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Zur Wahrung seiner Individualitét und zur biologischen Arterhaltung ist es fir den Orga-
nismus nétig, Uber ein Abwehrsystem zu verflgen, das die zahllosen Mikroorganismen,
diein ihn eindringen, bekampft.

Dazu stehen unspezifische Abwehrmechanismen wie z.B. Epithelschranken, Lysozym,
Komplementsystem und spezifische Abwehrmechanismen zur Verfligung.

Das spezifische Abwehrsystem (=Immunsystem) ist in der Lage, zwischen selbst und
fremd zu unterscheiden. Hierbei spielen vor allem zwei Arten von Lymphozyten die
Hauptrolle: B-Lymphozyten als Produzent von spezifischen Antikdrpern und T-
Lymphozyten als Tréger der zelluldren Immunantwort und zentraler regulativer Funktio-
nen zur Koordination der humoralen, zelluldren und unspezifischen Immunantwort Gber
Zytokine[1].

Gut untersucht wurde die Entwicklung der T-Zellen am Beispiel der Ratte.

Die Bildung und Reifung von T-Zellen findet in mehreren Schritten und in mehreren Or-
ganen statt. Wahrend dieses Differenzierungsprozesses andern sich die Oberflachenanti-
gene der T-Zellen, so dal3 die T-Zellentwicklung anhand dieser veranderten Expression
der Oberflachenantigene verfolgt werden kann. Manche Oberflachenantigene werden
demzufolge auch T-Zell Differenzierungsmarker genannt.

Die Entwicklung der T-Zellen nimmt im Knochenmark aus pluripotenten Stammzellen
ihren Anfang. Vorlauferzellen wandern von dort in den Thymus ein. Hier findet die Re-
kombination der Genabschnitte fir den T-Zellantigenrezeptor (TCR) statt. Er liegt CD3-
assoziiert in zwei Formen vor: als o/f3 Kette oder als y/6 Kette. Die y/6 Ketten tragenden
T-Zellen bilden nach der Emigration aus dem Thymus vornehmlich die intragpithelialen
Lymphozyten (IEL) des Darms und der Haut. Die o/3 Ketten tragenden T-Zellen hinge-
gen bilden die Mehrzahl der zirkulierenden T-Zellen der Peripherie [2].

Nach positiver Selektion an Thymusepithelzellen und negativer Selektion an antigenpra-
sentierenden Zellen (APC) werden T-Zellen mit sinnloser Rezeptorkonstellation oder
Uberschieffender Reaktion mit dem prasentiertem Antigen eliminiert. Gleichzeitig wird
die Bestlickung mit den Korezeptoren CD4 oder CD8 festgelegt [2].

Die so ausgestattete T-Zelle verlaldt den Thymus und wandert in peripheres lymphati-
sches Gewebe. Dabei wird die Einwanderung in Lymphknoten durch die Expression von
L-Selektin ermdglicht.

In der Ratte ist damit die Entwicklung jedoch noch nicht abgeschlossen. Die aus dem
Thymus auswandernden T-Zellen exprimieren wie schon im Thymus das Thy-1 Antigen,
das aber mit zunehmender Dauer in der Peripherie abgeschaltet wird. Es wird durch die
Antigene RT6 und CD45RC abgel 6st, die vorher nicht nachweisbar sind [3,4].



Wird die T-Zelle durch Begegnung mit ihrem Antigen aktiviert, verliert sie L-Selektin,
und die hochmolekulare Isoform CD45RC wird zugunsten einer niedermolekularen, wel-
che eine leichtere weitere Aktivierung ermoglicht, abgeschaltet [5,6]. Es findet eine Pro-
liferation statt und gleichzeitig differenzieren CD8 positive T-Zellen zu zytotoxischen
Effektorzellen, wahrend sich CD4 positive T-Zellen je nach Umgebung zu entziindungs-
fordernden Thl-Zellen oder zu B-Zellen stimulierenden Th2-Zellen entwickeln.

Im Zuge der Aktivierung wird auch die RT6 Expression zunehmend schwécher [7-10].
Die Expression dieses T-Zell Oberflachenantigens ist damit auf ein bestimmtes Differen-
zierungsstadium beschrankt: intrathymische T-Zellen sind RT6 negativ und Thy-1 posi-
tiv. Auf reifen, ruhenden T-Zellen in peripheren Lymphknoten hingegen findet sich kein
Thy-1, sondern stattdessen RT6. RT6 |&l3t sich nur auf T-Zellen nachweisen [3].
Genauere Untersuchungen zeigen, dal3 der Wechsel in der Oberflachenanti genstruktur
von Thy-1 zu RT6 in der Peripherie erfolgt. So sind periphere Lymphknotenzellen der
Ratte direkt nach der Geburt RT6 negativ und Thy-1 positiv. Dieses Verhdltnis andert
sich in den ersten Wochen kontinuierlich zugunsten des RT6. Auch frische, aus dem
Thymus emigrierte T-Zellen adulter Ratten erlangen das RT6 erst peripher [11]. Hierbel
entwickeln die T-Zellen das RT6 entweder Uber eine Thy-1/RT6 doppel positive oder di-
rekt Uber eine von vornherein Thy-1 negative Population [12].

Nicht nur periphere T-Zellen tragen das RT6 Antigen. Es findet sich in ca. 10-fach héhe-
rem Umfang auf intragpithelialen Lymphozyten (IEL) des Darms [13,14], wobei neben
T-Zellen mit o/R TCR und /6 TCR auch eine CD3 negative, RT6 positive Population
nachweisbar ist. Diese Population wird, wegen deren Aktivitdt des TCR Rekombinase
aktivierenden Gens, als Vorlaufer einer Thymus unabhangigen T-Zellreihe betrachtet
[15]. Auch junge, athymische Ratten weisen IEL auf, die in hohem MalRe RT6 exprimie-

ren [personliche Mitteilung von J.Fangmann].

1.2. Der Polymorphismus des Alloantigens RT6

Der T-Zell Differenzierungsmarker RT6 stellt ein erstaunlich polymorphes Alloantigen-
system dar. So existiert bei der Ratte ein RT6 Gen, welches neben den Genen fir Hamo-

globin und Tyrosinase der ,, linkage group” auf Chromosom 1 zugehdrt [16], mit den zwei



dlelen Varianten RT6a und RT6b, die fir Proteine von 25kD-34kD kodieren
[17,18,19,21].

Der Polymorphismus der RT6 Alloantigene ist kein rattenspezifisches Phanomen.

Auch in der Maus zeigt sich ein deutlicher Polymorphismus. Dort existieren jedoch zwei
eng gekoppelte Gene Rt6-1 und Rt6-2 auf Chromosom 7, wie bei der Ratte in Nachbar-
schaft zum Hamoglobin- und Tyrosinase Gen [28].

Die RT6 Genprodukte der Ratte, RT6.1 und RT6.2, werden posttrandational modifiziert.
Durch Abspaltung der N-terminalen Leadersequenz wird der Transport in das endoplas-
matische Retikulum vermittelt. Die C-terminale, hydrophobe Signalsequenz wird eben-
falls abgespalten, um damit die Membranverankerung durch kovalente Bindung an Gly-
kosyl-Phosphatidylinositol (GPI) zu erméglichen [19,20]. Diese Bindung kann durch das
Enzym phosphatidylinositol spezifische Phospholipase C (PI-PLC) gespalten werden.
Wahrend das RT6.1 entweder in nicht glykosylierter Form vorkommt oder Uber eine
Glykosylierungsstelle in Position 40 der Aminosauresequenz glykosyliert wird [21-23],
findet beim RT6.2 keine Glykosylierung statt [19,17].

Wie in Abschnitt 1.5. ausfihrlich dargestellt, verfligen die RT6 Antigene Uber eine En-
zymaktivitat. Auch in dieser Funktion als T-Zell Oberflachenenzyme unterscheiden sich
die beiden RT6 Proteine voneinander. So weist RT6.1 zwar eine NAD-
Glykohydrolaseaktivitéat auf, eine ADPR-Transferaseaktivitét ist aber nicht nachweisbar.
RT6.2 hingegen zeigt beide Aktivitéten [24].

Die erwahnten Unterschiede zeigen und erkléren sich aufgrund der Sequenzunterschiede
im RT6 Alloantigensystem. Die Nukleotidsequenzen der RT6a und RT6b cDNA differie-
ren in 17 Positionen. Dies fihrt zu 12 Unterschieden in der Aminosduresequenz
(=ca.5%). Die Aminosaureaustausche sind mehrheitlich nicht konservativ, d.h. sie bewir-
ken eine Veranderung der chemischen Eigenschaften der jeweiligen Aminosdure. Nur
einer der 12 Aminosaureaustausche ist konservativ [17,22,25].

Auch die Expression der Proteine RT6.1 und RT6.2 weist Unterschiede auf.

Insgesamt finden sich bei peripheren T-Zellen in 60% [26] bis 90% [3] RT6 positive
Zellen. In Lewis Ratten, die nur das RT6a Allel besitzen, zeigt sich eine niedrigere RT6.1
Expression verglichen mit der RT6.2 Expression kongener RT6b tragender Lewis.6B
Tiere gleichen Alters. Der Unterschied manifestiert sich in einer RT6/CD4 doppel positi-
ven T-Zellpopulation der Lewis.6B Ratte, die in der Lewis Ratte nicht vorkommt [27].
Die Untersuchung der F1-Tiere aus der Kreuzung der beiden Stdmme zeigt neben
RT6.1/RT6.2 doppelpositiven T-Zellen die Existenz einer RT6.2 positiven RT6.1 negati-
ven Population. Diese Population ist zudem CD4 positiv und CD45RC negativ [27].

Der Expressionsunterschied ist prétrandational im Bereich des RT6 Gens selber (cis)
begrindet [27].



1.3. RT6 und Autoimmunprozesse

T-Zellen spielen aufgrund ihrer vielféltigen regulatorischen Funktionen bei der Im-
munantwort eine wichtige Rolle bei der Entstehung von Autoimmunphanomenen.

Bel Versagen der Mechanismen der positiven und negativen Selektion in der T- Zellent-
wicklung entstehen potentiell autoreaktive T-Zellklone, die zu einer pathologischen Im-
munantwort fihren konnen. Organspezifische Antigene, die nicht im Thymus présentiert
werden, stehen nicht fir die negative Selektion zur Verfiigung. Wirden diese Antigene
zusammen mit MHC-Molekilen durch professionelle antigenprésentierende Zellen
(APC) prasentiert, kdme es zur Proliferation und Differenzierung der T-Zelle und damit
zur Immunantwort und Zerstorung korpereigener Zellen. Fehlen dagegen die kostimulie-
renden Signale der APC, kommt es zur Anergie d.h. zur Immunselbsttoleranz. Diese
Anergisierung stellt somit eine Toleranzerzeugung fir das betroffene organspezifische
Antigen dar. Daneben gibt es Hinweise, dal3 zur Aufrechterhaltung der Selbsttoleranz
bestimmte T-Zellen regulatorisch auf eine autoaggressive Immunantwort einwirken und
diese dadurch begrenzen [29].

In verschiedenen Modellen fur Autoimmunerkrankungen wird die Existenz solcher re-
gulatorischer T-Zellen bestétigt. Im BB-Rattenmodel| fir den insulinpflichtigen Diabetes
mellitus (IDDM) trégt diese T-Zellpopulation den Differenzierungsmarker RT6 auf der
Oberflache [30,31]. In diesem Modell erkranken BB-DP (diabetes prone) Ratten zu 80%
-100% zwischen dem 60. und 120. Lebenstag an Diabetes mellitus, dessen klinisches Er-
scheinungshild in vielen Eigenschaften dem juvenilen Diabetes mellitus Typ | des Men-
schen ahnlich ist [32].

BB Ratten weisen eine ausgepragte T-Zell Lymphopenie auf, die durch das Fehlen der
RT6 Positiven Zellpopulation charakterisiert werden kann [4,33,34,14]. Der zugrunde
liegende Defekt ist hierbel nicht im RT6 Gen selbst, welches intakt aber abgeschaltet ist
[18,23,35,27], sondern in einem noch unbekannten ,, Lymphopeniegen” (Lyp) auf Chro-
mosom 4 lokalisiert [36-39].

Das Hinzukommen des MHC-Haplotyps RT1u [40-43] und das Fehlen des protektiven
Allels des Gens IDDM3 [37] bei gestorter T-Zellreifung mit RT6 Verlust [4,18,12] fiihrt
dann zum Ausbruch der Krankheit.

Der diabetesresistente Stamm DR-BB hingegen exprimiert RT6 auf normalem Niveau
und ist nicht lymphopenisch [44]. Entfernung der RT6 tragenden T-Zellen tiber mono-

klonale Antikorper vor dem 30. Lebenstag fuhrt bel jungen Ratten dieses Stammes zu



einer gehauften Inzidenz von IDDM. Sie steigt von 1% auf Gber 50% vor dem 60. Le-
benstag [44].

Die Ubertragung von RT6 exprimierenden Milzzellen von DR-BB Ratten auf BB-DP
Ratten verhindert die Erkrankung an IDDM [30,45].

Auch in einem anderen Modell fur IDDM schiitzt die Ubertragung von RT6 positiven
und CD45RC negativen T-Zellen auf PV G.RT1u Ratten vor dem Ausbruch der Krank-
heit [29,31,46].

Die Verhinderung der Krankheitsmanifestation scheint dabei durch eine Regulation der
veranderten Balance zwischen Thl und Th2 Zellen und des damit veranderten Zytokin-

sekretionsmusters zugunsten der Th2 Zellen bewirkt zu werden [47-50,12].

1.4. Das RT6 Gen

Das RT6 Gen enthélt 7 Introns und 8 Exons. Der langste kodierende Abschnitt, das 694
Basenpaare lange Exon 7, kodiert fir das auf der T-Zelloberflache exprimierte Protein.
Exon 8 kodiert fir die C-terminale Signalsequenz zur Membranverankerung tber GPI
und enthdlt die 3' untrandlatierte Region (UTR). Die restlichen Exons beinhalten die 5'
UTR sowie potentielle AUG Startcodons fir den Trand ationsstart. Exon 5, das den N-
terminalen Leader fUr den Transport in das endoplasmatische Retikulum enthdlt, und
Exon 6 werden aternativ zueinander exprimiert. Sie Uberlappen um 3 Nukleotide, so dai3
die Splice-Donorstelle von Exon 5 der Splice-Akzeptorstelle von Exon 6 entspricht
[51,52].

Die Mehrzahl der aus Milzzellen oder Hybridomzellinien [17,53] gewonnenen Klone
beginnen mit Exon 2. Sie weisen die Exonabfolge 2-5-7 auf. Alternatives Splicing am 5'
Ende des Gens fuhrt zu den Varianten 1-2-5-7, 1-2-6-7, 1-7 und 1-5-7 fir die aus Milz-
zell-RNA gewonnenen Klone. Bei den aus der EpD3 T-T Hybridomzellinie [17,53]
stammenden Klone fihrt alternatives Splicing zu den Varianten 2-5-7, 2-6-7, 4-5-7-8 und
2-3-4-5-7[51].

Die 3' Region des RT6 Gens zeigt zwei alternative Polyadenylierungsstellen, von denen
die weiter 5' gelegene Stelle bevorzugt wird [54].

Das RT6 Gen besitzt zwei potentielle Transkriptionsstartstellen, TSS1 fir den Start mit
Exon 1, und TSS2 fir den Start mit Exon 2. Die mit der Transkriptionsstartstelle 2 ver-
bundene Promotorregion weist eine Reihe T-Zell typischer Transkriptionsfaktorbin-
dungsstellen auf, im Gegensatz zu TSS1, bei der zwar die Kernpromotorelemente TATA

und Inr sowie eine YY1 Bindungsstelle vorhanden sind, aber weitere vorhergesagte T-



Z€l| typische Aktivierungselemente fehlen. TSS2 stellt die Haupttranskriptionsstartstelle
des RT6 Gens in Ratten Milzzellen dar [51,52].

Vor Exon 4 konnte bisher kein Promotor nachgewiesen werden, obwohl ein Klon aus der
EpD3 T-T Hybridomzellinie mit diesem Exon beginnt. Es finden sich 5' des Exons je-
doch viele vorhergesagte Bindungsstellen flr Transkriptionsfaktoren (2x NF-116, NF-xB,
GATA, Lyf-1, AP-2, TCF-1, SV40-Oct, Ets-1, NF-AT, AP-1). Diese Anhaufung von T-
Z€ll typischen Transkriptionsfaktorbindungsstellen spricht fur die Existenz einer T-Zell
spezifischen Enhancerregion [51,52].

1.5. Die T-zellspezifische mono-ADP-Ribosyltransferase
RT6

Bis 1992 zum ersten Mal das Gen einer eukaryontischen mono-ADP-Ribosyltransferase
(mADPRT) aus dem Skelettmuskel des Kaninchens kloniert wurde [55] fanden sich in
den entsprechenden Datenbanken keine Proteine, die Verwandtschaft mit RT6 zeigten.
Die neuklonierte Skelettmuskeltransferase des Kaninchen zeigte hingegen ausschliefdlich
Homologie zur RT6 Sequenz [55]. Danach wurden aus verschiedenen Geweben von
Maus und Mensch weitere mMADPRT kloniert, die ebenfalls Verwandtschaft mit RT6
zeigten (siehe 1.6.).

Vor der Klonierung der ersten eukaryontischen mADPRT erregten vor alem prokaryon-
tische mMADPRT das Interesse der Wissenschaft, da sich der Wirkungsmechanismus eini-
ger bakterieller Toxine durch die ADP-Ribosylierung von bestimmten Zielproteinen der
Wirtszelle erklért.

Das Diphterietoxin sowie das verwandte Exotoxin A von Pseudomonas aeruginosa ADP-
ribosylieren den Elongationsfaktor 2 an einem modifizierten Histidinrest (Diphtamid)
und storen somit die Proteinbiosynthese der Zielzelle [58].

Das Choleratoxin sowie das hitzelabile Toxin von E. coli gehdren zu einer anderen
Gruppe von bakteriellen mADPRT. Sie katalysieren die ADP-Ribosylierung der o-
Untereinheit eines G-Proteins (Gso), welches die Adenylatzyklase stimuliert, an einem
Argininrest [58,59]. Das ebenfalls Uber ADP-Ribosylierung wirkende Pertussistoxin mo-
difiziert hingegen inhibierende G-Proteine (Gicr) an eéinem Cysteinrest [60].

Die der nachsten Gruppe zugehorigen Clostridium Exoenzyme modifizieren kleine G-
Proteine (rho\rac) an Asparaginresten (C3 Exotoxin) oder Actin an Argininresten (C2
Exotoxin) [61-66].
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Obwohl in ihrer Primérstruktur verschieden, weisen die unterschiedlichen Gruppen pro-
karyontischer mMADPRT rontgenkristallographisch eine im Kernbereich hochkonservierte
dreidimensionale Struktur auf [67-70].

Drei verschiedene Reaktionen sind im Zusammenhang mit dem Metabolismus von extra-
zelluldrem NAD zu unterscheiden. Ausgehend von NAD findet dessen Spaltung zu ADP-
Ribose (ADPR) und Nicotinamid statt. Die enstandene ADPR wird nun kovalent an eine
bestimmte Aminosdure eines spezifischen Zielproteins gebunden (=mono-ADP-
Ribosyltransferase-Aktivitét). Durch diese posttrangationale Modifikation kann die
Funktion des Zielproteins beeinflufdt werden.

Eine zweite Mdglichkeit besteht darin, dal3, vor allem bei Abwesenheit des Zielproteins,
Wasser als Akzeptor dient. Hierbei wird letztlich NAD in Nicotinamid und ADPR ge-
spalten. Man spricht dann von NAD-Glykohydrolase- oder kiirzer NADase-Aktivitét
[71,72].

Die dritte Reaktion besteht in der Bildung von zyklischer ADPR (cADPR) durch ADPR-
Zyklasen. Intrazellulér wirkt cADPR als second messenger und fuhrt zur Erhéhung des
intrazelluldren Kalziums [73,74].

Diese oben beschriebenen Enzymaktivitdten wurden auch in diversen eukaryontischen
Geweben nachgewiesen, bevor die ersten Gene eukaryontischer mADPRT kloniert wur-

den.

Tabelle 1.1.: Biochemisch charakterisierte mADPRT-Aktivitdten in tierischen Geweben

Gewebe Spezies Aminosdure Aktivitat Lokalisierung
Erythrozyt Mensch Cystein ADPRT ZP, M (innen)
Cys-ADPR-Hydr
CcADPR
Rind NADase
Truthahn Arginin ADPRT“A*
Arginin ADPRT“B*
Arg-ADPR-Hydr
Frosch Arginin ADPRT
Thrombozyt Mensch Arginin ADPRT ZP
Arginin ADPRT ZP
ADPRT ZP
Cystein ADPRT
NADase M (auRen)
Gewebe Spezies Aminosdure Aktivitéat Lokalisierung
Neutrophile Mensch Arginin ADPRT
Arg-ADPR-Hydr
Heterophile Huhn Arginin ADPRT
Arginin ADPRT

11



Knochenmark Huhn Arginin ADPRT
Skelettmuskel Huhn Arginin ADPRT
? Arginin ADPRT M
Kaninchen Arginin ADPRT
Arginin ADPRT
Arginin ADPRT
Arginin ADPRT M (auRRen, GPI)
Mensch Arginin ADPRT M (auRRen, GPI)
Frosch Arginin ADPRT
Herzmuskel Ratte u.a. Arginin ADPRT M (auRen, GPI)
Frosch Arginin ADPRT
Milzzellen Rind NADase M (auflen)
Huhn Arginin ADPRT M
Lymphome Maus Arginin ADPRT M
Thymozyt Rind Cystein? ADPRT M
Gehirn Ratte ADPRT ZP
Ratte
Rind Asparagin? ADPRT
Ratte ADPRT
L eber Ratte Diphtamid? ADPRT ZP
Cystein ADPRT
Arginin ADPRT
Frosch Arginin ADPRT
Rind Diphtamid ADPRT
Testis Ratte ? ADPRT Kern
Niere Ratte NADase/ADPRT
Corpus Luteum Kaninchen Arginin ADPRT M
Retina Rind ADPRT
Fettzellen ADPRT M
Serum Mensch NADase/ADPRT
ADPRT
HL60-Zellen Mensch ADPRT M
Schilddrise Mensch ? ADPRT M
Lunge Frosch Arginin ADPRT
ZP=zytoplasmatisch, M=Membran, GPI=GPI-verankert
(aus[12])

Dabei fanden sich funktionelle Ahnlichkeiten zu den oben beschriebenen bakteriellen-
Toxinen.

Die Arginin-spezifische mADPRT aus Truthahnerythrozyten modifiziert analog zum
Choleratoxin Adenylatzyklase-stimulierende G-Proteine [75]. In Rinderleber zeigte sich
analog zum Diphterietoxin und Exotoxin A ene Diphtamid-spezifische ADP-
Ribosylierung von Elongationsfaktor 2 [76,77], die teilweise diesem selbst zugeordnet
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wird [78]. Pertussis-toxindhnliche Aktivitdten finden sich in menschlichen Thrombozyten
und Erythrozyten [79-81].

Der Nachweis der funktionellen Zugehtrigkeit von RT6 zur Familie der NAD-
metabolisierenden Enzyme gelang erst nach Entdeckung der Sequenzhomologie zur
Skel ettmuskeltransferase des Kaninchens. Es fand sich in einer mit RT6.2 cDNA transfi-
zierten Ratten Mammacarcinomzellinie eine NADase-Aktivitét an der Zelloberflache, die
sich mittels PI-PLC von der Zelloberflache abspalten lield [82]. Weitergehende En-
zymaktivitdten wurden dort nicht beobachtet.

Genauere Untersuchungen zeigten, dai’ sowohl RT6.1 as auch RT6.2 NADase-Aktivitét
besitzen, wobel nur RT6.2 die entstehende ADPR auf sich selbst Ubertragt. Die Eigen-
schaften der Automodifikation weisen auf eine kovalente, Arginin-spezifische AutoADP-
Ribosylierung hin [24]. Weitere Akzeptormolekile sind bisher noch nicht bekannt.
RT6.1 besitzt die Fahigkeit zur Automodifikation nicht [24]. Auch ist eine ADPR-
Zyklase-Aktivitét fur RT6 nicht nachweisbar [74,83].

1.6. RT6 Homologe anderer Spezies

Die Assoziation von RT6 mit bestimmten Autoimmunphanomenen (1.3.) und spéter die
Entdeckung der Zugehdrigkeit von RT6 zur Familie der mADPRT (1.5.) lief3 die Frage
nach RT6 Homologen in anderen Spezies als der Ratte aufkommen.

Als erstes fand sich das RT6 Homolog der Maus, genannt Rt6 [84]. Wie in Abschnitt 1.2.
beschrieben lassen sich zwei Proteine, Rt6-1 und Rt6-2, unterscheiden. Sie werden je-
doch durch zwei eng gekoppelte Gene auf Chromosom 7 in der N&he der Gene fir die [3-
Kette des Hamoglobins und der Tyrosinase kodiert [28].

In ihrer Aminosauresequenz zeigen die beiden Maus Rt6 Proteine eine dhnliche Uberein-
stimmung zueinander, wie zu den RT6 Alloantigenen der Ratte, so dal? die drei Gene
entwicklungsgeschichtlich in etwa gleichweit voneinander entfernt scheinen [28,12].

Die Enzymaktivitéten der Rt6 Proteine der Maus unterscheiden sich von denen der Ratte
deutlich.

So sind beide Maus Rt6 Proteine in der Lage artifizielle Zielproteine, wie die leichte
Kette des monoklonalen Antikorpers M2, zu modifizieren. Eine Automodifikation findet
nicht statt, und auch die NADase-Aktivitét ist, verglichen mit der der Ratten RT6 Protei-
ne, gering [85].

Im menschlichen Genom 183 sich ebenfalls ein RT6 homologes Gen, auf dem kurzen
Arm des Chromosoms 11, finden [86,87].
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Es handelt sich jedoch um ein intronhaltiges Pseudogen. Es zeigt eine Homologie in der
vorhergesagten Aminosauresequenz Uber den gesamten kodierenden Bereich, jedoch ist
das Leseraster durch drei vorzeitige Stopcodons unterbrochen [86]. Diese Inaktivierung
betrifft die gesamte menschliche Spezies und Primaten wie Schimpansen, Orang Utan
und Gorilla. Es finden sich keine weiteren Kopien im menschlichen Genom, und es kann
auch keine Transkription des menschlichen RT6 nachgewiesen werden [86].

Im menschlichen Genom konnten neben dem inaktivierten RT6 (=ART 2) weitere Ver-
wandte des RT6 aus der Familie der mMADPRT gefunden werden:

die Skelettmuskel MADPRT (=ART 1) auf dem langen Arm des Chromosom 11 [56,88],
sowie zwei weitere mMADPRT Einzelkopiegene auf Chromosom 4 (=ART 3) bzw. Chro-
mosom 12 (=ART 4) [89].

Die Expression von ART 3 und ART 4 ist ebenfalls gewebespezifisch. So wird ART 3
vornehmlich in Testis exprimiert, wahrend ART 4 hauptséchlich in lymphatischen Orga-
nen exprimiert wird [89].

Die vorhergesagte Aminosauresequenz von ART 3 und ART 4 zeigt Homologien zu
RT6, so dal3 wichtige Strukturmerkmale wie Cysteinreste und fur die enzymatische
Funktion vermutlich wichtige Aminosduren (Arginin, Glutamin) in allen mMADPRT Ge-
nen des Menschen, sowie den Genen des RT6 von Ratte und Maus, der Skelettmuskel-
transferase des Kaninchens [55] und der mADPRT des Hihnerknochenmarks [57] kon-

serviert sind [89].

1.7. Ziel

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, in Anbetracht der vielen RT6 betreffenden offenen
Fragen, rekombinant gentigend |6sliches RT6 Protein herzustellen, erste Funktionsunter-
suchungen damit durchzufiihren, um dadurch die V oraussetzung fir weitergehende Un-
tersuchungen wie z.B. genauere, quantitative Enzymassays, die Suche nach einem phy-
siologischen Liganden, Immunisierungen oder rontgenkristall ographische Anaysen der

raumlichen Struktur des Proteins zu schaffen.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1 Losungen und Reagenzien

Acrylamid/bis-Acrylamid
(30% Fertigldsung), Fa. BioRad, M iinchen
ADPR
Fa. Sigma, Miinchen
Agarose
MetaPhor™, Fa. Biozym, Hess. Oldendorf
Antibiotika
Ampicillin, Fa. Boehringer, Mannheim
Penicillin, Fa. Life Technologies, Eggenstein
Streptomycin, Fa. Life Technologies, Eggenstein
Tetracyclin, Fa. Boehringer, Mannheim
Antikorper
rabbit anti-hlgG-Fc, Fa. Dianova, Hamburg
rabbit anti-hlgG-Fc peroxidase, Fa. Dianova, Hamburg
rabbit anti-human 1gG,IgM,IgA, Fa. Dianova, Hamburg
donkey anti-rabbit peroxidase, Fa. Amersham, Braunschweig
Streptavidin peroxidase, Fa. Amersham, Braunschweig
Antiseren
K5, K48 wurden durch wiederholte Immunisierungen eines Kaninchens mit ei-
nem denaturierten Fusionsprotein aus den 91 N-terminalen Aminosduren des
RT6.2 mit der E. coli R-Galactosidase (K5, K6) bzw. mit einem an Ovalbumin
gekoppelten Peptid (Aminosauren 48-62 von Rt6-1) (K48) hergestelit.
APS (Ammoniumpersulfat)
Fa BioRad, Minchen
Aquaad iniectabilia
Fa. Braun, Melsungen
Aqua bidest/deion.
Aufbereitungsanlage des Labors

Aufreinigungsmatrix
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Stratclean Resin™, Fa. Stratagene, Heidelberg

Bakterien
E. coli Stamme: NM 522, XL 1, XL 2 ultrakompetent, Fa. Stratagene,
Heidel- berg
MC 1061 P3, One-Shot INV™, Fa. Invtrogen, Schelp, Hol-
land
Bakterienlysispuffer

Fa. Qiagen, Hilden
Blocklésung
5-10% BSA in PBS oder TBS
Blotpuffer, Western Blot
Fur 51: 56,29 Glycin, 12,1g Tris-base mit agua deion. ad 3| auffiillen, mischen,
mit aqua deion. ad 41 und mit Methanol ad 5I.
BSA (bovine serum albumine, Fraktion V)
Fa. Boehringer, Mannheim
CIP (calf intestinal alkaline phosphatase)
Fa. Boehringer, Mannheim
COS7- Zéellen
im eigenen Labor kultiviert
DNA-Aufreinigungsmatrix
Jetsorb™ Gel Extraction Kit, Fa. Genomed, Bad Oeynhausen
DNA-Ligase
T4 DNA-Ligase, Fa. Invitrogen, Schelp, Holland
DNA-Ligase Puffer
Fa. Invitrogen, Schelp, Holland
DNA-Molekulargewichtsmarker
A DNA-Hind I11/¢ x-174 DNA-Hinc Il Digest, Fa. Pharmacia, Freiburg
DNA-Préparationskits
SpinPrep™, MiniPrep™, MidiPrep™, MaxiPrep™, Fa. Qiagen, Hilden
Dunnschichtchromatographieplatte
Polyethylenimin(PEl)-Cellulose Chromatographieplatten, Fa. Merck, Darm-
stadt
Dynabeads™
Fa. Dynal, Hamburg
ECL ™-L 6sung

Fa. Amersham, Braunschweig
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Elektrophoresepuffer
5x fur SDS-PAGE: 729 Glycin, 15g Tris-base, 5g SDS mit agua deion.
ad 11, auf pH8,6 einstellen
10x Tricine- bzw. Trisglycinpuffer: Fa.Novex, San Diego CA, USA
Agarosegelel ektrophorese: 1%TAE und 0,5% TBE
FCS (fetal calf serum)
Fa. Life Technologies, Eggenstein
Filme
ECL™ Filme, Fa. Amersham, Braunschweig
Kodak X-OMAT™, Fa Eastman Kodak, Rochester NY, USA
Filterpapier
Fa Schleicher& Schuell, Dassel
Histone
Fa. Sigma, Minchen
Kulturmedien, Bakterien
LB-Medium: 59 Bactoyeast, 10g Bactotryptone, 10g NaCl, ad 1l mit agua
deion., auf pH 7,5 einstellen
SOC-Medium: 5g Bactoyeast, 20g Bactotryptone, 0,59 NaCl, 10ml 250mM
KCl, 20ml 1M Glucose, 5ml 2M MgCl2, ad 1l mit aquadeion.
auf pH 7 einstellen
Kulturmedium, Zellkultur
DMEM™ Fa. Life Technologies, Eggenstein
Optimem1™, Fa. Life Technologies, Eggenstein
Ladepuffer 6x, Agarosegel el ektrophorese
0,25% Bromophenol blau, 0,25% Xylencyanol, 15% Ficoll 400 in H,O
Ladepuffer, SDS-PAGE
Fa. Novex, San Diego CA, USA
Lipofectamine™
Fa. Life Technologies, Eggenstein
Membranen
Polyvinyldifluorid(PV DF)-Membranen, Fa. Millipore, Bedford, USA
Nitrocellulose(NC)-Membranen, Fa. Schleicher& Schuell, Dassel
NaCl, 0,9%
Fa. Braun, Melsungen
NAD
Fa. Sigma, Minchen
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NADP
Fa. Sigma, Minchen
Nicotinamid
Fa. Sigma, Minchen
2P.NAD"
Fa. Amersham, Braunschweig
PBS
Fa. Life Technologies, Eggenstein
PCR-Mix 65
90l 10x PCR-Puffer, 15ul dNTP(10mM), 550l agua a.i.
PCR-Puffer (2x)
Fa Perkin-Elmer, Weiterstadt
Petrischalen
Z€llkultur: Nunclon™, Fa. Nalge Nunc, Wiesbaden
Falcon™, Fa. Becton Dickinson, Meylan Cedex, Frankreich
Bakterien: Fa Greiner, Frickenhausen
Plasmide
PTA(pCRIN™, pcDNA1™, pcDNA1AmMp™, pcDNA3™, Fa. Invitrogen,
Schelp, Holland
pBluescriptK S(pBS)™, Fa. Stratagene, Heidelberg
pPASK60™, Fa. Biometra, Géttingen
pME18™ wurde freundlicherweise von R. Kastelein, DNAX Research Insti-
tute, Palo Alto CA, USA zur Verfligung gestellt
Polyacrylamidgele
Mengenangaben fir 12% Trenngel (flr 7,5% Trenngdl in Klammern)
Trenngel: 6,7(4,85) ml aquaa.., 5(2,5)ml 1,5M TrispH8,8, 8(2,5)ml
Acrylamid/bis-Acrylamid, 200(100)ul SDS 10%, 10(5)ul
TEMED, 100(50)il APS 10%
Sammelgel: 6,1ml aquaa.., 2,5ml 0,5M TrispH6,8, 1,3ml Acryl-
amid7bis-Acrylamid, 100ul SDS 10%, 104 TEMED,
50up APS 10%
10% und 12% Trisglycin-, 10% Tricine-Fertiggele, Fa.Novex, San Diego, USA
Polyarginin
Fa. Sigma, Minchen
Primer
BFF AAGCTT ATG GCT TAC AGT TGC CAG CCG
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BFR CTCGAGTGTTTGCTT TTCATCAGG AGG
CFF AAGCTTATGACACTCAGACTGCTATTC
CFR CTCGAGCTT AGGAGA CGT CTGAGCATG
CVA GACATGGCT CCM* AATGCATTT GAT G
FFF  CTCGAGCAACTCTTT CAT CTA CAG AAG
FFR TCT AGA TTA AAGCTT ATA TAA GCC AAA
IGF CGT AGA GCCCAGATCTTGTGA CAA AACTC
IGR CTATGATCATTT ACCCGG AGA CAG GGA GAGGC
RE GGA GAGATCTACGGC TCA GCA AG
RFR CAA GATCTGGGCTCT ACGTAGCTGTAT AAGCAATTG
TAG
RR2 CTCGAGGCT GTA TAA GCA ATT GTAGTT
SFR AGA AGGTCT CAGGCCCTGACA GGG CCTTTGATGCTA
GAC
SRR TTCTGCAGT GCT GTA TAA GCA ATT GTA GTT
TFF  AAGCTTATGAACCCA GTCATCAGCATC
TFR CTCGAGACACTT GACCAGCTTGTCTCT
VA TTAAGCTTG ACG ATG CCA TCA AAT
* M=A oderT
Protamin
Fa. Sigma, Minchen
Protein-G Sepharose
Protein G 4Fast Flow™, Fa. Pharmacia, Freiburg
Protein-G Sepharosesaulen
HiTrap™ Protein G 1ml, Fa. Pharmacia, Freiburg
Protein-M ol ekul argewichtsmarker
RainbowMarker™, ECL ™-Marker, Fa. Amersham, Braunschweig
Protein Dye Reagent™
Fa. Stratagene, Heidelberg
Protein-Quantifizierungs Kit
Fa. Stratagene, Heidelberg
Puffer, Sdulenchromatographie
Aquilibrieren:  20mM Natriumphosphat ph7, steril, fir HiTrap™: 20mM Tris

pH7, steril
Eluieren: 0,1M Glycin pH2,7
Waschen: 20mM Natriumphosphat ph7, steril, fur HiTrap™: 20mM Tris

pH7, steril
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Neutralisation: 1M Tris pH9
Puffer E
100mM TrispH 8, ImM Diaminobiotin, ImM EDTA, 0,02% NaN3
Puffer P
100mM Tris pH8, 500mM Sucrose, ImM EDTA, 0,02% NaN3
Randomhexamers™
Fa. Pharmacia, Freiburg
Restriktionsenzyme
Bgl I, Hind I11, Nsi I, Pst I, Xbal, Xho |, Fa. Life Technologies, Eggenstein
Bsal, Fa. New England Biolabs, Schwalbach
Mun I, Fa MBI Fermentas, St.Leon-Rot
Restriktionsenzympuffer
One Phor All™, Fa. Pharmacia, Freiburg
React™, Fa. Life Technologies, Eggenstein
Fa MBI Fermentas, St.Leon-Rot
Fa. New England Biolabs, Schwalbach
RT-PCR-Mix
60l 10x PCR-Puffer, 450l aquaa.i., 304 0,2M DTT, 15ul dNTP (je 10mM)
Reverse Transkriptase
FaLife Technologies, Eggenstein
Sequenase™ Sequenzierungskit
Fa. Amersham, Braunschweig
Silberl 6sung
13,5ml aquaa.i., 0,75ml 40% NaCitrat, 0,6ml 20% FeSO4, 0,15ml 20% AgNO3
(unter Mischen langsam hinzugeben)
6-Well Plates, Zellkultur
Nunclon™, Fa. Nalge Nunc, Wiesbaden
Sterilfilter
Fa. Millipore, Bedford, USA
TAE, Agarosegel el ektrophoresepuffer
Fa. Life Technologies, Eggenstein
TBE, Agarosegel el ektrophoresepuffer
Fa. Life Technologies, Eggenstein
TBS (Tris buffered saline)
8g NaCl, 0,38g KCl, 3g Tris-Base, 0,015g Phenolrot, ad 1 mit aqua deion., auf
pH 7,4 einstellen
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Tag-Polymerase
Fa. Beckmann, Hamburg
TEMED (Tetramethylethylendiamin)
Fa BioRad, Minchen
Trypsin-EDTA
Fa Life Technologies, Eggenstein
Tween 20™
Fa USB, Cleveland, USA
Zéellinien
COS7 (Affennierenzellinie), im eigenen Labor kultiviert
CB58NT (T-Z€llinie, Ratte), im eigenen Labor kultiviert
Zellkulturflaschen
Nunclon™, Fa. Nalge Nunc, Wiesbaden

Falcon™, Fa. Becton Dickinson, Meylan Cedex, Frankreich

2.1.2. Gerate

Agarosegel el ektrophoresekammern

Fa. Life Technologies, Eggenstein
Blotapparatur, klein

Fa. Novex, San Diego CA, USA

Fa Schleicher& Schuell, Dassel
Blotapparatur, groi3

Fa Phase, L Ubeck
Brutschrénke

Fa. Heraeus, Hanau
Elektroporationsgerét

GenePulser™, Fa. BioRad, Miinchen
Photometer

Ultraspec 2000™, Fa. Pharmacia, Freiburg
Roller

Fa Heraeus, Hanau
Schuttler

Celloshaker™, Fa. Renner, Darmstadt
SDS-PAGE Systeme

Protean™ Elektrophoresesystem, Fa. BioRad, Mtnchen

Fertiggele: Fa. Novex, San Diego CA, USA
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Fa Schleicher& Schuell, Dassel
Slot Blot Apparatur
Fa. Stratagene, Heidelberg
Thermaoblock
Thermostat 5320™, Fa. Eppendorf Geratebau, Hamburg
Thermomixer 5436™, Fa. Eppendorf Geratebau, Hamburg
Thermocycler, PCR
Fa Perkin-Elmer, Weiterstadt
Fa M.J. Research, Watertown MC, USA
Vakuumpumpe
Fa. Stratagene, Heidelberg
Woasserbad
Fa. Braun, Melsungen
Zentrifugen
Eppendorf 5415C™, Fa. Eppendorf Geratebau, Hamburg
Beckmann GS6KR™, Fa. Beckmann, Minchen

Sorvall RC26Plus™, Fa. Sorvall-DuPont, Bad Homburg

2.2. Methoden

2.2.1. DNA-Klonierung

2.2.1.1. DNA-Verdau mit Restriktionsenzymen

Der Reaktionsansatz besteht zu 10% aus 10x Puffer (z.B. React™ oder One Phor All™),

einem entsprechenden V olumen agqua ad injectabilia und wird mit der DNA je nach Kon-

zentration versetzt. Dieser Ansatz wird nach Zugabe von je 5-8 units der Restriktionsen-

zyme 1h bei 37°C auf dem Thermoblock inkubiert.

2.2.1.2. Agarosegelelektrophorese des Restriktionsverdaus und Aufreini-

gung der DNA-Fragmente

Erst erfolgt die Herstellung eines 1-1,2% (bei kleinen Fragmenten 1,8%) Agarosegels

durch Aufkochen der Agarose in dem entsprechendem Volumen 1% TAE-Puffer (oder
0,5% TBE-Puffer), dann das Giefen des Gels nach Hinzufiigen von 1:10000 Ethidium-

bromidlosung. Der Restriktionsansatz wird mit einer entsprechenden Menge Ficoll-
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Ladepuffer (6x) versetzt und das Gel beladen. Zusédtzlich wird ein DNA-
Molekulargewichtsmarker geladen. Die angelegte Spannung betragt bis zum Einlauf der
Proben in das Gel 30mV und kann danach auf max. 10mV/cm Elektrodenabstand bei ei-
nem 5mm dicken Gel erhoht werden. Nach Identifizierung der gewlinschten aufgetrenn-
ten DNA-Banden unter UV-Licht und Photographie werden die gewiinschten Banden
ausgeschnitten und mittels des Jetsorb™ DNA-Purification Kits nach Anleitung des Her-

stellers aufgereinigt.

2.2.1.3. Dephosphorylierung des 5’ Endes des Vektors

Zwecks Begrenzung der Religationsrate des Vektors wird dessen 5 Ende mittels CIP
(calf intestinal alkaline phosphatase) dephosphoryliert. Dazu wird der Restriktionsansatz
des Vektors mit 10% CIP-Puffer, 20% Tris-HCI und 1,5 units CIP versetzt , mit dem ent-
sprechen dem Volumen aqua a.i. aufgefillt, 1h bei 37°C und dann 20min bei 85°C auf
dem Thermoblock inkubiert. Die Proteinreste werden dann mittels Strataclean-Resin™

nach Herstellerangaben entfernt.

2.2.1.4. Ligation von DNA-Fragmenten

Die mit den gleichen Restriktionsenzymen geschnittene DNA des Plasmids, welches als
zukinftiger Vektor dient, und des Inserts, welches die gewtiinschte zu exprimierende In-
formation tragt, wird im Verhéltnis von Vektor:Insert=1:2 gemischt, mit jeweils 10% des
Reaktionsvolumens 10x Ligasepuffer, :-Mercaptoethanol versetzt, mit dem entsprechen-
den Volumen agua a.i. aufgefillt, DNA-Ligase zugegeben und 10-15h bei 12-16°C im
Thermoblock inkubiert. Zur Kontrolle der Religationsrate des Vektors wird ein Ansatz
ohne Insert ligiert.

2.2.1.5. Bakterientransformation

Die Bakterien werden langsam Uber ca. 10min auf Eis aufgetaut und evtl. aliquotiert. Es
erfolgt die Zugabe von 1ul Ligationsansatz bzw. 1pl einer 1:100-1:1000 Verdinnung
einer Plasmidprdparation, sowie 1-2ul 0,5M R-Mercaptoethanol. Nach vorsichtigem Mi-
schen erfolgt 30min Inkubation auf Eis, 30sec bei 42°C im Wasserbad und 2min auf Eis.
Dann werden 500ul vorgewdrmtes SOC-Kulturmedium hinzugefugt und bei 37°C im
Brutschrank fir 1h auf einem Schiittler inkubiert. Danach werden 50-500ul dieser Kultur
auf Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikazusatz ausplattiert und tber Nacht bei
37°C inkubiert. Die entstandenen Kolonien werden mittels PCR auf ihren Insertgehalt

Uberpruft bzw. es schlieft sich bei einer Transformation einer Plasmidpréparation eine
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erneute DNA-Préparation, z.B. SpinPrep™ nach Herstellerangaben, und diagnostischer

Restriktionsenzymverdau an.

2.2.2. PCR

13ul Mix 65, je 2ul agua ai., Vorwértssund Rickwértsprimer und 0,01pl Tag-
Polymerase werden vermischt und mit Paraffindl Uberschichtet. Die zu untersuchenden
Bakterienkolonien werden aufgenommen,ein Abstrich angefertigt und der Rest in 10yl
Bakterienlysispuffer lysiert. 1l hiervon oder 1pl einer 1:100 DNA-Verdinnung werden
zum PCR-Ansatz unter das Ol gegeben. Es folgt je nach GroRe von Primern und DNA-
Sequenz die PCR mit unterschiedlichen Programmen im Thermocycler. Die sich an-
schlieffende Agarosegelelektrophorese identifiziert die amplifizierten Fragmente. Waren
die untersuchten Bakterienkolonien inserthaltig, wird von ihnen eine Kultur in 5-10ml
LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum angelegt und danach eine DNA-
Préparation, z.B. SpinPrep™, nach Herstellerangaben angefertigt.

2.2.3. RT-PCR

Fir den Reaktionsansatz wurden 12ul RNA (ca.0,1-1ug pro Ansatz) aus Lymphknoten-
Lymphozyten von LEW b Ratten nach 24h Concanavalin A Stimulation bzw. 12ul RNA
(50ug/ul) aus der Zellinie DDI mit 2ul Randomhexamers™ vermischt, 5min bei 70°C
inkubiert und dann auf Eis gestellt. 15ul RT-Mix und 1l Reverse Transkriptase kommen
hinzu und werden 10min bei 24°C, 20min bel 42°C, 1min bel 95°C inkubiert und dann
auf Eis gestellt. Hiernach schliefdt sich eine PCR mit 30 Zyklen von 30sec 96°C, 30sec
55°C und 90sec 72°C an. Das Ergebnis wird in einer Agarosegel el ektrophorese (1,8%,
0,5% TBE) begutachtet.

2.2.4. Sequenzierung

Die radioaktive Sequenzierung der klonierten Expressionsplasmide wurde, unter der
Verwendung des Sequenase™ Sequenzierungskit, freundlicherweise von K. Bredow
nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

2.2.5. Rekombinante Expression in COS7-Zellen

2.2.5.1. Kultivierung
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Die in 10cm-Petrischalen adhérent wachsenden COS7-Zellen werden von ihrem Kultur-
medium befreit und mit 10ml calcium- und magnesiumfreien PBS gewaschen. 2ml vor-
gewdrmtes Trypsin-EDTA werden hinzugegeben und fir 2-5min bei 37°C und 5% CO,
inkubiert. Durch leichtes Beklopfen kann der Ablésevorgang unterstiitzt werden. 6ml
DMEM-Kulturmedium (+5%FCS und je 1% Glutamat, Pyruvat, Penicillin, Streptomy-
cin) werden hinzugegeben und die Zellsuspension gemischt. Von dieser Mischung wer-
den je 1ml in neue 10cm-Petrischalen gegeben, auf 10ml mit DMEM-K ulturmedium auf-
geflllt und bei 37°C und 5% CO, bis zum konfluenten, adhéarenten Wachstum inkubiert.

2.2.5.2. Transfektion

2.2.5.2.1. Transfektion per Liposomen

Am Tag vor der Transfektion werden die Zellen entsprechend obigem Verfahren in neue
Kulturschalen (10cm-Petrischalen oder 6-Well-Plates) Uberfuhrt. Die Zellzahl betrégt
dabei ca. 2x10° pro Napf fir die 6-Well-Plates und ca.1x10° fiir die 10cm-Petrischalen.
Pro Ansatz (fur die 10cm-Petrischale) werden 10ug DNA mit 500ul Optimeml™ ver-
mischt. 505l einer 10+1 Mischung aus Optimem1™ und Lipofectamine™ werden hin-
zugegeben, vermischt und 30min bel Raumtemperatur inkubiert. Danach wird mit 4ml
Optimem1™ aufgefillt. Hiervon werden 5ml auf die vorher mit 2x5 ml Optimem1™
gewaschenen zu transfizierenden Zellen gegeben. Nach 6h Inkubation bei 37°C und 5%
CO, werden 5ml DMEM-Medium (mit 5%FCS und jel% Glutamat, Pyruvat, Penicillin,
Streptomycin) dazugegeben und bis zur Ernte inkubiert.

Fur die 6-Well-Plates gelten pro Napf 1/5 der oben angegebenen Mengen.

2.2.5.2. Transfektion per Elektroporation

Die Zellen werden mit Trypsin-EDTA abgel 6st, abzentrifugiert und mit DMEM-Medium
(ohne Zusétze) auf eine Konzentration von 1x10hoch7/ml eingestellt. 0,3ml der Zellsus-
pension werden in 0,4cm-Elektroporationskivetten geftllt, mit 7,5-10ug DNA vermischt
und 10min auf Eis inkubiert. Die Elektroporation erfolgt mit 0,25-0,3kV und 960uF bei
einer Pulsdauer von 30-44ms. Danach erfolgt eine 15min Inkubation auf Eis bevor die
transfizierten Zellen in entsprechende Kulturbehdlter Uberfihrt werden und bei 37°C und
5% CO, inkubieren.
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2.2.5.3. Ernte

Nach 7 (3-11) Tagen Wachstum und Produktion wird der Zellkulturiiberstand abgenom-
men, abzentrifugiert, der daraus gewonnene Uberstand steril filtriert und bei -20°C auf-
bewahrt. Die verbleibenden Zellen werden entweder verworfen, oder es wird, je nach

Zustand der Zellen, fur eine zweite Produktionsphase neues Medium aufgefuillt.

2.2.6. Rekombinante Expression in E. coli

2.2.6.1. Transformation und Kultivierung

Entsprechend 2.2.1. werden E.coli NM522 mit den entsprechenden Expressionsplasmi-
den transformiert und auf Agarplatten mit 100pg/ml Ampicillin ausplattiert. Die Uber
Nacht gewachsenen Kolonien werden in 5ml LB-Medium mit 200ug/ml Ampicillin Gber
Nacht bei 30°C im Wasserbad geschiittelt. 200ul bzw. 2ml dieser Vorkultur werden in
10ml bzw. 100ml LB-Medium mit 200ug/mli Ampicillin bei Raumtemperatur unter
Schtteln bis zu einer optischen Dichte von 0,5 (550 nm) kultiviert. Jetzt erfolgt die In-
duktion der Expression mit 0,5mM-1mM PTG und weiteres Wachstum fir 20h.

2.2.6.2. Herstellung des Periplasmalysats

Die Herstellung des Periplasmalysats beginnt mit dem Abzentrifugieren der Kultur mit
4500g fur 15min bei 4°C. Das Bakterienpellet wird mit 100pl bzw. 1ml eiskaltem Puffer
P resuspendiert, in Eppendorfréhrchen Uberfihrt und 30min auf Eis inkubiert. Nach
Zentrifugation mit 14000upm fir 15min bei 4°C in der Eppendorfzentrifuge erfolgt die
Abnahme des periplasmatischen Uberstands und Aufbewahrung desselben bei -20°C.

2.2.7. Fusionsproteinnachweis

2.2.7.1. Slot Blot

Eine Nitrocellulosemembran und zwei Filterpapiere werden auf die Grofie der Blotappa:
ratur zurechtgeschnitten und in die Apparatur eingebaut. Mittels Vakuumpumpe oder
Wasserstrahlpumpe wird ein Vakuum erzeugt. Anschlief?end werden 100-500ul der Pro-
ben (Immunglobulinstandardverdiinnungsreihe und COS-7 Zellkulturtiberstande) aufge-

tragen und mit 100-500pl PBS gespuilt. Das Vakuum wird noch fir einige Zeit belassen,
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ohne dal3 jedoch die Membranen eintrocknen. Nach dem Auseinanderbau schliefdt sich

die Immunodetektion an.

2.2.7.2. SDS-PAGE

Es werden selbstgemachte Gele sowie kauflich erworbene verwendet.

Vor der Herstellung des 7,5% oder 12% Gels wird das Elektrophoresesystem (Phase, LU-
beck oder BioRad, Minchen)nach Angaben des Herstellers zusammengebaut. Das Sy-
stem wird mit 1% Agarose abgedichtet bevor das Trenngel Iuftblasenfrei eingefullt wird.
Wahrend der Polymerisationszeit wird das Trenngel mit Isobutanol vor dem Austrocknen
geschiitzt. Nach Entfernung des lobutanols wird das Sammelgel eingefillt und der ge-
wuinschte Kamm fir die Probentaschen eingesteckt. Nach der Polymerisation kann das
Gel in die Elektrophoresekammer eingesetzt, diese mit Elektrophoresepuffer gefllt, die
Proben mit Ladepuffer in die Taschen geladen und der Strom angelegt werden. Die Pro-
ben werden vor dem Laden durch Erhitzen fir Smin auf 95°C denaturiert, teilweise mit
DTT (Dithiothreitol) oder 3-Mercaptoethanol reduziert sowie teilweise (bei Verdacht auf
Bildung von Inclusionbodies bei der prokaryontischen Expression) mit Ultraschall und
20% SDS+0,5M Tris pH6,8 vorbehandelt.

Bei den kauflich erworbenen Gelen werden 10% und 12%Tris-Glycin sowie 10% Tricine
Gele der Fa. Novex mitsamt der Apparatur und Puffern nach Herstellerangaben verwen-
det.

2.2.7.3. Western Blot

Nach ausreichender Auftrennung der Proben wird das SDS-Polyacrylamidgel vorsichtig
aus der Apparatur genommen, das Sammelgel verworfen. Sechs Blétter Filterpapier wer-
den auf Trenngelgrofie zugeschnitten und im Blotpuffer aqulibriert. Je eine Nitrocellulo-
se(NC)-und Polyvinyldifluorid(PVDF) -Membran werden ebenso zugeschnitten. Die NC-
Membran wird kurz in agua deion., die PV DF-Membran in Methanol und dann beide im
Blotpuffer aquilibriert. Das Trenngel wird kurz in den Blotpuffer gegeben. Die Blotappa-
ratur (Phase, Lubeck fir selbstgegossene Gele; Novex oder Schleicher& Schuell fir
kaufliche Gele) wird von Kathode zur Anode wie folgt zusammengebaut: 3x Filterpapier,
NC-Membran, Trenngel, PVDF-Membran, 3x Filterpapier. Dabei ist auf Luftblasenfrei-

heit zu achten. Der Strom wird mit einer Starke von 0,8mA/cm? Gelflache 1min in Rich-
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tung der NC-Membran (,, verkehrt” gepolt) und 60min in Richtung der PV DF-Membran
(,richtig” gepolt) angeschlossen.

Bel kéauflich erworbenen Gelen wird die Blotapparatur der Fa. Novex (oder Schlei-
cher& Schuell) mit den mitgelieferten Membranen und Puffern nach Herstellerangaben

benutzt.

2.2.7.4. Silberfarbung

Die Nitrocellulosemembran wird mit aqua deion. aquilibriert, mit der Silberldsung Uber-
schichtet und solange geschwenkt bis sichtbare Banden erscheinen. Dann wird sofort
kraftig mit reichlich aqua deion. aus der Spritzflasche gespllt, und die Membran zwi-
schen zwei Filterbl&ttern getrocknet.

2.2.7.5. Immunodetektion

Die nach dem Western Blot noch feuchte PVDF-Membran wird in die Blockldsung (5-
10% BSA in PBS) gelegt, abgedeckt und bei Raumtemperatur fir 30-60min geschwenkt.
Danach folgt die Inkubation mit der Erstantikdrperlosung (K5 1:600 oder rabbit anti-
hlgG 1:3000 fur eukaryontische Expression; K5 1:600 oder Streptavidin perox. 1:750 fir
prokaryontische Expression) bei 4°C Uber Nacht auf dem Roller. Es folgt 4x Waschen
mit TBS+0,5% Tween20 (TBST) auf dem Schiittler und die Inkubation mit der Zweitan-
tikdrperldsung (donkey anti-rabbit perox. 1:1000-1:3000) fur 1h bei 4°C auf dem Roller.
Die Erst-und Zweitantikorper werden jeweils in TBS mit 1% BSA und 0,5% Tween 20
verdunnt. Nach erneutem 4x Waschen in TBST schlief3t sich die ECL ™-Detektion an.
2.2.7.6. ECL-Detektion

Die nach dem letzten Waschen mit TBST noch feuchte, mit dem Peroxidase gekoppelten
Zweitantikorper markierte PVDF-Membran des Western Blots wird mit einer 1:1 Mi-
schung der Lésungen A und B des ECL ™-Systems benetzt und fir genau Imin inkubiert.
Nach Abtropfen des Reagens wird die Membran in Frischhaltefolie gewickelt und auf
einer schwarzen Pappe in eine Filmkassette gelegt. Die Belichtung der Réntgen- oder der

ECL ™-Filme erfolgt fir 1sec-5min.

2.2.8. Quantifizierung der prokaryontischen Expression
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Zunéchst wird eine Proteinstandardlésung (0,5mg/ml) aus Rinderserumalbumin (BSA)
hergestellt, die so mit 0,15M NaCl auf ein Volumen von jeweils 100ul in Kivetten auf-
geflllt wird, dal3 eine Verdinnungsreihe mit definierten Proteinkonzentrationen entsteht.
Entsprechend werden auch Kiivetten mit unterschiedlichen Mengen 1:10 verdiinnten Pe-
riplasmalyssats beschickt und mit NaCl auf 100ul aufgefillt. Als Kontrolle dient Peri-
plasmalysat von Bakterien, die mit dem Leervektor transformiert wurden. Es wird nun zu
allen Kivetten 1ml Protein Dye Reagent™ gegeben, das, je nach Proteingehalt der Pro-
ben, eine Farbung hervorruft, die mit dem Photometer nach 5-10min Inkubationszeit bei
595nm gemessen wird. Die Extinktionen der Proteinstandardverdiinnungsreihe werden
gegen ihren jeweiligen Proteingehalt aufgetragen. Aus der so entstehenden Geraden wer-
den die Proteingehalte der Periplasmalysatverdinnungen bestimmt und die Werte gemit-
telt.

2.2.9. Aufreinigung der Cos-7 Zellkulturiberstande

2.2.9.1 Protein-G Sepharose

Eswird Protein-G Sepharose 4Fast Flow™ verwendet. 30ul Protein-G Sepharose werden
mit 500ul PBS oder TBS gewaschen, fiir Imin bei 14000upm abzentrifugiert, der Uber-
stand vorsichtig abgenommen und verworfen. 100-200ul des zu reinigenden COS7 Zell-
kulturiiberstandes werden hinzugegeben und fir 1h bei 4°C auf dem Roller inkubiert. Die
Suspension wird fur 1min bei 14000upm in der Eppendorfzentrifuge abzentifugiert, der
Uberstand verworfen und das Pellet der SDS-PAGE mit anschlieRendem Western Blot
zugefuhrt.

2.2.9.2. Chromatographie mit Protein-G Sepharosesaulen

Es werden entweder kéuflich erworbene 1ml Protein-G Sepharosesdulen (HiTrap™,
Pharmacia) oder selbst gegossene 3,5ml Saulen (Protein G 4Fast Flow™, Pharmacia)
verwendet. Die Saulen werden mit 1 Saulenvolumen Elutionspuffer eluiert und mit 5
Saulenvolumina Aquilibrierungspuffer aquilibriert bevor der aufzureinigende COS7
Zellkultur-Uberstand aufgetragen wird. Der Durchlauf (Flow through Fraktion) wird fur
Analysezwecke aufbewahrt. Die Saule wird nun mit 5 Saulenvolumina Waschpuffer ge-
waschen und danach mit 3 Saulenvolumina Elutionspuffer eluiert. Die Waschfraktionen
werden fir Analysezwecke aufbewahrt. Das Eluat wird in 6-12 0,5-1ml Portionen aufge-

fangen und sofort mit 30-60pl Tris pH9 neutralisiert.
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2.2.10. Aufreinigung der Periplasmalysate

20pl mit Streptavidin gekoppelte Dynabeads™ werden mit 200pl TBS gewaschen, da-
nach mit 10pl TBS und 10pl Periplasmalysat versetzt und fur 1h bei 4°C auf dem Roller
inkubiert. Der Uberstand wird abgenommen und fir Analysezwecke (SDS-PAGE und
Western Blot) aufbewahrt. Die Ubriggebliebenen Dynabeads™ werden zweima mit je
200ul TBS gewaschen bevor 20ul Elutionspuffer E dazugegeben werden. Nach 5min
Inkubation bei Raumtemperatur wird der Uberstand abgenommen. Der Elutionsvorgang
wird einmal wiederholt. Fir Analysezwecke wird das tbrige Pellet nun noch zweimal mit
dem Elutionspuffer gewaschen und der SDS-PAGE/Western Blot zugefihrt.

2.2.11. Analyse der enzymatischen Aktivitat

2.2.11.1 Radioaktive Markierung

Fir einen Ansatz wird die zu markierende Probe mit 2uCi 32P-NAD" und 5uM NAD ver-
setzt und auf 50ul mit PBS (+Calcium/Magnesium) aufgefiillt. Dieser Ansatz wird fir
30min bei 37°C im Wasserbad unter leichtem Schiitteln inkubiert. 10ul Strataclean Re-
sin™ werden hinzugefiigt und in der Eppendorfzentrifuge abzentrifugiert. 1ul des Uber-
standes wird fiir die Diinnschichtchromatographie abgenommen, der Rest des Uberstan-
des verworfen. Das Pellet wird 4x mit je 1ml PBS oder TBS gewaschen, jeweils bel
5000upm kurz abzentrifugiert und dann fur die SDS-PAGE, Western Blot mit Immu-
nodetektion und Autoradiographie in Ladepuffer+DTT bei -20°C aufbewahrt.

2.2.11.2. Dinnschichtchromatographie

1ul der Uberstande der radioaktiven Markierung werden auf eine Polyethylenimin(PEI)-
Cellulose Platte aufgetropft. Als Kontrollen dienen unmarkiertes NAD, ADPR sowie
NAD/2P-NAD" -Gemische. Die Platte wird in 1M Essigsaure gestellt bis die Lauffront
die Probenauftragsstellen ca. 3cm passiert hat. Jetzt wird soviel 3M LiCl hinzugefugt,
das die Losung 0,9M Essigsdure und 0,3M LiCl enthdt. Wenn die Lauffront das Ende
der Platte erreicht hat, wird sie herausgenommen, getrocknet, unter UV-Licht werden die
Kontrollen markiert und die Platte der Autoradiographie zugefiihrt.

2.2.11.3. Autoradiographie
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Nach der Immunodetektion und Entwicklung mit dem ECL ™-System wird die PVDF-
Membran mit schwarzer Pappe abgedeckt, um die Restfluoreszenz auszuschalten, in eine
Filmkassette gelegt und ein Kodak X-OMAT™ Film fur 1-7 Tage bei -70°C exponiert.
Mit den Dunnschichtchromatographieplatten wird entsprechend verfahren.
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3. Ergebnisse

3.1. Expression rekombinanter RT6 Formen in eukaryonti-

schen COS7-Zellen und Funktionsuntersuchung

3.1.1. Konstruktion einer RT6-Fc Chimare

Ziel war die Konstruktion eines Fusionsproteins aus dem N-terminalen Teil des RT6
(RT6 Leadersequenz bis zum Anfang der GPI-Ankersequenz) und, anstelle des GPI-
Ankers, dem Fc-Teil des humanen IgG1, das die Hinge-Region noch enthélt. Das so kon-
struierte Fusionsprotein gleicht somit einem Immunglobulin der Klasse G, bei dem die
Fab-Stiicke (Antigenbindungsstellen) durch jeweils ein RT6 ohne GPI-Anker ersetzt

sind.

Abbildung 1: Schemazeichnung des RT6-Fc Fusionsproteins
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Hinge Region —
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Ausgehend von der DNA Sequenz des humanen 1gG1 wurden geeignete Vorwarts- und
Rickwartsprimer hergestellt (IGF und IGR) mit denen dann mittels RT-PCR das ge-
wuinschte Fragment aus humaner B-Lymphozyten RNA hochamplifiziert wurde. Die so
erhaltenen Genabschnitte wurden per Agarosegel elektrophorese auf die richtige GroRe
untersucht.

Die RT-PCR Produkte wurden mit dem Vektor pCR 1™ ligiert. Kompetente E. Cali
Bakterien wurden mit dem Ligationsansatz transformiert und positive, d.h. das Insert ent-
haltende, Klone zur DNA-Praparation gepickt. Es fanden sich zwel passende Klone, 1g3

und 1g6, von denen das Plasmid pCRII 1g3 weiter verwendet wurde.

Abbildung 2: Sequenzierungsstrategie pCRII 1g3

100 200 300 400 500 600 700
] ] ] ] ] ] ]

pTAIG3 3' x M13(1>128) >
hsigg4 IGF/IGR(1>709)
pTA IGF/IGR x M13(1>184) >

PTA IGF/IGR 3' #6 x M13R(1>107) S — }

PTAIG3 5' x M13 corr(1>216) >
PpTAIG3 5' x M13(1>215) >

PTA IGF/IGR3 x M13R(1>262)

Die Nukleotidsequenz wurde mittels der oben angegebenen Primer von 3’ und 5’ ermittelt. Es blieb ein Rest
von ca. 80 bp (270-350), der nicht erfaldt wurde. Die nachgewiesene Funktionalitét der entstandenen Fusi-

onsproteine |&f3t aber auch fir die nicht sequenzierten 80 bp die korrekte Basenfolge vermuten.

Abbildung 3: Sequenz Ig3
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Bgl i

CGTAGAGCCCAGATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGA
I ] I ] I ] I ] I ] I ] I ]

v E P R S CD K T H T C P P C P A P E L L G G

CCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACAT 140
1 ] 1 ] 1 ] 1 ] 1 ] 1 ] 1 ]

pP s Vv F L F P P K P X D TUL M TI S R T P E V T

GCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGT
I ] I ] I ] I ] I ] I ] I ]

¢ v v v DV S H EDPEV K F NW Y V D G V E V

GCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGGGTGGTCAGCGTCCTCACC

H N A K T K P R E E Q Y N S T Y R V V S V L T

GTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCC
1 ] 1 ] 1 ] 1 ] 1 ] 1 ] 1 ]

50

v L H Q D W L NGXK EY K CX K V S N K ATUL P A

}(ma |

CCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATC
1 ] 1 ] 1 ] 1 ] 1 ] 1 ] 1 ]

20

p I E XK T I s K A K G Q P R E P Q V Y T L P P S

CCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATC

R D EL T KN Q V S L T CUL V K G F Y P S D I

GCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCG 560
I ] I ] I ] I ] I ] I ] I ]

AV E W E S N G Q P E NN Y K T T P P V L D S

ACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTC

D ¢ S F F L Y 8 KL T VDI KSR RWOQ QOGN V F 8
ENsiI

ATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA 700
1 ] 1 ] 1 ] 1 ] 1 ] 1 ] 1 ]

¢c s vmMvM HEAULHNHY T Q K S L S L S P G K

TGATCATAG
e 709

S

Der Bereich zwischen bp 270-350 wurde nicht sequenziert. Die hier angegebene Sequenz ist die
aus der Datenbank erwartete.

Dieses Plasmid muf3te nun in das fir eukaryontische Zellen geeignete Expressionsplas-
mid pcDNA1™ umkloniert werden.
Hierfir wurden das Plasmid pCRII 1g3 und der Expressionsvektor pcDNA1™ mit den

Restriktionsenzymen Hind Il und Xba | verdaut. Die weitere Klonierung erfolgte ent-
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sprechend 2.2.1. und 2.2.2.. So entstand der eukaryontische Expressionsvektor pcDNA1
1g3, der das Fc-Stiick des humanen 1gGL1 als Insert tragt.

Zwecks Einklonierung der beiden RT6 Allotypen wurde ein Restriktionsverdau des
Plasmids pcDNA1 Ig3 sowie der Plasmide pCRIl 6.1 (VA*RFR) und pCRII 6.2
(VA*RFR) mit den Restriktionsenzymen Hind 111 und Bgl Il durchgefihrt. Die Plasmide
pCRII 6.1 (VA*RFR) und pCRII 6.2 (VA*RFR) entstanden durch PCR Amplifikation
mit den Primern VA und RFR aus den Plasmiden pBSLew a (VA*RE) und pBSLew b
(VA*RE), welche ihrerseits durch RT-PCR Amplifikation aus RNA RT6a bzw. RT6b-
exprimierender T-Lymphozyten hervorgingen. Die Klonierung erfolgte wiederum ent-
sprechend 2.2.1. und 2.2.2..

Abbildung 4: Klonierungsstrategie RT6-Fc

RNA, humanes IgG1
¥ RT-PCR mit IGFXIGR
IGF ¢ IGR
_ genom.DNA, hum. IgG1
* Klonierung in pCRII

Hind Il Bglll Xbal
| | | pCR g3
- - Klonierung in pcDNA1 /
~ N iber Hind Ill/Xba | /
~_ Hind Il Bglll Xbal
Al | ¥ DcDNAL Ig3
Hlind I RT6 BlgIII Fc-Stick, 1gG1 Xball
P § = pcDNA11g3-6.1/-6.2
/ o
/ ~
Klonierung in pcDNALIg3 ™~ _
Hid aber Hind 111/Bgl Il ~ gl
4 — 1 pCRII6.1/6.2
* Klonierung in pCRII
iber PCR mit VAXRFR
pBS Lew a/Lew b
VA * Klonierung in pBS RER
? 1 genom.DNA, RT6

A RT-PCR mit VAXRFR
RNA, RT6

Klonierungsstrategie RT6-Fc
Das Ergebnis waren die eukaryontischen Expressionsvektoren pcDNA1 1g3-6.1 und

pcDNAL1 1g3-6.2, die als Insert die Sequenz fur ein Fusionsprotein aus RT 6 mit seinem
Leader und dem Fc-Stiick des humanen 1gG1 enthielt.
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Eine Ubersicht gibt das obige Schema zur Klonierungsstrategie des RT6-Fc Konstrukts
(Abbildung 4).

3.1.2. Expression der Fusionsproteine

Nach mehrmaligem Passagieren wurden Cos7-Zellen mit den Plasmiden pcDNA1 1g3-
6.1, pcDNA1 1g3-6.2 sowie den Kontrollplasmiden pME18 CD8Leader-Fc (=pME
CD8L-Fc), pME18 CD40-Fc und pcDNA1Amp Fas-Fc, ale freundlicherweise von R.
Kastelein, DNAX Research Ingtitute, Palo Alto CA zur Verfligung gestellt, mittels Lipo-
somen transfiziert. Von den Kontrollplasmiden kodierte pME CD8L-Fc fir ein Fusions-
protein aus dem Leader des humanen CD8 und dem Fc-Stiick des humanen 1gG1, pME
CDA40-Fc fur ein Fusionsprotein aus dem humanen CD40 und dem Fc-Stiick des humanen
1gG1 und pcDNA1Amp Fas-FC fur ein Fusionsprotein aus dem Fas Antigen der Maus
und dem Fc-Stick des Maus 1gG2b. Die transfizierten COS7-Zellen wurden 7 (3-11) Ta-
gein Kultur gehalten, danach erfolgte die Abnahme des Kulturiiberstandes.

3.1.3. Nachweis der Fusionsproteine

Nach der Abnahme des Zellkulturiiberstandes wurden die Fusionsproteine erstmals mit-

tels Slot Blot nachgewiesen. Ein Beispiel gibt folgende Abbildung.

Abbildung 5: Fusionsproteinnachweis mittels Slot Blot
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Abbildung 5

Cos7-Zellen wurden mit 2ug bzw. 4pug DNA der in 3.1.1. beschriebenen RT6-Konstrukte transfiziert. Als
Kontrolle erfolgte eine Transfektion mit 2ug DNA des CD8Leader-Fc Konstrukts (3.1.2.) sowie ein untrans-
fizierter Ansatz. Die Kultivierung erfolgte fir 11d. Es wurden jeweils 100ul des Zellkulturtberstandes auf-
getragen. Zusédtzlich wurde ene Verdinnungsrethe (400ng/ml bis 3ng/ml) von humanem 1gG
(Standardimmunglobulin) aufgetragen. Die Detektion erfolgte durch einen mit Peroxidase konjugierten, ge-
gen humanes 1gG-Fc gerichteten Kaninchenantikorper (1:500). Entwickelt wurde mittels ECL ™-System, die
Exposition erfolgte fur 2sec.

Man erkennt eine deutliche Reaktivitét des Antikorpers mit den Ubersténden "CD8L-Fc',
"1g3-6.2" sowie der 1gG-Verdinnungsreihe, wahrend bel "Ig3-6.1" und dem untransfi-
zierten Uberstand keine Reaktivitat zu erkennen ist. Dies 143t auf eine Expression der
Fusionsproteine CD8L-Fc und RT6.2-Fc schlief’en, wahrend offenbar kein RT6.1-Fc ex-
primiert wurde. Es zeigte sich aufl3erdem kein signifikannter Unterschied in der Expressi-
on zwischen Transfektionen mit 2ug Plasmid-DNA oder 4ug Plasmid-DNA, so dal3 ab
dann nur noch mit 2ug Plasmid-DNA (pro Napf der 6-Well Plates, siehe 2.2.5.2.) transfi-
ziert wurde. In weiteren Slot Blots von Zellkulturiibersténden weiterer Transfektionen
wurden diese Ergebnisse bestatigt und auch eine Expression fir das Fusionsprotein
CD40-Fc nachgewiesen.

Zur genaueren Analyse der Expression der Konstrukte wurden eine SDS-PAGE mit an-
schlieffendem Western Blot durchgefiihrt.
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Abbildung 6: Fusionsproteinnachweis, Western Blot
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Abbildung 6

Cos7-Zellen wurden mit Plasmid-DNA der Konstrukte transfiziert und fir 4d kultiviert. Als Leerkontrolle
dient ein untransfizierter Ansatz. 25ul der Zellkulturliberstdnde wurden in der SDS-PAGE (7,5% Tris-Glycin
Trenngel) unter nicht reduzierenden Bedingungen aufgetrennt und anschlief3end im Western Blot dargestellt.
Die Immunodetektion erfolgte in zwel Schritten: 1.AK: rabbit anti-human 1gG,IgM,IgA (1:600); 2.AK: don-
key anti-rabbit, Peroxidase konjugiert(1:3000). Die Entwicklung erfolgte mittels ECL ™-System, die Exposi-
tionszeit betrug 5sec. Die Positionen der detektierten Konstrukte sind durch Pfeile markiert und ein Moleku-

largewichtsmarker (in kD) wurde aufgetragen.

Man erkennt in der Spur 1 des CD8L-Fc Uberstandes neben den héhermolekularen un-
spezifischen Banden, die sich auch im Uberstand der nicht transfizierten Cos7-Zellen
(Spur 6) finden, eine Fraktion, diein der Grof3e dem Fc-Stiick entspricht. In den Spuren 2
und 3 des CD40-Fc Uberstands zeigt sich knapp unterhalb der unspezifischen Banden
eine Fraktion, deren Grof3e der eines Fusionsproteins CD40-Fc entspricht. Auch in der
Spur 5 des Uberstandes der RT6.2-Fc Transfektion ist eine von den tbrigen unspezifi-
schen Banden deutlich unterscheidbare Bande erkennbar. Sie liegt in der H6he etwas
unterhalb der dem CD40-Fc entsprechenden Bande, und entspricht damit der GroR3e fir
ein Fusionsprotein aus dem RT6, ohne Leader und GPI-Anker, mit dem Fc-Stick des
humanen 1gGl (siehe Abb. 1). In der Spur 4 fir das RT6.1-Fc Fusionsproteins |&3t sich
aulRer der Unspezifitdt keine weitere Bande nachweisen, so dai sich auch hier die Ergeb-
nisse der Slot Blots bestétigen und keine RT6.1-Fc Expression vorliegt. Den Grund hier-
fr zeigten Sequenzierungen der Expressionsplasmide. Bei der Sequenzierung des
pcDNA1 1g3-6.1 fand sich ein vorzeitiges Stopcodon (siehe 3.1.4.).
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3.1.4. Sequenzierung der RT6-Fc Expressionsplasmide

Um Fehler in der Klonierung auszuschlief3en, bzw. haufig vorkommende Fehler bei der
PCR/RT-PCR Amplifikation zu erkennen, wurden die Plasmide pCRII 6.1 und pCRII 6.2
sequenziert.

Abbildung 7: pCRII 6.1 und pCRII 6.2 Sequenzen

Bgl I EcoR |

GAAGAAGAGCAACTACAATTGCTTATACAGCTACGTAGAGCCCAGATCTTGAAGCCGAATTC 2

K X S N Y N CL Y S Y VE&PI RS . S R I
Bgl Il EcoR |

GAAGAAGAGCAACTACAATTGCTTATACAGCTAGTAGAGCCCAGATCTTGAGCCGAATTC
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

K K S N ¥y N C L Y S . .. S P DL E P N S

Oben:  korrekte Sequenz bei pCRII 6.2.
Zusétzlich wurde der verwendete Rickwartsprimer eingezeichnet.

Unten: 2 vorzeitige Stopcodons (. . ) am 3’ Endein pCRII 6.1.

Hierbei zeigte sich, dald sich in der pCRII 6.1 Sequenz am 3' Ende zwei Stopcodons be-
finden, so da? ein Ubergang zur Fc-Sequenz und damit eine Detektion mit Antikorpern
gegen das Fc-Stiick unmadglich wére. Dariiberhinaus fanden sich sowohl in der pCRII 6.1
as auch in der pCRII 6.2 Sequenz weitere Punktmutationen, die bei nochmaliger Se-
guenzanalyse der Ausgangsplasmide pBSLew a und pBSLew b bereits in diesen Kon-

strukten gefunden wurden.

3.1.5. Korrektur der RT6-Fc Sequenzen

Um die korrekte RT6.1 Sequenz zu erhaten, wurde eine PCR aus genomischer DNA von
Lewis (RT6.1) Ratten mit den Primern CVA und SRR durchgefiuhrt, welche beide aus
Exon 7 abgeleitet sind. Die Produkte wurden in den pCRII Vektor kloniert. Aus dem so
entstandenen Plasmid pCRII Lew a (CVA* SRR) wurde mit den Restriktionsenzymen Nsi
[ und Mun | das RT6.1 Insert herausgeschnitten, und in den Vektor pBS Lew a (VA*RE)
kloniert. Das entstandene Plasmid pBS LEW (VA*RE) enthielt nun die korrekte RT6.1
Sequenz. Es wurde nun mit Mun | und Xho | verdaut, und das Insert in den Vektor pCRII
6.2 (VA*RFR) Kkloniert. Das Insert des Produkts pCRIl LEW (VA*RFR) wurde Uber die
Restriktionsenzyme Hind 111 und Bgl Il in den Vektor pcDNA1 1g3-6.2 anstelle der
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RT6.2 Sequenz einkloniert. Das Plasmid mit der nun korrekten Sequenz fir ein Fusions-
protein aus RT6.1 und Fc-Stiick des humanen 1gG1 wurde pcDNA1 LEW-Fc genannt.
Zur Sequenzkorrektur des RT6.2-Fc Konstrukts wurde das Plasmid pBS Lew b (VA*RE)
benutzt. Es wurde ebenfalls mit Nsi | und Mun | verdaut, und das Insert in den Vektor
pBS LEW (VA*RE) kloniert. Da sich der Aminosdureaustausch 5' der Nsi | Schnittstelle
befand, enthielt das Nsi I/Mun | geschnittene Fragment, und damit das entstandene Plas-
mid, keinen Aminosdureaustausch mehr. Das Plasmid entsprach somit in seiner RT6.2
Sequenz der der DA Ratte und wurde folglich pBS DA (VA*RE) genannt. Es folgte ent-
sprechend der Korrekturklonierung des RT6.1 ein Restriktionsverdau mit den Enzymen
Mun | und Xho |, und die Klonierung des Inserts in den Vektor pCRII 6.2 (VA*RFR).
Das Insert des Produkts pCRII DA (VA*RFR) wurde mit den Restriktionsenzymen Hind
11 und Bgl Il in den Vektor pcDNAL1 1g3-6.2 anstelle der RT6.2 Sequenz kloniert. Das
Plasmid wurde pcDNA1 DA-Fc genannt.

Eine Ubersicht tber die erfolgten Korrekturklonierungen geben die folgenden zwei Ab-

bildungen.

Abbildung 8: Korrekturklonierung RT6.1-Fc

CVA SRR
—> +—
genom. DNA Lewis a
PCR mit CVAXSRR (RT6.1)
Klonierung in pCRII
Nsi | Mun |
| — pCRIl Lew a
A Klonierung tber Nsi I/Mun | /
N in pBS LEW(VAXRE) y
Hind Il Xho | Nsi | Mun | Bgl Il
B A\ r PBS LEW (VAXRE)
Klonierung tber Xho I/Mun | /
in pCRII 6.2(VAXRFR)
H‘ind 1 “Xho | Mun I"/ Bgﬂl
pCRII LEW (VAXRFR)
AN Klonierung tber Hind 111/Bgl Il /
N in pcDNAL1 1g3-6.2 Vs
‘lHind Il Byl Il p.

pcDNA1 LEW-Fc

Abbildung 9: Korrekturklonierung RT6.2-Fc
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Aminosaureaustausch

‘ Nsi | Mﬂ\ I
pBS Lew b (VAXRE)
AN Klonierung tber Nsi I/Mun | /
N in pBS LEW (VAXRE) y,
Hind‘lll Xh(f | \“Nsi | Mun I" Bgill

pBS DA (VAXRE)

Klonierung tber Xho I/Mun | /
in pCRII 6.2(VAXRFR)

Hind 11l Xho | Mun | / Bgl Il
| .| 14 —L  pCRII DA (VAXRFR)
AN Klonierung Gber Hind II/Bgl Il /
N in pcDNAL1 Ig3-6.2
Hind 11l Bgl Il
3 2 pcDNAL DA-Fc

Da mittlerweile mit dem Vektor pcDNA3™ ein Expressionsvektor mit verbesserten Ei-
genschaften, v.a. einer vereinfachten Selektion fir die Vermehrung in Bakterien, zur Ver-
figung stand, wurden die Sequenzen beider RT6-Fc Chiméren in diesen Vektor kloniert.
Dazu wurde das Fc-Stiick aus dem Plasmid pME18 CD40-Fc mit den Restriktionsenzy-
men Xbal und Xhol ausgeschnitten und in den ebenfalls mit Xho | und Xba | geschnitte-
nen Leervektor pcDNA3™ kloniert. In dieses Plasmid, pcDNA3 Fc, konnte nun mit Hil-
fe der Restriktionsenzyme Hind 111 und Xho | das RT6 Insert der aus PCR von pBS LEW
(VA*RE) bzw. pBS DA (VA*RE) mit den Primern VA und RR2 entstandenen Plasmide
pCRII LEW (VA*RR2) und pCRIl DA (VA*RR2) kloniert werden. Es entstanden hier-
durch die Expressionsplasmide pcDNA3 Lew-Fc und pcDNA3 DA-Fc.

3.1.6. Konstruktion der Fusionsproteine Fas-Ligand-Fc, B7-Fc, CD28-Fc

Um fir den spéteren Einsatz der RT6-Fc Chiméren in Immunfluoreszenzassays oder
dhnlichen Funktionstests neben den bisherigen (Fas-Fc, CD8L-Fc, CD40-Fc) weitere Po-
sitiv- und Negativkontrollen sowie interessante Werkzeuge fur weitere eigenstandige
immunologische Fragestellungen zu erhalten, wurden Expressionsplasmide fur weitere
Fusionsproteine konstruiert.

Zur Fusion mit dem Fc-Stiick wurden der Fas-Ligand, das B7, das CD28 und das Thy-1
der Ratte ausgewahlt. Geeignete Fragmente der entsprechenden Gene sollten durch RT-
PCR aus Rattenlymphozyten bzw. der Zellinie C58NT gewonnen werden.

Abbildung 10: Agarosegelelektrophoreseauftrennung der RT-PCR Amplifikationen
for Fas-Ligand, B7, CD28 und Thy-1
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Abbildung 10

Fir die RT-PCR Amplifikation des Thy-1 wurde RNA aus der Ratten T-Zellinie C58NT benutzt. Die Ampli-
fikationen des Fas-Ligand, B7 und CD28 erfolgten aus Lymphknoten Lymphozyten RNA von Lewis.6B
Ratten. Vorgegangen wurde nach dem in 2.2.3. beschriebenen Protokoll. Die Primer waren fir B7:
BFF*BFR, fur CD28: CFF*CFR, fur Fas-Ligand: FFF*FFR und fur Thy-1: TFF*TFR. Die Auftrennung er-
folgte in der Agarosegelelektrophorese (1,8%, 0,5% TBE). Zusétzlich wurde ein Molekulargewichtsmarker
(in bp) aufgetragen.

Die Abbildung 10 zeigt die Auftrennung der RT-PCR Produkte in einer Agarosegel el ek-
trophorese. Man erkennt die fir die DNA des Fas-Liganden, des B7 und des CD28 typi-
schen Hauptbanden in erwarteter Grof3e, wahrend die Bande in der Spur 1 des Thy-1 zu
klein und schwach ist. Eine erneute RT-PCR einer anderen RNA-Praparation aus C58NT
Zellen brachte das gleiche Ergebnis. Dies a3t darauf schlief3en, dafd entweder die C58NT
Z€llinie kein Thyl exprimiert, die verwendeten Primer fehlerhaft waren oder die Bedin-
gungen fir die RT-PCR nicht stimmten. Das Thy-1 wurde nicht weiterverfolgt.

Nach der RT-PCR folgte die Klonierung in den pCRII™ Vektor, die Transformation
kompetenter E. coli, das PCR-Screening nach positiven Klonen, die Ubernachtkultur der
inserthaltigen Kolonien und schliefdlich die DNA-Praparation. So entstanden die Plasmi-
de pCRII Fadl, pCRII B7 und pRIlI CD28. Diese Plasmide wurden nun mit den Restrikti-
onsenzymen Hind Il und Xho | (B7 und CD28) bzw. Xbal und Xho | (Fas-Ligand) ver-
daut. Die Inserts B7 und CD28 wurden mit dem in 3.1.5. beschriebenen Plasmid
pcDNA3 Fc ligiert. So entstanden die eukaryontischen Expressionsplasmide pcDNA3
B7-Fc und pcDNA3 CD28-Fc fiir Fusionsproteine aus dem B7 bzw. CD28 der Ratte und
dem Fc-Stiick des humanen 1gG1. Fur die Klonierung des Fas-Liganden als Klasse Il

Membranprotein wurde das Plasmid pME18 CD8L-Fc mit den Restriktionsenzymen Xba
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I/Xho | verdaut und mit dem oben beschriebenen Fas-Ligand Insert ligiert. Das Ergebnis
war das Expressionsplasmid pME18 FasL-Fc, kodierend fir ein Fusionsprotein aus dem
Fas-Liganden der Ratte und dem Fc-Stlick des humanen 1gG1.

Eine Ubersicht tiber die konstruierten und verwendeten eukaryontischen Expressions-
plasmide inklusive Restriktionsenzymschnittstellen, Promoter und erwarteter Proteingro-
[3en gibt folgende Zeichnung.

Schemazeichnung eukar yontische Expressionsplasmide

pcDNA1 Expressionsplasmide

Hind 11l BFI“ Xba |
RT6 -
Leader RT6.1 Fc-Stiick higG1 —
cmv ~30kD ~40kD
Hind 11l B‘qlll Xba |
RT6 i}
;\!:> Leader RT6.2 Fc-Stiick hlgG1 —
o ~25kD ~40kD
pcDNA3 Expressionsplasmide
Hind 11l Xh‘ol xb‘m
!:> RT6 i}
Leader ‘ ‘ RT6.1 Fc-Stiick hlgG1 ’7
cMV
~30kD ~40kD
Hind 11l Xh‘ol Xbal
!:> RT6 -
Leader ‘ ‘ RT6.2 Fc-Stiick hlgG1 [
cMV
~25kD ~40kD
Hind 11l Xh‘ol Xb‘al
1:> B7 B7 Ratte Fe-Stiick hlgG1
Leader
cMV
~55kD ~40kD
Hind 11l Xh‘ol Xb‘al
1:> CD28 CD28 Ratte Fe-Stiick higG1
CcMV Leader
~30kD ~40kD
pME18 Expressionsplasmide
Xh‘ol Xb‘al
|:> CD40 -
Leader ‘ ‘ human CD40 Fc-Stick higG1 ’7
SRa
~40kD ~40kD
Xho |
cDs Xba |
I i Leader Fc-Stiick higG1
SRo
~40kD
Xh‘ol Xb‘al
Ij cD8 )
U Fas-Ligand Ratte
‘ Leader ‘ ‘ Fc-Stick higG1 g
SRo
~40kD ~40kD

3.1.7. Sequenzierung der Fusionsproteine Fas-Ligand-Fc, B7-Fc, CD28-Fc
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Die Sequenzierung des Fas-Ligand-Fc zeigte flr den bisher verwendeten Klon einen
Fehler in der Aminosauresequenz, wahrend die Sequenzen des CD28-Fc und des B7-Fc

korrekt waren.

3.1.8. Korrektur des Fas-Ligand-Fc Konstrukts

Da sich noch ein weiterer Klon des Fas-Liganden in Kultur befand, wurde dieser ent-
sprechend dem ersten kloniert, und das Ergebnis der Klonierung pME FasL 3-Fc genannt.
Die Sequenzierung dieses Plasmids ergab eine Ubereinstimmung mit den veroffentlich-
ten Sequenzen fir den Fas-Liganden.

3.1.9. Expression der korrekten Fusionsproteine

Nach mehrmaligem Passagieren von Cos7 Zellen, wurden diese mittels Liposomen oder
per Elektroporation mit der DNA des entsprechenden Plasmids transfiziert, und der
Uberstand nach 7 Tagen Kultur geerntet.

3.1.10. Nachweis der korrekten Fusionsproteine

Der Nachweis der Expressionsprodukte aus den Konstrukten mit der korrekten Sequenz
erfolgte Uiber eine SDS-PAGE mit anschlief3endem Western Bl ot.

Abbildung 11: Nachweis und Aufreinigungsver such der Fas-Ligand1-Fc und B7-Fc
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Abbildung 11

Cos7-Zellen wurden mit Plasmid DNA der Konstrukte transfiziert und fur 7d kultiviert. Als Leerkontrolle
dient ein untransfizierter Ansatz. Es wurden 25ul ungereinigte Uberstande aufgetragen. Bei den aufgereinig-
ten Proben wurden je 200pl Uberstand mit 30l Protein G Sepharose fiir 1h bei 4°C inkubiert, mit TBS ge-
waschen und das Pellet in Ladepuffer aufgenommen. Die Auftrennung erfolgte in 10% Tris-Gycin Trenngel
unter reduzierenden Bedingungen. Die Detektion erfolgte mit dem Antikdrper rabbit anti-hlgG-Fc (1:1000)
und mit dem mit Peroxidase konjugierten 2.AK donkey anti-rabbit (1:3000). Entwickelt wurde mittels
ECL ™-System, die Expositionszeit betrug 1sec.

Man erkennt in den Spuren des FasL 1-Fc Uberstandes (Spur 1), des B7-Fc Uberstandes
(Spur 3) und des CD8L-Fc Uberstandes (Spur 4) deutliche, sich von den unspezifischen
Banden unterscheidende Banden, die auf eine Expression der genannten Fusionsproteine
schlieffen lassen. Hierbei scheinen sowohl das Fas-Ligandl-Fc Protein als auch das
CD8L-Fc Protein in zwei Fraktionen zu laufen, was eventuell auf eine unvollsténdige
Reduktion schlief3en lief3e. Die zweite, hthermolekulare Fraktion wirde dann den jewei-
ligen Dimeren oder Polymeren entsprechen. Das Laufverhalten kdnnte jedoch auch durch
unterschiedliche Glykosylierungen bedingt sein.

Die Spur des Fas-Fc Uberstandes weist neben der auch in der Leerkontrolle vorkommen-
den Unspezifitdt keine weitere Bande auf, da das verwendete Detektionssystem gegen
das Fc-Stick des humanen IgG1 gerichtet ist und damit Immunglobuline der Maus nicht
erkennt.

Die andere Seite des Western Blots enthdlt die Spuren der selben Proben.Hier fand je-
doch zuséizlich eine Inkubation mit Protein G Sepharose statt, mit dem Ziel einer Bin-
dung der Fc-Stiicke an das Protein G und damit einer Verstarkung der spezifischen Ban-

den bzw. Aufreinigung der Proben. Es1&[3t sich zwar eine gewisse Verstarkung der spezi-
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fischen Banden gegenliber den unaufgereinigten Proben zeigen, doch werden auch die
Unspezifitdten konzentriert, so dal3 eine echte Aufreinigung nicht stattfindet.

Auch mit den RT6-Fc Fusionsproteinen erfolgte ein erster Aufreinigungsversuch.
Abbildung 12 : Nachweis und Aufreinigungsver such der RT6-Fc Fusionsproteine
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Abbildung 12
Cos7-Zellen wurden mit Plasmid DNA der Konstrukte transfiziert und fir 7d kultiviert. Als Leerkontrolle

dient ein untransfizierter Ansatz. Es wurden 25ul ungereinigte Uberstande aufgetragen. Bei den aufgereinig-
ten Proben wurden je 200ul Uberstand mit 20pl Streptavidin Dynabeads (Spuren 1 und 2) bzw. 30ul Protein
G Sepharose fur 1h bei 4°C inkubiert, mit TBS gewaschen und das Pellet in Ladepuffer aufgenommen. Ne-
ben den beiden RT6-Fc Konstrukten (Spuren 3 und 4) wurden hier auch RT6-Streptag Konstrukte aufgetra-
gen (Spuren 1 und 2), die jedoch nicht weiter verfolgt wurden. Die Auftrennung erfolgte in der SDS-PAGE
(10% Tris-Gycin Trenngel) unter reduzierenden Bedingungen. Die Detektion erfolgte mit dem polyklonaen
Antiserum K5(1:600) und dem mit Peroxidase konjugierten 2.AK donkey anti-rabbit (1:3000). Entwickelt
wurde mittels ECL ™-System, die Expositionszeit betrug 10sec.

Hier findet sich ein @hnliches Verhalten, wie es schon in der vorigen Abbildung zu sehen
war. Die Hauptbanden im mittleren Bereich entsprechen den beiden RT6 Fusionsprotei-
nen. Nach Inkubation mit Protein G Sepharose werden auch hier, neben den RT6-Fc spe-
zifischen Banden, vor alem unspezifische Banden verstarkt. Den niedrigmolekularen
Banden in Spur 3 und 4 der aufgereinigten RT6-Fc Proteine kénnen auch vom Ge-

samtprotein abgespal tene Fragmente entsprechen.
Auch die Expressionsprodukte der anderen Konstrukte wurden mittels SDS-PAGE und

Western Blot nachgewiesen.
Abbildung 13A: Fusionsproteinnachweis unter reduzierenden Bedingungen
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Abbildung 13B: Fusionsproteinnachweis unter nicht reduzierenden Bedingungen
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Abbildungen 13A und B

Cos7-Zellen wurden mit Plasmid DNA der Konstrukte transfiziert und fir 7d kultiviert. Als Leerkontrolle
dient je ein untransfizierter Ansatz. Zusétzlich wurden Molekulargewichtsmarker (in kD) aufgetragen. Es
wurden jeweils 10ul Zellkulturiiberstand in der SDS-PAGE (10% Tris-Glycin Tenngel) unter reduzierenden
Bedingungen (A) und unter nicht eduzierenden Bedingungen (B) aufgetrennt. Der Western Blot wurde mit
den Antikorpern rabbit anti-hlgG-Fc (1:1000) und donkey anti-rabhbit, Peroxidase konjugiert (1:3000) immu-
nodetektiert. Die Entwicklung erfolgte mittels ECL ™-System, exponiert wurde fur 10sec (13A) bzw. 1sec
(13B).

In Abbildung 13A (reduzierende Bedingungen) erkennt man fir die RT6 Fusionsproteine
in den Spuren 1-4 das gleiche Verhalten wie in Abbildung 12. Auch hier zeigt sich die
Expression durch das Auftreten einer Bande im mittleren Bereich bel ungeféhr 50KD.
Daneben findet sich ebenfalls eine unspezifische Bande in der Grof3e von ca. 200K D. Die
Expression zeigt keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden verwendeten Ex-

pressionsplasmiden pcDNA1 Lew/ pcDNA1 DA-Fc (Spuren 1 und 2)und pcDNA3 Lew/
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pcDNA3 DA-Fc (Spuren 3 und 4). Der Vergleich mit der Leerkontrolle der Spur 9 &3t
zwar Banden gleichen Molekulargewichts erkennen, jedoch zeigt das Verhdltnis der In-
tensitdten der 50kD Banden zu den 200kD Banden die Spezifitét der 50kD Bande in den
Spuren der RT6 Fusionsproteine an. Wahrend die 200kD Bande in allen Spuren die glei-
che Intensitét beibehdlt, ist die 50kD Bande nur in den RT6 enthaltenden Spuren deutlich
starker. Dies deutet auf ein zuféliges Zusammenfallen der allgemeinen Unspezifitét bel
50kD und den spezifischen RT6-Fc Prateinen hin. In Abbildung 13B (nicht reduzierende
Bedingungen) wird dies verdeutlicht. Die Unspezifitdten bei 50kD und bei 200kD blei-
ben, wahrend die RT6 Fusionsproteine jetzt im hochmolekularen Bereich laufen. Ein Teil
der 50kD Bande der RT6 Spuren diirfte monomeren RT6-Fc entsprechen.

Auch die Analyse der Fas-Ligand1-Fc Expression in Spur 5 zeigt das gleiche Bild wiein
Abbildung 12. Unter reduzierenden Bedingungen (Abb. 13A) lauft das Fusionsprotein in
mehreren Fraktionen. Der Hauptteil ist ca. 50kD grofd. Daneben existieren noch eine
Fraktion von ca.150kD, eine von ca40kD und eine von ca.35kD. Dies konnte durch un-
terschiedliche Glykosylierung der N-Glykosylierungsstellen durch die Cos-Zellen, durch
Polymere der Fusionsproteine oder abgespaltene Fc-Stlicke bedingt sein. Unter nicht re-
duzierenden Bedingungen (Abb. 13B) wandert das FasL1-Fc Protein in hthermol ekul a-
ren Bereichen. Es zeigen sich mehrere Fraktionen zwischen 70kD und 200kD, waobei die
50kD Fraktion, dhnlich wie bel den RT6 Fusionsproteinen, erhalten bleibt.

Das B7-Fc Fusionsprotein wandert in Spur 6 unter reduzierenden Bedingungen (Abb.
13A) als Hauptfraktion von ca. 75kD. Daneben existiert noch eine weitere in der Groflze
von >200kD, eine bei 35kD (mdglicherweise dem Fc-Stiick entsprechend) und eine bel
ca.42kD. Unter nicht reduzierenden Bedingungen (Abb. 13B) verschiebt sich auch hier
das Spektrum in Richtung des hthermolekularen Bereichs. Es werden jetzt Fraktionen
zwischen 70kD und 200kD mit einer Hauptfraktion von ca.150kD beobachtet.

Das hier in Spur 8 mit aufgetragene CD8L-Fc zeigt ebenfalls eine deutliche Expression.
Es migriert unter reduzierenden Bedingungen (Abb. 13A) in zwei Hauptfraktionen, bei
ca.36kD und ca. 70kD, was Monomer und Dimer entsprechen wirde, mit einer Betonung
des Monomers. Dies wird auch unter nicht reduzierenden Bedingungen (Abb. 13B) be-
stétigt, da hier die selben Banden erscheinen , nur dal3 das Verhéltnis der Banden zuein-
ander genau umgekehrt ist. Die Hauptfraktion ist hier das Dimer.

Eine Expression des CD28-Fc, die als Bande bei 70kD (reduzierend) bzw. 140kD (nicht
reduzierend) in Spur 7 erwartet worden wére, konnte nicht beobachtet werden.

Da es sich bei dem bisher nachgewiesenen FasL 1-Fc um das Fusionsprotein mit der fal-
schen Aminosauresequenz handelte, erfolgte ein weiterer Nachweis der Fusionsproteine
einschiefdlich des korrekten FasL 3-Fc.
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Abbildung 14 : Nachweis deskorrekten Fas-Ligand-Fc Fusionsproteins
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Abbildung 14

Cos7-Zellen wurden mit Plasmid DNA der Konstrukte transfiziert und fur 7d kultiviert. Als Leerkontrollen
dienten ein untransfizierter Ansatz in serumhaltigem (Spur 7) und serumfreiem (Spur 8) Medium. Zusétzlich
wurde ein Molekulargewichtsmarker (in kD) aufgetragen. Es wurden jeweils 10ul Zellkulturiiberstand in der
SDS-PAGE (10% Tris-Glycin Tenngel) unter reduzierenden Bedingungen aufgetrennt. Der Western Blot
wurde mit den Antikorpern rabbit anti-higG-Fc (1:1000) und donkey anti-rabbit, Peroxidase konjugiert
(1:3000) immunodetektiert. Die Entwicklung erfolgte mittels ECL ™-System, exponiert wurde fir 1min.

Man erkennt fir die bisherigen Fusionsproteine die bereits beschriebenen Verhaltnisse,
wobei die B7-Fc Expression in Spur 2 hier schwécher erscheint. Auch hier 18t sich kei-
ne CD28-Fc Expression (Spur 1) nachweisen. Das korrekte FasL 3-Fc Protein in Spur 3
zeigt das gleiche Verhalten wie das zuvor exprimierte FasL 1-Fc in Abbildung 13A. Dies
deutet darauf hin, daid der Fehler in der Aminosduresquenz des Fasl1-Fc keine Auswir-
kungen auf die Expression bzw. posttrans ationalen Modifikationen hatte. Die RT6 Fusi-
onsproteine in den Spuren 4 und 5 verhalten sich analog zu Abbildung 13A. Die zusétz-
lich mit aufgetragene Leerkontrolle in Spur 8, bestehend aus FCS freiem Uberstand nicht
transfizierter Cos Zellen, zeigt, dal3 zumindest die unspezifische 200kD Bande durch den
Zusatz von fétalem Kéaberserum zum Kulturmedium bedingt ist, und die unspezifische
50kD Bande zum Teil davon abhéngig ist. Das Fas-Fc Protein in Spur 6 dient als weitere
Leerkontrolle, da es vom eingesetzten Detektionssystem nicht erkannt wird.

3.1.11. Aufreinigung der Fusionsproteine

Nach dem Nachweis der Expressionsprodukte aler Konstrukte mit Ausnahme von
CD28-Fc, erfolgte jetzt der Versuch ihrer Aufreinigung aus Cos7-ZellUberstdnden. Dies
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geschah unter der Verwendung von Protein G Sepharose Saulen. Die Schritte der Aufrei-
nigung wurden in SDS-PAGE und Western Blot verfolgt.
Abbildung 15 : Aufreinigung des CD8L eader -Fc Fusionsproteins
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Abbildung 15
Cos7-Zellen wurden mit Plasmid DNA des CD8Leader-Fc Konstrukts transfiziert und fir 10d kultiviert.

50ml Kulturtiberstand wurden geerntet und auf eine vorher mit 20mM Tris pH7 aquilibrierte HiTrap™ Pro-
tein G Saule gegeben. Der Durchlauf (Flow-through) wurde aufgefangen. Nach ausgiebigem Waschen er-
folgte die Elution mit 0,1M Glycin pH2,7. Die Proben wurden fraktioniert aufgefangen und mit 1M Tris pH9
neutraisiert. Je 10ul der Elutionsfraktionen sowie als Kontrollen je 10ul ungereinigter Uberstand, Flow-
through fraktion und untransfizierter Uberstand wurden in der SDS-PAGE (10% Tricine Trenngel) unter
reduzierenden Bedingungen aufgetrennt. Zusatzlich wurde ein Molekulargewichtsmarker (in kD) aufgetra-
gen. Der Western Blot wurde mit den Antikdrpern rabbit anti-hlgG-Fc (1:1000) und donkey anti-rabbit, Per-
oxidasekonjugiert (1:3000) immunodetektiert. Die Entwicklung erfolgte mittels ECL ™-System, exponiert

wurde fir 10sec.

Diese Abbildung zeigt die Aufreinigung von ca. 50ml Kulturtiberstand. Man erkennt, wie
es sich schon in Abbildung 11 und 12 andeutete, eine im Vergleich zur unaufgereinigten
Probe deutliche Intensitétszunahme aller Banden ab Elutionsfraktion 2 (Spur 6), jedoch
wird die unspezifische 50kD Bande verhaltnismaldig stérker konzentriert als die anderen-
besonders im Verhdltnis zur spezifischen 36kD Bande. Die sogenannte Flow-through
Fraktion in Spur 8 enthélt kein nachweisbares Protein mehr, so dal3 davon ausgegangen
werden kann, dal3 die Saule das gesamte Protein gebunden hat.

Um noch mehr Elutionsschritte durchfiihren und auch die Waschfraktionen auftragen zu
konnen, wurde eine gréfRere Saule und ein grofReres SDS-Polyacrylamidgel (reduzierend)
verwendet.

Abbildung 16 : Aufreinigung des CD8L eader -Fc Fusionsproteins
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Abbildung 16
Cos7-Zellen wurden mit Plasmid DNA des CD8Leader-Fc Konstrukts transfiziert und fir 10d kultiviert.

50ml Kulturtiberstand wurden geerntet und auf eine vorher mit Natriumphosphat (20mM, pH7) &quilibrierte
Protein G 4FastFLow™ Séaule gegeben. Der Durchlauf (Flow-through) wurde aufgefangen. Nach ausgiebi-
gem Waschen erfolgte die Elution mit 0,1M Glycin pH2,7. Die Proben wurden fraktioniert aufgefangen und
mit 1M Tris pH9 neutralisiert. Die Waschfraktionen wurden ebenso aufgefangen. Je 25ul der Elutionsfraktio-
nen sowie as Kontrollen je 25ul ungereinigter Uberstand, Flow-through fraktion, Waschfraktionen und un-
transfizierter Uberstand wurden in der SDS-PAGE (12% Tris-Glycine Trenngel) unter reduzierenden Bedin-
gungen aufgetrennt. Zusatzlich wurde ein Molekulargewichtsmarker (in kD) aufgetragen. Der Western Blot
wurde mit den Antikorpern rabbit anti-higG-Fc (1:1000) und donkey anti-rabbit, Peroxidase konjugiert
(1:3000) immunodetektiert. Die Entwicklung erfolgte mittels ECL ™-System, exponiert wurde fir 30sec.

Auch hier zeigt sich die, verglichen mit dem unaufgereinigten Kulturiiberstand, stérkere
Konzentrierung der unspezifischen Bande bei 50kD in den Eluaten 5-11 (Spur 12-18).
Die Flow-through Fraktion in Spur 2 enthélt wiederum kein Protein, und das an die Saule
gebundene Protein 183t sich durch die Waschschritte (Spur3-7) nicht abldsen.

Aufféllig sind die in den Elutionsfraktionen 5-7 (Spur 12-14) auftretenden Banden zwi-
schen 25kD und 35kD. Es konnte sich hierbei am wahrscheinlichsten um Abbauprodukte
von Proteinasen handeln.

Als néchstes wurde Kulturliberstand einer FasL1-Fc Transfektion mittels der grof3eren
Saule aufgereinigt.

Abbildung 17 : Aufreinigung des Fas-Ligand-Fc Fusionsproteins
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Abbildung 17

Cos7-Zellen wurden mit Plasmid DNA desFasL1-Fc Konstrukts transfiziert und fur 10d kultiviert. 50ml
Kulturtiberstand wurden geerntet und auf eine vorher mit Natriumphosphat (20mM, pH7) aquilibrierte Pro-
tein G 4FastFLow™ Séaule gegeben. Der Durchlauf (Flow-through) wurde aufgefangen. Nach ausgiebigem
Waschen erfolgte die Elution mit 0,1M Glycin pH2,7. Die Proben wurden fraktioniert aufgefangen und mit
1M Tris pH9 neutralisiert. Die Waschfraktionen wurden ebenso aufgefangen. Je 20ul der Elutionsfraktionen
sowie as Kontrollen je 20ul ungereinigter Uberstand, Flow-through fraktion, Waschfraktionen, CD8L-Fc
Eluat sowie je 10ul untransfizierter Uberstand in serumfreiem und serumhaltigem Medium wurden in der
SDS-PAGE (12% Tris-Glycine Trenngel) unter reduzierenden Bedingungen aufgetrennt. Zusétzlich wurde
ein Molekulargewichtsmarker (in kD) aufgetragen. Der Western Blot wurde mit den Antikorpern rabbit anti-
hlgG-Fc (1:1000) und donkey anti-rabbit, Peroxidase konjugiert (1:3000) immunodetektiert. Die Entwick-

lung erfolgte mittels ECL ™-System, exponiert wurde fir 2min.

Die Flow-through Fraktion in Spur 2 zeigt eine geringe Reaktivitét, was auf eine leichte
Uberladung der Saule hinweist. Auch hier lief3 sich kein Protein von der Siule waschen
(Spur 6 und 7). Bel den Eluaten 2 bis 8 in den Spuren 9-15 erkennt man eine deutliche
Intensitdtszunahme der FasL 1-Fc spezifischen Banden. Sowohl die Hauptbande bei 50kD
als auch die weiteren Anteile bei ca. 150kD, 40kD und 35kD werden konzentriert. Die
weiRen Flecke innerhalb der 50 kD Bande sind als Uberstrahlungsphanomen bei sehr
grofRer Reaktivitét zu werten, da sich dort zusétzlich die unspezifische 50kD Bande dar-
stellt. Zum Vergleich sind noch die gleiche Menge CD8L-Fc Eluat in Spur 5 und unauf-
gereinigter, untransfizierter Cos Zelllberstand mit und ohne FCS in den Spuren 3 und 4
aufgetragen. In den Leerspuren stellen sich diesmal keine unspezifischen Banden dar.

Die Aufreinigung des B7-Fc Proteins zeigt die folgende Abbildung.

Abbildung 18 : Aufreinigung des B7-Fc Fusionsproteins
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Abbildung 18

Cos7-Zéellen wurden mit Plasmid DNA des B7-Fc Konstrukts transfiziert und fir 10d kultiviert. 50ml Kultu-
riiberstand wurden geerntet und auf eine vorher mit 20mM Tris pH7 aquilibrierte HiTrap™ Protein G Saule
gegeben. Der Durchlauf (Flow-through) wurde aufgefangen. Nach ausgiebigem Waschen erfolgte die Elution
mit 0,AM Glycin pH2,7. Die Proben wurden fraktioniert aufgefangen und mit 1M Tris pH9 neutralisiert. Je
20ul der Elutionsfraktionen sowie as Kontrollen je 20ul ungereinigter Uberstand, Flow-through fraktion,
Waschfraktionen, CD8L-Fc Eluat sowie je 10ul untransfizierter Uberstand in serumfreiem und serumhalti-
gem Medium wurden in der SDS-PAGE (12% Tris-Glycine Trenngel) unter reduzierenden Bedingungen
aufgetrennt. Zusétzlich wurde ein Molekulargewichtsmarker (in kD) aufgetragen. Der Western Blot wurde
mit den Antikorpern rabbit anti-hlgG-Fc (1:1000) und donkey anti-rabbit, Peroxidase konjugiert (1:3000)
immunodetektiert. Die Entwicklung erfolgte mittels ECL ™-System, exponiert wurde fiir 2min.

Die am selben Tag unter den selben Bedingungen durchgefiihrte Aufreinigung von B7-Fc
Transfektionsliberstand ist hier zu sehen. Die Spur 1 des unaufgereinigten Kulturmedi-
ums zeigt, dald darin kaum B7-Fc enthalten war. Die fir reduzierende Bedingungen typi-
sche 75kD Bande fehlt, auch die 35kD Bande ist nicht erkennbar. Lediglich die Bande
>200kD tritt in Erscheinung. Demzufolge trat auch keine Uberladung der Saule auf
(Spur2). Die Waschfraktionen in den Spuren 6 und 7 blieben ebenso leer. Ab Eluat 2 in
Spur 9 zeigt sich eine deutliche Intensitatszunahme der Banden. Besonders tritt die schon
in der unaufgereinigten Prabe deutliche 50kD Unspezifitéat hervor, aber es treten zudem
die vorher unsichtbaren B7-Fc typischen Banden bei 75kD (ab Eluat 2 in Spur 9) und
35kD (Eluat 2 bis 4, Spur 9-11) auf. Die in Abbildung 13A nur schwach zu erkennende
Bande bei ca. 42kD erscheint in Eluat 2 und 3 (Spur 9 und 10). Die Bande >200kD ist in
Eluat 2 bis 5 (Spur 9-12) zu erkennen.

Diese bisherigen Aufreinigungsergebnisse sind in den Abbildungen 19A zusammenge-

faldt und durch eine Darstellung unter nicht reduzierenden Bedingungen (19B) erganzt.
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Abbildung 19A: Aufreinigung der Fusionsproteine FasL 1-Fc, B7-Fc und CD8L-Fc
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 M
o= g
..,. i ¥ 4

— 69

-—wes e

e
-
-— 30
W W W m | & @
IS I = = I
oy oy o
C m
s g mJd 4o o %
c by
Q «Q © mcm+
® o —~ £ =2 S5 £ m
= = S5 ©c a 2D
@D @ «:mm~8
S 5 e - =
aQ a @ .
-~ =~ = =.
(=Y =
=

Abbildung 19B: Aufreinigung der Fusionsproteine FasL 1-Fc, B7-Fc und CD8L -Fc

unter nicht reduz. Bedingungen
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Abbildungen 19A und 19B

Diein der SDS-PAGE (10% Tris-Glycin Trenngel) unter reduzierenden (19A) und nicht reduzierenden (19B)
Bedingungen aufgetrennten Proben entsprechen denen der Abbildungen 15-18. Von den ungereinigten Uber-
sténden wurden jeweils 15ul und von den Eluaten 5ul aufgetragen. Als Leerkontrollen dienten je 200pl
Uberstand eines untransfizierten Ansatzes in serumhaltigem (Spur 8) und serumfreiem (Spur 9) Medium, die
mit je 30ul Protein G gereinigt wurden. Zusétzlich wurde ein Molekulargewichtsmarker (in kD) aufgetragen.
Der Western Blot wurde mit den Antikdrpern rabbit anti-hlgG-Fc (1:1000) und donkey anti-rabbit, Peroxida-
se konjugiert (1:3000) immunodetektiert. Die Entwicklung erfolgte mittels ECL ™-System, exponiert wurde
fur 5sec

Fir die B7-Fc Aufreinigung (Spur 1-3) unter reduzierenden Bedingungen (Abb. 19A)

erkennt man, dal3 sie vornehmlich die beiden unspezifischen Banden bei 50kD und
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200kD betrifft, wahrend die spezifische 75kD Bande verglichen mit der unaufgereinigten
Probe in Spur 1 nahezu gleich stark erscheint. Zu beriicksichtigen ist hierbei die 150kD
Bande, die fur eine unvollstéandige Reduktion spricht.

Unter nicht reduzierenden Bedingungen (Abb. 19B) ergibt sich ein entsprechendes, we-
gen der Ballung im héhermolekularen Bereich, kaum von den Leerproben der Spuren 8
und 9 unterscheidbares Bild.

Das Bild der Aufreinigung des FasL 1-Fc in den Spuren 4 und 5 unter reduzierenden Be-
dingungen (Abb. 19A) wurde bereits in Abbildung 17 besprochen. Unter nicht reduzie-
renden Bedingungen (Abb. 19B) erkennt man, dal? die Aufreinigung hier offenbar spezi-
fischer war und weniger die unspezifischen Banden betraf, als das bel der B7-Fc Aufrei-
nigung der Fall war.

Bel der Betrachtung der CD8L-Fc Spuren 6 und 7 falt auf, dad kein CD8L-Fc Eluat
nachweisbar ist. Dieses Phanomen, das spéter bei der RT6-Fc Aufreinigung erneut auf-
trat, blieb unerklarbar. Moglicherweise spielen hier proteolytische Abbauvorgange oder
Schwankungen des pH Wertes eine Rolle, die zur Degradierung des Proteins flhrten.

Die Behandlung der untransfizierten Cos7-ZellUberstdnde mit Protein G Sepharose zeigt,
wieviel unspezifisches Protein des Mediums bzw.als Produkt der Zellen sich hierdurch
binden und konzentrieren 183t und daduch fir Probleme bei der Aufreinigung der Fusi-
onsproteine sorgt. Dabei scheint es zumindest in dieser Abbildung keinen Unterschied zu
machen, ob FCS zum Medium dazu gegeben wurde oder nicht.

Da das bisher aufgereinigte FasL1-Fc dasjenige mit dem Fehler in der Aminosaurese-
guenz war, erfolgte nun die Aufreinigung von Kulturiberstand, der das korrekte Fusions-
protein enthielt. Die Aufreinigung erfolgte mittels der HiTrap™ Protein G Saule. Da die
bisherige B7-Fc Aufreinigung unbefriedigend war, wurde sie ebenfalls mit der HiTrap™
Protein G Saule wiederholt. Die Auftrennung erfolgte flr das FasL 1-Fc unter nicht redu-
zierenden und fur das B7-Fc unter reduzierenden Bedingungen, da sich dann die fur die
Fusionsproteine typischen Banden deutlicher von den unspezifischen unterscheiden las-

sen.

Abbildung 20A: Aufreinigung des korrekten FasL 3-Fc Fusionsproteins
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Abbildungen 20A und 20B

Cos7-Zellen wurden mit Plasmid DNA der FasL3-Fc (20A) und B7-Fc (20B) Konstrukte transfiziert und fiir
10d kultiviert. Je 50ml Kulturtiberstand wurden geerntet und auf vorher mit 20mM Tris pH7 &quilibrierte
HiTrap™ Protein G S&ulen gegeben. Der Durchlauf (Flow-through) wurde aufgefangen. Nach ausgiebigem
Waschen erfolgte die Elution mit 0,1M Glycin pH2,7. Die Proben wurden fraktioniert aufgefangen und mit
1M Tris pH9 neutralisiert. Je 5l der Elutionsfraktionen sowie as Kontrollen 10ul (FasL-Fc 5ul) ungerei-
nigter Uberstand, 10ul Flow-through fraktion und 10ul Waschfraktion wurden in der SDS-PAGE (10% Tris-
Glycine Trenngel) unter nicht reduzierenden (20A) und reduzierenden (20B) Bedingungen aufgetrennt. Zu-
sétzlich wurde ein Molekulargewichtsmarker (in kD) aufgetragen. Der Western Blot wurde mit den Antikor-
pern rabbit anti-hlgG-Fc (1:1000) und donkey anti-rabbit, Peroxidase konjugiert (1:3000) immunodetektiert.
Die Entwicklung erfolgte mittels ECL ™-System, exponiert wurde flir 5sec.

Das korrekte FasL 3-Fc (Abb. 20A) 181} sich gut aufreinigen und zeigt das gleiche Ver-
halten wie das bisherige FasL1-Fc. Das Auftauchen von Protein in der Flow-through
Fraktion (Spur 2) deutet auf eineUberladung der Saule hin.

Die erneute B7-Fc Aufreinigung (Abb. 20B) zeigt trotz anderer Sdule und neuer Trans-
fektion kein besseres Ergebnis als bisher. Der Hauptteil des aufgereinigten Proteinsbe-
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steht aus der unspezifischen 50kD Bande, wahrend die spezifische 75kD Bande selbst
unter Berticksichtigung der150kD Fraktion nur unwesentlich stérker ist als im unaufge-
reinigten Uberstand.

Die Aufreinigung der RT6-Fc Fusionsproteine erfolgte ebenfalls mit der HiTrap™ Pro-

tein G Saule.
Abbildung 21A: Aufreinigung des RT6.1-Fc Fusionsproteins
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Abbildung 21B: Aufreinigung des RT6.2-Fc Fusionsproteins

1 2 3 4 5 6 7 8 9 M
— 200
- e
- - — 7
—_ 69
o -k--- — ae
—_— 30
- 1
g & 5! :
- = & DA-Fc Eluate 1-6
o - =
E—
= 3
= = =
@@ S
(] -
=5 -
= )
= =
=
= |

Abbildungen 21A und 21B
Cos7-Zellen wurden mit Plasmid DNA der Lew-Fc (21A) und DA-Fc (21B) Konstrukte transfiziert und fiir

10d kultiviert. Je 50ml Kulturtiberstand wurden geerntet und auf vorher mit 20mM Tris pH7 aquilibrierte
HiTrap™ Protein G Saulen gegeben. Der Durchlauf (Flow-through) wurde aufgefangen. Nach ausgiebigem
Waschen erfolgte die Elution mit 0,1M Glycin pH2,7. Die Proben wurden fraktioniert aufgefangen und mit
1M Tris pH9 neutralisiert. Je 5ul der Elutionsfraktionen sowie als Kontrollen 10ul unaufgereinigter Uber-
stand (Spur 1), 10ul Flow-through fraktion (Spur 2) und 10ul Waschfraktion (Spur 3) wurden in der SDS-
PAGE (10% Tris-Glycine Trenngel) unter reduzierenden Bedingungen aufgetrennt. Zusétzlich wurde ein
Molekulargewichtsmarker (in kD) aufgetragen. Der Western Blot wurde mit den Antikorpern rabbit anti-
hlgG-Fc (1:1000) und donkey anti-rabbit, Peroxidase konjugiert (1:3000) immunodetektiert. Die Entwick-
lung erfolgte mittels ECL ™-System, exponiert wurde fir 15sec.

Bel der Aufreinigung der RT6-Fc Fusionsproteine fallt die Anreicherung der 50kD Ban-

de auf. Dieseist in den Eluaten 2 bis 5 (Spuren 5-8 in Abb. 21A) fir Lew-Fc und in den
Eluaten 2 und 3 (Spur 5 und 6 in Abb. 21B) fur DA-Fc besonders deutlich. Da auch die
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als unspezifisch anzusehende 200kD Bande verstarkt wird, ist davon auszugehen, daf3
auch in dieser Aufreinigung zumindest ein Teil der 50kD Bande der Unspezifitéat zuzu-
rechnen ist. Wie bereits in den Abbildungen 18 bis 20 bei der Aufreinigung der B7-Fc
Fusionsproteine zu sehen war, erscheinen auch hier, besonders bei den Lew-Fc Eluaten,
Banden mit dem gleichen Muster in der Grofe zwischen ca. 35K D bis ca.42KD. Hierbei
kénnte es sich wiederum um Abbauprodukte von Proteinasen oder um abgespaltene Fc-
Stiicke handeln.

Zusammenfasssend 1813t sich sagen, dal3 nur die Aufreinigungen des FasL-Fc und des
CD8L-Fc Fusionsproteins befriedigende Ergebnisse gebracht haben. Bei den RT6-Fc
Aufreinigungen war die Anreicherung nicht so stark, auflerdem erschwerte die Gro-
Bengleichheit der spezifischen und unspezifischen Banden die Interpretation. Die B7-Fc
Aufreinigung betraf dagegen die unspezifischen Banden zu einem grofReren Teil als die
spezifischen, so dal? hier von einer Aufreinigung im eigentlichen Sinne nicht gesprochen
werden konnte.

Allgemeine Schwierigkeit bei der Aufreinigung war, dal3 das verwendete Protein G of-
fenbar nicht spezifisch genug die Fc-Stilicke aus dem Medium band, sondern eine zum
Teil hohere Affinitét zu unspezifischen Bestandteilen des Mediums oder Synthesepro-
dukten der Cos7-Zellen besal3. Die Herkunft dieser unspezifischen Bestandteile konnte
letztlich nicht geklart werden. Inwieweit allerdings diese Unspezifitdt einen stérenden
Einflufl? beim Einsatz der Konstrukte hat, ist ebenso fraglich.

3.1.12. Funktionsuntersuchung der Fusionsproteine

Mit den aufgereinigten RT6-Fc Fusionsproteinen wurde zwecks Analyse der NADase-
und ADPR-Transferase-Aktivitéten ein Enzymassay (siehe 2.2.11.) durchgefiihrt. Als
Vergleich dienten unaufgereinigte Cos7-Zellkulturiberstande sowie RT6 haltige Peri-
plasmalysate der ab 3.1.2. beschriebenen prokaryontischen RT6 Expression.

Zum Nachweis der NADase-Aktivitdt wurde nach Markierung der Proben mit je 10uCi
2P-NAD" und Bindung aller Proteine an eine Matrix (Strataclean Resin™) der Reakti-
onstiberstand in einer Dunnschichtchromatographie aufgetrennt. Bei Vorhandensein von
NADase-Aktivitét dirfte sich im Reaktionsiiberstand kein oder nur wenig NAD nachwei-
sen lassen, sondern stattdessen das Produkt der Reaktion ADPR.

Abbildung 22: Untersuchung der NADase Aktivitat der RT6-Fc Fusionsproteine
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Abbildung 22

Je Yol RT6- und pask60 L eervektor-Periplasmalysate, sowie je 30pl ungereinigte RT6-Fc Uberstande und je
15ul RT6-Fc Eluate wurden mit PBS(+Ca/Mg) auf 50ul aufgefiillt und mit je 10uCi 2P-NAD+ fur 30min bel
37°C inkubiert. Nach der Proteinfallung mit je 10pl Strataclean Resin™ wurde je 1pl Uberstand abgenom-
men und zusammen mit den Markern NAD und ADPR auf eine PEI-Diinnschichtchromatographieplatte ge-
tropft. Nach Trocknung der Proben erfolgte der Lauf zunéchst in 1M Essigsaure und in 0,9M Essigsdure und
0,3M LiCl, wenn die Lauffront 3cm die Probenauftragstelle passiert hat. Nach Trocknen der Platte erfolgte
die Exposition fur 18h bei -80°C. Die Position von NAD und ADPR ist durch Pfeile markiert.

Man erkennt anhand des Vergleichs mit den Markern NAD und ADPR, dal3 bei den bei-
den RT6 Periplasmalysaten Lew-PPL und DA-PPL (siehe auch 3.2)) in Spur 5und 6 ein
gegeniiber der Leerkontrolle pask 60 PPL (Periplasmalysat mit Leervektor transformier-
ter Bakterien) in Spur 7 vermehrter Umsatz von NAD zu ADPR stattgefunden hat.

Bei den unaufgereinigten RT6-Fc Uberstanden in Spur 2 und 4 erkennt man ebenfalls
einen Abbau des NAD. Es findet sich aber kein vermehrter Umsatz zu ADPR, vielmehr
deutet das Bild auf einen Abbau des NAD zu AMP hin.

Die aufgereinigten RT6-Fc Uberstande in Spur 1 und 3 zeigen keinerlei Unterschied be-
ziiglich des NAD Umsatzes zur Leerkontrolle.

Die Auftrennung der an die Matrix gebundenen Proteine mittels SDS-PAGE und an-
schlielfendem Western Blot erklart das Fehlen von NAD Umsatz bei den aufgereinigten

RT 6-Fc Fusionsproteinen.

Abbildung 23: Proteinnachweis
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Abbildung 23

Die in Abbildung 22 beschriebenen Proteinfallungen wurden je dreimal mit PBS gewaschen und in Lade-
puffer aufgenommen. Die Auftrennung in der SDS-PAGE (10% Tricine Trenngel) erfolgte unter reduzieren-
den Bedingungen. Zusétzlich wurde ein Molekulargewichtsmarker (in kD) aufgetragen. Der Western Blot
wurde mit den Erstantikérpern K5 (1:600, Spur 1-3) und rabbit anti-hlgG-Fc (1:1000, Spur 4-7) und dem
Zweitantikdrper donkey anti-rabhbit, Peroxidase konjugiert (1:3000) immunodetektiert. Die Entwicklung er-

folgte mittels ECL ™-System, exponiert wurde fir 10sec.

In der Spur 5 des Lew-Fc Eluats 1813 sich kein Protein nachweisen. In der Spur 7 des DA-
Fc Eluats taucht eine bis dahin unbekannte Doppelbande auf, RT6 spezifische Banden
fehlen auch hier. Diese Beobachtung ahnelt der in Abbildung 19 beim CD8L-Fc be-

schriebenen.

Die Spuren 2 und 3 der bakteriell hergestellten RT6 Proteine weisen die fir sie typischen
Banden auf. In der Leerspur 1 183 sich erwartungsgemald kein Protein nachwei sen.

Die fir das RT6.2 bekannte Auto-ADPribosylierung wurde anhand der Autoradiographie

des Western Bl ots Uberprift.

Abbildung 24: ADP-Ribosyltransferaseaktivitat der RT6-Fc Fusionsproteine
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Abbildung 24
Der in Abbildung 23 beschriebene Western Blot wurde zwecks Ausschaltung der Restlumineszenz mit

schwarzer Pappe abgedeckt und fir 7d bei -80°C exponiert.

Diein der Spur 6 des unaufgereinigten DA-Fc Fusionsproteins erkennbare Bande ist mit
der entsprechenden Bande der Immunaodetektion in Abbildung 23 deckungsgleich. Dies
spricht fir die oben beschriebene Selbstmodifikation des RT6.2 im unaufgereinigten
Zellkulturtberstand. Bei dem aufgereinigten DA-Fc Eluat in Spur 7 ist keine Bande zu
erkennen. Hier findet also auch keine Automodifikation statt.

Die weiterhin erkennbare Bande in Spur 2 ist mit der des Lew-PPL aus Abbildung 23
deckungsgleich. Dies ist nur durch eine Verwechslung der Proben Lew-PPL und DA-
PPL beim Laden des SDS-Polyacrylamidgels zu erkléren, da bisher keine derart deutli-
chen Auto-ADP-ribosylierungen von RT6.1 beobachtet wurden, und die hier aufgetrage-
nen Periplasmalysate mehrfach das schon beschriebene Verhalten der RT6.2 Modifikati-
on zeigten, ohne dai’ sich eine signifikante Automodifikation des RT6.1 gezeigt hétte.
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3.2. Expression rekombinanter RT6 Formen in prokaryonti-
schen Systemen und Funktionsuntersuchung

3.2.1. Konstruktion der prokaryontischen Expressionsplasmide

Ziel war die Konstruktion eines Plasmids, das die Expression von RT6 als sezerniertes,
|6dliches Protein in E. coli ermdglichte. Hierzu wurde das Streptag™-System (Biometra,
Gattingen) mit dem Expressionsplasmid pask 60™ ausgewahlt. Dabei wird die entspre-
chende cDNA N-terminal mit einem kinstlichen omp-Leader (outer membrane protein)
versehen. Dieser Leader dirigiert den Transport des Proteins in den periplasmatischen
Spalt des Bakteriums, aus dem es dann prépariert werden kann. Zusétzlich wird C-
terminal eine Sequenz von 10 Aminosauren angehangt (Streptag), die von Streptavidin
erkannt und gebunden wird und somit dem Nachweis bzw. der Aufreinigung dienen
kann. Die Expression unterliegt in diesem System der Kontrolle durch einen Promotor,
der die Induktion der Synthese mittels des Galaktoseanalogons IPTG (Isopropyl-R3-D-
Thiogal aktopyranosid) erlaubt. In Abwesenheit von IPTG erfolgt somit lediglich eine
basale Expression.

Es wurde nun eine PCR von den in 3.1.1. und 3.1.5. beschriebenen Plasmiden pBS Lew a
(VA*RE) und pBS Lew b (VA*RE) mit fusiogenen Primern (SFR und SRR), die in die
RT6 Sequenz die Restriktionsenzymschnittstellen Bsa | (N-terminal) und Pst | (C-
terminal) einfligen, durchgefihrt. Die Produkte wurden in den pCRII™ Vektor kloniert.
Nach Transformation kompetenter E. coli und DNA-Préparation der positiven Klone
wurde die RT6-Streptag Sequenz liber einen Bsa I/Pst | Restriktionsverdau in den ebenso
verdauten pask 60™ Vektor kloniert.

Das Ergebnis waren die Expressionsplasmide pask 6.1 B14 und pask Lew bl.

Eine Ubersicht gibt die folgende Abbildung.

Abbildung 25A: Klonierungsstrategie RT6-Streptag
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- ¢ pBS Lew a(VAXRE) (RT6.1)
pBS Lew b(VAXRE) (RT6.2)

PCR mit SFRxSRR
Klonierung in pCRII

Bsal Pst! pCRII 6.1 Streptag/
pCRII Lew b Streptag
AN Klonierung Uber Bsa I/Pst | /
N in pask 60
Bsall Pst 1 "/
omg_l_eadeﬂ Streptag pask 6.1 B14/ pask Lew bl

3.2.2. Korrektur der RT6 Sequenzen

Da sich mittlerweile herausgestellt hatte, dafl3 die fur die Konstruktion verwendeten
Plasmide mehrere Fehler in ihrer Aminosduresequenz aufwiesen, erfolgte die Korrektur-
klonierung der RT6 Sequenzen analog zu 3.1.5..

Ausgangsmaterial fir die endgultige Form der Expressionsplasmide waren die aus 3.1.5.
bekannten pBS LEW (VA*RE) und pBS DA (VA*RE). Die in ihnen enthaltenen kor-
rekten RT6 Inserts wurden Uber einen Nsi I/Mun | Restriktionsverdau anstelle der RT6.1
Sequenz in das ebenfalls mit Nsi I/Mun | geschnittene pask 6.1 B14 kloniert.

Das Ergebnis waren die prokaryontischen Expressionslasmide pask Lew und pask DA.
Eine Ubersicht gibt folgende Abbildung.

Abbildung 25B: Korrekturklonierung RT6-Streptag

i yr PBS LEW (VAXRE) (RT6.1)
DBS DA (VAXRE) (RT6.2)

AN Klonierung tber Nsi I/Mun | /
N in pask 6.1 B14

Bsa | Nsi | Mun |"/ I‘Dstl
Tomp-L.] pask Lew/ pask DA

3.2.3. Expression der RT6-Streptag Proteine

Die Expression erfolgte analog des in 2.2.6. beschriebenen Protokolls.

Nach der Transformation der NM 522 E. coli (anfangs wurde die Expression mit XL-1 E.
coli versucht; es stellte sich jedoch heraus, daf3 der Stamm NM522 eine wesentlich hohe-
re Expression ermgglichte) mit den beiden RT6 Streptag Expressionsplasmiden sowie
Kontrollplasmiden wurde eine Ubernachtkultur jeweils einer Kolonie angelegt und bei
37°C bzw. spéter bei 30°C kultiviert. Die niedrigere Temperatur sollte die Bildung von

Einschluf3korperchen verhindern. Bei diesen EinschluRkdrperchen handelt es sich um

63



praparierbare Aggregate des denaturierten rekombinanten Proteins, deren Entstehung bei
hoheren Kultur- und Induktionstemperaturen begiinstigt werden. Die Induktion mit IPTG
erfolgte deshalb bei Raumtemperatur.

Die Kultivierung und Induktion erfolgte in Vorversuchen in Anwesenheit von 100ug/ml
Ampicillin dessen Konzentration im weiteren zwecks Erhthung des Selektionsdruckes
auf 200ug/ml verdoppelt wurde. Hiermit sollte einem Abbau des Antibiotikums entge-
gengetreten und ein Uberwachsen der Kultur mit nicht plasmidtragenden Bakterien ver-
hindert werden. Nach der Ernte der Bakterien durch Zentrifugation wurden die expri-
mierten Proteine Uber einen osmotischen Schock aus dem Periplasmaraum des Bakteri-
ums lysiert.

3.2.4. Nachweis der RT6-Streptag Proteine

Der Nachweis der RT6-Streptag Proteine erfolgte durch SDS-PAGE mit anschlief3endem
Western Blot.

Da es in ersten Versuchen nicht gelang im hergestellten Periplasmalysat Proteine ge-
winschter Grof3e nachzuweisen, wurde zundchst auf die Periplasmapréparation verzich-
tet. Stattdessen wurde versucht, die Proteine im Gesamtbakterienlysat nachzuweisen. Um
eventuelle Einschlukorperchen mitzuerfassen wurden die Bakterienpellets zusétzlich
mit SDS versetzt und mit DTT reduziert. Anschlief3end wurden die Proben mit Ultra-
schall homogenisiert. Dadurch wurde die Bakterien DNA "zerkleinert" und damit das
Beladen des Polyacrylamidgels erleichtert.

Abbildung 26: Nachweis der RT6-Streptag Proteine im Gesamtbakterienlysat
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Abbildung 26
NM 522 E. coli wurden mit Plasmid DNA der Ratten RT6-Streptag Konstrukte 6.1.B14 und Lew b1 (Spur 3-
6), mit Maus Rt6-Streptag Konstrukte (Spur 7-10), mit Maus Rt6-GST (Glutathion-S-Transferase) Kon-
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strukten (Spur 11-14) sowie den entsprechenden Leervektorplasmiden transformiert und entsprechend 2.2.6.
kultiviert. Nach Induktion mit 1mM IPTG erfolgten 3h Inkubation bei Raumtemperatur. Die Proben vor In-
duktion (Oh) und nach Induktion (3h) wurden abzentrifugiert, das Pellet in 25ul Ladepuffer aufgenommen,
mit 10ul SDS 20%, 6,5ul 0,5M TrispH 6,8 und 5ul 1M DTT versetzt und nach Ultraschallhomogenisation in
der SDS-PAGE (12% Tris-Glycin Trenngel) aufgetrennt. Zusétzlich wurde ein Molekulargewichtsmarker (in
kD) aufgetragen. Der Western Blot wurde mit den polyklonalen Antiseren K5 (Spur 1-6, 1:600) und K48
(Spur 7-14, 1:2000) as Erstantikdrper und mit dem Zweitantikorper donkey anti-rabbit, Peroxidase konju-
giert (1:3000) immunodetektiert. Die Entwicklung erfolgte mittels ECL ™-System, exponiert wurde fir
15sec.

Neben Gesamtbakterienlysaten der Leervektor- (Spur 1 und 2) und der RT6-Streptag Ex-
pression (Spuren 3-6) sind zur Kontrolle noch Gesamtbakterienlysate zweier Maus Rt6-
Streptag Konstrukte, pask 60/60 und pask 60/54 (Spuren 7-10), sowie eines Glutathion-
S-Transferase (GST) getagten MausRt 6 (Spur 13 und 14) und dessen Leervektors (Spur
11 und 12) aufgetragen worden. Die Maus Rt6-Streptag und Maus Rt6-GST Konstrukte
wurden freundlicherweise von K. Bredehorst und A. Damaske aus unserer Arbeitsgruppe
zur Verfligung gestellt.

Man erkennt in den RT6-Streptag Spuren 3-6, neben den in allen Spuren gleichermal3en
auftretenden Banden, im Bereich von 30kD prominente Banden. Sie entsprechen der er-
warteten Grofl3e der RT6-Streptag Proteine. Sie sind besonders deutlich nach 3h Indukti-
onsdauer aber auch schon vor der Induktion sichtbar, so dal? bereits vor der Induktion
€ine gewisse basale Expression der RT6-Streptag Proteine vorlag.

Bel den Maus Rt6-Streptag Proteinen sieht man fir das pask 60/60 in Spur 9-10 ein ahn-
liches Verhalten wie fir die Ratten RT6-Streptag Proteine. Es tritt ebenfalls eine deutli-
che Bande bei 30kD neu auf, wobei ebenso eine basale Expression vor Induktion erkenn-
bar ist. Ob die darunter befindliche Doppelbande spezifisch ist, 183 sich hier nicht kla
ren. Das pask 60/54 in Spur 7-8 zeigt eine dhnlich Doppelbande, |43t aber deutlicher aus-
gepragte Banden vermissen. Eine spezifische Expression erscheint deshalb fraglich.

Das Maus Rt6-GST Protein in Spur 13-14 dagegen 183 sich im Bakterienlysat nachwei-
sen. Im Vergleich zum Leervektor (Spur 11-12) tauchen zwel neue Banden auf, die vor
Induktion besonders gut zu erkennen sind. Die kleinere Bande bel ca. 35KD entspricht
vermutlich dem Rt6 ohne GST-Schwanz, wahrend die 46K D Bande dem kompletten Fu-
sionsprotein entsprechen wirde. Nach Induktion sind diese Banden wegen der gleichzei-
tigen starken Expression bakterieller Proteine schlechter zu erkennen.

Um sicher zu gehen, dal3 es sich bel den nachgewiesenen tatsichlich um spezifische Ban-
den handelte, wurde eine weitere Immunodetektion durchgefihrt. Dabei wurde mit Per-
oxidase gekoppeltes Streptavidin eingesetzt, welches an die 10 C-terminalen Aminosiu-
ren der Streptag Fusionsproteine bindet.
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Abbildung 27: Nachweis der RT6-Streptag Proteineim Gesamtbakterienlysat
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Abbildung 27
Die Proben, deren Gewinnung, Behandlung und Auftrennung entsprechen Abbildung 26. Die Immunodetek-
tion erfolgte mit Streptavidin, Peroxidase konjugiert (1:750), die Entwicklung mittels ECL ™-System. Expo-

niert wurde fir 5sec.

Man erkennt neben der schon in den Vorversuchen beobachteten Hauptreaktivitét des
Streptavidins bei ca. 21kD die in Abbildung 26 beschriebenen Banden der RT6-Streptag
Proteine etwas unterhalb von 30kD (Spur 4 und 6). Auch beim pask 60/60 in Spur 10
zeigt sich wie zuvor dieselbe Bande etwas grof3er als 30kD. Man erkennt zudem, daf3 die
vorher aufgetretene Doppelbande hier nicht mehr erscheint und damit nicht spezifisch zu
sein scheint. Gleiches gilt fir die Doppelbande der K48 Detektion des pask 60/54. Hier
treten keine von der Leervektorexpression in Spur 1-2 unterscheidbaren Banden neu auf,
so dal3 davon auszugehen ist, dal3 keine spezifische Expression vorlag.

Bei dem Rt6-GST Protein in Spur 13-14 war keine spezifische Reaktivitét zu erwarten,
da Streptavidin nicht an den GST-Schwanz bindet.
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Nachdem nun im Gesamtbakterienlysat die RT6-Streptag Proteine nachgewiesen worden
waren, wurde jetzt zusdtzlich das Periplasmalysat untersucht. Dabei wurde gleichzeitig

dem Einflul? der Induktion auf die Expression nachgegangen.

Abbildung 28: Einflul3 der Induktionsbedingungen auf die RT6.2-Streptag

Expression im Gesamtbakterienlysat

1 2 3 45 6 7 891011121314151617 181920 M

e SRR P bl A L3

B e @

L0 1 35200135200 1 35200 1 3 5 20<induktion
05mM IPTG  1mM IPTG  0,5mM IPTG 1mM IPTG i

0-"’0
-

. _ﬂ—SO
~
B

pask60 Leervektor pask Lew b1

Abbildung 28

NM522 E. coli wurden mit Plasmid DNA des RT6.2-Streptag Konstrukts (Spur 11-20) und des Leervektors
(Spur 1-10) transformiert und entsprechend 2.2.6. kultiviert. Nach Induktion mit 0,5mM (Spur 1-5, 11-15)
bzw. 1mM IPTG (Spur 6-10, 16-20) erfolgte eine weitere Inkubation fir 20h bel Raumtemperatur. Proben
wurden vor (0h) Induktion und 1h, 3h, 5h und 20h nach Induktion abgenommen. Die Proben wurden ent-
sprechend Abbildung 26 behandelt und in der SDS-PAGE (12% Tris-Glycin Tenngel) aufgetrennt. Zusétzlich
wurde ein Molekulargewichtsmarker (in kD) in Spur 6 aufgetragen. Der Western Blot wurde mit dem poly-
klonalen Antiserum K5 (1:600) al's Erstantikorper und mit dem Zweitantikorper donkey anti-rabbit, Peroxida-
se konjugiert (1:3000) immunodetektiert. Die Entwicklung erfolgte mittels ECL ™-System, exponiert wurde
fur 1sec.

Hier sind zunéchst die Gesamtbakterienlysate aufgetrennt worden. Verglichen wurde die
Expression des Leervektors mit der des RT6.2-Streptag Proteins vor (Oh) bzw. 1h, 3h, 5h
und 20h nach Induktion mit 1mM und 0,5mM IPTG.

Man erkennt, wie schon in Abbildung 27, die Expression des RT6.2-Streptag Proteins
knapp unterhalb von 30kD in den Spuren 11-20. Mit Zunahme der Induktionsdauer steigt
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auch die Expressionsrate an. Dabei scheint der Einflufld der IPTG Konzentration uner-
heblich zu sein, es zeigt sich kein Unterschied zwischen 0,5mM und 1mM IPTG.

In die Spur 6 des Leervektors vor Induktion mit 1mM IPTG wurde zusétzlich ein Mole-
kulargewichtsmarker (RainbowMarker™, Amersham) aufgetragen, dessen 30kD Protein

(Carboanhydrase) mit dem Detektionssystem reagiert.

Abbildung 29: Nachweis des RT6.2-Streptag Proteins im Periplasmalysat und Ein-
fluld der Induktionsbedingungen auf die Expression
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Abbildung 29

Transformation, Kultivierung, Induktion und weitere Inkubation entsprechen Abbildung 28. Bei den zu den
entsprechenden Zeitpunkten gewonnenen Proben wurde (ber einen osmotischen Schock der Periplasmaraum
aufgeschlossen und der periplasmatische Uberstand durch Zentrifugation geerntet (siehe 2.2.6.2.). Die Auf-
trennung von je 20ul Periplasmalysat in der SDS-PAGE (12% Tris-Glycin Trenngel) erfolgte unter reduzie-
renden Bedingungen. Zusétzlich wurde ein Molekulargewichtsmarker (in kD) in Spur 6 aufgetragen. Der
Western Blot wurde mit dem polyklonalen Antiserum K5 (1:600) als Erstantikérper und mit dem Zweitanti-
koérper donkey anti-rabbit, Peroxidase konjugiert (1:3000) immunodetektiert. Die Entwicklung erfolgte mit-

tels ECL ™-System, exponiert wurde fur 1sec.

Hier sind entsprechend Abbildung 28 die Periplasmalysate aufgetragen worden. Auch
hier befindet sich in der Leervektorspur 6 vor Induktion mit ImM IPTG der Molekular-
gewichtsmarker.

Durch die Praparation des Periplasmalysats ist eine deutliche Aufreinigung zu erkennen.
Die vorher erkennbare unspezifische Reaktivitdt des Detektionssystems tritt kaum mehr
auf. Die Intensitét der spezifischen Banden entspricht der in Abbildung 28, was darauf
deutet, dal? es sich bei der Hauptmenge des sezernierten Proteins um das RT6.2-Streptag
Protein handelt. Die Sekretion des RT6.2-Streptag Proteins in den Periplasmaraum
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nimmt, wie die Gesamtexpression, mit zunehmender Induktionsdauer zu und erreicht
nach 20h ein Maximum.
Um dem Aufreinigungseffekt nachzugehen und auch Mengenverhaltnisse abschétzen zu

kénnen wurden Siberfarbungen zur Gesamtproteindarstellung vorgenommen.

Abbildung 30: Gesamtproteindar stellung im Periplasmalysat

123 4 567 8 91011121314151617181920 M

2 =30

0 13520,0135200 1 35200 1 3 5 20<@induktion

L in h
0,5mM IPTG TmM IPTG 0,5mM IPTG TmM IPTG
pask60 Leervektor pask Lew b1
Abbildung 30

Entsprechend 2.2.7.4. wurde von der Nitrocellulosemembran des Western Blots aus Abbildung 29 eine Sil-

berfarbung vorgenommen. Die Probenverteilung entspricht demzufolge Abbildung 29.

Hier werden die fur Abbildung 29 gemachten Vermutungen bestétigt. Es zeigen sich
Banden, die mit denen der Immunodetektion in Abbildung 29 deckungsgleich sind. Au-
Ber dem RT6.2-Streptag Protein befindet sich kein quantitativ bedeutendes Protein im
periplasmatischen Raum der Bakterien. Es erscheint hier die Induktion mit 0,5mM IPTG
etwas effektiver, wobel das Maximum der Expression auch hier jeweils nach 20h liegt.
Zusammenfassend 183 sich also sagen,dal’ das RT6.2-Streptag Protein von den Bakterien
produziert und zum gréften Teil in den Periplasmaraum sezerniert wird, wo es den
guantitativen Hauptteil bildet. Die Herstellung des Periplasmalysats stellt hier somit eine
effektive Aufreinigung dar.

Im folgenden wurden die obigen Ergebnisse fir die anderen, bisher nur im Gesamtbakte-

rienlysat nachgewiesenen, Streptag Proteine Uberpruift.
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Abbildung 31: Nachweis der RT6-Streptag Proteineim Periplasmalysat
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Abbildung 31

NM 522 E. coli wurden mit Plasmid DNA der Ratten RT6-Streptag Konstrukte 6.1.B14 (Spur 4-6) und Lew
bl (Spur 7-9), des Maus Rt6-Streptag K onstrukts 60/60 (Spur 10-12) sowie dem entsprechenden Leervektor-
plasmid transformiert und entsprechend 2.2.6. kultiviert. Nach Induktion mit 1mM IPTG erfolgten 20h Inku-
bation bei Raumtemperatur. Die Proben vor Induktion (0h) und nach Induktion (20h) wurden abzentrifugiert,
das Pellet wie in Abbildung 26 beschrieben behandelt. Zudem erfolgte die Praparation des Periplasmalysats
(PPL) nach 2.2.6.2.. Die Gesamtbakterienlysate und je 20ul PPL wurden in der SDS-PAGE (12% Tris-
Glycin Trenngel) aufgetrennt. Zusétzlich wurde ein Molekulargewichtsmarker (in kD) aufgetragen. Der We-
stern Blot wurde mit den polyklonalen Antiseren K5 (Spur 1-9, 1:600) und K48 (Spur 10-12, 1:2000) as
Erstantikdrper und mit dem Zweitantikdrper donkey anti-rabbit, Peroxidase konjugiert (1:3000) immunode-

tektiert. Die Entwicklung erfolgte mittels ECL ™-System, exponiert wurde flr 2sec.

Im Vergleich zum RT6.2 -Streptag Protein in den Spuren 7-9 zeigt sich beim RT6.1-
Streptag Protein in den Spuren 4-6 eine etwas geringere Expression im Gesamtbakteri-
enlysat. Auch die Sekretion in den Periplasmaraum scheint etwas schwécher zu sein. Es
erscheinen somit neben dem RT6.1-Streptag Protein in Spur 6 mehr unspezifische Pro-
teine als beim RT6.2-Streptag PPL in Spur 9, so daf3 ein geringerer Aufreinigungseffekt
vorhanden ist. In Bezug auf diesen Punkt ist auch die Periplasmaprdparation des RT6.2
Proteins nicht so befriedigend wie in Abbildung 29 und 30.
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Die Verhdltnisse beim Maus Rt6 Protein (Spuren 10-12) lassen sich mit denen des
RT6.2-Streptag Proteins vergleichen. Die Expresssion des 30kD grofden Proteins ist
deutlich, und die Anreicherung im Periplasmalysat gut, wenngleich insgesamt nicht so
stark wie beim RT6.2-Streptag Protein.

Die korrigierten RT6-Streptag Proteine wurden in der folgenden Abbildung untersucht.
Abbildung 32: Nachweis der korrekten RT6-Streptag Proteineim Periplasmalysat

und Ausmald ihrer Sekretion in den Periplasmaraum
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Abbildung 32

Die Transformation der NM522 E. coli mit den Plasmiden pask Lew (RT6.1-Streptag) und pask DA (RT6.2-
Streptag) sowie die weitere Kultivierung und Gewinnung der beiden Periplasmalysate (Spur 1 und 2) ent-
spricht 2.2.6.. Zum Vergleich dient das Lew b1 PPL (Spur 3) aus Abbildung 29. Vor Induktion (Oh) und nach
20h wurden auch Gesamtbakterienlysate hergestellt (Spur 4,5,7,8), auch wurde nach Abnahme der Periplas-
malysate der gewaschene Bakterienrest untersucht (Spur 6,9). Die Pellets wurden wie in Abbildung 26 be-
schrieben behandelt und zusammen mit je20ul PPL in der SDS-PAGE (10% Tricin Trenngel) aufgetrennt.
Zusétzlich wurde ein Molekulargewichtsmarker (in kD) aufgetragen. Der Western Blot wurde mit Streptavi-
din, Peroxidase konjugiert (1:750) immunodetektiert, mittels ECL ™-System entwickelt und fir 30sec expo-
niert. Die Position der RT6-Streptag Proteine ist durch einen Pfeil markiert.

Hier wurden die sequenzkorrigierten Periplasmalysate, Lew PPL und DA PPL in Spur 1
und 2, mit der bisher besten Periplasmapraparation in Spur 3, Lew bl PPL (siehe Abbil-
dung 29), verglichen. AufRerdem wurden die Gesamtbakterienlysate der korrekten RT6-
Streptag Proteine vor Induktion, nach 20h Induktion sowie das gewaschene Gesamtbakte-
rienlysat nach 20h Induktion und Abnahme des Periplasmalysats aufgetragen.

Bel der Betrachtung der Periplasmalysate zeigt sich auch fur die korrigierten RT6-
Streptag Proteine eine Sekretion in den Periplasmaraum und damit eine Expression, er-
kennbar an der Bande knapp unterhalb 30kD. Die geringere Reaktivitét der neuen Peri-
plasmalysate deutet auf einen geringeren Proteingehalt hin.
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Die Analyse der Gesamtbakterienlysate 1&13t, neben der unspezifischen 21kD Reaktivitét,
bei den ungewaschenen 20h Pelletsin Spur 5 und 8 den RT6-Streptag Proteinen entspre-
chende Banden erkennen. Nach Abnahme des Periplasmalysats und Waschen sind sie in
Spur 6 und 9 nicht mehr zu sehen. Hieraus kann geschlossen werden, dal? ein Grofiteil

des Proteinsin den Periplasmaraum sezerniert wird.

3.2.5. Quantifizierung der Expression

Die Quantifizierung der Expression erfolgte durch eine Proteinbestimmung nach dem in
2.2.8. beschriebenen Protokoll am Beispiel des Lew bl Periplasmalysats.
Abbildung 33: Proteingehalt des RT6.2-Streptag Periplasmalysats
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Abbildung 33

Mittels definierter Mengen bovinen Serumalbumins (BSA) wurde eine Standardkurve erstellt, bei der die
Extinktion gegen den Proteingehalt aufgetragen wurde. Die Extinktion fir 20pul und 5pl je 1:10 verdinntes
Lew bl Periplasmalysat wurde bestimmt, aus der Standardkurve deren Gesamtproteingehalt abgelesen und
gemittelt. Ebenso wurde mit dem Periplasmalysat des Leervektors verfahren.

20pl 1:10 verdinntes Lew bl Periplasmlysat entsprachen 3,4ug also 1,7ug/pl Ge-
samtprotein. 5yl 1:10 verdinntes Lew bl Periplasmalysat entsprachen 0,9ug also 1,8
po/ul Gesamtprotein. Das ergab im Mittel 1,75ug/pl. Fir den Leervektor ergaben sichim
Mittel 0,12ug/Wl.

Die Analyse des Proteingehaltes der Periplasmalysate mittels SDS-PAGE und Silberféar-
bung hatte gezeigt, dal? das RT6-Streptag Fusionsprotein ca. 50-90% des Proteingehaltes

72



im Periplasmalysat ausmacht (Abbildungen 29-32). Demnach betrégt die RT6-Streptag
Konzentration in den Lysaten ca. 0,8-1,6ug/ul.
3.2.6. Aufreinigung der Periplasmalysate

Obwohl die Praparation des Periplasmalysats fur sich, wie oben gezeigt, schon eine
deutliche Aufreinigung darstellt, wurde eine spezifische Aufreinigung mittels einer
Streptavidin-Matrix versucht. Bei dieser Matrix handelt es sich um magnetische Partikel,
an die Strept- avidin gebunden sind (Streptavidin Dynabeads™). Die Elution von der
Matrix erfolgt mit einem Diaminobiotin haltigen Puffer, da dessen Affinitét zum Strepta
vidin hoher ist als die des Streptag und somit das Streptag Protein aus der Bindung mit
dem Streptavidin verdrangt.

Abbildung 34: Aufreinigung der RT6-Streptag Periplasmalysate
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Abbildung 34

Es wurden je 10ul der RT6-Streptag Periplasmalysate mit je 20ul Streptavidin Dynabeads™ fur 1h bei 4°C
inkubiert. Der Uberstand wurde aufbewahrt. Die Matrix wurde mit TBS gewaschen und die gebundenen
Proteine mit Puffer E in zwei Schritten eluiert. Die Ubrig gebliebene Matrix wurde noch zweima mit dem
Elutionspuffer gewaschen (Spur 5 und 10) und wie die zwei Eluate (Spur 4,5,8,9) und der Uberstand nach
Inkubation (Spur 2 und 7) in der SDS-PAGE aufgetrennt. In Spur 9 wurde zusétzlich ein Molekularge-
wichtsmarker aufgetragen. Der Western Blot wurde mit K5 (1:600) und donkey anti-rabbit, Peroxidase kon-
jugiert (1:3000) detektiert und im ECL ™-System fiir 2sec exponiert. Die Position der RT6-Streptag Proteine

ist durch einen Pfeil markiert.

In dieser Abbildung zeigt sich ein insgesamt unbefriedigendes Aufreinigungsergebnis. Es
ist kein Unterschied zwischen den unaufgereinigten Periplasmalysaten in Spur 2 und 6
und den Uberstanden nach Inkubation mit der Streptavidinmatrix in Spur 3 und 7 zu er-

kennen. Im ersten Elutionsschritt [&3t sich nur wenig Protein ablésen, beim DA Peri-
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plasmalysat im zweiten Schritt (Spur 9) etwas mehr. Die Analyse der Ubriggebliebenen,
mehrfach eluierten Matrix (Spur 5 und 10) zeigt eine persistierende Bindung der RT6-
Streptag Proteine.

Hieraus ergibt sich, dal3, zumindest bei Verwendung dieser Matrix, die Bindung an die
Matrix unzureichend ist. Dartiber hinaus |&3t sich das Wenige, was gebunden wurde nur
schlecht wieder eluieren. Zwar enthielten die Eluate weniger verschiedene Proteine als
die Periplasmalysate, doch von einer Aufreinigung, besonders im Sinne einer Konzen-
trierung, kann nicht gesprochen werden. Da die hergestellten Periplasmalysate an sich
schon sehr rein waren, und die RT6-Streptag Proteine die bei weitem vorherrschenden
Proteine waren, wurde auf weitere Aufreinigungsversuche verzichtet.

Spétere Experimente mit den hier hergestellten Periplasmalysaten durch Jens Schroder
ergaben, dal3 die RT6-Streptag Proteine durch einen natives RT6 erkennenden monoklo-
nalen Antikorper prézipitiert und damit aufgereinigt werden konnten. Dies zeigt, dal3 die
RT6-Streptag Proteine im Periplasmaraum der Bakterien richtig gefaltet vorliegen, und

gibt einen Hinweis auf ihre Funktionalitat.

3.2.7. Funktionsuntersuchungen

In ersten Versuchen wurden die schon vom nativen RT6 bekannten enzymatischen Akti-
vitéten untersucht.

Zum Nachweis der NADase-Aktivitat wurde nach Markierung der Proben mit 32P-NAD*
und Bindung aler Proteine an eine Matrix (Strataclean Resin™) der Reaktionstiberstand
in einer Dunnschichtchromatographie aufgetrennt. Bei Vorhandensein von NADase-
Aktivitét dirfte sich im Reaktionsiiberstand kein oder nur wenig NAD nachweisen las-
sen, sondern stattdessen das Produkt der Reaktion ADPR.

Die Proteinfélung wurde in der SDS-PAGE mit anschlieRendem Western Blot analy-
siert, und die Automodifikation des RT6.2 in der Autoradiographie des Western Blots
nachgewiesen (siehe auch 2.2.11. und 3.1.12.).
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Abbildung 35: Untersuchung der NADase Aktivitat der RT6-Streptag Proteine
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Abbildung 35
Je 2ul Periplasmalysat des pask60 Leervektors und der beiden RT6-Streptag wurden mit je 10uCi 2P-NAD”

fur 30min bei 37°C inkubiert. Nach der Proteinfallung mit je 10pl Strataclean Resin™ wurde je 1ul Uber-
stand abgenommen und zusammen mit den Markern NAD, AMP und ADPR auf eine PEI - Dinnschicht-
chromatographieplatte getropft. Nach Trocknung der Proben erfolgte der Lauf zunachst in 1M Essigsdure und
in 0,9M Essigsdure und 0,3M LiCl, wenn die Lauffront 3cm die Probenauftragstelle passiert hat. Nach
Trocknen der Platte erfolgte die Exposition fir 18h bei -80°C. Die Position von NAD, AMP und ADPR ist

durch Pfeile markiert.

Es wird erkennbar, dal3 beim Leervektor Periplasmalysat in Spur 1 und 4 auRer einem
geringen spontanen Zerfall des NAD zu ADPR kein zusétzlicher, enzymatischer Umsatz
stattfand. Dagegen findet sich bei den RT6-Streptag Periplasmalysaten in den Spuren
2,3,5 und 6 kein NAD im Reaktionsgemisch. Das NAD wurde hier vollsténdig zu ADPR
umgesetzt. Somit zeigen sowohl das RT6.1-Streptag als auch das RT6.2-Streptag Protein
die vom nativen RT6 bekannte NADase-Aktivitét.
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Abbildung 36: Proteinnachweis
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Abbildung 36
Die in Abbildung 35 beschriebenen Proteinfallungen wurden je dreimal mit PBS gewaschen und in Lade-

puffer aufgenommen. Die Auftrennung in der SDS-PAGE (10% Tricine Trenngel) erfolgte unter reduzieren-
den Bedingungen. Zusétzlich wurde ein Molekulargewichtsmarker (in kD) aufgetragen. Der Western Blot
wurde mit K5 (1:600) und donkey anti-rabbit, Peroxidase konjugiert (1:3000) detektiert. Die Entwicklung
erfolgte mittels ECL ™-System, exponiert wurde fiir 1sec. Die Position der RT6-Streptag Proteine ist durch

einen Pfeil markiert.

In der Immunodetektion des Western Blots der geféllten Proteine sieht man die schon

bekannte Auftrennung der Periplasmalysate mit der fir die RT6-Streptag Proteine spezi-

fischen Bande knapp unterhalb von 30kD.
Abbildung 37: ADP-Ribosyltransferaseaktivitéat der RT6-Streptag Proteine
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Abbildung 37
Der in Abbildung 36 beschriebene Western Blot wurde zwecks Ausschaltung der Restlumineszenz mit

schwarzer Pappe abgedeckt und fiir 3d bei -80°C exponiert.

In der Autoradiographie des Western Blots aus Abbildung 36 erscheint in den Spuren 3,6
und 9 eine Bande, die mit der des RT6.2 Streptag aus der Auftrennung des DA Periplas-
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malysats in Abbildung 36 deckungsgleich ist. Hier fand also eine Modifikation des
RT6.2 statt. Es ist deshalb davon auszugehen, dal3 sich das RT6.2-Streptag Protein, wie
vom nativen RT6.2 bekannt, mit der aus der NAD Spaltung entstandenen ADPR selbst
modifiziert. Ob dies in einem Schritt geschieht, oder ob es sich dabei um zwei getrennte
Aktivitdten handelt, 1813t sich hierdurch nicht entscheiden. Eine signifikante Automodifi-
kation des rekombinanten RT6.1 erfolgte nicht.

Im Weiteren wurde untersucht, ob neben dem RT6.2 noch zusétzliche Akzeptormolekiile
oder Akzeptorproteine fir die ADPR bestehen.

Hierzu wurden die Periplasmalysate zusétzlich mit den potentiellen, weil argininreichen
externen Akzeptoren Histone, Protamin, Polyarginin sowie mit BSA inkubiert. Um den
Einbau zu erleichtern und die NADase-Aktivitdt abzuséttigen, wurde zusétzlich unmar-
kiertes NAD zugesetzt. Um den spontanen Zerfall des NAD zu ADPR sichtbar zu ma-
chen, wurde neben NAD und ADPR als weiterer Marker das eingesetzte NAD/32P-NAD"
Gemisch (Spur 1 in Abb. 38A und C) aufgetragen.

Abbildung 38A: Einfluf3 von Histonen auf die NADase Aktivitat der RT6-Streptag

Proteine
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Abbildung 38B: Einflul3 von Polyarginin auf die NADase Aktivitat der RT6-
Streptag Proteine
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Abbildung 38C: Einflul® von Protamin und BSA auf die NADase Aktivitat der RT6-
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Abbildungen 38A, 38B und 38C

Je 1l Periplasmalysat des Leervektors und der RT6-Streptag Proteine wurden mit je 10pug/ml der Akzeptoren
Histone (38A), Polyarginin (38B), Protamin und BSA (38C), je 2uCi 32P-NAD" und je 5uM NAD versetzt,
mit PBS (+Ca/Mg) auf 50ul aufgefullt und fur 30min bei 37°C inkubiert. Nach der Proteinféllung mit je 10ul
Strataclean Resin™ wurde je 1ul Uberstand abgenommen und zusammen mit den Markern NAD und ADPR
auf eine PEI-Dunnschichtchromatographieplatte getropft. Zusétzlich wurde a's weiterer Marker das einge-
setzte NAD/P®2 NAD Gemisch aufgetragen. Nach Trocknung der Proben erfolgte der Lauf zunéchst in 1M
Essigséure und in 0,9M Essigsdure und 0,3M LiCl, wenn die Lauffront 3cm die Probenauftragstelle passiert
hat. Nach Trocknen der Platte erfolgte die Exposition fur 18h bel -80°C. Die Positionen von NAD und ADPR

sind durch Pfeile markiert.
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Es zeigt sich keinerlel Beeinflussung der NADase-Aktivitét der RT6-Streptag Proteine
durch die zugesetzten potentiellen Akzeptoren.
Abbildung 39: Proteinnachweis
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Abbildung 39
Die in Abbildung 38 beschriebenen Proteinfallungen wurden je viermal mit PBS gewaschen und in Lade-

puffer aufgenommen. Die Auftrennung in der SDS-PAGE (12% Tris-Glycine Trenngel) erfolgte unter redu-
Zierenden Bedingungen. Zusétzlich wurde ein Molekulargewichtsmarker (in kD) aufgetragen. Der Western
Blot wurde mit K5 (1:600) und donkey anti-rabbit, Peroxidase konjugiert (1:3000) detektiert. Die Entwick-

lung erfolgte mittels ECL ™-System, exponiert wurde fiir 2sec.

Die K5 Immunodetektion des Western Blots |&3t die RT6-Streptag Proteine al's deutliche

Bande knapp unterhalb 30kD erkennen.

Zur Kléarung der Frage ob neben der AutoADP-Ribosylierung des RT6.2-Streptag Protei-

ne eine Modifikation der zugesetzten potentiellen Akzeptoren stattfand wurde eine Auto-

radiographie des Western Blots angefertigt.

Abbildung 40: Einfluf3 von Histonen, Polyarginin, Protamin und BSA auf die ADP-
Ribosyltransferase Aktivitat des RT6.2-Streptag Proteins
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Abbildung 40
Der in Abbildung 39 beschriebene Western Blot wurde zwecks Ausschaltung der Restlumineszenz mit

schwarzer Pappe abgedeckt und fir 2d bei -80°C exponiert.
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In der Autoradiographie des Western Blots aus Abbildung 39 erscheinen lediglich Ban-
den, die jeweils mit denen der RT6.2-Streptag Proteine in Abbildung 39 deckungsgleich
sind. Auf3er der bereits bekannten Automodifikation des RT6.2-Streptag fand also keine
weitere ADP-Ribosylierung der zugesetzten Substanzen statt.

Da die Ursache fir die fehlende Markierung moglicherweise in einem nicht optimalen
Enzym/Substrat Verhéltnis begriindet lag, wurde ein erneuter Versuch mit einer hdheren
Konzentration Histone als Akzeptor und einer Verdinnungsreihe der Periplasmalysate

als Enzym durchgefiihrt.
Abbildung 41: Proteinnachweis
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Abbildung 41

Die Proben einer exponentiellen Verdiinnungsreihe (1/2ul-1/64ul) der beiden RT6-Streptag Periplasmalysate
wurden mit je 100pg/ml Histone, je 2uCi 2P-NAD" und je 5uM NAD versetzt, mit PBS (+Ca/Mg) auf 50pl
aufgefiillt und fir 30min bei 37°C inkubiert. Als Kontrollen dienten 1/2ul Leervektor PPL+ 100ug/ml Histo-
ne, 1/2ul DA PPL ohne Histone sowie 3ug Histone pur. Es folgte die Proteinfallung mit je 10ul Strataclean
Resin™., Die Pellets wurden je viermal mit PBS gewaschen und in Ladepuffer aufgenommen. Die Auftren-
nung in der SDS-PAGE (10% Tricine Trenngel) erfolgte unter reduzierenden Bedingungen. Zusétzlich wurde
ein Molekulargewichtsmarker (in kD) aufgetragen. Der Western Blot wurde mit K5 (1:600) und donkey anti-
rabbit, Peroxidase konjugiert (1:3000) detektiert. Die Entwicklung erfolgte mittels ECL ™-System, exponiert
wurde flr 30sec. Die Position der RT6-Streptag Proteineist durch einen Pfeil markiert.

In der Immunodetektion des Western Blots ist die zunehmende Verdinnung der RT6-
Streptag Proteine als schwécher werdende Banden unterhalb 30kD (Spuren 4-9 und 13-

18) zu erkennen.
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Die Analyse der ADP-Ribosyltransferase-Aktivitdt des RT6.2-Streptag Proteins erfolgte

anhand der Autoradiographie des Western Blots. AuRerdem wurde untersucht ob unter

diesen, gegeniiber Abbildung 40 veranderten, Verhatnissen eine Modifikation der Histo-

ne als Akzeptor der ADPR stattfindet.

Abbildung 42: Einflul® von Histonen auf die ADP-Ribosyltransferase Aktivitat und
Bedeutung der RT6.2-Streptag Proteinkonzentration fir die

Automo- difikation
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Abbildung 42
Der in Abbildung 41 beschriebene Western Blot wurde zwecks Ausschaltung der Restlumineszenz mit
schwarzer Pappe abgedeckt und fiir 3d bei -80°C exponiert. Die Positionen der RT6.2-Streptag Proteine so-

wie einer Histon-Doppelbande sind durch Pfeile markiert.

Die Autoradiographie zeigt auf der Seite der Lew Periplasmalysate neben der Automodi-
fikation der DA Periplasmalysat Kontrolle (ohne Histonzusatz) eine sehr schwache, hier
kaum erkennbare Markierung einer niedermolekularen Doppelbande, die auch die Leer-
kontrolle betrifft. Es dirfte sich demnach hier um eine unspezifische, d.h. nicht durch die
rekombinanten RT6 Proteine vermittelte Markierung der zugesetzten Histone handeln.
Auf der Seite der DA Periplasmalysate ist diese Markierung der Doppelbande ebenfalls
vorhanden. Auch hier ist die Leerkontrolle mit betroffen. Die Intensitét der Markierung
nimmt jedoch, anders als bei den Lew Periplasmalysaten, mit zunehmender Verdiinnung
des DA Periplasmalysats parallel zur Selbstmarkierung der DA Bande zu, um ebenso wie
die Selbstmarkierung, bei Einsatz von 1/32 ul Periplasmalysat ein Maximum zu errei-
chen.

Diese Modifikation der Histone erreicht wie die Selbstmarkierung bei Einsatz von 1/32ul
DA PPL ein Maximum, weil hier wahrscheinlich das gunstigste Enzym/Substrat Verhélt-
nis fir die ADP-Ribosyltransferase-Aktivitéat, die moglicherweise in Konkurrenz zur

NADase-Aktivitét steht, vorliegt.
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Auffallig ist weiterhin die bei Einsatz von 1/64ul DA PPL im Vergleich zu 1/32ul Zu-
nahme des Molekulargewichts der DA-Streptag Proteine, wahrend die Doppel bande un-
verandert bleibt und auch die tbrigen Banden der Immunodetektion in Abbildung 41 kei-
ne Veranderung der Groéfe zeigen (Die Gréfenzunahme der DA Streptag Proteine in der
Immunodetektion ist wegen der Verdiinnung nicht zu sehen.). Dies |a%t sich am ehesten
dadurch erkléren, dal3 bel Einsatz von 1/64ul DA PPL ein besonders gunstiges Enzym-
Substrat Verhdtnis besteht und dieses den Einbau von mehr als einem Molekil ADPR
bewirkt, so dal3 das Mol ekulargewicht zunimmt.

Weitere Versuche zur Markierung komplexer Proteine aus Zellkulturlibersténden brach-
ten auf3er einer nicht enzymatischen Markierung von BSA durch freie ADPR keine Er-
gebnisse.

Um die Automodifikation und damit die ADP-Ribosyltransferase-Aktivitéat ndher zu cha-
rakterisieren, wurde die Bindung der ADPR an das RT6.2-Streptag Protein untersucht.
Hierzu wurden DA Periplasmalysate mit 32P-NAD" inkubiert und anschliefend eine Pro-
teinfallung vorgenommen. Die entstandenen Pellets wurden mit verschiedenen Reagenzi-
en versetzt, die unterschiedliche Bindungen spalten. Die Pellets wurden dann in einer
SDS-PAGE aufgetrennt und autoradiographiert, die Uberstande fir die Diinnschicht-
chromatographie aufbewahrt.

Abbildung 43: Einflul3 von Reagenzien auf die ADPR-Bindung an RT6.2-Streptag
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Abbildung 43

Je 1/10ul DA PPL wurden mit je 3uCi 2P-NAD" versetzt und firr 30min bei 37°C inkubiert. Nach der Pro-
teinfalung mit je 15l Strataclean Resin™ und viermaigem Waschen mit PBS wurden die Ansdtze 1. mit
20ul 10mM HgCl, fir 4h, 2. mit 20ul 1M NaCl fir 4h, 3. mit 20ul 100mM NaOH fir 4h, 4. mit 20ul 1M
NH,OH pH7 firr 1h, 5. mit 20pl 1M NH,OH pH7 fur 2h und 6. mit 20pl 1M NH,OH pH7 fiir 4h bei 37°C
inkubiert. Nach der jeweiligen Inkubationszeit wurden die Uberstande abgenommen und die Pellets gewa-
schen. Die Auftrennung in der SDS-PAGE (10% Tricine Trenngel) erfolgte unter reduzierenden Bedingun-
gen. Der Western Blot wurde getrocknet, abgedeckt und bei -80°C fir 7h exponiert. Die Position des RT6.2-
Streptag Proteins ist durch einen Pfeil markiert.
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Die 4h Behandlung mit 10mM HgCl, in Spur 1 zeigt gegentiber der Kontrolle mit 4h 1M
NaCl Inkubation (Spur 2) einen gewissen Verlust von radioaktivem Einbau. Behandlung
mit 100mM NaOH in Spur 3 spaltet die Markierung vollsténdig ab. Die Inkubation mit
1M neutralem Hydroxylamin (Spuren 4-6), welches spezifisch Uber Arginin gebundene
ADPR abspaltet, ergibt einen mit der Inkubationszeit zunehmenden, nach 4h fast kom-
pletten Verlust der Radioaktivitét.

Abbildung 44: Nachweisvon ADPR als Abspaltprodukt nach Inkubation mit

Hydroxylamin
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Abbildung 44
Der in Abbildung 43 beschriebene Uberstand nach 4h Inkubation mit 1M NH>OH pH7 wurde zusammen mit

dem Marker NAD auf eine PEI- Diinnschichtchromatographieplatte getropft. Zusétzlich wurde as weiterer
Marker ADPR zum 4h-Uberstand gegeben. Nach Trocknung der Proben erfolgte der Lauf zunichst in 1M
Essigsaure und in 0,9M Essigsaure und 0,3M LiCl, wenn die Lauffront 3cm die Probenauftragstelle passiert
hat. Nach Trocknen der Platte erfolgte die Exposition fir 18h bei -80°C. Die Position von NAD und ADPR

ist durch Pfeile bzw. Umrandungen markiert.

Die Duinnschichtchromatographie des Uberstandes nach 4h Inkubation mit 1M neutralem
Hydroxylamin zeigt, dal3 es sich bei der abgespaltenen Radioaktivitét um ADPR handelt,
da das Auftrennungsverhalten genau der der mitaufgetragenen nicht radioaktiven ADPR
entspricht (in Abb. 44 durch Pfeil und Umrandung gekennzeichnet).

Obwohl die Immunodetektion des Western Blots, die zeigen miidte, da3 der Verlust an
Radioaktivitdt nicht mit einem Verlust an Protein einherging, nicht gelang, deuten die
Ergebnisse darauf hin, daf3 es sich bei der Automodifikation des RT6.2-Streptag Proteins

um eine kovalente, argininspezifische Bindung von ADPR handelt, da Hydroxylammin
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eben diese Bindungen spezifisch spaltet. Dies wird durch die Tatsache unterstiitzt, daf3
die RT6.2 Aminosauresequenz zwei Arginine in Position 61 und 184 enthdlt, die in der
entsprechenden Sequenz des RT6.1, welches nicht signifikant zur Automodifikation fa-
higist, nicht enthalten sind.

Um die NADase-Aktivitéat des rekombinanten RT6 weiter zu untersuchen, wurde der Ein-
flud von NADP a's konkurrierendes Substrat und von Nicotinamid als hemmendes End-
produkt auf diese Enzymfunktion betrachtet.

Es wurde hierfir jeweils eine logarithmische Verdinnungsreihe von NADP und Nicoti-
namid mit konstanten Mengen von DA Periplasmalysat und Histonen unter Zusatz von
2P-NAD" inkubiert. Die Analyse erfolgte mittels Diinnschichtchromatographie und Au-
toradiographie des Western Blots der SDS-PAGE.

Abbildung 45A: Einflul3 von NADP auf die NADase Aktivitat des RT6.2-Streptag
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Abbildung 45B: EinfluB von Nicotinamid auf die NADaseaktivitdt des RT6.2-
Streptag
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Abbildungen 45A und 45B

Es wurde je eine logarithmische Verdiinnungsreihe (10mM-1uM und 0) von NADP (45A) und Nicotinamid
(45B) hergestellt. Jeder Ansatz wurde mit 1/8ul DA PPL, 100ug/ml Histone und 2,5uCi 32P-NAD™ versetzt
und fir 30min bei 37°C inkubiert. Nach der Proteinfalung mit je 10ul Strataclean Resin™ wurde je 1ul
Uberstand abgenommen und zusammen mit den Markern NAD und ADPR auf eine PEI-
Dunnschichtchromatographieplatte getropft. Nach Trocknung der Proben erfolgte der Lauf zunéchst in 1M
Essigsaure und in 0,9M Essigsaure und 0,3M LiCl, wenn die Lauffront 3cm die Probenauftragstelle passiert
hat. Nach Trocknen der Platte erfolgte die Exposition fir 18h bei -80°C. Die Position von NAD und ADPR
ist durch Pfeile markiert.

Hier zeigt sich, daid erst bei einer Konzentration von 10mM Nicotinamid eine sichtbare
Hemmung der NADase-Aktivitét eintritt (Abb. 45B, Spur 1).

NADP hemmt dagegen bereits in einer Konzentration von 100uM (Abb. 45A, Spur 3).
Die 10uM NADP Spur 4 falt hier aus dem Rahmen. Vermutlich aufgrund eines Pipet-
tierfehlers wurde hier weniger 32P-NAD" eingesetzt.

Abbildung 46: Einflu3 von NADP und Nicotinamid auf die ADPR-Transfer ase-
aktivitat desRT6.2-Streptag
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Abbildung 46

Die in Abbildung 45A und 45B beshriebenen Proteinfallungen wurden in Ladepuffer aufgenommen und in
der SDS-PAGE (10% Tricine Trenngel) unter reduzierenden Bedingungen aufgetrennt. Der Western Blot
wurde getrocknet, abgedeckt und bei -80°C fur 1d exponiert. Die Position des RT6.2-Streptag Konstrukts ist

durch einen Pfeil markiert.

Bel der Betrachtung der Autoradiographie falt auf, da bei einer die NADase hemmen-
den Konzentration von 10mM Nicotinamid (Spur 6) keine sichtbare Beeinflussung der
Automodifikation und damit der ADP-Ribosyltransferase erfolgt. Dies deutet darauf hin,
da’ NADase und ADP-Ribosyltransferase zwei voneinander getrennte Aktivitéten dar-
stellen.

Der Einsatz von NADP dagegen zeigt Einflul? auf die Automodifikation des RT6.2-
Streptag Proteins.

Der Einbau von Radioaktivitét bleibt, wiederum abgesehen von der 10uM NADP Spur 4,
bis zu einer Konzentration von 100uM NADP unveréndert. Darliber liegende Konzen-
trationen von NADP schwéchen den Einbau von Radioaktivitét, erhthen aber parallel
dazu das Molekulargewicht des RT6.2. Dieser Effekt trat schon in Abbildung 42 bei gro-
Berer Verdinnung des DA Periplasmalysats und gleichbleibender NAD Konzentration
auf.

Auch hier muB die Erklarung im Verhaltnis von Enzym zu Substrat gesucht werden.

In diesem Versuch scheint NADP die NADase Aktivitdt zu hemmen, ohne die ADP-
Ribosyltransferase Aktivitét in gleicher Weise zu beeinflussen. Auch dies deutet darauf,
da® NADase und ADP-Ribosyltransferase Aktivitdten des rekombinanten RT6.2 ge-
trennte Vorgange darstellen.

Ein signifikanter Unterschied in der ohnehin schwachen Markierung der Histone zwi-

schen den verschiedenen Spuren zeigte sich nicht.

86



Zusammenfassend sprechen die hier gefundenen Ergebnisse dafir, dafl3 die beiden re-
kombinanten Ratten RT6-Streptag Proteine eine potente NAD(Glycohydrol)ase-Aktivitat
besitzen, und bisher nur das RT6.2-Streptag Protein eine signifikante argininspezifische
ADP-Ribosyltransferase-Aktivitét in Form einer Automodifikation zeigt. Weitere potente
Akzeptoren konnten nicht gefunden werden.

Weiterhin deuten die Untersuchungen darauf, dald NADase und ADP-Ribosyltransferase
Aktivitdten des rekombinanten RT6.2 getrennte Reaktionen mit unterschiedlicher Kinetik
darstellen.

4. Diskussion
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Ziel der Arbeit war es, Systeme zu etablieren, die eine rekombinante Herstellung von
I6dlichem RT6 ermdglichen, um weitergehende Untersuchungen, als es mit membrange-
bundenem oder nativem Protein moéglich ware, zu erlauben.

Rekombinante Produktion bedeutet die Expression des gewiinschten Proteins in biologi-
schen Systemen, d.h. eukaryontischen oder prokaryontischen Zellen, die dieses Protein
normalerweise nicht synthetisieren. Hierzu wird die kodierende DNA (cDNA) mittels
eines Expressionsvektors (Plasmid) in die entsprechenden Produktionszellen einge-
schleust. Dieser Vorgang wird bei eukaryontischen Zellen Transfektion und bei pro-
karyontischen Transformation genannt. Die neben der cDNA des gewlinschten Proteins
enthaltenen DNA Sequenzen fir Promotoren, Leader und Antibiotikaresistenz bestim-
men die Produktions- und Detektionsbedingungen.

Diese gegentiber der nativen Expression optimierten Bedingungen stellen die Vorteile
der rekombinanten Expression dar. Sie ermdglichen nicht nur die Produktion in grof3en
Mengen flr biochemische und Funktionsanalysen, Immunisierungen oder Rontgenstruk-
turanalysen, sondern bieten auch die Moglichkeit zur gezielten Veranderung der Struktur
des Proteins durch in vitro Mutagenese.

Prinzipiell kann die Expression in prokaryontischen Zellen (Bakterien), oder eukaryonti-
schen Zellen (verschiedene Zellinien, Hefen, Insektenzellen) erfolgen. Beide Systeme
bieten Vor- und Nachteile. Vorteile der Expression in Bakterien sind die groeren Men-
gen an Protein, die hergestellt werden kénnen und die einfache Handhabung des Systems.
Nachteile liegen im Entstehen von unléslichen Proteinaggregaten (Einschluf3korperchen)
und im Fehlen von fir eukaryontische Proteine typischen posttranslationalen Modifika
tionen. Diese werden hingegen von eukaryontischen Zellen ausgefiihrt. Dies ist beson-
ders fur die Funktionsuntersuchung in vivo wichtig, da es hier auf die gréfitmogliche
Ubereinstimmung mit dem nativen Protein ankommt.

Um die Vorteile beider Verfahren zu nutzen, wurden sowohl prokaryontische als auch
eukaryontische Expressionssysteme etabliert.

Fir die eukaryontische Expression wurde ein Konstrukt, welches fir RT6 als Fusions-
protein mit dem Fc-Stlick des humanen 1gG1 kodiert, hergestellt. Ein solches Protein
wurde, dadie C-terminale GPI-Membranverankerung des RT6 durch das Fc-Stlick ersetzt
wird, |6slich produziert und anhand des Fc-Stiicks detektiert und aufgereinigt werden
kénnen. Diese Art der Konstruktion ist ein schon mehrfach erfolgreich praktiziertes Ver-
fahren zur Expression rekombinanter T- und B-Zell Oberflachenantigene. So wurden z.B.
auf diese Weise Immunglobulinfusionsproteine des CD22 [90], CD27 [91], CD40 [92],
CD44 Mutanten [93] und des /6 T-Zellrezeptors [94] exprimiert, deren Funktion unter-

sucht und korrespondierende Liganden gefunden.
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Um fur entsprechende Versuche mit den RT6 Immunglobulinfusionsproteinen Uber er-
probte Kontrollen zu verfiigen, wurden Fusionsproteine gleicher Konstruktionsart aus-
gewdhlt. Plasmide mit chiméaren Genen fir Fusionsproteine aus dem Leader des humanen
CD8 mit dem Fc-Stiick des humanen IgG1, aus dem humanen CD40 mit dem Fc-Stiick
des humanen 1gG1 und aus dem Maus Fas Antigen und dem Fc-Stiick des Maus 1gG2b
standen bereits in unserem Labor zur Verfligung.

Die Konstruktion der Fusionsproteine fir CD28 und B7 geschah in Anlehnung an [95]
und [96], die fir den Fas-Ligand in Anlehnung an [97] durch Amplifikation aus Ratten-
lymphknotenlymphozyten RNA und Herstellung chimére Gene flr Fusionsproteine mit
dem humanen Fc-Stiick des IgG1. Die Amplifikation fur den Ratten T-Zell Differenzie-
rungsmarker Thy-1 aus der Ratten T-Zellinie C58NT schlug fehl (3.1.6).

Ein weiterer Grund fir die Wahl dieser Proteine fur die Konstruktion von Fusionsprotei-
nen bestand darin, dal3 im Rattensystem zum Zeitpunkt der Durchfihrung dieser Arbeit
keine gegen ihre Liganden gerichtete Antikorper existierten. Somit wirden entsprechen-
de Fusionsproteine als Antikorperersatz dienen.

B7 und CD28 stellen korrespondierende Oberflachenantigene auf B- bzw. T-Zellen dar
und spielen eine Rolle in der Regulation der Immunantwort. Die Interaktion von CD28
mit B7 vermittelt die interzellulére Adhasion von T-Zellen und aktivierten B-Zellen mit
der Folge einer Kostimulation von T-Zellen, meftbar durch gesteigerte IL-2 Sekretion
und Proliferation der T-Zellen [98].

Fas-Antigen und Fas-Ligand stellen ein weiteres korrespondierendes System dar. Sie ge-
horen der Tumornekrosefaktor/Tumornekrosefaktorrezeptor Familie an. Das Typ |l
Transmembranprotein Fas-Ligand induziert Apoptose in Fas exprimierenden Zielzellen
[97]. Es liegt im Gegensatz zu Typ | Transmembranproteinen mit seinem C-terminalen
Anteil extrazelluldr und N-terminal intrazellulér. Diese Besonderheit macht eine andere
Klonierungsstrategie nétig und die rekombinante Expression schwierig.

Zur Tumornekrosefaktor/Tumornekrosefaktorrezeptor Familie gehért auch das CD40
Antigen dessen durch seinen natlirlichen Liganden oder anti CD40 Antikorpern zu einer
B-Z€ll Proliferation und Immunglobulinproduktion fihrt [92].

Als transientes Expressionssystem fir die beschriebenen Fusionsproteine wurde die von
Affennierenzellen abstammende Zellinie COS7 (CV1 Origin SV40) [99] gewéhit. Sieist
leicht kultivierbar, ermdglicht eine hohe Expressionsrate, ist gut transfizierbar und ist
deshalb gut zur Produktion von rekombinanten Proteinen geeignet. Aufgrund der Expres-
sion des SV40 T Antigens ermdglicht sie die episomale Vermehrung von Plasmiden, die
das SV40 Ori, ein vom SV40 Virus abstammender Replikationsstartpunkt, tragen. Zur
Aufnahme der zu transfizierenden cDNA geeignete Plasmide sind pcDNA1™ und

pcDNA3™(Invitrogen) sowie pMEL8 flr die Expression des Typ |l Transmembranpro-
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teins Fas-Ligand. Sie enthalten neben dem SV40 Ori eine vom Cytomegalievirus ab-
stammende Promotor/Enhancerregion und liegen in den transfizierten COS7 Zellen in
hoher Kopienanzahl vor. Sie ermdglichen so die Produktion von bis zu 1ug/ml |6slichen
Proteins [100].

Auf diese Weise gelang die Konstruktion, Klonierung und Expression von Immunglobu-
linfusionsproteinen fur RT6, Fas-Ligand und B7 der Ratte, sowie des humanen CD40
und des humanen Fc-Stiicks ohnde Fusionspartner (CD8 Leader-Fc). Der Nachweis einer
CD28-Fc Fusionsproteinexpression konnte trotz erfolgreicher Klonierung nicht erbracht
werden (3.1.10).

Die sich anschlief3ende Aufreinigung der hergestellten Fusionsproteine bereitete grof3e
Schwierigkeiten. Es wurde versucht, die Fc-Stiicke der Fusionsproteine durch Affinitéts-
saulenchromatographie Uber Protein G Sepharose zu binden, und sie nach erfolgter Bin-
dung mittels einer Verschiebung des pH-Wertes wieder zu |6sen. Dadurch sollte neben
einer Reinigung abgenommener, rekombinante Fusionsproteine enthaltender Kulturtiber-
sténde auch eine Konzentrierung der Fusionsproteine erreicht werden.

Von den rekombinant hergestellten Proteinen lief3en sich nur der Fas Ligand und das hu-
mane Fc-Stiick ohne Fusionspartner (CD8 Leader-Fc) befriedigend aufreinigen. Die
Schwierigkeiten bestanden darin, dal3 zu einem grof3en Teil eine Anreicherung von un-
spezifischen Proteinen, besonders um 50kD Molekilgrofe unter reduzierenden Bedin-
gungen, stattfand. Dies betraf besonders die Aufreinigungsversuche der RT6- und B7-
Fusionsproteine. Eine Erklarungsméglichkeit ware, dald das verwendete Protein G zu be-
stimmten Bestandteilen des Serums, des Kulturmediums oder zu bestimmten Synthese-
produkten der Cos7 Zellen eine hohere Affinitéat besal3, als zu den Fc-Sticken der Fusi-
onsproteine.

Die Verwendung von serumfreien Kulturmedium schaffte keine sicher reproduzierbare
Losung des Problems, so dal3 Serumbestandteile wahrscheinlich nur ein Teil des Pro-
blems darstellen. Auch die Benutzung industriell hergestellter Saulen mit rekombinantem
Protein G ohne Bindungsstellen fur Albumin (Protein G 4 Fast Flow™, Pharmacia) redu-
Zierte nicht die Konzentration der al's unspezifisch angesehenen Proteine, deren Herkunft
letztlich nicht geklart werden konnte. Die kleineren, immer wieder auftauchenden Protei-
ne von 35kD-42kD Grofie konnten dagegen abgespaltenen Fc-Stlicken entsprechen.

Es ist vorstellbar, dal? die unbefriedigende Aufreinigung der Proteine nicht an der man-
gelnden Bindung an die Saule lag, sondern an den Elutionsbedingungen, die im Rahmen
dieser Arbeit nicht optimiert wurden.

Ein weiteres Problem ergab sich dadurch, dal3 einige Zeit nach erfolgter Aufreinigung

kein CD8L-Fc bzw. RT6-Fc Protein in den entsprechenden Eluaten mehr nachweisbar
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war. Diese mangelnde Stabilitét der Eluate kdnnte durch die Anwesenheit von Proteasen
oder durch ungentigende Neutralisierung der sauren Eluatfraktion erklart werden.

Fur funktionelle Untersuchungen der Fusionsproteine wurden wegen obiger Schwierig-
keiten hauptséchlich unaufgereinigte Kulturibersténde verwendet. Erste Bindungsassays,
Versuche zur Lymphozytenstimulation oder Apoptoseinduktion mit den Fusionsprotei-
nenflr B7 und Fas-Ligand blieben ohne signifikante Ergebnisse. Dies erklart sich zum
Teil dadurch, da’ Antikérper gegen die physiologischen Liganden nicht zur Verfligung
standen, und daher entsprechende Positivkontrollen beim Einsatz der Kontrollkonstrukte
unmaoglich wurden.

Fur die RT6 Fusionsproteine bedeutete dies, da? die Suche nach einem physiol ogischen
Liganden mangels geeigneter Kontrollmoglichkeiten immens erschwert wurde. Da zu-
dem im Laufe dieser Arbeit die Entdeckung der Zugehorigkeit des RT6 zur Familie der
mono-ADP-Ribosyltransferasen erfolgte [55,82,24], und die damit verbundene Analyse
seiner Enzymaktivitét zunehmend an Bedeutung gewann, trat die Ligandensuche bis auf
weiteres in den Hintergrund.

Nichtsdestotrotz stellen die RT6 Immunglobulinfusionsproteine, wie auch die als Kon-
trollkonstrukte gedachten Fas-Ligand-, B7-und CD28 Immunglobulinfusionsproteine,
wertvolle Instrumente fir weitere Untersuchungen immunologischer Prozesse wie z.B.
B- und T-Z€ll Interaktion, Lymphozytenaktivierung oder Apoptosevorgangen dar, zumal
entsprechende Antikdrper nicht vorhanden sind. Dariiberhinaus erlauben sie, die Suche
nach einem physiologischen RT6 Liganden in spateren Arbeiten wieder aufzunehmen.
Aus der Entdeckung der Enzymfunktion des RT6 erwuchsen neue Mdglichkeiten der
Funktionsuntersuchung der RT6 Fusionsproteine. In entsprechenden Enzymassays
konnten in dieser Arbeit die vom nativen RT6.1 bekannte NADase Aktivitét und die vom
nativen RT6.2 bekannte Auto-ADP-Ribosylierung [24] auch fir die hier rekombinant
hergestellten RT6 Immunglobulinfusi onsproteine nachgewiesen werden.

Um die enzymatische Aktivitét der RT6 Proteine besser untersuchen zu kénnen, wurde-
durch diese Arbeit ein prokaryontisches System zur Produktion grofRer Mengen an RT6
Protein etabliert. Genauere Untersuchungen der enzymatischen Aktivitdt von Proteinen
werden durch die Verflgbarkeit grofRerer Mengen des Enzyms wesentlich erleichtert.
Zwar gelang in dieser Arbeit, die enzymatische Aktivitét der eukaryontisch hergestellten
RT6 Immunglobulinfusionsproteine nachzuweisen (s. 3.1.12., Abbildungen 22-24), doch
sind auf diese Weise nur schwerlich gréfere Mengen des Proteins flr weitergehende
Analysen gewinnbar. Deshalb wurde ein auf E. coli basierendes, prokaryontisches Ex-
pressionssystem etabliert, welches eine hohe Ausbeute mit einer einfachen Handhabung

kombiniert.
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Ein generelles Problem bei der Verwendung bakterieller Expressionssysteme ist, neben
dem Ausbleiben posttranglationaler Modifikationen, die Tatsache, dal3 die Ausbildung
von Disulfidbriicken zur Bildung der fur die Funktion wichtigen korrekten Tertiarstruktur
des Proteins durch die im Bakterienzytoplasma vorherrschenden, reduzierenden Bedin-
gungen erschwert wird. Aul3erdem reagieren viele Bakterien auf die Produktion sehr gro-
fer Mengen Fremdproteins mit der Bildung von Aggregaten denaturierter, biologisch
inaktiver Formen des Proteins, sog. Einschlukdrperchen (inclusion bodies), aus denen
die rekombinanten Proteine nur schwer préparierbar sind.

Um diese Probleme weitestgehend zu umgehen, wurde fir die RT6 Expression das
Streptag™-System (Biometra) gewahlt [101]. Hierbei wird durch die Vorschaltung eines
bakteriellen Leaders fir das omp-Protein A (outer membrane protein A) vor die cDNA
Sequenz der Transport des gewtlinschten Proteins in den periplasmatischen Spalt des
Bakteriums vermittelt. Hier herrschen, anders als im Zytoplasma des Bakteriums, oxida-
tive Bedingungen dhnlich denen im endoplasmatischen Retikulum eukaryontischer Zel-
len vor, so dal3 die Ausbildung von Disulfidbriicken und damit der korrekten Tertiar-
struktur des rekombinanten Proteins ermdglicht wird. Ein weiterer Vorteil der Produktion
in den periplasmatischen Spalt stellt die schonende Praparation der Proteine dar. So kann
Uber einen milden osmatischen Schock der Periplasmaraum erdffnet werden, ohne das
gesamte Bakterium zu zerstéren. Dadurch ist es moéglich, mittels Zentrifugation den In-
halt des Periplasmaraumes, in dem sich hauptséchlich das rekombinante Protein befindet,
von dem Rest des Bakteriums mit seinen eigenen Proteinen zu trennen. Die Herstellung
und Gewinnung des rekombinanten Proteins stellt damit an sich gleichzeitig ein gutes
Aufreinigungsverfahren dar.

Ein weiteres Merkmal des Streptag Systems ist ein synthetisches Peptid aus 10 Ami-
nosauren (Streptag), das C-terminal an das herzustellende Protein gekoppelt wird. Im
Fale des RT6 wurde die fur die GPI-Membranverankerung verantwortliche Signalse-
guenz durch dieses Peptid ausgetauscht. Da der Streptag, ahnlich wie Biotin, von Strep-
tavidin gebunden wird, ist durch ihn eine Detektion, und auch eine weitere Aufreinigung
des rekombinanten RT6 mdglich. Da die Bindungsaffinitat von Streptavidin zum Streptag
geringer ist als zu Biotin oder Diaminobiotin, kdnnen diese Substanzen zur Elution ein-
gesetzt werden und damit aggressive Verfahren wie Absenkung des pH-Wertes vermie-
den werden.

Der fir das Streptag System geeignete Expressionsvektor pASK 60™(Biometra) enthalt
den Promotor des lac-Operons. Die Zugabe von Galaktose oder Analoga wie IPTG
(Isopropyl-R-D-Thiogalaktopyranosid) bewirkt eine Anschaltung der Transkriptionsein-

heit und damit eine Uber die basale Expression weit hinausgehende Expression.
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Die hohe Expressionsrate nach Induktion kann zur Bildung von Einschluf3kérperchen
fuhren. Aus diesem Grund muf3ten die Kultivationsbedingungen sorgféltig optimiert wer-
den.

Um die Bildung von Einschluf3kérperchen, die trotz Sekretion des RT6 Streptag Fusions-
proteins in den Periplasmaraum auftreten kann, zu minimieren, wurden die Bakterien bei
30°C kultiviert. Die Induktion und die Kultivierung nach der Induktion erfolgte aus dem
gleichen Grund bei Raumtemperatur, da niedrigere Temperaturen mit einer kleineren
Rate an Einschluf3kdrperchenbildung einhergehen [102].

Weitere Optimierungen der Expressionsbedingungen betrafen den verwendeten E. coli
Stamm und die Antibiotikakonzentration in der Kultur. So erwies sich die Verwendung
von NM522 Bakterien bei einer Antibiotikakonzentration von 200pug/ml Ampicillin als
optimal. Durch die Erhéhung der Antibiotikakonzentration wurde der Selektionsdruck
auf die Bakterien vergrofRert, einem Abbau des Antibiotikums wahrend der bis zu 20
Stunden betragenden Expression entgegengewirkt und damit ein Uberwuchern der Kultur
mit nicht plasmidtragenden Bakterien verhindert.

Auf diese Weise gelang die Konstruktion und die Expression von RT6.1- und RT6.2
Streptag Fusionsproteinen. Die Ausbeute mit ca. 1,6pg/ul war dabei so hoch und die ge-
wonnenen Periplasmapréparationen so rein, dald auf eine weitere Aufreinigung und Kon-
zentrierung verzichtet werden konnte, zumal erste dahingehende Versuche unbefriedi-
gend verliefen.

Im folgenden wurde die enzymatische Aktivitdt der hergestellten rekombinanten RT6
Streptag Fusionsproteine untersucht. Es konnte gezeigt werden, dal’ sowohl das RT6.1
Streptag Konstrukt als auch das RT6.2 Streptag Fusionsprotein die den nativen RT6
Proteinen entsprechenden Enzymaktivitéten [24] aufweisen. So zeigen beide Fusions
proteine eine NADase Aktivitét, wahrend nur das RT6.2 Streptag Konstrukt die Fahigkeit
zur Auto-ADP-Ribosylierung aufweist. Spétere von J. Schroder durchgefihrte Versuche
mit den hier beschriebenen rekombinant hergestellten RT6 Streptag Fusionsproteinen
ergaben, dal3 diese durch monoklonale Antikdrper gegen natives RT6 prazipitiert und
aufgereinigt werden kdnnen. Dies bedeutet einen weiteren Hinwels auf die korrekte Ter-
tidrstruktur und damit Funktionalitat der RT6 Streptag Proteine.

Weitere Akzeptoren fir den Transfer der ADPR, neben RT6.2 selbst, konnten im Rah-
men dieser Arbeit nicht ausgemacht werden. Eine Modifikation von Histonen oder der
leichten Kette des M2 Antikdrpers, wie sie z.B. fur die Maus Rt6 Proteine nachgewiesen
ist [104, 85] konnte durch die rekombinanten Ratten RT6 Proteine nicht bewirkt werden.
Es wurde auch keine Modifikation anderer argininreicher Akzeptoren wie Protamin, Po-

lyarginin oder von Rinder Serumalbumin festgestellt.
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Der Prozeld der Automodifikation des RT6.2 Streptag Proteins konnte genauer charakte-
risiert weden. Es ergab sich eine Abspaltbarkeit der ADPR durch Hydroxylamin, welches
spezifisch Arginin-ADPR Bindungen [6st [105], bei weitgehender Stabilitét gegentiber
Quecksilberchlorid, das Thiolbindungen angreift [105]. Dies entspricht ebenfalls den
bereits fur das native RT6 beschriebenen Charakteristika der Automodifikation des
RT6.2 [24]. Im Gegensatz zu den Befunden von Maehama et al. (1995) [106] konnte kei-
ne Automodifikation des RT6.1, weder der eukaryontisch noch der prokaryontisch ex-
primierten RT6.1 Konstrukte, nachgewiesen werden.

Diein der vorliegenden Arbeit beschriebenen RT6-Streptag Konstrukte wurden in spéte-
ren Experimenten verwendet, um zu zeigen, dai3 die Automodifikation des RT6.2 nicht,
wie zunéchst angenommen, durch zwel Argininreste (R61 und R184), welche in der
RT6.1 Sequenz nicht vorkommen, sondern durch Unterschiede in den enzymatischen
Eigenschaften der RT6 Proteine bedingt ist (Haag, 1996 in [12] ). So wurde durch in vi-
tro Mutageneseexperimente der C-Terminus des RT6.2 als mal3geblich fir die enzymati-
sche Aktivitat bestimmt, und ein sich selbst modifizierendes Protein, das sich in nur drei
Aminosaureresten, von denen keiner Arginin war, von RT6.1 unterscheidet, erzeugt [12].
Dariiberhinaus wurde gezeigt, dal3 die ADP-Ribosylierung nicht nur mit einer einzigen
ADPR-Einheit, sondern mit bis zu finf ADPR Molekilen geschehen kann [12]. Diese
Beobachtung |43t sich mit der in dieser Arbeit gemachten Beobachtung einer Anderung
des Molekulargewichts des RT6.2 Streptag Proteins bei variierenden Enzym - Substrat
Verhéltnissen vereinbaren. Da sich bel den entsprechenden Versuchen zur Beeinflussung
der Enzymaktivitaten durch NAD und Nicotinamid ein unterschiedliches Verhalten der
NADase und Auto-ADP-Ribosylierung ergab, deutet dies zusétzlich auf eine getrennte
Funktion dieser beiden Enzymaktivitaten des RT6.

Diese Arbeit beleuchtet nur einen kleinen Teil der Eigenschaften und Funktionen des
RT6, bel deren Aufklérung man noch vor vielen Rétseln steht. So ist beispielsweise un-
klar, woher das RT6 in vivo NAD als Substrat fir seine Enzymaktivitat bekommt. Man
kann darliber spekulieren, ob im Rahmen von Entziindungsprozessen oder Zelluntergang
das vornehmlich intrazellular vorkommende NAD freigesetzt und damit dem Ektoenzym
RT6 zuganglich gemacht wird, oder ob RT6, wie manche bakterielle ADPR-Transferasen
[58], nach Bindung an Rezeptoren bzw. Liganden internalisiert wird, um dann tber ADP-
Ribosylierung von bisher unbekannten Zielproteinen regulative Funktionen auszuiiben.
Denkbar sind auch durch alternatives Splicing [51,52] entstehende intrazelluldre RT6
Proteine.

Interessant sind in diesem Zusammenhang Beobachtungen von Dennert et a. [107], die
eine Herunterregulation des zytotoxischen Potentials und eine Proliferationshemmung

aktivierter zytotoxischer T-Zellen der Maus durch eine GPl-verankerte, argininspezifi-
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sche ADPR-Transferase auf deren Oberflache nachweisen konnten. M oglicherweise han-
delt es sich hierbei um das Maushomolog Rt6.

Auch fir die Ratte wurde eine teilweise Hemmung der Proliferation von T-Zellen nach
Zugabe von NAD gezeigt [104]. Dabei wurde auf der Oberflache der untersuchten T-
Zellen nur RT6.2 ADP-ribosyliert.

Dariiberhinaus scheint RT6 eine Wirkung als Aktivierungsantigen zu haben. Eine durch
Antikorperbrickenbildung erreichte Quervernetzung von RT6 auf T-Zellen in Gegenwart
des Phorbolesters PMA flhrt zu einer vermehrten Expression von IL-2 Rezeptoren und
daraufhin zu einer vermehrten Proliferation [109,108]. RT6 ist mit intrazelluléren Tyro-
sin-Proteinkinasen der src Familie assoziiert. Rigby et a schlossen, daf3 RT6 als Teil ei-
nes aus mehreren Untereinheiten bestehenden Rezeptors an einem Aktivierungssignal-
weg flr eine regulatorische T-Zellpopulation beteiligt ist und somit eine immunmodulie-
rende Funktion austibt.

Es erscheint somit denkbar, dal3 RT6 als Teil eines Signal Uibertragungsweges an der Re-
gulation der Immunantwort beteiligt ist. Dies kénnte insbesondere bei Geschehen mit
vermehrter extrazellulérer NAD Konzentration wie beispielsweise Entziindungen oder
vermehrtem Zelluntergang der Fall sein.

Um solche Hypothesen zu untersuchen, wére es wiinschenswert, physiologische Ziel-
proteine neben RT6.2 selbst, sowie den physiologischen Liganden des potentiellen Re-
zeptors RT6 zu finden.

Uber die in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche hinaus bieten sich deshalb durch die
Moglichkeit der einfachen, rekombinanten Produktion grof3er Mengen funktionell akti-
ven RT6 und durch die Etablierung funktionabler Expressionssysteme vielféltige Wege
der weiteren Erforschung der Bedeutung des RT6 und seiner Rolle im Immunsystem.
Desweiteren sind mit den eukaryontisch exprimierten Kontrollkonstrukten (Fas-Ligand
und B7) Werkzeuge geschaffen worden, die eine weitere Erforschung interessanter im-
munol ogischer Mechanismen ermdglichen, und somit zu deren Klarung beitragen kon-

nen.

5. Zusammenfassung

RT6ist ein 25 kD -34 kD grof3es Membranprotein auf peripheren und intragpithelialen T-
Lymphozyten der Ratte, bei der es zuerst beschrieben wurde. Esliegt bei der Ratte als ein

Einzelgen vor, von dem zwel allele Varianten, RT6a und RT6b, bekannt sind. Die Gen-
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produkte heiffen entsprechend RT6.1 und RT6.2. Beide Genprodukte sind durch kova
lente Bindung an Glykosylphosphatidylinositol (GPI) in der Membran verankert. Wah-
rend das RT6.1 glykosyliert wird, findet eine Glykosylierung des RT6.2 nicht statt.
Defekte der RT6 Expression sind in Maus- und Rattenmodellen fir Autoimmunerkran-
kungen wie systemischer Lupus erythematodes und insulinpflichtiger Diabetes mellitus
mit erhdhter Erkrankungsanfélligkeit assoziiert. Ein kausaler Zusammenhang konnte bis-
her nicht gezeigt werden.

Das RT6 gehort zur Familie der ADP-Ribosyltransferasen und zeigt damit Ahnlichkeit zu
bestimmten bakteriellen Toxinen, z.B. Choleratoxin und Diphterietoxin. Wie diese be-
sitzt das RT6 eine NAD-spaltende Aktivitét, bei der NAD in Nicotinamid und ADP-
Ribose gespalten wird. Dartberhinaus ist RT6.2 in der Lage, ADPR auf sich selbst zu
transferieren (Automodifikation). Ob noch weitere Zielmolekiile bestehen ist derzeit un-
bekannt.

Das RT6 Gen des Menschen ist inaktiv, da es, wie auch die RT6 Gene von Primaten, drei
vorzeitige Stopcodons aufweist, die eine Proteinsynthese unméglich machen. Bei weiter-
gehenden Untersuchungen fanden sich jedoch weitere zum RT6 verwandte Gene im
menschlichen Genom.

Zur Aufklarung der Funktion von RT6 ist es nétig, gentigend |6sliches Protein als Unter-
suchungsmaterial zu gewinnen, um damit z.B. Enzymassays durchzufihren oder einen
moglicherwei se vorhandenen Liganden des RT6 zu suchen.

Dazu wurden in der vorliegenden Arbeit RT6 Immunglobulin- und Streptag Fusionspro-
teine konstruiert sowie pro-und eukaryontische Systeme zur Expression der rekombi-
nanten RT6 Proteine etabliert.

Die in diesen Expressionssystemen hergestellten Fusionsproteine erwiesen sich als funk-
tionell, da fur rekombinante RT6.1 und RT6.2 Proteine eine NADase Aktivitat und fir
das rekombinante RT6.2 Protein zusdtzlich eine argininspezifische Auto-ADP-
Ribosylierung nachgewiesen werden konnte.

Durch die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche sind wertvolle Instrumente geschaf-
fen worden, die die weitere Untersuchung der Rolle des RT6 im Immunsystem erleich-
tern.

Die im Rahmen dieser Arbeit etablierten Expressionssysteme bieten flr die Zukunft eine
einfache Maoglichkeit zur rekombinanten Herstellung weiterer Proteine, und die eu-
karyontisch hergestellten Immunglobulin-Fusionsproteine (Fas-Ligand und B7) ermdgli-

chen die Erforschung weiterer interessanter immunol ogischer Phdnomene.
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