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DAS IMMUNSYSTEM

“Wir leben in einer prinzipiell feindlichen Welt, umgeben von einem beunruhigend breiten Spektrum
infektioser Mikroorganismen unterschiedlichster Gestalt, GrdoRe, Struktur und Funktion. Sie wiirden sich nur

allzugern in unserem Korper einnisten und vermehren [...]” [M. Roitt, 1995].

Nicht nur Mikroorganismen beanspruchen das Immunsystem, auch unbelebte Substanzen und
Molekdile aus unserer Umwelt, die nicht-mikrobiellen Ursprungs sind, fordern die Abwehr-
leistung des Immunsystems. Dartiber hinaus unterliegen auch korpereigene Zellen der
standigen Kontrolle dieses Systems. Um diesen sehr verschiedenartigen Anspriichen gerecht
zu werden, hat der Korper eine Auswahl von Strategien entwickelt, wobei er nicht nur
zwischen “eigen” und “fremd” unterscheiden muR, sondern auch zwischen “geféhrlich” und
“ungefahrlich”.

Grob kann man das Immunsystem in zwei Teilbereiche gliedern:

Zum einen die “natlrliche oder angeborene”, nicht auf einen spezifischen Reiz erworbene,
daher auch unspezifische Resistenz. Sie ist durch wiederholte Begegnung mit dem Antigen
nicht steigerbar, garantiert aber eine Art Basisabwehrleistung, bevor die mit Verzdgerung
einsetzende spezifische Immunantwort wirksam wird.
Zum anderen die durch Immunisierung (Antigenkontakt) erworbene, spezifische Immu-
nitat. Sie ist durch den wiederholten Kontakt mit dem Antigen steigerbar und bewirkt eine
immunologische Gedéchtnisreaktion.
Diese beiden Bereiche lassen sich wiederum jeweils in einen humoralen und einen zelluléren
Bestandteil untergliedern.
Der humorale Anteil ist in Islicher, freier Form im Plasma und Interzellularraum vorhanden.
Hierzu gehdren als Trager der natirlichen Resistenz die Faktoren des Komplementsystems
und eine groRe Zahl sezernierter Proteine aus Zellen des Immunsystems, wie z.B. Interleukine
und Interferone. Als humorale Trager der erworbenen, spezifischen Immunitéat wirken die
Antikorper.
Der zelluldre Teil, d.h. die verschiedenen Zellen des Immunsystems, lai3t sich wie die Nat(ir-
lichen-Killer-Zellen, die phagozytierenden Makrophagen und Granulozyten entweder eher
unspezifischen Aufgaben zuordnen oder ist mit spezifischeren Aufgaben betraut wie die T-
und B-Lymphozyten.
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Die Aufnahme und Verdauung von Fremdkorpern erfolgt durch zwei prinzipiell verschiedene
Zelltypen, die 1. Metschnikow um die Jahrhundertwende als Mikro- und Makrophagen be-
schrieb [Mims, 1993].

Wahrend - stark vereinfacht - die neutrophilen Granulozyten (,,Mikrophagen*) die haupt-
sdchliche Verteidigung gegen pyogene Bakterien darstellen, liegt die Funktion der Makro-
phagen in der Bekdmpfung von Bakterien, Viren und Protozoen.

Wie in Abbildung 1 zu sehen, kommt es im Falle einer lokalen Infektion zu einer Erschlaffung
der Arteriolenwande und somit zu einem erhdhten Blutflul3, die Kapillaren weiten sich, und
die gleichzeitige Kontraktion der Endothelzellen ermdglicht den Austritt von Plasma-
proteinen. Die Fliel3geschwindigkeit der Granulozyten nimmt unter dem Einfluf3 von
Chemotaxinen ab, und Oberflachenproteine, die sie nun ausbilden, veranlassen sie, sich der
Kapillarwand zu nahern (Margination/Rolling) und durch die Liicken in das interstitielle
Gewebe auszutreten (Diapedese). Sie wandern dann gegen das Konzentrationsgefélle der
chemotaktischen Faktoren, bis sie den Mikroorganismus erreichen.

|~|.|._J.us,l

_ Basalmembran [ \ \" /J
III :|1 J [l i b

Endothelzelle - Adhisions

e ’L!\ II

123k

MAP-1

Abbildung 1: Chemotaxis von neutrophilen Granulozyten [Roitt, 1995] (Abktrzungen: NAP-1:
Neutrophilen aktivierendes Peptid; NCF: Neutrophilen Chemotaktischer Faktor; PGE,: Prostaglandin E,;
LTB,: Leukotrien-B,; IL-1: Interleukin 1; TNF: Tumor-Nekrose-Faktor; ELAM-1: Endothelzellen-
Leukozyten-Adhasionsmolekiil; ICAM-1: interzelluldres Adhasionsmolekal)
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Die Abfolge von Kapillarerweiterung (Rubor), Austritt von Plasmaproteinen und Flissigkeit
(Odembildung) und die Ansammlung von neutrophilen Granulozyten wird als akute Ent-

zundungsreaktion bezeichnet

DER NEUTROPHILE GRANULOZYT

Die neutrophilen Granulozyten stellen tber 90 % der zirkulierenden Granulozyten und haben
einen Durchmesser von 10-20 um. Der neutrophile oder polymorphkernige Granulozyt
stammt, wie die anderen Immunzellen auch, von der hdmatopoetischen Stammzelle ab. Diese
Stammzelle bildet die sogenannte CFU-GEMM (colony forming unit), aus der Granulozyten
(G), Erythrozyten (E), Monozyten (M) und Megakaryozyten (M) entstehen.

pluripotente
hamatopostische  ymphatische

Starmmzelle Stammzalla

Erythrozyt

7

Thrombozyten
St e
: s

CFU-B

GM-CSF
IL-3. IL-5

Eamphile-r

Abbildung 2: Entwicklung der Granulozyten und Monozyten [Roitt, 1995]

Deren weitere Entwicklung zu reifen Zellen erfolgt unter dem Einflul? von stimulierenden
Faktoren (CSF: colony stimulating factors), sowie mehrerer Interleukine, u.a. IL-1, IL-3, IL-4,
IL-5 und IL-6 (siehe Abbildung 2). Diese Faktoren entstammen hauptséchlich den Stroma-
zellen des Knochenmarkes; sie werden jedoch auch durch reife Formen differenzierter
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myeloischer und lymphatischer Zellen gebildet. Andere Zytokine (z.B. TGFy) wirken regulie-

rend auf die Hdmatopoese.

Oberflachenmarker von Granulozyten

Obwohl man nur schwer die funktionelle Aktivitat der einzelnen Stadien auf dem Weg zum
reifen Granulozyten erfassen kann, darf man doch annehmen, da3 nur die reifen Formen tber
das volle funktionelle Potential und die entsprechenden Oberflacheneigenschaften verfiigen.
Auf der Oberflache der reifen Form des Granulozyten werden die folgenden Marker von Uber
90% der Zellen exprimiert: CD11a (=LFA-1=Integrin aL, Adhé&sion), CD11b
(=CR3=Integrina M, Adhdrenz, Chemotaxis), CD11c (Komplement-Rezeptor), CD13 (Ami-
nopeptidase N), CD15 (=Lewis*, Zell Adhasion), CD15s (=Sialyl Lewis*, Ligand fir
Selektine), CD18 (=Integrin b2, Leukozyten-Adhasion), CD24 (=HSA), CD31 (=PECAM-1,
Adhasion), CD32 (=Fcgyll, 19G-Rezeptor), CD35 (=CR1, Komplement-Rezeptor), CD43
(Adhésion), CD44 (Adhésion), CD45 (zytoplasmatische Tyrosin-Phosphatase), CD46 (=MCP,
Komplement-Kofaktor), CD47 (Adhésion), CD50 (=ICAM-3, LFA-1 Ligand), CD53 (Signal-
transduktion), CD54 (=ICAM-1, Adhésion), CD55, CD58 (=LFA-3, Ligand fur CD2), CD59
(=Protectin, Komplement-Inhibitor), CD62L (=L-Selectin, Homing), CD65, CD65s,
CD66a,b,c,d (s.u.), CD87, CD89 (=IgA FcR, Phagozytose), CD97 (Adhésion), CD101,
CD148 (Tyrosin-Phosphatase) und CD157 [zusammengefasst aus Kishimoto, 1997].

DIE CEA-FAMILIE UND DER CD66-CLUSTER

Der CD66-Cluster (CEACAM-Gruppe) ist eine Gruppe von Proteinen, die durch die Anti-
genitdt gegenuber CD66-Antikérpern (mAb CD66) gekennzeichnet ist. Die mAb CD66 er-
kennen CEACAML ( = BGP, Biliary Glycoprotein, CD66a), CEACAMS8 (= CGM6, CEA
Gene Member, CD66b), CEACAMS6 (= NCA, Non-Specific-Crossreacting Antigen, CD66c),
CEACAM 3(CGML1, CEA gene member 1, CD66d), CEACAMS5 (= CEA, Carcino
Embryonic Antigen, CD66e) und PSG1 (Pregnancy Specific Glycoprotein, CD66f) [Watt et
al., 1994; Skubitz et al., 1995; Kishimoto, 1997]. Im folgenden werden die klassischen
Abkurzungen, die in Klammern angegeben sind, verwendet.

Die CEA-Superfamilie kann man in zwei grof3e Untergruppen einteilen: Zum einen die
membrangebundenen CEA-Familienmitglieder und zum anderen die sezernierten PSG-
Familienmitglieder. Innerhalb der Untergruppen ist die Ahnlichkeit auf der DNA-Ebene ca.
70-90%, zwischen den Untergruppen liegt der Wert nur bei ca. 50-60% [Thompson et al.,
1995]. Die Abbildung 3 gibt einen Uberblick tiber die Genverwandtschaft der CEA-Familie.
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™

Abbildung 3: Genverwandtschaft der CEA-Familie, Ausschnitt (Abklrzungen im Text, y : Pseudogen)
[Khan et al., 1992]

In dieser Familie wurden mindestens 29 unterschiedliche CEA-verwandte cDNAs oder Gene
identifiziert. Diese liegen alle benachbart auf dem langen Arm des Chromosoms 19 (19q13.1-
3) [Thompson et al., 1991; Brandriff et al., 1992; Thompson et al., 1992; Watt et al., 1994,
Thompson et al., 1995; Ding et al., 1996].

Die Abbildung 4 zeigt die Gen-Kartierung mittels in situ Hybridisierung.

cen - CGM7T - CGM2 - CEA - NCA - CGMI - CD79 - KPS11 - ATPIAS - BGP - CGMY - CGM6 - CGMS - PSG - el

Abbildung 4: Gen-Reihenfolge der CEA-Familie [Brandriff et al., 1992; Thompson et al., 1992;
Hashimoto et al., 1994]

Die abgebildete Region umspannt etwa einen Bereich von 1,1-1,2 Mb.

Die genomische Struktur zeigt eine deutliche Korrelation zwischen den Doménen und der
Exon-Struktur, wie man sie von anderen Mitgliedern der Immunglobulin-Superfamilie bereits
kennt [Thompson et al., 1989; Thompson et al., 1991; Thompson et al., 1995].
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Die Molekulargewichte dieser Genprodukte liegen bei
~140-180 kD fiir CD66a (BGP),
~95-100 kD fur CD66b (CGM6),
~90 kD fiir CD66c (NCA),
~35 kD flir CD66d (CGM1),
~180 kD fiir CD66e (CEA) und
~54-72 kD fiir CD66f (PSG1) [Skubitz et al., 1997h].

Zu der CEA-Familie gehoren CEA, die klassischen NCAs (NCA-50/90), die bilidren Glyko-
proteine (BGPs) und weitere aktive Gene, denen die tempordaren Namen CEA Gene Family
Member (CGM) 1, 2, 6, 7 und 8 gegeben wurden. Fir einige dieser Gene sind Polyadeny-
lierungen oder Splice-Varianten bekannt, zusammen mit den unterschiedlichen post-trans-
lationalen Modifikationen ( z.B. Glykosylierungen von NCA-50/90) ergibt sich eine Vielzahl
moglicher Produkte [Khan et al., 1992; Thompson et al., 1995].

Zusétzlich wurden noch drei weitere Gene nachgewiesen, CGM9, 10 und 11, wobei es sich

hier wahrscheinlich um Pseudogene handelt [Khan et al., 1992].

Domaénenstruktur der CEA-Familie

Die CEA-verwandten Proteine sind - soweit beschrieben - Mitglieder der Immunglobulin-
Superfamilie [Paxton, 1987; Watt et al., 1994]. Sie besitzen eine Struktur, die aus einem kurzen,
hydrophoben Leader-Peptid, einer IgV-artigen N-terminalen Domadne und einer variablen
Anzahl (oder keiner) IgC-artiger Domanen besteht [Thompson et al., 1991].

Bei den IgC-artigen Doménen kann man zwei getrennte Einheiten A und B unterscheiden,
jede enthalt Cysteine, die die Ausbildung einer Sekundér- und Tertidrstruktur ermoglichen,
welche diese Einheiten als immunglobulinartige C2-Doméanen kennzeichnet [Boehm et al.,
1996].

Die membrangebundenen Mitglieder der CEA-Familie sind entweder Uber eine Glycosyl-
Phosphatidyl-Inositol (GPI) - Gruppe in der Membran verankert, die post-translational die
Membran-Doméne ersetzt, oder sie sind transmembranér mit verschiedenen zytoplasma-
tischen Domanen angelegt [Watt et al., 1994; Thompson et al., 1995].

Die Abbildung 5 zeigt die Domanenstruktur der CEA-Familie.
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CDé66e

CEA

CD66a CD66b  CD66c  CD66d
BGPa NCA-95 NCA-90 CGMI CGM7 CGM2

CDo6f

Wil T

il '.
WL UL LU

11
BGP CGM6 NCA CGM1 CGM7 CGM2 CEA PsGl
CEACAMI CEACAMS CEACAMG CEACAMS3 CEACAMY CEACAMT CEACAMS
Cz i
: " [T a
2 L L
M-terminale [gC-artige Domiine Srelle fie GPI-Anker Transmembrandee oder
IgV-artige Domilne M-Glykosylicrung in der Zellmembran  zvioplasmatische Domdine

Abbildung 5: Schematische Darstellung der CEA-Familie (Abkurzungen soweit nicht im Text: V: Varia-
ble Region, C: Konstante Region) [Skubitz, 19970]

Zu den GPI-verankerten Proteinen gehdren CEA, CGM2, NCA-50/90 und NCA-95. Die
transmembranaren Mitglieder sind BGP, CGM7 und CGM1a. Im Blut zirkulierendes CEA
wurde wahrscheinlich durch Phospholipasen von der GPI-Gruppe getrennt, da man diese

GPI-Gruppe bei der léslichen Form von CEA nicht nachweisen kann.

Wie man der Abbildung 5 entnehmen kann, sind die meisten Mitglieder der Familie hoch-

glykosiliert.

Expression von CEA-Familienmitgliedern

Die Expression von CEA-Familienmitgliedern wurde durch Studien mit Antikorpern, in situ
Hybridisierungen und RT/PCR-Assays untersucht [Thompson et al., 1993; Thompson et al.,

1995]. Dabei wurden verschiedene Normalgewebe und Tumore analysiert.

10
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Tabelle 1: Expressionsmuster der CEA-Gen- Familie [Thompson et al., 1995; Godfraind et al., 1995;
Metze et al., 1996; Prall et al., 1996]

Gen Grole der mRNA in kB | Protein Gewebe oder Zellen
CEA |35;30 CEA Gastrointestinaltrakt,
ekkrine SchweiRdrisen,
Lungenepithel,
Hoden,

Kolonpolypen, Adenokarzinome des Kolons (~100%),
muzindse Karzinome des Ovars (~100%),

weniger in Karzinomen anderer epithelialer Herkunft
(Brust, Lunge, Pankreas, Magen)

BGP 139;37,22;18 BGP-I normale Hepatozyten,

Kolonmukosa,

Leukozyten,

Endothelien und Epithelien

herabreguliert in hepatozellularen und Kolon-Karzinomen
Talg- und Schweildriisen der Haut

NCA |25 NCA-50/90 | meist mit CEA koexprimiert,

weniger in Kolonmukosa und Polypen,

zusétzlich in Granulozyten

CGM1 | ~1,3 CGM1 Neutrophile Granulozyten, bei CML auf Leukozyten
CGM6 | 2,2 NCA-95 Granulozyten

CGM7 [ ~13 ? periphere Leukozyten

CGM2 [ 2,5 ? Kolonmukosa,

herabreguliert in Adenokarzinomen des Kolons und
muzindsen Karzinomen des Ovars

PSGs [1,7-25 PSGb1/SP1 | Plazenta (10/11 PSGs),

submandibulére Speicheldrisen,

fetale Leber (10/11 PSGs),

hydatiforme Mole,

Chorionkarzinome,

Brusttumoren

Tabelle 1 fal’t die bekannten Daten zusammen. Normalerweise findet sich CEA im Hoden
[Beatty et al., 1986], in Epithelien des Gastrointestinal-Traktes [Nap et al., 1988], der Lungen
[Kim et al., 1992] und in ekkrinen SchweiRdrisen [Tezuka et al., 1989]. Granulozyten
exprimieren, wie oben genannt, eine Vielzahl von CEA-Familienmitgliedern. Dazu gehoren
CGM1, CGM6, BGP und wahrscheinlich CGM7 [Berling et al., 1990; Kuroki et al., 1991;
Stoffel et al., 1993].
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CGM2-Transkripte hat man in normaler Kolon-Mukosa und in Kolon-Karzinomen sowie in
muzindsen Karzinomen des Ovars, aber nicht auf Leukozyten finden kdnnen [Thompson et
al., 1995].

Funktion von Mitgliedern der CEA-Familie

Die Zuordnung der CEA-Familie als Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie gab erste
Hinweise auf deren Funktion: Soweit bekannt haben alle immunglobulinartigen Molekiile die
Féhigkeit, mit anderen Molekdlen in Wechselwirkung zu treten. Die enthaltenen C2-Struk-
turen sind hdufig mit Zelladhdsionsvorgangen verbunden. In vitro Experimente mit CEA-
transfizierten Zellen und den entsprechenden spezifischen Antikdrpern im Vergleich mit
nicht-transfizierten Zellen zeigten sowohl fir CEA als auch flir NCA-50/90 und verschiedene
BGPs adhasive Eigenschaften, die zu heterophilen und homophilen Interaktionen fiihrten
[Benchimol, 1989].

Diese Adhé&sivfunktion ist nur schwer in vivo nachzuvollziehen, vorstellbar ware jedoch eine
Rolle bei der Tumorentstehung, wo eine Metastasierung durch Anheftung erleichtert werden
kdnnte [Hostetter, 1990]. Fir CD66-Mitglieder, die man u.a. auf Granulozyten findet, kdnnten
diese Adhdsionsvorgénge bei Entziindungen wichtig sein (“homing”, siehe Abbildung 1, S. 5)
[Kuijpers et al., 1993]. Dabei kommt es, wie in der Abbildung 1 zu sehen, zu einer
Margination der Granulozyten. Sie wird u.a. durch Adhéasion von Mitgliedern des CD66-
Clusters an E-Selektin auf den Endothelzellen der BlutgefalRe vermittelt (Uber Sialyl Le*
Epitope). Diese Interaktion triggert dann die Aktivierung von &,-Integrinen auf Granulozyten,
was zu ihrer festen Bindung an die Endothelzellen fiihrt [Obrink, 1997]. Eine weitere
mogliche Funktion von CEA und NCA-90 kdnnte die Bindung von verschiedenen
Bakterienstammen darstellen [Leusch, 1991]. Diese Interaktionen finden zwischen Lektinen
von bakteriellen Fimbrien und den Carbohydraten von CEA und NCA-90 statt. Solch eine
Funktion wére denkbar im Darm, um bakterielle Besiedlung zu ermdglichen und durch CEA-
Abscherung zu kontrollieren. Damit kénnte das Wachstum pathogener Bakterien verhindert
bzw. eingeschrankt werden. Granulozyten kdnnten sich diese Art von Funktionen bei der
Phagozytose von Bakterien zunutze machen.

CEA wurde aulRerdem als akzessorisches Molekdil bei der Kollagen Typ I-Bindung beschrie-
ben, eine Eigenschaft, die eine Rolle bei der Migration von Tumorzellen spielen kdnnte. Des
weiteren wurde fiir CD66a eine Rolle in der Regulation von neutrophilen Granulozyten nach-
gewiesen, so kann ein BGP-spezifischer Antikorper die Bindung des Fc-Rezeptors und b,-

Integrins an Fibrinogen verstarken [Stocks et al., 1996].
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In jungster Zeit wurde Gber CGM1a im Zusammenhang mit der Bindung von Bakterien an
Neutrophile berichtet. Neisseria gonorrhoeae exprimieren phasen-abhéngig sogenannte Opa-
Proteine (Opacity), tiber die sie an Neutrophile binden und die Internalisierung stimulieren.
Dabei fanden Chen et al., dal? diese Adhérenz deutlich verstérkt werden konnte, wenn die
Neutrophilen préaktiviert waren. Dies interpretierten sie als Hinweis auf eine Speicherung der
Opa-bindenden Komponenten in sekundaren Granula, aus denen sie im Bedarfsfalle mobili-
siert werden. Chen et al. konnten zeigen, daR diese Komponente ein Protein der GroRe von
etwa 30 kD war. Aufgrund der Vermutung, dal dieses Protein CGM1a sein konnte, fiihrten
sie Bindungsstudien an CGM1a-transfizierten HeLa-Zellen durch und fanden eine Bindung
der Opa*-Bakterien an diese und eine anschlielende Phagozytose, die mit einem CGM1la-
Antikorper blockiert werden konnte [Chen et al., 1996].

CGM1

Das in dieser Arbeit untersuchte Molekul ist CGM1a bzw. die zytoplasmatische Doméne
dieses Proteins. CGML1 findet sich auf neutrophilen Granulozyten; das Expressionsniveau ist
niedrig [Kuijpers et al., 1993]. Granulozytéare Vorlauferzellen enthalten, verglichen mit den
reifen Zellen, etwas groRere Mengen an CEA-artiger mRNA [Berling et al., 1990].

Deshalb wurden in der Arbeit von Nagel et al. zur Gewinnung von RNA und Herstellung von
cDNA weile Blutzellen eines CML-Patienten verwendet und zwei unterschiedliche cDNAs
isoliert [Nagel et al., 1993].

T-
|
L34 M08 TM 39 CYTT1 —= 252 AA
Tt
|
I
L34 N 108 TM 3% CYT 31 =212 AA

Stelle fiir N-Glykosylierung

Abbildung 6: Struktur der Doménen von CGM1a und CGM1c [Nagel et al., 1993], (Abkiirzungen

soweit nicht im Text: AA: Aminosauren)
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Die langere cDNA (CGM1a) besteht aus einer nicht-kodierenden Region von 54 bp, einem
756 bp groRen Open-Reading-Frame und einer 317 bp langen nicht-translatierten Region. Sie
kodiert ein mogliches Praprotein von 252 Aminosauren und einem Molekulargewicht von
27077 Dalton.

Der Vergleich der deduzierten Aminosdure-Sequenz mit anderen Mitgliedern der CEA-
Familie zeigt (siehe Abbildung 6), dal? das Transkript aus einem 34 AS grol3en Leader-Peptid
(L), einer 108 AS langen Ig-V-artigen Domaéne, einem maglichen transmembranédren Anteil
von 39 AS und einer zytoplasmatischen Domane von 71 AS besteht. 1gC-artige Domanen, die
man in den meisten anderen Mitgliedern der CEA-Familie findet, fehlen hier [Nagel et al.,
1993].

Die Sequenz der kirzeren cDNA (CGMl1c, 1022 bp) zeigt zwei Deletionen von 53 und 52 bp.
Das transkribierte Protein hat ein Molekulargewicht von 22780 Dalton und ist, bis auf die
zytoplasmatische Doméne, identisch zu CGM1a. Die zytoplasmatische Doméne von CGM1c
besteht nur aus 31 AS und hat aufgrund der Deletionen eine unterschiedliche Sequenz. Die
CGM1a-Sequenz ist, abgesehen von sieben Nukleotid-Unterschieden, die gleiche, die Kuroki
et al. als W264 beschrieben haben. Eine zweite von ihm beschriebene CGM1-Variante W282
(CGML1b) besitzt eine 1gC-artige, aber keine transmembranére oder zytoplasmatische
Doméne, wahrscheinlich handelt es sich hier um eine sezernierte Variante [Kuroki et al.,
1991].

Funktionelle Motive in CGM1lacyt

Die Abbildung 7 zeigt die Aminoséuren-Sequenz von CGM1a mit mdglichen Konsensus-

Motiven fiir verschiedene Kinasen.

CGM1a .,
Src Src
I |
TRIQRDLEEQOQPOALA PE]RGI-‘S-FISEhl‘ShiSI’LSS.-\Q.-\.PI.FNPR'I’AASI’!’EHLIM-IIJ'l'Nl'-‘h!:L',R.‘vI].'IIlIL"uE\"hS
I |
PEC CK 11
CKII (5,T)x2(D,E)

Src D,E, hydrophil, hydeophil, ¥, hydrophil, hydrophil, hydrophob

Abbildung 7: Sequenz von CGM1a mit mdglichen Konsensus-Motiven (siehe Kasten) fiir die Casein-Kinase
(CK 1), die Protein-Kinase C (PKC) und die Src-Kinase (Src)

Es gibt mehrere mogliche Phosphorylierungsstellen in der zytoplasmatischen Doméne von

CGM1a und c. In beiden existieren Serin- und Threonin-Reste, Tyrosine finden sich aber nur
14
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in CGM1a. Diese liegen an Position 230 und 241 in einem Sequenzkontext (“YX,LX,YX,M”),

der einer Konsensus-Sequenz &hnelt (“YLYL”), welche man in den zytoplasmatischen

Domanen von Proteinen findet, die als Signaltransduktionsmolekiile bekannt sind [Keegan
und Paul, 1992; Isakov, 1998]. Gleichzeitig liegen diese Tyrosin-Reste in einer ITAM-
Konsensus-Sequenz (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) und stellen eine
Bindungsstelle fir SH2-Doméanen (Src Homology) dar.

In beiden zytoplasmatischen Doménen von CGML1 liegt das Thr179 in einer Konsensus-
Sequenz fur Protein-Kinase-C-Phosphorylierungen [Woodgett et al., 1986], und eine Casein-
Kinase-I1-Phosphorylierungsstelle kann fir CGM1a am Ser228 vorhergesagt werden [Pinna,
1990].

Zusatzlich finden sich zwei mdégliche N-Glykosylierungsstellen an hochkonservierten Stellen
der N-terminalen Doméne [Neumaier et al., 1988; Nagel et al., 1993].

CGML1 erfillt damit eine Vielzahl von Kriterien, die fur das Protein eine Rolle als Rezeptor-

molekil oder als Schaltstelle in einem Signalweg nahelegen.

Expressionsmuster von CGM1

CGM1a-mRNA konnte in normalen Granulozyten und Leukozyten von CML-Patienten
detektiert werden, CGM1c-mRNA hingegen nur in den Leukozyten eines einzigen CML-
Patienten. Es wurden auBerdem Tumoren aller drei Keimzell-Linien sowie eine Reihe von
Normalgeweben untersucht: CGM1 konnte weder in Adenokarzinomen des Pankreas, der
Lunge, der Niere, des Magens und des Kolons oder in drei muzinésen Karzinomen des
Ovars, einem grof’ und einem kleinzelligen Karzinom der Lunge, einem squamadsen Karzinom
der Gallenblase und Lunge, einem hepatozelluldren Karzinom, einem Osteosarkom, einem
Sarkom des Ovars, einem Teratom, einem Melanom, einem Hodenkarzinom, noch in
normalem Gewebe der Milz, der Plazenta und Kolonmukosa nachgewiesen werden. Der
Nachweis von CGM1a mit kreuzreaktiven CD66-Antikdrpern (mAb Tu2 und mAb 73) in der
DurchfluR-Zytometrie zeigte eine sehr geringe Expression von CGML1 auf reifen Granulo-
zyten [Nagel et al., 1993].

Weitere Untersuchungen zeigten, dal CGML1 nicht auf Akuten-Lymphatischen-Leukamie-

oder B-Zell-Linien nachweisbar war [Hanenberg et al., 1994].
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ZIELE DER ARBEIT

Die Arbeit zielte darauf ab, mdgliche Bindungspartner von CGM1a zu isolieren und gegebe-
nenfalls zu identifizieren. Dazu war zunachst die Herstellung und Aufreinigung von CGM1a,,,
notwendig. Mit der aufgereinigten zytoplasmatischen Domane sollten in Analogie zu den von
Brimmer et al. fir CD66a erhobenen Daten [Brummer et al., 1995] in vitro Untersuchungen
zur Phosphorylierbarkeit - entsprechend der beschriebenen Konsensus-Motive- erfolgen.
Uberpriift werden sollte die

Phosphorylierbarkeit mit Tyrosin-Kinasen und die Kinetik dieser Reaktion, die

differentielle Phosphorylierbarkeit durch Tyrosin-Kinasen der Src-Familie und die

Phosphorylierbarkeit mit Serin-/ Threonin-Kinasen,
um dann mit den unterschiedlichen Zustanden der Domane nach assoziierten Proteinen in
Granulozytenextrakten zu suchen, die mit der zytoplasmatischen Doméne im Sinne eines
Signaltransduktionsweges in Wechselwirkung treten kénnten.
Hier sollten die mdglichen Bindungspartner entweder durch
ihre Funktion (Kinase- bzw. Phosphatase-Aktivitat) oder aber
durch Sequenzierung direkt identifiziert werden.
Ausgehend von den bekannten Daten sollte mittels MRNA-Analysen das
Expressionsmuster von CGM1a,,
naher untersucht werden.
Der letzte Schritt sollte die
Generierung eines monoklonalen Antikorpers gegen CGM1a,,,
sein, um ein Werkzeug fur die weitere Erhebung von in vitro Daten zu bekommen.
Zudem ergibt sich mit einem gegen die zytoplasmatische Doméne gerichteten Antikorper die
Maglichkeit, die Daten in vivo nachvollziehen zu kénnen.

Die Abbildung 8 gibt schematisch den Ablauf der Experimente wieder.
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Ausgangspunkt
Kloniertes
CGMla,.,

Expression

CGMla,,,

Abbildung 8: Schematischer Arbeitsablauf der Experimente
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MATERIAL UND METHODEN

MATERIALIEN UND BEZUGSQUELLEN

ANTIKORPER (AK)

Produkt Firma
anti P-Tyr Antikorper ICN
goat-anti-mouse-Ak, AP-konjugiert Dianova
PY-20-anti P-Tyr Antikorper ICN
rabbit-anti-mouse Ak-POD-konjugiert DAKO

anti-mouse-Ak POD konjugiert (ret. 1047523)

Boehringer Mannheim

ENzYME

Produkt Firma
Casein-Kinase | (CK-I) Biomol und Promega
Casein-Kinase Il (CK-11) Promega

Casein Hammersten (2242) Merck

¢c-Src-Kinase (pGOC'SrC)

Upstate Biotechnology Incorporated

Fyn-Kinase

Upstate Biotechnology Incorporated

Lck

Lck-Kinase (p56~ ")

Upstate Biotechnology Incorporated

Lyn-Kinase ( p56-/")

Upstate Biotechnology Incorporated

Protein-Kinase C (PKC) Biomol

PTP 1B Dianova

PTP 1C Dianova
CHEMIKALIEN

Produkt Firma

2-Mercaptoethanol Sigma

Gp-ATP NEN Life Science Products
6-Amino-n-Hexan-Séure Merck

ABTS Boehringer Mannheim
Acrylamid Bio Rad
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Alpha-Casein Sigma
Ammoniumsulfat Sigma
Ammoniumchlorid Merck
Ampicillin Natriumsalz Sigma

APS (Ammoniumpersulfat) Bio Rad
ATP Gibco/BRL

Bacto-Tryptone

Difco Laboratories

Bacto-Yeast Extract

Difco Laboratories

Benzamidin Merck
Beta-Casein Sigma
Bisacrylamid Biorad

Blocking Reagent

Boehringer Mannheim

Brij 35 Sigma

Brilliant Blue G-colloidal Concentrate Sigma
Bromphenolblau Merck

BSA Behring

Buffy-Coats Blutspendedienst des UKE
CaCl, Merck

CDP-Star Boehringer Mannheim
Coomassie Brilliant Colloidal Blue G250 Biorad

CSPD Boehringer Mannheim
DAB-ThI Sigma

Diacylglycerol Sigma

Dithiothreitol (DTT) Sigma

EDTA Merck

EGTA Sigma

Eisessig Apotheke / Riedel de Haen
EMERALD Dianova

Essigsdure Merck

Ethanol Merck

Ficoll Pharmacia
Formaldehyd Merck

Gelatine Merck

Glycerin Merck
b-Glycerol-Phosphat Sigma

Glycin Merck

H,0, Merck

Harnstoff Biomol

HCI Merck

HEPES Sigma
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High-Range-Marker Sigma
Imidazol Merck
IPTG Merck
K3POy Merck
Kaliumhydrogencarbonat Merck

Kanamycin Monosulfat USP

ICN Biochemicals

Kemptide

Biomol

Kinase-Substrate-Peptide
Bi-KVEKIGEGTYGVVYK-amid

Boehringer Mannheim

KOH Merck
Low-Range-Marker Promega
Magermilchpulver Uelzena
MES Sigma
Methanol Apotheke 7/ Riedel de Haen
Mg-Acetat Merck
MgCl, Merck
MgSOy Merck
MnCl, Merck
Nay,COg3 Merck
NayHPO4 Merck
NazVOy Merck
NaCl Merck
NaH,POy4 Merck
NaHCO3 Merck
NaOH Merck
Naphtolblau Sigma
Natriumazid Merck
Natriumborat Merck
Natriumcarbonat Merck
Natriumfluorid Merck
Natriumpyrophosphat Merck
NatriumThiosulfat Merck
NaVvOj Merck
n-Butanol Merck
NiSOy4 Merck
NP-40 Sigma
OPD-Substrat Sigma
PBS Dulbecco’s Gibco BRL
Phenylphosphat Merck
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Phosphorséure Merck
PMSF Sigma
Proteinstandard low range Gibco/BRL
SDS Sigma
Serva Blau Serva
Silbernitrat Merck
Sucrose Serva
Temed Bio Rad
Thimerosal (T-5125) Sigma
TMB Sigma
Tricine Serva
Tris-HCI ICN
Triton X-100 Merck
Tween 20 Merck
Zitronensaure Merck
ZnCl, Merck

CHROMATOGRAPHIE- UND FILTERMATERIAL SOWIE VERBRAUCHSMATERIALIEN

Material

Firma

50 ml Réhrchen

Nunc

Autoklavierbeutel

Wilke und Witzel

Bottle-Top-Filter

Nalgene

Centiprep 3, 10, 30 Amicon
Centriocon 30, SR3 Amicon
Combitips 5 ml Eppendorf
Dialysemembran 3 Wilke und Witzel
Dialysemembran Type 36 Biomol
Einmal-Pipetten 5, 10, 25 ml Lager
EMD-650-S Merck

Gel Blotting Paper (GB 002)

Schleicher & Schuell

Gel-Kémme 10, 16 Biometra
Glasplatte mit schragem / geradem Schliff Biometra
gravity-flow Séulen Biorad
Hyperfilm MP 18x24 (R6ntgenfilm) Amersham
Immobilon-P Transfer Membranes Millipore

(Western-Blot, 0.45mm Poren)

Klebefolie flir Mikrotiterplatten

Wilke und Witzel

Kulturkolben 2000 ml

Conrad & Co
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Kivetten Wilke und Witzel
Microcon 3 Amicon
Mikrotiterplatte, 96 Well Biozym

Ni-NTA Qiagen
PCR-Tubes, 0,5 ml Biozym
Petrischalen Falcon
Petrischalen 145 mm Nunc

Protran Nitrocellulose (0.45mm)

Schleicher & Schuell

P-Tyr Agarose Oncogene
P-Tyr-Affinity-System Dianova
Safe Lock 0,5, 1,5, 2 ml Eppendorf
Safeseal-Tips 10, 100, 1000 pl Biozym
SFCA 0.45 (Filter 0.45 mm) Sartorius
Silikonabdichtung Biometra
Spin columns Qiagen
Sterilfiltrationsgerat 0,2 / 0,45 um Nalgene
Tubes 25 ml, 50 ml Falcon

Tyrosin-Kinase Assay Kit

Boehringer Mannheim

Ultrafree-15 (Centrifugal filter device, Biomax 5)

Millipore

Vernichtungsbeutel

Hellma

Wégeschélchen Wilke und Witzel
GERATE

Produkt Firma
Aminosilane Kiivetten Fisons

Certomat MV (Vortex)

B. Braun Biotech Int.

Econo-System und Zubehor ECONO
Elektrophoresekammer Biometra
ELISA-Inkubator / Thermostar BMG
ELISA-Reader SLT Austria
ELISA-Washer /WeWash4 Denley
E-Phor Powerpack P24 Biometra
Fast-Blot B33 Biometra
Filmkassette 3M

FPLC und Zubehor Pharmacia
Gefriertruhe (-70°C) Kryotec
Gelkamm Biometra

Glasmaterialien

Allgemeiner Laborbestand
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Glasplatten fur Gele Biometra
Heizblock / Dri-BlockDB1 Techne

HPLC und Zubehor Merck
Hybridisierofen GFL, Burgwedel
Inkubator B 5042 E Heraeus

Intesifying Screens

NEN Dupont, Bad Homburg

Mikrotiterplatten-Photometer (SF-Plus)

SLT, Crailsheim

Miniautoklav Tecnomara, Fernwald
Orbital Shaker Incubator TEQ

PCR-Cycler / Mini Cycler MJ Research
PH-Meter Beckmann
Phosphoimager bas2000-355 Fuji/ BAS1

Picofuge Stratagene
Power-Supply EPS300 Pharmacia

RC5C Zentrifuge Sorvall Instruments Du Pont
REAX 2 / Uberkopfschiittler Heidolph
Referenzpipetten Eppendorf

Rocking Platform Gerhard

Roto Silenta /KS

Hettich, Tuttlingen

Safe Lock 0,5, 1,5, 2 ml Eppendorf
Slot-Blot-Kammer Biometra
Sonorex Supra RK102H Bandolin/MSE
Speed-Vac (Vakuumzentrifuge) Savant, USA

StrahlungshandmeRgerat (LB 1210 B)

Berthold, Miinchen

Szintillationszahler (Tricarb)

Canberra Packard, Frankfurt

Ultraschallbad

Sonorex

Ultrazentrifuge Beckmann L2 65B

Beckmann, Miinchen

UV-160 Spectrophotometer

Shimadzu

Vakuumpumpe

Vacubrand, Wertheim

Wasserbad

GFL
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ALLGEMEINE ARBEITSMETHODEN

STERILISIERUNG DER ARBEITSMATERIALIEN

Gegenstande aus Polypropylen (Eppendorf-Tubes, Pipettenspitzen) wurden im Autoklav in
feuchter Hitze bei 121 °C und 2 bar fur 4 T autoklaviert. Fliissige Substanzen (LB-Medium,
Puffer) wurden ebenfalls so behandelt, allerdings mit langerer Zeit (6 T), temperatur-
empfindliche Losungen wurden mit 0,2 um Filtern sterilfiltriert.

Glasgerate wurden mit trockener Hitze fiir 16 h bei 180 °C im Memmert-Ofen sterilisiert.

RADIOAKTIVITATSMESSUNGEN

Zur Messung von g-*P wurden 5-10 pl Probe in 10 ml Szintillationsfliissigkeit (Ultima Gold)
in die entsprechenden Messgefalie pipettiert und im P-Kanal des Packard-Tricarb-
Szintillationsmessgerates gemessen. Die Z&hlrate (cpm) wurde einmal Gber einen Zeitraum
von 2 min ermittelt. Zur Abschétzung von Aktivitaten am Arbeitsplatz diente ein Hand-
strahlungsmessgerat (Berthold (LB 1210 B).

QUANTIFIZIERUNG VON @-32P -AKTIVITAT AUF SDS-PAGE-GELEN

Um die Aktivitdt in den Gelen grob abzuschétzen, wurde mit dem Handmessgerat in 2 cm
Abstand gemessen.
Die genauere Bestimmung, z.B. die Quantifizierung einzelner Banden, erfolgte durch Messung

am Phosphoimager.

EDV

Die direkte Datenerfassung erfolgte mit einem PC unter Windows 3.11 und Word fiir
Windows 6.0, die Weiterverarbeitung mit einem PC unter Win 95, sowie Office 97 (Text-
verarbeitung und Tabellenkalkulation). Die Grafiken wurden mit Corel 7.0 und Photoshop 4.2
bearbeitet. Zur Analyse numerischer Daten wurde Origin 3.0 verwendet.

Um Protein-Sequenzen auszuwerten, wurden im Internet folgende zur Verfligung stehende

Programme und Datenbanken verwendet:
DNA Sequence Translation: http://alces.med.umn.edu/cuse.html

Genetic Resources Core Facility: http://grcf.med.jhu.edu/
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Pedro's BioMolecular Research Tool
http://www.public.iastate.edu/~pedro/research_tools.html

The National Center for Biotechnology Information: http://www.ncbi.nim.nih.gov/

EXPRESSIONSSYSTEM FUR CGM1Acyr

Zur Gewinnung ausreichender Mengen der zytoplasmatischen Doméne wurde ein

Expressionssystem der Firma Qiagen verwendet.

Proteinsequenz von pQE31+CGM1-insert

Frame 1 Met Arg Gly Ser His His Hias His His His Thr Asp Pro Thr Ser Ile Gln Arg Asp Leu
ATG AGA GGA TCT CAC CAT CAC CAT CAC CAT ACG GAT CCA ACC AGC ATC CAG COGT GAC CTC
9 14 27 A6 45 54

Lys Glu Gln Gln Pro Gln Ala Leu Ala Pro Gly Arg Gly Pro Ser His Ser Ser Ala Phe Ser Met
ARG GRG CRG CRG COC CAA GCOC OTT GCOC OCOT GGEC OGT GGT COC TOC CAC AGD TCT GOC TTC TCG ATG
&9 TH a7 96 105 114 123

Ser Pro Leu Ser Thr Ala Gln Ala Pro Leu Pro Asn Pro Arg Thr Ala Ala Ser Ile Tyr Glu Glu
TCC COT CTC TCC ACT GOC CRG GCC CCOC CTA CCC ARC OOC AGG ACA GCA GCT TOC ATC TAT GG CGRA
135 144 153 162 1711 180 189

Leu Leu Lya His Asp Thr Asn Ile Tyr Cys Arg Met Asp His Lys Ala Glu Val Ala Ser
TTG CTA AARR CAT GAC ACA ARC ATT TRAC TGEC COGE ATG GAC CAC ARA GCA GRA GTG GCT TCT TAG
201 210 219 228 237 246 255

Abbildung 9: Expressionskonstrukt

Die Abbildung 9 gibt die Sequenz des entsprechenden Expressionskonstrukts wieder. Der
verwendete Vektor war pQE3L1 (siehe Abbildung 12) und der Escherichia coli-Stamm (E. coli)
SG13009.

KULTIVIERUNG VON E. COLI STAMMEN

Einzelkolonien fiir die Anzucht von Reinkulturen wurden durch Ausstrich auf Agar-Platten
gewonnen. Nach Inkubation bei 37 °C wurden die Platten bei 4 °C aufbewahrt. Mit den
einzeln gepickten Bakterien eines Verdinnungsausstrichs wurden 20 ml LB-Medium beimpft
und tber Nacht bei 37 °C und 190 rpm auf einem Rotationsschuttler inkubiert.

GroRere Ansatze (500 ml) wurden mit 2 ml Ubernacht-Vorkultur beimpft und wie oben
inkubiert (siehe auch Large-Scale).

Zur Lagerung wurden Glycerolkulturen folgendermalen angelegt: In zuvor autoklavierte
Schraubdeckelglaser wurde Ubernacht-Kultur in 16 % steriles Glycerol pipettiert, geschittelt
und bei —70 °C gelagert.
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PROTEINEXPRESSION (LARGE SCALE CULTURE - 6L)

Vorbereitend wurden 1 | Erlenmeyerkolben (mit Schikanen), 100 ml Erlenmeyerkolben und
ein 500 ml MeRzylinder autoklaviert. Das LB-Medium wurde wie oben beschrieben angesetzt
und sterilisiert. Als Vorkultur wurden jeweils 60 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin und
25 pug/ml Kanamycin in sterilen 100 ml Erlenmeyerkolben tiber Nacht bei den oben
genannten Bedingungen mit dem entsprechenden Klon (hier Klon 3) beimpft und inkubiert.
Die Hauptkultur wurde in sechs 1 | Schikane-Kolben mit gleichen Antibiotika-Konzentratio-
nen angesetzt und mit jeweils 20 ml angeimpft (entspricht 1:50 Beimpfung).

Die Kulturen konnten nun zu den genannten Bedingungen mit Kontrolle der Bakteriendichte
wachsen, bis die optische Dichte (OD) bei 600 nm zwischen 0.7 und 0.9 lag, gemessen gegen
einfach LB (tiblicherweise nach etwa 3.5 h). Dann wurde der lac - Promotor mit 2 mM IPTG
induziert und fir weitere 5 h inkubiert. AnschlieRend wurden die Bakterien bei 4000 U/min
fir 10 min (Sorvall, Rotor Code 10) zentrifugiert und das Pellet entweder sofort eingefroren
oder in Sonication-Puffer (10 ml) aufgenommen und dann eingefroren. Die Pellets wurden bei
—70 °C gelagert. Die Uberstinde wurden zuriick in die Erlenmeyerkolben gefiillt und

autoklaviert.

KONTROLLE DER EXPRESSIONSLOKALISATION

Zunéchst wurde eine 100 ml Kultur wie oben beschrieben angesetzt und vor der Induktion
ein

1 ml Aliguot (nicht-induzierte Kontrolle) abgenommen, zentrifugiert und mit Probenpuffer
versetzt. Bevor die Kultur endgiltig abzentrifugiert wurde, wurde eine zweite Probe (indu-

zierte Kontrolle) abgenommen und wie die erste behandelt.

Die Kultur wurde dann in zwei Aliquote geteilt und mit 4000 xg abzentrifugiert.

Kontrolle auf zytoplasmatische Lokalisation

Das oben gewonnene Pellet wurde in 5 ml Sonication-Puffer resuspendiert, auf Trockeneis
eingefroren und in kaltem Wasser wieder aufgetaut. Anschliefend wurde das Pellet vorsichtig
mit dem Ultraschallgerat (Sonorex Supra) behandelt und mit 10000 xg zentrifugiert. Der
Uberstand wurde dekantiert und auf Eis aufoewahrt (Rohextrakt A: I6sliches Protein). Das
Pellet wurde wiederum in 5 ml Sonication-Puffer resuspendiert (Rohextrakt B: unldsliches

Protein).
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Kontrolle auf periplasmatische Lokalisation

Das zweite oben gewonnene Pellet wurde in 10 ml 30 mM Tris-HCI, 20 % Sucrose bei pH 8.0
resuspendiert, dann 1 mM EDTA zugegeben und bei Raumtemperatur fir 5-10 min auf dem
Uberkopfschiittler inkubiert und mit 8000 xg bei 4 °C abzentrifugiert, der Uberstand ver-
worfen und das Pellet in 10 ml eiskaltem 5 mM MgSO,wieder aufgenommen.

Die Suspension wurde nun fr 10 min auf dem Schttler in Eiswasser gertihrt und mit 8000 xg
bei 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand ist das osmotische Schock-Fluid (Rohextrakt C: Peri-
plasmatisches Extrakt).

AbschlieRend wurden die Proben mit einer SDS-PAGE unter Bericksichtigung der unter-

schiedlichen Konzentrationen in den Rohextrakten untersucht.

VERGLEICH UNTERSCHIEDLICHER LYSEMETHODEN

Es wurden vier Methoden der Lyse mit jeweils 750 ml Pellet ausprobiert, das entsprach in
diesem Falle 1.7 g Feuchtgewicht.
Die unterschiedliche Qualitat der Lysate wurde optisch und mittels SDS-PAGE untersucht.

Lyse der Bakterien im Wasserbad

Die Pellets wurden von —70 °C bei Raumtemperatur aufgetaut, mit 3 ml Sonication-Puffer/g
Pellet (Puffer siehe S. 28) versetzt und ausgiebig gemischt. Dann wurde die Probe bei 100 °C

5 min im Wasserbad gekocht, abzentrifugiert und bei —20 °C aufbewahrt.

Lyse der Bakterien mit Harnstoff

Die Pellets wurden von —70 °C bei Raumtemperatur aufgetaut und mit 3 ml Lyse-Puffer/g

Pellet versetzt, kurz gemischt und fiir 2 h bei 4 °C im Uberkopfschittler geriihrt, wie oben

abzentrifugiert und aufbewahrt.

Puffer:

LYSE-PUFFER:
8 M Harnstoff, 0.1 M NaH2PQOgs, 0,01 M Tris, auf pH 8.0 mit NaOH.

Lyse der Bakterien mit Ultraschall

Die Pellets wurden von —70 °C bei Raumtemperatur aufgetaut und mit 3 ml Sonication-

Puffer/g Pellet versetzt und ausgiebig gemischt. Nun wurde die Probe auf Eis mit Ultraschall
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(ca. 300 W) fir jeweils 1 min mit folgenden 2 min Pause behandelt. Dieser Vorgang wurde

dreimal wiederholt.

Puffer:

SONICATION-PUFFER:
50 mM Na-Phosphat, 300 mM NaCl, pH mit NaOH auf 7,8

Lyse der Bakterien mit Natriumborat

Die Pellets wurden von —70 °C bei Raumtemperatur aufgetaut, dann mit 3 ml Natriumborat-
Puffer /g Pellet versetzt, ausgiebig gemischt und fir 2 h im Uberkopfschiittler bei 4 °C
inkubiert. Dann wurde das EDTA mit 1 mM ZnCl, entfernt und das Zell-Lysat wie oben von

den Bakterienresten befreit und aufbewahrt [Lindner et al., 1992].

Puffer:

NATRIUMBORAT-PUFFER:
150 mM Natrium Borat, 1 M NaCl, 1 mM EDTA, pH 8.0

IMMUNOLOGISCHE UND PROTEINCHEMISCHE
ARBEITSMETHODEN

ANALYTISCHE SDS-POLYACRYLAMID-GEL-ELEKTROPHORESE

Mittels der SDS-PAGE kdnnen Proteingemische ihrem Molekulargewicht entsprechend auf-

getrennt werden.

SDS-PAGE

Zur Auftrennung wurden zweiphasige (Sammel- und Trenngel) 7,5%-(w/v) oder 17,5%-(w/V)
Gele benutzt. Zunéchst wurde das Trenngel zwischen die Glasplatten gegossen (8 x 8 x 0,1
cm), mit n-Butanol tiberschichtet und bei Raumtemperatur auspolymerisiert. Dann wurden
das Butanol und das entstandene Kondensationswasser entfernt, das Sammelgel aufgegossen

und der entsprechende Gelkamm eingebracht [Laemmli, 1970].
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Tabelle 2: Pipettierschema: SDS — Polyacrylamidgel [modifiziert nach Fischer et al., 1991]

Trenngel (6 ml, 1Gel)

Acrylamid — Konzentration 75% 10 % 125 % 15% 175%

30 % Acrylamid/ 0.8 Bisacrylamid (ml) 15 2 2.5 3 35

1.88 M Tris-HCI pH 8.8 (ml) 1.2 1.2 1.2 1.2 1.2

0.5 % SDS (ml) 12 12 12 12 12

H20 (ml) 21 16 11 0.6 0.1

10 % APS (ul) 30 30 30 30 30

Temed (ul) 5 5 5 5 5

Bereich der linearen Auftrennung (kD) 39-94 16-68 Mediar- 12-34 2,5-31
Bereich

Sammelgel 5 % (w/v) (2 ml, 1 Gel)

30 % Acrylamid/ 0.8 Bisacrylamid (ml) 0.33
0.625 M Tris-HCI pH 6.8 (ml) 04
0.5 % SDS (ml) 0.4
H20 (ml) 0.87
10 % APS (ul) 10
Temed (ul) 2

Kathoden- und Anodenpuffer waren hier identisch.

Die Proteinproben wurden 1:1 mit Probenpuffer versetzt, 5 min bei mindestens 75 °C de-
naturiert und direkt auf das Gel geladen. Die Elektrophorese erfolgte mit 10 mA, bis die
Proben das Trenngel erreicht hatten, und dann mit 20 mA, bis die Bromphenolblaufront das

Gel gerade verlassen hatte.

Puffer:
KATHODEN-UND ANODENPUFFER:

14,4 g Glycin, 3,0 g Tris, 1,0 g SDS auf 1l dH.O
5-FACH LAUFPUFFER

15 % b-Mercaptoethanol, 15% SDS, 1,5 % Bromphenolblau, 50 % Glycerol

Als Marker wurden bei 7,5 %-SDS-Gelen High-Range-Marker (HR) und bei 17,5 %-SDS-
Gelen Low-Range-Marker (LR) eingesetzt.
Die benutzten Marker setzten sich aus den in der Tabelle angegebenen lyophilisierten

Referenzproteinen zusammen:
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Tabelle 3: High-Range-Marker (Firma Sigma), 6H-SDS: 29 — 205 kD:

Molekulargewicht (Da)

Referenzprotein

205000

Myosin aus Kaninchenmuskel

116000 b-Galactosidase aus E. coli

97400 Phosphorylase B aus Kaninchenmuskel
66000 Albumin aus Hiihnereiweif3

45000 Rinder-Serum-Albumin

29000 Carboanhydratase aus Rindererythrozyten

Tabelle 4: Low-Range-Marker (Firma Promega): 2,5 — 31 kD

Molekulargewicht (Da)

Referenzprotein

31000

Carboanhydrase

20400/ 19700

Trypsininhibitor aus der Sojabohne

16900 Myoglobin aus Pferdeherzen
14400 Lysozym

8100 Myoglobin Fragment 1

2500 Myosin aus Kaninchenmuskel

Tricin-System

Fur spezielle Anforderungen wurden dreiphasige Gele gegossen. Die verwendete Elektro-

phoreseapparatur sowie die Durchfiihnrung der Elektrophorese waren prinzipiell dieselbe wie

in dem vorangegangenen System. Der Unterschied bestand darin, dal? Trenn- und Spacergel

gemeinsam polymerisierten. In die abgedichtete Glaskammer wurde zuerst Trenngel bis zu

einer Hohe von etwa 4,5 cm eingefullt und mit ca. 1,5 cm Spacergel tiberschichtet. Trenn- und

Spacergel wurden mit dH,O abgedeckt und fiir ca. 1 h auspolymerisiert. Nach Aushérten des

Gels wurde das Wasser durch das Sammelgel ersetzt. Die Auftrennung war etwas zeitinten-

siver als bei dem oben beschriebenen System.

Tabelle 5: Pipettierschema fiir ein Minigel (8 x 8 x 0,1 ¢m)

Trenngel Spacergel Sammelgel
48 % Acrylamid / 3,333 1,017 0,333
1,5 % Bisacrylamid (ml)
Gelpuffer (ml) 3,333 17 1,033
Glycerin (g) 1,333 - -
dH20 (ml) 2,166 2,32 2,8
APS 10% (ul) 3333 16,7 33,33
TEMED (ul) 333 1,67 333
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Die Marker wurden wie oben angegeben verwendet.

Puffer:

GELPUFFER:
3 M Tris-HCI, 0,3 % SDS, bei pH 8,45
EINFACH PROBENPUFFER FUR TRICIN-SYSTEM

4 9% SDS, 12 % Glycerin, 50 mM Tris-HCI, 2 % b-Mercaptoethanol, 0,01 % Serva Blue, pH 6,8
KATHODENPUFFER:

0,1 M Tris, 0,1 M Tricine, 0,1 %SDS, bei pH 8,25
ANODENPUFFER:

0,2 M Tris-HCI, bei pH 8,9

WESTERN-BLOT

Die mittels SDS -PAGE aufgetrennten Proteine konnten fir weitere Untersuchungen durch
Western-Blot auf verschiedene Membranen (Nitrocellulose, PVDF) geblottet werden [Towbin
etal., 1979].

Hierzu wurde ein Semi-Dry-Elektroblotting-Verfahren verwendet. Die Abbildung 10 zeigt den
Blotaufbau. Die Filterpapiere wurden etwa 10 min zuvor mit den entsprechenden Puffern
angefeuchtet und dann blasenfrei tibereinandergeschichtet.

Der Transfer erfolgte unter Kiihlung mit 250 mA fiir 45 min bis 1 h in Biometra Blot-

kammern.

Kathode

Filterpapier mit
EKathodenpuffer

SDE-Gel

Transfer-Membran

Fill:.'q'm]u'::r mit

ecinfach ﬁnud.{:npuffu:

Filterpapier mit
zehnfach Anodenpuffer

Abbildung 10: Blotaufbau
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AnschlieBend wurde das SDS-Gel mit der Silberfarbung gegengeféarbt, um den Transfer der
Proteine zu kontrollieren.

Puffer:

ZEHNFACH ANODENPUFFER:
0,3 M Tris, 10 % Methanol, pH 10,4

EINFACH ANODENPUFFER:

25 mM Tris, 10 % Methanol, pH 10,4

KATHODENPUFFER:

25mM Tris, 6-Amino-n-Hexan-Séure, 10 % Methanol, pH 9,4

DoT-BLOT

Beim Dot-Blot-Verfahren wurde das zu untersuchende Protein direkt in einem Puffer (meist
PBS) auf die Blot-Membran getropft und getrocknet. AnschlieRend konnte die Membran in

den gleichen Verfahren behandelt werden wie die Elektro-Blot-Membran.

SLOT-BLOT

Der Slot-Blot wurde mit einer Slot-Blot-Kammer durchgefiihrt, wobei hier die aufgetropfte
Proteinldsung mittels Unterdruck auf die Membran gezogen wurde. Der Vorteil dieser

Methode liegt in dem gleichbleibenden Auftrag der Probe und der hohen Fixierung auf der
Blot-Membran. Im folgenden wurde die Membran genauso behandelt wie die Elektro-Blot-

Membran.

PROTEINFARBUNGEN

Die Visualisierung der elektrophoretisch aufgetrennten Proteine erfolgte durch eine Anfér-

bung mit Silbernitrat oder mit Coomassie Blue.

Coomassie-Farbung

Die Detektionsgrenze der Coomassie-Féarbung liegt bei etwa 0,3-1 ug pro Bande [Wilson,
1983]. Das anzuférbende Gel wurde tber Nacht in einer kombinierten Férbe- und
Fixierlésung auf einem Rotationsschiittler inkubiert, tiberschissige Farbe dann mit
Entfarbeldsung entfernt bis die Banden gut sichtbar waren.
Aufbewahrt wurden die Gele in 20%iger Ethanolldsung.
Alternativ wurde folgendes Schnellverfahren der Firma Sigma angewendet:
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Tabelle 6 : Coomassie-Schnellférbungs-Schema

Arbeitsschritt Losung Inkubationsdauer
Fixierung 7 % Eisessig 60 min
40 % Methanol
53 % dH20 (v/v)
Férbung 1x Brilliant Blue G-Colloidal- 60-120 min
working-solution
20 % Methanol (v/V)
Entfarbung 10 % Eisessig 1 min
25 % Methanol
65 % dH.0
Waschen 25 % Methanol wenige Minuten
75 % dH20
Waschen 25 % Methanol
75 % dH20 (v/v)
Lagerung 25 % Ammonium Sulfat mehrere Wochen
Ldsungen:

FARBE- UND FIXIERLOSUNG:

45 % (v/v) Methanol, 9 % (v/v) Eisessig, 0,1 % (w/v) Serva Blau

ENTFARBELOSUNG
7 % (v/v) Eisessig, in dH20

SILBERFARBUNG

Die Sensitivitat der Silberfarbung ist héher als die der Coomassie-Féarbung, so kann man

Proteinmengen ab einer Konzentration von 2-5 ng Protein pro Bande nachweisen [Wilson,

1993].

Zur Féarbung sind die jeweils angegebenen Schritte durchzufuhren.

Tabelle 7 : Schema der Silberfarbung

Arbeitsschritt Losung Inkubationsdauer
Fixieren 50 % Methanol 30 min

10 % Essigsaure
Fixieren und Quellen 5 % Methanol 10 min

7,5 % Essigsaure
Waschen dH20 5 min
Waschen dH20 5 min
Sensitivieren 0,02 % Natrium-Thiosulfat 1 min
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Waschen dH20 1 min
Waschen dH20 5 min
Farben 0,2 % Silbernitrat 30 min
1 mM Formaldehyd
Waschen dH20 1 min
Waschen dH20 1 min
Entwickeln 6 % Natriumcarbonat bis zum Sichtbarwerden der
6 mM Formaldehyd Proteinbanden
Abstoppen 2,3 M Zitronensdure |-
Waschen dH20 5 min
Lagerung 20 % Ethanol |-

Das Inkubationsvolumen betrug mit Ausnahme von Schritt 12 100 ml. Zum Stoppen der

Entwicklung genugte ein Volumen von ca. 5 ml.

IMMUNCHEMISCHE FARBUNGEN

DAB-Farbung

Das Prinzip der Farbung beruht auf dem Umsatz eines Substrates (3,3-Diaminobenzamidin,
DAB) durch ein Antikorper-gekoppeltes Enzym (Peroxidase).

Umgesetztes

Substrat Substrat

Sekundiirantikirper
mit gekoppeltem Enzym

Primarantikirper .

Blotmembran
mit Protein

Abbildung 11: Schema der Immunchemischen Férbungen

Das auf die Membran geblottete Protein wurde fir 2 h in Blockier-Ldsung (5 % BSA in PBS)
auf dem Rotationsschiittler inkubiert, um freie Valenzen abzudecken. Dann wurde mit dem

Primérantikérper (mouse-Ab, Konzentration war abh&ngig von dem verwendeten Antikorper)
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in PBS (mind. 0,1 ml / cm?) mindestens fiir 2 h, meist jedoch tiber Nacht bei 4 °C am
Uberkopfschttler inkubiert. AnschlieRend wurde zweimal fiir jeweils 5 min mit PBS
gewaschen und der Sekundarantikdrper, der gegen den Primérantikérper gerichtet ist (rabbit-
anti-mouse Ab-POD, 1:2000 in PBS), zugesetzt und fiir 1 h am Uberkopfschiittler bei Raum-
temperatur gebunden. Die Detektion erfolgte dann durch Zugabe der Peroxidase-Substrat-
Losung (1 Tablette DAB, 12 ul H,O,, 15 ml TBS). Die Banden wurden nach wenigen Minuten
sichtbar. Die Reaktion wurde mit dH,O gestoppt und die Membran zwischen zwei Filter-

papieren getrocknet.

Chemilumineszenz

Das Funktionsprinzip ist ahnlich zu dem der DAB-Féarbung; nur wird hier durch das
gekoppelte Enzym in einer Chemilumineszenzreaktion Licht emittiert, welches dann mit

Filmen detektiert werden kann.

CSPD:

(3-(4-Methoxyspiro{1,2-Dioxetan-3,2-(5-Chloro) Tricyclo[3.3.1.1.* | Decan-4-yl)
Phenylphosphat, Dinatriumsalz))

Die Membran wurde direkt nach dem Blot fir 30 min mit 50 % Isopropanol (in dH,0) ge-
waschen, dann zweimal kurz mit dH,O gespdilt und fiir 15 min in TBS geschwenkt. Die freien
Bindungsstellen wurden mit Blockierlosung 1 (10 % (w/v) BSA in TBS) tiber Nacht bei 4 °C
auf dem Uberkopfschittler abgedeckt, dann mit Puffer GT (0,1 % Gelatine, 0,1 % Tween 20
in TBS) dreimal kurz gewaschen und fiir 1 h in diesem geschwenkt. Nun wurde mit dem
Primérantikorper (mouse-Ab in Puffer GT, Konzentration auch hier abh&ngig von dem
verwendeten Antikorper) wie bei der DAB-Farbung inkubiert. Nach zweimaligem Waschen in
Puffer GT und zweimaligem Schwenken in demselben fiir jeweils 30 min wurde der
Sekundérantikorper (goat-anti-mouse-Ab, AP-konjugiert) in einer Konzentration von 1:1000
in Puffer GT auf die Membran gegeben und fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nun
wurde der Blot zweimal mit Waschldsung (0,05 % Tween 20 in PBS) behandelt und fir 1 h
darin geschwenkt. Danach wurde der Blot fir 1 h mit Blockierlosung 11 (5 % Magermilch-
pulver, 0,05 % Tween 20 in PBS) abgedeckt, zweimal mit Waschlésung gewaschen und 15
min in derselben geschwenkt und zweimal fiir 15 min in Assay-Puffer (50 mM Na,CO,,

50 mM NaHCO,, 1 mM MgqCl,, pH 9,5) dquilibriert.

Die Chemilumineszenzreaktion erfolgte fir 5 min in 10 ml Assay-Puffer, dem 700 pl
EMERALD (Enhancer) und 70 pl CSPD-Substrat zugesetzt wurden. Dann wurde die

Membran abgetropft und luftblasenfrei zwischen Klarsichtfolien gelegt, um sie in einer
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Filmkassette mit Verstérkerfolie einem (Réntgen-)Film zu exponieren. Die Expositionszeiten

betrugen 0,5 bis 30 min, dann wurden die Filme entwickelt.

CDP-STAR:
(2-Chlor-5-(4-Methoxyspiro{1,2-Dioxetan-3,2-(5-Chloro) Tricyclo[3.3.1.1.>"| Decan-4-yl)
Phenylphosphat, Dinatriumsalz))

Das Vorgehen war identisch bis zum Schritt der Aquilibrierung. Hier wurde mit dem Detek-
tionspuffer (0,1 M Tris —HCI, 0,1 M NaCl, pH 9,5) &quilibriert. Dann wurde CDP-Star
(Boehringer Mannheim) 1:100 in 5 ml Detektionspuffer geldst und in einer kleinen Petrischale
fur 5 min inkubiert. Danach war das Prozedere weiterhin wie oben beschrieben.

Die Expositionszeit konnte allerdings mit CDP-Star deutlich kiirzer gewéhlt werden.

Amidoschwarzfarbung

Mit Amidoschwarz kdnnen Proteine nicht-selektiv angefarbt werden, es wurde hier benutzt,
um Standardmarker-Banden auf der Blot-Membran sichtbar zu machen. Die Membran wurde
flr etwa 5 min mit der Farbel6sung auf dem Rotationsschuttler inkubiert und anschlielend
mit Entfarbelésung behandelt, bis die Banden deutlich zu erkennen waren. Zur Lagerung

wurde die Membran zwischen Filterpapier getrocknet.

Losungen:

FARBELOSUNG:
0,02 % Naphtolblau, 40 % Methanol, 10 % Eisessig in dH2O

ENTFARBELOSUNG:
20 % Methanol, 5 % Eisessig in dH20

36



MATERIAL UND METHODEN

CHROMATOGRAPHISCHE PROTEINAUFREINIGUNG

Unter Chromatographie versteht man die Auftrennung von Probengemischen zwischen einer
festen und mobilen Phase, hier war die feste Phase, bestehend aus einer kugelformigen Matrix,
im Normalfall in eine Sdule gepackt. Das Proteingemisch wurde dann Uber diese Matrix ge-

schickt, selektiv gebunden, gewaschen und desorbiert.

Promoter/Operator

Abbildung 12: Aufbau des CGM1a,,-Konstrukts (vereinfacht, Abkirzung: His: Histidin)

Es wurden verschiedene Methoden der Aufreinigung untersucht.
Als maRgebliche Rahmenbedingung war das klonierte Teilstiick, wie in Abbildung 12 zu
sehen, mit einem N-terminalen 6xHis-Tag ausgerstet.
Deshalb wurde als Aufreinigungsmethode eine Affinitdtschromatographie mit einer Metall-
Chelat-Agarosematrix (IMAC) verwendet [Gentz et al., 1989; Abate et al., 1990; Bush et al.,
1991; Lindner et al., 1992; Baier et al., 1994; Kempf et al., 1995].
Als Variablen des Systems wurden
die Art der Agarose (Ni-NTA, Qiagen / EMD-650-S, Merck) [Hochuli , 1987],
das bindende Zentral-lon (Ni / Zn) [Hochuli, 1990; Casey et al., 1995],
die S&ulengroRe [Hochuli, 1988],
das Bindungsverfahren (Batch-Binding, Column-Binding), sowie
die Wasch- und Elutionsbedingungen [Hengen, 1995]
verdndert und untersucht, wobei anfanglich bei Raumtemperatur gearbeitet, die jedoch
zugunsten der hoheren Stabilitit des Proteingemisches bei 4 °C auf diese Umgebungs-

temperatur gesenkt wurde.
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So wurde bei Ni-NTA mit Sdulen der Firma Pharmacia gearbeitet, in die unterschiedliche
Mengen an Agarose gefillt wurden. Im Falle des EMD-Komplexes wurde eine fertig gepackte
Sdule der Firma Merck verwendet.

Die Abbildung 13 zeigt die Unterschiede der verwendeten Materialien.

co
;/ ""*--._,_.__:H\/ H,0
: J— / : CH4
= €0 [] S o=
)y 9 y 3N
N; }cuz N \cu,
H,O - 3-——‘:‘3 H,0 '3,_*:0
H,O H,O
MNi-WNTA-Harz iibliches Metall-Chelat-Harz

Abbildung 13: Aufbau der Ni-NTA im Gegensatz zu klassischen Materialien

Die hauptséachlich verwendeten Elutionspuffer waren

Sonication-Puffer mit einem pH-Gradienten,

Harnstoff-L6sung mit einem Salz-Gradienten (denaturierend) und

Imidazol mit einem Konzentrationsgradienten (nativ).
Diesen Puffersystemen liegen unterschiedliche Elutionsprinzipien zugrunde:
Der Sonication-Puffer eluiert tiber eine Reduktion des pH-Wertes wéhrend des Gradienten.
Die Histidinreste werden deprotoniert und dissoziieren von dem Zentralion.
Bei dem Harnstoff-Puffer wird das gebundene Protein (ber einen steigenden Salzgehalt aus
der Bindung gelost. Bei dem Imidazolgradienten wird tiber die molekulare Ahnlichkeit (siehe

Abbildung 14) von Histidin und Imidazol kompetetiv eluiert.

NH," coo
-
kTH
CH
N/\7 N
ll"'-"—m-i LMH
Imidazol Histidin

Abbildung 14: Struktur von Imidazol und Histidin
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Als chromatographische Gerate wurden das Econo-System, eine Pharmacia-FPLC und eine
HPLC von Merck eingesetzt. Die Ergebnisse von FPLC und HPLC waren vergleichbar,
wéhrend Laufe am Econo-System deutlich geringere Qualitat aufwiesen, deshalb im folgenden
nur die Beschreibung der Programme an FPLC bzw. HPLC.

Die Vorbereitung des Sdulenmaterials erfolgte laut Herstellerangaben, dquilibriert wurde mit
dem jeweiligen Waschpuffer.

Gebunden wurde das Protein entweder im Batch-Binding-Verfahren, wobei das Zellextrakt
direkt auf die Agarose gegeben und fiir 2-12 h bei 4 °C auf dem Uberkopfschiittler inkubiert
wurde, oder mittels eines Loops, mit dem das Zellextrakt mit 0,2 ml /min tber die Sdule ge-
schickt wurde (Column-Binding).

Die Séule wurde anschliefend von Hand so befillt, daB ein gleichméaRiges Gelbett entstand.
Samtliche Puffer wurden mit 0.45 pm Milipore-Filter filtriert und 5 min im Ultraschallbad ent-
gast. Bei dem HPLC-Betrieb konnte die Entgasung wegfallen, da ein Entgasungsgeréat vorge-
schaltet war.

Die Elutionsprogramme waren so gestaltet, dal? nach dem Waschen (gewaschen wurde mit
dem Dreifachen des Saulenvolumens) die Baseline sicher erreicht wurde, dann folgte ein
langsam ansteigender Elutionsgradient (Elutionsvolumen entsprach dem vierfachen Séulen-
volumen), der dann fur eine Weile auf dem Maximalniveau (zweifaches Saulenvolumen)
gehalten wurde und schlieBlich nochmals ein kurzes Nachwaschen der Séule mit dem Wasch-
puffer (zweifaches Saulenvolumen), um das Sdulenmaterial nicht durch den niedrigen pH-
Wert oder die hohe Salzkonzentration unbrauchbar zu machen. Danach wurde die S&ule
geman den Herstellerangaben entweder von Hand oder maschinell mit Strip-Puffer entladen
(Heraussptlen der Zentralionen), ausreichend mit dH,O gewaschen und anschlie3end wieder
mit dem Metallion beladen (100 mM Lésungen von ZnCl, oder NiSO,). Bei der von Qiagen
vertriebenen Ni-NTA wurde nach viermaligem Benutzen des Materials eine Regeneration

nach dem Herstellerprotokoll vorgenommen.

Elution mit Sonication-Puffer (pH-Gradient)

NI-NTA

Die Menge des verwendeten Ni-NTA betrug 20 ml, durch Kompression derselben ergab sich
nach dem Packen ein um etwa 1/3 geringeres Gelbett. Zundchst wurde die Ni-NTA bei
Raumtemperatur gewaschen und aquilibriert, indem das Material in ein 50 ml Réhrchen
(Falcon) pipettiert und mit Sonication-Puffer aufgeftllt wurde. Dann wurde gut gemischt und

bei nicht mehr als 800 U/min zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt.
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Danach wurde das Zellextrakt von 1,5 | Kultur direkt auf die Ni-NTA gegeben und auf dem
Uberkopfschittler bei 4 °C fir 2-24 h inkubiert. AnschlieRend wurde das Material in die Saule
gegossen und gewartet, bis sich die Ni-NTA gesetzt hatte. Der Durchlauf wurde aufbewahrt
und spéter mit auf das SDS-Gel aufgetragen, um die Bindung zu kontrollieren. Dann wurde
mit einer Perfusorspritze Waschpuffer Gber die Sdule gezogen, bis das Material eine kompakte
Form annahm und blasenfrei war. Nun wurde der zweite Stempel aufgeschraubt und fixiert.
Die so gepackte Séule wurde jetzt an die FPLC angeschlossen und der Lauf gestartet. Die

FraktionsgroRe betrug 4 ml, gesammelt wurde erst ab dem Beginn des Gradienten.

EMD-650-S

Hier wurde die Saule mit dem Dreifachen des S&ulenvolumens mit Sonication-Puffer an der
HPLC mit 0,8 ml / min dquilibriert und dann das Zellextrakt tiber einen Loop (Pharmacia)
mit 0,2 ml /min aufgetragen, das Auftragen wurde bis zu dreimal wiederholt.

Dann wurde das Elutionsprogramm gestartet.

Elution mit einem Harnstoffgradienten und kompetetive Elution mit Imidazol

Das Vorgehen fiir die Elution mit einem Harnstoffgradienten oder steigender Imidazol-Kon-
zentration war mit Ni-NTA bzw. EMD-650-S analog zu dem oben beschriebenen Verfahren

mit Sonication-Puffer.

SPIN COLUMNS (NI-NTA)

Die Spin Columns wurden mit Waschpuffer (Puffer B) dreimal dquilibriert und nach jeder
Beladung (2 ml) mit 2000 U / min zentrifugiert. Dann wurde das Proteingemisch funfmal
Uber die Sdule geschickt und mit dem Elutionspuffer (Puffer B + steigende Imidazolgehalte)

das gebundene Protein mittels Step-Gradienten desorbiert.

Arbeitsschritt; Imidazolgehalt
Waschung mit jeweils 2 ml (3x) Puffer B ohne Imidazol
Step-Gradient Puffer B mit 20 mM Imidazol

Puffer B mit 30 mM Imidazol

Puffer B mit 40 mM Imidazol
Puffer B mit 50 mM Imidazol
Puffer B mit 75 mM Imidazol
Puffer B mit 1200 mM Imidazol
Puffer B mit 150 mM Imidazol
Puffer B mit 200 mM Imidazol
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Puffer:

WASCHPUFFER:
50 mM Na-Phosphat, 300 mM NacCl, pH 7,8

ELUTIONSPUFFER (B):

50 mM Na-Phosphat, 300 mM NaCl, 20 — 200 mM Imidazol, pH 7,8

GRAVITY-FLOW SAULEN (NI-NTA)

Es wurde im Kuhlraum bei 4 °C gearbeitet und die Fraktionen von Hand gesammelt.
Zundchst wurden 6 ml 50 % Ni-NTA dreimal in Sonication-Puffer gewaschen, im Batch-
Binding-Verfahren gebunden und in die Biorad Sdule geflllt, dann wurde der Durchlauf
(ungebundenes Protein) gewonnen und ansonsten genauso verfahren wie bei den Spin
Columns angegeben.

Lediglich die Puffermenge betrug fir jeden Arbeitsschritt 4 ml, so da dementsprechend auch

4 ml Fraktionen gesammelt wurden.

PROTEINKONZENTRATIONSMESSUNGEN

Zum Einsatz kamen die klassische Bestimmung nach Bradford [Bradford, 1976], die
modifizierte Messung nach Bradford als Micro-Assay der Firma Bio-Rad und die direkte

Absorptionsmessung.

Klassische Konzentrationsbestimmung nach Bradford

Der MeRbereich dieser Methode liegt zwischen 10-100 pg/ml.

100 pl Probenvolumen wurde mit 1 ml Coomassie Brilliant Blue Solution versetzt, gut ge-
schittelt und bei Raumtemperatur fur 2 min stehen gelassen. Als Standard diente eine BSA-
Verdinnungsreihe in 0,15 M NaCl. Gemessen wurde in 1 cm Plastikkivetten bei 595 nm am
Photometer [Bradford, 1976].

Losungen:

COOMASSIE BRILLIANT BLUE SOLUTION (1 L):

100 mg Coomassie Brilliant Colloidal Blue G250, 50 ml 95 % Ethanol, 100 ml 85 % Phosphorsaure,
auf 1000 ml mit dH20

Micro-Assay

Mit diesem Ansatz kénnen Proteinkonzentrationen von etwa 1-25 ug / ml erfa3t werden.
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Das MeRprinzip ist identisch zu dem zuvor beschriebenen. Ausgefiihrt wurde der Assay in
einer Mikrotiterplatte mit typischerweise 100 pul MeRvolumen. Dabei wurde die Farbstoff-
|6sung (Biorad) mit der Probe 1:4 versetzt, kurz geschdttelt und fur 5 min bei Raumtempera-
tur inkubiert. Der Standard wurde wie oben angesetzt. Gemessen wurde die Absorption bei
595 nm an einem ELISA-Reader.

Absorptionsmessung

Als schnellste aber ungenaueste Methode diente die direkte Messung der Absorption von
Proteinen bei 280 nm. Gemessen wurde entweder am Photometer oder begleitend zur
Chromatographie an den gerateeigenen Durchflussphotometern mit angeschlossenen

Schreibern.

PROTEIN-SEQUENZIERUNG

Bei der Sequenzanalyse nach Pehr Edman reagiert die N-terminale (d.h. auBenstehende, nicht
gebundene) Aminogruppe mit Phenylisothiocyanat, wodurch die Peptidkette schrittweise um
eine Aminoséure verkirzt wird; in einer Apparatur (»Sequenator«) kann die Aminoséure-
Sequenz von Polypeptiden automatisch bestimmt werden.

Die Proben wurden hierzu zundchst aufkonzentriert und anschlieend mittels SDS-PAGE
aufgetrennt. Dann wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran geblottet und mit
Coomassie sichtbar gemacht. Die zu sequenzierenden Banden wurden jetzt aus der Membran
herausgeschnitten. Mit diesen Proben wurde schlieBlich die Sequenzierreaktion begonnen.
Der letzte Schritt wurde von dem Zentrum fir Molekulare Neurobiologie Hamburg (ZMNH,
Herr Dr. Buck) durchgefihrt.

PHOSPHORYLIERUNGSREAKTIONEN

Tyrosin-Kinasen

Es wurde versucht, die Phosphorylierungsmotive, die CGM1a,,, aufweist, enzymatisch zu
phosphorylieren. Dazu wurden verschiedene Methoden verglichen. Die dabei verwendeten
Puffer unterschieden sich recht deutlich voneinander, deshalb wurde abschlie}end ein Ver-
gleich der unterschiedlichen Kinasen mit einem Universalpuffer durchgefihrt. Die
verwendeten Kinasen waren kommerziell erhéltlich und wurden in aufgereinigter Form er-

worben.

42



MATERIAL UND METHODEN

Die Reaktionspuffer wurden nach dem Ansetzen alle sterilfiltriert und bei 4 °C aufbewahrt.
Um das Natrium-Orthovanadat (Na,VO,) zu I6sen, mulite man es zunéchst aktivieren: Dazu
wurde eine 10 mM Na,VO,-L6sung hergestellt und der pH auf 10,0 eingestellt, so dal die
Losung eine gelbliche Farbe bekam. Dann wurde die Losung kurz erhitzt, bis sie wieder klar
wurde. Bei Raumtemperatur wurde die Losung gekihlt, der pH erneut auf 10,0 eingestellt und
erhitzt, bis die Losung wiederum klar wurde. Diese Prozedur mul3te etwa dreimal wiederholt
werden, bis der pH-Wert stabil und die Lésung Klar blieb, dann konnte sie aliquotiert und bei
—20 °C gelagert werden. Die Phosphorylierungsreaktion wurde immer durch Zugabe von
Probenpuffer gestoppt und die Proben dann mit SDS-PAGE und anschlieRender Farbung
untersucht. Bei Verwendung von radioaktivem ATP wurde das Gel einem Rdntgenfilm
ausgesetzt, bei kaltem ATP wurde das Gel geblottet und die Phosphorylierung mit einem anti-
Phosphotyrosin-Antikdrper (PY-20) nachgewiesen. Bei dem Vergleich der unterschiedlichen
Kinasen wurden die eingebauten Aktivitdten am Phosphoimager untersucht und die Banden

gegeneinander quantifiziert.

SRC- KINASE

Verwendet wurde die rekombinant hergestellte humane c-Src-Kinase (p60°*) der Firma
Upstate Biotechnology Incorporated mit einer spezifischen Aktivitdt von 900000 unit / mg.
Gearbeitet wurde zum einen mit den vom Hersteller vorgegebenen Puffern und zum anderen
mit einem Puffersystem der Firma Oncogene. Die Reaktionsbedingungen und Inkubations-

zeiten waren ahnlich.

Tabelle 8: Pipettierschema

Positiv Kontrolle
Reaktionspuffer 10 pl 14 ul
CGM1layt 10 pl (15 pg) 10 ul
ATP-MIX 0u 0ul
Src—Kinase 4 ul (12U)

Inkubiert wurde bei Raumtemperatur fir 30 min (bis max. 3 h).

Puffer:

REAKTIONSPUFFER:
100 mM Tris-HCI, 25 mM MnClk, 2 mM EGTA, 0,2 mM NasVOsq,

ATP-MIX:

0,5mM cold ATP, 75 mM MnCl;, Zugabe von g-32P-ATP 1:10, pH 7,2, 125 mM Mg-Acetat
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Protokoll:
Zunéchst wurde die CGM1a,,,-Probe in Kinase-Assay-Puffer umgepuffert und aufkonzen-

triert. Dann wurde bei 37 °C fiir 30 min bis zu mehreren Stunden inkubiert. Die Reaktion

wurde durch Zugabe von Probenpuffer gestoppt.

Tabelle 9: Pipettierschema

Positivansatz Kontrolle
CGM1lagyt 5ul 5ul
Kinase-Dilutionspuffer 9,5 ul 10 pl
Kinase-Assay-Puffer 5ul 5ul
Src-Kinase 0,5ul
ATP-Mix 10 10

Puffer:

KINASE-ASSAY-PUFFER:
50 mM HEPES, 0,1 mg EDTA, 0,015 % Brij 35, pH 7,5

KINASE-DILUTIONSPUFFER:
Kinase-Assay-Puffer, 0,1 mg/ml BSA, 0,2 % Mercaptoethanol

ATP-MIX:

Kinase-Assay-Puffer, 0,15 mM ATP, 30 mM MgCl», Zugabe von g32P-ATP 1:10

UNTERSUCHUNG DER ENZYMKINETIK VON SRC-KINASE BEI DER
PHOSPHORYLIERUNG VON CGM1A.+

Um der Kinetik der Phosphorylierungsreaktion ndherzukommen, wurde ein Ansatz gewahlt,
der die Reaktionspuffer des Oncogene Protokolls und den ATP-Mix gemadl} Upstate Biotech-
nology Incorporated enthielt. Die Substratprobe CGM1a,,, wurde in Kinase-Assay-Puffer
umgepuffert und dann der Ansatz wie in der Tabelle 10 beschrieben gewéhlt.

Tabelle 10: Reaktionsansatz

Positiv Negativ
Kinase-Assay-Puffer 50 ul 10 i
Kinase-Dilutionspuffer 95 ul 20 pl
Src-Kinase 5ul
Substrat: CGM 50 pl 10 ul
ATP-Mix 100 pl 20
Gesamtansatz 300 pl 60 ul
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Die Inkubation erfolgte bei 37 °C im PCR-Cycler fir 12 h, danach wurde auf 0 °C herunterge-
kihlt.

Nach 30 min, 1 h, 2 h, 3 h, 4 h und 12 h wurden jeweils 40 pl aus dem Reaktionsgefal ent-
nommen und die Reaktion durch Zugabe von 20 pl Einfach-Probenpuffer beendet.

Das Ergebnis wurde auf zwei 17,5 %-SDS-Gelen kontrolliert, das erste Gel wurde mit Silber
geférbt (aufgetragen 20 ul Probe, 1,5 pl Low-Range-Standard (LR)), das zweite Gel geblottet
(aufgetragen 20 pl Probe, 3 pl LR) und die Phosphorylierung auf dem Blot mit PY-20
kontrolliert. Dabei wurde flr 45 min bei 250 V geblottet, die P-Tyr-Detektion erfolgte nach
einer Blockierung mit 2 % BSA in PBS flr 1 h. Dann wurde mit PBS fur 1 min gewaschen,
mit PY-20 1:500 in PBS verdiinnt tiber Nacht bei 4 °C inkubiert, wiederum fiir 1 min mit PBS
gewaschen und mit einem Peroxidase-konjugiertem rab-anti-mouse-Ab, 1:1000 in PBS, fir 1 h
inkubiert. Ein nochmaliger Waschschritt folgte mit PBS fur 1 min und anschlieRender DAB-
Farbung. Dabei wurden 25 ml DAB-Substrat mit einer Tablette DAB und 15 pl 30 % H,0,
unter Lichtabschluf? gemischt und auf die Blot-Membran gegeben. Nach etwa 5 min wurden
die Banden sichtbar. Die Membran wurde mit dH,O gewaschen und zwischen Filterpapieren

getrocknet.

LYN- KINASE

Bei der benutzten Lyn-Kinase ( p56"") handelte es sich um eine partiell aufgereinigte Kinase,

die aus Membranen von Rindermilzen gewonnen wurde (Bezugsquelle: Upstate Biotechnology

Incorporated). Der Ansatz war wie unten beschrieben, inkubiert wurde bei 30 °C fiir 30 min.

Puffer:

ASSAY-PUFFER
250 mM Tris-HCI, 125 mM MgClz, 25 mM MnClz, 0,25 mM NazV O4, pH 7,0

DILUTIONSPUFFER
200 mM HEPES, 10 % (v/v) Glycerol, 0,1 % NP-40, pH 7,0

g®2P-ATP-MIX

0,5 mM ATP, Zugabe von g3?P-ATP 1:10

LCK-KINASE

Die Lck-Kinase (p6-*) war ebenfalls eine partiell aufgereinigte Kinase und wurde aus

Membranen von Rinder-Thymusgewebe gewonnen (Bezugsquelle: Upstate Biotechnology

Incorporated). Der Ansatz war wie unten beschrieben, inkubiert wurde bei 30 °C fir 30 min.

45



MATERIAL UND METHODEN

Puffer:

ASSAY-DILUTIONSPUFFER

100 mM Tris-HCI, 25 mM b-Glycerol-Phosphat, 5 mM EGTA, 1 mM NaVOs, 1 mM Dithiothreitol,

pH 7,2

DILUTIONSPUFFER

200 mM HEPES, 10 % (v/v) Glycerol, 0,1 % NP-40, pH 7,0

g®2P-ATP-MIX

0,5 mM ATP, 75 mM MnCl, Zugabe von g32P-ATP 1:10

FYN- KINASE

Die Fyn-Kinase wurde ebenso wie die Lck-Kinase aus Rinder-Thymus gewonnen und partiell

aufgereinigt verwendet (Bezugsquelle: Upstate Biotechnology Incorporated).

Der Ansatz war wie unten beschrieben, inkubiert wurde bei 30 °C fir 30 min.

Puffer:

REAKTIONSPUFFER:

100 mM Tris-HCI, 125 mM MgClz, 25 mM MnClz, 2 mM EGTA, 0,25 mM NasVO4, 2 mM
Dithiothreitol, pH 7,2

ATP-MIX:

0,5 mM ATP, 75 mM MnCl, Zugabe von g32P-ATP 1:10

Tabelle 11: Phosphorylierungsansatz

Src Lyn Lck Fyn
Reaktionstemperatur Raumtemperatur | 3p0°C 30°C Raumtemperatur
Reaktionspuffer 5ul 5ul 5ul 5ul
Kinase-Dilutionspuffer 4,17 ul 3,35 ul 2,5 ul 2,92 ul
Kinase 0,83 ul 1,65 ul 2,5 ul 2,08 ul
(V)
Substrat 5ul 5ul 5ul 5ul
(CGM1lacyt)
¢32-ATP-Mix 5l 5ul 5l 5l
(20Ci)
Gesamtvolumen 20 pl 20 pl 20 pl 20 ul

Die Negativ- Kontrolle wurde identisch angesetzt, es wurde jedoch keine Kinase verwendet,

sondern dafur 10 pl Kinase-Dilutionspuffer zugesetzt. Die Inkubation erfolgte bei den fiir die
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Kinasen empfohlenen Reaktionsbedingungen fir 30 min. Die Reaktion wurde gestoppt, in-
dem die gesamte Probe mit 5 pl vierfach LP versetzt wurde. Dann wurde die Reaktion mit
17.5 %-SDS-PAGE untersucht.

KINASEN-VERGLEICH MIT EINEM UNIVERSALPUFFER:

Die Kinasen untereinander wurden mit einem Universalpuffer verglichen und die Kinasen

entsprechend ihrer unterschiedlichen Aktivitaten eingesetzt.

Tabelle 12: Aktivitaten der einzelnen Kinasen in Unit (U)

Src Lyn Lck Fyn
u/zyul 3 15 1 12

Der Ansatz wurde wie folgt gewahlt:

Tabelle 13: Reaktionsansatz — Kinasen-\Vergleich

Src Lyn Lck Fyn Negativ
Assay-Puffer 10 i 10 pl 10 i 10 i 10 pl
Kinase- 4,17 pl 3,34 ul 2,5 ul 2,92 ul 5ul
Dilutionspuffer
Kinase 0,83 ul 1,66 pl 2,5 ul 2,08 ul
(2,5V)
CGM1 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul
Kaltes ATP 8ul 8ul 8ul 8ul 8ul
(0,75mmol)
32-P-ATP 2ul 2ul 2ul 2ul 2ul
Gesamtansatz 30l 30 ul 30 ul 30 ul 30l

Es folgte eine Inkubation bei 37 °C im Heizblock fur 1 h, dann wurde die Reaktion durch
Zugabe von 10 pl einfach Probenpuffer beendet und durch Auftragen auf 17,5 %-SDS-PAGE
untersucht, silbergefarbt, autoradiographiert und am Phosphoimager die inkorporierte g-*P-

Aktivitat ausgemessen.

Puffer:

KINASE-ASSAY-PUFFER:
50 mM HEPES, 0,1 mg EDTA, 0,015 % Brij 35, pH 7,5

KINASE-DILUTIONSPUFFER:
Kinase-Assay-Puffer, 0,1 mg/ml BSA, 0,2 % Mercaptoethanol
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ATP-MIX:

Kinase-Assay-Puffer, 0,5 mM ATP, 75 mM MgCl

Serin- /Threonin-Kinasen

Es wurden drei verschiedene Kinasen untersucht: Die Protein-Kinase C und die Casein-
Kinasen | und II.

PROTEIN-KINASE C (PKC)

Die verwendete Protein-Kinase C wurde aus Rattenhirn gewonnen und lag in 95 %iger
Reinheit vor (Bezugsquelle: Biomol).
Phosphoryliert wurde fiir 30 min bei 30 °C.

Der Ansatz ist Tabelle 14 zu entnehmen.

Puffer:

ASSAY-PUFFER:
20 MM HEPES, 1 mM DTT, 10 mM MgCl,, 1 mM CaCly, 10 ug/ ml Diacylglycerol, pH 7,4

KINASE-DILUTIONSPUFFER:
20 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, 1 mM DTT, 50 % Glycerol, 2 mM EGTA, 10 mM K3POq4

CASEIN-KINASE I (CK-1)

Die CK-I wurde aus Rattenleber aufgereinigt erworben (Bezugsquellen: Biomol und
Promega). Sie hat ihr Temperaturoptimum bei 37 °C und wurde bei diesem fur 30 min
inkubiert.

Der Ansatz ist Tabelle 14 zu entnehmen.

Puffer:

ASSAY-PUFFER;
25 mM Tris-HCI, 10 mM MgCly, pH 7,4

DILUTIONSPUFFER:
25 mM Tris-HCIl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 50 % Glycerol, pH 7,4

CASEIN-KINASE 11 (CK-I1)

Auch die CK-11 stammte aus Rattenleber (Bezugsquelle: Promega) und wurde ebenfalls bei 37
°C fur 30 min inkubiert.

Der Ansatz ist Tabelle 14 zu entnehmen.
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Puffer:

ASSAY-PUFFER:
25 mM Tris-HCI, 10 mM MgCly, pH 7,4, 200 mM NaCl

KINASE-DILUTIONSPUFFER:
25 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 50 % Glycerol, 200 mM NaCl, pH 7,4

ASSAY - PROTOKOLL:

Tabelle 14: Ansatz fiir Serin-/ Threonin-Kinasen

PKC CK-I CK-lI Kontrolle
Substrat (CGM1acyt) | 5 pl 5ul 5ul 5ul
Assay-Puffer 3ul 5,96 pl 6,67 pl 5ul
Kinase 5ul 2,04 pl 1,33 ul 3 pl Kinase-
(0,2/20/20V) Dilutionspuffer
g32P-ATP 2 ul 2l 2ul 2.4l

Das Substrat CGM1a,,, wurde vorher in den jeweiligen Kinase-Assay-Puffer umgepuffert (via
Microcon).

Die Reaktion wurde durch Zugabe von g-*P-ATP gestartet und nach 30 min Inkubation bei
den entsprechenden Temperaturen mit 3,75 pl vierfach Probenpuffer gestoppt. Dann wurden
die Proben auf Tricine-Gele aufgetragen und mittels Silberfarbung und anschlieRender Auto-

radiographie untersucht.

PHOSPHOTYROSIN-AFFINITATSCHROMATOGRAPHIE

Um phosphorylierte Doméne zu gewinnen, war es notwendig, diese von der unphosphory-
lierten Domaéne zu trennen. Dies erfolgte mit Hilfe eines P-Tyr-Immunoaffinitatssystems.
Dazu wurden 0,5 ml anti-Phosphotyrosin-Agarose der Firma Oncogene verwendet und eine
entsprechend groRe gravity-flow-Séule. Die Phosphorylierungsreaktion wurde, wie oben be-
schrieben, ausgefiihrt. Der gesamte Reaktionsansatz wurde mit Kinase-Assay-Puffer auf 500 pl
gebracht und zur Bindung zehnmal tiber die S&ule laufen gelassen.

Nach der Bindung wurde mit 3 ml Kinase-Assay-Puffer vorgewaschen, nun folgte die
eigentliche Waschung mit 3-5 ml Waschpuffer bis die Radioaktivitat auf das normale
Hintergrundniveau gesunken war. Jetzt wurde die Phosphotyrosin-Domane mit 3-5 ml
Elutionspuffer herausgelost, wobei 5 Tropfen als jeweils eine Fraktion gesammelt wurden.
Die Fraktionen wurden anschlieRend am Szintillationsmessgerat ausgemessen und eine

Elutionskurve anhand der Aktivitaten erstellt.
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Dieser mit radioaktivem ATP durchgefiihrte Vorversuch wurde dann mit unmarkiertem ATP
wiederholt, um das Experiment im Kuhlraum durchftihren und somit gréRere Mengen an
phosphorylierter Domane herstellen zu kdnnen.

Die Sdule wurde nach Gebrauch mit 3 ml Regenerationspuffer und dann mit 3 ml Lagerungs-

puffer gewaschen, mit diesem Uberschichtet und bei 4 °C gelagert.

Puffer:

WASCHPUFFER:
1% Triton X-100, 10 mM Tris-HCI, 5 mM EDTA, 50 mM NacCl, 30 mM Natriumpyrophosphat, 50
mM Natriumfluorid, 100 uM Natrium-Orthovanadat, 0,1 % Azid, pH 7,6
ELUTIONSPUFFER:
1 % Triton X-100, 10 mM Tris-HCI, 5 mM EDTA, 50 mM NaCl, 30 mM Natriumpyrophosphat, 50
mM Natriumfluorid, 100 uM Natrium-Orthovanadat, 0,1% Azid, 10 mM Phenylphosphat, pH
7,6
REGENERATIONSPUFFER:
1 % Triton X-100, 10 mM Tris-HCI, 5 mM EDTA, 1,5 M NaCl, 30 mM Natriumpyrophosphat, 50
mM Natriumfluorid, 100 uM Natrium-Orthovanadat, 0,1% Azid, 10 mM Phenylphosphat, pH
7,6
LAGERUNGSPUFFER:
50 mM Natriumphosphat, 0,14 M NacCl, 0,1 % Azid, pH 7,2

KINASE-ASSAYS

Untersucht wurde sowohl hinsichtlich einer Tyrosin-Kinase-Aktivitat, als auch einer Serin-
oder Threonin-Kinase-AKktivitat.

Die Tyrosin-Kinase-Aktivitat wurde allgemein mit einem artifiziellen Substratpeptid in einem
ELISA untersucht, im speziellen wurde CGM1a,,, selbst als Substrat verwendet und in einem
radioaktiven Assay versucht, Kinase-Aktivitat zu detektieren.

Die Serin- oder Threonin-Kinase-Aktivitat wurde ausschlieBlich in einem allgemeinen, radio-

aktiven Assay untersucht.

Untersuchung auf Tyrosin-Kinasen

NACHWEIS UBER ELISA

Die Untersuchung erfolgte mit einem Tyrosin-Kinase-Assay-Kit (Boehringer Mannheim).

Hier wurde ein Peptid mit der zu untersuchenden Enzymprobe phosphoryliert und an-
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schlieBend an eine Streptavidin-beschichtete Mikrotiterplatte gebunden. Dann wurde mit
einem Phosphotyrosin-Antikdrper, der POD-konjugiert ist, die Tyrosin-Phosphorylierung
detektiert [Cleaveland et al., 1990]. Die durch die Peroxidase vermittelte Farbreaktion lieferte
dann am ELISA-Reader quantitative Ergebnisse. Die Abbildung 15 zeigt das Assay-Prinzip.

B N et
¢
e )
PES P-Tyr 2% BN

&z

Abbildung 15: Prinzip des Tyrosin-Kinase-Assay (Abkirzungen: PTK: Proteintyrosin-Kinase, PKS:
Protein-Kinasesubstrat, P-Tyr: Phosphotyrosin)

Hierbei wurde weitestgehend den Anweisungen des Herstellers gefolgt. Abweichend waren die
verwendeten Puffer, die zur Phosphorylierungsreaktion verwendet wurden. Hier wurde dem

entwickelten Reaktionsprotokoll (siehe Phosphorylierungsreaktion) entsprechend verfahren.

NACHWEISMETHODIK MIT 32P-ATP

Der Nachweis erfolgte hier tiber den Einbau von radioaktivem Phosphat.
Der Reaktionsansatz ist der Tabelle 15 zu entnehmen.
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Tabelle 15: Ansatz des Tyrosin-Kinase-Assays

Positiv Negativ

Substratpeptid 2ul 2ul
Kinase-Dilutionspuffer 8ul 8 ul
Kinase-Assay-Puffer 8ul 8 ul
Src 2ul

dHz0 2.l
%P ATP 1l 1ul
ATP-Mix 9l 9ul

Als Kontrolle dienten zwei Positivansatze, wobei unterschiedliche MgCl,-Konzentrationen
benutzt wurden: Ein ATP-Mix mit 30 mM MgCl, und ein ATP-Mix mit 75 mM MgCl,. Die
zugesetzte Src-Kinase ist eine Tyrosin-Kinase, die bekanntermalien die ausgewéhlten Substrate

phosphoryliert.

Die Ansétze wurden, wie oben beschrieben, pipettiert und bei 37 °C fiir 80 min inkubiert.
AnschlieRend wurde die Reaktion durch Zusatz von 10 pl einfach Probenpuffer gestoppt,
6 min bei 90 °C im Heizblock denaturiert und auf ein Tricin-Gel aufgetragen.

Dann wurde Gber Nacht fixiert, um die Fixierung gleichzeitig als Waschung fungieren zu
lassen. Da nicht nur die radioaktiven Banden detektieren werden sollten, wurde das Gel
zusatzlich mit Silber angefarbt. Nun erfolgte die Autoradiographie mit unterschiedlichen

Expositionszeiten.

Puffer:

TYR-KINASE-ASSAY-PUFFER:
50 mM HEPES, 0,1 mg EDTA, 0,015 % Brij 35, pH 7,5

TYR-KINASE-DILUTIONSPUFFER;
Kinase-Assay-Puffer, 0,1 mg / ml BSA, 0,2 % Mercaptoethanol

ATP-MIX:
Kinase-Assay-Puffer, 0,5 mM ATP, 30mM MgCl.

SUBSTRAT-PEPTIDE:

Kinase-Substrate-Peptide (Boehringer - Mannheim)
Bi-KVEKIGEGTYGVVYK-amid (entspricht den AS 6-20 der Cell Division Kinase p 34 cdc2)
50 umol / | PKS, 5 mg / ml BSA, in PBS,

Direkter Einsatz von aufgereinigtem CGM1acyt
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Untersuchung auf Serin-/Threonin-Kinasen

Der Assay erfolgte analog zu dem gerade beschriebenen radioaktiven Tyrosin-Kinase-Assay.

Nur der Reaktionsansatz (siehe Tabelle 16) und die verwendeten Puffer unterschieden sich.

Tabelle 16: Ansatz des Serin-/Threonin-Kinasen-Assays

Positiv Negativ
Kemptide 2ul 2ul
Assay-Puffer 16 pl 16 pl
PKC 2l (0.2U)
dHz0 - 2.l
g32P ATP 1l 1
ATP-Mix 9l 9ul

Puffer:

SER- /THR-ASSAY-PUFFER:
20 mM HEPES, 1 mM DTT, 10 mM MgClz, 1 mM CaClz, 10 ug / ml, pH 7.4

SUBSTRATPEPTID:

Kemptide (Biomol , P-107)
Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly
Jeweils 1 mg / mlin dH20

PHOSPHATASE-ASSAYS

Die Phosphatase-Assays wurden wie die kalten Kinase-Assays auf Basis eines ELISAs durch-
gefuhrt (Kit, Boehringer Mannheim). Hier wurde, beztiglich der ELISA-Nachweisreaktion,
den Instruktionen des Herstellers gefolgt. Die Phosphatase-Reaktionspuffer und Reaktions-
bedingungen wurden verschiedenen Veroffentlichungen [Zhao et al., 1993; Dechert et al.,

1995] entnommen.
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Tabelle 17: Reaktionsansatz des Phosphatase- Assays

Enzymprobe Pos-I Pos-11 dH20
Enzymprobe 10 i
Phosphopeptid 10 i 10 pl 10 pl 10 i
(5umol/I1) Lsg. Illa
Phosphatase-Assay- | 30 pl 30l 30l 30 ul
Puffer I, 11, 111
dHz0 - 8 ul 8 ul 10 pl
Phosphatase - 2l 2.ul
Ansatzvolumen 50 ul 50 pl 50 pl 50 ul

Zundchst wurde eine Standardreihe angesetzt: 25 pl 5-mikromolarer Phosphopeptid-Lésung
(Lsg. Il1a) wurden 75 pl PBS/BSA zugesetzt, daraus wurde eine Verdunnungsreihe (jeweils 50
ul aus dem Reaktionsgefal? + 50 ul PBS/BSA) erstellt, die dann folgende Konzentrationen
hatte: 1250, 625, 312, 156, 78, 39, 19, 9, 4, 2, 1 nmol / |. Der Assay wurde dann mit den unter-
schiedlichen Assay-Puffern (I-111) durchgefiihrt. Die Inkubation erfolgte bei den entsprechen-
den Temperaturen fiir 30 min. Dann wurden die 50 pl-Proben in die Steptavidin-
beschichteten Wells tiberfuhrt. Gebunden wurde bei 37 °C fur 20 min, wobei die Wells mit
Klebefolie abgedeckt wurden. Dann folgte die Waschphase: Der Uberstand wurde verworfen
und dreimal mit 300 pl PBS gewaschen, die Waschl6sung anschlieRend fiir mindestens 30 sec
im Well belassen und dann die Wells auf einem trockenen Lappen ausgeschlagen. Nun folgte
die Tyr-Ab-Bindung durch Zugabe von 75 pl anti-p-Tyr-POD working dilution (Va) / Well
und Inkubation bei 37 °C fiir 1 h. Der Uberstand wurde wiederum verworfen und wie oben
dreimal mit 300 pl PBS gewaschen. Durch Zugabe von 100 pul POD-Substrat / Well und
Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Farbreaktion gestartet und nach 2 min, 4 min und
10 min bei 405 nm am ELISA-Reader gemessen. Die Reaktion wurde mit 5 M KOH gestoppt.

Puffer:
PHOSPHATASE-ASSAY-PUFFER | [DECHERT ET AL., 1995]:
100 mM Mes, 50mM NacCl, 10mM 2-Mercaptoethanol, pH 5.5, (Temp.:23 °C)
PHOSPHATASE-ASSAY-PUFFER Il (FUR P-NPP UND PHOSPHOTYROSIN) [ZHAO ET AL., 1993]:
25 mM Na-Acetat, 20 % Glycerol, 1 mM Dithiothreitol, 1 mM EDTA, pH 5, (Temp.: 22 °C)

PHOSPHATASE-ASSAY-PUFFER 111 (FUR RCM-LYSOZYM, MYELIN BASIC PROTEIN MBP) [ZHAO
ET AL., 1993]:

25 mM Imidazol-HCI, 1 mM EDTA, 1mM Dithiothreitol, Img/ml BSA, pH 7, (Temp.: 30 °C)

54



MATERIAL UND METHODEN

GRANULOZYTENMEMBRAN-PRAPARATION

Die Granulozyten wurden aus 500 ml Buffy-Coats normaler Blutspender gewonnen,
bearbeitet wurden im Normalfall acht Buffy-Coats gleichzeitig. Getrennt wurden die unter-
schiedlichen Zellen durch einen Ficoll-Gradienten (d=1,077 g / cm?’, Pharmacia): 30 ml Buffy-
Coat wurden vorsichtig mit 15 ml Ficoll in einem 50 ml Falcon-Gefal Uberschichtet und 30
min bei 1500 U/min im Swing-Out-Rotor bei 4 °C zentrifugiert.

Die Abbildung 16 zeigt die Auftrennung der Blutzellen im Ficoll-Gradienten.

Plasma

~—Lymphozyten, Thrombozyten
Leukozyten (Granulozyten)

Erythrozyten

Abbildung 16: Auftrennung der Blutzellen im Ficoll-Gradienten

Danach wurde der Uberstand, bestehend aus Lymphozyten und Plasma, abgehoben und ver-
worfen. Das Sediment, das nun hauptséachlich Erythrozyten und Granulozyten enthielt, wurde
mit Lyse-Puffer (150 mM Ammoniumchlorid, 10 mM Kaliumhydrogencarbonat, 0,1 mM
EDTA) resuspendiert und etwa 5 min inkubiert, dann wie oben fur 20 min zentrifugiert. Die
Uberstinde wurden dekantiert und der Arbeitsschritt wiederholt, um eine moglichst
quantitative Lyse der Erythrozyten zu erreichen.

Die Pellets entsprachen der Granulozytenfraktion und wurden nun dreimal in PBS gewaschen
(jeweils mit 20 ml PBS iiberschichtet und bei 15 min wie oben zentrifugiert), der Uberstand
abgenommen und wiederum mit 10 ml PBS resuspendiert.

Nach diesem Arbeitsschritt wurde die Zellzahl und Qualitat bestimmt, die tblicherweise bei
1-2 x10° Zellen/ Buffy-Coat mit einem Granulozytenanteil von 99 % lag.
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Nun wurden jeweils 10 ml zweifach Extraktionspuffer (2 % Triton, 10 mM Benzamidin,
20 mM EDTA, 200 mM 6-Aminohexansdure, 4 mM PMSF) zugegeben und Gber Nacht bei

4 °C auf einem Uberkopfschittler inkubiert und folgend die Zelltrimmer fiir 1 h mit 2600 xg
bei 4 °C abzentrifugiert. Die so gewonnenen Granulozytenextrakte (Uberstand) wurden mit

Proteaseinhibitoren-Puffer (10 ml: 7,83 mg Benzamidin, 38 mg EDTA, 132 mg 6-Amino-
hexansaure,

200 pl PMSF frisch zugesetzt aus 100 mM Stammldsung, in PBS) versetzt und bei =70 °C
gelagert. Nach dem Auftauen muf3ten die Extrakte nochmals fir 30 min mit 9000 U/min bei

4 °C zentrifugiert werden, da wahrend des Einfrierens nochmals Material ausfiel.

ISOLIERUNG CGM1Acyr-ASSOZIIERTER PROTEINE

Immuno-Affinitdtschromatographische Detektion

Das Gewinnen assoziierter Proteine in gréRerem Mal3stab erfolgte tber eine affinitétschro-

matographische Methode.

F P 1
Ser/Tvr

I R ET covie.

Abbildung 17: Prinzip der Untersuchung

Dazu wurde, wie in Abbildung 17 gezeigt, die rekombinant hergestellte, aufgereinigte Domaéne

an Ni-NTA gebunden. Daneben wurden die unterschiedlichen Phosphorylierungszustande der
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Domane an die Matrix gebunden, d.h. zum einen Tyr-phosphorylierte und zum anderen Ser-
/Thr-phosphorylierte Doméne.

Die Granulozytenextrakte wurden wie oben beschrieben tber einen Ficoll-Gradienten
gewonnen. Zum Teil wurde vorgereinigtes Granulozytenextrakt verwendet, diese Serie ist mit
B gekennzeichnet. Die S&ulen, bei denen unaufbereitete Extrakte zum Einsatz kamen, mit
SAY

Bei den Proben ,, Tyr-P* bzw. ,,Ser/Thr-P* handelt es sich um zuvor aufgereinigte phosphory-
lierte zytoplasmatische Domadne. Phosphoryliert wurde mit Src bzw. mit PKC uber Nacht
gemal den oben stehenden Protokollen.

Als Saulen wurden Ni-NTA-Spin-Columns verwendet, die mit max. 500 pl beladen und fur

jeweils 2 min bei 2000 U/min zentrifugiert wurden. Die Tabelle 18 gibt das Prozedere wieder.

Die Experimente wurden bei 4 °C im Kuhlraum ausgefthrt.

Tabelle 18: Arbeitsschema zur Isolierung CGM1a,, — assoziierter Proteine

Kontrolle Unphosphorylierte Tyr-phosphorylierte | Ser/Thr-
Doméne Domane phosphorylierte
Domane
Arbeitsschritt Saule 1 Saule 2 Saule 3 Saule 4 Saule 5 Saule 6 Saule 7 Saule 8
A B A B A B A B
Aquilibrieren zweimal | zweimal | zweimal |zweimal |zweimal |[zweimal |zweimal |zweimal
mit 0,5ml 0,5ml 0,5ml 0,5mil 0,5ml 0,5ml 0,5ml 0,5ml
Aquilibrierungs-
puffer
priméare 200 pl 200 pl 300 pl 300 pl 200 pl 200 pl 800 pl 800 pl
Bindung Granulo- | Granulo- | zytopl. zytopl. Tyr-P Tyr-P Ser/Thr- | Ser/Thr-
(dreimal Gber zytenex- | zytenex- | Domédne | Doméne | zytopl. zytopl. P P
die Saule) trakt trakt Domane |Domaine | zytopl. zytopl.
(vorge- Domane | Domane
reinigt)
Bezeichnung DL1S1 |DL1S2 |DL1S3 (DL1S4 |DL1S5 |DL1S6 |DL1S7 |DL1S8
Sekundére 200 pl 300 pl 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl
Bindung Granulo- | Granulo- | Granulo- | Granulo- | Granulo- | Granulo-
(zweimal Uber zytenex- | zytenex- | zytenex- |zytenex- | zytenex- [ zytenex-
die Saule) trakt trakt trakt trakt trakt trakt
(vorge- (vorge- (vorge-
reinigt) reinigt) reinigt)
Bezeichnung DL2S1 DL2 S2
Waschen mit zweimal | zweimal | zweimal |zweimal |zweimal |zweimal |zweimal |zweimal
Waschpuffer 2x0,5ml | 2x05ml [2x0,5ml |2x0,5ml | 2x05ml [2x0,5ml | 2x0,5ml | 2x 0,5 ml
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Bezeichnung W1S1 W1 52 W1S3 W1 S4 W1 S5 W1 56 W1 S7 W1 S8
W2 S1 W2 52 W2 S3 W2 S4 W2 S5 W2 56 W2 S7 W2 S8

Elution mit zweimal | zweimal | zweimal |zweimal |zweimal |[zweimal |zweimal |zweimal
Elutionspufferl [2x05ml |2x0,5ml |2x05ml [2x05ml |2x0,5ml [2x0,5ml | 2x0,5ml | 2x 0,5 ml
Bezeichnung E1S1 E1S2 E1S3 E1S4 E1S5 E1S6 E1S7 E1S8
E2S1 E2 S2 E2S3 E2 sS4 E2S5 E2 S6 E2S7 E2 S8
Elution mit dreimal dreimal dreimal | dreimal dreimal dreimal dreimal | dreimal
Elutionspuffer2 [2x0,5ml | 2x0,5ml | 2x0,5ml [2x0,5ml | 2x0,5ml [2x0,5ml [ 2x0,5ml | 2x 0,5 ml
Bezeichnung E3S1 E3S2 E3 S3 E3 sS4 E3S5 E3 S6 E3S7 E3 S8
E4S1 E4 S2 E4 S3 E4 S4 E4 S5 E4 S6 E4 S7 E4 S8
E5S1 E5 S2 E5 S3 E5 S4 E5S5 E5 S6 E5 S7 E5 S8

Stripping viermal viermal viermal viermal viermal viermal viermal viermal
2x05ml | 2x0,5ml [ 2x0,5ml |2x0,5ml [2x0,5ml |2x05ml |2x0,5ml | 2x 0,5 ml
Bezeichnung E6 S1 E6 S2 E6 S3 E6 S4 E6 S5 E6 S6 E6 S7 E6 S8
E7S1 E7 S2 E7 S3 E7 S4 E7S5 E7 S6 E7S7 E7 S8

E8 S1 E8 S2 E8 S3 E8 S4 E8 S5 E8 S6 E8 S7 E8 S8

AnschlieRend wurden die Proben bei —20 °C eingefroren und mit SDS-PAGE untersucht.

Puffer:
AQUILIBRIERUNGSPUFFER;
0,02 M NazHPOg4, 1 M NaCl, pH 8,

WASCHPUFFER:
0,02 M NazHPOg4, 1 M NaCl, pH 7,2

ELUTIONSPUFFER 1.
0,02 M NazHPOg4, 1 M NH4CI, pH 7,2

ELUTIONSPUFFER 2:

0,02 M NazHPOg4, 0,5 M NaCl, pH 3,5
STRIP-PUFFER:
0,02 M NazHPOq4, 0,05 M EDTA, 0,5 M NaCl, pH 7,2
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HERSTELLUNG EINES MONOKLONALEN ANTIKORPERS GEGEN CGM1Acyr

Die Herstellung wurde in Zusammenarbeit mit der Firma Eurogentec realisiert. Daftir waren
zunachst 1500 g aufgereinigte zytoplasmatische Domane notwendig. Um mdglichst geringe
Kreuzreaktivitdten zu erzeugen, wurde hochreines CGM1a,,, (Uber 95%ige Reinheit) verwen-
det.

Die Herstellung erfolgte dann in vier Abschnitten:

1. Die Immunisierung

2. Die Fusion

3. Das Screening und die Aufzucht von Hybridomazellen

4

Das Klonieren und die Subtypenbestimmung

Immunisierung

Obwohl es sich bei CGM1a,,, um ein Heteroantigen fur die Maus handelt, war die Immuno-
genitét der zytoplasmatischen Domadne als gering einzuschétzen, da sie zum einen ein
|6sliches, monomeres Antigen ohne Bindungsaffinitaten zu zelluldren Komponenten des
Empféngerorganismus und zum anderen ein Peptid unter 10 kD war.

Deshalb wurde in Absprache mit der Firma Eurogentec zur Verstarkung der Immunantwort
Freunds komplettes bzw. inkomplettes Adjuvans verwendet. Freunds Adjuvans wirkt depot-
bildend (Mineral®l) und stimuliert B-und T-Zellen sowie Makrophagen (inaktivierte Myko-
bakterien). Es wurden vier Mduse mit jeweils 50 pg pro Injektion nach dem untenstehenden
Schema (siehe Tabelle 19) immunisiert. Dabei wurden 100 ul Antigen (CGM1a,,,) und 100 pl
Freunds Adjuvans emulgiert und anschlieBend intraperitoneal gespritzt. Die erste Immunisie-
rung erfolgte mit vollstandigem Freunds Adjuvans (CFA) und die weiteren mit inkomplettem
(IFA), die letzte Immunisierung vor der Fusion wurde génzlich ohne Freunds Adjuvans ausge-
fahrt (20 ug CGM1a,, in PBS und 200 pl/ Maus). Die Blutentnahmen erfolgten aus dem

Schwanz, wobei etwa 25 pl Serum pro Abnahme gewonnen wurden.

Tabelle 19: Schema zur Immunisierung der Méuse

Tag 0 14 21 35 42 56 Fusion Fusion
(-4 Tage)

Injektion | Antigen Antigen Antigen Antigen

Blut- Vor der Serum Serum Serum Serum

entnahme | Immuni-

sierung
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UBERPRUFUNG DER SERUM-TITER DER MAUSE

Die Immunisierung der vier Mause wurde mittels ELISA tberprift. Dabei wurde mit 1 g
CGM1a,,, / ml Carbonat-Puffer und 50ul / Well 1 h bei 37 °C beschichtet, dann mit 200 pl
PBS /Well dreimal gewaschen. Nun wurde mit 200 ml / Well Saturationspuffer fiir 30 min bei
37 °C abgesittigt, dann wiederum dreimal mit PBS gewaschen und 50 pl Serum in einer Ver-
dinnung von 1/1000 und weiteren Verdinnungsschritten (x 1/2) in Saturationspuffer fir 1 h
bei 37 °C inkubiert. Anschlielend wurde mit PBS-Tween viermal mit 200 pl /Well gewaschen,
einmal mit 200 pl /Well &quilibriert und der POD-konjugierte Zweitantikrper (Boehringer
ret. 1047523) in einer Verdlinnung von 1/667 in Saturations-Puffer mit jeweils 50 pl / Well
zugesetzt und fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Dann erfolgte die Entwicklung mit 100 pl TMB-
Citrat in dH,O 7/ Well fir 1-10 min bei Raumtemperatur. Folgend wurde die Reaktion mit 100
ul / Well 1 M H,PO,— L6sung gestoppt und die Absorption bei 450 nm gemessen.

Puffer:
PBS-TWEEN:

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

CARBONAT-PUFFER:

1,68¢g NaHCO3 /7 100 ml dH20 (A), 2,12g Na2CO3/100 ml dH20 (B), Mischen von 74 ml A und 26
ml B, pH 9,4-9,7

SATURATIONSPUFFER:
1:1 HC in PBS-Tween
HC (CASEIN HYDROLYSAT):

25 pg Casein Hammersten in 800 ml 0,3 m NaOH fur 16 h bei 37 °C gerihrt, pH 7: 17 ml HCI conc.
+ 800 ml HC mit dH.0 auf 1 | gebracht, 1g Thimerosal zugesetzt

REVELATION-PUFFER:

0,5 ml TMB, 9,5 ml Citrat-Puffer+H20;

CITRAT-PUFFER:

50 mM, pH 4,25, 14,7 g Trinatrium Citrat, 9,69 Citronensdure, auf 1000 ml mit dH20

CITRAT / H202
1,66 ml H202 30 %, 1000 ml dH20

TMB:
40 mg TMB, 9,9 ml dHz0, 100 pl HCI conc.
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Fusion

Die Fusion erfolgte unter Verwendung von PEG 1500 (Boehringer Mannheim) nach dem ent-
sprechenden Protokoll, die Ausfuhrung erfolgte durch die Firma Eurogentec.

Dabei wurden zunéchst etwa 10° Zellen der préparierten Milz der Maus mit etwa 2 x 10’
Myelomzellen in Kulturmedium suspendiert.

Dann wurden die Zellen fiir 5 min bei 200-400 x g abzentrifugiert und der Uberstand mit
einer Pasteurpipette mdglichst vollstdndig abgesaugt. Das Pellet wurde dann durch
vorsichtiges Klopfen aufgebrochen. Darauf wurde das R6hrchen in ein 37 °C warmes
Wasserbad tberfiihrt und dort wéhrend der Fusion belassen. Nun wurde tber einen Zeitraum
von 1 min mit einer 1 ml Pipette PEG 1500, das zuvor auf 37 °C erwdrmt wurde, auf das
Pellet gegeben. Dabei wurde standig mit der Pipettenspitze umgerihrt.

Die Zellen wurden nun in 50 %igem PEG 1500 fiir 1-2 min weitergerthrt. Anschlie3end
wurde Uber einen Zeitraum von 1 min 1 ml Medium, das zuvor auf 37°C vorgewéarmt wurde,
zur Fusionsmischung zugegeben und dabei stdndig weitergerihrt.

Nochmalige Zugabe von 3 ml vorgewarmtem Medium tber etwa 3 min, dann wurden lang-
sam unter stdndigem Rihren weitere 10 ml vorgewéarmtes Medium zugegeben. Das Gemisch
wurde nun fiir 5 min inkubiert und die Zellen abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und
das Pellet in Selektionsmedium vorsichtig resuspendiert. AbschlieBend wurden die Zellen

ausgesét.

Puffer:

KULTURMEDIUM

RPMI 1640 (Biowhitaker), 10 % FCS (Biowhitaker, Lot 6SB008), 1 % Glutamin, 1 % Pyruvat-
Natrium, 0,1 % Mercaptoethanol, 1 % NEAA, HAT HT (Boehringer Mannheim)

PEG 1500

Polyethylenglycol, fertig bezogen von Boehringer Mannheim
SELEKTIONSMEDIUM

Identisch wie Kulturmedium
MYELOMZELLEN

SP20Ag14
Die oben beschriebenen Phasen erfolgten in Abstimmung mit der Firma Eurogentec, die
letzten beiden Phasen, das Screening und die Vermehrung der Hybridomazellen, sowie die
Klonierung und Subtypenbestimmung wurden vollstandig von der Firma Eurogentec

ausgefihrt.
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ELISA

Die Untersuchungen waren als Festphasen-Assays in 96-Well-Mikrotiterplatten angelegt.

Die nicht-kovalente Beschichtung (Coating) mit dem Antigen oder Antikorper erfolgte in

100 pl / Well Beschichtungspuffer Gber Nacht bei Raumtemperatur. Die folgenden

Inkubationen wurden am ELISA-Inkubator bei 25 °C und leichter Rotation durchgefiihrt, die

Waschschritte am ELISA-Washer mit jeweils 300 pl pro Waschschritt. Am néchsten Tag

wurde der Beschichtungspuffer dekantiert und die noch freien Valenzen mit 200 pl / Well

Blockierungsldsung fur 2 h bei Raumtemperatur abgedeckt. Danach erfolgte die Inkubation

mit 100 pl /7 Well der zu untersuchenden Probe. Nach dem Dekantieren der Probenldsung

wurde dreimal mit jeweils 300 pl PBS gewaschen. Der Detektions-Antikdrper (2.-Ab) wurde
1:2000 in 1% BSA / PBS verdinnt und 100 pl davon in jedes Well pipettiert. Im Anschluf3 an
die Bindung (2 h auf dem ELISA-Inkubator) wurde dreimal mit Citrat-Puffer gewaschen.
Dann folgte die POD-Reaktion mit 100 pl /Well OPD-Substrat-Puffer, und nach 20 min

Inkubation wurde die Absorption am ELISA-Reader bei 492 nm gemessen.

Tabelle 20: ELISA — Schema zur Kontrolle der Hybridoma-Ubersténde

Schritt CGM Positiv 1 Positiv 2 Kein Kein CGM Kein CGM +
Hybridoma- Kein
Uberstand Hybridoma-
Uberstand

Beschichtung | 100 pl 100 ul PBS 100 pl PBS PBS

Ubernacht, CGM1lacyt Hybridoma- CGM1lacyt

RT Uberstand

Blockierung | 200 pl 200 pl 100 pl 200 pl 200 pl 200 pl

2h, RT Blocking- Blocking- Hybridoma- | Blocking- Blocking- Blocking-
Puffer Puffer Uberstand Puffer Puffer Puffer

1.-Ab- 100 pl 200 pl 200 pl 200 pl 100 pl 200 pl

Bindung Hybridoma- | Blocking- Blocking- Blocking- Hybridoma- | Blocking-

Hybridoma- | Uberstand Puffer Puffer Puffer Uberstand Puffer

Uberstand

2h,RT

1. Waschung | 300 ul PBS 300 pl PBS 300 pl PBS 300 pl PBS 30 Oul PBS 300 pl PBS

dreimal PBS

2.-Ab- 100 pl 100 ul 100 pl 100 pl 100u | 100 pl

Bindung

Anti-mouse-

FC-POD,

2h,RT
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2. Waschung
dreimal
Citrat-Puffer

300 pl Citrat-

Puffer

300 pl Citrat-
Puffer

300 pl Citrat-

Puffer

300 pl Citrat
Puffer

300 pl Citrat-
Puffer

300 pl Citrat-
Puffer

POD-

100 pyl OPD

100 ul OPD

100 pyl OPD

100 pl OPD

100 pl OPD

100 pl OPD

Reaktion mit
OPD Substrat

20 min

Puffer:

BLOCKIERUNGSPUFFER

5% Boehringer Blocking Reagent in PBS
CITRAT-PUFFER:

50 mM Citrat, pH 4,25

OPD-SUBSTRAT-PUFFER;
1Tbl- OPD, 12.5 ml Citrat-Puffer, 5 ul H20O>

Ansetzen unter Lichtabschlu

UMPUFFERUNG: DIALYSE, ULTRAFILTRATION

Die Dialysen wurden bei 4 °C (im Kihlraum) tber 24 h gegen 3,5 | der gew(linschten Vorlage
unter standigem Rihren durchgefuhrt. Die Vorlage wurde normalerweise zwei- bis viermal
gewechselt.

Zum Umpuffern kleiner Mengen wurde mit Centricon-, Centriprep- und Milipore-Ultra-
zentrifugationseinheiten zentrifugiert.

Die Zentrifugationsbedingungen wurden den Herstellerangaben entsprechend gewahlt,

grundsatzlich wurde in der Kuihlzentrifuge bei 4 °C gearbeitet.

PROTEINAUFKONZENTRATION: ULTRAFILTRATION, VAKUUMVERDAMPFER

Die Proteinaufkonzentration wurde ebenfalls mit Centricon-, Centriprep und Milipore-Ultra-
zentrifugationseinheiten wie oben ausgefuhrt. Bei groReren VVolumina wurden die Einheiten
bis zu viermal nacheinander befllt und ggf. Gber Nacht zentrifugiert.

Als Alternative fir kleinste Volumina (bis 1 ml) und temperaturstabile Proben wurde eine
Speed-Vac mit Kihlfalle benutzt.
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MOLEKULARBIOLOGISCHE ARBEITSMETHODEN

NORTHERN-BLOT

Verwendet wurden MTN-Blots (Multiple Tissue Northern Blot) der Firma Clontech. Dabeli
handelte es sich um modifizierte Nilon-Membranen, auf die Poly-A™-RNA aus verschiedenen
humanen Geweben mit einem denaturierenden Formaldehyd-Agarose-Gel transferiert
wurden. Jede Lane enthielt 2 pg aufgereinigte Poly-A*-RNA. Die Hybridisierungslésung
wurde auf 50 °C erwérmt, um das SDS zu lésen, und der Blot damit fiir 4 h bei 42 °C
prahybridisiert. Dann wurde mit 12 ml der radioaktiv markierten DNA-Sonde (als Sonde
diente das CGM1a,,-PCR-Produkt , Konzentration: 2x10° cpm/ml) bei 42 °C tber Nacht im
Ofen unter Rotation hybridisiert. AnschlieRend wurde der Blot bei Raumtemperatur mehrere
Male mit Waschlésung 1 gespult und fir dreimal 10 min mit der Waschlésung im

Hybridisierofen gewaschen. Folgend wurde der Blot mit Waschlosung 2 fur zweimal 20 min
im Ofen bei 50 °C gewaschen, die Lésung abgegossen und der Blot sofort in Folie
eingeschweif3t. Abschlielend wurde der Blot zur Autoradiographie in eine Filmkassette gelegt

und bei -70°C Uber Nacht exponiert.

Puffer:

HYBRIDISIERUNGSLOSUNG:
5 x SSPE, 10 x Denhardts Ldsung, 100 pg/ml Lachsspermien DNA, 50 % Formamid, 2 % SDS,

lagerbar fiir 2 Wochen bei 4 °C

20 X SSPE:
3 M NaCl, 0,2 M NaH,PO4-H>0, 0,02 M Na:EDTA, auf pH 7,4 mit 10 N NaOH, bei RT lagerbar

20 X SSC:
3 M NaCl, 0,3 M NasCitrat-2H,0, auf pH 7 mit 1 M HCI, bei RT lagerbar

50 X DENHARDTS LOSUNG:
5 g Ficoll, 5 g Polyvinylpyrolidon, 5 g BSA, mit dH20 auf 500 ml bringen, bei -20 °C lagerbar

WASCHLOSUNG 1:
2 x SSC, 0,05 % SDS, bei RT lagerbar

WASCHLOSUNG 2
0,1 x SSC, 0,1 % SDS, bei RT lagerbar

WASCHLOSUNG 3:
2 x SSC, 0,1 % SDS, bei RT lagerbar
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ERGEBNISSE

HERSTELLUNG UND AUFREINIGUNG VON CGM1Acyr

Die Sequenzanalyse mit dem im Internet zur Verfligung stehenden Programm Expasy lieferte
eine potentielle Lange der zytoplasmatischen Doméne von 76 Aminosuren. Aus dieser

Analyse ergaben sich folgende Daten flir CGM1a,,,.

Tabelle 21: Aminos&urenkomposition der zytoplasmatischen Domane

Aminosaure Anzahl Aminosédureanteil in %
Ala (A) 10 132
Arg (R) 5 6,6
Asn (N) 2 2,6
Asp (D) 3 3,9
Cys (C) 1 13
GIn (Q) 5 6,6
Glu (E) 4 53
Gly (G) 3 39
His (H) 3 39
lle (1) 3 39
Leu (L) 6 79
Lys (K) 4 53
Met (M) 2 2,6
Phe (F) 1 13
Pro (P) 7 9,2
Ser (S) 10 13,2
Thr (T) 4 53
Trp (W) 0 0
Tyr (Y) 2 2,6
Val (V) 1 13

Damit errechnet sich das Molekulargewicht der Doméne auf 8247,2 Dalton.

Der theoretische pl liegt bei 8,99. Die abgeschatzte Halbwertszeit der zytoplasmatischen
Domane liegt bei 4,4 h in Retikulozyten, bei etwa 20 h in Hefe und bei etwa 10 h in E. coli.

Der Instabilitatsindex wurde auf 49,17 geschétzt, was das Protein als instabil klassifizierte.
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EXPRESSION VON CGMI1Acvr IN E. CcOLI

Um die Expression mdglichst zeitsparend zu gestalten, wurde das von Qiagen vorgeschlagene
Protokoll (Large Scale Culture) auf 6 | Kulturansatze erweitert. Als sinnvoll erwies sich hier die
Benutzung von vier 2 | Schikane-Kolben, da ansonsten die Kulturen aufgrund des Sauerstoff-

mangels nur maiig wuchsen (siehe Abbildung 18).

1,2

1,0 / —— Mit
0,3 Schikanen
Ohne

0,6
0.4 / Schikanen

02 w4

Absorption bei 600 nm

Abbildung 18: Wachstumskurve der CGM1a,-transformierten E. coli

Nach der Expression wurden die Bakterien abzentrifugiert und das Feuchtgewicht bestimmt.
Im Schnitt ergaben sich etwa 2,5 g Zellpellet pro Liter Kulturansatz.

Die Untersuchung auf die Expressionsart des Proteins ergab durch Abschatzung auf SDS-
PAGE eine deutlich hohere Konzentration im zytoplasmatischen Anteil als im periplasmati-

schen. Danach richteten sich die verwendeten Lysemethoden.

LYSEMETHODEN

Die Art der Lyse der Bakterien spielte insbesondere in Bezug auf Ausbeute und Aufreinigung
eine Rolle.
Deshalb wurden hier vier verschiedene Methoden miteinander verglichen. Jeweils 750 ml

Pellets, das entsprach in diesem Falle 1.7 g Feuchtgewicht, wurden lysiert.
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Die unterschiedliche Qualitat der Lysate wurde optisch (siehe Tabelle 22) und mittels SDS-
PAGE untersucht (Abbildung 19).

Tabelle 22: Makroskopische Begutachtung der Lysate

Optische Beschaffenheit | Viskositat Zunehmende Férbung
Natriumborat Fast wassrig, klar Nicht viskds Wenig
Temperatur Hellgelb, klar Wenig viskds l
Harnstoff Mittelgelb, klar Nicht viskds
Ultraschall dunkelgelb, wenig triibe viskds Stark

Ein &hnlich unterschiedliches Bild ergab sich bei der folgenden SDS-PAGE Analyse.

Urea

Temperatur

Martrimmborat  Ulraschall

kD
-3

-20,4/19,7

- 16,9
- 14,4
- 8,1

Abbildung 19: Vergleich der Lysate fiir rekombinant hergestelltes CGM1a,, (Abkurzungen: LR: Low-
Range-Standard, Urea: Harnstoff)

Die schlechte Auftrennung der Ultraschall-Lysate war auch bei der spateren Aufreinigung zu

bemerken, mit diesen Lysaten lieR sich keine ausreichende Aufreinigung erzielen.

Dies liel3 die Entscheidung klar zugunsten der Temperaturlyse ausfallen, denn hier schien zum

einen die absolute Konzentration der zytoplasmatischen Doméne am hdchsten, zum anderen

aber auch der Anteil ,,verunreinigender* Proteine geringer zu sein.
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AUFREINIGUNG

Die Isolierung des rekombinant hergestellten Proteins war nach Routineprotokollen nur unge-
niigend maoglich, insbesondere das Standardvorgehen nach dem Protokoll der Firma Qiagen
lieferte nur maRige Aufreinigungsergebnisse (Abbildung 20).

Wasch-

fraktion Elutionsfraktionen LR

CGMla,_,

Abbildung 20: Ausgangspunkt der Aufreinigung (Spin Columns mit Imidazolgradient), 17,5%-SDS-
PAGE (Abkirzungen: LR: Low-Range-Standard)

Die Abbildung 20 zeigt, dal? die Menge der verunreinigenden Proteine bei diesem Verfahren
noch ganz erheblich war. Die Banden in Hohe von etwa 8 kD (siehe Pfeil) entsprachen der
rekombinant hergestellten zytoplasmatischen Doméne von CGM1a.

Vergleich der Aufreinigungsmethoden

Entsprechend den im Methodenteil angegebenen Protokollen wurden die verschiedenen
Formen der Aufreinigung miteinander verglichen. Im folgenden werden die Chromatogramme
in Zusammenhang mit der SDS-PAGE-Analyse der Elutionsfraktionen gezeigt.
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ELUTION MIT IMIDAZOL
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Abbildung 21: Chromatogramm der Imidazol Elution, S&ulenmaterial: EMD
Elutionsfraktionen
Lysat 3 6 2023 26 61 62 71 73 78 79 9% LR
o v ! o |
l :
-31
-20,4/19,7
B 169
-14,4
-8,1

Abbildung 22: Silberfarbung der Elutionsfraktionen, 17,5%-SDS-PAGE

Im Chromatogramm zeigten sich funf Anstiege der Absorption, der erste (20-26) enthielt, wie

in der SDS-PAGE zu sehen, kaum Banden in Hohe von 8 kD (Gewicht von CGMl1a,,). Der
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zweite (61-62) hatte eine nur geringe Konzentration, die auf dem Gel nicht detektierbar war.

Der dritte Anstieg (71-73) enthielt zytoplasmatische Doméne, es fanden sich aber daruber

noch weitere verunreinigende Banden, der vierte enthielt wiederum nur geringe Konzentratio-
nen und im funften (96) zeigte sich nochmals CGM1a,,,.

EEE B
SEsssc =
S == (e = S P
Hoe Ss=s=352

Abbildung 23: Chromatogramm der Imidazol Elution, Saulenmaterial: Ni-NTA

Elutionsfraktionen

Lysat  Uber- 30 35 40 45 50 55 LR
_atamnicl
B ¥ l‘l’D
. |
L34 18.7
'-"-: 160
E s 14,4
= -4,
—— ‘

Abbildung 24: Silberfarbung der Elutionsfraktionen, 17,5%-SDS-PAGE

Bei der Verwendung von Ni-NTA zeigte sich ein einzelner starker Konzentrationsanstieg im
Chromatogramm (30-55), der in der SDS-PAGE deutliche Banden in Héhe von 8 kD liefert.
Es fanden sich aber in Hohe von etwa 20 kD verunreinigende Banden.
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DENATURIERENDE ELUTION MIT HARNSTOFF

- g g - - g -
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Abbildung 25: : Chromatogramm der Harnstoff-Elution, S&ulenmaterial: EMD

Elutionsfraktionen

Lysat UPe™ 4 5 15 16 24 LR
stand

T e T i

kD
-3
-20,4,/19,7

16,9

14,4
-8,1

Abbildung 26: Silberfarbung der Elutionsfraktionen, 17,5%-SDS-PAGE

Bei der Elution mit Harnstoff und Verwendung von EMD zeigten sich im Chromatogramm
drei gréRere Konzentrationsanstiege. In der SDS-PAGE fand sich in dem ersten Anstieg (15)
CGM1a,,.. Es fanden sich aber dariiber noch verunreinigende Banden in geringer Konzentra-
tion. Der zweite Anstieg (16) enthielt ebenfalls CGM1a,,, aber in hoher Konzentration eine

weitere Bande in H6he von 14 kD.
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Abbildung 27: Chromatogramm der Harnstoff-Elution, Sdulenmaterial: Ni-NTA

Uber- Elutionsfraktionen
stand
Lysat | W1 5 53 54 55 56 57 58 50 60 - LR

kD

31
-20,4 /19,7

-16,9
14,4

N

— — “311

Abbildung 28: Silberféarbung der Elutionsfraktionen, 17,5%-SDS-PAGE

Bei der Elution mit Harnstoff und Verwendung von Ni-NTA fand sich im Chromatogramm
ein breitbasiger Anstieg (53-60), der auf dem Gel CGM1a,,, ohne weitere verunreinigende
Proteine enthielt. Allerdings war die Konzentration der zytoplasmatischen Doméne relativ
gering.
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ELUTION DURCH PH-GRADIENT

Tacemaizy |AH)
#@olvent (§]
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Abbildung 29: Chromatogramm der pH-Gradient-Elution, Sdulenmaterial: EMD

Elutionsfraktionen

Uber-
Lysat stand 10 15 20 29 30 31 78 LR

\ kD
-31

_2014;’ lg,?

-16,9
-14,4

8,1

Abbildung 30: Silberfarbung der Elutionsfraktionen 17,5%-SDS-PAGE

Das Chromatogramm der Elution mit einem pH-Gradienten unter Verwendung von EMD
zeigte zwei Anstiege. Den ersten noch vor Beginn des Gradienten (10-20) und den zweiten
direkt nach Beginn der Elution (29-31). In der SDS-PAGE lieR sich in beiden Anstiegen keine

Aufreinigung der Domaéne erkennen.
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Abbildung 31: Chromatogramm der pH-Gradient-Elution, Sdulenmaterial: Ni-NTA

Elutionsfraktionen
Lysat 1 4 50 51 52 53 5’4 LR

— Siag

-3

-20,4

-16,5
o~

Abbildung 32: Silberfarbung der Elutionsfraktionen 17,5%-SDS-PAGE

Bei der Verwendung von Ni-NTA und einer Elution Uber einen pH-Gradienten fand sich im
Chromatogramm ein nur sehr kleiner Anstieg, der aber in der SDS-PAGE nur eine einzelne

Bande in der Hoéhe der zytoplasmatischen Domane lieferte.
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Nach Optimierung der Elution konnte dann das in Abbildung 33 gezeigte Ergebnis erzielt

werden.
[,I.:hl.:r—
stand
Lysat | WI:?'HEhung Peak-Fraktionen LR
P
kD
_— - -31
~_ -20,4/19,7
’ -16,9
-14,4
. -8.1
: = - -6,1
| | }
76 102 90
||f_r“.ll ml
Konzentration

Abbildung 33: Ergebnis der Aufreinigung (Silberfarbung der Elutionsfraktionen, 17,5%-SDS-PAGE)

Es fand sich in der SDS-PAGE eine einzelne Bande in den Peak-Fraktionen in Hohe von

8 kD ohne weitere verunreinigende Proteine. Die Hohe der Bande deckt sich mit dem zuvor
errechneten Gewicht.

Die Konzentrationsbestimmung nach Bradford ergab in den Peak-Fraktionen Konzentratio-
nen von bis zu 100 pg / ml. Die dabei erreichte Reinheit lieR sich anhand der SDS-PAGE auf
uber 95 % schétzen.

HERSTELLUNG EINES MONOKLONALEN ANTIKORPERS GEGEN
CGM1AcyT

Die Herstellung wurde in Zusammenarbeit mit der Firma Eurogentec realisiert. Daflr waren
zunéchst 1500 g aufgereinigte (Uber 95 % Reinheit) zytoplasmatische Domane notwendig.
Dann gliederte sich die Herstellung in vier Phasen:

1. Die Immunisierung

2. Die Fusion

3. Das Screening und die Aufzucht von Hybridomazellen

4

Das Klonieren und die Subtypenbestimmung
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IMMUNISIERUNG

Es wurden vier Mduse nach dem Schema (Tabelle 19, s. S. 59) immunisiert. Dabei wurden
100 pl Antigen (CGM1a,,,) und 100 pl Freunds Adjuvans intraperitoneal gespritzt,
anschliefend wurde am Tag 0, 14, 35 und 56 Blut aus dem Schwanz entnommen, wobei etwa
25 ul Serum pro Abnahme gewonnen wurden.

Anhand dieses Blutes wurde die Immunisierung der vier M&use mittels ELISA tberpriift.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in der Tabelle 23 angegeben.

Tabelle 23: ELISA-Ergebnisse der Kontrolle der Immunisierung (OD 5,)

Verdiinnungen
Maus 1/1000 1/2000 1/4000 1/8000 1/16000 1/32000
Tag 0 BL 34 58 38 38 39 47
T 40 52 40 40 40 48
DJ 40 49 39 41 38 45
cl 41 44 39 40 38 42
Tag 14 BL 87 61 56 48 47 45
T 68 56 45 40 41 41
DJ 40 40 38 37 37 38
cl 147 108 79 56 47 45
Tag 35 BL 437 341 251 179 123 92
T 354 287 210 149 104 75
DJ 255 194 128 88 68 54
cl 390 320 243 186 133 98
Tag 56 BL 488 470 447 366 260 208
TJ 461 423 371 326 240 181
DJ 408 310 248 186 126 85
cl 446 439 380 332 246 171

Den Daten war zu entnehmen, da die Maus ,,BL" die besten Resultate brachte.
Die Fusion erfolgte dann mit Milzzellen der Maus ,,BL* mit Myelomzellen (SP20Ag14), die
entsprechenden Hybridomazellen wurden in Kultur genommen, vermehrt und auf ihre

Bindungsfahigkeit hin untersucht.

SCREENING UND VERMEHRUNG DER HYBRIDOMAZELLEN

Es wurden zwei Klonierungen vorgenommen. Die Untersuchung der ausgewdhlten Klone
ergab im ELISA hinreichend gute Bindungen an CGM1a,,,. Die Tabelle 24 gibt die Ergebnisse

der ersten Klonierung wieder. 4H1 und 5H5 zeigten dabei im ELISA die besten Resultate.
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Tabelle 24: Représentative ELISA-Ergebnisse der ersten Klonierung

Klon

1A1

2D2

4G8

4H1

5H5

1B6

3D4

6F8

Blank

ODssp

0,069

0,148

0,170

0,259

0,210

0,155

0,252

0,363

0,064

Nach diesen Ergebnissen wurde die zweite Klonierung vorgenommen, die Tabelle 25 zeigt die
ELISA-Ergebnisse.

Tabelle 25: Représentative ELISA-Ergebnisse der zweiten Klonierung

Klon

9F5

TS1

11E9

G8G1

TS2

ODs4so

0,135

0,191

0,111

0,187

0,192

Hier finden sich zwei weitere Klone mit relativ guten Bindungen an die zytoplasmatische
Doméne, TS1 und TS2. Im Western-Blot ( Abbildung 34) erwiesen sich dabei einzig TS1, TS2
und am stérksten 4H1 als féhig, die zytoplasmatische Doméne von CGM1a zu binden. Der

Klon 4H1 war leider ein schlechter Produzent, somit wurde TS1 fir die weitere Subklonierung

verwendet.
141 5HS 9F3 1ES
m2
186 TS1 -

N

4G8 D4 4H1 -
o

G81 GF8 TS2

Abbildung 34: Detektion von CGM1a,, im Slot-Blot mit TS1 und anschlieRender

Chemilumineszenzreaktion

KLONIERUNG UND SUBTYPENBESTIMMUNG

Der oben beschriebene Klon TS1 wurde subkloniert und die beiden Subklone TS1a und TS1b

ebenfalls getestet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 26 zusammengefalit.
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Tabelle 26: ELISA-Ergebnisse der Subklone

ODuso (19.12.1997) ODsso (7.01.1998)
Klon TS1 0,168 0,169
Subklon TS1a 0,139 0,110
Subklon TS1b 0,107 0,119
Kontrolle 0,048 0,038

Die Untersuchung auf die Art des exprimierten Antikorpers ergab fur die beiden Subklone,

daf? sie Molekiile des Typs 19G, « produzieren.

NACHWEIS VON CGMIA IN GRANULOZYTEN MIT MAB TS1

Ergdnzend zu den oben beschriebenen Untersuchungen des Expressionsmusters von CGM1a
wurde nun Granulozytenextrakt direkt auf die Expression von CGM1a untersucht. Dazu
wurden die Granulozyten wie im Methodenteil beschrieben aufgearbeitet und anschlieRend
mit SDS-PAGE aufgetrennt. Als Positivkontrolle wurde die rekombinant hergestellte
zytoplasmatische Domadne verwendet. Bei der Negativkontrolle (-) fehlte der erste Antikorper.
Die SDS-PAGE und der folgende Blot ergaben das in Abbildung 35 (s. S. 79) gezeigte Bild.
Der untere Pfeil in Hohe von 8 kD zeigt auf CGM1a,,, das hier als Positivkontrolle diente
und ein deutliches Signal lieferte. Der obere Pfeil zeigt in der Reihe, in der das Granulo-
zytenextrakt aufgetragen wurde, auf eine etwas schwéchere Bande. Das Signal befindet sich in
der HOhe von etwa 30 kD.

In Granulozytenextrakten wurde mit dem Antikdrper nur eine einzige Bande detektiert
(Auftrennungsbereich siehe Gel auf Abbildung 35, S.79).

Die Negativkontrolle ohne spezifischen Antikorper zeigt keine Signale.
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Abbildung 35: Detektion mit TS1 und anschlieRender Chemilumineszenz (Abkulrzungen: LR: Low-Range-
Marker, (-): Negativkontrolle)

Die Bande aus dem Granulozytenextrakt liegt damit in der Hohe, die dem erwarteten Gewicht
des kompletten CGM1a-Molekdils entspricht.

FUNKTIONSUNTERSUCHUNGEN DER ZYTOPLASMATISCHEN
DOMANE

IN VITRO PHOSPHORYLIERUNG DER TYROSIN-RESTE

Die Phosphorylierung wurde unter den im Methodenteil angegebenen Bedingungen ausge-
fuhrt. Die Auswertung des radioaktiven Assays zeigte, da Aktivitaten an die zytoplasmatische
Domane gebunden wurden und sich dabei Laufunterschiede bei der SDS-PAGE-Analytik
ergaben. Zum anderen gelang in dem kalten Assay (Verwendung von nicht-radioaktivem
ATP) entsprechend der Nachweis mit einem spezifischen Antikdrper gegen phosphorylierte

Tyrosin-Reste.
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Abbildung 36: 17,5%-SDS-PAGE mit anschliefender Autoradiographie

Die Abbildung 36 zeigt die Ergebnisse des radioaktiven Assays. Deutlich sieht man hier die
Schwarzung des Filmes in Hohe der zytoplasmatischen Domédne.

Die entsprechenden Kontrollen ohne ATP bzw. ohne Src-Kinase lieferten keine Signale. Die
obere starke Schwarzung bei etwa 60 kD entspricht der Kinase, die unter den Versuchsbe-
dingungen eine Autophosphorylierung erfuhr.

Um zu zeigen, dal? es sich nicht nur um unspezifisch an die Doméne angelagerte Aktivitdten
handelte, wurde der Nachweis mit einem spezifischen Antikérper gegen Phosphotyrosin-
Reste (PY-20) ebenfalls gefiihrt.

Gleichzeitig wurde mit diesem Antikérper der Nachweis Gberprift, ob es sich tatsachlich um

eine Tyrosin-Phosphorylierung handelte.

CGMla_, CGMla,,, CGMla,,,
+ + +
ATP-Labeling-Mix ATP-Labeling-Mix (5]
+ + +
P60~ o ppo0T™
CGM1a_,, @@
coMa_, @ — e

Abbildung 37: 17,5%-SDS-PAGE mit anschlieBendem Blot und immunchemischer Farbung (DAB) mit
Ab PY-20 (anti-Phosphotyrosin-Antikorper)
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Die Abbildung 37 zeigt die Ergebnisse der SDS-PAGE mit anschlieBendem Blot und der
Detektion mit dem anti-Phosphotyrosin-Antikérper PY-20. Hier konnte man die Auftrennung
des Signals in zwei einzelne Banden sehen, was zu der Vermutung flhrte, daB es sich hier um
die einfach- und zweifach-phosphorylierte Doméne handelte. Die angelagerte Aktivitdt wurde
damit als Tyrosin-Phosphorylierung nachgewiesen. Die Kontrollen ohne Src-Kinase bzw.

ATP waren wiederum negativ.

Kinetik der Src-Kinase

Die Untersuchung der Kinetik der Src-Kinase mit CGM1a,, als Substrat war aufgebaut als
Assay, bei dem nach verschiedenen Zeiten Proben aus dem Reaktionsansatz entnommen
wurden. Es wurde wiederum mit kaltem ATP gearbeitet, und der Nachweis erfolgte nach
SDS-PAGE und Blot auf Nitrocellulose mit dem anti-Phosphotyrosin-Antikdrper PY-20.
Zusétzlich wurde ein zweites Gel mit den gleichen Proben beladen und mit Silber geférbt
(Abbildung 38).
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Abbildung 38: Kinetik der Src-Kinase: 17,5% SDS-PAGE mit Silberfarbung (Abkiirzungen: LR: Low-
Range-Standard, (-): Negativkontrolle)

Hier sind drei Banden zu erkennen, wobei sich deutliche Verschiebungen in der Intensitat der
Banden mit zunehmender Zeit ergeben.

Die unterste Bande (Pfeil CGM1a,,,) lauft auf der Hohe der zytoplasmatischen Doméne. Sie
ist nach 3 h nur noch andeutungsweise und nach 12 h gar nicht mehr zu erkennen.

Die Intensitat der mittleren Bande (Pfeil CGM1a,,,-P) nimmt ebenfalls ab, ist nach 12 h aber

noch zu erkennen.
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Gleichzeitig kann man eine Intensitatszunahme der oberen Bande (Pfeil CGM1a,,,-PP)
erkennen.

Die Abbildung 39 zeigt die gleiche SDS-PAGE nun mit anschlieBendem Blot und immun-
chemischer Detektion (PY-20). Es zeigen sich Doppelbanden, wobei die Intensitat der
unteren Bande (Pfeil CGM1a,,,—P) mit zunehmender Zeit zunachst zunimmt und dann nach
12 h wieder abnimmt. Die obere Bande (Pfeil CGM1a.,,—PP) ist bei 0,5 h noch schwach aus-

gepragt und zeigt mit zunehmender Zeit einen kontinuierlichen Intensitatszuwachs.

0,5h 1h 2h Jh 4h 12h

UGP‘{]“C}-pﬁ;:‘F_. yine S .w
CGM1a,,, B e I ———

Abbildung 39: Kinetik der Src-Kinase: 17,5%-SDS-PAGE mit anschlieBendem Blot und immunchemischer
Féarbung (DAB)

Dieses Phdanomen wurde als mit der Zeit zunehmende einfach-Phosphorylierung der zyto-
plasmatischen Domane durch die Src-Kinase interpretiert. Zugleich erfolgte die Umsetzung
der einfach-phosphorylierten Domane durch die Src-Kinase hin zu der zweifach-phosphory-
lierten Form.
Die vollstandige Umsetzung der zytoplasmatischen Domadne war unter den angegebenen Be-
dingungen bereits nach 3 h zu beobachten, bei der Fortsetzung des Experimentes tiber Nacht
konnte man nach 12 h bereits eine quantitative Verschiebung hin zu der zweifach-phosphory-
lierten Form feststellen.
Als Kontrolle diente CGM1a,,, ohne Src-Kinase, das tiber die 12 h mitinkubiert wurde. In der
SDS-PAGE mit anschlieBender Silberfarbung zeigten sich die Laufdifferenzen zwischen den
verschiedenen Zustanden der Doméne.
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Die native Form lauft in H6he von etwa 8 kD, die einfach-phosphorylierte Form findet sich in
der Hohe von etwa 10 kD und die zweifach-phosphorylierte Form etwas oberhalb von 14 kD.
Die unterschiedlichen Phosphorylierungszusténde flihrten zu Verdnderungen im Lauf-
verhalten.

Differentielle Phosphorylierung von CGM1lacyt: durch Tyrosin-Kinasen

Die differentielle Umsetzung durch verschiedene kommerziell erhaltliche Kinasen wurde, um
quantitative Unterschiede feststellen zu kdnnen, in einem Assay mit g-*P-ATP durchgefiihrt,
die Proben mit SDS-PAGE aufgetrennt, und die einzelnen Banden am Phosphoimager aus-
gemessen.

Verwendet wurde eine Auswahl von Tyrosin-Kinasen: Src-Kinase (p60°*), Lyn-Kinase

( p56""), Lek-Kinase (p56*) und Fyn-Kinase.

Diese wurden zundchst unter den fur sie jeweils idealen Bedingungen eingesetzt und an-
schlieBend mit einem Universalpuffer, der den invivo Voraussetzungen naherkommt,
verglichen. Als Substrat diente in beiden Féllen die rekombinant hergestellte und aufgereinigte
zytoplasmatische Domaéne.

Die Abbildung 40 zeigt die Ergebnisse fir den Phosphorylierungsansatz unter
Idealbedingungen.
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Abbildung 40: Links: 17,5%-SDS-PAGE mit Silberfarbung, Rechts: Autoradiographie der
Phosphorylierung unter Idealbedingungen fiir jede Kinase

Der linke Teil der Abbildung 40 entspricht der SDS-PAGE mit anschlieRender Silberfarbung,
und der rechte Teil zeigt die zugehdrige Autoradiographie.

Auf der Autoradiographie kann man bei der Src-Kinase wieder die Doppelbanden erkennen
(die untere Bande entspricht Pfeil CGM1a,,-P und die obere Bande dem Pfeil CGM1a,,,-PP),

83



ERGEBNISSE

das gleiche Bild ergibt sich fir die Fyn-Kinase, bei der Lyn-Kinase ist die obere Bande nur
noch andeutungsweise und bei der Lck-Kinase nicht zu erkennen.

Die Aktivitat der Banden wurde dann am Phosphoimager direkt quantifiziert.

Die Abbildung 41 zeigt die Ergebnisse der Messungen.
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Abbildung 41: Quantifizierung der Banden aus Abbildung 40 am Phosphoimager (Abkiirzungen: PSL.:
Photo Stimulated Luminescence, BG: Background)

Die Banden wurden gegeneinander ausgemessen, indem die ,,Photo Stimulated
Luminescence* (PSL) pro Zeiteinheit bestimmt wurde. Der Hintergrund (Background, BG)
wurde vorher abgezogen.

Dabei zeigte die Fyn-Kinase mit 300 PSL / s in Bezug auf die eingebaute Aktivitét die
hdchsten Werte, gefolgt von der Src-Kinase (188 PSL / s) und dann mit deutlich geringeren
Werten die Lck - (82 PSL / s) und Lyn-Kinase (72 PSL / s).

Bei Verwendung eines Universalpuffers und ansonsten identischen Versuchsbedingungen
ergab sich ein dhnliches Bild.

Links in der Abbildung 42 ist das silbergefarbte Gel, das anschlieend autoradiographiert
(rechter Teil der Abbildung) wurde.

84



ERGEBNISSE

Src I.:.'rl. Lok F:rn |"‘_:-\| LE S rl.:l.“ Lck F:n':l'l L‘:‘:I
kDD

=31

-20,4/19,7
=169
=144

CGMla L}}@ )

l(‘dh P)

“_

-_e . -

Abbildung 42: Links: 17,5%-SDS-PAGE mit Silberfarbung, Rechts: Autoradiographie der
Phosphorylierung mit einem Universalpuffer

In dem silbergefarbten Gel findet sich oberhalb der starken Bande in Hohe von 8 kD (die der
zytoplasmatischen Doméne entspricht) die aus den VVorexperimenten bekannte Doppel-
bandenstruktur. In der zugehorigen Autoradiographie sieht man die unterschiedliche
Intensitéat der Signale. Die Fyn-Kinase lieferte die starksten Signale, gefolgt von der Src-Kinase
und etwa gleich stark die Signale von der Lyn- und Lck-Kinase. Die Abbildung 43 zeigt die
Ergebnisse der korrespondierenden Messung am Phosphoimager.
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Abbildung 43: Quantifizierung der Banden aus Abbildung 42 am Phosphoimager (Abkurzungen: PSL:
Photo Stimulated Luminescence, BG: Background)
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Hier zeigte sich nun deutlich die differentielle Phosphorylierung. Die eingebauten Aktivitdten
lieferten die starksten Signale bei der Phosphorylierung durch die Fyn-Kinase (548 PSL /s ),
dann folgte die Src-Kinase (254 PSL /s ) und wiederum die schwéchsten Signale lieferten die
Lck- und Lyn-Kinase mit 97 und 87 PSL / s.

IN VITRO PHOSPHORYLIERUNG DER SERIN-/ THREONIN-RESTE

Es wurden drei kommerziell erhéltliche Vertreter dieser Kinasenfamilie, die Protein-Kinase C
sowie die Casein-Kinasen I und 11, verwendet. Als Substrat diente wie in den vorangegange-
nen Experimenten die aufgereinigte zytoplasmatische Doméne.

Als Kontrolle diente zum einen ein Negativansatz ohne Kinase, zum anderen wurde zunéchst
die Autophosphorylierung der Kinasen tberprift.

Zur Autophosphorylierung wurden die Kinasen ohne Zusatz eines Substrates mit g-3?P-ATP
inkubiert, die Proben mit SDS-PAGE aufgetrennt und autoradiographiert.

Die Abbildung 44 zeigt die Ergebnisse. Die Pfeile kennzeichnen die Laufhohe der einzelnen

Signale der Kinasen.

PKC CK-1 CE-I1

CK-I——
CEK-II——

Abbildung 44: Kontrolle der Autophosphorylierung der Ser-/ Thr-Kinasen (17,5%-SDS-PAGE und
anschliefende Autoradiographie)

Es zeigt sich in jeder Lane das Eigensignal der Kinasen, das sich bei Inkubation mit g-*?P-ATP
ergab. Bei der Protein-Kinase C finden sich zwei Banden und bei der Casein-Kinase I und 11

finden sich jeweils eine einzelne Bande (siehe Pfeile).
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SE

Mit CGM1a,, als Substrat ergab sich dann folgende Veranderung des ansonsten identisch

aufgebauten Versuchs.

PEC CE-1 CE-11 =

PKC——+

PKC——

CK-I—
CK-1T——

CGM1a_— P

Abbildung 45: Phosphorylierung von CGM1a,, mit Ser-/Thr-Kinasen (17,5%-SDS-PAGE und
anschliefende Autoradiographie)

In der Abbildung 45 sieht man ein Signal oberhalb von 8 kD, das als Ser- /Thr-phosphory-

liertes CGM1a,,, interpretiert wurde (unterer Pfeil), ansonsten sind analog zu der voran-

gegangenen Kontrolle (Abbildung 44) die Eigensignale der autophosphorylierten Kinasen zu

erkennen.

Der Negativansatz sowie die Kontrolle der Autophosphorylierung zeigten die Bande oberhalb

von 8 kD nicht.

Des weiteren konnte man einen Unterschied in dem Grad der Phosphorylierung erkennen:
Die PKC lieferte das starkste Signal, die CK-1 konnte ebenfalls Aktivitdten an die Doméne
binden, bei der CK-11 war hingegen kein Signal detektierbar.

AUFREINIGUNG VON TYROSIN-PHOSPHORYLIERTEM CGM1Acyr

Fir weitere Untersuchungen der phosphorylierten Domdne war es notwendig, die phospho-
rylierte von der unphosphorylierten Form zu trennen. Dies geschah durch eine Immuno-
affinitatschromatographie. Die zunéchst mit Src-Kinase und g-*P-ATP-phosphorylierte
Domane wurde an eine PY-20 Séule gekoppelt und anschlielend eluiert. Die Eluate wurden
dann am Szintillationsmessgerat ausgemessen, dabei ergab sich das in Abbildung 46

dargestellte Chromatogramm.
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Abbildung 46: Chromatogramm der PY-20-Saule

Zunéchst wusch sich noch ein ganzer Teil an Aktivitat aus der Saule heraus, dann sank die
Aktivitat in den Waschfraktionen fast bis auf die Hintergrundstrahlung ab und lieferte in den
Elutionsfraktionen einen deutlichen Anstieg der Aktivitat.

Die Proben wurden anschlielfend mit SDS-PAGE aufgetrennt und autoradiographiert (hier
nicht gezeigt).

Dabei war zu erkennen, daR im Durchlauf noch ein Anteil an ungebundener phosphorylierter
Doméne Signale lieferte, allerdings konnte man bei etwa 60 kD die ebenfalls phosphorylierte
Src-Kinase erkennen.

Sie reinigte sich tber dieses System mit auf und wurde in einem zweiten Reinigungsschritt
uber Ni-NTA Spin Columns, der bei den weiteren Untersuchungen vorgeschaltet war,

abgetrennt.

ISOLIERUNG ASSOZIIERTER PROTEINE

Im ersten Ansatz wurde CGM1a,,, sowohl phosphoryliert als auch nativ direkt (iber Nacht
entsprechend dem Methodenteil mit Granulozytenextrakt inkubiert. AnschlieBend wurden die
gebildeten Komplexe mit Ni-NTA prazipitiert. Die Abbildung 47 zeigt den Versuchsaufbau.
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Prézipitation mit Agarose-CGMI1a,y,

Granulozyten- Granulozyten- Granulozyten-
extrakt extrakt extrakt
@®
6.9 i
CGMa,, CGMla,,
C-G C-P-G G

Abbildung 47: Versuchsaufbau zur Prazipitation (Abkurzungen: C-G: CGM1a,, und
Granulozytenextrakt, C-P-G: CGM1a,,-Tyrosin phosphoryliert und Granulozytenextrakt, G:
Granulozytenextrakt)

Es wurden drei Félle untersucht: Im ersten Fall wurde die native Domdane mit Granulozyten-
extrakt (als C-G bezeichnet), im zweiten die tyrosinphosphorylierte Domane mit Granulo-
zytenextrakt (als C-P-G bezeichnet) und als Kontrolle nur Ni-NTA mit Granulozytenextrakt
(G) inkubiert.

AnschlieBend wurden alle gewonnenen Fraktionen mittels SDS-PAGE (7,5 % und 17,5 %)
aufgetrennt und mit Silber geférbt.

Im folgenden wird eine Auswahl dieser Gele gezeigt. In der Abbildung 48 zeigt sich in den
Waschfraktionen (W2, W3) noch ungebundenes Material, das sich aber in den untersuchten
Fallen nicht signifikant voneinander unterscheidet (siehe Abbildung 48 und Abbildung 49).
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Abbildung 48: 7.5%-SDS-PAGE der gewonnenen Fraktionen; (Abkulrzungen: W 2,3: Waschfraktionen

2,3; E: Elutionsfraktion)
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Abbildung 49: 17.5%-SDS-PAGE der gewonnenen Fraktionen; (Abklrzungen: W 2,3: Waschfraktionen

2,3; E: Elutionsfraktion)
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Insbesondere die Elutionsfraktionen (E) in Abbildung 49 wiesen keine mittels SDS-PAGE

nachweisbaren Unterschiede auf. Da sich aber in einem gleichartig aufgebauten Versuch mit

der zytoplasmatischen Doméne von BGP Src-Kinase-Aktivitat [Briimmer, 1995] prazipitieren
lie3, wurden die Eluate auf Kinase-Aktivitat hin Gberpruft (s. S. 95).
Dem zweiten Versuch zur Isolierung assoziierter Proteine lag der Ansatz zugrunde, die zyto-

plasmatische Domane Gber ihren 6xHis-Tag an eine Ni-NTA Sdule zu koppeln und

anschlielend mit Granulozytenextrakten zu inkubieren (siehe Abbildung 50). Er zielte auf eine

bessere Aufreinigung und weniger Hintergrund ab. Die mdglichen Wechselwirkungen wurden

anschlieBend uber verschiedene Puffersysteme (siehe Methoden) rlickgdngig gemacht und

somit die assoziierten Proteine eluiert.

_ﬁ_

Abbildung 50: Versuchsaufbau

Insgesamt wurden acht verschiedene Zusténde untersucht.

Tabelle 27: Ubersicht der untersuchten Phosphorylierungszusténde von CGM1a,,

Kontrolle Unphosphorylierte Tyr-phosphorylierte Ser/Thr-
Domane Domane phosphorylierte
(A) (B) ©) Domaine (D)
Granulo | unbe- Ni-NTA- | unbe- Ni-NTA- | unbe- Ni-NTA- [ unbe- Ni-NTA-
-zyten- | handelt adsorbiert | handelt adsorbiert | handelt |[adsorbiert |handelt | adsorbiert
extrakt
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In dieser Reihenfolge finden sich die Fraktionen auch auf den Gelen.

Bei den Ni-NTA-adsorbierten Extrakten handelt es sich um zuvor mit Ni-NTA-inkubierte
Granulozytenextrakte. In der ersten Serie wurden 96 Fraktionen (Uberstand, Wasch- und
Elutionsfraktionen) gewonnen und jeweils mit 17,5%- und 7,5%-SDS-PAGE aufgetrennt und
untersucht.

In einer zweiten Serie wurde der Versuch unter identischen Bedingungen aber mit groReren
Mengen wiederholt.

Die folgenden Abbildungen zeigen die Gele, die signifikante Auffalligkeiten, d.h. Unterschiede

im Bandenmuster zur Kontrolle aufwiesen.

CGM- CGM-
Tyr- SER/Thr-
CGM P P
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Abbildung 51: 17.5%-SDS-PAGE der gewonnenen Fraktionen - Elutionsfraktion 3 (Abkurzungen: K:
Kontrolle, CGM: CGM1a,, , CGM-Tyr-P: an Tyrosin-Resten phosphoryliertes CGM1a,,, CGM-
Ser/Thr-P: an Serin-/Threonin-Resten phosphoryliertes CGM1a,,, Gran: Granulozytenextrak)

In der Elutionsfraktion 3 ( Abbildung 51) ist kaum noch Hintergrund vorhanden. In den
Bahnen CGM+Gran, CGM-Tyr-P+Gran und CGM-Ser/Thr+Gran fanden sich Banden in
Hohe von etwa 30 kD, die sehr scharf begrenzt waren. Bei den Kontrollen fanden sich diese
Banden nicht, auerdem waren sie nur in den nicht an Ni-NTA zuvor adsorbierten Granulo-
zytenextrakten zu erkennen. Die Anlagerung dieses Proteins war unabhdngig vom Funktions-
zustand der Doméne.

Ein &hnliches Bandenmuster wies die Elutionsfraktion 5 (Abbildung 52, s. S. 93) auf.
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Abbildung 52: 17.5%-SDS-PAGE der gewonnenen Fraktionen - Elutionsfraktion 5 (Abkurzungen: K:
Kontrolle, CGM: CGM1a,, , CGM-Tyr-P: an Tyrosin-Resten phosphoryliertes CGM1a,,, CGM-
Ser/Thr-P: an Serin-/Threoninresten phosphoryliertes CGM1a,,, Gran: Granulozytenextrakt)

Auch hier (in Abbildung 52) fanden sich die Banden in H6he von 30 kD bei den Bahnen
CGM+Gran, CGM-Tyr-P+Gran und CGM-Ser/Thr+Gran und erschienen wiederum sehr
distinkt. In den Kontrollen fanden sich keine Signale mehr.
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Abbildung 53: Elutionsfraktion der Serie Il ( Abkirzungen: K: Kontrolle, CGM: CGM1a,,, CGM-P: an
Tyrosin-Resten phosphoryliertes CGM1a,,, Gran: Granulozytenextrakt)

Bei dem in der Abbildung 53 dargestellten Gel der Serie Il wurden nur die native Form, die
Tyrosin-phosphorylierte Form der zytoplasmatischen Doméane und die Kontrolle aufgetragen.
Es fanden sich in den Bahnen CGM+Gran, CGM-P+Gran zwei Banden bei 8 und etwa 12
kD, die in der Kontrolle nicht vorhanden waren.

Die entsprechenden Banden wurden weiter untersucht. Die Ergebnisse der Sequenzierung
finden sich auf S. 102.

FUNKTIONSUNTERSUCHUNGEN GEWONNENER PROTEINE

Unter der Vorstellung, daR die zytoplasmatische Doméne in einen Signaltransduktionsweg
eingebunden sein kdnnte, wurde angenommen, da® CGM1a,,, moglicherweise Proteine
bindet, die Funktionen vermitteln. Die klassischen Varianten sind Tyrosin-Kinasen oder
Phosphatasen, die nachgeschaltete Proteine in ihrem Zustand verdndern. Deshalb wurden in
den oben gewonnenen Elutionsfraktionen diese Funktionen in Tyrosin-Kinase- bzw.
Phosphatase-Assays untersucht. Zudem sind enzymatische Aktivitaten bei Enzymkonzen-
trationen nachweisbar, die unterhalb der Detektionsgrenze von SDS-PAGE mit Silberfarbung

liegen.
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ERGEBNISSE DER KINASE-ASSAYS

Tyrosin-Kinase-Aktivitat

EINSATZ DER PRAZIPITIERTEN FRAKTIONEN

Die Proben aus dem vorangegangenen Abschnitt wurden in einem Kinase-Assay untersucht,
der CGM1a,,, als Substrat und g-“P-ATP beinhaltete. Dazu wurde bei 30 °C fir 3 h inkubiert,
nach jeweils einer Stunde ein Aliquot entnommen und die Proben anschlieRend mit 17,5-%
SDS-PAGE getrennt und autoradiographiert.

th 2h 3h (=)

Abbildung 54: Kinase-Assay (17,5%-SDS-PAGE und Autoradiographie, der Pfeil kennzeichnet die Hohe
von 8,1 kD)

Die Autoradiographie in Abbildung 54 zeigte keine Signale in der Hohe, in der phosphory-
liertes CGM1a,,, zu erwarten gewesen ware (Pfeil). Die Banden, die an der oberen Kante des
Gels zu sehen waren, entsprachen den Taschen des Gels und stellen keine spezifische
Aktivitét dar.

Es lieRen sich also keine Kinase-Aktivitaten prazipitieren.

Da der Versuchsaufbau CGM1a,, als Substrat voraussetzte, wurden die Fraktionen nochmals

mit einem allgemeinen Tyrosin-Kinasen-Substrat (Enolase) inkubiert.
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Abbildung 55: Kinase-Assay mit Enolase als Substrat (7,5%-SDS-PAGE und Autoradiographie)

Die in Abbildung 55 wiedergegebene Autoradiographie bietet ein &hnliches Bild. Auch hier
zeigten sich keinerlei spezifische Signale, das bestétigte die Ergebnisse des vorangegangenen
Kinase-Assays.

KONTROLLE DER VERSCHIEDENEN ELUTIONSFRAKTIONEN AUF
TYROSIN-KINASE-AKTIVITAT

RADIOAKTIVER KINASE-ASSAY

Die im Rahmen der Suche nach assoziierten Fraktionen gewonnenen Elutionsfraktionen (s. S.
88f) wurden diesem Assay unterzogen, dann mit 17,5-% SDS-PAGE aufgetrennt und auto-
radiographiert. Die Gele (hier nicht gezeigt) lassen in Analogie zu der Abbildung 54 (s. S. 95)
und der Abbildung 55 keine Banden erkennen, die auf eine Kinase-Aktivitat hindeuten
kénnten.
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ELISA ALS KINASE-ASSAY

Die mdgliche Kinase-Aktivitat wurde zundchst mit einem Assay, der als ELISA aufgebaut war,
untersucht. Dazu wurde ein biotinyliertes Peptid mit der zu untersuchenden Probe inkubiert
und anschlieBend an eine Streptavidin-beschichtete Mikrotiterplatte gebunden. Dann wurde
die Tyrosin-Phosphorylierung mit einem entsprechenden Antikérper ( POD-konjugiert)
detektiert. PKS1 und PKS2 stellten zwei unterschiedliche Peptide dar, um den Assay
hinreichend substratunabhéngig zu gestalten.

Die Abbildung 56 gibt die optische Dichte der Proben wieder.
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Abbildung 56: ELISA-Ergebnisse des Kinase-Assays (Abkirzungen: dH,0: Wasserkontrolle, Pos:
Positivkontrolle, E: Elutionsfraktion, die Ziffern kennzeichnen die entsprechenden Fraktionen, PKS1,2:
Protein-Kinasesubstrat 1,2, OD: Optische Dichte)

Die MelRwerte lagen ausnahmslos im Bereich der Wasserprobe (dH,O ist die Negativkontrolle,

im Bild oben), wahrend die Positvkontrolle (Pos) mit Src-Kinase ein deutliches Signal lieferte.
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Im ELISA lief3 sich ebenfalls keine Tyrosin-Kinase-Aktivitdt in den gewonnenen Eluaten
nachweisen.

RESULTATE DER PHOSPHATASE-ASSAYS

Die Phosphatase-Assays waren ebenfalls als ELISA aufgebaut. Anhand einer Standardkurve
konnte dann die Abspaltung des Phosphates ermittelt werden.

Der Assay wurde mit drei verschiedenen Puffersystemen durchgefiihrt, Puffer I (nach Dechert
et al.), Puffer 11 und 111 (Zhao et al.) Die Puffersysteme lieferten jedoch nur gering
abweichende Ergebnisse, und somit wurde in der Abbildung 57 der Median wiedergegeben.

Als Positivkontrollen dienten zwei kommerziell erhéltliche alkalische Phosphatasen.
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Abbildung 57: Ergebnisse des Phosphatase-Assays (Abktrzungen: dH,0O: Wasserkontrolle, Pos I,11:
Positivkontrolle 1,11, E: Elutionsfraktion, die Ziffern kennzeichnen die entsprechenden Fraktionen)
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In den frihen Elutionsfraktionen (E3 I und I11) liel3 sich eine geringflgig starkere Abnahme
des Phosphatgehaltes feststellen, in den spateren Fraktionen fand sich eine geringere
Abnahme des Phosphatgehaltes als zu Beginn. Es gab aber keine Probe, die Ergebnisse im
Bereich der Positivkontrollen lieferte.

Im Gesamtbild konnte man keine Phosphatase-Aktivitat in den Eluaten detektieren.

PHOSPHORYLIERUNG ASSOZIIERTER PROTEINE

UBERPRUFUNG VON GRANULOZYTENEXTRAKTEN AUF PHOSPHORYLIERBARE
PROTEINE

Um zu Uberprifen, ob sich in Granulozytenextrakten Proteine finden, die sich mit Src-Kinase
phosphorylieren lassen, wurde das unbearbeitete Granulozytenextrakt direkt mit Src-Kinase
und g-**P-ATP inkubiert, anschlieRend mit SDS-PAGE getrennt und autoradiographiert.
Zudem ist der Detektionslevel bei einem Nachweis mit g-*P-ATP deutlich niedriger, so daR

auch Proteine in sehr geringen Konzentrationen detektiert werden kénnen.

Granulozyten-
extrakt

kD
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e
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— 186
9
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Abbildung 58: Phosphorylierung von Granulozytenextrakten mit Src-Kinase (7,5%-SDS-PAGE mit
folgender Autoradiographie)

In der Abbildung 58 zeigte sich eine erstaunlich geringe Zahl von Banden, die Aktivitaten

eingebaut hatten.
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UBERPRUFUNG ASSOZIIERTER PROTEINE AUF PHOSPHORYLIERBARKEIT

Im néchsten Schritt wurde Gberprift, ob sich in den zuvor gewonnenen Fraktionen
maoglicherweise assoziierte Proteine befinden, die sich mit Src-Kinase phosphorylieren lassen.
Um dies zu tberprifen, wurde mit den Fraktionen eine Phosphorylierungsreaktion durchge-
fuhrt. Es wurde zu den Elutionsfraktionen Src-Kinase und g-*P-ATP gegeben und
entsprechend den Protokollen im Methodenteil inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben
mit SDS-PAGE aufgetrennt und autoradiographiert.

Als Positivkontrolle wurde CGM1a,,, als Substrat eingesetzt.

Ei& ET E7 E7 El El E7 E7 Fos
57 53 55 o7 I1 Il I IIl
- -

-

Abbildung 59: Phosphorylierung assoziierter Proteine (7,5%-SDS-PAGE und Autoradiographie,
Abkiirzungen: E: Elutionsfraktion, S: Saule, Pos: Positivkontrolle)

Die Autoradiographie in der Abbildung 59 zeigte bei den friihen Elutionsfraktionen (E1) in
Hohe von 60 kD (oberer Pfeil) und bei etwa 10 kD (unterer Pfeil) ein durchgehendes
Bandenmuster, was in den spaten Elutionsfraktionen (E6 und E7) nicht mehr zu erkennen
war.

Die obere Bande lief auf Hohe der Src-Kinase, was auch an der Positivkontrolle zu sehen war,
und durfte als autophosphorylierte Form dieser interpretiert werden. Die Bande in H6he von
etwa 10 kD entsprach der phosphorylierten zytoplasmatischen Doméne, wie man ebenfalls im

Vergleich mit der Positivkontrolle sehen konnte. Die unterschiedlichen Intensitaten der
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Signale lief3 sich durch die Tatsache erklaren, daf} das im Versuchsansatz zunéchst an die Saule
gekoppelte CGM1a,,, mit den verwendeten Puffern ebenfalls zu eluieren war und somit in den
Elutionsfraktionen auch unterschiedliche Gehalte an CGM1a,,, zu finden waren, die dann
wiederum in einer Phosphorylierungsreaktion unterschiedlich starke Signale lieferten.

Um die Auftrennung im unteren Bereich zu verbessern, wurden die gleichen Proben auch mit
17,5 %-SDS-PAGE aufgetrennt und autoradiographiert.

E3 E3 E3 ES ES Es E6 E6
K 53 85 57 53 55 57 83 85 LE

Abbildung 60: Phosphorylierung assoziierter Proteine (17,5-% SDS-PAGE und Autoradiographie
Abkirzungen: E: Elutionsfraktion, S: Saule, K: Positivkontrolle)

Die Abbildung 60 gibt die entsprechende Autoradiographie wieder. Es zeigte sich ein ver-

gleichbares Bandenmuster zu dem vorangegangenen Versuch.
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IDENTIFIKATION DER AUFGEREINIGTEN PROTEINE

Die direkte Identifikation der eluierten Proteine erfolgte durch die N-terminale Sequenzierung
im Edman-Abbau. Untersucht wurden die in Abbildung 53 gezeigten Fraktionen, die Banden
bei etwa 8 und 12 kD aufwiesen, die sich in der zugehdrigen Kontrolle nicht fanden.

Mit diesen Proben wurde die Sequenzierungsreaktion durchgefiihrt. Dabei lie3 sich die Bande

in H6he von etwa 8 kD als humanes Calcium-bindendes Protein MRP-8 identifizieren.

Abbildung 61: Ubereinstimmung der N-terminalen Sequenz der Probe (oben) mit der des Calcium-bindenden
Proteins (unten)

Die Abbildung 61 gibt das Ergebnis des Edman-Abbaus wieder. Die Ubereinstimmung war
bei einer Uberlappung von 10 Aminoséuren 100 %, die rechnerische Wahrscheinlichkeit, daB
es sich um ein anderes Protein als das angegebene handelte, lag bei 0,012.
Das Protein ist auch unter den folgenden Synonyma bekannt:

Calgranulin A

CF Ag

Cystic fibrosis associated protein

MIF-related Protein 8k chain

Oncodevelopmental protein

Die Bande Uber diesem Protein bei etwa 14 kD lief3 sich wiederholt nicht sequenzieren und
war wahrscheinlich N-terminal blockiert.

Des weiteren wurde die in Abbildung 51 und Abbildung 52 (s. S. 92) gezeigte Bande in Hohe
von etwa 30 kD im Edman-Abbau untersucht.

Die Bande bei 30 kD (siehe Abbildung 51 und Abbildung 52, S. 92) lieferte in der Sequenz-
reaktion aufgrund der sehr geringen Konzentration und der verunreinigenden Proteine ein
uneinheitliches Bild und lief? sich nicht sicher sequenzieren, damit konnte auch kein Daten-
bankabgleich gemacht werden.

Da die Bande jedoch auf HOhe des Fullsize-CGM1a lag, wurde diese Bande mit dem im
Rahmen dieser Arbeit generierten mAb 4H1 auf einem Blot mit folgender sehr sensitiver

Chemilumineszenzreaktion untersucht.
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Abbildung 62: Detektion mit mAb 4H1 und anschlieBender Chemilumineszenzreaktion

Dabei zeigte sich ein deutliches Signal in der entsprechenden HOhe von etwa 30 kD bei der
Detektion mit 4H1. Die Kontrolle war ohne Erstantikdrper und zeigte kein Signal.

Die anderen oben beschriebenen Banden waren in ihrer Konzentration zu gering bzw. lie3en
sich nur schwer auf die Blot-Membran transferieren und waren damit einer weiteren Analyse
nicht zugéanglich.

UNTERSUCHUNG DES EXPRESSIONSMUSTERS VON CGM1Acyr

Mittels Northern-Blot und anschlieBender Hybridisierung mit einer CGM1a,,,-DNA-Sonde
wurden verschiedene Zellen und Gewebe untersucht:

Milz - Thymus - Prostata
Hoden - Ovar - Dunndarm
Kolon - Periphere Monozyten - Herz

Hirn - Plazenta - Lunge
Leber - Skelettmuskel - Niere
Pankreas
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Abbildung 63: Northern-Blot verschiedener Gewebe nach Hybridisierung mit dem PCR-Produkt von
CGM1a,, und Autoradiographie

Dabei zeigten sich, wie man der Abbildung 63 entnehmen kann, nur sehr schwache Signale in
der entsprechenden Hohe von 1,3 kb, insbesondere fanden sich diese bei Skelettmuskel, Milz,
Diinndarm und Leukozyten. Insgesamt waren die Signale aber so schwach, da3 man sie nicht

als Aquivalent einer echten Expression deuten kann.
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DISKUSSION

Unter Signaltransduktion versteht man den Wechsel der Form des Signals auf seinem Weg
von einem Trager zum nédchsten. Die Proteine, die dieses Signal weitertragen, arbeiten nicht
als Enzyme, die eine groRe Zahl von Molekilen umsetzen, sondern beeinflussen — auch wenn
sie z.B. eine Phosphorylierung katalysieren — nur eine kleine definierte Menge von Zielprotei-
nen. Unter den Aminoséuren, auf die Phosphatgruppen tibertragen werden, spielen Serin und
Threonin quantitativ die grof3te Rolle. Bei einem geringen Teil (ca. 0,1%) der zellularen

Phosphoproteine sind die Phosphatreste an Tyrosin gebunden.
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Abbildung 64: Struktur phosphorylierter Serin-, Threonin- und Tyrosin-Reste in Proteinen [nach Wagener,
1996: Molekulare Onkologie]

Die Enzyme, die diese Phosphorylierungsreaktion katalysieren, werden als Protein-Tyrosin-
Kinasen bezeichnet. Diesen Tyrosin-Kinasen und ihren Substraten kommt ein zentraler
Stellenwert im Rahmen der Regulation von immunologischen Reaktionen, Wachstums-
prozessen, morphogenetischen Programmen und der malignen Transformation zu.

Die Protein-Kinasen sind zum Teil als Rezeptoren mit eigener katalytischer Aktivitat ausge-
stattet (Rezeptor-Tyrosin-Kinasen), teilweise aber auch als Kinasen, denen transmembrandse
und extrazellulare Doménen fehlen (Nicht-Rezeptor-Tyrosin-Kinasen) und die somit aus-
schlieRlich im Zellinneren lokalisiert sind [Ubersicht in Wagener, 1996: Molekulare
Onkologie].

Die Trennung der katalytischen Domanen der Kinasen von Bindungsregionen (z.B. von

Rezeptoren) ermdglicht es, dal3 Substrate in die Néhe von katalytischen Zentren oder
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bestimmte Proteinkomplexe in Subregionen der Zelle gebracht werden kénnen. Somit kann
eine Beeinflussung weiterer Molekdile des Signalweges erfolgen: Es kénnen Adaptor-Proteine
gebunden, weitere Enzyme aktiviert oder Struktur-Proteine modifiziert werden. Dieser
hierarchische Aufbau mit der Phosphorylierung von untergeordneten bzw. nachgeschalteten
Molekilen ist mittlerweile von einigen Signalwegen bekannt (PDGF-, EGF-Signalweg, MAP-
Kinase-Kaskaden) [Erpel et al., 1995].

Molekiile, die auf diesen Signaltransduktionswegen liegen, sind oft modular aufgebaut und
enthalten spezifische Bindungsregionen fiir vor- oder nachgeschaltete Reaktionspartner
[Cohen et al., 1995]. Eben diese Bauweise findet sich auch fiir Molekiile des CD66-Clusters
(siehe Abbildung 5, S. 10), insbesondere fur das u.a. als Signaltransduktionsmolekiil
beschriebene BGPa. In Homologie zu BGPa (und CGM7 oder CGM1c) lat auch die
deduzierte Aminosaure-Sequenz von CGM1a erkennen, daf} das Molekil modular angelegt ist.
Dabei besteht CGM1a aus einem kurzen Leader-Peptid, einer IgV-artigen Doméne, einer
transmembranar angelegten Doméne und einem zytoplasmatischen Anteil [Thompson et al.,
1991; Nagel et al., 1993]. Die n&here Untersuchung der Aminosdure-Sequenz zeigt mogliche
Phosphorylierungsstellen fiir Tyrosin-Kinasen, aber auch Angriffspunkte fir Serin-/
Threonin-Kinasen (siehe Abbildung 7, S. 14).

CGMla .y, SH2 SH2

| |
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SH2: p‘i'I'II'LI,-"I. s YxxM
ITAM: D/ Exxxxxx D/ ExxYax Laoooiex Yxx L /1 ITIM
ITIM: [/ VxYxxL

Abbildung 65: SH2-bindende Anteile und ITAM- bzw. ITIM-Sequenzen der zytoplasmatischen Doméne
von CGM1a (Abkirzungen: SH2: Src-Homology, ITAM: Immunoreceptor Tyrosine-based Activation
Motif, ITIM: Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif)

In den auf Seite 14 und hier auf Seite 106 gezeigten Abbildungen (Abbildung 7 und Abbildung
65) erkennt man Tyrosin-Reste, die in dem Konsensus-Motiv fur Tyrosin-Kinasen der Src-
Familie (YX,LX,Y X,M) liegen, das &hnlich ist zu dem ,,YLYL"“-Motiv (YX,LX,YX,L/I) und
aus den zytoplasmatischen Doménen von Molekilen bekannt ist, die als Signaltransduktions-
molekile oder Immunrezeptoren beschrieben sind [Keegan und Paul, 1992]. Diese Motive

entsprechen zudem den als SH2 (Src-Homology)- Bindungsstellen bekannten Sequenzen.
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SH2-Domaénen vermitteln in Abhéngigkeit von ihrem Phosphorylierungszustand sequenz-
spezifische Kontakte, die eine Anndherung oder Zusammenlagerung von Signalkomplexen
bewirken kdnnen [Koch et al., 1991]. Mittlerweile sind eine Vielzahl zytoplasmatischer
Proteine bekannt, die in Signaltransduktionswegen eine Rolle spielen und die diese SH2-
Domaénen enthalten. Um diese Motive naher zu charakterisieren, untersuchten Songyang et al.
anhand synthetischer Phosphopeptide verschiedene Aminoséurevariationen auf ihre
spezifische SH2-Bindungsféhigkeit hin. Dabei zeichnete sich das pYEEI/L-Motiv durch eine
besondere Bindungsfahigkeit aus. Eben diese Sequenz findet sich in CGM1a,,, in 100%iger
Ubereinstimmung. Liu et al. geben die Bindungsfahigkeit an diese Sequenz mit einer
Kd=40nM als hochaffin an [Liu et al., 1993].

Songyang et al. postulieren einen weiteren interessanten Punkt: Proteine, die zwei SH2-
Domanen enthalten, kénnten eine bidentale Assoziation ermdglichen. Fir den PDGF-
Rezeptor konnte die Aktivierung der Phosphatidylinositol-3-Kinase tber die simultane
Bindung beider SH2-Domadnen gezeigt werden. Als Voraussetzung missen die Motive etwa
10 Aminosduren voneinander entfernt liegen. Diese Bedingung erftllt die Sequenz von
CGMl1a,,. Im Abstand von 10 Aminosauren findet sich ein zweiter Tyrosin-Rest, der in einem
weiteren, wenn auch ,,schlechteren® SH2-Motiv (YXXM) liegt [Songyang et al., 1993]. Uber
diese SH2-Motive konnten z.B. nachgeschaltete Kinasen in ihrer Aktivitat reguliert werden
(siehe unten).

Gleichzeitig ist der gesamte Sequenzkontext von Obrink als ITAM-Sequenz (Immunoreceptor
Tyrosine-based Activation Motif) beschrieben worden, wobei der proximale Anteil fiir sich
alleine eine ITIM-Sequenz darstellt (Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif).
ITAMs und ITIMs finden sich in einer Reihe von Membran-Rezeptoren, wie T-Zell-
Rezeptor-Komplexen, B-Zell-Rezeptor-Komplexen, Fcd-RIIB, CD22, Interleukin-Rezeptoren
und den Inhibitorischen Rezeptoren der Natiirlichen-Killer-Zellen (KIRs). Nach einer
Phosphorylierung binden ITAMs oder ITIMs Protein-Tyrosin-Kinasen oder Protein-Tyrosin-
Phosphatasen, deren Wirkung dann in der Stimulation oder der Termination eines Signals liegt
[Obrink, 1997]. In der Abbildung 65 auf Seite 106 sind diese beiden Motive in der
zytoplasmatischen Domane von CGM1a dargestellt.

Deutlich geringer als das fur die Src-Kinase oben beschriebene Motiv ist die Homologie der
fir die Fyn- und Lyn-Kinase beschriebenen Konsensus-Sequenzen
(D/E(X);D/E(X),Y (X),L/1(X),Y (X),L/1) [Reth, 1989; Klausner und Samelson, 1991; Weiss,
1993; Law et al., 1993]. Die Angaben der Motive differieren leicht, so daf3 sich fir die Fyn-
und Lyn-Kinase eine errechnete Ubereinstimmung von 63-88% auf Aminosaurenniveau ergibt

[Songyang et al., 1993]. Die Unterschiede der Motive in der Literatur deuten darauf hin, dal
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diese Kinasen eine Gruppe verschiedener Zielproteine haben kdnnten, so dal? eine geringere
Substratspezifitat durchaus gefordert sein kdnnte.

Zusatzlich liegt das Thr 179 in einer Konsensus-Sequenz fiir die Phosphorylierung durch die
Protein-Kinase C [Woodgett et al., 1986 ], und fur die Casein-Kinase Il findet sich ein
theoretischer Angriffspunkt an dem Ser 228 [Pinna, 1990].

Im Gegensatz dazu enthdlt CGM1c (siehe Abbildung 6, S. 13), das eine differente Struktur
aufweist, keine Tyrosin-Reste und kein Motiv fir Casein-Kinasen, so fehlen diesem Molekiil

wichtige funktionelle Anteile fiir die Signaltransduktion.

Bekannt ist, dal} CD66a in myeloischen Zell-Linien (CML) und Kolonzell-Linien an Tyrosin-,
Serin- und Threonin-Resten phosphoryliert ist [Afar et al., 1992; Skubitz et al., 1993].

Die zytoplasmatische Doméne von CD66a besitzt in der von Brimmer et al. untersuchten
Isoform zwei Tyrosin-Reste, die in den oben beschriebenen Konsensus-Motiven fur die Src-
Kinase liegen (pY-hydrophil-hydrophil-hydrophob). Brimmer et al. konnten den Nachweis
flhren, dal? Uber diese Motive die rekombinante zytoplasmatische Doméane von CD66a in
direkte Wechselwirkung mit der Src-Kinase treten kann [Brimmer et al., 1995]. Aufgrund der
Sequenzhomologien der zytoplasmatischen Doméanen von CD66a und CD66d insbesondere
in Bezug auf die oben angegebenen Konsensus-Motive fur Kinasen der Src-Familie sollte die
Phosphorylierbarkeit von CGM1a invitro nachgewiesen werden.

In dieser Arbeit wurde zundchst untersucht, ob sich diese vorhergesagten Angriffspunkte fir
die verschiedenen Kinasen invitro bewahrheiteten. Flr diese Untersuchung wurde
entsprechend den oben beschriebenen Motiven eine Auswahl der zum damaligen Zeitpunkt
kommerziell erhdltlichen Tyrosin- und Serin-/ Threonin-Kinasen verwendet. Die Src-Kinase,
fur die gezeigt wurde, daB sie spezifisch Tyrosin-Reste und nicht Serin-/ Threonin-Reste
phosphoryliert [Hunter und Sefton, 1980], fungierte als Referenzkinase. Die in vitro
Experimente zeigten bei der Verwendung der Src-Kinase und CGM1a,,, als Substrat in einem
radioaktiven Assay eine deutliche Anlagerung von g-*-Phosphat an die zytoplasmatische
Domine. Diese Anlagerung konnte zudem mit einem anti-Phosphotyrosin-Antikorper als
spezifische Phosphorylierung der Tyrosin-Reste der Domaéne charakterisiert werden (siehe
Abbildung 36 und Abbildung 37, S. 80). Bei den Phosphorylierungsexperimenten ergab sich
bei der SDS-PAGE-Analyse ein typisches Bild: Die native zytoplasmatische Domadne, die in
Hdhe von etwa 8 kD lief, wurde umgesetzt zu einer Doppelbande, die sich etwas oberhalb
zwischen 10 und 14 kD fand. Diese Veranderung im Laufverhalten bei der SDS-PAGE-
Analyse lieR sich nicht durch einen realen Anstieg des Molekulargewichts um 2 bzw. 6 kD

wéhrend der enzymatischen Umsetzung erklaren. Der Einbau einer Phosphatgruppe erhoht
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das Molekulargewicht lediglich um 1,328x10%g, was 80 Dalton entspricht. Vielmehr ist diese
Anderung des Laufverhaltens auf die Anlagerung von Ladungen (Phosphat-Reste) zuriickzu-
fuhren, die ebenfalls die SDS-PAGE-Analytik beeinflussen. Ein &hnlich charakteristisches Bild
ergab sich bei den Phosphorylierungsexperimenten mit der zytoplasmatischen Doméne von
BGP [Brimmer et al., 1995]. Diese Beeinflussung des Laufverhaltens wurde in
zweidimensionalen Gelsystemen bereits beschrieben, dort wurde ein veranderter
isoelektrischer Punkt beobachtet [Garrison, 1993]. Besonders gut lief3en sich diese
Laufdifferenzen bei der Uberpriifung der Kinetik der Src-Kinase an CGM1a,, zeigen (siehe
Abbildung 38 und Abbildung 39, S. 81f). Dabei war bereits nach 30 min die Doppel-
bandenstruktur oberhalb der zytoplasmatischen Doméne zu erkennen. Mit zunehmender Zeit
fand eine Verschiebung der Intensitaten statt, zunéchst hin zu dem unteren Anteil der
Doppelbande und spéter hin zu dem oberen Anteil, bis sich nach 12 h keine Bande mehr auf
Hohe der zytoplasmatischen Domadne fand. Gleichzeitig hatte die Intensitdt des unteren
Anteils der Doppelbande abgenommen, wéhrend der obere Anteil an Intensitat gewonnen
hatte. Mittels einer anti-Phosphotyrosin-Antikorper-Saule lief? sich die der Doppelbande
entsprechende phosphorylierte Domadne, aber nicht die native zytoplasmatische Doméne,
anreichern. Dies I&Rt vermuten, daB die zytoplasmatische Doméane von CGM1a durch Src-
Kinase an beiden Tyrosin-Resten phosphoryliert wird. Die Abbildung 66 zeigt die
Modellvorstellung zu diesem Experiment.

Src-Kinase Src-Kinase
+ +
ATP ATP
- — .  © g
W W | ——e N —— [ 1Y |
230 241 230 241 230 241

wwedlach phosphoryliernt
cinfach phosphoryliert

sl einfach phosphoryliert i
S coM1a,,, W coMa,,

CGMla,,

Abbildung 66: Modellvorstellung zur Phosphorylierung der zytoplasmatischen Domé&ne durch Src-Kinase

Diese Umsetzung lieR sich nicht nur qualitativ, sondern auch quantitativ nachweisen, so fand
sich wie oben beschrieben bei der Untersuchung der Kinetik der Reaktion eine Umsetzung

hin zu der zweifach-phosphorylierten Form. Die Kinetik der Reaktion zeigt, dal’ das
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Reaktionsgleichgewicht auf der rechten Seite, d.h. der zweifach-phosphorylierten Form liegt.
Es kommt zu einer vollstandigen Umsetzung der zytoplasmatischen Doméne, wobei nach
Erreichen der Substraterschopfung die einfach-phosphorylierte Form an ihrem zweiten
Tyrosin-Rest auch noch phosphoryliert wird. Das oben in Abbildung 66 gezeigte Modell
impliziert, dal8 zundchst der Tyrosin-Rest an Position 230 und dann erst der Rest bei Position
241 phosphoryliert wird. Welches der beiden Tyrosine aber als erstes phosphoryliert wird, ist
durch diesen Versuchsaufbau nicht zu entscheiden. Wahrscheinlich ist jedoch, daR die
Phosphorylierung an dem Tyr 230 als erstes stattfindet, da es in dem besser passenden
Konsensus-Motiv fur die Src-Kinase liegt als der Tyrosin-Rest an Position 241.

Zusatzlich lieR sich im Rahmen dieser Experimente eine deutliche Anlagerung von ¢*2P-
Aktivitat an die Src-Kinase beobachten. Diese Anlagerung wurde analog zu den von Barker et
al. beschriebenen Experimenten als Autophosphorylierung der Src-Kinase interpretiert (siehe
Abbildung 36, S.80) [Barker et al., 1995].

Da flir CGM1a,,, Konsensus-Motive fur verschiedene Kinasen der Src-Familie beschrieben
sind und bislang ungeklart ist, welche Kinasen mit CGM1a in Wechselwirkung treten kdnnten,
wurde eine Auswahl damals kommerziell erhéltlicher Tyrosin-Kinasen untersucht. Dies waren
neben der Src-Kinase die Lyn-, Lck- und Fyn-Kinase, allesamt strukturell verwandte Tyrosin-
Kinasen der Src-Familie [Bolen et al., 1992; Wagener, 1996]. Fir die Src-Kinase und die Lyn-
Kinase sind direkte Aktivierungsvorgange in Granulozyten beschrieben worden [Gaudry et al.,
1992]. Fir die Lck-Kinase und die Fyn-Kinase stehen solche Untersuchungen noch aus,
lediglich Skubitz hat mit einer Auswahl von Antikorpern gegen eine Auswahl von Src-
Familienmitgliedern (Yes, Src, Lck, Lyn, Fyn, Fgr und Hck) nach CD66-assoziierter Aktivitat
gesucht. Allerdings konnten nur fur Lyn und Hck Wechselwirkungen gezeigt werden [Skubitz
etal., 1995].

Die geforderte Konsensus-Sequenz fur die Fyn- und Lyn-Kinase findet sich in CGM1a je
nach Motivbeschreibung mit einer errechneten Ubereinstimmung von 63-88% auf Amino-
saurenniveau, fir die Src-Kinase liegt die Ubereinstimmung bei 100% und fiir die Lck-Kinase
bei 75%.

Der experimentelle Vergleich dieser Tyrosin-Kinasen ergab eine deutlich differentielle
Phosphorylierung von CGM1a,, (siehe Abbildung 43, Abbildung 44, S. 85f), wobei die
starksten Signale fir die Fyn-Kinase gefunden werden konnten, gefolgt von der Src-Kinase
und mit weitaus schwacheren Signalen fir die Lck- und die Lyn-Kinase. Die Experimente
gaben die rechnerische Ubereinstimmung auf Aminosaurenniveau in der unterschiedlich

starken Phosphorylierung wieder. Wenn man die durch die Fyn-Kinase eingebaute Aktivitét
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als 100 % annimmt, lag die Src-Kinase mit einem Einbau von 46,3 - 62,2 % dahinter, wahrend
die Lck- und die Lyn-Kinase bei 16,7 — 25,6 % lagen. Dies lieR die Src- und die Fyn-Kinase als
madgliche Bindungspartner fiur CGM1a besonders interessant erscheinen.

Die Funktion der Nicht-Rezeptor-Tyrosin-Kinasen ist noch weitestgehend unbekannt.
Gesichert ist, daB diese Kinasen dhnlich wie Rezeptor-Tyrosin-Kinasen an der Ubertragung
extrazelluldrer Signale in die Zelle beteiligt sind. So spielt die Lck-Kinase in T-Lymphozyten
eine Rolle bei der intrazellularen Ubertragung von Signalen des T-Zell-Rezeptors [Wagener,
1996]. Zudem unterstellt man der Tyrosin-Phosphorylierung von Proteinen eine Funktion bei
der Kontrolle der Zellproliferation und Differenzierung [Cheng et al., 1996], so induzieren IL-
3 und GM-CSF (siehe Abbildung 2, S. 6) eine Tyrosin-Phosphorylierung einer Reihe von
Proteinen. Umgekehrt kdnnen Tyrosin-Kinase Inhibitoren eine Apoptose in leukdmischen
Zell-Linien bewirken [Bergamaschi et al., 1993].

Die Src-Kinase hat in der molekularen Tumorforschung zwar eine tberragende Rolle gespielt,
in menschlichen Tumoren wurden Mutationen von Mitgliedern der Src-Familie bisher jedoch
nicht beschrieben. Allerdings werden in der menschlichen kolorektalen Karzinogenese im
Verlauf der Progression von Polypen tber Priméartumoren bis hin zu Fernmetastasen
steigende Aktivitaten der Src-Kinase beobachtet. Ferner ist die Src-Kinase mit der zyto-
plasmatischen Domane von hC-CAM assoziiert. Das Adhasionsprotein wirkt in kolorektalen
Karzinomen als Tumorsuppressor [Wagener, 1996].

In Granulozyten bewirken Tyrosin-Kinasen eine Anderung der adhasiven Eigenschaften und
des Migrationsverhaltens [Gaudry et al., 1992]. Insbesondere fiir die Lyn-Kinase konnte nach-
gewiesen werden, daB sie eine Aktivierung erfahrt, wenn neutrophile Granulozyten stimuliert
werden [Gaudry et al., 1995].

Frihere Experimente unserer Arbeitsgruppe, die die Aktivierung der Src-Kinase untersuchten,
zeigten ein weiteres interessantes Phdanomen: Wenn die Src-Kinase an einem unabhéngigen
Substrat (Enolase) unter Zusatz der zytoplasmatischen Doméne von CGM1a angreift, kommt
es zu einem deutlichen Anstieg der Src-Kinase-Aktivitat.

Diese Eigenschaft der Aktivierung von Src-Kinase konnte z.B. iber die Bindung der SH2-
Domanen der Src-Kinase an die zytoplasmatische Doméne von CGM1a erfolgen. Das ent-
sprechende Bindungsmotiv — pY,E,E,I/L- liegt in der zytoplasmatischen Domane vor.
Entsprechende Modellvorstellungen fiir solche Aktivierungs- bzw. Inaktivierungsvorgange
existieren [Cooper und Howell, 1993; Erpel und Courtneidge, 1995].
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Tyrosin-Protein-Kinase | | Tyrosin-Protein-Kinase (z.B. CSK)
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Abbildung 67: Aktivierung und Inaktivierung der Kinasen der Src-Familie [nach Wagener, 1996:
Molekulare Onkologie]

So kdnnte die Src-Kinase auf zweierlei sich nicht ausschliefende Weisen aktiviert werden:
Zum einen konnte eine Protein-Tyrosin-Phosphatase mit der Src-Kinase interagieren, indem
sie das C-terminale Tyrosin dephosphoryliert und somit zu einer Konformationsanderung und
einer Autophosphorylierung flihrt (siehe Abbildung 67), einem Ereignis, das fur die
Aktivierung wichtig ist [Caron et al., 1992]. Zum anderen kdnnten zwischen Protein-Tyrosin-
Kinasen selbst Wechselwirkungen bestehen, die zu einer Phosphorylierung der Autophospho-
rylierungsstelle in der trans-Position und somit wiederum zu Konformationsanderungen
fuhren [Boerner et al., 1995].

In der Abbildung 67 finden sich zwei Domanen in der Src-Kinase, die mit SH2 und SH3 (Src-
Homologie-Domaéne) bezeichnet sind. Diese Doménen existieren in einer Vielzahl von
Proteinen, die an der intrazelluldren Signalubertragung beteiligt sind. Die SH2-Doméne bindet
an Phosphotyrosinreste in charakteristischen Aminosauresequenzmotiven.

Die zytoplasmatische Doméane von CD66d enthélt ebenso wie die von CD66a zwei potentielle
Bindungsmotive fiir SH2-Doménen von Tyrosin-Kinasen der Src-Familie (siehe Abbildung
65). Diese Bindungsmotive sind selten in anderen Proteinen in so hoher Ubereinstimmung
vorhanden, was den SchluB nahelegt, daf? an diesen Stellen hochaffine Bindungen mdglich
sind. Einen Nachweis lieferten Briimmer et al., indem sie zeigen konnten, da
korrespondierende Peptide zu den tyrosinhaltigen Doméanen der zytoplasmatischen Doméne
von CD66a die Src-Kinase starker aktivieren konnten als ein Phosphopeptid aus der
regulatorischen Doméne von Src [Brimmer et al., 1995]. Dies lat CD66a und CD66d als
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besonders interessante Molekdile fiir Signaltransduktionswege, in denen Src-Kinasen
vorkommen, erscheinen.

Wenn man die mégliche Bindungssequenz der zytoplasmatischen Domane von CGM1a,,, im
Vergleich mit anderen Motiven sieht, die Songyang untersucht hat (Human CD3, Human vav
oncogene, Human ErbB3, Human T Cell CD?7 etc.), féllt auf, daf sich in keinem der
beschriebenen Proteine eine 100%ige Ubereinstimmung mit dem Idealmotiv — wie bei
CGMl1a,, der Fall - findet. CGM1a konnte am Anfang eines Signaltransduktionsweges stehen
und tber die Phosphorylierung der Bindungsgruppen funktionelle Proteine (Kinasen der Src-
Familie) in ihrer Aktivitat regulieren.

So unterstiitzen die SH2-Doménen die C-terminale Dephosphorylierung durch eine
Phosphatase (siehe oben), indem die intramolekulare Bindung des Phosphotyrosin-Restes
(siehe Abbildung 67) an die SH2-Domaéne z.B. durch Kompetetion mit einem héheraffinen
Phosphotyrosin-Peptid-Motiv anderer Phosphotyrosin-Proteine (z.B. CD66a und CD66d)
gelost werden. Gerade bei CD66d kdnnte ein kompetetiver Prozel3 aufgrund des deutlich
besseren SH2-Bindungsmotivs eine Rolle spielen. Die resultierende Konformationsanderung
bewirkt dann die Autophosphorylierung des Tyrosin-Restes der katalytischen Domaéne [Bolen,
1992; Pawson, 1995]. Diese Autophosphorylierung konnte man bei Phosphorylierungs-
reaktionen mit der Src-Kinase an CGM1a,,, beobachten (siehe Abbildung 36, S. 80). Die
Anlagerung von g-3*P-Aktivitat an die Src-Kinase bei der Phosphorylierung der zytoplasma-
tischen Domaéne spricht fir eine Modifikation der Kinase. Es konnte z.B. die oben

beschriebene katalytische Doméne freigelegt werden.

Nagel hatte flir CGM1a Angriffspunkte fir Serin- / Threonin-Kinasen postuliert [Nagel et al.
1993]. So wurden in dieser Arbeit auch die Phosphorylierungsstellen fiir Serin-/ Threonin-
Kinasen untersucht. Da das Thr 179 bzw. das Ser 228 in Konsensus-Motiven fir PKC und
CK-I1 liegen, wurden diese Kinasen fir die in vitro Experimente ausgewahlt.

Dazu wurde zunéchst die Autophosphorylierung der Kinasen untersucht, um dann in einem
zweiten Schritt CGM1a,,, als Substrat einzusetzen.

Dabei erfolgte tatsachlich ein Einbau von g-**P-Aktivitat in die zytoplasmatische Doméne von
CGM1a, insbesondere bei Verwendung der Protein-Kinase C. In etwas schwécherem Malie
fand sich auch eine Phosphorylierbarkeit fur die Casein-Kinase I. Erstaunlicherweise fand sich
dies aber nicht fur die Casein-Kinase I, fiir die das Motiv eigentlich beschrieben war (siehe
Abbildung 44 und Abbildung 45, S. 86). Auch hier ergaben sich die oben beschriebenen
Laufunterschiede, allerdings konnte man keine klare Auftrennung in eine Doppelbanden-

struktur erkennen, wie das flr die Src-Kinase gezeigt werden konnte. Dies kbnnte darauf
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hinweisen, daR es hier nicht zu einer zweifachen Phosphorylierung gekommen ist, sondern

nur einer der beiden Reste umgesetzt wurde.

Signaltransduktionswege bilden sich hdufig durch Anlagerung oder Annaherung nachge-
schalteter Proteine aus [Huang et al., 1991; Ghazizadeh et al., 1994; Crabtree und Schreiber,
1996]. Dieses Prinzip kennt man sowohl von den klassischen Signalwegen als auch von
Rezeptoren auf neutrophilen Granulozyten (Assoziation des 1gG-Fc-Rezeptors Il mit Src-
Kinase [Hamada et al., 1993; Kiener et al., 1993; Jouvin et al., 1994]) und seit kurzem von
einem Mitglied der CEA-Familie, das dhnlich wie CGM1a (iber eine transmembrandre und
eine zytoplasmatische Domadne verfugt: BGPa. Hier konnten Brimmer et al. eine direkte
Assoziation von BGP mit Src-Kinase zeigen. Der Nachweis erfolgte tber
Immunprézipitationen aus Granulozytenmembranpréparationen mit monoklonalen CD66a-
Antikdrpern und der rekombinant hergestellten zytoplasmatischen Doméne von BGP, dabei
konnte direkt Phospho-Kinase-Aktivitat prazipitiert werden, die dann spezifisch als Src-
Kinase identifiziert werden konnte [Brimmer et al., 1995]. Entsprechend fanden Skubitz et al.
assoziierte Protein-Kinase-Aktivitaten fir CD66a, CD66b und CD66c [Skubitz et al., 1995].
Aufgrund des dhnlichen zytoplasmatischen Molekilaufbaus und der gezeigten Phosphory-
lierbarkeit sollten diese Experimente auch fiir CGM1a,,, nachvollzogen werden. Der Vergleich
der SH2-Motive von CGM1a und BGP, bezogen auf die von Songyang erhobenen Daten, lie3
bei der zytoplasmatischen Doméane von CGM1a eine starkere Bindung assoziierter Kinasen

erwarten als dies bei BGP der Fall war [Songyang et al., 1993].

Es wurden verschiedene Bindungsstudien durchgefiihrt, so wurde in Analogie zu den
Experimenten von Briimmer et al. versucht, direkt Kinase-Aktivtat mit CGM1a,,, aus
Granulozytenextrakten zu prazipitieren. Dabei fanden sich in der SDS-PAGE-Analyse keine
signifikanten Unterschiede im Bandenmuster (siehe Abbildung 48 und Abbildung 49, S. 90).
Die Untersuchungen lassen aufgrund der experimentellen Rahmenbedingungen keine
absoluten Aussagen zu, denn assoziierte Proteine kdnnen durchaus in Mengen vorhanden
sein, die mittels SDS-PAGE nicht zu detektieren sind (bei Silberfarbung 2-5 ng/ Bande). Da
der Versuchsaufbau nur die Aufarbeitung relativ geringer Mengen gestattete und um die
Sensitivitat der Analysen zu erhéhen, wurden die experimentellen Bedingungen so verandert,
daR eine Immuno-Affinitatschromatographie moglich wurde (siehe Abbildung 50, S. 91). Die
Anlagerung von nachgeschalteten Proteinen kdnnte auRerdem von dem Funktionszustand der
Domane abhéngig sein. So wurde z.B. fur die Bindung der Src-Kinase an SH2-Domanen eine

absolute Abhéngigkeit der Bindung vom Phosphorylierungszustand gezeigt [Liu et al., 1992].
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Deshalb wurden in dem folgendem Versuchsaufbau die verschiedenen Zusténde der
zytoplasmatischen Domaéne berticksichtigt. Nach den Protokollen, die bei den oben
beschriebenen Phosphorylierungsexperimenten entwickelt worden sind, wurden unter-
schiedliche Funktionszustande der Doméne erzeugt. Es wurden also zum einen die native
zytoplasmatische Domane, die durch Src-Kinase an Tyrosin-phosphorylierte und die durch
PKC an Serin- / Threonin-phosphorylierte zytoplasmatische Domaéne an eine Sdule
gekoppelt. Dieser Ansatz lieferte dann detektierbar deutliche Unterschiede in der SDS-PAGE-
Analyse. So fand sich unabhéngig von dem Zustand der Domadne - das heif3t sowohl bei der
nativen als auch bei den phosphorylierten Formen - eine sehr distinkte Bande in Hohe von
etwa 30 kD (siehe Abbildung 51 und Abbildung 52, S. 92), die sich bei den Kontrollen nicht
fand. Dariiber hinaus zeigten sich bei der SDS-PAGE ( siehe Abbildung 53, S. 94) zwei
weitere Banden in Héhe von 8 und 14 kD, die sich ebenfalls unabhéngig von dem Funktions-
zustand der Doméne fanden. Diese Molekiile kommen jedoch aufgrund des Molekularge-
wichts nicht als Kinasen in Frage. Wie bei dem direkten Prazipitationsversuch ist die
Sensitivitat aber durch die SDS-PAGE vorgegeben. Da sich aber mdglicherweise Kinasen in
Konzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze von SDS-PAGE finden kénnten, wurden die
gesammelten Fraktionen zusatzlich in radioaktiven Assays auf Tyrosin-Kinase-Aktivitat unter-
sucht, wodurch sich die Sensitivitat um ein Vielfaches erhoht. Im Gegensatz zu den fir
CD66a erhobenen Daten zeigte sich aber sowohl bei der Immunprézipitation als auch bei der
immun-chromatographischen Aufreinigung aus Granulozyten mit der zytoplasmatischen
Doméne von CD66d keinerlei Tyrosin-Kinase-Aktivitat. Dies war auch unabhéngig von dem
bei der Reaktion verwendeten Substrat (CGM1a,,, / Enolase). Zur Sicherung dieses
Ergebnisses wurde eine weitere Analyse in einem &hnlichen Sensitivitatsbereich durchgefunhrt:
Samtliche gewonnenen Fraktionen wurden mittels ELISA auf Tyrosin-Kinase-Aktivitat unter-
sucht, doch auch hier fanden sich keine Aktivitaten (siehe Abbildung 56, S. 97).

Die hier gewonnenen Proteine (30 kD, 8 und 14 kD) lie3en keine Abh&ngigkeit der Bindung
vom Phosphorylierungszustand erkennen. Wie die Experimente zeigten (siehe S. 88f), spielte
bei CGMl1a,,, der Funktionszustand der eingesetzten Doméne keine Rolle. Die Ergebnisse
waren sowohl fir die unphosphorylierte Form als auch fiir die Tyrosin- bzw. Serin- /
Threonin-phoshorylierten Zustande identisch. Dies kénnte zum einen bedeuten, daf? die
Bindung dieser Proteine unabhéngig von dem Zustand des Tyrosin-Restes bzw. Serin- oder
Threonin-Restes erfolgt und somit die Anlagerung unabhéngig ist von einem zuvor erfolgten
Phosphorylierungs- oder Dephosphorylierungsschritt. Zum anderen kénnte die Bindung aber

auch nicht an den beschriebenen SH2-Motiven der zytoplasmatischen Doméne erfolgen,

115



DISKUSSION

sondern an einer ganz anderen Position, die durch eine Phosphorylierung nicht beeinflusst
wird.

Als mdgliche Gegenspieler von Kinasen fungieren Phosphatasen, die den Signalfluf? durch
eine Dephosphorylierung unterbrechen und somit beenden kdnnen [Mouray und Dixon,
1994; Dechert et al., 1995; Denu et al., 1996; Fauman und Saper, 1996; Tonks und Neel,
1996]. Ob ein Impuls weitergeleitet wird, kdnnte somit von dem Verhaltnis von aktiver Kinase
zu aktiver Phosphatase abh&ngen [Hunter, 1995]. Die Rolle von Phosphatasen wird ebenfalls
mit der Regulation von Zellwachstum in Verbindung gebracht [Honda et al., 1993]. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde auch die Mdglichkeit untersucht, daB die assoziierten Molekdile
Phosphatase-Aktivitaten besitzen konnten. Die Ergebnisse des Phosphatase-Assays (ELISA,
siehe Abbildung 57, S. 98) zeigten jedoch keine signifikanten Ergebnisse, saimtliche Fraktionen
lieferten Werte im Bereich der Negativkontrolle. Somit fanden sich keine Hinweise in Bezug
auf eine Assoziation von CGM1a,, mit Phosphatasen. Im Gegensatz dazu konnten Huber et
al. die Assoziation von CD66a mit den Tyrosinphosphatasen SHP-1 und SHP-2 zeigen. Sie
erfolgte Uber die beiden ITIM-(Immunoreceptor Tyrosine-Based Inhibition Motif)
Konsensus-Sequenzen. Die Bindung von SHP-1 erfolgt dabei Gber zwei benachbarte N-
terminale SH2-Domaénen und bewirkt, sobald die Anlagerung erfolgt ist, die
Dephosphorylierung. Fir die initiale Anlagerung muf3 zumindest einer der beiden Tyrosin-
Reste phosphoryliert sein. Zusétzlich scheint flr die Bindung noch eine bislang nicht néher
gekennzeichnete Domane aufBerhalb der beiden ITIM-Motive notwendig zu sein. Diese drei
Motive konnten regulativ auf die Bindung von entweder einer Kinase oder einer Phosphatase
einwirken [Huber et al., 1999].

Unter der Vorstellung, da sich in den Prézipitaten Proteine finden kénnten, die in einem
Signaltransduktionsweg nachgeschaltet sind und selbst modifiziert werden miissen, wurden die
Prazipitate auch dahingehend untersucht, ob sie sich selbst phosphorylieren lassen. Gleich-
zeitig erhdéht man mit dieser Analyse die Sensitivitat des Versuchsaufbaus. Durch den Einbau
von ¢*?Phosphat kénnen Banden visualisiert werden, die bei der Silberfarbung nicht erfait
werden. Es konnten jedoch auch hier keine Aktivitaten an die Prazipitate gebunden werden
(siehe Abbildung 59 und Abbildung 60, S. 100f).

Der Ansatz der Immuno-Chromatographie lieferte aber Hinweise in Form verschiedener
Proteine, die sich mit der zytoplasmatischen Domé&ne unabhdngig vom Phosphorylierungs-
zustand in vitro assoziierten. Es fanden sich wie oben beschrieben (siehe Abbildung 51,
Abbildung 52 und Abbildung 53, S. 92f) drei Molekdle, von denen sich zwei direkt durch
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Sequenzierung bzw. Antikorper identifizieren lieRen. Das Protein mit dem Molekulargewicht
von etwa 8 kD erwies sich dabei als Calgranulin (siehe Edman-Abbau, Abbildung 61, S. 102),
die Bande bei etwa 14 kD war N-terminal blockiert und lieB sich nicht weiter untersuchen. Da
Calgranulin jedoch aus einem Dimer mit den Untereinheiten A und B besteht, die mit einer
Grolie von ungefahr 8 und 14 kD angegeben werden [Bennet et al., 1994; Dell et al., 1996],
liegt die Vermutung nahe, daR es sich bei der 14 kD-Bande um den zweiten Teil von
Calgranulin handelt.
Calgranulin ist unter verschiedenen Namen in der Literatur bekannt:

Calcium Binding Protein MRP-8

CF Ag (Cystic Fibrosis Associated Antigen)

Leukocyte L1 Protein Light Chain

MIF-related Protein (8kD-Chain), (Migration Inhibitory Factor)

Oncodevelopmental Protein
Calgranulin ist Mitglied der 5100-Gen-Cluster auf Chromosom 1g21. Man findet es im
Zytoplasma von Granulozyten und Makrophagen auf relativ hohem Expressionsniveau. Dabei
liegt Calgranulin als Heterokomplex vor (Calgranulin A und B) und kann zwei Calcium-lonen
pro Molekdl binden und somit regulierend auf den intrazelluléren CalciumfluR einwirken. Die
Funktionen von Calgranulin sind weitestgehend unbekannt, postuliert wurde eine Rolle bei
Zellwachstum und Differenzierung, aber auch bei Immunantworten auf zellularer Ebene
[Imamichi et al., 1993]. Die Analysen von Houen et al. ergaben einen Zusammenhang
zwischen dem Vorhandensein von Calgranulin-Antikérpern und Autoimmunerkrankungen
[Houen, 1994].
Bemerkenswert sind in diesem Zusammenhang die Studien von Klein et al., die zeigten, dal}
durch eine Antikdrperbindung an den CD66-Cluster Granulozyten mit den Zeichen einer
Aktivierung reagierten. So kam es zu einer Degranulation der Granula und einem Anstieg des
intrazelluldren Calciumflusses [Klein et al., 1996; Borregaard und Cowland, 1997].
Fur CD66a ist die Bindung von Calmodulin gezeigt worden, einem Protein, das ebenfalls den
intrazelluldren Calciumfluf? reguliert. Die Bindung dieses Proteins ist direkt abhéngig von der
Phosphorylierung an dem Serin 449 von CD66a. Die dafir notwendige Phosphorylierung
dieses Serin-Restes erfolgte mit der Protein-Kinase C [Edlund et al., 1998].
Dabei scheint durch die Bindung von Calmodulin an CD66a die intrazellulére Calcium-
Konzentration reguliert und die homophile Adhésion beeinflusst zu werden. So fiihrt ein
Anstieg der intrazelluliren Calcium-Konzentration zu einer Dissoziierung der CD66a-Dimere.

Die Zelle kann das Ausmal der vorhandenen Dimere durch die Kontrolle des Calcium-
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Flusses regulieren. Gleichzeitig wurde beobachtet, dal} Calcium-aktiviertes Calmodulin die
Dissoziierung von CD66a-Dimeren invitro verursachen kann [Obrink, 1997].

Die Bande bei etwa 30 kD lieR sich aufgrund geringer Konzentrationen und Inhomogenitat
der Proben nicht sequenzieren. Da das Molekil aber auf der Héhe des Full-Size-CGM1a lief,
wurde diese Bande mit dem im Rahmen dieser Arbeit generierten Antikdrper untersucht.
Tatséchlich lie sich die Bande mit dem monoklonalen Antikdrper, der gegen die zytoplasma-
tische Doméne von CGM1a gerichtet ist, markieren. Dies laRt darauf schlief}en, dall CD66d
mit sich selbst in Wechselwirkung treten kdnnte. Fir BGP sind solche homophilen Wechsel-
wirkungen beschrieben [Benchimol, 1989], wobei sich die Beschreibungen auf Adhdasions-
vorgange konzentrieren, die extrazelluldr stattfinden. So scheint die N-terminale IgV-artige
Domane fur diese Interaktionen verantwortlich zu sein. Fir eine intrazellulare Zusammen-
lagerung von Molekiilen des CD66-Clusters sind solche Daten bislang kaum vorhanden. In
Insektenzellen (S9f) konnte fur C-CAM eine homophile Adhésion Uber die zytoplasmatische
L-Domine (L: Long) gezeigt werden [Cheung et al., 1993, Obrink, 1997]. In CHO-Zellen
konnte eine Adhé&sion Uber die S-Doméane nachgewiesen werden, wobei CGM1a und BGP
beide die lange zytoplasmatische Doméne besitzen. Die Tatsache, daf? sich mit dem
rekombinant hergestellten CGM1a,,, das Gesamtmolekil CGM1a lber eine Immuno-
Affinitats-Chromatographie anreichern 143t, legt den Schluf’ nahe, dal3 intrazellulére
homophile Wechselwirkungen uber die zytoplasmatische Doméne von CGM1a stattfinden
kénnen.

In vitro konnte also gezeigt werden, dal3 die rekombinant hergestellte zytoplasmatische
Doméne von CGM1a mit dem Full-Size-CGM1a assoziiert und auch eine Bindung mit
Calgranulin eingeht. Die Abbildung 68 stellt ein Modell aufgrund der bekannten und den in

dieser Arbeit gesammelten Daten zusammen.
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Abbildung 68: Signaltransduktion tiber den CD66-Cluster

Da die Zusammenlagerung von CGM1a untereinander unabhéngig von dem Phospho-
rylierungszustand zu finden war, konnte CGM1a entweder bestéandig als Komplex (Dimer) in
der Zelle vorliegen, oder die Kontrolle der Dimerisierung wird durch andere Doménen
realisiert. Denkbar wére auch hier eine Calcium-Abhéngigkeit. Bei CD66d kdnnte die oben
beschriebene Rolle von Calmodulin durch Calgranulin Gbernommen werden, so dafd es mit
sinkender Calcium-Konzentration zu einer Dimerisierung kommen und sich somit mehrere
Molekiile in bestimmten Bereichen oder Zonen der Zelle konzentrieren kénnten. Die intra-
zellulare homophile Adhdsion kdnnte somit eine wichtige Funk tion fir die supramolekulare
Organisation von CD66a und CD66d und den Interaktionen mit nachgeschalteten Molekdilen
haben [Obrink, 1997].

Durch die Konzentration von CGML1 in bestimmten Zellbereichen kdnnte sich ein Protein-
komplex ausbilden. Dies kénnte dann z.B. zu einer verstarkten Bindung von Kinasen der Src-
Familie flihren und somit einen lokalen Signalkomplex ausbilden, was jedoch nicht nachge-
wiesen werden konnte.
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In dem dargestellten CD66d-Dimer existieren Angriffspunkte fur Tyrosin-Kinasen (ITAMs
oder TAMs, s.0.), die in Zusammenhang mit Phagozytosevorgangen gebracht werden.
Greenberg beschreibt die Mechanismen der Phagozytose, wobei die Tyrosin-Phosphory-
lierung eine zentrale Rolle spielt. So &Rt sich z.B. die Aufnahme von Bakterien mit Tyrosin-
Kinase-Inhibitoren verhindern. Auch das Ausschalten der ITAMs durch gezielte Mutation
(Phenylalanin- anstelle der Tyrosin-Reste) fiihrt zu dem Verlust des phagozytierenden
Potentials der Zellen. Durch die Phosphorylierung der zytoplasmatischen Domane kdnnten
maoglicherweise weitere Proteine in die rdumliche Ndhe des Komplexes gebracht werden.
Greenberg hat dies z.B. flir den Phagozytose-Rezeptor FcgR 111 gezeigt. Dort flihrt die
Assoziation mit der Syk-Kinase zu einer Aktin-Polymerisierung und somit zu Verschiebungen
im Cytoskelett, die dann eine Aufnahme des Bakteriums ermdglichen [Greenberg, 1995].
Modifizierend auf die zytoplasmatische Doméne von CGM1a kdnnen auch die Kinasen PKC
und CK-1 einwirken (siehe Abbildung 45, S. 87). Die Funktion bleibt unklar, jedoch werden
neben den oben beschriebenen Tyrosin-Kinasen auch Serin- / Threonin-Kinasen bei dem
Vorgang der Phagozytose benétigt, so erfahren die Protein-Kinasen A und C und die Casein-
Kinase 11 eine Aktivierung. Fir die PKC konnte gezeigt werden, da3 es zu Beginn der
Phagozytosesequenz zu einer Translokation der Kinase zur Membran und einer Aktivierung
kommt, durch spezifische Hemmung dieser Kinase kann eine Phagozytose unterbunden
werden [Zheleznyak und Brown, 1992].

Flr den ProzeR der Phagozytose wurde ein Anstieg von freiem Ca** beobachtet. Noch ist
nicht klar, ob diese Freisetzung von Ca*" das Cytoskelett beeinfluRt oder ob es eher die
Arachidonsdureproduktion und die Verschmelzung von Phagosom und Lysosom bewirkt
[Greenberg, 1995].

Die ersten in vivo Untersuchungen von CGM1a fuhrten 1992 McCuaig et al. durch. Der Assay
war so aufgebaut, daR die Selbstadhdrenz (Homotypische Bindung) untersucht wurde. Dabei
zeigten mit CGM1a-transfizierte Mausfibroblasten eine Temperatur-unabhéngige Adhéasions-
féhigkeit, die mit entsprechenden Antikdrpern blockiert werden konnte [McCuaig et al., 1992].
Ob CGM1a auch zu den von Kuijpers et al. beschriebenen Molekilen des CD66-Clusters
gehorenden Molekilen gehort, die neutrophile Aggregation induzieren, bleibt aufgrund der
Kreuzreaktivitdt der verwendeten Antikdrper unklar. Der ahnliche Aufbau weist aber in diese
Richtung [Kuijpers, 1993]. Skubitz et al. fanden hierzu einen weiteren interessanten Punkt, so
konnten sie nachweisen, dalR CD66a,b,c und d nach einer Stimulation deutlich stérker auf der
Oberflache von Neutrophilen exprimiert waren. Uber die Stimulation dieser sogenannten

Aktivierungsantigene mit spezifischnen CD66-Antikdrpern konnte die Adhésion der
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Neutrophilen an HUVEC-Zellen gesteigert werden. Gleichwohl konnte dieser Effekt mit
einem CD18-Antikorper unterbunden werden. Skubitz schloR daraus, daf? die Bindung von
CD66a, CD66b, CD66c und CD66d-Antikorpern an die entsprechenden Epitope auf
Granulozytenoberflachen ein voriibergehendes Signal triggern, das dann die adhésive Aktivitat
von CD11/18 steigert. Dazu paft auch die starke Phosphorylierung der zytoplasmatischen
Domane durch die Fyn-Kinase. Die Fyn-Kinase greift iber die oben angegebene Konsensus-
Sequenz an. Dieses auch als ARH1 (,,antigen receptor homology 1*) bezeichnete Motiv in
zytoplasmatischen Doménen mediiert eine Reihe von Funktionen, dazu gehdren die Tyrosin-
Kinase-Aktivierung, die Calcium-Freisetzung, die IL-2-Expression und die Endozytose [Clark
etal., 1994].

In jungster Zeit wurde Gber CGM1a berichtet im Zusammenhang mit der Bindung von
Bakterien an neutrophile Granulozyten. Neisseria gonorrhoeae (oder transfizierte E. coli)
exprimieren phasenabhéngig sogenannte Opa-Proteine (Opacity), Gber die sie an Neutrophile
binden und die Phagozytose derselben stimulieren. Solche Phagozytosevorgéange sind als
Calcium-abhéngig beschrieben worden [Della Bianca et al., 1990]. Dabei fanden Chen et al.,
daR die Adhédrenz von Opa-Proteinen deutlich verstarkt werden konnte, wenn die
Neutrophilen praaktiviert waren. Dies interpretierten sie als Hinweis auf eine Speicherung der
Opa-bindenden Komponenten in sekundédren Granula, von wo aus sie im Bedarfsfalle
mobilisiert werden. Chen et al. konnten zeigen, daR diese Komponente ein Protein der GroRe
von etwa 30 kD war. Aufgrund der Vermutung, dal3 dieses Protein CGM1a sein konnte,
fuhrten sie Bindungsstudien an CGM1a-transfizierten HeLa-Zellen durch und fanden eine
Bindung der Opa*-Bakterien an diese und eine anschlieRende Phagozytose, die mit einem
CGM1la-Antikorper blockiert werden konnte [Chen et al., 1996].

Gray-Owen et al. konnten diese Resultate fiir die anderen Mitglieder des CD66-Cluster nach-
vollziehen. Sie zeigten die Bindung von Gonokokken und transfizierten E. coli-Stammen, die
das Opa-Protein 52 synthetisieren, an CD66 a,c,d,e-transfizierte HeLa-Zellen. Eine Bindung
fur CD66b konnte nicht gezeigt werden, die erhobenen Daten deuten auf eine Wechsel-
wirkung des Opa-Proteins mit der N-terminalen Doméne hin [Gray-Owen et al., 1997].
Wenn die unterschiedlich transfizierten HeLa-Zellen auf ihre relative Fahigkeit hin, Opa*-
Bakterien zu binden und zu phagozytieren, untersucht wurden, ergab sich das folgende Bild:
Die Bindungsféhigkeit nahm in der nachstehenden Reihenfolge ab:
CEA=BGPa>CGM1a>NCA>>CGM6=Neo, dagegen war die Fahigkeit, die Invasion oder

Phagozytose der Bakterien zu mediieren, folgend:
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CGM1a>CEA>BGPa>NCA>CGM6=Neo (Neo ist die Kontrolle) [Bos et al., 1997; Chen et
al., 1997].

Da CEA aber nicht auf Granulozyten exprimiert wird, ist der wahrscheinlichste Kandidat ftr

die Verstarkung der Phagozytose CGM1a. Ein mdglicher Weg ware dabei Uber die
zytoplasmatische Doméne von CGM1a denkbar: Das Konsensus-Motiv ,,YLYL* wurde von
Greenberg als ,,immunoreceptor tyrosine acitvation motif* (ITAM) beschrieben, das bei
Aktivierung zu einer Aktinpolymerisation und Phagozytose flihrt [Greenberg, 1995].
Ergéanzend findet sich hier ein friher Befund von Zheleznyak, der Immunglobulin-mediierte
Phagozytosevorgange an Monozyten untersuchte und dabei eine Aktivierung der Protein
Kinase C feststellen konnte, zusatzlich konnte er die Ingestition mit einem pharmakologischen
PKC-Inhibitor unterbinden [Zheleznyak et al., 1992].

Dazu passend sind die Ergebnisse dieser Arbeit, die zeigen, dal} sowohl die Tyrosin-Kinasen
Src und Fyn als auch die Serin- / Threonin-Kinasen PKC und CK-1 modifizierend auf die
zytoplasmatische Doméne von CGM1a wirken kdnnen.

Die Abbildung 69 zeigt ein mogliches Modell fiir die Interaktion von Opa-Proteinen und
neutrophilen Granulozyten tiber Mitglieder des CD66-Clusters.

Abbildung 69: Modellvorstellung zur Interaktion von CGMZ1a mit Opa-Proteinen (Abktirzungen soweit
nicht im Text: PMN: neutrophiler Granulozyt, NG: Neisseria Gonorrhoeae, P: Phagosom):

Bei der Aktivierung des neutrophilen Granulozyten kommt es zu einer verstarkten Expression
von CD66-Mitgliedern. Fliir CD66d konnte die Speicherung in sekundédren Granula gezeigt

werden, aus denen es dann zu einer Mobilisation von CD66d und einer Translokation zur
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Membran kommt. Die Opa*-Neisserien konnen nun mit CD66-Mitgliedern in
Wechselwirkung treten. Wobei es wahrscheinlich zundchst zu einer tiber BGPa vermittelten
Adhésion und in einem zweiten Schritt zu einer zusatzlichen Bindung von CGM1a kommt,
das dann die Internalisation der Opa *-Neisserien triggert. AnschlieRend erfolgt der Abbau der
Bakterien in den Phagosomen.

Die unterschiedliche Adhésionsfahigkeit von CD66a und CD66d dirfte in den deutlich
abweichenden extrazelluldaren Domanen begrlindet sein. Warum die Fahigkeit zur Inter-
nalisation ebenfalls differiert, ist schwerer zu begriinden: Mdglich ist aber eine mal3gebliche
Kontrolle durch die beiden SH2-Motive, die in CGM1a in einem signifikant besseren
Sequenzkontext liegen. So kénnte die Regulation der Phagozytose hinsichtlich der Quantitat
(wieviele Bakterien werden aufgenommen) und Qualitat (wie schnell werden die Bakterien
aufgenommen) gerade durch das (notwendige) Zusammenspiel von CD66a und CD66d

realisiert werden.

CEA-Familienmitglieder weisen, wie aus cDNA-Untersuchungen geschlossen werden konnte,
hohe Ubereinstimmungen auf der DNA-Ebene auf [Thompson et al., 1993; Thompson et al.,
1995]. Im Expressionsmuster hingegen weisen sie deutliche Unterschiede auf (siehe S. 11).
Dabei sind in Bezug auf die Expression von CGM1a bislang nur wenige Daten erhoben
worden. Nagel et al. versuchten mittels mMRNA-Analysen CGM1a in Monozyten, Lympho-
zyten, Granulozyten und Blutproben von CML-Patienten nachzuweisen. Gefunden wurden
bei Monozyten und Lymphozyten keine oder nur schwache Signale. Allerdings konnte man
CGM1a-RNA in normalen Granulozyten und Leukozyten von CML-Patienten nachweisen,
wobei Nagel eine Sonde gegen die zytoplasmatische Doméne verwendete. Zusétzlich wurden
Tumoren und Metastasen aus den drei Keimzellbahnen sowie einige Normalgewebe
untersucht:

Adenokarzinome des Pankreas, der Lunge, der Niere, des Magens und des Kolons,

Muzintse Karzinome des Ovars,

Klein-und grof3zellige Karzinome der Lunge,

Squamose Karzinome der Gallenblase und der Lunge,

Hepatozellulare Karzinome,

Osteosarkome,

Sarkome des Ovars,

Teratome,

Melanome,
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Hodenkarzinome
Milz,
Plazenta und

Kolonmukosa.
Auch hier konnte keine CGM1 mRNA detektiert werden.
Thompson et al. fuhrten sensitivere Analysen durch, indem sie das Expressionsmuster mittels
RT-PCR untersuchten. Analysiert wurde eine Vielzahl von Hirntumoren und gynékologischen
Tumoren, es konnten jedoch keine CGM1-Transkripte nachgewiesen werden [Thompson et
al., 1993].
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten RNA-Untersuchungen verschiedener Gewebe
bestatigen dieses Bild. Die Northern-Blots der Gewebe (siehe S. 103) zeigten nach Hybridisie-
rung mit einer CGM1a,,,-Sonde (CGM1a,,-PCR-Produkt) keine oder nur sehr geringe Signale.
Die schwachen Signale fanden sich bei Skelettmuskel-Zellen, Milz- und Diinndarmgewebe
sowie Leukozyten. Die niedrige Signalintensitét lieR nicht auf eine echte Expression schlielRen,
zumal die Aufarbeitung der Gewebe nicht blutfrei erfolgen konnte, so dal? additive Effekte
durch mitpréparierte Granulozyten nicht auszuschlieen sind (dies gilt insbesondere fiir die
blutreiche Milz). Die Datenlage und die Ergebnisse der durchgefuihrten Ergebnisse lassen auf
eine ausschliel3liche Expression von CGM1a in Zellen der myeloischen Reihe schliel3en.
Um die Untersuchung nicht nur auf RNA-Niveau durchzufiihren, sondern auch auf Protein-
ebene, stand der Nachweis mit einem spezifischen Antikdrper aus. Nagel et al. testeten dazu
ein Panel von Antikorpern und benutzten die monoklonalen Antikdrper mAb Tu2 und mAb
73, die beide CGML1 erkennen, aber kreuzreaktiv mit CEA sind. Da CEA nicht auf Granulo-
zyten prasent ist, konnten diese Antikorper benutzt werden, um CGM1 auf diesen nachzu-
weisen. Dies gelang mittels DurchfluB-Zytometrie, dennoch waren die Signale sehr schwach,
was daflr spricht, daB CGM1 nur in geringen Mengen auf Granulozytenoberflachen zu finden
ist [Kuijpers et al., 1993; Nagel et al., 1993].
CGM1a scheint somit ein Granulozyten-spezifisches Protein zu sein. Das kdnnte bedeuten,
dall CGM1a auch ebenso spezifische Funktionen tibernehmen konnte. Fir die weitere Unter-
suchung des Expressionsmusters auf Proteinebene wurde in dieser Arbeit ein monoklonaler
Antikorper gegen die zytoplasmatische Doméane von CGM1a hergestellt. Dies hatte den
Vorteil, dal die anderen Mitglieder des CD66-Clusters bis auf CGM7, CGM1c und BGPa
keine zytoplasmatischen Doméanen besitzen und zusatzlich die Ahnlichkeit der zytoplasma-
tischen Doménen begrenzt ist. Das heif3t, ein gegen die zytoplasmatische Doméne gerichteter

Antikorper konnte selektiv CGM1a erkennen.
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Das Ergebnis der Antikorperherstellung waren zwei Klone, die CGM1a,,, sowohl im ELISA
als auch im Western-Blot binden konnten: 4H1 und TS1.

Aufkonzentrierte Granulozytenmembranpréparationen, die mit diesen Antikérpern untersucht
wurden, zeigten bei einem sehr sensitiven Chemilumineszenznachweis in Héhe von etwa 30
kD ein deutliches Signal. Die H6he stimmt mit dem in der Literatur angegebenen Molekular-
gewichten Uberein, wobei die unglykosylierte Form mit einem Gewicht von 27 kD und die
glykosylierte Form mit bis zu 35 kD angegeben wird [Kuroki et al., 1990].

Die Intensitat der Signale war in Anbetracht der Sensitivitat des Assays ebenso gering wie von
Nagel et al. beschrieben, was ebenfalls fiir die geringe Expression von CGM1a auf Granulo-
zyten spricht. Die Tatsache, dal? sich in Granulozytenextrakten nur eine einzige Bande fand,
an die der Antikdrper gebunden hat, zeigt die Spezifitat des generierten Antikdrpers TS1. Eine
Reaktion mit BGP liel3 sich nicht beobachten.

Eine dartber hinausgehende in vivo Untersuchung weiterer Gewebe und Zellen ist mit diesem
Antikorper als Werkzeug nun moglich. Weitergehende Untersuchungen kénnten die
gewonnenen in vitro Daten erhdrten und in Zukunft vielleicht einen Ausblick auf die Funktion

von CGM1a ermdglichen.
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ZUSAMMENFASSUNG

CGM1a gehoért zum CD66-Cluster (CEACAM-Gruppe) und besteht aus einer IgV-artigen
Doméne, einem transmembrandren Anteil und einer zytoplasmatischen Doméne. In der
zytoplasmatischen Doméne finden sich Konsensus-Motive fur Tyrosin-Kinasen, fur Serin-
und Threonin-Kinasen sowie SH2-Doménen bindende Motive. In dieser Arbeit wurde die
Phosphorylierbarkeit der zytoplasmatischen Doméne von CGM1a durch die verschiedenen
Kinasen untersucht und im Hinblick auf die SH2-bindenden Motive nach méglichen
assoziierten Proteinen gesucht. Dabei ergaben sich folgende invitro Daten:
CGM1a,,, wird durch die Src-Kinase an beiden Tyrosin-Resten quantitativ phosphoryliert.
Der Vergleich von verschiedenen Kinasen der Src-Familie ergab eine differentielle
Phosphorylierung und lieferte die nachstehende Reihenfolge, in der die Phosphorylierbar-
keit abnahm: Fyn > Src > Lck = Lyn.
Es zeigte sich, dal die zytoplasmatische Doméne an ihren Serin-/Threonin-Resten
phosphorylierbar ist durch PKC > CK-1, nicht aber durch CK-11.
Die Untersuchungen zur Isolierung assoziierter Proteine ergaben, da sich aus Granulo-
zyten mit CGM1a,,, keine Tyrosin-Kinase- oder Phosphatase-Aktivitaten anreichern
lieBen. Des weiteren fanden sich weder Serin- / Threonin-Kinase-Aktivitdten noch
phosphorylierbare Proteine in den gewonnenen Eluaten.
Es konnte in vitro eine Assoziation der zytoplasmatischen Doméne mit Calgranulin gezeigt
werden. Zudem ergaben die Assays eine Zusammenlagerung der zytoplasmatischen
Doméne mit dem Full-Size CGM1a.

Ausgehend von den bekannten Daten wurde das Expressionsmuster von CGM1a untersucht:

CGM1a lieR sich in nachstehenden Geweben auf RNA-Ebene nicht nachweisen: Milz,
Thymus, Prostata, Hoden, Ovar, Diinndarm, Kolon, periphere Monozyten, Herz, Hirn,
Plazenta, Lunge, Leber, Skelettmuskel, Niere und Pankreas. Mit dem im Rahmen dieser
Arbeit generierten monoklonalen Antikorper TS1, der gegen die zytoplasmatische
Domane von CGM1a gerichtet ist, lieR sich in Granulozytenextrakten eine Bande in HOhe
des Full-Size CGM1a (30 kD) detektieren.

Die in vitro Daten dieser Arbeit im Vergleich mit der Literatur legen eine Rolle von CGM1a als

Signaltransduktionsmolekdil nahe, wobei die Generierung des monoklonalen Antikérpers

zukinftige in vivo Untersuchungen maglich macht.
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Abkirzungen, soweit im Text nicht erklart:

um
AS
ATP
BGP
bp
BSA

Cb
CEA
CGM
Cyt
dH0
DNA
DTT
E. coli
EDTA
EDV
His
HR

g

kD
LR
mAb
MAC
Mb
MHC
Na
NCA
NK-Zellen
nm
oD
PAGE
PCR
POD
P-Tyr
RNA
RT
SDS
Ser, S
TEMED
Thr
Tris
Tyr, Y

Mikrometer

Aminosauren
Adenosintriphosphat

Biliéres Glykoprotein
Basenpaare

Bovines Serum Albumin
Komplementfaktoren

Cluster of Differentiation
Carcinoembryonales Antigen
CEA Group Member
Zytoplasmatische Doméne
destilliertes Wasser
Desoxyribonukleinséure
Dithiothreitol

Escherichia Coli
Ethyldiamintetraessigsaure
Elektronische Datenverarbeitung
Histidin

High Range

Immunglobulin

Kilo Dalton

Low Range

monoklonaler Antikorper
Membranangriffskomplex
Megabasenpaare

Major Histocompatibility Complex
Natrium

Non Specific Crossreacting Antigen
Natural Killer-Zellen
Nanometer

Optische Dichte
Poly-Acrylamid-Gel-Elektrophorese
Polymerase Chain Reaction
Peroxidase

Phosphotyrosin
Ribonukleinséure
Raumtemperatur
Natriumdodecylsulfat

Serin

Tetraethylendiamin

Threonin

Tris (hydroxymethyl) aminomethan
Tyrosin

Unit (Enzymeinheit)
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