Aufreinigung desvorgereinigten Fusionsproteins

Li reinigte die gebsteninclusion bodies durch GolRenausschlusschromatographie an Sephacryl S-
200 Siulen. Die Fraktionen mit dem Fusionsprotein wurden uns von ihr zur weiteren Verarbeitung
zur Verfigung gestellt.

Vor dem Beladen der HiTrap Chelating Affiatsgiule, musste zum vorgereinigten Fusionsprotein
festes Natriumchlorid und Imidazol zugegeben werden, dass eine Konzentration von 0,5M bzw.
20 mM vorlag. Natriumchlorid unterdckte die lonenaustauschereigenschaften degeSimaterials,

und das Imidazol verhinderte, in dieser Konzentration, die unspezifische Bindung eines Teils der
Proteine. Die Proteinsung wurde steril filtriert und auf die mit Nickel-lonen beladene und mit De-
naturierungspuffer (6 M Guanidin-hydrochlorid, 0,5 M Natriumchlorid, 20 mM Tris-HCI, 20 mM Im-
idazol, pH 8,0) equilibrierte HiTrap Chelating AffiaitSsiule aufgetragen. Nachdem nicht gebundene
Proteine mit Denaturierungspuffer von deaute gewaschen wurden, konnte mit Imidazol-haltigem
Elutionspuffer (6 M Guanidin-hydrochlorid, 0,5 M Natriumchlorid, 500 mM Tris-HCI, 20 mM Imida-

zol, pH 8,0) das Fusionsprotein von deaufe eluiert werden. Durch eine Proteinbestimmung wurde
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120 4

i 5 3 Konz.
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— .
45 0kD: — o
50 4
310KDs —
404
"
-7
215KDa — 0 1 [} -
14,4kDa — — . 0 : 4 6 5 0 12 14 13
- Zeit [h]

(@) (b)

Abb. 6.4.: DSPAGE der Saulenfraktionen und zeitlicher Verlauf der Renaturierung - (a)
DSPAGE (12 %iges Trenngel), Bahn 1. Proteinmarker, Bahn 2: Durchlauf (5ug), Bahn 3:
Eluat (15pug), (b) Zeitlicher Verlauf der Rickfaltung des Fusionsproteins. Die Konzentration
entspricht den in |6slicher Form vorliegenden Proteinen.

festgestellt, dass alle Proteine quantitativ von deul& eluiert werden konnten. Der Reinheitsgrad
des eluierten Fusionsproteins wurde mit Hilfe einer SDS-PAGBErpLift (Abb. 6.4(a)). Nur das
gewlinschte Fusionsprotein war in der Elutionsfraktion enthalten.

6.3.2. Ruckfaltung des Fusionsproteins

Methode nach Li

Da das Fusionsprotein unter denaturierenden Bedingungen aufgearbeitet werden musste, lag es nach
der Isolierung in inaktiver, ungefalteter Form vor. Die Renaturierung erfolgte nach der Vorschrift von

Li, bei der das gereinigte Fusionsprotein (ca. 0,5 - 1,5 mg/ml) durch Zugabe von Renaturierungspuffer

| 20mM Tris, 5mM DTT, 2mM EDTA, 2mM GSH, 0,2 mM GSSG, pH 8) auf 100 pg/ml werdt,

kurz gevortext und dann 24 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Die bei der Renaturierung
ausgefallenen, falsch-gefalteten Proteinaggregate wurden bei 4.166 xg abzentrifugiert und es wurde
das nativ gefaltete Protein ifberstand mit einer Konzentration von ca. 10 ug/ml erhalten. Der Erfolg

der Renaturierung zeigte sich im ELISA mit konformationsaimigen mAb 35 und polyklonalen
Anti-Gelonin Antikdrpern (Tab. 6.1).
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Renaturierungspuffer I  Renaturierungspuffer 11
(5mM DTT) (OmM DTT)

Abss05nm B AbS105nm B

mADb 35 Antikor per (native MIR, 1:4000)

His{)-Gelonin_46-H-0-AChRy 151 0,399+ 0,240  +  0,430:0,168  +
T-AChR 0,104+ 0,071  +  0,797:0,400  +
BSA 0,036+ 0,006 - 0,046t 0,024

anti-Gelonin (polyklonal, 1:2000)

Hisl-Gelonin_46-H-0-AChRy 151 0,272+ 0,004  +  0,323:0,013  +
Gelonin 0,737+ 0,058  +  0,496:0,093  +
BSA 0,083+ 0,050 - 0,060+ 0,047 -

Tab. 6.1.: ELISA zum Vergleich der verschiedenen Renaturierungsmethoden durch Verwen-
dung verschiedener Puffer; Renaturierungspuffer | (20mM Tris, 5mM DTT, 2mM EDTA, 2mM
G, 0,2mM GSSG, pH 8), Renaturierungspuffer 11 (20mM Tris, 2mM EDTA, 2mM G,

0,2mM GSSG, pH 8); Hing)-Gelonin1_24gH-a-AChR4,181 (2g), T-AChR (5pg), Gelonin
(5M9), Rinderserumalbumin (BSA, 5 1g), Abssosmm: Absorbtion bei 405nm, B: Bewertung.

Ruckfaltung ohne DTT im Puffer

Da bei der Rickfaltung nur ca. 10 % des Fusionsproteins renaturiert werden konnten, sollte die Me-
thode zur Verbesserung der Ausbeute optimiert werden. In einem ersten Versuch wurde die Rena-
turierung ohne DTT im Puffer durchggiit. DTT ist in der Lage Disulfidlucken im Protein zu
reduzieren und wird daher bei deué&Kfaltung von Proteinen eingesetzt, die keine Disulfidken

in der nativen Form besitzen (Rudolph und Lilie, 1996). Bei Proteinen mit Disulfakery, wie beim
Fusionsprotein, sollte daher das System aus oxidiertem und reduziertem Glutathion (GSSG/GSH)
zum Herstellen der richtigen Disulfidkombination im Protein ausreichen.

Die Verdinnung des gereinigten Fusionsproteins mit Renaturierungspuffer Il (20 mM Tris, 2 mM ED-
TA, 2mM GSH, 0,2 mM GSSG, pH 8) auf 100 ug/ml, Inkubation 24 Stunden bei Raumtemperatur
und Zentrifugation, ergab eine Ausbeute des Fusionsproteittbienstand von 22-27 pg/ml. Der Er-
folg der Renaturierung wurde im ELISA mit den konformationsaidigen mAb 35 Antikipern
ersichtlich (Tab. 6.1). Die nach beiden Methodeckgefalteten Fusionsproteinproben zeigten eine
deutlich positive Reaktion.

Recycling der ausgefallenen Proteinaggregate

Auch bei der verbesserten Renaturierungsmethode fielen noch 70-75 % des Fusionsproteins als falsch-
gefaltete Aggregate aus. Diese wurden durch Zentrifugation vom nativ gefalteten Fusionsprotein
abgetrennt und erneut in Denaturierungspuffer (5 M Guanidin-hydrochlorid, 20 mM Tris-HCI, 0,5 M
Natriumchlorid, pH 8,0) aufgenommen. Zum AadgEn der bei der Renaturierung gebildeten Disul-
fidbriicken wurde von einer 1 M DTT-Stamadling zugegeben, bis eine Konzentration von 30 mM
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Anti-Gelonin Anti-His mAb35

Abb. 6.5.: ELISA des Fusionsproteins (FP) nach der Renaturierung in PBS Puffer. Die ver-
wendeten Antikorper wurden in einer Verdiinnung von 1: 1000 eingesetzt. Als Negativkontrolle
wurde Rinder serumalbumin verwendet, alle Proben enthielten 5 g Protein.

erreicht war. Nach einer vierundzwanzigstligen Inkubation bei Raumtemperatur unter leichtem
Ruhren, war das Fusionsprotein denaturiert und konnte einer erneutfaRling unterzogen wer-

den. Das Recycling der ausgefallenen Proteinaggregate war zwei bis dreagislhmDanach lie3en

sich die Proteinaggregate nicht mebsén. Bei der Renaturierung des nach dieser Methode wieder
verwerteten Fusionsproteins wurde dieses in den gleichen Ausbeuten wie bei der ersten Renaturierung
erhalten. Mit dem Einsatz dieser Methode liel3 sich die Ausbeute an Fusionsprotein deudiemerh”

Renaturierung des Fusionsproteinsin PBS-Puffer

Es sollte untersucht werden, ob das Fusionsprotein auch in physiologischem PBS-Puffer (130 mM Na-
triumchlorid, 4,5mM di-Natriumhydrogenphosphat, 2,5 mM Natriumdihydrogenphosphat, pH 7,2)
stabil war, um die Ratten bei der Therapie mit dem Fusionsprotein olmétn@fikig zu belasten.

Dazu wurde mit Nickel-Affiniitschromatographie aufgereinigtes Fusionsprotein in PBS-Renaturier-
ungspuffer mit oxidiertem und reduziertem Glutathion (130 mM Natriumchlorid, 4,5 mM di-Natrium-
hydrogenphosphat, 2,5 mM Natriumdihydrogenphosphat, 4 mM GSH, 0,4 mM GSSG, pH 7,2) rena-
turiert. Die Ibslichen Proteine wurden von den falsch gefalteten Proteinaggregaten durch Zentrifuga-
tion abgetrennt. Die Ausbeute asslichem Protein betrug dabei 15 %. Diedling konnte auf eine
maximale Konzentration von 85 pg/ml aufkonzentriert werden. Bei Versuchen elrezéhKonzen-
tration zu erreichen, kam es zu einem Verlust deftgi Teils des Proteins.

Die Charakterisierung desckgefalteten Proteins erfolgte mit einem ELISA, unter Verwendung von
polyklonalen Anti-Gelonin, Anti-HisTag und mAb 35 Antkpern (Abb. 6.5). Das Fusionsprotein
zeigte nur mit den polyklonalen Anti-Gelonin Antikdern eine deutlich positive Reaktion. Die Anti-
HisTag Antikorper reagierten nur sehr schwackahsend die konformationsadhgigen mAb 35 An-
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Abb. 6.6.: Isolierung und Charakterisierung des Fusionsproteins aus den inclusion bodies (a)
DS PAGE (10%iges Trenngel) der Aufreinigung mit Nickel-Affinitatschromatographie; Bahn
1. Proteinmarker, Bahn 2: geldste inclusion bodieg40pug), Bahn 3: Durchlauf (40 pg), Bahn
4: Waschfraktion mit 2700mM Imidazol (40 pg), Bahn 5: Elutionsfraktion mit 500 mM I midazol
(20 ug), (b) ELISA mit mAb 35 (1:500) und polyklonalen-anti-Gelonin Antikorpern (1:1000)
zum Nachweis der nativen Struktur des Fusionsproteins (FP, 4 ug). Als Positivkontrolle diente
T-AChR (mAb 35, 20 pg) bzw. natirliches Gelonin (polyklonale Anti-Gelonin Antikor per, 2 pg),
als Negativkontrolle wurde BSA (10 pg) verwendet.

tikorper gar nicht mit dem Fusionsprotein reagierten. Die MIR lag nicht richtig gefaltet vor, somit
gelang eine Renaturierung in PBS-Puffer nicht.

6.3.3. Isolierung ausinclusion bodies

Da die Verwendung einer @GBenauschlusschromatographie zur Vorreinigung zeitaufwendig war,
wurde untersucht, ob das Fusionsprotein auch direkt ausndRision bodies mit Hilfe der Nickel-
lonen Affinitatschromatographie isoliert werden konnte.

Dazu wurden dienclusion bodiesin Denaturierungspuffer (5 M Guanidin-hydrochlorid, 0,5 M Natri-
umchlorid, 20 mM Tris-HCI, 20 mM Imidazol, pH 8) gedt und mit der Ultrazentrifuge zentrifugiert.

Der Uberstand wurde direkt auf die mit Nickel-lonen beladene und mit Denaturierungspuffer equi-
librierte HiTrap Chelating Affiniditssiule aufgetragen. Nach dem8gni der Sule mit Denaturier-
ungspuffer zum Entfernen von ungebundenen Proteinen, wurden unspezifisch gebundene Proteine
mit Waschpuffer (Denaturierungspuffer mit 2100 mM Imidazol) eluiert. Das Fusionsprotein konnte
anschliel3end mit Elutionspuffer (Denaturierungspuffer mit 500 mM Imidazol) von ade £luiert
werden.

Alle Fraktionen des &lilenganges wurden auf ein SDS-Gel aufgetragen (Abb. 6.6). Man erkannte
deutlich den Erfolg der Isolierung. &tirend im Durchlauf (Bahn 3) nahezu kein Fusionsprotein
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vorhanden war, fand es sich in der Wasch- und Elutionsfraktion. In der Waschfraktion befand sich
allerdings neben dem Fusionsprotein noch eine grol3e Menge weiterer Proteine. Die Elutionsfraktion
enthielt das Fusionsprotein neben zwei niedermolekularen Verunreinigungen, die nicht abgetrennt
werden konnten. Das so isolierte Fusionsprotein wurde direkt einer Renaturierung unterzogen und der
Erfolg mit Hilfe eines ELISA bestimmt. Dabei zeigte die Fraktion mit dem Fusionsprotein sowohl mit
den anti-Gelonin, als auch mit den mAb 35 Amtikérn eine stark positive Reaktion (Abb. 6.6(b)).

Eine Aufkonzentration des Fusionsproteins bis auf 0,15 mg/ml veaylicti.

6.4. Versuche zur Abspaltung desHisTag

Wie Hisg-GeIonimfzsl besald das Fusionsprotein eine SchnittstelteThirombin, um die Abspal-

tung des HisTag zu eroglichen. Das frisch zuickgefaltete und aufkonzentrierte Fusionsprotein

(0,2 mg/ml) wurde dazu mit Thrombin (0,14 Wrf16 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Trug

man die Losung zusammen mit ungeschnittenem Fusionsprotein auf ein SDS-Gel auf, so war kein
Masseunterschied zu erkennen (nicht gezeigt). Daraus konnte geschlossen werden, dass die Abspal-
tung nicht erfolgreich war. Da sich im Puffer nach der Renaturierung immer noch ca. 0,3 M Guanidin-
hydrochlorid befand, sollte dessemgiliche Hemmwirkung auf Thrombin mit einem Testprotein un-
tersucht werden.

6.4.1. Einflussvon Guanidin-hydrochlorid auf Thrombin

Als Testprotein eignete sich |'ESG€|OniI’]|__251, da die bentigten Bedingungen zur Abspaltung des
HisTag bereits ermittelt waren (Kap. 4.5.2). Zur Untersuchung wurden jeweils 15 ug des rekombi-
nanten Gelonins mit 56 mU Thrombin bei unterschiedlichen Guanidin-hydrochlorid-Konzentrationen
im Puffer eingesetzt. Dieasungen wurdenur'16 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert, die Pro-
teine durch Trichloressigsife gedllt und auf ein SDS-Gel aufgetragen. Die prozentuale Menge an
geschnittenem Gelonin wurde durch densitometrische Analyse des SDS-Gels bestimmt (Abb. 6.7).
Bis zu einer Konzentration von 250 mM Imidazol entfernte Thrombin ungehindert den HisTag von
Hisg-GeIoninL_251. Bei einer Konzentration von 1 M Guanidin-hydrochlorid wurden immer noch
knapp 37 % geschnitten. Da nach der Renaturierung das Fusionsprotein in Puffern mit Guanidin-
hydrochlorid-Konzentrationen unter 1 M vorlag, sollte zumindest ein Teil des Fusionsproteins geschnit-
ten werden.

Moglicherweise lag eine Mutation in der Erkennungssequenz von Thrombin im Protein vor. Aufgrund
der Einstufung als S2-Projekt, war allerdings keine Sequenzierung des Expressionsvektors pET-GA
moglich. Eine weitere Mglichkeit war die sterische Hinderung der Thrombin-Schnittstelle. Dies
sollte in einem weiteren Versuch untersucht werden.
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6.4.2. Bestimmung der sterischen Zuganglichkeit desHisTag

Denaturiertes Fusionsprotein band an immobilisierte Nickel-lonen. Da sich der HisTag nach einer
Renaturierung nicht abspalten lies, lag dieseghcherweise it Thrombin unzuginglich vor. Daher

sollte untersucht werden, ob der HisTag auch nach einer Renaturierung noch an, auf einer HiTrap
Chelating Affiniatsgiule, immobilisierten Nickel-lonen binden konnte. Dazu wurde renaturiertes Fu-
sionsprotein in Bindungspuffer (0,3 M Guanidin-hydrochlorid, 0,5M Natriumchlorid, 200 mM Tris,

pH 8) auf eine mit Nickel-lonen beladene HiTrap-Chelating Aféitsiule aufgetragen. Dieagle

wurde nach dem Entfernen aller ungebundenen Proteine mit Elutionspuffer (Bindungspuffer mit
200 mM Imidazol) inkubiert. Die aufgefangenen Fraktionen wurden mit Lowry und SDS-PAGE un-
tersucht. Nur eine geringe Proteinmenge band an die HiTrap Chelating ai§iitle. In der ent-
sprechenden Fraktion war auf dem SDS-Gel kein Fusionsprotein zu erkennen. Wurde der Durchlauf
durch die &ule untersucht, so befand es sich in dieser Fraktion (nicht gezeigt).

Offensichtlich war der N-terminale HisTag im Fusionsprotein sterisch gehindert oder nicht an der
Oberfliche des Proteins lokalisiert. Dies war aufgrund seiner Patl@rstaunlich. Im rekombinanten
Gelonin, das den gleichen N-terminalen HisTag besal3, lag dieser in nativer Faanrghialy'an der
Oberfliche des Proteins vor. Da der HisTag am Fusionsprotein nicht abgespalten werden konnte, liel3
sich dessen Einfluss auf die Toxatitles Fusionsproteins nicht bestimmen.

6.5. Charakterisierung

6.5.1. Western Blot

Mit einem Western Blot sollte untersucht werden, ob die Bande bei ca. 51 kD auf dem SDS-Gel
immunologisch als H@Gelonimf246~H-O(-AChR4_131-Fusionsprotein nachgewiesen werden kon-
nte. Dazu wurden die Proteine vom SDS-Gel durch Elektrophorese auf eine Nitrozellulose-Membran
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Abb. 6.8.: Charakterisierung des Fusionsproteins. (a) Western Blot des Fusionsproteins mit
polyklonalen Anti-Gelonin-Antikorpern (1:1000), Bahn 1: SDS-PAGE (5 ug), Bahn 2: Western
Blot (5ug). (b) Toxizitatstest des Fusionsproteins im Vergleich mit natirlichem und rekombi-
nantem Gelonin (Geloniny_»s51). Als Negativkontrolle diente Rinderserumalbumin. (1C100 =
1.981 cpm, IC50 = 991 cpm).

Ubertragen und die Membran mit polyklonalen Anti-Gelonin Aotpern behandelt. In Abb. 6.8(a)

ist die Farbung der ca. 51 kD groRen Bande zu erkennen. Damit konnte diese eindeutiggals His
Gelonin_»46H-a-AChRy4_1g1-Fusionsprotein nachgewiesen werden. Ein Western Blot mit Anti-His
Antikorpern schlug fehl. Die Antisrper reagierten nur sehr schwach mit dem Fusionsprotein (nicht
gezeigt). Ein Western Blot mit mAb 35 Antikpern gegen die-Untereinheit des AChR war nicht
moglich, da diese konformationsadoiigigen Antilorper nur die nativ gefaltete MIR erkennen.

6.5.2. Toxizitatstest

Wie in Kap. 4.6.3 beschrieben, wurde ein Toxarstest mit dem Fusionsprotein durchgat. Nur

wenn das Fusionsprotein toxische Eigenschaften besitzedeyware ein Einsatz in der antigen-
spezifischen Immunsuppression sinnvoll. Sollte sich das Fusionsprotein nicht toxisch genug zeigen,
so musste in demn vivo Versuchen eine sehr hohe Dosis gegeben werden.

Der Toxizitdtstest wurde mit Konzentrationen voril®~ " bis 1. 10~2° mol/l durchgetihrt. Dazu
wurde eine Verdinungsreihe mit 6 Proben angesetzt. Als Negativkontrolle diente Rinderserumalbu-
min (BSA). Rir das Fusionsprotein konnte eine Toxazion 46 ng/ml ermittelt werden (Abb. 6.8(b)).
Zum Vergleich sind die Messwerte von ndichem und rekombinantem Gelonin eingezeichnet. Deut-
lich erkennt man die geringere Toxiitdes Fusionsproteins.
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6.6. Diskussion

| solierung

Nach der Expression lag das Fusionsprotein in Form vooslinohieninclusion bodies vor. Diese
wurden mit Hilfe von Guanidin-hydrochlorid gest. Guanidin-hydrochlorid eignet sich besonders
fur das Denaturieren von wdlichen Proteinaggregaten, da in konzentrier@surng keine oder nur
wenige Elemente der Sekusdtrukturibrig bleiben (Tanforét al., 1966). Auf die Verwendung von
Harnstoff als denaturierendes Mittel wurde aufgrund degimhen, kovalenten Modifizierung von
Amino- und Thiolgruppen in Proteinen verzichtet (Stetlal., 1960).

Das Fusionsprotein liel3 sich aus denagéthinclusion bodies durch Nickel-Affinititschromatogra-

phie unter denaturierenden Bedingungen isolieren. Dazu wurde die HiTrap Chelatingafd§inite

mit Nickel-lonen beladen, mit Denaturierungspuffer equilibriert und diesgehinclusion bodies di-

rekt auf die &iule aufgetragen. Durch die Verwendung von Puffern mit steigender Imidazolkonzentra-
tion konnte das Fusionsprotein erhalten werden. Dennoch lief3 sich das Fusionsprotein nicht von allen
Verunreinigungen abtrennen. Auf dem SDS-Gel konnten zwei niedermolekulare Proteine schwach
detektiert werden. Mit Hilfe dieser Methode konnte @sGelonimfsz-a-AChR4_131 allerdings

in hoher Ausbeute isoliert werden. Durch Verwendung eines einzigale&schritts konnte auch der
Zeitaufwand im Vergleich mit der Methode von Li erheblich reduziert werden.

Wurde eine Vorreinigung durch @8énausschlusschromatographie verwendet, dann traten keine sicht-
baren Verunreinigungen auf dem SDS-Gel auf. Allerdings war dies mit einem grof3en materiellen
Aufwand und Verlust an Fusionsprotein verbunden. Aufgrund der begrenzten, zugieg stehen-

den Menge an Fusionsprotein, wurde zur Isolierung auf die Nickel-Adfsstiromatographie direkt

aus den gasteninclusion bodies zurtickgegriffen und die Verunreinigungen toleriert.

Ruckfaltung

Das das Fusionsprotein unter denaturierenden Bedingungen isoliert werden musste, wackiale R~
tung in die native Form notwendig. Eine Renaturierung des Fusionsproteins gelang bei Raumtemper-
atur durch eine Vemtinung mit Renaturierungspuffer auf eine Konzentration von 100 pg/ml. Durch
den Verzicht von DTT im Renaturierungspuffer konnte die Ausbeute an Fusionsprotein deutlich
erhoht werden. DTT ist in der Lage, Disulfidlcken zu reduzieren und wird daher nur bei dacikR”

faltung von Proteinen ohne DisulfidimKen in der nativen Struktur eingesetzt (Rudolph und Lilie,
1996). Die Ausbildung der richtigen Disulfidimken-Bindungen wurde durch ein System aus oxi-
diertem und reduziertem Glutathion (GSSG/GSH) erreicht. Allerdings konnten pro Renaturierungs-
schritt nur ca. 25 % an Fusionsprotein in nativer Form isoliert werden.

Die Verdinnung in Renaturierungspuffer geschah sehr schnell, um hohe lokale Proteinkonzentratio-
nen zu vermeiden (Jaenicke und Rudolph, 1986). Es wurde gezeigt, das inaktive Aggregate partiell
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strukturiert sein kihnnen (Zettimeissdt al., 1979). Kommt es bei der Renaturierung zu intermoleku-
laren Wechselwirkungen zwischen solchen Strukturemgveine Aggregation des Proteins die Folge.

Fur den extrazelldien Teil dera-Untereinheit des nikotinischen AChR bestimmten Weisal.

einen 3-Faltblatt-Anteil von 51 % (West jret al., 1997). Ein Zusammenlagern dieses selarad”
Strukturmerkmals zu uoklichen Plaques, wie esirf Erkrankungen wie Alzheimer und Parkinson
beschrieben wurde (Sunde und Blake, 1997; Dobson, 2008tk die Ausbildung von uaslichen,
unvolls&indig gefalteten Aggregaten bei der Renaturierung zur Folge haben und die Tendenz des Fu-
sionsproteins zur Ausbildung vanclusion bodies bei der Expression er&tén.

Bei der Rickfaltung wurde trotz Optimierung der Methode immer noch ein Proteinverlust von bis zu
75 % durch Bildung von uwislichen Aggregaten beobachtet. Um den Proteinverlust zu minimieren,
wurde eine Methode entwickelt, die falsch-gefaltetenpsinthen Proteinaggregate erneut zu dena-
turieren und uckzufalten. Dazu wurden die wdlichen Aggregate abzentrifugiert in einem dena-
turierenden Puffer gekt und erneut renaturiert. Dies konnte bis zu dreimal durcigetind die
Ausbeute an Fusionsprotein damit deutlichagrthwerden.

Kontrolle der nativen Struktur

Zur Kontrolle der nativen Struktur des &+AChR-Fragmentes im Fusionsprotein, wurden die kon-
formationsabhingigen, monoklonalen Anti-MIR Anttkper mAb 35 eingesetzt. Diese Antilper
binden sehr schwach die denaturiart&Jntereinheit von einigen Spezies, allerdings nicht die des hu-
manen AChR (Tzartogt al., 1998; Tzartogt al., 1981). Daher eignete sich dieser Amtiger sehr gut

zur Kontrolle der Proteinfaltung. Eine positive Reaktion zeigte das Vorliegen der nativen Struktur der
MIR. Allerdings konnteuber andere Bereiche auf demoHAChR-Fragment keine Aussage getroffen
werden. Die korrekte Faltung desAChR-Fragmentes im Fusionsprotein wdrefraschend. Wurde
dasa-AChR4_1g1-Fragment allein exprimiert, so lag es ausschliel3lich inidelasion bodies vor und
konnte nicht renaturiert werden (Rousselle, 1996; Kreilinger, 2001). Die Fusion-8€hR,_1g1-
Fragments an Gelonin epoglichte offensichtlich die native Faltung. Die Verbesserungideuit-

ro Faltung von Proteinen durch genetische Kombination mit einem hydrophilen Fusionspartner ist
bekannt (Samuelssast al., 1991). Hydrophile Peptidfragmente beeinflussen die Wassmthkeit

von teilgefalteten Polypeptidketten und eneh somit die Faltungseffizienz. Die richtige Faltung der
MIR war aber von entscheidender Bedeutung, da nur dann ein Einsatz des Proteins im Tierversuch
sinnvoll ist. Ziel des Fusionsproteins simdvivo die autoreaktiven B-Lymphozyten, dierfdie Sez-
ernierung der autoreaktiven Anti-AChR Antikper verantwortlich sind.

Die Toxizitat des Fusionsproteins im vitro Translationstest, sowie die positive Reaktion mit den
polyklonalen Anti-Gelonin Antikfpern zeigte die korrekte Faltung des Gelonin-Fragmentes.

Eine Moglichkeit die Bildung von umdslichen Proteinaggregaten bei der Renaturierung zu umge-
hen, ware die Renaturierung des immobilisierten Fusionsproteins direkt auf der HiTrap Chelating
Affinitatssiule gewesen (Colangedi al., 1988). Doch durch die Bindungsexperimente des nativen
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Fusionsproteins an die Nickel-Affimitssiule konnte gezeigt werden, dass der HisTag im Fusionspro-
tein nach der Rckfaltung nicht mehr zuaiglich war. Daher wurde auf eine Renaturierung direkt auf
der Siule verzichtet.

Faltung in physiologischem Kochsalzpuffer

Beim in vivo Einsatz des Fusionsproteingaie die Verwendung einer physiologischen Kochsalzl”
sung bei der Applikation des Proteinsumschenswert. ickfaltungsexperimente in diesem Puffer
schlugen allerdings fehl. Das Protein wurde nur zu 15 %gtidher Form erhalten, ahirend der Rest

als unbsliche Aggregate ausfiel. Die maximale Konzentration des Fusionsproteins betrug dabei nur
bis zu 0,09 mg/ml. Aul3erdem zeigte es keine Reaktion mit den konformaticarsgigein mAb 35
Antikorpern. Daher wurde bei den vivo Versuchen auf das mit Tris-haltigem Renaturierungspuffer
rickgefaltete Protein zuckgegriffen (Kap. 8).

EinflussdesHisTag

Im Rahmen dieser Arbeit gelang es nicht, den HisTag vom Fusionsprotein abzuspalten. Guanidin-
hydrochlorid lag im Puffer in einer Konzentration vor, die Thrombin nicht hemmen konnte. Dies
wurde anhand der Versuche mit %Hé;elonimf%l gezeigt. Eine magliche sterische Hinderung kon-

nte durch die Bindungsversuche von renaturiertem Fusionsprotein an die NickelaAdt&iité ge-

zeigt werden. Aber auch eine Mutation in der DNA-Sequenz im Bereich der Thrombinschnittstelle,
welche die Abspaltung des HisTag verhindemrde, konnte nicht ausgeschlossen werden. Aufgrund
der vergleichbaren Lage des N-terminalen HisTag, war, wie beim rekombinanten Gelonin, allerdings
kein Einfluss auf die Toxiz#t zu erwarten.

Toxizitat

Fir das Fusionsprotein wurde in einam vitro Translationstest eine Toxiait von 46 ng/ml be-
stimmt. Wurde die aus der Aminasiesequenz berechnete Molekularmasse von 50.869 Dekber”
sichtigt, so betrug die Toxizat 900 pM. ki Gelonin,_ 251 wurde ein IC50-Wert von 80 pM gemessen.
Somit zeigte sich das rekombinante Gelonin um den Faktor 11 toxischer als das Fusionsprotein.
Dies liel3 sich durch die Betrachtung deorRgenstruktur des zu Gelonin homologen RIP Ricin
erklaren. Die Bindungstascherfdas Substrat liegt in derafié des C-Terminus (Abb. 1.9). Beim Fu-
sionsprotein Hig)-GeIonirh_246-H-a-AChR4,181 wurde das Rezeptorfragment an den C-Terminus
des Gelonin-Fragmentes fusioniertoilicherweiseuberdeckte das l-AChRs.1g1-Fragment die
Bindungstasche, was zu einer sterischen Hinderuihgefi wirde. Die Eintihrung eines Protein-
linkers aus hydrophilen Aminasiren loihnte noglicherweise nicht nur die Toxizt des Gelonin-
Fragmentes, sondern auch die Antiganhdés Ha-AChR,_181-Fragmentes edtien. So dihrte die
Verwendung eines Linkers zwischen zwei Proteinfragmenten in einem Fusionsprotein zu einer erhe-
blichen Bindungssteigerung an einen Rezepimtro (Chandleret al., 1998).
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Faktor Literatur

Fusionsproteine

Hisl"-Gelonin_p46-H-0-AChRy 181 11

hFGF-Saporin 10 (McDonalet al., 1996)
HBEGF-Saporin 23 (Chandlet al., 1998)
Chemisch gekoppelte Konjugate

Gelonin-gp330 1,1 (Misquith und Surolia, 1995)
Gelonin-HRP 1,2 (Schfer, 1995)
RIP-Antikdrper-Konjugate 35 (Barbiest al., 2000)

Tab. 6.2.: Vergleich der Toxiztatsverluste von RIP in Fusionsproteinen - Der Faktor gibt den
Toxizitatsverlust im Vergleich mit freiem Toxin an.

Die niedrigere Toxizat von Fusionsproteinen bzw. chemisch gekoppelten Konjugaten im Verglei-
ch mit ungekoppeltem Toxin ist bekannt. Barbietrial. koppelten verschiedene RIP an Ardrkér
(Barbieri et al., 2000). Die Bedingungen wurden so geiit, dass ein Anti&fpermolekil mit 1-2
RIP-Molekilen gekoppelt wurde. Dabei kam es zu einem mittleren Aldiisitérlust um den Faktor
35. Als Ursache wurde von Barbiesti. al. sterische Hinderung des aktiven Zentrums diskutiert.

Der Einsatz von RIP in Fusionsproteinen war in der Literatur bekannt (Chasicdér 1998; Aro-

ra und Leppla, 1994; al Jaufgt al., 1994; McDonaldet al., 1996). Chandleet al. klonierten zwei
Fusionsproteine aus dem RIP Saporin und einem Heparin-bindenden epidermalen Wachstumsfak-
tor (HBEGF, engl.: heparin-binding epidermal growth factor), zum gezielten Ausschalten von Tu-
morzellen. Beide Proteine unterschieden sich nur durch die Verwendung, bzw. des Fehlens eines
flexiblen Linkers von 22 Aminagiren zwischen beiden D@nén. kif natives Saporin wurde eine
Toxizitat von 7 pM bestimmt, afirend die Fusionsproteine eine um den Faktor 23 niedrigere Tox-
izitat von ca. 160 pM im zellfreien Assay besalien. Der Linker zeigte dabei keinen Einfluss auf die
Toxizitat. Wurden die beiden Proteine in der Zellkultur getestet, zeigte das Fusionsprotein mit vorhan-
denem Linker eine gf3ere Bindungsaffirat'gegenber dem HBEGF-Rezeptor. Als Ursache wurde

die sterische Hinderung, verursacht durch das Toxinfragment, bei der Bindung an den Rezeptor disku-
tiert. In vivo zeigte nur das Fusionsprotein mit Linker eine Hemmwirkung auf das Tumorwachstum.
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7. Isolierung des AChR aus Torpedo californica

7.1. Aufgabenstellung

Um die Induzierung der EAMG in Ratten zu esglichen, musste der komplette AChR aus dem
elektrischen Organ des Zitterrocheluspedo californica isoliert werden. Das spannungserzeugende
elektrische Organ aus Fischen, wie z.B. dem Zitterrocleepedo californica, ist aus sog. Elektro-
plaques aufgebaut, die sich im Laufe der Evolution aus Muskelzellen entwickelt haben. Aufgrund
ihres Reichtums an cholinergen postsynaptischen Membranen und des Fehlens eines kontraktilen
Apparates kommt es zum Aufbau eines elektrischen Potentials von 150 mV pro Zelle. Die Reihen-
schaltung einer grof3en Anzahl solcher Zellen erlaubt die Bildung sehr hoher Spannungen. Aufgrund
der groRen Anzahl an T-AChR eignen sich diese Organe besonders zu dessen Isolierung.

Im Arbeitskreis gelang Urbatsch die Isolierung mittels Dichtegradientenzentrifugation (Urbatsch,
1990). Grundlage der Isolation war ein Verfahren, das erstmals von Hertling-Jaweed beschrieben
wurde (Hertling-Jaweed al., 1988). Allerdings konnte der T-AChR nicht komplett von Verunreini-
gungen befreit werden. So trat bei 80-90kD im SDS-Gel eine Bande auf, die einer ATPase zuge-
ordnet wurde. Sehnert setzte in einer Modifikatioredmléch zur Dichtegradientenzentrifugation eine
Affinitatschromatographie nach einem Verfahren von Mosckovitz ein (Sehnert, 1994; Mosckovitz und
Gershoni, 1988).

Der AChR besitzt eine hohe Bindungsaffatitu Schlangengiften we-Bungaro- odea-Cobratoxin.
Diese Gifte binden an den N-terminalen Teil detntereinheit und blockieren die Bindung des Neu-
rotransmitters Acetylcholin. Bindet mamn-Cobratoxin kovalent an eine feste Matrix, eignet es sich
zur Reinigung des AChR. Das8lenmaterial war bis vor kurzenawuflich erlaltlich (Fa. Sigma). Es
handelte sich um mit CNBr-aktivierter Sepharose, an die das 7 kD sclmw€abratoxin gekoppelt
war.

Die Elution des immobilisierten Rezeptors von deute gelingt durch Carbamylcholin-haltigen
Puffer. Aufgrund des Aufwands einer Dichtegradientenzentrifugation eliminierte Sehnert diese probe-
weise und konnte ebenfalls gereinigten Rezeptor isolieren. Auch nach langer Lagerurighai 4

20 %iger ethanolischerdsung konnte dasdgsilenmaterial noch zur Isolierung von T-AChR verwen-

det werden (Hossann, 2001).
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Abb.7.1: Elektrisches Organ des Zitter-
rochens Torpedo californica Das Eppendorf-
Reaktionsgefald dient als Grolsenvergleich.

7.2. Aufarbeitung des elektrischen Organs

Das tiefgefrorene elektrische Organ (Abb. 7.1) wurde bei Raumtemperatur aufgetaut, zerkleinert und
mit Puffer bei £C in einem Mixer bei maximaler Leistung homogenisiert. Zur Vermeidung von
Uberhitzung wurde die Homogenisierung in kleinen Intervallen und mit groReraAdisti durchge-

fuhrt. Durch die Filtration des Homogenisaitser ein Mulltuch konnten grobe Gewehgsté abge-

trennt werden. Das Filtrat wurde anschlieRendgéchzig Minuten bei 13.000 xg zentrifugiert und

das erhaltene Pellet je nach verwendeter Isolationsmethode weiter verarbeitet.

7.3. Isolierung mit a-Cobratoxin-Affinitatschromatographie

7.3.1. Durchfihrung der Isolierung im Durchflussverfahren

Das Pellet wurde in Cholat-haltigem Puffer unter Ultraschallbehandlung resuspendierruad f~
Stunden gesdclitelt. Nach erneuter Zentrifugation befand sich der Rezeptor aufgrund des Natrium-
cholat imUberstand. DetJberstand wurde direkt auf eire Cobratoxin-3ule gegeben. Nach dem
Spilen der &ule und 45 miatiger Inkubation, wurde der Rezeptor mit 1 mM Carbamylcholinchlorid-
haltigem Puffer von der&ile eluiert. Eine zweite Fraktion an Rezeptor erhielt man nachu?digt&r
Inkubation der &ule im gleichen Puffer. Nach zweimaliger Dialyse gegen 5| Dialysepuffer wurden
beide Fraktionen durch SDS-PAGE und ELISA charakterisiert. iel&Swurde anschliel3end mit
verdinnter Essigatire und Tris-gepufferter Kochsadalling regeneriert.

Es konnten in der ersten Fraktion 0,9 und in der zweiten Fraktion 0,8 mg T-AChR aus 1009 elek-
trischem Organ isoliert werden. Beide Fraktionen zeigten im SDS-PAGE das erwartete Bandenmuster
und reagierten im ELISA mit mAb 35 Antdepern positiv (nicht gezeigt).

Wahrend der chromatographischen Aufreinigung setzte siclidasbratoxin-&ulenmaterial lang-
sam zu, bis kein Durchlauf mehraglich war. Die &ule musste daraufhin neu gegossen werden.
Moglicherweise war dasaslenmaterial aufgrund der nicht durchgieften Vorreinigung der aufge-
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tragenen ProteinBung zu stark verunreinigt. In weiteren Versuchen wuilglerprift, ob das &ulen-
material noch im Batch-Verfahren verwendet werden konnte.

7.3.2. Durchfuhrung der Isolierung im Batch-Verfahren

Das Pellet wurde, wie oben beschrieben, unter Ultraschallbehandlung in Cholat-haltigem Puffer re-
suspendiert. Nach der Zentrifugation wurde tifirerstand direkt zuna-Cobratoxin-&iulenmateri-

al gegeben. Um die Bindung des T-AChR zu egiichen, wurde die Suspensioarféine Stunde
unter leichtem Salitteln inkubiert. Danach erfolgte eine Zentrifugation bei 4.170 xg. Die Zentrifu-
gation bei 4.170xg war zwar ausreichend um dasl&imaterial im Pellet zu erhalten, allerdings
zeigte sich dieses sehr labil. DBiberstand musste sehr vorsichtig mit einer Pipette entfernt wer-
den. Ein Dekantieren désberstands war nicht agjlich. Das Qulenmaterial wurde nacheinander mit
den Puffern A, B und C gewaschen. Anschliel3end wurde der Rezeptor mit 4 ml Puffer D eluiert.
Zugsatzlich wurde das &ilenmaterial mit Puffer Diber Nacht unter leichtem Sgttéln inkubiert und

eine 2. Fraktion erhalten. Beide Proteinfraktionen wurden nach der Elution sofort zweimal gegen 5|1
Dialysepuffer dialysiert.

Durch eine Proteinbestimmung wurde die Ausbeute an T-AChR bestimmt. In Fraktion 1 befanden
sich 96 ug Protein, atirend durch diéJbernachtinkubation 544 pg Protein isoliert werden konnte.
Damit ergab sich eine Gesamtausbeute von 0,64 mg aus 100 g elektrischem Organ. Auf dem SDS-
PAGE zeigte sich das typische Bandenmuster des T-AChR (Abb. 7.2(a)). Durch die denaturierenden
Bedingungen wurden die 4 Untereinheiten getrennt und als einzelne Banden bei 29 kDakDa

(B), 51 kDa §) und 60 kDa §) sichtbar. Bei 43 kDa war eine Verunreinigung sichtbar. Durch einen
ELISA mit den konformationsalamgigen, Anti-MIR Antilorpern mAb 35 konnte in beiden Fraktio-

nen der T-AChR immunologisch nachgewiesen werden (Abb. 7.2(b)). Beide Fraktionen zeigten eine
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Ausbeute
UE Mgps Miak Mus (mg)
(kDa) (kDa) (kDa) (Sehnert, 1994) 4,3
a 39 50,1 53,0 (Milosavljevic, 1998) 3,7
B 47 53,7 56,5 (Hossann, 2001) 4,3
Y 51 56,3 62,9 Durchflussverfahren 1,7
o 60 576 65,3 Batch-Verfahren 0,64

(@) (b)

Tab. 7.1.: Isolierung des T-AChR - Molekularmassen der Untereinheiten und Vergleich der
Ausbeuten - (a) Molekularmassen der Untereinheiten des T-AChR - Mgps: aus dem SDS-Gel
bestimmte Molekularmasse, Myqk: aus der Aminosauresequenz berechnete Molekularmasse,
Mms: durch Massenspektrometrie bestimmte Molekularmasse (Kasheverov et al, 1998). (b)
Vergleich der Ausbeuten vergangener Isolierungen (pro 100 g elektrisches Organ).

starke positive Reaktion im Vergleich mit der Negativkontrolle.

7.4. Diskussion

Aus dem elektrischen Organ vdirpedo californica lief3 sich T-AChR durclu-Cobratoxin-Affin-
itatschromatographie isolieren. Sowohl die kontinuierliche Elution, als auch die Elution im Batch-
Verfahren war erfolgreich. Allerdings zeigte demuS&nhmaterial eine deutlich verringerte Bindungska-
pazitt fur T-AChR, im Vergleich mit bereits durchgéiiten Isolierungen. \&hrend mit der neuen
Affinitatssiule aus 100 g elektrischem Orgahlicherweise bis zu 4,3 mg T-AChR isoliert wurden
(Sehnert, 1994), nahm die Ausbeute nach Regenerierung und LagerurgutiErsn&iterials ab (Tab.
7.1(b)). Ein Ausbeuteverlust aufgrund der langen Lagerung des elektrischen Organs bei -80 °C kon-
nte ausgeschlossen werden, dadie Isolierung im Batch-Verfahren frisch erworbenes elektrisches
Organ verwendet wurde.

Die erfolgreiche Isolierung konnte durch das typische Bandenmuster auf dem SDS-Gel und durch die
positive Reaktion mit mAb 35 Antibrper im ELISA gezeigt werden. Wurde die aus dem SDS-Gel
bestimmten Molekularmassen der Untereinheiten mit den aus der Aauiresequenz und Massen-
spektrometrie bestimmten Molekularmassen verglichen, so zeigten sich die, aus der Literatur bekan-
nten, Massendifferenzen (Utket al., 2000). Die Unterschiede lassen sich durch die unterschiedlich
stark ausge@mgte posttranslationale Modifizierung der Untereinheitenaeekl.” So ist die elektro-
phoretische Wanderung der Proteine atyigg vom Grad der posttranslationalen Modifizierung. Die

43 kD schwere Verunreinigung ist bekannt (Fratilal., 1988). Es handelt sich um Rapsyangl.:
receptor associated protein of SYNapse), ein Protein, dass bei der Ausbildung der AChR-Cluster
(Froehneret al., 1990) und deren Bindung an das Zytoskelett beteiligt ist (&pal., 1995).
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8. Versuchezur antigenspezifischen Immunsuppression in vivo

8.1. Aufgabenstellung

Wie bereits in der Problemstellung beschrieben, findet bei der Autoimmunerkrankung Myasthenia
gravis nur eine Behandlung der Symptome statt. Eine spezifische, gegen die Ursache der Erkrankung
gerichtete Therapie ist bis heute nicht bekannt. Spezifische, immunsuppressatee’sind Gegen-

stand der Forschung (Kap. 1.3).

Im Arbeitskreis von Prof. Dr. W. E. Trommer gelang die Synthese eines chemisch gekoppelten
T-AChR-Gelonin-Konjugats (Brust al., 1987). Es konnte gezeigt werden, dass eine Gabe des Kon-
jugatsin vivo die Zahl der funktionsthigen AChR deutlich steigerte (Urbatsethal., 1993). Die
Wirkungsweise war dabei antigenspezifisch, da das Immunsystem eine normale Reaktion gegen Kon-
trollantigene zeigte. Ein Anstieg des Antilpertiters gegen den AChR, vermutlich ausgéldurch

die Immunantwort gegen pathologisch irrelevante Teile des Rezeptors, konnten aufgrund der Ver-
wendung des kompletten Rezeptors nicht verhindert werden. Li gelang die Synthese eines Expres-
sionssystemsuf ein gentechnisch gekoppeltes Fusionsprotein aus einem Ggleggnund einem
H-a-AChR4_1g1-Fragment (Li, 2002). Im Rahmen dieser Arbeit konnte das Protein unter denaturier-
enden Bedingungen mit Hilfe der Nickel-AffiaitSchromatographie isoliert werden (Kap. 6). Eine
Renaturierung war oglich, nach der das Protein eine native Faltung der MIR und eine Takizit”
gegeniber eukaryontischen Ribosomen zeigte.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte eineogliche antigenspezifische, immunsuppressive Wirkung des
Fusionsproteina vivo untersucht werden. Dazu sollten weibliche Lewis-Ratten mit T-AChR immu-
nisiert werden. Diese sollten EAMG ausbilden und das Vorliegen der Erkrankung durch repetitive
Nervenstimulation (RNS) deldervus ischiadicus nachgewiesen werden. Dazu sollten die Versuche

in Homburg im Arbeitskreis von PD Dr. S Jung (Nervenklinik und Poliklinik, Neurologie, Univer-
sitatskliniken des Saarlandes) erlernt und danach in Kaiserslautern etabliert werden. Beim Vorliegen
der Erkrankung sollte das Fusionsprotein den erkrankten Ratten appliziert und dessen Einfluss auf die
Erkrankung untersucht werden.
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Abb. 8.1.: Verlauf der in vivo Versuche. Nach der ersten Immunisierung (Priming) mit T-AChR
am 1. Tag wurde den Ratten eine zweimalige Auffrischung (Boost) appliziert (Tag 22 und 91).
Am Tag 126 wurde der Erfolg der Immunisierung durch RNS getestet und anschlief3end die
Therapie durch Gabe des Fusionsproteins (FP) gestartet.

8.2. Verlauf der Tierversuche

Die Tierversuche wurden nach dem in Abb. 8.1 aulieteén Schema durchgefit. Nach der ersten
Immunisierung (Priming) der Ratten mit T-AChR, sollte nach drei Wochen eine Auffrischungsin-
jektion (Boost) gegeben werden. Da die Ratten nach dem Boost keine Symptome der Erkrankung
zeigten, wurde ein weiteres Mal geboostet. Am 126ten Versuchstag wurde der Erfolg der Immu-
nisierung durch RN8berptift. Nach der Therapie mit Fusionsprotein wurde dessen Wirkung auf die
Erkrankung erneut durch RN$eérpuift.

8.2.1. Verwendete Ratten

Fur diein vivo Versuche wurden 21 weibliche Lewis-Ratten (Fa. Charles River, Sulzfeld) verwendet.
Bei Lieferung waren die Tiere 12 Wochen alt. Sie wurden in zwei Gruppen eingeteilt. 12 Ratten
wurden zur Ausbildung von EAMG mit T-AChR immunisiert (Gruppe 1), die restlichen 9 Ratten
wurden nicht behandelt (Gruppe K) und dienten als Negativkontrolle.

8.2.2. Haltungsbedingungen

Die Haltung der Ratten erfolgte im Tierhaus der Technischen Uniegdsaiserslautern. Zur Un-
terscheidung der Tiere, wurden jeweils zwei Ratten in eineafig(ca. 21 x 38 x 17cm) gehal-

ten und eine durch eine Ohrmarke aus Metall gekennzeichnet. Nach der Lieferung akklimatisierten
sich die Tiere dif eine Woche in ihrer neuen Umgebung, ohne dass Versuche durbhigetirden.

Als Nahrung erhielten sie eine StandarcaDilir Ratten und Muse (Fa. Atromin), sowie Wasser

aus Trinkflaschen. Zur Kontrolle des Gesundheitszustands wurde in @dgglem” Absihden das
Korpergewicht der Ratteberpuift.
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Tab. 8.1: Optische Be-
wertung (opt. Bew.)
der myasthenen Symp-
- keine Symptome tome.

+  allgemeine Schache bei Belastung
++  Schwache, charakteristischedperhaltung mit dem Kopf
auf den kiRen
+++ Gewichtsverlust, Zittern, Gabe von Mestinon zur Stabil-
isierung erforderlich

opt. Beschreibung
Bew.

8.2.3. Bewertung der Erkrankung

Die Bewertung der Erkrankung erfolgte optisch und durch repetitive Nervenstimulatiaim:ed

bei der optischen Bewertung auf die typisch myasthenen Symptome,avpeKialtung, Schache

und Muskelzittern geachtet wurde (Tab. 8.1), erfolgte die Bewertung mittels RNS durch Auswertung
von Elektromyogrammen (EMG), die durch eine repetitive Nervenstimulation erhalten wurden. Wird
der Ischiasnerv bei einer gesunden Ratte repetitiv gereizt, so bleibt die detektierte Ampbtuelenh”
konstant. Bei myasthenen Ratten nimmt die Amplitude innerhalb den ersten Reizungen ab und pendelt
sich dann auf einem konstanten Wert ein. Diese prozentuale Abnahme der Amplabdashéin
direktes Mal3dir die Stirke der Erkrankung und wird als Dekrement (D) bezeichnet. Ein Dekrement-
wert tiber 10 % wird als pathologisch eingestuft (Seylatldl., 1976; Thompsost al., 1992).

8.3. Immunisierung der Ratten

Vor der Immunisierung der Ratten (Gruppe 1) musste der T-AChR (Kap. 7) in einem geeigneten
Puffer vorliegen. Dazu wurde die Protessling gegen physiologischen PBS-Puffer dialysiert und an-
schlieBend auf ca. 1 mg/ml aufkonzentriert. Zur ersten Immunisierung (Priming) wurden die Tiere
mit 30 pg T-AChR und 20 pug Ovalbumin, emulgiert im 4 fachen Volumen kompletten Freund’s Ad-
juvans (CFA), immunisiert. Danach wurde die Emulsion auf Raumtemperatarmtwind langsam
intraperitoneal (i.p.) gespritzt. Ovalbumin diente als Kontrollantigen. Das Auffrischen (Boosten) er-
folgte analog, allerdings wurde die Protaisling in inkomplettem Freund’s Adjuvans emulgiert.

8.4. Elektrophysiologische Untersuchungen - Repetitive Nervenstimulation

8.4.1. Narkose

Vor der Durchtinrung der Versuche mussten die Ratten narkotisiert werden.UDakef repetitive
Nervenstimulatiorubliche Narkosemittel HypnorfY war nicht mehr eraltlich. Daher wurde auf
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() (b)

Abb. 8.2.: Platzierung der Reiz- und Ableitungsel ektroden zur Messung der RNSam I schiasnerv
(Nervus ischiadicys (RE) Reizelektroden. (AE) Ableitungselekiroden. (M) Masse-Elektrode.
Die EEG-Nadel el ektroden wurden auch zur Fixierung der Ratte auf einer Styropor- bzw. Wachs-
platte verwendet.

7 %ige Chloralhydrat-bSung als Narkosemittel auckgegriffen. Die Gabe erfolgte naclokperge-

wicht der Ratte (400 pg/kg) durch intraperitoneale Injektion. Die so behandelte Ratte wurde zum Ein-
schlafen in einen ruhigen und dunklen Raum gebracht, da durch Stress die Wirkung des Narkosemit-
tels beeintachtigt werden konnte. Nach ca. 30 Minuten war die Ratte immobilisiert und konnte ver-
messen werdertblicherweise schliefen die Ratten bis zu 4 Stunden und zeigten sich am folgenden
Tag noch benommen.

8.4.2. Versuchsaufbau

Fur die repetitive Nervenstimulation dé&rvus ischiadicus wurde eine distale Stimulation gewit.
Verwendung fanden EEG-Nadelelektroden (1 = 1,2 ems, 0,4 mm) der Firma Neurokard GmbH. Vor

der Platzierung der Elektroden musateeiprift werden, ob die Ratte volkstidig immobilisiert war.

Durch einen Drucktest mit den Fingageln in den Hinterlauf der Ratte konnibérprift werden,

ob das Tier noch Reaktionen zeigte. War das der Fall, musste eine geringe Menge Chloralhydrat
nachgespritzt werden.

Die Platzierung der Elektroden am Hinterlauf erfolgte wie in Abb. 8.2 gezeigt. Zuerst wurden die
Reizelektroden am Unterschenkel gesetzt, wobei die Nadeln durch die Muskulatur gesteckt und die
Ratte auf einer Styropor- bzw. Wachsplatte fixiert wurde. Die Ableitelektroden wurden durch die
Hinterhand gesteckt. Dabei war darauf zu achten, das sowohl die beiden Reiz-, als auch die beiden
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Ableitelektroden nahe zusammen saf3en. Der Abstand der Reiz- und Ableitelektroden zueinander war
ebenfalls ausschlaggebend. Je geringer der Abstand der Elektroden war, dBstoxar” das detek-
tierte Ableitungssignal (nicht gezeigt).

8.4.3. Versuchsparameter

Zur Reizung wurde ein Reizgatrverwendet, dass von der Elektronikwerkstatt der Technischen Uni-
versitt Kaiserslautern angefertigt wurde.

Die Reizung erfolgte mit dem in Abb. 8.3 sche-

Fy
¥

matisch dargestellten Pulssignal. Es wurden Fre- i
guenzen von 2, 4 und 10 Hz verwendet. Die De- M.W
tektion erfolgte mit einem Oszilloskop, dessen
Bild (EMG) elektronisch zur sgtéren Auswer-
tung auf eine Diskette gespeichert werden kon-
nte. Die Skalen der Achsen, der in dieser Arbeit o
dargestellten EMG, ist bei den jeweiligen Ab- ’4——‘
bildungen in der Form Wert/div angegeben. Div

entspricht dabei einemastchen im EMG. \

iy M

In ersten Vorversuchen, mit je einer Ratte aus i !
! p—— J S i —

beiden Gruppen, wurden die optimalen Einstel-
lungen fir die Durchfihrung der RNS getestet. | I
Es stellte sich heraus, dass mit einer Polsh” ] V
von 20V und einer Pulsdauer von 0,2ms die
besten Ergebnisse bei den eingestellten Frequ_enA bb. 83: Schematische Darstellung
zenvon 1, 2, 4 und 10 Hz erhalten wurden. Die

. . . von Puls (oben) und Antwort (unten) bei
Absolutwerte der Amplituden im EMG zeigten . . .
der repetitiven Nervenstimulation. t:

Latenzzeit. x = Pulsabstand in ms, x = 0,5
entspricht zB. 2Hz

eine starke Abaiigigkeit von der Lage der Elek-
troden (nicht gezeigt). Eine Becksichtigung der
Absolutwerte bei der Auswertung war daher nicht
moglich. Auch musste darauf geachtet werden, dass bei sehr nahe zusammen liegenden Elektroden
ein Stick Papier als Isolierung dazwischen gesteckt wurde. Die Folge war eine Reduzierung des
Grundrauschens der abgeleiteten Signale im EMG.

8.4.3.1. Uberpriifung des Pulssignals

Das Ausgangssignal des Reizagsrivurde zutJberprifung mit dem Oszilloskop detektiert. Getestet
wurde mit einer Frequenz von 4 Hz, einer Pulsdauer von 0,2 ms und einepRellgbii 20 V. Dies
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Abb. 8.4.. Einfluss der Masse-Elektrode auf die Auswertung der RNS. (a) Messung des
Grundsignals der Ableitelektrode ohne Reizung. Nach 5 s erfolgte die Zuschaltung der Masse-
Elektrode. (b) Messung mit einer Frequenz von 4Hz mit (schwarz) und ohne (grau) Masse-
Elektrode. Mittelwerte der Amplituden: Apmit = 368 + 21 mV, Aghne = 360 + 22 mV.

entsprach den Bedingungen, die bei den duraligéén Untersuchungen verwendet wurden. Die
gemessene Amplitudenhé betrug 20,8 0,2V mit einer Frequenz von 4,0 0,1 Hz.

8.4.3.2. Einfluss einer M asse-Elektrode

Bei der Demonstration der repetitiven Nervenstimulation in Homburg wurcetZicdi zu den Reiz-

und Ableitelektroden eine Masse-Elektrode an einem Hinterlauf der Ratte platziert. Deren Notwen-
digkeit wurde durch eine Versuchsreihe in Kaiserslautdxerprift (Abb. 8.4). Durch das Zuschalten

der Masse-Elektrode konnte das Grundrauschen von#148ImV auf 63+ 9mV reduziert wer-

den. Eine Auswirkung auf die repetitive Nervenstimulation wurde durch eine Stimulation mit 4 Hz
untersucht. Die Auswertung der Amplitudestten zeigte, dass eine Masse-Elektrode niahtdie
Durchflihnrung der Messung notwendig war. Beide Messmethodlertei zu vergleichbaren Werten.
Wahrend die mittlere Amplitude mit Masse-Elektrode zu 3681 mV bestimmt wurde, ergab sich
ohne Masse-Elektrode eine Amplitude von 36022 mV. Die Abweichung von 2,2% war ver-
nachBssigbar. Daher wurde bei den weiteren Versuchen auf eine Masse-Elektrode verzichtet, auch
um die Belastung der Tiere so gering wi@ghch zu halten.

8.4.3.3. Einflussder Nadelposition

Zur Uberpuifung der Reproduzierbarkeit der Daten, wurden mehrere Ratten mit unterschiedlichen Po-
sitionen der Reiz- und Ableitelektroden stimuliert und die erhaltenen Diagramme ausgewertet (Tab.
8.2). Es wurden je zwei Ratten der Gruppe | und K verwendet.di€¢ Messung wurden 3 ver-
schiedene Nadelpositionen pro Ratte untersucht und der Mittelwert von D berechnet.
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Ratte Tab. 8.2: Einfluss der Nadelposition bei der
RNS. Durchgefiihrt wurden pro Ratte drei Mes-
I8 19 K2 K9 sungen mit unterschiedlichen Nadel positionen.
D (%) 12 a7 6 -11 D: Mittelwert von D.
13 61 -4 -17
8 a7 2 1

D(%) 11+3 51+8 145 -9+09

Tab. 8.3: Einfluss der Frequenz auf den Dekrementwert. Rat-

Messung Frequenz D X » . )
te 111 wurde mehrmals einer repetitiven Nervenstimulation

(Hz) (%) bei ver schiedenen Frequenzen unterzogen und die Dekrement-
1 10 62 werte bestimmt. Der Mittelwert iber alle Messwerte betrug
2 10 60 59 + 4 %.
3 4 60
4 4 52
5 4 64
6 2 55

8.4.3.4. Einflussder Stimulationsfrequenz

Eine Ratte der Kontrollgruppe K wurde einer repetitiven Nervenstimulation mit verschiedenen Fre-
guenzen unterzogen. Bei einer Stimulationsfrequenz von 2 Hz waren die abgeleiteten Signale sehr
gut aufgebst (Abb. 8.5(a)). Stimulierte man mit einer Frequenz von 4 Hz, so war diese Bedingung
immer noch erdllt (Abb. 8.5(b)). Die Stimulation mit 10 Hzuttirte zu einetUberlagerung der Sig-

nale im EMG (Abb. 8.5(c)). Die Messung war unter diesen Bedingungen nicht mehr auswertbar. In
Abb. 8.5(d) ist ein Diagramm zu sehen, bei dem nach den ersten Signalen ein Dekrement vorzuliegen
schien. Nach sechs Sekunden zeigte sich allerdings ein Anstieg der Signalamplituden. Dogs ist m”
licherweise auf didJberlagerung der Signale augkzufihren. Interessant war allerdings, dass eine
weitere Messung bei 10 Hz bei einer anderen Ratte auswertbar war. Es zeigte sich bei Verwendung
der gleichen Messparameter ein auswertbares Diagramm (Abb. 8.5(e)). Zur Entscheidung, ob eine
Auswertung bei Stimulationen mit 10 Hzaglich war, musste eine Messung mindestens 10 Sekun-
den dauern. Auf dies wurde allerdings mitéksicht auf die Tiere verzichtet. Die repetitive Nerven-
stimulation wurde bei allen weiteren Versuchen mit einer Frequenz von 4 Hz duntihgef”

8.4.4. Auswertung

Fur die Berechnung des Dekrementwerts, war eine Auswertung der Amplituden notwendig. Der Wert
berechnet sich durch die prozentuale Abnahme der Amplitude von der ersten zur viertengfRUbin
2004), bzw. tinften Antwort (Thompsost al., 1992). Bei der Messung stellte sich allerdings heraus,
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(d) (e)

Abb. 8.5.: Einfluss der Frequenz auf die Auswertbarkeit der RNS. Die Simulation erfolgte mit
einer Amplitude von 20V und einer Pulsdauer von 0,2ms. - (a) Stimulationsfrequenz von 2Hz
bei 2s Messzeit. (b) Simulationsfrequenz von 4Hz bei 2 s Messzeit. (¢) Stimulationsfrequenz
von 10Hz bel 2s Messzeit. (d) Ratte K5: Stimulationsfrequenz von 10 Hz bei 20 s Messzeit. (€)
Ratte [11: Stimulationsfrequenzvon 10Hz bei 10 s Messzeit.

dass eine Auswertung des ersten Signals der RNS nicht imroglian‘war (Abb. 8.6). Es zeigte

sich, dass beim Starten der RNS durch das Regegégufig ein zu gro3es erstes Signal im EMG
detektiert wurde. Wurden nur Einzelreizungen durchgef waren die detektierten Signale immer

im erwarteten Messbereich (nicht gezeigt). Das es sich bei diesem Signal um ein Artefakt handelte,
wurde durch ein Vermessen der Signalabste deutlich. War der Abstand zwischen dem ersten und
zweiten Signal kleiner als bei den Folgesignalen, konnte vom Vorliegen eines Artefakts ausgegangen
werden (Abb. 8.6(a) und 8.6(b)).

Um einfacher entscheiden zwikiien, ob es sich beim ersten Signal der RNS um ein Artefakt han-
delte, wurde bei jeder Messung vor der RNS mehrere Einzelpulse gemessen (Abb. 8.6(c)). Waren
die Einzelsignale genauso grof3 wie das erste Signal der repetitiven Nervenstimulation, dann wurde
aus diesen Werten der Mittelwes) gebildet. Nach ca. 10 Stimulationen waren die gemessenen
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Abb. 8.6.: Das erste Sgnal der RNS zeigte haufig eine starke Abweichung, moglicherweise
ausgel 0st durch den Reizgenerator. Viermessen wurde eine gesunde Ratte der Kontrollgruppe -
(a) Hochauflosender Ausschnitt eines EMG. Das erste und zweite Sgnal lagen deutlich naher,
alsdie Folgesignale. (b) Messung der RNS Uber 20 s. Erstes Sgnal zeigte eine deutlich zu hohe
Amplitude. Der Abstand zwischen dem ersten und dem zweiten Sgnal war kleiner als bei den
Folgesignalen. (c) Durch Messung zweier Einzelpulse vor der RNS konnte entschieden werden,
ob das erste Sgnal der RNSdurch ein Artefakt verfalscht wurde.

Amplituden konstant. Aus mindestens 5 dieser Amplitudigg) wurde der Mittelweri,s berechnet
und der Dekrementwert mit Formel 8.1 bestimmit.

100 HS) 6.1)

D[%] = 100— ( il
Ais

Zeigte das erste Signal der RNS ein Artefakt, so wurden nur die Einzelpulse bei der Berechnung von
Ass verwendet.

8.4.5. Versuche zur Bestimmung der L atenzzeit

Zur Messung der Latenzzeit wurde sowohl das Ableitungs-, als auch das Reizsignal im Oszilloskop
detektiert. Zur Vermeidung einéfberlagerung der beiden Signale, wurde die Paladgs Reizsig-

nals umgedreht. Vermessen wurde die Ratte K2 mit 2 Hz. Detektiert wireleeinen Bereich von

200 ms. Wie in Abb. 8.8 gezeigt, war in dieser Audiling die Latenzzeit nicht bestimmbar. Das
Ableitungssignal war im gleichen Augenblick wie das Pulssignal im EMG detektierbar.

Wurde der Messbereich unter 200 ms verkleinert, um dieosufig zu erbhien, waren beide Sig-

nale nicht mehr detektierbar. Ursache war, dass das detektierte Signal auf dem Oszilloskop manuell
eingefroren werden musste. Trotz zahlreicher Versuche konnte kein auswertbares Signhkeneit h™
Auflosung detektiert werden.
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Abb. 8.7.: Beispiele fur Elektromyogramme bel der repetitiven Nervenstimulation - (a) Ratte
K2: optisch keine Symptome, optimal auswertbar, Dekrement: 0 + 4%. (b) Ratte 16: optisch
keine Symptome, Erster Peak der Messung durch Artefakt verfalscht, Dekrement: -1 + 10%.
(c) Ratte 112: Optisch schwache Symptome erkennbar, optimal auswertbar, Dekrement: 24 +
10%. (a) Ratte 111: Optisch schwache Symptome erkennbar, optimal auswertbar, Dekrement:
59 + 5%. - Die Dekrementwerte geben die Mittelwerte mehrerer Messungen an.

8.4.6. Einflussder RNS auf die Ratte

Bei der Kontrolle der Krpergewichte fiel auf, dass die RNS belastanddié Ratte war. In Abb. 8.9

sind die Korpergewichte der Kontrollratten vor und nach einer RNS dargestellt. Die Ratten die einer
RNS unterzogen wurden, verloren innerhalb von 6 Tagen im Mittel 12 g ihogsefgewichts, bevor

sie sich wieder stabilisierten. Die Ratten die keiner RNS unterzogen wurden zeigten im gleichen
Zeitraum keinen Gewichtsverlust.
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Abb. 8.8: Versuche zur Bestimmung der
Latenzzeit t.. Messung einer RNS mit 2 Hz
bei Ratte K2. Kanal 1. Ableitungssig-
nal, Kanal 2: Reizsignal. Zur besseren
Ubersichtlichkeit, wurde die Polaritat der
Reizung umgedreht, damit es zu keiner
Uberlagerung der beiden Signale kam.
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. i Abb. 8.9: Einfluss der RNS auf die Rat-
s Ko tengewichte. Nur bei den Kontrollratten, die
T P S Al einer RNS unterzogen wurden, zeigte sich
Versuehsiag ein Gewichtsverlust in den Folgetagen.

8.5. Krankheitsverlauf

Nach der Immunisierung der Ratten (Gruppe 1) wurde der Krankheitsverlauf durch optische Bewer-
tung und Messung desdfpergewichts kontrolliert.

8.5.1. Rattel5

Sieben Tage nach dem Boost zeigte Ratte 15 myasthene Symptome. Bei Belastung kam es zu starkem
Zittern der kompletten Krpermuskulatur, anschliel3end legte sich die Ratte mit dem Kopf auf den
FuRen hin. Ein kontinuierlicher Gewichtsverlust von 20 % innerhalb von zwei Wochen zeigte die
deutliche Verschlechterung des gesundheitlichen Zustands (Abb. 8.10(a)). Durch die orale Gabe von
0,3 mg Mestinon in 1,5 ml Wasser besserten sich die Symptome innerhalb weniger Minuten. Die Ratte
bewegte sich schneller, das Zittern setwhte sich deutlich ab. Durch Gabe von Mestinder das
Trinkwasser (50 mg/l) wurden die Symptome weitestgehend uniektrTrotz regelraBiger oraler

Gabe von Mestinon konnte der Gewichtsverlust, abgesehen von einer leichten Steigerung am 36ten
Versuchstag, nicht gestoppt werden. Ab dem 42 ten Tag, nachdem die Ratte innerhalb von 21 Tagen
37 % ihres Gewichtes verloren hatte, kam es zu einetzlpthen Anstieg des Gewichtes. Allerdings
verstarb sie Tage sper.
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Abb. 8.10.: Gewichtskontrolle der Ratten - (a) Gewichtsverlauf der Ratte 15. Die Pfeile ohne
Beschriftung zeigen den Zeitpunkt einer oralen Mestinon-Gabe. Die Ratte verstarb am 46ten
Versuchstag. (b) Gewichtsverlauf der Ratte 16. Die Ratte zeigte ab dem 52ten Versuchstag
myasthene Symptome und wurde mit Mestinon behandelt. Ab dem 120ten Versuchstag wurde
Mestinon abgesetzt. Bei der RNS zeigte die Ratte keinen pathologischen Dekrementwert. (c)
Gewichtsverlauf der Ratten 12, 13 und 110. (d) Gewichtsverlauf der Ratten 14, 19 und 111.

8.5.2. Rattel6

Nach der Immunisierung mit T-AChR zeigte Ratte |6 ab Tag 41 eine Gewichtsabnahme (Abb. 8.10(b)).
AulRRerdem war eine allgemeine Sciwhée und Zittern bemerkbar. Die Ratte konnte nur schwer den
Kopf anheben und das Kinn und die Ellbogen tendierten Richtung Boden. Unter Belastung ver-
schlechterten sich die Symptome. Die Gabe von Mestinon war notwendig. Eine orale Gabe zeigte
Wirkung und die Symptome besserten sich deutlich (opt. Bew.: +++). Durch die Gabe von 50 mg/I
Mestinonuber das Trinkwasser ab Tag 52 kam es zu einer kontinuierlichen Gewichtszunahme und
die myasthenen Symptome waren verschwunden. Mestinon konnte am 120 ten Versuchstag abgesetzt
werden. Die myasthenen Symptome traten ab diesem Zeitpunkt nicht mehr auf. Bei der Kontrolle der
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Erkrankung durch RNS zeigte die Ratte einen Dekrementwert van1Q %. Daher wurde die Ratte
als gesund eingestuft (opt. Bewertung: -).

8.5.2.1. Rattel2,13und 10

Nachdem die Ratten 15 und 16 nach dem ersten Boost bereits EAMG ausgebildet hatten, entwickelten
die Ratten 12, 13 und 110 erst ein bis zwei Wochen nach dem zweiten Boost sehr starke myasthene
Symptome. Nach einem erheblichen Gewichtsverlust von bis zu 57 g in drei Wochen, war ab Ver-
suchstag 114 die Gabe von Mestinon notwendig (Abb. 8.10(c)). Der Gewichtsverlust wurde dadurch
gestoppt (opt. Bew.: +++). Zwei Tage vor den elektrophysiologischen Untersuchungen wurde Mesti-
non abgesetzt, um die Messung zu egiithen. Am Tag der Messung zeigten sich erneut starke
myasthene Symptome. Nach der Gabe von Chloralhydrat zum Immobilisieren verstarben alle drei
Ratten bevor eine Messungoglich war.

8.5.3. Rattel4,17,19,111und 112

Die Ratten 14, 17, 111 und 112 zeigten bis zur Kontrolle der Erkrankung am Versuchstag 126 keinen
Gewichtsverlust. Allerdings waren deutliche myasthene Symptome, wiedgtiabei Belastung zu
sehen. Die Gabe von Mestinon war allerdings nicht notwendig (opt. Bew.: ++). Bei der ersten RNS
zeigten alle einen pathologischen Dekrementwert (Tab. 8.4).

Die Ratte 19 verlor 18 Tage nach dem 2. Boost innerhalb von einer WochedgeKjewicht und

zeigte sehr starke myasthene Symptome. Nach der Gabe von Mestiaeodds Trinkwasser stabil-
isierte sich der Gesundheitszustand und die Ratte nahm wieder zu (opt. Bew.: +++). Zwei Tage vor
der Krankheitskontrolle wurde das Mestinon abgesetzt. Ein gemessener Dekrementwert von 59 %
besttigte die optische Beurteilung.

85.4. Rattell,16und 18

Die Ratten 11, 16 und 18 zeigten auch nach dem 2. Boost nur eine allgemeina8uhweér Kiper-
muskulatur (opt. Bew.: +). Bei der Krankheitskontrolle zeigte keine der Ratten einen pathologischen
Dekrement.
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8.6. Therapie

8.6.1. Durchfuhrung

Anhand der Ergebnisse der Krankheitskontrolle durch RNS wurden die Ratten in vier neue Gruppen
eingeteilt. Die Ratten 14, 19 und 111 zeigten einen hohen Dekrementwe#56) und wurden der
Therapiegruppe (Gruppe I-T) zugeteilt. Ihnen wurde das Fusionsprotein appliziert. Die Ratten 17
und 112 zeigten einen Dekrementwert, wurden allerdings nicht mit Fusionsprotein behandelt und
dienten als Kontrolle (Gruppe I-D). Die restlichen Ratten der Gruppe | (11, 16 und 18) zeigten keinen
Dekrementwert und wurden der Gruppe I-O zugeteilt. Diese Ratten wurden weiter beobachtet und
auf Symptome der EAMG kontrolliert.

In Anlehnung an die Versuche von Urbatsthl. (Urbatschet al., 1993) wurde den Ratten der Gruppe

I-T zweimal je 200 pg Hig)-GeIonimfsz-a-AChR4_181 Fusionsprotein i.p. gespritzt. Die Gabe
erfolgte im Abstand von einer Woche. Da das Fusionsprotein in einer Konzentration von 0,12 mg/ml
vorlag, musste die Dosis an zwei aufeinander folgenden Tagen gegeben werden. Das maximale Volu-
men fir eine i.p. Injektion bei Ratten beiyt zwar 10 ml pro kg Kipergewicht (Sharp und La Regina,
1998), allerdings sollten die Ratten niaitiérnaliig durch grof3e Volumina belastet werden.

8.6.2. Therapiekontrolle durch optische Beobachtung

Eine Woche nach der ersten i.p. Gabe von Fusionsprotein zeigten die Ratten 14 und 111 eine deutlich
gesteigerte Aktiviat. Die Symptome der EAMG waren verschwunden und es war keine&®tiev™

mehr bemerkbar (opt. Bew.: -). Ratte 19 zeigte sich immer noch schwach und bekam bis 4 Tage vor der
zweiten RNS Mestinonber das Trinkwasser. Das Verhalten und die hell-rosa farbigen Augen lie3en
eine Erblindung der Ratte vermuten. Ob dies im Zusammenhang mit der Therapie stand, konnte nicht
gesagt werden. Nach dem Absetzen des Acetylcholinesterasehemmers konnte nur eine allgemeine
Schwdache beobachtet werden (opt. Bew.: +). Die Ratten der Gruppen I-O und I-D zeigten ebenso
eine leichte Schache (opt. Bew.: +).

8.6.3. Therapiekontrolledurch RNS

Der Erfolg der Therapie wurde am 143 ten Versuchstag durch eine erneutel@iN&ift. Die Ergeb-

nisse sind in Tab. 8.4 und in Abb. 8.11 aufgjeft. Fir die Ratten der Gruppe I-0, die bei der Krank-
heitskontrolle keine pathologischen Dekrementwerte zeigten, konnten jetzt pathologische Werte nach-
gewiesen werden. Die Ratten der Kontrollgruppe I-D zeigten eine deutliche Verringerung bei den
Dekrementwerten. So reduzierte sich bei Ratte 17 der Dekrement von 52 auf 11 % und bei Ratte 112
von 24 auf 11 %. Beide Werte konnten allerdings noch als pathologisch eingestuft werden. Die Rat-
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vor Therapie nach Therapie

Ratte T-AChR FP opt. D opt. D Bemerkung
(%0) (%)
GruppeK
K1 nein nein - 22 - -1+17
K2 nein nein - @4 - 445
K6 nein nein - -4-13 -
K7 nein nein - 4-20 -
K8 nein nein - 4-6 -
K9 nein nein - 28 - -7t15
Gruppel-D
17 ja nein ++ 528 + 1147
112 ja nein ++ 2410 + 115
Gruppel-T
14 ja ja ++ 45t6 - 0t4
19 ja ja +++ 548 + 3+9
111 ja ja ++ 595 - -1+1
Gruppel-O
11 ja nein  + -5+4 + 21+2
16 ja nein + -H10 + 12+4
18 ja nein  + Qt2 + 133
Gestor bene Ratten
12 ja nein +++ bei Narkose gestorben
13 ja nein +++ am 46 ten Tag gestorben
15 ja nein +++ bei Narkose gestorben
110 ja nein  +++ bei Narkose gestorben

Tab. 8.4.: Ubersicht iiber die Ratten desin vivo Versuchs. Opt. Bew.: Optische Bewertung der
myasthenen Symptome (Tab. 8.1).

ten der Therapiegruppe I-T zeigten bei der Therapiekontrolle keinen pathologischen Dekrementwert
(D < 3%), wahrend sie bei der Krankheitskontrolle deutliche pathologische Dekrementwerte gezeigt
hatten (D> 45 %).

8.7. Diskussion

Vorteile und Nachteile des eingesetzten Fusionsproteins

Wahrend bei den Versuchen von Urbatstlal. keine komplette Abtrennung des ungekoppelten T-
AChR vom chemisch gekoppelten Konjugabghch war und so eine Reimmunisierung der Tiere
mit ungekoppeltem T-AChR, bzw. Kreuzreaktionen gegen pathologisch irrelevante Teile nicht auszu-
schlielRen waren (Urbatsehal., 1993), vertigte das von Li synthetisierte (Li, 2002) und in dieser Ar-
beit durch Nickel-Affinitchromatographie aufgereinigte unatkgefaltete Fusionsprotein nubér
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Abb. 8.11.: Ergebnisse der RNS vor und nach der Therapie mit dem Fusionsprotein. Der
Schwellenwert von 10% fir die Unterscheidung eines normalen von einem pathol ogischen
Dekrement ist eingezeichnet.

geringe Verunreinigungen. Aul3erdem war nur derBEAMG hauptsachlich verantwortliche Bereich

des AChR im AChR-Fragment enthalten. Es enthielt den extraaetisiFragment der-Untereinheit,

mit der hauptimmunogenen Region (MIR), an die defye Teil der Autoanti&rper im Blut myas-
thener Patienten binden (Tzartsisal., 1988). Ein Nachteil des eingesetzten Fusionsproteins war der
fusionierte HisTag. Eine Abspaltung war nichogtich. Die stark polaren Rest@kiiten einen Ein-
fluss auf das Immunsystem der Tiere haben. Eine gesteigerte Antwort des Immunsystems gegen das
Protein ware die Folge. Ein Einsatz des Fusionsproteinsr einendngeren Zeitraum aré so nicht
moglich. Gegen das Fusionsprotein gebildete Amer konnten zu dessen Komplexierunghfén

und die Halbwertszeit im &rfper senken. Eine Gabe von immehieren Dosen bei der Therapiang”

die notwendige Folge. Die Reduzierung der Immunogenitid Erlohung der Halbwertszeinh vivo
konnte durch Kopplung des Fusionsproteins mit Polyethylenglykol erreicht werden, wie es in der Lit-
eratur bereitsui’ Antikorper und kleine Proteine beschrieben wurde (Kitanetigh, 1991; Chapman

et al., 1999; Trakas und Tzartos, 2001).

I nduktion von EAMG

Das Tiermodell von Myasthenia gravis konnte durch Immunisierung von weiblichen Lewis-Ratten
mit T-AChR erfolgreich induziert werden. Allerdings reichte eine Auffrischung der Immunisierung
mit T-AChR nicht aus. Ein zweiter Boost war notwendig, um deutlich sichtbare optische Symptome
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in einem Grol3teil der Ratten (opt. Bew.: ++/+++ bei 75 bzw. +++ bei 42 %) zu induzieren. Diese
Heterogent der Ausbildung von EAMG wurde auch von Kreilinger beobachtet (Kreilinger, 2001).

Die Wahl des Rattenstamms war von entscheidender Bedeutung. So konnten Zoda und Krolick zeigen,
dass nach der Immunisierung von verschiedenen Radians¢h mit AChR grof3e Unterschiede bei

der Ausbildung von EAMG auftraten (Zoda und Krolick, 1993). Einige Rattansté zeigen sich
immun gegen die Induzierung der EAMG. Der Vergleich des Wistar Furth mit dem Lewis Stamm
zeigte, dass eine eshte enzymatische Stickstoffmonoxid-Produktiongticherweise i die Re-

sistenz gegaber der EAMG-Induktion verantwortlich war (Garagaal., 2003). Auch genetische
Unterschiede werden zur Egtling der unterschiedlichen Empfindlichkeit gagesr der EAMG-
Induktion angefihrt (Christadosst al., 1985; Belloneet al., 1991). Daher wurdenuf”die Ver-

suche weibliche Lewis-Ratten verwendet, die bekanndié erfolgreiche Induktion der EAMG sind
(Patricket al., 1973; Seyboldtt al., 1976; Lindstronet al., 1988; Christadoss, 1989).

Repetitive Nervenstimulation

Zum Nachweis der EAMG wurde die Methode der repetitiven Nervenstimulation etabliert. Bei dieser
Methode wird ein Nerv (Ischiasneriervus ischiadicus) durch Nadelelektroden im Oberschenkel
gereizt und das Ableitungssignal am Ful3 der Ratte detektiert. Das Auftreten von Dekrementwerten
> 10 % bei der repetitiven Nervenstimulation gilt als eindeutiger Nachweis der Myasthenie (Lennon
et al., 1975; Thompsomrt al., 1992) und wird auch bei der Diagnose von Myasthenia gravis beim
Menschen routineaf3ig eingesetzt (Rubiet al., 2004).

Eine Fixierung der Ratten durch die Elektroden auf einer Styropor- bzw. Wachsplatte war notwendig,
um ein nogliches Auftreten von Bewegungsartefakten in der Ableitung zu verhindern (Rualin

2004). Die Reizunguthirte zu deutlich sichtbarer Muskelarbeit. Durch Untersuchung der Messpa-
rameter wurden die optimalen Bedingungandie RNS herausgefunden. Bei der Durdinfling der
Versuche war darauf zu achten, dass die Reiz- bzw. Ableitungsnadeln nahe zusammen sal3en, um ein
gut auswertbares EMG zu bekommen. Die Verwendung einer Masse-Elektrode war nicht notwendig.
Zwar konnte das Grundrauschen deutlich reduziert werden, allerdings war kein Einfluss auf die Am-
plituden der im EMG detektierten Signale erkennbar. Um die Belastung der Tiere zu reduzieren,
wurde auf die Verwendung einer Masse-Elektrode bei den Versuchen verzichtet.

Um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisseuberprifen, wurden Stimulationen bei verschiedenen
Nadelpositionen durchgeffift. Es stellte sich heraus, dass die Nadelposition einen geringen Einfluss,
auf die aus den EMG berechneten Dekrementwerte, besal3. Die Standardabweichung:l@ghei

Bei Messungen, die mit einer konstanten Frequenz von 4 Hz, einerdPelsioh 20 V und einer Puls-

dauer von 0,2 ms durchgéifit wurden, waren ebenfalls Standardabweichungen bis zu 5% vorhan-
den. Und dies, obwohl die Nadelposition nicht variiert wurde. Aufgrund dieser Ergebnisse erfolgte
die Ableitung der EMG bei der Krankheits- und Therapiekontrolle durch die Messung bei konstanten
Messparametern und unterschiedlicher Nadelposition, um den geringen Einfluss der Nadelposition zu
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benicksichtigen.

Bei der Messung wurde in vieleralén einubermal3ig grol3es erstes Signal im EMG detektiert. Dies

war auf ein Artefakt beim Einschalten des Reizgeneratorackzuiihren. Wurde eine Reihe von
Einzelpulsen vermessen, so trat dies nicht auf. Da die Amplitude des ersten Sigrchés Auswer-

tung des EMG und die Berechnung des Dekrements von entscheidender Bedeutung war, musste eine
Methode entwickelt werden, zu entscheiden, ob es sich beim ersten Signal im EMG um ein Arte-
fakt handelte. Zum einen konnte durch Ausmessen der Signatetes€ine Entscheidung getroffen
werden. War der Abstand zwischen dem ersten und zweiten Signal kleiner, als bei den Folgesig-
nalen, dann konnte vom Vorliegen eines Artefakts ausgegangen werden. Einfacher war allerdings das
Vorschalten von Einzelpulsen. War das erste SigraBgrals die Amplituden der Einzelpulse, konnte
ebenfalls vom Vorliegen eines Artefakts ausgegangen werden.

Die RNS war belastenduf‘die Ratte. Die vermessenen Kontrollratten der Gruppe K zeigten einen
deutlichen Gewichtsverlust nach der RNS. Eine Gewichtszunahme wurde im Mittel erst nach 6 Tagen
wieder beobachtet. Ursache dafllirfte die Narkose gewesen sein, da die Tiere auch einen Tag
danach noch deutlich benommen waren. Eine direkte Auswirkung der RNS, z.B. durch dd-Sch”
gung der Muskulatur, wurde nicht beobachtet. Die Ratten konnten sich sofort nach dem Aufwachen
aus der Narkose problemlos und ohne sichtbare Eias&lrig bewegen.

Nar kose

Zur Durchtihrung der RNS mussten die Ratten valiglig immobilisiert werden. Um dies zu errei-
chen, wurde den Tieren Chloralhydrat i.p. gespritzt. Die Verwendung von Hypnare aliérdings
Chloralhydrat vorzuziehen gewesen, war aber niabglinch, da nicht mehr editlich. Hypnorm war

ein Kombinationspaparat mit den Wirkstoffen Fentanyl und Fluanison. Fluanison sediert die Ratte,
wahrend Fentanyl schmerzlindernd wirkt (Sharp und La Regina, 1998). Chloralhwptitaza ‘den
leichten Bediubungsmitteln. Nach der i.p. Injektion ist die Ratte @iiei bis vier Stunden immobil-

isiert, kann aber auf schmerzhafte Stimulation reagieren (Sharp und La Regina, 1998). Die behandel-
nde Tiedrztin Frau Dr. Westermilies empfahl uns den Wirkstoff Propofol zur Narkose. Propofol ist
ebenfalls ein leichtes Batibungsmittel, das bei Hunden zur Dundiifling wenig schmerzhafter und
kurzer Eingriffe verwendet wird. Allerdingsaltté das Raparat i.v. gespritzt werdenusasen, um eine
Narkosedauer von bis zu 10 Minuten zu erreichen (Sharp und La Regina, 1998). Aufgrund der sehr
kurzen Wirkdauer von Propofol, und da eine i.v. Gabe schwerer duncheari’ist als eine i.p. Gabe,
wurde auf das einfacher zu handhabende Chloralhydrat bei den Versuchekgagriffen.

Krankheitsverlauf

Bei Ratten die starke myasthene Symptome in Verbindung mit Gewichtsverlust zeigten, war die Gabe
von Mestinoruber das Trinkwasser notwendig. Dass sich bei diesen Ratten nach der Gabe von Mesti-
non die Symptome deutlich besserten, war ein eindeutiger Hinweis auf das Vorliegen von EAMG.
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Bei Menschen wird die Gabe von Acetylcholinesterasehemmern dazu verwendet, das Vorliegen von
Myasthenia gravis zu diagnostizieren (Pascuzzi, 2001). Die Gabe des Mestinon musste kontinuier-
lich Uiber das Trinkwasser erfolgen, da nach oraler Verabreichung der Wirkstoff Pyridostigminbromid
innerhalb von 24 Stundawbér Niere und Darm ausgeschieden wird (Hustad., 1968).

Bei Ratte 16 konnte bei der Krankheitskontrolle am Tag 126 kein pathologischer Dekrementwert
gemessen werden. Der Wert von 110 % liel3 nicht auf eine ausgebrochene EAMG schliel3en.
Dies war uberraschend, da sie ab Tag 41 die typischen, myasthenen Symptome zeigte (Seybold
et al.,, 1976). Dass die Ratte zu diesem Zeitpunkt an EAMG erkrankt war, zeigte sich auch durch
die Wirkung von Mestinon. Nach der Gabber das Trinkwasser zeigte sie keine Symptome mehr
und nahm wieder an Gewicht zu. Ab Tag 120 war kein Mestinon mehr notwendig. Erst bei der
Therapiekontrolle zeigte sich ein pathologischer Dekrementwert von 12 %. Die Ratten 14, 17 und
111 zeigten einen sehr hohen Dekrementwerdb %) bei der Krankheitskontrolle, allerdings keine
starken myasthenen Symptome (opt. Bew.: ++). Die Beobachtung, dass selbst bei hohen Dekremen-
twerten optisch keine myasthenen Symptome sichtbar segsem, zeigte Kreilinger bei ihren RNS-
Untersuchungen an Ratten (Kreilinger, 2001). Lenebal. zeigten, dass selbst bei einer Block-

ade von 60 % der AChR in Ratten, optisch keine Symptome der &tievSichtbar werdenussen
(Lennonet al., 1978).

Therapie

Das Fusionsprotein zeigte schon wenige Tage nach der ersten Gabe Wirkung bei den Ratten der
Gruppe I-T. Zwei der drei Ratten wirkten lebhafter und zeigten keine sichtbaren Symptome mehr.
Dies konnte bei der Therapiekontrolle eine Woche nach der zweiten Gabe von Fusionsprotein im
EMG bestiigt werden. Beide Ratten wiesen keinen pathologischen Dekrementwert mehr auf. Die
dritte Ratte zeigte noch eine allgemeine Sabhe, allerdings war auch hier kein pathologischer
Dekrementwert messbar. Daher wurden die Ratten als gesund eingestuft. Qibemendung der

EAMG erfolgt war, liel3 sich durch die iize des Versuchs niclabérptifen. In diesem Fall aren
Langzeitstudien erforderlich. Im gleichen Zeitraum kam es bei den Ratten der Gruppe I-D, die nicht
mit Fusionsprotein therapiert wurden, zu einer deutlichen Abnahme des Dekrementwertes. Allerdings
waren die gemessenen Werte bei der Therapiekontrolle noch als pathologisch einzustufen. Die Ratten
der Gruppe I-0 zeigten bei der Krankheitskontrolle keinen pathologischen Dekrementwert. Bei der
Therapiekontrolle wurden sie erneut vermessen und bei allen drei Ratten war jetzt ein pathologischer
Dekrementwert detektierbar. ddlicherweise setzte die Wirkung des 2. Boost erstepbei diesen

Ratten ein.

Die sehr schnelle Genesung der Ratten der Gruppe I-T bzw. die Verbesserung der Dekrementwerte bei
den Ratten der Gruppe I-Doknte durch die schnelle Wiederherstellung einer ausreichenden AChR-
Zahl im synaptischen Spalt egtt' werden. Im Verlauf der EAMG fanden Ashetral. eine spezifische
Erhohung der mRNA-Leveldi die a-UE des AChR (Asheet al., 1993). Der Rezeptorverlust in
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der postsynaptischen Membramang nach dem Ausschalten der autoreaktiven B-Lymphozyten bzw.
Antikorper sehr schnell ausgeglichen. Dies wird auch bei Myasthenia gravis im Menschen beobachtet.
Nach der Entfernung der Autoantikper durch Plasmapherese oder der Gabe von 1VIg besserten sich
die Symptome der Patienten innerhalb kurzer Zeit (Dalakas, 1999; Pascuzzi, 2001).

Derinvivo bzw.in vitro Einsatz von RIP zur Ausschaltung von spezifischen Zellen ist bekannt (Kap.
6.6) (Chandleet al., 1998; Arora und Leppla, 1994; al Jaufyal., 1994; McDonaldet al., 1996).
Weiterhin wurden auch Proteine bakteriellen Ursprungs in Fusionsproteinen eingesetzt. Cheudhary
al. verwendeten ein Exotoxin-Fragment &seudomonas, welches nach der Fusion mit rekombinan-

tem humanen CD#h vitro das selektive Alaten von HIV-infizierten Zellen eroglichte (Chaudhary

etal., 1988). Der vielversprechende Ansatz wurde 1992 von Aatiléb. besttigt (Aullo et al., 1992).

Bei der Verwendung eines rekombinanten Fusionsproteins aus humanem CD4 und einem Fragment
des Diptherie-Toxins konnten HIV-infizierte Zellemvitro abgebtet werden.

Fazit

Eine eindeutige Aussageér die Wirksamkeit des Fusionsproteins bei der antigenspezifischen Im-
munsuppression der EAMG war mit diesen Ergebnissen nidgliohi. Als Ursache i die klar
nachgewiesene Genesung der therapierten Rattamtdri die folgenden Mechanismen diskutiert wer-
den.

1. Das Fusionsprotein wirkte undHite zu einer Immunsuppression. Dafjibt es zwei mgliche
Mechanismen. Eine Ausschaltung autoreaktiver B-Lymphozyterdevdie Produktion von
autoreaktiven Antikipern stoppen. Allerdings mssten alle Klone ausgeschaltet werden, um
einen erneuten Ausbruch der Erkrankung zu verhindern. Neben der Ausschaltung der autoreak-
tiven B-Lymphozyten, \afe auch eine Komplexierung durch pathogene Anti-AChR Amgiki
moglich. Dies wirde die Immunreaktion gegen den AChR abstoppen, ohne allerdings die Ur-
sache zu beheben (Mcintoshal., 1998). Dies khnte durch eine vorherige Plasmapherese
verhindert werden. Die humoralen Komponenten des Immunsystemtew éntfernt werden,
so dass das Fusionsprotein nicht Gefauft,"von den Antikipern komplexiert zu werden.
Eine Aussage, ob das Protein auf humoraler oder zeduEbene wirkt, konnte mit diesen Ver-
suchen nichtiberptift werden. Der Wirkmechanismus des Fusionsproteins muss daher durch
in vitro Versuche an antigenspezifischen B-Lymphozyibarprift werden. Die antigenspez-
ifische immunsuppressive Wirkung von Gelonin-T-AChR-Konjugaten wurden beneitso
von Urbatsclet al. gezeigt (Urbatsclet al., 1993). Die Gabeufirte zu einem Therapieerfolg,
ohne die Immunreaktion gegen Kontrollantigene zu untexkii.

2. Eine weitere Erldiung fir das Ergebnis des vivo Versuchs vare die spontane Genesung der
Ratten. Dieses Rimomen ist bekannt und tritt bei schwacher Aasgpirig der akuten bzw. chro-
nischen Phase der EAMG auf (Lindstratral., 1988; Lindstronet al., 1998). Dagegen spricht
allerdings, dass vor der Therapie 45% der Tiere sehr starke myasthene Symptome zeigten.
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Bei den Ratten der Gruppe I-D war auch bei der Therapiekontrolle noch ein pathologischer
Dekrement nachweisbar. Die Ratten der Gruppe 1-0 zeigten nur schwache myasthene Symp-
tome, was sie zu optimalen Kandidatem flie spontane Genesung gemaddtér Allerdings

wurde bei ihnen eine Ausbildung der EAMG mit den pathologischen Dekrementwerten bei der
Theapiekontrolle nachgewiesen und keine Remission beobachtet. Die Problematik der sponta-
nen Remission bei Myasthenia gravis, wurde schon 1937 von Kennedy und Moersch erkannt.
Sie vertraten die These, dass eine genaue Aussage, ob eine Therapie greift, oder eine spontane
Remission beobachtet wurde, sehr schwer zu treffen sei (Kennedy und Moersch, 1937)

Welche Ursache der Genesung zugrunde lag, muss durch whitemfile Untersuchungeiérpuift

werden. Als abschlieRende Aussag®8tlsich allerdings sagen, dass durch das Fusionsprotein eine
deutliche Verbesserung des Krankheitszustandes auftrat. Die Ratten 14 und 111 der Therapiegruppe
zeigten keine Aratze der Muskelschache mehr und zeigten auch bei der Theraphiekontrolle keinen
pathologischen Dekrementwert mehr. Dagegen zeigten die Ratten der Therapiekontrollgruppe I-D
immer noch myasthene Symptome und einen pathologischen Dekrementwert.
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9. Zusammenfassung

9.1. Chemische Deglykosylierung von nattirlichem Gelonin

Nattirliches Gelonin, isoliert aus den Samen @sonium multiflorum, konnte mit Hilfe von Triflu-
ormethansulforeire (TFMS) chemisch deglykosyliert werden. Aus einem SDS-Gel errechnete sich
ein Masseverlust von 4,4 %, wie er auch in der Literatur gefunden wurde (Fa&aslcal982). Es
werden zwei mgliche Aminosiuresequenzemifnatrliches Gelonin diskutiert (Nolaet al., 1993;
Rosenblunet al., 1995). Unter Einbeziehung der Ergebnisse der Deglykosylierung und der massen-
spektrometrischen Untersuchungen von Daubenfeld (Daubenfeld, 2003), scheint dieadrengs-
guenz von Nolart al. im natirlichen Gelonin vorzuliegen.

Durch Auswertung des Massenspektrums voumiriatiem Gelonin (Hossann, 2001) konnte ein Vor-
schlag ftir ein nogliches Glykosylierungsmuster erstellt werden. So deckten sich die kalkulierten mit-
tleren molekularen Massen sehr gut mit den im ESI-Massenspektrum gefundenen Massen, wenn eine
Glykosilierung von GIcNAgMan,Xyl 1 (x = 2-5) angenommen wurde. Dieses Glykosylierungsmuster
enthdlt die Kern-Struktur des paucimannosidischen Typs. Glykoproteine dieses Typs kommen unter
anderem in Pflanzensamen vor (Leroegal., 1998).

9.2. Expression und Isolierung von rekombinantem Gelonin

Unter Verwendung des Expressionsvektors pET-gel konnte rekombinantes Gelonin in hohen Aus-
beuten und Reinheit auscoli isoliert werden. Dazu wurde das Expressionsplasmid in kompetente
BL21(DE3) Zellen transformiert, in LBK-Medium kultiviert und das Protein exprimiert. Die Lyse
der Zellen erfolgte nach Inkubation mit Lysozym und durch Ultraschall. Das Zelllysat konnte nach
einem Ultrazentrifugationsschritt direkt auf die Nickel-Affetis&ule aufgetragen werden und %l-is
Gelonin_»51 durch eine schrittweise Eohung der Imidazolkonzentration vomogiten Teil der
Verunreinigungen abgetrennt werden. Mit 500 mM Imidazol im Puffer gelang die Elution von der
Saule. Es wurden ca. 2,4 mg Protein aus 1 [(@tKultur erhalten.

Eine zweite Muglichkeit zur Isolierung bestand durch die direkte Abspaltung des HisTag auf der
Sédule. Der gofite Teil der unspezifisch gebundenen Proteine konnte mit Imidazol-haltigem Wasch-
puffer von der &ule gewaschen werden. Zur Elution von Gelanga; wurden die gebundenen Pro-
teine mit Thrombin inkubiert, der HisTag abgespalten und das Protein spezifisch eluiert. Die Methode
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| solationsmethode Reinheit Ausbeute Toxizitat
(%) (mg/l) (pPM)
lonenaustauscher (Li, 2002) n.b. n.b. 1150
lonenaustauscher (Bher, 2002) 92 1,6 100
Nickel-Affinitatschromatographie (Elution mit Imidazol) 95 2,4 T80
Nickel-Affinitatschromatographie (Elution mit Thrombin) 99 2,6 n.b.

Tab. 9.1.: Vergleich der Reinheit, Ausbeute und Toxizitat der Isolierung von rekombinantem
Gelonin bel verschiedenen Isolationsmethoden. Die Reinheit wurde durch densitometrische
Analyse der SDS-Gele bestimmt. Ausbeute in mg pro | Schiittelkultur; n.b. : nicht bestimnt,
T bei abgespaltenem HisTag.

fuhrte zu golRerer Reinheit des isolierten Proteins (Tab. 9.1). Die Ausbeute an reinem Protein betrug
2,6 mg aus 11 Sadlttelkultur. Da Thrombin durch 0,5M Natriumchlorid gehemmt wird, musste die
doppelte Menge zur Abspaltung des HisTag verwendet werden.

Durch ESI-FT-MS konnte Hi{sGeIonim_zm als 30.512 Da bzw. 30.334 Da schweres Protein identi-
fiziert werden. Die Masse von 30.512 Da stimmte mit der berechneten Molekularmasse von 30.496 Da
uberein, wenn eine Oxidation eines Schwefelatoms (+16 Da) im Protein angenommen wurde. Die
Masse von 30.334 Da entsprach B'Geloninl_gm bei abgespaltenem Formyl-Methionin.

Im ELISA und Western Blot zeigte HgsGeIoninL_gm mit polyklonalen Anti-Gelonin Antikfpern
eine, mit natiflichem Gelonin, vergleichbare Reaktatit'Somit konnte vom Vorliegen einer nativen
Struktur ausgegangen werden. Deutlich gezeigt werden konnte die ImmurbglesitHisTag beim
Test mit polyklonalen Anti-Gelonin Antii’pern. Bei gleicher eingesetzter Proteinmenge zeigtgLHis
Gelonin,_»51 eine deutlich positivere Reaktion als Gelonips;.

In einemin vitro Translationstest zeigte sich Gelonins; um den Faktor 2 toxischer als naliches
Gelonin. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass der HisTag keinen Einfluss auf diealT@ezit”
Proteins besitzt.

9.3. Klonierung, Expression und Isolierung von H-a-AChR4_20s

Mit Hilfe von synthetischen Oligonukleotiden gelang die Synthese des Expressionsvektdrs {
AChR4_208. Aus zwei Olikonukleotiden wurde eine 100 bp Box synthetisiert, welche die Sequenz
fur H-a-AChRys2_20s enthielt. Nach der Umklonierung der DNA-Sequenz H-0-AChR4_1g1 In

den Klonierungsvektor pBDH-VU1, wurde der erhaltene Vektor erneut mit Restriktionsenzymen
geoffnet, die 100 bp-Box eingebaut und mit T4-DNA Ligase ligiert. Das Vorliegen der richtigen DNA-
Sequenzdi H-a-AChR,_20g wurde dabei durch Sequenzierung eines Teils des Klonierungsvektors
pUCaHE706ext nachgewiesen. Nach der Umklonierung der DNA-Sequend-6-AChRs_2pg in

einen Expressionsvektor wurdaidE706ext erhalten. Der Expressionsvektor ugtéuber einen N-
terminalen HisTag mit 10 Histidinresten und einer Schnittsteiteiterokinase.
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Nach der Expression i&.coli und der Lyse der Zellen durch Lysozym und mit Ultraschall, fand
sich das exprimierte Protein nicht wie erwartet in declusion bodies, sondern alsdsliches, na-

tiv gefaltetes Protein im Zalberstand. Dies liel3 sich durch die deutlich positive Reaktion mit den
konformationsabérigigen Anti-MIR Antilorpern mAb 35 nachweisen. Eine Isolierumgget Nickel-
Affinitatschromatographiehite aber nicht zu sauberemddAChR,_20s. Wahrend bei der Isolierung

durch die schrittweise Elution mit Imidazol in der 500 mM-Fraktion noch eine grol3e Zahl von un-
spezifisch gebundenen Proteinen vorhanden war, war die Elution durch Enterokinase erfolgreicher.
Allerdings zeigten sich auf einem SDS-Gel noch zwei weitere Proteine nelteAEGRR,_2ps.

Um héhermolekulare Verunreinigungen abzutrennen, wurde-AM=hR4_20g durch eine Membran

mit einem Ausschlussvolumen von 30 kD zentrifugiert. Allerdings passierte das 24 kD schwere Pro-
tein nicht die Membran. Daher wurde eine Oligomerenbildung diskutiert, wie es auch bei anderen ex-
primiertena-AChRex-Fragmenten gefunden wurde. Im Rahmen dieser Arbeit war keine Optimierung
der Isolierungsmethode mehiogich.

Die Charakterisierung des exprimierten Proteins war nur durch ELISA und Molekularmassenbe-
stimmung der SDS-PAGE Fraktioneroglich. Ein Western Blot mit Anti-HisTag Antipern war

nicht erfolgreich. Vhrend die Antikfper im ELISA mit der 500 mM-Imidazol, bzw. Enterokinase-
Fraktion der Nickel-Affiniitschromatographie, deutlich positiv reagierten, zeigten sie im Western
Blot keine eindeutige Reaktion.

9.4. Isolierungvon Hisg)-GeIonin1_246-H-0(-AChR4_181

Mit Hilfe der Nickel-Affinitatschromatographie gelang die Isolierung desgm@eloniq_z%-H-
0-AChRy4-181 Fusionsproteins. Eine direkte Isolierunger Nickel-Affinititschromatographie nach

dem Losen deilinclusion bodies in denaturierendem Puffer waraglich. Da das Fusionsprotein de-
naturierend aufgearbeitet wurde, musste es renaturiert werden. Im Rahmen dieser Arbeit konnte die
Ruckfaltungsmethode von Li deutlich optimiert werden. Durch dielaltung ohne DTT im Puffer
erhohte sich die Ausbeute von 10 auf bis zu 27 %. Die bei deckRiltung ausgefallenen, falsch-
gefalteten Aggregate konnten wieder in denaturierendem Puffer asfgeld erneut renaturiert wer-

den. Durch diese Recycling-Methode konnte die Ausbeute noch einn@htenteirden. Nach der
Ruckfaltung konnte das Fusionsprotein bis auf Konzentrationen von 0,15 mg/ml aufkonzentriert wer-
den.

Das Fusionsprotein wurde durch SDS-PAGE, ELISA, Western Blot und emetro Translations-
test charakterisiert. Es zeigte sich, dass im renaturierten Protein da&CGhR,_151-Fragment na-
tiv gefaltet vorlag. Dies wauberraschend, da die Expression und Isolation desAEhR, _181-

Fragments ohne Gelonin als Fusionspartner bisher nicht zu nativem Prdiei. Die korrekte Fal-
tung der MIR wurde durch die Bindung von konformationsaidgigen Anti-MIR Antilorper gezeigt.
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In einem Toxizititstest zeigte sich die richtige Faltung des Gelgnigs-Fragments. Das Fusionspro-

tein war um den Faktor 11 weniger toxisch als das rekombinante Gelonin. Dies liel3e sich durch
eine sterische Hinderung des aktiven Zentrums des Gelonin-Fragments durch das AChR-Fragment
erklaren.

Der HisTag war nicht abspaltbar und somit der Einfluss auf die Tatimitht bestimmbar. Ursache
konnte eine sterische Hinderung der Thrombin-Schnittstelle gewesen sailckdafidltetes Fusions-
protein nicht mehr an immobiliserte Nickel-lonen band.

Eine Rickfaltung in physiologischem PBS-Puffertifte nicht zum Erfolg. Das Fusionsprotein zeigte
nach der Renaturierung keine Reaktion mit den konformatiormsahgén Anti-MIR Antilorpern.
AulRerdem aggregierte es bei Konzentrationker 90 pg/ml. Daher wurde bei damvivo Versuchen
auf das mit Tris-Renaturierungspufferckgefaltete Fusionsprotein ziokgegriffen.

9.5. Isolierung des AChR aus Torpedo californica

Aus dem elektrischen Organ vdorpedo californica konnte T-AChR in ausreichenden Mengen zur
Induktion der EAMG in Ratten isoliert werden. Dabei gelang die Aftsthromatographie am
Cobratoxin-&ulen sowohl im Durchfluss-, als auch im Batch-Verfahren. Eine Verunreinigung bei
43 kD wurde aufgrund der geringen Menge vernashigt.

9.6. Versuche zur antigenspezifischen |mmunsuppression in vivo

Mit Hilfe von ausTorpedo californicaisoliertem T-AChR gelang die Induktion von EAMG in weib-
lichen Lewis-Ratten. Die Ratten zeigten optisch myasthene Symptome wie8SobwZittern und die
typische Korperhaltung. Die Ausigung variierte von Ratte zu Ratte. Das Vorliegen der Erkrankung
konnte durch eine repetitive Nervenstimulation des Ischiasnerv nachgewiesen werden, deren Etab-
lierung im Rahmen dieser Arbeit gelang.

Zur Therapie wurde drei stark myasthenen Ratten dag)l-(&*elonirhfme-H-a-AChR4_181 Fusions-

protein gespritzt. Nach einer Woche zeigte sich eine deutliche Besserung des Gesundheitszustands
von zwei Ratten. Bei dedberpuifung des Therapieerfolgs mit RNS war bei keiner der therapierten
Ratten ein pathologischer Dekrementwert feststellbar. Allerdings zeigten auch die myasthenen Rat-
ten, die nicht mit dem Fusionsprotein therapiert wurden, eine Abnahme in den Dekrementwerten.
Allerdings waren diese immer noch als pathologisch einzustufen. Die mit T-AChR immunisierten
Ratten die bei der Krankheitskontrolle keine pathologischen Dekrementwerte zeigten, entwickelten
EAMG.
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Aufgrund dieser Ergebnisse konnte eine therapeutische Wirkung des Fusionsproteins auf EAMG
nachgewiesen werden. Allerdings liel3en sich keine Aussalgenden Wirkmechanismus treffen.



116 9. Zusammenfassung




117

10. Experimentéeller Tell

10.1. Materialien

10.1.1. Gerateund Verbrauchsmaterialien

Bei der Durchtihrung der Versuche wurden die folgenden&@enerwendet:

Autoklav:

Chromatographie:

Densitometer:

Durchflussphotometer:

ElA-Plattenreader;

Elektrophoresezubein”

Gefriertrocknung:

Inkubatoren:

Kantilen:

Konzentratoren:

Kuvetten:

Sitram Dampfkochtopf

Beckman System Gold Nouveau (HPLC-System)
Beckman Solvent Module 125
Beckman Detector Module 168
Pharmacia Peristaltikpumpe P-1
Pharmacia Peristaltikpumpe P-3

Hirschmann Elscript 400
LKB Pharmacia 2238 Uvicord S
Bio-Rad Typ 2550

Elektrophoresekammern (Eigenbau der Kunststoff-verar-
beitenden Werkstatt, UniveraitKaiserslautern)

Lichtbank Rex

Sofortbildkamera Polaroid DS34

Leybold-Heraeus Lyovac GT-2

Luftschttler New Brunswick Incubator Shaker Innova 4000
Wassersctittler Infors AG HTBTR 112

Stericanw 0,60 x 25 mm (23G x 17)

Millipore Amicon Ultra (10.000 und 30.000 MWCO)
Millipore Centriprep YM-10 (10.000 MWCO)

Brand Plastibrand (Vis)
Hellma Suprasil (UV)
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Mixer:
Oszilloskop:
pH-Meter:

Rotoren:

Spannungsgeaté:

Transilluminator:

Ultraschall:

UV/VIS-Spektrophotometer:

Waagen:

Zentrifugen:

10.1.2. Chemikalien

Aceton
Agarose
Agarose (Metaphor)

Agarose (NEEO, Rotigarose)

L-Aminosauren-Kit

Ammoniumhydrogencarbonat

Ammoniumpersulfat
Ampicillin

Bacto Agar

Bacto Peptone

BCA Protein Assay Reagenz A und B

Waring Blendor Typ 8011
Yokogawa DL 1540
Knick AG StB

Beckman Type 70Ti
Beckman JA10, JA14 und JA20
Heraeus Rotor 2250

BIO-RAD Power Pac 300
BIO-RAD Power Pac 3000
Zentro-Elektrik 150 V/0,5 A

Fobel TFX-20.M

Branson Sonifier B-12
Brandelin Ultraschallbad Sonorex RK 106

Beckman DU 640

Feinwaage Sartorius 1601 MP8-1
Sartorius L 610 D

Beckman Optima LE-80k Ultrazentrifuge
Beckman J2-21

Eppendorf Zentrifuge 5415C

Heraeus Minifuge T

Merck
Roth
Biowhittaker Molecular Applications
Roth
Sigma
Serva
Sigma
Roth
Difco
Difco
Pierce

BCIP/NBT-Blue Liquid Substrat System Sigma
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Borsaure

Bromphenolblau

Butanol

Calciumchlorid
Carbamoylcholinchlorid
Cholat, Natrium-Salz
Coomassie Brilliant Blue R 250
Creatinphosphat, Natriumsalz
DEA

DTT

EDTA

EGTA

Essiggsiure

Ethanol

Ethidiumbromid
Folin-Ciocalteau-Phenol-Reagenz
Formaldehyd

Freund’s Adjuvans, inkomplett
Freund’s Adjuvans, komplett
Glutathion, oxidiert
Glutathion, reduziert

Glycerin

Glycin

Guanidin-hydrochlorid
Hefe-Extrakt

Hemin

Imidazol

IPTG

Kaliumacetat
Kaliumhexacyanoferrat(lll)
Kaliumhydroxid
Kanamycin-Sulfat

Kaninchen Retikulozyten Lysat, unbehandelt
Kupfer(Il)sulfat
Magnesiumchlorid
Manganchlorid
[B-Mercaptoethanol

Merck
Sigma
Riedel-de Haen
Riedel-de Haen
Sigma
Sigma
Serva
Serva
Merck
Gerbu Biotechnik GmbH
Serva
Serva
Roth
Roth
USB
Merck
Roth
Sigma
Sigma
Roth
Roth
Caldic Deutschland
Serva
Gerbu Biotechnik GmbH
Difco
Serva
Sigma
Gerbu Biotechnik GmbH
Riedel-de Haen
Merck
Riedel-de Haen
Gerbu Biotechnik GmbH
Promega
Sigma
Merck
Merck
Fluka
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Milchpulver Roth

Mestinon 10, Filmtabletten (Wirkstoff: Pyridostigminbromid) ICN

MOPS Sigma
Natriumazid Merck
Natriumcarbonat Riedel-de Haen
Natriumchlorid Riedel-de Haen
Natriumcholat Sigma
Natriumdeoxycholat Sigma
Natriumdihydrogenphosphat Riedel-de Haen
Natriumdihydrogencarbonat Riedel-de Haen
di-Natriumhydrogenphosphat Riedel-de Haen
Natriumhydroxid Merck
Natrium-/Kaliumtartrat Fluka
Natriumthiosulfat Merck
Nickelsulfat Merck
4-Nitrophenylphosphat Boehringer Mannheim
PMSF ICN Biomedicals
Pyridin Merck

Rotiszint ecoplus Roth
Rubidiumchlorid Sigma

SDS Roche
Silbernitrat Merck

TEMED Sigma

TFMS Sigma
Trichloressigaure Roth

Tris Sigma

Triton X-100 Sigma

Tween 20 Sigma

L-Valin Sigma
L-[U-14C]Valin Amersham Pharmacia Biotech
Wasserstoffperoxid Riedel-de Haen

10.1.3. DNA- und Proteinmar ker

Es wurden die folgenden DNA-Marker verwendet. Dieo3e der Fragmente in (bp) ist angegeben.
Alle DNA-Marker stammten von der Fa. Fermentas.
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A-DNA Eco471 (Avall) 8.126, 6.555, 6.442, 3.676, 2.606, 2.555, 2.134, 2.005, 1.951,
1.611, 1.420, 1.284, 985, 974, 894, 597, 590, 513, 511, 433, 398,
345, 310, 308, 272, 242, 215, 151, 88, 73, 67, 45, 42, 32, 29, 23

A-DNA Hindlll 23.130, 9.416, 6.557, 4.361, 2.322, 2.027, 564, 125

DNA Ladder (Broad Range) 10.000, 8.000, 6.000, 5.000, 4.000, 3.000, 2.500, 2.000, 1.500,
1.031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100, 80

DNA Ladder (High Range)  10.000, 8.000, 6.000, 5.000, 4.000, 3.000, 2.500, 2.000, 1.500

DNA Ladder (Low Range)  1.031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100, 80

pBR322BsuRlI 1.031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100, 80
pBR322Alul 908, 659, 656, 521, 403, 281, 257, 226, 100, 90, 63, 57, 49, 46,
19,15,11

Fur SDS-PAGE und Western Blot wurden die folgenden Proteinmarker verwendet. Die Zahlen geben
die Grol3e in (kDa) der Proteine im Standard an.

Bio-Rad (Broad range) 205, 116, 80, 49,5, 32,5, 27,5, 18,5, 6,5 Bio-Rad

Roti-Mark Prestained 245,123,77,42, 30, 25,4 17 Roth

Roti-Mark Standard 200, 119, 66, 43, 29, 20, 14,5 Roth

Protein-Ladder 10-200kD 200, 150, 120, 100, 85, 70, 60, 50, 40, Bérmentas
25, 20, 15,10

10.1.4. Saulenmaterial

Zur chromatographischen Aufreinigung wurde das folgeralde3imaterial verwendet:

a-Cobratoxin immobilisiert an CNBr-aktivierter Agarose Sigma

HiTrap Chelating Amersham Pharmacia Biotech
HiTrap SP FF Amersham Pharmacia Biotech
Ni-CAM HC Resin Sigma

10.1.5. E.coli-Stamme und Plasmide

Fur die gentechnischen Arbeiten wurden die folgen&easoli-Stimme verwendet (Genotyp nach
Sambroolket al., 1989).

BL21(DE3) F ompT hsdSg (rg, mg) gal dem (DE3)
DH5a F~ (®80dA(lacZ)M15) recAl endAl gyrA96 thil hsdR17 (r, , m, ) supE44 relAl
deoR A(lacZYA-argF)U169
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GM2163 F dcm-6 dam-13::Tn9 araC14 leuB6 fhuAl3 lacY1 tsx-78ginV44(0c) galT22
LAM- mcrAO hisG4(0c) rfbD1 rpsL136(strR) xylA5 mtl-12 thi-1 mcrB9999 hsdR2

Fur die Klonierungs- und Expressionsversuche wurden die folgenden Plasmide verwendet:

paHE706 6.196 bp Ampicillin  (Hossann, 2001)
paHE706ext 6.014bp Ampicillin  Kap. 5.3.5
pBDH-VU1 4.432bp Ampicillin  (Jehl, 2002)

PET19b 5.717bp Ampicilin  Fa. Novagen
pET-gel 6.089bp Kanamycin (Li, 2002)
pPET-GA 6.870bp Kanamycin (Li, 2002)

pUCaHE706 4.073bp Ampicillin  Kap. 5.3.2
pUCaHE706ext 3.891bp Ampicilin Kap.5.3.4

Der Vektor mHE706 wurde uns freundlicherweise von Dr. D. Beeson (Institute of Molecular Medicine,
Oxford, England) zur Vetfgung gestellt.

10.1.6. Proteineund Enzyme

Die fur die Versuche verwendeterauflich erfaltlichen, Enzyme und Proteine sind in den folgenden
Tabellen aufgelistet.

Creatin-Phosphokinase, Typ | (aus Hasenmuskel) Sigma

Glucose-Dehydrogenase Roche

Enterokinase, rekombinant (1,7 U/ul) Novagen

Lysozym aus hnereiweil3 (130.000 U/mg) Sigma
Rinderserumalbumin (BSA) Gerbu Biotechnik GmbH
T4 DNA Ligase (5 U/ul) MBI Fermentas

T4 Polynucleotide Kinase (10 U/ul) MBI Fermentas
Thrombin (1,4 U/pl) Novagen

Fur die durchgeihrten Restriktionsreaktionen wurden die mitgelieferten Puigenigen verwendet.
In Klammern sind die Prototypen der Restriktionsendonukleasen angegeben.

Bcll 15U/ul  New England Biolabs
Balll 10U/l MBI Fermentas
Eco32l (EcoRV)  10U/ul MBI Fermentas
Ecol30I (Syl) 10U/ul MBI Fermentas
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EcoO109I Orall) 10U/ul MBI Fermentas

EcoRl 10U/ul MBI Fermentas
Hincll (Hindll) 10U/ul MBI Fermentas
Hindlll 10U/ul MBI Fermentas
Mboll 5U/ul MBI Fermentas
Ncol 10U/ul  New England Biolabs
Ndel 10U/l MBI Fermentas
Scal 10U/ul MBI Fermentas
Van91l (PfiMI) 10U/l MBI Fermentas
Xhol 10U/l MBI Fermentas

10.1.7. Antikorper

Fur die immunologischen Untersuchungen wurden die in Tab. 10.10 almigef Antilorper ver-
wendet. Der Antikbfper mAb 35 stammte aus der im Arbeitskreis vorhandenen Hybridomzelllinie
(ATCC, HB-8857), die polyklonalen Anti-Gelonin Antikper wurden im Arbeitskreis durch die Im-
munisierung von Musen mit Gelonin produziert. Alle anderen Awtigér waren kuflich erworben.

10.1.8. Oligonuklectide

Zur Synthese des PlasmideshbE706ext wurden die in der folgenden Tabelle aufidpetén synthe-
tischen Oligonukleotide eingesetzt. Die Oligonukleotide extl bis ext5 stammten von der Fa. MWG,
wahrend ext123 und ext45 von der Fa. Operon synthetisiert wurden.

extl 5'-GATCAAGGAGTCCCGTGGCTGGAAACATAG-3

ext2 5’-CGTGACCTATAGCTGCTGCCCGGATACCCCGTATCTGGA-3’

ext3 5-ATTACCTATCATTTCGTGATGCAGTAACTG-3

ext4 5-AATTCAGTTACTGCATCACGAAATGATAGGTAATATCCAGATACGGGGTATCCG-3

exts 5'-GGCAGCAGCTATAGGTCACGCTATGTTTCCAGCCACGGGACTCCT-3

extl23 5-GATCAAGGAGTCCCGTGGCTGGAAACATAGCGTGACCTATAGCTGCTGCCCGG...
...ATACCCCGTATCTGGAATTACCTATCATTTCGTGATGCAGTAACTG-3’

ext4d5 5-AATTCAGTTACTGCATCACGAAATGATAGGTAATATCCAGATACGGGGTATCCG...
...GGCAGCAGCTATAGGTCACGCTATGTTTCCAGCCACGGGACTCCT-3
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10.2. Allgemeine Arbeitsmethoden

10.2.1. Konzentrationsbestimmungen
10.2.1.1. UV/VIS-Bestimmung

Proteine beinhalten aromatische Gruppen, die bei einer Watigalvon 280 nm eine Absorptions-
bande aufweisen. Durch Messung der Absorption und Einbeziehung des molaren Extinktionskoef-
fizienten Hsst sich die Proteinkonzentration bestimmen (Peterson, 1977). Die Anwesenheit anderer
Proteine it dabei die Messung. In der folgenden Tabelle sind die molaren Extinktionskoeffizienten
(¢) und Extinktionen bei einer Konzentration von 1 mg/m¢)YBer verwendeten Proteine aufgbft.

Protein € Ec
(crm?/mmol)
Rinderserumalbumin 45.400 0,667
Gelonin, ausselonin multiflorum 20.100 0,670
AChR, ausTorpedo californica 477.500 1,910

10.2.1.2. BCA-Test

Der BCA-Test dient zur Bestimmung der Proteinmenge mit Hilfe eines Testsystems der Firma Pierce.
Mit einem Gemisch aus 4,4’-Dicarboxy-2,2’-bichinolinnatriumsalz (BCA, Reagenz A) und Kupfer-
(Ihsulfat (Reagenz B) eddt man eine lbsung, die zur Proteinbestimmung herangezogen werden
kann. Die Cd"-lonen werden dabei durch oxidierbare Gruppen im Protein zt-lBoen reduziert,

die dann von BCA komplexiert und durch photometrische Bestimmung detektiert weoterrk”
(Smithet al., 1985).

10.2.1.3. Methode nach Lowry

Analog zum BCA-Test liegt bei der Proteinbestimmung nach Lowry die Reduktion véh-@umen

zu Grunde. Die entstandenen Gionen bilden mit dem Folin-Ciocalteau Reagenz einen instabilen
blauen Komplex. Dieser dient als Malrfdie Proteinkonzentration. &tirend die BCA-Methode
durch reduzierende Substanzen (Thiolreagenzien, Lipide, SDS, u.s.w)tgest, zeigt sich die
Methode nach Lowry, aufgrund der vorher durchgetén TCA-Rllung, unempfindlich. Die Pro-
teinbestimmung erfolgte nach der von Peterson modifizierten Methode (lebwalry 1951; Peterson,
1977).
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10.2.2. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mit Hilfe der SDS-PAGE lassen sich Proteine aufgrund ihrer Molekularmassen trennen und charakter-
isieren. Die Methode geht auf Laemmli meK (Laemmli, 1970). Sie wurde geringfig modifiziert:

In Abwandlung der Literaturvorschrift wurde eine Elektrophoresekammer von 10 x 7,5 x 0,2 cm ver-
wendet und die Elektrophorese bei einer konstanten Steskest/ion 20-28 mA durchgehit. Es
wurden 4,5 %ige Sammel- und 10, 12 und 15 %ige Trenngele verwendet. Aufgrund ihrer geringen
Konzentration war es bei einigen Proben erforderlich die Proteine vor Einbringen in die Taschen des
Gels mit TCA (Kap. 10.2.4.2) zuaflen.

Coomassie-Farbung

Eine zur Rirbung von SDS-Gelen weit verbreitete Methode ist digoEing mit Coomassie Brilliant-
blau R 250. Sie zeichnet sich vor allem durch die Lina@&akér Proteirdibung und geringe Hinter-
grundfirbung aus. Dies eroglicht z.B. die quantitative Proteinbestimmung mit Hilfe einer densito-
metrischen Analyse. Nachteil im Vergleich mit der Sillzebiting ist die geringere Nachweisgrenze.
Es konnen mit der Coomassieafbung noch etwa 2 ug Protein detektiert werden (de Geptd.,
1963). Auf eine Fixierung mit Hilfe einer 12,5 %igen TCAs&Ling wurde verzichtet.

Silberfarbung

Die Silberfirbung ist empfindlicher als die Coomassaiiting. Es lassen sich noch 0,5-1 ug Pro-
tein nachweisen. Allerdings ist die Hintergruadéung sarker und die Bibung zeigt eine geringere
Linearitidt (Heukeshoven und Demick, 1983).

M olekular gewichtsbestimmung

Das Molekulargewicht der Proteinadst sich auf SDS-Gelen durch den Vergleich mit den bekannten
Molekulargewichten von Standardproteinen bestimmen. Dazu werden der Logarithmus der Moleku-
largewichte der Standards gegen die Laufstrecke aufgetragen. Malheirte’ Eichgerade. Das ge-
suchte Molekulargewicht der Probe(n) kann dann mit Hilfe der Regressionsgeraden berechnet wer-
den.

10.2.3. Dialyse

Die Dialyse von Proteimsungen dient zum Pufferwechsel, bzw. zum Entfernen von niedermoleku-
laren Substanzen.
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Durchfihrung:

Der Dialyseschlauch (Visking Size 1-8/32" Fa. Fischer) wird im Dialyseputfed® Minuten inku-
biert, an einem Ende verknotet und die Protesuifig eingefllt. Nach dem Verknoten des anderen
Endes wird der Schlauch in 51 Dialysepuffer gegeben ubdr ‘Nacht, unter leichtemuRien des
Puffers, inkubiert. Am achsten Tag wird der Dialysepuffer zweimal gewechselt und jewsilsd. 2
Stunden inkubiert.

10.2.4. Proteinkonzentration
10.2.4.1. Aufkonzentration mit Amicon-Konzentratoren

Zur Aufkonzentration von Proteiafungen kinnen Membranen mit definierten Poreol§eh verwen-
det werden. Durch die Zentrifugation (4.170 xg,°Zx) ca. 1 min/ml) der bsung durch die Membran
werden kleinere Molekié durchgelassen, Molal€’ mit groRerem Durchmesser als die Pore werden
zuntickgehalten und aufkonzentriert.

10.2.4.2. Fallung mit Trichloressigsaure

Die Fallung und anschlieliende Wiederaufnahme von Proteinen in geringeren Volumina ist eine der
effektivsten Methoden der Proteinkonzentration. Dalufig von Proteinen mit Trichloressmyse

(TCA) (Bensadoun und Weinstein, 1976) ist allerdings aufgrund der Irreversililit in Verbindung

mit Lowry und SDS-PAGE sinnvoll.

Benotigte L dsungen:

DOC: 0,15 g Natriumdeoxycholat
ad 100 ml Wasser

TCA: 72 g Trichloressigatire
ad 100 g Wasser

Durchfuhrung:

Die zu fallende Proteinprobe wird mit Wasser auf 1 ml wardt, mit 100 ul DOC-lbsSung versetzt,

gut durchmischt und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Zugabe von 100 pl der
TCA-Lbsung wird die Probe gevortext unar 20 Minuten bei 14.000 U/min (4C) in der Eppendorf-
zentrifuge zentrifugiert. Dedberstand wird entfernt und das @&fvorsichtig ausgeklopft.

Bei Guanidin-hydrochlorid-haltigen Proben wird das Pellet nach der Zentrifugation mit 100 ul eis-
gekihltem Ethanol gewaschen, um die Reste zu entfernen. Es wird kurz abzentrifugiert und der
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Uberstand entfernt. Das G&§ wird erneut ausgeklopft und das Pellet weiterverarbeitet (SDS-PAGE,
Lowry).

10.3. Gentechnische M ethoden

Die hier beschriebenen Arbeitsmethoden folgen den Vorschriften von Samérabk(Sambrook
et al., 1989). Bei den Arbeiten wurden die folgenden Fest- ung$ijmedien verwendet:

Benotigte L dsungen

Luria-Bertani (LB)-Medium: 5 g Hefe-Extrakt
10 g Bacto-Trypton (Trypton-Pepton)
10 g Natriumchlorid
pH 7,5 (NaOH)
ad 11 Wasser
autoklavieren

Ampicillin-Stammbsung: 130 mM Ampicillin
tber 0,22 um steril filtrieren

Kanamycin-Stamnasung: 45 mM Kanamycin
tber 0,22 um steril filtrieren

Agar-Platten: Dem LB-RrISsigmedium werden 1,5 % Agar zugesetzt und
autoklaviert. Die Zugabe des Antibiotikums (1 pl /ml Medi-
um) erfolgt bei ca. 50C. Die Petrischalen werden mit
warmer Losung betillt und langsam auf RT abgehilt.

IPTG-Stammbsung: 0,5MIPTG
tber 0,22 um steril filtrieren

10.3.1. Allgemeine Arbeitsmethoden
10.3.1.1. Sterilisation von Ger aten

Bei der Durchiihrung der Versuche ist steriles Arbeiten erforderlich. Damgsei alle Gaté keim-
frei sein. Dies wurde durch Autoklavieren erreicht. Nicht autoklavierbare Gegjaestivurden mit
Alkohollosungen (70 %iges Ethanol-Wasser-Gemisch) desinfiziert.
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10.3.1.2. Kulturbedingungen

Aus einer Glycerinkultur (Kap. 10.3.1.4) wird ein Vemtiungsausstrich auf einer Agarplatte an-
gelegt unduber Nacht bei 37C im Brutschrank inkubiert. Mit einer Einzelkolonie werden 25 ml
Flussigmedium angeimpft und unter Stfeln (Wasserbad- bzw. Luftsatiler, 270 U/min, 37C)
iber Nacht inkubiert. Ausgehend von died#tsernachtkultur kann eine gRére Kultur angeimpft
werden. Als Gedl3e it die Flissigmedien dienen Erlenmeyerkolben, die bis zu maximal 25 tblbef”
werden, um eine ausreichende &élhg des Kulturmediums zu gahileisten.

10.3.1.3. Wachstumsmessungen

Zur Kontrolle des Bakterienwachstums wird das Medium photometrisch bei einer Véelgniion

600 nm im UV/VIS-Spektrophotometer untersucht. Das Licht wird beim Durchtritt durch die Sus-
pension gestreut. Die &Ke der Streuungdmgt dabei von der Anzahl und @3é der Bakterien ab
(StiBmuthet al., 1997). Vergleicht man die Lichtabscheliung mit ungeimpften Medium als Null-
wert (Blank), so &5st sich als Maluf'das Bakterienwachstum die optische Dichte (OD)wngn.
Liegt die OD einer Kultuuber 0,3, muss sie veudint werden, da die Tibung einer Rissigkultur nur

bis zu diesem Wert linear proportional zur Zellzahl ist.

10.3.1.4. Glycerinkulturen

Glycerinkulturen dienen zur Lagerung von Zellen. Zur Herstellung werden 500 pl Glycerin (80 %) in
enem verschraubbaren Eppendoréfetiutoklaviert und mit 500 pl einétbernachtkultur gemischt.
Nach dem Schockgefrieren in einem Trockeneis/Ethanol-Bad werdemtreiEn bei -80C gelagert.

Zur Kultivierung von Einzelkolonien aus einer Glycerinkultur wird ein \@mdungsausstrich an-
gelegt. Dazu wird mit einer Imp8&e ein kleiner Teil von der Obeafthe der tiefgefrorenen Gly-
cerinkultur abgekratzt und ausgestrichen. Dabei sollte ein Auftauen der Glycerinkultur vermieden
werden, um eine oglichst lange Lebensdauer zu gawieisten.

10.3.2. Plasmidisolierung

Zur Isolierung von Plasmiden a&scoli wurde das Plasmidisolierungskit QlAprep Spin Miniprep Kit
der Fa. Qiagen verwendet. Die Durahfung erfolgte nach der mitgelieferten Vorschrift.
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10.3.3. Herstellung kompetenter Zellen

Die Herstellung kompetenter Zellen ist bei allen Klonierungsarbeiten notwendig, um die Transfor-
mation eines Plasmides in eine Wirtszelle zu egihithen. Dabei ist eine sehr hohe Transformations-
effizienz erwinscht. Dies erreicht man in Gegenwart von Rubidiumchlorid (Hanahan, 1983). Mit
dieser Art kompetenter Zellerokien, je nach verwendetem Plasmid bBwmoli Stamm,uber 10
Transformanden pro g eingesetzter DNA erhalten werden.

10.3.4. Transformation und Kompetenztest

Die kompetenten Zellen werden auf Eis aufgetaut und mit deugeariten Menge an Plasmid-DNA
umgesetzt (2-4 ul). Es erfolgt eine eimstige Inkubation auf Eis. Anschlie3end werden die Zellgn f~

3 Minuten bei 42C einem Hitzeschock ausgesetzt und danach sofort auf Eis abgeschreckt. Die Sus-
pension wird in ein steriles Reagenzglas mit 1 ml LBgdigmedium gegeben una 45 Minuten bei

37°C und 270 U/min im Sciittler inkubiert. Von der Suspension werden 100 pl mit einem Trigalski-
Spatel auf Agarplatten ausgestrichen, die das entsprechende Antibiotikum enthalten. Zur Auftragung
aller anderen Zellen wird 30 Sekunden in einer Eppendorfzentrifuge abzentrifugidshelestand bis

auf etwa 200 ul entfernt, die Zellen resuspendiert und auf einer Agarplatte ausgestrichen. Die Platten
werdenuber Nacht bei 37C im Brutschrank inkubiert. Sind amanhsten Tag Kolonien entstanden,

sind die Zellen kompetent.

10.3.5. Restriktionsverdau

Beim Restriktionsverdau werden DNA-Molele spezifisch mit Restriktionsendonukleasen geschnit-

ten. Dabei erkennt das Enzym eine Basensequenz und spaltet an dieser Stelle eine chemische Bindung.
Durch Verdau entsteht aus einem Plasmid ein offenes, lineares DNA-MpldéSsen Gif3e im
Agarose-Gel bestimmt werden kann.

Da die Reaktionsbedingungeurfdie meisten Restriktionsenzyme verschieden singssan diese
den Produktbeschreibungen der Anbieter entnommen werden. Beim Verdau mit dem Ebalim
musste nach hallstdiger Inkubation erneut Enzym zur Reaktiassliig zugegeben werden, da das
Enzym nur tir kurze Zeit stabil war.

10.3.6. Phosphorylierung von Oligonukleotiden

Die Phosphorylierung synthetischer Oligonukleotide in 5’-Position kann mit Hilfe desi&h erfalt-
lichen T4-Polynukleotide Kinase-Kits (Synthetic oligonucleotides 5’-end labeling kit, Fa. Fermentas)
durchgetihrt werden.
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10.3.7. Annealing von Oligonukleotiden

Das Zusammenlagern (Annealing) von Oligonukleotiden erreicht man durch die Denaturierung und
anschlieendes langsames Ahlen auf Raumtemperatur. Dabei bilden sich die korrekten Basen-
paare aus.

Bendtigte L dsungen:

Annealing-Puffer (10x): 100 mM Tris
100 mM Magnesiumchlorid
500 mM Natriumchlorid
pH 7,5

Durchfihrung:

Die Oligonukleotide werden in Annealing-Puffer zehn Minuten bef@dm Wasserbad inkubiert.
Danach wird die lbsung in 500 ml 70C-warmen Wasser langsam bis auf Raumtemperatur abgfek”

10.3.8. Agarose-Gelelektrophorese

Zur Trennung und Gif3enbestimmung von DNA wird die Agarose-Gelelektrophorese verwendet.
Die Detektion der DNA-Moleklle erfolgt dabei durch Ethidiumbromid, das sich in die dop pethej-

gen DNA-Molekile einlagert und mit Hilfe von UV-Transilluminatoren detektiert werden kann. Es
wurden 0,9, 2, 2,5 und 3%ige Trenngele in selbstgebauten Elektrophoresekammern (Kunststoff-
verarbeitende Werkstatt, Univesitaiserslautern) verwendet. Die Elektrophorese erfolgte bei einer
konstanten Spannung von 110 V.

10.3.9. DNA-Isolierung aus Agarosegelen

Zur Isolierung der DNA-Fragmente aus den Agarosegelen wurde das QIAEX Il Gel Extraction Kit
der Fa. Qiagen verwendet. Die Durahfung erfolgte nach der mitgelieferten Vorschrift.

10.3.10. Expression

Die in dieser Arbeit durchgefirten Expressionen voraplE706ext und pET-gel wurden mit ver-
schiedenen Stamm-Plasmid-Kombinationen duralg#fDie Durchtinrung der Expression erfolgte
aber immer nach identischer Methode. Die Kulturvolumen der Versuche, sowie die Menge an IPTG
sind bei den entsprechenden Versuchen aufgef”
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Durchfihrung:

Die Kultivierung in 500 ml Rlissigmedium erfolgt wie in Kap. 10.3.1.2 beschrieben. In regBlm”

gen Abstinden werden Proben zur Wachstumskontrolle entnommen. Hat die OD einen bestimmten
Wert erreicht, erfolgt die Induktion mit IPTG. Das Zellwachstum wird weiter durch Messung der OD
verfolgt. Bevor die Zellen in die stati@né Wachstumsphasé&érgehen, bzw. die OD einen Wert von

4 Uberschreitet, wird die Expression durch Inkubation des Kolbens auf Eiswasser gestoppt. Die Sus-
pension wird zentrifugiert (8.700 xg,>€, 10 min), delUberstand vollstiidig entfernt und das Pellet

bis zur Weiterverarbeitung bei -2C eingefroren.

10.3.11. Zelllyse

Bendtigte L dsungen:

Pellet-Waschpuffer: 20 mM Tris
pH 7,6

PMSF-Losung: 0,75 M Phenylmethysulfonylfluorid (PMSF)
in 2-Propanol

Resuspendierpuffer: 50 mM Natriumdihydrogenphosphat

0,5 M Natriumchlorid
20 mM Imidazol
1,5mM PMSF

pH 7,2

Lysozym-Stamndsung: 10 mg/ml Lysozym
in 100 mM Tris, pH 8

Durchfihrung:

Das Zellpellet wird zweimal mit je 50 ml Waschpuffer gewaschen, bei 6.400 xg G@dzéhn Minu-

ten abzentrifugiert, in 50 ml Resuspendierpuffer resuspendiert und mit 5 ml Lysozym-Stsumgnl
versetzt. Die Zellen werden mit dem Sonifier (8 mal 30sec bei 65-85% Leistung) auf Eiswasser
lysiert. Zur Abtrennung der uaklichen Bestandteilenclusion bodies und Zellttimmer wird die
Suspension bei 30.000 xg und@ dreiRig Minuten zentrifugiert und détberstand bzw. dignclusion

bodies bis zur Weiterverarbeitung bei -2C gelagert.
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10.4. Proteinisolierung

10.4.1. Isolierung von rekombinantem Gelonin (His}-Gelonini_2s1)

10.4.1.1. Isolierung mit Nickel-Affinitatschromatographie (Elution mit I midazol)

Benotigte L dsungen:
Nickelsulfat-Losung: 0,2 M Nickelsulfat

Bindungspuffer: 50 mM Natriumdihydrogenphosphat
0,5 M Natriumchlorid
20 mM Imidazol
1,5mM PMSF
pH 7,2

Waschpuffer: 50 mM Natriumdihydrogenphosphat
0,5 M Natriumchlorid
100 mM Imidazol
1,5mM PMSF
pH 7,2

Elutionspuffer: 50 mM Natriumdihydrogenphosphat
0,5 M Natriumchlorid
500 mM Imidazol
1,5mM PMSF
pH 7,2

Regenerationspuffer: 20 mM Tris
500 mM Natriumchlorid
50 mM EDTA-Na-Salz
pH 8

Dialysepuffer: 20 mM Tris
0,5M NacCl
pH 7,2

Durchfuhrung:

Die Aufreinigung erfolgt durch Nickel-Affinatschromatographie bei Raumtemperatur unter Ver-
wendung einer Peristaltikpumpe und eines Uvicord-Detektors bei 280 nm. Die FluRrate wird auf ca.
0,5 - 1 ml/min eingestellt. Alle bSungen ma$sen vor dem Auftragen auf dia@eé steriliber 0,45 um
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filtriert werden, um Schwebstoffe abzutrennen. Dérerstand der Zelllyse wird vor dena6ien-

gang in der Ultrazentrifuge zentrifugiert (400.000 xgCG4 60 min). WAhrenddessen wird die HiTrap
Chelating Affinigitssiule (1 ml) mit 10 ml Wasser gewaschen, mit Nickel-lonen beladen (2 ml Nick-
elsulfatbsung) und anschlieRend wieder mit 10 ml Wasser gewaschen. Danach wirdutiendt

10 ml Bindungspuffer equilibriert und détberstand der Ultrazentrifugation auf diewé aufgetra-

gen. Nichtgebundene Proteine werden mit Bindungspuffer vonalde$jewaschen, bis die Absorp-

tion bei 280 nm wieder die Baseline erreicht hat. Unspezifisch gebundene Proteine werden mit 10 ml
Waschpuffer von der &ile eluiert, vehrend Gelonin durch Elutionspuffer eluiert werden kann. Die
erhaltene Proteinsung wird 3 mal gegen 5 | Dialysepuffer b€i@ dialysiert und bei -20C gelagert.

Die HiTrap Chelating Affiniditssiule wird durch Splen mit 10 ml Regenerationspuffer entladen, an-
schlieend mit 10 ml Wasser gesjiind danach in 20 %iger ethanolischerdung bei £C gelagert.

10.4.1.2. Isolierung mit Nickel-Affinitatschromatogr aphie (Elution mit Thrombin)

Bendtigte L dsungen:
Nickelsulfat-Losung: 0,2 M Nickelsulfat

Waschpuffer: 50 mM Natriumdihydrogenphosphat
0,5M Natriumchlorid
100 mM Imidazol
1,5mM PMSF
pH 7,2

Thrombin-Elutionspuffer: 2,3U/ml Thrombin
50 mM Natriumdihydrogenphosphat
0,5 M Natriumchlorid
20 mM Imidazol
1,5mM PMSF
pH 7,2

Elutionspuffer: 50 mM Natriumdihydrogenphosphat
0,5 M Natriumchlorid
500 mM Imidazol
1,5mM PMSF
pH 7,2
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Durchfihrung:

Die Isolierung erfolgt bis zur Elution mit Elutionspuffer analog zur in Kap. 10.4.1.1 beschriebenen
Isolierung. Nach der Elution der unspezifisch gebundenen Proteine mit Waschpuffer wirautbe S”
mit Bindungspuffer gesgt, bis die Adsorption wieder die Baseline erreicht hat. AnschlieRend wird
die Sule mit einer Spritze mit 1 ml Thrombinelutionspuffer beladen. Die Inkubation erédigt ~

16 Stunden bei Raumtemperatur. Anschliel3end wird Gejopi mit Bindungspuffer eluiert. Zur
Erhéhung der Ausbeute kann nichtgeschnittenes Gelonin mit Hilfe des Elutionspuffers eluiert werden.
Das Protein wird wie in Kap. 10.4.1.1 beschrieben dialysiert und digeS'‘égeneriert.

10.4.1.3. Abspaltung des HisTag von Hisl-Gelonin;_ps1

Der HisTag kann mit Hilfe des Thrombin-Kits (Fa. Novagen) abgespalten werden. Thrombin ist eine
Endoprotease, die spezifisch an die Amenaghsequenz LeuValProArgGlySer bindet und vor dem
enthaltenen Glycin eine Peptidbindung spaltet.

Benotigte L dsungen:

Guanidin-hydrochlorid-SL: 6 M Guanidin-hydrochlorid
20 mM Natriumdihydrogenphosphat
pH 8,4

Durchfuhrung:

Es werden 0,2 mg/mi H@sGeIonimf%l mit 1 mU Thrombin pro pg Protein nach Vorschrift des Her-
stellers versetzt und 16 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.

Fur die Bestimmung der Hemmung von Thrombin durch Guanidin-hydrochlorid, wurde nach folgen-
dem Schema pipettiert:

10x Cleavage Buffer 5ul

Thrombin (1:25) 1pl
Protein Xul (10 pg)
GdmHCI-SL y Ul
Wasser (bidest.) 50-x-yul

Die Inkubation erfolgte bei Raumtemperatiber 16 Stunden.
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T

10.4.2. Isolierung des Hisg )-Gelonin1_246-H-cx-AChR4,181-Fusionsprotei ns

10.4.2.1. Aufreinigung

Das rekombinante Fusionsprotein wurde von Li (Li, 2002) an der Shanxi-University, Taiyuan, China
exprimiert und uns zur Aufreinigung zur Veigung gestellt. Zum einen lag Protein in vorgereinig-
ter Form, zum anderen in Form vonclusion bodies vor. Beide wurden mit der gleichen Methode

aufgereinigt.

Bendtigte L dsungen:

Nickelsulfat-Losung: 0,2 M Nickelsulfat
Denaturierungspuffer: 5 M Guanidin-hydrochlorid

20mM Tris-HCI

0,5 M Natriumchlorid

pH 8,0
Waschpuffer: Denaturierungspuffer mit 50 mM Imidazol
Elutionspuffer: Denaturierungspuffer mit 500 mM Imidazol
Durchfihrung:

Die Aufreinigung erfolgt durch Nickel-Affinatschromatographie bei Raumtemperatur unter Verwen-
dung einer Peristaltikpumpe und eines Uvicord-Detektors bei 280 nm. Die Fluf3rate wird auf ca. 0,5
- 1 ml/min eingestellt. Alle bSungen werden vor dem Auftragen auf deut&”steriluber 0,45 pm
filtriert um Schwebstoffe abzutrennen.

Die aufgereinigte Proteinprobe wird bef@ dreimal gegen 500 ml Denaturierungspuffer dialysiert,
wahrend dignclusion bodies in Denaturierungspuffer ge$t werden (Endkonzentration: 7-10 mg/ml
Gesamtprotein).

Die denaturierte Proteiosung wird vor dem &llengang in der Ultrazentrifuge (400.000 xg,Cl

60 min) zentrifugiert. Vdhrenddessen wird die HiTrap Chelating Affatg&iule (1 ml) mit 10 ml
Wasser gewaschen, mit Nickel-lonen beladen (2 ml NickelsaBatig) und anschliel3end wieder mit

10 ml Wasser gewaschen. Danach wird da 8 mit 10 ml Denaturierungspuffer equilibriert und der
Uberstand der Ultrazentrifugation auf diaué aufgetragen. Nichtgebundene Proteine werden mit
Denaturierungspuffer von dea8le gewaschen, bis die Absorption bei 280 nm wieder die Baseline
erreicht hat. Unspezifisch gebundene Proteine werden mit Waschpuffer eluiert (nur bei Aufreinigung
direkt aus dennclusion bodies). Das Fusionsprotein kann schlie3lich durch Elutionspuffer eluiert
werden und wird anschliel3end sofort uckgefaltet (Kap. 10.4.2.2).
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10.4.2.2. Renaturierung

Nach denaturierender Aufarbeitung von Proteinen ist eunekRltung in die native Form notwendig.
Die hier verwendete Methode der Veartiung in nicht-denaturierende Puffer beruhte auf einer modi-
fizierten Vorschrift nach Rudolph und Lilie (Rudolph und Lilie, 1996).

Bendtigte L dsungen:

Renaturierungspuffer (Tris): 100 mM Tris
4 mM Glutathion (red. Form)
0,4 mM Glutathion (ox. Form)
1mM EDTA
pH 8

Durchfihrung:

Nach einer Proteinbestimmung wird die denaturierte Praisuml§ unter starkemuRren mit Rena-
turierungspuffer vergrint. Dabei wird eine Proteinendkonzentration von 0,1 mg/ml eingestellt. Inku-
bationuber einen Zeitraum von 24 Stunden bei Raumtemperatur ergibt aus 1 mg denaturiertem Pro-
tein 0,25 mg renaturiertes Fusionsprotein. Ausgefallene Proteinaggregate werden durch Zentrifuga-
tion abgetrennt (4.170 xg,°4€, 30 min).

10.4.2.3. Recycling der Proteinaggregate

Benotigte L dsungen:

Denaturierungspuffer: 5 M Guanidin-hydrochlorid
20mM Tris-HCI
0,5 M Natriumchlorid
pH 8,0

DTT-Stammbsung: IMDTT

Durchfihrung:

Die bei der Renaturierung wieder als asliche Aggregate ausgefallenen Proteine werden in Dena-
turierungspuffer aufgenommen und eine Proteinkonzentration von 3-4 mg/ml eingestellt. Zum Auf-
losen von Disulfidlwcken wird soviel DTT-StammbBung zugegeben, dass eine Endkonzentration
von 30mM DTT erreicht wird. Die Suspension wird unter schwacharrei fir 24 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert, wdliche Aggregate durch Zentrifugation bei 4.170 xg abgetrennt und
derUberstand erneut einer Renaturierung unterzogen.



10.4. Proteinisolierung 137

10.4.3. Isolierung von Hisk-H-0-AChR4_ 208
10.4.3.1. Isolierung mit Nickel-Affinitatschromatographie (Elution mit I midazol)

Bindungspuffer: 50 mM Natriumdihydrogenphosphat
0,5M Natriumchlorid
20 mM Imidazol
1,5mM PMSF
pH 7,2

Waschpuffer: 50 mM Natriumdihydrogenphosphat
0,5 M Natriumchlorid
100 mM Imidazol
1,5mM PMSF
pH 7,2

Elutionspuffer: 50 mM Natriumdihydrogenphosphat
0,5 M Natriumchlorid
500 mM Imidazol
1,5mM PMSF
pH 7,2

Durchfihrung:

Die Aufreinigung erfolgt durch Nickel-Affingtschromatographie bei Raumtemperatur unter Verwen-
dung von NICAM-Siulenmaterial (Fa. Sigma) im Batchverfahren. Dabei wird dig¢/&@imaterialsus-
pension (100 ul) bei 5.000 xg in der Eppendorfzentrifuge zentrifugiert. RateBaterial wird mit

500 pl Wasser gewaschen, mit 500 ul Bindungspuffer equilibriert, 1.500 pl Zelllysat aufgetragen und
fur eine Stunde unter leichtem Sudt€ln inkubiert. Zum Entfernen aller ungebundenen Proteine wird
das Siulenmaterial 4 bis 6 mal mit 1.000 pl Bindungspuffer gewaschen. Unspezifisch gebundene Pro-
teine werden mit 500 pl Waschpuffer eluierglwénd die Hi%O'H'G'AChR4,208'haItige Fraktion mit

100 pl Elutionspuffer eluiert wird.

10.4.3.2. Isolierung mit Nickel-Affinitatschromatographie (Elution mit Enterokinase)

Bindungspuffer: 50 mM Natriumdihydrogenphosphat
0,5M Natriumchlorid
20 mM Imidazol
1,5mM PMSF
pH 7,2
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Enterokinasepuffer: 20 mM Tris-HCI
50 mM Natriumchlorid
2,5mM Calciumchlorid
pH 7,4

Enterokinase-Elutionspuffer: Enterokinasepuffer mit 17 U/ml Enterokinase

Durchfihrung:

Die Aufreinigung erfolgt durch Nickel-Affinatschromatographie bei Raumtemperatur unter Ver-
wendung von NiCAM-&ulenmaterial (Fa. Sigma) im Batchverfahren. Dabei wird dial&ima-
terialsuspension (100 pl) bei 5.000 xg in der Eppendorfzentrifuge zentrifugiert. &dsn&iaterial

wird mit 500 pl Wasser gewaschen, mit 500 pl Bindungspuffer equilibriert, 1.500 pl Zelllysat aufge-
tragen und i eine Stunde unter leichtem Sdt€ln inkubiert. Zum Entfernen aller ungebundenen
Proteine, wird das &ilenmaterial 4 bis 6 mal mit 1.000 pl Bindungspuffer gewaschen und danach
mit 1.000 pl Enterokinasepuffer inkubiert. Die Elution deiHAChR,_2pg-haltigen Fraktion erfolgt
durch neunzehn-gtidige Inkubation mit 100 pl Enterokinase-Elutionspuffer bei@0m Wasserbad.

10.5. Spezielle Arbeitsmethoden

10.5.1. Isolierung von Gelonin aus Gelonium multiflorum

Die Isolierung von Gelonin aus den Samen @ehonium multiflorumwurde nach einer modifizierten
Vorschrift von Stirpeet al. durchgetihrt (Stirpeet al., 1980; Hofmann, 1988).

10.5.2. Isolierung von T-AChR aus Torpedo californica

Die Isolierung erfolgte aus dem elektrischen Organ des Zitterroctaepsdo californica nach einer
Vorschrift von Mosckovitz, modifiziert von Sehnert (Mosckovitz und Gershoni, 1988; Sehnert, 1994).
AulRRerdem wurde die chromatographische Aufreinigung im Batch-Verfahren duntingef”

Benotigte L dsungen:

Puffer A: 10mM Tris
100 mM NaCl
1mM EGTA
1 mM EDTA-N&-Salz
0,2mM PMSF
pH 7,4 (HCI)
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Puffer B: 2 g Natriumcholat
ad 200 ml Puffer A

Puffer C: 100 mg Natriumcholat
ad 100 ml Puffer A

Puffer D: 1 M Carbamoylcholinchlorid
in Puffer C

Dialysepuffer: 10 mM Tris
1 mM EGTA
1 mM EDTA-N&-Salz
0,2mM PMSF
0,1 % Natriumcholat
pH 7,4 (HCI)

Saulenmaterial: a-Cobratoxin, immobilisiert an 4 % beaded agarose
aktiviert mit Cyanobromid

Regenerierungspuffer: 0,2 M Essagysé
1M NacCl
in Puffer A

10.5.2.1. Isolierungim Batch-Verfahren

Durchfuhrung:

100 g des tiefgefrorenen elektrischen Organs werden bei Raumtemperatur aufgetaut, zerkleinert und
mit 200 ml Puffer A bei 4C im Waring Blendor mit maximaler Leistung homogenisiert. Zur Ver-
meidung vonUberhitzung wird die Homogenisierung in kleinen Intervallen mit groRen axiuii
durchgetihrt. Durch die Filtration des Homogenisatsei ein Mulltuch werden grobe Gewehesté
abgetrennt. Das Filtrat wird 60 Minuten (13.000 xg,G) zentrifugiert. Das Pellet wird in 100 ml
Puffer B resuspendiert und im Ultraschallbad auf der niedrigsten Stufe (in kurzen Intervallen, unter
Eiskiihlung) beschallt. AnschlieRend wird die Suspension 2 Stunden unter leichtartieSchvei

4°C inkubiert und anschlieRend 30 Minuten zentrifugiert (13.000 X&; 4 Der erhalten&berstand

wird in einem Falcon-Bfirchen mit dem mit Puffer A equilibriertena8ienmaterial di 1 Stunde

unter leichtem Saltteln bei Raumtemperatur inkubiert. Die Suspension wird dann mit 4.17@rxg f~
10 Minuten zentrifugiert und dddberstand vorsichtig mit einer Pipette entfernt. DasISiimaterial

wird je mit zweimal 25 ml der Puffer A, B und C gewaschen, zentrifugiert undberstand verwor-

fen. Zur Elution des T-AChR wird dasaBilenmaterial mit 4 ml Puffer mber Nacht bei Raumtem-
peratur unter leichtem Sattéln inkubiert, zentrifugiert und ddyberstand sofort zweimal gegen 5|
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Dialysepuffer bei 4C dialysiert.

Zur Regeneration wird dasa8lenmaterial zweimal mit je 25 ml Regenerierungspuffer inkubiert, zen-
trifugiert und in 20 %iger ethanolischepkiing gelagert.

10.5.3. Chemische Deglykosylierung von Gelonin

Die Deglykosylierung von Glykoproteinen ist notwendig, um eine Strukturauifkigj dieser Proteine

zu ernoglichen. Es stehen dabei sowohl enzymatische, als auch chemische Methodenugunggrf”

Bei der chemischen Deglykosylierung wird hawatslich Trifluormethansulforgire (TFMS) ver-
wendet, da damit sowohl die Hydrolyse von O-, als auch N-glykosidischen Bindungen gelingt. Aller-
dings gelingt die Abspaltung von neutralen Zuckern besser, als die von N-Acetylhexosaminen (Sojar
und Bahl, 1987; Edge, 2003).

Bendtigte L dsungen:

TFMS: in versiegelten Ampullenddiflich erfaltlich
Pyridin-Losung: 60 %ige bSung in Wasser
Dialysepuffer: 5mM Ammoniumhydrogencarbonat
Durchfuhrung:

Das zu deglykosylierende Protein wintbér Nacht lyophilisiert und in einem Glaskolben mit Hahn
unter Stickstoff mit 150 pl TFMS pro mg Protein versetzt. Dasuing wird unter leichtemdiren bei

0°C im Eisbad @ir 2 Stunden inkubiert. Dabei ist auf Ausschluss von Feuchtigkeit zu achten. Nach
der Inkubation wird die b8ung in einem Trockeneis-Ethanol-Bad auf unter -20 °C aldgekind die
Sdure mitaguimolarer PyridimdSung langsam neutralisiert. Dabei ist auf die Temperatur zu achten,
da die Neutralisationsreaktion stark exothermaakil”

Die Proteinbsung wird 3 mal gegen je 51 Dialysepuffer dialysiert und bis zur weiteren Verwendung
bei -20 °C eingefroren.

10.5.4. Invitro Translationstest

Zur Bestimmung der Toxizitt'gegenber eukaryontische Ribosomen, eignet sichieivitro Trans-
lationstest in einem zellfreien System (Pelham und Jackson, 1976; Jatleori983).

Losung A: 2,5mg Creatinphosphokinase
250 pl Wasser
250 pl Glycerin
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Losung B:

Losung C:

Losung D:

Losung E:

Losung F:

Valin-Losung:

Lysat:

65,2 mg Hemin

in 90 ml

20mM Tris

5mM Kaliumchlorid
pH 8,2

6,7 mg Creatinphosphat
100 pl Wasser

5 mM Magnesiumchlorid
2 M Kaliumchlorid

L-[U*C]-Valin
(1,85 MBg/ml entspricht 50 pCi/ml)

7,5mM Alanin
7,5mM Leucin

5 mM Aspartat

5mM Glutamat
5mM Glycin

5mM Histidin

5mM Lysin

5mM Serin

3,75 mM Arginin
3,75 mM Asparagin
3,75 mM Glutamin
3,75 mM Isoleucin
3,75 mM Phenylalanin
3,75mM Prolin

3,75 mM Threonin
3,75 mM Tryptophan
3,75 mM Tyrosin
2,5mM Cystein
2,5mM Methionin

1 mg/ml Valin
1M NaOH
0,5M HyO»

Kaninchen Retikulozyten Lysat, unbehandelt
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8 %ige TCA-LOsung: 80g TCA

ad 11 Wasser
25 %ige TCA-Losung: 50g TCA

ad 200 ml Wasser
Szintillationscocktail: Rotiszint ecoplus
komplementiertes Lysat: 970 ul Lysat

10 pl L6sung A
20 pl Lésung B

Master Mix: 50 ul Losung C
50 pl Lésung D
80 ul Lésung E
20 pl Lésung F

Durchfihrung:

Von den zu messenden Proben werden Mardingsreihen angelegt. Dabei ist zu beachten, dass die
Proben bei der Auftragung auf die Zellkulturplatte um den Faktor 11lwerdiverden. Eine Ne-
gativkontrolle ist bei jedem Test zur Bestimmung des IC100-Wertes mitzefi. In eine bei 30C
vorgewarmte 96-Loch-Zellkulturplatte (Flachboden) wird 40 pl komplementiertes Lysat mit 5 pl zu
testender bsung tir 5 Minuten bei 30C inkubiert. Anschlie3end wird in rascher Folge 10 ul Mas-

ter Mix mit einer Multipette zugegeben und die Platte bePB0nkubiert. Nach 40 Minuten wird

aus jedem Napf jeweils 5 ul Probe entnommen. Diese Proben werden direkt in 1 ml kaltes Wasser
gegeben und die Translation somit gestoppt. Man gibt 500 ul Vaisuhg dazu und inkubiertf”

15 Minuten bei 37C. Danach werden die Proteine mit 2 ml 25 %iger TCésung gedllt und 30
Minuten inkubiert. Anschliel3end wird durch Whatman GF/C filtriert und zweimal mit 8 ml 8 %iger
TCA-Losung gewaschen, die Filterpapiere getrocknet und nach Zugabe von 3 ml Szintillationscock-
tail die Radioaktiviéit im B-Counter bestimmt.

10.6. Immunologische M ethoden

10.6.1. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELI1SA)

Dieser immunologische Test dient zur qualitativen oder quantitativen Bestimmung voro#vatik

bzw. Antigenen (Harlow, 1987; Peters und Baumgarten, 1990). Grundlage des Versuches ist die
Bindung von Proteinen an die Obexthe von Polystyrol. Die Nachweise dieser Proteine gelingt mit
Hilfe spezifischer Antikiper, die an ein Enzym gekoppelt sind. Die verwendeten Anpi sind in

Tab. 10.10 und die Verdinungen bei den jeweiligen Versuchen auddpet.”
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Antikor per Klasse Spezifitat Ursprung

anti-Gelonin - polyklonal anti-Gelonin Maus Arbeitskreis

mAb 35 l[gG1  monoklonal anti-AChR, a-UE, Ratte Arbeitskreis,
MIR, EE, T, H, nativ (Tzartoset al.,

1981)

anti-His IgG1  N-, C-terminale und interne 6xHisMaus Fa. Qiagen
Tags

anti-His lgG1 > 5xHis Maus Fa. Novagen

anti-Ratte-IgG-AP - Ratten-1gG (ganzes Malgk” Hase Fa. Sigma

anti-Maus-lgG-AP - B Maus IgG Ziege Fa. Sigma

Tab. 10.10.: Verwendete Primar- und Sekundarantikorper; Abkirzungen: EE: Electrophorus
electricus T: Torpedo californicaH: human, AP: Alkalische Phosphatase Enzymkonjugat,-:
nicht bekannt.

10.6.2. Western Blot

Nach der Trennung eines Proteingemischs mit Hilfe der SDS-PAGE\H& die Proteine auf eine
Nitrozellulosemembranbertragen werden. Auf dieser Membraomkén dann einzelne Proteine mit
spezifischen Anti@ipern detektiert werden (Kyhse-Andersen, 1984). Die verwendetendkpék™
sind in Tab. 10.10 aufgefirt. Als Sekundrantilorper wurden ausschliel3lich Anakper verwendet,
die mit dem Enzym Alkalische Phosphatase gekoppelt sind. Eine Bindung depAsdrkivurde mit
dem Substrat BCIP/NBT (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat/Nitroblau Tetrazolium) detektiert.

10.7. Tierversuche

10.7.1. Halten und Spritzen der Ratte

Fur die Immunisierung bzw.uf die Applikation des Narkosemittels ist es notwendig die Ratte zu
fixieren. Dazu gibt es verschiedeneilichkeiten (Sharp und La Regina, 1998).

Durchfihrung:

Die Ratte wird am Schwanzansatz mit einer Hand festgehalten und mit einem Handtuch bedeckt.
Mit der anderen Hand wird derd€per fixiert. Dabei wird der Kopf der Ratte zwischen Daumen und
Zeigefinger gehalten und leicht zu Boden gegit. Die Ratte wird in der Hautfalte im Genick gepackt

und hochgehoben. Mit der anderen Hand werden die Beine festgehalten und die Ratte mit dem Kopf
nach unten geneigt. Eine zweite Person setzt die Spritze im unteren rechten Quadraten des Bauchs
und durchsticht die Bauchdecke im 45 ° Winkel.
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10.7.2. Induzierung der EAMG in Lewis-Ratten

Die Induzierung der Experimentellen autoimmunen Myasthenia gravis (EAMG) in Lewis-Ratten er-
folgte nach dem Schema von Urbatsch (Urbatsch, 1990).

Bendtigte L dsungen:

PBS, pH 7,2: 130 mM Natriumchlorid
4,5 mM di-Natriumhydrogenphosphat
2,5mM Natriumdihydrogenphosphat
pH 7,2 (NaOH)

T-AChR: Kap. 10.5.2
Ovalbumin-Lsg: 2mg Ovalbumin

ad 1mlPBS, pH 7,2
Durchfihrung:

Der zur Induzierung der EAMG betigte T-AChR muss in einem geeigneten Puffer vorliegen. Dazu
wird die Proteinbsung zweimal gegen 51 PBS, pH 7,2 dialysiert. Anschlie3end wird oseihg auf
ca. 1 mg/ml autkonzentriert und die Konzentration im UV-Spektrometer bestimmit.

Zur Immunisierung werden 30 g T-AChR und 20 ug Ovalbumin gemischt und akeriguber
einen Celluloseacetatfilter (0,45 um) steril filtriertirilie Erstimmunisierung (Priming) wird die Pro-
teinldsung dann im Verdtnis 1:4 mit kompletten Freund’s Adjuvans (CFA) unter kilsking versetzt
und emulgiert. B die Auffrischung (Boost) wird CFA durch inkomplettes Freund’s Adjuvans ersetzt.

Die Immunisierung der weiblichen Lewis-Ratten (12 Wochen, Fa. Charles River, Sulzfeld) erfolgte
durch intraperitoneale (i.p.) Injektion.

10.7.3. Repetitive Nervenstimulation

Benotigte L dsungen:

Chloralhydrat: 7 % Chloralhydrat

Durchfihrung:

Zur Immobilisierung der Ratte werden 400 pg Chloralhydrat pro kgo€iigewicht i.p. gespritzt. Die
Ratte wird zum Einschlafen in einen ruhigen, dunklen Raum gebracht.

Ist die Ratte immobilisiert, wird sie in eine Wachswanne gelegt, die Hauél'50 plaziert, dass
die Unterschenkel nach aul3en zeigen. Danach wird die Ratte mit den Reizelektroden fixiert. Dabei
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werden beide Elektroden (EEG-Nadelelektroden (I = 1,2en% 0,4 mm, Fa. Neurokard GmbH)
direkt durch die Muskulatur des Oberschenkels gesteckt und die Ratte so fixiert. Die Ableitelektro-
den werden durch den Ful3 gesteckt. Eine Elektrode wird zentral, die andere peripher platziert. Eine
Masse-Elektrode ist optional.

Die RNS erfolgt durch Stimulation des Ischiasnerer{/us ischiadicus) mit einer Frequenz von

4 Hz. Die Pulsbhe betagt 20V, die Pulsdauer 0,2 ms. Die Aufzeichnung erfolgt mit einem Oszil-
loskop. Um eine gute Auswertbarkeit zu erghichen, werden erst zwei bis drei Einzelpulse gegeben,
bevor mit der RNS begonnen wird. Jede Messung wird mehrmals wiederholt. Die Auswertung der
erhaltenen Signale erfolgt je nach Art des erhaltenen Diagramms:

(1) Sind die Einzelsignale genauso grol3 wie das erste Signal der repetitiven Nervenstimulation, dann
wird aus diesen Werten der Mittelwe&s) gebildet. Nach ca. 10 Stimulationen sind die gemessenen
Amplituden konstant. Aus mindestens 5 Amplitudénd) wird der MittelwertA,s berechnet.

(2) Zeigt das erste Signal der RNS ein Artefakt, so werden nur die Einzelpulse bei der Berechnung
von A;s verwendet.

Der Dekrementwert D errechnet sich dann zu:

100 HS) (10.1)

D[%] = 100— ( il
Ais
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A. Anhang

A.1l. Diskutierte Aminosaurensequenzen von natlrlichem Gelonin

Nol an | 1 GLDTVSFSTKGATY!I TYVNFLNELRVKLKPEGNSHG PLLRKKCDDPGKCFVLVALSNDN
Rosenbl um | 1 GLDTVSFSTKGATY!I TYVNFLNELRVKLKPEGNSHG PLLRKG DDPGKCFVLVALSNDN

kkkkkkhkkhhhkkkkkhhhhkkkkhkhhhhkkkkhddhhkkkdhkkx* kkkkkkkhkkkkkkkk*k

Nol an | 61 GQLAEI Al DVTSVYWGYQVRNRSYFFKDAPDAAYEGLFKNTI K- - - - - - - - TRLHFGGS
Rosenbl um | 60 GQLAEI Al DVTSVYWGYQVRNRSYFFKDAPDAAYEGLFKNTI KNPLLFGGKTRLHFGGS

Kkkkhkhhhhhhhhhkhkkk kR XXXk kkkhkhhhhhhkkkkkx k% Xkkkkkok*
Nol an | 113 YPSLEGEKAYRETTDLG EPLRI G KKLDENAI DNYKPTEI ASSLLVWI QWSEAARFTF

Rosenbl um | 120 YPSLEGEKAYRETTDLG EPLRI G KKLDENAI DNYKPTEI ASSLLVWI QWSEAARFTF

kkhkkhkhkkkhhkkhhhhkhhhhhhhhdhhdhhrdhrdhhrdhdhhddhhddhrdrdrrddrrxdrrxs

Nol an | 173 1 ENQ RNNFQQRI RPANNTI SLENKWGKLSFQ RTSGANGVFSEAVEL ERANGKKYYVTA
Rosenbl um | 180 | ENQ RNNFQORI RPANNTI SLENKWGKL SFQ RTSGANGVFSEAVEL ERANGKKYYVTA

kkkkkkhkkhhhhkkkkkhhhhhkhkkhhhdhhhkkkkhdddhhkkdddhhhkhddhkkhdddkkrrddxx*

Nol an | 233 VDQVKPKI ALLKFVDKDPK | 251 AS -> 28.172,20 Da
Rosenbl um | 240 VTQVKPKI ALLKFVDKDPE | 258 AS -> 28.811,89 Da

* kkkkkhkkhkkhkkkkkkkhkkk%k

Abb. A.1.: Vergleich der Aminosaurensequenzen von Gelonin nach Nolan et al. (Nolan et al,
1993) und Rosenblum et al. (Rosenblum et al, 1995). Die angegebenen Molekulargewichte
errechnen sind aus der Aminosaurensequenz und ber ticksichtigen keine posttranslationale Mo-
difikationen. *: 1dentische Aminosaurein beiden Sequenzen, -: Aminosaurenur in einemProtein
vor handen.
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A.2. DNA- und Aminosaurensequenz der rekombinanten Proteine

A.2.1. His}-Gelonini_ps;

DNA- und Aminosiurensequenz des rekombinanten Gelonins im Expressionsvektor pET-gel. Die Se-
guenz enthielt alle 251 AS des ndichen Gelonins (Swissprot P33186, Nokial ., 1993). Zusizlich
enthielt das Protein einen N-terminalen HisTag mit einer Thrombin-Schnittstelle zur Abspaltung.
Die berechnete Masse bagit'30.494,72 Da, wobei das Methionin formyliert ist (M*), die Masse
bei abgespaltenem HisTag et 28.584,66 Da. Der berechnete pl-Wert &gtr9,22 bzw. 9,12 bei
abgespaltenem HisTag.

1 ATGGGCAGCA GCCATCATCA TCATCATCAC AGCAGCGECC TGGTGCCECG CEECAGCCAT
MGS SHH HHHH SSG L VP RGSH
61 ATGEECCTGG ATACCGTGAG CTTCAGCACC AAAGECGCCA CCTATATTAC CTATGIGAAC
MGcGL DTV SFST KGA TYI1l TY VN
121 TTCCTGAACG AACTGCGTGI GAAACTGAAA CCGGAAGGCA ACAGCCATGG CATTCCGECTG
F LN ELR VKLIK PEGNSH GI PL
181 CTGCGTAAAA AATGCGATGA TCCGGEECAAA TGCTTCGIGC TGGTGECGCT GAGCAACGAT
L RK KCD DPGK CFV L VA L SND
241 AACGGCCAGC TAGCGGAAAT TGCGATTGAT GTGACCAGCG TGTATGIGGT GGEGCTATCAG
NGQ LAE I AI D VTS VYV VGYAQ
301 GIGCGTAACC GTAGCTATTT CTTCAAAGAT GCGCCGGATG CGECGTATGA AGECCTGITC
VRN RSY FFKD APD AAY EGLF
361 AAAAACACCA TTAAAACCCG TCTGCATTTC GGCGECAGCT ATCCGAGICT AGAAGECGAA
K NT I KT RLHF GGS YPS L EGE
421 AAAGCGTATC GTGAAACCAC CGATCTGEEC ATTGAACCGC TGCGTATTGG CATTAAAAAA
K AY RET TDLG I EP LRI GI1I KK
481 CTGGATGAAA ACGCCGATTGA TAACTATAAA CCGACCGAAA TTGCGAGCAG CCTGCTGGTG
L bDbE NAI DNYK PTE I AS SL LV
541 GIGATTCAGA TGGTGAGCGA AGCGECGCGT TTCACCTTCA TTGAAAACCA GATTCGTAAC
vi Q MVvS EAAR FTZF I EN QI RN
601 AACTTCCAGC AGCGGATCCG TCCGGCGAAC AACACCATTA GCCTGGAAAA CAAATGEGEEC
NF Q QRI RPANNTI SLE NKWG
661 AAACTGAGCT TCCAGATTCG TACCAGCGEC GCGAACGGCA TGITCAGCGA AGCGGTGGAA
KLS FQI RTSG ANG MFS EAVE
721 CTGGAACGTG CGAACGGCAA AAAATATTAT GTGACCGCGG TGGATCAGGT GAAACCGAAA
L ER ANGKKYY VTA VDOQ V KUPK
781 ATTGCGCTGC TGAAATTCGT CGACAAAGAT CCGAAATAAT AA
/l AL L KF VDKD P K- -
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A.2.2. His)-Gelonin; 4¢-H-0-AChRy4 181

DNA- und Aminosiuresequenz des Fusionsproteinsgpﬁéaelonirh,me-H-a-AChR4,186 im Ex-
pressionsvektor pET-GA. Das Fusionsprotein bestand aus Gelonin mit den Anmansl bis 246
(Swiss-Prot P33186) und dem C-terminal fusionierten, extraae#luli-AChR-Fragment mit den
Aminosiuren 4 bis 181 der-Untereinheit des humanen, nikotinischen Acetylcholinrezeptors (Swiss-
Prot P02708). Die Aminairen LSNN gebrten zum Vektor. Ein N-terminaler HisTag erlaubte die
Aufreinigung mit Nickel-Affinititschromatographie. Eine Schnittstelle Thrombin sollte es er-
moglichen den HisTag abzuspalten. Die berechnete Massaghetnter Beucksichtigung des for-
mylierten Methionins (M*) 50.868,89 Da bei einem pl-Wert von 7,22.

1 ATGGGECAGCA GCCATCATCA TCATCATCAC AGCAGCGECC TGGTGCCGCG CGECAGCCAT
MGS SHH HHHH SSG L VP RGSH

61 ATGEECCTGG ATACCGTGAG CTTCAGCACC AAAGGCGCCA CCTATATTAC CTATGIGAAC
mMmGcGL DTV SFST KGA TY I TY VN
121 TTCCTGAACG AACTGCGTGI GAAACTGAAA CCGGAAGECA ACAGCCATGG CATTCCGCTG
F LN ELR VKLIK PEGNSH GI PL
181 CTGCGTAAAA AATGCGATGA TCCGGEECAAA TGCTTCGTGC TGGTGECGCT GAGCAACGAT
L RK KCD DPGK CFV L VA L SND
241 AACGCECCAGC TAGCGGAAAT TGCGATTGAT GTGACCAGCG TGTATGIGGT GGGECTATCAG
NGQ LAE I AI DVTS VYV VGYDOQ
301 GIGCGTAACC GTAGCTATTT CTTCAAAGAT GCGCCGCATG CGECGTATGA AGECCTGITC
VRN RSY FFKD APD AAY EGLF
361 AAAAACACCA TTAAAACCCG TCTGCATTTC GGECGGCAGCT ATCCGAGTCT AGAAGGCGAA
K NT I KT RLHF GGS YPS L EGE
421 AAAGCGTATC GIGAAACCAC CGATCTGGEC ATTGAACCGC TGCGTATTGG CATTAAAAAA
KAY RET TDLG I EP LRI GI KK
481 CTGGATGAAA ACGCGATTGA TAACTATAAA CCGACCGAAA TTGCGAGCAG CCTGCTGGTG
L DE NAI DNYK PTE I AS S L LV
541 GIGATTCAGA TGGIGAGCGA AGCGECECGT TTCACCTTCA TTGAAAACCA GATTCGTAAC
vi Q MvS EAAR FTF I EN QI RN
601 AACTTCCAGC AGCGGATCCG TCCGECGAAC AACACCATTA GCCTGGAAAA CAAATGEEEC
NF Q QRI RPAN NTI S L E NKWG
661 AAACTGAGCT TCCAGATTCG TACCAGCGGC GCGAACGECA TGITCAGCGA AGCGGTGGAA
KLS FQI RTSG ANG MFS EAVE
721 CTGGAACGTG CGAACGGCAA AAAATATTAT GTGACCGCGG TGGATCAGGT GAAACCGAAA
L ER ANGKIKYY VTA VDOQ V KUPK
781 ATTGCGCTGC TGAAATTCGI CGAGACCCGT CTGGTGGCAA AGCTATTTAA AGACTACAGC
Il AL L KF VETR LVA KLF KDYS
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841 AGCGTGGTGC GECCAGTGGA AGACCACCEC CAGGTCGIGG AGGTCACCGT GEGCCTCCAG
Svv RPV EDHR QVV EVT V GL Q
901 CTGATACAGC TCATCAATGT GGATGAAGTA AATCAGATCG TGACAACCAA TGTGCGICTG
L1 Q LI N VDEV NQI VTT NVVRIL
961 AAACAGCAAT GGGTGGATTA CAACCTAAAA TGGAATCCAG ATGACTATGG CGGTGTGAAA
KQQ wWVvVD YNLIK WNP DDY GGVK
1021 AAAATTCACA TTCCTTCAGA AAAGATCTGG CGCCCAGACC TTGITCTCTA TAACAATGCA
K1 H I PSS EKI W RPD L VL YNNA
1081 GATGGTGACT TTGCTATTGI CAAGTTCACC AAAGTGCTCC TGCAGTACAC TGGCCACATC
b6GD FAI VKFT KVL L QY TGHI
1141 ACGIGGACAC CTCCAGCCAT CTTTAAAAGC TACTGIGAGA TCATCGICAC CCACTTTCCC
TwT PPA I FKS YCE I I V THEFP
1201 TTTGATGAAC AGAACTGCAG CATGAAGCTG GGCACCTGGA CCTACGACGG CTCTGICGTG
FDE QNC SMKL GTW TYD GS VYV
1261 GCCATCAACC CGGAAAGCGA CCAGCCAGAC CTGAGCAACT TCATGGAGAG CGGGEGAGTGG
Al NPES DQPD L SN FME S GEW
1321 GIGATCAAGG AGTCCCTGAG CAATAACTAG
vV I K ESL S NN
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A.2.3. HisfH-0-AChRy 208

DNA- und Aminosiurensequenz des extrazediidin Fragments dex-Untereinheit des humanen,
nikotinischen Acetylcholinrezeptors im Expressionsvekuodg706ext. Der Vektor kodierteuf die
Aminosiuren 4 bis 208 (Swiss-Prot P02708). Das Protein besald einen N-terminalen HisTag mit ein-
er Schnittstelledi Enterokinase. Die berechnete MassedtP6.817,26 Da bzw. 24.159,55 Da bei
abgespaltetem HisTag. Der berechnete pl-Wert liegt bei 5,93 bzw. bei 5,45 ohne HisTag.

1 ATGGGOCATC ATCATCATCA TCATCATCAT CATCACAGCA GOGGCCATAT CGACGACGAC
M GH HHH HHHH HHS SGH I DDD
61 GACAAGCATA TGCTCGAGAC COGTCTGGTG GCAAAGCTAT TTAAAGACTA CAGCAGCGTG
DKH MLE TRLV AKL FKD Y SSYV
121 GTGCGGOCAG TGGAAGACCA COGCCAGGTC GTGGAGGTCA COGTGGGCCT GCAGCTGATA
VRP VED HRQV VEV TVG L QL I
181 CAGCTCATCA ATGTGGATGA AGTAAATCAG ATCGTGACAA CCAATGTGCG TCTGAAACAG
QLI NVD EVNOQTI VT TNV RLKDOQ
241 CAATGGGTGG ATTACAACCT AAAATGGAAT CCAGATGACT ATGGCGGTGT GAAAAAAATT
QWY DYN LKWN PDD Y GG V KK I
301 CACATTCCTT CAGAAAAGAT CTGGCGCCCA GACCTTGTTC TCTATAACAA TGCAGATGGT
HI P SEK I WRP DLV LYN NATDG
361 GACTTTGCTA TTGTCAAGTT CACCAAAGTG CTCCTGCAGT ACACTGGCCA CATCACGTGG
DFA | VK FTKV LLOQ YTG HI TW
421 ACACCTCCAG CCATCTTTAA AAGCTACTGT GAGATCATCG TCACCCACTT TCCCTTTGAT
TPP AI F KSYC EI 1 VTH FPFED
481 GAACAGAACT GCAGCATGAA GCTGGGCACC TGGACCTACG ACGGCTCTGT CGTGGCCATC
EQN CSM KLGT WTY DGS V VAI
541 AACCCGGAAA GCGACCAGCC AGACCTGAGC AACTTCATGG AGAGCGGGGA GTGGGTGATC
NPE SDQ PDLS NFMESG EWVI
601 AAGGAGTCCC GTGGCTGGAA ACATAGOGTG ACCTATAGCT GCTGCCCGGA TACCCCGTAT
KES RGW KHSV TYS CCP DT@PY
661 CTGGATATTA CCTATCATTT CGTGATGCAG TAA
L DI TYH FVMOQ -
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A.3. Plasmidkarten

6194,EcoR]
6187, Mboll} HindIIl1,29
5991,Mboll, _EcoRV,185
5882,Mboll H H
5804,Mboll E
5740,Hincl _Bglll,559
5679,Scal : Mboll, 744
i Xhol,803

5315,Bgll,_

ACHR (4-181) Bglllog2

. Mboll, 1077

Ap

HisTag

5049,Mboll.,_

4958 Mboll..,
Mboll, 1327

paHE706
6196 bps

. Mboll, 1692
BelL 1718

Mboll, 1843

4187,Mboll”~
EcoRV,2152
. Mboll,2182
Hincl1,2208

“Mboll,2571

3434Mboll i i Bal2ie2
3202,Styl i "Mboll, 2842

‘Bgll,2996

Abb. A.2.: Plasmidkarte paHE706

6014, Styl,
6014, Neal!
5940Xhol, |

5417,Bell,
5317,EcoRL
Bell, 341

4863,Hincll,
4802,Scal,
EcoRV,1275

Hincll, 1331

p«<HE706ext
6014 bps

Abb. A.3.: Plasmidkarte pa HE706ext
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MbolL,1

Mbol1,559
# Xhol,591
HincI,631

3662,Mboll.,
-BglL,808

3571,Mboll.,,
mature BDH
Mboll,981
Scal, 1031

pBDH-VU1

3209 Bgll 4432 bps % Styl,1157
... Ncol, 1157
Mboll, 1238
" Hincll, 1306
Mboll, 1349
2940 Scal”
%, Bglll, 1541
2816 Mboll Mo Filccil;é’;ssg
y %, Mboll,
2738 Mboll | Bell. 1705
2629, Mboll
Mboll, 1893
Abb. A.4.. Plasmidkarte pBDH-VU1
5715,EcoRI,
5446, Bspl, iMbol16
5389,Xhol ‘Mboll,202
5383, Nde! i Mboll311
5315,Ncol, ! Mboll,389
5210,Bgll, °
5116,Mboll,
4866,Mboll,_ Bgll,872
Mboll, 1144
4501, Mboll, g
4474,3‘:11":':- _____ Mboll, 1235
4350,Mboll...,
4011,Mboll™
" Mboll,2006
3622,Mboll’

3425Bgll ¢
3351,Mboll
3191,Bgll

Mboll,2759

Abb. A.5.: Plasmidkarte pET19b



154

A. Anhang

5851, Mboll,
5696,Ncol, 3

_EcoR1,265
i HindIl1,284

5425,Bglll,

Mboll, 572
5331,Mboll,

Gelonin(1-251)

5122,PAIMI,
5081,Mboll

L PIMI,1138
4716,Mboll.,
4689,Bcll

. pET-gel Kan || L. Mboll, 1502
4565,Mboll ac
6089 bps " Mboll, 1593
4226,Mboll” .
“Mboll, 1953
- pBR322 ori
3837,Mboll
3640Bgll’
3477, Mboll
Mboll,2724
Abb. A.6.: Plasmidkarte pET-gel
6868,EcoR1, Hincll, 11
6837, HindlIll, £ HindIIL,17
6681,EcoRV _ hol,32
6622,Styl, Styl,133
6586,Bcll, _Mboll,305
6307,Belll, \ F
6123 Mboll
ACHR (4-181)
_.Mboll, 1235
5429,Styl . Mboll,1326
; Gelonin (1-246)
pET-GA ~ | Mboll, 1686

6870 bps

4814,Mboll

4423’%?31; " Mboll,2457
4298 Mboll’
3988,EcoRV
3959,Mboll ; ;
3932, Hincll i Mbell,3210
3570,Mboll Bgll,3373

Abb. A.7.. Plasmidkarte pET-GA
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4071,EcoRl, 1y
: ; Hindl1L,2

sssMboll | OE L a3

[ Ll { Bcll,280

3738, Mboll,
_BellL,559

AChR 4-181) Mboll, 744
3187,Drall,,
. Hindl11,960

pUC«<HE706
4073 bps

3002Mboll

2893,Mboll”

" Mboll, 1198
2815Mboll”
2060,Mboll  Mboll, 1969
Abb. A.8.: Plasmidkarte pUCaHE706
3881, Mboll BglLl72
: i Mboll218
] EcoR1,323
i
3145Mboll.,
ACHR (4-181)
3036,Mboll,.,
. Mboll 557
2958 Mboll, pUC«HE706ext | | Khol,946
HisTag
3891bps T P Neol, 1020
Mboll 1341

2469,Bgll

2203Mboll
2112,Mboll

Abb. A.9.: Plasmidkarte pUCaHE706ext
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A.4. Mogliche Bestandteile der Glykosylierung von Gelonin

M mono M m

(Da) (Da)
Zucker
D-Xylose (Xyl) 150,0529 150,1314
D-Mannose (Man) 180,0634 180,1577

N-Acetyl-D-Glucosamin (GlucNAc) 221,0900 221,2103
M odifizierungen

Oxidation 15,9950 15,9994
Desaminierung 0,9840 0,9847
Phosphorylierung 79,9663 79,9799
Puffer bestandteile

H* 1,0073 1,0074
Wasser 18,0106 18,0152
Na" 22,9898 22,9898

Tab. A.1.: Mogliche Bestandteile der Glykosylierung von Gelonin mit monoisotopischen M mono
und mittleren molekularen Massen M.

Abb. A.10.;
teinen.

H CH,0H
o o
H.H H.H
OH OH
HONOH  H HONOH H
H  OH H  NH
D-Xylose (Xyl) D-Glucosamin (GlcN)
CH,OH CH,OH
0] 0]
H. n H.H
OH OH
HoN\OH HO HONOH H
H H H HN-C-CH,
D-Mannose (Man) N-Acetyl-D-Glucosamin (GlcNAC)

Mogliche Zuckerbestandteile der Oligosaccharid-Strukturen von Pflanzenpro-
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