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Einleitung 1

1. Einleitung

Das Nervensystem des Menschen besteht aus Miliavde Nervenzellen. Jede
dieser Nervenzellen steht mit tausenden anderemeNeellen in Verbindung und
tauscht Informationen aus. Manche dieser Verbindangerden tber Distanzen von
bis zu einem Meter geknupft (Brodman, 1908; Amag4lp0). Viele Axone im
Nervensystem der Vertebraten sind mit einer Isstieicht umgeben, um eine
schnelle Reizweiterleitung auch Uber diese groldstabzen zu ermoglichen. Diese
Isolierschicht nennt man Myelinscheide. Im zentrdieervensystem (ZNS) wird das
Myelin von Oligodendrozyten gebildet, im peripherBiervensystem (PNS) von
Schwann-Zellen. Schwann-Zellen und Oligodendrozyteterscheiden sich sowohl
biochemisch als auch im Hinblick auf ihre Entwiakduy Das Myelin ist in
konzentrischen Lagen angeordnet und besteht zu 30€4Membranproteinen und
zu 70 % aus Phospholipiden, Glykolipiden und Chelas. Die Schwann-Zellen
sind entlang des Axons in einer Linie aufgereili, wbn Intervallen, den Ranvier-
Schnirringen, unterbrochen werden. Das IsolieremrAdene mit der Myelinscheide
ist essentiell fir eine schnelle ReizweiterleituDge Reizweiterleitung springt dabei
Uber das Internodium (den myelinisierten Teil desoms) hinweg von einem
Ranvier-Schnirring zum nachsten (saltatorische gdmgsleitung), wodurch die
Geschwindigkeit der Reizleitung erheblich schnelkdr als bei unmyelinisierten
Axonen (eine Ubersichtsdarstellung findet sichRi¢thie, 1984).

1.1 Bildung und Struktur des Myelins im PNS

Die Bildung des Myelins beginnt damit, dass sick &ichwann-Zelle mit ihrer
aul3eren Zellmembran um das Axon legt (Abb. 1-149.d8det dabei eine aus einer
Doppelmembran bestehenden Struktur, das Mesaxos. NDEsaxon windet sich
spiralformig in mehreren Schichten um das Axon, evatas Zytoplasma formlich
aus der Schwann-Zelle herausgepresst wird (Mugedial., 1977). Der Prozess der
Myelinisierung endet mit dem Verdichten der spiaiiigen Auswichse der

Schwann-Zelle, die so das kompakte vollstandig mkeite Myelin bildet. In der
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elektronenmikroskopischen Vergré3erung des kompaktgelin-Querschnitts wird
die charakteristische Ultrastruktur sichtbar. Dagehh erscheint als eine mehrlagige
elektronendichte Membran. Die sich abwechselndemcBen werden alsnajor
dense lineund intraperiod line bezeichnet und stellen die Adhasionszonen der

intrazellularen bzw. der extrazellularen Schwantirl@embran dar (vergleiche Abb.
1-1).

Kompaktierung des Myelii
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Abbildung 1-1. Bildung des kompakten Myelins im PNS
A: Die auBRere Schwann-Zellmembran legt sich umAdas.

B: Das Mesaxon hat sich gebildet und ist zu eig@fschichtigen Struktur verschmolzen,
die sich einmal um das Axon gewunden hat.

C: Mehrere Schichten Myelin haben sich gebildetciNest das Myelin nicht vollstandig
verdichtet, wie an dem eingeschlossenen Zytoplasneakennen ist.

D: Das kompakte vollstandig entwickelte Myelin Isath ausgebildet, und dreajor dense
line und dieintraperiod linesind zu erkennen

(modifiziert nach Colman und Filbin, 1999).

Die Ultrastruktur des Myelins lasst erkennen, desaeben dem kompakten Teil des
Myelins noch andere spezialisierte Bereiche inrlbrdas Myelins gibt, die sich in
ihrer Struktur, ihrer Funktion und ihrer biochenfiso Zusammensetzung
unterscheiden. Die Schmidt-Lanterman’schen Spdhéb. 1-2) gehdren, wie die
Ranvier-Schnurringe und die paranodale Region, zucht-kompakten Myelin.
Durch die Schmidt-Lanterman’schen Spalten entstekerze Diffusionswege
zwischen der inneren und &ul3eren Plasmamembran,z.d2 eine schnelle
Nahrstoffdiffusion ermoglichen (Balice-Gordon et 41998).
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Abbildung 1-2. Langsschnitt durch ein myelinisiertes Axon im PNS

Am Ende jedes Internodium$nfernodg befindet sich ein Ranvier-Schnurrinhddg. In
diesem Teil ist das Axon nicht myelinisiert. Zwischdem Internodium und dem Ranvier-
Schnirring befindet sich die paranodale RegiBargnodal regiof In ihr laufen die
zytoplasmatischen Fortsatze der Schwann-Zellmeméuan digight junctions(Transverse
band mit dem Axon ausbilden. Die zytoplasmatischernt$#ize der Schwann-Zellmembran
und dieSchmidt-Lanterman’schen Spaltgncisure) enthalten Zytoplasma der Schwann-
Zelle; in diesen Bereichen sind die Membranen rkcmpaktiert. SC: Schwann-Zelle; AX:

Axon (modifiziert nach Morell und Quarles, 1999)

Zelladhasionsmolekiile spielen eine grol3e Rolleen Bildung und Erhaltung des
kompakten Myelins. lhnen werden wichtige Funktionen der Initierung der
Myelinbildung und der spateren Ausbildung des kokigra Myelins zugeschrieben.
Uberdies sind sie in die Stabilisierung der nichtrpakten und der kompakten
Regionen des Myelins sowie der Axon-Myelin-Grendfi@ an den Ranvier-
Schnirringen involviert (Colman und Filbin, 199®azu gehdren unter anderem
Proteine der Immunglobulin-Superfamilie, wie dasunaée Zelladh&sionsmolekdl
NCAM, L1 (Seilheimer et al., 1989; Wood et al., 099dasmyelin-associated
glycoproteinMAG (Owens und Bunge, 1991; Poltorak et al., 198hnson et al.,
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1989; Sadoul et al., 1990) und dagelin protein zer®0 (D"Urso et al., 1990; Filbin
et al., 1990; Schneider-Schaulies et al., 1990).

1.2 Neurale Zelladh&dsionsmolekile der  Immunglobulin

Superfamilie

Schon wéahrend der Entwicklung des zentralen undpeeipheren Nervensystems
nehmen Zelladh&sionsmolekile eine wichtige Rolle. edu diesem Zeitpunkt
beginnen Prozesse, wie Zellmigration, Axonwachstwnd -faszikulierung,

Myelinisierung und Synapsenbildung, bei denen Zdélsionsmolekile wichtige
Funktionen Ubernehmen. Spéater sind sie beispietewrisynaptische Plastizitat und
Regeneration involviert. All diese Vorgange berubarf den Interaktionen von
Nachbarzellen (Zell-Zell-Interaktionen) oder vonlige mit der extrazellularen

Matrix (Zell-Matrix-Interaktionen)Williams und Barclay, 1988; Brimmendorf und
Rathjen, 1995; Crossin und Krushel, 2000).

Zelladhasionsmolekiile werden in vier Gruppen eigigetntegrine (Reichardt und

Tomaselli, 1991), kalziumabhangige Cadherine (Hyi@82; Kemler und Ozawa,
1989; Takeichi, 1991), Molekule der extrazellulaMatrix (Sanes, 1989; Reichardt
und Tomaselli, 1991) und Zelloberflachen-Glykopna¢eder Immunglobulin (1g)-

Superfamilie (Williams und Barclay, 1988; Brummerfdond Rathjen, 1995).

Innerhalb der Ig-Superfamilie (vgl. Abb. 1-3) géds folgende drei Untergruppen:

(i) Molektle, die nur Ig-artige Doméanen besitzen.

(i) Molekdle, die 1g- und Fibronektin Typ Il (FNI)-artige Doméanen besitzen.

(iif) Molekule, die eine Mischung aus Ig-artigenduanderen Doménen besitzen.
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Abbildung 1-3. Schematische Ubersicht uber die Subfamilien der nealen

Zelladhasionsmolekile der Ig-Superfamilie
Die neuralen Zelladhasionsmolekile der Ig-Supeifamierden anhand ihrer Anzahl an Ig-

und FN lll-artigen Doméanen in Klassen eingeteilt.
DCC: deleted in colorectal carcinoma
FGF-R:Fibronectin growthfactor-receptor
(Crossin und Krushel, 2000)

1.3 Myelin Protein Zero (PO)

1.3.1 Molekulare Struktur und Expressionsmuster vorP0

PO ist ein 30 kDa groRRes Glykoprotein und ist dasangige Protein im kompakten
Myelin des PNS. Es besteht aus 219 Aminosaurenassd sich in drei strukturelle
Doméanen unterteilen (Abb. 1-4): Eine extrazellular®oméne, eine

Transmembrandomé&ne und eine intrazellulare Dontaicklgerg, 2002).
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Abbildung 1-4. Schematische Darstellung des PO-Preins

Das PO Molekil besteht aus einer (extrazellulangaPoméne am N-Terminus, einer
Transmembrandoméne und einer zytoplasmatischen Dmmé& Ig-Doméne (modifiziert
nach Colman und Filbin, 1999)

PO ist ein Typ 1-Transmembranprotein mit einer emen extrazellularen Ig-
Doméne des C2-Typs und gehort zur Ig-Superfamiliemke und Axel, 1985;
Lemke et al., 1988; Sakamoto et al., 1987). Inrbrldar extrazellularen Doméane
befindet sich eine Stelle fur eine Asparagin (Njrslige Glykosylierung (Ishaque et
al., 1980). Untersuchungen mit Hilfe der Massenspeketrie und
Kernresonanzspektroskopie (NMRuclear magnetic resonancé&onnten zeigen,
dass die Zuckerzusammensetzung sehr heterogenSadtarfioto et al., 1987;
Uyemura und Kitamura, 1991; Field et al., 1992; dguret al., 1992 a, b). PO tragt
unter anderem das HNK-1-Kohlenhydratepitop und diégomannosidische L3-
Kohlenhydrat (Griffith et al., 1992). Das HNK-1-Klemhydratepitop spielt eine
Rolle bei der Zell-Zell-Adhasion (Keilhauer et &@985; Hall et al., 1997) sowie bei
der Migration von Zellen der Neuralleiste (Bronmeaser, 1987) und foérdert das
Neuritenwachstum (Riopelle et al., 1986; Dow et 80888). Das L3-Kohlenhydrat
vermittelt neurale Zelladhasion und fordert ebdsfatlas Neuritenwachstum
(Kicherer et al., 1987; Fahrig et al., 1990). NetlenGlykosylierung durchlauft PO
weitere posttranslationale Modifikationen, dazuledtiPhosphorylierung (Singh und
Spritz, 1976), Sulfatierung (meist an die Zuckeike(Matthieu et al., 1975) und
Acylierung (Agrawal et al., 1983; Bizzozero et 4089).

Die PO-mRNA kann schon ab Tag 14 der Embryonalekiwng in

Neuralleistenzellen, den Vorlaufern Myelin-bildend&chwann-Zellen, detektiert
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werden (Zhang et al.,, 1995). Eine massive Zunahmre RD-Expression kann
postnatal am Tag 14 der Entwicklung detektiert wardvenn die Myelinisierung
und die Kompaktierung am ausgepragtesten ist. 5fatedie Expression auf ein
basales Level und bleibt dann stabil (Baron etl&i94).

1.3.2 Funktionen von PO

Dem PO-Protein werden essentielle Funktionen irBildung und der Erhaltung des
kompakten Myelins zugeschrieben. Durch homophiteraktion der extrazelluléaren
Doméne wird dientraperiod linedes kompakten Myelins stabilisiert (Abb. 1-5). Die
major dense linavird durch die intrazellulare Domane stabilisievgbei die positiv
geladene intrazellulare Doméane direkt mit den neggladenen Phospholipiden der
gegenuberliegenden Schwann-Zellmembran interagiirtg und Brunden, 1994;
Kirschner und Ganser, 1980; Lemke, 1993).

Int

Abbildung 1-5. Schematische Darstellung des kompah Myelins

Lokalisation der intra- und extrazellularen Dométes PO in der Schwann-Zellmembran.
Int: intrazellularer Raum; Ext: extrazellularer Raymodifiziert nach Suter und Scherer,
2003)

Eine homophile Interaktion von PO konnte zum erdtéad durch die verstarkte
Aggregation von CHO-Zellen, die mit PO transfiziexrden, gezeigt werden (Filbin
und Tenekoon, 1990). Sowohl die extrazellulare Daendls auch die intrazellulare
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Domaéne (vor allem die Aminoséuren 191-206) spielae Rolle in der Vermittlung
der homophilen Interaktion von PO. Denn eine Vezkiag oder ein Fehlen der
intrazellularen Doméane kann die vermehrte Aggregatder Zellen blockieren
(Wong und Filbin, 1996). Auch die GlykosylierungrvB0 spielt dabei eine wichtige
Rolle: Offenbar ist nicht nur die Protein-Proteisendern auch die Protein-Zucker-
Bindung fiir eine homophile Interaktion von Bedegiuishy et al., 2004). Eine
Analyse der Kristallstruktur der iB. coli exprimierten extrazellularen Domane lasst
vermuten, dass das PO als Tetramer in der Memlodiegt und mit dem Tetramer
in der gegenuberliegenden Membran ein adhasiveerGiildet (Shapiro et al.,
1996). Da die extrazellulare Doméane des PO-Profémdie Kristallisation irE. coli
exprimiert wurde, war sie nicht glykosyliert. Esrkie also keine Aussage Uber den
Einfluss der Zuckerkette auf die homophile Intei@kigemacht werden. Bisher gibt

es keine Kristallstruktur des glykosylierten PO+enas.

1.3.3 Mutationen im PO0O-Gen fihren zur Charcot-MarieTooth schen

Erkrankung

Mutationen im PO-Gen sind eine der mdglichen genk&n Ursachen fur die
Charcot-Marie-Tooth’sche Erkrankung (CMT). Die GlmMarie-Tooth’sche

Erkrankung ist die haufigste erbliche neurogene Rdlagrophie und wird auch als
hereditare motorische und sensorische NeuropathS(N) bezeichnet. Bald nach
der ersten Beschreibung der Krankheit im Jahr 188&le klar, dass die Krankheit
sowohl Klinisch als auch genetisch sehr heterogerMutationen im PO-Gen fihren
zur HMSN Typ 1 und Typ 2, zum Dejerine-Sottas-Spma(DSS) oder HMSN Typ

3 und der kongenitalen Hypomyelinisationsneurogagtongenital hypomyelination,
CH). Die HMSN vom Typ 1 (hypertropische Form) istrch eine Demyelinisierung
der Axone charakterisiert, die sich in einer dettlreduzierten motorischen und
sensorischen Nervenleitgeschwindigkeit (NLG) aul3é&iin weiteres wichtiges

Symptom sind die Zeichen der De- und Remyelinisigrides Nervus suralis

(Rautenstrauss et al., 2000). Die Krankheit wirdstneutosomal dominant vererbt.
Es werden aber auch X-gekoppelte, gonosomal remessid sporadische Falle

beschrieben. Der HMSN Typ 2 (neuronale Form) istcklueine normal oder nur
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leicht reduzierte NLG und ein Absterben der Axoharekterisiert. Auch dieser Typ
wird autosomal dominant oder rezessiv vererbt (&aitauss et al., 2000). Die
hypertrophische Form des DS&ichnet sich durch eine Manifestation in der
Kindheit aus. Der Krankheitsverlauf ahnelt sympttsth dem HMSN Typ 1,

schreitet jedoch rascher fort. Bei der kongenitadiypomyelinisationsneuropathie
sind motorische und sensorische NLGs sehr starkizred, aulRerdem treten

Hypothonie und Areflexie auf (Mandich et al., 1999)
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Abbildung 1-6. Mutationen im offenen Leseraster vorP0

Die in der Abbildung markierten Mutationen fuhrenr zhereditdren motorischen und
sensorischen Neuropathie (HMSMKJXhesive Interfagdour-fold interfaceundhead-to-head
interface beziehen sich auf die Aminosauren, die fir eirteréiktion von PO ircis und in
trans essentiell sindEarly onsetKrankheitsfalle sind durch eine verspatete Entlicg,
wie z. B. ein verzogertes Erlernen des Laufensinieet. Bei late onserankheitsfallen
treten die Symptome erst nach dem 21. Lebensjdt{maudlifiziert nach Shy et al., 2004).
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Anhand der Korrelation verschiedener PO-Mutatiomait den dazugehorigen
Phanotypen konnte gezeigt werden, dass ein schwérdauf mit einer frihen

Manifestation der Krankheit aus den Mutationen Itest, die wahrscheinlich die

tertiare Struktur des Proteins so beeinflussers dadurch die homophile Interaktion
und folglich die Kompaktierung des Myelins beeinhtigt wird. Im Gegensatz dazu
resultiert eine spate Manifestation aus Mutationdie, die Struktur des Myelins
vermutlich auf eine eher subtile Weise veranderns Aolge davon ist

wahrscheinlich die Interaktion der Schwann-Zelleé de@m Axon gestort (Shy et al.,
2004).

Um den pathologischen Mechanismus einer bestimmidaotation, dem
Aminosaureaustausch an Postion 106 von IsoleucinLeucin (POsub), zu
untersuchen, wurden zwei transgene Mauslinien gamerBeide Mauslinien
exprimierten dignissenséviutation POsub unter der Kontrolle des PO-Pronsostuuf
einem Wildtyp-Hintergrund (Rinker et al.,, 2004).eDPOsub-Mutation ist im
Menschen durch das Auftreten veomaculasowie der Bildung voronion bulbs
charakterisiert und entspricht damit der schwered sich frih manifestierenden
Form des HMSN Typl, auch CMT1b genannt (Gabreéitefeet al., 1996). Die
generierten transgenen Mauslinien, die diese Purtkfion zusammen mit den
beiden wildtypischen Allelen exprimierten, zeigtezinen der menschlichen
Erkrankung sehr ahnlichen Phanotyp. Neben dem éteftr vontomaculazeigten
diese Mause reduzierte Nervenleitgeschwindigkeikgme schwere Muskelatrophie,
Hypomyelinisierung sowie eine gestorte Entwickludgs Myelins. Die POsub-
transgene Maus stellt somit das erste authentisidull fir die schwere, sich frih

manifestierende Form der CMT-Krankheit im Mensctan(Rinker et al., 2004).

1.4 Das neurale Zelladhasionsmolekul L1

L1 ist ein neurales Zellerkennungsmolekil, das @mtalen Nervensystem der Maus
entdeckt (Rathjen und Schachner, 1984) und als ligtkgder Ig-Superfamilie

identifiziert wurde (Moos et al., 1988). Innerhalbr Ig-Superfamilie begrindet es
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eine kleine Unterfamilie, die sogenannte L1-FamilBei Wirbeltieren konnten
bisher vier Mitglieder identifiziert werden: L1, @H (close homolog of D1
NrCAM (neuron-glia cell adhesion molecule related cell asibn moleculeund
Neurofascin (Brummendorf und Rathjen, 1995; Gruri®82; Hortsch, 2000). Fur
die korrekte Entwicklung des PNS und des ZNS spogs L1-Protein eine
entscheidende Rolle (Lindner et al., 1983; Ratljed Schachner, 1984; Fransen et
al., 1998; Dahme et al., 1997; Cohen et al., 1998).

1.4.1 Molekulare Struktur und Genetik von L1

L1 wird als Transmembran-Glykoprotein mit einem Blallargewicht von ca. 200
kDa exprimiert. Es besteht aus einer extrazellal@»®méane mit sechs Ig-artigen
Doméanen des C2-Typs (Williams und Barclay, 1988y @imf FN Ill-Doménen,
einer Transmembrandoméane und einer kurzen starkekaerten zytoplasmatischen
Domaéne. Die extrazellulare Doméane enthalt 21 paatStellen fur Asparagin (N)-
standige Glykosylierung. Die Zuckerketten steuerm. c25% zu dem
Gesamtmolekulargewicht von 200-220 kDa bei. Dieafusiensetzung der Zucker
ist noch nicht vollstdndig bekannt, unter anderesigttdas L1 das HNK-1-Epitop
(Grumet, 1992; Kruse et al., 1985).

Die extrazellulare Doméne ist, neben der homophitgaraktion, auch fir viele
heterophile Interaktionen des L1-Proteins esséntstittig ist, ob die homophile
Interaktion des L1 von Ig-Doméne | (Zhao und Si993), der FN Ill-Doméne Il
(Silletti et al., 2000) oder von der gesamten Regler Ig-Domane | bis zur FN llI-
Doméne 1l vermittelt wird (De Angelis et al., 1999aneben interagiert die
extrazellulare Domé&ne mit einer breiten Anzahl abef@achenproteinen und
Proteinen der extrazellularen Matrix (vergleichebAlb-7). Diese Interaktionspartner
kénnen in 4 Gruppen eingeteilt werden (Haspel umdn@t, 2003): (i) Neurale
Zelladhasionsmolekile der Immunglobulin-Superfaenilvie NrCAM (Morales et
al., 1996), Axonin-1 (Buchstaller et al., 1996) uNCAM (Kadmon et al., 1990;
Simon et al., 1991; Horstkorte et al., 1993); &indere Zelladhasionsmolekiile, wie
z. B. die Integrine (Felding-Habermann et al., 19®Echtersheimer et al., 2001;
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Yip et al., 1998); (iii) Molekule der extrazellukr Matrix, wie Laminin (Hall et al.,
1997), Phosphacan (Grumet et al., 1996) und Neaor@€aedlander et al., 1994);
(iiii) Rezeptoren wie NP-1neuropilin J) (Castellani et al., 2000) und der FGF-
Rezeptor (Saffell et al., 1997; Garcia-Alonso et 2000). L1 bindet an die meisten
Interaktionspartner entweder tirans oder incis. Einige Molekile kdnnen sowohl in
trans als auch incis an L1 binden. Ob dafir unterschiedliche Bindurejkst

verantwortlich sind, ist unklar (Haspel und Grunz&03).

L1
NH,*

Cc2

c2
> Immunglobulin

c2 Domanen

c2

&2 J

Fibronektin Typ Ill

Domanen

} Transmembran

Domane
Zytoplasmatische
Doméne

Coo

Abbildung 1-7. Schematische Darstellung von L1

Das L1-Molekil besteht aus sechs Ig-Doméanen, furifi MHI-Doménen, einer
Transmembrandomé&ne und einer zytoplasmatischen mmimdodifiziert nach Colman und
Filbin, 1999).

Das L1-Protein wird von einem Gen kodiert, dasderh X-Chromosom lokalisiert
ist. Aus alternativem Spleil3en resultieren zweietsthiedliche Isoformen (Takeda
et al., 1996). Von Neuronen wird die gro3ere Isofa@xprimiert, welche alle 28
kodierenden Exons enthdlt. In der kleineren Isofad@ von nicht-neuralen Zellen
exprimiert wird, fehlen Exon 2 und 27. Exon 2 katiéir 6 Aminosauren
(YKGHHV) am aulRersten N-Terminus des L1 (Jouel.etl895) und beeinflusst die
homophile Interaktion sowie das Ll-abhangige Neavitachstum (Jacob et al.,
2002). Exon 27 kodiert fur 4 Aminoséauren (RSLE)ariralb der zytoplasmatischen
Domane. Die ersten drei dieser vier Aminosaurer dieil des Tyrosin-haltige
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Sortierungsmotivs YRSL. Letzteres ist wichtig flie &ndozytose von L1, flr das
darauf beruhende Recycling von L1 in Wachstumskegeld das L1-abhangige
Neuritenwachstum (Kamiguchi et al.,, 1998; Kamiguamd Lemmon, 2000;
Kamiguchi und Yoshihara, 2001). Aul3erdem ist esragieinlich fir die korrekte
Sortierung von L1 in Axonen erforderlich (Wiscoatt 2003).

1.4.2 Expressionsmuster und Funktionen des L1

Die Expression von L1 im Nervensystem ist zeitlictd rdumlich reguliert. Im ZNS
wird L1 wahrend der Embryonalentwicklung ab Tag 16n postmitotischen
Neuronen exprimiert (Lindner et al., 1983). Untetaungen an jungen Mausen
zeigten, dass die L1-Expression im Hippocampudas#ikulierende Axone, die das
Stratum molecularaind denHilus bilden, beschrankt ist (Persohn und Schachner,
1990). Im adulten Nervensystem wird das Proteirtesiein von nicht-myelinisierten
Axonen exprimiert, wahrend es von myelinisierteroAgn verschwindet (Bartsch et
al., 1989; Martini und Schachner, 1986). Im PNS dwitl von nicht-

myelinisierenden Schwann-Zellen exprimiert (Martind Schachner, 1986).

Sowohl wéhrend der Entwicklung des Nervensystens alch im adulten
Nervensystem ist L1 in eine Vielzahl wichtiger Resge involviert. Dazu gehdren
Zelladhasion (Rathjen und Schachner, 1984; Moosalet 1988; Grumet und
Edelman, 1988) und Zellmigration (Lindner et al983), das Axonwachstum
(Fischer et al., 1986; Lemmon et al., 1989), di@#faszikulierung (Rathjen et al.,
1987; Kunz et al.,, 1998) und die Wegfindung der AxoCohen et al., 1998;
Castellani et al., 2000). L1 fordert das Zellubieele von Neuronen (Chen et al.,
1999; Loers et al., 2005) und ist auch in die Bilgldes Myelins involviert (Wood et
al., 1990). L1 ist weiterhin relevant fir synaptiscPlastizitat sowie Lern- und
Gedachtnisprozesse (Luthi et al.,, 1994; Arami et #996; Law et al., 2003;
Saghatelyan et al., 2004). Die Vielfalt der L1-Fuoken im Nervensystem lasst sich
auf eine Vielzahl von Bindungspartnern, potentrelléSignalkaskaden und
posttranslationalen Modifikationen zurtckfihren. eAschon in Abschnitt 1.4.1
erwahnt, interagiert L1 sowohl homophil, was betlem Funktionen eine Rolle

spielt, als auch mit anderen Mitgliedern der Ig-&tgmilie. Dazu gehdren



Einleitung 14

zahlreiche Proteoglykane und Signaltransduktionskidé (Haspel und Grumet,
2003), die zusammenfassend in Abbildung 1-8 daetiesind.

Heterophile Interaktionen:
extrazellulare Matrixproteine
wie Laminin, Neurocan,
Phosphacan, Tenascin-R;
Mitglieder der Ig-Superfamilie:
DM1-GRASP, F3

Regulierung
des L1 vermittelten

Neuritenwachstums FGFR

L1-L1-Interaktion O Q

stimuliert Aktivierung

\ Plasmamembran
2 gEnld -
Fyn O

TAG-1

Tyrosinkinasedoméne

Phosphorylierunggg¢
durch P90srk, CKIl, O %;7/.} }Signalkaskaden

ERK2 und CEK5 Neuritenwachstum

Abbildung 1-8. Die komplexen Interaktionen des L1-Mlekils

Durch die homophile Interaktion zweier L1-Molek{(ie trans) und die Aktivierung von
FGF-Rezeptoren wird Ll-abhdngiges Neuritenwachstaitiiert. Die zytoplasmatische
Domaéne interagiert mit dem Zytoskelett und wird wiglen Kinasen phosphoryliert. Dicke
Pfeile stellen eine Interaktion mit einem nachgeeten biologischen Effekt dar, dinne

Pfeile stellen eine potentielle Bindung danodifiziert nach Kenwrick et al., 2000).

1.4.3 Mutationen im L1 fihren zu neurologischen Syiromen des L1-

Spektrums

Mutationen in allen Regionen des L1-Gens kbnnembdenschen zu gravierenden
neurologischen Syndromen des so genannten L1-$pektfihren (Moya et al.,
2002). Gemeinsame Merkmale dieser L1-Syndrome aimel erhohte Sterblichkeit,
geistige Behinderung und verschiedene Missbildundesn Gehirns. Patienten mit
Punktmutationen in der extrazellularen Domane vdnentwickeln haufig einen
schwereren Phanotyp als solche mit Mutationen irtoptgismatischen Bereich
(Yamasaki et al., 1997; Wong et al. 1995). Es hlrgieh dabei um ein rezessives
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X-chromosomal gekoppeltes Krankheitsbild. Das L&&@mum ist eine
Zusammenfassung mehrerer neurologischer SyndromeeH&AS (ydrocephalus
as result of stenosis of the aqueduct of SYlwM#ASA (mental retardation, aplasia,
shuffling gait, adducted thumphsSP-1 ¢omplicated spastic paraplegia typg und
ACC (agenesis of corpus callosiirtFransen et al., 1995). Uber 140 verschiedene
Mutationen im L1-Gen sind bisher bekannt (Van Cahpl., 1996), die zu einem
sehr heterogenen und komplexen Phanotyp flihrenekonHaufig beschriebene
Symptome des Krankheitshildes sind geistige Untereklung und ein
Hydrocephalus, weiter werden auch Paraplegie deerem Extremitaten, Hypoplasie
des corticospinalen Traktes und desrpus callosunsowie angewinkelte Daumen
beschrieben, die sehr unterschiedlich ausgepragtkéanen (Weller und Gartner,
2001). Die verschiedenen L1-Mutationen werden i@ #lassen eingeteilt. Dabei
wird Unterschieden, wie eine Mutation die Strukoder die Expression des L1
beeinflusst. Zur ersten Klasse werden Mutationeteinintrazellularen Domane von
L1 gezahlt. Die zweite Klasse umfasst Mutationaa,zli einemissenséutation,
also einem Aminosdureaustausch in der extrazediml@omane des L1-Proteins,
fuhren. Zur dritten Klasse gehoren, neben deonsenséutationen, jene
Mutationen, die eine Verschiebung des Leserastensrsachen. Dadurch wird ein
vorzeitiges Stopcodon eingefihrt und die extrafiéu Doméane ist entsprechend
verkurzt. Mutierte L1-Molekule dieser Klasse weragecht mehr in die Zellmembran
eingebaut, da sie keine Transmembrandomane melizdreqYamasaki et al.,
1997).

1.4.4 Heterologe Expression und Kristallisation vor.1

Da das endogene L1 nur in geringen Mengen aus Gewebert und aufgereinigt
werden kann, wurde das L1-Protein in verschiedeheterologen Systemen
exprimiert, um gréf3ere Mengen biologisch aktivest&n zu produzieren. I&. coli
wurde die extrazellulare Domane und verkirzte Formies L1 als Fusionsprotein
mit einem Glutathion-S-transferase (GSB@g oder einem HistidifFag exprimiert.
Nach der Aufreinigung und Renaturierung des jegeili L1-Fusionsproteins konnte

dessen biologische Aktivitat in einem Neuritenwadchsexperiment nachgewiesen
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werden (Zhao und Siu, 1995; Yip et al., 1998). a&. coli exprimierte L1 war
nicht glykosyliert, was wahrscheinlich einen negati Einfluss auf die korrekte
Faltung und biologische Aktivitat des Proteins @éatm dieses Problem zu l6sen,
wurde die extrazellulare Domane des L1 als Fusimtem mit einem Fd&ag in
einer Affennieren-Zelllinie (COS-Zellen) uri€hinese Hamster OvaifCHO)-Zellen
exprimiert. Das Protein wurde unter anderem fir ritegenese-Experimente
verwendet (Alberts et al., 2003; Chen et al., 199@jeiterhin wurde die
extrazellulare Domane und verkirzte Formen des ml1DiosophilaS2-Zellen
exprimert und fir Kristallisationsexperimente vendet (Kulahin et al., 2004). In
Spodoptera frugiperd&f9-Zellen wurde die extrazellulare Domane deshbénfalls
exprimiert und fur Neuritenwachstumsexperimentevesidet (Gouveia et al., 2007
und 2008). Erst kirzlich wurde ein 140 kDa grof¥ésliches Fragment des L1 als
Fusionsprotein mit einem Histidifag in Insektenzellen exprimiert. Dieses L1-
Fragment ist  biologisch aktiv. und soll einen veigibaren
neuritenwachstumsfordernden Effekt wie L1-Fc, dasS&ugerzellen exprimiert
wurde, haben (Cribb et al., 2008).

Bisher existiert keine Kiristallstruktur der extrdakiren Domane des L1. Zwar
konnte die extrazellulare Doméane kristallisiert e, die Kristalle lieferten aber
kein Diffraktionsmuster (Kulahin et al., 2005). Eeine Module der extrazellularen
Domaéne, die Ig-Doménen I-1V und die Fibronektin-Ciaoman I-11l konnten hingegen
kristallisiert werden (Kulahin et al., 2004). Elektenmikroskopische
Untersuchungen der gesamten und einzelner Fragrdentextrazellularen Doméne
des L1-Proteins zeigten, dass das L1 in Losung leifieneinsenférmige oder eine

offene Konformation einnehmen kann (Schirmann.e2@0D1).

1.5 Eukaryotische Expressionssysteme

Viele als Biopharmazeutika eingesetzte Proteine, lttute auf dem Markt sind,
werden rekombinant in pro- oder eukaryotischen &sgionssystemen hergestellt
(Wurm, 2004). Wichtige Expressionssysteme sind &ad Escherichia col,
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Hefen Pichia pastorisundSaccharomyces cerevigaed Saugetierzellen (vor allem
CHO-Zellen). 1987 wurde das erste therapeutiscbeeipr (Plasminogen Aktivator,
r-tPA), das rekombinant in CHO-Zellen produziertrde; von der Firma Genentech
auf den Markt gebracht. Seit diesem Zeitpunkt habenkaryotische

Expressionssysteme an Bedeutung gewonnen.

Bei der Auswahl eines passenden Expressionssysteilssen mehrere Faktoren
beachtet werden. Dazu gehéren der Zeitaufwandye€i@igbarkeit von Ressourcen
und die Eigenschaften, die das rekombinante PraeinEnde besitzen soll. In
Tabelle 1-1 findet sich ein vergleichender Ubetbliéber die wichtigsten

Expressionssysteme und ihre relevanten Eigenschafte
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Tabelle 1-1. Vergleich von Expressionssystemen

(verandert nach Fernandez und Hoeffler, 1998)

Expressionssytem
. Sé&ugetier-
Bakterien Hefe Insektenzellen
Zellkultur
Zellwachstum schnell schnell langsam langsam
Mediumkomponenten & Minimum Minimum Komplex Komplex
-kosten gering gering hoch hoch
. niedrig - o o ,
Expressionslevel hoch hoch niedrig- hoch niedrig - manig
oc
Extrazellulare Sekretion ins Sekretion ins Sekretion ins Sekretion ins
Expression Periplasma Medium Medium Medium
Posttranslationale
Modifikationen
. Einfach,
N-standige . .
) keine Mannose Paucimannoseselten Komplex
Glykosylierung o
sialyliert
O-standige ) ) ) )
. nein ja ja ja
Glykosylierung
. Ruckfaltung Ruckfaltung selten
Proteinfaltung ) ] korrekte Faltung korrekte Faltung
erforderlich erforderlich
Phosphorylierung nein ja ja ja
Acylierung nein ja ja ja
Acetylierung nein ja ja ja
y-Carboxylierung nein nein nein ja

1.5.1 CHO-Zellen als Expressionssystem

CHO-Zellen wurden 1957 von Theodore T. Puck betrefvarienbiopsie aus einem
weiblichen Hamster isoliert (Tijo und Puck, 195B% stellte sich heraus, dass diese
Zellen relativ robust sind, eine recht kurze Getienazeit haben und sich gut zur In-

vitro-Kultivierung eignen (Jayapal et al.). CHO-léal dienen seit dem oft als In-
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vitro-Modellsystem fir die Untersuchung biochem&chZusammenhange und
wurden fur viele biomedizinische und toxikologiscB¢udien verwendet (Puck,
1985). Heute werden CHO-K1-Zellen verwendet, dahnimehr in der Lage sind die
Aminosaure Prolin zu synthetisieren, um eine uniairte Vermehrung zu
verhindern (Kao und Puck, 1968). CHO-Zellen werdeaiitlerweile auch zur
heterologen Proteinexpression genutzt. 60 - 70 %er afrekombinanten
Pharmazeutika werden in Saugetierzellen produziket,meisten davon in CHO-
Zellen (Wurm, 2004). Die rekombinanten Proteine seiisbiologisch aktiv sein. Das
beinhaltet eine korrekte Faltung und posttrangtai® Modifikationen, wie z. B. die
Glykosylierung. Proteine, die in CHO-Zellen proderzi werden, besitzen diese
Eigenschaften. Fur die Produktion im grof3en indelgn Mal3stab werden die
Zellen in Suspensionskultur im Fermenter kultiviént den letzten zwanzig Jahren
konnte die Produktivitdt durch Hochzelldichtefernaion und eine langere
Kultivierung enorm gesteigert werden (Wurm, 2004kin Nachteil der
Proteinexpression in CHO-Zellen ist der lange Aeitn, der bendtigt wird, um eine
stabile Zelllinie zu generieren, die das gewilnscRtetein in grof3er Menge
exprimiert. Meist werden Expressionsvektoren miteei starken viralen Promotor
verwendet (Ringold et al., 1981; Gopalkrishnanlgt1®€99). Zur Transfektion der
CHO-Zellen gibt es verschiedene Methoden, dazu emahCalcium-Phosphat-
Préazipitation, Elektroporation und Lipofektion (N@m und Pachuk, 2003). Meist
werden superspiralisierte Plasmide in die Zellemgfiziert, die dann nach 1 - 2 h
durch die Aktivitat von Endo- und Exonukleasen irari linear vorliegen. Durch
nichthomologe Rekombination integriert das Plasm&l Genom. Die Position der
Integration ist entscheidend, denn sie beeinfldesExpression des Transgens. Zur
Selektion der stabil transfizierten Zellen gibt esrschiedene Antibiotika, wie
Neomycin, Hygromycin und Puromycin. Die entsprecd@nResistenzgene werden
mit Hilfe der verwendeten Expressionsvektoren en@HO-Zellen eingefuhrt. CHO-
Zellen wachsen normalerweise adharent (z. B. CAK Zellkulturkammern). Mit
geeigneten Methoden und den optimalen Medien konsien aber auch in
Suspensionskultur (kontinuierliche Perfusions- od@atch-Systeme) gehalten

werden.
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1.5.2 Pichia pastoris als Expressionssystem

Die methylotrophe HefePichia pastoris ist neben Saccharomyces cerevisia
Hansenula polymorphaind Yarrowia lipolytica eine der wichtigsten Hefen zur
heterologen Expression (Buckholz und Gleeson, 19Rdmanos et al., 1995;
Higgins und Cregg, 1998). Hefen stellen eine irgssate Alternative zu anderen
Expressionssystemen dar, da sie zwei wichtige Qtearstika in sich vereinigen.
Zum einen wachsen sie schnell in einem ansprudslasid kostenginstigen
Medium und zum anderen kénnen sie posttranslagokadifikationen wie N- und
O-Glykosylierung (Eckart und Bussineau, 1996) undsubidbrickenbildung
(Cereghino und Cregg, 2000) durchfihren. Die Tend®m Hyperglykosylierung ist
bei Pichia pastorisweniger stark als beSaccharomyces cerevisiamusgepragt
(Grinna und Tschopp, 1989FRichia pastoris fuhrt keine a-1,3-Verknipfungen
zwischen Mannoseeinheiten durch. Dies ist von \orteda a-1,3-
Mannoseseitenketten hoch immunogen und deshalthalapeutika ungeeignet sind

(Verostek und Trimble, 1995).
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Abbildung 1-9. Die haufigsten N-Glykosylierungen inverschiedenen Spezies
Bl N-Acetyl-Glukosamin; ©  Mannose[> Fakp @ Galaktose® N-Acetyl-

Neuraminsaure (modifiziert nach Varki et al., 1999)

Das heterologe Protein kann entweder intrazelloder ins Medium sezerniert
exprimiert werdenPichia pastorissezerniert selbst nur geringe Mengen Protein, was
einen Vorteil fur eine spatere Reinigung darsi@ichopp et al., 1987; Barr et al.,

1992). Die Sekretion der Fremdproteine kann durein @Paarungsfaktor aus
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Saccharomyces cerevisig€lare et al., 1991; Ridder at., 1995) oder durch eine
proteineigene Signalsequenz (Tschoppalket 1987; Barr efal.,, 1992) vermittelt
werden. Bei der sekretorischen Expression koénnem lieterologen Proteine
proteolytischem Abbau ausgesetzt sein (Higgins @neg, 1998; Cereghino und
Cregg, 2000). Dieses Problem tritt vermehrt bentestationen vorrichia pastoris
auf. Durch den Zusatz von leicht verwertbaren Arséoequellen, wie
Caseintotalhydrolysat, zum Kulturmedium (Brankanple 1995), den Einsatz von
Proteaseinhibitoren, die Variation des pH-Wertdarngetal., 1991; Rosenfeld al.,
1996) sowie durch die Verwendung proteasedefiziehiefestamme (SMD1168)
(Brierley etal., 1998) kann die Degradation gemindert werdem. Selektion dient
beiPichia pastorishdufig dasSh bleGen ausStreptoalloteichus hindustanusas die
Resistenz gegen das Antibiotikum Zeocin verleihteffg et al., 1985; Cregg et al.,
1989; Higgins et al., 1998). Zeocin wird in Pro- dunEukaryoten als
Selektionsmarker verwendet. Rekombindditehia pastors-Klone weisen eine hohe
genetische Stabilitat auf (Cregg und Madden., 1988) die Expressionskassette
durch homologe Rekombination ins Hefegenom integmérd (Romanos et al.,
1995). Die Expression des heterologen Proteins dinth den Alkoholoxidase 1
(AOX1)-Promotor kontrolliert (Tschopp et al.,, 198Dieser Promotor lasst sich
durch Methanol induzieren und durch eine altermatikohlenstoffquelle, wie
Glycerin, reprimieren. In Kulturen, die auf Methamm Schuittelkolben angezogen
werden, liegt der Anteil bei ~5 % des gesamtenidiish Proteins, er kann aber
durch Fermentation auf30 % steigen (Couderc und Barrati, 1980). Klonale
Variationen sind bePichia pastorisausgepragt, deshalb stellen die Herstellung
rekombinanter Klone, die Identifizierung des beskpressionsstammes und die
Etablierung der optimalen Kultivierungsbedingundeitische Punkte dar. In der
Regel muss deshalb eine Vielzahl rekombinanter &lamalysiert werden, um einen

gut exprimierenden Klon zu finden.
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2. Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, die extrazellularen Doerd der neuralen

Zellerkennungsmolekiile PO und L1 als rekombinamtgeihe in biologisch aktiver

Form zu produzieren, um nach Mdglichkeit Rontgerdgtranalysen und

kernresonanzspektroskopische Analysen (NM®yclear magnetic resonance

durchfihren zu kénnen. Zu Beginn sollten geeigne®ikaryotische

Expressionssysteme gefunden werden, die es erméglicdie Proteine im

Milligramm-Mal3stab in glykosylierter Form zu expraren. Dartber hinaus sollten
Aufreinigungsverfahren etabliert werden, die esawsen, die Proteine mit
grolRtmaoglicher Reinheit und biologisch aktiv ausnd€ulturiiberstand zu isolieren.
Im Falle von PO sollte neben der wildtypischen Faoles Proteins auch eine mutierte
Variante, bei der die Aminosaure Isoleucin an Rwsitl06 gegen Leucin

ausgetauscht ist, exprimiert werden. Diese Mutatieh eine der maoglichen

genetischen Ursachen fur die Charcot-Marie-Toott€s&rkrankung (CMT) im

Menschen. Ein Vergleich der dreidimensionalen Stmgn von wildtypischer und

mutierter Form kénnte wichtige Informationen UbencEinfluss der Mutation auf
die Struktur von PO liefern und so ein besserestadnis der Entstehung der CMT-
Erkrankung ermdglichen. Weiterhin sollte auch dedghche Einfluss dieser

Mutation auf die homophile Interaktion des PO usueht werden.
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3. Materialien und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Alle Chemikalien und Fertiglésungen wurden mindestenit dem Reinheitsgrad

p. a verwendet und von folgenden Firmen bezogen:

* Invitrogen (Karlsruhe)

* VWR (Darmstadt)

 Serva (Heidelberg)

» Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Verbrauchsmaterialien stammten von:

* Falcon/Becton Dickinson (Heidelberg)
» Eppendorf (Hamburg)

* Bio-Rad (Munchen)

» Sigma (Munchen)

3.1.2 Enzyme und Reaktionskits

Reaktionskits und Enzyme wurden von folgenden Hirnieezogen und nach

Herstellerangaben eingesetzt:

* QIAGEN (Hilden)
* Invitrogen (Karlsruhe)

* Roche (Mannheim)
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 Sigma (Munchen)

* NEB (Frankfurt am Main)

* Macherey-Nagel (Dtren)

« Stratagene (La Jolla, USA)

3.1.3 Verwendete Proteaseinhibitoren

Complete Proteasen-Inhibitoren-Cocktail-Tabletten EDTA-free) (Roche)
hemmen ein breites Spektrum an Serin-, Cystein- Medalloproteasen sowie
Calpainen. Sie sind zum Schutz von Proteinen getigire aus tierischen Geweben,
Pflanzen, Hefen oder Bakterien isoliert werden (N.01969).

AEBSF ist ein Serinproteasen-InhibitorSerinproteasen sind durch ihre
Serinseitenkette im aktiven Zentrum charakterisieréser Serinrest ist reaktiv und
an der Hydrolyse der Peptidbindung beteiligt. DieoFphosphat-Inhibitoren (z. B.
DFP) und die Sulfonylfluoride (z. B. AEBSF oder PF)Seagieren schnell mit dem
Serinrest. Dabei entsteht ein stabiles acyliertegym, das keine proteolytische
Aktivitat mehr besitzt. AEBSF inhibiert Trypsin, @notrypsin, Plasmin, Kallikrein
und Thrombin. AEBSF ist ein idealer Ersatz fur PM8f DFP, da es im Vergleich
Zu den letztgenannten Substanzen in wéassrigen bésurstabiler und zudem
deutlich weniger toxisch ist. Aufgrund ihrer relatiiedrigen Toxizitat gegenuber
eukaryontischen Zellen kann die Substanz bei deduktion von rekombinanten
Proteinen durch Fermentation von transformiertelfedesingesetzt werden, um das
gewinschte Produkt vor proteolytischem Abbau zuitemn (Lunn und Sansone,
1994; Markwardt, 1982).
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3.1.4 Verwendete Antikorper

3.1.4.1 Primére Antikbper

Die Tabelle 3-1 gibt eine Ubersicht tiber die verdagen primaren Antikdrper und

ihre Eigenschatften.

Tabelle 3-1. Verwendete AntikOrper

Verdiinnung fiir

25

) Spezies ) ]
Bezeichnung Epitop die Anwendung Hersteller / Referenz
(Herkunft) )
im Western Blot
a-PO Extrazellulare Doméne Labor von
Kaninchen ) ) 1:10.000
(polyklonal) von PO ¢lanio rerio M. Schachner
a-L1 ) Extrazellulare Doméne| Labor von
Kaninchen ] 1:10.000
(polyklonal) des murinen L1-Fc M. Schachner
Extrazellulare Doméane
des murinen L1,
a-L1 555 )
Ratte Aminosauresequenz 1:15.000 Appel et al., 1995
(monoklonal) ]
zwischen der 2.und 3.
FN-Doméan
a-human-Fc ) )
] Fc-Fragment des Sigma-Aldrich / Voller
HRP-gekoppelt Ziege 1:10.000
humanen IgG etal., 1976
(polyklonal)
o R ) Cell Signalling / Kroll
a-Histidin-Tag ) Mit Histidin markierte ]
Kaninchen . 1:1.000 etal., 1993; di Guan et
(polyklonal) Proteine

al., 1988
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3.1.4.2 Sekundéare Antikorper

Die verwendeten sekundaren Antikorper waren mit ruéttch-Peroxidase
(horseradish-peroxidaselHiRP) gekoppelt und wurden fir den immunologischen

Nachweis der Proteine (s. 3.4.4) mit einer Verdinmgwon 1:10.000 eingesetzt.

3.1.5 Verwendete Zelllinien und Hefestamme

In der Tabelle 3-2 sind die zur Expression rekorabiar Proteine verwendeten

Zelllinien und Hefestamme aufgefihrt.

Tabelle 3-2. Verwendete Zelllinien und Hefestamme

Zelllinie Eigenschaften Referenz
Chinese Hamster OvagCHO) Dehydrofolatreduktase- (Sta'?]-ll;aci rﬁ:chéi-i?r?c?vitch
K1 defiziente Hamsterzelllinie y '
1977)
Hefestamm @ichia pastoris) Genotyp Hersteller
'''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''' his4 pep4
SMD1168 Invitrogen

(Proteasedefizient)

X-33 Wildtyp Invitrogen
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3.1.6 VerwendeteE. coli-Stamme

In der Tabelle 3-3 sind die verwendetEn coli-Stamme mit ihren genotypischen
Eigenschaften aufgefihrt.

Tabelle 3-3. Verwendetde. coli-Stamme

Stamm Genotyp Hersteller

F-,@80dlacziM15, 4(lacZYA-argF)U169, deoR, recAl, endAl,

DH5a ] Clontech
hsdR17(rk--,mk+), phoA, supE4#4, thi-1, gyrA96, relAl

Tetr D(mcrA)183D(MmcrCB-hsdSMR-myt73 endAl supE44 thi-1

XL10-Gold o A1 gyrA96 relAl latite [FCproAB laclqgZDM15Tn10 (Tetr) U atagene

Amy Camr]

3.1.7 Verwendete Plasmide

In der Tabelle 3-4 sind die verwendeten Plasmidkilre Eigenschaften aufgefuhrt.

Tabelle 3-4. Verwendete Plasmide

Plasmide Eigenschaften Hersteller

pGEM T-Easy TA-Klonierungsvektor, Ampicillin-Resistz Promega

HefeE. colishuttle Vektor, Expressionsvektor fur
pPICZuA Pichia pastorisa-Faktor Sekretionssignal, Invitrogen
Zeocin-Resistenz

DCDNA3 Expressionsvektor fiir Saugetierzellen,

Ampicillin-Resistenz Invitrogen

3.1.8 Verwendete Antibiotika

Zur Selektion wurden die Antibiotika Ampicillin (§mna-Aldrich) und Zeocin
(Invitrogen) eingesetzt. Das Ampicillin wurde mitner Endkonzentration von

100 pg/ml verwendet. Das Zeocin wurde zur SelektienE. coli-Klone mit einer
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Endkonzentration von 25 pg/ml und zur Selektion Bmhia pastorisKklone mit
einer Endkonzentration von 100 pg/ml eingesetzt.

3.1.9 Verwendete Oligonukleotide

In der Tabelle 3-5 sind die verwendeten Primer efiifgrt. Primer wurden von der

Firma metabion (Martinsried) bezogen.

Tabelle 3-5. Verwendete Primer

Primer flr die Sequenzierung der PO-cDNA (Wildtyp ind Mutante)

PO-2 TCCTTCTGG TCC AGT GAA
PO-3 TGG GTA GGG GAC
PO-4 CCC ACT AGG TAT GGG GTG
PO-5 AGATTT CAC AAATCT TCG
PO-6 AAG AAA TCA AAA GGG CTG

Primer fur die Klonierung der cDNA fur die extrazelludre Doméne von PO in den
pPICZ aA-Vektor

P0O-extra-dom-Pmll-for TTT TTC ACG TGG ATT GTG GTTAT ACG GAC AGG

CAC CAC TTC TAG AAC CCC ATA CCT AGT GGG CACTTT
P0O-extra-dom-Xbal-rev TTC

Primer fiir die Klonierung der cDNA des full-length PO in den pcDNA3-Vektor

PO-cDNA-EcoRlI-for GCT CTT GAATTC ATG GCT CCC GGE3 CCC TCC TCC

PO-cDNA-Xba-rev CTGTTTTCT AGATTT C'IgAgTC CTT GCG AGA CTC CCC

Primer fir die Mutagenese der cDNA des wildtypische PO

GAT GTC AAA AAC CCACCAGACTTA GTG GGC AAG

PO-mut-for ACC TCT CAG
CTG AGA GGT CTT GCC CAC TAA GTC TGG GTT TTT GAC
PO-mut-rev ATC

Primer flr die Klonierung der cDNA fur die extrazellulare Doméane des mL1 in den
Vektor pcDNA3

mL1-ecd-EcoRlI-for TTT GCT GAATTC TAC CAT GGA TGGAG TGA TGC TGC

GAT GAG TTTTTG TTC TAG AAA GCT ACC TGT TCC ATT

mL1-ecd-Xbal-rev AGT CTT CAC
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3.1.10 Haufig verwendete Losungen und Puffer

Agarosegel-Probenpuffer (10 x) Tris 10 mM

BMMY-/ BMGY-Medium

LB-Medium

LB-Agar

LB-Medium (low salt)

LB-Agar (low salt)

EDTA 1 mM

Glycerin 50 % (w/v)
Brompheloblau 0,05 % (w/v)
pH 7,2

Hefeextrakt 1 % (w/v)

Trypton 2 % (w/v)

YNB 1,34 % (w/v)
Kaliumphosphatpuffer 100 mM pH 6,0
Histidin 0,04 % (w/v)

Biotin 0,0004 % (w/v))

Glycerin 1 % (w/v) bzw.

Methanol 0,5 % (w/v)

Pepton 1 % (w/v)
Hefeextrakt 0,5 % (w/v)
NaCl 1 % (w/v)

wie LB-Medium
mit 1,5 % (w/v) Agar

Pepton 1 % (w/v)
Hefeextrakt 0,5 % (w/v)
NacCl 0,5 % (wi/v)

wie LB-Medium(low salt)
mit 1,5 % (w/v) Agar



PBS

RIPA-Puffer

SDS-Probenpuffer (4 x)

SDS-Laufpuffer

TAE-Puffer (50 x)

TBS

TBST
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NaCl 137 mM
KCl 2,7 mM
NaeHPO, 7,4 mM
KH2PO, 1,5 mM
pH 7,4

NaCl 150 mM
Tris 50 mM
EDTA1 mM
NP40 1 %

pH 7,4

Tris 100 mM
SDS 4 % (w/v)
Glycerol 20 %
Bromphenolblau 0,0005 % (w/v)
DTT 4 % (w/v)
pH 6,8

Tris 25 mM
Glycin 1,92 mM
SDS 0,1 %
pH 8,3

Tris 2 M
EDTA 100 mM
pH 8,0

Tris 10 mM
NaC 18,76 g
pH 7,5

TBS
Tween 0,01 %
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TE-Puffer Tris 10 mM
EDTA 1 mM
pH 8,0
YPD-Medium Hefeextrakt 1 % (w/v)

Trypton 2 % (w/v)
Glucose 2 % (w/v)

Histidin 0,04 % (w/v)

YPD-Agarplatten wie YPD-Medium
mit 2 % (w/v) Agar

YPDS-Agarplatten Sorbitol 1,86 % (w/v)
Hefeextrakt 1 % (w/v)
Trypton 2 % (w/v)
Glucose 2 % (w/v)
Histidin 0,04 % (w/v)
Agar 2 % (w/v)

3.2 Molekularbiologische und mikrobiologische Methden

3.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA au£. coli in groRem Mal3stab

Um groRe Mengen Plasmid-DNA aks coli zu gewinnen, wurde der QIAGEN-Kit
QIAfilter Plasmid Maxigemafd der Empfehlungen von QIAGEN verwendet. Die
QIAGEN-Protokolle fur die Plasmidpraparation basrerauf einer modifizierten
alkalischen Lyse, bei der die Bindung der PlasmMADan die Anionenaustauscher-
Matrix (QIAGEN Resin) in den QIAGEN-tips unter ggeeten Niedrigsalz- und pH-
Bedingungen erfolgt. In einem Waschschritt bei leriér Salzkonzentration wurden
RNA, Proteine, Farbstoffe und niedermolekulare Vieeinigungen entfernt. Die
Plasmid-DNA wurde dann in einem Hochsalz-Pufferiegtu Die anschlie3ende
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Isopropanol-Fallung diente dem gleichzeitigen Karideren und, zusammen mit

der Ethanol-Behandlung, dem Entsalzen der DNA.

3.2.2 Isolierung von Plasmid-DNA auf. coli im kleinen Mal3stab

Zur Gewinnung kleiner Mengen DNA aus Bakterienkudtu erfolgte die
Plasmidisolierung mit Hilfe de&FX™ Micro Plasmid Prep Ki{Amersham) oder
des NucleoSpin Plasmidits (Macherey-Nagel). Beide Kits wurden entsperuh

der Angaben des Herstellers verwendet.

3.2.3 Phenol/Chloroform-Extraktion von DNA

Die DNA-Proben wurden mit dem gleichen Volumen sine
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisches (25:24viersetzt, gevortext und
anschlieBend zentrifugiert (13.000 x g / 5 min /)RDie obere Phase wurde
abgenommen und in ein neues Eppendorf-Tube Uberfllach Zugabe eines
einfachen Volumens Chloroform wurde erneut zergrért (13.000 x g/ 5 min / RT)
und die obere Phase wieder in ein neues Eppendaifgeiberfihrt. Die
anschlielende Ethanolfallung erfolgte durch Zugdbs 2,5fachen Volumens an
96 % Ethanol und 0,1 Vol 3 M Natriumacetat (pH 5Rie Anséatze wurden jeweils
far 30 min bei -20°C gelagert und anschliel3endr#agtert (13.000 x g / 25 min /
4°C). Die sedimentierte DNA wurde mit 70 % (v/vhhol gewaschen und erneut
zentrifugiert (13.000 x g / 5 min / 4°C). Nach d&mtfernen des Uberstandes wurde
die DNA bei RT vollstandig getrocknet und in eineangemessenen Volumen

sterilem, entionisiertem Wasser oder TE-Puffer gfeld

3.2.4 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die DNA-Konzentration in Loésungen wurde mit HilferdUV-Spektroskopie (UV
Spektrometer Pharmacia Ultrospec 3000) bestimmbeDavurde die Extinktion

einer geeigneten Verdinnung der DNA-L6sung beir2®80gemessen. Durch Abzug
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der Extinktion des Leerwertes liel3 sich die DNA-Kentration berechnen. Eine
Extinktion von 0,1 entspricht 5 pg/ml doppelstrégsyi DNA. Zusatzlich wurde zur
Kontrolle der Reinheit die Extinktion bei 280 nmngessen. Wenn das Verhaltnis
von Beo zu Bgo aulRerhalb des Bereiches von 1,5 - 2,0 lag, dediet auf eine

Verunreinigung durch Proteine oder RNA hin.

3.2.5 Restriktionsanalyse

(Sambrook et al., 1989)

DNA-Restriktionen wurden in den flr das entspredeerEnzym mitgelieferten
Puffern durchgefiihrt. Dabei wurden die vom Herstel[New England Biolabs)
empfohlenen Inkubationszeiten und Temperaturopfiimadie jeweiligen Enzyme

beachtet. 1 g DNA wurde in der Regel mit 2 U Enggachnitten.

3.2.6 Ligation

(Sambrook et al., 1989)

Mit Hilfe von Restriktionsenzymen geschnittene DIRfFagmente wurden durch die
T4 DNA-Ligase verknupft. Ligationen von DNA-Fragmen mit Gberh&ngenden
komplementaren Endemsticky ends)vurden fur 1h bei RT inkubiert. Dann wurde
die Halfte des Liagtionsansatzes in kompentdhteoli transformiert. Die andere
Halfte des Ligationsansatzes wurde 0. N. bei 4°kubrert und anschlie3end in
kompetenteE. coli transformiert. Das optimale molare Verhaltnis Wektor zu
Insert wurde genau berechnet: Das Verhdltnis voiktorezu Insert variierte
zwischen 3:1, 6:1 und 9:1.
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3.2.7 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

(Sambrook et al., 1989)

Durch Restriktionsspaltung erhaltene DNA-Fragmewiteden durch Elektrophorese
in horizontalen Agarosegelen (SubCell®GT Elektrapsekammern, BioRad) in
TAE-Puffer aufgetrennt. Die Agarosegele wurden Hutdsen von 1% (w/v)

Agarose in TAE-Puffer hergestellt. Die zu analysimeten Proben wurden mit 10 x
Agarosegel-Probenpuffer versetzt und in die Geftas@ipettiert. Zusatzlich wurde
ein 1 kB DNA-Marker (Gibco BRL) aufgetragen. Die Elektropase wurde bei 100
V durchgefiihrt. Nach der Elektrophorese wurdenGi¢e zum Nachweis der DNA
fur 30 min in Ethidiumbromidlésung (0,pg/ml in TAE-Puffer) gefarbt und die
DNA-Banden mit Hilfe eines Imagesystems (E.A.S.YH Rmager, HEROLAB,

Wiesloh) unter UV-Licht analysiert und fotografiert

3.2.8 Polymerase-Kettenreaktion

(Mullis et al, 1986)

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktiopdlymerase chain reactioiPCR) wurden
DNA-Abschnitte amplifiziert. Dazu wurde eine Reaktiangesetzt, die neben dem
Enzym, der DNA-Polymerase, auch Desoxyribonukleotsbwie zwei Primer
enthielt. Einer dieser Primer war stets komplenentdeinem der beiden Enden des
zu amplifizierenden DNA-Fragmentes. Die Vervieiffiing der DNA wurde durch
drei Schritte erreicht:
1. Denaturierungsschritt: Die zu amplifizierende DNAdudie Primer wurden
auf 94°C - 96°C erhitzt und dadurch in ihre Einzéisge zerlegt.
2. Primerhybridisierung: Die Primer lagerten sich ssqspezifisch bei einer
Temperatur von 40°C - 70°C an die dimze DNA-Stréange an.
3. Elongation: Bei 68°C - 72°C verlangerte die DNAYRoErase, ausgehend
vom 3’-Ende des Primers, den fehlenden zweiten [@tAng in 5°-3"-

Richtung.
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3.2.9 Anhangen von 3"-Poly-A-Uberhangen

Um PCR-Fragmente mit glatten Enden in einen Vektut T-Uberhang zu
klonieren, mussten diese Fragmente zunachst miA-Bberhdngen versehen
werden. Dazu wurden 7 pl des PCR-Produktes mitno\ dATP, 1 ul Tag
Polymerase, 1 pl 10 XagPuffer und 1,5 mM MgGlversetzt und flr 10 min bei
70°C inkubiert.

3.2.10 Gerichtete Mutagenese

Zur Einfuhrung einer gezielten Mutation innerhallinee DNA wurde der
Quickchange® Site-directed Mutagenesis K&tratagene) nach Angaben des
Herstellers verwendet. Die Methode beruht auf eir€R. Dazu wurden das zu
mutierende doppelstrangige DNA-Konstrukt und zwdig@ukleotid-Primer, die
beide die gewilnschte Mutation trugen, verwendet. utation sollte in der Mitte
der Primer liegen und von 10 - 15 Nukleotiden fianksein, die der Sequenz der zu
mutierenden DNA entsprechen. Die Primer hybridisiemit der einzelstrangigen
DNA und wurden dann wahrend der Elongation von d&uUltra HF
DNAPolymerase (Stratagene) verlangert. Dadurchtamis das mutierte DNA-
Konstrukt. Fur die PCR-Reaktion wurde folgender #ns/erwendet:

5 ul 10 x Reaktionspuffer
10 ng dsDNA-Template
125 ng 5 -Primer

125 ng 3"-Primer

1l dNTP-Mix

3 ul Quick Solution

dd H,O — Endvolumen 50 pl
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Die Vervielfaltigung der mutierten DNA wurde dureler Schritte erreicht:

Initiale Denaturierung: 95°C fur 1 min
Denaturierung: 95°C flr 50 sec
Primerhybridisierung: 60°C fir 50 sec

Elongation: 68°C fur 1min / kb der Lange des Plasmi

Finale Elongation: 68°C fur 7 min

18 Zyklen

o bk~ 0N PR

Nach der PCR wurde der Ansatz mit der methylierahgdngigen Endonuklease
Dpnl inkubiert, 10 UDpnl fir 2 h bei 37°C. Dabei wurde die methylierte Aaisgs-

DNA verdaut. AnschlieBend wurde die mutierte DNA ulrakompetente XL10-
Gold-Zellen transformiert. Positive Klone wurden dwigenden Tag in 5 ml
Flissigkulturen in LB Medium(low salt) mit 25 pg/ml Zeocin angeimpft und
wiederum am folgenden Tag wurde die Plasmid-DNA lieso Durch

Sequenzanalyse wurde die DNA auf die Richtigkeit dangefligten Mutation

Uberpraft.

3.2.11 DNA-Sequenzanalyse

Die Sequenzanalyse von DNA erfolgte in der Seqeeabteilung des ZMNH.
Hierzu wurden ug DNA mit 10 pM des entsprechenden Sequenzierpsiversetzt

und auf 8 ul Endvolumen mit dd,8 aufgefullt.

3.2.12 Vermehrung vorE. coli-Zellen

E. coliKulturen wurden als Schattelkultur (225 UpM) in LBad LB-Medium(low
salt) bei 37°C Uber Nacht kultiviert. Zur Anzucht rekomdmnter E. coli-Kulturen
wurde das Medium stets mit dem Antibiotikum, gegas das jeweilige Plasmid
eine Resistenz vermittelte, supplementiert. Zeeainde in einer Endkonzentration
von 25 pg/ml und Ampicillin in einer Endkonzentaativon 100 pg/ml zugesetzt.
LB-Zeoxs-Agarplatten (low salt) und LB-Ampgo-Agarplatten wurden auch zur
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kurzzeitigen Lagerung von Bakterienklonen auf Magd#dten verwendet und bei
4°C gelagert.

3.2.13 Transformation vonE. coli-Zellen

(Sambrook et al., 1989)

Die Bakterien wurden mittels Hitzeschock transfarni Hierzu wurden 100 ul
kompetente Bakterien (DH50der TOP10) auf Eis aufgetaut. Anschlieend wurden
sie mit der DNA durch Auf- und Abpipettieren genfisaind fir 30 min auf Eis
inkubiert. Nach dem Hitzeschock fiir 90 sec bei 42A€den die Bakterien fir 2 min
auf Eis inkubiert. Danach wurden 500 pl LB-Mediurmzu gegeben, und die
Bakterien wurden fur 1 h bei 37°C und 200 UpM iniemb 100 pl der Zellen
wurden auf LB- bzw. LB-Agar(low salt) (in beiden Fallen supplementiert mit
Antibiotika, gegen die das jeweilige Plasmid eiresRtenz vermittelte) ausplattiert.
Der Rest wurde 2 min bei 3.000 UpM zentrifugiemdues wurden 200 ul des
Uberstandes abgenommen. Die Zellen wurden in destlicteen Medium
resuspendiert und in dieser Konzentration ebendaifd_B- bzw. LB-Agar(low salt)
(supplementiert mit Antibiotika der vom Plasmid wmételten Resistenz) ausplattiert
und bei 37°C 0. N. inkubiert.

3.2.14 Kultivierung von Pichia pastoris

Pichia pastorisKulturen wurden als Schiuttelkultur in YPD-Mediumi B@°C unter

Schutteln (200 UpM) angezogen. Die Anzucht erfoligte300 ml-Schittelkolben.
Darlber hinaus musste darauf geachtet werden, diss&ulturvolumen 1/10 des
Volumens des Inkubationsgefaf3es nicht Uberschréitetdie Kurzzeitlagerung der
Hefen wurden diese auf YPD-Agarplatten ausgestnichba. 24 h bei 30°C kultiviert
und dann bei 4°C aufbewahrt. Fir das Anlegen vamS8itkulturen wichtiger
Hefeklone wurden je 500 pl einer Ubernacht-YPD-Kulhit 500 pl sterilem 30 %
(v/v) Glycerin gemischt und bei -80°C gelagert.
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3.2.15 Transformation vonPichia pastoris durch Elektroporation

(modifiziert nach Becker und Guarente, 1991)

5 ml einerPichia pastoristbernacht-Kultur wurden in 50 ml YPD-Medium Uber
Nacht bei 30°C und 200 UpM kultiviert. Mit 500 pikeder Vorkultur wurde eine 500
ml-Kultur angeimpft. Nach erneuter Inkubation U.Wurden die Zellen bei einer
ODsgoo Von 1,3 - 1,5 geerntet und bei 4°C zentrifugiBds entstandene Pellet wurde
in der gleichen Menge eisgekihltem Wasser resusgréngentrifugiert (1.500 x g),
in 250 ml eiskaltem Wasser resuspendiert, ernentriaggiert, in 20 ml eiskalter
Sorbitol-Lésung (1 M) resuspendiert, nochmals ztmiert und zum Schluss in
maximal 1 ml eiskalter Sorbitol-L6sung (1 M) aufgemmen. Die kompetenten
Zellen (80 ul) wurden mit 10 - 20 pug der lineanitga und aufgereinigten DNA
gemischt, in eine auf Eis stehende Elektroporakiowvstte (0,2 cm) tdberfuhrt und
5 min inkubiert. AnschlieRend wurden die Zelleneinem Elektroporator (Bio-Rad
GenePulser) transformiert (Spannung: 1,5 kV). Safiach dem Puls wurde 1 mi
eiskalte Sorbitol-Lésung (1 M) in die Klvette géfililer Transformationsansatz in
ein steriles Plastikgefald Gberfuhrt und ohne Semlmitinkubiert (1 h, 30°C). Die
Zellen wurden auf YPDS-Platten (YPD + 1 M Sorbitol)t Zeocin (100 pg / ml)
ausplattiert und 3 - 4 Tage bei 30°C inkubiert.

3.2.16 Kultivierung transformierter Pichia pastoris-Klone fur die

rekombinante Proteinexpression

Mit einer einzelnen Kolonie eines rekombinankinhia pastorisklons wurden 50
ml BMGY-Medium in einem 300 ml Schuttelkolben anggft. Kultiviert wurde in
einem Schuttelinkubator mit 200 Upm bei 30°C bis dellen eine OBy von ca. 5
hatten. Die Zellen wurden zentrifugiert (1.500 % § min / RT) und der Uberstand
verworfen. Die Zellen wurden in 25 ml BMMY resuspént. Alle 24 h wurde die
Methanolkonzentration mit 100 % Methanol auf O,®#¥tgestellt. Nach 48 h wurden
die Zellen wieder zentrifugiert (3.000 x g / 5 miRT), der Uberstand wurde in ein
separates Gefald Gberfuhrt, anschliel3end sterdftltnnd durch SDS-Polyacrylamid-
Gelektrophorese analysiert.
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Zusatzlich wurden die rekombinantBichia pastorisKlone in einem 35 I-Fermenter
kultiviert. Dazu wurden je 250 ml BMGY-Medium in B2 |-Schittelkolben mit
einer einzelnen Kolonie eines rekombinanteithia pastorisKlons angeimpft.
Kultiviert wurde 0. N. in einem Schuttelinkubatoit 200 Upm bei 30°. Mit dieser
Vorkultur wurde ein mit 35 | BMGY-Medium gefilltedfermenter (Braun Biotech
International GmbH, Melsungen) angeimpft. Die Ku#rung lief Gber 3 Tage. Nach
12 h wurde das erste Mal Methanol zugegeben umingoKonzentration von 0,5 %
Methanol eingestellt. Anschliel3end wurde alle 16-h Methanol zugegeben. Nach
dem Ende der Fermentation wurden die Zellen meredurchflusszentrifuge (GEA
Westfalia Separator GmbH, Oelde) vom Uberstandrsgpa

3.3 Zellbiologische Methoden

Die Kultivierung aller Sdugerzellen erfolgte benei Temperatur von 37°C, einem
CO,- Gehalt von 5% und einer relativen Luftfeuchtigkeon 90 %. Die flr die

Kultivierung der Zellen bendtigte Plastikware wuras der Firma Nunc bezogen.

3.3.1 Kultivierung von CHO-Zellen

Fur die Kultivierung der Ginese Hamster OvaCHO)-Zelllinie wurdeGlasgow's
Minimal Essential MediunfGMEM) der Firma PAA Laboratories verwendet. Dem
Basalmedium GMEM wurden die in Tabelle 3-6 aufgetéin Zusatze zugefugt. Fiur
die Kultivierung wurden Kulturflaschen in einer @& von 75 cri verwendet. Die
Passage der Zellen wurde bei ungefahr 90 %igerld@emt der Zellen durchgefihrt.
Das Kulturmedium wurde abgenommen und die Zellerimal mit 10 ml Hank's
gepufferter Salz-Losung (HBSS, PAA Laboratoriesyvagchen. Das Ablésen der
Zellen vom Boden der Zellkulturflasche erfolgte Bai durch eine Inkubation mit 3
ml Trypsin fur 2 - 5 min. Nach einer Zugabe von ¥ Kalturmedium wurden die
Zellen durch mehrmaliges Auf- und Abpipettierenusggendiert und vereinzelt. Die

Zellsuspension wurde in einem Verhaltnis von 1510 ausgesat.
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Tabelle 3-6. Zusammensetzung des Kulturmediums figie CHO-Zelllinie

Bestandteil Konzentration Herkunft
GMEM 1x PAA Laboratories
Fotales Kélberserum (hitzeinaktiviert) 10 % PAA baditories
L-Glutamin (100 x, 200 mM) 1% PAA Laboratories
Penicillin (10.000 Units/ml) / )
_ 2% PAA Laboratories
Streptomycin (10 mg/ml) (100 x)
non essential amino acig$00 x) 1x PAA Laboratories
Glutamat / Aspartat (100 x) 1x Sigma-Aldrich
Nucleoside (50 x) 1x Sigma-Aldrich

3.3.2 Langzeitlagerung der Zelllinien

Fur die Langzeitlagerung der Zelllinien wurden dellen nach Erreichen der
Konfluenz und Ablésen mit Trypsin im Anschluss aandZentrifugationsschritt
(1.000 UpM / 10 min / RT) in 1 - 2 ml Einfriermediu(vergleiche Tabelle 3-7)
resuspendiert. Aliquots der einzufrierenden Zelemrden in Isopropanol in
speziellen Einfrierbehaltern auf —80°C fur mindast@4 h gekuhlt. Die Lagerung
der Zellen erfolgte voribergehend bei —80°C. Fiie éangfristige Lagerung wurden

die Zellen in fluissigem Stickstoff aufbewabhrt.
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Tabelle 3-7. Zusammensetzung des Einfriermediums FICHO-Zellen:

Bestandteil Konzentration Herkunft
- e [T o Lboracrs
Fotales Kélberserum (hitzeinaktiviert 20 % PAA baditories

DMSO 10 % Fluca

3.3.3 Transfektion von CHO-Zellen

Fur die Transfektion von CHO-Zellen wurde dapofectamin Plus Ki{Invitrogen)
verwendet. Am Tag vor der Transfektion wurden 2 & IHO-Zellen in
Vertiefungen mit einem Durchmesser von 35 mm au#ggéiach ca. 18 - 24 h hatten
die Zellen ublicherweise eine Dichte von 60 — 7@#feicht. Sie wurden dann mit
GMEM ohne FCS und Antibiotika gewaschen und mitg2DQNA pro 35 mm Well
transfiziert. Die Transfektion wurde wie im Protdkdes Herstellers beschrieben
durchgefihrt. Am Tag nach der Transfektion wurdes dsledium gegen
Selektionsmedium mit 0,8 mg/ml Geneticin (siehe éll@b3-8) ausgetauscht. Die
Zellen wurden fur 2 - 3 Wochen im Selektionsmedkutiiviert, wobei das Medium
alle 2 - 3 Tage gewechselt wurde, bis einzelne &lgepickt werden konnten. Diese
einzelnen Klone wurden in Vertiefungen einer 12-MAdhtte tUberfihrt und wieder
ca. eine Woche im Selektionsmedium kultiviert, wiodlgenfalls alle 2 - 3 Tage das
Medium gewechselt wurde. Sobald wieder einzelnen&lgepickt werden konnten,
wurden diese ein zweites Mal in Vertiefungen eit@rWell-Platte tberfuhrt, in
Selektionsmedium kultiviert, wie unter 3.3.2 beselhen, eingefroren und bei -80°C

gelagert.
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Tabelle 3-8. Zusammensetzung des Selektionsmediums

Bestandteil Konzentration Herkunft
 owew | i | easabormores
Fotales Kélberserum (hitzeinaktiviert 10 % PAA baditories
L-Glutamin (100 x, 200 mM) 1% PAA Laboratories
Geneticin 0,8 mg/ml 1x PAA Laboratories
non essential amino acig$00 x) 1x PAA Laboratories
Glutamat / Aspartat (100 x) 1x Sigma-Aldrich
Nucleoside (50 x) 1x Sigma-Aldrich

3.3.4 Lyse von CHO-Zellen

Um CHO-Zellen, die in einer 6-Well-Platte kultivievurden, zu lysieren, wurden
sie zunéachst einmal mit eiskaltem PBS gewaschersciflieRend wurden sie in
300 pul RIPA-Puffer (siehe 3.1.10) mit einem Zellsobr aus der Vertiefung
geschabt und in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefald Ubetrfiibie Zellen wurden leicht
drehend 1 h bei 4°C inkubiert. Unlosliche Zellbestaile wurden durch
Zentrifugation (15.000 x g, 4°C, 10 min) abgetremmdi der Uberstand wurde bei
—20°C aufbewabhrt.
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3.3.5 Oberflachenbiotinylierung transient transfizierter CHO-Zellen

Die CHO-Zellen wurden 48 h nach der Transfektioreimal mit eiskaltem PBS
gewaschen. Die an der Zelloberflache exprimierteatdthe wurden durch die
Inkubation mit 0,5 mg/ml Sulfo-NHS-SS-Biotin (Piejcin PBS" fir 10 min bei
4°C biotinyliert. Durch Inkubation mit 20 mM Glycim PBS” fur 5 min bei 4°C
wurde die Reaktion beendet. Anschliel3end wurdeZelilen zweimal vorsichtig mit
eiskaltem PB% gewaschen. Die Zellen wurden in RIPA-Puffer lysiBras Zelllysat
wurde U. N. bei 4°C mit Streptavidin-gekoppeltenakgseBeads inkubiert, mit
denen dann die biotinylierten Proteine prazipitiartirden. Die Beads wurden
dreimal mit RIPA-Puffer gewaschen. Durch Kochennff, 95°C) in 1x SDS-
Probenpuffer (siehe 3.1.10) wurden die Proteine demBeadseluiert und konnten

dann imWestern Bloainalysiert werden.

PBS* wie PBS mit
0,5 mM CaGl
2 mM MgC}

3.3.6 Zell-Aggregations-Assay mit transient transiierten CHO-Zellen

(modifiziert nach Filbin et al., 1990)

48 h nach der Transfektion wurden die CHO-Zelleh FBS gewaschen. Um die
Zellen von der Plastikoberflache zu 16sen, wurder2s- 3 min bei Raumtemperatur
mit 0,025 % Trypsin inkubiert. AnschlieBend wurddre Zellen zweimal mit
Minimum Essential MediufMEM) gewaschen und in GMEM resuspendiert. Das
Resuspendieren erfolgte durch dreimaliges Auf- Abgipettieren mit Hilfe einer
18-gaugeKantle. Nach dem Resuspendieren sollte die Sugpeeas Minimum von

95 % Einzelzellen enthalten. Die Zellen wurden géizédnd in einer Konzentration
von 2 x 16 Zellen/ml in Polystyren-Tube@alcon)gefiillt. Nun wurden die Zellen
bei 37°C und leichtem Schitteln inkubiert. Alle®th wurde eine Probe genommen

und am Kontron-Mikroskop (Zeiss, Oberkochen) aufgiegation Uberprift. Dazu
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wurden bei 20facher VergroRerung jeweils 5 Aufnamngemacht. Um den
Aggregationsindex zu ermitteln, wurden die Gesalizael und die Zahl der
Zellaggregate auf den einzelnen Aufnahmen ermittBér Aggregationsindex
entspricht dem Quotienten aus der Anzahl der Aggeeglividiert durch die
Gesamtzellzahl (Lee et al., 2008).

3.3.7 Produktion von mL1-Fc und mL1-TEV-Fc

FUr die Produktion von Fc-Fusionsproteinen wurde EBM (PAA Laboratories)
verwendet. Dem Basalmedium GMEM wurden die aufgedith Zusatze zugefugt
(Tabelle 3-9).

Tabelle 3-9. Zusammensetzung des Produktionsmediurfisr CHO-Zellen

Bezeichnung Konzentration Herkunft

GMEM 1x PAA Laboratories

Fotales Kalberserum (hitzeinaktiviert

2% PAA Laboratories
Ultra low IgG
L-Glutamin (100 x, 200 mM) 1% PAA Laboratories
Penicillin (10.000 Units/ml) / )
2% PAA Laboratories

Streptomycin (10 mg/ml) (100 x)

Fur die Produktion der Fc-Fusionsproteine wurdee eRELLSTACK 2-Stack-
Kulturkammer (1,272 cf) verwendet. Die CHO-Zellen wurden zuerst in 100 ml
Kulturmedium, verteilt auf zwei Kulturflaschen (1%0rf), ausgesat. Nach 3 — 4
Tagen in Kultur wurden die Zellen, wie in 3.3.1 te$eben, passagiert, mit
Produktionsmedium in der Kulturkammer ausgesati#8dTage in Kultur gehalten.
Im Anschluss wurde der Uberstand sterilfiltriertduim Western Blotauf das
enthaltene Protein Uberprift. Das enthaltene FwmRsprotein wurde entweder
sofort Uber Protein A aufgereinigt oder der Uberdtavurde bis zur Aufreinigung
bei —20°C aufbewabhrt.



Material und Methoden 45

3.3.8 Primarzellkultur

3.3.8.1 Beschichtung von 96-Well-Platten mit poly-Lysin

Die Beschichtung der 96-Well-Platten mit Poly-L-kygSigma-Aldrich) erfolgte

0. N. bei 4°C. Die einzelnen Vertiefungen wurdeaua einer sterilen 0,01 %igen
Lésung von Poly-L-Lysin (PLL) in PBS inkubiert. IAnschluss wurden die Platten
dreimal mit HBSS gewaschen und 30 min unter UV-tioki RT getrocknet. Die
Platten wurden bei 4°C unter sterilen Bedingung€hewabhrt.

3.3.8.2 Einzelzellkulturen von Kleinhirnneuronen

(Chen et al., 1999; Loers et al., 2005)

Fur die Praparation der Kleinhirnneurone wurdenagel alte Wildtyp-Mause des
Stammes C57BL/6J verwendet. Die Praparation denKime erfolgte auf Eis. Die
Tiere wurden durch Dekapitierung getttet. Das Gehiurde entnommen und das
Kleinhirn prapariert, welches dann in eiskalte HBf&fgeben wurde. Mit Hilfe eines
Stereomikroskops wurden vom Kleinhirn assoziiertatdfale und die Hirnhaut
entfernt, das Kleinhirn in frische eiskalte HBSSekibhrt und mit einer feinen
Schere in drei Teile geteilt. Die Gewebesticke wardmit eiskalter HBSS
gewaschen (5 ml HBSS / drei Kleinhirne), anschimelR3enit Trypsin/DNase I-
Lésung (0,2 g Trypsin, 20 mg DNase |, 200MgCl, (80 mM) auf 20 ml mit HBSS
auffullen, pH 7,8) (1 ml / drei Kleinhirne) 15 mipei RT inkubiert. Es folgten
wiederum drei Waschschritte mit HBSS. Nach ZugatelRNase I-Lésung (10 mg
DNase |, 50 mg Glucose, auf 20 ml BBasal Medium EagléBME) aufftillen) (1 ml

/ drei Kleinhirne) wurden die Gewebestiicke durchhmmaliges Auf- und
Abpipettieren mit abgerundeten Pasteurpipetten i (dRasteurpipetten mit
abnehmendem Durchmesser) homogenisiert. Nach ZugabddBSS (5 ml / drei
Kleinhirne) wurde die Zellsuspension 5 min auf Eikubiert und anschliel3end 15

min bei 100 x g und 4°C zentrifugiert. Kam es ndeh Inkubation auf Eis zu einer
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Sedimentation von Gewebestiicken, wurde lediglichUtesrstand weiterverwendet.
Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand abgenem und die
Kleinhirnneurone wurden in vorgewadrmtem Medium Xdiehe Tabelle 3-10)
resuspendiert. Die Zellzahl wurde mit Hilfe der Hauer-Zahlkammer ermittelt. Die
Zellsuspension wurde mit Medium X-1 entsprechendivent. Fir die Analyse des
Neuritenwachstums der Kleinhirnneuronen wurdenZeiden in einer Zelldichte von
1x1@ Zellen/ml und 2x1® Zellen/ml in eine mit HBSS gewaschene und mit PLL

oder mit einem anderen Substrat beschichtete Viantjeausgesat.

Tabelle 3-10. Zusammensetzung des X-1-Mediums

Bestandteil Konzentration Herkunft
BME-Medium 1x Invitrogen
NaHCGQ, 2,2 mg/ml Invitrogen
Natriumpyruvat (100 mM) 1mM PAA Laboratories
Penicillin (10.000 Units/ml) / )
) 2% PAA Laboratories
Streptomycin (10 mg/ml) (100 x)
L-Glutamin (100 x, 200 mM) 1% PAA Laboratories

BSA 0,1% Sigma-Aldrich
Insulin 10pg/ml Sigma-Aldrich
L-Thyroxin 4 nM Sigma-Aldrich
Natriumselenit 30 nM Sigma-Aldrich
Transferrin 10Qug/ml Calbiochem
Aprotinin 0,027 TIU/ml Sigma-Aldrich
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3.4 Allgemeine proteinbiochemische Methoden

3.4.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

(Laemmli, 1970)

Mit Hilfe dieser Methode konnten Proteine zur Arsayund Bestimmung des
Molekulargewichtes in einem SDS-Polyacrylamidgelfgatrennt werden. Dazu
wurde die Mini-Protean Il Elektrophoresekammer @aol) nach Angaben des

Herstellers verwendet.

Es wurden SDS-Polyacrylamidgele von 1,5 mm Dickd emer Laufstrecke von
ungefahr 0,5 cm im Sammelgel und 5 cm im Trenngelwendet. Die
Zusammensetzung der Sammel- und TrenngelldsungginTabelle 3-1. Es wurden
5 %ige Sammelgele und 7,5 %ige, 10 %ige oder 1% %ignngele verwendet. Zur
Proteinprobe wurde 4 x SDS-Probenpuffer (siehel8)lin einem Verhaltnis von 4:1
(Probe:Puffer) gegeben, 5 min bei 95°C inkubiertd uanschlieBend kurz
zentrifugiert. Fur die Gelherstellung wurden Potysmid-Trenngele in die
Gelkammer (Bio-Rad) gegossen und bis zur vollsgeriPolymerisierung mit
Isopropanol uberschichtet. Nach etwa 1 h wurde Idapropanol entfernt. Das
Sammelgel wurde auf das Trenngel gegossen, in @as dler Probenkamm
eingesetzt wurde. Das Gel wurde nun in die Elekioopsekammer eingesetzt und
diese mit Laufpuffer gefillt. Das Gel konnte nurt oden Proben beladen werden. Es

wurde eine konstante Spannung von 150 V angelegt.
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Tabelle 3-11. Zusammensetzung der Sammel- und Tregelldsungen

é Sammelgel 5 % Trenngel 7,5 % Trenngel 10 Po Trelinbg o
O 30% A
o 0,83 ml 2ml 2,665 ml 4 mi
Polyacrylamid ;
1 M Tris / HCI |
! 0,625 ml
pH6,8 !
1M Tris/ HCl |
! 2,98 ml 2,98 ml 2,98 ml
pH 8,8 5
10 % SDS I 50 pl 80 ul 80 ul 80 ul
in dd HO ! H H H :
ddHO | 345ml 2,91 ml 2,25 ml 0,91 ml
TEMED | 5l 4l 4yl 4l
10%APS | 40 pl 24 ul 24 ul 24 ul
indd HO | g g g g
Gesamtvolumené 5ml 8 ml 8 ml 8 ml

3.4.2 Coomassie-Farbung

Zum Nachweis von Proteinen mit kolloidaler Coomad&irbung wurde Roti-Blue®
(Carl Roth) verwendet und nach den Angaben destéllers eingesetzt. Gele
wurden fur 2 — 15 h in 100 ml der Roti-Blue® Fadselng inkubiert. Anschlie3end
wurde das Gel in eine saubere Féarbeschale tUberitidrunter Schitteln in 200 ml
Waschlosung inkubiert, bis vorhandene Proteinbamtienlich vom Gelhintergrund

zu unterscheiden waren.

Roti-Blue® Farbelésung (1 x) 20 % Roti-Blue® Faddseing (5 x)
20 % Methanol (v/v)
60 % dd KO

Waschlésung 25 % Methanol (v/v)

75 % dd O
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3.4.3 Immunoblot (Western Blot)

(Towbin et al., 1979; Burnette, 1981)

Bei der Immunoblot-Analyse wurden die durch SDS-BA&ifgetrennten Proteine
nach der Gelelektrophorese auf eine Nitrocellulesabran (Protan®
Nitrocellulosemembran BA 85, 0,44m, Schleicher und Schuell) transferiert. Fur
diesen elektrophoretischen Transfer der Proteinen v8DS-Gelen auf
Nitrocellulosemembranen wurden MINI TRANSBLOT Appturen (BioRad)
verwendet. Das Transfersandwich aus einem Schwaemawei Gel-Blotting-
Papieren (Schleicher und Schuell), dem SDS-Polfamiggel, der Nitrocellulose-
Membran, wieder zwei Gel-Blotting-Papieren und girechwdmmchen wurde nach
Angaben des Herstellers in Blotpuffer (25 mM Tid€0 mM Glycin in dd HO)
zusammengebaut, wobei auch alle Bestandteile dassfBrsandwiches zuvor in
Blotpuffer eingeweicht wurden. Das Transfersandwiairde gemafl3 den Angaben
des Herstellers in die mit Blotpuffer gefiillte Blagapparatur zusammen mit einer
EiskUhlung eingesetzt. Der Transfer wurde dann edéw bei Proteinen bis 30 kDa
100 min lang bei einer konstanten Spannung von 8@duxthgefuhrt oder bei
Proteinen mit einem Molekulargewicht von >30 kDaOléhin lang bei einer
konstanten Spannung von 80 V durchgeflnhrt.

3.4.4 Immunologischer Nachweis von Proteinen auf MNocellulose-

Membranen

(Ausrubel et al., 1996)

Anschlieend an den elektrophoretischen Transfer &eoteine auf die
Nitrocellulosemembran wurde die Membran zur Abgétig unspezifischer
Bindungen eine Stunde lang bei RT in Blockierungsii (4 % Magermilchpulver
in TBST) inkubiert. Danach wurde die Membran mitmd@riméaren Antikdrper
(verdunnt in Blockierungslésung) u. N. bei 4°C urigchtem Schutteln inkubiert.
Alle weiteren Inkubations- und Waschschritte wurden RT durchgefihrt. Nach
funf Waschschritten von jeweils 5 min mit TBST werdie Membran mit dem



Material und Methoden 50

sekundaren Antikdrper (Verdinnung 1:10.000 in Bieakngslésung) 1 h lang
inkubiert. Hinterher wurde die Membran wieder fuafnfir 5 min mit TBST
gewaschen und die Nachweisreaktion angeschlossere {Zerwendeten
Primarantikérper mit den entsprechenden Verdinnunged in Tabelle 3-1

aufgelistet.

Um eine Membran nach der Antikdrperbehandlung naehriverwenden zu kénnen,
wurde der Antikdrper durch 15 min Inkubation der ivigan in der Stripping-
L6sung wieder entfernt. AnschlieRend wurde die Memt38 min in 1 M Tris pH 8,8
neutralisiert und mehrmals mit dg® gewaschen.

Stripping Losung 0,1 M Glycin
pH25-3

3.4.5 Immunologischer Nachweis mittels verstarkte€Chemilumineszenz

Die Meerrettich-Peroxidasén@rseradish peroxidas¢HRP) war an die verwendeten
sekundaren Antikdrper gekoppelt. Sie katalysiere ldumineszenzreaktion, die
durch Zugabe der Reagenzi8aperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate
und SuperSignal® West Dura Extended Duration Subs{iRégbio) induziert wurde.
Die enthaltenen Reagenzien wurden im Verhaltnis g@mischt, auf die
Nitrocellulosemembran gegeben und 5 min lang inddbiDanach wurde die
Membran zwischen zwei Klarsichtfolien in eine Filaskette gelegt und durch
Belichtung eines Rontgenfilms (Kodak® BioMax Lighilm, Sigma-Aldrich) tGber

verschiedene Zeitrdume ausgewertet.

3.4.6 Dialyse

Das Umpuffern von Proteinlosungen bzw. die Entfaghuniedermolekularer
Verunreinigungen aus diesen Losungen erfolgte Inifigalyse. Die verwendeten

Dialyseschlauche besalRen Porengréf3en von 12 - a4 ddr 4 - 6 kDa (Spectra
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Por-Dialyseschlauche, Fa. Spectrum Medical Indestribezogen Uber Fa. Carl
Roth).

3.4.7 Bestimmung der Proteinkonzentration

(Smith et al., 1985)

Die Proteinkonzentration wurde mit der Bichincodinse-Methode des BCA-Kits
der Firma Pierce gemald deren Empfehlungen durchgeiber Test basierte auf der
Reduktion von Kupfer(ll)-lonen zu Kupfer(l)-lonerudh Proteine in alkalischer
Losung (Biuret-Reaktion), wobei sich ein purpurnbr Komplex bildete. Auf diese
Weise konnte die Proteinkonzentration spektroskbpis mit  einem

Absorptionsmaximum bei 562 nm bestimmt werden.

3.4.8 Deglykosylierung mit N-Glycosidase F

Zur vollstandigen Deglykosylierung von Proteinert der N-Glycosidase F (Roche)
wurde das aufgereinigte Protein durch Kochen (5, @87C) in SDS-Probenpuffer

denaturiert. Dazu wurde folgende Reaktion angesetzt

10 pg Glykoprotein, hier in 8 ul PBS
2 1l SDS-Probenpuffer

— 5 min bei 95°C kochen

10 pl 10 x Deglykosylierungspuffer (siehe unten)
2 ul N-Glycosidase F (1 U/ul)

78 pl dd HO

100 pl

Die Reaktion wurde 0. N. bei 37°C und leichtem S inkubiert. Die einzelnen
Proben wurden im SDS-Gel aufgetrennt. Das deglyllersy Protein konnte dann im

Western Blomit einem spezifischen Antikdrper nachgewieserderr
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10 x Deglykosylierungspuffer 20 mM Natriumphospha
10 mM EDTA
0,5 % Triton X-100
pH 7,2

3.5 Aufreinigung von Proteinen

3.5.1 Reinigung von Fc-Fusionsproteinen mit der Ptein A-

Affinitatschromatographie

Grundlage der Affinitatschromatographie ist die zfgche und hochaffine
Wechselwirkung zwischen Molekilen. Protein A ist bakterielles Zellwandprotein
des Staphylococcus aureusd weist eine spezifische Affinitat zur Fc-Regioon
Immunglobulinen der G-Klasse (IgG) auf. Es enthié@t homologe Bindungsstellen
fur den Fc-Teil von Antikérpern und kann daher puigand zwei Fc-Molekile
binden. Die Bindungsstarke zwischen dem Fc-Teil dexth Protein A wird durch die
Herkunft (Spezies) und Subklasse des Antikdrpemsnfiasst und kann erheblich
variieren (Bjork und Kornvall, 1984).

Etwa 0,5 g Protein A-Sepharose (Pharmacia) wurdén5t ml PBS pH 7,5
aufgeschwemmt und 3 Stunden bei 4°C unter leiclsigmitteln gewaschen. Bei 4°C
wurde die Suspension stehengelassen bis das Gelesg@rt war. Der Uberstand
wurde vorsichtig abgenommen und das Gel dreimaldam zehnfachen Volumen
PBS fir 30 min gewaschen. Danach wurde die Gelsggpe 1:1 mit PBS verdinnt
und in eine Glassaule (Biorad) Uberfihrt. In denl&&edimentierte das Gel erneut,
bevor die Saule mit dem zehnfachen Saulenbettvaiuoee einer Flussrate von 0,5
ml/min gewaschen wurde. Danach konnte der Kultusibad aufgereinigt werden.
Hierzu wurde die Saule mit 10 Vol. Aquilibrierungdfer bei einer Flussrate von
0,25 - 0,5 ml/min gewaschen. AnschlieRend wurdestilfiltrierte Kulturiberstand
mit einer Flussrate von 0,1 — 0,33 ml/min auf dil® gegeben. Danach wurde die
Saule erst mit 5 - 10 Vol. Waschpuffer 1 und danth3n 10 Vol. Waschpuffer 2
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gewaschen. Das Fusionsprotein wurde mit dem Elspioffier und einer Flussrate
von 0,25 ml/min eluiert und schnell mit Neutralieaspuffer neutralisiert. Zum
Schluss wurde die Saule mit 10 Vol. Aquilibrierupgfer, gefolgt von 5 Vol.

Aufbewahrungspuffer, gewaschen und bei 4°C gelagert

Aquilibrierungspuffer PBS

Waschpuffer 1 100 mM Tris
150 mM NacCl
1 mM EDTA
pH 8,0

Waschpuffer 2 25 mM Tris
pH 6,8

Neutralisationspuffer 1 M Tris
pH 8,0

Aufbewahrungspuffer PBS
0,01 % Natriumazid
pH 7,4

3.5.2 Reinigung Hisgetaggter Proteine mit Hilfe der Ni-NTA-

Technologie

(Porath et al., 1975)

Die DNA-Rekombination ermdglicht es, rekombinantetBine als Fusionsproteine
mit einem Affinitdtstag zu exprimieren. Ein solch&ffintatstag ist der sechsfache
Histidin-Tag Mit seiner Hilfe kann das entsprechende Fusiatspr Uber eine auf
der Bindung an Nickel-Nitrilotriessigsdure (Ni-NTA)eruhende Metallaffinitats-
Chromatographie aufgereinigt werden. NTA ist eiarxéhniger Chelatbildner, der

von Hoffmann-La Roche entwickelt wurde. NTA besetzier der sechs
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Lingandenbindungsstellen in der Koordinationsspides Nickelions (Ni"). Zwei
Seiten bleiben fur die Interaktion mit dem sechsésc HistidinTag frei. Der
sechsfache Histidifiag bindet an Ni-NTA. Alle Schritte der Aufreinigungunden
bei 4°C durchgefuhrt. Die Saule wurde mit Lysispuf@iquilibriert. AnschlieRend
wurde die Saule mit dem Kulturiiberstand beladenrandVaschpuffer gewaschen.
Danach wurde das Protein mit dem ElutionspuffereeiuDie Konzentration von
Imidazol im Lysispuffer kann variiert werden, sellaber zwischen 0 und 10 mM

Imidazol betragen.

Lysispuffer 50 mM NabPO,
300 mM NacCl
10 mM Imidazol
pH 8,0

Waschpuffer 50 mM NaiPO,
300 mM NaCl
20 mM Imidazol
pH 8,0

Elutionspuffer 50 mM NapPO,
300 mM NaCl
250 mM Imidazol
pH 8,0

3.5.3 Spaltung von Fc-Fusionsproteinen mit derfTobacco Etch Virus
(TEV)-Protease

(modifiziert nach Haspel et al., 2000)

Der FcTag dient der Aufreinigung von Fc-Fusionsproteinen tetst Protein A-
Affinitdtschromatographie. Fur weiterfiihrende plysgische Experimente oder fur
strukturelle Analysen kann sich d&ag als stérend erweisen. Deshalb wurden die

Fc-Fusionsproteine mit einem von der TEV-Prote&s@t(ogen) spaltbaren FTag
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exprimiert. TEV-Protease ist der Name fur die 27akipol3e katalytische Doméane
desNuclear Inclusion gNIa) Proteins de§obacco Etch VirugParks et al., 1994;
Polayes et al., 1994). Vorteile der TEV-Protease #ire hohe Spezifitat fir eine 7
Aminosaure lange Sequenz (ENLYFQG) und ihre Akdivitei 4°C (Polayes et al.,
1994). Fur die TEV-Spaltung wurde das Fc-Fusiortsfmmaan Protein A-Sepharose-
Beadsi. N. bei 4°C und leichtem Schutteln gebunden.iDafurden im kleinen
Maflstab 50 uBeadsund 5 pg Fusionsprotein eingesetzt. Beaadswurden vorher
zweimal mit 1 ml PBS gewaschen. Nach der Inkubatvonden dieBeadszweimal
mit 1 ml PBS mit 0,1 % Triton X-100, dann zweimalt thh ml PBS mit 0,5 % Triton
X-100 und zum Schluss zweimal mit 1 ml PBS gewascli#zas Fusionsprotein
konnte nun durch Inkubation mit der TEV-Proteasgéieel werden. Dazu wurde

folgende Reaktion angesetzt:

10 pl TEV-Protease (10 U/ul)
15ul0,1 MDTT

138,5 ul PBS
150ul

Zusatzlich wurde die Spaltung auch nach den AngalesnHerstellers (Invitrogen)

durchgefuhrt. Daflr wurde folgende Reaktion angetset

5 ug Fusionsprotein

7,5 ul 20 XTEV Buffer

15ul 0,1 MDTT

1 pl TEV-Protease (10 U/ul)
mit dd HO auf 150 pl auffullen

Die Reaktionsansatze wurden 6 h oder G. N. bei 3WfA@ leichtem Schutteln
inkubiert. Die einzelnen Fraktionen wurden im SD8-&ufgetrennt. Das gespaltene
Fusionsprotein konnte dann iWestern Blotmit einem spezifischen Antikorper

nachgewiesen werden.
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3.6 Kiristallisation von Proteinen

3.6.1 Dynamische Laserlichtstreuung

Die dynamische Lichtstreuung (Dynamic Light Scatigr DLS) ist eine Methode,
mit der das Streulicht eines Lasers an einer gatdBrobe, z. B. einem Protein in
Loésung, analysiert wird. Durch die relative Beweguder gelosten Teilchen
zueinander entstehen Fluktuationen in der Intendéd Streulichtes, deren Dauer
abhangig von der Grof3e der Molekile ist. So karmhyelrodynamische Radius
eines Molekils bestimmt werden. Der hydrodynamisBlaglius einer Probe gibt
Aufschluss dariiber, ob die Probe monodispers igt. die Kristallisation eines
Proteins ist es wichtig, dass es in Lésung monedsspvorliegt, also keine
Proteinaggregate vorliegen. Deshalb wurde vor jed@istallisationsansatz eine
DLS-Messung durchgefiihrt. Um mdogliche Aggregate uedennen, wurde die
Proteinlésung vor der Messung kurz zentrifugie®.QDO x g, 4°C, 10 min). Die
Klvette wurde sehr grtindlich mit Ethanol und deDHyereinigt, anschlie3end wurde
sie kurz mit Druckluft getrocknet. 40 ul der Pratésung wurden in die Kivette

gegeben und im Spectroscatter 201 (RiINA GmbH, Begemessen.

3.6.2 Kiristallisation nach der Dampfdiffusionsmethale

(McPherson, 1982)

Die Kiristallisation wurde im Laboratorium fur Strtukbiologie von Infektion und
Entzindung  (Universitdt Hamburg, Department Chemia)ach der
Dampfdiffusionsmethode im sitzenden Tropfen durébige. Dazu wurden 480
verschiedene Kristallisationsbedingungen mit Hitfes Roboters Honeybee 961
(Genomic Solutions) in Plastikplatten mit 96 Vefdiggen (Corning, Lowell, USA)
pipettiert. Zuerst wurden fir einen in diesem Laborum UblicherScreenfolgende
Kits von der Firma Hampton Research (Aliso ViejoSA) verwendet: Hampton

Research Index, Hampton Research Cryo, HamptonaRds®&lembFAC, Hampton
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Research 1 + 2. Zusétzlich wurde der Kit Jena Bose 1-8 (Jena Bioscience,
Jena) verwendet, so dass fur einf@oreeninsgesamt 5 x 96 Bedingungen zur
Verfligung standen. Spater wurden Kits der Firma @HEA standardmafig
verwendet: Classic Suite, JCSG + Suite, ComPAS:SHihScreerbeinhaltete dann
3 x 96 Bedigungen. Dazu wurde die ProteinlésungMarhaltnis 1:1 mit der
entsprechenden Reservoirlosung verdinnt, so dass Pdézipitant, also das
Fallungsmittel, verdinnt vorlag. AnschlieRend wudike Platte mit einer Klebefolie

luftdicht verschlossen.

Silikonfett

N

HO o HO
Proteinlésung
1.1
Reservoirlosung

Reservoir Reservoir

Abbildung 3-1. Proteinkristallisation nach der Dampfdiffusionsmethode
Beispielhafte Darstellung der Dampdiffusionsmethodesitzenden Tropfen. Das Reservoir
enthdlt den Prazipitanten hochkonzentriert, wodudgm Gemisch aus Protein- und

Reservoirlésung in diesem abgeschlossenen Systesaéiantzogen wird.

Die Reservoirlosung enthielt den verwendeten Pii@rnfen hochkonzentriert. Durch
die hohere Konzentration des Préazipitanten im Resewurden dem Gemisch aus
Protein- und Reservoirlésung durch Diffusion tber Gasphase Wassermolekiile
entzogen. Die Proteinlosung wurde dadurch so lakmeentriert, bis sich die
Konzentration des Prazipitanten in der Proteinlgsonit der in der Reservoirlésung
angeglichen hatte (vergleiche Abb. 3-1). Die Ubkiguing der Proteinldsung erfolgt
so sehr langsam. Die fiur die Kristallbildung estliet Keimbildung vollzieht sich in
der Ubersattigten Proteinlosung, wobei diese Uktgyaag moglichst langsam
erfolgen sollte.
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4. Ergebnisse

4.1 Klonierung und Expression der extrazellularen Dmane des

myelin protein zero (PO) in Pichia pastoris

Um  strukturelle Analysen der extrazellularen Doméandes neuralen
Zellerkennungsmolekiils PO durchfiihren zu kénnend widglichst reines Protein in
grofen Mengen bendétigt. Dafir sollte die extrai@el Doméne des murinen PO-
Proteins in der Hef®ichia pastorisals Fusionsprotein mit einem Myc- und einem

sechsfachen Histidifiag exprimiert werden.

4.1.1 Klonierung der cDNA fir die extrazellulare Danéne des murinen
PO-Proteins

Die Klonierung der cDNA fur die extrazellulare Dongades murinen PO in den
pPICaA-Vektor umfasste mehrere Schritte, die in einenori@rungsschema
(Abbildung 4-1) zusammengefasst dargestellt sinelr &ste Schritt umfasste das
Umschreiben von mRNA durch reverse Transkriptiom@NA. Die mRNA wurde
aus dem Ischiasnerv isoliert und freundlicher Weiss Dr. Thomas Tilling
(ZMNH, Universitat Hamburg) zur Verfigung gestellt.
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768 Bp Fragmentes in den

PCR-Fragment PO cDNA l TA-Klonierung des PCR-
PGEM-T Easy-Vektor

pGEM-T Easy-P0O-cDNA
3783 Bp
Amplifizieren der cDNA fur die

extrazellulare Domane von PO
l (PO ecd)

TA-Klonierung des PCR-
Fragmentes in den
pPGEM-T Easy-Vektor

PCR-Fragment PO ecd
402 Bp

pGEM-T Easy-P0-ecd
3417 Bp

A

Klonierung der
PO ecd-cDNA in

den pPICZaA

pPICZaA Vektor

3593 Bp

pPICZ aA-PO-ecd
3922 Bp

c-myc Epitop
Polyhistidin Tag

c-myc Epitop
Polyhistidin Tag

Abbildung 4-1. Schema der Klonierung der cDNA fir de extrazellulare Doméane des

murinen PO-Proteins in den Expressionsvektor pPICdA

Aus dieser cDNA wurde die kodierende Sequenz vonniO der Pfu-DNA-
Polymerase amplifiziert. Dazu wurden die Primer dBINA-EcoRI-for und PO-
cDNA-Xbal-rev verwendet (siehe Tab. 3-5), durch d@ dem Startcodon eine
EcoR} und nach dem Stopcodon eiébal-Schnittstelle eingefiigt wurde (vgl. Abb.
4-1). Das PCR-Produkt wurde mittels TA-Klonierungden pGEM-T EASY-Vektor
kloniert und der Ligationsansatz in DuZellen tranformiert. Mittels Blau-Weil3-

Selektion konnten vermeintlich positive Klone idéntert werden. Aus diesen
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Klonen wurde anschliel3end Plasmid-DNA isoliert ginich Restriktionsanalyse mit
den EnzymerEcoRI und Xbal Gberpriuft. Der Restriktionsansatz wurde mit einem
GroRRenmarker auf ein 1 %iges Agarosegel aufgetragenpositive Klone konnten
dann, wie in Abbildung 4-2 beispielhaft zu sehem #rem spezifischen

Bandenmuster identifiziert werden.

3 kB! — » pGEM-T Easy 3,1 kB
2 kB

0,85 kB

0,65 kB —» cDNA P0 0,768 kB

Abbildung 4-2. Restriktionsanalyse verschiedener pEM-T EASY-P0O-cDNA-Klone
Positive Klone zeigten zwei Banden: eine mit ei@edl3e von 3,1 kB fiir den linearisierten
pGEM-T EASY-Vektor und eine mit einer Gré3e von@8 kB, die dem PO-PCR-Produkt

entsprach. Zur Auftrennung wurde ein 1 % iges Agegel verwendet.

Ausgehend von diesem Konstrukt wurde die cDNA fi@r etrazellulare Domane
von PO (PO-ecd-cDNA) mit dePfu DNA-Polymerase amplifiziert und die
Restriktionsschnittstellen fir die Enzynm@mll und Xbal am 5°- bzw. 3'-Ende
eingefuhrt. Dazu wurden die Primer P0O-extra-dom{Ranlund PO-extra-dom-Xbal-
rev verwendet (siehe Tab. 3-5). Das PCR-ProduktdevanschlielRend ebenfalls in
den pGEM-T EASY-Vektor kloniert. Die PO-ecd-cDNA wig Uber die eingefthrten
Restriktionsstellen in den pPIGZ- E. coli / Pichia pastorisShuttleVektor kloniert.
Alle fur Pichia pastorisentwickelten Expressionsvektoren wurden Bls coli /
Pichia pastorisShuttleVektoren konstruiert, d. h., die Vektoren sind zur
Transformation  beider  Organismen  geeignet. Sie alteth einen
Replikationsstartpunkt furE. coli und verschiedene Selektionsmarkergene fur
beiderlei Organismen. Zur Expression heterologetdire dient ein ca. 900 Basen
grof3er DNA-Abschnitt, der aus der 5'-Promotorregi@s AlkoholoxidaselAOXD)-
Gens, aus der Transkriptionsterminationssequensetiesn Gens und einem
dazwischen liegenden Polylinker besteht (Creggl.et2800). Der Ligationsansatz
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wurde in E. coli-DH5a-Zellen transfomiert und die durch den pPdB8zVektor
vermittelte Zeocinresistenz zur Selektion verwendels Zeocin-resistenten Klonen
wurde das Plasmid isoliert und durch einen Restrikverdau mitPmll und Xbal

Uberpraft.

—  » pPICmA3,6kB

§ ——» PO ecd-cDNA 0,402 kB

Abbildung 4-3. Restriktionsanalyse des pPICzA-PO-e:Plasmids

Die Bande mit einem Molekulargewicht von 3,6 kB sgmicht dem linearen pPIGA-
Vektor. Die zweite Bande mit einem Molekulargewiciain 0,4 kB entspricht der P0O-ecd-
cDNA. Zur Auftrennung wurde ein 1 % iges Agarosegaivendet.

Der laut Restriktionsanalyse positive Klon wurdesdndiel3end einer DNA-
Sequenzanalyse unterworfen. Diese zeigte, dassclesus einen positiven Klon
ohne Mutationen handelte. Er wurde daher fur dian$tormation vonPichia

pastorisverwendet.

4.1.2 Transformation und Expression der extrazellidren Domane des
murinen PO-Proteins inPichia pastoris

Zur Transformation des pPIG&-P0-ecd-Expressionskonstruktes in die Hefe wurde
das Plasmid mitPmel linearisiert. Pmel schneidet im Promotorbereich und
ermoglicht so die homologe Rekombination im AOXbiRotor des Hefegenoms.
Das linearisierte Plasmid wurde in zvigchia pastorisStamme transformiert. Dabei
handelt es sich einerseits um den proteasedefzie@tamm SMD1168 und
andererseits um den Wildtyp-Stamm X-33. Die Intégrains Genom der Hefe
wurde mit eineColonyPCR bestétigt (Primer AOX 5" und AOX 37, siehe Taib).
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Drei Klone, die in der PCR als positiv identifizieverden konnten, wurden in einem
kleinen Mafl3stab (5 ml) angezogen und auf Expresdies rekombinanten PO-
Proteins getestet. Dazu wurde der Kulturiberstamd HKlone durch SDS-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese analysiert (Abhilgy-4).

33 X-33 i X-33 #4 X-33#7 i SMD1168
pPIGZA _#8

25 kDa
20 kDa

Abbildung 4-4. Nachweis der Expression des PO-ecdyd-His-Fusionsproteins in
verschiedenerPichia pastoris-Klonen: SDS-PAGE

Der Kulturlberstand verschiedenBichia pastorisKlone wurde durch Elektrophorese in
einem 15 %igen SDS-Polyacrylamidgel analysiert, dds einer Coomassie-Farbelésung
gefarbt wurde. Die HOhe der vermutlich dem PO-Fuspootein zuzuordnenden Banden ist
durch einen roten Pfeil gekennzeichnet. +: Prosgiression wurde durch Zugabe von
Methanol induziert; -: Nicht Induzierte Negativkooite; AEBSF: Zugabe von 40 pmol
AEBSF, eines Serinproteasen-Inhibitors

In Proben aus den Kulturiberstanden beider X-33&lavar 24 h nach der
Induktion der Proteinexpression mit Methanol einséatzliche Proteinbande mit
einem Molekulargewicht zwischen 20 und 25 kDa $iaht Auch beim SMD1168-
Klon war diese Proteinbande nach der Induktion @oblachten. Rechnerisch betragt
das Molekulargewicht der extrazellularen Domé&ne ¥Wh 16,1 kDa. Da sie als
glykosyliertes Fusionsprotein exprimiert wurde,ast Molekulargewicht von 20-25
kDa durchaus anzunehmen. Zusatzlich wurden dieukiberstande mit Hilfe eines
Western Blotsanalysiert (Abb. 4-5). Hierfur wurden Antikdrperegen den
sechsfachen Histidifirag und gegen PO verwendet.
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X-33 X-33 X-33 #4 X-33 #7 SMD1168
pPICAA _#8
-+ - +H -+ 4+ - -+
AEBSF AEBSF
WB: a-Histidin-Tag
2o o o0 ©
20 kDg
> . WB: a-PO
25 kDa - o -
20 kDa

Abbildung 4-5. Nachweis der Expression des PO-ecdyd-His-Fusionsproteins in
verschiedenerPichia pastoris-Klonen: Western Blot

Proben aus dem Kulturiiberstand verschiedBrehia pastorisKlone wurden mit Hilfe eines
Western Blotainalysiert. Dabei wurde das P0-ecd-Myc-His-Fugantein sowohl mit einem
polyklonalena-Histidin-Tag-Antikdrper als auch mit einem polyklonalenPO-Antikdrper
nachgewiesen. +: Proteinexpression wurde durch ugan Methanol induziert; -: Nicht
Induzierte Negativkontrolle; AEBSF: Zugabe von 4tql AEBSF, eines Serinproteasen-

Inhibitors

Im Western Blotlie3 sich das P0-ecd-Myc-His-Fusionsprotein sowoitl dem o-
Histidin-Tag-Antikorper als auch mit dem-PO-Antikorper im Uberstand aller drei
Klone nachweisen. Um eine eventuelle ProteolyseFdissonsproteins ausschliel3en
zu konnen, wurde wahrend der Induktion der Serigaseinhibitor AEBSF
hinzugegeben. AEBSF inhibiert Trypsin, Chymotrypsitiasmin, Kallikrein und
Thrombin. Aufgrund seiner relativ niedrigen Toxdtitgegenuber eukaryotischen
Zellen kann dieser Inhibitor bei der Produktion vakombinanten Proteinen in
Pichia pastoriseingesetzt werden. (Lunn und Sansone, 1994; Madiwet al.,
1982). Wie in Abbildung 4-5 zu erkennen, ist di@tBmbande des Klons X-33 #4
nach der Zugabe von AEBSF etwas ,dicker“. Anschaihiendet in Abwesenheit des
Proteaseinhibitors eine geringe Proteolyse desrB@iRs statt. Keinen Effekt hatte
die Zugabe von AEBSF auf die produzierte PO-Menge Klons X-33 #7. Dort war

keine Abnahme in Abwesenheit des Proteaseinhibziotseobachten.
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4.1.3 Bestimmung des Phanotyps verschiedener trapnsmierter Pichia

pastoris-Klone

Nach der Transformation des pPIJ¥P0-ecd-Vektors in die Hefe erhielt man
Klone, die sich in ihrer Fahigkeit unterschiedergtianol zu metabolisieren. Diese
Fahigkeit ist abh&ngig vom Integrationsort der [Esgionskassette. Es wird
zwischen verschiedenen Phanotypen, den Mut-PhémotypMut: methanol
utilization), unterschieden. MitStamme wachsen sehr gut auf Methanol, *Mut
Stamme (sslow) hingegen zeigen ein deutlich langsameres Wachatiriviethanol.
Fur beide Phanotypen gibt es verschiedene Prowkall Expression rekombinanter
Proteine. Fur eine optimale Proteinausbeute istl&s wichtig, den Mut-Phanotyp
einesPichia pastorisKlons zu bestimmen. Alle Klone, die in dieser Dmrbeit
verwendet wurden, hatten den MBhanotyp. Beim MdStamm wurde das Gen der
Alkoholoxidase 1 AOX1) durch die Integration der Expressionskassettstiey
wodurch dieser Mutante nur die schwacher exprimiéitkoholoxidase 2 A0X2
zur Verfigung steht. Dies erklart auch das vergeieise langsamere Wachstum

auf Methanol.

Die Herstellung rekombinanter Klone und die Idenirung des optimalen
Expressionsstammes sind die wohl kritischsten Runkir eine erfolgreiche
Expression inPichia pastors. Aus diesem Grunde wurden zwei unterschiedliche
Hefestamme verwendet. Klonale Variationen sind epsggt, und um einen guten
Expressionsstamm zu identifizieren, wurde eine 24kl von Klonen analysiert. In
diesem Fall wurde der Klon #4 des Wildtyp-HefestaaanX-33 fir die weiteren
Versuche ausgewahlt. Dieser Klon wies im Schuttblo eine reproduzierbare und

relativ stabile Expressionsrate des rekombinan@au?.
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4.2 Aufreinigung der extrazellularen Domane des munen PO-

Proteins ausPichia pastoris

Die extrazellulare Domé&ne von PO wurde als Fusimtepm mit einem Myc- und
einem sechsfachen Histidireg exprimiert und sollte mit Hilfe von Ni-NTA-
Agarose aus dem Kulturiberstand aufgereinigt werBezu wurde der Klon X-33
#4 in 50 ml BMGY angezogen und in BMMY-Medium inderz. Das PO wurde aus
dem Kulturiberstand Uber eine Ni-NTA-Saule aufgegtiund anschlie3end fur die
weiteren Analysen mit eineMivaspin concentratofcut-off 5 kDa) aufkonzentriert

und umgepuffert. Die erfolgreiche AufreinigungirstAbb. 4-6 dokumentiert.

25 kDa
20 kDa -

WB: a-P0O

25 kDa
20 kDa

Abbildung 4-6. Analyse der Aufreinigung des PO-ecdidyc-His-Fusionsproteins mittels
SDS-PAGE undWestern Blot

Das PO-Fusionsprotein wurde uber eine Ni-NTA-S&algfgereinigt. Die einzelnen
Reinigungsschritte wurden dann mittels SDS-PAGEangchlieRender Coomassie-Farbung
sowie mit Hilfe einesWestern Blotsanalysiert. PO wurde mit einem polyklonalefP0O-
Antikérper nachgewiesen.

I: Hefekulturiiberstandrput) PO; D: Durchlauf; W: Waschfraktion; E: Elution
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Die Gesamtproteinkonzentration wurde vor und naahReinigung mit einem BCA-
Test bestimmt (vergleiche 3.4.7). So konnten ansmeiLiter Uberstand aus dem

Schittelkolben 1 mg P0O-ecd-Myc-His-Fusionsproteifgereinigt werden.

4.3. Charakterisierung der in Pichia pastoris exprimierten

extrazellularen Domane des PO-Proteins

4.3.1 Deglykosylierung mit N-Glycosidase F

Proteine, die vorPichia pastorisin den Uberstand sezerniert werden, werden in der
Regel glykosyliert. N-Glykosylierungen finden inhalb der Konsensussequenz
Asn-X-Ser/Thr statt, wobei die Oligosaccharidkettear aus Mannoseeinheiten
bestehenPichia pastorisneigt nicht so stark zur Hyperglykosylierung vawoteinen
wie Saccharomyces cerevisia@retthauer und Castellino, 1999; Grinna und
Tschopp, 1989). Um zu uUberprifen, ob die Michia pastoris exprimierte
extrazellulare Doméane von PO glykosyliert und woldghyperglykosyliert war,
wurde das aufgereinigte Protein mit N-Glycosidasekbiert. N-Glykosidase F
spaltet alle Typen von Asparagin-gebundenen N-Glgka vorausgesetzt, dass
sowohl die Amino- als auch die Carboxylgruppe inptRibindung vorliegen
(Tarentino, 1985).

WB: a-P0O

25 kD4
20 kD¢

Abbildung 4-7. Deglykosylierung des PO0O-ecd-Myc-Higusionsproteins mit N-
Glykosidase F

Mittels Western Blotwurde die Deglykosylierung des PO analysiert und ainem
polyklonalena-PO-Antikdrper nachgewiesen.

1: Input, PO; 2: PO, mit Inkubationspuffer; 3: PO, mit Iblagionspuffer und N-Glycosidase F
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Wie in Abbildung 4-7 zu erkennen, verursachte di&kosidase F-Behandlung
eine  Verschiebung der PO-spezifischen Bande zu neingeringeren
Molekulargewicht. Diese Verschiebung ist mit hoh&iahrscheinlichkeit darauf
zurtckzufiihren, dass N-Glykane vom PO-Fusionsprabgespalten wurden. Somit
wird P0O-ecd-Myc-His vorPichia pastorisin N-glykosylierter Form exprimiert. Da
die Veranderung des Molekulargewichtes nicht sebfigvar (ca. 5 kDa), kann
davon ausgegangen werden, dass das PO nicht hyjesgiert wurde. Bei einer
Hyperglykosylierung ware ein MW-Unterschied zwisecH&®0-200 kDa zu erwarten

gewesen.

4.3.2 Analyse der inPichia pastoris exprimierten extrazellularen Doméne
des PO-Proteins mit 1D NMR-Spektroskopie

Die aufgereinigte extrazellulare Domane von PO wwdn Dr. Thorsten Biet am
Institute of Chemistryder Universitat Lubeck mittels 1D NMR-Spektroskepi
analysiert. Auch in der Auswertung der NMR-Spekinear zu erkennen, dass das in
Pichia pastorisexprimierte PO als Glykoprotein vorliegt. In derlAllblung 4-8 sind
zwischen 5 und 6 ppm anomere Strukturen erkennbter, der Zuckerkette
entsprechen. Dabei handelt es sich wahrscheinfitiMannose. Diese Aussage kann

aber nicht abschliel3end getroffen werden.

W

i

1 ;\\

Abbildung 4-8. Eindimensionales Protonenspektrum (-1H-Spektrum) der in Pichia
pastoris exprimierten extrazellularen Doméane von PO
Das aufgereinigte P0O-ecd-Myc-His-Fusionsprotein deufiir die NMR-Analyse extensiv

dialysiert, anschlieRend lyophilisiert und inddaufgenommen.
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4.3.3 Charakterisierung der aufgereinigten extrazélilaren Doméane des

PO-Proteins mittels Dynamischer Laserlichtstreuung

Fur die Proteinkristallisation ist es wichtig, dastas aufgereinigte, zu
kristallisierende Protein in monodisperser Formliggt, d. h., dass keine Aggregate
die Probe verunreinigen durfen. Um zu untersuclidndas aufgereinigte PO in
monodisperser Form vorliegt und ob es fir eine tillisation geeignet ist, wurde
eine DLS (dynamic light scattering)-Messung in Zusgenarbeit mit Dr. Lars
Redecke am Institut fir Biochemie und Molekularbgé der Universitat Hamburg

durchgeflnhrt.
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Abbildung 4-9. Messung der Dynamischen Laserlichtseuung (DLS)

Eine Ldsung des aufgereinigten P0O-ecd-Myc-His-Fugpooteins wurde mittels DLS auf das
Vorhandensein von Aggregaten uberprift. Im Diagrasmmad der hydrodynamische Radius
(X-Achse) und die Signalintensitat (Z-Achse, dufdrbkodierung sichtbar gemacht) tber
die Zeit (Y-Achse) aufgetragen.

In Abbildung 4-9 wurde der hydrodynamische Radies Blolekile (X-Achse) in
Abhangigkeit vom Zeitpunkt wahrend der Messung (dhde) aufgetragen. Die
mittels Farbkodierung sichtbar gemachte Signalsitéhist proportional zur Anzahl
der Moleklile, die zu einem bestimmten Zeitpunkt erin bestimmten
hydrodynamischen Radius aufweisen. Eine rote F@rtamspricht einer besonders

hohen Anzahl von Molekllen. An der fast durchgeleendoten Linie bei einem
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hydrodynamischen Radius von 10 - 20 nm ist zu er&endass der grof3te Teil der
Molekule, also das PO-ecd-Myc-His-Fusionsprotein Lillsung, Uberwiegend in
monodiperser Form vorliegt. Die irE. coli exprimierte und kristallisierte
extrazellulare Domane des PO hatte einen hydrodigthen Radius von 7 nm
(Shapiro et al., 1996). Es sind wenige Aggregatée emem hydrodynamischen
Radius zwischen 10 und 100 um zu erkennen. Dasifggte P0O-ecd-Myc-His-
Fusionsprotein konnte also far einen Screen  verschiedener

Kristallisationsbedingungen eingesetzt werden.

4.4 Kristallisation der extrazellularen Domane de$0-Proteins

Der Screenvon 480 verschiedenen Fallungsbedingungen wurdeDautschen
Elektronen-Synchrotron (DESY) im Laboratorium fiirukturbiologie von Infektion
und Entzindung in Zusammenarbeit mit Dr. Markusb&edt durchgefuhrt. Mit
einem Roboter Honeybee 961 (Genomic  Solutions) &mrd die
Kristallisationsansatze far klassische Dampfditnsiexperimente im
Nanolitermal3stab pipettiert (vergleiche 3.6.2). Ban Screenwurden 3,2 mg PO-
ecd-Myc-His-Fusionsprotein eingesetzt. Die Loésuatieheine Konzentration von 16
mg/ml. Keine der 480 Bedingungen lieferte bei dieBeoteinkonzentration einen
Kristall. Die inE. coli exprimierte extrazellulare Doméane von PO war beieieiner
friheren Studie kristallisiert worden (Shapiro et 8996). Shapiro et al. hatten das
aufgereinigte Protein in einer Konzentration von mg/ml fir die Kristallisation
eingesetzt. Derart groBe Mengen PO konnen nur schme 1-Liter-Mal3stab
produziert werden. Deshalb wurde von unserem Katjpgispartner, der
Arbeitsgruppe von Prof. DubeDgpartment of BiotechnologfU Braunschweig),
eine Fermentation deRichia pastorisKlons X-33 #4 in einem 35 I|-Fermenter
durchgefuhrt, um grél3ere Mengen an P0-ecd-Myc-lsdnhsprotein zu erhalten.
Aus dem gesamten Fermentationstberstand konntenchechur 0,69 mg
Fusionsprotein aufgereinigt werden. Der mit eineLSEMessung bestimmte
hydrodynamische Radius lag bei ca. 30 nm (Datent jezeigt). Da dieser gréRere
hydrodynamische Radius wahrscheinlich auf Aggrealghtbg durch das PO-

Fusionsprotein zurtichzufihren war, konnte es rfighéinen Kristallisationsscreen
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eingesetzt werden. FUr einen neBmeenverschiedener Kristallisationsbedigungen
mit einer hoheren Proteinkonzentration wurden \Jeestene Proteinchargen aus
Produktionen im 1 |-Maf3stab vereinigt. Alle Chargeurden mittels DLS-Messung
analysiert.

Time
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Time
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Abbildung 4-10. Messung der Dynamischen Laserlichteeuung (DLS) verschiedener
PO-Proteinchargen

Zwei LOosungen des aufgereinigten P0O-ecd-Myc-Hisidnsproteins wurde mittels DLS auf
das Vorhandensein von Aggregaten Uberprift. Im Riagn sind der hydrodynamische
Radius (X-Achse) und die Signalintensitat (Z-Achderch Farbkodierung sichtbar gemacht)
Uber die Zeit (Y-Achse) aufgetragen.

Wie in Abbildung 4-10 zu erkennen, lagen die Probleerwiegend in monodisperser
Form vor und hatten einen hydrodynamischen Radwmsca. 10 nm und. Fur den
Screen von 288 Kristallisationsbedigungen wurden 2,2 m@-eBd-Myc-His-

Fusionsprotein eingesetzt. Die Losung hatte eineziptration von 22 mg/ml. Zum
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Zeitpunkt der Fertigstellung der Dissertation kenmioch keine Aussage dariber
getroffen werden, ob die Kristallisation erfolgtemar.

4.5 Expression der extrazellularen Doméne der lleBleu-

Mutante des PO-Proteins inPichia pastoris

Das Zellerkennungsmolekil PO stabilisiert durch bphile Interaktion der
extrazellularen Doméne dirtraperiod linedes kompakten Myelins. Mutationen im
P0O-Gen sind eine der moglichen genetischen Ursadtierdie Charcot-Marie-
Tooth’sche Erkrankung (CMT). Bei der POsub-Mutationfur die extrazellulare
Doméne kodierenden Bereich ist an einer StelleB#ise Adenin gegen Thymin
ausgetauscht. Das hat den Aminosdureaustausch soleudin zu Leucin
(llel06Leu) an Position 106 zur Folge (Rinker et2004). Im Menschen fuhrt die
POsub-Mutation zu dem schweren HMSN Typ 1 mit efni#nen Manifestation der
Krankheit (Gabreéls-Festen et al., 1996). Um zwensotchen, ob diese Mutation
einen Einfluss auf die Struktur der extrazellulaBmane von PO hat, sollte analog
zu PO-ecd-Myc-His ein rekombinantes Fusionsprot@n lle106Leu-Mutante in
Pichia pastoris exprimiert werden, und das gereinigte Protein fire

Rontgenstrukturanalyse kristallisiert werden.

4.5.1 In-vitro-Mutagenese und Klonierung der cDNA @&r die

extrazellulare Doméane des murinen PO-lle106Leu-Preins

Zur Herstellung eines rekombinanten PO-llel106Lentdtns wurde die Mutation
llel06Leu mit Hilfe einer gerichteten Mutagenesalas vorhandene pPIGA-PO-
ecd-Plasmid (siehe 4.1.1, Abb. 4-1) eingefuhrt. (Darrden die Primer PO-mut-for
und PO-mut-rev verwendet (siehe Tab. 3-5). Die entdi PO-ecd wurde in einen
neuen pPICZA-Vektor kloniert, um auszuschlieBen, dass durcé BCR eine
zufallige Mutation in den Vektor eingefuhrt wurd2as resultierende Plasmid wurde
als pPIC&A-P0-ecd-mut bezeichnet.
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4.5.2 Transformation und Expression der extrazellidren Domane des

murinen PO-lle106Leu-Proteins inPichia pastoris

Das pPIC4A-P0-ecd-mut-Plasmid wurde fur die Transformatioit dem Enzym
Pmel linearisiert und in die beideRichia pastorisStamme SMD1168 und X-33
transformiert. 50 Klone wurden auf die Expressiar chutierten extrazellularen
Doméane des PO-Proteins hin analysiert. Dazu wusienn 5 ml BMGY-Medium
angezogen und induziert. Der Kulturiiberstand wuldaen mittelsWestern Blot
analysiert. Bei 5 Klonen konnte eine Expression dertierten extrazellularen
Domane im Hefekulturiberstand nachgewiesen werdear Klon #1 des
proteasedefizienten Hefestammes SMD1168 wurde fér wkiteren Versuche
ausgewahlt. Dieser Klon wies im Schuttelkolben eieproduzierbare und relativ

stabile Expressionsrate des rekombinanten PO-Ilesi@&usionsproteins auf.

4.6 Aufreinigung der in Pichia pastoris exprimierten

extrazellularen Doméane des murinen PO-lle106Leu-Pteins

Auch die llel06Leu-Mutante der extrazellularen Dom@es PO-Proteins wurde als
Fusionsprotein mit einem Myc- und einem sechsfadfistidin-Tag exprimiert. Das
Fusionsprotein konnte ebenfalls mit Hilfe von Ni-AFBeads aus dem
Kulturtiberstand aufgereinigt werden.
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Abbildung 4-11. Analyse der Reinigung des P0O-ecddl06Leu-Myc-His-Fusionsproteins
mittels SDS-PAGE (A) undWestern Blot (B)

Das mutierte PO-Fusionsprotein wurde Uber eine NM$aule aufgereinigt. Die einzelnen

L]
»

Reinigungsschritte wurden dann mittels SDS-PAGEangchlieRender Coomassie-Farbung
(A) undWestern Blot(B) analysiert. Das mutierte PO wurde mit einem ploly&alenao-PO-
Antikérper nachgewiesen.

I: HefekulturiiberstandIrfpuf) PO-Mutante; D: Durchlauf W 1: Waschfraktion 1; &/
Waschfraktion 2; W 3: Waschfraktion 3 E 1: ElutibnE 2: Elution 2

Wie in Abbildung 4-11 zu sehen, konnte auch dieieni# Form von PO aus dem
Hefekulturiberstand aufgereinigt werden. Die Gepanteéinkonzentration wurde
vor und nach der Reinigung mit einem BCA-Test lmesti (vergleiche 3.4.7). So
konnten aus einem Liter Uberstand aus dem Schélbelk 1 mg PO-lle106Leu-
Fusionsproteins aufgereinigt werden. Da flur eineimstillisationsansatz gréfiere
Mengen bendétigt wurden, fihrte unser Kooperatioriepg die Arbeitsgruppe von
Prof. Dubel Department of BiotechnologyTU Braunschweig), wieder eine
Fermentation im 35 |-Mal3stab durch. Fir die Aufigring des PO-llel06Leu-
Proteins aus dem Fermentationsiiberstand musstehdestand zunachst dialysiert
werden. Ohne vorherige Dialyse war keine Bindung Eeasionsproteins an die Ni-
NTA-Sé&ule zu beobachten.
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4.7 Kiristallisation der extrazellularen Domane desmurinen PO-
llel06Leu-Proteins

Fur die Kiristallisation wurde zunéchst rekombinantd’rotein aus 5 |
Fermentationstberstand mit Hilfe von Ni-NTBeadsaufgereinigt. Am Ende der
Aufreinigung betrug die Ausbeute an PO-llel06Leu2 2mg. Da die
Proteinkonzentration der LOosung mit 2,2 mg/ml zurirge war, wurde die
Proteinlésung mit einedivaspin concentratofcut-off5 kDa) aufkonzentriert. Nach
dem Aufkonzentrieren konnte ein Niederschlag, wateslich von ausgefallenem
Protein, beobachtet werden. Far einen Screen  verschiedener
Kristallisationsbedingungen wurden dann 330 pg IPDO6Leu-Protein mit einer

Konzentration von 6,6 mg/ml eingesetzt.

Von dem Ansetzen deicreensverschiedener Kristallisationsbedigungen wurde ein

DLS-Messung durchgefihrt.

Time

Inm 10nm 100nm 1um 10um 100um
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Abbildung 4-12. Messung der Dynamischen Laserlichtseuung (DLS) des PO-
lle106Leu-Proteins

Eine Losung des aufgereinigteRO-lle106Leu-Proteinsvurde mittels DLS auf das
Vorhandensein von Aggregaten uberprift. Im Diagrasima der hydrodynamische Radius
(X-Achse) und die Signalintensitat (Z-Achse, dufdrbkodierung sichtbar gemacht) tber
die Zeit (Y-Achse) aufgetragen.
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Die DLS-Messung des PO-llel06Leu-Proteins zeigisdeeben dem Monomer auch
Aggregate vorhanden waren. Der hydrodynamische uRadés Monomers lag bei
13 nm, der der Aggregate bei ca. 30 nm. Da diearatbnen Aggregate einen sehr
ahnlichen hydrodynamischen Radius hatten, wurdéz tater nicht optimalen
Bedingungen einScreenverschiedener Kristallisationsbedigungen anges&x
zum Abschluss der Dissertation lag noch kein Ergethieser Kristallisation vor.

4.8 Rekombinante Expression von PO voller Lange irChinese
hamster ovary (CHO)-Zellen

Es ist nicht genau bekannt, wie einzelne Mutatioden Eigenschaften des PO-
Proteins verandern und dann zur CMT1B-Erkrankunfrdii. Eine mogliche
Ursache ist eine verdnderte Oberflachenexpression RO. Verantwortlich dafir
konnte ein verringerter Transport des mutierten @0die Zelloberflache sein,
verbunden mit einem verstarkten Abbau des Proieingytoplasma der Zelle. Um
diese Hypothese zu Uberpriifen, sollte untersuchdere ob die Mutation lle1l06Leu
in der extrazellularen Doméane des PO-Proteins mareim Vergleich zum nicht-

mutierten Protein, veranderten Oberflachenexpradsiirt.

4.8.1 Klonierung und In-vitro-Mutagenese des murina PO-Proteins
voller Lange

Dazu wurde die gesamte Wildtyp-PO-cDNA in den pcRAAG/HIS-Vektor,
einen  Expressionsvektor fir S&augetierzellen, kibnie wie in  dem

Klonierungsschema (vergleiche Abbildung 4-13) zusemfassend dargestellt ist.
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pGEM-T Easy-PO-cDNA
3783 Bp

Amplifizieren des PO- full-
length-PCR-Fragmentes

PCR-Fragment POfull-lenght Klonierung in den
684 Bp l PcDNA3-FLAG/HIS-Vektor

FLAG Tag
Polyhistidin Tag

PcDNA3-FLAG/HIS-
PO-full-length
6104 Bp

Abbildung 4-13. Schema der Klonierung der murinen B-cDNA in den pcDNAS3-
FLAG/HIS-Vektor

Ausgehend von dem pGEM-T Easy-P0O-cDNA-Vektor wudie cDNA fir die
gesamte kodierende Sequenz des murinen PO-Protéinier Pfu DNA-Polymerase
amplifiziert. Dazu wurden die Primer PO-cDNA-Ecdiet-und PO-cDNA-Xba-rev
verwendet (siehe Tab. 3-5). Die Restriktionssteflendie EnzymeEcoRIund Xhol
wurden am 5°- bzw. 3'-Ende eingefligt. Das PCR-Fodurde anschlie3end direkt
in den pcDNA3-FLAG/HIS-Vektor  kloniert, wozu die ngeflgten
Restriktionsstellen verwendet werden konnten. Did&ektor enthielt bereits eine
eukaryotische Signalsequenz fur Membranproteins.rBsultierende Plasmid wurde
als pcDNA3-FLAG/HIS-PQull-lengthwt bezeichnet (vergleiche Abb. 4-13).
Anschlie3end wurde die Mutation lle106Leu mit Hiéfmer gerichteten Mutagenese
in dieses Plasmid eingefuhrt. Um sicher zu gehass dlurch die Mutagenese keine
Fehler in den Expressionsvektor eingeflgt wurdemde die mutierte cDNA noch
einmal in einen neuen pcDNA3-FLAG/HIS-Vektor  kloriie Das
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Expressionsplasmid fir die llel0O6Leu-Mutante ethtgé Bezeichnung pcDNAS-
FLAG/HIS-PO4ull-length-mut.

4.8.2 Transfektion und Expression des wildtypischerPO-Proteins und
der llel06Leu-Mutante von PO in CHO-Zellen

Sowohl das pcDNA3-FLAG/HIS-Pfill-length-wt-Plasmid als auch das pcDNAS-
FLAG/HIS-PO{ull-length-mut-Plasmid wurden in CHO-Zellen transfiziert. Die
Zellen wurden anschlieBend lysiert und duvlbstern Blotauf die Expression des

Wildtyp-PO-Proteins und des mutierten PO-Proteindiberpruft.

4.8.3 Untersuchung der Oberfachenexpression des wdiypischen PO-
Proteins und der lle106Leu-Mutante von PO in CHO-Z#en

Um zu untersuchen, ob sich die Oberflachenexpressam PO in den CHO-Zellen
durch die lle1l06Leu-Mutation verandert, wurden sbdas pcDNA3-FLAG/HIS-

PO{ull-lengthwt-Plasmid als auch das pcDNAS3-FLAG/HIS-RO-ength-mut-

Plasmid in CHO-Zellen transfiziert. Als Negativkooite diente eine Transfektion
der Zellen mit dem leeren pcDNA3-FLAG/HIS-Expressweektor. Anschliel3end
wurde eine Oberflachenbiotinylierung der transfige CHO-Zellen durchgefihrt.
Proteine, die an der Zelloberflache exprimiert vaurdkonnten dabei mit Biotin
markiert werden und daraufhin mit Streptavidin-ggb@lten Beads aus dem

gesamten Zelllysat isoliert werden. Nach der Elutkonnten die Proteine dann in
einem Western BlotExperiment mit einem fur PO spezifischen Antikdrpe

nachgewiesen werden.



Ergebnisse 78

E D Z E D zZz ED Z
pcDNA3 PO-Wildtyp PO llel06Leu
' WB: a-Histidin-Tag

37 kD3 Pt ¢
25 kD4 - oo~ ™|
20 kD4

Abbildung 4-14. Oberflachenlokalisation von PO undPO-lle1l06Leu in transfizierten
CHO-Zellen

Das Ergebnis der Oberflachenbiotinylierung ist ahaines repréasentativéllestern Blots
dargestellt. CHO-Zellen wurden mit dem pcDNA3-FLAES-PO{ull-length-wt-Vektor,
dem pcDNA3-FLAG/HIS-PGull-lengthhmut Vektor und dem pcDNA3-FLAG/HIS-Vektor
(als Negativkontrolle, mock transfection transfiziert. AnschlieBend wurde eine
Oberflachenbiotinylierung durchgefuhrt und die einen Fraktionen imWestern Blot
analysiert. PO bzw. PO-llel06Leu wurden mit einemlyldonalen o-PO-Antikdrper
nachgewiesen. Der Pfeil zeigt die aufgrund des Mobrgewichtes erwartete Lage einer PO-
spezifischen Bande an.

E: Elution; D: Durchlauf; Z: Zelllysat

Sowohl das wildtypische PO als auch die mutierterFaurden von den CHO-Zellen
exprimiert. Das von den CHO-Zellen exprimierte Rftén eine Grol3e von ca. 30
kDa, denn die diesem Molekulargewicht zuzuordneBdede konnte nicht in den
Negativkontrollspuren detektiert werden und ist gd?0-spezifisch (Abb. 4-14). Die
Oberfachenbiotinylierung wurde in drei unabhangiygnsuchen durchgefuhrt und
densitometrisch ausgewertet. Das Ergebnis der Awgmge ist in Abbildung 4-15

dargestellt.
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Oberflachenexpression des wildtypsichen PO-Proteinsnd der lle106Leu-
Mutante des P(-Proteins
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m Zelllysat PO llel06Leu-Mutation

& Oberflachenexpression PO lle106Leu-Mutation
O Zelllysat PO-Wildtyp

O Oberflachenexpression PO-Wildtyp

Abbildung 4-15. Vergleich der Oberflachenexpressiordes wildtypischen PO-Proteins
und der lle106Leu-Mutante von PO

In diesem Diagramm ist die Oberflachenexpressianlldé06Leu-Mutante von PO und des
wildtypischen PO-Proteins im Verhdltnis zur Gesapitession des jeweiligen Proteins
dargestellt. Die Expression im Zelllysat der trameften CHO-Zellen wurde auf 100 %
festgesetzt. Da die Elutionsproben immer im koeeR¥erhaltnis zu den Zelllysatproben im
Western Bloawufgetragen wurden, kann man die Bandeninterg#&Proben des Zelllysates
und der Oberflachenexpression tatsachlich miteieamdrgleichen. Das Diagramm zeigt die
Mittelwerte von drei unabhangigen Experimenten. |&dalken zeigen die

Standardabweichung der Mittelwerte.

Die mittlere PO-Bandenintensitat der Proben augelgailigen Lysaten transfizierter
CHO-Zellen wurde auf 100 % festgesetzt. Diese Rrolmmthielten sowohl
biotinyliertes PO, das an der Zelloberflache matkreurde, als auch PO-Molekiile,
die sich in der Zelle befanden und nicht mit Biotirarkiert wurden. 82 % des
wildtypischen PO wurden auf der Zelloberflache @xpert. Auch die mutierte Form
des PO-Proteins wurde zu 78 % auf der Zelloberdaotprimiert.
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4.9 Untersuchung des Einflusses der PO-llel06Leu-Nation auf
die homophile Interaktion des PO-Proteins

Da die llel06Leu-Mutation keinen Einfluss auf dibetflachenexpression des PO in
CHO-Zellen hatte, sollte nun der Einfluss der I@ll€u-Mutation auf die Fahigkeit
des PO-Proteins, homophil zu interagieren, untétsuerden. Dazu wurden nicht
mutiertes murines PO voller Lange und die llel06Matante von PO transient in
CHO-Zellen exprimiert. Als Positivkontrolle dient&@HO-Zellen, die das ebenfalls
homophil interagierende Zelladhasionsmolekil Llndrant exprimierten. Als
Negativkontrolle dienten mit dem leeren pcDNA3-\Mekitransfizierte Zellen.
Zusatzlich wurden alle CHO-Zellen mit dem pcDNA3{H&GVektor transfiziert.
Diese Zellen exprimierten als Marker dashanced green fluorescent protein
(EGFP). Dadurch konnte zwischen transfizierten {dttioreszierenden) und nicht-
transfizierten Zellen unterschieden werden. Mit ttansfizierten CHO-Zellen wurde
anschlieBend ein AggregatioAssay durchgefihrt, wobei nur die grin

fluoreszierenden Zellen in die Auswertung einbenogarden.

PO llel06Leu pcDNA3

. . . Y

PO lle106Leu

- mn- .

cNA3

8 -

Abbildung 4-16. AggregationsAssay mit transfizierten CHO-Zellen

In dieser Abbildung sind beispielhaft die Bildeme&s Aggregation&ssaysgezeigt. A:
Transfizierte CHO-Zellen am Startpunkt des Expentes (t = 0). B: Transfizierte CHO-
Zellen nach 60 min.
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Wie in der Abbildung 4-16 zu erkennen ist, zeigtha mit dem pcDNA3-mL1-
Vektor (Expressionsvektor fur murines L1) transdizen CHO-Zellen, welche hier
als Positivkontrolle dienten, zu Beginn des Expentes kaum Aggregation. Nach
60 min war, wie erwartet, eine deutliche Aggregatzn erkennen. Neben wenigen
kleinen Aggregaten, die aus 2-3 Zellen bestandangnvauch viele grol3e Aggregate
mit mehr als 3 Zellen zu erkennen. Sowohl die ldeirals auch die grof3en
Aggregate bestanden nur aus grin fluoreszierendetlen/ also EGFP-
exprimierenden Zellen. Es war davon auszugehens désse Zellen auch L1
exprimierten. Die CHO-Zellen, die nur mit dem pcD8¢Xektor transfiziert wurden
und als Negativkontrolle dienten, zeigten sowohIBaginn des Versuchs als auch
nach 60 min keine Aggregation. Die CHO-Zellen, wikltypisches PO exprimierten,
zeigten am Startpunkt keine Aggregation; auch ré@hmin war nur eine leichte
Aggregation zu erkennen. Die gebildeten Aggregastamden meist sowohl aus
grun fluoreszierenden als auch aus nicht fluoresaden Zellen (hier nicht gezeigt).
Die CHO-Zellen, die die llel06Leu-Mutante von PQoemierten, verhielten sich
ahnlich. Zu Beginn des Experimentes zeigten sierk&ggregation. Auch nach 60
min waren nur wenige Aggregate zu erkennen, di¢r aug aus wenigen Zellen
bestanden. Der Aggregations-Index (Lee et al., p0@&de bestimmt und ist in
Abbildung 4-17 graphisch dargestellt (siehe 3.3.6).
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Abbildung 4-17. Aggregation von CHO-Zellen, die mitExpressionsplasmiden fur PO,
PO-lle106Leu und L1 transfiziert wurden

In diesem Diagramm ist der Aggregations-Index (ABr transfizierten CHO-Zellen in
Abhangigkeit von der Zeit dargestellt. Die Gesainmitzader transfizierten Zellen und die
Anzahl der Aggregate wurden ausgezahlt und der gstitmmt. Der Al lasst sich aus der
Anzahl der Aggregate, dividiert durch die Anzaht dellen errechnen. Mittelwerte von drei
unabhangigen Experimenten sind gezeigt. Die Fehlleeh zeigen den Standardfehler der

jeweiligen Mittelwerte.

In der Abbildung 4-17 ist gut erkennbar, dass di¢OcZellen, die nur mit dem

leeren pcDNA3-Vektor transfiziert wurden, die sclehste Aggregation und die L1-
exprimierenden Zellen die starkste Aggregation ideen Zeitraum von 180 min
zeigten. Die Zellen, die die PO-Mutante llel06Lewgpranierten, zeigten eine etwas
geringere Aggregation als die, die wildtypischeseRfrimierten. Dies deutet darauf
hin, dass die llel06Leu-Punktmutation die homopRi®ePO-Interaktion stort (vgl.

5.1.5).
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4.10 Expression der extrazellularen Domane von mumem L1
(mL1) in CHO-Zellen

Die extrazellulare Doméane des L1-Proteins der Mausrines L1, mL1) sollte fir
strukturelle Analysen in grof3en Mengen in CHO-Zellexprimiert werden. Die
extrazellulare Doméne des murinen L1 hat ein Mdhlaigewicht von ca. 150-180
kDa. Derart groRe Proteine sind oft anfélliger tien Abbau durch Proteasen.
Deshalb wurden CHO-Zellen ausgewahlt, die sich msevem Labor als gutes
System fur die Expression neuraler Zelladhasionskiiié erwiesen hatten. Die
extrazellulare Domane des mL1-Proteins (naxitracellular domain mL1-ecd)
sollte von den CHO-Zellen als Fusionsprotein mitndbumanen Fc-Fragment
sezerniert werden, um spater eine Reinigung Ubeteidr A zu ermdglichen. Fir
spatere strukturelle Analysen, wie die Kristallisat konnte sich ein so grol3€ag
wie Fc als stérend erweisen, weshalb zwischen deedd und dem Fc-Fragment
eine Linker-Sequenz mit Spaltstelle fiir die TEV-Protease diitge wurde. Dieser

Linker ermdglicht die Abspaltung des Fc-Fragments naclirdeigung.

4.10.1 Klonierung der cDNA flr die extrazellulare Domane des mL1

Die Klonierung der cDNA fir die extrazellulare Dongades mL1 und des TEV-Fc-
Fragmentes in den pcDNA3-Expressionsvektor bestarsdmehreren Schritten, die
schematisch in der Abbildung 4-18 dargestellt siiml.ersten Schritt wurde die
extrazellulare Doméane des mL1 mit den Primern méd-€coRI-for und mL1-ecd-
Xbal-rev (siehe Tab. 3-5) aus dem pEE14-mL1-Fc-vei€hen et al., 1999) mit der
Pfu-Polymerase amplifiziert, und so gleichzeitig diehfittstellen fur die Enzyme
EcoRlund Xbal eingefuhrt. Das PCR-Produkt wurde mittels TA-Kkming in den
PpGEM-T EASY-Vektor kloniert. Der Ligationsansatz mde in DH:-Zellen
tranformiert. Mittels Blau-Weil3-Selektion konnterermeintlich positive Klone
identifiziert werden, aus denen anschlie3end PENA isoliert wurde und durch
Restriktionsanalyse mit den EnzymEnoRIund Xbal Gberpriuft wurde. Die Klone,
die in der Restriktionsanalyse positiv waren, wardggner DNA-Sequenzanalyse

unterzogen. Ein auch nach Sequenzanalyse poditisarwurde ausgewahlt, und die
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cDNA fur die extrazellulare Doméne von mL1 wurde aen EnzymerEcoRIund
Xbal aus dem pGEM-T Easy-Vektor ausgeschnitten. DerN#&BVektor wurde
ebenfalls mitEcoRI und Xbal linearisiert, und mit der cDNA fiir die extrazedud
Doméane des mL1 ligiert. Der Ligationsansatz wumdldOH5a-Zellen transformiert
und die durch den pcDNAS3-Vektor vermittelte Amgiaitesistenz zur Selektion
verwendet. Aus vermeintlich positiven Klonen wurdies Plasmid isoliert und durch

einen Restriktionsverdau niticoRIundXbal Gberpruft.
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Amplifizieren der
PCR-Fragment mL1 extrazellularen Doméne
3373 Bp des mL1 und Klonierung
in den pGEM-T Easy-Vektor

pGEM-T Easy-mL1-ecd

6388 Bp

Klonierung in den
PcDNA3-Vektor

pcDNA3 pcDNA3-mL1-ecd
8750 Bp

5446 Bp

Klonierung des
TEV-Fc-Fragmentes in den
pcDNA3-mL1-ecd-Vektor

pcDNA3-mL1-ecd-TEV-Fc
9474 Bp

pGEM-T Easy-TEV-Fc
3780 Bp

ColEL origin

Abbildung 4-18. Schema der Klonierung der extrazelllaren Doméne des mL1 und des

TEV-Fc-Fragmentes in den pcDNA3-Vektor
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5 kB !:‘ =h=’_ 5 PCcDNA354KkB
3KkB - . » mL1-ecd-TEV-Fc 3,4 kB

Abbildung 4-19. 1 %iges Agarosegel der Restriktiorenalyse verschiedener pcDNA3-

mL1-ecd-TEV-Fc Klone

Postive Klone zeigten zwei Banden mit einem Molekyewicht von 5,4 kB fur den

pcDNA3-Vektor. Die zweite Bande, die ein Molekulewgcht von 3,4 kB aufwies, entsprach

der extrazellularen Doméane des mL1 mit dem TEV-Faghent.

Wie in Abbildung 4-19 gut zu erkennen ist, gab eshrare Klone, die in der
Restriktionsanalyse positiv waren. Diese positikéone wurden sequenziert und ein
einwandfreier Klon wurde ausgewahlt. Das TEV-Fcgrmant wurde aus dem
PGEM-T Easy-Vektor ausgeschnitten und Uber die rikéishsstelle des Enzyms
Xbal in den pcDNA3-mL1-ecd-Vektor eingebaut. Der Ligasansatz wurde
ebenfalls in DHB&-Zellen transfomiert und die durch den pcDNA3-Vekto
vermittelte Ampicillinresistenz zur Selektion vemaget. Aus vermeintlich positiven
Klonen wurde das Plasmid isoliert und durch einesstRktionsverdau miXbal

Uberprift. Die vermeintlich positiven Klone wurdeequenziert und ein fehlerloser

Klon wurde flr die weiteren Experimente ausgewabhlt.

4.10.2 Transiente Transfektion und Expression des Ibi-TEV-Fc-

Fusionsproteins in CHO-Zellen

Als erstes sollte Uberprift werden, ob die extlale Doméane des murinen L1-
Proteins als Fusionsprotein mit dem TEV-Fc-Fragmeah den CHO-Zellen

exprimiert und in das Medium sezerniert wird. Daawrde der pcDNA3-mL1-ecd-

TEV-Fc-Vektor in CHO-Zellen transfiziert. Die Zefleund der Kulturiberstand
wurden nach 48 h geerntet und mittééestern Blotauf die Expression des mL1-
TEV-Fc-Proteins untersucht (Abb. 4-20).
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Y4 U
250 kDA WB: a-mL1
150 kD4 . .
100 kD4
75 kD4

Abbildung 4-20. Expression von mL1-TEV-Fc: Analyse des Kulturiiberstandes
transient transfizierter CHO-Zellen

Z: Zelllysat; U: Kulturiiberstand

Das Zelllysat und der Kulturiiberstand der mit deoDNA3-mL1-ecd-TEV-Fc-Vektor
transfizierten CHO-Zellen wurden mittélgestern Bloanalysiert. Das mL1-TEV-Fc konnte

mit dem polyklonalem-mL1-Antikdrper detektiert werden.

Das mL1-TEV-Fc-Fusionsprotein wurde von den CHOefel exprimiert. Das
Fusionsprotein konnte sowohl im Zelllysat als auich Zellkulturiiberstand
nachgewiesen werden. Es wurde also, wie vorgesebhem, den CHO-Zellen
sezerniert. Das Molekulargewicht des mL1-TEV-FctBirss, das im Zelllysat

detektiert wurde, war etwas niedriger als das desrsierten Proteins.

4.10.3 Stabile Transfektion und Expression des mLIEV-Fc in CHO-
Zellen

Nachdem nachgewiesen worden war, dass das mL1-TEMaBionsprotein von
CHO-Zellen exprimiert und in den Uberstand sezernmiairde, sollte eine Zelllinie
hergestellt werden, die das Protein stabil exprimigie CHO-Zellen wurden, wie
im Abschnitt 3.3.3 beschrieben, stabil mit dem pé&BNnL1-ecd-TEV-Fc-Vektor
transfiziert. Der Kulturiberstand der daraus enti#aen Klone wurde durch einen

Western Bloauf Anwesenheit von mL1-TEV-Fc Uberpruft.
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Abbildung 4-21. Expression von mL1-TEV-Fc: Analyseder Kulturiiberstande stabil

WB:
o-mL1

transfizierter CHO-Zellen

CHO-Zellen wurden mit dem pcDNA3-mL1-TEV-Fc-Vektostabil transfiziert. Die
Kulturlberstande der Klone #15 - #24 wurden durictereWestern Blotanalysiert. Das
mL1-TEV-Fc wurde mit einem polyklonaleamL1-Antikérper nachgewiesen.

#24: CHO-mL1-TEV-Fc #24; #23: CHO-mL1-TEV-Fc #2322t CHO-mL1-TEV-Fc #22;
#21: CHO-mL1-TEV-Fc #21; #20: CHO-mL1-TEV-Fc #2@% CHO-mL1-TEV-Fc #19;
#18: CHO-mL1-TEV-Fc #18; #17: CHO-mL1-TEV-Fc#17;6#1CHO-mL1-TEV-Fc #16;
#15: CHO-mL1-TEV-Fc #15; -:CHO-pcDNA3 (mit dem pcBB-Vektor transfizierte
CHO-Zellen; Negativkontrolle); +: Gesamthirnhomoge(Positivkontrolle)

Das mL1-TEV-Fc konnte nur im Uberstand eines stahihsfizierten CHO-Klons
nachgewiesen werden, wie in der Abbildung 4-21 zkermen ist. Nur im
Kulturiberstand des Klons #19 (mit dem roten Pfeiarkiert) konnte eine
Proteinbande, die aufgrund des Molekulargewichtesl ules Fehlens in der
Negativkontrollspur als spezifisch fir das mL1-TE¢-anzusehen ist, nachgewiesen
werden. Als Positivkontrolle diente in diesem VefsGesamthirnhomogenat von 6-
8 Tage alten Wildtyp-Mausen des Stammes C57BL/6beN der spezifischen
Bande sind noch andere unspezifische Proteinbanzienerkennen. Diese
Proteinbanden traten auch im Kulturiberstand vorO&dllen, die nur mit dem
pcDNA3-Vektor transfiziert wurden (Negativkontrglleauf. Der Klon #19 wurde
nun in einem groReren Mal3stab fiir die Produktiath Reinigung des mL1-TEV-Fc-

Fusionsproteins angezogen.
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4.10.4 Produktion und Reinigung des mL1-TEV-Fc aus CHO-

Zellkulturtiberstand

Zur Produktion des mL1-TEV-Fc-Fusionsproteins wardbe stabil transfizierten
CHO-Zellen kultiviert, wie im Abschnitt 3.3.7 beseben. Nach der Produktion des
Proteins wurde die Aufreinigung Uber eine ProtewS@&ule durchgeflihrt, wie in
Abschnitt 3.5.1 beschrieben. Nach der Elution wutde Protein mit eineiivaspin
concentrator(cut-off 50 kDa) konzentriert und umgepuffert. Im Anschlwasden

die Fraktionen der Reinigung mit Hilfe eind&estern Blotanalysiert (Abb. 4-22).

| D w1 W 2 E
o : |WB: a-mL1
250 kD4 o~ N
4 . = " “;. s
150 kD - '
A

Abbildung 4-22. Analyse der Reinigung des mL1-TEV-E -Fusionsproteins

Das von stabil transfizierten CHO-Zellen in den ticliberstand sezernierte mL1-TEV-Fc-
Fusionsprotein wurde mit einem polyklonalemL1-Antikérper nachgewiesen.

I: Zellkulturlberstandlfput); D: Durchlauf Protein A-Saule; W 1: WaschfraktibrProtein
A-Saule; W 2: Waschfraktion 2 Protein A-S&ule; Ritlon von der Protein A-Séaule.

Das mL1-TEV-Fc konnte Uber die Protein A-Saule atégigt werden. In der
Elutionsfraktion ist neben einer Bande bei 250 kD& demfull-length-Protein
entspricht, auch eine kleinere Bande zu erkennienelienfalls vom L1-Antikorper

erkannt wird.

4.11 Untersuchung der biologische Aktivitat des mLITEV-Fc-

Fusionsproteins

Als Substrat in Zellkultur angeboten, fordert dasRrotein das Neuritenwachstum

von Kleinhirnneuronen (Lagenaur und Lemmon, 198¥)ch die extrazellulare
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Doméane von L1, als Fusionsprotein mit dem humanetkFrBgment exprimiert,
fordert das Neuritenwachstum von Kleinhirnneuro(@hen et al., 1999; Doherty et
al., 1995). Im folgenden Experiment wurde untersuob das Einfiigen der TEV-
Protease-Erkennungssequenz  einen Einfluss auf  dad-vermittelte
Neuritenwachstum hat (Abb. 4-23).

80+ |

70 -

60

504

40

304

Neuritenlange [um]

204

10+

O i
PLL mL1-Fc mL1-TEV-Fc

Abbildung 4-23. Effekt des TEV-Linkers auf das L1-d&hangige Neuritenwachstum
Kleinhirnneurone wurden in Wells einer 96-Well-R¢atiusgesat. Die Vertiefungen waren
entweder mit poly-L-Lysin (PLL), mL1-Fc oder mL1-VH-c beschichtet (s. 3.3.7.1). Nach

dem Fixieren und Féarben der Zellen wurden die eotaNeuritenlangen pro Zelle der
Kleinhirnneurone bestimmt und in dem Diagramm dstgj#. Die Werte von einem
Experiment sind hier beispielhaft gezeigt. Das Brge wurde in zwei weiteren
unabhangigen Experimenten reproduziert. Die Fehlkeln zeigen den Standardfehler des

jeweiligen Mittelwertes.

Wie erwartet zeigten die Kleinhirnneurone auf stdibeschichtetem mL1-Fc ein
erhohtes Neuritenwachstum im Vergleich zum bese¢bieh PLL. Auch wenn das
mL1-TEV-Fc als Substrat beschichtet wurde, konnten &06rdern des
Neuritenwachstums in Vergleich zum PLL beobachtetden. Der Effekt war noch
deutlicher als beim mL1-Fc. Die TEV-Protease-Erkemgssequenz Ubte also keinen

negativen Einfluss auf das L1-vermittelte Neuritasistum aus.
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4.12 Etablierung der Spaltung des mL1-TEV-Fc mit de TEV-
Protease

Im Rahmen dieser Arbeit wurde Uberwiegend die AcTBEkotease (Invitrogen)
verwendet. Diese Protease ist stabiler als dieriinggich aus denobacco etch virus
isolierte TEV-Protease (Nayak et al., 2003), hatrisechsfachen Histidifag und
wurde in E. coli produziert. Zunachst sollte untersucht werden,da ACTEV
Protease ein Positivkontrollsubstrat (hL1-TEV-F@3;1Haspel et al., 2000) in
gleichem Malie spaltet wie die von Haspel et alweadete TEV-Protease (Life
Technologies, spéater Invitrogen). Diese Proteadeebanfalls einen sechsfachen
Histidin-tag und wurde inE. coli produziert (im Folgenden wird diese Protease mit
rTEV bezeichnet). Da die rTEV Protease nicht mebdpziert wurde, stellte Martin
Grumet (Rutgers University) mir freundlicherweiseee kleine Restmenge zur
Verfugung. Das hL1-TEV-Fc 1-3-Fusionsprotein bettglus den ersten drei
Fibronektin-Domanen des humanen L1, die als Fuprotsin mit dem TEV-Fc-
Fragment in CHO-Zellen exprimiert wurden (Haspehlet 2000). Das hL1-TEV-Fc
1-3 wurde mir freundlicherweise von Martin Grumdufgers University) zur

Verfigung gestellt.
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A
P E D P E D P ED P E D |
100 kDa T = — i WB:
75 kDa — o-human-Fc
50 kDa - - -
37 kDa
- - - - —
25 kDa
F
B WB: o-hL1
100 kDa
75 kDa
37 kDa
25 kDa
ACTEV Protease rTEV Protease AcTHUtPasé rTEV Protease

PBS-Puffer Tris-Puffer
Abbildung 4-24. Analyse der hL1-TEV-Fc Spaltung mitder TEV-Protease mittels
Western Blot
I: Input, E: Elution mit der rTEV oder der ACTEV Protease;Beadsin 1 x SDS-PAGE-
Probenpuffer gekocht; D: Durchlauf
Fur die Spaltung wurde das hL1-TEV-Fc 1-3 an Pro#iBeadsgekoppelt. Die TEV-
Spaltung wurde sowohl mit einer frisch geliefer@marge der ACTEV Protease als auch mit
der rTEV Protease durchgefihrt, die von M. Grumat \Zerfligung gestellt wurde. Neben
dem Ublicherweise verwendeten PBS-Puffer wurde airchrris-Puffer (20 XTEV Buffer:
1 M Tris, 10 mM EDTA, pH 8,0) eingesetzt (verglaich.), der vom Hersteller (Invitrogen)
mitgeliefert wurde. Das hL1-TEV-Fc-Fusionsproteirurde mit einem monoklonalen
Antikdrper gegen humanes Lu-fiL1) nachgewiesen. Das Fc-Fragment wurde mit dem
polyklonalen HRP-gekoppeltena-human-Fc-Antikbrper nachgewiesen. Das intakte
Fusionsprotein hat ein Molekulargewicht von 90 kBater Pfeil Abbildung 4-24 A). Nach
der Spaltung hat das hL1-Fragment ein Molekulargeivivon 55 kDa (blauer Pfeil
Abbildung 4-24 B) und das Fc-Fragment hat ein Molaigewicht von 30 kDa (griiner Pfeil
Abbildung 4-24 A).

Bei einem optimalen Verlauf der Spaltung ware zuagten gewesen, dass sich das
hL1-Fragment in der Elutionsfraktion befindet. DFas-Fragment wirde dann nach

dem Kochen der Protein Beadseluieren.
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Wie in Abbildung 4-24 zu erkennen, wurde das Kdigubstrat sowohl durch die
rTEV als auch durch die ACTEV Protease gespalteas BL1-TEV-Fc 1-3 wurde
von der rTEV Protease besser im PBS-Puffer alsnstHuffer gespalten, was durch
eine starkere L1-immunreaktive Bande in der jeweili Elutionsfraktion deutlich
wurde (s. Abb. 4-24 B). Das gespaltene hL1-Fragmemtie auch nach dem Kochen
der Beadsdetektiert (s. Abb. 4-24 Bane P). Das Fc-Fragment wurde wie erwartet
nach dem Kochen d&eadsnachgewiesen. Zusatzlich wurde das Fc-Fragmett auc

in den Elutionsfraktionen detektiert (vergleichebAB-24 A).

Nun sollten die Bedingungen evaluiert werden, udesren eine Spaltung des mL1-
TEV-Fc-Fusionsproteins mit der ACTEV Protease ndjyist. Dazu wurde das mL1-
TEV-Fc-Protein sowohl mit der rTEV als auch mit daTEV Protease inkubiert.
Bei diesem Spaltungsansatz wurde das mL1-TEV-Fbtram Protein ABeads
gekoppelt, die Spaltungsreaktion wurde wie vom tédles empfohlen angesetzt
(vgl. 3.5.3). Ungespalten hatte das mL1-TEV-Fc-6usprotein ein
Molekulargewicht von ca. 250 kDa. Nach einer enfeichen Spaltung sollte das L1-
Fragment ein Molekulargewicht von ca. 220 kDa halenfir das abgespaltene Fc-
Fragment ein Molekulargewicht von ca. 30 kDa zuasten ist.



Ergebnisse 94

A B
1 2 3 4 5 1 2 3 4
| WB: e agmn WB:

250 kDY - b v | T . 250 kD3 - |WB:
150 kD2 a-human-=¢ 150 kp4d a-human-Fc
100 kD4 100 kD4

75 kDa 75 kD4

50 kDa 50 kD4

37 kDé 37 kD3

WB: 250 kD =5 == v == | WB:

250 kDY e W W Yl ¥ | -1 150 kDg' | oe-mL1
150 kD4 |

Abbildung 4-25. Western Blot-Analyse der mL1-TEV-Fc-Spaltung mit der ACTEV und
der rTEV Protease

Die Reaktionsansatze wurden 6 h bei 30°C inkubias mL1-TEV-Fc-Fusionsprotein bzw.
eventuelle mL1-Fragmente wurden mit einem polyklenaintikorper gegen Maus-LIu{
mL1) nachgewiesen. Zuséatzlich wurde das mL1-TEMEsionsprotein oder das eventuell
entstandene Fc-Fragment mit einem HRP-gekoppeléykipnalen Antikdrper gegen das
humane Fc-Fragment-human-Fc) nachgewiesen.

A: 1:Input 2: ACTEV Protease (10 U), Tris-Puffer; 3: AcTEVoRease (10 U), PBS-Puffer;
4: rTEV Protease (10U), PBS-Puffer; 5: ohne Prateas

B: 1: ACTEV Protease (100 U), Tris-Puffer; 2: AcTEVoRase (200 U), Tris-Puffer; 3:
I'TEV Protease (20 U), Tris-Puffer; 4: ohne Protease

Unter diesen, vom Hersteller empfohlenen, Bedingangurde das mL1-TEV-Fc
nicht gespalten. Es war keine Verschiebung des Rhitdegewichtes L1-
immunreaktiver Banden im Vergleich zunput zu erkennen (Abb. 4-25). Nun sollte
untersucht werden, ob eine Kopplung des mL1-TEVaRcProtein ABeadseine

Spaltung ermdglicht.
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Inkubation: 6 h Uber Nacht
| E P | P
~ WB: o-mL1
250 kDa . - .
150 kDa .
100 kDa

Abbildung 4-26. Analyse der Spaltung des an ProteiA-Beads gebundenen mL1-TEV-
Fc, mit 10 U AcTEV Protease

Der Reaktionsansatz wurde fir 6 h und tber NachB®¥C inkubiert. Die Spaltung wurde
im PBS-Puffer durchgefuhrt. Das mL1-TEV-Fc-Fusiam$gin und mogliche mL1 ecd-
Fragmente wurden mit einem polyklonalen Antikdrpgegen Maus-L1 ofmL1)
nachgewiesen.

I: Input E: Elution mit der ACTEV Protease (10 U); Beadsin 1 x SDS-PAGE-
Probenpuffer gekocht

Auch eine Kopplung des mL1-TEV-Fc an ProteirBAadsbrachte keinen Erfolg.
Neben der Kopplung an ProteinBeadswurde die Reaktion nicht nur 6 h, sondern
auch tber Nacht inkubiert, um die Spaltbedingurgemptimieren. Es konnte aber
dennoch keine Spaltung beobachtet werden (Abb.)4i@6nachsten Schritt wurde
die eingesetzte Menge der ACTEV Protease auf 16€htiht. .

Inkubation: 6 h Uber Nacht
| E F E P
WB: a-mL1
250 kD4 . b L)
150 kD4 . ’
100 kD4

Abbildung 4-27. Analyse der Spaltung des an ProteiA-Beads gebundenen mL1-TEV-
Fc mit 100 U ACTEV Protease

Die Reaktionsansatze wurden fur 6 h oder Uber Nbeht30°C inkubiert. Die Spaltung
wurde im PBS-Puffer durchgefuhrt. Das mL1-TEV-FeiBasprotein und mdgliche mL1-
ecd-Fragmente wurden mit einem polyklonalen Antieir gegen Maus-L1 afmL1)
nachgewiesen.

I: Input E: Elution mit der ACTEV Protease (100 U); Beadsin 1 x SDS-PAGE-
Probenpuffer gekocht

Auch diese Erh6hung der Proteasekonzentrationdimidht zu einer Spaltung des
mL1-TEV-Fc (Abb. 4-27). Der Fehlschlag der bisherargestellten
Spaltungsversuche kénnte auf eine Faltung des kgmioteins zurtickzufiihren sein,
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die die Spaltstelle fur die ACTEV Protease unzugjghgnacht. Um den TEV-Linker
fur die Protease besser zuganglich zu machen, wuwlden PBS-Puffer in einem
nachfolgenden Versuch Detergenzien in untersclueeli Konzentration zugesetzt.

Dabei wurde das mL1-TEV-Fc wieder an Proteil@&adsgebunden.

A
Triton X-100:  © 0,1% 0,25 %
I E PE P
= WB: a-mL1
250kDa. I )
150 kDa |
B
Triton X-100: | 05%0,75% 1% - -

Puffer: T L
PEPEEPTESFP
250 kDa if :

® ® = o
150 kDa

Abbildung 4-28. Analyse der TEV-Spaltung des an Pitein A-Beads gebundenen mL1-

WB: a-mL1

TEV-Fc-Fusionsproteins in Anwesenheit verschiedenddetergenzien

Die Reaktionsansatze wurden tber Nacht bei 30°Gbiekt. Dem verwendeten PBS-Puffer
wurde Triton X-100 in unterschiedlicher Konzenwatzugesetzt. Daneben wurde ein TEV-
Puffer (Gingras, 2005) (10 mM Hepes, 150 mM NaCl,% NP 40, 0,5 mM EDTA, pH 8,0)
und ein Lysis-Puffer (Lyapina et al., 2001) (20 niMpes, 150 mM NaCl, 0,2 % Triton X-
100, 10 mM EDTA, pH 7,2) verwendet. Das mL1-TEV{Rgsionsprotein und mégliche
mL1-ecd-Fragmente wurden mit einem polyklonalenil&rper gegen Maus-Llo{mL1)
nachgewiesen.

I: Input E: Elution mit der ACTEV Protease (10 U); Beadsin 1 x SDS-PAGE-
Probenpuffer gekocht

T: TEV-Puffer; L: Lysis-Puffer

Auch nach Zugabe der Detergenzien war keine Sgalunch die ACTEV Protease
erkennbar (Abb. 4-28). Durch Inkubation dgéeadsmit der ACTEV Protease im
PBS-Puffer mit 0,5 % Triton X-100 wurde mL1-TEV-Etuiert (vgl. Abb.4-28 B,
lane 2). Da sich das Molekulargewicht aber nicht vonmdeles intakten
Fusionsproteins imnput unterscheidet, handelt es sich wahrscheinlich imene
unspezifischen Effekt, und nicht um eine Abspaltaey extrazellularen Doméne

von mL1 durch die Protease. Die Zugabe der Detergerkann die ACTEV Protease
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unter Umstadnden hemmen. Um einen solchen Effelktampensieren, wurde die

Konzentration des Enzyms erhdht.

A
Triton X-100: 0,1% 0,25%
| E P E P
WB: a-mL1
250 kDa .s - -
150 kD«
B
Triton X-100: 05% 0,75% 9% P
Puffer: T L
IEPE;PE;EP@EP
WB: a-mL1
250 kDa .
150 kD«

Abbildung 4-29. Analyse der TEV-Spaltung des an Pitein A-Beads gebundenen mL1-
TEV-Fc-Fusionsproteins mit verschiedenen Detergenzi

Die Reaktionsansatze wurden tber Nacht bei 30°Gbiekt. Dem verwendeten PBS-Puffer
wurde Triton X-100 in unterschiedlicher Konzenwatzugesetzt. Daneben wurde ein TEV-
Puffer (Gingras, 2005) (10 mM Hepes, 150 mM NaCl,% NP 40, 0,5 mM EDTA, pH 8,0)
und ein Lysis-Puffer (Lyapina et al., 2001) (20 nidpes, 150 mM NaCl, 0,2 % Triton X-
100, 10 mM EDTA, pH 7,2) verwendet. Das mL1-TEV{rasionsprotein und mdgliche
mL1-ecd-Fragmente wurden mit einem polyklonalenil&rper gegen Maus-Llo{mL1)
nachgewiesen.

I: Input E: Elution mit der ACTEV Protease (100 U); Beadsin 1 x SDS-PAGE-
Probenpuffer gekocht

T: TEV-Puffer; L: Lysis-Puffer

Trotz der Erh6hung der ACTEV Proteasenkonzentratmm 10 U auf 100 U konnte
keine Spaltung des mL1-TEV-Fc beobachtet werdenb(Ab29). In keiner der

Elutionen konnte gespaltenes Fusionsprotein det¢kterden.
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5. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die extradéien Domanen biologisch
bedeutsamer neuraler Zellerkennungsmolekiile in rgakachen Systemen
rekombinant zu exprimieren. Die Aufreinigung diederoteine sollte optimiert

werden, um Struktur- und Funktionsanalysen zu elictdgn.

5.1. Rekombinante Expression, Reinigung und Charaktisierung

des neuralen Zellerkennungsmolekiils PO

Der erste Teil dieser Dissertation zielte darauf @b extrazellulare Domane des
neuralen Zellerkennungsmolekiils PORithia pastorisrekombinant in biologisch

aktiver Form zu exprimieren. Neben der wildtypischerm des PO-Proteins sollte
auch eine mutierte Variante, bei der die Aminosdswméeucin an Position 106 gegen
Leucin ausgetauscht ist, exprimiert werden. Daedidsitation eine der mdglichen
genetischen Ursachen fur die Charcot-Marie-Toott€s&rkrankung (CMT) im

Menschen ist, konnte ein Vergleich der dreidimemsien Struktur, von

wildtypischer und mutierter Form, wichtige Infornmaten Uber den Einfluss der
Mutation auf die Struktur von PO liefern. Zusathlisollte auch der mdégliche
Einfluss dieser Mutation auf die homophile Interaktdes PO-Proteins untersucht

werden.

5.1.1 Expression der extrazellularen Domane des \tlypischen murinen
PO in Pichia pastoris

Die cDNA der extrazellularen Doméane des PO-Proteingle fir die Expression in

Pichia pastorisin den pPICaA-Vektor kloniert und anschlielend in die beiden
Hefestdmme X-33 und SMD1168 transformiert. Die &zetflulare Doméane des

wildtypischen PO-Proteins wurde von der HEfehia pastorisals ca. 23 kDa grof3es

Fusionsprotein mit einem Myc- und einem sechsfachéstidin-Tag in den



Diskussion 99

Kulturiberstand sezerniert. Das Molekulargewichs #&@isionsproteins liegt damit
Uber dem auf der Basis des Aminosaureriickgratshereden Wert von 16,7 kDa.
Dieser Unterschied kann auf die Glykosylierung &&sProteins durch die Hefe
zurtckgefuhrt werden. So liegt das Molekulargewides Fusionsproteins nach der
Deglykosylierung mit der N-Glycosidase F, zwischEn und 20 kDa (vergleiche
Abb. 4-7). Dies entspricht dem errechneten Molelgdaicht. Im Vergleich dazu
lag das Molekulargewicht der unglykosylierten, iB. coli exprimierten,
extrazellularen Domane des murinen PO bei 17 kDznr(&der-Schaulies et al.,
1990). Das Molekulargewicht der extrazellularen [Boe des humanen PO-Proteins
lag mit 14 kDa etwas darunter (Bond et al, 20013s Molekulargewicht des aus
dem peripheren Nerversystem isolierfeii-length PO-Proteins lag bei 28-30 kDa
(Greenfield et al., 1973).

Die Expression der extrazellularen Domane des B@s konnte imNVestern Blot
sowohl mit einem spezifischen Antikdrper gegen lB@gProtein als auch mit einem
Antikdrper gegen den Histidilag nachgewiesen werden. Die Reinigung der
extrazellularen Domane des PO-Proteins erfolgte tdeNTA-AgaroseBeads an
die das Protein Uber seinen sechsfachen Histidmgebunden wurde. Die Elution
erfolgte wie vom Hersteller vorgegeben mit einehdm Imidazol-Konzentration
(250 mM). Da diese Imidazol-Konzentration storendir fdie nachsten
Konzentrationsschritte war, wurde das Protein dubiblyse umgepuffert und
anschlieend mit einenVivaspin concentrator(cut-off 5 kDa) aufkonzentriert.
Dieser Schritt des Aufkonzentrierens erwies sishsahr verlusttrachtig. Eine braune
Verfarbung deutete darauf hin, dass das PO an dralivan adhérierte. So gingen ca.
80 % des Proteins in diesem Schritt verloren. Busth einegpassivation procedure
(Application Note Satorius) der Membran konnte derlust stark reduziert werden,
so dass keine Verfarbung der Membran mehr zu edterwar. Wahrscheinlich
beeinflusst diese passivation procedure die honk@phibzw. hydrophilen
Eigenschaften der Membran. So koénnte eine Adsorpties Proteins an die

Membran reduziert werden.

Die Ausbeute des wildtypischen PO-FusionsprotairRichia pastorisbetrug 1 mg/l
Schittelkolbenkultur. Die Expressionsrate der Richia pastoris exprimierten

Proteine kann sehr unterschiedlich sein. So liegt lie Expressionsrate desvine
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follicle-stimulating hormonef—subunit bei 4 pg/l (Samaddar et al., 1997). Im
Gegensatz dazu liegt sie im Falle adesuse epidermal growth facttwei 450 mg/l
(Clare et al., 1991). Die Expression und Sezerngrtekombinanter Proteine in
Pichia pastoriswird durch verschiedene genetische und physiatbgisFaktoren
beeinflusst. Zu nennen sind hierbei der Codon-Gelbrales exprimierten Gens, die
Anzahl der integrierten Expressionskassetten, fizente Transkription durch die
Verwendung eines starken Promotors und eines TE@misssignals, die
Translokation durch die Signalsequenz, die Proemssy und Faltung im
endoplasmatischen Retikulum und Golgi-Apparat, Sezernierung aus der Zelle
und die Proteolyse (Hohenblum et al., 2004). Umeeimohe und stabile
Expressionsrate zu erreichen, wurde in der vorlidga Arbeit der durch Methanol
induzierbare AOX1-Promotor verwendet. Dieser Prambietet unter anderem den
Vorteil, dass die Transkription des rekombinantestéins durch einen Repressions-
| Derepressionsmechanismus reguliert wird. Dadugiimen auch Proteine die fir
die Zelle toxisch sind exprimiert werden (MacauRstrick et al., 2005). Als
Alternative konnte z. B. auch der konstitutive GRRdmotor verwendet werden.
Auch mit diesem Promotor wurden ahnlich hohe Expoesraten wie mit dem
AOX1-Promotor erreicht. Der GAP-Promotor bietet da&forteil, dass die
Transkription nicht erst mit Methanol induziert Wen muss. Trotzdem wird der
AOX1-Promotor uUberwiegend verwendet, da vermutetiwias eben gerade diese
konstitutive Produktion rekombinanter Proteine s$oki fir die Zelle sein kann
(Menendez et al., 2004). Um einer Proteolyse de®mteins entgegen zu wirken,
wurde der Proteaseinhibitor AEBSF verwendet. AEBS$thibiert Trypsin,
Chymotrypsin, Plasmin, Kallikrein und Thrombin. Aufind seiner relativ niedrigen
Toxizitat gegenuber eukaryotischen Zellen kannetiéshibitor bei der Produktion
von rekombinanten Proteinen iRichia pastoris eingesetzt werden. (Lunn und
Sansone, 1994; Markwardt et al., 1982). WahrendPdeduktion des wildtypischen
PO-Proteins und des llel06Leu-P0O-Proteins im Ferenenurde keine Proteolyse
beobachtet.
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5.1.2 Charakterisierung der in Pichia pastoris exprimierten

extrazellularen Doméane des PO-Proteins

Um das rekombinante PO-Protein genauer zu charsikren, wurde es mit der N-
Glykosidase F deglykosyliert. Die extrazellularentime von PO enthélt eine Stelle
fur Asparagin (N)-stdndige Glykosylierung (Ishagee al., 1980). Die native
Zuckerzusammensetzung ist bei PO sehr heterogenPEdein tragt unter anderem
das HNK-1-Kohlenhydratepitop und das oligomannasiteé L3-Kohlenhydrat
(Griffith et al., 1992). N-Glykosylierungen vdPichia pastorisfinden innerhalb der
Konsensussequenz Asn-X-Ser/Thr statt, wobei diggdS&accharidketten nur aus
Mannoseeinheiten bestehen (Higgins und Cregg, 108&:ghino und Cregg, 2000).
N-Glykosidase F spaltet alle Typen von Asparagibugpelenen N-Glykanen,
vorausgesetzt, dass sowohl die Amino- als auclCdmoxylgruppe in peptidischer
Bindung vorliegen (Tarentino, 1985). Aufgrund der edRktion des
Molekulargewichts von 5-7 kDa nach Behandlung miGNkosidase F konnte
davon ausgegangen werden, dass das PO-Fusionspvoteider Hefe glykosyliert
wurde. Dieses Ergebnis konnte auch durch die NMRkse bestatigt werden. Es
konnte aber keine Aussage dariber getroffen werdeelche Aminosaure
gykosyliert wurde, und ob nur die native Glykosyliegsstelle von der Hefe
verwendet wurde. Eine solche Aussage ware nur deide Markierung der
Aminosauren (z. B. mit N) und die anschlieRende Durchfiihrung mehrerer NMR-
Analysen moglich gewesen (T. Biet, pers. Mitteilungichia pastorisverwendet
unter Umstanden nicht die gleichen Glykosylierutglten wie héhere Eukaryoten.
Proteine, die von ihrem nativen Ursprungsorganismigbt glykosyliert werden,
kénnen vonPichia pastoris ,falsch* glykosyliert werden (Brierley, 1998). Der
Glykosylierungsapparat einig&ichia pastorisStamme wurde so modifiziert, dass
sie humanisierte N-Glykosylierungen des komplexeypsT durchfihren kdnnen
(Choi et al., 2003; Hamilton et al., 2006). Diegarime standen jedoch leider nicht
fur die vorliegende Arbeit zur Verfigung. Die N-®&bsylierung spielt eine
besondere Rolle, da sie sowohl in FaltungsprozdsseProteine involviert ist als
auch die Halbwertzeit der Proteiire vivo bestimmen kann und dartber hinaus oft
fur die Aktivitat der Proteine wichtig ist (Helemiwnd Aebi, 2001; Mitra et al.,
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2006). Deshalb ist eine korrekte Glykosylierungdmeers beim therapeutischen

Einsatz von Proteinen von Bedeutung.

Um zu Uberprifen, ob die aufgereinigte extrazeltuildomane des wildtypischen PO-
Proteins fir eine Kristallisation geeignet war, dear eine DLS-Messung
durchgefihrt. Mit einer DLS-Messung kann Uberpnirrden, ob das Protein in
monodisperser Form vorliegt, d. h. dass keine Agape oder Verunreinigungen
vorhanden sind, die den Prozess der Kristallbildstigen kénnten (McPherson,
1999). Das aufgereinigte PO-Fusionsprotein hattereihydrodynamischen Radius
von 10-20 nm. Die Probe enthielt nur sehr wenigegrAgate, die einen
hydrodynamischen Radius von 10-100 um hatten. DiE.icoli exprimierte und

kristallisierte extrazellulare Domane des wildtghien PO hatte einen etwas
kleineren hydrodynamischen Radius von 7 nm. Daspeicht einem berechneten
Molekulargewicht von ca. 20 kDa (Shapiro et al.98Q Da das irPichia pastoris

exprimierte PO ein etwas hoheres Molekulargewichttey entsprach der etwas

gréRere hydrodynamische Radius den Erwartungen.

5.1.3 Kiristallisation der extrazellularen Domane de PO-Proteins

Die extrazellulare Doméne des wildtypischen PO-é#nst wurde bereits . coli
exprimiert und kristallisiert (Shapiro et al., 199®ie Kristallisation erfolgte bei
einer sehr hohen Proteinkonzentration (45 mg/mé) emem leicht basischem pH-
Wert. Ahnliche Verhaltnisse bestehen auch bei deluBg derintraperiod ling die
durch die homophile Interaktion der extrazellularBomane des PO-Proteins
entsteht. PO ist das hauptsachliche Protein dgsheeen Myelins und kommt in sehr
hohen Konzentrationen vor. AuRerdem bildet sichii@period linenur bei einem
leicht basischen pH-Wert aus (Inouye und Kirschh®88; Kirschner und Blaurock,
1992). Anhand der erhaltenen Daten stellten Shagtied. (1996) ein Modell fir die
Interaktion der einzelnen PO-Protomere untereinaadé Die analysierten Kristalle
bestanden aus mehreren Ebenen. Jede Ebene wuotkeatternierend ausgerichtete
zyklische Tetramere gebildet, die aus PO-Protombestanden. Jedes Tetramer war
mit vier anderen Tetrameren entgegengesetzter @@neng assoziiert, so dass sich

ein adhasives Gitter ausbildete. Dagincoli exprimierte PO war nicht glykosyliert,
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aber die potentielle N-Glykosylierungsstelle anifms Asparagin 93 war deutlich
zu erkennen. Die Autoren der Studie vermutetens ddie Zuckerkette einen
stabilisierenden Einfluss auf die Interaktion dérFRotomere haben kdénnte (Shapiro
et al., 1996). Dass die Glykosylierung eine besmn&mlle in der Adhasion des PO-
Proteins spielt, ist schon lange bekannt. So kormgeeeigt werden, dass eine
Veranderung der Glykostruktur des PO-Proteins vomiexen Typ hin zunhigh-
Mannose-Typ einen negativen Einfluss auf die hontegkdhasion hatte (Filbin und
Tennekoon, 1991). Weiterhin konnte gezeigt werdtass keine Adhasion mehr
maoglich ist, wenn die Glykosylierungsstelle im POutrart ist (Filbin und
Tennekoon, 1993). Deshalb ware es von besondemeudeng, den Einfluss der
Zuckerkette auf die Interaktion der PO-Protomeraerhalb eines Kristalls zu
untersuchen. Zu diesem Zweck wurde die &ishia pastoris aufgereinigte
extrazellulare Domé&ne des PO-Proteins fiur Krigatlonsversuche mit einer
Konzentration von 16 mg/ml eingesetzt. 480 versidme
Kristallisationsbedingungen wurden am DeutscherktEdaen-Synchrotron (DESY)
im Laboratorium fir Strukturbiologie von Infektiorund Entzindung in
Zusammenarbeit mit Dr. Markus Perbandt getestet. diiem Roboter Honeybee
961 (Genomic Solutions) wurden die Kiristallisatiansatze fur klassische
Dampfdiffusionsexperimente im Nanolitermal3stab tipe. Keine der 480
Kristallisationsbedingungen lieferte jedoch einerot@nkristall. Ein mdglicher
Grund konnte die im Vergleich zur Shapiro et ales® geringere
Proteinkonzentration gewesen sein. Di&ircoli exprimierte extrazellulare Doméane
des PO-Proteins wurde fur die Kristallisation miteg Konzentration von 45 mg/mi
eingesetzt. Diese sehr hohe Proteinkonzentratieheim leicht basischer pH-Wert
des Puffers waren Voraussetzung flr die erfolgeei€hstallisation (Shapiro et al.,
1996). Ein weiteres Hindernis flr die erfolgreidestallisation kbnnte gerade die
Glykosylierung des PO-Proteins aBschia pastorisgewesen sein. Zwei Punkte
konnen die Kristallisation glykosylierter Proteiseschweren: zum einen kann die
strukturelle Flexibilitdt der Zuckerketten den ghweten Einbau der einzelnen
Molekule in das Kristallgitter erschweren, zum amede kann die aufgereinigte
Proteinlésung Mikroheterogenitaten enthalten. Inesi solchen Fall haben die
einzelnen Molekile verschiedene Glykosylierungsemstellen also ein Gemisch
aus glykosylierten und partiell deglykosylierten IBlailen dar. Dadurch kann eine

Kristallisation erschwert werden, da das Proteingliobist in homogener Form
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vorliegen sollte (McPherson, 1999). Um groRRere dtnotengen fur die
Kristallisation zu produzieren und aufzureinigenyrde eine Fermentation im 35 I-
Mafl3stab von unserem Kooperationspartner, der Adpeippe von Prof. Dibel
(Department of Biotechnology¥U Braunschweig), durchgefihrt. Die Ausbeute nach
der Aufreinigung des Fermentationsuberstandes ddgch deutlich unter der im
Schiittelkolben erzielten Ausbeute. So konnten @ene Liter Uberstand aus dem
Schittelkolben 1 mg P0-ecd-Myc-His-Fusionsprotaifgareinigt werden. Aus 35
Litern Fermentationsiiberstand konnten hingegen )@@ mg PO0-ecd-Myc-His-
Fusionsprotein aufgereinigt werden. Die Ausbeute waizo drastisch reduziert.
Wabhrscheinlich verlief die Fermentation nicht omlnBei einer Fermentation kann
durch die Kontrolle der Parameter wie pH-Wert, Geha geléstem Sauerstoff im
Medium und Nahrstoffversorgung (Kohlenstoffquel@)e Steigerung der Zellmasse
und damit meist auch eine Steigerung der Protelmus erreicht werden
(Cereghino et al., 2002). Estale-upvon einer Kultivierung im Schittelkolben zu
einer Kultivierung im Fermenter bedarf daher zwdéngfgy einer Optimierung. Da
der zur Produktion von rekombinantem PO verwend€tn X-33 #4 in dem
normalerweise flr eine Fermentation verwendeten irvaimedium keine PO-
Expression zeigte, musste die Fermentation in dempexmedium BMGY bzw.
BMMY durchgefiihrt werden. Das Minimalmedium bietefegentiber dem
Komplexmedium den Vorteil, dass es kostengunstiged wohl definiert ist
(Cereghino et al., 2002). Das Komplexmedium hingegeann durch die
Verwendung unterschiedlicher Chargen produktionsiggen Schwankungen
unterliegen. Fir eine erfolgreiche Fermentation nkaags notig sein, einzelne
Parameter zu variieren. So wurde z. B. anstatirddeeser Arbeit verwendetdred-
batchProtokolls einmixed-feeeProtokoll erfolgreich eingesetzt (Sreekrishnalet a
1989; Sreekrishna et.all997; Loewen et al1997). Wahrend einer Fermentation
kann es zu einer erhdhten Konzentration von Pretedsedingt durch die Lyse der
Zellen bei einer so hohen Zelldichte, kommen. Auwtlwrch einen erhohten
proteolytischen Abbau kénnte die Ausbeute des P@eRrs drastisch reduziert
worden sein. Einer Proteolyse des sezernierterofsgioteins konnte, z. B. durch
das Herabsetzen der Temperatur (Li et al., 200&) dds pH-Wertes (Brierley, et
al., 1998) wahrend der Fermentation, entgegengewigkden. Weiterhin kénnten
auch Caseinhydrolysat und Pepton dem Fermentatiedism zugesetzt werden, um

eine Proteolyse des sezernierten Fusionsproteingrmoindern (Clare et al., 1991).
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Eine solche Optimierung war aber im Rahmen diesbeifaufgrund der begrenzten
Verfugbarkeit des Fermenters zeitlich leider nicighr moglich.

FUr einenScreenvon 288 Kristallisationsbedingungen wurden versgene im 1 |-
Malstab hergestellte Chargen des PO-Fusionsproisammengefasst. Dieser
Screen wurde ebenfalls am Deutschen Elektronen-Synchmot(®ESY) im
Laboratorium fir Strukturbiologie von Infektion uBshtziindung in Zusammenarbeit
mit Dr. Markus Perbandt angesetzt. Vorher wurddetsitDLS-Messung Uberpriift,
ob alle Chargen den gleichen hydrodynamischen Radiufwiesen und in
monodisperser Form vorlagen. So konnte fir di€seneeneine im Vergleich zum

vorherigen Versuch erhdhte Proteinkonzentration22mg/ml eingesetzt werden.

5.1.4 Expression und Kristallisation der extrazelllaren Domane des PO-

lle106Leu-Proteins inPichia pastoris

Neben der extrazellularen Doméane des wildtypisdP@sProteins wurde auch eine
mutierte Form der extrazellularen Doméane von PBiahia pastorisexprimiert, um
den Einfluss der Mutation auf die Struktur des POins zu untersuchen. Die
mutierte Form enthalt einen AminosaureaustauscRasition 106, dort wurde die
Aminosaure Isoleucin gegen Leucin ausgetauschtseDiglutation ist eine der
maoglichen genetischen Ursachen fir die Charcot-@4@doth’sche Erkrankung vom
Typ 1B (CMT1B) im Menschen. Die Mutation wurde durgerichtete Mutagenese
in das vorhandene pPIGA-P0-ecd-Plasmid eingefuhrt. Das erhaltene pPICDA-P
ecd-mut-Plasmid wurde in di®ichia pastorisStamme X-33 und SMD1168
transformiert, und positive Klone durch die Analyder Kulturiiberstdnde mittels
Western Blotidentifiziert. Dabei wurde das Fusionsprotein sblvenit einem
Antikorper gegen den sechsfachen Histiflag als auch mit einem gegen das PO-
Protein gerichteten Antikérper nachgewiesen. Dienigang erfolgt wie beim
wildtypischen PO Uber die Bindung des sechsfachestidih-Tags an Ni-NTA-
AgaroseBeadsund wurde zunéchst im kleinen Mal3stab mit 100 oitutberstand
etabliert. Aufgrund des fehlgeschlagenen Kristafiensversuchs fur das
wildtypische PO-Protein wurde vermutet, dass eeler fiohe Proteinkonzentration

fur die Kristallisation bendétigt werden wirde. Dafiurde wieder eine Fermentation
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im 35 |-Mafdstab von unserem Kooperationspartner, Ateeitsgruppe von Prof.
Dubel (Oepartment of BiotechnologyTU Braunschweig), durchgefuhrt. Die
Ausbeute  nach  Aufreinigung des  PO-llel0O6Leu-Prsteinaus dem
Fermentationsiiberstand war deutlich besser al@\dsbeute der Fermentation des
wildtypischen PO-Proteins. Aus einem Liter FermBatsiiberstand konnten 440 pg
Protein aufgereinigt werden. Zwar liegt die Ausleedamit immer noch unter der
aus der Schittelkolbenproduktion (1 I-Mal3stab) exdmigten Menge von 1 mg/l,
jedoch kénnte die Ausbeute durch eine OptimierueigFeermentationsbedingungen
noch gesteigert werden. Hinzu kommt, dass das Aiduengsprotokoll erst
optimiert werden musste, um Uberhaupt eine Aufgeing des PO-llel06Leu-
Proteins zu ermdglichen. Denn zunachst konnte kBindung des PO-lle106Leu-
Proteins aus dem Fermentationsiiberstand an dieTRiAbaroseBeadsbeobachtet
werden. Fiur diese Problematik gibt es zwei mogliéh&larungen: zum einen
konnten wahrend der Fermentation Substanzen ed&stasein, die eine Bindung des
Fusionsproteins an di@eads verhinderten. Zum anderen kdnnten aber auch
Substanzen in einem der Mediumsbestandteile eathgkwesen sein, die sich bei
der Aufreinigung als storend erwiesen haben konntast 80 % des Proteins
befanden sich nach der Aufreinigung in der Durchiraktion. Erst eine Dialyse
des Fermentationsiberstandes gegen den Lysispuéfehnte eine Aufreinigung des
Proteins Uber die Ni-NTA-Agaroggeadsmaoglich.

Auch hier wurde das Protein mit einer hohen Imidi&&mnzentration eluiert und
musste fur weitere Analysen umgepuffert und konzemtwerden. Wie auch schon
beim wildtypischen PO musste die Membran ®f@saspin concentratorgcut-off 5
kDa) einerpassivation procedur@Application Note Satorius) mit 5 % Tween in dd
H,O unterzogen werden, um die Adhéasion des Protemsdia Membran zu

verhindern.

Nach dem Aufkonzentrieren mittelsVivaspin concentrator konnte eine

Proteinprazipitation beobachtet werden, wodurch siie Proteinkonzentration von
errechneten 22 mg/ml auf 6,6 mg/ml verringerte. lAut der DLS-Messung wurde
eine verstarkte Aggregation des mutierten PO-Rrstbeobachtet. Ein Prazipitieren
des Fusionsproteins konnte z. B. durch eine Uliegsay der Losung oder durch

andere Faktoren, die die Loslichkeit des Proteimsirflussen, verursacht worden
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sein. Die Loslichkeit eines Proteins kann durch pldAwert, die Temperatur und die
lonenstarke der L6sung beeinflusst werden. Die aegtlulare Doméane des
wildtypischen PO-Proteins zeigte bei gleichen Rbfdingungen und einer

ahnlichen Proteinkonzentration keine Prazipitation.

Fir die Kristallisation der mutierten extrazellddrDoméane des PO-Proteins wurde
ein Screen mit 192 verschiedenen Kristallisationsbedingungemgesetzt. Die
Proteinkonzentration betrug 6,6 mg/ml. Zum Zeitgurdes Abschlusses der

Dissertation lag noch kein Ergebnis dieser Krigatlon vor.

5.1.5 Untersuchung des Einflusses der llel06Leu-Mation auf die

Zelloberflachenexpression und die homophile Adhé&siodes PO-Proteins

Einige Mutationen imMpzGen, welches fir PO codiert, beeinflussen die k&tru
des Proteins so stark, dass es nicht mehr an deb&dlache exprimiert wird. Das
mutierte Protein befindet sich dann Uberwiegend@ytosol (Lee et al., 2008; Konde
und Eichberg, 2006). Diese Gruppe von PO-Mutatiomerd mit einer frihen
Manifestation der CMT-Krankheit in Verbindung getina (Shy, 2006). Da die
llelO6Leu-Mutation in der transgenen POsub-Maus haum einer frihen
Manifestation der Krankheit fohrt (Rinker et al.002), war es wichtig zu
Uberprifen, ob das mutierte PO Uberhaupt die Zelftizhe erreicht. Daflr wurden
zwei PO-Expressionskonstrukte kloniert. Beide eitbn die gesamte kodierende
Sequenz des PO-Proteins, wobei in ein Plasmid léit06Leu-Mutation mittels
gerichteter Mutagenese eingefihrt wurde. Beide &sgionskonstrukte wurden
anschlieBend transient in CHO-Zellen transfiziemhd udie Expression im
Gesamtzelllysat mittel@/estern Bloanalysiert. Wie im Abschnitt 4.8.3 beschrieben,
wurden sowohl das wildtypische als auch das meti&® voller Lange an der
Zelloberflache der transfizierten CHO-Zellen exparh Diese Beobachtung
unterstitzt die Hypothese, dass das mutierte E@ritransgenen POsub-Maus an der
Zelloberflache exprimiert wird und dort einen doamt-negativen Effekt ausubt
(gain of function. Das llel06Leu-P0O-Protein nimmt also eine neutglagische
Funktion ein (Runker et al., 2004). Der Phanotyp Pl@sub-Maus erklart sich also
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wahrscheinlich nicht dadurch, dass das mutierteniP@ytosol der Schwann-Zelle
verbleibt und so seine normale Funktion verliersg of functioh

Um zu untersuchen, ob die llel06Leu-Mutation eik@nfluss auf die homophile
Interaktion des PO-Proteins hat, wurden CHO-Zeftegnden Konstrukten pcDNA3-
FLAG/HIS-POAull-length-wt und pcDNA3-FLAG/HIS-PGull-length-mut
transfiziert. AnschlieRend wurde ein Aggregatidssay durchgefuhrt.  Als
Positivkontrolle dienten CHO-Zellen, die mit eindaxpressionskonstrukt fir das
ebenfalls homophil interagierende Zelladh&sionskiblel transfiziert wurden. Als
Negativkontrolle dienten Zellen, die mit dem leengeDNA3-Vektor transfiziert
wurden (vergleiche 4.8). Zusatzlich wurden alle CB€len mit dem pcDNA3-
EGFP-Vektor transfiziert. Die Zellen exprimierteaddirch als Marker daanhanced
green fluorescent proteiflEGFP) und konnten so von den nicht-transfizie#elen
unterschieden werden. Filbin et al. (1990) kon#eigen, dass CHO-Zellen, die das
wildtypische PO voller Lange stabil exprimieren, fargleich zu nicht-transfizierten
CHO-Zellen nach einer bestimmten Inkubationszedtrker aggregieren. Dieser
Effekt beruht auf der homophilen Interaktion zwd-Molektle intrans und nicht
auf einer heterophilen Interaktion mit einem belien anderen Molekul. Auch in
den im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefithE&perimenten zeigten die
CHO-Zellen, die wildtypisches PO exprimierten, estérkere Aggregation als die
CHO-Zellen, die das PO-llel06Leu exprimierten. Del06Leu-Mutation hat also
wahrscheinlich einen negativen Effekt auf die homiap Interaktion des PO-

Proteins.

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl die wildty@sals auch die mutierte Form
des PO-Proteins in gleichem MalRe an der Zelloldv@&ransfizierter CHO-Zellen
exprimiert werden, und die Zell-Zell-Adhéasion dudik lle106Leu-Mutation von PO
vermindert wird. Beide Ergebnisse sprechen daféssdlas mutierte PO eine neue
pathologische Funktion einnimmt und so die schwere sich frih manifestierende
Form der CMT-Krankheit auslost (Runker et al., 2004otzdem war der Effekt der
Mutation auf die Adhasion der transfizierten CHQOl&® nicht so deutlich wie
erwartet. So zeigten die L1 exprimierenden CHOefeleine wesentlich starkere
Aggregation als die CHO-Zellen, die die wildtypisckorm des PO exprimierten.
Eine mogliche Erklarung ist, dass die homophile dBimg zweier L1-Molekile
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generell starker ist als die zweier PO-Molekule.hvgaheinlich wird die homophile
Interaktion des L1 durch alle sechs IgG-Domanemmit&lt (De Angelis et al.,
1999). Da das PO nur uber eine IgG-Domane verfiigtde das den Unterschied in
der Starke der homophilen Interaktion erklaren. Were interzellulare Adh&sion
der CHO-Zellen, die das wildtypische PO exprimiemsehon relativ gering ist, ist es
schwierig, einen signifikanten Einfluss der llel@@kMutation zu detektieren. In
diesem Experiment wurden transient transfizierteOCFellen verwendet, da eine
stabile Transfektion innerhalb des vorgegebenerratenens nicht durchgefihrt
werden konnte. In den meisten publizierten Studremlenen der Einfluss einer PO-
Mutation auf die Zelladhdsion mit Hilfe eines AggationsAssays untersucht
wurde, wurden stabil transfizierte CHO-Zellen vendet (Lee et al., 2008; Zhang
und Filbin, 1994). Da in solchen stabil transfizer Zelllinien alle vorhandenen
CHO-Zellen das wildtypische oder das mutierte PPriexeren, war die Zell-Zell-
Adhéasion insgesamt starker ausgepragt, so dassrdiass der jeweiligen Mutation
auch deutlicher erkannt werden konnte. Deshalb tebeime stabile Transfektion von
CHO-Zellen mit dem pcDNA3-FLAG/HIS-Pfidl-lengthwt oder dem pcDNAS-
FLAG/HIS-PO{ull-length-mut von Vorteil sein. Dann wirden ebenfalls alld@
Zellen die wildtypische oder die mutierte Form &&sexprimieren, und der Einfluss

der Mutation kdnnte wahrscheinlich deutlicher deéezkwerden.

5.2. Rekombinante Expression, Reinigung und Charaktisierung

des neuralen Zellerkennungsmolekiils L1

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die extrazellulaniane des L1-Proteins der Maus
(mL1) als Fusionsprotein mit dem TEV-Fc-Fragmenkormebinant exprimiert
werden. Das Fusionsprotein sollte von den CHO-Bellds biologisch aktives

Protein in den Zellkulturiiberstand sezerniert werde
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5.2.1 Expression der extrazellularen Doméane des mimen L1-Proteins
(mL1) in CHO-Zellen

Die extrazellulare Domane von mL1 wurde mit einemarcd TEV-Protease
abspaltbaren Ftag in CHO-Zellen produziert. Der Ftag diente dabei der
Aufreinigung mittels Protein A-Affinitatschromataghie. Das Einfugen des TEV-
Linkerswurde den Vorteil bieten, dass die extrazellu@oenane von L1 nach TEV-
Spaltung und Entfernung des Fagsfrei von ,ektopischen“ Sequenzen vorliegen
wirde. Das waére z. B. bei strukturellen Analysene wer Kristallisation, von
Vorteil. Die cDNA der extrazellularen Doméne von Imund die des TEV-Fc-
Fragmentes wurden in den pcDNA3-Vektor kloniertr peDNA3-mL1-ecd-TEV-
Fc-Vektor wurde zunachst transient in CHO-Zellemansfiziert. Zuerst sollte
sichergestellt werden, dass das mL1-TEV-Fc-Fusiatem von den CHO-Zellen
exprimiert und in den Uberstand sezerniert wurdes BL1-TEV-Fc konnte sowohl
im Zelllysat als auch im Uberstand der transfizier€HO-Zellen durchVestern Blot
nachgewiesen werden, wobei das Molekulargewichsdesrnierten Fusionsproteins
etwa um 30-50 kDa héher war. Auch das als Posititiotle verwendete mL1-Fc
(Chen et al., 1999) hatte ein etwa 30-50 kDa h@&hbtelekulargewicht als das im
Zelllysat detektierte mL1-TEV-Fc (Daten nicht geggi Das mL1-TEV-Fc enthéalt
einige mutmalliche Glykosylierungsstellen (Lindretrr al., 1983; Rathjen und
Schachner, 1984) und wird von den CHO-Zellen hdaehistscheinlich auch
glykosyliert. An das sezernierte Fusionsprotein dear die Zuckerketten bereits
angehangt. Dadurch kann sich auch sein Molekuladgwim Gegensatz zum
teilweise unvollstandig glykosylierten Fusionspmoteim Zelllysat, erhdhen.
Nachdem nachgewiesen wurde, dass die CHO-Zellen odd-TEV-Fc-
Fusionsprotein exprimierten und in den Uberstarsksgerten, wurde eine stabil
exprimierende Zelllinie hergestellt. Unter den 2#tefs G418 selektierten Klonen
war ein Klon, bei dem das Fusionsprotein im Ubedtaachgewiesen werden
konnte. Fur weitere Versuche wurde das mL1-TEV-Bsibnsprotein im 1 I-
Malstab produziert und anschlieRend Uber eine iRrAt&aule aufgereinigt. Dabei
wurde — ausschlie3lich in der Elutionsfraktion -be derfull-length 250 kDa
Bande, die ungefahr dem rechnerischen Molekulaig@vwentspricht, eine kleinere
Bande detektiert. Diese Bande hat ein Molekulargetwon ungefahr 200-220 kDa
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und wurde mit dem polyklonalewmL1-Antikorper, jedoch nicht mit dem HRP-
gekoppelten polyklonalen Antikbrper gegen das huwmarc-Fragment,
nachgewiesen. Wahrscheinlich handelt es sich hienye ein Abbauprodukt, bei
dem das Fc-Fragment durch Proteolyse wéhrend ddreiAigung abgespalten
wurde. Dafur spricht, dass es nicht mit dem Anfiair gegen das Fc-Fragment
nachgewiesen werden konnte. Auch wenn nach dem HEedeProduktion dem
Uberstand Complete Proteasen-Inhibitoren-Cocktaii#diten (Roche) zugesetzt
wurden, ist es durchaus wahrscheinlich, dass da&-TEV-Fc von Proteasen
angegriffen wurde. Schon wahrend der Produktiomi@eine Proteolyse begonnen
haben, die sich dann wahrend der Aufreinigung &sedzt haben kdnnte, da CHO-
Zellen neben Matrix-Metalloproteasen auch Cystaitgasen ins Medium
sezernieren (Satoh et al., 1990; Sandberg et@§)2 Dass das mL1-TEV-Fc trotz
des eingefugten TEVWinkers biologisch aktiv ist, wurde durch seinen positiven
Effekt auf das Neuritenwachstum von Kleinhirnnewmmachgewiesen. Dass L1
unter anderem das Neuritenwachstum von Kleinhirroren fordert, ist schon lange
bekannt (Fischer et al., 1986). So konnte auchigezerden, dass die extrazellulare
Doméane des L1, als Fusionsprotein mit dem Fc-Fragmexprimiert, das
Neuritenwachstum und das Uberleben von Kleinhirnoeen fordert (Chen et al.,
1999).

Nachdem sichergestellt war, dass das mL1-TEV-Foogisch aktiv ist, sollte die
Spaltung des Fusionsproteins etabliert werden. dig¢ir Spaltungsversuche wurde
hauptséachlich die ACTEV Protease (Invitrogen) verdet. Sie ist stabiler als die
urspringlich aus dertobacco etch virugsolierte und von Invitrogen rekombinant
produzierte rTEV Protease (Nayak et al., 2003). @dwdie rTEV- als auch die
ACTEV Protease haben einen sechsfachen Histidm-und wurden inE. coli
produziert. Im ersten Schritt wurde die Spaltunge wom Hersteller empfohlen, in
einem Tris-Puffer mit verschiedenen Proteasekomnagmmen durchgefihrt. Eine
erfolgreiche Spaltung wirde durch eine@hift im Molekulargewicht des
Fusionsproteins, der dem Molekulargewicht ded &gsentspricht, deutlich werden.
Da fur den FcFag ein rechnerisches Molekulargewicht von 30 kDa @sttiwurde,
ware eine Reduktion des Molekulargewichtes von 58 auf 220 kDa zu erwarten
gewesen. Es wurde jedoch keine Spaltung beobachtetr wurden von dena-

mL1-Antikrper zwei Banden detektiert. Da beide &am aber schon ininput
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vorhanden waren und keine Verstarkung der 220 kBadB zu erkennen war, kann
wahrscheinlich nicht von einer Spaltung durch die/IProtease, sondern eher von
einem unspezifischen Effekt ausgegangen werdenatZich konnte mit dem
Antikdrper gegen das humane Fc-Fragment kein abfifesps Fc-Fragment
detektiert werden (vergleiche Abb. 4-23). Um sichstellen, dass beide TEV-
Proteasen aktiv sind, wurde eine Spaltung mit eikemrollsubstrat (hL1-TEV-Fc-
1-3) durchgefihrt. Das hL1-TEV-Fc-1-3-Fusionspnotbesteht aus den ersten drei
Fibronektin-Domanen des humanen L1, die als Fuprotsin mit dem TEV-Fc-
Fragment in CHO-Zellen exprimiert wurden (Haspel ak, 2000). Das
Kontrollsubstrat wurde sowohl von der rTEV als auan der ACTEV Protease
gespalten. Dies konnte einerseits an dg&mift im Molekulargewicht des eluierten
hL1 von 90 kDa auf 55 kDa, andererseits an deridiutles Fc-Fragmentes nach
dem Kochen der Protein Beadserkannt werden. Dass in der Elutionsfraktion auch
das Fc-Fragment detektiert wurde, kdnnte darauickgefihrt werden, dass einige
Molekile des ungespaltenen Fusionsproteins wahdencenzymatischen Reaktion
nicht an die Protein ABeadsgebunden, sondern in Losung vorlagen. Das gesgalte
hL1 wurde auch nach dem Kochen der ProteiBeadsdetektiert. Wahrscheinlich
war das hL1 mit dem noch ungespaltenen, anBeéi@dsgebundenen hL1-TEV-Fc
assoziiert. Da nun davon ausgegangen werden kass, lwkide im Rahmen dieser
Arbeit eingesetzten TEV-Proteasen aktiv waremngssivahrscheinlich, dass das mL1-
TEV-Fc-Fusionsprotein kein optimales Substrat fie dEV-Protease darstellt.
Dafur gibt es zwei moégliche Erklarungen. Zum eirk@mnte, aufgrund der Grole
des mL1-TEV-Fc-Fusionsproteins und einer mdoglichamglnstigen sterischen
Konformation, der TEM:inker maskiert und so fir die TEV-Protease schwer
zuganglich sein. Zum anderen besteht auch die Fldght der Aggregation des
mL1-TEV-Fc-Fusionsproteins, da die extrazellularenidne des L1 homophil
interagieren kann (De Angelis et al., 1999). Did&rde eine Spaltung durch die
TEV-Protease ebenfalls erschweren. Um den Linker die Protease besser
zuganglich zu machen, wurde das mL1-TEV-Fc an RréteBeadsgekoppelt. Dem
lag die Annahme zugrunde, dass durch die Bindusgmel-TEV-Fc an die Protein
A-Beadsdie Tertiarstruktur des Proteins so verandert eidbnnte, dass es eine flr
die Spaltung guinstigere sterische Konformationieinmt. Die Spaltung wurde dann
nach der von Haspel et al. (2000) publizierten ¥ori$t in einem PBS-Puffer
durchgefuhrt. Zusatzlich wurde die Inkubationszeitiangert und die Konzentration
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der Protease erhtht. Bei einer erfolgreichen Spgltdes mL1-TEV-Fc héatte die
extrazellulare Domé&ne des mL1 in der jeweiligentiBhsfraktion immunologisch
nachweisbar sein missen. Zusatzlich wirde sichvidskulargewicht reduzieren,
was durch einershift von 250 auf 220 kDa deutlich werden wirde. Tro&x d
optimierten Bedingungen konnte auch in diesem \@@rdeine Spaltung beobachtet
werden. Im nachsten Experiment wurde den Spalteagtonen Triton X-100 in
verschiedenen Konzentrationen zugesetzt. Ein Matggb von Invitrogen empfahl,
die Triton X-100-Konzentration zwischen 0,1 % und%l1zu variieren. Ein
nichtionisches Detergenz wie Triton X-100 eignethsibesonders, da es die
Loslichkeit des Proteins erhoht, aber in den meig@len nicht denaturierend wirkt
(Geckeler und Eckstein, 1998). Daneben wurden ziid@tzwei Reaktionspuffer
verwendet, der Lysispuffer nach Lyapina et al. @00nd der von Gingras et al.
(2005) beschriebene TEV-Puffer. Diese Puffer ettineebenfalls Detergenzien und
wurden fir die erfolgreiche TEV-Spaltung von Fusiomoteinen verwendet. Bei
einer Konzentration von 0,5 % Triton X-100 wurdeesL1-immunreaktive Bande in
der Elutionsfraktion detektiert. Im Vergleich zumput war aber kein Unterschied
im Molekulargewicht zu erkennen. Daher kann eher@oem unspezifischen Effekt
ausgegangen werden. Da ein Zusatz von DetergerdienAcTEV Protease
inhibieren konnte (Lundbéck et al.,, 2008; Mohanty a&, 2003), wurde die
Konzentration der Protease erhoht. Doch auch dufigse Optimierung des
Protokolls konnte keine Spaltung des Fusionsprsteilarch die ACTEV Protease
erreicht werden. Alle Versuche, das mL1-TEV-Fc-Buasprotein mit der rTEV und
der ACTEV Protease zu spalten, blieben bisher gdsl In dieser Arbeit wurde das
mL1 als Fusionsprotein mit dem TEV-Fc-Fragment armie@minus des Proteins
exprimiert. Eine Spaltung des Fusionsproteins kémdadurch ermdglicht werden,
dass zwischen dem C-Terminus des mL1 und dem [iBker einige zusatzliche
Aminosauren eingefuhrt werden (Nallamsetty, 20@8ftr kbnnte man z. B. einen
Polyglycin-, einen Polyhistidin-, oder einen FLAK&g verwenden. Weiterhin
konnte das mL1 mit dem TEV-Fc-Fragment am N-Termiaxprimiert werden, um

eine Spaltung durch die TEV-Protease zu erméglichen
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6. Zusammenfassung

Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war die rekambie Expression und
Reinigung der extrazellularen Domanen der neurdelterkennungsmolekile PO
und L1. Die gereinigten Proteine sollten fir Stawkhalysen verwendet werden. Da
es sich sowohl bei PO als auch bei L1 um Glykopmetehandelt, wurde die

rekombinante Expression in eukaryotischen Systednechgefihrt.

Die extrazellulare Domane des Zelladhasionsmolekfilsvurde als Fusionsprotein
(L1-TEV-Fc) mit einem durch TEV-Protease spaltbafénTag in CHO-Zellen
exprimiert, die das L1-TEV-Fc in den Zellkulturibtamd sezernierten. Das L1-
TEV-Fc konnte erfolgreich Uber eine Protein A-Saalégereinigt werden. Seine
biologische Aktivitat wurde in einem NeuritenwaalmesAssaynachgewiesen. Um
strukturelle Analysen an der extrazellularen Domdaechfiihren zu kdnnen, sollte
der FcTag mit der TEV-Protease abgespalten werden. Obwohkcheedene
Reaktionsparameter wie Temperatur, Inkubationsz€tnzentration der TEV-
Protease und die Konzentration der Detergenzieirextawvurden, war eine Spaltung

des L1-TEV-Fc im Rahmen dieser Arbeit nicht moglich

Das Zellerkennungsmolekil PO ist das haufigsteeifratm Myelin des peripheren
Nervensystems. Im Rahmen der vorliegenden Arbdiieseeben der wildtypischen
auch eine mutierte Form der extrazellularen Domdes PO-Proteins iPichia
pastoris exprimiert werden. Die mutierte Form des PO-Pnsteenthielt einen
Aminosaureaustausch an Position 106 von Isoleucibexicin (lle106Leu), welcher
beim Menschen zu einer schweren Form der CharcoieMaoth’schen Krankheit
vom Typ 1B fuhrt. Sowohl die wildtypische als audie llel06Leu-Form der
extrazellularen Domane des PO-Proteins konnterPighia pastoris exprimiert
werden, und wurden als Fusionsproteine mit einenc-Mynd einem sechsfachen
Histidin-Tag in den Uberstand sezerniert. Die Aufreinigung lgti tber Ni-NTA-
AgaroseBeads Durch eine Fermentation im 35 [-Mal3stab konnteeidd
Fusionsproteine fur strukturelle Analysen in gr@&eMenge produziert und
aufgereinigt werden. Eine anschlielende Analyse telnit Dynamischer
Laserlichtstreuung (DLS) zeigte, dass die Voraussgfen fur die Durchfiihrung
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eines Kiristallisatiorscreens mit 480 Bedingungen gegeben waren. Durch
Deglykosylierung mit N-Glykosidase F und 1D-NMR-&eskopie konnte gezeigt
werden, dass die extrazellulare Domane des wilstyy@n PO-Proteins aud&chia
pastoris glykosyliert ist. Eine Hyperglykosylierung konnéeisgeschlossen werden.
Neben dem Einfluss der llel06Leu-Mutation auf dteul8ur der extrazellularen
Domane wurde auch ihr Einfluss auf die homophileerektion des PO-Proteins
untersucht. In einem AggregatioAssay mit transient transfizierten CHO-Zellen
konnte gezeigt werden, dass die Zellen, die dadtypische PO voller Lange
exprimierten, im Verhaltnis zu PO-llel06Leu-expenm@nden Zellen starker
aggregierten. Die llel06Leu-Mutation wirkt sich aleffenbar negativ auf die

homophile Interaktion des PO-Proteins aus.
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7. Summary

This thesis was focused on the recombinant exmmesand purification of the
extracellular domains of the neural cell adhesiamtecules PO and L1. The purified
proteins should be used for structural analysesdis PO and L1 are glycoproteins,

recombinant expression was carried out in eukas\gytstems.

The L1 extracellular domain was expressed and wet@s a fusion protein (L1-
TEV-Fc) with the TEV protease-cleavable Fc tag HyQCcells. The L1-TEV-Fc
could be purified using a protein A column. Thelbgical activity of this fusion
protein was confirmed by measuring its neurite magh-promoting effect. To
perform structural analysis on the extracellulamdm of L1, removal of the Fc tag
by TEV protease cleavage was required. Althoughersgvparameters were
variegated in the enzymatic reaction, includingulmation time, temperature,
protease concentration, and concentration of detesgno cleavage of L1-TEV-Fc

by TEV protease was observed.

The cell recognition molecule PO is the most abahgaotein of peripheral myelin.
One aim of the present study was to express betkwild-type and a mutant form of
the extracellular domain of PO iRichia pastoris The mutant version of the PO
protein carried an amino acid exchange from isafetc leucin at position 106
(le106Leu) which causes a severe form of CharcatidATooth disease type 1B in
humans. Both proteins were expressed and secretiedian proteins with a myc tag
and a six-fold histidin tag. The purification waarged out using Ni-NTA agarose
beads. A fermentation in a 35 | scale was perforffeedeach protein, as large
amounts of purified protein were needed for stmadtanalyses. After purifying and
concentrating, a dynamic laserlight scattering (Div@s performed to ascertain that
both proteins were present in a sufficient form @wystallization. As both the
extracellular domain of wild-type PO and the ectodo of PO llel06Leu fulfilled
this condition, a screen of 480 crystallisation aditons could be performed. The
extracellular domain of wild-type PO was furtheabsed by 1D-NMR spectroscopy
and deglycosylation with N-Glycosidase F. Both expents confirmed that the PO
was glycosylated bRichia pastorisand a hyperglycosylation by the yeast could be
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excluded. Apart from analysing the influence of the&l06Leu mutation on the
structure of the extracellular domain, the presstnidy aimed at studying its
influence on the homophilic interaction of PO. Tdfere, an aggregation assay with
transiently transfected CHO cells was performed.OCetlls expressing the full-
length wild-type PO aggregated more strongly thells @xpressing the full-length PO
llel06Leu. This finding suggests that the llel06bmutation has a negative effect on

the homophilic interaction of PO.
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Anhang
10 Anhang
10.1 Abkurzungsverzeichnis
°C Grad Celsius
Hg Mikrogramm
ul Mikroliter
Abb. Abbildung
AEBSF 4-(2-Aminoethyl)-benzenesulfonyl fluoridedmgchloride
BME Basal Medium Eagle

BMGY-Medium buffered glycerol compleiedium
BMMY-Medium buffered methanol compléedium

Bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin

bzw. beziehungsweise

cDNA complementary deoxyribonucleid acid
C-Terminus Carboxy-Terminus

DO schweres Wasser

dd HO doppelt destilliertes Wasser

DFP Diisopropylfluorophosphate

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP deoxyribonucleotide triphosphate
DTT Dithiotreitol

E. coli Escherischia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

et al. et aliter

Fa. Firma

FCS fetal calf serum

GMEM Glasgow's Minimal Essential Medium

H,O Wasser
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HBSS
HEPES
HNK-1
HRP
kB

kDa

LB

MEM

mg

min

ml

mM

MW

nm
N-Terminus
p. a.

PBS

PCR

Pfu

PLL

PMSF
RIPA-Puffer
RT

SDS
SDS-PAGE
t

Tab.

TAE

Taq

TBS

TBST

Tris

Anhang

Hank's gepufferte Salzlésung
N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N"-2-ethansuénre
human natural killer cell glycan
horseradish peroxidase

Kilobasen

Kilodalton
Liter
lysogeny broth
Molar
Minimal Essential Medium
Milligramm

Minute

Milliliter

Millimolar
molecular weight

Nanometer

Amino-Terminus
pro analysi

Phosphat gepufferte Salzlésung
polymerase chain reaction
DNA-PolymerasédPyrococcus furiosus
poly-L-Lysin
Phenylmethylsulfonylfluorid
radioimmunoprecipitatiofPuffer
Raumteperatur
Sodiumdodecylsulfat
Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelalgshorese
Zeit

Tabelle

Tris/Acetat/EDTA
DNA-Polymeraselhermus aquaticus
Tris gepufferte Salzlésung

Tris gepufferte Salzlésung-Tween

Tris-(hydroxyl)-aminomethan
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U unit

U. N. uber Nacht

uv Ultraviolett

Vv Volt

viv volume per volume
vgl. vergleiche

Vol. Volumen

wiv weight per volume
wB Western Blot

Xg g-force

z. B. zum Beispiel

Aminosauren wurden entsprechend dem Ein-Buchst&loele- abgekirzt

10.2 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1-1. Bildung des kompakten Myelins im®N
Abbildung 1-2. Langsschnitt durch ein myelinisgsriAxon im PNS
Abbildung 1-3. Schematische Ubersicht tber die f@ublien der neuralen

Zelladhasionsmolekule der Ig-Superfamilie

Abbildung 1-4. Schematische Darstellung des P@eil®
Abbildung 1-5. Schematische Darstellung des kortgrakiyelins
Abbildung 1-6. Mutationen im offenen Leserasten RS
Abbildung 1-7. Schematische Darstellung von L1

Abbildung 1-8. Die komplexen Interaktionen desNMbiekiils
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Die haufigsten N-Glykosylierungenverschiedenen Spezies
Proteinkristallisation nach der Dadiffusionsmethode

Schema der Klonierung der cDNA fdre extrazellulare
Doméane des murinen PO-Proteins in den Expressi@tsve

PPICZuA

Restriktionsanalyse verschieden&EpN-t easy-P0O-cDNA-
Klone

Restriktionsanalyse des pPICzA-E@-Blasmids

Nachweis der Expression des POMyd-His-Fusionsproteins

in verschiedeneRichia pastorisKlonen: SDS-PAGE

Nachweis der Expression des POMyd-His-Fusionsproteins
in verschiedeneRichia pastorisKlonen: Western Blot

Analyse der  Aufreinigung des PO-dbygl-His-
Fusionsproteins mittels SDS-PAGE unkstern Blot

Deglykosylierung des P0-ecd-Myc-Hissionsproteins mit N-
Glykosidase F

Eindimensionales Protonenspektrdm-{H-Spektrum)der in

Pichia pastorisexprimierten extrazellularen Domane von PO

Messung der Dynamischen Laserlichtging (DLS)

Messung der Dynamischen Laserliobiming (DLS)

verschiedener PO-Proteinchargen



Abbildung 4-11.

Abbildung 4-12.

Abbildung 4-13.

Abbildung 4-14.

Abbildung 4-15.

Abbildung 4-16.

Abbildung 4-17.

Abbildung 4-18.

Abbildung 4-19.

Abbildung 4-20.

Abbildung 4-21.

Abbildung 4-22.

Anhang 146

Analyse der Reinigung des PO-dedld6Leu-Myc-His-
Fusionsproteins mittels SDS-PAGE (A) utkstern Blo{B)

Messung der Dynamischen Lasesitatung (DLS) des PO-
lle106Leu-Proteins

Schema der Klonierung der murin®®-cDNA in den
pcDNA3-FLAG/HIS-Vektor

Oberflachenlokalisation von PO un@O0-llel06Leu in

transfizierten CHO-Zellen

Vergleich der Oberflachenexpressaes wildtypischen PO-
Proteins und der lle106Leu-Mutante von PO

Aggregations-Assay mit transfizer CHO-Zellen

Aggregation von CHO-Zellen, dietrixpressionsplasmiden
fur PO, PO-lle106Leu und L1 transfiziert wurden

Schema der Klonierung der extlak@®en Domane des mL1
und des TEV-Fc-Fragmentes in den pcDNA3-Vektor

1 %iges Agarosegel der Restrildomalyse verschiedener
pcDNA3-mL1-ecd-TEV-Fc Klone

Expression von mL1-TEV-Fc: Analydes Kulturiiberstandes

transient transfizierter CHO-Zellen

Expression von mL1-TEV-Fc: Analyder Kulturiiberstande
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Analyse der Reinigung des mL1-TEY¥/-Fusionsproteins
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Effekt des TEV-Linkers auf das alkhéngige

Neuritenwachstum

Analyse der hL1-TEV-Fc Spaltungt ndier TEV Protease

mittelsWestern Blot

Western BlotAnalyse der mL1-TEV-Fc-Spaltung mit der
ACTEV und der rTEV Protease

Analyse der Spaltung des an Pmo#®iBeads gebundenen
mL1-TEV-Fc, mit 10 U ACTEV Protease

Analyse der Spaltung des an Pmo#®iBeads gebundenen
mL1-TEV-Fc mit 100 U AcTEV Protease

Analyse der TEV-Spaltung des anotéin A-Beads
gebundenen mL1-TEV-Fc-Fusionsproteins in Anwesénhei

verschiedener Detergenzien

Analyse der TEV-Spaltung des anotéin A-Beads
gebundenen mL1-TEV-Fc-Fusionsproteins mit versamned

Detergenzien
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Tabelle 3-4. Verwendete Plasmide
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