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1. Einleitung

Entgegen der von Aristoteles bis zu Goethe tradierten Auffassung, dass lebende Materie aus
unbelebter entstechen kann (Cairns-Smith, 1982), konnte Pasteur mit Hilfe von
Sterilisierungsexperimenten zeigen, dass diese Theorie falsch ist. Er konnte widerlegen, dass
Leben spontan aus unbelebter Materie entstehen kann (Cairns-Smith, 1982). Demnach musste
alles Leben aus belebter Materie entstehen (omne vivum ex vivo), aber dies hinterlief3 auch die
Frage, wo dieses Leben urspriinglich einmal herstammte. Die Panspermiehypothese von
Svante Arrhenius postuliert, dass das Leben von auBlen auf die Erde getragen wurde.
Allerdings 10st diese Theorie die Entstehungsfrage nicht, sie verlagert sie lediglich (Bernal,
1951).

1928 war es dann Friedrich Woéhler, der als erster mit der chemischen Synthese von Harnstoff
zeigen konnte, dass ein Stoff, der sonst nur von Lebewesen hergestellt wird, auch abiotisch
durch Laborsynthese entstehen kann (Oparin, 1938).

In seinem Buch ,,Origin of Life* stellte Oparin 1938 erstmals die Theorie der chemischen
Evolution vor, wonach es erst zu einer abiotischen Synthese organischer Molekiile gekommen
ist (Oparin, 1938). Aufbauend auf dieser Theorie konnte der amerikanische Wissenschaftler
Stanley Miller 1953 im Glaskolben eine ,,Uratmosphire” bestehend aus Kohlendioxid,
Methan, Wasserstoff und Ammoniak schaffen (Miller, 1953). Unter Zufiihrung von Energie
in Form von elektrischen Gasentladungen gelang es ihm aus einfachsten chemischen
Molekiilen Aminosiuren, Nukleinsduren und andere héhermolekulare Bausteine erzeugen.
Diese komplexeren Molekiilformen konnten sich in der prébiotischen ,,Ursuppe anreichern
und mussten sich dann organisieren. Eine Moglichkeit dieser Organisation postulierte Oparin,
der von vesikelartigen Hiillstrukturen, so genannten ,,Koazervaten, sprach, die sich spontan
aus bestimmten Molekiilen bildeten. Selbst wenn diese Koazervate eine gewisse Form von
Urzellen darstellten, war unklar, wie es dann zu geordneten reproduzierbaren Strukturen, wie
zum Beispiel langkettigen identischen Polymerketten, wie Enzymen, oder einem Code in
Form der DNA kommen konnte.

Entgegen dieser Theorien postulierte vor allem der Miinchner Giinther Wéchterhduser eine
rein autotrophe Entstehung des Lebens. Demnach kam die Energie zur Synthese der
organischen Urmolekiile nicht von auflen in Form von Blitzen oder UV-Strahlung, sondern
entstand aus der chemischen Synthese dieser Bausteine selbst (Cech, 1986; Eigen, 1987;
Wachtershauser, 1994). Ende des 20. Jahrhunderts erst konnte der Amerikaner J. Ferris

zeigen, dass auf einer Montmorillionit Tonkristallstruktur durch Polykondensation von
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Nukleotidmonomeren Oligomere von der Liange kleiner Ribozyme entstehen konnen (Ferris
et al., 1996). Diese hitten dann im Rahmen einer ,,RNA-Welt“ eine entscheidende Rolle
spielen konnen. Das bedeutet, dass RNA-Molekiile gleichzeitig Triger genetischer
Information sein als auch die Rolle als Katalysatoren fiir ihre eigene Synthese {ibernehmen
konnen. Enzyme brauchen zu ihrer Synthese den genetischen Code, den sie eigentlich erst
selbst  herstellen.  Sollten aber RNA-Molekiile katalytische und gleichzeitig
informationstragende Eigenschaften in der Urzeit vereint haben, wie es heute von einigen
RNA-Molekiilen bekannt ist, wére dieses ,,Ei-Huhn-Problem* geldst.

Der Nobelpreistragers Manfred Eigen (1971) vertritt die Meinung, dass Leben aus dem
molekularen Chaos der Ursuppe durch so genannte autokatalytische Hyperzyklen (molekulare
Selbstorganisation) entstand. Ein Hyperzyklus ist ein katalytisches System, in dem ein kurzes,
tRNA-dhnliches Polynukleotid fiir die Aminoséduresequenz eines kleinen Proteins codiert, das
seinerseits die Produktion eines anderen Polynukleotids katalysiert. Der Zyklus wird solange
fortgesetzt, bis er dadurch geschlossen wird, indem ein schon vorhandenes Polynukleotid
katalysiert wird. Solche Hyperzyklen konnten Vorldufer von Zellen gewesen sein (Eigen,
1987). Diese neueren Theorien wiirden somit die frithesten Arten von Proteinsynthese mit
Translation und Transkription erkldren. Die Translation und die Transkription sind heute ein
recht gut verstandener Prozess. An beiden Prozessen ist eine grofle Anzahl von Proteinen und
verschiedene Spezies von Nukleinsduremolekiilen beteiligt.

Der genetische Code aller Zellen wird in Form einer Nukleotidsequenz der
Desoxyribonukleinsdure (DNA) verschliisselt und durch die Bildung einer #hnlichen
Nukleinsdure, der Ribonukleinsdure (RNA), umgesetzt. Um die genetische Information
umzusetzen (Expression), wird in allen zelluldiren Organismen die DNA zunédchst in die so
genannte mRNA (Messanger RNA) abgeschrieben (Transkription). Spéter erfolgt an den
Ribosomen die Ubersetzung der mRNA in Proteine (Translation, Abbildung 1).

Das Wissen iiber den Ablauf der Proteinsynthese erweitert sich standig. Mittlerweile ist man

auch in der Lage, diesen Prozess in einem zellfreien Synthesesystem nachzuahmen.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Proteinsynthese.

Die DNA wird in eine komplementire mRNA iibersetzt. Fiir diesen Vorgang ist die RNA-Polymerase
verantwortlich. Die mRNA wird ihrerseits am Ribosom in eine Aminoséurekette translatiert wird. Durch die
Hydrolyse von GTP wird die Translation angetrieben. Die tRNAs werden auferhalb des Ribosom mit ihren
dazugehdrigen Aminosduren (As) beladen. Dieser Vorgang wird unter Hydrolyse von ATP durch die
Aminoacyl-tRNA-Synthetase katalysiert. Die beladene tRNA wird anschlieBend zur A-Stelle des Ribosoms
transportiert, und bindet dort an das komplementire mRNA-Triplett. An der P-Stelle befindet sich wahrend der
Elongation der Translation eine Peptidkette, die dann auf die hinzutretende Aminoséure iibertragen wird. Die
von der Aminosdure entladene tRNA verldsst an der E-Stelle das Ribosom.

1.1. Proteinfaltung

Die genetische Information codiert fiir Proteine, und somit ist die rdumliche Struktur der
Proteine bereits auf DNA-Ebene programmiert. Proteine besitzen in nativer Konformation,
die fiir die biologische Funktion in Zellen unabdingbar ist, eine exakt definierte
dreidimensionale Struktur (Dill et al., 2005). Bei der Translation entstehen am Ribosom
Polypeptidketten in linearer ungefalteter Form. Um ihre biologischen Aufgaben zu erfiillen,
miissen sie eine spezifische dreidimensionale Struktur einnehmen. Das heutige Verstindnis
tiber die Faltung von Proteinen begriindet sich in erster Linie auf die 60er Jahre auf die
Forschungsergebnisse von Christian Anfinsen und seinen Mitarbeiter (Anfinsen et al., 1961;
Anfinsen, 1973). In seinen Versuchen zu Ribonuklease A konnte er erstmals zeigen, dass die
Faltung einer Polypeptidkette in ein Molekiil mit dreidimensionaler definierter Struktur ein
reversibler, thermodynamisch gesteuerter Prozess ist. Seinem Modell nach entspricht der
native Zustand eines Proteins dem thermodynamischen Minimum, also dem Zustand des
Molekiils mit der geringsten freien Energie. Anfinsen zu Folge ist die endgiiltige Faltung
eines Proteins kein zufidlliger Prozess, sondern vielmehr steht die Information iiber die

korrekte Faltung in der Primédrsequenz, also der Abfolge der Aminosduren (Anfinsen et al.,
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1961; Levinthal & Schiff, 1968). Ein Protein erreicht seine korrekte Struktur nicht durch
statistisches Testen verschiedener Faltungszustinde, sondern iiber eine Abfolge stabiler,
definierter Faltungsintermediate (Levinthal & Schiff, 1968).

Die Triebkraft fiir diese Faltungsprozesse sind hydrophobe, dem polaren Ldsungsmittel
exponierte Seitenketten, die eine Koordination im inneren, hydrophoben Milieu des Molekiils
anstreben. Diese als ,hydrophober Kollaps® bezeichnete Kondensation fiihrt zu einer
Interaktion mit benachbarten Aminosdureketten und zur Ausbildung von einzelnen
Sekundérstrukturelementen. Als Folge wird in der Regel Wasser aus dem hydrophoben Kern
des Proteins ausgeschlossen, und so genannte ,,molten globules* werden gebildet (Kuwajima
et al., 1989; Jaenicke & Lilie, 2000). Unter ,,molten globules* versteht man eine Stufe
wiahrend des Faltungsweges einer Polypeptidkette, die zwar Sekundir-, aber noch keine
Tertidrstruktur aufweist.

Die klassische Auffassung der Proteinfaltung geht von einem sequentiellen
Faltungsmechanismus aus, determiniert durch das Erscheinen exakt definierbarer Intermediate
(Kim et al., 1982; Schmid, 1983). Neuere Theorien hingegen postulieren das Auftreten
mehrerer simultaner Faltungszustinde. Demnach sind Intermediate lediglich in lokale
Energieminima, sozusagen energetische Sackgassen geraten, denen sie aufgrund hoher
Aktivierungsenergien nur langsam oder gar nicht entkommen koénnen (Baldwin, 1995;
Baldwin, 2002).

Die Proteinfaltung in der lebenden Zelle unterscheidet sich in vielen Belangen von der in vitro
Faltung. Die in vitro Faltung geht von einem nicht genau definierten, vom
Denaturierungsreagenz abhingigen, entfalteten oder teilentfalteten Zustand aus. Prinzipiell
kann die Faltung an nahezu jeder beliebigen Stelle der Polypeptidkette beginnen, was zu
Beginn des Faltungsprozesses eine Vielzahl an Konformationen ermdglicht. Kurze
Polypeptidketten, die zu einer monomeren Proteinspezies fiihren, stellen kein Problem dar,
und in vitro konnen hohe Riickfaltungsraten erreicht werden. Bei Proteinen, die aus vielen
Dominen bestehen oder Oligomere bilden, stoBt die in vitro Riickfaltung oft an ihre Grenzen.
Die Riickfaltung groBer nativer Oligomerkomplexe endet hédufig in der Bildung unloslicher
Aggregate. Dadurch betrdgt die Riickfaltungseffizienz zum nativen Zustand teilweise nur
einen Bruchteil des eingesetzten Gesamtprotein (Jaenicke, 1987; Jaenicke & Seckler, 1997).
Um optimale Riickfaltungsausbeuten zu erzielen und unerwiinschte Nebenreaktionen wie
Aggregatbildung zu supprimieren, sollten die d&ueren Bedingungen wie Proteinkonzentration,
pH-Wert, Temperatur und Ionenstérke optimiert werden (Rudolph et al., 1990; Kiefhaber et
al., 1991; Jaenicke & Seckler, 1997).
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Die duBleren Bedingungen lebender Zellen hingegen sind in der Regel konstant. Die Faltung
der Polypeptidkette beginnt bereits widhrend der Translation am N-terminalen Ende
(Bergmann & Lodish, 1979; Braakman et al., 1991). Die Faltungserfolge in vivo betragen bis
zu 100% (Lorimer, 1996; Bukau et al., 2000). Aber auch in vivo geschehen Missfaltung und
falsche Assemblierungen von Proteinen (Hurtley & Helenius, 1989; Helenius et al., 1992);
um diese Ereignisse auf einem mdglichst niedrigen Niveau zu halten, hat sich im Laufe der
Evolution ein wirksamer Mechanismus in Form von Helferproteinen entwickelt. Auf der
einen Seite werden Faltungsprozesse durch Faltungshelferproteine und Chaperone (s. u.)
unterstiitzt, die korrekte Faltung und Assemblierung von Proteinen u. a. durch Verhindern von
Aggregation absichern (Sparrer & Buchner, 1997; Hartl, 1996; Walter & Buchner, 2002). Auf
der anderen Seite werden falsch gefaltete Proteine von Proteasen abgebaut (Gottesman &
Maurizi, 2001; Wickner et al., 1999). Neueren Ergebnissen zufolge nehmen ca. 30% der in E.
coli synthetisierten Proteine die Hilfe der Faltungshelferproteine in Anspruch (Bukau et al.,
2000). Diese Unterstiitzung findet dabei co- und posttranslational statt (Bukau et al., 2000)
Beispielsweise benotigt Ribonuklease A fiir die vollstdndige Assemblierung den C-Terminus
(Lin, 1979), der allerdings, entsprechend den Regeln der Translation, als letztes das Ribosom
verldsst. Somit sind Teile der Polypeptidkette gezwungen hydrophobe Bereiche ins Cytosol
zu exponieren. In diesem aggregationsanfilligen Zustand ist das Protein auf die Interaktion
mit Faltungshelfern angewiesen. Ahnliche Zustinde kdnnen bei der Translokation zwischen
einzelnen Zellkompartimenten auftreten, z.B. beim Import cytosolisch synthetisierter Proteine
ins Mitochondrium. Auch fiir solche Ereignisse bedarf es der Hilfe entsprechender
Faltungshelfer (Dekker & Pfanner, 1997).

Um Schéadigung der Zelle zu vermeiden, wird die Expression solcher Helfer v. a. in
Stresssituationen, z. B. durch hohe Temperaturen, verdndertes pH-Milieu, Schwermetallionen
radikalische Verbindungen oder denaturierende Agenzien stark erhoht (Lindquist & Craig,
1988a). Bei dieser so genannten ,,heat shock response® (Miller et al., 1982; Ellis, 1987)
bedient sich die Zelle eines ganzen Netzwerks an Helferproteinen, Chaperonen und Co-

chaperonen.

1.1.1. Disulfidbrticken in der Proteinfaltung

Die Kopplung der Ausbildung von Disulfidbriicken mit der Proteinfaltung ist mittlerweile ein
recht gut verstandener Prozess. Im Gegensatz dazu konnte bisher kaum geklért werden,

inwiefern die Proteinfaltung selbst von der An- oder Abwesenheit von kovalenten
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Verkniipfungen abhéngt. Die Arbeiten beziehen sich mehr auf eine Beschreibung der Rollen
von Disulfidbriicken in Proteinfaltungsreaktionen (Goto & Hamaguchi, 1982; Ramm et al.,
1999; Yokota et al., 2000) oder kiinstlich eingefiihrte Schwefelbriicken wurden benutzt um
lokale Faltung oder Entfaltung zu beschreiben (Clarke et al., 1993; Mason et al., 2002; Mason
et al., 2005).

Eines der Hauptaugenmerke des Protein engineering liegt auf einer positiven Beeinflussung
der Proteinstabilitdt (Eijsink et al., 2004). Die Stabilisierung eines Proteins durch
Disulfidbriicken wird durch eine Konformationsbeschrinkung des entfalteten Zustands
verursacht. Damit wird der entropische Aufwand, um die native Struktur aufrecht zu erhalten,
gesenkt und die Stabilitdt erhoht. Somit kann die Einfithrung von Disulfidbriicken zum einen
zu einer Erhohung der Proteinstabilitit, so wie sie von einer einfachen Polymertheorie zu
erwarten war (Clarke et al., 1993), aber zum anderen auch zu einer erhdhten Unflexibilitat
fiihren. Denn eine induzierte Spannung des nativen Zustands oder die reduzierte Dynamik und
dadurch eine reduzierte Entropie des gefalteten Zustands konnen bei Einfiihren nichtnativer
Disulfidbriicken die Stabilitdt des Proteins erheblich gegeniiber dem erwarteten Effekt der
kovalenten Verbindung reduzieren.

Theoretische Studien haben gezeigt, dass Disulfidbriicken sehr viele und unterschiedliche
Einfliisse auf die Proteinfaltungreaktion haben konnen. Wenn die Disulfidbriicke in den
Faltungskern gelegt wird, dann wird die Reaktion beschleunigt, liegt sie hingegen in eher
peripheren Regionen kann die Reaktion deutlich verlangsamt werden (Abkevich &
Shakhnovich, 2000; Clarke et al., 1993). Inwiefern der Mechanismus der Proteinfaltung in
Abhingigkeit von dem Vorhandensein oder dem Nicht-vorhandensein von Disulfidbriicken
im natiirlichen System steht, und welche Konsequenzen diese Entwicklung unter Betrachtung

evolutiondrer Aspekte hat, wurde bisher nicht im Detail untersucht.

1.1.2. Antikorper als Modellsystem

Antikorper sind wohl die wichtigsten Molekiile der humoralen Immunantwort. Von den 5
bekannten Untergruppen im Menschen (IgA, D, E, G und M), ist das Immunglobulin G (IgG)
der haufigste Vertreter im Blutplasma. Daher werden sich auch alle hier aufgefiihrten
Uberlegungen an der IgG- Untergruppe orientieren.

IgG- Molekiile werden von B2-Zellen hergestellt, allerdings nur nach positiver Stimulation
durch Tyege-Zellen (Ty-Zelle). Diese Stimulation erfolgt lediglich, wenn die Ty-Zelle in der

Lage ist, dasselbe Antigen zu erkennen, gegen das die B-Zelle Antikorper produziert. Dieser
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Schritt stellt das wichtigste Auswahlkriterium fiir das verfligbare Antikorperrepertoire dar.
Daher miissen CD4" Ty-Zellen eine negative Selektion, beziiglich Autoimmunitit (klonale
Deletion) durchleben, sowie eine positive Selektion um die Fahigkeit zu testen MHC-
Antigenkomplexe im Thymus binden zu konnen (klonale Selektion). Das Erkennen
zelleigener Molekiile als Antigene fiithrt zu Anergie, einer weiteren Runde der RAG-
vermittelten T- Zellrezeptor Editierung, oder, in den meisten Féllen, zum Zelltod durch
Apoptose (Janeway, Jr., 2001).

Wenn man sich ndher mit der zerstorenden Wirkung, die Antikdrper entwickeln konnen,
auseinandersetzt, wird offensichtlich, weshalb ein solch komplexer Auswahlmechanismus
absolut essentiell ist. Drei Effekte sind fiir die Wirksamkeit von Antikérpern bedeutsam. Der
erste nennt sich Neutralisation. Einige Pathogene oder speziell Giftstoffe konnen direkt durch
Bindung an Antikorper entschirft werden. Pathogene sind fiir einen erfolgreichen Angriff auf
ihre Wirtszellen hiufig abhidngig von Adhesions- oder Permeationsfaktoren, die sich auf ihrer
Oberflache befinden. Werden diese Faktoren jedoch durch Antikorper gebunden, kann die
Pathogenitit eliminiert werden. Die Bindung extrazelluldrer Toxine, z. B. des Choleratoxins,
inhibiert direkt ihren Effekt, da die Erkennungsoberflichen geblockt werden und die
Zellpenetration gestoppt wird (Casadevall, 2004). Der zweite Haupteffekt nennt sich
Opsonierung, und hingt von den Makrophagen des Organismus ab. Wenn Antikérper an ihr
Antigen gebunden haben, dann kann der Fc-Teil durch einen Fc-Rezeptor von Macrophagen
erkannt werden, der daraufhin das markierte Ziel einschlieBen und zerstéren kann. Meist
handelt es sich dabei um Bakterien. Somit agieren Antikdrper als molekulare
Markierungsstoffe fiir die Phagocytose. Der dritte Haupteffekt ist der klassische Weg der
Komplementaktivierung. Auch diese wird durch den Fc-Teil vermittelt, hauptsdchlich durch
die Cy2-Doméne, und wird in erster Linie von den IgG und IgM Antikdrpern ausgefiihrt.
Ahnlich wie die Caspasen oder die Blutgerinnungskaskade, stellen die Komplementfaktoren
ein System selbstaktivierender Proteasen dar. Nach dem Initialisierungsschritt werden diese
normalerweise im Plasma lediglich zirkulierenden Proteine weiter prozessiert. Der erste
Schritt ist die Aktivierung des Komplementfaktors C3b, was durch eine konformationellen
Veranderung der Cy2-Doméne durch Bindung des Antikorpers an die Zielstruktur verursacht
wird (Morgan et al., 1995). Einmal aktiviert initiiert C3b drei aufeinanderfolgende
Reaktionswege. Erst ist das an die Zielstruktur gebundene C3b in der Lage mit
Komplementrezeptoren zu interagieren. Diese Komplementrezeptoren werden auf Phagozyten
gefunden, und stellen somit einen weiteren Opsonisierungsmechanismus dar. Dann kann C3b

weitere Komponenten des Komplementsystems proteolytisch aktivieren, die dann wiederum
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zusdtzlich Komponenten aktivieren. Einige diese Proteine, speziell C9, sind dann in der Lage,
Poren in die Membran des Ziels einzufiihren, was zu direkter Lyse fiihrt. Drittens dienen die
Peptide, die durch die Komplementfaktoren proteolytisch abgespalten wurden, als
,Lockmittel“ fiir die Phagozyten, indem sie diese Immunzellen zu den bereits fiir die
Phagocytose markierten Zielen fiihren (Janeway, Jr., 2001).

Nicht nur die Pathogenabwehr eines Organismus, sondern auch die Medizin und
Wirtschaftsunternehmen  sind  heute  ,,abhéngig“ von  Antikdrpern. Von  der
Grundlagenforschung hin bis zur Entwicklung medizinischer Applikationen werden
Antikorper heute als die wichtigsten Biomolekiile angesehen. Sie werden in der Diagnostik
zur Identifizierung von Herzerkrankungen und Tumoren verwendet, finden in
Therapieansétzen, v. a. bei rheumatischer Arthritis, wie der anti-TNFo Antikorper Infiximab
(Hanauer et al., 1998), und verschiedenen Formen von Krebs, z. B. der anti-HER2 Antikorper
Herceptin/ Trastuzumab bei Brustkrebs (Milenic et al., 2004), ihre Anwendung. Das heutige
Marktvolumen fiir rekombinante Antikorper ist bereits grofer als 30 Milliarden US$ und
steigt stetig an (Scott & Szczepiorkowski, 2005). Die Arbeit an Antikorpern ist somit

gleichbedeutend mit der Arbeit am 6konomisch bedeutendsten Protein.

1.1.3. Die Struktur von Antikérpern

Immunglobulin G (IgG) Antikorper sind C,-symmetrische heterotetramere Glykoproteine mit
einem Gesamtmolekulargewicht von anndhernd 150 000. Sie bestehen aus je 2 schweren und
2 leichten Ketten, die hauptsichlich {iber hydrophobe Dimerisierungsflichen und kovalente
Disulfidbriicken zwischen den schweren Ketten in der sog. Hinge Region, sowie zwischen der
leichten und der schweren Kette miteinander verbunden sind. Die schwere Kette wird aus drei
konstanten Domédnen (Cyl bis Cy3) und einer variablen Doméne (V) aufgebaut. Die leichte
Kette besteht aus einer konstanten (Cp) und einer variablen (Vi) Domine. Die flexible Hinge-
Region verbindet die antigenbindenden Fragmente (Fab) mit dem Effektorfunktionen
vermittelnden Fc-Teil. Durch diese flexible Region kdnnen sich die Paratope weitgehend frei

bewegen (Abbildung 2).



Einleitung -9-

Paratop <

Abbildung 2: Die Struktur eines IgG Antikorpers.
Uberblick iiber die wichtigsten strukturellen Eigenschaften eines IgG Antikorpers. Disulfidbriicken sind in
hellgriin dargestellt, Zucker in violett. (Abbildung von ghr.nlm.nih.gov entnommen)

Des Weiteren sind Antikorper die Namensgeber einer weit verbreiteten Topologie, die in der
gesamten so genannten ,.immunglobulin superfamiliy* gefunden wird: der Immunglobulin
(Ig) Fold (Williams et al., 1988). Diese f-barrel Struktur besteht aus 2 leicht gedrehten f-
Faltblittern, die eine Sandwich-dhnliche Struktur mit einem hydrophoben Kern ausbilden
(Amzel & Poljak, 1979; Lesk & Chothia, 1982; Bork et al., 1994). Oft befindet sich eine
Disulfidbriicke senkrecht zu diesen f- Faltbléttern in diesem hydrophoben Zwischenraum und
verhélt sich dabei als stabilisierendes Element (Goto & Hamaguchi, 1982). Das Grundgertist
eines Ig-Molekiils besteht aus sieben bis neun Polypeptidstringen. Im Fall der konstanten
Antikorperdoménen sind es z.B. sieben und neun im Fall der variablen Abschnitte (Amzel &

Poljak, 1979).
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1.2. In Vitro Translations- / Transkriptionssysteme

1.2.1. Batch Systeme

Auffallenderweise wurde ein grofler Teil unseres heutigen Verstindnisses und Wissens iiber
die Proteinbiosynthese, einschlieBlich der Entdeckung der mRNA und des genetischen Codes,
sowie die Funktion von Ribosomen, urspriinglich durch die Anwendung von bakteriellen
Zellextrakten und in vitro Translationssystemen erworben (Spirin, 2002b; Spirin, 2004;
Nirenberg, 2004). Seit den ersten wegweisenden Experimenten um 1950 wurde die in vitro
Proteinbiosynthese weiter entwickelt. Nachdem gezeigt werden konnte, dass die
Proteinbiosynthese selbst nicht von der Intaktheit einer Zelle abhdngt, sondern auch
Zellextrakte zur Aufrechterhaltung der Synthese ausreichen, (BOROSOOK et al., 1950;
Siekevitz & Zamecnik, 1981; Spirin, 2002b), war ein weiterer Durchbruch die Entdeckung
von Ribonukleoproteinen, z.B. Ribosomen, mit der Fahigkeit selbst an der Synthese zu
partizipieren (Tissieres & WATSON, 1962; Tissieres & WATSON, 1958; Chao &
Schachman, 1956; Littlefield et al., 1955; Spirin, 2002b). Ein zellfreies, ribosomales System,
das der Proteinsynthese dient, wurde durch Zamecnik und seine Mitarbeiter schon in den
fiinfziger Jahren des vorherigen Jahrhunderts entwickelt. Dieses System basierte auf
cytoplasmatischen Extrakten tierischer Zellen (Keller & Zamecnik, 1956). Eine wirkliche
Revolution auf diesem Gebiet war die Umkodierung des Systems auf Fremd-mRNA
(Nirenberg & Matthaei, 1961). Dieses klassische System (Tabelle 1) ist nach wie vor die
Basis, auf der kommerziell erhéltliche und die meisten selbstgestalteten in vitro
Translationssysteme basieren. Ein weiterer Meilenstein in der Entwicklung zellfreier in vitro
Systeme war die Verbindung von Transkription und Translation (Zubay, 1973; DeVries &
Zubay, 1967). In diesem Fall wurden grobe bakterielle Zellextrakte benutzt, in denen
zelleigene DNA und RNA durch zellulire Nukleasen abgebaut waren. Die anschlieende
Zugabe fremder DNA, z.B. in Form von Plasmid-DNA oder synthetischen DNA-Fragmente,
wird durch eine RNA Polymerase, die bereits im Extrakt vorhanden ist oder direkt zugegeben
wird, in die zugehorige mRNA iibersetzt.

In den siebziger Jahren des 20. Jahrhunderts fiihrte eine Kombination aus eukaryotischen
Zellextrakten (normalerweise aus Hasen Retikulozyten Lysaten oder Weizenkeim Extrakten)
und bakteriellen oder viralen Polymerasen zu einer neuen Spezies von zellfreien Systemen.
Um solche eukaryotischen Extrakte zu gewinnen, musste die cytosolische Fraktion nach
Zellaufschluss vom Zellkern getrennt werden, was dazu fiihrte, dass die zelleigene

Polymeraseaktivitit gewollt verloren ging. Die anschlieBende Zugabe fremder E. coli RNA
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Polymerase fiihrte zu leistungsfahigen batch Systemen (Spirin, 2002b). Noch wirkungsvoller
war die Zugabe viraler Polymerasen, wie der T7 oder SP6 RNA Polymerase (Baranov et al.,
1989; Baranov & Spirin, 1993b; Spirin, 2002b; Craig & Ebert, 1992; Kigawa et al., 1999).
Ein weiterer Nutzen der viralen RNA Polymerasen ist die gezielte Ansteuerung der zu den
Polymerasen gehdrigen Promotorregionen. Derzeit nehmen darauf basierende Systeme einen
Grossteil der auf dem Markt befindlichen zellfreien Expressionssysteme ein. Des Weiteren
hat das bakterielle System gegeniiber dem eukaryotischen System den Vorteil, dass die
viralen RNA Polymerasen viel schneller arbeiten als die des eukaryotischen Systems.
Mitunter liegt das daran, dass z.B. beim gekoppelten Transkriptions-/Translationssystem die
mRNA translatiert werden kann, bevor diese iiberhaupt vollstindig synthetisiert wurde. Ein
kombiniertes Translations-/Transkriptionssystem auf der Basis eines eukaryotischen
Zellsystems ist aufgrund rdumlicher Trennung von mRNA- Synthese und Translation zu
solchen Expressionsgeschwindigkeiten und folglich -Mengen nicht in der Lage.

Die soeben beschriebenen klassischen batch System (Abbildung 3), in denen alle
Komponenten in kleinen Volumina, zum Beispiel in einem Eppendorf Reagenz Gefall (ERQG),
zusammengefiigt werden, haben den Nachteil, dass lediglich geringe Mengen an Zielprotein
exprimiert werden. Griinde dafiir sind geringe Mengen an verfligbarer Energie, die zur
Aufrechterhaltung des Systems zwingend von Néten ist, und Nebenprodukte, die sich durch
Inhibierung negativ auf die Reaktion auswirken kénnen (Kim & Swartz, 1999; Spirin, 2004).
Daher werden momentan kommerzielle Systeme lediglich zur Selektion von Zielproteinen
und zu analytischen Zwecken verwendet, und finden keine Anwendung in der Proteinsynthese
im praparativen Mafstab. Normalerweise kann ein bakterielles System bei 37°C fiir 10-30
Minuten und ein auf Weizenkeim oder Hasen Retikulozyten basierendes System fiir nicht

mehr als eine Stunde funktionell aufrechterhalten werden (Spirin, 2002a).
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System Einfache bakterielle Einfaches bakterielles Einfaches eukaryotisches | Rein DNA-gerichtetes
zellfreie Translations- gekoppeltes kombiniertes zellfreies
Systeme (Matthaei & Transkription / Transkriptions- / Transkriptions- /
Nirenberg, 1961). Translations- System Translations- System Translations- System
(DeVries & Zubay, (Baranov & Spirin, (Kung et al., 1977a).
1967a) 1993a).
Quelle Uberstand einer S-30 Uberstand einer S-30 Uberstand einer S-30 Gereinigte
Fraktion von E. coli Fraktion von E. coli oder S-100 Fraktion von | Komponenten aus E.
Weizenkeimextrakt oder | coli
Hasen Retikulozyten
Vorbehand- DNase; vorinkubiert Vorinkubiert um keine Behandelt mit einer
lung mit Aminosduren, PEP | eigene DNA und RNA micrococcalen, Ca®*-
und PK bei 37°C fiir mehr zu beinhalten abhéngigen RNase (im
80 min und Fall des
anschlielend dialysiert Retikulozytenlysats)
Generelle
Bestandteile
Ribosomen RNA Polymerase Ribosomen Ribosomen
tRNAs Ribosomen tRNAs Formyltetrahydrofolat
ARSes tRNAs ARSes Met-tRNA; -
Translationsfaktoren ARSes Translationsfaktoren Transformylase;
natiirliche mRNAs Trar}slatlon Faktoren Initiations Faktoren:
Aminosduren IF1, IF2, IF3
Elongations- Faktoren:
EF-Tu, EF-Ts, EF-G
Terminations-
Faktoren: RF1, RF2,
RF3, RRF
Zusatz
Bestandteile
Synthetische Aminoséuren DNA (Plasmid mit SP6 DNA (Zielgen)
Polyribonukleotide oder T7 Promotor) Gesamt tRNA
Aminoséduren Bakteriophage SP6 oder | RNA Polymerase
T7 Polymerase 20 individuelle ARSes
Aminoséduren Aminoséduren
Nukleotide ATP/GTP ATP, GTP, UTP, CTP ATP, GTP, UTP, CTP ATP, GTP, UTP, CTP
Regenerieren- | PEP + PK PEP + PK, oder CP + CP +CK PEP + PK
des System: CK, oder AcP
SH- DTT oder ME DTT oder ME DTT DTT
Komponente
Tonen: Mg™, K, NH,", in Mg®", K, NH,", in Mg*", K und Polyamine | Mg®", K, NH,, in
optimalen optimalen in optimalen optimalen
Konzentrationen Konzentrationen Konzentrationen fiir die Konzentrationen
Translation;
Ca®" for Weizenkeimlysat
Weitere Formyltetrahydrofolat Hemin, Gluthation und Methenyltetrahydro-
Bestandteile oder cAMP cAMP sind niitzlich fiir folat;
das Retikulozytenlysat Spermidin

Tabelle 1:Vergleich unterschiedlicher in vitro Transkriptions- / Translationssystemen.
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1.2.2. Kontinuierliche Systeme

Um das allgegenwirtige Problem kurzer Expressionszeiten und somit geringer
Expressionsmengen zu bewiltigen, wurden kontinuierliche Systeme, sog. continuous
exchange cell-free systems (CECF) entwickelt (Spirin, 2004; Spirin, 2002a; Spirin et al.,
1988; Kigawa et al., 1999; Kigawa et al., 2004). Diese bestehen aus zwei voneinander durch
eine durchldssige Barriere, z.B. eine Dialysemembran, getrennte Kompartimente. Ein
Kompartiment enthélt alle Komponenten, die fiir die Reaktion notig sind, wihrend das andere
Kompartiment einerseits die Reaktion mit Substraten versorgt, die fiir eine Aufrechterhaltung
des Systems unbedingt von Noten sind (Aminséuren, NTPs sowie Energiekomponenten) und
andererseits das Entfernen von Reaktionsnebenprodukten (anorganische Phosphate, kleine
abgebaute Peptide, DNA und RNA Fragmente) erlaubt. Die beiden Kompartimente konnen
durch eine Dialysemembran von einander getrennt sein, oder die Reaktionskammer liegt als
Membrantasche in der Nachschubkammer (Abbildung 4). Einer solchen Entwicklung folgend,
konnen heute in bis zu 78 Stunden Reaktionszeit bis zu 1-6 mg / ml Zielprotein hergestellt
werden (Kigawa et al., 1999; Kigawa et al., 2004; Hoffmann et al., 2004).

Zusitzlich zu den CECF Systemen wurden sog. continuous flow cell-free systems (CFCF)
beschrieben. In diesem Fall werden ebenfalls durch eine Nachschubkammer Substrate
bestindig in eine Reaktionskammer transportiert, wahrend zeitgleich das gleiche Volumen aus
der Reaktion mit dem erwiinschten Produkt das System iiber eine permeable Membran
verldsst (Baranov et al., 1989; Spirin, 2002a). Dabei wird ca. das 0,5 bis 3 -fache Volumen
der Reaktion pro Stunde im Durchfluss gewéihrleistet. Somit erlauben diese Systeme noch
weitaus hohere Expressionszeiten als ein CECF sowohl im bakteriellen als auch im
eukaryotischen System (Baranov & Spirin, 1993).

Interessanterweise ~ konnte  bisher  kein  Verlust der  Komponenten  des
Proteinbiosyntheseapparates (tRNAs, Translationsfaktoren, Aminoacyl-tRNA Synthetasen)
durch die Membranen, mit eine Ausschlussgroffe von 50 — 300 kDa, beobachtet werden,
wohingegen Zielproteine mit vergleichbarer Grofle aus dem System entfernt werden konnten
(Spirin, 2002a). Das ist wohl dadurch erkldrbar, dass sich wédhrend der Translation und
Transkription groBe dynamische Komplexe ausbilden, die, wenn sie aktiv sind, kaum frei im
System auftauchen.

Vergleicht man das CECF mit dem CFCF System, wird offensichtlich, dass das CECF wegen
seiner einfacheren Bauweise und den geringeren Kosten gegeniiber dem CFCF von Vorteil

ist. Andererseits kann iiber das CFCF System Proteine mit einem Reinheitsgrad von bis zu
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85% gewonnen werden, und dariiber hinaus sind die Expressionsraten und —zeiten wesentlich
hoher (Spirin, 2002b). Zudem ist eine VergroBerung des CFCF Systems einfacher, da der
Austausch durch den kontinuierlichen Nachfluss and Reaktionskomponenten effizienter ist.

Dadurch ldsst sich durch den regulierbaren Nachfluss und die Komposition des

Nachschubgemisches die Reaktion stindig direkt kontrollieren und beeinflussen.

1.2.3. Systeme aus gereinigten Komponenten

Allen zellfreien Proteinsynthesen, die bisher beschrieben wurden, liegt in irgendeiner Art das
gesamte einfache Zelllysat eines jeweiligen Organismus zu Grunde. Seit allerdings die
Isolation, Charakterisierung und Reinigung einzelner Proteine mehr und mehr fortschreitet,
lassen sich nun auch zellfreie Systeme in der Art erstellen, dass aufgereinigte Komponenten
dem System zugefiihrt werden konnen ( Tabelle 1) (Kung et al., 1977b; Zarucki-Schulz et al.,
1979; Green et al., 1985). Natiirlich sind solche Systeme duBerst teuer und werden wohl nicht
den Status erreichen, der einer Proteinproduktion im hohen Mallstab geniigt. Allerdings lassen
definierte Bedingungen in solchen Systemen Experimente zu, um die Funktion und Einfliisse
einzelner Komponenten zu kldren sowie den Nutzen technisch interessanter Proteine sowie
anderer positiv oder negativ beeinflussender Komponenten zu untersuchen.

A B C

Reaktions-
Kompar-
timent

Batch

Versorgungs-
Kompartiment

N

m@:c«:-‘om-(?/<
\ 5
F':mg—”-‘m'ogo\z(
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Abbildung 3:Vergleich eines Batch und zweier Kkontinuierlicher in vitro Transkriptions- /
Translationssysteme

A: Typisches Batch System, in dem ein kleines Volumen an Reaktionslosung in ein ERG gefiillt wird

B: Typisches CECF System, in dem das Reaktionskompartiment iiber eine semipermeable Membran vom
Versorgungskompartiment getrennt ist. Normalerweise ist Volumen der Versorgungskammer 10-mal so grof3
wie das des Reaktionskompartiment. Der Austausch der Komponenten findet passiv, angetrieben durch
Diffusion statt, und kann durch Riihrfische in beiden Kompartimenten beschleunigt werden.

C: Typisches CECF System, in dem das Reaktionskompartiment aus einer Dialysetasche besteht, die im
Versorgungskompartiment hiangt. Verglichen mit dem System beschrieben in B, wird der passive Austausch der
Komponenten héufig in dieser Art bevorzugt, und das System kann in seiner Grofle leicht variiert werden.
Anstatt der Riihrfische, kann die gesamte CECF Einheit geschiittelt werden, um den Austausch zu verstédrken.
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1.2.4. Rapid Translation System

Das kommerziell erhéltliche Rapid Translation System (RTS, Roche Diagnostics, Mannheim)
ist ein zellfreies Protein Expressionssystem im préparativen Mafstab, das auf der CECF
Technologie basiert (Spirin et al., 1988; Spirin, 2004; Hein et al., 2001). Die momentane
Produktpalette =~ besteht aus  mehreren  unterschiedlichen = Anwendungsformaten
unterschiedlicher Grofen, die von 50 ul bis 10 ml reichen. Das urspriingliche Format basiert
auf eine Reaktionskammer von 1 ml Volumen und einer Versorgungskammer von einem
Volumen von 10 ml. Beide Kammern werden durch eine semipermeable Membran mit einer
AusschlussgroBe von 10 kDa getrennt. Die Transkription, katalysiert durch eine T7
Polymerase, findet dabei gleichzeitig mit der Translation in der Reaktionskammer statt.
Substrate und Komponenten, die fiir die Zulieferung von Energieversorgung der
Proteinsynthese notig sind, werden fortwéhrend durch die semipermeable Membran in die
Reaktionskammer transportiert. Solange die Reaktion am Laufen gehalten wird, werden
storende  Nebenprodukte gebildet, die {iber den Diffusionsgradienten in die
Versorgungskammer befordert werden. Somit wird einer Unterversorgung an Substraten und
einem Uberhandnehmen an, moglicherweise toxischen Abfallprodukten entgegengewirkt.
Verstéarkt wird der Austausch dieser Stoffe dabei durch das stetige Riithren halbschwebender
Magnetriihreinheiten. Normalerweise kann dadurch die Proteinexpression fiir bis zu 24
Stunden aufrechterhalten, und somit eine Proteinkonzentration von bis zu 5 mg / ml erreicht
werden (Hoffmann et al., 2004).

Die Arbeitsschritte zum Zielprotein, ausgehend von seinem Gen, bis zur priparativen
Synthese im RTS starten mit einer DNA, die als Hauptkriterium einen T7- Promotor trdgt. Ein
Vorteil gegeniiber der zelluldren Expression zeigt sich darin, dass das DNA Konstrukt nicht
zwingend ein Plasmid sein muss, sondern auch eine lineare Expressionskassette, hergestellt
durch PCR, ist ausreichend fiir die anschlieBende Expression. In einer 2-Stufen PCR wird ein
T7- Promotor und - Terminator an das Zielgen fusioniert. Somit bleibt eine Klonierung
erspart und die Produktion des Proteins wird erheblich beschleunigt. Der gesamte Vorgang,
der die 2-Stufen PCR und die anschlieBende in vitro Expression inkl. des Nachweises, z.B.
mittels SDS-Page, des Proteins umfasst, kann in weniger als 16 Stunden erfolgen. Dariiber
hinaus erlaubt das RTS eine Optimierung der mRNA- Sequenz des Zielgens, um bei der
Transkription das Problem der Sekundirstrukturbildung umgehen zu konnen
(www.proteoexpert.com; (Voges et al., 2004; Paulus et al., 2004)). Wiahrend eine solche
Optimierung in vivo dulerst kompliziert und zeitraubend ist, ist sie fiir die in vitro Expression

sehr ratsam, um den Expressionserfolg zu steigern. Um die Eignung von Template zu
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ermitteln, konnen die linearen, Expressionskonstrukte im kleinen Mafistab, d.h. in 50 ul oder
100 pl Batch- oder CECF- Systemen parallel getestet werden.

Nichts desto trotz sollte man dabei im Hinterkopf behalten, dass fiir groBere, priparative
Ansitze zirkuldre Expressionskonstrukte erstellt und genutzt werden. Zum einen ist das
glinstiger, da unter anderem fiir neue Ansitze nicht immer PCR-Reaktionen zur Generierung
der linearen Expressionskonstrukte durchgefiihrt werden miissen. Des Weiteren sind in der
Regel die Expressionsausbeuten, erzielt durch zirkulire Expressionsvektoren, hoher als die
durch die lineare. Zur Generierung solch zirkuldrer Expressionssysteme dienen PCR
Klonierungsvektoren, in die direkt das PCR Produkt, ohne vorhergehende Restriktion, ligiert
werden kann (z.B. TOPO, Invitrogen, Karlsruhe, BD In-Fusion, BD Biosciences,
Erembodegem, Belgien; pIVEX, Roche Diagnostics, Mannheim).

Die Optimierung der Expression gewiinschter Zielproteine kann bereits im kleinen Mafstab
durchgefiihrt werden. Dabei sind die klassischen, zu verdndernden Parameter Temperatur und
Dauer der Reaktion. So wird z.B. das Protein MIA (Melanoma Inhibitory Activity), ein
Protein, das von menschlichen Melanomzelllinien sekretiert wird, in Bakterien nicht korrekt
gefaltet und ist demnach nach seiner Synthese inaktiv (Guba et al., 2000; Bosserhoff &
Buettner, 2003). Expressionstests im RTS zeigten, dass die groite Menge an Protein bei 30°C
erzielt werden konnte, prozentual der Anteil von richtig gefaltetem Protein hingegen bei einer
Expressionstemperatur von 25°C hoher war (Bosserhoff & Buettner, 2003). Des Weiteren
kann die Co-expression oder Addition von Cofaktoren, Bindungspartnern oder
Proteinuntereinheiten leicht durchgefiihrt werden, um die Expression und Faltung des
Zielproteins effizienter zu gestalten. Im Fall von Kox1, einem Mitglied der KRAB Zink
Finger Proteinfamilie, war die Addition oder Co-expression seines Interaktionspartners TIF1f
ndtig, um vollstidndig gefaltetes Protein zu gewinnen (Lorenz et al., 2003). In einer weiteren
Arbeit wurden zwei Fragmente des E. coli Protein MalE, ein exportierter periplasmatischer
Rezeptor fiir den hochaffinen Transport von Maltodextrinen, separat voneinander exprimiert,
aber dennoch korrekt im RTS assembliert (Betton & Hofnung, 1994; Betton, 2003). In diesem
Fall war v. a. der proteolytische Abbau des Zielproteins im RTS deutlich niedriger als in vivo.
Ein weiteres Beispiel stellt die D-Aminosdure Oxidase (DAO) von T. variabilis dar, eine
FAD beinhaltende Oxidase (D'Aniello et al., 1993). Die Expression des Proteins in E. coli
behindert das Wachstum von E. coli Zellen durch Stérung des Zellwand Metabolismus and /
oder toxische Effekte durch enzymatisch hergestelltes H,O,. Im RTS hingegen konnte das
Protein in 16slicher Form exprimiert werden, sofern der essentielle Cofaktor FAD ausreichend

vorhanden war (Thiessen et al., 1999).
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Einen weiteren sehr interessanten Punkt stellt die Mdglichkeit dar, dass man in diesem
offenen System Proteine spezifisch markieren kann. Im letzten Jahrzehnt wurde deutlich, dass
der Satz der 20 proteinogenen Aminosduren erweitert werden kann (Kobayashi et al., 2005;
Leconte et al., 2005; Hyun et al., 2003). Die iiblichen Aminosduren, die an ihre tRNAs
gebunden sind, kénnen modifiziert werden, oder neu gestaltete Aminosduren konnen an
gewiinschte tRNAs gebunden werden (Hyun et al., 2003). Proteine werden vor allem
spezifisch mit verdnderten Aminosiduren modifiziert, um Strukturbestimmungen durchfiihren
zu konnen. Der Einbau von elektronenreichen, seleniumhaltigen, nicht proteinogenen
Varianten von Tryptophan und Methionin in Proteine mittels der in vitro Translationssysteme
stellt eine niitzliche Methode dar, um das Phasenproblem der Rontgenkristallographie zu
16sen (Kigawa et al., 1999; Johansson et al., 2005). In &hnlichen Versuchen konnte ein
effizientes Labeln von Proteinen mit "N, "*C und *H Isotopen fiir anschlieBende NMR
Studien gezeigt werden (Kigawa et al., 1999; Kigawa et al., 1995; Scott et al., 2004; Staunton
et al., 2006). Auch hier konnten dem in vitro System einige Vorteile gegeniiber dem in vivo
System abgewinnen werden. Ein Hauptproblem resultiert aus den metabolischen Reaktionen,
die, einmal von E. coli aufgenommen, die Aminosduren verdndern. Aspartat kann zu
Glutamat, Asparagin oder Lysin konvertiert werden. Die Zugabe von gelabeltem Aspartat
kann daher in einer unbeabsichtigten Markierung verschiedener anderer Aminosauren fiihren
(McIntosh & Dahlquist, 1990; Zhao et al., 2002). Ahnliche metabolische Umwandlungen
existieren noch fiir eine Anzahl anderer Aminosduren. Des Weiteren wird aufgrund der
unzureichenden Aufnahme und des mangelnden Einbaus eine grofle Menge der
kostenaufwendig markiert hergestellten Aminosaduren verschwendet. In CECF Systemen, wie
dem RTS, sind die markierten Aminsduren im Reaktionskompartiment eingeschlossen und
sind vollig unabhingig von den anderen Aminosduren. Somit wird ausschlieflich das
Zielprotein - da es das einzige exprimierte Protein ist - mit hoher Effizienz markiert. In Féllen,
in denen die Expressionsmenge hoch genug an markiertem Protein ist (~ 5 mg/ml), kann die
NMR- Strukturbestimmung direkt aus dem Reaktionsmix heraus stattfinden, ohne dass eine
weitere Aufreinigung notig wire (Yee et al., 2003; Guignard et al., 2002; Ozawa et al., 2005).
Diese Beobachtungen zeigen, dass die zellfreie Proteinexpression fiir die Strukturbestimmung
von Proteinen einzigartige Vorteile hat, v. a. aufgrund der Markierungseffizienz, der
Geschwindigkeit und der Kosten.

Ein weiterer grofler Vorteil dieser Applikation ist die Mdglichkeit der Ausbildung von
Disulfidbriicken durch sulfhydryl- spezifisch alkylierende Agenzien (Yin & Swartz, 2004b).
Eine modifizierte Form des RTS (RTS E. coli Disulfide Kit; Roche Diangostics, Mannheim),
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in dem das E. coli Lysat mit lodacetamid behandelt wurde, zeigt keine reduzierende Aktivitit
und ermoglicht die effiziente Herstellung von disulfidverbriickten Proteinen, ohne das die
Kapazitit der Proteinsynthese selbst beeinflusst ist. lodacetamid wurde als das Thiol-
modifizierende Agenz gewihlt, da es wirkungsvoll die thiolvermittelte Katalyse ohne eine
Verdanderung der Ladung der Proteine blockiert. Die Zugabe von oxidiertem Glutathion
zusétzlich zu einer Disulfidisomerase (DsbC) ermdglichte die Expression von aktiver Maus-
Urokinase (Yin & Swartz, 2004a).

Das grofite Problem, das die Mengen an zellfrei exprimiertem Protein, limitiert, ist
Aggregation und folglich die Expression von inaktiven Zielproteinen. Die Expression von
rekombinanten Proteinen in E. coli fiihrt hdufig zu Aggregation des Zielproteins, und genau
dieser Effekt ist auch in den in vitro Transkriptions- / Translationssystemen zu beobachten, v.
a. wenn groBBe eukaryotische Proteine hergestellt werden wollen, oder wenn die
Produktionsrate und die daraus folgende Endkonzentration sehr hoch wird. Eine Moglichkeit
dieses Problem zu umgehen, stellt die Versorgung der Reaktion mit molekularen Chaperonen

dar.

1.3. Molekulare Chaperone

Im Gegensatz zu Proteinen, die in vitro unter optimierten Bedingungen riickgefaltet werden
konnen, scheint die Situation in der lebenden Zelle weniger glinstig. Genauer gesagt fithren v.
a. hohe Proteinkonzentrationen in vivo (100- 200 mg/ml) und hohe Temperaturen zu
Aggregation, die eine unerwiinschte Nebenreaktion der Proteinfaltung darstellt (Jaenicke &
Seckler, 1997; Jaenicke, 1998; Walter & Buchner, 2002; Dill & Chan, 1997). Um dieses
Problem zu beheben, hat sich im Laufe der Evolution eine spezielle Familie von Proteinen
entwickelt (Walter & Buchner, 2002; Bukau et al., 2006; Hartl & Hayer-Hartl, 2002). Diese
Familie scheint eine Art generelle Losung fiir Faltungsprobleme in der Zelle darzustellen.

Unter physiologischen sowie speziell unter Stressbedingungen sind molekulare Chaperone
daran beteiligt, zelluldre Prozesse aufrecht zu erhalten, was die Toleranz gegeniiber Stress und
die Unterdriickung von Proteinaggregation im Allgemeinen mit einschliet. Dabei
interagieren sie mit einer grofen Menge an ungefalteten Proteinen. Sie erkennen ihre
Substrate iiber exponierte hydrophobe Oberflichen und nicht speziell iiber bestimmte
Peptidsequenzen oder strukturelle Elemente. Diese Art hydrophober Interaktionen befdhigt
Chaperone zwischen nativen, richtig gefalteten und nicht nativ- gefalteten, entarteten

Proteinen zu unterscheiden. Entsprechend katalysieren Chaperone nicht spezifisch die
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Einstellung des richtigen Faltungszustand ihrer Substrate, sondern verhindern vielmehr
unerwiinschte intermolekulare Interaktionen durch Bindung an die zu faltende Polypeptidkette
(Walter & Buchner, 2002; Hartl & Hayer-Hartl, 2002; Bukau et al., 2006). Im Gegensatz zu
Proteinen, die unspezifische Bindungen wéhrend ihrer Aggregation eingehen, bilden Proteine
mit ihren ungefalteten Substraten definierte Komplexe. Die kontrollierte Freisetzung des
nicht-nativen Proteins aus dem Komplex geht dabei mit einer verdnderten Affinitdt des
Chaperons zu seinem Substrat einher. Im Einklang mit den Gesetzen der Thermodynamik,
stabilisiert das nicht-nativ gefaltete Protein den hoch affinen Zustand des Chaperons. Daher
ist es notwendig Energie fiir die Riickkehr zum niedrig affinen Substratzustand
bereitzustellen. Normalerweise wird diese Energie durch die Hydrolyse von ATP oder durch
Interaktion mit weiteren Chaperonen bereitgestellt.

Die Gruppe der molekularen Chaperone kann in verschiedene Gruppen unterteilt werden
(Abbildung 4), die sich auf Sequenzhomologien und Molekiilmasse beziehen: die kleinen
Hitzestressproteine (sHsps), mit einem Molekulargewicht zwischen 10 und 40 kDa (Haslbeck,
2005); die 70 kDa Hsps, z.B. Hsp70, DnaK, BiP und zusétzlich ihre unterstiitzenden Hsp40
Co-chaperone, z.B. DnaJ (Bukau & Horwich, 1998); die 60 kDa Hsps, z. B. GroEL, und
dessen Co-chaperon GroES (Lorimer, 2001; Walter, 2002; Bukau & Horwich, 1998; Martin
& Hartl, 1997); die 90 kDa Hsps, z.B. Hsp90, HptG, Grp94 (Pearl & Prodromou, 2006;
Richter et al., 2005), und schlieBlich die 100 kDa Hsps, z.B. Hefe Hspl104, E. coli ClpB
(Mogk & Bukau, 2004; Bosl et al.,, 2006). Von allen fiinf aufgefiihrten Klassen wird
angenommen, dass sie Zellen vor schiddigenden Einwirkungen schiitzen, indem sie
Proteinaggregationen auflosen oder verhindern. Generell sind die molekularen Mechanismen,
die dem zu Grunde liegen, noch nicht aufgekldrt. Interessanterweise haben manche
Chaperonfamilien ein relativ breites Spektrum an Substraten, wohingegen andere ziemlich
spezifisch agieren. Somit ist es relativ schwierig zu definieren, welches Chaperon noétig ist,
um ein bestimmtes Protein in seiner Faltung zu unterstiitzen.

Das am besten verstandene Chaperon in E. coli ist der GroEL Komplex, der aus 14
Untereinheiten besteht, die zu einem Hohlzylinder aus zwei heptameren Ringen angeordnet
sind. An den Pol dieses Ringes bindet der ebenfalls aus einem heptameren Ring bestehende
GroES-Komplex. Nicht-native Proteine von einer Grofle zwischen 10 bis 60 kDa kdnnen in
die zentrale Aushohlung des GroEL Komplexes gebunden werden (Bukau et al., 2006;
Mayhew et al.,, 1996; Walter & Buchner, 2002). In Anwesenheit von ATP kann das
eingesperrte Substrat dann wieder freigelassen werden, zudem wird die Dissoziierung des

GroES Komplexes vom GroEL Komplex durch die ATP-Hydrolyse veranlasst.
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Im Gegensatz zu den ringartigen GrpE-Strukturen iiben die Chaperone der Hsp70 Familie ihre
ATP-abhédngigen Chaperonaktivititen als Monomere aus. Im Allgemeinen ist die Hsp70-
Familie an einer groBen Anzahl zelluldrer Prozesse beteiligt, einschlieBlich der de novo
Proteinfaltung. So interagiert diese Chaperonfamilie mit der naszierenden Polypeptidkette
schon an den Ribosomen (Bukau et al., 2000) und bewahrt instabile Proteine vor dem
sofortigen Abbau (Dougan et al., 2002). Die grundsétzliche Aufgabe von Hsp70 in diesen
Prozessen scheint die die Bindung an kurze hydrophobe Segmente an teilweise gefalteten
Proteinen zu sein, wobei sie Aggregation verhindern und den Faltungsprozess kontrollieren.
Ahnlich wie bei GroE ist das am meisten untersuchte Chaperon der Hsp70-Familie der
Vertreter aus E. coli DnaK. Wie viele andere Hsp70 Familienmitglieder interagiert DnaK mit
zwei anderen Klassen von Partnerproteinen (Dnal und GrpE Proteine), die wichtig fiir die
Regulation der ATPase Aktivitdt sind. Die ATP Bindung und Hydrolyse erlaubt es dieser
Proteinklasse zwischen einem niedrig- und hochaffinen Zustand fiir Substratproteine
umzuschalten. Das Co-chaperon Dnal (Hsp40) stimuliert die Hydrolyse von ATP,
wohingegen der Nukleotidaustauschfaktor GrpE den Austausch von ADP gegen ATP
erleichtert (Bukau & Horwich, 1998).

In den letzten Jahren wurde die Hspl00 Chaperonfamilie fiir die Wissenschaft immer
interessanter. Diese Proteine spielen eine wichtige Rolle in der Thermotoleranz, in der
Steuerung genetischer Prozesse, der Transposition, der Proteolyse und der Kontrolle
proteinabhdngiger genetischer Elemente (Prionen) in unterschiedlichen Organismen (Mogk &
Bukau, 2004; Bosl et al., 2006). Diese anscheinend zu einander bezuglosen Prozesse werden
durch einen gemeinsamen bedeutenden biochemischen Mechanismus verbunden: Hsp100
Proteine fordern die Auflosung von aggregierten Proteinen und hoher geordneten
Proteinkomplexen. Dazu sind ATP-Hydrolyse Aktivitdt und die Fahigkeit, sich selbst zu
Oligomeren, vorzugsweise zu Hexameren, zusammen zu schlieBen, von Bedeutung (Schirmer
etal., 2001).

Eine weitere Variante des Schutzes von Proteinen vor irreversibler Aggregation durch die
reversible Wechselwirkung mit spezialisierten Faltungshelfern, stellt die Gruppe der kleinen
Hitzestressproteine dar (sHsps). Diese Proteine konnten bislang in fast allen Organismen, die
bisher untersucht wurden, gefunden werden. Kleine Hitzestressproteine wurden in die Gruppe
der Hitzestressproteine mit aufgenommen, da sie in vitro spezifisch ungefaltete Proteine
binden und deren Aggregation ATP-unabhéngig verhindern. (Jakob & Buchner, 1994; Van
Montfort et al., 2002; Haslbeck et al., 2005; Haslbeck, 2006). Im Gegensatz zu den

Chaperonklassen die zuvor beschrieben wurden, haben sHsps eine bemerkenswerte



Einleitung -21 -

Bindekapazitidt. Sie konnen eine GroBzahl nicht-nativer Proteine binden. Des Weiteren
scheint es keine Grofenlimitierung fiir die Substratproteine zu geben (Haslbeck et al., 2004;
Basha et al., 2004b; Haslbeck et al., 2004; Basha et al., 2004a). Bakterielle sHsps wurden in
enger Verbindung mit Inclusion Bodies gefunden, die gebildet werden, wenn es zu
Proteinproduktion im gro3en Mafstab kommt. In E. coli wurden daher die beiden zelleigenen
sHsps incluion protein A und B genannt (IbpA und IbpB; (Allen et al., 1992; Kuczynska-
Wisnik et al.,, 2002)). Im Vergleich zu anderen Chaperonklassen zeigen sHsps eine
charakteristische Heterogenitit in Sequenz und GroBe. Ihr allgemeines Merkmal ist eine 90
Aminoséduren grofler C-terminale Doméne, die so genannte a-Kristallindoméne, die sich auf
eine der bedeutendsten Proteinfamilien {iberhaupt bezieht, dem a-Kristalin aus der Augenlinse
(Horwitz, 2003; De Jong et al., 1998). Diese Region wird durch eine N-terminale hydrophobe
Region benachbart, wobei die GroBe und die Struktur dieses Bereichs zwischen 12 und 42
Untereinheiten erheblich variieren kann (Haslbeck et al., 2005). Neuere Untersuchungen
haben das Bild des Chaperonnetzwerkes rund um das Feld der sHsps-
Substratproteinkomplexe erheblich erweitert. Forschungen in E. coli und S. cervisiae deuten
auf eine funktionelle Triade von Chaperonen hin, die die Klassen der Hsp70 sowie der
Hsp100 Familie umschlie8t (Matuszewska et al., 2005; Mogk et al., 2003; Haslbeck et al.,
2005; Cashikar et al., 2005). Es konnte gezeigt werden, dass Chaperone der Hsp70 und
Hspl00 Familie in der Lage sind, effizient Substratproteine sowohl aus sHsp/
Substratkomplexen als auch aus unldslichen Aggregat-komplexen riickzufalten.

Die Chaperone der Hsp90-Familie sind hochkonserviert. Vor allem die Eukaryonten haben
diese Proteinfamilie zu einer immer komplexeren Chaperonmaschine weiterentwickelt (Pearl
& Prodromou, 2006; Richter et al., 2005). Davon abgesehen ist die Hsp90 Familie innerhalb
der Eukayonten eine der opulentesten Proteinfamilien innerhalb der Zelle unter normalen
Lebensbedingungen (Lindquist & Craig, 1988b). In Eukaryonten scheint Hsp90 in der
konformationellen Regulierung von Schliisselproteinen der Signaliibertragung sowie der von
Steroidhormonrezeptoren und Kinasen unter physiologischen sowie Stressbedingungen zu
sein. Stabile Interaktionen mit Faltungsintermediaten einer grolen Anzahl von
Partnerproteinen von Hsp90 werden berichtet. Aullerdem scheint Hsp90 zum Teil seine
Funktion im Komplex mit Hsp70, p23 und groB3en Prolylisomerasen auszuiiben. Die beiden
letzteren sind wichtige Partner von Hsp90, die in vitro Chaperonaktivitét besitzen (Freeman et
al., 2000; Freeman et al., 1996; Bose et al., 1996).

Neben diesen klassischen Chaperonfamilien existieren speziell im Cytosol von E. coli zwei

weitere interessante Chaperone. Das eine ist der Triggerfaktor, ein Chaperon, das direkt an
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Ribosomen assoziiert ist. Dort ist an der Faltung von 80% der neu synthetisierten
Polypeptidketten beteiligt, nachdem sie den Tunnel am Ribosom verlassen haben (Deuerling
& Bukau, 2004). Das andere ist Hsp33, ein redox-reguliertes Chaperon, das unter oxidativen

Bedingungen aktiviert wird (Winter & Jakob, 2004).

¢ ()

Hsp70 Hsp60 Hsp90 kleine Hsps Hsp100
(Dnak) (GroEL) (HtpG) (IbpA/B) (ClpB)
monomer 14mer dimer oligomer hexamer

Abbildung 4: Die 5 Chaperonfamilien.

Unter physiologischen und v. a. unter Stressbedingungen sind 5 unterschiedliche Familien von Chaperonen, die
gemil ihres Molekulargewichts benannt werden, an der Aufrechterhaltung der zelluldren Proteinhomeostase
beteiligt. Hier sind die Vertreter jeder Familie von E. coli sowie ihr Oligomerisierungsgrad, in dem sie aktiv
sind, abgebildet

1.5. Proteinfaltung im in vitro Transkriptions- / Translationssystemen

Chaperone stellen ein niitzliches Werkzeug dar, um die Proteinausbeute in in vitro
Transkriptions- / Translationssystemen zu erhéhen. Des Weiteren haben in letzter Zeit einige
mechanistische Studien in den in vitro Systemen dazu beigetragen um die Funktion einiger
Chaperone selbst zu beleuchten. Das jlingste Beispiel stellt die Expression von GFP als
Modellsubstrat dar, um zu untersuchen wie sHsps bei Hitzestress ihre gebundenen Substrate
wieder freisetzen (Haslbeck et al., 2005). Hefe Hsp26 unterdriickt die Aggregation von GFP,
in dem es stabile Komplexe mit diesem Protein ausbildet. Um festzustellen, ob gebundenes
GFP nicht auch in unaufloslichen Komplexen gebunden ist, wurde GFP in einem in vitro
Transkriptions- / Translationssystem synthetisiert. Lediglich 15- 30% des GFP ereichte seinen
nativen Zustand, nach dem es in vitro synthetisiert wurde. Der Rest bildet unlosliche
Aggregate. In Anwesenheit von Hsp26 bildeten sich wéhrend der zellfreien Expression
Komplexe mit dem aggregierenden GFP aus. Nachdem die Reaktion abgeschlossen war,
bewirkte die Zugabe von Hsp70 und Hspl04 eine effiziente Freisetzung des GFP. Im
Gegensatz dazu folgte auf die Zugabe von GroE keine deutliche Steigerung der GFP

Aktivitdit. Wurde die in vitro  Transkription/Translation in Abwesenheit von Hsp26
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durchgefiihrt, steigerte die anschlieBende Zugabe von Chaperonen nicht die Riickfaltung des
Substrates. Unter Einbeziehung anderer Daten ergibt sich so das Bild eines Chaperonnetzwerk
(Haslbeck et al., 2005; Cashikar et al., 2005; Mogk et al., 2003).

Aber nicht nur Einfliisse von Chaperonen auf die Faltung von Zielproteinen konnen analysiert
werden, in vitro Transkriptions- / Translationssysteme konnen ebenso beniitzt werden, um die
Faltung von Zielproteinen direkt zu beeinflussen. So hat zum Beispiel Sengua mit seinen
Kollegen die Homo- und Heterodimerbildung des E. coli RscR Proteins untersucht, ein
Protein, das eine Schliisselrolle bei Enteritis und der Pflanzenpathogenese darstellt (Ross et
al.,, 1997). Die Experimente zeigten den Austausch des natiirlichen Trp-Restes im RscR-
Protein gegen Trp- Analoge zum einen, und zum anderen die hohe Expressionsmoglichkeit im
RTS. Die gereinigten RscR-Molekiile konnten fiir Interaktionsstudien durch
Fluoreszenzspektroskopie verwendet werden.

Eine kiirzlich erschienene Arbeit konnte zeigen, dass die in vitro Translation auch in
Verbindung mit Chip-Technologie funktioniert. Hier werden Proteine direkt auf Microchips
hergestellt, auf denen sich die Template-DNAs befinden (Nakano et al., 2004; Jackson et al.,
2004; Ramachandran et al., 2006). Auf diesen Chips lassen sich sowohl die enzymatischen
Eigenschaften als auch Protein- Proteininteraktionen von Tausenden von Proteinen parallel
untersuchen. Auf diese Weise werden High-Throughput Analyseverfahren fiir Proteine
zuginglich. Bis dato musste jedes Protein gereinigt und auf eine Chip gebracht werden. Das
sog. NAPPA (nucleic acid programmable protein array) ermoglicht nun die Proteinexpression
direkt auf dem Chip (Ramachandran et al., 2006). Dabei startet NAPPA mit der Template-
DNA auf dem Chip und gleichzeitig beginnt die zellfreie Proteinexpression. Die
synthetisierten Proteine werden eingefangen und auf dem Chip von ihrem N-Terminus zu
threm C-Terminus orientiert. Auf diese Art und Weise ermoglicht NAPPA die Arbeitsschritte

zu minimieren und zu parallelisieren.

1.6. Die Hsp90- Familie

Das molekulare Chaperon Hsp90 ist mit 1-2% aller im Cytosol l6slichen Proteine eines der
am starksten exprimierten Polypeptide (Welch & Feramisco, 1982). Es findet sich in nahezu
allen Organismen wieder, in Eubakterien sowie in allen Klassen der Eukaryoten (Pratt & Toft,
1997). Bisher konnte es lediglich in Archaeen nicht nachgewiesen werden. Cytoplasmatisches
Hsp90 ist essentiell fiir die Lebensfahigkeit unter allen Lebensbedingungen in Eukaryoten,

das homologe bakterielle HptG hingegen ist unter nicht- Stressbedingungen nicht essentiell.
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Erste Hinweise, dass es sich bei Hsp90 um ein Hitzestressprotein handelt, konnten
Untersuchungen an Affenzellen und Drosophila melanogaster zeigen, welche unter
unphysiologischen Bedingungen gesteigert Hsp90 exprimierten (Welch & Feramisco, 1982).
Hsp90 besteht aus einer N-terminalen Doméne, einer Mitteldomédne und einer C-terminalen
Domaéne, die durch einen geladenen Linker miteinander verbunden sind. Dieser Linker ist
innerhalb der Hsp90- Familie fiir jedes Protein spezifisch in Ldnge und Ausprdgung. So
besitzt HptG z.B. keinen Linker, wohingegen der Linker von Grp94, dem Hsp90 Homolgen
aus dem Endoplasmatischen Retikulum, eine Lénge von ca. 70 Resten hat (Abbildung 5).
Hsp90 liegt als aktives Protein als Homodimer vor, wobei sich die Dimerisierungsstelle im C-
terminalen Bereich liegt (Meng et al., 1996; Minami et al., 1994). Werden der C-terminale
Bereich von Hsp90 verkiirzt oder deletiert, verliert das Protein seine Féhigkeit zur

Dimerisierung und somit seine Aktivitit.
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Abbildung 5: Schematische Domé&nenstruktur von Hsp90 und seinen Homologen

Vergleich der Doménenstrukturen von Hsp90 und den homologen Proteinen aus Hefe und E. coli. Pink: ATP
bindende Doméne (ATPase); gelb: geladene Linkerregion (CR); blau: Mitteldoméine; griin:
Dimerisierungsdomine; grau: Lokalisationssequenz fiir Mitochondrien (Mito) oder Endoplasmatisches
Retikulum (ER) (Abbildung mit Erlaubnis von Dr. Lin Rémer).

In vitro konnte gezeigt werden, dass Hsp90 spezifisch mit nicht-nativen Proteinen interagiert
und deren stressinduzierte Aggregation zu verhindern vermag (Wiech et al., 1992; Freeman &
Morimoto, 1996). In vivo interagiert Hsp90 mit zahlreichen Substratproteinen, die von dieser
Wechselwirkung fiir die Adaption der aktiven Konformation abhéngig sind. Zu diesen

Substratproteinen gehoren Steroid-Hormon Rezeptoren (SHR (Pratt & Toft, 1997)), der Aryl-
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Hydrocarbon-Rezeptor (Perdew, 1992; Whitelaw et al., 1993; Fukunaga et al., 1995), die
mutagene Formen von p53 (Blagosklonny et al., 1996; Nadeau et al., 1993), der Heat Shock
Transkriptionsfaktor 1 (HSF-1(Nadeau et al., 1993; Nair et al., 1996; Brugge et al., 1987;
Oppermann et al., 1981)), Tyrosinkinasen wie p60*™" (Oppermann et al., 1981; Brugge et al.,
1987), Serin-Threonin Kinasen (Stancato et al., 1993; Wartmann & Davis, 1994) und die
Reverse Transkriptase des Hepatitis B Virus (Hu et al., 1997).

Hsp90 bildet mit vielen seiner Substrate stabile ChaperoneSubstrat-Komplexe. Zahlreiche
Hinweise fiir Aktivitdit und Funktion von Hsp90 stammen daher aus der Isolierung von
Komplexen mit Hsp90-Substraten, wie Glucocorticoidrezeptoren (Catelli et al., 1985).
Daneben konnte auch in vitro Chaperonaktivitiat nachgewiesen werden. Chaperonassays, wie
zuvor auch schon bei Vertretern der Hsp70- Familie und GroE zum Einsatz kamen, wiesen
darauthin, dass auch Hsp90 in der Lage ist, die Aggregation denaturierender und
aggregierender Proteine zu verhindern (Miyata & Yahara, 1992; Wiech et al., 1992). Als
Substrate wurden hierbei nicht die bekannten in vivo Substrate verwendet, da deren Reinigung
der inherenten Instabilitit wegen nicht erfolgreich durchgefiihrt werden konnte. Stattdessen
wurden Modellsubstrate wie Citratsynthase (Jakob et al., 1995), Luciferase (Schumacher et
al., 1994), pB-Galaktosidase und Insulin (Scheibel et al., 1998) verwendet. Diese
Untersuchungen wurden weiter ausgedehnt, um die Hsp90-Spezifitdt zu verstehen. Daraus
ergab sich dann, dass die Interaktion mit Hsp90 einen teilweise stukturierten, nativ-dhnlichen
Zustand bedingt (Jakob et al., 1995; Freeman & Morimoto, 1996). Nicht-native Substrate, die
an Hsp70 gebunden sind, konnen dann iiber das Hsp90-System wieder zuriickgefaltet werden
(Freeman & Morimoto, 1996; Schumacher et al., 1996). Dem Hsp90/ Hsp70 Partnerprotein
Hop wird dabei eine Vermittlerrolle zugewiesen (Abbildung 6). Dariiber hinaus zeigen in vivo
Daten, das Hsp90 nicht wesentlich an der de novo Faltung von Polypeptidketten beteiligt ist
(Nathan et al., 1997).

Viele Hsp90-Partnerproteine weisen ein degeneriertes Motiv von ca. 34 Aminosduren auf, die
TPR (Tetratricopeptide repeat)- Domine (Das et al., 1998). Uber diese Doméne interagieren
sie mit Hsp90. Die Interaktionsdomédne von Hsp90 liegt am C-terminalen Ende mit dem
EEVD Sequenzmotiv (s. Abbildung 5 (Owen, 1999; Carrello et al., 1999)).

Hsp90 ist in der Lage Substratproteine zu erkennen, deren molekulare Masse von wenigen
100 Dalton bis zu vielen Kilodalton reichen kann. Dabei bindet Hsp90 sowohl komplett
entfaltete Proteine wie auch nativ-dhnliche Strukturen. Wichtig scheint der Faltungszustand,

nicht aber die Peptidsequenz zu sein.
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ATP-Bindung und Hydrolyse sind wichtig fiir die Bindung von Substraten und
Konformationsédnderungen durch molekulare Chaperone (Bukau & Horwich, 1998). Die
ATPase Aktivitdit von Hsp90 hat eine geringe Umsatzgeschwindigkeit (Obermann et al.,
1998; Panaretou et al., 1998; Scheibel et al., 1998). Die Hydrolysegeschwindigkeit ist
unabdingbar fiir die Funktion des Hsp90 Homologen Hsp82 aus Hefe (Obermann et al., 1998;
Panaretou et al., 1998) und kann durch Bindung von Geldanamycin oder Radicicol an den N-
Terminus effizient inhibiert werden (Neckers, 1999; Roe et al., 1999). Die Bindestelle von
ATP liegt in der N-terminalen Doméne von Hsp90 und konnte durch Rontgen-
Strukturanalyse in Co-Kristallen mit ATP eindeutig zugeordnet werden (Prodromou et al.,
1997). Die Bindestelle befindet sich in einer 15 A tiefen Tasche mit B-Sheets am Boden,
Loops und a-Helices, die den Liganden umgeben. Die gesamte ATP-Bindedoméne besteht
aus einem 8-stringigen P-Faltblatt und 9 o-Helices, die zusammen ein o/B- Sandwich
ausbilden (Abbildung 6).

Das gebundene ATP liegt in einer geknickten Koordination in der Tasche (Prodromou et al.,
2000) und zeigt damit ein Bindungsmuster wie in DNA-Gyrase und MutL (Dutta & Inouye,
2000). Fir MutL konnte gezeigt werden, dass Aminosdurereste, die auBlerhalb der
Bindedoméne liegen, wichtig fiir die Dimerisierung und der damit verbundenen ATPase
Aktivitét sind (Ban et al., 1999). Studien an Hsp90 deuten auf einen dhnlichen Mechanismus
hin (Prodromou et al., 2000). Der Reaktionsmechanismus konnte mittels neuartiger
fluoreszierender ATP-Analoga geklart werden (Weikl et al., 2000). Dabei ist eine
Konformationsdnderung in Hsp90 wichtig, die das gebundene ATP einschlieft, und die
Edukte erst nach Hydrolyse durch erneute Konformationsianderung wieder freisetzt. Fiir diese
Reaktion wiederum sind C-terminale Bereiche von Hsp90 entscheidend (Weikl et al., 2000;
Wegele et al., 2004).

Die N-terminale Doméne alleine weist nur geringe ATPase Aktivitit auf. Durch die
Hydrolyse treten Konformationsdnderungen auf wodurch die Dimerisierungsstelle im N-
terminalen Bereich des Proteins exponiert wird. Es folgt eine voriibergehende Dimerisierung
der N-Termini (Prodromou et al., 2000). Diese Dimerisierung stellt einen entscheidenden
Schritt im ATPase Zyklus dar, und ist notwendig fiir die ATPase Aktivitit (Richter &
Buchner, 2001).

Das Glucose regulierte Protein 94 (Grp94) ist eines der zu Hsp90 homologen Proteine. Es ist
nicht nur im Vergleich auf seine Aminoséuresequenz homolog zu Hsp90, sondern Grp94 hat

sich evolutionér direkt aus Hsp90 entwickelt, und gilt somit als Paralog von Hsp90.
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Abbildung 6: Kristallstruktur von Hsp90

A) ATP- Bindedomine von yHsp90 im Komplex mit ATP (griin) (PDB: 1AM1); B)Mitteldoméne von Hsp90
(Meyer et al., 2003). C) Das Cochaperon Hop (rot/grau) bindet an den C-terminalen Bereich (EEVD; blau) von
yHsp90 (PDB 1ELR)
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1.6.1.Grp9%4

Das Hsp90 homologe Protein des Endoplasmatischen Retikulum (ER) wird als Grp9%4
(glucose regulated protein 94), gp96 oder auch Endoplasmin bezeichnet (Mazzarella & Green,
1987). Grp94 wurde in Zellen hoherer Eukaryoten entdeckt, die durch Glucosemangel
gestresst wurden. Die Expression von Grp94 kann neben Glucosemangel auch durch andere
Stressbedingungen, die zum Teil fiir Grp94 spezifisch sind, beeinflusst werden (Kim & Lee,
1986; Kang & Welch, 1991). Grp94 gehort zu einem der Hauptproteine, die im ER gefunden
werden (Ferreira et al, 1994). Wie alle ER-Proteine hat auch Grp94 eine KDEL-
Retentionssequenz, die durch den Erd2-Rezeptor erkannt wird, und das Protein im ER
zuriickhélt (Munro & Pelham, 1987). Grp94 ist essentiell fiir die Assemblierung zahlreicher
Substratproteine, wie z.B. des Toll-like Rezeptors, von Integrinen und Immunglobulinen
(Melnick et al., 1992; Melnick et al., 1994; Nigam et al., 1994; Muresan & Arvan, 1997).
Hsp90, HptG und Grp94 weisen eine gleiche Doménenstruktur auf (Abbildung 5), bestehend
aus einer N-terminalen Domine, einer Mitteldomdne wund einer C-terminalen
Dimerisierungsdoméne. Letztere ist fiir die homodimere Quartérstrukurausbildung der Hsp90
Proteine zustindig (Wearsch & Nicchitta, 1996; Csermely et al., 1995).

Die Struktur der N-terminalen Doméne von Grp94 (Abbildung 7) dhnelt der von Hsp90 stark
(Soldano et al., 2003). Sduger-Grp94 allerdings enthélt eine hoch-konservierte 5 Aminoséuren
lange Insertion in der Nukleotidbindedoméne, die eine Ligandenbinde-Selektivitit und eine
konformationelle Antwort auf ADP/ ATP Bindung verleiht, die sich wesentlich von Hsp90
unterscheidet (Rosser & Nicchitta, 2000; Soldano et al., 2003). Vergleiche der Konformation
der ATP- oder ADP- gebundenen Formen von Grp94 und Hsp90 zeigen, dass der
nukleotidgebundene Zustand von Grp94 eine erhebliche Distanzierung der Helix- 1,4,5-
Domine auslost, um eine offene Lid-Konformation zu erreichen (Immormino et al., 2004;
Dollins et al., 2005). Die konformationelle Verdnderung bedingt durch die ADP/ATP
Bindung an Grp94 legt eine interaktive Oberflache frei, die nétig fiir die Dimerisierung der
rekombinanten N-terminalen Domidne von Grp94 in vitro ist (Immormino et al., 2004).
Interessanterweise zeigt auch HptG eine konformationelle Verdanderung nach ADP-Bindung
auf, wenn auch weniger ausgeprigt als fiir Grp94 beschrieben (Huai et al., 2005). Es bleibt die
Frage offen, ob der ATP-getriebene ,,molekulare Haken®, der fiir Hefe- Hsp90 beschrieben
wurde, das gemeinsame strukturelle Modell fiir die Hsp90 Chaperon Funktion ist.

Wie viele andere Chaperone auch, zeigt Grp94 eine Peptidbindefdhigkeit (Melnick et al.,

1992). AuBBerdem wird angenommen, dass Grp94 analog zu seinen cytosolischen Homologen,
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einen Komplex mit dem ER-Hsp70 Homolog BiP ausbilden kann (Ferreira et al., 1994;
Kuznetsov et al., 1997).

Die Peptidbindung von Grp94 liegt vermutlich im C-terminalen Bereich (Linderoth et al.,
2001; Linderoth et al., 2000; Sastry & Linderoth, 1999). Dieser Bereich dhnelt den anderen
Hsp90- Homologen am wenigsten, allerdings ist das Substratspektrum auch ein anderes. Die
Peptidbindestelle liegt zwischen den Aminoséuren 624 und 630 fiir Grp94 aus Hund und soll
wie die Bindung von Peptiden im MHC I Rezeptor funktionieren (Linderoth et al., 2001).
Kontaktstellen wie die TPR-Domine in Hsp90 ist fiir Partner- und regulatorische Proteine
bisher nicht bekannt. Auf die Peptidbindung geht vermutlich die Fihigkeit zuriick, dass
Chaperone eine Immunantwort gegen gebundene Peptide auslosen konnen (Srivastava, 1996).
Uber diese Fihigkeit konnte gezeigt werden, dass aus Tumorzellen isolierte
Grp94/Substratkomplexe eine Immunantwort gegen die gleiche Art Tumorzellen ausldsen
konnten, aus denen sie prapariert wurden. Dies kann zur vollstdndigen oder persistierenden
Immunisierung fiihren (Udono et al., 1994; Tamura et al., 1997). Dabei kann Grp94 z.T.
ungefaltete, immunrelevante Peptide binden, die bei der Antigenprédsentation eine Rolle
spielen. In diesem Rahmen konnte fiir Grp94 eine Interaktion mit dem TAP-Transporter
nachgewiesen werden (Singh-Jasuja et al., 2000). Uber die Regulation der Peptidbindung ist
wenig bekannt. Eine ATP-Zugabe resultiert in der Regel nicht in einer Anderung des Bindung
(Melnick et al., 1994). Da Grp94 Peptide sehr stark binden kann, ist es fiir die
Tumorimmunisierung priadestiniert (Feldweg & Srivastava, 1995).

Bisher konnte fiir Grp94 zwar ATP-Bindung, aber keine Hydrolyse nachgewiesen werden (Li
& Srivastava, 1993). Auch konnten fiir ATP und ADP regulative Einfliisse auf Grp94 oder
Eigenschaften, wie Peptidbindung, gezeigt werden (Wearsch & Nicchitta, 1997).

Grp94 ist als Dimer aktiv. Die Dimerisierungsdomine liegt im C-terminalen Bereich
zwischen den Aminosiuren 676-719, bzw. als ,,Core*“-Bindestelle zwischen den Aminosiuren
692-709, die hier einen hydrophoben Bereich bilden (Wearsch & Nicchitta, 1996). Des
Weiteren ist eines der drei Cysteine (Position 138) fiir die Ausbildung einer Disulfidbriicke
zwischen den beiden Monomeren verantwortlich, auch wenn iiber die Existenz einer solchen
kovalenten Verbindung noch gestritten wird (Wearsch & Nicchitta, 1997).

AuBerdem ist Grp94 mindestens einfach durch Mannose glykosyliert (Qu et al., 1994). Dieses
Glykosylierungsmuster scheint aber nicht konstant und einheitlich zu sein, und kann je nach
Zustand der Zelle variieren (Qu et al., 1994; Wearsch & Nicchitta, 1996). In vivo im ER sind
ca. 95% des gesamten Grp94 glykosyliert (Wearsch & Nicchitta, 1996). Allerdings ist bis
heute die Funktion der Glykosylierung von Grp94 unbekannt, aber es gibt Hinweise, dass die
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Glykosylierung notwendig fiir die Interaktion mit Interaktionspartnern der Qualitétskontrolle

des ER ist.

Abbildung 7: Kristallstruktur des N-terminalen Bereich von Grp94 im Komplex mit NECA.

Die geschlossen Konformation von Grp94 im Komplex mit NECA. Die Helix 1-4-5 ist in griin gehalten. Der S5/
S6 Loop trigt der Stabilisierung dieses Komplexes bei. Aminosduren, die den Komplex weiter stabilisieren sind
gelb umrundet (Dollins et al., 2005)
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1.7. Die Hsp70- Familie

Die Proteine der Hsp70- Familie stellen ein Chaperonsystem dar, das eine zentrale Position in
nahezu allen Zellen und Kompartimenten eukaryotischer Zellen, Eubakterien und sogar
einigen Archaeen einnimmt. Urspriinglich wurden diese Proteine als stressreguliert entdeckt.
Inzwischen ist deutlich geworden, dass diese Familie auch unter normalen physiologischen
Bedingungen eine wichtige Rolle spielt. Hsp70- Proteine zeigen ein weites
Aufgabenspektrum: Unterstiitzung der Faltung neu synthetisierter Proteine (Scandurro et al.,
1997; Frydman et al., 1994), Translokation von Proteinen durch Membranen (Herrmann et al.,
1997; Horst et al., 1997), Auflésung von oligomeren Proteinstrukturen und vereinfachter
proteolytischer Abbau instabiler Proteine(Schmid et al., 1985).

Um diesem breiten Aufgabenfeld Herr zu werden, bedienen sich Hsp70 Proteine
grundsétzlich dreier Strategien. Erstens haben sich im Laufe der Evolution verschiedene
Hsp70-Gene entwickelt. Eine eukaryotische Zelle z.B. besitzt neben zwei cytosolischen
Hsp70 Formen noch eine fiir je das ER (BiP) und eine fiir Mitochondrien (PBP74). Zweitens
wird die Aktivitdt der Hsp70-Proteine durch zahlreiche Cochaperone reguliert, wie z.B. durch
die Mitglieder der Hsp40-Familie (Abbildung 4) und Homologe der bakteriellen GrpE-
Familie. SchlieBlich arbeitet das Hsp70-System mit dem Hsp90-System (Walter & Buchner,
2002) sowie dem Hsp100-System zusammen (Weibezahn et al., 2004). Die gemeine Funktion
dieser Prozesse scheint eine Interaktion mit kurzen, weitestgehend gestreckten hydrophoben
Peptidsequenzen in teilweise oder vollstindig entfalteten Proteinen zu sein, wobei
Aggregation verhindert und eine korrekt gefaltete Konformation des Proteins erreicht wird.
Das Bindemotiv dabei scheint in einer groBen Anzahl von Proteinen vorhanden zu sein
(Rudiger et al., 1997). Ein typisches Bindemotiv im Fall von DnaK (Hsp70- Homolog aus E.
coli) besteht aus 5 aufeinander folgenden Resten, in denen hydrophobe und basische
Aminosduren benachbart sind (Zhu et al., 1996). Dabei werden die Bindemotive mit einem
Kp von 5 nM bis zu 5 pM erkannt (Bukau & Horwich, 1998). Sie befinden sich
normalerweise im hydrophoben Kern des nativen Proteins oder in Doménen, die an der
Oligomerisierung der Substrate beteiligt sind (Fink et al., 1997).

Der Prozess, durch den Hsp70 Aggregation verhindert und Faltung unterstiitzt, ist noch nicht
im Detail verstanden. Proteine, die mit Hsp70 interagieren unterlaufen Zyklen von Binden
und Freisetzung, bis sie schlieBlich ihre dreidimensionale Struktur eingenommen haben
(Buchberger et al.,, 1996). Die Hsp70-Proteine von Bakterien und hoheren Eukaryonten

agieren sowohl co- als auch posttranslational, wohingegen Hefen und Pilze Hsp70-Mitglieder
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besitzen, die darauf spezialisiert sind, direkt an naszierende Ketten am Exit-Tunnel des
Ribosoms zu binden (Gautschi et al., 2002; Pfund et al., 1998). Einige Substrate falten nach
Bindung an ein erstes Set von Hsp70-Proteinen direkt in ihren nativen Zustand, wohingegen
andere Substrate nach dieser Bindung nochmals an eine weitere Hsp70-Familie binden
miissen, die nicht direkt mit dem Ribosom in Kontakt steht (Deuerling et al., 1999; Teter et
al., 1999). Die Substrate werden entweder in ihrem nativen Zustand entlassen, oder sie
werden zu einem weiteren Chaperonnetzwerk geleitet (Deuerling et al., 1999).

Die Hsp70-Familie unterstiitzt die Faltung seiner Substrate ATP-abhingig. Substratbindung
und -Freisetzung sind mit ATP-Bindung, -Hydrolyse und Nukleotidaustausch gekoppelt
(Gething, 1999) In ATP-gebundener Form haben Hsp70 Proteine eine geringe Affinitdt fiir
thre Substrate und hohe Austauschraten, wohingegen die ADP-gebundene Form eine hohe
Affinitdt fiir Subrate und eine geringen Austauschrate haben (Greene et al., 1995; McCarty et
al., 1995).

Die ATPase Aktivitdt von Hsp70 ist generell recht gering und schwankt innerhalb der Familie

zwischen kg-Werten von 0.02 bis 1.0 min™!

, und scheint somit in der Regel den
ratenlimitierenden Schritt des Zyklus darzustellen (Gao et al., 1993; Wegele et al., 2003). Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass eine Deletion der Peptidbindedomine zu erhdhten
ATPase-Aktivitidten fiihrt, was darauf schlieen lidsst, dass die C-terminale Domine die
ATPase-Aktivitit unterdriickt (O'Brien & McKay, 1995).

Die ATPase von Hsp70 wird in vivo durch Cofaktoren reguliert (Buchberger et al., 1996).
Diese Cofaktoren konnen die ATPase- Aktivitit von Hsp70 beschleunigen, in dem sie den
Nukleotidaustausch erleichtern. Verantwortlich sind dafiir die Proteine der Hsp40/ J-domain
Proteine, die eine konservierte ca. 75 Aminosduren lange J-Doméne haben (Banecki & Zylicz,
1996; McCarty et al., 1995). Ein momentan akzeptiertes Modell beschreibt zwei Aufgaben
der J-domain Proteine (JDP): erstens binden sie selbst an die Substrate und leiten das
ungefaltete Protein zum Hsp70-Chaperon (Erbse et al., 2004), und zweitens stimulieren sie
die ATPase-Aktivitidt von Hsp70, indem sie das Substrat in die Bindetasche des Chaperons
fiihren. In Anwesenheit der JDPs kann die ATPase Aktivitdt um den Faktor zehn stimuliert
werden (Cheetham et al., 1994; Liberek et al., 1991)

Eine zweite Klasse von Cofaktoren, die hdufig auftritt, sind die Homologen des bakteriellen
GrpE, die als Nukleotidaustauschfaktoren (NXF) bezeichnet werden. GrpE bindet an die

ADP- gebundene Form von DnaK und beschleunigt den Austausch des Nukleotids, indem es

die ATP-Bindetasche 6ffnet (Harrison et al., 1997) (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Der funktionelle Zyklus von Hsp70- Chaperonen

Hsp70 ist in grau und das Substrat in schwarz gezeichnet. NXF ist der Nukleotidaustauschfaktor (z.B. GrpE in E.
coli und BAP im ER); JDP, J- domain Protein (z.B. DnalJ in E. coli oder ERd3J im ER. Hsp70 ist schematisch
mit der ATPase und der Peptidbindedomine dargestellt, die in ADP- gebundener Form eine geschlossene
Konformation und eine offene, wenn ATP gebunden ist einnimmt (Abb. von Erbse et al., 2004 entnommen)

Hsp70- Proteine sind generell aus einer N-terminalen ATPase Domine (~44 kDa) und eingr
C-terminalen Peptidbindedomédne (~28 kDa) aufgebaut. Die Strukturen beider Doménen
wurden unabhéngig voneinander mittels Rontgenstrukturanalyse und NMR aufgelost (Wegele

et al., 2003) (Abbildung 9).

Hsp70)

Abbildung 9: Kristallstrukur von Hsp70.

A) NMR- Struktur der ~25 kDa E. coli DnaK Peptidbindedoméne (DPB- Eintrag; 1DKX). Das gebundene
Peptid ist griin dargestellt. B) ATPase-Doméne von Hsp70. Dargstellt ist die ~42 kDa grof3e N-terminale ATPase
Doméne von menschlichem Hsp70 (PDB- Eintrag: 1HJO). Das gebundene Nukleotid ist griin dargestellt (Abb.
von Wegele, Romer und Buchner, 2003 entnommen)
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1.7.1. BiP

Freie schwere Antikorperketten im ER werden nicht sekretiert, sondern durch das Hsp70-
Homologe ER-Protein BiP (heavy chain binding protein) zuriickgehalten (Haas & Wabl,
1983). Mittlerweile ist aber klar, dass BiP weit mehr Aufgaben erfiillt. BiP bindet an das
Translokon und nimmt vom Ribosom Polypeptide auf, die eine Linge von ~70 Aminosduren
erreicht haben (Hamman et al., 1998). Dabei bindet es entsprechend seiner Aufgabe als
Hsp70-Protein an ungefaltete Regionen naszierender Polypeptide und unterstiitzt deren
Faltung dabei ATP-abhingig (Abbildung 10). Des Weiteren erkennt BiP falsch gefaltete
Proteine und weist sie dem ER-assoziierten Abbau (ERAD) im Cytosol zu (Fewell et al.,
2001). BiP ist in der Lage Calcium zu binden (Lievremont et al., 1997). Es bindet an luminale
Dominen von ER- Stress- Rezeptorproteinen und hilt diese in einem inaktiven Zustand.
Sobald der BiP- Spiegel in Stresssituationen im Lumen dann abnimmt, wird BiP von diesen
Rezeptoren freigesetzt und die Rezeptoren werden aktiviert, so dass neue ER- Chaperone

synthetisiert werden konnen (Ma et al., 2002).
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Abbildung 10: Schematischer Uberblick der Antikorpersynthese und der Rolle von BiP und PDI in
diesem Prozess.

BiP ist u. a. mit fiir die Assemblierung eines Ig- Molekiils im ER verantwortlich. Auch wenn andere
Antikorperdoménen durch BiP gebunden werden, kann durch Bindung an die Cy1 der ungefaltete Antikorper im
ER zuriickgehalten werden, auch wenn andere Doménen auch. Synthese und Anlagerung der leichten Kette an
die schwere Kett verdringt BiP von seiner Bindestelle, und der vollstindig assemblierte Antikdrper kann
schlieBlich aus der Zelle transportiert werden. Wéhrend des Faltungsprozesses ist eine PDI fiir die Ausbildung
und Isomerisierung von Disulfiden verantwortlich. Das Einwirken von Cochaperonen (z.B. BAP) und anderen
Faltungshelfern (z.B. Grp94) ist nicht dargestellt (Knarr et al., 1995).

Trotz intensiver Forschung konnte bisher keine eine definierte BiP-Bindestelle an einer
Antikorperdoméne gefunden werden. In vitro wurden viele kurze Peptide synthetisiert um
dieser Frage nachzugehen. Augustine et al. (2001) und Knarr et al. (1995) testeten, ob
Heptapeptide der Aminosduresequenz des Antikdrper MAK33 die ATPase Aktivitit von BiP
in vitro stimulieren konnten. Der monoklonale Antikdrper MAK33 wurde schon in vielen
Faltungsstudien eingesetzt (1.1.2. Antikorper als Modellsystem) (Buchner et al., 1991; Lilie et
al., 1995a; Lilie et al., 1995b). Insgesamt wurden 14 Heptapeptide von MAK33 fiir die
ATPase Stimulierung von BiP getestet, wobei die Hilfte davon tatsichlich einen positiven
Einfluss (Faktor 1.4 — 3.0) hatten (Augustine et al., 2001; Knarr et al., 1995). Drei dieser

Peptide stammten aus variablen Bereichen der leichten bzw. der schweren Kette und drei
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weitere aus der Cy3- Domine von MAK33. Nur je eine Bindestelle lag dabei in der C; - und
der Cyl- Doméne, die beide an der Dimerisierung der leichten und der schweren Kette

beteiligt sind. Fiir die Cy2- Domine wurden keine Peptide getestet.

1.8. Proteinfaltung und Qualitatskontrolle im ER

Das Endoplasmatische Retikulum ist ein hochorganisiertes Zellkompartiment, das mit
Chaperonen und Faltungsenzymen ausgestattet ist, die unerlisslich fiir das Uberleben von
Eukaryoten sind. Korrekt gefaltete Proteine werden aus dem ER transportiert, wohingegen
falsch gefaltete zuriickgehalten werden und selektiv abgebaut werden. Letztendlich sind es
zwei wesentliche Proteinklassen, BiP und Calnexin/Calreticulin, die in der Qualitdtskontrolle
aktiv sind. Aufgaben des ER sind u.a. Lipidverteilung an andere Organellen (van Meer und
Sprong, 2004), Ca®* Homeostase (Kleinschmidt et al., 2003), Biogenese von Organellen
(Geuze et al., 2003), Proteinfaltung, Qualititskontrolle (Ellgaard & Helenius, 2001; Sitia &
Braakman, 2003) und der Abbau von Proteinen. Auch wenn die Faltungsinformation von
Proteinen in der Primérsequenz liegt, so beeinflusst das ER doch die Proteinfaltung erheblich
(Anfinsen, 1973). Ein Drittel aller Proteine einer eukaryotischen Zelle werden ins ER
transportiert (Ghaemmaghami et al., 2003); nur im ER ist es aufgrund der dort herrschenden
Oxidationsbedingungen moglich, dass Disulfidbriicken ausgebildet werden konnen (Tu &
Weissman, 2002). SchlieBlich ist die Proteinkonzentration im ER ausgesprochen hoch (>100
mg/ml), so dass Chaperone in diesem dichtgepackten, gelartigen Kompartiment unabdingbar
sind (Marquart, 1984).

Alle Proteine, die Faltungswege des ER durchlaufen, werden der primédren Qualitatskontrolle
unterworfen, der die Mitglieder der Hsp40, Hsp70 und Hsp90 Familie angehdren, sowie
einige Oxidoreduktasen und Calnexin (Cnx) und Calreticulin (CRT). Die sekundire
Qualititskontrolle hingegen findet nur in bestimmten Zelltypen statt, und erleichtert den
Transport spezifischer Proteine, wie z.B. Tapasin im Bezug auf MHC Klasse 1 Molekiile
(Herrmann et al., 1997).
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Familie Protein

Hsp70 BiP

Hsp90 Grp94

Hsp110 GRP170

Lectin Calreticulin,Calnexin, UGGT
Co-Chaperon ERp3j, BAP
Oxidoreduktasen PDI, ERp72, CaBP1, ERp29
PPlase Cyclophilin B

Tabelle 2: Chaperone und Faltungshelfer der primaren Qualitatskontrolle des ER, klassifiziert nach ihrer
Funktion

Durch einen Mechanismus, der ,,Unfolded Protein Response (UPR) genannt wird, besitzt das
ER die Moglichkeit korrekte Faltung wahrend Stresssituationen zu gewihrleisten. Proteine,
die nicht in der Lage sind, den nativen Zustand zu erreichen, werden zunichst durch den
Prozess ,,ER associated degradation® in das Cytosol retranslokiert (ERAD) und dort durch
Proteasen abgebaut.

Ein teilweise recht gut verstandener Prozess der primaren Qualitdtskontrolle ist das Cnx/ CRT
System. CRT und Cnx sind homologe Proteine, mit dem Unterschied, dass Cnx ein
Transmembranprotein ist, und CRT loslich im ER vorliegt. Beide interagieren mit (Hammond
& Helenius, 1994; Damen et al.,, 1998). Die Spezifitit beider Proteine fiir Glc;Man;.
9GlcNACc,- Glykane (Glc = Glucose; Man = Mannose; ClcNAc = N-Acetylglucosamin) fiihrt
zu einer voriibergehenden Assoziation mit nahezu allen im ER hergestellten Glycoproteinen
(Helenius & Aebi, 2001). Zwei funktionell unabhingige Enzyme vermitteln dabei den
Bindungsstatus in diesem Chaperonsystem: Glucosidase [ ist verantwortlich fiir die
Dissoziation des Substrat- Glykoproteins von CRT oder Cnx. Die Glukosyltransferase (GT)
hingegen glykosyliert Substratproteine, damit sie ggf. mit Cnx oder CRT erneut interagieren
konnen. Dabei findet diese Re- Glykosylierung nur statt, wenn durch die GT erkannt wird,
dass das Glykoprotein unvollstindig gefaltet ist (Parodi, 2000). Nur wenn das Glycoprotein
korrekt assembliert und glykosyliert ist, kann es aus diesem Zyklus entkommen. Das
bedeutet, dass durch die Glykosylierung unvollstindig gefaltete Proteine markiert werden, die
das ER nicht verlassen diirfen.

Eine groe Familie von Proteinen, die Disulfid-Oxidoreduktasen, von denen die

Proteindisulfidisomerase die am besten untersuchte ist, katalysiert die Oxidation,
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Isomerisierung und Reduzierung von Disulfidbriicken. Das ist eine entscheidende Eigenschaft
des ER, dass viele Proteine Disulfidverbriickungen besitzen (vgl. Tabelle 2)(Sevier & Kaiser,
2006). Die Grundlage fiir die Moglichkeit Disulfidbriicken ausbilden zu konnen ist die
Tatsache, dass im ER ein oxidierendes Milieu vorherrscht: im Cytosol liegt das Verhiltnis
von reduziertem zu oxidiertem Gluthation >50:1 (Fewell et al., 2001) wohingegen es im ER
zwischen 1:1 und 3:1 liegt. Die kontinuierliche Aktivitit der Oxidoreduktasen ist fiir die
Faltung von Proteinen im ER unerldsslich, da falsche Verkniipfungen wieder aufgeldst und

neuorganisiert werden miissen.

1.8.1. ER- Stress und UPR (unfolded protein response)

Um das Faltungssystem aufrecht zu erhalten, haben Zellen Systeme entwickelt, die es
erlauben die Menge an Chaperonen der Menge an ungefalteten Proteinen anzupassen. Im
Cytosol veranlasst eine Ansammlung ungefalteter Intermediate die sog. heat shock response,
was dazu fiihrt, dass cytosolische Chaperone verstiarkt synthetisiert werden miissen
(Morimoto et al., 1996). Gleichermallen fiihrt eine Anhdufung von nicht- nativ gefalteten
Proteinen im ER zur UPR, die selektiv durch Stoffe wie Tunicamycin (Inhibierung der
Glykosylierung), DTT (Inhibierung der Disulfidausbildung) oder Stoffe, mit den Ca®'-
Haushalt des ER wie Thapsigargin induziert werden kann (Kaufman et al., 2002). Auch kann
die UPR eine wichtige Rolle in pathoguiden Situationen einnehmen, wenn z.B. das ER
Unmengen an Protein herstellt, wie es sonst nur die Aufgabe einer B-Zelle ist (Ma et al.,
2002), oder im Fall von Skorbut, wenn Collagen durch das Fehlen von Vitamin C nicht falten
kann (Hosokawa & Nagata, 2000).

Im ER von Sdugern bindet BiP an die ER-luminale Domédne der Stresssensoren Irelo/f,
PERK und ATF6 (Ma et al., 2002). Befinden sich im ER grofle Mengen an ungefalteten
Protein, wird BiP von den Stresssensoren gelost, die dann die UPR anschalten (Kaufman).
Die de novo Synthese von Chaperonen beginnt, angetrieben durch die Proteine ATF6 und Irel
und durch Phosphorylierung des Initiationsfaktors elF-2a. Gleichzeitig kommt es zum
Synthesestop anderer Proteine, veranlasst durch PERK, so dass der Anstieg ungefalteter

Proteine im ER gehemmt wird (Harding et al., 1999).
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1.8.2. ER-assoziierter Abbau (ERAD)

Stindig falsch gefaltete Proteine werden durch einen Prozess abgebaut, der sich ERAD nennt
(ER associated degradation). In diesem Fall werden die betroffenen Proteine durch den
SEC61-Porenkomplex zuriick ins Cytosol befordert und durch das Proteasom abgebaut (Tsai
& Rapoport, 2002; Kostova & Wolf, 2003). Eine interessante Frage in diesem
Zusammenhang ist, wie das ER zwischen unvollstindig intermedidren und permanent
gefalteten Polypeptiden entscheiden kann. Ein denkbarer Weg wire die Glykosylierung, und
dadurch die Mdoglichkeit, ein Polypeptid zur Cnx/ CRT Maschinerie oder zum SEC61
Komplex zu schicken, allerdings noch groBer Klarungsbedarf (Hosokawa et al., 2001).
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1.9. Problemstellung

Die Faltung von Proteinen im Allgemeinen und die im ER im Speziellen ist ein absolut
essentieller und daher kontrollbediirftiger Prozess. Proteine, die fiir die Sekretion bestimmt
sind, sind flir den Lebenszyklus eines Organismus essentiell. Bei der hoheren Eukaryonten
erfolgt die Faltung von Molekiilen, die essentiell fiir die Abwehr von Fremdorgansimen. Dazu
gehort die Ausstattung von Proteinen mit Zuckerresten oder das Einfiihren von Disulfiden, die
u.a. einen wichtigen Bestandteil der Antikdrperassemblierung darstellen. Die
cytoplasmatische Expression solcher rekombinanten Proteine, insbesondere Antikdrper, in E.
coli, erweist sich auf Grund der reduzierenden Umgebung als &uBerst schwierig. Das
iiberexprimierte Protein aggregiert hdufig in Form von Inclusion bodies und meist kdnnen
diese nur in geringen Ausbeuten riickgefaltet werden. Die Expression solcher Proteine in
einem auf dem Cytosol von E. coli basierenden zellfreien Expressionssystem ist daher ein
besonderer Anreiz. Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher die losliche Expression eines
vollstindigen = IgG-Molekiils (MAK33) in einem  zellfreien  Transskriptions-/
Translationssystem untersucht werden. Zur Verfiigung stand das Rapid Translation System
(RTS) der Firma Roche Diagnostics. Die hier exprimierten Antikdrpermolekiile sollten
hinsichtlich Expression, Aktivitdt und Struktur untersucht werden. Besonderes Augenmerk
sollte zum einen diversen Faltungshelfern, die auch in vivo an der Faltung im ER beteiligt
sind, zum anderen dem Redoxpotential des Systems gelten.

Dariiber hinaus sollte die in vitro Faltung des Fab-Fragments vom MAK33 néher
charakterisiert werden. Von Interesse war es den Einfluss unterschiedlicher, zum Teil noch
nicht beschriebener Faltungshelfer und Chaperone zu charakterisieren. Speziell sollte das
Lectin Calnexin, die Oxidoreductasen ERp57 und PDI, ein neu entdecktes Protein mit
vermuteten Oxidoreductaseeigenschaften namens LyTOR, einem weiteren bisher nicht weiter
charakterisiertem ER Protein, das in Zusammenhang mit Proetindisulfidisomerasen gebracht
wird, mit Namen smERp1.

SchlieBlich galt das Interesse noch der strukturellen und regulatorischen Charakterisierung
des im ER beheimateten Hsp90-Paralogen Grp94. Wie alle Hsp90 Chaperone arbeitet auch
Grp94 in Abhéngigkeit von Adenosinnukleotiden. Dabei wird die Hydrolyseaktivitit sehr
kontrovers diskutiert. Der, wenn vorhandene, ATPase- Zyklus, sowie die Aktivitdt als

Chaperon sollte analysiert werden.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit geben iiberraschende Einblicke in die Arbeitsweise und
Regulation ER-residenter Faltungshelfer. Sie zeigen auch faszinierende Moglichkeiten zur

Antikorperherstellung und —entwicklung fiir die Diagnostik, Analytik und Therapeutik auf.
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2. Material und Methoden

2.1. Verwendetes Material

2.1.1. Chemikalien

Acrylamidlosung (38% Acrylamid, 2% Bisacrylamid)

Adenosin-5"-diphosphat (ADP)
Adenosin-5’-triphosphat (ATP)

[P32]- YATP

Adenosyl-imidodiphosphat (AMP-PNP)
[v-32P]-ATP (15 TBg/mmol)

Agarose, ultra pure
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ammoniumsulfat

Ampicilin, Natriumsalz

Bacto Agar

Bacto Pepton

Benzamidin

Bromphenolblau S

Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets TM
Coomassie Brilliant Blue R250
Desoxynukleotidtriphosphate (ANTPs)
Dithiothreitol (DTT)

ECLplus Western Blotting Detection System
Ethansulfonsdure (HEPES)

Ethidiumbromid

Glyzerin

Guanidin Hydrochlorid (GdmCl)

Hefe Extrakt FermTech

Iodacetamid
Isopropyl-pB-D-Thiogalactopyranosid (IPTG)
Imidazol

Kanamycin

2-Mercaptoethanol

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Hartmann, Braunschweig, D
Roche, Mannheim, Deutschland
Hartmann, Braunschweig, D.
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
ICN, Costa Mesa, USA

Difco Laboratories, Detroit, USA
Sigma, St. Louis, USA

Serva, Heidelberg, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland
GE Healthcare, Miinchen, D
Roth, Karlsruhe, Deutschland
GE Healthcare, Miinchen, D
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, St. Louis, USA

ICN, Costa Mesa, USA

ICN, Costa Mesa, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, St. Louis, USA

Biomol, Hamburg, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, St. Louis, USA
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Natriumdodecylsulfat (SDS)
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Nikotinsdureamidadenindinukleotid (NADH),
Dinatriumsalz
Polyoxyethylen-Sorbitan-monolaurat (Tween 20)
Polymyxin B

Silbernitrat p.a.
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roche, Mannheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, St. Louis, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland
ICN, Costa Mesa, USA

Alle anderen Chemikalien wurden von der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) oder Roth,

(Karlsruhe, Deutschland) bezogen und hatten, falls nicht eigens erwdhnt, den Reinheitsgrad

p.a..

2.1.2. GrolRenstandards, Kits und Spezialreagentien

ABTS- Tablets

Blocking Reagent

Buffer for ABTS

Centricon 3, Centricon 10, Centricon 30
Centriprep 10, Centriprep 30, Centriprep 50
Conjugate Buffer, universal

DNA Lingenstandard 1 kb Leiter

Eichproteine fiir HPLC

Einmalkiivetten 1,5 ml halbmikro

High Pure PCR Product Purification Kit

High Pure Plasmid Isolation Kit

Immobilon-P (PVDF)-Membran
Low-Range-Molekulargewichtsstandard (LMW)
QIAquick Gel Extraktion Kit

RTS100 E. coli Disulfide Kit

RTS100 HY Translation System

RTS500 HY Translations System

RTS E. coli Linear Template Generation Set, His-tag
Slyde-A-Lyzer, 3,500; Slyde-A-Lyzer 10,000

Roche, Mannheim, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Amicon, Witten, Deutschland
Amicon, Witten, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Peqlab, Erlangen, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Zefa, Miinchen, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Millipore, Bedford, USA
BioRad, Miinchen, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland

Pierce, Rockford, USA
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Sterifilter 0,2 uM
Strepta Well (transparent, 96- well)
Topo TA Cloning

PEI-Cellulose Diinnschichtchromatographieplatte

2.1.3. Chromatographische Materialien und Saulen

ATP- Agarose

DEAE- Sephacel
GSH-Sepharose, fast flow
Ni- NTA- Superflow
Ni-NTA- Batch Coloums
Resource Q

Q-Sepharose

Superdex 200 Prep Grade
Superdex 200 HPLC

2.1.4. Enzyme und Proteine

Albumin (BSA)

Alkalische Phospahtase
Anti-Hisg-POD (aus Maus)
Anti-GST-Antikorper (aus Schaf)
Anti- Grp94- Antikorper (aus Hase)

Anti- Hase- IgG- POD
Anti- Schaf- IgG- POD
Creatinkinase (CK-MM)
Dnal

DnaK

hDJ1

Hifi-Polymerase

hPDI

Hsp82

Zefa, Miinchen, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Novagen, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma, St. Louis, USA

GE Healthcare, Miinchen, D
GE Healthcare, Miinchen, D
Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
GE Healthcare, Miinchen, D
GE Healthcare, Miinchen, D
GE Healthcare, Miinchen, D
GE Healthcare, Miinchen, D

Roche, Mannheim, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
GE Healthcare, Miinchen, D
Dr. J. Pineda, Antikérperservice,
Berlin, D

Sigma, St. Louis, USA

Sigma, St. Louis, USA

Roche, Mannheim, Deutschland
Martin Haslbeck

Martin Haslbeck

Martin Haslbeck

Roche, Mannheim, Deutschland
Ioana Schuster

Otmar Hainzl
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MAK33 (Eichstandard)
L-Lactatdehydrogenase
Protein A/G- Agarose
Pyruvatkinase
Restriktionsenzyme
Ssal

T4-DNA-Ligase
Trypsin

yDJ

2.1.5. Geréate

Absorptionsspektrometer
Cary 50; Cary 100

Chromatographieanlagen
Akta FPLC

FPLC- Anlage LKB
Superloop 50 ml, 150 ml

Roche, Mannheim, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
GE Healthcare, Miinchen, D
Roche, Mannheim, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Andreas Schmid

Promega, Madison, USA
Roche, Mannheim, Deutschland
Andreas Schmid

Varian, Darmstadt, Deutschland

GE Healthcare, Miinchen, D
GE Healthcare, Miinchen, D
GE Healthcare, Miinchen, D

PU- 1580 HPLC Pump

LG- 980- 02S Gradient Unit
FP- 1520- Fluoreszenz Detektor
UV- 1575 UV- Vis Detektor

Jasco, Grof3- Umstadt, Deutschland
Jasco, Grof3- Umstadt, Deutschland
Jasco, Grof3- Umstadt, Deutschland
Jasco, Grof3- Umstadt, Deutschland

Circulardichroismus- Spektropolarimeter
Jasco J-715 mit PTC 343 Peltier Temperiereinheit Jasco, Grof3- Umstadt, Deutschland
Fluoreszenz- Spektrophotometer
FluoroMax 2 Fluoreszenz- Spektrophotometer Jobin Yvon, Grasbrunn, D
FluoroMax 3 Fluoreszenz- Spektrophotometer Jobin Yvon, Grasbrunn, D
Zentrifugen

Eppendorf Tischzentrifuge 5415 C Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Beckmann Avanti J 25 Beckmann, Palo Alto, USA
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Rotoren JA-10, JA-25.50, JLA-16.250

Weitere Geréte
Adsorptionsspektrometer
Entwicklermaschine Optimax TR
Geldokumentationssystem Biodocll

Hoefer SE600 Ruby Gelkammer

Homogenisator Ultra Thurrax DIAX 900

-80° Kiihlschrank Sanyo
Magnetriihrer Heidolph MR 2000

Minigel-Apparatur (Agarose-Gelelektrophorese)

PCR-Maschine Primus
Luminometer

RTS Maxi

Tischschiittler

Typhoon Phospho Imager
Varioklav Dampfsterilisator EP-Z
Zellaufschlussgerit Basic Z Model

2.1.6. Computerprogramme

Adobe Creative Suite

CDNN

DeepView / Swiss PDB Viewer
Microsoft Office 2003

Origin 7.5 Pro

ProtParamTool

Reference Manager

SigmaPlot

VectorNTI

mFold

Beckmann, Palo Alto, USA

GE Healthcare, Miinchen, D

MS Laborgerite, Heidelberg, D
Biometra, Gottingen, Deutschland
Amersham, Uppsala, Schweden
Heidolph, Schwabach, D
Biomed., Osaka, Japan
Heidolph, Schwabach, D
Biorad, Miinchen, Deutschland
MWG, Ebersberg, Deutschland
Tecan Genios, Crailsheim, D
Roche, Mannheim, Deutschland
Heidolph, Schwabach, D

GE Healthcare, Miinchen, D
H+P, Oberschleilheim, D
Constant Systems, Warwick, GB

Adobe

Universitit Halle

ExPasy (http://www.expasy.org)
Microsoft

Microcal Software Inc.

ExPasy (http://www.expasy.org)
IST Research Soft

SigmaPlot (www.sigmaplot.com)
Suite 8 Informax

www.mfold.org
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2.2. Verwendete Organismen und ihre Kultivierung

Alle im Rahmen duieser Dissertation durchgefiihrten Arbeitsschritte wurden, sofern dies

erforderlich war, unter Sterilbedingungen durchgefiihrt.

2.2.1. Bakterienstamme

Stamm

Geno-/ Phéanotyp

Herkunft/ Referenz

E. coli DH10B

FaraD 139A(ara leu)
7697AlacX74 galU galK mcrA
A(mrr hsdRMS mcrBC)rpsL
decR 380 AlacZ AMI15 endAl
nupG recAl

Jessee, 1986

E.coli XL 1 Blue

A(mcrA) 183 A (mcrCB-
hsdSMR-  mrr) 173  endAl
supE44  thi-1 recAl gyrA96
relAl lac[F proAB lacl"ZAM15
Tnl0 (Tet")] Su”

Stratagene, La Jolla, USA

E. coli M15

nals strs rifs thi- lac- ara+ gal+

mtl-F-recA+uvr+ lon+

Strategene, La Jolla, USA

E. coli HB101

supFE44 ara-14 proA2 lacYl
galK2  rpsL20  xyl-5 mitl-1
recA13 hsdS20

Stratagene, La Jolla, USA

E. coli BL21 (DE3) cod”

Fion ompT hsdSg (rgmg)
gal(Aclts857 indl Sam7 nin5
lacUV5-T7 genel) endA The
[argU ileY leuW Cam']

Stratagene, La Jolla, USA

E. coli EcoB

lon

(Donch &  Greenberg,
1968)

Tabelle 3: Verwendete Bakterienstamme
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2.2.2. Oligodesoxynukleotide

Primer

Sequenz

IcA8forward (Amplifizierung der leichten
Kette fiir TOPO-TA Klonierung)

CTTTAAGAAGGAGATATACCATGGATA
TCGTATTAACTCAGTCTCCAGC

IcBlrevers (Amplifizierung der leichten

Kette fiir TOPO-TA Klonierung)

TGATGATGAGAACCCCCCCCCTGATTC
CTGTTGAAG

hcAS8forward (Amplifizierung der
schweren Kette fiir TOPO-TA
Klonierung)

CTTTAAGAAGGAGATATACCATGGAAG
TGCAAGGTGGTGAATCTGGGGGAGGCT

hcBlrevers(Amplifizierung der schweren

Kette fiir TOPO-TA Klonierung)

TGATGATGAGAACCCCCCCCTTTACCA
GGAGAG

BiP- forward (Amplifizierung von Maus-
BiP Mutanten (BiPAC118 und BiPAC95)
mit Sph1- Schnittstelle)

GATCGCATGCAGGAAGAAGAAGACAA
GAAGGAG

reversBiP-560 (Amplifizierung der Maus-
BiP Mutante (und BiPAC95) mit BamH]1-
Schnittstelle)

GATCGGATCCTTAaTACGCTCTTTGAG
CTTTTT

reversBiP-537 (Amplifizierung der Maus-
BiP Mutanten (BiPAC118) mit BamH1-
Schnittstelle)

GATCATCCTTAATACCATTAACATCTAT
CTCAAAAG

Tabelle 4: Verwendete Oligonukleotide

2.2.3. Plasmide

pET21a- Grp9%4 Expressionsvektor (Amp) fiir Grp94 (Hund) ohne His-tag ohne

N-terminale Signalsequenz (Diplomarbeit Rene Leubert, 2001,

TU Miinchen)

pUJ4 Expressionsvektor (Amp) fiir Maus-BiP ohne N-terminale
Signalsequenz mit C-terminal 6xHis-tag, pASK-Derivat (Knarr
et al., 1999)

pSM21 Expressionsvektor (Amp) fir CH3-Doméine von MAK33,

pASK-Derivat (Mayer, 1993)
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pGEX-3X-Cnx Expressionsvektor (Amp) fiir humanes Calnexin ohne
Membrananteil mit N-terminaler GST- Fusion (von D.
Williams)

pGEX-4T ERp44 Expressionsvektor (Amp) fiir humanes ERp44 mit N-terminaler
GST-Fusion (von R. Sitia)

pTOPO-LK Expressionsvektor (Amp/ Kan) fiir die leichte Kette von

MAK33 (diese Arbeit)
pTOPO-SK Expressionvektor (Amp/ Kan) fiir die schwere Kette von
MAK33 (diese Arbeit)

2.2.4. TOPO TA Cloning®

Beim TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) handelt es sich um ein
Klonierungssystem, mit dem man in kurzer Zeit PCR- Konstrukte ohne vorhergehende
Restriktion in ein linearistiertes Plasmid insertiert. Voraussetzung fiir diese
Klonierungsstrategie ist ein {iberhdngendes Adonesin im PCR- Produkt, das mittels
Topoisomerase in den pCR 2.1.-Topo ligiert werden kann.

Dieses System wurde verwendet um die fiir die RTS Reaktion hergestellten PCR-Produkte in
ein zirkuldres Expressionssystem zu ligieren. Die Klonierung im FEinezelnen wurde

entsprechend der Herstellerbroschiire durchgefiihrt.

2.2.5. Medien

Folgende Medien wurden fiir die Anzucht von Bakterien verwendet.
LBy: Bacto Pepton 10 g
Hefe Extrakt 5 g
Natriumchlorid 5 g
HxO0ad 1L

Fiir Platten: Bacto Agar zusitzlich 15 g
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2.2.6. Antibiotika und Zusatze

Endkonzentration = Ldsungsmittel Verwendung
Ampicillin 50 pg/mL H20 Antibiotikum
Chloramphenicol 25 pg/mL 96% EtOH Antibiotikum
Kanamycin 25 ug/mL H20 Antibiotikum
IPTG 1 mM H20 Expressionsstart
Geldanamycin (GA) sieche Ergebnisteil ~ DMSO Hsp90 Inhibitor
Radicicol (RA) siche Ergebnisteil  DMSO Hsp90 Inhibitor
5’-(N-Ethylcarbox-
amidadenosin) siche Ergebnisteil  DMSO Grp94 Inhibitor

2.2.7. Kultivierung und Lagerung von E. coli

Ausstrichkulturen von E. coli auf Agarplatten wurden fiir 16 Stunden bei 37°C inkubiert und
zur Lagerung im Kiihlschrank unter Luftabschluss aufbewahrt. Die Anzucht von E. coli
Flissigkulturen in LB-Medium erfolgte unter Zugabe entsprechender Antibiotika zur
Selektion auf das jeweilige Plasmid. Volumina bis zu 10 ml wurden im Reagenzglasroller
inkubiert, Kulturen {iber 10 ml im Umluftschiittelinkubator. Das Wachstum der Bakterien
wurde photometrisch bei 600 nm verfolgt. Dabei entspricht eine OD600 von eins etwa 8x108
Zellen/ml. Zur dauerhaften Aufbewahrung von Bakterienstimmen wurden 500 pl einer
exponentiell wachsenden Kultur mit 500 pl 40%igem Glycerin versetzt, in fliissigem

Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

2.2.8. Herstellung chemisch-kompetenter E. coli-Zellen

Mit einer frischen Vorkultur wurden 100 ml LB-Selektionsmedium angeimpft und bis zu
einer ODeoo von 1 inkubiert. Der Kultur wurden dann 2 ml einer 1 M MgCl, Losung zugesetzt.
10 Minuten danach wurden die Zellen durch Zentrifugation mit 4600 x g bei 4°C geerntet.
Das Zellpellet wurde in 20 ml Puffer (3 M Natriumacetat, 1 M CaCl,, 2,8 M MnCl,, pH 5,5)
resuspendiert und fiir 60 Minuten auf Eis gekiihlt. Nach einer weiteren Zentrifugation bei

1500 x g und 4°C wurde das Pellet in 4 ml Puffer (1 M Natriumacetat, 0,3 M CaCl,, 0,9 M
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MnCl,, 87% Glyzerin, pH 5.5) resuspendiert. Die Zellen wurden in Form von 100 pl Aliquots
mit fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

2.2.9. Transformation mit Plasmiden

Die Transformation von E. coli-Stimmen mit Plasmid-DNA wurde nach der Methode von
Hanahan durchgefiihrt (Hanahan, 1983). Diese Methode liefert eine Ausbeute von etwa 10’-
10°® Transformanden pro pg Plasmid-DNA. Je 100 ul kompetenter Zellen wurden mit 0,5-1 pl
Plasmid-DNA Losung vermischt und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einem einminiitigen
Hitzeschritt bei 42°C wurden die Zellen wieder auf Eis abgekiihlt und mit 1 ml LBo Medium
versetzt. Dieser Ansatz wurde 45 Minuten bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die

Zellen pelletiert und auf Selektionsplatten ausplattiert.

2.3. Molekularbiologische Methoden

2.3.1. Agarosegelelektrophorese von DNA

Zur Trennung, Mengeabschitzung, Analyse und Reinigung wurden DNA- Fragmente
elektrophoretisch auf Agarosegelen aufgetrennt (Sambrook and Russell, 2001).

Dazu wurden 1%ige Gele mit den Massen 8 x 11 cm hergestellt. Zu deren Herstellung wurde
Agarose in TAE-Puffer aufgekocht, auf ca. 50°C abgekiihlt und mit 0,5 pg/ml
Ethidiumbromid versetzt. Als Laufpuffer wurde ebenfalls TAE-Puffer verwendet als
Laufpuffer = wurde ebenfalls TAE-Puffer = verwendet. Die Elektrophorese
erfolgte bei 120 mA fiir ca. 15 - 30 min. Unter UV-Licht mit einer Wellenldnge von 254 nm
konnte die DNA sichtbar gemacht werden. Dies ist moglich durch das an die DNA gebundene
Ethidiumbromid, dessen Fluoreszenzemissionsspektrum bei Anregung durch UV-Licht in den
sichtbaren Bereich verschoben wird. Das Ergebnis wurde mit Hilfe eines Video-
Dokumentationssystems dokumentiert. Die Abschitzung von Menge und GroBle der
aufgetrennten DNA-Fragmente wurde anhand der 1 kb DNA- Ladder (PeQlab, Erlangen)

vollzogen.
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2.3.2. Isolierung und Reinigung von DNA

2.3.2.1. Isolierung von Plasmid- DNA aus E. coli

Um groBere Mengen reiner Plasmid-DNA zu erhalten, bzw. um positive Klone nach einer
Transformation zu identifizieren, wurde mit Hilfe des High Pure Plasmid Isolation Kit der
Firma Roche Diagnostics (Mannheim) eine Plasmidpréparation aus 3 ml E. coli - .N. -
Kulturen durchgefiihrt. Dabei wurde nach Angaben des Herstellers verfahren, lediglich die
Elution erfolgte abweichend von der Vorschrift des Herstellers mit 50 ul ddH,O.

2.3.2.2 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Zur Reinigung von PCR- Produkten und um DNA- Fragmente bzw. aufgeschnittene Vektoren
aus préaperativen Gelen zu isolieren, wurde die DNA in einem 1 %igen (w/v) Agarosegel
aufgetrennt. Unter UV- Belichtung (254 nm) wurde die entsprechende Bande aus dem Gel
ausgeschnitten. Das zu isolierende Fragment wurde anschlieBend mit Hilfe des QIAquick Gel

Extraction Kit (QIAGEN) gemil3 Herstellerangaben aus dem Gelstlick extrahiert.

2.3.3. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zur exponentiellen Anreicherung definierter DNA- Fragmente dient die von Mullis &
Faloona (Mullis & Faloona, 1987) entwickelte Polymerasekettenreaktion. Dabei wurde der
zwischen zwei Primern liegende DNA- Abschnitt wihrend sich wiederholenden
Temperaturzyklen durch die Hifi- Polymerase der Firma Roche Diagnostics (Mannheim) oder
durch die Pwo- Polymerase der Firma Roche Diagnostics (Mannheim) in Anwesenheit aller
dNTPs exponentiell vermehrt. Die Hifi- Polymerase ist ein Gemisch aus der Pwo- Polymerase
(Pyrococcus woesii) mit 3’-5'Exonukleaseaktivitdit und der Taq- Polymerase (Thermus
aquaticus) und vereint die Geschwindigkeit der Taq- Polymerase und die Genauigkeit der

Pwo- Polymerase.
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Ein Standardreaktionsansatz von 100ul enthielt:
100 pmol Primer
10-20 ng Template-DNA
je02mM  dNTPs (dATP, dCTP, dGTP und dTTP)

2,0 mM MgCl,
2,50 Polymerase
10 pl 10x Reaktionspuffer

steriles bidestilliertes Wasser ad 100 pl

Die Amplifikation der spezifischen DNA- Fragmente wihrend einer PCR erfolgte als Aot

start- Reaktion (um unspezifische Reaktionen und Aktivitdtsverluste zu vermeiden) unter

folgenden Bedingungen:

Hot Start: 96 °C, 2 min, dann Zugabe der Polymerase
Denaturierung: 96 °C, 30 sec
Annealing: 60 °C, 45 sec
Synthese: 72 °C, 1 min 30 sec

Anzahl der Zyklen: 35
abschliefend 10 min Inkubation bei 72 °C zur Vervollstindigung der Reaktion

Das Ergebnis einer jeden PCR wurde durch Gelelektrophorese. Das entstandene Produkt
wurde entweder mit Hilfe des High Pure PCR Product Purification Kit oder bei
Verunreinigung mit unspezifischen Produkten mittels QIAquick Gel Extraction Kit aus dem

Gel gereinigt.

2.3.4. Hydrolyse mit Restriktionsendonukleasen

Durch Restriktionsendonukleasen ist moglich, DNA spezifisch zu schneiden. Fiir analytische
Zwecke wurden in der Regel 5 pl Plasmid- DNA (ca. 100- 500 ng) mit 2-3 U der
entsprechenden Restriktionsendonuklease verdaut. Es wurden die vom Hersteller
mitgelieferten Puffer verwendet; fiir den Verdau mit zwei Enzymen wurde auf kompatible
Puffer- und Temperaturbedingungen geachtet. Die Hydrolyse erfolgte fiir 60 min bei der vom
Hersteller empfohlenen Temperatur (in der Regel 37 °C). Anschliefend wurden die Ansétze

auf einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.
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2.3.5. Phosphatasebehandlung

Um die Religation des geschnittenen Vektors zu verhindern, wurde dieser mit alkalischer
Phosphatase (shrimp alkaline phosphatase, SAP) behandelt. In diesem Schritt wird die freie
5’- Phosphatgruppe abgespalten. Die Phosphatasebehandlung erfolgte im gleichen Ansatz wie
die Restriktionshydrolyse. Pro ng Vektor wurden 1/10 Volumen 10 X Phosphatasepuffer und
0,1 Einheiten alkalische Phosphatase zugegeben. Nach 1 h Inkubation bei 37 °C wurde erneut
die gleiche Menge Phosphatase zugegeben und weiter 15 min bei 37 °C dephosphoryliert. Die
probe wurde anschlieend mittels High Pure Plasmid Isolation Kit gereinigt und direkt zur

Ligation weiter verwendet.

2.3.6. Ligation

Mit Hilfe der DNA-Ligase konnen komplementire Enden geschnittener DNA wieder
kovalent miteinander verbunden werden. Die Ligationen wurden mit jeweils ca. 200 ng
Plasmid und dem fiinffachen Uberschuss an DNA- Fragment unter Verwendung von 2- 3 U
T4-Ligase im mitgelieferten Ligasepuffer des Herstellers durchgefiihrt. Das Volumen des
Ansatzes variierte abhingig von der DNA- Menge zwischen 10 und 20 pl. Die Ligation
erfolgte entweder iiber Nacht bei 4 °C oder fiir 3 h bei RT.

2.3.7. DNA Sequenzanalyse

Alle molekularbiologisch verdnderten Vektoren und DNA-Fragmente wurden vor ihrer
Weiterverwendung sequenziert. Die Sequenzierung erfolgte durch die Firmen GeneArt

(Regensburg, Deutschland) und GATC Biotech AG (Konstanz, Deutschland).

2.3.8. Invitro Transkription / Translation

2.3.8.1. RTS 100 High Yield (HY) Kit

Zur Untersuchung der Expressionsfahigkeit der produzierten DNA- Templates wurde das von
Roche Diagnostics (Mannheim) vertriebene RTS 100 Expressionssystem verwendet. Dieses

System erlaubt es lineare DNA als Transkriptions-7Template einzusetzen.
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Durchfiihrung (geméf der Anleitung des Herstellers):
E. coli-Lysat: Der Inhalt wird in 0,36 ml Rekonstitutionspuffer geldst, und
sanft geschiittelt.

Reaction Mix: Der Inhalt wird in 0,3 ml Rekonstitutionspuffer gelost und
geschiittelt.

Amino Saure Mix: Der Inhalt wird in 0,36 ml Rekonstitutionspuffer gelost und
geschiittelt.

Methionin Losung: Der Inhalt wird in 0,33 ml Rekonstitutionspuffer geldst und
geschiittelt.

Priparation der Arbeitslosungen:

12 ul E. coli- Lysat

10 pl Reaktions Mix

12 pl Aminosdure Mix

1 ul Methionin- Losung
S5pul Rekonstitutionspuffer
0,5 pg in 10ul H20 DNA- Template

Dieser Ansatz wurde dann fiir eine Stunde bei 30 °C in einem Eppendorf- Thermomixer

inkubiert. Die Ansétze wurden dann direkt fiir weitere Versuche verwendet.

2.3.8.2. RTS 500 System

Zur Herstellung funktioneller Antikorperfragmente wurde das RTS 500- System der Firma
Roche- Diagnostics (Mannheim) verwendet. Es handelt sich hier bei um ein Zweikammern-
System, in dem eine gekoppelte Translation und Transkription stattfindet. Beide Kammern
sind durch eine semipermeable Membran voneinander getrennt. Die obere Kammer hat ein
Volumen von 1 ml und bildet die Reaktionskammer. Die untere Kammer hat ein Volumen
von 10 ml und bildet die sog. Feeding Kammer.

In der Reaktionskammer findet die eigentliche Proteinsynthese statt. Hier befinden sich das
DNA- Template, Aminosduren, dNTPs und der von der Firma als E.coli-Lysat mitgelieferte
Proteinbiosyntheseapparat.

In der Feeding- Kammer befinden sich Nachschubprodukte wie Aminosduren und dNTPs,
sowie Energie, die im Laufe der Reaktionszeit an die Reaktionskammer nachgefiihrt werden.

Von der Reaktionskammer werden durch die semipermeable Membran wihrend des
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Reaktioszeitraum Nebenprodukte, wie NDPs, NMPs, PPi, Pi, kleine degradierte Peptide und
DNA-/ RNA- Fragmente, in die Feeding Kammer abgegeben. Das kontinuierliche
Fliessystem wird dabei durch einen Magnetriihrfisch in jeder Kammer, die sich im

halbschwebenden Zustand befinden, aufrechterhalten (Abbildung 1)

Reaction Temolat oot
compartment B -Products emplate ki

Coupled B A, i“
Ca i l. t

transcription/translation
membrane
6 Y
-, Ly L

Semi-permeable
Feeding Supply
compartment

pratn

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Funktionsweise des RTS500
(http://www.roche-applied-science.com/rts/docs/2001_1_b101miltenburg.pdf)

Durchfiihrung (gemiB der Anleitung des Herstellers):

Das Kit enthélt verschiedene GlasgefiBe, die die einzelnen Bestandteile des

Reaktionsansatzes in lyophilisierter Form beinhalten.

E. coli-Lysat: Der Inhalt wird in 0,525 ml Rekonstitutionspuffer
gelost, und sanft geschiittelt.

Reaction Mix: Der Inhalt wird in 0,25 ml Rekonstitutionspuffer
gelost und geschiittelt.

Feeding Mix: Der Inhalt wird in 8,1 ml Rekonstitutionspuffer
gelost und geschiittelt.

Amino Saure Mix: Der Inhalt wird in 3 ml Rekonstitutionspuffer
gelost und geschiittelt.

Methionin Losung: Der Inhalt wird in 1,8 ml Rekonstitutionspuffer
gelost und geschiittelt.

Rekonstitutionspuffer: Es handelt sich hierbei um eine ready- fo- use

Losung
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Préaparation der Arbeitslosungen:

2,65 ml des Aminosidure Mix und 0,3 ml der Methionin Lésung wurden dem Feeding Mix
zugegeben und vermischt.

Dem E. coli- Lysat wurden 0,225 ml des Reaction Mix, 0,27 ml des Aminosdure Mix und
30 ul der Methionin Lésung zugefiihrt. AnschlieBend wurden 10-15 pg des DNA- Template
zugegeben und vorsichtig vermischt.

Die Feeding Kammer wurde nun mit dem Feedingmix bis zum Maximum befiillt, so dass
keine Luftblasen in der Losung waren. Ebenso wurde die Reaktionskammer vollstindig mit
dem Reaktionsmix befiillt.

Das Zweikammernsystem wurde anschliefend in den Reaktionsblock gestellt, und bei einer

Temperatur von 30 °C und 140 Upm wurde die Reaktion gestartet.

2.3.9. Aufnahme von Enzymkinetiken der RTS- Reaktion

Wihrend der Versuche mit dem RTS 500 System wurden diverse Expressionskinetiken
durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden aus dem Totalansatz von 1 ml in gewissen
Zeitabstinden 100 pl flir eine Aktivitdtsmessung entnommen. Die Aktivitdit wurde mittels
ELISA bestimmt. Die Messungen fanden nach 0, 2, 4, 7, 10, und 24 Stunden statt. Zu diesen
Zeiten wurde jeweils eine Probe a 100 pl entnommen. Die Proben wurden in einer
Tischzentrifuge abzentrifugiert, und der Uberstand wurde fiir den ELISA- Test eingesetzt, die

relative ODyos bestimmt und gegen die Zeit aufgetragen.

2.4. Proteinchemische Methoden

2.4.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Mittels SDS-PAGE werden Proteine unter nicht-nativen (reduzierenden oder
nichtreduzierenden) Bedingungen nach ihrer Masse aufgetrennt. Dabei lagert sich das
anionische, amphipatische Reagenz SDS im Verhiltnis 1: 1,4 pro Aminoséure an ein Protein
und verleiht im damit eine stark negative Uberschussladung, die sich proportional zum
Protein verhélt, wodurch die Eigenladung des Proteins vernachlédssigbar wird. Zudem fiihrt
die Bindung mit SDS zu einer stibchenféormigen Konformation des Proteins, wodurch der
Einfluss der nativen Struktur des Proteins auf das Laufverhalten im elektrischen Feld

aufgehoben wird. Die Proteine wandern im elektrischen Feld zur Anode, wobei deren
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Laufverhalten allein von der Grofe abhdngig ist. Das Laufverhalten der Proteine im Gel
erfolgt proportional zum Logarithmus des Molekulargewichts (Cooper, 1981), wobei der
Trennbereich tiber die Konzentration von Acrylamid/ Bisacrylamid im Gel beeinflusst werden
kann. Die Proteinbanden im Gel konnen nach der Elektrophorese {iiber verschiedene
Farbemethoden visualisiert werden.

Fiir diese Arbeit wurden 12,5 %ige SDS- Polyacrylamidgele mit Trenn- und Sammelgele
benutzt (modifizierte Methode nach(Fling & Gregerson, 1986).

Fiir ein Gel der GroBle 10 x 8 x 0,075 cm wurden folgende Losungen verwendet:

Trenngelpuffer (4x) 0,8 % SDS, 5 M Tris/HCI, pH 8,8
Sammelgelpuffer (2x) 0,4 % SDS, 0,25 M Tris/HCI, pH 6,8
Acrylamid (40 % w/v) Acrylamid/Bisacrylamid= 38:2
zum Polymerisationsstart: 10% APS (w/v) 60 ul/Gel
TEMED 6 ul/Gel
10x Laufpuffer 250 mM Tris/HCI, 2 M Glycin, 1 % SDS, pH 8,8
5x Auftragspuffer 10 % SDS (w/v), 50 % Glyzerin (v/v), 300 mM

Tris/HCI, pH 6,8, 0,05 % Bromphenolblau (w/v),
5 % (v/v) 2-Mercaptoethanol

Elektrophoresebedingungen: 1/2-1 h bei einer konstanten Stromstérke von

25 mA/ Gel

Vor dem Auftrag auf das Gel wurden die Analyseproben entweder mit 1 x oder 5 x
Auftragspuffer aufgenommen. Um eine vollstindige Denaturierung der Proteinproben zu
erreichen, wurden diese vor dem Start der Gele 5 min bei 95 °C erhitzt (Laemmli, 1970). Um
das Molekulargewicht der einzelnen Proben iiberpriifen zu konnen, wurde jedes Gel

zusitzlich mit einem Molekulargewichtsstandard beladen.
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2.4.2. Farbemethode fur SDS-Gele nach Fairbanks

Das Nachweisminimum bei dieser Methode liegt bei ca. 50 bis 100 ng Protein. Die SDS- Gele
werden hierbei mittels Losung A gefarbt und kontinuierlich in den Losungen B, C und D
entfarbt. Durch kurzes Aufkochen der zu analysierenden Gele wurden die Inkubationszeiten
von der Originalvorschrift (Fairbanks et al., 1971): 2 h Férben, je 1 h Entfarben) abweichend

auf ca. 10 min pro Schritt verkiirzt werden.

Losungen:
Losung A: 25 % (v/v) Isopropanol, 10 % (v/v) technische Essigsédure, 0,05 %
Coomassie Blau R
Losung B: 10 % Isopropanol, 10 % techn. Essigséure, 0,005 % Coomassie Blau R
Losung C: 10 % technische Essigsdure, 0,002 % Coomassie Blau R

Losung D: 10 % technische Essigsdure

2.4.3. Immunoblotting (Western Blot)

Durch die negative Ladung des gebundenen SDS an die Proteine konnen diese nach der
Auftrennung durch SDS- Page auf eine PVDF- Membran im elektrischen Feld iibertragen
werden (Western Blot). Wihrend des Transfers wird das SDS abgetrennt. Die so geblotteten
Proteine konnen anschlieBend durch eine duBerst spezifische, sehr sensitive Immunreaktion

detektiert werden (Towbin et al., 1979).

Losungen:
WB-Inkubationspuffer: 50 mM TrisHCI, pH 8,0, 105 mM Glycin,
1,3 mM SDS,
20 % (v/v) Methanol
PBS-Puffer: 4 mM KH,PO4, 16 mM Na,HPOy,
115 mM NacCl
PBS-Tween-Puffer: PBS-Puffer + 0,1 % (v/v) Tween 20

ECL+plus Western Blot Detection System Amersham Biotech (UK)

Jeder Blot wurde in einer Semi-Dry-Apparatur durchgefiihrt (Khyse-Anderson, 1984). Der

Transfer dauerte bei einer konstanten Stromstirke von 0,8 A/ cm’® etwa 50 min. Zur
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Abschidtzung des Molekulargewichts der iibertragenen Proteine wurde ein gefarbter
Molekulargewichtsstandard (Novex) benutzt.

Der immunochemische Nachweis der jeweiligen Polypeptide erfolgte mit einem fiir das
entsprechende Epitop spezifischen (primiren) Antikorper. Mit der Ausnahme des POD-
konjugierten Anti-Hisg- Antikorper, erfolgte der Nachweis anschlieBend iiber einen

spezifischen, den primiren Antikorper erkennenden sekundéren Antikorper:

- Absittigen der Membran durch Schwenken in 5%iger Milchpulverlosung
in PBS- Tween- Puffer fiir eine Stunde oder iiber Nacht

- 3 x Waschen mit PBS- Tween- Puffer fiir jeweils 10 min

- Inkubation mit dem POD- Konjugierten Antikorper (1:2000 in PBS-
Tween- Puffer fiir eine Stunde

- 3 x Waschen mit PBS- Tween- Puffer fiir jeweils 10 min

Die Detektion erfolgte mit dem ECLplus- System (Amersham) nach Herstellerangaben
(Losung A 1 ml, Losung B 25 pl, Inkubation flir 5 min). Zwischen die Membran und den
Rontgenfilm wurde eine Klarsichtfolie gelegt. Durch das Auflegen des Rontgenfilms (1 min

bis 30 min) wurde die von der Peroxidase katalysierte Reaktion nachgewiesen.

2.4.4. Enzyme linked immunoabsorbent assay (ELISA)

Um die Aktivitit der einzelnen Antikorperfragmente von MAK33, der gegen die menschliche
Kreatinkinase gerichtet ist, und deren Kombinationen zu untersuchen, wurde eine modifizierte
ELISA- Methode durchgefiihrt:

In Anwesenheit der zu untersuchenden Probe wurde biotinylierte Creatinkinase an mit
Streptavidin beschichtete Reaktionsgefdlle gekoppelt. Nicht gebundenes Material wurde
anschlieend ausgewaschen und das Anti-Maus-IgG-POD-Konjugat wurde zugefiihrt.
SchlieBlich erfolgte die Zugabe von ABTS, dem chromogenen Substrat fiir die Peroxidase
(POD). Die gemessenen relativen Absorptionswerte wurden mit Hilfe deiner Eichkurve von

nativem Fab (Verdiinnungsreihe von 0 bis 200 ng/ ml in Konjugatpuffer) ausgewertet.

Jeweils 10 pl Probe bzw. Standard wurden in die mit Streptavidin beschichteten
Mikrotiterplatten pipettiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 100 ul biotinylierter

Creatinkinase- Losung.
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Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei RT wurden die GefiBe 3 x mit je 100 pl
bidestilliertem Wasser gespiilt und mit 100 pl Konjugat- Losung fiir 30 min inkubiert.
AnschlieBend wurde 3 x gespiilt mit je 100 pl bidestilliertem Wasser, und dann 100 ul ABTS-
Losung zupipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 60 min bei RT wurde die Extinktion bei
405 nm im Tecan GEnios Luminometer gemessen.

Bei Messungen zur Bestimmung der Reaktionskinetiken wurde den RTS 500-
ReaktionsgefdBlen zu den jeweiligen Zeitpunkten 110 pl Reaktionslésung entnommen, und

nach Zentrifugation (15000 g, 5 min) wurde der 16sliche Anteil fiir den ELISA eingesetzt.

Erklarung zu der Darstellung der Auswertungen eines ELISA-Test:

Bei einem ELISA-Test wurde iiber die Eichung mittels nativem Fab-Fragment die Aktivitét
der Proben bestimmt. Dabei wird das Fab in verschiedenen Konzentrationen im ELISA
eingesetzt: 10 ng/ ml, 25 ng/ ml, 60 ng/ ml, 100 ng/ ml, 150 ng/ ml und 200 ng/ ml.

Von den Proben aus den verschiedenen RTS Reaktionen, die gemessen wurden, wurden
jeweils 10 pl unverdiinnt im ELISA eingesetzt, d.h. dass die Messungen in diesem Fall in ng/

10 pl angegeben werden. Daraus ergibt sich der Wert in ng/ml:

Aktivitit (ng / ml) = gemessener Wert (ng/ 10 pl) X 100

2.4.5. Analytische Gelfiltration

Analytische Gelfiltrationslaufe wurden zur Analyse der Komplexbildung zwischen BiP
/DnaK/ hHsp70/ Ssal und Cy3-CAM durchgefiihrt. Die Analyse erfolgte mit Hilfe einer
Superdex 200-HR-Séule, das Probenvolumen betrug 25 pl und die Trennung erfolgte bei
einer Flussrate von 0,5 ml/min (Laufpuffer: 40 mM Hepes, 100 mM KCI; 5 mM MgCl2, pH
7,5). Die eluierten Proteine wurden durch Fluoreszenzemission bei 330 nm
(Anregungswellenldnge = 280 nm) detektiert und mit der Borwin Chromatographie Software

registriert.

2.4.6 Derivatisierung von Cysteinen mit lodacetamid

Iodacetamid (IAA) ist ein starkes Acylierungsmittel mit dem reaktive Gruppen in Proteinen

vor unerwiinschten Reaktionen geschiitzt werden konnen. Der elektrophile Angriff - z. B. an
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die Thiolgruppen von Cysteinen — blockiert deren Oxidation zu Disulfidbriicken. In dieser
Arbeit wurde die oben beschriebene Reaktion dazu verwendet, um die Riickfaltung des Fab
Fragments bei Faltungskinetiken abzustoppen. Durch die Acylierung der Cysteine wurde die
Bildung der Disulfidbriicke verhindert, deren Ausbildung fiir die Faltung zwingend
erforderlich ist. Dazu wurden zu den angegebenen Zeiten Aliquots aus dem
Riickfaltungsansatz entnommen und mit einem Uberschuss an Iodacetamid versetzt. Danach
wurden die Proben auf Eis aufbewahrt bis zur weiteren Analyse mittels SDS-PAGE oder

ELISA.

2.4.7. Reduktion und Alkylierung von Cy3

Fiir die Versuche zur Komplexbildung von BiP/ DnaK und Cy3 musste die Cy3 Doméne
reduziert und alkyliert werden (Knarr et al., 2002). Dazu wurden etwa 1 mg Cy3 in 4 M
GdmCl, 100 mM Tris, pH 8.0, 20 mM DTT fiir 45 Minuten bei Raumtemperatur denaturiert.
Nach Zugabe von 150 mM Iodacetamid (IAA) und 30-miniitiger Inkubation bei
Raumtemperatur wurde das so erhaltene Cy3-CAM gegen 3 1 Dialysepuffer (40 mM Hepes,
pH 7.0, 100 mM KCl, 5 mM MgCl2) iiber Nacht bei 4 °C dialyisiert. Nach abzentrifugieren
(14.000 Upm, 4°C, 30 min) wurde das Protein iiber Centrikon aufkonzentriert. Die
Konzentration wurde spektroskopisch bestimmt. Die erfolgreiche Modifikation wurde mittels
Fluoreszenz und CD-Messung tberpriift (Knarr et al., 2002). Das Protein wurde danach
aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

2.4.8. Radioaktiver ATPase Assay (Kronberg et al., 1978)

Die Bestimmung der ATPase-Aktivitit von BiP, anderen Mitgliedern der Hsp70- Familie
sowie von Grp94 und Hsp82 wurde nach der Methode von (Kornberg et al., 1978)
durchgefiihrt. Dabei wird die Hydrolyse von [y-32P] markiertem ATP zu ADP und

Phosphat vermessen. Die Methode von Kornberg zeichnet sich gegeniiber anderen {iiblichen
ATPase-Aktivititstests durch eine hohe Sensitivitiat aus. Zudem bietet sie den Vorteil, dass
der ATP-Hydrolyse keine weiteren Reaktionen nachgeschaltet werden miissen, um ein

messbares Signal zu erhalten, wie etwa bei gekoppelten enzymatischen Tests.
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Steady state Messungen

Zur Bestimmung der ATPase Aktivitit von BiP unter steady state Bedingungen wurde das
Protein, wenn wenn nicht anders angegeben, in 40 mM Hepes, pH 7,0, 100 mM KCl, 5 mM
MgCl, verdiinnt (Endkonzentration 2 uM) Die ATPase-Reaktion wurde durch Zugabe eines
Gemisches aus unmarkiertem und radioaktiv markiertem [y-3;P]-ATP gestartet. Die ATP-
Endkonzentration im Ansatz betrug 500 uM betrug. Der Reaktionsansatz enthielt zwischen
0,1 und 1 pCi radioaktiv markiertem ATP. Wéhrend der Inkubationsphase bei 37 °C wurden
zu verschiedenen Zeitpunkten Aliquots von 3 ul aus dem Reaktionsansatz entnommen, in
denen die ATP-Hydrolyse durch Zugabe von 3 pl einer 60 mM EDTA-Ldsung gestoppt
wurde. 4 pul dieses gestoppten Ansatzes wurden auf eine PEI-Cellulose Diinnschicht-
chromatographieplatte aufgetragen. Die Chromatographie wurde in 0,5 M LiCl und 2 N
Ameisensdure fiir ca. 25 min durchgefiihrt. Dabei wurde radioaktiv markiertes Phosphat vom
nicht hydrolysierten radioaktiven ATP aufgrund der unterschiedlichen Ladungsdichte beider
Nukleotide abgetrennt. Nach Trocknung der Platten unter Rotlicht wurden die ATP- bzw.
ADP-Spots mit Hilfe eines Storm 860 Phosphoimagers oder Typhoon Phosphoimagers (beide
Molecular Dynamics) quantifiziert. Nach Abzug der entsprechenden Nullprobenwerte konnte

so die tatsdchliche Menge an produziertem ADP nach folgender Formel berechnet werden:

counts ADP *500uM

uM ADP =
counts ATP + counts P,

Single turnover Messungen

Zur Bestimmung der single turnover Hydrolyse-Rate von BiP und Grp94 wird ATP im
molaren Unterschuss (0,8 : 1) zugegeben, um zu gewihrleisten, dass die Reaktion nach einem
komplett durchlaufenen Zyklus zum Erliegen kommt. Die Durchfiihrung des Experiments
verlief nach dem oben beschriebenen Protokoll. Nach der Messung wurde die erhaltene
Kinetik nach folgender Gleichung erster Ordnung gefittet, um die Ratenkonstante der

Hydrolysereaktion zu erhalten: y = a(l-e'b")

2.4.9. Bestimmung der Proteinkonzentration

Nach Bradford
Die Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford, 1976) erfolgte durch Inkubation von 100 pl

Proteinlosung mit 1 ml Féarbelosung (Coomassie Protein Assay, 1:1 in ddH20 verdiinnt). Nach
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10-mintitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Absorption bei 595 nm bestimmt und

mit einer BSA-Eichkurve verglichen.

UV-Absorptionsmethode
Die Proteinbestimmung mittels der UV-Absorptionsmethode erfolgte durch Aufnehmen eines
UV-Spektrums des Proteins iiber einen Wellenldngenbereich von 240 bis 350 nm. Das Prinzip

ist in Kapitel 2.5.1 beschrieben.

2.4.10. Immunoprazipitation

Mit Hilfe der Immunoprazipitation wurden Protein-Protein-Wechselwirkungen durch den
Einsatz gereinigter Proteine direkt nachgewiesen. Es wurden jeweils 10 pg der gereinigten
Proteine in 100 pL. PBS-Puffer gegeben und bei unterschiedlichen Temperaturen fiir 30 min
inkubiert. AnschlieBend wurde 10 pg monoklonaler Antikdrper gegen eines der beiden
Proteine (meist p53) zugesetzt und 1 h bei der entsprechenden Temperatur schwach
geschiittelt. Zu jedem Ansatz wurden 30 pL Protein-A/G-Agarose gegeben und 1 h auf Eis
inkubiert. Durch Zentrifugation bei 3000 x g fiir 1 min wurden die Komplexe sedimentiert,
der Uberstand abgezogen und das Sediment 3-5mal mit 500 uL PBS-Puffer gewaschen.
AnschlieBend wurde das Sediment in 30 pL 2x Lammli-Auftragspuffer resuspendiert und

durch SDS-PAGE oder Immunoblot analysiert.

2.4.11. ATPase-Aktivitatstest mit ATP-regenerierendem System

Um Effekte zu vermeiden, die darauf beruhen, dass sich im Verlauf des ATPase-Assays
groBBere Konzentrationen ADP bilden und damit Produktinhibition eintritt, wurden schlieBlich
die meisten Daten mit einem Assay erzeugt, der ein ATP-regenerierenden System verwendet
(Ali et al., 1993). Dazu wurde ein gekoppelter enzymatischer Assay benutzt, bei dem das
entstehende ADP sofort unter Verwendung von Phosphoenolpyruvat und NADH, sowie der
Enzyme Pyruvatkinase und Lactatdehydrogenase wieder in ATP verwandelt wird. Die
Abnahme der NADH-Konzentration ldsst sich dabei spektroskopisch bei einer Wellenldnge

von 340nm verfolgen.

Folgender Pramix wurde hergestellt:

8500 pl Puffer (inklusive MgCl2)
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240 ul 100 mM Phosphoenolpyruvat

35l 50 mM NADH

12 pl Pyruvatkinase-Suspension (Roche Diagnostics)

44 ul Lactatdehydrogenase-Suspension (Roche Diagnostics)

Von diesem Pramix wurden 90 pl fiir jeden 120 pl Assay eingesetzt. Der Rest konnte fiir eine
Variation der Proteinkonzentrationen verwendet werden. Die Assays wurden, soweit nicht
anders vermerkt, bei 37 °C im Spektrometer inkubiert und nach Feststellung einer stabilen

Baseline (etwa 10 Minuten) mit 2,4 pl einer 100 mM ATP-Ldsung gestartet.

Bestimmung der spezifischen Aktivitdt eines Proteins

Um eine statistisch signifikante Aussage iiber die spezifische Aktivitit des Proteins zu
erhalten, wurden unterschiedliche Konzentrationen des Proteins wurden im
ATPregenerierenden ATPase-Assay eingesetzt,. Die Auswertung der Steigung erfolgte unter
Verwendung des differentiellen molaren Extinktionskoeffizienten von NADH und NAD" bei
340 nm von -6200 cm'M".

. m
Vspez - 1

d - (~6200

) ’ cATPase
cm -

Bestimmung von Ky- und ke,-Werten

Km-Werte fiir ATP wurden bestimmt, indem unter ansonsten identischen Bedingungen die
Konzentration von ATP variiert wurde und die Verdnderung der spezifischen Aktivitit des
Proteins beobachtet wurde. Die Berechnung der Ky-Werte ergab sich nach Michaelis-Menten

aus folgender Formel.

c
c+K,

Vspez :k cat’

2.4.12. Citratsynthase Chaperonaktivitatstest

Citratsynthase aus Schweineherz ist ein Enzym der mitochondrialen Matrix und liegt nativ als
Homodimer aus Untereinheiten mit einem Molekulargewicht von 48900 Da vor. Das Enzym

katalysiert im Citratzyclus die Umwandlung von Oxalacetat, Acetyl-CoA und Wasser zu
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Citrat und Coenzym A. Diese Reaktion stellt eine Aldolkondensation von Oxalacetat mit
Acetyl-CoA zu Citryl-CoA dar, der sich die Hydrolyse von Citryl-CoA zu Citrat und CoA-SH
anschlief3t.

Oxalacetat+ Acetyl-CoA > Citrat + CoenzymA

Die freien SH-Gruppen am Coenzym A, die bei dieser Reaktion entstehen, werden im
Aktivitatstest mit DTNB, einem Thiolnachweisreagenz, nachgewiesen. Die durch die
Thiobenzole entstehende Gelbfarbung wird im Photometer bei 412 nm gemessen. Im
Aktivitatstest wurde die thermische Inaktivierung der Citratsynthase sowie der Einflu von
p23 auf diese untersucht (Buchner et al., 1998). Die Citratsynthase (15 uM Stammldsung
bezogen auf das Monomer) wurde 1:100 im Testansatz verdiinnt und bei 43°C inkubiert. Zur
Inaktivierung wurde das zu untersuchende Protein in unterschiedlichen Konzentrationen
beigegeben. Je 20 ul wurden zu definierten Zeitpunkten entnommen und sofort in den
Aktivitétstest eingesetzt. Die Inaktivierungskinetiken wurden in 40 mM Hepes/KOH, pH 7,5
durchgefiihrt. Folgende Reagenzien wurden fiir den Test in Halbmikroplastikkiivetten
vorgelegt und auf 25°C temperiert:

0,93 ml 50 mM TE-Puffer pH 8,0

0,01 ml 10 mM DTNB (in TE-Puffer pH 8,0)
0,01 ml 10 mM Oxalacetat (in 50 mM Tris)

0,03 ml 5 mM Acetyl-CoA (in TE-Puffer, pH 8,0)

Die spezifische Aktivitit der Citratsynthase konnte nach folgender Formel berechnet werden:
spez. Akt. = AE/min X V /(e Xd X v X ¢)
V = Testvolumen [ml]
€ = molarer Extinktionskoeffizient [= 13600 1/M x cm]
d = Schichtdicke [cm]
v = Probenvolumen [ml]
¢ = Konzentration des Enzyms [mg/ml]
Zur Interpretation der Werte wurde die Aktivitéit der nativen Citratsynthase zum Zeitpunkt

Null gleich 100 % gesetzt.

Citratsynthase-Aggregationstest
Mitochondriale  Citratsynthase  eignet  sich  auch als  Modellsubstrat  fiir

Aggregationsmessungen, da dieses Protein bereits bei 43°C unter Aggregatausbildung
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irreversibel ~ denaturiert.  Diese  Aggregatbildung  kann  photometrisch  oder
spektrofluorometrisch bestimmt werden, da sie zu vermehrter Lichtstreuung der Proteinlosung
fiihrt (Jakob et al., 1995; Buchner et al., 1998) Zur Messung im Spektrofluorometer wurde
eine Stammldsung mitochondrialer Citratsynthase (30 uM in TE-Puffer bezogen auf das
Monomer) 1:200 in den 1,5 ml Inkubationsansatz (40 mM Hepes/KOH, pH 7,5) verdiinnt.
Die Aggregation der Citratsynthase bei 43°C wurde in thermostatisierbaren Kiivettenhaltern
bei Anregungs-und Emissionswellenldngen von 500 nm (Spaltbreite 2 nm) kontinuierlich
tiber einen Zeitraum von 30 min verfolgt. p23 wurde in unterschiedlichen Konzentrationen im
Inkubationsansatz ~ vorgelegt. Die Messung von  Citratsynthaseaggregation im
Absorptionsspektrophotometer wurde nach einem leicht modifizierten Protokoll durchgefiihrt.
Demnach wurde der Raktionsansatz auf ein Volumen von 120 ul reduziert und die CS-
Konzentration in der Kiivette auf 4 pM abgeédndert. Die von der aggregierenden CS

ausgeloste Lichtstreuung wurde bei 360 nm im Photometer verfolgt.

2.4.13. Analytische Gleichgewichts-Ultrazentrifugation

Analytische Gleichgewichts-Ultrazentrifugation eignet sich zur exakten Betimmung von
Molekulargewichten unter nativen Bedingungen, da bei dieser Methode die Form der Proteine
und deren hydrodynamischer Radius keine Rolle spielen (Laue & Stafford, III, 1999). Zur
Messung wurden 150 pl einer Proteinlosung mit einer Konzentration von etwa 0,2 mg/ml in
einer Ultrazentrifugations-Messzelle eingeschlossen. Als Referenz dienten 200 ul des
zugehorigen Puffers. Die Proteinprobe und die Referenz wurden in einer Beckman XL-/
analytical ultracentrifuge rotiert. Die Geschwindigkeit wurde dem zu erwartenden
Molekulargewicht angepasst. Wihrend des Laufes sedimentiert das Protein zum Zellenboden,
wird jedoch aufgrund der relativ geringen Geschwindigkeit nicht vollstindig pelletiert. Es
stellt sich ein Konzentrationsgradient ein, der durch das entgegengesetzte Wirken von
Sedimentation und Diffussion gebildet wird. Die Detektion des Gradienten erfolgt iiber ein
integriertes UV-Spektrometer und eine Interferenzoptik. Die Zentrifugation erfolgte solange,
bis iiber 12 Stunden keine Verdanderung des Konzentrationsgradienten in der Messzelle mehr
stattfand. Die Analyse des Konzentrationsgradienten liefert das exakte Molekulargewicht
unter der Voraussetzung, dass nur eine Spezies in der Messzelle vorliegt. Um proteolytische
Prozesse wihrend der Laufzeit auszuschlieBen, wurde die Probe vor und nach dem Lauf durch
analytische Gelfiltration analysiert. Zur Auswertung des UZ-Laufes wurde das mitgelieferte

Softwarepaket zu Origin verwendet, das im Wesentlichen auf folgender Formel beruht.
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Néherungsweise wurde fiir die Dichte der Losung p = 1,01 g/ml angenommen und fiir das
spezifische Volumen des Proteins ein aus den Aminosduren errechneter Wert. Dieser lag

zumeinst in der GroBenordnung von 0,73 ml/g.

2.5. Proteinbiochemische und analytische Methoden

2.5.1. Verwendete Puffer

Aufschlusspuffer:
Fiir BiP und BiP- Mutanten:
Puffer A (pH 7,5): 20 mM Imidazol
100 mM NacCl
40 mM Hepes/ NaOH
Fiir Grp94, ERp44
Puffer 1 (pH 8.0) 300 mM NacCl
5 mM CaCl,
50 mM Hepes/ NaOH
Fiir Cnx/ CRT
Puffer (I) (pH 8.0) 150 mM NaCl
5 mM CaCl,
50 mM Hepes
HPLC- Probenpuffer
HKM-Puffer (pH 7,5) 150 mM KCl
5 mM MgCl,
40 mM Hepes/ KOH

HPLC- Laufpuffer
HNM- Puffer (pH 7,5) 150 mM NacCl
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5 mM MgCl,
40 mM Hepes/ NaOH

2.5.2. Aufnahme von Expressionskinetiken

Die Aufnahem von Expressionskinetiken ist im Vorfeld einer Proetinreinigung sinnvoll, um
durch Optimierung der Kulturbedingungen moglichst grofle Ausbeuten zu erzielen.

Hierzu wurden 200 ml LBy Medium mit den entsprechenden Antibiotika versetzt und mit
einer in der stationdren Phase befindlichen Uber-Nacht-Kultur auf eine ODggo von ca. 0,05
eingestellt. Die Kulturen wurden anschlieend bei verschiedenen Temperaturen inkubiert. Als
weitere Parameter wurden Zeitpunkt und Menge der IPTG- Zugabe variiert. In regelmafigen
Zeitabstinden wurden nun Proben genommen und die ODggo bestimmt. Zur Analyse mittels
SDS- PAGE wurde das Pellet von 1 ml Bakterienkultur mit 10 pl 1x Auftragspuffer (vgl.
2.4.1.) je ODgyo= 0,1 aufgenommen. So konnte bei konstanter Zellmenge die eventuell
auftretende Steigerung der Menge des rekombinant exprimierten Proteins und dessen

Sattigung vergleichend eingeschétzt werden.

2.5.3. Anzucht und Induktion von E. coli

Fiir die Expression von rekombinanten Proteinen aus E. coli wurde das mit den entprechenden
Antibiotika versetzte LB-Medium mit einer Vorkultur (je 50 ml pro 2 1 Anzuchtkultur im 5 1
Erlenmeyerkolben) angeimpft und je nach Anzucht bei 30 oder 37 °C im Umluftschiittler
inkubiert. Bei einer ODesoo von 0,4 bis 1 wurden die Bakterien mit 1 mM IPTG bzw. 0,2 %
LArabinose induziert und bis zur Ernte geschiittelt. Im Falle der periplasmatischen Expression
des Cy3 -Fragments wurde das Medium zum Zeitpunkt der Induktion zusétzlich mit 4,5 g

GSSG pro 2 1 Anzuchtkultur versetzt.

2.5.4. Zellernte und Zellaufschluss von Bakterienzellen

Fiir den Aufschluss der Zellen wurden je nach Loslichkeit der Proteine verschiedene

Methoden verwendet:
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2.5.4.1 Aufschluss fiir die Reinigung loslicher Proteine
Die Zellen wurden durch Zentrifugation (JA10, 5000 Upm, 15 min, 4 °C) geerntet. Das

Zellpellet wurde in Aufschlusspuffer mit einem Dispergierer resuspendiert und anschlieend
in zwei Durchgidngen mit dem Zellaufschlussgerdt aufgeschlossen. Zwischen den
Aufschlussschritten wurden die Zellen mittels Ultraschall behandelt, um die chromosomale
DNA zu zerkleinern. Anschliefend wurde die DNA mit DNasel fiir 30 Minuten bei 25 °C
verdaut. Alle folgenden Schritte wurden bei 4 °C durchgefiihrt, wobei der Proteinldsung stets
Protease-Inhibitoren (eine Complete-Tablette pro 50 ml) zugesetzt wurden, um den
Proteinabbau durch Proteasen zu verhindern. Zur Abtrennung intakter Zellen, unldslicher
Bestandteile und Zell- sowie Membrantriimmern, wurde der Zellaufschluss anschliefend 30
min (14000 Upm, JA25.50) bei 4 °C zentrifugiert und der 1&sliche Uberstand fiir die

Proteinaufreinigung verwendet.

2.5.4.2 Periplasmaaufschluss

Da der Expressionsvektor fiir MAK33 Cy3 eine periplasmatische Signalseugenz enthélt, wird
Cu3 ins Periplasma sekretiert. Zur Reinigung war deshalb ein Periplasmaaufschluss notig.
Dabei wurde auf eine Methode unter Verwendung von Polymyxin zuriickgegriffen (Pirkl,
1996). Das zyklische polykationische Peptidantibiotioka Polymyxin B zertort die Zellwinde
von Bakterien, so dass die Proteine des Periplasmas freigesetzt und von den Proteinen des
Cytoplasmas abgetrennt werden kdnnen. Zur Reinigung von Cy3 wurden die Zellen nach der
Anzucht abzentrifugiert (JA-10, 5000 Upm, 4 °C, 15 min). Das Pellet wurde in 1/40 des
Ausgangsvolumens Waschpuffer (20 mM MOPS, pH 7.5, 50 mM NaCl) resuspendiert.
Danach wurde erneut abzentrifugiert und das Pellet wurde in 1/40 des Ausgangsvolumens
Aufschlusspuffer (10 mM MOPS, pH 7.0, 5 mM EDTA, 1 mg/ml Polymyxin B Sulfat)
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde mit 1/80 des Ausgangsvolumens Aufschlusspuffer
versetzt und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation (Ja 25.50, 20.000 Upm, 4°C
30 min) wurde der Uberstand mit Proteaseinhibitoren versetzt und fiir die chromatographische

Aufreinigung verwendet.

2.5.5. Chromatographische Methoden

Fiir die Reinigung rekombinanter Proteine aus E. coli wurden alle verwendeten Puffer filtriert
und entgast. Sdmtliche Reinigungsschritte wurden bei 4 °C durchgefiihrt. Die verwendeten

Chromatographiearten sind in den folgenden Kapiteln methodisch beschrieben. Die genauen
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Reinigungsvorschriften fiir BiP (Mayer et al., 2000), PDI (Mayer et al., 2000) und Cy3
(Mayer, 1998) wurden bereits frither eingehend beschrieben.

2.5.5.1. Ammoniumsulfatfillung

Bei der Ammoniumsulfatfillung werden Proteine ausgesalzen. Das Féllungsreagenz
interagiert dabei mit dem Protein und verdndert so die Wechselwirkung mit dem
Losungsmittel (Lottspeich und Zorbas, 1998). Fiir die Reinigung von Grp94 wurde die
Konzentration des Ammoniumsulfat auf 60% eingestellt. Es wurde eine 4 M NH4SO4-
Losung als 100 %ige Losung definiert. Fiir die Féallung wurde der Proteinrohextrakt aus dem
Zellaufschluss verwendet.

Unter standigem Riihren auf Eis wurde Ammoniumsulfat in kristalliner Form schrittweise bis
zu einer Endkonzentration von 60% zugegeben. Die Losung wurde im Anschluss an eine
einstiindige Inkubation bei 4500 Upm fiir 40 Minuten zentrifugiert. Sowohl Uberstand als

auch das resuspendierte Pellet gingen in die Dialyse (Puffer 1) ein.

2.5.5.2. Ni-NTA Affinititschromatographie

Dieser Reinigungsschritt basiert auf der Komplexierung des Hiss-Tags an die Ni (2+) Ionen
des Sdulenmatrix, indem das Zielprotein selektiv aus einer ,,Vielkomponentenlosung® an der
stationdren Phase immobilsiert wird. Andere Proteine werden ausgewaschen. Durch
anschlieende Erhohung der Imidazolkonzentration wird das Zielprotein aus der Bindung mit
dem Nickel verdriangt, und kann so eluiert werden (Lottspeich und Zorbas, 1998). Die hier

angewendete Ni-NTA- Affinitdtschromatographie wurde bei Raumteperatur angewendet.

2.5.5.3. GSH-Sepharose- Affinitdtschromatographie

Dieser Reinigungsschritt basiert auf einer Komplexierung des GS7-Tags an die GSH-
Sepharose Séulenmatrix, indem das Zielprotein selektiv aus einer ,,Vielkomponentenlésung*
an der stationdren Phase immobilsiert wird. Andere Proteine werden ausgewaschen. Durch
anschlieBende Zugabe von GSH im UberschuB3 wird das Zielprotein aus der Bindung mit der
Sdulenmatrix verdréngt, un kann so eluiert werden (Lottspeich und Zorbas, 1998). Die hier
angewendete GSH -Sepharose- Affinitidtschromatographie wurde bei Raumteperatur

angewendet.
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2.5.5.3. lonenaustauscher

Bei der lonenaustauschchromatographie beruht das Trennprinzip auf der Anziehung
unterschiedlich geladener Teilchen. Je nach Aminosdurezusammensetzung und pH-Wert
tragen Proteine positive bzw. negative Ladungen und binden daher reversibel an entsprechend
entgegengesetzt geladene Gruppen des Triagermaterials. Die Elution der gebundenen Proteine
kann durch eine Erhohung der Ionenstirke oder durch die Verdnderung des pH-Wertes erzielt
werden. Durch Verwendung eines Salz- oder pH-Gradienten koénnen unterschiedliche
Proteine aufgetrennt werden. Je nach Art der geladenen Gruppen unterscheidet man zwischen
Anionenaustauschern, mit  positiven  Ladungen an  ihrer = Oberfliche, und
Kationenaustauschern, mit negativen Ladungen. Die Stirke der Bindung wird dabei durch das
Coulombsche Gesetz beschrieben. Das Protein konkuriert dabei mit Salzionen um die
Bindung. Durch eine Erhéhung der Salzkonzentration wird das gebundene Protein von der
stationdren Phase eluiert (Lottspeich und Zorbas, 1998). Hier angewendete

Anionenaustauscher wurden bei 4°C angewendet.

Q- Sepharose
Die Q-Sepharose ist ein starker Anionenaustauscher. Durch Erhéhung der Salzkonzentration
von 20 mM auf 1 M wird das an die Sdule gebundene Protein eluiert (im 20-fachen

Saulenvolumen). Die Flussrate betrug 3ml /min.

Resource QO
Die Resource Q ist ebenfalls ein Anionenaustauscher, der sich durch eine sehr gute
Trennschérfe auszeichnet. Die Salzkonzentration wurde in einem 20-fachen Sdulenvolumen

bei einer Flussrate von 5ml/ min von 20 mM auf 1 M linear erhoht.

2.5.5.4. Gelfiltrationschromatographie

Bei der Gelfiltrationschromatographie erfolgt die Trennung von Proteinen aufgrund ihrer
Grofle bzw. des hydrodynamischen Radius. Die Matrix der verwendeten Sédulen besteht aus
einem dreidimensionalen Netzwerk mit definierter Porengrofe. Kleine Molekiile konnen in
die Poren der Matrixkiigelchen eindringen und werden auf der Séule zuriickgehalten, wéhrend
groBe Molekiile dies nicht konnen und deshalb schneller passieren. Uberschreitet der Radius
von aufgetragenen Proteinen jedoch eine bestimmte GroBle, so wandern diese im
Ausschlussvolumen der Sédule und eine Auftrennung ist nicht mehr moglich. Die Auftrennung

erfolgte bei einer Flussrate von 1 ml/ min bei 4°C.
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2.5.5.5. Aufkonzentration und Dialyse

Zur Aufkonzentrierung von Proteinlosungen wurde das Prinzip der Ultrafiltration verwendet.
Dabei wird die Losung entweder durch Zentrifugation (Centricon) oder durch Druck
(Amicon) gegen eine Membran gedriickt, welche ein bestimmtes Ausschlussvolumen besitzt.
Dadurch kann die Pufferlosung die Membran passieren, wahrend Proteine oberhalb des
Ausschlussvolumens die Membran nicht passieren konnen und somit aufkonzentriert werden.
Fiir kleinere Volumina wurden Centricon®-Konzentratoren (bis zu ca. 5 ml) (Millipore)
verwendet, flir groBere Volumina eine Ultrafiltrationszelle (Millipore). Dabei wurden
verschieden System der Firma Amicon verwendet. Alle Schritte wurden dabei bei 4°C

durchgefiihrt.

2.5.7. Reingungsschemata der in dieser Arbeit aufgereingten Proteine

2.5.7.1. Grp94 aus Hund

Anzucht in BL21 (DE3), 37°C, ODgy,=0,8: 1 mM IPTG, 3h, Aufschluss

l

NH,(SO,) - Fallung bei 60%

l

Dialyse gegen 20 mM KCI, 40 mM 100 Tris, 5 mM Ca,Cl, pH 8,0

|

Resource Q: 20 mM- 500 mM KCI, 40 mM 100 Tris, 5 mM Ca,Cl, pH 8,0

Gelfiltartion SEC200: 300 mM KCI, 40 mM 100 Tris, 5 mM Ca,Cl, pH 8,0

T
ARAA
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2.5.7.2. BiP aus Maus

Anzucht in M15, 37°C, ODg,,=0,8: 1 mM IPTG, 3h, Aufschluss

NiNTA Saulenchromatographie; 20 — 300 mM Imidazol; 100 mM Tris;
150 mM KClI, pH 7,4

Dialyse gegen 150 mM KCI, 100 mM Tris, pH 7,4

Gelfiltartion SEC200: 150 mM KCI, 100 mM Tris, 5 mM Ca,Cl, pH 8,0

2.5.7.3. Calnexin und ERp44 aus Mensch,

Anzucht in BL21 (DE3); 25°C, ODg,,=0,8: 1 mM IPTG, UN, Aufschluss

GSH Sepharose; 150 mM NaCl, 100 mM Hepes; 5mM Ca,Cl, pH 7,0;
Elution: + 10 mM GSH

Dialyse gegen 20 mM NacCl, 100 mM Hepes, 5mM Ca,Cl, pH 7,0

Q- Sepharose: 20 - 300 mM NaCl, 100mM Hepes, 5mM Ca,Cl, pH 7,0

Im Gegensatz zur Cnx-Reinigung wurde ERp44 in Gegenwart von
KCI gereinigt, der pH —Wert lag bei 7,6
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2.5.7.4. Cy3 von MAK33 aus Maus

Anzucht in EcoB; 25°C, ODg,,=0,8: 1 mM L-Arabinose, 3 h,
Periplasmaaufschluss

l

Q- Sepharose: 20 - 300 mM NaCl, 100 mM Hepes; 5 mM Mg,Cl; pH 7,4

l

SEC75 Geffiltartion: 300 mM NaCl, 100 mM Hepes; 5 mM Mg,Cl; pH 7,4

l

Resource Q: 20 - 300 mM NacCl, 100 mM Hepes; 5 mM Mg,Cl; pH 7,4

|
:

/\
|

|
|

!
|

2.6. Spektroskopische Methoden

2.6.1. UV-Vis-Spektroskopie

Bei der UV-Vis-Spektroskopie wird die Absorption sowohl durch Seitenketten von
Aminosduren und prosthetischen Gruppen als auch durch die Peptidbindung selbst verursacht.
Die aromatischen Aminosduren Phenyalanin, Tryptophan und Tyrosin absorbieren besonders
im Bereich von 230 bis 300 nm sehr intensiv, wobei Tryptophan und Tyrosin den weitaus
grofiten Beitrag liefern. Das Absorptionsmaximum von Tryptophan liegt bei 280 nm, wéihrend
Tyrosin bei 274 nm maximal absorbiert (Schmid & Chambers, 1989). Zur Bestimmung der
Proteinkonzentration wurden UV-Vis-Spektren im Wellenbereich von 240 nm bis 350 nm
aufgenommen. Mit Hilfe des Extinktionskoeffizienten konnte durch das Lambert-Beersche

Gesetz die Konzentration ermittelt werden:

Lambert-Beersche Gesetz: A= g*c*d = ¢/M*cp*d

A: Absorption bei 280 nm M: Molekulargewicht [g/mol]
e: Extinktionskoeffizient € 280 nm. 0.1 % (cm2 mol '1) cM: Proteinkonzentration [g/1]
c: Proteinkonzentration (M) &/M = A280 nm, 0,1 %, 1 cm

d: Schichtdicke der Kiivette (cm)
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Die hierzu fiir die jeweiligen Proteine benutzten Extinktionskoeeffizienten fiir eine 1 mg/ml

Losung in einer Kiivette mit der Schichtdicke 1 cm bei 280 nm sind der folgenden Tabelle

aufgefiihrt.

Protein Extinktionskoeffizient
Grp94 A 280 nm; 0,1 % 1.em = 0,888
BiP A 280 nm, 0,1 %, 1 em= 0,395
Calnexin A 280 nm, 0.1 %, 1 em= 1,738
MAK33 Cy3 A 280 am, 0,1 %, 1 em= 1,950
MAK33 Cy3-CAM A 280 nm, 0,1 %, 1 em= 1,930
MAK33 IgG A 280 nm, 0,1 %, 1 em= 1,310
MAK33 Fab A 280 m, 0,1 %, 1 em= 1,678
DsbC A 280 nm, 0,1 %, 1 em= 0,621
ERp57 A 280 nm, 0.1 %, 1 em= 0,838
LyTOR A 280 nm, 0,1 %, 1 em= 0,923
smERpl A 280 nm, 0.1 %, 1 em= nicht bekannt

Tabelle 5: Extinktionskoeffizienten der in dieser Arbei verwendeten Proteine

2.6.2. Fluoreszenzspektroskopie

Bei Proteinen verursachen die aromatischen Aminosduren Phenylalanin, Tyrosin und
Tryptophan aufgrund ihres delokalisierten mn-Elektronensystems eine sog. ,intrinsische
Fluoreszenz“. Dabei werden Elektronen durch Absorption von Lichtquanten
(Anregungsenergie) auf ein energetisch hoheres Orbital iibertragen. Bei spontaner Riickkehr
der Elektronen aus diesem hoheren Orbital in den energiedrmeren Zustand wird die
zugefithrte Energie in Form von Fluoreszenz frei. Dabei ist aufgrund der Stoke’schen
Verschiebung die Wellenldnge des emittierten Lichts grofer als die des Anregungslichtes.
Das Fluoreszenzverhalten von Proteinen wird hauptséchlich von den Tryptophanresten
bestimmt, da diese einerseits die eingestrahlten Lichtquanten am stirksten absorbieren und
andererseits durch einen Energietransfer von Tyrosin- auf Tryptophanreste zusitzlich
angeregt werden konnen (Schmid et al., 1992). Die molekulare Umgebung bzw. die
Losungsmittelumgebung hat einen starken Einfluss auf Lage und Amplitude des
Emissionsmaximums von Tryptophanen. Im hydrophoben Proteininneren bzw. in
hydrophoben Losungsmitteln liegt das Maximum der Tryptophanemission bei 333 nm. Liegt

ein Protein jedoch im denaturierten Zustand vor, in dem die Tryptophanreste zum hydrophilen
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Losungsmittel exponiert sind, so verschiebt sich das Emissionsmaximum nach 353 nm und
nimmt an Intensitdt ab. Im Falle von Antikorpern wird die Fluoreszenzintensitét durch die
Disulfidbriicke gequencht. Wodurch in diesem Fall bei vollstindiger Reduktion und
Denaturierung eine Zunahme der Fluoreszenzintensitit beobachtet werden kann. Alle
Fluoreszenzmessungen wurden am FluoroMax 2 durchgefiihrt. Die verwendeten Puffer
wurden zuvor filtriert (Porenweite 0,2 um) um so die durch groBere Partikel in der Losung
verursache Lichtstreuung zu minimieren. Da die Fluoreszenz temperaturabhingig ist, wurden
die Messungen bei konstanter Temperatur durchgefiihrt. Die genauen Messbedingungen sind

im Ergebnisteil angegeben.

2.6.3. Circulardichroismus

Molekiile mit asymmetrischen Kohlenstoffatomen (optisch aktive Molekiile) absorbieren
links und rechtspolarisiertes Licht unterschiedlich stark. Neben optisch aktiven Aminosiuren
tragt auch die Sekundirstruktur von Proteinen zu diesem Phinomen bei. Je nach Wellenldnge
des eingestrahlten Lichtes unterscheidet man im Circulardichroismus zwischen Nah-UV- und
Fern- UV-Bereich (Cantor und Schimmel, 1980). Im Nah-UV-Bereich (250 bis 350 nm),
erzeugen die aromatischen Aminosduren in asymmetrischer Umgebung ein Signal. Dieses
Signal ist sehr empfindlich gegeniiber Anderungen in der Tertidrstruktur und kann auch als
,Fingerabdruck® eines Proteins bezeichnet werden. Bei denaturierten Proteinen tritt kein
Signal auf, da die asymmetrische Umgebung der Aromaten aufgehoben ist. Im Fern-UV-
Bereich (170 bis 250 nm) verursacht die Konformation der Polypeptidkette, entweder o-
Helices oder [-Faltblétter, ein charakteristisches Spektrum. So erzeugen a-Helices ein
Doppelminimum mit hoher Intensitit bei 208 und 222 nm, wihrend B-Faltblattstrukturen nur
ein einziges Minimum mit geringer Intensitét bei 218 nm hervorrufen. Mit Signalen im Fern-
UV-Bereich lassen sich somit Riickschliisse auf die Art und den Gehalt an Sekundéarstruktur
eines Proteins ziehen. Als quantitatives MaB fiir die Auspragung der Struktur wird die molare
Elliptizitit ® (in Grad), bezogen auf das durchschnittliche Molekulargewicht von

Aminoséuren, angegeben (Schmid, 1992).
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©-100-MRW ©-100-M ,
c-d c-d-N,

Oumrw =

Omrw: Elliptizitit der Aminosédure [Grad*cmz*dmol'l]
©: gemessene Elliptizitéit [Grad]

MRW: mittleres Molekulargewicht der Aminosduren
c: Konzentration der Proteinlosung [mg/ml]

d: Schichtdicke der Kiivette [cm]

Mg: Molekulargewicht [g/mol]

Na: Anzahl der Aminoséduren des Proteins
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1. Synthese eines funktionellen MAK33 1gG- Molekdls in einem zellfreien
Transkriptions-/ Translationssystem

Die prokaryotische Expression rekombinanter, insbesondere disulfidverbriickter Proteine, wie
Antikorper, stellt Wissenschaftler vor zum Teil groB8e Probleme, da das reduzierende Milieu
des Cytosols von E. coli Polypeptide aggregieren ldsst. Bis heute gelang es nicht eindeutig,
vollstindige Ig- Molekiile riickzufalten oder in E. coli zu synthetisieren (Cabilly, 1989).
Daher wurde in diesem Teil der Arbeit die zellfreie Synthese des IgG MAK33 in einem auf E.
coli basierendem in vitro Transskriptions-/Translationssystem untersucht. MAK33 ist ein
AntikOrper aus Mus musculus, der sich spezifisch gegen menschliche Kreatinkinase richtet. Er
findet seine Anwendung in der Analytik und ist zudem ein gut untersuchtes Modell fiir
Antikorper.

Fiir die folgenden Experimente standen das RTS100 HY, ein Batch-System, durch das
schnelle Analysen im 50 upl Malstab moglich sind, sowie das RTS500 HY, ein
kontinuierliches System, durch das lange Expressionszeiten von bis zu 24 Stunden fiir groBBere
Produktmengen ermdglicht werden, zur Verfligung. Dadurch sollten Einblicke in die
Faltungswege und Synthesemoglichkeiten von Antikérpern in einem handhabbaren

Modellsystem gewonnen werden.

3.1.1. Herstellung linearer Expressionskonstrukte fur die Expression im RTS100 HY

Zunéchst sollten in einer 2-Stufen PCR exprimierbare lincare DNA-Konstrukte der leichten
(LK) und der schweren Kette (SK) von MAK33 hergestellt werden. Diese Konstrukte konnten
im Anschluss im RTS100 HY auf Exprimierbarkeit untersucht werden.

Fiir LK diente das Plasmid pIVEX 2.1 (ohne MCS) und fiir SK das Plasmid p12016 (beide
Roche Diagnsotics Mannheim), die bereits in Vorarbeiten hergestellt wurden, als Template-
DNA (Frey, 2001). Beide PCRs wurden unter Standardbedingungen durchgefiihrt, die sich
nach den Vorgaben des Herstellers richteten (vgl. 2.1.2.)

Im ersten Schritt der 2-Stufen PCR wurde die DNA des jeweiligen Antikorperfragments mit
der fiir die Sequenz spezifischen (vgl. 2.2.2.) Primern amplifiziert. Sowohl Vorwirts- als auch
Riickwértsprimer  trugen eine vom  Hersteller vorgeschlagene und  beziiglich

Sekundérstrukturunterdriickung optimierte Uberlappungsregion fiir die folgende zweite
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Amplifikation (www.proteinexpression.com), in der das Rapid Translation RTS E. coli Linear
Template Generation Set, His-tag (2.1.2.) zum Einsatz kommen sollte. Die Primer fiir den
ersten Schritt der 2-Stufen PCR wurden mit Hilfe des Computerprogramms DNAStar
(DNASTAR, Madison, USA) entworfen. Das Programm half Sekundarstrukturbildungen
wihrend zellfreien Expression vorherzusagen und zu vermeiden.

In der zweiten PCR wurden an diese Konstrukte ein N-terminaler HisTag, ein T7-Promotor
und ein T7-Terminator angefiigt. Aus Vorarbeiten war bekannt, dass die zellfreie Synthese
von Anitikorperkonstrukten mit C-terminalen His-tag zu keiner Aktivitét flihrte.

Mit Hilfe dieser 2-Stufen PCR sollten sowohl die Antikoérperkonstrukte von LK und SK von
MAK33 fiir erste Expressionsanalysen im RTS100 HY als lineare Expressionkonstrukte
hergestellt werden, als auch spéter ein zirkuldres Expressionssystem um die Expression im
RTS500 HY zu ermoglichen.

Die Qualitdt der einzelnen Konstrukte wurde mittels 1%iger Agarosegelelektrophorese im
Anschluss an jede PCR- Stufe {iberpriift. Die Konstrukte sollten eine Bande bei ~700 bp fiir
LK und ein Bande bei ~1450 bp fiir SK ergeben. Dies wurde DNA- GroBenstandard (1 kB
Plus Leiter, peqLab, Mannheim) {iberpriift.

Erste Stufe: Zweite Stufe:
LK SK

1500bp- o0
p_
1000bp-

1000bp-

500bp-

500bp-

Abbildung 12: Ergebnis der Amplifikationen des LK- und SK- Konstrukts wahrend der 2-Stufen PCR

In der ersten PCR wurden LK und SK amplifiziert, in der zweiten PCR wurden N-terminaler His-tag, Promotor
und Terminator angefiigt. Fiir die Gelelektrophorese wurden je 10 pl eines PCR- Ansatzes fiir ein 1%iges-
Agarosegel bei der Gelelektrophorese eingesetzt wurden.

Die gelelektrophoretische Auftrennung (Abbildung 12) zeigt, dass die Antikorperkonstrukte
durch die 2-Stufen PCR generiert und fiir die Versuche im RTS 100 eingesetzt werden
konnten. Somit standen nun nach Abschluss dieser Experimente die Antikdrperkonstrukte von
LK und SK mit der vollstdndigen genetischen Information sowie den regulativen Elementen
(Promotor und Terminator) zur Verfligung, die fiir die Expression im RTS notwendig waren

(Abbildung 13).
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Abbildung 13: Schematische Darstellung der Expressionskonstrukte von LK und SK.
Durch Verwendung des Rapid Translation RTS E. coli Linear Template Generation Set, His-tag konnten mittels
2-Stufen PCR Expressionskassetten fiir weitere Analysen dieser Dr.-Arbeit synthetisiert werden.

3.1.2. Expressionsanalyse im RTS100 HY

Das RTS100 HY dient Expressionsanalysen von linearen und zirkuldren
Expressionskonstrukten. Fiir die Analyse der Konstrukte, die im Rahmen der 2-Stufen-PCR
hergestellt wurden, wurde dieses System verwendet, um die Exprimierbarkeit der
Antikorperkonstrukte zu testen. Dazu wurden 10 pg in Sul H,O des jeweiligen Templates von
LK und SK fiir zwei unabhingige RTS100 HY (50 pl) Reaktionen bei 30°C fiir 60 Minuten
eingesetzt.

Nach der durchgefiihrten RTS100 HY Reaktion wurden 30 ul des Ansatzes mittels
Zentrifugation (13.000 g, 10 min) in Uberstand und Pellet getrennt. 5 ul der Fraktionen
wurden in gleichen Verhéltnissen auf einer 12,5%igen SDS-PAGE aufgetragen, um beurteilen
zu konnen, in welcher Form (16slich oder unloslich) die Antikdrperfragmente exprimiert
wurden. Der spezifische Nachweis der Expression der Antikorperketten erfolgte mittels His-
tag spezifischen Antikdrper (Anti-Hise-POD, Roche; Verdiinnung 1:2000) in einem
Westernblotexperiment. Fiir LK war ein Molekulargewicht von ca. 25 kDa, und fiir SK von

ca. 50 kDa berechnet worden, das mittels RotiMark (Roth, Karlsruhe) tiberpriift wurde.
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LK P U

20kDa-

P U
Abbildung 14:Analyse von LK und SK mittels Westernblot nach Expression im RTS100 HY
P: Pellet (unléslicher Anteil der Reaktion); U: Uberstand (l6slicher Anteil der Reaktion). Fir den Nachweis
wurden je 30ul Probe eines RTS 100 HY 10 Minuten (13.000 Upm, RT) zentrifugiert. Der Uberstand wurde in
6ul 5x Lammli aufgenommen, das Pellet mit 30pl 1x Ldmmli versetzt. Je Probe wurden 5ul auf eine SDS-Page

fiir den anschlieBenden Westernblot eingesetzt. Der Nachweis erfolgte mittels monoklonalem Anti-Hiss POD-
Konjugat.

SK

45kDa-

Die Expression der beiden Antikdrperkonstrukte im RTS100 HY konnte mittels Westernblot
nachgewiesen werden (Abbildung 14). Diese Nachweismethode war notwendig, weil die
Expressionsmenge so gering war, dass auf einem Coomassie- gefirbten SDS-Gel keine
Banden mit den entsprechenden Molekiilmassen zu sehen waren (Daten nicht gezeigt).
Festzuhalten bleibt, dass SK zu groBeren Teilen im Pellet der Reaktion zu finden war,

wihrend LK zu gleichen Teilen in Pellet und Uberstand anzutreffen war.

3.1.3. Synthese von Antikorpermolektlen im CECF- System

Fiir die Untersuchung von Aktivitdt und Struktur der Antikorperfragmente wurden die
linearen Konstrukte von LK und SK in ein zirkuldres Expressionssystem kloniert. Die
Herstellung eines zirkuldren DNA-Konstruktes vereinfacht die Arbeit im RTS erheblich, da
die Regenerierung der Konstrukte erleichtert und die Kosten gesenkt werden konnen.

Als Expressionsystem stand das Topo TA Cloning System (Invitrogen, Karlsruhe) zur
Verfiigung. Im Kurzen lésst sich das System wie folgt beschreiben: In diesen vom Hersteller
linearisiert gelieferten Vektor (pCR 2.1-Topo) lassen sich DNA-Konstrukte klonieren, die am
3’- Ende durch Amplifizierung mit der HiFi-Polymerase (Roche, Mannheim) wihrend der
PCR ein iiberhdngendes Adenin tragen. Der Vektor trigt am 5'-Ende ein liberhdngendes

Thymin. In einer Ligationsreaktion, katalysiert durch eine im System beinhalteten
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Topoisomerase, kann innerhalb kurzer Zeit ein zirkuldres Plasmid generiert werden, das das
Zielgen, in diesem Fall die genetische Information fiir SK und LK, beinhaltet.

Die so generierten Plasmide konnten anschlieBend im RTS eingesetzt werden. In diesem Fall
wurde die genetische Information fiir LK und SK auf je ein Plasmid {ibertragen. Dadurch
konnte die Expression der beiden Antikorperfragmente unabhingig voneinander untersucht

werden.

CECF

pCR 2.1- TOPO pCR 2.1- TOPO

Abbildung 15: Schematische Darstellung der zirkuldren Topo- Antikdrperkonstrukte, die fir die RTS-
Applikationen eingesetzt wurden.

Die in der 2-Stufen PCR generierten DNA- Templates von LK und SK wurden mittels Topo TA Cloning in
Plasmidform gebracht und konnten dann in das RTS- CECF eingesetzt werden.

Die Insertion der Konstrukte in das Vektorsystem wurde nach Klonierung, anschlieBender
Transformation der Vektoren in vom Hersteller mitgelieferten kompetenten Zellen,
Zellvermehrung und Plasmidisolierung in einer PCR iiberpriift. Dafiir wurden die Primer der
ersten PCR- Stufe der 2-Stufen PCR verwendet. Das Ergebnis war positiv. Des Weiteren
wurden die Vektoren auf Richtigkeit mittels Squenzierung tliberpriift (Daten nicht gezeigt).

Expressionstest der zirkuldren Expressionskonstrukte

Die zirkuldren Expressionkonstrukte wurden nun auf ihre Expressionstauglichkeit im RTS500
HY untersucht. Daher wurden 10 ug des Plasmids von LK und SK im RTS500 HY bei 30°
fiir 24 Stunden eingesetzt. Nach dem Ende der Reaktion wurde die Reaktionslosung bei
13.000 g fiir 10 Minuten zentrifugiert. 10 ul des Pellets bzw. des Uberstand wurden in
gleichen Verhiltnissen auf einer 12,5%igen SDS-PAGE aufgetragen und anschlieBend mittels
Westernblot spezifisch auf die Expression der Antikérperfragmente untersucht. Um

Information iiber die Expressionsmengen von LK und SK im RTS500 HY zu erhalten,



Ergebnisse und Diskussion -84 -

wurden sie mit einer Konzentrationsreihe von in Hybridomazellkultur produziertem nativen
MAK33 IgG (Roche Diagnsotics, Mannheim) als Standard verglichen. Dieser Standard wurde
in den gleichen Konzentrationen wie bei den spdter folgenden ELISA- Experimenten

eingesetzt (vgl. 2.4.4.)

LK: 1 2 3 4 5 6 P U

TN >

\ Standard /

SK: 1 2 3 4 5 6 P U

\ Standard /

Abbildung 16: Westernblot nach Expression der Antikérperfragmente im RTS500 HY

1-6 MAK33 Standard; 10 ng, 25 ng, 60 ng, 100 ng, 150 ng, 200 ng/ml; LK: Leichte Kette; SK: Schwere Kette;
P) Pellet, U) Uberstand. Als primirer Antikorper wurde Anti-Maus-IgG aus Schaf und als sekundirer Antikdrper
Anti-Schaf-POD Konjugat verwendet (Verdiinnung jeweils: 1:2000)

Wie in Abbildung 16 gezeigt, konnten beide Konstrukte im RTS500 HY exprimiert werden.
Da fiir die Westernblot Experimente keine Verdiinnungen, sondern direkt 10 pl des
Expressionsansatzes der leichten bzw. schweren Kette aufgetragen wurden, ergab sich nach
visueller Auswertung flir LK in etwa eine Expressionsmenge von je 320 ng/ 10 pl im Pellet
und im Uberstand und fiir SK ca. 320 ng/ 10 pl im Pellet und 50 ng/ 10 pl im Uberstand.

LK wurde dementsprechend zu etwa gleichen Teilen mit ca. 32 pg/ml sowohl im 16slichen als
auch unldslichen Teil der Reaktion exprimiert. Im Fall der schweren Kette lag das
Gleichgewicht mit ca. 32 pg /ml auf Seiten des unloslichen Anteils. Ldslich wurden nur ca. 5
ug/ ml exprimiert. Allerdings ist darauf hinzuweisen, dass Westernblot Experimente unter den
gegebenen Bedingungen in der Regel nicht fiir Quantifizierungen herangezogen werden
konnen, da die Peroxidase- Detektion eher ein qualitatives als ein quantitatives Mal3 ist. Wie
auch in den zuvor gezeigten Experimenten (Abbildung 14) konnte visuell mittels Coomassie-

gefarbtem SDS-Gel keine deutliche Expression festgestellt werden, da auch hier die
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Expressionsmengen zu gering waren. Durch die Nutzung eines [gG-spezifischen Antikorpers
im Westernblotexperiment, der sich gegen schwere und leichte Kette richtet, konnte gezeigt
werden, dass es sich bei dem detektierten Signal tatsdchlich um ein Maus-IgG handelt. Ein

Kontrollwesternblot auf das RTS-Lysats war negativ (Daten nicht gezeigt).

Coexpression von LK und SK im RTS500 HY

Um zu tberpriifen, ob auch beide Konstrukte zusammen exprimierbar sind (Coexpression),
wurden in einer weiteren Reaktion die Templates von LK und SK zu gleichen Teilen (10 pg)
im RTS500 HY eingesetzt. In diesem Experiment wurde nur der 16sliche Teil der Reaktion
nach 24 Stunden (30°C) nach Trennung vom Pellet durch Zentrifugation (13.000 g, 10
Minuten) analysiert. Die Analyse wurde wie unter Punkt 3.1.3.1 beschrieben, durchgefiihrt.
Als Vergleich wurden die Produkte der getrennten Synthese von LK und SK analysiert, um

Einblick in eine mogliche Umverteilung der Mengen bei der Coexpression zu erhalten.

LK LK/SK SK

Abbildung 17: Coexpression von leichter und schwerer Kette im RTS500 HY

Fiir den Westernblot wurden je 10ul der im RTS produzierten Probe vorbereitet (13.000 g, 20°C, 10 min). Die
16slichen Teile von LK und SK wurden analysiert. SK und LK alleine wurden als Kontrolle exprimiert und als
Referenz aufgetragen Als Antikdrper wurde Anti-Hisg-POD-Konjugat in einer Verdiinnung von 1:2000
verwendet.

Durch die Coexpression von LK und SK kam es relativ zur Einzelexpression nicht zu einer
verdnderten Mengenverteilung des jeweiligen Fragments (

Abbildung 17), die Signale des Westernblot sind fiir die Coexpressionen von leichter und
schwerer Kette nahezu gleichzusetzen mit den Intensitdten der Einzelexpressionen. Somit war
die Coexpression von LK und SK prinzipiell moglich. Andererseits bedeutete das, dass auch
bei der Coexpression SK und LK ausgehend von den zirkuldren Topo-Vektoren im loslichen
Teil der Reaktion gehalten werden konnten, und dass die Expressionsmengen der einzelnen
Konstrukte durch die Coexpression nicht sichtbar gehemmt wurden. Somit konnte mit

Untersuchungen zu Aktivitdt und Struktur begonnen werden.
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3.1.4. Aktivitatsnachweis des im RTS synthetisierten MAK33

Um herauszufinden, ob der im RTS hergestellte Antikorper auch aktiv ist, kam ein
modifizierter ELISA zum Einsatz (Buchner und Rudolph, 1991). Dabei handelt es sich um ein
ELISA- System, in dem der hergestellte Antikdrper sein Substrat selbst erkennen muss, damit
es zu einem verwertbaren Signal kommt. Dieser modifizierte ELISA kam auch bei in vitro
Riickfaltungsexperimenten zum Einsatz, bei dem denaturiertes reduziertes Fab riickgefaltet
wurde (vgl. 3.2., Mayer et al., 2001). Von diesen Versuchen war auch bekannt, dass der
Einsatz einer Disulfidisomerase die Reaktivierung reduzierter denaturierter Fab-Fragmente
signifikant unterstiitzt. Daher musste davon ausgegangen werden, dass auch bei der zellfreien
Expression im RTS 1im Hinblick auf Aktivitit der Antikérperfragmente eine
Proteindisulfidisomerase zum Einsatz kommen musste.

Deshalb wurde untersucht, unter welchen Bedingungen die im RTS exprimierten
Antikorperkonstrukte aktiv sind. Zur Verfligung standen ein Plasmid fiir die Coexpression
von DsbC (pIVEX-DsbC; Roche, Mannheim), einer periplasmatischen Disulfidisomerase aus
E. coli, sowie die rekombinanten Proteine hPDI und DsbC. Im Fall der Coexpression wurde
das DsbC-Plasmid ebenfalls wie die Templates von LK und SK mit 10 pg eingesetzt. In den
weiteren, voneinander unabhédngigen Experimenten wurden hPDI oder DsbC (jeweils 5 uM)
zu Beginn der Reaktion eingesetzt. Nach den jeweiligen Reaktionen wurden die
Aktivitatstests durchgefiihrt. Dafiir wurden 10 pl des 16slichen Anteils nach Zentrifugation
der Gesamtreaktion (13.000 g, 10 min) fiir einen ELISA eingesetzt. Zum Abschétzen der
jeweiligen Aktivititen wurde ein Fab-Standard verwendet (vgl. 2.4.4.). Auf diese Weise

konnte abgeschétzt werden, ob die Antikorperfragmente, exprimiert im RTS, aktiv sind.
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Abbildung 18: Einfluss von Disulfidisomerasen auf die Aktivitat von MAK33

Vergleich des Einflusses von DsbC in Coexpression und unter Zugabe des rekombinant hergestellten DsbC oder
hPDI auf den exprimierten Antikorper. Ausgewertet mittels ELISA nach 24 stiindiger Expressionszeit im
RTS500 HY

In Abwesenheit einer PDI war die Expression aktiver Antikorperspezies nicht moglich
(Abbildung 18). In Anwesenheit einer PDI wurde eine messbare Aktivitit der exprimierten
Antikorper beobachtet. Die Coexpression von DsbC ergab ca. 300 ng/ml aktiven Antikorper.
Wurde eine rekombinante PDI zugegeben, waren grolere Mengen an aktiven Antikorper
detektierbar (DsbC: 498 ng/ml; hPDI: 507 ng/ml). Im Fall des DsbC-Plasmids ist
anzunehmen, dass erst DsbC exprimiert werden musste, um die Disulfidverbriickung zu
unterstiitzen. Allgemein fithrt Coexpression von mehreren Proteinen gleichzeitig zu einem
gesteigerten Energiebedarf und somit zu niedrigeren Transkriptions-/Translationsraten im
Vergleich zur Expression eines einzelnen Plasmids (miindliche Mitteilung, Dr Erhard
Fernholz, Roche). So war es auch wahrscheinlich, dass vergleichsweise weniger
Antikorperplasmid transkribiert wurde, und somit nicht die gleiche Menge an exprimierten
Antikorperpeptid in der Reaktion war, wie bei der alleinigen Expression der
Antikorperfragmente. Entsprechend war bei der Zugabe nativer PDI war der Anteil an

aktivem Antikdrper um das 1,6- fache hoher als bei Coexpression von DsbC.

Mit dem Wissen, welche Bedingungen zu einer aktiven Antikorperspezies flihrten, wurden
verschiedene Konzentrationsverhiltnisse der Template-DNA von LK und SK zueinander
getestet. In einer Publikation von Knarr et al. (1995) wurde gezeigt, dass erst, wenn eine
bestimmte Menge an leichter Kette im ER vorhanden ist, es zur Oligomerisierung der beiden
Ketten kommt. Die Templates von SK und LK unterscheiden sich in Basenpaarlinge und

entsprechend 1m  Molekulargewicht. Deshalb wurde eine Optimierung der
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Konzentrationsverhéltnisse der Plasmid- DNA vorgenommen. Dazu wurde der Anteil des
Templates einer Kette immer gleich gelassen (10 pg), und nur der andere in unterschiedlichen
Verhéltnissen, von 1:1 bis 15:1, in einer RTS Reaktion eingesetzt. Diese Reaktionen wurden
im RTS100 HY mit 5 puM hPDI durchgefiihrt. Nach einer Reaktionszeit von 60 Minuten
wurden 10 pl des loslichen Anteils jeden Ansatzes im ELISA im Vergleich zu einem Fab-

Standard auf Aktivitat untersucht.

Aktivitat

1:1 (92.3 ng/ ml)
2:1 (122 ng/ ml)
5:1 (150.7 ng/ ml)
10:1 (187.5 ng/ ml)
15:1 (190.8 ng/ ml)

Abbildung 19: Aktivitdtsmessung einer RTS100 HY Reaktion mit unterschiedlichen Konzentrationen von
schwerer zu leichter Kette.

Verschiedene Verhéltnisse der Template-DNA von SK zu LK (1:1 bis 15:1) wurden in einer RTS100 HY
Reaktion getestet. hPDI wurde in einer Endkonzentration von 5 uM eingesetzt. Die Auswertung erfolgte mittels
ELISA.

Abbildung 19 zeigt, dass durch die Titration der Template-Menge von schwerer Kette zu
leichter Kette eine Aktivititssteigerung gemessen werden konnte. Ab einem
Konzentrationsunterschied der Templates von SK zu LK von 10:1 konnte keine weitere
Steigerung der Aktivitit mehr erzielt werden. .

Eine Verschiebung des Konzentrationsverhéltnisses der DNA-Templates von LK zu SK
erbrachte keine Aktivitétssteigerung (Daten nicht gezeigt).

In Abbildung 18 ist bereits das Ergebnis eines Konzentrationsverhéltnisses von 10 zu 1 des
Templates von SK zu LK zu sehen. Alle weiteren RTS500 HY Reaktionen bzgl. der MAK33-
Expression wurden daher auch mit diesen optimierten Plasmidverhéltnissen untersucht.

Dass eine Konzentrationserhohung des Templates der schweren Kette in einer verstirkten
Aktivitit resultiert konnte damit erklért werden, dass lidngere Templates evtl. Ofters
Kettenabbriichen wéhrend Transkription und Translation unterworfen sind. Wird mehr

Template zur Verfligung gestellt, kann mehr schwere Kette produziert werden, die dann mit
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hoherer Wahrscheinlichkeit an die leichte Kette bindet, und das wiederum hat eine héhere
Aktivitit zur Folge (vgl. Abbildung 14). Allerdings besteht auch die Mdglichkeit, dass die
theoretische Vorhersage der Sekundirstrukturunterdriickung durch das Computerprogramm
DNAstar (Madison, USA) in diesem Fall fiir die Expression im RTS nicht mit der
tatsdchlichen  Situation iibereinstimmt, und deshalb die Zuginglichkeit der

Ribosomenbindestelle bei der Translation nicht optimal ist.

3.1.5. Einfluss von ER- Chaperonen auf die Aktivitat von MAK33 im RTS

Nachdem geklart war, unter welchen Bedingungen grundsétzlich aktiver Antikdrper
exprimiert werden konnte, wurde der Einfluss der ER- Hitzestressproteine BiP und Grp94 auf
die Aktivitdt des zellfrei synthetisierten Antikorpers untersucht. Riickfaltungsexperimente mit
rekombinant exprimierten Fab-Fragment, sowie Komplexierungsexperimente mit der
Antikorperdoméne Cy3 haben gezeigt, dass zumindest BiP mit Antikdrperfragmenten in vitro
interagiert (Mayer et al., 2000; Knarr et al., 1999). Fiir Grp94 wurden Interaktionen mit Ig-
Molekiilen in vivo postuliert (Melnick et al., 1992)

Zu diesen Zwecken wurden unter den bereits beschriebenen Bedingungen zusitzlich zu den
Templates von SK und LK, sowie rekombinanter hPDI auch 5 uM BiP und/ oder 5 uM Grp94
in eine RTS500 HY Reaktion gegeben. Bei diesem Versuch wurde gleichzeitig eine
Expressionskinetik durchgefiihrt. Dabei wurden zu gegebenen Zeiten je 50 pl einer RTS500
HY entnommen, abzentrifugiert (13.000 g, 10 Minuten) und 10 ul des Uberstandes im ELISA
auf Aktivitdt im Vergleich zum Fab-Standard gestestet. Die Reaktion wurde tiber 24 Stunden
beobachtet.
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Abbildung 20: Zugabe von Grp94 und BiP in das RTS, und deren Einfluss auf die Aktivitat von MAK33.
Die Aktivitat von im RTS500 HY exprimierten MAK33 in Anwesenheit verschiedener ER- Chaperone (BiP und
Grp94, je 5 uM) in unterschiedlichen Kombinationen zusammen mit hPDI. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten (in
Stunden (h)) wurden je 50 pl dem RTS Ansatz entnommen und mittels ELISA ausgewertet.

Die Synthese von funktionellen MAK33 hat ihr Maximum bei ca. 10 Stunden erreicht. Durch
die Zugabe relevanter ER-Chaperone sollten deren FEinfliisse auf die Aktivitdt des
exprimierten Antikorpers untersucht werden. Abbildung 20 zeigt, dass beide Chaperone, BiP
und Grp94, einzeln oder in Kombination, weder einen Effekt auf die
Aktivierungsgeschwindigkeit noch auf die absolute Aktivitidt haben. Nach Informationen des
Herstellers (Roche) ist das System bereits mit groBen Mengen DnaK und GroEL/ES
angereichert, so dass sich die Effekte der hier zugegebenen Chaperone moglicherweise

relativieren.

3.1.6. Einfluss des Redoxmilieus auf die Aktivitat des Antikdrpers

Unabhingig von diesen Ergebnissen wurde in einer weiteren Versuchsreihe die Anderung des
Redoxmilieus im RTS im Hinblick auf die Aktivitit untersucht. Da es sich beim RTS um ein
offenes System handelt, konnen jederzeit nicht nur Proteine, sondern auch andere Additiva
hinzugefiigt werden. In diesem Fall wurde die Redoxabhéngigkeit des synthetisierten MAK33
durch eine Redoxtitration mit verschiedenen Verhéltnissen von GSSG und GSH untersucht.

Das Verhiltnis der beiden Templates von LK und SK wurde 1:1 eingesetzt, und aufler hPDI
(5 uM) keine weiteren Faltungshelfer verwendet. Auch in diesem Fall wurde auf das RTS100
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HY zuriickgegriffen, um eine schnelle und parallel vergleichbare Analytik durchfiihren zu
konnen. Nach Ende der Reaktionszeit (60 Minuten, 37°C) wurde wiederum nur der
zentrifugierte Uberstand der Reaktion fiir die Quantifizierung der Aktivitdt mittels ELISA

benutzt
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Abbildung 21: Einfluss verschiedener Gluthationkonzentrationen auf die Aktivitat von MAKS33.
Expression von MAK33 im RTS100 HY mit hPDI (5 uM Endkonzentration) unter Einfluss verschiedener GSSG
und GSH Konzentrationenen (s. Tabelle). Die Zuordnung der Probennummer der Tabelle entspricht der des
Graphen. Die Auswertung erfolgte mittels ELISA.

Die Ergebnisse der Redoxtitration zeigen (Abbildung 21), dass eine Reduzierung des
Reaktionsmilieus im RTS zu einer Steigerung der Menge an aktiven Antikdrpermolekiilen
fiihrt. Da Antikorper im ER gebildet und assembliert werden, wire anzunehmen gewesen,

dass ein oxidativeres Milieu zu mehr aktivem MAK33 fiihrt.

3.1.7. Assemblierungszustand des im RTS exprimierten MAK33

Nach Kldrung der optimalen Reaktionsbedingungen im Bezug auf die Aktivitdt sollte im
ndchsten Schritt der Assemblierungszustand der im RTS synthetisierten MAK33 geklart
werden. Da mittels immunchemischer Methoden lediglich Angaben {iber die Funktion, nicht
aber iiber die Struktur von Proteinen gemacht werden konnen, wurden fiir diese Zwecke

Methoden zur Strukturkldrung herangezogen.
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Mit Hilfe einer nicht-reduzierenden SDS-PAGE konnen nicht nur Angaben zu monomeren
Zustinden von Polypeptiden, sondern auch zu oligomeren Zusténden gemacht werden, sofern
das Zielprotein kovalente verkniipft vorliegt. Deshalb wurde nach einer RTS500 HY
Reaktion, durchgefiihrt unter optimierten Bedingungen eine nicht-reduzierende SDS-
Gelelektrophorese und ein Westernblot des 16slichen Anteils (Zentrifugation bei 13.000 g, 10
Minuten; Auftragsvolumen 10 ul) der Reaktion durchgefiihrt Die sich im Uberstand
befindlichen  aktiven  ldslichen  Antikorpermolekiile =~ wurden  zuvor  durch
Affinitdtschromatographie liber den N-terminalen His-tag der Fragmente im Batchverfahren
(800 pl, 2.1.4.) aufgereinigt. Nicht-reduzierend in diesem Zusammenhang bedeutet, dass dem
Lammli-Autragspuffer kein B-Mercaptoethanol zugesetzt wurde. Der Nachweis erfolgte mit

Hilfe des spezifischen Anti-Hise-POD Antikorper.
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Abbildung 22: Nicht reduzierende SDS-PAGE und Westernblot zur Klarung des
Oligomerisierungszustand

Aufgetragen wurden 10 pl eines RTS500 HY Ansatzes ohne B-Mercaptoethanol im Auftragspuffer unter
optimierten Bedingungen nach Aufreinigung mittels Ni-NTA- Séulchen im Batch- MaBstab (800 ul). Der
Nachweis erfolgte mittels Anti-Hiss POD- konjugiertem Antikdrper. Links: Zuordnung mittels RotiMark; rechts:
L = Leichte Kette; S = Schwere Kette; S, und L,: Dimer von schwerer bzw. leichter Kette.

Nach der nicht-reduzierenden SDS-PAGE mit anschlieBendem Westernblot (Abbildung 22)
konnten vier Banden detektiert werden. Anhand des Markers konnten ihre Massen mit ~25,
~50, ~75 und ~150 kDa bestimmt werden. Das entspricht den Massen der monomeren LK
(~25 kDa), einem Homodimer LK oder einem SK Monomer (~50 kDa) und dem LK- SK-
Heterodimer (~75 kDa). Die Bande bei ~150 kDa kann nur durch ein Heterotetramer,
bestehend aus je zwei LK und SK, sprich dem vollstdndigen IgG, erklédrt werden.

Um das exprimierte Produkt genauer zu analysieren, sollten anhand von in Hybridomazellen
hergestellten MAK33 (Roche, Mannheim) die Quartérstruktur und den Faltungszustand im

nativen, im denaturierten und im denaturiert reduzierten Zustand vergleichend untersucht
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werden. Zu diesem Zweck  wurden  analytische  Gelfiltrationsliufe  bzw.
fluoreszenzspektroskopischen Experimente durchgefiihrt.

Der nach unter optimierten Bedingungen im RTS500 HY exprimiert und mittels
Affinitdtschromatographie aufgereinigte Antikorper wurde fiir die HPLC- Versuche in HKM-
Puffer (2.1.5.) umdialysiert, und auf eine SEC200 HPR Saule (GE Healthcare, Miinchen)
aufgetragen (20 pl, 1,5 uM). Zum Vergleich wurden gleiche Mengen von dem in Hybridoma
Zellkultur hergestellten Standardantikdrper von Roche (Mannheim) analysiert.

—— MAKS33 (Standard)
—— MAKS33 zellfrei exprimiert

rel. Fluorseszenz

0 10 20 30 40 50 60

Elutionszeit (min)

Abbildung 23: Analytische Gelfiltration von im RTS und in Zellkultur synthetisiertem MAK33
Von Roche vertriebener MAK33 und im RTS hergestellter MAK33 wurden auf einer SEC200 HPR (GE
Healthcare) verglichen. Laufgeschwindigkeit: 0,25 ml/min, 25°C: in HKM-Puffer

Die Elutionsprofile des im RTS500 HY exprimierten MAK33 und des Standards (Abbildung
23) zeigen vergleichbare Kurvenverldufe. In vitro synthetisierter MAK33 ist nicht
glykosyliert, was das Fehlen der Peaksignale zwischen den Minuten 14 bis 18 erkldren
konnte. Glykosylierung trdgt in der Regel stark zum hydronamischen Radius bei, und auf
diesem Kriterium beruht die Methode.

Das starke Signal bei einer Elutionszeit 33 Minuten konnte mittels HPLC-Eichstandard der
Grofe des 150 kDa IgG-Molekiils zugeordnet werden. Das Elutionsprofil beider
unterschiedlich hergestellter Antikorper ist in diesem Bereich identisch, was auf die gleiche
Quartérstruktur schliefen ldsst. Bei Minute 29 wird ein schwaches Signal aufgenommen, was
einer Dimerisierung zweier IgG-Molekiile entsprache. IgG-Molekiile konnen iiber den Fc-

Teil miteinander interagieren (Buchner et al., 1991).
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Um weitere Einblicke in den Faltungszustand des zellfrei exprimierten Antikorpers zu
erhalten, wurden vergleichende Fluoreszenzspektren im nativen, im denaturierten und im
denaturiert reduzierten Zustand von dem im RTS500 HY hergestellten Antikorper und dem
IgG- Standard durchgefiihrt. Dazu wurden nach Aufreinigung liber den His-tag des zellfrei
exprimierten MAK33 beide Spezies in HKM-Puffer umdialysiert. Um die Antikorper zu
denaturieren wurden sie in 6 M GdmCI aufgenommen, fiir die zusdtzliche Reduktion wurde
10 mM DTT zugegeben. Zur vollstindigen Denaturierung wurden diese Ansdtze 30 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Fiir die Spektren zwischen 305 und 440 nm und einer

Anregungswellenldnge von 295 nm wurden 2 uM Antikorperldsung eingesetzt.

6e+6

—— MAKB3-RTS: denat./ red. B — MAK33: denat./red.
A —— MAK33: denat. —— MAK33: denat.
5e+6 MAK33-RTS: nativ MAK33
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Abbildung 24: Vergleichende Fluoreszenzspektroskopie von im RTS und in Zellkultur hergestellten
MAK33

Im RTS (A) und in Zellkultur (B) hergestellter Antikérper wurde in nativem Zustand (in HKM-Puffer)
gemessen. Zur Denaturierung wurden die Antikdrper 30 Minuten in 6 M GdmCI denaturiert (denat.), bzw. mit
10 mM DTT reduziert (denat. / red). Anregung bei 295nm, Aufnahmeintervall: 305 nm - 440 nm. Spektren sind
pufferkorrigiert.

Die Spektren beider Molekiile zeigen in jedem angegebenen Faltungszustand vergleichbare
Eigenschaften (Abbildung 24). Leichte Unterschiede kdnnen in der Préparation begriindet
liegen, oder in der Glykosylierung der in Zellkultur hergestellten MAK33- Variante. Fiir die
nativen Spezies liegt das Maximum bei etwa 340 nm, durch die Denaturierung wird das
Maximum auf 360 nm verschoben. Im denaturierten Zustand wird das Signal verstérkt, da
sich Tryptophane von dem quenchenden Effekt der Disluflidbriicke entfernen. Werden die
Disulfidbriicken durch die Reduktion zusitzlich aufgebrochen, verstirkt sich dieser Effekt.
Die aufgenommen Spektren entsprachen dem typischen Verhalten von Antikdrpern unter den

gegebenen Bedingungen (Buchner et al., 1991).



Ergebnisse und Diskussion -95 -

Somit weisen auch diese Ergebnisse darauf hin, dass der im RTS hergestellte MAK33 die
typischen Assemblierungsmerkmale eines IgG aufweist. Zusammenfassend kann man davon
ausgehen, dass der im RTS exprimierte aktive Antikorper vollstindig assembliert, oxidiert

und nativ gefaltet vorliegt.

3.1.8. DnaK als Antikdrperfaltungshelfer

Wie bereits erwdhnt hat die Zugabe von BiP im RTS keinen Effekt auf die Aktivierung des
produzierten MAK33. Die Aufgabe von Mitgliedern der Hsp70-Familie ist nicht eine
Steigerung der Translationsrate, sondern mitunter eine Verhinderung von Aggregationen
naszierenden Polypeptidkette (Herrmann & Neupert, 2000). Das fiihrt folglich zu einer
Aktivitatssteigerung  des  synthetisierten =~ Gesamtpeptids nach ~ Verlassen  der
Translationsmaschinerie. BiP erfiillt diese Aufgabe auf der ER-Seite des Translocon
(Hamman et al., 1998), vgl. 1.7.1.).

Um zu tiiberpriifen, ob DnaK im E. coli- Lysat einen positiven Einfluss auf die Aktivierung
von Antikdrperketten haben konnte, wurden vergleichende Komplexierungsversuche mit BiP
bzw. DnaK und Cy3 durchgefiihrt. Knarr et al. (1999) konnten eine transiente Komplexierung
zwischen BiP und Cy3 nachweisen. Dabei wird rekombinant erzeugtes Cy3 in 4 M GdmCl
und 10 mM DTT denaturiert und reduziert. Um eine Reoxidation der Cysteine zu Disulfiden
zu vermeiden wird die entfaltete Antikorperdoméine mittels 1 M Iodacetamid
carboxyaminoalkyliert (CAM). Dadurch entsteht ein entfaltetes Cy3-CAM-Peptid. Die Frage,
die es zu beantworten galt war, ob die Komplexbildung zwischen Cy3-CAM und BiP
spezifisch flir BiP ist, oder ob andere Hsp70-Vertreter wie DnaK auch Komplexe mit Cy3-
CAM eingehen konnen.

Dazu wurden in einem Komplexierungsansatz C3-CAM in 10-fachem Uberschuss mit DnaK
fiir 0 Minuten und 120 Minuten bei 37°C inkubiert (23 pM; 2,3 uM) und mittels analytischer
Gelfiltration auf einer SEC 200 HPR auf Komplexierung hin untersucht. Die Elutionszeiten
wurden mittels HPLC-Eichstandards iiberpriift.

Wihrend den HPLC-Laufen wurden halbminiitlich 0,25 ml-Fraktionen der Elution im Bereich
der Proteinsignale aufgefangen und mittels Cy3-spezifischen Antikorper durch

Westernblotexperimente untersucht.
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Abbildung 25: Komplexierung von BiP (A) bzw. DnaK (B) und C,3-CAM

Cy3 wurde entfaltet, reduziert und carboxyaminoalkyliert (6 M GdmCl, 10 mM DTT, 1 M IAA) Die Analyse der
Komplexbildung mittels HPLC erfolgte wie in Material und Methoden beschrieben. Auf eine Superdex 200 HR
Saule wurde das entsprechende Hsp70-Chaperon (2,3 uM), und im Fall der Komplexierung zusitzlich bei 37 °C
fiir 2 h inkubiert mit 23 uM Cy3-CAM. Halbminiitlich (A:1-4; B 1-3) wurden die Peakfraktionen aufgefangen
und Cy3 mittels Westernblot detektiert. A)BiP- Cy3 Komplexierung: BiP alleine (schwarz), BiP-Cy3- Komplex
(griin); B)DnaK- Cy3 Komplexierung: DnaK alleine (rot), DnaK- Cy3- Komplex (schwarz)

Im Vergleich wurden BiP bzw. DnaK mit der denaturierten Antikérperdoméne inkubiert und
auf der HPLC aufgetragen (Abbildung 25). Im Fall von BiP war diese Komplexierung, wie
oben beschrieben bereits bekannt. Hier konnte gezeigt werden, dass eine Komplexierung von
DnaK mit der entfalteten Antikdrperdoméne mdoglich war. Dabei handelte es sich um eine

Peakverschiebung im Monomerbereich des jeweiligen Hsp70-Chaperons von 0,5 Minuten
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(entspricht ~18 kDa), was der GroBe der denaturierten Cy3-Domidne unter diesen
Bedingungen gleichkommt. In der analytischen Gelfiltration verhielt sich BiP als Monomer
(~17,5 Minuten)' und Dimer (~15,5 Minuten) (Abbildung 25 A). Wurde das Cy3-CAM
zugegeben, verschwand der Dimerpeak fast vollstindig und das Monomer war nur noch im
Komplex zu beobachten (~15 Minuten). DnaK (Abbildung 25 B) verhielt sich als Monomer
(~17,5 Minuten). Auch hier resultierte die Zugabe von Cy3-CAM in einer Peakverschiebung
von 0,5 Minuten (~17,5 Minuten), entsprechend der GroBle des eingesetzten Cy3. Zusétzlich
wurden die Peaks der jeweiligen Elutionszeiten aufgefangen und mittels Westernblot auf das
Vorhandensein von Cyx3 untersucht. Fiir beide Hsp70-Chaperone wurde ein positives Signal
fiir Cy3 nach der Inkubationszeit von 120 Minuten im Komplexpeak detektiert. Ohne

Inkubation war in diesem Bereich kein Cy3 detektierbar.

Des Weiteren wurden vergleichende Fab-Riickfaltungsassays, wie sie im Folgenden unter 3.2.
mehrmals beschrieben werden, in Gegenwart von BiP und DnaK durchgefiihrt. In diesem Fall
wurden 2,0 uM BiP bzw. DnaK fiir die Riickfaltung im ATP regenerierenden System von
denaturiertem, reduziertem 5 uM Fab eingesetzt. Vergleiche mit hPDI und BiP wurden
ebenfalls durchgefiihrt, und wie in 3.2.2 eingesetzt.

Proteinkombination Riickfaltungseffizienz
DnaK ( mit ATP) 7,9%

BiP (mit ATP) 17,3%

hPDI + BiP 48,4%

Tabelle 6: Einfluss von BiP und DnaK im Vergleich auf die Riickfaltung von Fab

Fab (0,2 uM) wurde wie oben in Renaturierungspuffer in Anwesenheit 2,0 mM ATP und entsprechend einem
ATP regenerierenden System zuriickgefaltet. Faltungshelfer wurden wie folgt eingesetzt: BiP (2.0 uM), PDI (0,5
uM). Nach 48 h wurde die Reaktivierung mittels ELISA bestimmt.

In Anwesenheit von ATP und dem ATP regenerierenden System resultierte die Zugabe von
DnaK in einem Riickfaltungserfolg von ~ 8% (Tabelle 6). Zum Vergleich wurden die Zugabe
von BiP (~17%) und der kooperative Effekt von hPDI und BiP (~ 48%) bestimmit.
Festzuhalten bleibt, dass DnaK einen positiven Effekt auf die Riickfaltung hat.

Auf diese Weise konnte gezeigt werden, dass DnaK in dem von Lilie et al. (1994) etablierten

System einen positiven Einfluss auf die Riickfaltung denaturierter Antikdrpermolekiile hat.

'In Klammern angegebene Minutenwerte geben die Elutionszeiten wihren der analytischen Gelfiltration an
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3.1.9. Diskussion zur zellfreien Expression von MAK33 im RTS

Antikorper stellen in der heutigen Medizin, Diagnostik und Grundlagenforschung eines der
wichtigsten und leistungsstiarksten Molekiile dar. Allerdings ist die rekombinante Expression
dieser Proteinklasse aufgrund der komplexen Quartirstruktur, Flexibilitdt und ausgepriagten
Disulfidverbriickung sehr kompliziert.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass es prinzipiell moglich ist, ein komplexes,
multimeres, durch Disulfidverbriickung gekennzeichnetes Polypeptid wie ein IgG-Molekiil in
einem zellfreien Transkriptions-/Translationssystem auf der Basis von E. coli-Lysaten
herzustellen. Die schwere und leichte Kette von MAK33 werden 16slich wie auch unldslich
im RTS synthetisiert. Die Aktivitdt des so exprimierten Antikorpers konnte mit Hilfe eines
ELISA nachgewiesen werden. Aktivitdt konnte nur gemessen werden, wenn fiir das RTS
wiahrend der Expression von MAK33 mit einer Disulfidisomerase supplementiert worden
war. Diese kann entweder co-exprimiert werden oder in nativer Form dem System beigefiigt
werden. Die hochste Aktivitit konnte durch Zugabe rekombinant erzeugter hPDI erzielt
werden. Friithere Riickfaltungsexperimente mit dem Fab-Fragment von MAK33 zeigten, dass
die Zugabe einer PDI die Reaktivierung denaturierter, reduzierter Fab-Molekiile erheblich
steigerte (Lilie et al., 1994). AuBBerdem konnten weitere in vitro Versuche belegen, dass fiir
die erfolgreiche Oxidation der Antikérperdomidne Cy3 eine PDI unbedingt von Néten ist
(Vinci et al., 2004). Allerdings gelang es bis heute nicht, ein vollstidndiges IgG- Molekiil unter
in vitro Bedingungen zu aktivieren oder assemblieren. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen,
dass auch die Herstellung eines intakten IgG nur moglich ist, wenn eine
Proteindisulfidisomerase zugegeben wird.

Durch Verdnderung der GSH:GSSG-Verhiltnisse wurden Redoxtitrationen durchgefiihrt, um
die Menge an aktiven Antikorper zu steigern. Unerwarteter Weise konnte am meisten aktiver
Antikorper unter reduzierenden Bedingungen hergestellt werden. Das steht im Widerspruch
zu den Ergebnissen, die Lilie et al. (1994) sowie Mayer et al. (2004) publiziert haben. In
diesen Féllen wurden die hochsten Reaktivierungsraten in in vitro Riickfaltungen mit Fab
unter oxidierenden Bedingungen erreicht. Auch widerspricht das in vivo Verhiltnis der
Redoxbedingungen im ER solchen Beobachtungen. Das Milieu des ER-Lumen ist weitaus
oxidativer als das des Cytosol. Das RTS basiert auf der cytosolischen Fraktion von E. coli.
Das GSH:GSSG-Verhiltnis ist dort etwa 100:1, das des ER hingegen nur 3:1 und somit
wesentlich oxidierender (Melnick & Argon, 1995). Der Hersteller des RTS (Roche,

Mannheim) macht keinerlei Angaben iiber das Redoxverhiltnis im RTS, aber man sollte



Ergebnisse und Diskussion -99 -

davon ausgehen konnen, dass das in vitro-Verhidltnis in etwa mit dem des lebenden
Organismus ibereinstimmt. Von dieser Vermutung ausgehend scheint das Ergebnis
verwirrend. Betrachtet man aber die Funktionsweise von Proteindisulfidisomerasen nicht nur
unter dem Aspekt der Disulfidneuverbriickung, sondern auch unter der Fahigkeit,
Disulfidbriicken zu isomerisieren, kann dieses Ergebnis zu einer Erkldrung gelangen. Wie u.
a. bei Wilkinson (Wilkinson et al., 2005) beschrieben, muss eine Proteindisulfidisomerase
reduziert vorliegen, um eine falsch verkniipfte Disulfidbriicke aufzubrechen und anschlie3end
neu zu kniipfen. Sollten sich also bei der Expression von MAK33 in einem auf E. coli
basierendem System disulfidverbriickte Aggregat- oder Intermedidrzustinde bilden, wie es
hdufig bei disulfidverbriickten Proteinen bei der rekombinanten Expression in E. coli zu
beobachten ist, besteht durch Reduktion der Disulfidisomerase die Moglichkeit diese
Zustinde aufzulésen und neu zu koordinieren. Genauer: Bei hPDI handelt es sich um ein
Mitglied der Oxidoreduktasefamilie. Diese Familie wird durch ein funktionelles CXXC-
Motiv charakterisiert (Edman et al., 1985). Die Cysteine des Motivs kdnnen entweder im
oxidierten Zustand aktiv sein, wenn sie bendtigt werden um Disulfidneuverbriickungen zu
katalysieren, oder in reduziertem Zustand, wenn sie die sog. Dithiol- Form annehmen. Das
CXXC-Motiv ermoglicht es dieser Enzymklasse Oxidationen, Reduktionen oder
Isomerisierungen zu katalysieren, jeweils abhdngig vom Redox-Zustand der katalytisch
aktiven Cystein-Paare (Wilkinson et al., 2005; Sevier & Kaiser, 2006). Wenn das
Cysteinmotiv in oxidiertem Zustand vorliegt, ist das Enzym in der Lage
Disulfidverbriickungen zu katalysierten. Liegt das Motiv aber im reduzierten Zustand werden
falsch ausgebildete Disulfide reduziert um sie dann wieder in korrekter Weise zu oxidieren.
Nach jedem dieser Katalyseschritte muss das Enzym in seinen reduzierten Zustand
zurlickkehren, um fiir die nichste Katalyserunde bereit zu sein. Fungiert hPDI als Oxidase,
wird sie von dem membranassoziierten Protein Erol (Frand & Kaiser, 1999) in ihrem
oxidativen Status gehalten. Wird das Protein allerdings als Reduktase oder Isomerase benotigt
wird es durch die Anwesenheit von GSH im reduzierten Zustand gehalten, um aktiv zu
bleiben. (Jessop & Bulleid, 2004). Fiir das RTS bedeutet das, dass der hochste Anteil an
aktivem Antikdrper erhalten werden kann, weil die hPDI wahrscheinlich eher als reduktive als
oxidative Aufgaben iibernimmt. Moglicherweise ist sie dementsprechend auch in der Lage die
schwere Kette, die sich den gelelektrophoretischen Analysen v.a. im unldslichen Teil der
Reaktion befindet (Abbildung 14), zu rekrutieren, um so verstéirkt der Aktivitit beizutragen.

Disulfidverbriickung in vivo ist ein kotranslationaler Prozess (Bergmann & Lodish, 1979).

Aber neben Proteindisulfidisomerasen scheinen Antikdrper mit einer groflen Anzahl weiterer
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ER-assoziierter Proteine zu interagieren. Darunter sind die Mitglieder der Hsp90- und Hsp70-
Familie zu zdhlen, Grp94 bzw. BiP (Melnick & Argon, 1995). Im Gegensatz zu bereits
publizierten Daten (Mayer et al., 2000) haben BiP und das bisher nicht getestete Grp94 im
RTS keinen nachweisbaren Einfluss auf die Expressionsmenge und die Aktivitdt von MAK33
gezeigt. Das RTS500 HY ist bereits mit den E. coli Chaperonkomponenten DnaK (Hsp70-
Familie) und GroE (Hsp60- Familie) angereichert. In diesem Zusammenhang ist darauf
hinzuweisen, dass bei frilheren Experimenten, die im RTS500 Circular Template Kit
durchgefiihrt werden, keine aktive Antikorperspezies nachgewiesen werden konnten (Frey,
2002). Dieses System ist im Gegensatz zur hier verwendeten RTS500 HY Reaktion nicht
angereichert mit DnaK/J- und GroE-Komponenten. Ubernihmen diese E. coli Chaperone die
Aufgaben von BiP und Grp94 im in vitro Ansatz, dann wiirde die zusétzliche Zugabe von BiP
und Grp94 keine positiven Effekte haben. Grund fiir solche Annahmen geben die
Komplexierungsversuche mit DnaK und Cy3, sowie Ergebnisse von Fab- Riickfaltungsassays,
in denen gezeigt werden konnte, dass DnaK einen positiven Effekt auf die Reaktivierung von
denaturiertem reduziertem Fab hat. Uberdies konnte eine positive Interaktion von DnaK mit
der Antikérperdoméne Cy3 in vitro nachgewiesen werden. Bei HPLC-Experimenten konnte
eine zumindest transiente Interaktion zwischen DnaK und Cy3 gezeigt werden, wie sie auch
vorher schon fiir BiP und Cy3 gezeigt werden konnte (Knarr et al., 1999). Da es sich beim
RTS um ein ER-freies Kompartiment handelt, BiP in vivo im ER am Translokon mit
naszierenden, ungefalteten Peptiden interagiert und Dnak das in E. coli vertretene Pendant
darstellt, konnten diese Versuche eine mdgliche Ubernahme der BiP-Aufgaben durch DnaK
darstellen.

Darum wire es sogar noch eher denkbar, dass Uberschiisse dieser ER-residenten Proteine,
BiP und Grp94, den Energichaushalt des Systems stdren, und zu einer Senkung der
Expression oder Aktivitit beitragen konnten. Des Weiteren arbeiten BiP und Grp94 in ihrer
Funktion als ER-Chaperone in vivo cotranslational und an eukaryotischen Ribosomen
(Johnson & van Waes, 1999), so dass sie moglicherweise im auf E. coli basierten RTS nicht
aktiv sind.

Die im RTS optimiert hergestellten MAK33-Molekiile sind korrekt gefaltete, heterotetramere
und disulfidverbriickte Antikorper. Interessant ware schlieSlich noch die Stabilitdt dieser
unglykosylierten Antikorper mit der Stabilitdt des authentischen Antikorpers zu vergleichen.
Zusammenfassend bleibt festzustellen, dass diese Daten zeigen, dass es gelang in einem
zellfreien auf E. coli basierendem Translations-/ Transkriptionssystem einen vollstindig

assemblierten MAK33 zu synthetisieren (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Faltungs- und Assemblierungsmodell des im RTS hergestellten MAK33.

Ausgehend von den Expressionsplasmiden der leichten und schweren Kette werden im CECF System in
Abwesenheit einer PDI keine aktiven Antikorperspezies synthetisiert. Die Zugabe von PDI und DnaK kann
Aktivitit gemessen werden, die von der Dimerisierung der leichten oder dem vollstindig synthetisierten
MAK33-Ig stammt.

Frithere Experimente haben gezeigt, dass Aktivitdit auch durch die leichte Kette allein
hervorgerufen werden kann (Morgan et al., 1995). Auch im Fall des RTS resultierte die
alleinige Expression der leichten Kette in messbaren Aktivitdten, die verglichen mit der
Aktivitit, entstanden durch die Coexpression von leichter und schwerer Kette, geringer war
(Frey, 2002).

Das RTS, angefangen bei der 2-Stufen- PCR bis hin zur Expression im 1 ml- Mafistab, stellt
ein sehr wirkungsvolles Werkzeug dar, um schnell vollstindig assemblierte und aktive
Antikorper fiir analytische und auch diagnostische Applikationen herzustellen. Ein grofler
Vorteil dieser Herstellungsmethode ist die Moglichkeit, den Antikorper beliebig durch
Mutationen zu  modifizieren. Hier sind neben der Untersuchung weiterer
Faltungshelferproteine auf ihre Eignung zur Ausbeutenerh6hung auch weitere Variationen der

Reaktionsparameter wie Temperatur und Additiva, wie L-Arginin, liberlegenswert
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3.2. Reaktivierung und Renaturierung von Fab in vitro

Die Faltung von Antikdrpern ist nicht nur unter wissenschaftlichen Gesichtspunkten
interessant. Das Wissen iiber die Faltungszustinde und -vorgidnge hat auch einen
betrachtlichen Einfluss auf die Herstellung von Antikérpern und deren Fragmente. Im ER,
dem Syntheseort von Antikorpern in Zellen des Immunsystems, werden immer wieder neue
Proteine entdeckt, die mit der Assoziation und Faltung von disulfidverbriickten Proteinen, und
moglicherweise direkt mit Antikérpern in Verbindung gebracht werden. In diesem Teil der
Arbeit wurden Riickfaltungsassays verwendet, um Proteine auf ihre Katalyseeigenschaften zu

untersuchen, die zum Teil in in vivo Studien von Kooperationspartnern entdeckt wurden.

3.2.1. Renaturierung von oxidativ entfalteten Fab

Wie bereits in fritheren Arbeiten beschrieben, faltet denaturiertes oxidiertes Fab spontan in
seine native Form mit Riickfaltungsraten von mehr als 50% zuriick (Lilie et al., 1994).

In dieser Arbeit wurde, um das System zu {iiberpriifen, Fab in GdmCl denaturiert. Die
Renaturierung erfolgte anschlieBend durch eine 1:100 Verdiinnung des entfalteten Proteins in
Renaturierungspuffer (0.1 M Tris/ HCI, pH 7.0). Die Riickfaltung erfolgte bei 16°C und
wurde mittels ELISA tberpriift. Wie in Abbildung 27 zu sehen ist, decken sich die hier

gemessenen Ergebnisse mit fritheren Beobachtungen.
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Abbildung 27: Spontane Rickfaltung von Fab

Fab (1 mg/ml) wurde in 6 M GdmCl, 0.1 M Tris/ HCI, pH 8.0 denaturiert. Die Renaturierung erfolgt nach 1:100
Verdiinnung in 0.1 M Tris/ HCI, pH 7.0 bei 15°C bei einer Endkonzentration [Fab] von 0,2 uM. Zu gegebenen
Zeitpunkten wurden Proben entnommen und mittels ELISA auf ihre Aktivitdt untersucht.

3.2.2. Renaturierung von reduziert entfalteten Fab

Wihrend oxidativ entfaltetes Fab spontan zuriickfaltet, kann reduziert entfaltetes Fab kaum
spontan zuriickgefaltet werden (Lilie et al., 1994). Aufbauend auf der Doktorarbeit von
Marcus Mayer (Mayer, 2003) wurde der Einfluss verschiedener Faltungshelfer auf die
Riickfaltung von reduziertem, denaturiertem Fab untersucht. Die Reaktivierung wurde wie
oben beschrieben durchgefiihrt, mit dem Unterschied, dass die Denaturierung zusétzlich unter
Einfluss von 0,3 M DTE und die Renaturierung unter Zugabe von 6 mM GSSG stattfand.
Unter diesen Bedingungen findet die Riickfaltung wesentlich langsamer statt, weshalb die
Renaturierung iiber einen Zeitraum von 48 Stunden beobachtet wurde. Wie bereits erwéhnt,

konnte unter diesen Bedingungen kaum spontane Riickfaltung beobachtet werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden fiir anschlieBende Versuche die Experimente von Lilie et al.
(1994), Mayer (1999) und Mayer et al. (2000, 2004) wiederholt und bestitigt. In Anwesenheit
von 3 mM DTT wurde hPDI etwa 10 min vor Beginn der Renaturierung aktiviert und
unmittelbar vor Beginn der Reaktion dem Renaturierungspuffer zugesetzt. Fab kann in
Anwesenheit von 0,5 uM hPDI (entspricht einem molaren Verhéltnis von hPDI/ Fab = 2,5:1)

zu etwa 20 % reaktiviert werden.
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Um den Einfluss von BiP auf die Reaktivierung zu bestitigen, wurde den
Renaturierungsansitzen 2 pM BiP (entspricht einem molaren Verhéltnis von BiP / Fab =
10:1) zugesetzt. AuBerdem enthielten die Ansdtze 500 puM ATP sowie ein ATP-
regenerierendes System, bestehend aus 10 mM Phosphokreatin und 3,5 U/100 pl

Kreatinphosphatase.
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Abbildung 28: Einfluss von PDI und BiP und die Rickfaltung von reduziertem Fab

Die Riickfaltung von Fab/red bei 16°C wurde gestartet durch 1:100 Verdiinnung in 0,1 M Tris pH 7.0, 6 mM
GSSG in Gegenwart von 3 uM BSA, und einem ATP regenerierenden System bestehend aus 500 uM ATP, 10
mM Phosphokreatin und 35 U/1 ml Kreatinphosphatase ( V) (ohne ATP wurden die gleichen Ergebnisse
erhalten); in Gegenwart von 2 uM BiP und dem ATP regenerierenden System (®) (ohne ATP wurden die
gleichen Ergebnisse erhalten); in Gegenwart von 0,5 uM PDI (0) und in Gegenwart von 2 pM BiP, 0,5 uM PDI
und dem ATP regenerierenden System (V). Die Reaktivierung wurde iiber ELISA bestimmt.

Wie aus Abbildung 28 ersichtlich wird, lag die Reaktivierung in Gegenwart von BiP bei etwa
13%. Wurde dem Renaturierungsansatz gleichzeitig hPDI und BiP zugesetzt, so konnte eine
Reaktivierung von knapp 50 % erreicht werden. In Anwesenheit von ATP ist ein
synergistischer Effekt zu beobachten (Mayer et al., 2000). Das bedeutet, dass es sich nicht nur
um einen additiven Effekt beider Faltungshelfer handelt, sondern um einen kooperativen.
Kontrollexperimente mit ATP allein und dem ATP-regenerierenden System alleine sowie mit
BSA und dem ATP regenerierenden System zeigten hingegen keinen Einfluss auf die
Riickfaltung.

Mit Hilfe dieses sensitiven und spezifischen Assay konnen Proteine schnell auf eine mdgliche
Oxidoreduktasefunktion getestet werden. Unter anderem wurden ein ER-Protein mit
weitestgehend unbekannter Funktion mit dem Namen smERpl von I. Braakman (Uttrecht,

Holland) und ein neu entdecktes Protein aus dem ER des Menschen mit dem vorgeschlagenen
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Namen LyTOR mit einem in vivo aktiven CXXC Motiv aus dem Labor von L. Hendershot
(Memphis, USA) wurden in diesem Assay auf IThre Wirkung untersucht. Des Weiteren wurde
der Einfluss von Calnexin als Teil der Qualitdtskontrolle auf mogliche positive Effekte in

diesem System getestet.

3.2.3. Renaturierung von reduziert entfalteten Fab durch LyTOR

Das ER-Chaperon BiP wird durch Cochaperone wie ERdj3. und BAP reguliert (Chung et al.,
2002; Shen & Hendershot, 2005). Es konnte auBBerdem gezeigt werden, dass diese und andere
Chaperone einen Multiproteinkomplex im ER ausbilden, durch den eine wirkungsvolle
Faltungsmaschine im ER aufgebaut wird. In diesem Komplex wurde im Labor von L.
Hendershot ein Protein entdeckt, das voraussichtlich den Namen LyTOR tragen wird. Dieses
Protein besitzt sechs konservierte Cysteine, u. a. in CXXC-Motiven. Wéhrend der
Zelldifferenzierung wird dieses Protein stark hochreguliert (personliche Information L.
Hendershot). Es stellte sich die Frage, ob das Protein aufgrund des CXXC-Motivs
Thioreduktase-Eigenschaften besitzt.

Zur Klarung dieser Frage wurde uns LyTOR (wt) und eine SXXS- Mutante in partiell
gereinigter Form zur Verfiigung gestellt. Beide Proteine wurden durch préparative

Gelfiltrationsldufe zur Homogenitit gereinigt (Abbildung 29).
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Abbildung 29: SDS-PAGE nach Gelfiltration der beiden LyTOR-Varianten
LyTOR Wildtyp (wt) und Mutante (Mt) wurden mittels GroBenauschluchromatographie aufgereinigt (4°C, 1
ml/min, SEC75). Der Reinheitsgrad wurde mittels 15%iger SDS-Page tberpriift. Als Marker wurde ein

RotiMark verwendet.

Der Oligomerisierungsgrad wurde mittels SEC-HPLC charakterisiert. Dazu wurden die

Proteine unabhingig voneinander auf einer analytischen Gelfiltration (SEC75 HPR, GE

Healthcare, Miinchen) untersucht. Die Proteine wurden in reduziertem, oxidiertem und

unbehandeltem Zustand auf die Sédule aufgetragen. Die Konzentrationen der Proteine auf der

HPLC entsprachen denen, die auch anschlieend im Riickfaltungsansatz eingesetzt wurde (5

uM).
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Abbildung 30: Analytische Gelfiltration der beiden LyTOR- Varianten.
(A) LyTOR Wildtyp. Die unbehandelte Variante eluiert nach 21 Minuten als Monomer. Weitere
Oligomerisierungszustinde sind bei Minute 16 und 17 zu sehen ( - ). Reduktion des Wildtyps fithrt zu

Dissoziation oligomerer Spezies ( - )

(B) LyTOR Mutante. Sowohl die unbehandelte als auch reduzierte Probe eluieren bei Minute 21 als Monomer.
Weitere Oligomerisierungszustinde sind nicht zu sehen. ( - und - ).
SEC75 HPR, Laufgeschwindigkeit: 0,5 ml/min; 5 uM Protein / Auftrag, GroBenabschitzung mittels HPLC-
Eichstandard. Reduzierte Proteine wurden 30 Minuten vor jedem Lauf mit DTT inkubiert.

35
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Abbildung 30 zeigt die Auswertung der analytischen Gelfiltration. Der Unterschied der
beiden LyTOR-Varianten konnte hier verdeutlicht werden. Der Wildtyp wies im
unbehandelten, wie auch im oxidierten (nicht gezeigt) Zustand das gleiche Laufprofil auf. Im
Elutionsprofil erscheinen drei Peaksignale (Doppelpeak zwischen Minute 16 und 17, einfach
symmetrischer Peak bei Minute 21). Wurde das Protein reduziert, konnte nur noch ein
Peaksignal bei Minute 21 aufgenommen werden. Die Mutante mit dem verdnderten
Cysteinmotiv (Lys-Mutante) wies lediglich einen Peak auf, sowohl im unbehandelten,
reduzierten und oxidierten (nicht gezeigt) Zustand auf.

Sowohl fiir Abbildung 30 A) als auch fiir B) konnten die Peaks bei einer Elutionszeit von 21
Minuten mit Hilfe des HPLC-Eichstandards dem Monomer zugeordnet werden. Im Fall des
Doppelpeaks in Abbildung 30 A) entsprachen die Peaks nach einer Elutionszeit von 16 bzw.
17 Minuten einem Hexamer bzw. Tetramer.

Die beiden LyTOR- Varianten wurden anschlieBend im Riickfaltungsansatz auf ihre
enzymatische Aktivitdt hin untersucht. Die Riickfaltungsbedingungen entsprachen den oben
beschriebenen. Die Proteine wurden in Gegenwart von Reduktionsmitteln vor Beginn der
Reaktion bei Raumtemperatur inkubiert und einer Verdiinnung von 1:10 in der Reaktion

eingesetzt, so dass die Endkonzentration wihrend der Riickfaltung 0,5 pM entsprach.
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Abbildung 31: Einfluss von LyTOR wt und mt auf die Rickfaltung von reduziertem Fab

Die Riickfaltung von Fab/red bei 16 °C wurde gestartet durch 1:100 Verdiinnung in 0,1 M Tris pH 7.0, 6mM
GSSG. Proteine, die vor Beginn der Riickfaltung reduziert oder oxidiert wurden, wurden 30 Minuten vor Beginn
der Reaktion bei Raumtemperatur mit dem entsprechenden Redoxiquivalent inkubiert. Die Auswertung erfolgte
mittels ELISA.

Abbildung 31 zeigt die Auswertung des Riickfaltungsprozesses unter Einfluss von LyTOR.

Wihrend die Mutante weder in unbehandeltem, reduziertem noch oxidiertem Zustand die
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Riickfaltung beeinflusst, unterstiitzt der Wildtyp die Reaktion in reduziertem Zustand. Als
Kontrollen (Fab ohne Additiva, hPDI) wurden iiber den Zeitraum der Riickfaltung
mitverfolgt. Da LyTOR anders als hPDI nur ein CXXC-Motiv besitzt, ist die Effizienz dieses

Proteins moglicherweise deshalb im Vergleich geringer.

3.2.3. Der Einfluss von smERp1 auf die Ruckfaltung von Fab

Das Protein smERp1 war bis zum Zeitpunkt der Abgabe dieser Doktorarbeit noch nicht in der
Literatur in Erscheinung getreten. Es wurde in I. Braakmans Arbeitskreis entdeckt. Die
einzige Information, die bis dato vorlag, war dass es in Immunoprézipitationen mit Proteinen
des Multichaperonkomplexes des ER detektiert werden konnte. Um zu bestimmen, ob das
Protein die Fab-Reaktivierung unterstiitzt, wurde es in dem Riickfaltungsassay eingesetzt. Das
Protein wurde im Reaktivierungsansatz in einer Endkonzentration von 0,5 uM verwendet, und
30 Minuten vor dem Start der Reaktion mit 10 mM DTT reduziert. Als Kontrollen wurden die
Riickfaltungen von Fab alleine und von Fab mit hPDI mitverfolgt. Zusétzlich wurde
iiberpriift, ob smERpl einen Einfluss auf die Aktivitit von hPDI hat. Uber Struktur,
Aminosiureanzahl und Molekulargewicht von smERp1 lagen keine Daten vor. Uber SDS-
PAGE konnte eine Gréfle von ca. 20 kDa abgeschétzt werden (Daten nicht gezeigt). Eine
ungefdhre Konzentrationsabschédtzung musste mittels Bradford erfolgen, da keine Daten zum

Extinktionskoeffizienten vorlagen.
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Abbildung 32: Einfluss von smERp1 auf die Riickfaltung von reduziertem Fab

Die Riickfaltung von Fab/red bei 16 °C wurde gestartet durch 1:100 Verdiinnung in 0,1 M Tris pH 7.0, 6 mM
GSSG. PDI und smERp1 wurden 30 Minuten vor Beginn der Reaktion mit 10 mM DTT bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Auswertung erfolgte mittels ELISA.
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Wie in Abbildung 32 zu sehen, unterstiitzt smERpl die Reaktivierung von Fab. Wurde
smERpl vor Beginn der Riickfaltung nicht mit DTT behandelt, konnte keine messbare
Reaktivierungsteigerung gegeniiber der Kontrolle (Fab alleine) gemessen werden (Daten nicht
gezeigt). Das Reaktivierungspotential von reduziertem smERp1 liegt in diesem Assay bei ca.
11,8%, somit knapp 7% unter dem von hPDI. In Kombination von smERp1 mit hPDI wurden
ca. 14% Riickfaltungseffizienz erreicht. Allerdings scheint bei Betrachtung der Reaktivierung
der ersten 6 Stunden ein deutlicher Unterschied zur Reaktivierung unterstiitzt durch hPDI

vorhanden zu sein.
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Abbildung 33: Einfluss von smERp1 auf die Riickfaltung von Fab
Versuchsanordnung wie in Abbildung 32, aber zeitlich nur iiber 6 Stunden aufgelst

Die Aktivitdt von hPDI resultiert in einer Reaktivierung von ca. 10% nach sechs Stunden, also
gut der Hélfte des nach 48 Stunden gemessenen Endwertes. Den gleichen
Reaktivierungserfolg nach sechs Stunden sieht man in der Kombination von hPDI und
smERp1. Nach 48 Stunden hingegen war diese Kombination der alleinigen Zugabe von hPDI

um etwa 2,6% unterlegen, der von smERp1 alleine hingegen um 2,4% iiberlegen.

3.2.4. Der Einfluss von Calnexin und ERp57 auf die Ruckfaltung von Fab

Calnexin (Cnx) ist ein membranstindiges Lectin aus dem ER und Teil der priméren
Qualitdtskontrolle (Herrmann et al., 1999). Neben einer Interaktion in vivo mit hPDI wird
diesem Protein eine Wechselwirkung mit der zweiten prominenten Proteindisulfidisomerase
in Eukaryonten, ERp57, zugewiesen (Oliver et al., 1999). Neben dem I6slichen Calreticulin

interagiert auch Calnexin mit monoglykosylierten Glykoproteinen (Hammond & Helenius,
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1994), und somit mit nahezu allen im ER hergestellten Glykoproteinen. Als Chaperon und
Teil der Qualititskontrolle sollte die Funktion von Calnexin im Riickfaltungsansatz in vitro
untersucht werden. Da es sich bei Cnx weder um eine ATPase noch um ein Protein mit
CXXC Motiv handelt, sondern um ein Chaperon, das an der Retention oder Freisetzung eines
Substratproteins beteiligt ist (Ellgaard & Frickel, 2003), und in dieser Funktion in
Multiproteinkomplexen in Kontakt steht, ist eine Interaktion mit der Proteindisulfidisomerase
ERp57 durchaus auch in vitro denkbar (Williams, 2006).

ERp57 ist eine der beiden prominenten Proteindisulfidisomerasen im ER von Eukaryonten. Es
unterscheidet sich strukturell von hPDI lediglich in einem sauren C-Terminus. In der
Doktorarbeit von Dr. Marcus Mayer (Mayer, 2003) konnte bereits gezeigt werden, dass
ERp57 nahezu den gleichen Effekt wie hPDI auf die in vitro Reaktivierung von Fab hat.

Nach Expression und Reinigung (vgl. 2.5.7.3) konnte Calnexin im Riickfaltungsansatz
eingesetzt werden. ERp57 wurde von Marcus Mayer (TU Miinchen) aufgereinigt. Der
Riickfaltungsansatz wurde wie oben beschrieben durchgefiihrt. Cnx wurde als GST-Fusion in
einer 1:1 Stochometrie zu ERp57 eingesetzt (s. oben).Vor Beginn der Reaktion wurde ERp57
30 Minuten mit 10 mM DTT bei Raumtemperatur inkubiert, und direkt vor dem Start der

Reaktion zugesetzt.
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Abbildung 34: Einfluss von Cnx auf die Rickfaltung von Fab

Die Riickfaltung von Fab/red bei 16°C wurde gestartet durch 1:100 Verdiinnung in 0,1 M Tris pH 7.0, 6 mM
GSSG und im Fall der BiP (2 uM). Cnx wurde in dquimolarer Konzentration eingesetzt (2 uM); hPDI wurde 30
Minuten vor Start der Reaktion mit 10 mM DTT reduziert; Endkonzentration hPDI = 0,5 uM. Die Reaktivierung
wurde tiber ELISA bestimmt.

Abbildung 34 zeigt, dass Cnx im Riickfaltungsassay keinerlei Auswirkung auf das System

hat. Die Reaktivierungsraten von Fab verdndern sich nicht durch die Zugabe von Cnx, alleine
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oder in Kombination mit BiP und/ oder hPDI oder ERp57. Nicht gezeigt sind Bedingungen
mit Cnx und BiP ohne ATP, da sich auch diese Ergebnisse verglichen mit den Experimenten
mit BiP alleine nicht unterscheiden (vgl. Abbildung 28).

Interessant in diesem Zusammenhang scheint, dass zwischen BiP und ERp57 (~38%
Reaktivierung) nicht der fiir BiP und hPDI (~49% Reaktivierung) beschriebene synergistische
Effekt vorliegt, sondern lediglich ein additiver (Mayer et al., 2004; Mayer et al., 2000).

Um die in vivo beschriebene Partnerschaft von Cnx und ERpS57 fiir die in vitro Ansétze zu
tiberpriifen wurden Immunoprézipitationen (IP) durchgefiihrt, um festzustellen ob Cnx mit
ERp57 in stabile Wechselwirkungen treten kann.

Dazu wurden ca. 10 pg von Cnx und ERp57 gemischt und unter physiologischen
Pufferbedingungen (10 mM Hepes, 150 mM NaCl, 5 mM CaCl,, pH 7,5). Die IP wurde
(entsprechend Punkt 2.4.10.) bei 0°C, 25°C und 30°C fiir 30 Minuten Inkubationzeit
durchgefiihrt. Je nach Interaktionspartner und verwendetem Antikdrper wurde dem Ansatz
Protein-A oder G-Sepharose zugegeben. Zur Detektion wurde ein Westernblot durchgefiihrt,
bei dem der jeweils andere Interaktionspartner mittels spezifischen Antikdrpers nachgewiesen
werden sollte. Die entsprechenden SDS-Gele waren 12,5%ig, als Léngenstandard wurde

RotiMark (Roth, Karlsruhe) verwendet.
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Abbildung 35: Immunoprazipitation von ERp57 und Cnx

Die Wechselwirkung zwischen Cnx und ERp57 wurde in zwei unabhiangigen Immunopréizipitationen untersucht.
A) ERp57 spezifische Detektion, Cnx wurde mittels Anti-GST-Antikorper an Protein-G-Sepahrose gekoppelt.
Der Nachweis fiir ERp57 mittels Anti-Hiss-POD Konjugat war negativ

B) Cnx spezifische Detektion, ERp57 wurde mittels Anti-His-Antikdrper an Protein-A-Sepahrose gekoppelt. Der
Nachweis fiir Cnx mittels Anti-GST-Antikdrper und anschlieBender POD-Reaktion war negativ.

Die Positivkontrollen in beiden Féllen waren positiv.

Je 20 ug von ERp57 und Cnx wurden fiir die Inkubation eingesetzt bei 1) 4°C, 2)25°C und 3) 30°C.

Abbildung 35 zeigt das Ergebnis der Immunoprizipitationen zwischen ERp57 und Calnexin.
Es konnte keine Interaktion zwischen den beiden Proteinen festgestellt werden. Auch mittels
anderer Methoden (HPLC, Biacore) konnten keine Wechselwirkungen beider

Reaktionspartner beobachtet werden.
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3.2.5. Diskussion der in vitro Ruckfaltung von Fab

In vivo beginnt die Faltung und Dimerisierung von Antikdrpern bereits wahrend der
Translation am Ribosom, die vollstindige Oxidation der Antikorperketten wird jedoch erst
nach Vollendung der Translation beendet (Bergmann & Lodish, 1979). Dabei interagieren die
Antikorperketten mit PDI, welche die Bildung und Isomerisierung der Disulfidbriicken
katalysiert (Freedman & Nadler, 1991). Wie bereits in fritheren Arbeiten gezeigt wurde, hat
PDI auch bei der in vitro Riickfaltung eines Fab-Fragments einen positiven Effekt auf die
Reaktivierung. Dieser Effekt ist auf die Isomeraseaktivitit von PDI beschrinkt und wird nur
erzielt, wenn PDI bereits am Anfang der Riickfaltungsreaktion vorhanden ist (Lilie et al.,
1994). Ausgehend von dieser Arbeit wurde spekuliert, dass das ER residente Hsp70 Chaperon
BiP die Aufgabe haben konnte, die ungefalteten Antikorperketten zu binden und somit
Cysteinreste von Ig und anderen im ER gebildeten Proteinen langer fiir PDI zugénglich zu
halten (Knarr et al., 1995). In dieser Arbeit wurden deshalb Experimente durchgefiihrt, die die
Rolle von BiP und hPDI bei der Antikorperfaltung weiter aufkldren sollten. Es konnte in
fritheren Arbeiten gezeigt werden, dass BiP und hPDI einen synergistischen Effekt bei der
Riickfaltung des Fab-Fragments haben. Dieser Effekt ist bei BiP und ERp57, der anderen im
menschlichen ER befindlichen Oxidoreduktase nicht zu finden und lediglich additiv (Mayer et
al., 2004). Das bedeutet, dass sich die positiven Effekte der beiden Proteine lediglich
erginzen, der Prozess aber nicht kooperativ zu sein scheint.

Ein bisher nicht beschriebenes Enzym, LyTOR, mit dem fiir PDIs typischen CXXC- Motiv,
wurde, verglichen mit einer Cysteinmutante, auf seine Oxidoreduktaseeigenschaften hin
untersucht. /n vivo Experiment haben dargelegt, dass es in der Zelle im oligomeren Zustand
an der Ausbildung von Disulfidbriicken beteiligt ist. HPLC-Experimente haben bestétigt, dass
der Wildtyp in verschiedenen Oxidationsstufen in unterschiedlichen Oligomerisierungsstufen
vorliegen kann. In den Riickfaltungsansitzen von Fab =zeigte die Lys-Mutante
erwartungsgemill weder in unbehandeltem, reduzierten oder oxidierten Zustand Aktivitdt in
der Fab- Reaktivierung. Der LyTOR- Wildtyp unterstiitzte jedoch im reduzierten Zustand die
Riickfaltung von Fab. Der Oligomerisierungszustand in vitro und in vivo scheint sich dabei zu
unterscheiden (miindliche Mitteilung Yuichiro Shimazu, L. Hendershots Arbeitskreis). Ein
kooperativer Effekt mit BiP, wie es fiir hPDI beschrieben ist (Mayer et al., 2000), war nicht
festzustellen. Um weiter in die Funktionsweise von LyTOR Einblick zu erhalten, sollten auch
hier Redoxtitrationen durchgefiihrt werden. Ebenso sollte der Einfluss auf das oxidativ

entfaltete Fab-Fragment getestet werden. Auch ist noch nichts iiber eine Spezifitit des
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Proteins bekannt So ist nicht klar, ob das Protein eine positiven Einfluss nur auf bestimmte
oder alle reduzierten Cysteine des Substrats ausiibt.

Da zum Zeitpunkt dieser Doktorarbeit wenig liber das Protein bekannt war (u. a. kein Eintrag
bei www.expasy.org) kann iiber die eigentliche Funktion lediglich spekuliert werden. Da es
Teil des Multichaperonkomplexes im ER zu sein scheint, besitzt dieses Protein
moglicherweise lediglich unterstiitzende Aufgaben. Es sollte darauf hingewiesen werden, dass
LyTOR in Immunoprézipitationen (durchgefiihrt durch Yuichiru Shimazu, L. Hendershots
Arbeitskreis) und wahrend der Gelfiltrationsldufe in Anwesenheit von DTT in monomeren
Zustand war, in vivo befindet sich das Protein unter diesen Bedingungen allerdings auch in
multimerem Zustand. Dieser in vitro Zustand ist dementsprechend auch fiir die
Riickfaltungsansidtze anzunehmen, da das Protein hierfiir entsprechend den HPLC-
Experimenten behandelt wurde. Das bedeutet, dass LyTOR in diesen in vitro Experimenten
nicht die gleiche Aktivitit (~8%) wie die von hPDI (~18%) erreichen wiirde. Nichts desto
trotz zeigt LyTOR eine CXXC motivabhiangige Induktion der Riickfaltungsaktivitét, wodurch
anzunehmen ist, dass das Protein als Oxidoreduktase agieren kann.

Das Enzym smERpl von 1. Braakmans Arbeitskreis, das im Rahmen einer Kooperation in
Riickfaltungstests eingesetzt wurde, ist in der Lage, die frithe Phase der Fab-Riickfaltung zu
beschleunigen, ist aber in der Endeffizienz hPDI unterlegen. Im Zusammenspiel der beiden
Proteine ist eine negative Kooperativitit zu beobachten. Das Enzym smERp1 inhibiert die
positiven Effekte der hPDI, da sich moglicherweise beide Proteine bei der Reaktivierung in
den gerade notigen Redox-Zustand behindern.

Die Zugabe von reduziertem smERpl resultierte in den ersten vier Stunden in einer
erheblichen gesteigerten Reaktivierungsgeschwindigkeit. Entsprechend Abbildung 33 lag
diese gesteigerte Geschwindigkeit bei ca. 30% gegeniiber hPDI nach 4 Stunden, allerdings
war zu diesem Zeitpunkt dann auch die maximale Reaktivierungsunterstiitzung durch
smERpl erreicht. Nach spitestens zehn Stunden wurde hPDI in der Kombination anscheinend
durch smERpl gehemmt (Abbildung 32). Diese Ergebnisse zeigten, dass die Reaktivierung
durch smERp1 in vitro einen der durch hPDI katalysierten Reaktion zeitlich vorgeschalteten
Prozess darstellt. Die Inhibierung von hPDI konnte bedeuten, dass der Wechsel von
reduziertem zu oxidiertem Zustand in den katalytisch aktiven CXXC-Motiven beeintrachtigt
ist, z.B. durch Ausbildung von Disulfiden zwischen den beiden Proteinen. Die katalytisch
hohere Anfangsgeschwindigkeit von smERpl wiederum deutet darauf hin, dass das
katalytische Zentrum dieses Proteins schneller wieder in den aktiven Ausgangszustand

zurickkehrt.
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Leider konnten keine weiteren Messungen unter unterschiedlichen Bedingungen getestet
werden, wie z.B. Verdnderung der Redoxbedingungen im reduzierenden Bereich wihrend der
Inkubation oder unterschiedliche Konzentrationen von smERpl, da zu wenig Protein zur
Verfiigung stand.

Die fiir in vivo Experimente beschriebenen Wechselwirkungen von Cnx und ERp57 (Ellgaard
& Frickel, 2003) haben sich hier, weder fiir die Fab-Riickfaltung noch in
Interaktionsmessungen, bestitigt. Ein direktes Wechselspiel der beiden rekombinant in E. coli
exprimierten Proteine konnte weder in Immunoprézipitationen (Abbildung 35) noch bei
HPLC-Experimenten (nicht dargestellt) gezeigt werden. Da Cnx in vivo mit glykosyliertem
Proteinen interagiert (Ellgaard & Helenius, 2001), ist eine Interaktion in vitro kaum denkbar,
da rekombinantes ERp57 und auch Fab zum Einen keine Zuckerreste trigt und zum Anderen
die im IgG normalerweise glykosylierte Cy2- Doméne (Abbildung 2) fehlt. David Williams
Arbeitskreis hat in vivo Aktivitdten mit diesem Cnx-Konstrukt publizieren konnen, allerdings
wird es 16slich in E. coli exprimiert, ist aber in vivo membranstindig (Danilczyk & Williams,
2001; Williams, 2006; Zhang et al., 2006). Moglicherweise konnen Wechselwirkungen auch
nicht festgestellt werden, da diese Membranstindigkeit oder die zustindige Domine fiir
Interaktionen mit PDI, ERp57 und/ oder Fab unbedingt von Néten ist (Zhang et al., 2006). Im
Zusammenhang mit der Riickfaltung, unterstiitzt durch ERp57 und BiP, konnte kein
synergistischer Effekt festgestellt werden, wie er fiir BiP und hPDI festgestellt wurde (Mayer
et al., 2000). Strukturell unterscheiden sich hPDI und ERp57 dadurch, dass ERp57 C-terminal
iiber einen sauren Aminosédureanteil verfligt (Oliver et al., 1999). Mdglicherweise ist dieser
fehlende Teil der Grund fiir die Kooperativitdit von BiP und hPDI, bzw. der Grund der
Interaktion der Lectine mit ERp57 und nicht, soweit beschrieben, mit hPDI (Ellgaard &
Frickel, 2003). Um diese Frage zu losen, miissten Bindungstudien, z. B. durch Anisotropie,
HPLC-Experimente oder Biacore, der jeweiligen Faltungshelfer, u.a. in Anwesenheit von
Substraten oder Substratpeptiden, durchgefiihrt werden.

Als Problem fiir die angefiihrten Versuche konnte sich der an Calnexin befindliche GST-tag
erweisen, der eine Interaktion zwischen Calnexin und ERp57 negativ beeinflussen kdnnte. Da
aber fiir diese Immunoprizipitationen kein Cnx-spezifischer Antikorper vorlag, musste Cnx
iiber einen GST-spezifischen Antikorper an die Tragermatrix gekoppelt werden.
Moglicherweise muss die Bindung von Cnx an ERp57 aber auch induziert werden, durch ein
drittes Molekiil, z. B. ein Immunglobulin. Die Proteinkonzentration in vivo im ER liegt, wie
bereits erwdhnt, bei >100 mg/ml, in Antikdrper produzierenden Zellen sogar noch weitaus

hoher (Ellgaard & Helenius, 2001). Sollte die Komplexierung von ERp57 und Cnx ein
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konzentrationsabhéngiger Prozess sein, noch dazu unter Stressbedingungen, ist die
Immunoprézipitation ausgehend von einer in vitro Inkubation im ERG mit 200 — 300pg / ml
nicht die geeignete Methode um diese Interaktion festzustellen.

Um den Einfluss dieser und anderer ER-prisenter Faltungshelfer weiter analysieren zu
konnen, miisste die Riickfaltung eines vollstindigen Immunglobulins gelingen, das
moglicherweise an der Cy2 Domine glykosysliert vorliegt. Weitere Untersuchungsmethoden,
wie z.B. Anisotropie, konnten dabei auch helfen, potentielle Wechselwirkungen aufzudecken.
In einigen Immnuoprézipitationsexperimenten mit ER-resindeten Chaperonen wurde deutlich,
dass die Proteine mit der Zuckermatrix der Antikorper (Protein- A/G- Sepharose/ Agarose;
Daten nicht gezeigt) interagierte, so dass Auswertungen nicht méglich waren.

Allerdings konnten die Ergebnisse dieses Kapitels auch darauf deuten, dass die Riickfaltung
eines gesamten Immunglobulins bisher nicht gelang, gerade weil die Anwesenheit eines
Lectins fiir eine solche Applikation von Noéten ist. Bisher gibt es zwar keine Evidenzen, dass
Lectine auch mit Antikdrpern interagieren, jedoch sind diese eben auch glykosyliert, was die
Voraussetzung fiir eine solche Interaktion darstellt (Ellgaard et al., 2004). /n vivo zumindest
funktioniert ein Grofteil Qualitédtskontrolle iiber die Glykosylierung vom Substrat (Ellgaard &
Helenius, 2001). Zudem ist die Proteinkonzentration im ER weitaus hoher als die in den
Riickfaltungsansitzen (Faktor 1000), in Antikorper produzierenden B-Zellen sogar noch
hoher (Ellgaard & Helenius, 2001; Ellgaard & Frickel, 2003). Des Weiteren muss eine
bestimmte Mindestmenge der leichten und schweren Kette im ER in vivo vorhanden sein
(Knarr et al., 1995), damit der Ig- Faltungsprozess erfolgreich ablduft. Und um den Einfluss
der Lectine in vitro zu untersuchen mag es sinnvoller sein, das Cnx verwandte Calreticulin in
diesen Experimenten einzusetzen (Williams, 2006), da es in ldslicher Form im ER vorliegt.
Alles in Allem miissen sind die Riickfaltungsexperimente unter Einbezug der gesamten
Faltungsmaschinerie in vielen Punkten variiert werden, um weitere Einfliisse, die diesen
Prozess unterstiitzen, abzudecken.

Fir die Analyse ER-residenter Chaperone und Oxidoreduktasen ist diese
Riickfaltungsmethode sehr gut geeignet, da sich die Reaktion unkompliziert darstellen lésst,
es sich um ein offenes System handelt und kaum volumenbeschriankt ist. Es lassen sich
beliebig viele Komponenten hinzufiigen, die Konzentrationen der Teilnehmer sind frei
variabel, die Redoxbedingungen sind beliebig einstellbar und unspezifische

Proteininteraktionen beeinflussen die Reaktion nicht.
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3.3. Charakterisierung von Grp94

Grp94 ist das ER-residente Paralog der Hsp90-Chaperonfamilie. /n vivo unterstiitzt es die
Reifung und Faltung von ITummunglobulinen oder dem Toll-like Rezeptor (Melnick et al.,
1992). Grp94 unterscheidet sich primdr von anderen Mitgliedern der Hsp90-Familie v.a.
durch die Lokalisation und des dadurch bedingten Redox-milieus. Die Aktivitidt des
molekularen Chaperons Grp94 aber wird dhnlich wie bei den anderen Mitgliedern der Hsp90
Familie durch einen ATP-abhingigen Zyklus reguliert (Soldano et al., 2003). Die Bindung
von ATP und ADP erfolgt im N- terminalen Bereich des Proteins (Immormino et al., 2004;
Soldano et al., 2003). Ob das Protein ATP nur bindet oder auch hydrolysiert, ist noch unklar
(Li & Srivastava, 1993). Deshalb sollten in diesem Teil Untersuchungen beziiglich der Grp94-
Nukleotidbindung, des ATPase Zyklus und der Chaperonaktivitdt durchgefiihrt werden.

3.3.1. Sekundarstruktur und thermische Stabilitat von Grp94

Nach Expression, Reinigung und positiver Detektion mittels Westernblot (vgl. 2.5.7.1), sowie
massenspektrometischer Analyse, konnte Grp94 proteinchemisch charakterisiert werden. Dem
fir die folgenden beschriebenen Versuche verwendeten Grp94 fehlt die ER-
Lokalisationssequenz, wodurch sich ein molekulare Masse von 90221 Da ergibt.

Um Informationen iiber die Struktur und Oligomerisierung zu erhalten, wurden CD- und
fluoreszenzspektroskopische ~ Methoden, sowie spéter beschriecben HPLC- und
Sedimentations-Experimente mittels analytischer UZ durchgefiihrt.

Fiir die CD-Spektroskopie (vgl. 2.6.3.) wurden 0,26 mg/ml in 10 mM Natriumphosphatpuffer
eingesetzt. Das Spektrum wurde bei 20°C 15 mal akkumuliert, und anschlieBend mit dem
Computerprogramm CDNN auf Sekundérstrukturanteile analysiert. Dieses Programm gibt

anhand von Vergleichsdaten Auskunft Verteilung von Sekundirelementen.
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Abbildung 36: FernUV- CD Spektroskopie von GRP und Auswertung mittels CDNN

Grp94 wurde in 10 mM Natriumphosphatpuffer bei 20°C mit 0,26 mg/ml mittels CD-Spektroskopie auf
Sekundarstrukturanteile untersucht. Das Spektrum zeigt die Mittelung von 15 Akkumulationen. Die Tabelle gibt
Auskunft iiber die prozentuale Verteilung von Sekundérstrukturelementen, errechnet mittels CDNN

Das FernUV-CD Spektrum (Abbildung 36) zeigt zwei lokale Minima bei 220 nm und 207
nm, und ein Maximum bei 193 nm. Die Auswertung ldsst auf einen hohen Anteil a-helikaler
Bereiche schlieen. Mit Hilfe des Programms CDNN konnten a-helikale Strukturanteile von
ca. 18% zugeordnet werden. Das lokale Minimum bei ca. 220 nm wurde fiir die Untersuchung
der thermischen Stabilitét fiir den Messbereich zwischen 20°C bis 80°C im FernUV-Bereich
der CD-Spektroskopie verwendet.
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Abbildung 37: CD- Temperaturiibergang von Grp94

Grp94: 0,26 mg/ml; 10 mM Natriumphosphatpuffer Autheizrate 10°C/h; Aufgenommen wurde bei 220 nm.
(Rot: nicht lineare Regression). Durchgezogen Linie entspricht der thermischen Denaturierung, die gepunktete
der thermischen Renaturierung.

Die Schmelztemperatur (Ty,) von Grp94 liegt bei ca. 56°C, und die thermische Entfaltung ist
nicht reversibel. Die Messungen wurden auch bei anderen Wellenldngen (207 nm und 193
nm) mit dem gleichen Ergebnis durchgefiihrt. AnschlieBende ATPase-Aktivitétstests haben
gezeigt, dass das Protein nach dem Versuch der Riickfaltung nach thermischer Entfaltung
irreversibel inaktiv ist (Daten nicht gezeigt).

Verglichen mit dem cytosolischen Hefe-Hsp90 (Scheibel et al., 1998; Jakob et al., 1995) liegt
die Ty, von Grp94 ca. 6°C tiefer.

3.3.2. Untersuchung der Quartarstruktur und des Faltungszustands von Grp94

Grp94 ist als aktives Protein als Dimer beschrieben, dessen Dimerisierungsstelle, wie bei
cytosolischem Hsp90, im C-terminalen Bereich des Proteins lokalisiert ist (Wearsch &
Nicchitta, 1997; Minami et al., 1994). Um dies anhand des hier isolierten Grp94 zu
untersuchen, wurde die Oligomerisierung mittels Gleichgewichtszentrifugation untersucht.

Dazu wurden SuM Grp94 und iiber 48 Stunden bei 8500 g 5°C zentrifugiert.
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Abbildung 38: Gleichgewichtszentrifugation von Grp94

Die Detektion des Proteins erfolgte iiber UV-Absorption bei 280 nm. Die Laufgeschwindigkeit war 8500 g bei
5°C und es wurde ein Ti60-Rotor verwendet. Als Puffer wurde PBS, pH 7,5 benutzt. Die Auswertung der Daten
erfolgte mit Hilfe des Softwarepakets Origin. In der Abbildung ist der Konzentrationsgradient gezeigt. Im
unteren Teil der Graphik sieht man die Abweichung der Messwerte der Kurve, die durch die Datenanalyse
erzeugt wurden.

Aus den Daten der Gleichgewichtszentrifugation lief3 sich ein Molekiilmasse von 179 900 Da
errechnen (Abbildung 38). Dieser Wert entspricht mit einer Abweichung von 400 Dalton der
GroBe zweier Monomere. Demnach kann davon ausgegangen werden, dass Grp94 in dieser
Konzentration als Dimer vorliegt.

Des Weiteren wurde die Quartérstruktur in Gegenwart von Nukleotid untersucht. Dabei
wurde das  ATP-analog = AMP-PNP verwendet, das an Stelle der
Phosphorsédureanhydridbindung zwischen dem f- und 7y- Phosphat des ATP eine
Diimidbindung aufweist, die die Hydrolyse durch ATPasen nahezu ausschlie3t. Diese
Analyse erfolgte zundchst iiber HPLC- GroBenausschlusschromatographie. Dazu wurden 5 pg
des Proteins auf eine Superdex 200 HR-Séule aufgetragen und die Elutionszeit mit Hilfe von
Fluoreszenzdetektion bestimmt. Im Fall des nukleotid-gebundenen Proteins wurde Grp94 15
Minuten vor dem Auftrag auf die Siule mit 0,5 mM des jeweiligen Nukleotids bei

Raumtemperatur inkubiert
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Abbildung 39: HPLC von Grp94 in nukleotid-gebundener und -ungebundener Form

Das Laufverhalten der Proteine wurde iber Fluoreszenzdetektion verfolgt. Dazu wurde eine
Anregungswellenldnge von 280 nm und eine Emissionswellenlédnge von 340 nm verwendet. Es wurde der HKM
Laufpuffer verwendet. Gezeigt sind die Laufe von Grp94 (_ ), Grp94 mit ADP (0,5 mM) (......... ) und Grp9%4
mit AMP-PNP (0,5 mM) (__ ). Die Flussrate betrug 0,4 ml/min.

Die unterschiedlichen Formen von Grp94 eluierten ausschlielich als symmetrische Peaks,
was darauf hinwies, dass sie eine definierte Quartérstruktur aufweisen (Abbildung 39). Die
Elutionszeit von 15,19 Minuten fiir die Nukleotid ungebundene Spezies und 15,21 Minuten
fiir die Nukleotid gebundenen Spezies deuteten im Vergleich mit HPLC- Eichstandards auf
ein Molekulargewicht von iiber 480 kDa hin. Dies liegt auBlerhalb der Ausschlussgrofe einer
Superdex 200 HPR, stand aber in Einklang mit Daten von Hsp82 (Elution bei ca. 430 kDa,
Monomer ~82 kDa; Richter, 2004). Das errechnete Molekulargewicht dieser Grp94 Spezies
liegt, wie bereits erwéhnt, bei 90 221 Da fiir das Monomer und bei ca. 180 000 Da fiir das
Dimer, und somit ca. 300 kDa unter der GroBe, die aus den HPLC-Daten resultierte. Ahnliche
Daten konnten durch dynamische Lichtstreuung gewonnen werden. Auch hier erschien die
nukleotidgebundene Spezies von Grp94 kleiner als die freie: Auch bei dieser Methode wurden
sehr grofle Diffusionskoeffizienten errechnet, die fiir Molekulargewichte spriachen, die weit
iber den dimeren Formen liegen (Daten nicht gezeigt).

Zwischen den nukleotidgebundenen und freien Spezies war nur ein kleiner Unterschied in der
Elutionszeit zu erkennen, der moglicherweise auf eine rdumliche Strukturverdnderung,
verursacht durch Nukleotidbindung (Dollins et al., 2005), hinweist.

Grp94 besitzt laut Swissprot-Datenbank (www.expasy.org) eine intermolekulare
Disulfidbriicke zwischen den beiden Monomeren an der Stelle 138 im oxidierten Zustand. Die

Existenz dieser Disulfidbriicke ist nach wie vor umstritten (Immormino et al., 2004). Deshalb



Ergebnisse und Diskussion - 122 -

sollten mittels Fluoreszenzspektroskopie Einblicke iiber Faltungszustinde in diesem Protein
gewonnen werden.

Zu diesem Zweck wurden Grp94 in nativem, denaturiertem und denaturiert, reduziertem
Zustand bei einer Anregungswellenldnge von 295nm und einem Emmissionsmessbereich von
305nm — 450 nm in einem Fluoromax-2 (Jobin Yvon, Grasbrunn) untersucht. Das Protein
wurde in Anwesenheit von 6 M GdmCIl denaturiert oder zuséitzlich mit 10 mM DTT reduziert
und bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten inkubiert., bevor anschlieBend die

Fluoreszenzspektren gemessen wurden.
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Abbildung 40: Fluoreszenzspektroskopie von Grp94

Eingesetzt wurden 1uM Grp94 bei 30°C; 50 mM Hepes, 150 mM KCl; 5 mM MgCl, (native ), in
Gegenwart von 6 M GdmCl (denaturiert  ); zusétzlich mit 10mM DTT reduziert (), Spektren sind
pufferkorrigiert, 15 mal akkumuliert.

Abbildung 40 zeigt das Spektrum von nativem, denaturiertem und denaturiert reduziertem
Grp94. Das Maximum fiir den nativen Zustand lag bei 340 nm, und wurde durch
Denaturierung zu 360 nm verschoben. Zu dieser Signalverschiebung tragen die
Tryptophanreste von Grp94 bei, die durch das Losungsmittel (6 M GdmCl) exponiert werden.
Durch die Reduktion und die dadurch bedingte mogliche Spaltung des Disulfids konnte das
Signal weiter ansteigen, da dadurch Tryptophane noch weiter dem Losungsmittel ausgesetzt
werden konnten. Da in der direkten Nachbarschaft des Cysteins 138 keine Tryptohane sind,
ist dieser Effekt moglicherweise geringer als bei vergleichbaren Experimenten mit einem
Immunglobulin, fiir das solche Effekte beschrieben sind (vg. 3.1.7.). Allerdings ist der Effekt
des reduzierten Antikorpers auch deshalb wesentlich grofer, da dort im vollstindig gefalteten
Ig-Molekiil bis zu 16 inter- und intramolekulare Disulfide vorzufinden sind, und nicht nur die

eine mogliche bei Grp94.
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3.3.3. Die Chaperonaktivitat von Grp94

Grp94 ist das Paralog von Hsp90. Die Sequenzhomologie zu z.B. Hsp82, dem Hsp90-Homolg
der Hefe zeigt eine Ubereinstimmung von iiber 60% auf (Sequenzvergleich iiber ClustalW,
www.ebi.ac.uk/clustalw, Daten nicht gezeigt). In ihrer Funktion als Chaperone haben die
Mitglieder der Hsp90-Familie die Aufgabe nicht-native Proteine zu stabilisieren (Panaretou et
al., 1998). Eine Moglichkeit, die Aktivitdit von Chaperonen in vitro zu testen, stellt der
Citratsynthase-Inaktivierungsassay dar. Citratsynthase (CS) katalysiert die Reaktion von
Oxalacetat und Acetyl-CoA zu Citrat und CoA. Die Aktivitdt kann dann kalorimetrisch
mittels DTNB nachgewiesen werden, da DTNB mit den freien Thiolgruppen von Acetyl-CoA
reagiert. Diese Interaktion kann photometrisch bei 412 nm beobachtet werden (vgl. 2.4.12).

Citratsynthase wurde bei 25°C vorinkubiert und die Aktivitit gleich 100% gesetzt. Die
Inaktivierung wurde durch Inkubation bei 43°C im Wasserbad gestartet. Wihrend der
Inaktivierung wurden iiber die Zeit Proben entnommen und deren Aktivitit zu bestimmt. Um
zu testen ob Grp94 einen Effekt auf die Inaktivierung von CS ausiibt, wurden vor dem
Inaktivierungstart Grp94 oder Grp94 mit ATP zugegeben. Zur Kontrolle wurden Grp94 ohne
CS und CS zusammen mit ATP eingesetzt, und der Einfluss von BSA auf die Inaktivierung

untersucht.
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Abbildung 41: Einfluss von Grp94 auf die Citratsynthaseinaktivierung
Citratsynthase wird hitzeinaktiviert bei 43°C. Der Einfluss von ATP alleine (nicht gezeigt) ist gleich zu setzen
mit dem Einfluss von BSA. Die Geschwindigkeitskonstanten der Inaktivierung (kap,) sind angegeben.

Die Inaktivierung von CS konnte durch Grp94 verlangsamt werden. Die zusétzliche Zugabe
von ATP verstirkte diesen Effekt. Durch diesen Test konnte belegt werden, dass Grp94,
Chaperonaktivitdit im Sinne der Verhinderung des Inaktivierungsprozesses besitzt. Die
Verstarkung dieses Effekts durch ATP bedeutet, dass dieser Prozess zwar nicht ATP-

abhingig, aber doch von ATP unterstiitzt ist.

Eine weitere, bereits mehrmals in 3.2. beschriebene Mdoglichkeit faltungsunterstiitzende
Eigenschaften zu zeigen, ist der Fab-Riickfaltungsassay. In diesem Fall wurden 0,5 uM Grp94
fiir die Riickfaltung im ATP regenerierenden System und unabhingig davon fiir die
Riickfaltung von denaturiertem, reduziertem 5 uM Fab eingesetzt. Vergleiche mit hPDI und
BiP wurden ebenfalls durchgefiihrt, und wie in 3.2.2 eingesetzt.
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Proteinkombination Riickfaltungseffizienz
Grp94 (ohne ATP) 8,2%

Grp94 (mit ATP) 12,3%

hPDI 18,4%

hPDI + Grp94 (mit ATP) 22,3%

hPDI+ BiP + Grp94 (mit ATP) | 48,2%

hPDI+ BiP (mit ATP) 48,3%

Tabelle 7: Einfluss von Grp94 auf die Riickfaltung von Fab im Verglich zu hPDI und BiP

Fab (0,2 uM) wurde wie oben in Renaturierungspuffer in Anwesenheit und Abwesenheit von 0,5 mM und
entsprechend einem ATP regenerierenden System zuriickgefaltet. Faltungshelfer wurden wie folgt eingesetzt:
BiP (2.0 uM), Grp94 (0,5 uM), PDI (0,5 uM). Nach 48 h wurde die Reaktivierung mittels ELISA bestimmt.

In Anwesenheit von ATP und dem ATP regenerierenden System resultierte die Zugabe von
Grp94 in einem Riickfaltungserfolg von ~ 12%, ohne ATP von ~8%. Zum Vergleich wurden
die Zugabe von hPDI (~18%) und der kooperative Effekt von hPDI und BiP unter Zugabe von
Grp94 (~ 48%) bestimmt. Festzuhalten bleibt, dass Grp94 einen positiven Effekt auf die
Riickfaltung hat, der Effekt durch ATP verstirkt wurde, der synergistische Effekt von hPDI
und BIP aber nicht erhht werden konnte (Tabelle 7).

Direkt sind die Aktivitdtswerte aus Fab-Riickfaltung und CS-Inaktivierung nicht miteinander
vergleichbar, dennoch konnte dadurch der Faltungshelfereffekt von Grp94 bestimmt werden,
auch wenn sich auch hier wiederum zeigte, dass Grp94 in seiner Funktion als Chaperone in

vitro nicht von der Anwesenheit von ATP essentiell war, sondern lediglich unterstiitzt wurde.

3.3.4. Die ATPase Aktivitat von Grp94

Grp94 weist die fiir die Hsp90-Familie typische Doménenstruktur auf, eine N-terminale
ATPase Domine, eine Mitteldomine und eine C-terminale Dimerisierungsdomine. Uber die
ATPase Aktivitdt von Grp94 gibt es derzeit keine klaren Aussagen. Li und Srivastava (1993)
haben keine ATPase Aktivitit nachweisen konnen. Die ATPase-Domine wurde im Komplex
mit NECA, einem Grp94 spezifischen Inhibitor der ATP-Bindung, und mit ADP kristallisiert
(Immormino et al., 2004). Die Féhigkeit der ADP- und ATP-Bindung durch Grp94 (Soldano
et al., 2003) ist unumstritten, wohingegen die Frage, ob Grp94 auch ATP hydrolysiert,

umstritten ist (L1 & Srivastava, 1993; Immormino et al., 2004).
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In dieser Arbeit konnte mit zwei voneinander unabhéngigen Methoden ATPase-Aktivitdt von
Grp94 gemessen werden, die vergleichbar mit denen anderer Mitglieder der Hsp90-Familie
sind. Die fiir die Messung der durch Grp94 katalysierten ATP-Hydrolyse-Reaktion
beschriebenen Aktivitdtstests beruhen iiblicherweise auf dem Prinzip des gekoppelten
enzymatischen Tests nach Bergmann (1983). Da bei diesem Testverfahren die Beteiligung
mehrerer Enzymkomponenten an der Signalentwicklung jedoch eine prézise
Charakterisierung der intrinsischen Hsp90- ATPase erschwert, wurden zusétzliche radioaktive
Messungen durchgefiihrt. Diese haben die Vorteil einer groen Sensitivitit und, dass direkt
die ATP-Hydrolyse verfolgt werden kann. Die Nukleotide miissen mittels
Diinnschichtchromatographie aufgetrennt werden (Kornberg et al., 1978). An der
Signalentwicklung ist somit nur Grp94 beteiligt, womit diese Methode am geeignetsten
schien, um die Einfliisse verschiedener Parameter auf die ATPase-Aktivitdt von Hsp90 zu
testen.

Fiir den radioaktiven ATPase Assay (s. 3.2.5.) wurden die jeweiligen ATPasen in den
entsprechenden Reaktionspuffer umdialysiert (150 mM KCl, 40 mM Hepes, 5 mM MgCl,,
pH 7,5). Wie beschrieben wurden der ATPase eine Mischung aus ATP und yP*>-ATP mit
einer Endkonzentration von 500 uM zupipettiert, und zu gegebenen Zeitpunkten wurde die
Reaktion durch Zugabe von EDTA gestoppt. Die Reaktion wurde iiber 60 Minuten verfolgt.
Die Auswertung erfolgte in den angefiihrten Beispielen durch Diinnschichtchromatographie
unter Verwendung eines Typhoon Phospho Imagers (GE Healthcare, Miinchen). Auf diese
Weise lassen sich die Steady-State-Hydrolyseraten ermitteln, wenn ATP in hohem
Uberschuss gegeniiber seiner ATPase vorliegt. Diese Standardbedingungen waren auch fiir
ATPase Aktivititsbestimmungen anderer Mitglieder der Hsp90-Familie erfolgreich verwendet

worden (Scheibel et al., 1998; Weikl et al., 2000).
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Abbildung 42: Radioaktiver ATPase Assay von Grp94 im Vergleich mit Hsp82
Grp94 (offener Kreis) und Hsp82 (geschlossener Kreis) wurden in einer Konzentration von 5 uM eingesetzt.
30°C, 150 mM KCl, 50 mM Hepes, 2 mM MgCI2, pH 7,5) 0.5 mM ATP

Verglichen mit Daten der Dissertation von Dr. Tina Weikl (2000) ist die ATP Hydrolyserate
der hier verwendeten Hsp82 Priparation um den Faktor 1,6 niedriger (0,15 min™' gegeniiber
0,25 min™"), stimmt aber mit den Aussagen iiber diese Hsp82- Préparation von Otmar Hainzl
(Lehrstuhl f. Biotechnologie, TU Miinchen) iiberein (personliche Mitteilung). Die ATPase
Aktivitit des in dieser Arbeit hergestellten Grp94 liegt bei ~0,4 min™' (Abbildung 42). Das
entspricht in etwa den Hydrolyseraten der Préparationen des Hsp82 von Dr. Klaus Richter
(TU Miinchen, miindliche Mitteilung). Grp94 zeigt eindeutig ATPase Aktivitit, die sich auch
im regenerativen ATPase Assay bestitigen ldsst und vergleichbar mit cytosolischen
Vertretern der Hsp90- Familie ist. Aulerdem wurde als Kontrolle die MgCl,- Abhdngigkeit
untersucht. Das Fehlen von Magnesium fiihrte zu ausbleibender ATP-Hydrolyse durch Grp94
(Daten nicht gezeigt).

3.3.5. Die ATPase Aktivitat von GRP ist durch Radicicol, Geldanamycin und NECA
inhibierbar

Dass dem Hsp90-System eine sehr wichtige Rolle zugeordnet wird, zeigt die Tatsache, dass
einige Pilze Sekundirmetaboliten bilden, die als hochaffine Hsp90-Inhibitoren wirken
(Whitesell et al., 1994). So finden sich in Aktinomyceten die Substanzen Geldanamycin,
Herbimycin, Macbecin und andere Vertreter der so genannten Benzoquinon-Ansamycine.
Diese heterozyklischen Substanzen binden mit hoher Affinitdt an die ATP-Bindestelle von

Hsp90 und blockieren damit die ATPase-Aktivitdt (Scheibel et al., 1998, Prodromou et al.,
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1997). Die Art der Bindung konnte durch die Kristallisation von Geldanamycin*Hsp90
Komplexen geklédrt werden (Stebbins et al., 1997).

OCOMNH,
Radicicol Geldanamycin

Abbildung 43: Chemische Strukturen von Radicicol und Geldanamycin

Einer weiteren Klasse von Hsp90-spezifischen Inhibitoren wird Radicicol zugeordnet, das von
Streptomyceten gebildet wird. Es bindet mit einer Affinitdt von 9 nM, und damit etwa 100mal
starker als Geldanamycin, ebenfalls an die ATP-Bindestelle und blockiert damit alle ATP-
abhéngigen Vorginge von Hsp90 (Roe et al., 1999). Die natiirlichen Funktionen dieser
Inhibitoren sind nicht bekannt, genauso wenig die Art und Weise wie sich die Produzenten
gegen die potentiell schidlichen Einfliisse schiitzen. Fiir die Untersuchung Hsp90-abhéngiger
Prozesse hatte die Entdeckung von Geldanamycin und Radicicol eine entscheidende
Bedeutung, da mit ihrer Hilfe wichtige Impulse bei der Identifikation von Hsp90-Substraten
erfolgten (Wegele et al., 2004). So flihrt die Zugabe von Geldanamycin zum Medium zu
einem schnellen Abbau vieler Hsp90-abhéngiger Proteine. Da fiir viele der Hsp90-abhéngigen
Proteine eine Wirkung als Onkogene nachgewiesen wurde, wird eine therapeutische Wirkung
dieser Substanzen gegenwirtig erprobt (Neckers, 1999).

Um zu testen, ob diese Hsp90- spezifischen Inhibitoren auch Grp94 inhibieren, wurden
ATPase Experimente durchgefiihrt, die diesen Effekt aufkldren sollten. Dazu wurde wiederum
der radioaktive ATPase Assay wie beschrieben angewandt. Der regenerative Assay wurde
lediglich zur Uberpriifung der Effekte verwendet (nicht gezeigt). Des Weiteren konnte mit
diesen Inhibitoren iiberpriift werden, ob andere ATPasen zu den gezeigten Effekten beitragen,

da die beiden Inhibitoren als Hsp90-spezifisch gelten.
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Abbildung 44: Inhibierung der ATPase von Grp94 durch Radicicol und Geldanamycin
5 uM Grp94 in Gegenwart von 500 uM ATP (+ 20 uM Radicicol bzw. 25 uM Geldanamycin); 30°C, 150 mM
KCl, 50 mM Hepes, 2 mM MgCl,, pH 7,5

Anhand dieses Experiments (Abbildung 44) konnte gezeigt werden, dass die ATPase
Aktivitdt von Grp94, wie die anderer Mitglieder der Hsp90-Familie, durch diese Substanzen
spezifisch inhibiert werden kann. Im Fall von Geldanamycin wurde keine vollstindige
Inaktivierung erzielt von Grp94 (analog zu Hsp82, Weikl, 2000). Auch durch Erhéhung der
Geldanamycin Konzentrationen (bis zu 150 pM) konnte keine vollstindige Inhibierung
erreicht werden, so dass man von einer quantitativen Komplexierung von Grp94 mit
Geldanamycin unter den gewdhlten Bedingungen ausgehen kann. Der aus diesem Versuch
errechnete kg, betrdgt ~0,4 min™. Experimente, bei denen erst nach einer gewissen
Reaktionszeit der jeweilige spezifische Inhibitor zugegeben wurde, erbrachten das gleiche
Ergebnis.

Ein  weiterer, allerdings Grp94  spezifischer, Inhibitor ist NECA  (5'-N-
ethylcarboxamidoadenosin, Abbildung 45) (Soldano et al., 1999), das ein echtes ATP-
Analogon darstellt. Sollte trotz der Anwendung von NECA eine ATPase-Aktivitit
detektierbar sein, musste man davon ausgehen, dass die Grp94-Préparationen durch eine

andere Hsp90-Spezies, kontaminiert gewesen sind.
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Abbildung 45: Die chemische Struktur von NECA (5 -N-ethylcarboxamidoadenosin)

NECA (Abbildung 45) ist im Gegensatz zu ATP aufgrund der Amidgruppe an Stelle des
Triphosphats nicht hydrolysierbar. Immormino et al. (2004) stellen als eine der
Schliisseleigenschaften von Grp94 die Fiahigkeit der NECA-Bindung dar, eine Fihigkeit, die
cytosolisches Hsp90 nicht besitzt.

Die Bindungsfihigkeit von NECA ist dadurch zu erkldren, dass das hochkonservative Gly196
in Grp94 eine konformationelle Anderung in der Helix 1 des bereits beschriebenen Helix-
1,4,5-Motiv in Grp94 relativ zu Hsp90 bewirkt (vgl. 1.6.2.). Eine ATPase Aktivitit von
Grp94 konnte bereits gezeigt werden (Abbildung 42, Abbildung 44), die Inhibierung selbiger
durch NECA war aus chemischen Griinden (s. 3.3.9.) nicht im regenerativen, sondern (vgl.
3.3.9.) nur im radioaktiven ATPase Assay messbar.

Im Rahmen dieser spezifischen Inhibierung wollte untersucht werden, ob die die Bindung von
NECA reversibel ist. Zu diesem Zweck wurde vor der Durchfiihrung des radioaktiven ATPase
Assays Grp94 bei 30°C eine halbe Stunde mit 10uM NECA inkubiert. Die Probe, die fiir den
Test auf reversible Bindung hin untersucht werden sollte, wurde gegen ATPase Puffer
dialysiert. Um den Charakter der NECA- Bindung anschlielend zu untersuchen wurden dann
eine Grp94 Kontrollprobe, die dialysierte und die undialysierte Probe, im radioaktiven

ATPase Assay unter den beschriebenen Bedingungen eingesetzt.
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Abbildung 46: Untersuchung des NECA -Einfluss auf die ATPase von Grp94

Radioaktiver ATPase Assay: Grp94 alleine (gefiillter Kreis); Grp94 mit NECA inkubiert mit anschlieBender
Dialyse gegen NECA- freien Puffer (schwarzes Dreieck); Grp94 mit NECA inkubiert (leerer Kreis). 30°C, 150
mM KCl, 5 mM MgCl,,pH 7,5; 5 uM Grp94, 10 uM NECA, 500 uM ATP

Abbildung 46 zeigt die reversible Inhibierung von Grp94 durch NECA. Die ATPase Aktivitét
konnte in Anwesenheit des ATP-Analogs wie zuvor durch Geldanamycin oder Radicicol
vollstindig inhibiert werden. Eine Reaktivierung durch Ausdiinnung des Inhibitors war fast
vollstindig moglich. Als Kontrolle wurde auch die Inhibierung von Hsp82 durch NECA
untersucht. Hsp82 konnte durch NECA nicht inhibiert werden (Abbildung nicht gezeigt).

Die ATPase von Grp94 (Abbildung 46) lisst sich mit ~0,4 min" berechnen, die NECA-
inhibierte und anschlieBend ausgediinnte Variante mit ~0,35 min". Das entspricht einer
Reaktivierung von 82%. NECA musste, sowie Geldanamycin und Radicicol in 1% DMSO
gelost werden. Die intrinsische ATPase von Grp94 wurde durch 1% DMSO nicht verdndert
(Daten nicht gezeigt). Somit kann fiir die nicht 100%ige Reaktivierungsmdglichkeit ein
Einfluss durch das Losungsmittel ausgeschlossen werden. Auch sind fiir andere Hsp90
Molekiile keine derartigen Beobachtungen postuliert. Die Affinitdt von NECA an Grp94 ist 5-
10 -fach hoher als die von ADP bzw. ATP (Soldano et al., 2003). Daher konnte es
moglicherweise nicht vollstindig ausgediinnt werden, da hierfiir die Affinitdt zu hoch sein
konnte. Die mogliche vollstidndige Inaktivierung der ATPase durch NECA in diesem Assay
zeigte, dass es sich spezifisch um eine Inhibierung von Grp94 handelte. Dadurch konnte eine

Kontamination durch andere Hsp90-Mitglieder ausgeschlossen werden.
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3.3.6. Die Michaelis-Menten- Konstante von Grp94 fur ATP

Im Zusammenhang mit der ATPase Aktivitit eines Proteins ist die Michaelis- Konstante (K-
Wert) eine wichtige Grofe, iiber die bestimmt werden kann, ob die gewidhlten Bedingungen
der ATPase-Assays flir die Errechnung der enzymatischen Aktivitidt geeignet sind. Berechnet
wird Vvma/2. Dazu wurden ATPase Assays im regenerativen System gemessen. Die
Reaktionsgeschwindigkeiten (v = kcr) wurden dabei gegen die eingesetzte Menge ATP
aufgetragen.

Ausgehend von dem vereinfachten Reaktionsschema

K] KZ
Grp94+ATP :_’ Grp94*ATP ~ —»  Grp94+ADP+P;
K,
mit:
k. k
K,=—2" und K, =K, +-<

wurde unter der Annahme &hnlich hoher Kp-Werte fiir Grp94 wie fiir Hsp90 (Scheibel et al.,
1997; Prodromou et al., 2000) ein K).Wert ebenfalls im 100 uM Bereich erwartet. Zur
Ermittlung des Kj~Wertes wurde die ATP-Konzentration in den verschiedenen Ansitzen von
5 uM bis 3000 uM variiert. Die Umsatzraten wurden aus den linearen Anfangsphasen der
einzelnen Kinetiken aus regenerativen ATPase-Assays errechnet und graphisch gegen die
ATP-Konzentrationen aufgetragen (Abbildung 47). Aus dem Fit nach folgender Gleichung

_ax
b+x

analog zu

; [ATP]
"X [ATP]+K,,

ergab sich fiir den Ky in Ubereinstimmung mit den Erwartungen ein Wert von 130 uM und

flir Vinax €in Wert von 0.43 min™.
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Abbildung 47: Ky- Wert Bestimmung von Grp94
Nach Michaelis-Menten: Ky= 0,127 mM; 30°C, 5 uM Grp94, 0-3 mM ATP; 150 mM KCl, 5 mM MgCl,; 40
mM Hepes, pH 7,5

Der im regenativen ATPase Assay errechnete Ky-Wert von ca. 0,13 mM zeigt (Abbildung 47,
nach einfach quadratischer Gleichung), dass die bisherigen ATPase Aktivitatstest unter den
gewdhlten Bedingungen im ATP-gesittigten Bereich durchgefiihrt wurden. Dieser Wert ist
zudem vergleichbar mit dem anderer Mitglieder der Hsp90-Familie (Wegele et al., 2004).

3.3.7. Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der ATP- Hydrolyse durch Grp94

Um die Frage zu kldren, ob die Hydrolyse oder die ATP- bzw. ADP-Bindung den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der ATPase-Aktivitit von Grp94 darstellt, wurden
vergleichende Single-Turn-Over Messungen mit Hsp82 durchgefiihrt. Im Fall von Hsp82 wird
postuliert, dass die Hydrolyse von ATP den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der
Gesamtreaktion darstellt (Weikl, 2000). Bei diesen Single-Turn-Over Messungen lag das
Substrat ATP im Gegensatz zum Steady-State im 0,8-fach molaren Unterschuss zum Grp94 -
Molekiil vor, so dass nur ein einziger Reaktionszyklus durchlaufen werden kann.

Als Ausgangskonzentration des jeweiligen Hsp90-Chaperons wurde 20 pM gewidhlt,
dementsprechend 16 pM radioaktives ATP zugegeben. Ansonsten entsprach die
Durchfithrung den bereits beschriebenen Ergebnissen, mit der weiteren Ausnahme, dass in
kiirzeren Abstinden Proben entnommen wurden. Die Auswertung erfolgte anschlieend

wieder mittels Diinnschichtchromatographie und Phosphoimaging.
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Um eine Aussage liber den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt machen zu kénnen, musste
die Zugabe des Uberschusses von kaltem (= nicht radioaktivem) ATP im Bereich der linearen
Hydrolyserate durchgefiihrt werden. Unter den gewihlten Bedingungen ging Grp94 ca. nach
12 Minuten in die Plateauphase iiber, das bedeutet, das vorhandene ATP war hydrolysiert
(Abbildung nicht gezeigt).
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Abbildung 48: Single- Turn- Over- Bestimmung von Grp94 im Vergleich mit Hsp82

Zugabe von kaltem ATP im Uberschuss (500uM) nach 3 Minuten; A): Hsp82 (100uM) ohne Zugabe von kaltem
ATP (offener Kreis), Zugabe von kaltem ATP (geschlossener Kreis); B): Grp94 (100uM) ohne Zugabe von
kaltem ATP (geschlossener Kreis), Zugabe von kaltem ATP (offener Kreis)

Abbildung 48 zeigt, dass sich Hsp82 und Grp94 nicht nur in der Hydrolyserate, sondern auch
beziiglich des geschwindigkeitsbestimmenden Schritts der ATP-Hydrolyse unterscheiden.
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AulBlerdem ist im Fall von Grp94 eine kleine, nicht nidher definierbare Lag-Phase der ATP-
Hydrolyse zu sehen, was dafiir spricht, dass die Bindung von ATP bestimmte Zeit in
Anspruch nimmt. Die Hydrolyserate befindet sich erst nach 2,5 Minuten im linearen Bereich
der Steigung. Im Fall von Hsp82 wurde nach Zugabe eines Uberschusses von
nichtradioaktivem (kaltem) ATP noch fiir ca. 2-3 Minuten radioaktives yP**> und ADP
freigesetzt. Setzt man den Zeitpunkt der Zugabe des kalten ATP gleich Null, ergibt sich fiir
die Freisetzung der Produkte (ATP > ADP+ P;) eine Ratenkonstante von k = 0,89 (einfach
quadratische Gleichung). Das bedeutet fiir Hsp82, dass ein ATP-Molekiil nicht sofort nach
Hydrolyse freigesetzt wird, sondern das Edukt oder die Produkte fiir eine gewisse Zeit in der
Bindetasche festgehalten wird, bevor es zur Freisetzung kommt. Somit kommt fiir das Protein
die Hydrolyse oder die Freisetzung von ATP wund seinen Produkten als
geschwindigkeitsbestimmender Schritt in Frage.

Unterschiedliche Beobachtungen ergaben sich flir Grp94. In diesem Fall bewirkte die Zugabe
von kaltem ATP eine sofortige Stagnation des radioaktiven Signals, verursacht durch den
Austausch des ATP. Eine Ratenkonstante fiir die Freisetzung des Nukleotids lie8 sich somit in
diesem Fall somit nicht berechnen. Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt muss demnach
die ATP-Bindung selbst sein, da ADP und P; anscheinend sofort nach der Hydrolyse
freigesetzt werden. Dementsprechend wire die Affinitdt von Grp94 fiir ATP hoher als die fiir
ADP. Um das zu untersuchen, wurden Fluoreszenztitrationen fiir Nukleotide durchgefiihrt, die

in diesem Zusammenhang eine Kldrung dieses Vorganges erwirken sollten.

3.3.8. Fluoreszenztitration mit Grp94 und Nukleotid

Um Bindeaffinitdten, Dissoziations- und Assoziationskonstanten festlegen kdnnen, bieten sich
mehrere Methoden an. Neben kalorimetrischen Methoden, die u.a. aufgrund priparativer
Probleme von Grp94 fehlschlugen und Stopped-Flow-Messungen, die in Kooperation mit
dem Institut von Dr. Jochen Reinstein (Heidelberg) stattfanden, wurden
fluoreszenzsprektroskopische Messungen zur Bestimmung dieser Werte herangezogen. Dabei
wird das Protein und das Bindesubstrat, in diesem Fall NECA, AMP-PNP oder ADP,
zusammen in sich &dndernden Stochometrien inkubiert, im Fluoreszenzspektrometer
(Fluoromax 3, Jobin Yvon, Grasbrunn, D), bei 295 nm angeregt und die Emission zwischen
305 und 450 nm aufgenommen. In mehreren, voneinander unabhidngigen Versuchen wurden
unterschiedliche Konzentrationen von Grp94 (zwischen 0,7 uM und 3 uM) in einer 1400 pl
Riihrkiivette (Helma, Braunschweig) bei 30°C in 40 mM Hepes, 100 mM NaCl und 5 mM
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MgCl, fiir diese Untersuchungen eingesetzt. Protein- und Nukleotidkonzentration wurden
zuvor photometrisch eingestellt. Fiir die Titration wurde eine Nukleotidstammldsung von
10mM vorbereitet. Im Bereich des Signalmaximums (335- 345 nm, vgl. Abbildung 40)
wurden bei gleich bleibender Wellenldnge die Konzentrationen des Nukleotids gegen die

Fluoreszenz aufgetragen, und wenn nicht anders beschrieben, mittels quadratischer Gleichung

gefittet.
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Abbildung 49: Fluoreszenztitration von Grp94 fur ADP
1.2 uM Grp94; 150mM KCI, 5 mM MgCl, 40mM Hepes, pH 8.0, 30°C; Puffer- und Volumen- korrigiert

Das Ereignis dieser Messung kann durch so genanntes Quenching erkldart werden. Der
Quenching-Effekt (von englisch to quench fiir ,,16schen®) bezeichnet in der Photochemie den
Effekt der Fluoreszenzabnahme bzw. Lumineszensloschung durch eine chemische
Verbindung. Der angeregte Fluorophor wird dabei strahlungslos in den Grundzustand
iiberfiihrt. Im Falle von Grp94 ist die Fluoreszenz eines Trp im Komplex mit ADP, ATP oder
anderen Nukleotiden herabgesetzt. Die Unterschiede in den Quantenausbeuten von freiem
Grp94 und Substrat-gebundenem Grp94 lassen sich daher fiir eine quantitative Auswertung
und Bestimmung der Dissoziationskonstanten verwenden.

Exemplarisch wird hier die Nukleotidtitration fiir ADP dargestellt (Abbildung 49). Wie man

dem Graphen entnehmen kann, wurde die Séttigung durch Nukleotid in diesem Fall durch die
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Zugabe von ca. 120 uM ADP erreicht. Der sich aus dieser Titration ergebene kp-Wert fiir
ADP betrigt 12,4 uM, das bedeutet, dass bei dieser Konzentration von Grp94 die Hélfte ADP
gebunden vorlag. In weiteren Versuchen wurden die Dissoziationskonstanten von AMP-PNP,
NECA und Radicicol, dem Hsp90-spezifischen Inhibitor an Grp94 durchgefiihrt (vgl.
Abbildung 43), um die spezifische Inhibierung dieser Stoffe im Bezug auf Grp94 zu
untersuchen. In Abbildung 44 und Abbildung 46 wurde bereits gezeigt, dass sich die ATPase
von Grp94 durch diese Nukleotidinhibitoren beeinflussen lieB. Aus  der
Dissoziationskonstante fiir AMP-PNP sollten Riickschliisse auf die Bindungsaffinitét fiir ATP
gewonnen werden. Wie bereits erwihnt, unterscheidet sich AMP-PNP durch Stickstoffatom

an der Stelle des B-Phosphats von ATP, und kann somit nicht hydrolysiert werden.

Nukleotid kp-Wert
ADP 12,4 uM
AMP-PNP 11,1 uM
NECA 5,6 uM
Radicicol 2,2 uM

Tabelle 8: Ubersicht tiber Dissoziations und Assoziation von Nukleotid und Grp94

In Anwesenheit von 0,7 uM Grp94 wurden Nukleotid und Nukleotidinhibitoren titriert. Exemplarisch zeigt
Abbildung 49 die Vorgehensweise. Messungen wurden in einem Fluoromax 3 (Jobin Yvon, Grasbrunn) Die
Auswertung erfolgte mittels quadratischer Gleichung.

Anders als bei anderen Mitgliedern der Hsp90-Familie (Richter et al., 2001) war die
Dissoziationskonstante von Grp94 fiir ATP niedriger als fiir ADP, das bedeutet, dass die
Bindung von ADP schwicher ist. Und weiter bleibt festzustellen, dass die Bindeaffinititen
der Nukleotidinhibitoren nicht in dem Bereich lagen, wie sie fiir andere Mitglieder der Hsp90-
Familie publiziert wurden (Weikl et al., 2000 im Vergleich mit Tabelle 8). Die Affinitit von
NECA ist nur ca. 2,5-mal so stark unter den gewihlten Bedingungen wie die von ADP. Laut
der Publikation von Soldano et al. (2003), soll sie zumindest Smal hoher sein, allerdings
konnten Unterschiede in diesem Bereich auch auf unterschiedliche MeBmethoden
zuriickzufiihren sein. Die tatsdchliche Affinitdt der Inhibitoren kann aber auch hoéher sein, da

die kp-Werte im Bereich der gewihlten Proteinkonzentrationen liegen.
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3.3.9. Diskussion zur Charakterisierung von Grp94

Grp94 ist als Mitglied der Hsp90-Familie in die typische Doménenstruktur aufgeteilt. Eine N-
terminale ATPase Doméne, die iiber einen geladenen Linker, mit der Mitteldoméne
verbunden ist, und ein C-terminale Dimerisierungsdomine (Wearsh et al, 2001). Strukturelle
Untersuchungen ergaben &dhnliche Werte fiir Grp94 wie flir andere Hsp90-Chaperone,
eingeschlossen CD-Spektroskopie, dynamische Lichtstreuung analytische Gelfiltration und
Ultrazentrifugation (vgl. Abbildung 36, Abbildung 38, Abbildung 39). Allerdings weisen die
Daten zum hydrodynamischen Radius des Proteins auf eine Molekiilmasse von knapp 500
kDa hin. Dieser Wert ist durch die gestreckte Konformation von Grp94, analog zu anderen
Mitglieder der Hsp90-Familie zu erkldren. Auch das knapp 10 kDa kleinere Hsp82 weist
einen hydrodynamischen Radius von 430 kDa bei Untersuchungen mittels SEC-HPLC auf
(vgl. 3.3.2.; Richter, 2004) Analytische Ultrazentrifugationsldufe zeigen im reduzierten
Zustand das tatsdchlich Molekulargewicht von 180 000 Da, also ein Dimer (Abbildung 38).
Zuséatzlich lieBen fluoreszenzspektroskopische Daten (vgl. 3.3.2., Abbildung 8) und im
oxidierten Zustand ein Nachweis freier Thiolgruppen (nicht gezeigt) darauf schlieBen, dass
das Protein tatsdchlich eine Disulfidbriicke besitzt. Das wiirde den Angaben eines potentiellen
Disulfids in Swissprot (www.expasy.com; (Kroll, 2002)) entsprechen, sollte aber noch weiter
untersucht werden, zumal die Disulfidbriicke an Position 138 liegt, und somit knapp hinter
der ATPase-Domédne, rdumlich entfernt von der C-terminalen Hsp90-typischen
Dimersierungsdoméne.

In vivo konnten fiir Grp94 (vgl. 1.6.1.; (Randow & Seed, 2001)) eine Anzahl von Substraten
ermittelt werden. In vitro-Versuche, wiahrend dieser Arbeit ein geeignetes Modellsubstrat zu
definieren, wie einer Antikdperdomine (z.B. Cy3, Cyl), sowie einen Interaktionspartner
(Cnx, CRT) zu finden, schlugen fehl (Daten nicht gezeigt), aber generelle Chaperonaktivitét
wurde fiir Grp94 gezeigt. Die Inaktivierung von CS konnte gehemmt, und die Reaktivierung
von reduziert, denaturierten Fab unterstiitzt werden. In beiden Féllen wurde dieser Effekt
durch die Anwesenheit von ATP verstirkt, was dafiir spricht, dass Grp94 im Rahmen der
Hydrolyse eine verstirkte Affinitdt zum Substrat haben diirfte. Auch cytosolisches,
eukaryotisches Hsp90 ist in der Lage die thermische Aggregation von CS zu verlangsamen
(Johnson et al., 2000).

Die unterstiitzende Wirkung von Grp94 auf die Fab-Riickfaltung konnte allerdings in weiteren
Experimenten néher charakterisiert werden. Diese Tatsache konnte wertvolle Hinweise auch

auf in vivo-Substrate fiir zukiinftige Versuche geben. Des Weiteren sollten in diesem
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Zusammenhang Studien durchgefiihrt werden, die Informationen {iiber das optimale
Konzentrationsverhédltnis von Grp94 relativ zu Fab geben. Auflerdem sollten GSSG/GSH-
Titrationen durchgefiihrt werden, um eine Abhédngigkeit des Chaperonseffekts vom
Redoxmilieu zu untersuchen.

Die ATPase Aktivitit von Grp94 ist ein umstrittener Prozess. Wihrend mehrere Gruppen
(Nicchitta; Gewirth) die Fahigkeit der ATP-Hydrolyse von Grp94 als nicht existent oder sehr
gering ausgeprigt bewiesen haben wollen (Dollins et al., 2005; Immormino et al., 2004),
sprechen gegen diese Tatsache zum einen Doménenstruktur und Homologiegrad zu anderen
Hsp90-Familienmitgliedern und zum anderen die Ergebnisse dieser Arbeit. Im Vergleich mit
dem Hsp90-Homologen aus Hefe, Hsp82, wurden in unabhingigen Experimenten
Untersuchungen zur Kldrung dieser Frage durchgefiihrt. Im regenativen System, sowie durch
radioaktive ATPase-Experimente konnte eine Hydrolyserate von 0,4 min"' fiir Grp94
nachgewiesen werden. Des Weiteren konnte durch diese Versuche qualitativ gezeigt werden,
dass sich Grp94 zum einen durch die typischen Hsp90 Inhibitoren (Radicicol, Geldanamycin)
hemmen ldsst, zum anderen durch das Grp94-spezifische Nukleotidanalogon NECA. Im
Vergleich dazu liel sich Hsp82 nicht durch NECA inhibieren. Fiir NECA wurde untersucht,
ob dieser Prozess reversibel ist, da bereits Soldano et al. (2003) eine spezifische, aber nicht
sehr starke Inhibierung postuliert hatte (uM- Bereich). Dazu wurde der Inhibitor im
Experiment ausgediinnt, und Grp94 gewann 4/5 seiner ATPase- Aktivitit zuriick. Das
bedeutet, dass die Bindung durch NECA zwar spezifisch, aber vergleichsweise schwach und
reversibel ist. Insgesamt ist unter den gewihlten Bedingungen die Inhibierung durch die
verwendeten Substrate ungewohnlich gering.

Fiir die Michaelis-Menten-Konstante konnte durch die ATPase-Bestimmungen ein fiir Hsp90-
Chaperone typischer Wert im pM-Bereich (~130 pM) bestimmt werden

Durch  Single Turn Over Experimente konnte gezeigt werden, dass der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der ATP-Hydrolyse nicht wie bei Hsp82 die Hydrolyse
(Weikl et al., 2000) ist, sondern eher die Bindung von ATP. Das wiederum wiirde eine
schwichere Bindeaffinitit fiir ADP als fiir ATP voraussetzen. Inwieweit das mit einer
Substratbindung in Zusammenhang gebracht werden kann, konnte leider nicht geklart werden.
Um den gesamten Chaperonzyklus fiir dieses Protein zu kldren, wiren Informationen iiber
Substratproteine sehr niitzlich. /n vivo ist Grp94 glykosyliert (Muresan & Arvan, 1997,
Muresan & Arvan, 1998). Um den Effekt der Glykosylierung zu bestimmen, konnte
rekombinantes, z.B. in Leishmania exprimiertes Protein weiterhelfen. Es gibt Hinweise, dass

die Glykosylierung fiir Interaktionen mit Partnerproteinen oder fiir die Substratkomplexierung
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von Bedeutung sein konnte (Lee, 2001). Durch Bindung von Substrat konnte sich der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Hydrolyse auf die Seite der ADP-Bindung bzw. auf
die Freisetzung der Hydrolyseprodukte verschieben. Einen Hinweis darauf stellte die ATP-
unterstiitzte Reaktivierung von Fab bzw. die verlangsamte Inaktivierung von CS in
Anwesenheit von ATP dar.

Uber Nukleotidbindestudien (Tabelle 8) von Grp94 konnten Werte berechnet werden, die mit
den Aussagen liber substratungebundenes Grp94 in Einklang gebracht werden konnten. Die
Affinitit von Grp94 fir ATP ist hoher als die fiir ADP. Die Inhibitoren bzw.
Nukleotidanaloga, Radicicol und NECA, haben weitaus geringere Affinititen fiir Grp94, wie
es fur ,,echte® Inhibitoren der Fall ist (Richter et al., 2001, Weikl et al., 2000).

Die in Kooperation mit dem Arbeitskreis von Dr. Jochen Reinstein erzielten Ergebnisse
(Daten hier nicht gezeigt) lassen vermuten, dass es ein 2-stufiges Bindemodell fiir Grp94 und
Nukleotid gibt. Das bedeutet, dass die Bindung von ATP in zwei Schritten erfolgt, allerdings
konnte diese Vermutung experimentell noch nicht vollstindig aufgelost werden.

Somit lésst sich fiir die Ergebnisse dieser Doktorarbeit folgendes Modell postulieren:

0,09 uM; rate limiting kear= 0,4 min™ 12,4 uM
kA kcat kD
Grp94 + ATP <« Grp94*ATP  — Grp%+ADP+P; >
kD kA
11,1,uM 0,08 uM

Abbildung 50: Modell fiir den ATP-Reaktionszyklus von Grp94

Die Bindung von ATP an Grp94 erfolgt im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt (rate limiting); dadurch
verdandert sich die Konformation der Nukleotidbindetasche. ATP-Hydrolyse und ADP- Freisetzung von ADP
erfolgen schnell und in einem einstufigen Prozess. Nach der Freisetzung von ADP ist die Reaktion
abgeschlossen.

Die molekularen Umlagerungen, die zur Determinierung des gebundenen Nukleotids fiihren,
sind langsamer als die anschlieBende Hydrolysereaktion und die folgende Freisetzung des
Nukleotids. Auch die Lag-Phase zu Beginn der Single Turn Over-Experimente spricht flir eine
langsame Bindung von ATP, wie es bei Hsp82 nicht beobachtet werden konnte (vgl.
Abbildung 48).

Die im Fall von Grp94 schwer bestimmbaren Einzelschritte und das Fehlen bekanntes
Substrate fiir in vitro-Experimente bedeuten fiir dieses Modell, dass es lediglich als Ndherung

der Einzelschritte in der Hydrolyse von Grp94 angesehen werden sollte. Die eng beieinander
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liegenden Werte der Dissoziation und Assoziation von ATP und ADP lassen lediglich
Vermutungen zu, auch wenn diese Ergebnisse im Rahmen der hier verwendeten Methoden
sinnvoll erscheinen. Letztlich stellt sich die Frage, ob dieses Modell mit der Aufgabenstellung
von Grp94 in vivo in Einklang gebracht werden kann. Dabei muss nochmals betont werden,
dass fiir Grp94 bis heute keine Co-chaperone bekannt sind wie fiir cytosolisches Hsp90, die
das Modell in vitro moglicherweise dadurch unterstiitzen konnen, dass sie die Teilschritte
beschleunigen.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden auch Grp94-Experimente in S. cervisiae angestrengt,
konnten aber bis dato nicht zu Ende gefiihrt werden. Dabei wurde Grp94 in das ER von Hefe
gebracht, um Einfliisse dieses von Natur aus nicht in diesem Organismus vorkommenden
Proteins zu untersuchen. Phénotypisch konnten Verdnderungen festgestellt werden (Daten
nicht gezeigt). Des Weiteren hitten dadurch wertvolle Riickschliisse iiber Aufgaben und in
vivo Substrate von Grp94 gewonnen werden konnen.

Die langsame Bindung von ATP und die folgende schnelle Hydrolyse charakterisieren die
Reaktionsreihenfolge von Grp94. Im Rahmen der Qualitédtskontrolle im ER konnte es sinnvoll
erscheinen, den Mechanismus der ATP-Bindung zusétzlich zu kontrollieren. Sollte die
Substratbindung, die Chaperonaktivitit und anschlieBende Freisetzung iiber den Prozess der
ATPase-Aktivitit gesteuert werden, wire damit ein Kontrollsystem entwickelt, das vielfaltige
Regulationsmechanismus ermdoglicht. Dies kdnnte von besonderer Bedeutung fiir Proteine
des Immunsystems sein. Das cytosolische Chaperonsystem muss ,,nur den korrekten
Faltungsweg nicht-sezernierter Polypeptide unterstiitzen. Im ER werden zudem die
Assoziation und falsch gefaltete bzw. nicht-assozierte Proteine iiberpriift. Im Rahmen der
Unfolded Protein Response (UPR (vgl. 1.8.1.; Harding et al., 1999)) und der ER associated
degradation (ERAD (vgl. 1.8.2.; Kostova und Wolf, 2003)) wird fiir die Sekretion zwischen
geeignet und nicht-geeignet unterschieden. Fiir BiP ist bereits bekannt, dass die Bindung von
Antikorperdomédnen zu einer verlangsamten Hydrolyserate fiihrt (Mayer et al., 2001), eine
Tatsache, die auch fiir die Familie der Hsp70 untypisch ist, da Peptidbindung in der Regel die
Hydrolyseraten beschleunigt (Bukau et al., 2000; Bukau & Horwich, 1998). Auch hier lasst
sich ein regulatorischer Effekt vermuten.

Grp94 besitzt zwischen der N-terminalen und der Mitteldoméne eine geladene Region, deren
Funktion bisher nicht geklirt werden konnte. Im Bezug auf Funktion und Substrat-Bindung
von Grp94 wire es sinnvoll die Aufgabe dieser Domédne zu kldren. Da sich die
geschwindigkeitsbestimmenden Schritte von Grp94 und dem cytosolischen Hsp90

unterscheiden, konnte dieser Region eine regulatorische Funktion im Bezug auf die ATPase-
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Aktivitdt oder Substratbindung zufallen, zumal die restlichen Bereiche der jeweiligen Proteine
einen hohen Grad an Homologie aufweisen. Interessant wére der Einfluss einer Deletion
dieses Peptidteils auf die beschriebene Funktionalitit des Gesamtproteins.

In weiteren Studien sollte somit das Zusammenspiel von ATPase- und Substratbindedoméne
geklart werden, unter Berlicksichtigung des genannten geladenen Verbindungsstiickes hinter
der N-terminalen Doméne.

Es bleibt fest zuhalten, dass Grp94 eine ATPase Aktivitit aufweist, die mit der anderer
Hsp90-Mitgliedern vergleichbar ist. Ebenso sind der Kp~Wert sowie strukturelle
Eigenschaften in Einklang mit anderen Vertretern dieser Chaperonfamilie zu bringen. Die
Forschung an Grp94 ist von zentraler Wichtigkeit fiir das Verstindnis der Proteinfaltung im
ER. Grp94 wurde in Verbindung mit Krebs, Viruserkrankungen und dem Immunsystem (Lee,
2001) gebracht, und besitzt somit eine Schliisselrolle fiir zahlreiche Krankheiten. Daher sind
Ergebnisse zur Chaperon- und ATPase-Aktivitit von Grp94 von groer Bedeutung auch um

zu tiberpriifen, Grp94 ein geeignetes als therapeutisches Ziel darstellt.
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4. Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden mehrere ER- abhédngige Prozesse und Komponenten
betrachtet, die direkt oder indirekt an der Faltung und Assemblierung von Antikérpern
beteiligt sind.

Den Anfang bildet ein Kapitel, das die Moglichkeit der zellfreien Synthese eines
vollstdndigen IgG- Molekiils in einem Transkriptions-/Translationssystem aufzeigt, das auf
dem Zelllysat von E. coli basiert.

Antikorper sind disulfidverbriickte Proteine und werden daher im lebenden Organismus im
ER assembliert, und somit sto3t man bei deren Synthese im reduzierenden Milieu des Cytosol
eines Organismus, wie E. coli auf grofle Probleme. Nicht selten ist die Bildung von inclusion
bodies, groflen unldslichen Proteinaggregaten, die sich hdufig bei der rekombinanten
Expression von Polypeptiden in Bakterien bilden, zu beobachten.

In der vorliegenden Arbeit gelang es in einem von Roche (Mannheim) vertriebenen System
(Rapid Translation System; RTS), einen vollstindig assemblierten und funktionsfahigen
l16slichen Antikorper (MAK33, mausspezifisches IgG, gerichtet gegen menschliche
Kreatinkinase) herzustellen. Die genetische Information fiir die leichte und die schwere Kette
dieses IgG- Molekiils war hierbei der Ausgangspunkt flir die Synthese auf zwei unabhingigen
Plasmiden. Nach der Synthese im RTS konnte die Expression mittels Westernblot und die
Aktivitdt des Antikorpers durch einen modifizierten ELISA {iberpriift werden. Die maximale
Aktivitdt dabei lag bei ca. 500 ng/ml, was in etwa einem 80stel der Gesamtmenge der
synthetisierten Antikorperfragmente im loslichen und unldslichen Teil der Reaktion
entsprach. Um aktiven Antikérper zu gewinnen, war die Anwesenheit einer PDI unerldsslich,
wobei die Zugabe einer rekombinanten PDI (hPDI oder DsbC) effektiver als die Coexpression
von DsbC war. Die Zugabe weiterer in vivo ER-relevanter Chaperone, wie BiP und Grp94,
brachte keinen weiteren Aktivitdtsgewinn.

Uber verschiedene Konzentrationen der Templates von leichter und schwerer Kette konnte die
Aktivitdt der Antikorperfragmente weiter gesteigert werden, wobei das optimale Verhiltnis
von schwerer zu leichter Kette bei 10: 1 lag, obwohl im lebenden Organismus die schwere
Kette fiir die Assemblierung ganzer Antikdrpermolekiile verwendet wird, wenn geniigend
leichte Kette im Lumen des ER vorliegt.

Durch eine Redoxtitration, sprich einer Verdnderung des GSH:GSSG-Verhiltnis, konnte
interessanterweise ein Optimum fiir die Aktivierung der Antikdrper in reduzierender

Umgebung verzeichnet werden, was vermutlich dadurch zu erkldren ist, dass die
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Oxidoreduktasen (hPDI und DsbC) in diesem System nicht als Disulfidbildner agieren,
sondern in erster Linie mit der Umlagerung von falsch verbriickten Cysteinen beschiftigt
sind. Als Problem stellte sich die Tatsache heraus, dass iiber den ,,Redox-Hintergrund* des
Systems keine Angaben vom Hersteller gemacht wurden, so dass dieser Punkt spekulativ
diskutiert bleibt.

Charakterisiert wurde der Antikorper durch unterschiedliche biophysikalische Methoden.
Mittels nicht-reduzierender SDS- PAGE konnten vier unterschiedliche Spezies detektiert
werden, die allen mdglichen Oligomerisierungszustinden der Antikorperketten, von MAK33
entsprachen. Aktivitit konnte durch das Homodimer aus zwei leichten Ketten, einem
Heterodimer aus einer leichten und einer schweren Kette oder das vollstindige Heterotetramer
eines IgG verursacht werden. Die alleinige Expression der leichten Kette von MAK33 in
diesem System fiihrte ebenfalls zu Aktivitit, allerdings nicht in dem Malle wie die
Coexpression von leichter und schwerer Kette. Die alleinige Expression der schweren Kette
resultiert nicht in messbarer Aktivitét (Frey, 2002).

Fluoreszenzspektroskopische Methoden haben die fiir Antikorper typischen Charakteristika
fir den nativen, denaturierten und reduziert denaturierten Zustand auch fiir den ,,RTS-
AntikOrper* bestitigt. Mittels analytischer Gelfiltration konnte ebenfalls, im Vergleich zu
einem authentischen MAK33 das heterotetramere Elutionsprofil eines IgG- Molekiils
aufgezeichnet werden.

Im Hinblick auf die rekombinante Expression von IgG- Molekiilen in einem auf E. coli
basierenden System, geben die Daten der Synthese von MAK33 im zellfreien System
wertvolle Hinweise auf eine Funktionsweise und Anwendbarkeit solcher Methoden. Weiter
untersucht werden sollte der Zusatz stabilisierender Agentien, wie z.B. Arginin, der Einfluss
weiterer ER-aktiver Chaperone und die Reaktionstemperatur. Auf diese Weise liele sich ein
sehr schnelles und handhabbares System etablieren, durch das Antikorper, aber auch andere
disulfidverbriickte Proteine herstellen lassen, die fiir Diagnostik, Analytik und

Therapieansdtze von Nutzen sind.

Das zweite Kapitel der Arbeit beschéftigt sich mit der Riickfaltung des Fab-Fragments, dem
antigenbindenden Teil eines Antikorpers. Es konnte Anfang der 90ger Jahre gezeigt werden,
dass denaturiertes, reduziertes Fab zuriickgefaltet werden kann (Lilie et al., 1994; Cabilly,
1989).  Angesichts der unheimlich groen  Vielzahl theoretisch  mdglicher
Disulfidverbriickungen im Fall des reduzierten Fab-Fragments bei zehn dazu beitragenden

Cysteinen (10!- Moglichkeiten entspricht 3 628 800) ist es erstaunlich, dass jedes Fab-
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Fragment in seiner antigenbindenden Funktion fiinf definierte Disulfide ausbildet. Die an
diesem Prozess mafBigeblich beteiligten Katalysatoren stellen eine Gruppe von Enzymen dar,
die oftmals gleich zwei Aufgaben iibernehmen: Disulfidisomerasen haben zum einen die
Aufgabe neu auszubildende Disulfide zu kniipfen, wobei die entsprechende PDI in oxidierter
Form vorliegen muss. Zum anderen miissen sie in reduzierter Form vorliegen, um ein falsch
verkniipftes Disulfid zu spalten und es zu isomerisieren. Fiir diese Prozesse stellt Fab ein
hervorragendes Modellsystem dar.

In einer Reihe von Experimenten wurden hier zwei bisher unbekannte Enzyme auf ihre
Eigenschaften als Oxidoreduktase untersucht. Darunter fallen die Enzyme smERpl aus I.
Braakmans Labor und LyTOR aus dem Arbeitskreis von L. Hendershot. Wahrend smERp1
nicht nur einen positiven Effekt auf die Riickfaltung von Fab zu haben schien, sondern die
frithe Phase der Riickfaltung auch noch beschleunigen konnte, war das Protein LyTOR
abhingig vom Oligomersierungszustand aktiv. Eine im CXXC-Motiv verdnderte Mutante
bestitigte die Bedeutung fiir die Redoxreaktion.

Aufgabe des ER ist der Transport von l6slichen und membranstindigen Proteinen. Damit
diese Prozesse tiberpriift werden konnen, bedient sich dieses Zellkompartiment der iiberaus
wichtigen quality control. Dabei handelt es sich um ein System von Proteinen, die iiber
richtige und falsche Faltung urteilen, und somit iiber Freisetzung oder Abbau von fiir den
Export bestimmten Proteinen. Oft sind es Fehler in diesem System, die z.B. zu
Autoimmunkrankheiten filhren (Ma et al., 2002). Ein Bestandteil dieser quality control stellt
das Lectin Calnexin (Cnx) dar, das anhand von Glykosylierungsmuster der ER-Proteinen
solche Entscheidungen fallt. Daher sollte im diesem Rahmen festgestellt werden, ob Cnx auch
in vitro die Faltung von Proteinen beeinflussen kann. Aber die gezeigten Ergebnisse deuten
darauf hin, dass Cnx weder mit Fab noch mit einer ER-residenten PDI, dem ERp57,
interagiert. Solche Interaktionen konnten in vivo nachgewiesen werden. Da dem in vitro
System ein Glykosylierungsmuster sowohl an rekombinantem ERp57 noch am von Natur aus
unglykosyliertem Fab fehlt, konnte keine Interaktion festgestellt werden, was wiederum fiir
die Spezifitdt dieses System spricht.

Das Reaktivierungssystem stellt eine einfach durchzufiihrende Methode dar, Chaperone und

andere Faltungshelfer in ihrer Enzymatik zu charakterisieren.

Das dritte Kapitel setzt sich mit der Charakterisierung des ER-residenten Hsp90-Homologen
Grp94 auseinander. Das Protein ist evolutiondr direkt aus Hsp90 hervorgegangen, somit

handelt es sich um ein Paralog von Hsp90. Die Doménenstruktur entspricht prinzipiell der der
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anderen Mitglieder der Hsp90- Chaperonfamilie: eine N-terminale ATPase- Doméne, wird,
und das ist speziell fiir Grp94, lber ein kurzes geladenes Verbindungsstiick mit der
Mitteldomdne verbunden, die dann C-terminal durch die Dimerisierungsdoméne
abgeschlossen wird. Grp94 wird C-terminal durch eine ER- Retentionssequenz an dem
Austritt aus dem ER gehindert, und die N-terminale ER- Lokalistaionssequenz wird nach dem
Eintritt in das ER-Lumen abgetrennt.

Anders als bei cytosolischem Hsp90 sind fiir Grp94 keine Co-chaperone bekannt, allerdings
kennt man mittlerweile eine ganze Reihe von in vivo Substraten. Die Umsténde, die zu einer
Uberexpression des Proteins fithren, sind teilweise geklért, und es wird sogar postuliert, dass
Grp94 in der Lage ist, iiber gebundenes Peptid eine Immunantwort zu induzieren.

Trotz der starken Homologie zu anderen Mitgliedern der Hsp90-Chaperonfamilie wird {iber
die Aufgabe der ATPase-Domédne und deren Aktivitdt gestritten. Kristallstrukturen der
ATPase Doméne im Komplex mit Inhibitoren und ADP wurden von den Autoren mit
Nukleotidbindeeigenschaften aber nicht mit Hydrolyseaktivititen belegt (Immormino et al.,
2004; Soldano et al., 2003). Hier konnten Daten iiber die Struktur von Grp94 gewonnen
werden, die den Homologiegrad bestitigen und auch die Funktion als Chaperon konnte mit
Hilfe eines klassischen Modellsubstrats, der Citratsynthase, sowie eines moglicherweise auch
in vivo relevanten Substrat, dem Fab-Fragment von Antikorpern belegt werden. Des Weiteren
wurden Messungen durchgefiihrt, die in zwei unabhdngigen Messmethoden eindeutig
ATPase-Aktivitit zeigen, die ebenfalls mit der anderer Hsp90-Mitgliedern in Einklang stehen.
Als unterschiedlich hingegen konnte durch single turn over Experimente sowie kp-
Wertbestimmungen in  Gegenwart von  Nukleotiden und  Inhibitoren  der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Hydrolysereaktion von Grp94 im Vergleich zu
anderen Hsp90- Mitgliederns gezeigt werden. Wihrend im Fall des cytosolischen Hsp90 die
Hydrolyse den ratenlimitierenden Schritt darstellt, ist es Grp94 die ATP-Bindung. Unter den
gegebenen Bedingungen unterscheiden sich die Dissoziationskonstanten von ATP und ADP
kaum. Ebenfalls abweichend ist die mogliche Inhibierung der ATPase durch
Nukleotidanaloga oder -inhibitoren. Die Bindekonstante im Fall von Radicicol unterscheidet
sich deutlich von der an cytosolischem Hsp90. Hier werden nM-Werte angegeben, im Fall
von GRP scheint die Bindung gerade 2,5mal hoher als von ADP oder ATP unter den
angenommenen Bedingungen. NECA ist eine Grp94 spezifischer Inhibitor (Melnick &
Argon, 1995). Das konnte bestdtigt werden. Allerdings ist auch hier die Affinitét relativ

schwach und es war moglich, dieses echte Nukleotidanalogon aus der Bindetasche zu
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entfernen und die ATPase Aktivitdt des Proteins fast vollstindig zu reaktivieren. Schliellich
konnte ein Modell fiir den ATPase Zyklus von Grp94 postuliert werden.

Zur Kldrung des gesamten Zyklus miissten in zukiinftigen Untersuchungen Substrate
gefunden werden, die eine strikte Abhdngigkeit der ATPase-Funktionalitit zeigen. Erste
Anzeichen geben moglicherweise die positiven Effekte der Fab-Riickfaltung, so dass im
Bereich der Antikorperdoménen doch ein Substrat gefunden werden kann, so wie es fiir BiP

zum Beispiel der Fall ist.

In dieser Arbeit konnte ein Zusammenhang zwischen einzelnen Proteinen, die an der Faltung
im ER beteiligt sind, sowie komplexen Vorgingen, die im Bezug auf die Faltung von
Antikorpern zu beobachten waren, gemacht werden. Die Kombination von in vivo als auch in
vitro Experimenten scheint fiir zukiinftige Fragestellungen und weiteren Erkenntnisgewinnen

von Bedeutung zu sein.
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5. Abklrzungen

Abb
Abs
ADP
Amp
APS
Arg

As
ATP
bi. dest.
BiP

CECF
DNA
DTE
E.coli
EDTA
ELISA
ER
Fab

g
GdmCl

GRP

GSH

GSSG

His

HKM- Puffer
HY

Ig

IPTG

Kana

Abbildung

Absorption

Adenosin-5"-biphosphat

Ampicilin

Ammoniumperoxidsulfat

Arginin

Aminosédure

Adenosin-5"-triphosphat

Doppelt Quarz destilliertes Wasser
Immunglobulin-schwere-Kette-Bindeprotein
Basenpaare

Continious Exchange Cell Free technology
Desoxyribonukleinsdure

1,4-Dithioerytol

Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsiure
enzyme-linked immunosorbent assay
Endoplasmatisches Retikulum
Antigen-bindendes Antikorperfragment bestehend aus
leichter Kette und den beiden N-terminalen Domidnen
der schweren Kette

Gramm

Guanidiniumhydrochlorid

Glucose reguliertes Protein

reduziertes L-Gluthation

oxidiertes L-Gluthation

Histidin

Standard Puffer (Hepes-Kalium-Magnesium)
High Yield

Immunglobulin
Isopropyl-p-D-thio-galactopyranosid

Kanamycin
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kDA
LB
LMW
MgCl,

MAK33
mM
mRNA
MW
OD

PBD
PCR
PDI
PPI
RNA
RT
RTS
SDS-PAGE
Tris
Tween-20
U
u.a.
i.N.
Upm
uv
uz
v/v
Vis
w/v
WB
z.B.
z.T.

Kilodalton

Luria Broth

Low Molucular Weight
Magnesiumchlorid

Molar

Milliampere

monoklonaler Antikorper aus Maus (kIgG1)
Millimolar
messenger-Ribonukleinsdure
Molekulargewicht

optische Dichte

pro Analysis

Peptidbindedoméne
Polymerasekettenreaktion
Proteindisulfidisomerase
Peptidyl-Prolyl-Isomerase
Ribonukleinsdure

Raumtemperatur

Rapid Translation System
Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Polyoxyethylen-(20)-sorbitanmonolaurat
Units (Enzymaktivitét)

unter anderem

iiber Nacht

Umdrehungen pro Minute
Ultraviolett

Ultrazentrifugation

Volumen pro Volumen

Sichtbar

Gewicht pro Volumen

Western Blot

zum Beispiel

zum Teil
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