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Epitop Mapping of Monoclonal Antibodies that Inhibit Ligand Binding of
46 kDa Mannose 6-phosphate Receptor

The 46 kDa mannose 6-phosphate receptor (MPR 46) binds newly synthesized lysosomal
enzymes in the trans Golgi network and mediates their transfer to the endosomal
compartment. We show that monoclonal antibodies and corresponding F,,-fragments against
the luminal domain of MPR 46 efficiently or partly inhibit its binding to phosphomannan. For
epitope mapping of these human-specific antibodies we used a series of chimeric constructs
containing increasing portions of the N-terminal domain of mouse MPR 46 linked to the C-
terminal portion of the human receptor and peptides of the human MPR 46. The inhibiton of
the ligand binding correlated in the great with position of the postulated epitops with regard to
the ligand binding site with the aim of the threedimensional structure of the luminal domain of

the bovine MPR 46.

Slogan: mannose 6-phosphate receptor, epitop mapping of monoclonal antibodies, ligand

binding site

Epitopkartierung monoklonaler Antikorper gegen den humanen 46 kDa

Mannose-6-phosphate Rezeptor, die die Ligandbindung hemmen

Der 46 kDa Mannose-6-phosphate Rezeptor (MPR 46) bindet neu synthetisierte lysosomale
Enzyme im trans Golgi Netzwerk und transportiert sie zu den endosomalen Kompartimenten.
Wir zeigten, dall monoklonale Antikorper und ihre korrespondierenden F,,-Fragmente gegen
die luminale Domine des MPR 46 effizient oder teilweise die Bindung an das
Phosphomannan hemmten. Fiir die Epitopkartierung der humanspezifischen, monoklonalen
Antikorper wurden eine Serie von Chiméren konstruiert, bei denen vom humanen MPR 46 ein
zunehmender Anteil der N-terminalen Doméne des humanen Rezeptors durch den murinen
ersetzt wurde. Die Einteilung der monoklonalen Antikorper beziiglich der Inhibition der
Ligandbindung und der postulierten Epitope wurde durch die dreidimensionale Struktur im

grof3en und ganzen bestitigt.

Schlagworte: Mannose-6-phosphat Rezeptor, Epitopkartierung monoklonale Antikorper,

Ligandbindungsstelle



Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Funktionelle Bedeutung der Lysosomen

Lysosomen sind membranumgebene Organellen eukaryonter Zellen, deren Morphologie
heterogen ist und deren Dichte von Zelltyp zu Zelltyp variiert. Lysosomen bauen zelleigene
und zellfremde Makromolekiile zu Monomeren ab. Diese Monomere, wie z.B. Aminosiuren,
Zucker, Fettsduren, werden dann ins Cytosol zuriicktransportiert und konnen zum Aufbau
zelleigener Stoffe genutzt werden. Der Abbau der Makromolekiile erfolgt durch Hydrolasen,
von denen circa 50 Stiick bekannt sind. Die Zusammensetzung und die Konzentration der
Hydrolasen sind zelltypabhingig. Ihr optimaler pH-Bereich liegt bei 4,5-5,0 (Ohkuma und
Poole 1978). Dieser pH-Bereich wird im Lumen der Lysosomen durch eine ATP-getriebene
Protonenpumpe der lysosomalen Membran erhalten (Cuppoletti et al. 1987).

Die Bedeutung der Lysosomen wird ersichtlich durch die Existenz vieler lysosomaler
Speicherkrankheiten, fiir die zwei unterschiedliche Stérungsmechanismen verantwortlich sind.
Der eine betrifft die Biosynthese der Enzyme (Neufeld et al. 1975) und der andere den
Transport der Enzyme vom Syntheseort, dem rauhen Endoplasmatischen Retikulum (RER),
zum Wirkort den Lysosomen (Hickmann und Neufeld 1972). Die Erforschung dieser

Krankheiten fiihrte zu vielen Erkenntnisse iiber die Transportvorginge innerhalb der Zelle.

1.2 Synthese und Transport der lysosomalen Enzyme

Die 16slichen lysosomalen Enzyme und sekretorischen Proteine werden am RER synthetisiert
und haben eine N-terminale topogene Signalsequenz von 15-30 iiberwiegend hydrophoben
Aminosdureresten. Spezielle Proteine erkennen diese Signalsequenz und transferieren die
lysosomalen Enzyme und sekretorischen Proteine durch Translokationsporen in das ER-
Lumen. Im ER werden die Enzyme und Proteine kotranslational iiber N-glykosidische
Bindung mit Zuckerseitenketten versehen, wobei Dolicholpyrophosphat als Ubertriger
fungiert. Die Verkniipfung erfolgt an ausgewihlten Asparaginseitengruppen, deren
Erkennungssequenz Asn-X-Ser/Thr ist. Die Zuckerseitenkette besteht anfinglich aus drei
Glukose-, neun Mannose- und zwei N-Acetylglukosaminresten (Kornfeld und Mellmann

1989). Es werden die drei terminalen Glukosereste und ein terminaler Mannoserest
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abgespalten (Kornfeld und Kornfeld 1985). Die Enzyme gelangen iiber Transportvesikel vom
ER zum trans-Golgi Apparat, dort findet eine weitere Prozessierung der Zuckerseitenketten
vom mannosereichen zum komplexen Typ statt. Der komplexe Typ ist charakteristisch fiir
sekretorische Proteine. Lysosomale Enzyme besitzen mannosereiche und komplexe
Seitenketten (von Figura und Hasilik 1986).

Die mannosereichen Zuckerseitenketten der lysosomalen Enzyme werden mit einem
Mannose-6-phosphat-Signal versehen, so dal} sie nicht wie die sekretorischen Proteine
sezerniert werden. Die Bildung des Mannose-6-phosphat-Signals hingt von der selektiven
Erkennung  10slicher  lysosomaler = Enzyme durch die  Acetylglukosaminyl-1-
Phosphotransferase und der N-Acetylglukosaminidase ab. Einige Mannose-Reste werden am
C6-Atom durch die N-Acetylglukosaminyl-1-Phosphotransferase phosphoryliert (Hasilik ef al.
1980, Reitmann und Kornfeld 1981, Waheed er al. 1982). Die Acetylglukosaminyl-1-
Phosphotransferase iibertrdagt ein N-Acetylglukosamin-1-phosphat auf den Mannoserest, so
daB} ein Phosphodiester entsteht. SchlieBlich wird das N-Acetylglukosamin durch die o-N-
Acetylglukosaminidase abgespalten, so da3 ein Mannose-6-phosphat entsteht. Dieses Signal
ist wesentlich fiir die Erkennung und Bindung von spezifischen Rezeptoren an die Enzyme,
die dann zu den endosomalen Kompartimenten transportiert werden (von Figura und Hasilik
1986). Durch die pH-Veridnderung in den endosomalen Kompartimenten werden die Enyzme
von den Rezeptoren freigesetzt, und die Rezeptoren gelangen zuriick zum trans-Golgi-

Netzwerk (TGN) oder zur Plasmamembran.

1.3 Mannose-6-phosphat Rezeptoren (MPR)

Es wurden bisher zwei verschiedene MPR in eukaryonten Zellen gefunden, die aufgrund ihres
Molekulargewichts von 46 kDa als MPR 46 und von 300 kDa als MPR 300 bezeichnet
wurden. Der MPR 300 wurde erstmals von Sahagian et al. (1981) in Rinderleber und der
MPR 46 von Hoflack und Kornfeld (1985) in Mauszellen (P388D1) nachgewiesen. Der MPR
300 wird auch kationenunabhéngiger Rezeptor und der MPR 46 kationenabhingiger Rezeptor
genannt. Die Bindungsaffinitidt des MPR 46 zu seinen Liganden konnte in vitro durch den
Einsatz von divalenten Kationen gesteigert werden, wihrend dies beim MPR 300 nicht der
Fall war (Hoflack und Kornfeld 1985).

Bis heute konnten diese Rezeptoren in allen Geweben nachgewiesen werden mit Ausnahme

bestimmter Tumorzellinien, die den MPR 46, aber nicht den MPR 300 exprimieren (Gabel et
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al. 1983, Mainferme et al. 1985). Die beiden Rezeptoren sind notwendig fiir die korrekte
Sortierung 16slicher Enzyme innerhalb der Zelle (Kasper et al. 1996, Munier-Lehmann et al.

1996).

1.3.1 Intrazellulire Verteilung der MPR

Die MPR sind durch ihre Sortierungsfunktion intrazellulédr in verschiedenen Kompartimenten
zu finden. Die intrazellulire Verteilung wurde durch subzellulire Fraktionierung und
Immunoelektronenmikroskopie untersucht. Es befinden sich 40-60% in den endosomalen
Membranen, 20-40% am TGN und 10-20% an der Plasmamembran (Geuze et al. 1985,
Brown et al. 1986, Griffith et al. 1988, Geuze et al. 1989, Bleekemolen et al. 1988,
Klumpermann et al. 1993). Klumpermann et al. (1993) zeigte in anderen Zellinien, den Baby-
Hamster-Nieren- (BHK) und humanen Hepatom-Zellen (HepG2), dafl ein Hauptanteil beider
Rezeptoren im TGN und zu einem geringeren Teil in endosomalen Kompartimenten zu finden
ist. Es wurden keine MPR 46 in den lysosomalen Membranen gefunden (Sahagian und
Kornfeld 1983, Gartung et al. 1985, Klumpermann et al. 1993).

MPR 46 und MPR 300 besitzen eine weitgehend libereinstimmende intrazelluldre Verteilung
(Bleekemolen et al. 1988). In transfizierten BHK-Zellen, die die beiden Rezeptoren
tiberexprimieren, konnten Klumpermann et al. (1993) zeigen, daB es innerhalb der
endosomalen Membranen zu einer partiell lateralen Segregation kommt. Der MPR 300
kommt vorwiegend in den vakuoldren Endosomen und der MPR 46 in assoziierten, tubuliren,
vesikuldren Endosomen (ATVs) vor.

Nur wenige MPR konnten in dem ER und den Golgi-Stapeln nachgewiesen werden

(Klumpermann et al. 1993, Geuze et al. 1988, Bleekemolen et al. 1988).

1.3.2 Transport, Sortierung und Internalisierung des MPR 46

1.3.2.1 Transportwege des MPR 46

Der MPR 46 zirkuliert zwischen TGN, Endosomen und der Plasmamembran (Abb. 1)
(Sahagian und Neufeld 1983, von Figura und Hasilik 1987, Kornfeld und Mellman 1989).
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Plasmamembran
A \l\

frithe Endosomen
spite Endosomen AQT’ Lysosomen

trans-Golgi-Netzwerk

f

Golgi-Stapel

f

endoplasmatisches
Retikulum

Abb. 1: Rezirkulation des MPR 46

Die fetten Pfeile symbolisieren die vermutliche Hauptzirkulationsrichtung (Hille-Rehfeld 1995).

Der MPR 46 wird im RER synthetisiert und in Transportvesikeln iiber die cis-, mid-Cisternen
des Golgi-Apparates zum TGN transportiert. Im Bereich des trans Golgi-Apparates findet die
Bindung der lysosomalen, 16slichen Enzyme an den MPR 46 statt (Lazzarino und Gabel
1988). Vom TGN gelangt der MPR 46 mit dem Enzym iiber Clathrin-beschichtete Vesikel zu
den Endosomen (Campbell ef al. 1983, Geuze et al. 1985, Lemansky et al. 1987). Clathrin
besteht aus einem Komplex aus drei schweren und drei leichten Ketten, die sich zu einem
Triskelion formieren. Nach dem Verlust der Clathrinbeschichtung verschmelzen die Vesikel
mit frithen endosomalen Membranen (Diesner ef al. 1993). Durch den sauren pH-Wert findet
in den endosomalen Kompartimenten die Dissoziation von Ligand und Rezeptor statt (Geuze
et al. 1985). Der MPR 46 rezirkuliert von den Endosomen zum TGN oder zur
Plasmamembran und von dort wieder zu den Endosomen (Brown et al. 1986, Matovcik et al.

1990).

1.3.2.2 Intrazelluléire Sortierung und Zirkulation des MPR 46

Der Transport zwischen den Zellorganellen wird iiber mutiple Sortierungssignale in der

cytoplasmatischen Domine des MPR 46 vermittelt. Die Sortierung der 16slichen lysosomalen
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Enyzme vom TGN zu den frithen Endosomen erfolgt durch Clathrin-beschichtete Vesikel. Die
Sortierung und Bildung der Vesikel erfordert verschiedene cytosolische Komponenten. Der
Adaptorkomplex AP1, ein cytosolischer Faktor, bindet an die Sortierungssignale des MPR 46.
Das Clathrin, ein weiterer cytosolischer Faktor, bindet an den Adaptorkomplex API1. Das
Clathrin kann nicht direkt an den MPR 46 binden (Pearse und Robinson 1990, Ahle et al.
1988). AP1 ist ein heterotetramerer Komplex aus zwei grofen Untereinheiten (y und B”) und
zwei kleinen (U, und o). Die Bindung an das Clathrin erfolgt iiber die 3"-Untereinheit und die
an den Rezeptor vermutlich iiber die f” und pu; —Untereinheit (Ahle et al. 1988, Ahle und
Ungewickell 1989, Gallusser und Kirchhausen 1993). Das Heranfithren des AP1 an den
Rezeptor erfolgt durch den ADP-Ribosylierungs-Faktor 1 (ARF1), eine kleine GTPase
(Stammes und Rothman 1993, Traub ez al. 1993). ARF1 reguliert die Bindung Rezeptor, AP1
und Clathrin (Robinson und Kreis 1992, Wong und Brodsky 1992, Le Borgne et al. 1996).
AP1 erkennt eine stark saure Sortierungssequenz 239Glu—Ser—Glu—Glu—Arg243 in der
cytoplasmatischen Doméne des MPR 46 (Mauxion et al. 1996, Abb. 2). Weiter fand Honing
et al. (1997) zwei Sequenzen, 212-228 und 234-252, die hohe Affinitit zu AP1 aufweisen.
Letztere beinhaltet die saure Sequenz von Mauxion und ein Di-Leucin-Motiv. Das Di-Leucin-
Motiv war aber nicht essentiell fiir die AP1-Bindung nach Honing ef al. (1997). Dieses Di-
Leucin-Motiv **°His-Leu-Leu-Pro-Met™? ist fiir die Sortierung in Richtung Endosomen
notwendig (Johnson und Kornfeld 1992, Mauxion ef al. 1996, Abb. 2).

Der MPR 46 rezirkuliert in der Zelle zwischen TGN, Endosomen und Plasmamembran (Abb.
1). Dieses hat fiir die Zelle zum Vorteil, da ein Rezeptor mehrmals lysosomale Enzyme
transportieren kann. In der Transmembrandomine und der cytoplasmatischen Doméne sind
Riickfithrungssignale enthalten. Das Tryptophan 204, sowie die Sequenz 219-224 sind an der
Riickfithrung beteiligt (Rohrer et al. 1995, Schweizer et al. 1997, Abb. 2). AuBlerdem ist fiir
die Rezirkulation das Cystein 219 in der cytoplasmatischen Region wichtig, welches
palmitolyiert werden kann und kritisch fiir die Zirkulation des MPR 46 und notwendig fiir die
korrekte Sortierung von Cathepsin D ist (Schweizer et al. 1996).

Schulze-Garg et al. (1995) fanden durch Mikroinjektion von peptidspezifischen Antikdrpern
heraus, dal die Aminosduren 224-238 der cytoplasmatischen Region wichtig fiir den
Riicktransport von den Endosomen zum TGN sind. Eine Blockierung dieser Sequenz fiihrt zu
einer Akkumulation des MPR 46 in Endosomen, die nicht durch die klassischen, endosomalen

Marker charakterisiert werden konnten.
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AuBler zu den frithen Endosomen transportieren die MPR die lysosomalen Enzyme zur
Plasmamembran, wo sie zu 50-70% sezerniert werden (Chao et al. 1990). Der MPR 46 ist im
Gegensatz zum MPR 300 jedoch nicht in der Lage die Liganden an der Plasmamembran zu
binden und zu internalisieren. Die Ligandbindung und die Internalisierung sind folglich

unabhéngig voneinander (Stein et al. 1987c, Watanabe et al. 1990, Ma et al. 1991).

Ligand-Bindung Internalisierung
198
105_I R111 FPHLAF203 230YR/GV234
1 / 252
H_N- -COOH
2

219 224242 248 250
CRKPR S LL

Endosomen (P TGN-Sortierung+
Ruckfuhrung Internalisierung

Abb. 2: Wichtige Aminosiuremotive fiir die Ligandbindung und Sortierung des MPR 46

Die reife Aminosduresequenz des MPR 46 (252 Aminosduren), ein Typ I Transmembranprotein, wurde
dargestellt. Der Membrananker wurde als gestreiftes Rechteck abgebildet, die N-terminale Doméne ist der

luminale Teil und die C-terminale Doméne der cytoplasmatische Teil des MPR 46.

1.3.2.3 Internalisierung des MPR 46 an der Plasmamembran

Der MPR 46 wird an der Plasmamembran internalisiert. Der Transport erfolgt auch hier wie
beim TGN iiber Clathrin-beschichtete Vesikel. Als cytosolischer Faktor wird der
heterotetramere Adaptorkomplex AP2 (Pearse und Robinson 1990) und evtl. Dynamin, eine
GTPase, (Takei et al. 1995, Hinshaw und Schmid 1995) benotigt. AP2 besteht aus zwei
grofen (a0 und ;) und zwei kleinen Untereinheiten (i, und o). Die Bindungsstelle fiir
Clathrin wurde auf der [B,-Untereinheit (Gallusser und Kirchhausen 1993) und fiir den
Rezeptor auf der p,- oder ,-Untereinheit lokalisiert (Ohno et al. 1995, Beltzer und Spiess
1991).

Fiir eine schnelle Internalisierung sind mehrere Signalsequenzen notwendig, sie wurden in 2
Gruppen eingeteilt. Die erste Gruppe beinhaltet die Tyrosin-abhéngigen Signale. Das Tyrosin

befindet sich auf einer exponierten Haarnadelstruktur: einem B-turn oder tight turn (Ktistakis
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et al. 1990, Bansol und Gierach 1991, Eberle et al. 1991). Johnson et al. (1990) fanden beim
bovinen MPR 46 ein schwaches Tyrosinsignal ***Tyr-Arg-Gly-Val***, welches zu 30% die
Internalisierungsrate beitrdagt. 70% der Internalisierungsrate werden durch ein starkes Signal
%¥phe-Pro-His-Leu-Ala-Phe®” verursacht (Abb. 2). Dieses Signal gehort zu der zweiten
Gruppe, den Tyrosin-unabhéngigen Signalen. Beide Signale miissen vorhanden sein, um den
MPR 46 internalisieren zu kdnnen.

Zu den Tyrosin-unabhidngigen Signalen gehort auBerdem das Di-Leucin-Motiv distal der
cytoplasmatischen Region, welches ein Sortierungssignal am TGN zu dem Endosomen und
ein Internalisierungssignal an der Plasmamembran ist (Ubersichtsartikel Sandoval und Bakke
1994, (Abb. 2)). Das Di-Leucin-Motiv soll ein Bestandteil einer groBBeren Sekundérstruktur
mit benachbarten sauren Aminosiuren sein (Pond et al. 1995, Motta et al. 1995).

Ein weiteres Internalisierungssignal befindet sich proximal der cytoplasmatischen Doméne

192 Ala-Lys-Gly-Met-Glu-Gln-Phe'*® (Denzer et al. 1997).

1.3.3 Proteinstruktur des MPR 46
Der MPR 46 sowie der MPR 300 sind Typ I Transmembranproteine. Ihre
Aminosduresequenzen bestehen aus einer Signalsequenz, die fiir die Translokation notwendig

ist, und der Sequenz des reifen Rezeptors (Tabelle 1, Abb. 3).

Tabelle 1: Proteinstruktur der Mannose-6-Phosphat-Rezeptoren (Pohlmann et al. 1987,
Koster et al. 1991, Dahms et al. 1987, , Morgan et al. 1987, Oshima et al. 1988, Lobel et
al. 1987/88)

MPR 46 MPR 300

Mensch | Maus Rind Mensch | Rind
Aminosiduresequenz 277 278 279 2491 2499
Signalsequenz 26 27 28 40 44
luminale Doméne 159 2264 2269
Transmembrandomiine 25 23 23
cytoplasmatische Domine 67 164 163

Die Sequenz des MPR 46 ist hochkonserviert und zwischen Mensch und Maus zu 93%
identisch, wobei die Identitit der cytoplasmatischen Doménen 100% betrdgt. Die luminale

Domine des MPR 46 vom Rind ist 1,8 Angstrom grofl und besteht vom N-Terminus her aus
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einer o-Helix und 9 B-Faltblattstrukturen, von denen die ersten vier und die letzten finf zu
Stapeln antiparallel zusammenliegen (Roberts ef al. 1998).

Die luminale Doméne des MPR 300 besteht aus 15 Wiederholungseinheiten (Abb. 3), die
untereinander eine Identitdt von 14-28% aufweisen (Morgan et al. 1987, Oshima et al. 1988,
Lobel et al. 1987, Lobel et al. 1988, MacDonald et al. 1988). Die Wiederholungseinheiten
sind 14-37% identisch zu der luminalen Doméne des MPR 46 ( Dahms ef al. 1987).

Glykosylierung:

Der MPR 46 ist ein Glykoprotein mit fiinf potentiellen N-Glykosylierungsstellen, von denen
vier mit komplexen und mannosereichen Zuckerseitenketten besetzt sind (Wendland et al.
1991a). Die molekulare Masse des Peptids betrdagt circa 29 kDa, und durch seine
Glykosylierung erreicht der MPR 46 eine apparente Molekiilmasse von 43-46 kDa (Stein ef
al. 1987b, Hoflack und Kornfeld 1985). Der Kohlenhydratanteil betrdgt somit 30-40%. Die N-
Glykosylierung ist nicht essentiell fiir die Ligandbindungsfihigkeit (Wendland et al. 1991a),
jedoch wird die Ligandbindungskonformation in vitro nach dem Herauslosen des MPR 46 aus
der Membran durch die Glykosylierung stabilisiert (Wendland et al. 1991a, Hille et al. 1989).
Die N-Glykosylierung erleichtert die Faltung des neusynthetisierten Polypeptids (Zhang und
Dahms 1993), insbesondere die Glykosylierung des Asparagin 87 im MPR 46.

Cysteinreste:

Fir die Tertidrstruktur des Proteins sind 3 Disulfidbindungen verantwortlich (Lobel et al.
1988). Sie wurden im humanen, murinen und bovinen MPR 46 gefunden. Diese
hochkonservierten Disulfidbindungen des MPR 46 sind auch im MPR 300 erhalten (Lobel e?
al. 1988, Wendland et al. 1991a). Die Cysteine befinden sich alle in der luminalen Doméne,
und die Bindungen finden zwischen den Cysteinen 6-52, 106-119 und 141-153 statt
(Wendland et al. 1991a).

Die zwei Cysteinreste (Cystein 215/219) in der cytoplasmatischen Doméne des MPR 46
konnen reversibel iiber eine Thioesterbindung mit der Fettsdure Palmitinsdure verkniipft und

zur Membranverankerung genutzt werden (Schweizer et al. 1996).
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Abb. 3: Schematische Darstellung der beiden Mannose-6-phosphat Rezeptoren (Dahms
et al. 1987)

Die Wiederholungseinheiten des MPR 300 sind durchnumeriert und sind untereinander stark identisch. Sie
weisen eine starke Identitidt zur luminalen Doméne des MPR 46 auf. Die Hauptform des MPR 46 ist vermutlich
ein Dimer (Stein er al. 1987a, Dahms und Kornfeld 1989, Li et al. 1990, Punnonen et al. 1996), wihrend der
MPR 300 wahrscheinlich als Monomer vorliegt (Dahms et al. 1987).
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Phosphorylierung:

In der cytoplasmatischen Domine befindet sich aullerdem eine Caseinkinase II
Phosphorylierungsstelle an Position Serin 242 (Hemer et al., 1993, Korner et al. 1994). Es
findet wihrend der Zirkulation des Rezeptors in der Zelle eine fortwihrende Phosphorylierung
und Dephosphorylierung statt (Hemer et al. 1993, Creek und Sly 1983). Die
Dephosphorylierung findet durch die Phosphatase 2A (Braulke und Mieskes 1992) und wenig
effizient durch die Phosphatase 2C statt (Korner et al. 1994). Welche Bedeutung die
Phosphorylierung ausiibt, ist noch nicht genau bekannt, die Stabilitit des Rezeptors, die
Zelloberflachenexpression und die Transportaktivitit sind nicht von der Phosphorylierung

abhédngig (Hemer et al. 1993).

Quartérstruktur:

Der MPR 46 liegt in der Membran als Monomer, zum groBten Teil als Homodimer und zu
einem geringen Teil als Tetramer vor (Stein et al. 1987a, Dahms und Kornfeld 1989, Li et al.
1990, Punnonen et al. 1996, Waheed und von Figura 1990). Die Dimere sind nicht-kovalent
verkniipft.

In vitro konnte gezeigt werden, daf} die oligomeren Formen mit steigender Oligomerisierung
eine hohere Bindungsfihigkeit zum Liganden haben als das Monomer. Die erhohte
Bindungsfihigkeit konnte in der Erhohung der Aviditdt oder der Affinitét liegen. In Losung
kommt der MPR 46 als Homodimer/Tetramer vor (Stein ef al. 1987a, Dahms und Kornfeld
1988, Waheed und von Figura 1990). Die Oligomerstruktur ist abhéingig von 4 Faktoren: der
Anwesenheit der Liganden, der Konzentration des Rezeptors, dem pH-Wert der Losung und
der Temperatur. Die Bildung von Dimeren/Tetrameren wird durch die Liganden, eine hohe
Konzentration von Rezeptoren und neutralen pH-Wert gefordert. Die Dissoziation der
Oligomere wird durch Erwidrmen, sauren pH-Wert, niedrige Konzentration von Rezeptoren
und Fehlen der Liganden erreicht (Waheed ef al. 1990, Waheed und von Figura 1990).

Das Verhiltnis Monomer:Dimer:Tetramer bleibt jedoch in sifu gleich, auch wenn sich die
Ligand-Konzentration und/oder der pH-Wert in intrazelluliren Membranen &dndert, d.h. die
Bindungsaktivitdt wird vermutlich durch Feinstrukturdnderungen des MPR 46 geregelt und

nicht durch das Verhiltnis Monomer:Dimer:Tetramer (Punnonen et al. 1996).
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1.3.4 Genomische Organisation des MPR 46

Das MPR 46 Gen des Menschen wurde auf Chromosom zwolf (Pohlmann et al. 1987) und das
der Maus auf Chromosom sechs (Ludwig ef al. 1992) lokalisiert. Die Genldnge betrigt zwolf
kb (Klier et al. 1991). Das humane Gen besteht aus sieben Exons, wobei Exon eins die
S5 untranslatierte Region, Exon zwei die Signalsequenz, Exon zwei bis fiinf die luminale
Domine, Exon fiinf und sechs die Transmembrandomine, Exon sechs und sieben die
cytoplasmatische Domine und Exon sieben die 3’untranslatierte Region enthalten. Die
Aufteilung der Exons und die funktionellen Doménen des Proteins stimmen nicht miteinander
iberein.

Die cDNA des MPR 46 wurde bisher von Mensch (Pohlmann et al. 1987), Maus (Koster et al.
1987, Ludwig et al. 1992, Ma et al. 1992) und Rind (Dahms et al. 1987) isoliert und

sequenziert.

1.3.5 Struktur und biochemische Eigenschaften der Ligandbindungsstelle

Der MPR 46 besitzt eine Ligandbindungsstelle in seiner luminalen Doméne. Seine
Bindungsaktivitit erlangt er nach dem Verlassen des ER’s. Untersuchungen mittels Pulse-
chase-Experimenten an transfizierten BHK 21 mit humanem MPR 46 zeigten, dal der MPR
46 innerhalb von 12 min in einem Pri-Golgi-Kompartiment seine bindungsaktive Form erhilt
(Hille et al. 1989b). Experimente am MPR 46 mit chemischen Modifikationen zeigten, daf3
die Histidine und Arginine wichtig sind (Stein et al. 1987b). Wendland er al. (1991b)
schriankten die Bedeutung der His und Arg auf das His 105 und Arg 111 ein. Diese waren in
den Mutanten essentiell fiir die Ligandbindung (Abb. 2).

Ein Mol Rezeptormonomer bindet 1,2 Mol eines monovalenten Liganden (KD=6-8 x 10°® M)
und 0,5 M eines divalenten Liganden, z.B. eine mannosereiche Zuckerseitenkette mit zwei
Phosphomonoestern (KD=2 x 107 M) (Tong und Kornfeld 1989, Dittler et al. 1991). Der
Rezeptor hat eine hohere Affinitét zu divalenten Liganden als zu monovalenten Liganden.
Phosphodiester konnen nur vom MPR 300 gebunden werden, der MPR 46 besitzt trotz der
Flexibilitit des Tyr 45 nicht ausreichend Platz fiir den Phosphodiester (Hoflack und Kornfeld
1985, Stein et al. 1987a, Roberts et al. 1998).

Die Stirke der Ligandbindung wird auerdem von divalenten Kationen beeinfluf3t (siche 1.3).
Hoflack und Kornfeld (1987) zeigten eine absolute Abhingigkeit der Bindung von divalenten
Kationen, Tong und Kornfeld (1989) wiesen lediglich eine starke Abhingigkeit nach. Danach
wird der KD um einen Faktor 4 durch divalente Kationen erniedrigt. Junghans (1988) zeigte

sogar eine Ligandbindung im Beisein von Chelatkomplexbildnern. Diese Unterschiede sind
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vermutlich speziesabhiingig. Die Bindung an divalente Kationen wird von den Aminosiuren
Asn 103, Asp 104, His 105, Glu 101 und Arg 111 koordiniert. Ohne Kationen bindet das Arg
103 an das Sauerstoffatom der Phosphatgruppe des Liganden und konkurriert mit Arg 111,
also der Bindungsstelle (Roberts ef al. 1998).

AuBerdem kann die Bindungsfihigkeit durch den pH-Wert beeinfluit werden. So findet eine
optimale Bindung im pH-Bereich von 6-6,3 statt. Liegt der pH-Bereich unter pH 5,5, findet
eine Dissoziation von Ligand und Rezeptor statt (Hoflack er al, 1987). Durch diese
Eigenschaft des MPR 46 konnen die lysosomalen Enzyme vektoriell in der Zelle transportiert
werden. Isolierte Oligosaccharide werden auch bei hoherem pH-Wert von 7-7,4 gebunden

(Hoflack et al. 1987).

1.4 Monoklonale Antikorper

1.4.1 Struktur und Funktion von Antikérpern

Vertebraten konnen zwischen korpereigenen und fremden Substanzen unterscheiden. Die
Zerstorung der fremden Substanzen im Korper erfolgt durch die humorale und zelluldre
Immunantwort. Antikorper oder Immunglobuline, die von Plasmazellen gebildet werden,
gehoren zu der humoralen Immunantwort. Die Plasmazellen stammen von den B-
Lymphozyten ab. Das Y-formige Immunglobulin besteht aus 3 funktionellen Teilen, einem F.-
Teil, welcher Effektorfunktion besitzt, und 2 F,-Teilen, die die Antigenbindungsstelle
enthalten. Diese Bindungsstelle ist bereits vollstindig determiniert, bevor das Antigen
Kontakt mit dem Antikorper bekommt. Das Immunglobulin wird auf der Oberfldche der B-
Lymphozyten exprimiert. Der Antigen-Antikorper-Kontakt stimuliert die B-Zelle, so daf3 eine
Vermehrung und Verdnderung der Zelle beginnt. Es entstehen Plasmazellen, die statt
membrangebundene Antikorper 16sliche Antikorper herstellen.

Das Immunglobulin setzt sich aus verschiedenen Untereinheiten zusammen, den zwei leichten
und zwei schweren Ketten, die iiber Disulfidbriicken und nicht-kovalente Bindungen
miteinander verkniipft sind. Jede leichte und schwere Kette besteht aus einer variablen und
einer konstanten Region, wobei die variable Region die Antigenbindungsstelle enthilt, und
die konstante Region die Effektorfunktion ausiibt. Die variablen (V) und konstanten (C)
Regionen befinden sich auf getrennten Genen und werden iiber J- und D-Gene miteinander
verbunden. Durch das Zusammensetzen der V/J/D-Gene erhilt der Organismus die

Moglichkeit, eine Vielzahl von moglichen Antigendeterminanten zu erkennen. Die
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Lymphozyten unterliegen der allelen Exklusion, d.h. nur eines der zusammengesetzten
Allelpaare gelangt zur Expression, so daf} eine Zelle auch nur einen spezifischen Antikorper
mit einer speziellen Antigenbindungsstelle produzieren kann. Die V/J/D-Gene werden mit den
C-Genen, die die verschiedenen konstanten Regionen enthalten, kombiniert. Die konstanten
Regionen gehoren verschiedenen Klassen bzw. Subklassen an, danach sind die

Immunglobuline eingeteilt. Es gibt 5 Immunglobulinklassen IgA, IgD, IgE, 1gG, IgM.

1.4.2 Herstellung von monoklonalen Antikorpern

Die Gewinnung von monoklonalen Antikérpern, die eine hohe Spezifitit gegen ein Antigen
besitzen, wurde als erstes von Kohler und Milstein 1975 durchgefiihrt (Abb. 4). Fiir diese
Methode werden B-Lymphozyten und Myelomzellen fusioniert. Die B-Lymphozyten haben
die Fihigkeit, Antikorper zu produzieren, und die Myelomzellen haben in Kultur eine
unbegrenzte Lebensdauer.

Diese B-Lymphozyten werden aus der Milz von immunisierten Miusen gewonnen. Die
klassische Immunisierung der Miause erfolgte 2-5 Monate vor der Fusion durch die Injektion
des Antigens und eines Adjuvants in die Maus. Das Adjuvants, z.B. komplettes oder
inkomplettes Freund sches Adjuvants, ist ein Hilfsmittel, welches die Immunantwort steigern
und modifizieren kann. Diese Vorimmunisierung erreicht, dal schon eine Vielzahl
verschiedener B-Lymphozyten, die Antikorper gegen das eingesetzte Antigen produzieren
konnen, zur Verfiigung stehen. Die Stimulation der Lymphozyten durch das Antigen wird
durch die intraperitoneale oder intravendse Injektion an 4-5 aufeinanderfolgenden Tagen
unmittelbar vor der Gewinnung der Milzzellen erreicht.

Die Myelomzellen wachsen unbegrenzt und weisen einen bestimmten Defekt auf, meist im
Nukleinsdurestoffwechsel. Der Defekt betrifft den Reserveweg in der Nukleinsduresynthese,
so dal die Zellen nur iiber den Hauptweg Nukleinsduren herstellen konnen. Die fusionierten
Zellen werden in einem Medium mit Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin (HAT-
Medium) kultiviert. Nach der Fusion sterben die Lymphozyten, Erythrozyten und andere
Zellen generell nach kurzer Zeit ab. Die nicht-fusionierten Myelomzellen sterben ab, weil sie
keine Nukleinsduren produzieren konnen. Der Hauptweg der Nukleinsduresynthese wurde
durch Azaguanin vergiftet und der Reserveweg ist defekt. Die fusionierten Zellen oder
Hybridomzellen besitzen die genetische Information von den B-Lymphozyten und den
Myelomzellen, dadurch wird der genetische Defekt der Myelomzellen durch die B-

Lymphozyten komplementiert. Diese fusionierten Zellen konnen in HAT-Medium wachsen.
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Abb. 4: Herstellung monoklonaler Antikorper

Hybridomzellen, die durch Fusion antikdrperproduzierender Zellen mit Myelomzellen entstanden sind, werden

durch Kultur in HAT-Medium selektiert. Die Uberstinde der Hybridomzellen mit den gebildeten Antikrpern

werden nach der gewiinschten Spezifitit untersucht. Die Milzzellen wurden weif}, die Myelomzellen schwarz und

die Hybridomzellen schwarz-weil3 dargestellt. Die angegebenen Zeiten stellen Richtwerte dar. (nach Milstein

1980).

Nach der Fusion miissen die Hybridomzellen vereinzelt werden, indem durch Verdiinnungen

nur eine Zelle in einer Vertiefung einer Zellkulturplatte ausgesidt wird. Die Hybridomzellen

vermehren sich und bilden einen Klon. Dieser Klon produziert Antikorper, die in das Medium

abgegeben werden. Die Mediumiiberstinde werden untersucht, indem die Antikorper auf ihre
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Spezifitit getestet werden. Die Untersuchung erfolgen durch verschiedene Methoden z.B.
durch ELISA, RIA, Immunfluoreszenz, Zytotoxizititsmessungen. Bei der Untersuchung muf3
darauf geachtet werden, dafl simtliche Immunglobulinsubklassen erfalt werden. Klone, die
Antikorper gegen das gewiinscht Antigen bilden, wurden ausgewdhlt. Die Klone werden
danach subkloniert und die Antikorperiiberstinde nochmals getestet.

Nach der Subklonierung werden die positiven Klone vermehrt und die Antikdrper aus den
Medieniiberstinden gereinigt. Diese Reinigung erfolgt durch Affinitits-Chromatographie. Die
aufgereinigten mAk werden schlieBlich durch verschiedene Methoden untersucht. Zu diesen
Methoden gehoren z.B. Epitopkartierung durch Peptidanalyse, Herstellung von Mutanten und
Rontgenkristallographische Studien. Die Ergebnisse geben Auskunft iiber das Epitop bzw. die
Antigendeterminante, die der mAk erkennt. Das Epitop kann diskontinuierlich oder
konformationsspezifisch sein, so da3 Antikdrper abhingig von der nativen und rdumlichen
Konformation des Antigens sind, oder das Epitop betrifft eine kontinuierliche oder
sequentielle Determinante, so daf3 sie von der Aminosduresequenz abhéngig sind.
Monoklonale Antikorper konnen fiir viele verschiedene Untersuchungen in der
Grundlagenforschung eingesetzt werden. Mit mAk unterschiedlicher Spezifitit konnen

Einblicke in die rdumliche Struktur des Antigens erhalten werden.

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Zum Anfang meiner Arbeit war bekannt, daf} fiir die Ligandbindungsstelle des MPR 46 das
Histidin 105 und das Arginin 111 wichtig sind. Ziel dieser Arbeit war es, auch andere
wichtige Aminosduren fiir die Ligandbindungsstelle zu finden. Diese Frage sollte mittels
spezifischer mAk gegen die luminale Doméne des MPR 46 und durch die Kristallstruktur der
luminalen Domine des MPR 46 geklirt werden.

Als erstes sollte die Wirkung der mAk auf die Ligandbindung des MPR 46 untersucht werden.
Zweitens sollten die Epitope der mAk bestimmt werden. Dazu sollten Mensch/Maus-
Chiméren mittels gerichteter Mutagenese hergestellt und im ELISA analysiert werden.
AuBerdem sollte die Reaktivitit der mAk auf bestimmte Peptide getestet werden. Die Daten
der Inhibition der Ligandbindung durch mAk und der Epitopkartierung sollte anschlieBend
korreliert werden. Diese Korrelation sollte moglichst Auskunft iiber die wichtigen

Aminosduren der Ligandbindungstellen geben.
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Parallel zu der Epitopkartierung mittels Chimédren und Peptide sollte durch eine
dreidimensionale Struktur des humanen MPR 46 die Ligandbindungsstelle analysiert werden.
Die Positionen der wichtigen Aminosduren, die aus den Daten der Inhibitionsanalyse und der
Epitopkartierung erhalten wurden, sollten im Hinblick auf die Ligandbindungsstelle mit dem

3-D-Modell iiberpriift werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geriite

Analysenwaage Sartorius micro
Autoklav Typ Tecnoclav 50
Brutschrank Typ 2771
Digital-pH-Meter Knick

DNA-Sequenzierer 373A DNA Sequencing System

Drehrad fiir Eppendorfgefifie
Eismaschine
Elektrophoresekammern fiir Agarosegele

Elektrophoresekammern fiir Polyacrylamidgele

Filmentwicklungsmaschine Modell Gevamatic 60
Fliissigkeitsszintillationszidhler Modell 1900TR
Betastrahlenzihler (B-Counter)
Fluoreszenzspektrophotometer F1200
Gammastrahlenzihler (y-Counter)

Wizard 1470"
Gefrierschrank, -85 °C Ultra low Freezer
Geltrockner, Gel Air Dry
Heizblock Modell Thermostat 5320
HPLC Millipore Waters 600 E System Controller

Inkubationsschiittler Modell G25
Jet-s Automatic Vacuum System, Tom

Lyophilisator

Magnetriihrer Ika-Combimag Reo

Massenspektrometer, Kompakt Maldi IIT

Krannich, Gottingen

Tecnorama, Ziirich, Schweiz
Heraeus, Osterode

Schiitt, Gottingen

Applied Biosystem Inc.,
Weiterstadt

Eigenbau, Werkstatt des Institutes
Ziegra, Isernhagen

Eigenbau, Werkstatt des Institutes
Hoefer Scientific Instruments,
San Francisco, USA
Agfa-Gevaert, Leverkusen
Packard, Frankfurt/M.

Hitachi, Tokyo, Japan
Wallac, Finnland

News Brunswick Sc., Edison/ USA
Bio-Rad, Miinchen

Eppendorf, Hamburg

Waters, Millipore Corporation,
Marlborough, USA

News Brunswick Sc., Edison/ USA
Schiitt, Gottingen

Bachofer, Reutlingen und Christ,
Osterode

Schiitt, Gottingen

Shimadzo, Okagaga, Japan
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Membrane Vakuumpumpe ME 2

Mikroskope:

Phasenkontrastmikroskop, Modell ID 03

Inverses Mikroskop, Modell IM

Fluoreszenzmikroskop, Modell Axiovert 100

Fluoreszenzfilter fiir das Axiovert 100:

Vacuumbrand GmbH & Co,

Wertheim

Zeiss, Oberkochen
Zeiss, Oberkochen
Zeiss, Oberkochen
Zeiss, Oberkochen

Fluorochrom

Anregungsfilter

Farbteiler

Emissionsfilter

FITC; DTAF

BP 450-490

FT 510

LP 515-565

Konfokales Laser-Scan-Mikroskop (LSM2)

Fluoreszenzfilter fiir das LSM:

Zeiss, Oberkochen
Zeiss, Oberkochen

Fluorochrom

Emissionsfilter

FITC; DTAF

LP 515-565

Objektive fiir das LSM und das Axiovert 100:

Plan-Neofluar 25 x/0,81 mm
Plan-Neofluar 40 x/1,3 mm
Plan-Neofluar 63 x/ 1,25 mm
Plan-Apochromat 63 x/ 1,4 mm
Plan Neofluar 100 x/ 1,3 mm
Mikroskop-Kamerasysteme:
MC 100
CCD
Mikrowellenherd, 600 Watt

Mini-V8 10, Gel Electrophoresis Apparatus

MR 700 Microplate® Reader
MS 1 Minishaker IKA®

Multipette® plus

Peristaltik-Pumpe Europump PA-ST1 basic

Phosphoimager, IPR 1000

Zeiss, Oberkochen

Zeiss, Oberkochen
Photometrics, Miinchen
Siemens

Gibco BRL, Eggenstein
Dynatech, Denkendorf
Schiitt, Gottingen
Eppendorf, Hamburg
Schiitt, Gottingen

Fuji, Tokio, Japan
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Semi Dry Blotter ,,Pegasus

Slot-Blot-Kammer

Spannungsgerite, LKB Bromma, Constant Power Supply

2297 Macrodriver
Spektralphotometer Uvikon 932
Steri-Kult Inkubator, 3035/200
Sterilbank, A/B3 bzw. SG 400

Thermocycler Gene Amp PCR 9600 bzw. 2400

Transilluminator Modell I1L-400-M
UV- Handlampe (312 nm und 254 nm)
Ultraschall-Desintegrator Sonifier W-450

Vakuum Konzentrator Speed Vac SVC 100H
Video Copy Processor

Video-Drucker

Video-Kamera

Waage 1265 MP

Wiirmeschrank

Wasserbad

Wipptisch Rocky

Zentrifugen:
Biofuge pico
Kiihlzentrifuge Modell 5402
Kiihlzentrifuge, Modell J-21 C und J2-MC
Rotoren fiir die Kiihlzentrifuge:
JA-10 Rotor, bis 17680 x g
JA-20 Rotor, bis 48300 x g
Ultrazentrifuge TL-100
Rotor fiir TL-100:
TLA-100.3, bis 430 000 x g

Phase, Liibeck
Sartorius AG, Gottingen
Schiitt, Gottingen

Kontron, Eching

Forma Scientific, Marietta, USA
Baker Company, Inc., Stanford,
USA

Perkin-Elmer Cetus, Norwalk,
USA

Bachofer, Reutlingen

Bachofer, Reutlingen

Branson Ultrasonic SA, Carouge-
Geneve, USA

Savant Instruments, Farmingdale
Mitsubishi, Tokio, Japan

Intas, Goéttingen

Intas, Gottingen

Sartorius, Gottingen

Memmert, Schwabach
Eigenbau, Werkstatt des Instituts
LTF Labortechnik, Wasserburg/

Bodensee

Heraeus, Osterode
Eppendorf, Hamburg
Beckmann, Miinchen

Beckmann, Miinchen

Beckmann, Miinchen
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Ultrazentrifuge L-80
Ti 45 Rotor, bis 235418 x g
Ti 50 Rotor, bis 226240 x g

2.1.2 Verbrauchsmaterial

6- bzw. 24- Napf-Zellkulturplatten
C18-Cartridge

Centrisart”

Chromatographiepapier 3MM CMR, 46 cm x 57 cm
Einfrierkésten

Einfrierrdhrchen

Einmalkaniilen

Einmalspritzen

ELISA-Platten

Gelfiltrationssdulen Modell Mobicol 1; 2,5; 5 und 10 ml
Gewebekulturflaschen 25 und 75 cm?
Gewebekulturschalen 35, 60 und 100 mm &
Glaskolben 100 ml, 250 ml und 1000 ml

Glasspitzrohrchen

Immersionsol 518 C
Linsenpapier MN 10B
Nap-Sephadex G25
Objekttrager und Deckgliser

Parafilm®

Plastik-Petrischalen 9 cm &

Probenhalter fiir 20 Proben

PVDF Protein Transfer and Sequencing Membrane,
Westran®

Reaktionsgefifie 0,5; 1,5; 2,0 ml

Reversed Phase HPLC Ultraphere™

Beckmann, Miinchen

Greiner, Niirtingen

Waters, Millipore Corporation,
Marlborough, USA

Sartorius AG, Gottingen
Whatman

National Lab, Molln

Nunc, Wiesbaden

Neoject, Gelnhausen

Braun, Melsungen

Greiner, Niirtingen

Mobitec, Gottingen

Greiner, Niirtingen

Greiner, Niirtingen

Schott, Mainz

Assistent, bezogen iiber Schiitt,
Gottingen

Zeiss, Oberkochen
Machery-Nagel, Diiren
Pharmacia, Uppsala, Schweden
Menzel Gléser

America National Can™, Neenah,
USA

Sarstedt, Nimbrecht
Shimadzo, Okagaga, Japan
Schleicher & Schuell,

New Hampshire, England
Sarstedt, Numbrecht

Beckmann, Miinchen
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Rontgenfilm, XAR-5

Sterilfilter Minisart NML, & 0,45 um, 0,2 um

Sterile Plastikrohrchen 10 ml
Sterile Plastikréhrchen 50 ml
Qiagen-Séulen fiir DNA-Préiparation
27 G-Einmal-Insulin-Spritzen, steril
Reaktionsgefifie 0,2 ml
Sephadex G-10
Sterilfilter
Zentrifugenbecher:

JA-10 Polypropylen

JA-20 Polypropylen

2.1.3 Chemikalien

Acetonitril

Acrylamid

Agar

Agarose fiir DNA-Gelelektrophorese
Bacto-Trypton

Bacto-Hefeextrakt

Bisacrylamid

p-Cumarsiure

Diazobicyclooctan
Disuccinimidylsuberat
Ethidiumbromid

Folin-Reagenz
Glucose-6-phosphat (Natriumsalz)
Harnstoff, ultrarein
Indol-2-carbonsiure

Jodogen

Luminol (3-Aminophthalhydrazid)
Magermilchpulver

Mannose-6-phosphat (Natriumsalz)

Kodak, Stuttgart

Sartorius AG, Gottingen

Greiner, Niirtingen

Sarstedt, Braunschweig

Diagen, Diisseldorf

Becton Dickinson, Heidelberg
Perkin-Elmer Cetus, Norwal, USA
Pharmacia, Uppsala, Schweden
Sartorius, Géttingen

Nalgene, Miinchen

Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Gibco/BRL., Eggenstein
Difco, Detroit, USA
Difco, Detroit, USA
Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Aldrich, Deisenhofen
Pierce, Rockford, USA
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Aldrich, Deisenhofen
Pierce, Rockford, USA
Fluka, Deisenhofen
Néhr-Engel, Darmstadt

Sigma
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Mannose-6-phosphat (Bariumsalz) Sigma
Mowiol Calbiochem, Frankfurt
Neutravidin Pierce, Rockford, USA

Pansorbin-Zellen (hitzeinaktivierte

Staphylococcus aureus Zellsuspension) Calbiochem, Frankfurt
para-Formaldehyd Sigma, Deisenhofen
Poly-I-lysine Sigma, Deisenhofen
Wasser, fiir HPLC Merck, Darmstadt
Wasser, nukleasefrei Merck, Darmstadt

Alle herkommlichen Chemikalien wurden von den Firmen Boehringer (Mannheim), Merck
(Darmstadt), Sigma (Deisenhofen), Serva (Heidelberg) und Roth (Karlsruhe) im

Reinheitsgrad pro analysis bezogen.

2.1.4 Detergenzien

Nonidet-P 40 (NP-40) Sigma, Deisenhofen
N-Octylglucosid Biomol, Hamburg

Saponin Sigma, Deisenhofen
Triton X-100 Sigma, Deisenhofen
Tween 20 Sigma, Deisenhofen

2.1.5 Proteine, Proteaseinhibitoren und Proteinstandards

Leupeptin Sigma, Deisenhofen
LMW-Marker: Laborproduktion
Marker molekulare Masse=|Menge (ug/ml) Firma, Ort

M, in kDa
Phosphorylase B 97,4 83,0 Sigma, Deisenhofen
BSA 66,0 63,0 Serva, Heidelberg
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Marker molekulare Masse=| Menge (ug/ml) Firma, Ort

M. in kDa
Ovalbumin 45,0 125,0 Sigma, Deisenhofen
Carboanhydrase 29,0 21,0 Sigma, Deisenhofen
Trypsininhibitor 20,1 100,0 Sigma, Deisenhofen
Cytochrom C 12,4 100,0 Sigma, Deisenhofen
Pepstatin A Sigma, Deisenhofen

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

Prestained Protein Molecular Weight Markers
Rinderserumalbumin (BSA)

RNasin® Ribonuclease Inhibitor

2.1.6 Peptide

Serva, Heidelberg

Calbiochem, Frankfurt

Biomol, Hamburg

Promega, Madison, USA

Bezeichnung Aminosiuresequenz Modifikation Herkunft

humaner MPR 46 |L-V-Q-I-N-K-S-N-G-K-E-T-V | biotinyliert am Firma Jerini,

- 64-76 N-Terminus Berlin
(Leucin)

humaner MPR 46 |V-G-Q-G-S-D-T-Y-I-Y-I-F-R-V | biotinyliert am Firma Jerini,

- 38-51 N-Terminus Berlin
(Valin)

LAP-Tail R-M-Q-A-Q-P-P-G-Y-R-H-V-A- | biotinyliert am Dr.Bernhard

Lysosomale D-G-E-D N-Terminus. Schmid, Institut

alkalische (Arginin) Biochemie II,

Phosphatase Gottingen

2.1.7 Enzyme, Nukleotide

Endoglykosidase H von Streptomyces plicatus
Peptid: N-Glykosidase F (PNGase F)

rekombinant aus E. coli

Boehringer, Mannheim

Boehringer, Mannheim
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Pfu-DNA-Polymerase, native

Restriktionsendonukleasen

RNase A
Ultrapure dNTP Set

2.1.8 Phosphomannan (PM)-Sepharose-Siaule

Stratagene GmbH, Heidelberg
New England Biolabs,

Bad Schwalbach

Boehringer, Mannheim

Pharmacia, Freiburg

Die Phosphomannan-Sepharose wurde in unserer Arbeitsgruppe PD. Dr. A. Hille-Rehfeld und

der ehemaligen Arbeitsgruppe Prof. Dr. R. Pohlmann nach der Literatur Bretthauer et al. 1973

und Cuatrecasas 1970 hergestellt.

1 ml Mobicolsdulen mit 200 ul oder 300 ul PM-Sepharose
2,5 ml Mobicolséule mit 1ml PM-Sepharose
10 ml Mobicolsdulen mit 9 ml PM-Sepharose

2.1.9 Kits zur Bearbeitung von DNA und Protein

ABI PRISM Dye Terminator Cycle,
Sequencing Ready Reaction (No. 402079)
ECL-Kit

QIA-Plasmid Midi Kit

QuickChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit
SuperSignal®Substrate, Western Blotting

TNT® Coupled Reticulocyte Lysate Systems

Perkin Elmer Cetus, Norwalk, USA
Amersham, Braunschweig

Diagen, Hilden

Stratagene GmbH, Heidelberg
Pierce, Rockford, USA

Promega, Madison, USA
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2.1.10 Antikorper

2.1.10.1 Primérantikorper
Antigen immuni- |Bezeichnung Aufbereitung | Herkunft
sierte
Spezies

MPR 46, Maus, 38 Antikorper affinitéts- Laborbestand:
human, mono- 2B2, 2B6, 2C5, 3AS, |gereinigt hergestellt von J.
luminale klonal 3C5, 5B2, 6B2, 9A2, Wenk, N. Kriiger,
Domiine 9B1, 9D2, 10B1, K. Schreiber, A.

10C3, 10C6, 11B2, Hille-Rehfeld

11B6, 14D4, 15A1,

15B6, 15C4, 15C5,

18B4, 18C4, 19A4,

20B4, 21D3, 24B1,

25A2,25A4, 25B1,

25C1, 25C4, 25D2,

25D5, 26A3, 26A5,

26D6, 27A5, 30A3
MPR 46, Kaninchen, | GI-4a Serum Wenk et al. 1991
human, polyklonal |GI-6b/4b Serum
luminale praabsorbiert an
Domine Ziegen-Ig
MPR 46, Kaninchen, | MSCI-III-7b Serum Klumpermann et al.
human, cyto- polyklonal | MSCI affinitéts- 1993
plasmatische gereinigt
Domine
Arylsulfatase A, | Maus, 11B5 affinitits- Sommerlade et al.
human monklonal gereinigt 1994
Arylsulfatase A, |Maus, 19-16-3 affinitits- von Prof. Dr. V.
human monklonal gereinigt Gieselmann zur

Verfiigung gestellt
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Antigen immuni- |Bezeichnung Aufbereitung | Herkunft
sierte
Spezies
LAP-Tail, Kaninchen, | anti-LAP-tail Serum Hinners et al. 1998
human polyklonal (eingereicht)
MPR 46 Peptid | Kaninchen, |anti-MPR 46 186-200 | affinitéts- Nadimpalli et al.
186-200 polyklonal gereinigt 1991
MPR 46 Peptid | Kaninchen, [anti-MPR 46 211-227 | affinitéts- Nadimpalli et al.
211-227 polyklonal gereinigt 1991
MPR 46 Peptid |Kaninchen, |anti-MPR 46 223-237 | affinitéts- Nadimpalli et al.
223-237 polyklonal gereinigt 1991
MPR 46 Peptid | Kaninchen, |anti-MPR 46 233-251 | affinitéts- Nadimpalli et al.
233-251 polyklonal gereinigt 1991
Praimmun Maus Serum Laborbestand
affinitéts-
gereinigt
2.1.10.2 Sekundirantikorper

Ziege anti Kaninchen IgG, FITC-konjugiert

Ziege anti Kaninchen IgG, Meerettich-Peroxidase

(HRP)-gekoppelt

Kaninchen anti Maus IgG

Kaninchen anti Maus IgG, Meerettich-Peroxidase

(HRP)-gekoppelt

Medac, Hamburg

Dianova, Hamburg

Nordic Immunology, Tilburg,

Niederlande

Dianova, Hamburg
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2.1.11 Vektoren, DNA-Standards

Vektor/Standard

Beschreibung

Referenz

pGem-2-2

Transkriptionsvektor mit SP6-Promotor und
humaner MPR 46 Sequenz, die an der

untranslatierten 5 'Region verkiirzt ist

Hille et al., 1989

pGK hygro Eukaryonter Expressionsvektor mit Hygromycin- | Mortensen et al.,
Resistenzgen 1991
pMPSVHE Eukaryonter Expressionsvektor mit dem Promotor | Artelt ef al., 1988
fiir den myeloproliferativen Sarcomavirus (MPSV)
pMPRSVHE Eukaryonter Expressionsvektor mit dem Promotor |Denzer et al., 1997
MPR 46 C97122 |fiir den myeloproliferativen Sarcomavirus (MPSV)
mit der cDNA fiir den humanen MPR 46, verkiirzt
um 123 bp in 5 untranslatierten Region
pSV2 pac Eukaryonter Expressionsvektor mit Puromycin- Vara et al., 1986
Resistenzgen
pVL1393MPR46 | Expressionsvektor fiir Bacculoviren mit der med. Doktorarbeit
M14 BamH1/BamH]1 geschnittenen Sequenz des MPR | 1995
46 aus pPBHE MPR 46 Jobst Felix Max
Landgrebe
A-Hind-Standard | DNA-Fragmente: 135, 560, 2030, 2320, 4360, Gibco/BRL,
6680, 9410, 23130 Eggenstein
DNA-Ladder DNA-Fragmente: 516, 1018, 1635, 2036, 3054, Gibco/BRL,

4072, 5090, 6108, 7126, 8144, 9162, 10180

Eggenstein
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2.1.12 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide fiir die Mutagenesen und fiir die Sequenzanalysen wurden von der Firma

NAPS in Gottingen bezogen.

Bezeichnung | Lese- Position im Sequenz, angegeben in
rich- pMPSYV MPR 46 C9°122 | 5°-3"Richtung
tung Position im Insert
die erste Base des reifen
MPR 46 = Nr.1

AHR 1 3°-57 284-262 CAGCATGATCCAATTACTTCC

AHR 2 5737 262-284 GGAAGTAATTGGATCATGCTG

AHR 3 3°-57 BamH1+Stop+ 495-478 [ GGATCCCTAGATGGAACCCACAC
TGAG

AHR 5 3°-5° 369-352 GGTGTGTCGATTGCAGGA

Seq 3°'UTRS5” |37-57 852-838 GAGATGAGGGACTGG

MPR-MM-1a |5" =3~ [(-7)-24 CTGGCAGATAGAAGAAAAATCTT
GCGACTTG

MPR-MM-1b (3" =5 [24-(-7) CAAGTCGCAAGATTTTTCTTCTAT
CTGCCAG

MPR-MM-2a |5" —3~ |[32-63 GAAAAGGATAAAGAGTCAAAGA
ACGAGTTGGC

MPR-MM-2b [3” —5" [63-32 GCCAACTCGTTCTTTGACTCTTTA
TCCTTTTC

MPR-MM-3a (5" =3~ [49-78 CAAAGAACGAGGTGGCTCTACTG
GAGAGGC

MPR-MM-3b (3" =5~ [78-49 GCCTCTCCAGTAGAGCCACCTCG
TTCTTTG

MPR-MM-4a [5” =3~ [62-88 GCTCTACTGGAGAGGCTGAGACC
ACTG

MPR-MM-4b (37 —5" [88-62 CAGTGGTCTCAGCCTCTCCAGTA
GAGC
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Bezeichnung | Lese- Position im Sequenz, angegeben in
richt- (pMPSV MPR 46 C97122 |5°-3’Richtung
ung Position im Insert
die erste Base des reifen
MPR 46 = Nr.1
MPR-MM-5a | 5" =3~ |123-152 GTTCAGACACATACAGCTACATC
TTCAGGG
MPR-MM-5b |3” —5" |152-123 CCCTGAAGATGTAGCTGTATGTG
TCTGAAC
MPR-MM-6a | 5" =3~ |[159-185 CGGGAAGCTAGCAACCACTCTTC
TGGG
MPR-MM-6b |3” —5" |185-159 CCCAGAAGAGTGGTTGCTAGCTT
CCCG
MPR-MM-7a | 5" =3~ |201-233 CAACAAAAGTAATGACAAGGAG
ACAGTGGTAG
MPR-MM-7b |3 —5" |233-201 CTACCACTGTCTCCTTGTCATTAC
TTTTGTTG
MPR-MM-8a | 5" =3~ |226-255 CAGTGGTAGGGAGAATCAACGA
GACTCAC
MPR-MM-8b |3” =5~ |255-226 GTGAGTCTCGTTGATTCTCCCTAC
CACTG
MPR-MM-9a | 5" =3~ |366-393 CACACCCTAGAGGCCAATTTTAA
CCCTG
MPR-MM-% |3” —5" |393-366 CACGGTTAAAATTGGCCGCTAGG
GTGTG
Position im Vektor
RP 23 5-37 im pMPNVHE TCAGGTCCCGGATCGGAATT
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2.1.13 Bakterienstimme

E. coli CMK 603: thr, leu, thi, sup E, TX, T5%, rec BCR", M*, lac ZAM15,
[F,lacl ZAM15 pro"]

E. coli XL1-blue: F::Tn10, proA™B*, lacl’ A(lacZ)M15/recAl, endA1, gyrA96(Nal'), thi,
hsdR17 (r'yx,m’), supE44, relA1l, lac
(Bullock et al. 1987)

2.1.14 Medien zur Anzucht von prokaryonten Zellen
LB-Medium: 10 g Bacto-Trypton
5 g Bacto-Hefe Extrakt
5 g NaCl
wurden in 800 ml dest. Wasser gelost, auf pH 7,5 eingestellt,
anschliefend mit dest. Wasser auf 1000 ml aufgefiillt und

autoklaviert.

LB-Ampicillin-Agarplatten:

Zur Bakterienanzucht wurde dem LB-Medium vor dem Autoklavieren Agar in einer
Endkonzentration von 1,5% zugesetzt. Nach dem Autoklavieren und dem Abkiihlen auf 50°C
wurde Ampicillin in einer Endkonzentration von 100 pg/ml zugefiigt. Der Agar wurde in 9
cm O Petrischalen gegossen, bei Raumtemperatur abgekiihlt und anschlieBend bei 4°C

gelagert.

2.1.15 Zellinien

Zellinie Beschreibung Referenz
BHK 21 Baby-Hamster Nierenfibroblasten |Macpherson & Stoker,
1962
BHK-MPR-46 BHK-21 stabil transfiziert mit Chao et al., 1990
humanem MPR 46
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Zellinie Beschreibung Referenz
MEF-MPR- embryonale Mausfibroblasten, Pohlmann et al., 1995
defizient fiir murinen MPR 46 und
murinen MPR 300
MEF-MPR 46 MPR-defiziente embryonale Kasper et al. 1996
Mausfibroblasten stabil transfiziert
mit der cDNA des humanen MPR
46
MEF-MPR + embryonale Mausfibroblasten D. Kasper et al. 1996
LTKC5 L-Zellen mit einer von Prof. Dr. R.
Thymidinkinasedeletion stabil Pohlmann hergestellt
transfiziert mit der cDNA des
murinen MPR 46
High five (HS5) Trichoplusiani 5 B 1-4 Stratagene, Heidelberg

2.1.16 Zellkulturmedien und Losungen zur Arbeit mit eukaryonten Zellen

PBS (fiir Zellkultur):

Dulbeccos (DMEM)

Glutamax

Foetales Kilberserum (FKS)

Insect-X-Press

proteinfreies Medium

150 mM NaCl
120 mM KCl

10 mM Na,HPO,KH,POy; pH 7,4
0,002 %  Phenolrot (pH-Indikator)

Seromed/Biochrom Berlin

GIBCO/BRL, Eggenstein

GIBCO/BRL, Eggenstein

Biowhittaker, Heidelberg
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Trypsin-EDTA-Losung:
0,05 % (w/v) Trypsin
0,02 % (w/v) EDTA

in modifizierter Puck’s Salzldsung

TMN-FH Insect Medium
mit L-Glutamin, ohne

Natriumbicarbonat

2.1.17 Antibiotika

Ampicillin

Geneticin® (G418, Neomycin)

Hygromycin B, p.a.

Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep)
(10 000 U bzw. 10 000 pg/ml)

Puromycin p.a.

2.1.18 Radioaktive Substanzen

L-[*°S]-Methionin wiissrige Losung,
1000 Ci/mmol

L-[3 > S]-Methionin und -Cystein,
wissrige Losung, 1000 Ci/mmol

[125 J] Natriumjodid, trigerfrei,

in NaOH-Losung pH 7-11, 100 mCi/ml

2.1.19 Hiufig verwendete Puffer

PBS: 150 mM NaCl

GIBCO/BRL, Eggenstein

Sigma, Deisenhofen

Serva, Heidelberg
Gibco/BRL, Eggenstein
Calbiochem, Frankfurt

Seromed/Biochrom, Berlin

Sigma, Deisenhofen

Amersham-Buchler, Braunschweig

Amersham-Buchler, Braunschweig

Amersham-Buchler, Braunschweig

10 mM Na,HPOs/KH,PO,, pH 7.4

PBST: 0,05 %

Tween 20 in PBS
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TAE: 40 mM  Tris
2 mM EDTA

mit Eisessig auf pH 8,0 einstellen

2.1.20 EDV

Hardware: PC Typ Pentium-S CPU
Digital DEClaser 1152
Canon BJC 7000
Umax Astra 1200S
Scan Jet 4 ¢/T Hewlett Pachard, Palo Alto, USA

Software: Windows 95 Microsoft
Excel 7.0
Word 97
WinCam 2.2
CorelPhotoPaint 8.0
Core]DRAW 8.0
Image Reader V1.4E
Image Gauge V3.0

2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

Alle folgenden Methoden und Vorschriften wurden, soweit nicht anders angegeben, dem

Laborbuch ,,Molecular Cloning* von Sambrook et al. (1989) entnommen.
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2.2.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA

2.2.1.1.1 Minipraparation von Plasmid-DNA

Das Verfahren nach Sambrook ef al. (1989) wurde zur Isolierung kleiner DNA-Mengen
verwendet, bei denen der Reinheitsgrad keine Rolle spielt. Dieses Verfahren wurde leicht

abgedndert, indem die Phenol/Chloroformextraktion weggelassen wurde.

Losungen:  Losung I: 50 mM  Glukose
25 mM  Tris/HCI pH 8,0
10 mM EDTA pH 8,0

Losung II: 02 M NaOH
1 % SDS

Losung II: 3 M Natriumacetat pH 4,8

3-5 ml LB-Medium mit Ampicillin wurden per Impfose mit Einzelkolonien angeimpft und
tiber Nacht bei 37°C auf dem Drehrad inkubiert. Von dieser Vorkultur wurden 2 ml in ein
Eppendorfgefal tiberfithrt und bei 12000 x g 30 min bei 4°C in einer Eppendorfzentrifuge
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Sediment in 100 pl kalter Losung I
resuspendiert. Die Bakterien wurden mit 200 pl Losung II lysiert, vorsichtig gemischt und
kurz auf Eis gestellt. AnschlieBend wurde mit 150 ul kalter Losung III neutralisiert, gut
gemischt und 3-5 min auf Eis inkubiert. Nach der Inkubation wurde das Gemisch bei 12000 x
g bei 4°C fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand mit der DNA wurde in ein frisches
Eppendorfgefal tiberfithrt und mit 1 ml 100% Ethanol p.a. versetzt, 5 min bei 12000 x g und
4°C zentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen. Das DNA-Sediment wurde mit 70 %
Ethanol gewaschen, 3 min bei RT gelassen und anschlieBend bei 12000 x g und 4°C
zentrifugiert, das DNA-Sediment wurde getrocknet und in 20 pl H,O aufgenommen. Zur
Kontrolle wurde die DNA einer Spaltung mit Restriktionsendonukleasen unterworfen. Hierzu
wurden 25-50% des Ansatzes eingesetzt. Die Analyse erfolgte in einer

Agarosegelelektrophorese.
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2.2.1.1.2 Plasmid-Priparation mit Qiagen

Plasmidpriparationen wurden nach Vorschrift des Herstellers Diagen und unter Verwendung

der mitgelieferten Puffer durchgefiihrt.

Losungen: P1: 50 mM Tris/HCI pH 8,0
10 mM EDTA
100 pg/ml RNase A

P2: 0,2 M NaOH
1 % SDS

P3: 3 M Kaliumacetat pH 5,5

QBT: 750 mM NaCl
50 mM MOPS pH 7,0
15 % Ethanol
0,15 % Triton X-100

QC: 1 M NaCl
50 mM  MOPS pH 7,0
15 % Ethanol

QF: 125 M NaCl
50 mM  Tris/HCI pH 8,5
15 % Ethanol

Es wurden 100 ml einer Bakterienkultur mit einer ODgpp von groBer als 1 bei 8500 x g und
4°C sedimentiert. Das Bakteriensediment wurde in 4 ml P1 resuspendiert. Nun wurden 4 ml
P2 zu dem Gemisch hinzugefiigt, vorsichtig vermischt und 5 min bei RT inkubiert. Das Lysat
wurde mit 4 ml kaltem P3 neutralisiert und 15 min auf Eis gestellt. Inzwischen wurde eine
Qiagen-Plasmid Prep Tip 100 -Séule mit 4 ml QBT equilibriert. Nach der Inkubation wurde
der Ansatz bei 30000 x g und 4°C zentrifugiert und der klare Uberstand auf die equilibrierte

Sdule gegeben, dabei bindet die Plasmid-DNA an das Silikagel-Anionenaustauscher-
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Sdulenmaterial. Nach dem Auftrag wurde die Sdule zweimal mit 10 ml QC gewaschen, die
Plasmid-DNA mit 5 ml QF eluiert und in einem 50 ml Réhrchen aufgefangen. Die Plasmid-
DNA wurde mit 0,7 Volumen Isopropanol gefillt und das Prizipitat bei 4400 x g und 4°C fiir
45 min zentrifugiert. Das Sediment wurde mit 70% Ethanol gewaschen, bei RT getrocknet
und in 50-100 pl H,O aufgenommen. Die DNA-Konzentration wurde durch eine Messung der

OD2gpnm bestimmit.

Fir die in vitro Transkription und Translation wurde die DNA nochmals mit 7 M
Ammoniumchloridlosung geféllt. Dabei wurde nach der Isopropanolfillung wie oben
zentrifugiert, das Prézipitat in 500 pul Wasser aufgenommen und mit 166 ul 7 M
Ammoniumchloridlésung und 1 ml 100% Ethanol versetzt. Nun wurde der Ansatz gemischt
und bei -80°C oder auf Trockeneis 30 min inkubiert. AnschlieBend wurde 10 min bei 4°C und
12000 x g zentrifugiert, das DNA-Sediment mit 70% Ethanol gewaschen, nochmals
zentrifugiert und in 100 pl Wasser aufgenommen. Zum Schlul erfolgte die

Konzentrationsbestimmung durch eine Messung der ODgonm.

2.2.1.2 Prizipitation mit Ethanol

Die DNA-Losung wurde mit Na-Acetat bis zu einer Endkonzentration von 0,3 M und 2
Volumen Ethanol versetzt. Die Prazipitation erfolgte in 20 Minuten bei -70°C oder iiber Nacht
bei -20°C. Die DNA wurde durch 10 Minuten Zentrifugation bei 12000 x g sedimentiert,
anschlieend mit 70% Ethanol gewaschen und erneut 5 Minuten zentrifugiert. Das DNA-

Prizipitat wurde abschlieBend bei RT oder im Vakuumkonzentrator getrocknet.

2.2.1.3 Konzentrationsbestimmung von DNA

Photometrische Analyse:

Die photometrische Messung von DNA erfolgte bei 260 nm in einer Quarzkiivette gegen TE
(10 mM Tris/HCI pH 8,0, 1 mM EDTA) bzw. H;O. Eine ODy¢onm entspricht einer
Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA und 31 pg/ml Oligonukleotiden.
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Ethidiumbromid-Fluoreszenzmessung im Agarosegel:

Fiir kleine DNA-Mengen empfiehlt sich diese Methode zur Konzentrationsbestimmung. In
zwei benachbarten Spuren wurden die zu quantifizierende DNA-Probe und 400 ng eines A-
Hind-Standard in einem 1%igen Agarosegel (0,5 pg Ethidiumbromid pro ml) aufgetragen und
aufgetrennt. Die Fluoreszenz-Intensitiat der DNA-Probe und des Standards (die 2,3-kb-Bande
enthdlt 20 ng) wurden auf einem UV-Transilluminator verglichen, und die DNA-

Konzentration der Probe wurde abgeschitzt.

2.2.1.4 Extraktion mit Phenol, Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol oder Chloroform

Zur Inaktivierung von Enzymen sowie zur Entfernung von Proteinen aus DNA-Préiparationen
wurden diese mit einem Volumen  Phenol, Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol oder
Chloroform versetzt, gemischt und durch zweiminiitige Zentrifugation bei 12000 x g die
Phasentrennung wiederhergestellt. Die wéssrige DNA-haltige Phase wurde in ein neues Gefal3

uiberfiihrt.

2.2.1.5 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Aufgrund der Féahigkeit von bakteriellen Restriktionsendonukleasen, doppelstringige DNA an
spezifischen Nukleotidsequenzen zu schneiden, wurden sie fiir analytische und préparative
Zwecke eingesetzt.

Die Aktivitdit von Restriktionsendonukleasen wird in Units (U) angegeben. Eine Unit
entspricht der Menge an Enzym, die bendtigt wird, um 1 pg Lambda-Phagen-DNA in einer

Stunde zu schneiden.

Reaktionsansatz: 0,5-10 pg DNA
1 ul geeigneter 10 x Puffer (nach Herstellerangabe)
5-20 U Restriktionsendonuklease
ad 10 pul H,O

Der Ansatz wurde eine Stunde bei 37°C inkubiert, anschlieBend ein Aliquot im Agarosegel
analysiert. Prdparative Spaltungen wurden in groferen Volumina und mit entsprechend
groBerer Enzymmenge durchgefiihrt. Als Reaktionspuffer wurde das New England Biolabs
(NEB) Puffer-System verwendet.
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NEB 3: 50 mM Tris/HCI (pHS) + 10 mM MgCl, + 1 mM DTT + 100 mM NaCl (fiir die
Restriktionsenzyme: EcoRI, BamHI, Ndel, Pstl)
NEB 4: 50 mM Tris/HC1 (pH8) + 10 mM MgCl, + 1 mM DTT + 50 mM KOAc (fiir das

Restriktionsenzym: Smal)

Alle angegebenen Konzentrationen sind Endkonzentrationen.

2.2.1.6 Auftrennung von DNA in Agarosegelen

Die Agarosegelelektrophorese wurde zur Trennung, Reinigung und Analyse von DNA-
Fragmenten benutzt. DNA wandert aufgrund ihrer negativen Ladung im Gel bei angelegter
Spannung von der Kathode zur Anode, wobei ihre Wanderungsgeschwindigkeit umgekehrt
proportional dem dekadischen Logarithmus ihre Molekularmasse ist (Helling et al., 1974).

Abhingig von der Fragmentgrofe betrug die Agarose-Konzentration 1% oder 2% (w/v). Die
erforderliche Menge Agarose wurde in 1 x TAE durch Erhitzen gelost und nach dem
Abkiihlen auf etwa 55°C mit Ethidiumbromid (Endkonzentration 0,5 pg/ml) versetzt. Die
handwarme Losung wurde in einen horizontalen Geltrdger gegossen und bei RT abgekiihlt.
Das erstarrte Gel wurde in eine mit 1 x TAE gefiillte Elektrophoresekammer iiberfiihrt, die
Proben mit Ficoll-Marker (0,05% Bromphenolblau, 0,05% Xylencyanol, 15% Ficoll) versetzt
und aufgetragen. Die Elektrophorese wurde mit einer Spannung von 3-4 V/cm durchgefiihrt.
Unter UV-Licht wurden die DNA-Fragmente durch das in die DNA interkalierte
Ethidiumbromid sichtbar. Auf dem UV-Transilluminator mit einem Videosystem wurden die

Agarosegele zur Dokumentation aufgenommen und ein Ausdruck des Bildes erstellt.

2.2.1.7 Mutagenese mit QuikChange™" Site-Directed Mutagenesis Kit

Die Mutagenese wurde mit Hilfe des QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit von
Stratagene durchgefiihrt.

Dieses Kit kann fiir eine oder mehrere Punktmutationen und fiir Deletionen oder Insertionen
von einzelnen oder mehreren Aminosiduren verwendet werden.

Fiir die PCR wird ein ungeschnittener, doppelstrangiger DNA-Vektor mit dem Insert, zwei
komplementire Oligonukleotidprimer mit der jeweiligen Mutation, die Pfu-DNA Polymerase

und ein ANTPmix benétigt. Der DNA-Vektor mit dem Insert wird amplifiziert, dabei gelangt
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die Mutation durch die Oligonukleotidprimer in das Insert. Es entsteht ein unterbrochener
DNA-Strang, so dal nur die parenteralen DNA-Stringe bei jeder Amplifikationsrunde
abgelesen werden konnen. Nur der parenterale DNA-Strang ist methyliert, so daf dieser nach
der Amplifikation durch Dpnl, eine Endonuklease, verdaut werden kann. Die mutierte DNA
liegt ringférmig und doppelstringig vor und kann damit in die Bakterien transformiert

werden, ohne daf} die Bakterien die DNA verdauen (Abb. 9).

PCR:

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ermoglicht die Amplifikation von definierten DNA-
Fragmenten unter Verwendung von thermostabiler DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus
YT 1 (tag) (Saiki et al., 1988).

Die PCR basiert auf den drei Schritten, die fiir jede DNA-Synthese notig sind:

1. Denaturierung der Ausgangs-DNA (Template) in Einzelstringe

2. Annealing = Bindung von Oligonukleotid-Primern an beide Einzelstringe

3. Extension = Synthese der DNA ausgehend von den gebundenen Primern

Bei dieser Mutagenese wurde statt der Tag-DNA-Polymerase die Pfu-DNA-Polymerase
verwendet. Sie wird aus Pyrococcus furiosus gewonnen. Sie ist auch thermostabil und hat im
Vergleich zur Tag-DNA-Polymerase eine 3°zu 5°-Exonuklease-Aktivitidt, so dafl ihre
Fehlerrate bei der Amplifikation geringer ist.

Als Template wurde DNA verwendet, die mit der Plasmid-Priparation nach Qiagen gewonnen

wurde.
dNTP-Mix: dATP, dCTP, dGTP, dTTP je 25 mM
10 x Reaktionspuffer: 100 mM KCI

100 mM  (NH4)2SO4
2000 mM  Tris/HCI pH 8,8
20 mM MgSOq4
I % Triton X-100
I  mg/ml nukleasefreies BSA

Pfu DNA Polymerase: 2,5  Ulul
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PCR-Ansatz: 5-50 ng ds DNA-Template
5 ul 10 x Reaktionspuffer
je 125 ng Oligonukleotidprimer 1 und 2
0,5-1 pl 100 mM dNTPmix
ad 50 pl H,O HPLC Reinheitsgrad

+1 oyl Pfu DNA-Polymerase (2,5 U/ul)

PCR-Programm fiir den Thermocycler:
Zyklen: 1. 95 °C 30 sec
2. 12-18 Zyklen: 30 sec 96 °C Denaturierung
1 min 55 °C Annealing
2 min/kb (Template) 68 °C Extension

Die Zyklenzahl richtete sich nach der Mutationsanzahl und sollte moglichst gering gehalten
werden, damit die Fehlerrate der Pfu DNA-Polymerase verringert wurde.

Punktmutation 12 Zyklen

einzelne Aminosiure-Austausche (Triplets) 16 Zyklen

mehrfache Aminosdure-Austausche

Deletionen oder Insertionen 18 Zyklen

Nach der Amplifikation wurde der Ansatz auf 37°C abgekiihlt.

Endonukleaseverdau:
Nach der Abkiihlung wurde der Ansatz mit 1 pl Dpnl (10 U/ul) fir 1 Stunde bei 37°C
inkubiert. Zur Kontrolle der Amplifikation wurde die GroB3e des Plasmids in einem 1%igen

Agarosegel tiberpriift. Es wurde ein Fiinftel des PCR-Ansatzes eingesetzt.

Transformation:
Nach erfolgreicher Amplifikation wurde 1 ul Dpnl-verdauter PCR-Ansatz in superkompetente
XL1-Blue oder CMK 603 transformiert (2.2.1.13).
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2.2.1.8 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Die Sequenzierung von Doppelstrang-DNA wurde mit einem DNA-Sequenzierungsgerit
(Modell 373A, ABI) durchgefiihrt. Es wurde die Tag-Cycle-Sequencing Methode des
Herstellers Applied Biosystems angewandt, die auf der Methode nach Sanger et al. (1977)
aufgebaut ist. Statt radioaktiv-markierter wurden jedoch fluorochrom-gekoppelte
Didesoxynukleotide zum Kettenabbruch eingesetzt. Vorteilhaft in diesem System sind die vier
eingesetzten unterschiedlichen Fluorochrome, so daB3 nur eine Probe auf dem Sequenzgel
aufgetragen wurde. Die Auswertung des Sequenzierungsgels erfolgt mit Hilfe eines
Computers. Die Fluorochrome werden durch einen 40 mW Argon-Laser (488 nm und 514
nm) angeregt, die Fluoreszenzsignale durch das Detektorsystem gelesen und mit den

Programmen Collection und Analysis die DNA-Sequenz in Chromatogrammform dargestellt.

Sequenzierungsreaktion: Premix 4,0 ul
DNA-Template (dsDNA)  0,5-1,0 ug
Primer 3-10 pmol
H,O ad 20 ul

Es wurden 25 Reaktionszyklen in einem Perkin Elmer Cetus Thermocycler Modell 9600

durchgefiihrt:
Denaturierung 15 sec  96°C
Annealing 15 sec  50°C
Extension 4 min  60°C

Die Proben wurden nach Beendigung der Reaktion auf 4°C abgekiihlt. Die DNA-Losung
wurde mit 2 ul 3 M Natriumacetat und 50 pl Ethanol versetzt und gemischt. Das DNA-
Prézipitat wurde bei 12000 x g 20 min sedimentiert, der Uberstand verworfen, das Sediment
mit 250 pl 70% Ethanol gewaschen, nochmals bei 12000 x g fiir 10 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Sediment im Vakuumkonzentrator getrocknet.
SchlieBlich wurde das DNA-Sediment in 4 ul Formamid/EDTA, pH 8,0 (5:1) aufgenommen,
2 min bei 90°C denaturiert, 5 min auf Eis abgekiihlt und ziigig auf ein 6% Polyacrylamidgel

aufgetragen.
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Polyacrylamidgele zur DNA-Sequenzierung:
Die zu sequenzierenden DNA-Proben wurden in Polyacrylamidgelen aufgetrennt, fiir die

spezielle, nicht fluoreszierende Chemikalien verwendet wurden.

10 x TBE: 108 g Tris
55 g Borsdure
10 ml 0,5 M EDTA

wurden in 1 1 H>O gelost

40% Acrylamidldsung: % ¢ Acrylamid
10 ¢ N’,N’-Methylenbisacrylamid
wurden auf 500 ml mit Aqua bidest. aufgefiillt und eine
Stunde mit 2-4 g Ionenaustauscher (AG-501 Biorad)
deionisiert, filtriert und in einer dunklen Flasche bei 4°C

gelagert.

6 % Polyacrylamidgel: 30 g Harnstoff
9 ml 40 % Acrylamidlosung
wurden in 20 ml Aqua bidest. bei 37°C gelost, mit 1,2 g
Ionenaustauscher versetzt und 5 min geriihrt, 6 ml 10 x
TBE zugegeben, entgast und auf 60 ml mit Aqua bidest.
aufgefiillt.

Die Glasplatten wurden mit H,O, Alconox und Ethanol griindlich gereinigt und an der Luft
getrocknet. Im Sequenzierungsgerdt wurden die Platten mit dem Laserstrahl auf Reinheit
tiberpriift. AnschlieBend wurden sie mit Abstandhaltern und Klammern zusammengesetzt.

Zu 50 ml 6% Polyacrylamidgel-Losung wurden 27 pul TEMED und 270 pl 10% APS
hinzugefiigt, gemischt und ziigig zwischen die Glasplatten gegossen und der Kamm zur
Formung der Geltaschen eingesetzt. Nach 30 miniitiger Polymerisation wurden die Platten
von auflen erneut mit H,O, Alconox und Ethanol griindlich gereinigt und auf Gelriickstédnde
tiberpriift. Anschlieend wurde der Probenkamm herausgezogen, die Klammern entfernt und

das Gel in die Laufkammer des Sequenzierautomaten eingesetzt.
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Vor dem Probenauftrag wurde ein Vorlauf von mindestens 30 Minuten durchgefiihrt. Die

Elektrophorese fand in 1 x TBE-Puffer bei 1300 Volt statt.

2.2.1.9 Herstellung von Transformations-kompetenter Zellen

E. coli vom Stamm CMK 603 wurden nach der Methode von Nishimura e al.(1990) fiir die
Aufnahme von DNA aus dem umgebenden Medium kompetent gemacht, dadurch wird eine

Aufnahme von fremder DNA erleichtert.

Losung A: 0,2 % (W/V) D-Glukose

10 mM MgSO, in LB-Medium

Losung B: 36 %o (vIV) Glycerin
12 Yo (W/v) Polyethylenglykol (PEG) MW 6000
12 mM MgSO, in LB-Medium

Beide Losungen wurden sterilfiltriert.

100 ml Losung A wurden mit 1 ml Vorkultur CMK 603 angeimpft und bei 37°C im
Schiittelinkubator inkubiert bis eine ODgoonm von 0,4-0,6 erreicht war. Die Zellsuspension
wurde 10 min auf Eis gestellt und anschlieend bei 4°C mit 8000 rpm in einem JA 10-Rotor
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Sediment vorsichtig in 1 ml kalter
Losung A resuspendiert. Die Zellsuspension wurde mit 5 ml Losung B vermischt und zum
Schluf} auf Eis in 100 ul Aliquots portioniert und sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren.

Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

2.2.1.10 Transformation kompetenter Zellen

100 pl kompetente Zellen (CMK 603) wurden auf Eis aufgetaut, mit 1 ng Vektor-DNA bzw.
10 pl Ligationsansatz oder 1 pul Mutageneseansatz versetzt und fiir 30 min auf Eis gestellt.
Nach dieser Inkubation erfolgte ein Temperaturschock bei 37°C fiir 4 min und danach auf Eis
fiir 20 min. Die Bakterien wurden nun mit 500 ul LB-Medium ohne Antibiotikum gemischt
und fiir weitere 30-60 min bei 37°C belassen. 100-400 pl des Transformationsansatzes

wurden auf einer LB-Ampicillin-Agarplatte ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.
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Mit den erhaltenen Kolonien wurden 3 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin angeimpft.
Diese Vorkultur wurde fiir die Plasmid-Préiparationen und zum Anlegen von Glycerinkulturen

verwendet.

2.2.1.11 Anlegen einer Glycerinkultur

Vorkulturen in LB-Medium mit einer ODgponm von groBer als 1 wurden mit 0,25 Volumen
80% Glycerin versetzt und bei -80°C aufbewahrt. Aus der Glycerinkultur kann direkt eine

Vorkultur angeimpft werden.

2.2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.2.1 Zellkultur

2.2.2.1.1 Kulturbedingungen

Die adhidrenten Sdugerzellen wurden in wassergesittigter Atmosphire unter 5% CO, bei 37°C
und Insektenzellen ohne CO, bei 27°C kultiviert. Medien und Losungen wurden auf 37°C
oder 27°C vorgewdrmt, wenn nicht anders angegeben.

Es wurden folgende Medien verwendet:

DMEM +5% FKS  + 1 x Penicillin/Streptomycin fiir BHK21

DMEM + 10% FKS  + 1 x Penicillin/Streptomycin fiir MPR-defiziente embryonale
Mausfibroblasten

DMEM + 10% FKS  + 1 x Penicillin/Streptomycin fiir LTK'C5

Medien fiir stabil transfizierte Zellen enthielten zusitzlich 5 pg/ml Puromycin (BHK) bzw.

500 pg/ml Hygromycin B (MEF), 0,5 mg/ml G418 (LTK'CS5).

2.22.1.2 Passagieren von Zellen

Trypsin-EDTA-L6sung: 0,05% (w/v) Trypsin
0,02% (w/v) EDTA in modifizierter

Puck’s Salzlosung

EDTA: 0,02% (w/v) EDTA in PBS
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1. Die adhidrenten Sidugerzellen wurden mit PBS gespiilt, um inhibierende Einfliisse von
Serumbestandteilen auf die Trypsinaktivitit zu verhindern. Nach dem Absaugen des PBS
wurden 0,5-1,5 ml Trypsin-Losung auf die LTK'C5-Zellen oder EDTA-L6sung fiir die
BHK-Zellen oder MEF aufgebracht und bis zu 5 min bei RT inkubiert. Das Abldsen der
Zellen wurde im inversen Mikroskop kontrolliert. Die Ablosungsreaktionen wurden durch
Zugabe von Medium gestoppt, die Zellen vereinzelt und in entsprechender Verdiinnung
ausgesit.

2. Das Passagieren von Insektenzellen erfolgte durch Abspiilen der adhidrenten Zellen mit
einem Mediumstrahl. Nach dem Ablosen wurden die Zellen vereinzelt und in

entsprechender Verdiinnung (1:3 bis 1:5) ausgesiit.

2.22.1.3 Gefrierkonservierung von Zellen

Einfriermedium: 10% DMSO in Zellkulturmedium, 4°C
bei - 20 °C lagern
hiufiges Frieren und Tauen des Mediums vermeiden,

da oxidiertes DMSO als Zellgift wirkt.

Die Zellen wurden je nach Zelltyp durch Trypsin, EDTA oder Spiilen abgelst und die
Suspension in der Labofuge sedimentiert fiir 5 min bei 1000 x g. Das Zellsediment wurde in
eiskaltem Einfriermedium schonend aufgenommen und in beschriftete und vorgekiihlte
Einfrierrohrchen iiberfiihrt. Die Zellen wurden zundchst bei -70°C eingefroren und

anschlieBend in fliissigem Stickstoff gelagert.

22214 Revitalisierung von Zellen

Einfrierrdhrchen wurden dem Stickstofftank entnommen, 1 min in der Hand angewédrmt und
anschliefend im Ethanolbad bei 37°C aufgetaut bis nur noch ein kleiner Eiskern zu sehen war.
Die Zellen wurden im 4 ml kaltem Medium (4°C) aufgenommen und in der Labofuge 5 min
bei 1000 x g sedimentiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, das Zellsediment in 5 ml warmem
Medium (37°C) ohne Selektionsantibiotika schonend resuspendiert und in eine
Zellkulturflasche tiberfiihrt. Am nichsten Tag wurde standardmiBig das Medium gewechselt,
um restliches DMSO, tote Zellen und Zelltrimmer zu entfernen sowie Selektionsantibiotika

einzufiihren.



Material und Methoden 46

2.2.2.1.5 Stabile Transfektion

Stabile Transfektionen wurden nach der Calcium-Phosphat-Methode (Chen und Okayama,
1987) durchgefiihrt.

Losungen: CaCl, 25M

HBS (2fach): 50 mM  HEPES
1 ,5 mM NazHPO4
0,28 M NaCl

Glycerolschock: 15% Glycerin (w/v) in DMEM + 10% FKS

Stabile Transfektion von MPR-defizienten embryonalen Mausfibroblasten:

Die Zellen wurden am Vortag der Transfektion in einer Dichte von 5 x 10° Zellen auf einer 10
cm Gewebeschale ausgesit. Vier Stunden vor Zugabe der DNA wurde das Medium
gewechselt. Zur Herstellung des Prizipitats wurden 20 pg des zu transfizierenden Plasmids
(aus einer Qiagenpriparation), 2 ug des Selektionsplasmids pGKhygro (Mortensen et al.,
1991) und 250 pl 2,5 M CaCl, mit H,O auf 500 pl aufgefiillt und gemischt. Dieses Gemisch
wurde langsam in 500 ul 2xHBS unter Luftzufuhr eingetropft. Zur Ausbildung des DNA-
Calcium-Phosphat-Prizipitats wurde bei RT fiir 30 min inkubiert und anschlieBend auf die
Zellen gegeben. Nach 3 h Inkubation wurde das Medium abgesaugt und die Zellen einem
Glycerolschock fiir 3 min unterworfen. Die Zellen wurden mit zweimal PBS gewaschen und

fiir 24 Stunden in frischem Medium inkubiert.

Stabile Transfektion von BHK-21:

Die Vorgehensweise entspricht der oben fiir MPR-defiziente embryonale Mausfibroblasten
beschriebenen. Es wurden jedoch nur 4 x 10° Zellen auf einer 10 cm oder 2 x 10° Zellen auf
einer 6 cm Gewebekulturschale ausgesit und anschlieBend 20 oder 10 pg Plasmid-DNA und 2

oder 1 pug des Selektionsplasmids pSV2 pac zur Transfektion verwendet.
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Selektion der stabil transfizierten MPR-defiziente embryonale Mausfibroblasten-
Zellklone:

24 Stunden nach dem Glycerolschock wurde das alte Medium gegen hygromycinhaltiges (100
ng/ml Hygromycin B) ausgetauscht. Am zweiten Tag wurde die Hygromycinkonzentration
auf 250 pg/ml und am dritten Tag auf 500 pg/ml erhoht, dadurch sterben die nicht-
transfizierten Zellen ca. 90% ab. Vor jedem Medienwechsel wurde sehr griindlich mit PBS
zweimal gewaschen, um die toten Zellen zu entfernen. Nach etwa 10-14 Tagen konnten

Einzelklone auf eine 24-Napf-Gewebekulturplatte tiberfiihrt werden.

Selektion der stabil transfizierten BHK-21-Zellklone:

Einen Tag nach der Transfektion wurde mit der Selektion stabil transfizierter Zellen
begonnen, indem das Medium mit 1 pg/ml Puromycin versetzt wurde. An dem folgenden Tag
wurde zweimal sehr sorgfiltig mit PBS gewaschen und die Zellen mit frischen Medium,
welches 2 pg/ml Puromycin enthilt, versorgt. Jeden Tag wurden die Zellen gewaschen und
von den toten Zellen befreit. Nach circa 10 Tagen waren resistente Zellklone sichtbar, einen
Tag vor dem Uberfiihren der Zellklone wurde die Puromycinkonzentration auf 5 pg/ml

erhoht. Die verbliebenen Zellklone wurden in eine 24-Napf-Gewebekulturplatte iiberfiihrt.

2.2.2.2 Infektion der Insektenzellen mit dem Baculovirus

Das Baculovirus mit der fremden DNA (cDNA der extracytoplasmatischen Domédne des
humanen MPR 46= 16sliche MPR 46) infiziert die Insektenzellen, so daf} die fremde DNA in
die Zellen gelangt. In den Insektenzellen wird die DNA translatiert und der 16sliche MPR 46
ins Medium abgegeben.

Die Wirkung der Virusverdiinnung auf die Insektenzellen wurde in einer Verdiinnungreihe
von 10% 107, 10* und 107 getestet. Hierbei starben am ersten Tag die Insektenzellen bei
einer Verdiinnung von 10~ und 10°. Die 10000fache Verdiinnung zeigte eine starke Infektion
der Zellen, die Zellkerne waren zum groflen Teil vergroBert, hier starben die Zellen am
zweiten Tag. Die 100000fache Verdiinnung zeigte eine geringe Infektionsrate. Die
Auswertung der 16slichen MPR 46-Produktion wurde nach zwei Tagen in einem Sandwich-
ELISA (Kapitel 2.2.4.5.1) getestet. Es zeigte sich eine Optimumskurve, wobei die
Verdiinnung 10* das Optimum war. Fir die weiteren Versuche wurde eine 10000fache

Verdiinnung eingesetzt.
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High five-Zellen wurden aus einer konfluenten Flasche mit serumfreiem X-Press-Medium
abgespiilt, bei 400 x g fir 5 min zentrifugiert und in 5 ml serumfreiem Medium
aufgenommen. Die Zellzahl wurde mittels einer Neubauerkammer ermittelt und 7,5 x 10°
Zellen in eine 75 cm’*-Gewebekulturflasche in 10 ml serumfreiem Medium ausgesit. Die
Zellen wurden 3 Stunden bei 27°C inkubiert und anschlieBend mit 100 ul 1:100
Virusverdiinnung (10 pV1393MPR46M14 vom 22.05.1997 versetzt. Es folgte eine
Inkubationszeit von 3-8 Tagen. Der Uberstand wurde abgenommen und nach Protokoll

2.2.5.2.2 aufgereinigt.

2.2.3 Arbeiten mit radioaktiven Isotopen

2.2.3.1 Metabolische Markierung mit [*>S]-Methionin und Cystein

(Variierte Methode von Lemansky et al., 1985)
Radioaktiv-markiertes Methionin/Cystein wird von der Zelle aufgenommen und zur

Proteinsynthese genutzt.

Hungermedium: Methionin- und Cystein- freies MEM

Markierungslosung: 0,04 Vol. dialysiertes FKS (hitze-inaktiviert)
15-100 uCi ~ *S-Methionin und —Cystein (10uCi/ul)

Fiir die Markierung wurden die Zellen am Vortag in der benotigten Dichte ausgesit. Die
Zellen wurden mit 2 x 2 ml PBS gewaschen, um nicht-radioaktives Methionin und Cystein
von den Zellen und den Winden der Petrischale zu entfernen. Die Zellen wurden fiir 20 min
in Hungermedium im Inkubator bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Fiir eine 3 cm Schale
wurden 1 ml Hungermedium bendtigt. Die Markierungslosung wurde dem Hungermedium
zugefiihrt. Nach der Markierung von mindestens 5 Stunden wurde das Medium abgesaugt, die
Zellen mit 2 x 0,5 ml PBS gewaschen und anschlieBend in 2 x 500 pul PBS mit dem
Gummispatel abgeschabt. Die Zellen wurden fiir 5 min bei 1000 x g sedimentiert Und in
geeignetem Homogenisationspuffer aufgenommen. Vor und nach Markierung der Zellen
wurde die Aktivitit im Medium durch Fliissigkeitsszintillationszihlung bestimmt, um die
Inkorporation von *°S-Methionin und -Cystein zu iiberpriifen. Die Homogenate wurden zur

Immunprizipitation oder zur Membranextraktion eingesetzt.
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2.2.3.2 Radioaktive Markierung von Proteinen mit Jodogen

Losungen:  Jodogen: 1 mM  Jodogen
(0,8 mg in 577 pl CH,Cl, 16sen und 1:3 in
CH,CI, verdiinnen)
Elutionspuffer: 1 mg/ml KJ

0,05 % BSA in 10 mM PBS
005 % Triton X-100

Boratpuffer: 20 mM  Borsdure mit NaOH auf pH 8,0 titriert
005 % Triton X-100

BME: 20 mM  [-Mercaptoethanol

127, 100 pCi  Na'®J (100uCi/ul)

Protein: 5 ug MPR 46 aus humaner Plazenta

Man6P: 0,1 M Mannose-6-phosphat Natriumsalz in H,O

Fir die Jodierung muBten zundchst Glasspitzrohrchen mit Jodogen beschichtet werden.
Hierzu wurde ein Glasspitzrohrchen schrig in einen Rotator eingespannt, 80 ul der
Jodogenverdiinnung zugegeben und im Stickstoffstrom unter Rotation vom CH,Cl, befreit.
Beschichtete Glasspitzrohrchen konnten auf Vorrat generiert werden, da sie bei -20 °C circa 8
Wochen haltbar sind.

Vor Jodierungsbeginn wurde eine NAP™-Fertigsdule mit Sephadex G-25 mit 25 ml
Elutionspuffer equilibriert. Der MPR 46 wurde mit Aceton (-20°C) tiber Nacht gefillt, bei
12000 x g zentrifugiert und das Prézipitat mit 70 % Aceton (-20°C) gewaschen. Nach
wiederholter Zentrifugation wurde das Prézipitat bei RT getrocknet und in Boratpuffer
aufgenommen und 1 mM Man6P hinzugefiigt. Das Man6P stabilisierte den MPR 46. Zu dem

. 125
Protein wurde das

J gegeben und mit Boratpuffer + Triton X-100 auf 60 ul aufgefiillt.
Dieser Jodierungsansatz wurde 5 min auf FEis inkubiert und anschlieBend in das

Iodogenrohrchen tiberfiihrt. Nach 8 min Inkubation unter Rotation auf Eis wurde der Ansatz
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in ein drittes Rohrchen, in dem 10 ul BPME vorgelegt wurde, transferiert. Das BME stoppte die
Jodierungsreaktion. Das Jodogenrohrchen wurde mit 150 pl Boratpuffer gespiilt und die
Losung auch in das dritte Rohrchen iiberfiihrt. 300 ul Elutionspuffer wurde zum Ansatz
gegeben, 2 pl des Gesamtansatzes gezihlt und der restliche auf die Siule gegeben. Durch die
Gelfiltration wurde freies von proteingebundenem '*J abgetrennt. Das jodierte Protein wurde
in 10 x 0,5 ml-Fraktionen mit Elutionspuffer eluiert. Das freie '] bleibt auf der Siule. Die
Fraktionen wurden im Gammastrahlenzéhler (Szintillationszéhler) gezéhlt und die Fraktionen,
die das iodierte Protein enthielten, zusammengefiihrt. Das Jodierungsprodukt wurde bei 4°C

gelagert.

2.2.3.3 Fixierung von SDS-Polyacrylamidgelen und Auswertung am Phosphoimager

Die Polyacrylamidgele aus radioaktiven Versuchen, z.B. Immunprizipitationen wurden nach
der SDS-PAGE in 50% Methanol und 10% Essigséure fiir 30-120 min fixiert und fiir 30-120
min gewdssert. AnschlieBend wurden die Gele zwischen zwei Folien im Geltrockner Typ
G1200 getrocknet. Der farbige Marker und die Ecken des Geles wurde nach dem Trocknen
radioaktiv markiert. Freie Photonen aus vorherigen Versuchen oder der Umgebung werden
von einem Screen in 15 min geloscht. Das Gel wurde mit dem Screen in einer lichtisolierten
Kammer fiir 15 Stunden bis 4 Tage exponiert. Die Auswertung der Fluorographie erfolgte
mittels des Phosphoimagers IPR 1000 und den Programmen Image Reader V1.4E und Image
Gauge 3.0. Der Nachweis der Fluoreszenz konnte auBlerdem auch mittels Rontgenfilm

erfolgen.

2.2.3.4 In vitro Transkription und Translation

Die in vitro Transkription und Translation wurde nach dem Promega Protokoll TNT®
Coupled Reticulocyte Lysate Systems (Februar 1995) durchgefiihrt. Es wurden die Kit-
Bestandteile, das RNasin® Ribonuklease Inhibitor, 35S-Methionin und nukleasefreies Wasser
benutzt.

Kurz vor dem Gebrauch wurden die Substanzen aufgetaut und sofort nach der Entnahme
wieder bei -70°C oder -20°C eingefroren. Das Plasmid pGEM2-2 besitzt den SP6-Promotor,

dieser wird von der TNT® RNA Polymerase SP6 zur Transkription genutzt.



Material und Methoden 51

Reaktionsansatz: 1 ul TNT® Kaninchen-Retikulozytenlysat
0,08 ul TNT® Reaktionspuffer
0,04 pul TNT® RNA Polymerase SP6
0,04 ul 1 mM Aminosdure Mix minus Methionin
0,16 ul  *S-Methionin (10 uCi/ul)
0,04 ul RNasin® Ribonuklease Inhibitor (40 U/ul)
20-40 ng pGEM2-2 (aufgereinigt nach Qiagen und

nachtrdglich mit Ammoniumchlorid gefillt)

ad 2 ul nukleasefreies Wasser

Der Reaktionsansatz wurde eine Stunde bei 30°C inkubiert und anschlieBend sofort mit 2 x
Probenpuffer mit Mercaptoethanol (siche SDS-PAGE) versetzt oder der Ansatz wurde zur
Immunprézipitation eingesetzt. Im ersten Fall wurde bei 95°C inkubiert, zentrifugiert und
durch einen SDS-PAGE analysiert. Fiir die Immunprézipitation wurde der Ansatz mit 1-4 ug
mAk in 100 pul PBST versetzt. Nach 1 h Inkubation bei 4°C wurden 2 pg Kaninchen-anti-
Maus-IgG und 30 pl Pansorbinsuspension (das Pansorbin wurde zweimal mit PBS
gewaschen) hinzugefiigt. Es folgte eine Inkubation von 1 h bei 4°C auf dem Drehrad.
Anschlieend wurde eine Minute zentrifugiert, das Sediment aufgewirbelt und mit 1 ml PBST
aufgenommen. Dieser Vorgang wurde viermal wiederholt, dann nochmals zentrifugiert und
das Sediment mit 1 x Probenpuffer mit Mercaptoethanol versetzt, bei 95°C 5 min gekocht,
zentrifugiert und die Proben wurden auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen und nach dem

Punkt 2.2.3.3 weiter gearbeitet.

2.2.4 Immunchemische Methoden

2.2.4.1 Indirekte Immunfluoreszenz

Die Durchfiihrung erfolgte nach einem variierten Protokoll, es wurde das PBS durch Ca-Mg-

PBS ersetzt. (Hille et al., 1992).

Losungen: 10 mM PBS,pH74
Ca-Mg-PBS 0,9 mM CaCl, und 0,5 mM MgCl, in PBS
3 % Paraformaldehyd in PBS (w/v)
50 mM NH4CIlin PBS
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0,1 % Saponin in PBS
20 % Mowiol (w/v) in 30 % Glycerin (w/v) in PBS
200 mg/ml DABCO in PBS

Polylysinbeschichtung von Deckgléischen:

Sterile Deckgldschen wurden in eine Petrischale gelegt und mit einer 0,1 mg/ml
Polylysinlosung bedeckt. Die Deckgldaschen wurden bei 37°C fiir 30-60 min inkubiert, die
Polylysinldsung abgesaugt und 2 x mit bidest., sterilen Wasser gewaschen. Vor der Aussaat

der Zellen wurden die Deckgldschen mit PBS einmal gespiilt.

Intrazellulire Fiarbung:

Je nach Zellart wurden circa 150-300 Zellen auf Polylysin beschichteten oder unbeschichteten
Deckglischen in 24-Napf-Zellkulturplatten ausgesit und 1-3 Tage wachsen gelassen. Vor der
Fixierung wurden die Zellen zweimal mit 1 ml Ca-Mg-PBS oder PBS (37°C) gespiilt und
anschliefend 30 min bei RT mit 200 pl Paraformaldehydlosung inkubiert. Alle weiteren
Schritte erfolgten bei RT. Die fixierten Zellen wurden zweimal mit PBS gespiilt und 10 min
mit 1 ml 50 mM NH4Cl inkubiert, um iiberschiissiges Aldehyd zu entfernen. Die
Ammoniumchloridlésung wurde durch zweimaliges Waschen mit PBS entfernt. Die
Permeabilisierung der Zellen erfolgte durch 5-15 miniitige Inkubation mit 0,1% Saponin. Alle
weiteren Schritte erfolgen auch in 0,1% Saponin, weil die Permeabilisierung reversibel ist.
Der erste Antikorper (aMSCI-1II-7b- Kaninchenserum) wurde 1:200 in 0,1% Saponin
verdiinnt und anschliefend fiir 2 min in einer Eppendorfzentrifuge zentrifugiert. 20-30 ul der
Antikorperverdiinnung wurden als Tropfen auf einen Streifen Parafilm pipettiert und die
Deckgldser mit den Zellen nach unten auf den Tropfen gelegt. Eine mit feuchtem Filterpapier
ausgekleidete Petrischale wurde als Verdunstungsschutz dariiber gelegt. Die Inkubation mit
dem Primérantikorper erfolgte iiber 1-2 Stunden. Die Deckgldschen wurden in die 24-Napf-
Zellkulturplatte {iiberfiihrt und dreimal 5 min mit 0,1% Saponin gespiilt. Der
Sekundérantikorper (FITC-konjugierter Ziege-anti-Kaninichen IgG) wurde 1:200 in 0,1 %
Saponin verdiinnt und zentrifugiert. Die Inkubation mit dem zweiten Antikorper erfolgte, wie
fiir den Primérantikorper beschrieben, fiir 30-60 min unter Lichtabschlu3, um ein Ausbleichen
des Fluoreszenzfarbstoffes zu vermeiden. Nach dieser Inkubation wurden die Deckglidschen
wieder in die 24-Napf-Zellkulturplatte tiberfiihrt, dreimal 5 min mit 0,1% Saponin, zweimal

mit PBS und einmal mit H,O gespiilt. Die mit FITC markierten Immunfluoreszenzpréparate
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wurden in Mowiol mit DABCO (1 Volumen DABCO und 3 Volumen Mowiol) eingebettet,
damit wurde ein schnelles Ausbleichen durch Oxidation verhindert. Die Préparate
polymerisierten iiber Nacht im Dunkeln bei RT aus und wurden anschliefend im Dunkeln bei

4°C gelagert.

Konfokale Laser-Scan-Mikroskopie:

Das Prinzip der Laser-Scan-Mikroskopie beruht darauf, daf} einzelne fluoreszierende Punkte
im Préparat in den Fokus eines Lasers gebracht werden und diese so mit einer hohen Energie
angeregt werden. Der Laser wird auf eine Ebene (z-Ebene) im Priparat fokussiert und durch
die Ablenkung des Lasers in der x- und y-Ebene mittels eines Spiegels konnen schrittweise
dicht nebeneinanderliegende Punkte im Préparat angeregt werden. Auf diese Weise wird eine
definierte Ebene im Priparat abgetastet. Das vom fluoreszierenden Prédparat emittierte Licht
fillt durch das Objektiv des Mikroskops und durch eine dem Photodetektor vorgeschaltete
Lochblende mit verdnderbarer Grofle. Das SchlieBen dieser Lochblende bewirkt, dafl nur
solche Bildpunkte auf dem Detektor abgebildet werden, die in der Fokusebene des Lasers
(beziehungsweise des Objektivs) liegen, also konfokale Bilder erzeugt werden konnen. Die
entstchenden Bilder werden in einem internen Computer digitalisiert und auf einem
hochauflosenden Bildschirm dargestellt. Die Bilder werden entweder direkt vom Bildschirm
mit einer Kamera abfotographiert oder aber in Form von Bilddateien im TIF-Format (Tagged
Image File Format) abgespeichert und auf Photopapier ausgedruckt. Fir FITC-Anregung

wurde ein Argon-Laser verwendet.

2.2.4.2 Immunprizipitation

In einer Immuprézipitation bindet die Pansorbinsuspension Antikorper. Proteine, die von den

Antikdpern gebunden wurden, konnen somit aus einer Proteinlosung isoliert werden.

2.2.4.2.1 Immunprizipitation von humanem MPR 46 aus 33S-markierten Zellen

Acetatpuffer: 0,1 M NaAc pH 6,0
0,2 M NaCl
1 mM  PMSF
1 mM EDTA
5 mM  JAA
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Tritonpuffer: 0,5 % Triton X-100
50 mM Imidazol pH 7,0
150 mM NaCl
1 mM PMSF
1 mM EDTA
5 mM JAA

Wasch-Immunomix (IMM): 10 mM NaPi,pH 7,4
150 mM NaCl
1 % Triton X-100
0,5 % Na-Deoxycholat

Priézipitations-IMM: Wasch-IMM mit 02 % SDS
10 % BSA

1 mM  PMSF

1 mM EDTA
5 mM JAA

Neufeld-Puffer: 10 mM  Tris/HCI, pH 8,5
0,6 M NaCl
0,1 % SDS
0,05 % NP-40

Wasch-IMM mit 2 M KCl

1/10 verdinntes PBS

Aufarbeitung der Zellen:

Die metabolisch mit **S-Methionin und -Cystein markierten Zellen wurden 2 x mit PBS
gewaschen, mit 2 x 500 ul PBS abgeschabt und fiir 5 min bei 1000 x g sedimentiert. Das
Zellsediment von einer 3 cm Zellkulturplatte wurde in 1,0 ml Acetatpuffer resuspendiert und

durch 3 x 10 sec Ultraschall homogenisiert. Das Homogenat wurde bei 100000 x g fiir 30 min
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zentrifugiert. Das Acetatsediment wurde in 350 ul Tritonpuffer aufgenommen und durch 3 x
10 sec Ultraschall homogenisiert. Nach 10 min Inkubationszeit auf Eis wurde der Ansatz bei
100000 x g fiir 20 min zentrifugiert. Der Membranextrakt mit dem gelosten MPR 46 wurde in

die Immunprizipitation eingesetzt.

Priinkubation:

Die Pansorbinsuspension wurde bei 12000 x g zentrifugiert und in PBS resuspendiert, dieser
Vorgang wurde 2 x wiederholt.

350 ul Membranextrakt wurde mit 640 pl Prézipitations-IMM, 2 pl Priimmunserum oder 10
ug Praimmun-Ig und 40 pl gewaschener Pansorbin-Suspension versetzt. Der Ansatz wurde 60
min bei 4°C auf dem Drehrad inkubiert, danach 10 min bei 4°C und 12000 x g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefil iiberfiihrt und nochmals mit 40 ul
gewaschener Pansorbin-Suspension versetzt. Nach einer Inkubation auf dem Drehrad iiber
Nacht wurde das Pansorbin bei 100000 x g und 4°C fiir 20 min sedimentiert. Der Uberstand

wurde vorsichtig abgenommen und in ein neues Reaktionsgefil3 iiberfiihrt.

Immunprizipitation:

Der zweite Uberstand nach der Priinkubation wurde mit 10 pg affinititsgereinigtem anti-
MSCI IgG und 15 ul gewaschener Pansorbinsuspension oder mit 2 ul anti-MPR 46 Antiserum
und 40 pl gewaschener Pansorbinsuspension versetzt und fiir 1 h auf dem Drehrad bei 4°C
inkubiert. Nach der Inkubation wurde der Ansatz 45 sec bei 12000 x g zentrifugiert und der
Uberstand abgenommen. Das Pansorbinsediment wurde gewaschen mit je 1 ml der folgenden
Losungen - Neufeld-Puffer, IMM 2 M KCI, IMM und 1 mM PBS - dabei wurde nach jeder
Zentrifugation erst das Sediment aufgewirbelt, in der Losung aufgenommen und schlielich
zentrifugiert. Nach dem letzten Waschschritt wurde das Sediment aufgewirbelt und in 60 pl
Probenpuffer mit -Mercaptoethanol aufgenommen. Die Suspension wurde bei 95°C 5 min
denaturiert, so dal die Elution vom Pansorbin erfolgen konnte und der Antigen-Antikorper-
Komplex zerstort wurde. Nach der Denaturierung wurde zentrifugiert und die Proben durch

SDS-PAGE analysiert.
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224.2.2 Immunprizipitation von 125 _MPR 46 mit monoklonalen Antikorper

10 ng '®J-MPR-46 wurden mit einem 100-400facher Uberschuf an Antikorper
immunprézipitiert. 10 ng 1] MPR 46 in 10 ul PBST wurden mit 1-4 pg monoklonalem
Antikorper in 90 ul PBST versetzt und eine Stunde bei 4°C inkubiert. Nach der Inkubation
wurden 1 pg Kaninchen-anti-Maus IgG und 15 pl mit PBS gewaschenes Pansorbin (siehe
2.2.4.2.2) pro 1 ng mAk gegeben und 1 Stunde bei 4°C auf dem Drehrad rotiert. Anschlieend
wurde eine Minute bei 12000 x g zentrifugiert und viermal mit 1 ml PBST gewaschen, d.h.
das Pansorbinsediment mit den Antikdrpern wurde aufgewirbelt, mit Losung gemischt,
zentrifugiert und der Uberstand jedesmal abgesaugt. Zum SchluB erfolgte eine Messung des
Pansorbinsediments im Szintillationszéhler.

Als positive Kontrolle und zur Normierung der Werte diente eine Prézipitation mit 10 pug
affinitdtschromatographisch gereinigtem anti-MSCI, der gegen die cytoplasmatische Doméne
des MPR 46 gerichtet ist. Es wurde kein Kaninchen-anti-Maus IgG hinzugegeben.

2 ug anti-Arylsulfatase A, der irrelevante Antikorper, wurden gleichfalls wie oben

beschrieben, behandelt und diente als Negativkontrolle

2.2.4.3 Westernblot-Analyse

2.2.4.3.1 Proteintransfer von Polyacrylamidgelen auf Nitrocellulose- oder PVDFE-

Membran

Proteine werden durch Elektroelution aus dem Polyacrylamidgelen auf Nitrocellulose- oder

PVDF-Membran transferiert.

Kathodenpuffer: 40 mM  e&-Aminocapronsdure pH 9
20 mM  Tris/HCI pH 9
20 % Methanol p.a.

Anodenpuffer: 75 mM  Trs/HCl pH 7,4
20 Y Methanol p. a.

Fiir den Proteintransfer aus dem Polyacrylamidgel auf die Nitrocellulose- oder PVDEF-

Membran wurden 3 Lagen Filterpapier mit Anodenpuffer getrankt und auf die untere
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anodische Glaskohlenstoffelektrode luftblasenfrei geschichtet. Die PVDF-Membran wurde 1
min in Methanol p.a. equilibriert, anschlieBend wurde diese oder die Nitrocellulosemembran
mit Kathodenpuffer benetzt und auf die Anodenpuffer-getrinkte Filterpapierschicht
luftblasenfrei gelegt. Auf die Membran wurde das Polyacrylamidgel, welches vorher 15 min
in Kathodenpuffer equlibriert wurde luftblasenfrei gelegt. Auf das Gel wurden danach 3
Lagen mit Kathodenpuffer getrinkten Filterpapier  geschichtet. Die zweite
Glaskohlenstoffelektrode wurde aufgelegt, und der Transfer erfolgte mit 1 mA/cm® fiir 1
Stunde bei grolen Gelen und fiir 30 min bei Minigelen. Der ,,prestained Marker* wurde nach
dem Transfer mit Kugelschreiber markiert. Die Westernblotmembran wurde zweimal mit PBS

gespiilt.

2.2.4.3.2 Immunodetektion

Proteine auf Nitrocellulose- oder PVDF-Membran wurden durch spezifische Antikorper und
diese durch Peroxidase gekoppelte Sekundirantikorper detektiert. Die Peroxidase der

Sekundérantikorper setzte ein spezifisches Substrat um, so das eine Chemilumineszenz

entstand.
Blotto: 5 % Magermilchpulver in PBST
SNT: 0,05 % SDS
09 % NaCl
0,5 % Triton X-100
Primérantikorper in PBST: 50pg/ml affinitdtsgereinigte monoklonale
Antikorper oder affinitédtsgereinigte IgGs
aus Seren
1:200 anti-MSCI-III-7b-Kaninchenserum
1:200 anti-MPR 46 GI-4a
Sekundérantikorper in PBST: 1:2000 oder 1:10000 Ziege-anti-Kaninchen-

Meerrettich-Peroxidase

2 ug/ml Kaninchen-anti-Maus
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1. Pierce SuperSignal Substrat-Kit

2. Entwicklungsreagenz:

Zusammensetzung nach Tikkanen R (nicht veroffentlicht).

Losung I: 100 pul 250 mM Luminol in DMSO
44l 90 mM p-Cumarsédure in DMSO
1 ml Tris/HCI pH 8,5
8,85ml H,O

Losung II: 6 ul 30% H,0,
1 ml Tris/HCI pH 8,5
9 ml HzO

3. ECL-Kit

Allgemeine Behandlung der Nitrocellulose- oder PVDF-Membran:

Waschen: zweimal 5 min mit PBS

Blocken: 30-60 min bei RT oder iiber Nacht bei 4°C mit Blotto
Waschen: zweimal mit PBST

1. Antikorper: 1 h bei RT oder iiber Nacht bei 4°C

Waschen: 5 min mit PBST

viermal 5 min mit SNT
5 min mit PBST
2. Antikorper: 1 h bei RT
Waschen: 5 min mit PBST
viermal 5 min mit SNT
5 min mit PBST
5 min PBS
Entwicklung: 1 min mit Pierce SuperSignal-Substrat, ECL-Kit oder
Entwicklungsreagenz (Tikkanen)

Exposition: 10 sec- 15 min
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MPR 46 geblottet auf Nitrocellulose zur Detektion mit den monoklonalen Antikérpern:

Waschen: zweimal 5 min mit PBST

Blocken: 30-60 min bei RT oder iiber Nacht bei 4°C mit Blotto
Waschen: zweimal mit PBST

1. Antikorper: 2 hbei RT

Waschen: dreimal 5 min mit Blotto

dreimal 5 min mit PBST
2. Antikorper: Kaninchen-anti-Maus 2 pg/ml 1 h bei RT
Waschen: dreimal 5 min mit Blotto
dreimal 5 min mit PBST
3. Antikorper: Ziege-anti-Kaninchen-HRP 1:10000 1 h bei RT
Waschen: dreimal 5 min mit Blotto
dreimal 5 min mit PBST
5 min PBS
Entwicklung: 1 min mit Pierce SuperSignal-Substrat, ECL-Kit oder
Entwicklungsreagenz (Tikkanen)

Exposition: 10 sec- 15 min

Chemilumineszenzentwicklung:

Die beiden Losungen aus dem Pierce SuperSignal Substrat-Kit/ECL-Kit oder Losung I und 11
wurden 1:1 kurz vor der Verwendung gemischt. Die Membran wurde 1 min mit dem Gemisch
inkubiert, die Membran herausgenommen, mit Whatmanpapier kurz getrocknet und zwischen
zwel Folien gelegt. AnschlieBend wurde mit dem CCD-Camera-System oder einem
Rontgenfilm exponiert. Die Signalstirke war bei den Pierce SuperSignal Substrat-Kit und
Entwicklungslosungen nach dem Rezept von Tikkanen stérker, so dal das ECL-Kit, welches
erst benutzt wurde, von diesen Losungen ersetzt wurden. Das Pierce SuperSignal Substrat-Kit

zeigte geringer Signale, aber weniger Hintergrund als das Entwicklungsreagenz (Tikkanen).

2.2.4.4 Slot-Blot/Dot-Blot und Fixierung der Proteine auf der Nitrocellulosemembran

Proteine wurden nativ auf eine Nitrocellulosemembran aufgetragen und auf der Membran

fixiert.
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Slot-Blot und Fixierung der Nitrocellulosemembran mit para-Formaldehyd:

Die Nitrocellulosemembran wurde in PBS equilibiriert, in die Slot-Blot-Kammer eingebaut
und das Vakuum angeschlossen. Die Taschen der Kammer wurden mit 50 ul PBST
vorgewaschen, die Proteinlosung in einem Volumen von 50 pl in PBST aufgetragen und mit
250 ul PBST nachgespiilt. Anschlieend wurde die Nitrocellulosemembran aus der Kammer
genommen und fiir 30 min mit 1% para-Formaldehydlosung in PBS fixiert, zweimal mit PBS
gespiilt und die iiberschiissigen Aldehyde mit 50 mM Ammoniumchlorid in PBS entfernt.
Nach 10 min wurde wieder zweimal mit PBS gespiilt. Die Immundetektion erfolgte nach dem

Punkt 2.2.4.3.2.

Dot-Blot und Fixierung der Nitrocellulosemembran mit Essigsdure/Isopropanol:

Auf eine trockene Nitrocellulosemembran wurden 1-5 pl Proteinlosung aufgetropft und
trocknen gelassen. Zur Stabilisierung der Proteine auf der Membran wurden die Proteine auf
der Membran fixiert (Jahn R. er al. 1984). Die Membran wurde in 10 % (v/v) Essigsédure und
25% Isopropanol fiir 15 min fixiert, anschlieBend mit dest. Wasser gespiilt und 5 min in
Trispuffer (200 mM NaCl/ 50 mM Tris/HCl pH 7,4) vorinkubiert. Nach der Vorinkubation
erfolgte die Immundetektion nach Punkt 2.2.4.3.2.

2.245ELISA

Platten: ELISA-Platten von Greiner

Losungen:  Beschichtungspuffer: 25 mM  Tris/HCl pH 7,0

Detergenz: 0,4 mM  N-Octylglukosid
Blotto: 5 % Magermilchpulver
0,05 % Tween 20
in PBS
Substratpuffer: 50 mM Citrat-Phosphatpuffer, pH 4,3

(50 mM Citronensdure wurden mit 50 mM Na,POy-

Losung auf einen pH-Wert von 4,3 eingestellt.)
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HRP-Substrat: 40 mM ABTS
(2,27-Azino-bis-[3-ethylbenzthiozolinsulfonat])

Substratlosung: 10 ml Substratpuffer
250 ul 40 mM ABTS
6 },ll 3% H202

Pro Napf wurden immer 50 pl Beschichtungslosung, Antikorperlosung in  Blotto,
Peptidlosung in PBST, 200 ul Blotto und 100 ul Substratlosung eingesetzt. Die Messung der
Farbreaktion erfolgt bei 405 nm mit den ELISA-Reader und wurde mit 490 nm abgeglichen.

1. Detektion des humanen und der chimiren MPR 46:
Die einzusetztende Menge an aufgereinigten MPR 46 wurde ermittelt, indem steigende
Mengen MPR 46 mit dem affinititsgereinigten polyklonanlen Serum gegen die

cytoplasmatische Doméne des MPR 46 detektiert wurden.

Beschichtung: MPR 46 verdiinnt in Beschichtungspuffer und 0,4 mM
Octylglukosid
4 h bei 37°C oder iiber Nacht bei 4°C mit

Waschen: zweimal mit PBS

1. Antikorper: 50 pg/ml mAKk oder affinitidtsgereinigter anti-MSCI
1-2 h be1 37°C

Waschen: dreimal mit PBST

2. Antikorper: HRP konjugierter Antikorper 1:2000
1 h bei 37°C

Waschen: fiinfmal mit PBST

Entwicklung: mit Substratlosung

Exposition: 5 min bis mehreren Stunden

In einigen Fillen wurde der MPR 46 nach der Inkubation mit dem ersten AntikOrper, mit
Kaninchen-anti-Maus IgG 2 pg/ml und anschlieBend mit dem HRP-gekoppelten Ziege-anti-
Kaninchen IgG 1:2000 detektiert. Die Waschungen zwischen den Inkubationen und die

Entwicklung wurden wie oben beschrieben durchgefiihrt.
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Detektion von Peptiden:

Beschichtung:

Waschen:
Peptidlosung:

Waschen:
1. Antikorper:

Waschen:
2. Antikorper:

Waschen:
Entwicklung:

Exposition:

Sandwich-ELISA:

Beschichtung:

Waschen:

16slicher MPR 46:

Waschen:
1. Antikorper:

Waschen:
2. Antikorper:

Waschen:

Entwicklung:

6 pg/ml Neutravidin in Beschichtungspuffer
4 h bei 37°C oder tiber Nacht bei 4°C
zweimal mit PBS

I ng- 1pg Peptid in PBST

15-60 min bei 37°C

dreimal mit PBST

50 pg/ml mAKk oder affinitidtsgereinigter anti-MSCI
1-2 h bei 37°C

dreimal mit PBST

HRP konjugierter Antikorper 1:2000

1 h bei 37°C

fiinfmal mit PBST

mit Substratlosung

5 min bis mehreren Stunden

0,02 mg/ml mAk 27A5 (mAk gegen die lumninale Doméne des
MPR 46) in Beschichtungspuffer

4 h bei 37°C oder iiber Nacht bei 4°C

zweimal mit PBS

0,5-5 ng loslicher MPR 46 (luminale Doméne) oder 1-4 ul
Uberstand aus 2.1.1.1

2-3 h bei 37°C

dreimal mit PBST

1:100 GI 4a/ GI 6b (anti-MPR46 priaadsorbiert an Ziegen IgG)

1 h bei 37°C

dreimal mit PBST

HRP-gekoppelten Ziege-anti-Kaninchen IgG 1:2000

1 h bei 37°C

fiinfmal mit PBST

mit Substratlosung
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Exposition: 5-30 min

2.2.5 Biochemische Methoden

2.2.5.1 Extraktion des MPR 46 aus eukaryontischen Zellen

Acetatpuffer: 0,1 M Na-Acetat pH 6,0
0,2 M NaCl

Extraktionspuffer: 50 mM Imidazol/HCL pH 6,0, 6,5, 7,0 oder
NaPi pH 6,0, 6,5,7,0
150 mM NaCl
0,05 % Triton X-100

Eukaryontische Zellen von einer 3,5; 6 oder 10 cm Gewebekulturplatte wurden zweimal mit
PBS gespiilt und mit zweimal 0,5; 1 oder 2 ml PBS abgeschabt, bei 1000 x g und 4°C 5 min
zentrifugiert. Das Zellsediment wurde in 0,4-1 ml Acetatpuffer aufgenommen und 3 x 10 sec
mit Ultraschall behandelt. Das Homogenat wurde bei 100000 x g und 4°C 20 min
zentrifugiert und der Uberstand restlos verworfen. Das Acetatsediment wurde in 100; 400 ul
oder 1 ml Extraktionspuffer resuspendiert. Nach 3 x 10 sec Ultraschall wurde der Extrakt 1 h
auf Eis inkubiert und anschlieBend bei 100000 x g und 4°C fiir 30 min zentrifugiert. Der
Membranextrakt wurde abgenommen und fiir SDS-PAGE oder PM-Sepharosebindungen

eingesetzt. Das Tritonsediment wurde verworfen.

2.2.5.2 Bindungstest der MPR an Phosphomannan-Sepharose

Phosphomannan ist ein synthetischer Ligand des MPR 46. Der MPR 46 bindet somit an eine
Phosphomannan (PM)-Sepharose-Siule.

Sdulenregeneration: a) 0,1 M NaHCOs; pH 8,3
1 M NaCl
0,05 % Triton X-100

b) 2 M KCl in dest. Wasser
0,05 % Triton X-100
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c) 0,1 M NaAc pH 4,0
1 M NaCl
0,05 % Triton X-100
d) 0,05% Triton X-100 in dest. Wasser

Equilibrierungspuffer 1 :

Equilibrierungspuffer 2:

Equilibrierungspuffer 3:

Equilibrierungspuffer 4 :

Waschpuffer:

Man6P-Puffer 1:

Man6P-Puffer 2:

50 mM Imidazol/HCL pH 6,0/6,5/7,0
150 mM NaCl
10 mM MgCl,
5 mM Na-B-Glycerophosphat

Equilibrierungspuffer 1 mit
0,05 % Triton X-100
0,5 mg/ml BSA

Equilibrierungspuffer 1 mit
0,05 % Triton X-100
10  upg/ml BSA

50 mM NaPipH 6,0/6,5/7,0
150 mM NaCl
10 mM MgCl,
5 mM Na-B-Glycerophosphat
0,05 % Triton X-100

Equilibrierungspuffer 1 mit 0,05% Triton X-100

10 mM Mannose-6-phosphat (Bariumsalz)

in Equilibrierungspuffer 1

10 mM Mannose-6-phosphat (Bariumsalz)
in Equilibrierungspuffer 2
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Man6P-Puffer 3: 1 mM Mannose-6-phosphat (Bariumsalz)
in Equilibrierungspuffer 3

Man6P-Puffer 4: 10 mM Mannose-6-phosphat-Na-Salz in Equilibrierungspuffer 4

Glc6P-Puffer 1: 5 mM Glucose-6-phosphat-Na-Salz in
Equilibrierungspuffer 2

Glc6P-Puffer 2: 1 mM Glucose-6-phosphat-Na-Salz in
Equilibrierungspuffer 2

MgCly: 1 M MgCl,: in dest. Wasser

Na-B-GP: 250 mM Natrium-B-Glycerophosphat in dest. Wasser

PBS mit 0,02% Azid

2.2.5.2.1 Analvtische Phosphomannan-Bindung

Regeneration und Equilibrierung der PM-Sepharose:

Die 200 pl oder 300 pl Phosphomannan-Sepharose-Sdulen wurden mit 3 ml
Saulenregenerierungspuffer a), 5 ml Puffer b) und 5 ml Puffer d), 3 ml Puffer c), 3 ml und 5
ml Equilibrierungspuffer 2 oder 3 regeneriert und equilibriert, dabei wurde nach dem zweiten

und letzten Schritt jeweils der pH-Wert tiberpriift.

1. Bindung von radioaktiv markierten humanem **S-MPR 46:

Aus den *°S-markierten Zellen wurde der MPR 46 extrahiert (Protokoll 2.2.5.1). Der
Membranextrakt wurde mit 1/100 Volumen 1 M MgCl, zur Verbesserung der
Bindungseigenschaft versetzt und auf die PM-Sepharose-Sédule geladen. Die PM-Sepharose

war vorher mit dem Equilibirierungspuffer 2 equilibriert.



Material und Methoden 67

Der Sidulenlauf wurde bei 4°C durchgefiihrt. Nach einer 15miniitigen Inkubation wurde die
Séaule mit je zweimal 800 ul Equilibrierungspuffer 2, Glc6P-Puffer 1, 10 mM Man6P-Puffer 2
und dem Regenerationspuffer a) eluiert. Die Sdule wurde neutral gewaschen, wie oben
erwihnt regeneriert und mit PBS und 0,02% Azid gelagert.

Die Immunprizipitation des MPR nach dem PM-Sepharoselauf erfolgte nach dem
Standardprotokoll, jedoch wurde im Immunomix das NaPi durch Tris/HCI ersetzt, damit eine

Prizipitation von Mg-Phosphat vermieden wurde.

2. Bindung von radioaktiv markiertem '*J-MPR 46 aus humaner Plazenta:

Alle Schritte wurden auf Eis oder bei 4°C durchgefiihrt. 10 ng '2J.MPR 46 wurden in 10 ul
Equilibrierungspuffer 3 aufgenommen und mit 1-5 pg Antikdrper in 10 pl
Equilibrierungspuffer 3 gemischt. Das Gemisch wurde 1 Stunde bei 4°C inkubiert und im
Szintillationszidhler gezdhlt. Die Probe wurde auf die mit Equilibrierungspuffer 3 equilibrierte
PM-Sepharose aufgetragen und das Reaktionsgefdal einmal mit 50 ul Equilibrierungspuffer 3
gespiilt und ebenfalls aufgetragen. Der Sdulenlauf wurde wie unter Punkt 1 durchgefiihrt. Es
wurden jedoch die Puffer: Equilibrierungspuffer 3, Glc6P-Puffer 2 und Man6P-Puffer 3
verwendet.

Nach dem Sidulenlauf wurde eine TCA-Féllung der Eluate durchgefiihrt. Je 320 pl der
Fraktionen 1-3, 4-6, 7-9, 10 + 11 und 320 pl Bindungspuffer wurden vereinigt und mit 155 ul
72% TCA zu einer Endkonzentration von 10% versetzt. Das TCA-Gemisch wurde gemischt
und 1 Stunde auf Eis inkubiert. Nach der Inkubation wurde 15 min bei 12000 x g und 4°C das
Prizipitat sedimentiert. Der Uberstand wurde entfernt, nochmals zentrifugiert und der
restliche Uberstand abgenommen. Der Ansatz wurde vorher und das Sediment nach der
Prizipitation im Gamma-Counter gezéhlt. Das Prézipitat wurde in 90 pul 1 M Tris-Losung und
45 ul Probenpuffer mit B-Mercaptoethanol gelost, 5 min bei 95°C gekocht, zentrifugiert und

60 ul auf ein 10%iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen.

2.2.5.2.2 Préaparative Reinigung von MPR 46 iiber die PM-Sepharose

Regeneration und Equilibrierung der PM-Sepharose:
Die Sdulen wurden mit je 10 Volumen Saulenregenerierungspuffer a), d), c), d) regeneriert

und mit 10 Volumen Equilibrierungspuffer 1 oder 4 equilibriert.
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1. Aufreinigung des loslichen MPR 46:

Die Reinigung wurde bei 4°C durchgefiihrt und die FluBrate betrug 60 ml/h fiir eine 9 ml PM-
S#ule. Der Uberstand von infizierten H5-Insektenzellen (Protokoll 2.2.2.2) wurde mit 1/100
Volumen 1 M MgCl, und 1/50 Volumen 250 mM Na-B-Glycerophosphat versetzt und auf
einen pH-Wert von 6,5 mit Imidazol-Base eingestellt. Danach wurde der Kulturiiberstand bei
100000 x g und 4°C fiir 30 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf die PM-Sepharose
gegeben. AnschlieBend wurden mit 100 Volumen Waschpuffer und 10 Volumen
Equilibrierungspuffer gewaschen. Die Elution erfolgte mit 4 x 0,5 Volumen Man6P-Puffer 1.
Die Regeneration der PM-Sepharose erfolgte wie oben beschrieben und am Schluf3 wurde die
Séule mit 10 Volumen PBS mit 0,02% Azid nachgespiilt und abgestellt. Die Eluate wurden im
Sandwich-ELISA analysiert.

2. Aufreinigung des membranstindigen MPR 46:

Fiir diese Aufreinigung wurde ein Extraktionspuffer und ein Equilibrierungspuffer verwendet,
der NaPi anstatt Imidazol enthidlt, damit die anschlieBende Quervernetzung des
membranstidndigen Rezeptors nicht durch die Amide gestort wurde.

Ein Membranextrakt (Protokoll 2.1.1.1), der von 5-10 10-cm-Gewebekulturplatten hergestellt
wurde, wurde mit 1/100 Volumen 1 M MgCl, und 1/50 Volumen Na-B-GP versetzt. Der
Membranextrakt wurde dreimal auf eine mit Equilibrierungspuffer 4 equilibrierte 1-ml-PM-
Sepharose aufgetragen. Die Sdule wurde mit 20 Volumen Equilibrierungspuffer 4 gewaschen
und mit 5 x 1 Volumen Man6P-Puffer 4 eluiert. Die Regeneration erfolgte wie oben
beschrieben, anschliefend wurde die PM-Sepharose in PBS und 0,02% Azid abgestellt. Die
Man6P-Eluate wurden im ELISA und Westerblot analysiert.

2.2.5.3 Quervernetzung des MPR 46

Proteine werden iiber die Aminogruppen miteinander verbunden.

Losungen: 30 mM Disuccinimylsuberat (DSS) in DMSO

1 M Tris/HCI pH 7,4
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Der MPR 46 wurde mit 30 mM DSS zu einer Endkonzentration von 0,6 mM versetzt und 15
min bei 37°C inkubiert. Die Quervernetzung wurde mit 1 M Tris/HCI pH 7,4 zu 50 mM

Endkonzentration versetzt und gestoppt.

2.2.5.4 Peptidreinigung

2.2.54.1 HPLC-Reinigung

HPLC (High performace liquid chromatography) ist eine hochauflosende
Fliissigkeitschromatographie, die zur Reinigung von Peptiden und kleinen Proteinen genutzt
wird.

500 pg ungereinigtes Peptid in 0,1% TFA wurden auf einer Reversed Phase HPLC
Ultraphere™ aufgetragen, dabei treten die hydrophoben Anteile der Peptide mit einer an das
Triagermaterial (Kieselgel (SO,),) gebundenen hydrophoben Matrix in Wechselwirkung. Die
Elution erfolgte mit Hilfe eines Gradienten mit steigender organischer
Losungsmittelkonzentration (0,1% TFA zu 90% Acetonitril in 0,1 % TFA), dabei wurde die
OD;15nm gemessen. Die Gipfelfraktionen wurden gesammelt und die Masse der enthaltenen
Peptide in den Fraktionen bestimmt. Die Fraktionen mit dem Peptid wurden im

Vakuumkonzentrator lyophilisiert.

22542 Matrix-unterstiitzte Laser-Desorptions-Ionisation Massenspektrometrie
(MALDI-MS)

Das Prinzip der MALDI-Massenspektrometrie von Peptiden besteht darin, die in einer Matrix

eingebetteten Peptide in moglichst schonender Weise durch Laser-Beschull im Vakuum in die
Gasphase zu iberfiithren, zu ionisieren und anschlieBend in Richtung einer Kathode zu
beschleunigen. Die Flugzeit der Peptide bis zum Auftreffen auf den Detektor wird gemessen
und ist der Molekiilmasse direkt proportional. Aufgrund der Absorption der optischen
Strahlung des Lasers durch eine Matrix werden ihre Molekiile angeregt und es kommt zur
Freisetzung der Matrixmolekiile in die Gasphase, wobei die Peptide gleichfalls in die
Gasphase iibertreten. Die Ionisierung der Peptide erfolgte durch bisher nicht genau bestimmte
physikalische und photochemische Prozesse wihrend der Desorption.

Das geloste Peptid wurde gemeinsam mit der Matrix (20 mg/ml Indol-2-carbonsdure in

Aceton) auf einen V2A-Stahl-Tridger kristallisiert, dabei sollte die Matrix eine starke
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Absorption im Bereich der benutzten Laserwellenldnge und eine hohe ionisierende Reaktivitit

besitzen.

2.2.5.4.3 Reinigung von Peptiden iiber C18 Cartridee

Durch die C18-Reinigung erfolgt eine Trennung von Salz und Peptid. Die C18-Cartridge
wurde mit 2 ml Methanol p.a., 5 ml bidest. Wasser und 5 ml 0,1% Trifluoressigsidure (TFA)
vorgespiilt. Die Fliissigkeiten durchtropften die Sdule per Schwerkraft. 10 - 30 mg Peptid aus
einem Syntheseansatz wurden in 1 ml 0,1% TFA gelost und auf die C18-Cartridge geladen.
Nach dem Auftrag wurde die Sédule mit 30 ml 0,1% TFA gewaschen und dabei 1,5 ml
Waschfraktionen gesammelt. Mit 30-70% Acetonitril in 0,1% TFA wurde das Peptid in 5 x 1
ml- Fraktionen eluiert. Von den Eluaten wurde die Extinktion bei 280 nm gegen 0,1% TFA
bestimmt und die peptidhaltigen Fraktionen auf 0,5 ml in einem Vakuumkonzentrator
eingeengt. Das Peptid wurde lyophilisiert, so daB das Acetonitril entfernt wurde. Das

Lyophilisat wurde in 1 ml bidest. Wasser aufgenommen und wieder lyophilisiert.

2.2.5.4.4 Reinigung von Peptiden iiber Sephadex G10

Das Sephadex G10-Material fungiert als Molekularsieb, so da3 verschieden grofle Stoffe
voneinander getrennt werden konnen. Bei der Peptidreinigung werden die im Peptidlyophilisat

enthaltenen Salze vom Peptid getrennt.

Saulenpuffer: 1 % DMSO
5 mM  NaOH pH 10,7

5 g Sephadex G10-Pulver wurden mit 10 ml bidestillierten Wasser versetzt und 2 h bei RT
quellengelassen. Der Ansatz wurde alle 15 min geschiittelt. 10 ml gequollenes Sephadex G10-
Material wurde in eine 10 ml Mobitecséule gefiillt.

Die Sdaule wurde mit 10 Volumen Puffer equilibiert. Das Peptid wurde in Sdulenpuffer gelost
und aufgetragen. Schlielich wurde mit 20 x 0,5 ml Saulenpuffer eluiert. Die ODjgpym Wurde
von den Eluaten bestimmt und damit festgestellt in welchen Fraktionen das Peptid enthalten
ist. Die Peptidfraktionen wurden in der Masse analysiert. Die Sdule wurde mit 10 Volumen

bidestilliertem Wasser und PBS und 0,02% Azid regeneriert.
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2.2.5.5 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

(Laemmli et al., 1970)

Durch die SDS-PAGE werden Proteine nach ihrer Grofle aufgetrennt. Das Polyacrylamidgel

fungiert dabei als Molekularsieb.

Losungen: Trenngelpuffer:

Sammelgelpuffer:

Acrylamidlosung:

APS:

Anodenpuffer:

Kathodenpuffer:

10-fach Laufpuffer
fiir Minigele

2 x Probenpuffer

1,5
0,4

0,5
0,4

30

0,8

10

50
192

0,001

0,25

14,4

250

20

%

%

%
%

%

mM
mM

%
%

%
M
%

mM
%
%

Tris/HCI pHS,8
SDS (w/v)

Tris/HCI pH 6,8
SDS (w/v)

Acrylamid (w/v)
Bisacrylamid (w/v)

in H2O

rekristallisiertes Ammoniumpersulfat in

H,O

Tris/HCI
Glycin
in H,O pH 6,8

SDS (w/v)

Bromphenolblau in Anodenpuffer

SDS
Tris

Glycin

Tris/HCI pH 6,8
SDS (w/v)
Glycerin
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2 x Probenpuffer 250 mM  Tris/HCI pH 6,8
+SH 2 % SDS (w/v)

20 % Glycerin

20 mM DTT

3 x Probenpuffermit 9 % SDS
B-Mercaptoethanol 187,5 mM  Tris/HCI pH 6,8
30 % Glycerin
10 % B-Mercaptoethanol

Trenngel 10% oder 12,5% Sammelgel 4%

groBe Gele Minigele groBe Gele Minigele
Acrylamidlosung | 10,5 oder 13,1 1,34 oder 1,67 1,3 0,23
(ml)
Trenngelpuffer 7,5 1 - -
(ml)
Sammelgelpuffer |- - 2,5 0,23
(ml)
10 % APS (ul) 250 40 100 20
TEMED (ul) 25 4 10 2
H,0O ad 30 ml 1,65 oder 1,31 ad 10 ml 1 ml

ml

Die Elektrophorese wurde in einem System mit vertikal ausgerichteten Platten durchgefiihrt
(GroBe der Glasplatte fiir grole Gele und Minigele: 160 mm x 18 cm, 1 mm Spacer; 7,2 cm x
10 cm und 8,2 cm x 10 cm, Spacer 0,5 mm). Die Glasplatten wurden von unten mit 1%iger
Agarose verschlossen. Das frisch gemischte Trenngel wurde zwischen die Glasplatten
gegossen und sofort mit H>O tiberschichtet. Nach 30 min Polymerisation bei RT wurde das
Wasser abgegossen. Das Sammelgel wurde auf das Trenngel gegossen und der Probenkamm
eingefiigt. Nach 20 Minuten Polymerisation wurde der Probenkamm entfernt, die
Probentaschen mit H,O gespiilt, um Gelreste aus den Taschen zu entfernen. Die Proben

wurden 1:1 mit 2 x Probenpuffer oder 1:3 mit 3 x Probenpuffer mit f-Mercaptoethanol
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gemischt. Das Volumen der Proben lag fiir ein groBBes Gel zwischen 60-150 ul oder fiir
Minigele zwischen 10-20 pl. Die Proben wurden 5 min bei 95°C denaturiert und anschlieBend
zentrifugiert. Die Proben wurden auf die grolen Gele aufgetragen und mit Kathodenpuffer
tiberschichtet. AnschlieBend wurde die obere Kammer an die Gele montiert und mit
Kathodenpuffer gefiillt. Die Apparatur wurde in eine mit Anodenpuffer gefiillte Kammer
gestellt und ein Strom von 50 mA bei 4°C fiir 2-3 Stunden angelegt. Die Minigele wurden in
eine mit Laufpuffer gefiillte Minigelkammer gestellt und die Proben (0,001%
Bromphenolblau zu gesetzt) mit einer Himmeltenspritze in die Taschen gefiillt. Es wurde ein

Strom von 50-100 mA bei RT fiir 1-1 ¥2 Stunden angelegt.

2.2.5.6 Silberfiarbung nach Ansorge
W. Ansorge (1985)

Silbernitrat wird in die Proteine eingelagert. Durch die Fillung des Silbers werden die

Proteine im Polyacrylamidgel sichtbar.

Losungen:  Fixierer: 50 Y% Methanol
12 % TCA
2 % CuClz X HZO

in HzO
Losung A: 5 % Ethanol
2,5 Y Essigsdure
in HzO
KMIIO4 in HzO 0,01 %
Ethanol 10%
AgNO3 in HzO 0,01 %

K2C03 in HzO 5%
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Entwickler: 1 % K,COs
0,02 % 35 % Formaldehyd, stabilisiert (v/v)
in HZO

Die Silberfirbung eines Polyacrylamidgels erfolgte bei RT und auf einem Kipp- oder
Horizontalschiittler. Die erste Angabe bezieht sich auf grofle Polyacrylamidgele, die zweite
Angabe in Klammern gibt die Zeit fiir die Firbung bei Minigelen an.

Die Polyacrylamidgele wurden fiir eine Stunde oder iiber Nacht fixiert. Die Fixationslosung
wurde mit der Losung A herausgespiilt und 15 min in dieser belassen. Danach erfolgte eine 15
(10) miniitige Inkubation in 0,01% KMnO,, zweimaliges Spiilen fiir 1 min mit Wasser und
eine weitere Inkubation von 15 min mit Losung A. AnschlieBend wurden die Gele 15 (10) min
in 10% Ethanol, 15 (10) min Wasser und 30 (10) min in 0,01% AgNOs; inkubiert, dabei
lagerte sich das Silbernitrat in den Proteinen an. Das restliche 16sliche Silbernitrat wurde mit
Wasser herausgespiilt und das Gel 2 min mit 5% K,COs vorbehandelt. Anschliefend wurden
die Gele fiir 5 min oder ldnger in den Entwickler iiberfiihrt, das Silbernitrat fiel aus. Nachdem
die Proteinbanden gut sichtbar waren, wurde die weitere Firbung der Proteinbanden mit
Losung A fiir 10 min gestoppt und zweimal mit Wasser 30 (15) min gewaschen. Danach
wurden die Gele zwischen zwei Folien im Geltrockner Typ G1200 oder auf Filterpapier

getrocknet.

2.2.5.7 Alkylierung von Proteinen

Bei dieser Methode wurden die Proteine denaturiert und die Cysteinreste mit Jodacetamid
gekoppelt, so dall das Protein keine Disulfidbindung mehr bilden kann. Das Protein bleibt
linear.

Die Proteinprobe wurde in 2 x Pobenpuffer + SH verdiinnt oder mit einer DTT-Stammldsung
zu einer Endkonzentration von 10 mM DTT versetzt. Die Denaturierung und Reduktion
erfolgte fiir 5 min bei 95°C. Nach dem Abkiihlen auf 37°C wurde der Probe 0,5 M
Jodacetamidldsung im 5 molaren UberschuB zum DTT dazugegeben und das Gemisch 15 min
bei 37°C inkubiert, dabei wurden die Proteine alkyliert. AnschlieBend wurde zentrifugiert und

die Proben auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen.
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2.2.5.8 TCA-Fillung von Proteinen

Proteine konnen durch TCA aus einer Losung denaturiert werden. Die Loslichkeit des
denaturierten Proteins wird reduziert und das Protein féllt aus. Ist das Volumen einer
Proteinlosung fiir bestimmte Versuche zu grof3, wie z.B. fiir eine SDS-PAGE, so konnen die
Proteine mit Trichloressigsdure gefillt werden.

Die Proteinlosung wurde mit einer 40%igen TCA zu einer Endkonzentration von 20%
versetzt. Die Suspension wurde 1 h auf Eis oder tiber Nacht bei 4°C inkubiert, danach in einer
Eppendorfzentrifuge bei 12000 x g und 4°C fiir 15 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt, das Prizipitat mit 1 ml 95% Ethanol gewaschen, nochmals bei 12000 x g und 4°C
fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die restliche Fliissigkeit an den
GefdBwiédnden nochmals herunterzentrifugiert und abgesaugt. Das Proteinprizipitat wurde bei
RT fiir circa 5 min getrocknet und zum Schluf} in Probenpuffer aufgenommen. Die Losung

wurde Ultraschall behandelt, 5 min bei 95°C inkubiert und 5 min zentrifugiert.

2.2.5.9 Enzymtests

2.2.5.9.1 PNGase F

PNGase F (Peptid:N-Glykosidase F) spaltet die Bindung zwischen N-glykosidisch

gebundenen Kohlenhydraten und Asparagin.

Denaturierungspuffer: 5 % SDS
10 % B-Mercaptoethanol

Reaktionspuffer: 05 M NaCitrat pH 7,5 oder
04 M NaPi pH 7,4

Detergenz: 10 Y N-Octylglukosid

PNGase F: 25000 Units/mg Enzymprotein

5 ug 1oslicher MPR 46 wurde mit 5 pul Denaturierungspuffer versetzt und zu 50 ul mit Wasser

verdiinnt. Das Protein wurde 10 min bei 95°C denaturiert. Der Ansatz wurde abgekiihlt auf

37°C und mit 10 pl Reaktionspuffer, 10 ul 10% N-Octylglukosid und 28 ul H,O versetzt. Das
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Detergenz sollte eine Inaktivierung des Enzyms durch das SDS verhindern, deshalb mufite es
vor dem Enzym zum Ansatz hinzugegeben werden. Als Letztes wurden 2 ul PNGase F zum
Inkubationsansatz gegeben und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Am néchsten Tag wurde die
Deglykosylierung durch die Zugabe von Probenpuffer gestoppt und im SDS-PAGE mittels

Silberfirbung oder Westernblot analysiert.

2.2.59.2 Endoglykosidase H

Endoglykosidase H spaltet N-glykosidische Kohlenhydratseitenketten vom Mannose-reichen
Typ (Maley et al. 1989).

Denaturierungspuffer: 5 % SDS
10 % B-Mercaptoethanol

Reaktionspuffer: 0,5 M NaCitrat pH 5,5

Endoglykosidase H: 40 Units/mg Enzymprotein

5 pg loslicher MPR 46 wurde mit 5 pl Denaturierungspuffer versetzt und zu 50 ul mit H,O
verdiinnt. Das Protein wurde 10 min bei 95°C denaturiert. Nach dem Abkiihlen wurde 10 pl
Reaktionspuffer, 38 ul HO und 2 pl Endoglykosidase H hinzugefiigt. Der Ansatz wurde bei
37°C iiber Nacht inkubiert. Die Inkubation wurde mit Probenpuffer abgestoppt und der Ansatz
durch eine SDS-PAGE per Silbergel oder Westernblot analysiert.

2.2.5.10 Proteinbestimmung

2.2.5.10.1 Proteinbestimmung nach Peterson

(Peterson 1977)
Die Proteinbestimmung nach Peterson wurde angewandt, wenn die Proteine in Losungen mit

Detergenz oder mit hohen Salzkonzentrationen gelst waren.

Losungen: ~ BSA-Standard: 1 mg/ml BSA in H,O
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DOC: 0,15 % Natriumdesoxycholat
TCA: 72 % Trichloressigsdure (w/v)
CTC: 0,1 % CuSOy x 5 H,O

0,2 % Na-K-Tartrat

in 10 % NaCOs-Losung

(Das Kupfersulfat und das Na-K-Tartrat wurde in 40 ml
Wasser gelost und unter Rithren wurden 50 ml 20%ige

Natriumcarbonat-Losung hinzugegeben und schlieBlich

auf 100 ml aufgefiillt)
Reagenz A: CTC: H,0:0,8 M NaOH: 10% SDS 1:1:1:1 (v:v:viv)
Reagenz B: Folin-Reagenz: H,0 1:5 (v:v)

Die Proteinbestimmung erfolgte in Doppelwerten. In Reaktionsgefdfle wurden Proteinlosung
(1-50 pl) und der BSA-Standard (0; 2,5; 5; 10; 15 pl) gegeben und mit Wasser auf 500 pl
aufgefiillt. Diese Proteinlosungen wurden mit 50 ul DOC versetzt, gemischt und bei RT
inkubiert. Nach 10 min wurde 50 pul TCA hinzugegeben, gemischt und 5 min auf Eis gestellt.
Das Proteinpriizipitat wurde bei 12000 x g und 4°C fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde sorgfiltig abgenommen und das Proteinsediment in 300 ul H,O und 300 pul Reagenz A
gelost. Die Proben wurden gemischt und nach 10 miniitiger Inkubation mit 150 ul Reagenz B
versetzt. Der Ansatz wurde gut gemischt und 30-120 min bei RT inkubiert. Die
Extinktionsmessung erfolgte bei 750 nm gegen Wasser. Die Bestimmung der
Proteinkonzentration erfolgte mittels einer Eichgrade der Standardwerte.

Richtwert: 1 pg Protein = OD750,,,=0,05

Linearitétsbereich: 2,5-20 pg Protein

2.2.5.10.2 Bradford-Test

(Bradford, 1976)
Diese Proteinbestimmung kann fiir Proteinlosungen ohne Detergenz und mit niedriger

Salzkonzentration verwendet werden.
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Losungen: BSA-Standard: 1 mg/ml BSA in HO

Bradfort-Reagenz von Roth

Die Proteinbestimmung erfolgte in Doppelwerten. 0; 2,5; 5; 10; 15 ul BSA-Standard und die
Proteinlosungen wurden mit H,O auf 800 ul aufgefiillt und mit 200 ul Bradford-Reagenz
versetzt. Der Ansatz wurde sofort gemischt und 15-60 min bei RT inkubiert. Die Messung
erfolgte bei 595 nm und die Proteinkonzentration wurde durch eine FEichgerade der
Standardwerte ermittelt.

Richtwerte: 1 pg Protein = ODsgs,,=0,07

Linearitétsbereich: 2,5-20 pg Protein

2.2.5.10.3 Bio-Rad DC Protein Test

Der Bio-Rad DC Protein Test beruht auf der kolorimetrischen Konzentrationbestimmung von
mit Detergenz oder hohem Salzgehalt gelosten Proteinen. Proteine reagieren mit dem Kupfer
in der alkalischen Losung und das Folinreagenz reduziert die Kupfer-behandelten Proteine,

dabei entsteht eine blaue Farbe, deren Absorption zwischen 750-405 nm liegt.

Bio-Rad DC-Kit: Nr. 500-0116

Reagenz A alkalische Kupfertartrat-Losung
Reagenz B verdiinntes Folin-Reagenz
Reagenz S SDS-haltige Losung

Die Bestimmung wurde in Mikrotiterplatten durchgefiihrt und anschlielend bei 630 nm im
ELISA-Reader-MefBgerit gemessen.

Die Proteinkonzentrationen wurden in Doppelbestimmungen ermittelt. 0, 2,5; 5; 10; 15 ul
einer Standardlosung (1 pg/ul in H,O) wurden mit H>O auf 20 ul aufgefiillt. Die Aliquots der
zu messenden Probe und ein Nullwert wurden mit dem Puffer, in dem das Protein gelost war,
auf 20 pl aufgefiillt. 1 ml Reagenz A wurde mit 20 pl Reagenz S versetzt, gemischt und 25 pl
dieser Losung zu jeder Probe gegeben. AnschlieBend wurde in jeden Napf der Mikrotiterplatte

200 pl Reagenz B gefiillt und 15 min inkubiert. Danach erfolgte die Messung. Die
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Proteinkonzentration wurde mittels einer Eichgeraden bestimmt, wobei der Wasser-Nullwert

von den Standardwerten und der Puffer-Nullwert von den Proben abgezogen wurde.

Richtwert: 1,0 pg Protein = ODg30nm=0, 1
Linearitétsbereich: 0,5-10 pg/ml Proteinldsung
2.2.5.11 Konzentrierung von Proteinlosungen

Konzentrierung mit Hilfe der Ultrahiilse:

Die Ultrahiilsen wurden in Ethanol gelagert und vor Gebrauch mit bidestilliertem Wasser fiir
15 min equilibriert. Die Ultrahiilsen hatte ein AusschluBvolumen von 10 000 kDa. Sie wurde
mit 0,1 M Glycin pH 7,4 gefiillt und das Vakuum angeschlossen. Durch diesen Vorgang
wurde die Ultrahiilse mit Glycin abgesittigt und der Proteinverlust verringert. Nach 15 min
wurde die Glycinlosung entfernt und die Proteinlésung hineingegeben und das Vakuumsystem

wieder angeschlossen. Die Filtration durch die semipermeablen Membran erfolgte bei 4°C.
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3 Ergebnisse

3.1 Monoklonale Antikorper gegen den MPR 46 und Kontrollantikorper

Fiir meine Arbeit standen mir 38 mAk gegen den MPR 46 aus unserem Labor zur Verfiigung
(Tab. 2). Alle mAk binden an die luminale Domine des MPR 46. Die mAk stammen aus drei
verschiedenen Immunisierungen von Méusen. Es wurde einmal mit dem nativen MPR 46 aus
humaner Plazenta und zweimal mit modifiziertem MPR 46 immunisiert. Die Modifizierung
des Rezeptors wurde durch die Quervernetzung mit Disuccinimidylsuberat durchgefiihrt. Aus
der Immunisierung mit dem nativen, nicht-modifizierten Rezeptor und der anschlieBenden
Fusion stammen die Antikorper 10C6 und 21D3. Aus den beiden Immunisierungen mit dem
modifizierten Rezeptor stammen die restlichen Antikorper.

Die Antikorper wurden mittels ELISA mit isotypspezifischen Antikdrpern charakterisiert. Die
mAk gehoren den Subklassen IgG1, IgG2a/b und IgG3 an. Der Isotyp muB fiir routineméBige
Methoden bekannt sein, damit z.B. die richtigen Sekunddrantikérper eingesetzt werden
konnen, die das IgG effizient erkennen.

Fir weitere Versuche wurden verschiedene Kontrollantikdrper eingesetzt. FEin
Kontrollantikorper war der polyklonale Antikorper anti-MSCI. Anti-MSCI erkennt die
hochkonservierte cytoplasmatische Domine des MPR 46, z.B. des Menschen oder der Maus.
In den folgenden Kapiteln wurde anti-MSCI als polyklonaler Antikorper bezeichnet. Ein
weiterer Kontrollantikorper ist ein polyklonaler Antikorper, der gegen die luminale Doméne
des MPR 46 gerichtet ist. Dieser Antikorper wurde als anti-luminal-spezifischer Antikorper
bezeichnet. Ein irrelevanter Antikorper, der anti-ASA, wurde als Negativkontrolle eingesetzt.

Dieser irrelevante Antikorper erkennt die Arylsulfatase A, aber nicht den MPR 46.
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Tabelle 2: Verfiighare monoklonale Antikorper gegen den MPR 46

Die mAk entstammen aus 3 Fusionen, die von J. Wenk, N. Kriiger, K. Schreiber und A. Hille-Rehfeld
durchgefithrt wurden. Die Immunisierung der Maiuse erfolgte mit dem nativen oder modifizierten

(quervernetzten) Rezeptor (MPR 46 bzw. MPR 46 QV). Der Isotyp wurde mittels ELISA mit Antikdrpern

festgestellt.

mAk Antigen Isotyp mAk Antigen Isotyp
2B2 MPR 46 QV | IgGax 15C5 MPR 46 QV  |IgGlx
2B6 MPR 46 QV  |IgG2bk 18B4 MPR 46 QV | IgG2bk
2C5 MPR 46 QV |IgGlx 18C4 MPR 46 QV |IgGlx
3AS MPR 46 QV  |IgG2ak 19A4 MPR 46 QV |IgGlk
3CS MPR 46 QV |IgGlx 20B4 MPR 46 QV |IgGlx
5B2 MPR 46 QV  |IgGlk 21D3 MPR 46 IgG3k
6B2 MPR 46 QV | IgG2bk 24B1 MPR 46 QV |IgGlx
9A2 MPR 46 QV  |IgG1A 25A2 MPR 46 QV | IgG1A
9B1 MPR 46 QV | IgG2bk 25A4 MPR 46 QV |IgGlx
ID2 MPR 46 QV  |IgGlk 25B1 MPR 46 QV | IgG1A
10B1 MPR 46 QV |IgGlx 25C1 MPR 46 QV  |IgGlx
10C3 MPR 46 QV  |IgGlk 25C4 MPR 46 QV |IgGlk
10Co6 MPR 46 IgGlx 25D2 MPR 46 QV  |IgGIA
11B2 MPR 46 QV  |IgGlk 25D5 MPR 46 QV | IgG2ak
11B6 MPR 46 QV  |IgGlx 26A3 MPR 46 QV |IgGlx
14D4 MPR 46 QV  |IgGlk 26A5 MPR 46 QV |IgGlk
15A1 MPR 46 QV |IgGlx 26D6 MPR 46 QV  |IgG2ak
15B6 MPR 46 QV  |IgG2bk 27AS MPR 46 QV |IgGlk
15C4 MPR 46 QV  |IgGlx 30A3 MPR 46 QV |IgGlx
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3.2 Inhibition der Ligandbindung des MPR 46 durch mAk

Die Ligandbindung des MPR 46 soll durch eine Affinititschromatographie durchgefiihrt
werden. Der MPR 46 bindet dabei an eine Phosphomannan(PM)-Sepharose. Das
Phosphomannan ist ein synthetischer Ligand, der an einen Triger (Sepharose) immobilisiert
wurde. Zur Vereinfachung der Quantifizierung der Bindung wurde ein jodierter Rezeptor fiir
die Ligandbindung verwendet. Ziel ist es, die Wirkung der mAk auf die Ligandbindung zu
testen.

Fiir diese Untersuchung muf} sichergestellt sein, da3 der MPR 46 mit den mAk maximal
beladen wird. Deshalb wurden Vorversuche durchgefiihrt, in denen eine konstante Menge
MPR 46 mit einer steigenden Menge mAKk titriert wurde (Abb. 5). Die Immunsorption mit den
mAk oder dem polyklonalen Antikorper, der gegen die cytoplasmatische Doméne des MPR
46 gerichtet ist, zeigte einen Sattigungsverlauf. Der irrelevante Antikdrper konnte in keiner
getesteten Konzentration den MPR 46 immunprézipitieren. Fiir alle mAk lag der
Sittigungsbereich bei einem 100-200fachen UberschuB an mAk zum MPR 46. Einzig der

15C4 erreichte die Sittigung erst mit einem 400fachen UberschuB3.

100
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25 J_MPR 46 (%)

pg Antikorper

« PK+ ®m19A4 a415C4 o K-

Abb. 5: Titration der Immunsorption von MPR 46 durch mAk

10 ng '"*J-MPR 46 wurden mit 100-1000fachem UberschuB an mAKk fiir 1 h auf Eis, anschlieBend fiir 1 h bei 4°C
mit Kaninchen-anti-Maus IgG und Pansorbin inkubiert, zentrifugiert und das Prézipitat gewaschen. Die

Quantifizierung des '*J-MPR 46 erfolgte vor und nach der Immunprizipitation im Szintillationszihler. Die
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maximale Fillung des '*J-MPR 46 vom polyklonalen Antikdrper, der gegen die cytoplasmatische Doméne des

MPR 46 gerichtet ist, wurde als 100% gesetzt.
Tabelle 3: Effizienz der Fillung des '*J-MPR 46 durch mAk

10 ng '®J-MPR 46 wurden mit 100-400fachem mAk-Uberschuf durch indirekte Immunsorption an Pansorbin
immunprizipitiert. Das Pansorbinsediment wurde gewaschen und in reduzierendem Probenpuffer mit [3-
Mercaptoethanol aufgenommen und in einem 10%igen SDS-PAGE analysiert. Das Gel wurde im Phosphoimager
ausgewertet. Die '*J-MPR-46-Banden wurden aus dem Gel herausgeschnitten und im Szintillationszihler
gezihlt. Die Normierung erfolgte durch einen polyklonalen Antikérper, der gegen die cytoplasmatische Domine
oder die luminale Doméne des MPR 46 gerichtet war, die sich in der Immunprézipitation kaum unterschieden, als

100%.

mAk | Fillung des '*J- || mAk | Fillung des '*J- || mAk | Fillung des '*J-
MPR 46 MPR 46 MPR 46
(%) (%) (%)

2B2 86,4 11B2 37,3 25A2 35,6

2B6 0,25 11B6 31,6 25A4 69,5

2C5 53,2 14D4 34,7 25B1 59,0

3A5 95,0 15A1 60,0 25C1 36,1

3C5 32,8 15B6 64,9 25C4 71,6

5B2 20,3 15C4 62,6 25D2 37,5

6B2 72,4 15C5 38,2 25D5 2,7

9A2 35,0 18B4 59,2 26A3 43,7

9B1 59,7 18C4 35,4 26A5 28,0

9D2 39,1 19A4 71,7 26D6 75,3

10B1 48,8 20B4 45,8 27A5 34,0

10C3 23,7 21D3 82,6 30A3 40,3

10C6 86,6 24B1 66.3

In Tabelle 3 wurde die Effizienz der Fillung des jodierten Rezeptors durch einen Uberschuf3
an Antikorper fiir alle mAk aufgefiihrt. Die Immunprézipitation des polyklonalen Antikorpers
wurde als 100% gesamte MPR 46-Fillung gesetzt. Die Antikorper konnen in verschiedene
Gruppen eingeteilt werden. Vier der Antikorper 2B2, 3A5, 10C6 und 21D3 prizipitierten den
MPR 46 anndhernd so gut wie der polyklonale Antikorper. Sie prézipitierten zwischen 82-
95%. Die Fillung der meisten mAk lag zwischen 20 und 80%. Zwei Antikorper, 2B6 und
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25D5, féllten den Rezeptor unter 5%. Eine Immunsorption des 25D5 nur mit der luminalen
Domine des MPR 46, dem loslichen Rezeptor, zeigte aber eine zweifach stirkere Fillung im
Vergleich mit dem 10C6. Der 10C6 fillte den gesamten Rezeptor genausogut wie den
loslichen Rezeptor. Der 2B6 wurde beziiglich seiner inhibitorischen Wirkung auf die
Ligandbindung nicht getestet, da er den Rezeptor nur gering fillte. Alle anderen konnten fiir
die weiteren Versuche eingesetzt werden.

Der Test zur Hemmung der Ligandbindung wurde wie oben erwihnt mit einem Uberschu} an
mAk durchgefiihrt. Der Rezeptor wurde mit dem mAk inkubiert und anschlieend auf eine
PM-Sepharose aufgetragen. Danach wurde die Sdule mit Equilibrierungspuffer pH 7,0 (D1)
und 1 mM Glc6P (D2) gewaschen. Das GIc6P ist ein Stereoisomer des Liganden, dadurch
sollte unspezifisch gebundener MPR 46 von der PM-Sepharose abgewaschen werden.
Anschlieend wurde der MPR 46 durch 1 mM Man6P (E1), einem freien Liganden, von der
PM-Sepharose eluiert. Hochaffin gebundener MPR 46 wurde durch Natriumacetat pH 4 (E2)
durch Konformationsidnderung des MPR 46 eluiert. In der Abbildung 6a wurden einige dieser
Versuche zur Inhibition der Ligandbindung dargestellt. Der irrelevante Antikorper hatte dabei
keine Wirkung auf die Ligandbindungsstelle. Der MPR 46 hat in diesem Versuchsansatz zu
97% an die PM-Sepharose gebunden. Im Vergleich zum irrelevanten Antikorper hatte der
10C6 und der 18C4 eine starke inhibitorische Wirkung auf die Ligandbindung. Es wurden in
diesem Versuch (Abb. 6b) nur noch 21,7% beim 10C6 und 13,8% beim 18C4 an die Siule
gebunden. Dies bedeutet, der grofite Teil des Rezeptors war nicht mehr in der Lage, an die
PM-Sepharose zu binden. Der mAk 19A4 zeigt ein Beispiel fiir eine partielle Inhibition, denn
hier konnte 52,4% im Durchflu3 und 47,6% MPR 46 in den gebundenen Fraktionen gefunden

werden.
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M, 10C6 irrelevanter 18C4 19A4
Antikorper
D1 D2 E1 E2 D1 D2 E1 E2 D1 D2 E1 E2 D1 D2 E1 E2

68 4 At

6a)
MPR 46 in den PM-Sepharose-Eluaten (% Gesamt)

mAk D1 D2 D1+D2 |E1 E2 E1+E2
10C6 76,8 1,5 78,3 2,0 19,7 21,7
irrelevanter mAk |2,3 0,7 3,0 4473 52,7 97,0
18C4 86,2 0 86,2 1,3 12,5 13,8
19A4 46,7 5,7 524 17,4 30,1 47,5
6b)

Abb. 6a und 6b: Inhibition der Ligandbindung des MPR 46 durch mAk

6a) 10 ng '“J-MPR 46 aus humaner Plazenta wurden mit einem 200fachen Uberschuf an mAk 1 h auf Eis
inkubiert und anschliefend auf eine PM-Sepharose-Saule aufgetragen. Die Sidule wurde mit Equilibrierungspuffer
pH 7 (D1) und 1 mM Glc6P-Puffer (D2) gewaschen und der MPR 46 mit 1 mM Man6P-Puffer (E1) und
Natriumacetatpuffer pH 4 (E2) eluiert. Die Wasch- und Elutionsfraktionen wurden durch TCA gefillt und in
einer SDS-PAGE analysiert. Die Auswertung erfolgte am Phosphoimager. Die relative Masse (M;) von
Standardproteinen ist links angezeigt in kDa. Der Pfeil zeigt auf die MPR-46-Bande.

6b) Aus dem SDS-Gel von Abb. 6a wurden die '*J-MPR-46-Banden ausgeschnitten und im Szintillationszihler
gezihlt. Die Impulse pro Minute (cpm) der '*J-MPR-46-Banden aus den beiden Wasch- (D1/D2) und den beiden
Elutionsfraktionen (E1/E2) wurden als 100% Gesamt-'>J-MPR-46 definiert.

Es wurde in mehreren Versuchen die Wirkung der mAk auf die Ligandbindung getestet. In

Vorversuchen konnte fiir einige Antikorper eine Priferenz fiir bestimmte Formen des MPR 46
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gezeigt werden. So erkannten der 15C5 und der 30A3 den tetrameren und der 25D5 den
l16slichen Rezeptor besser als den monomeren MPR 46. Fiir diese wurden die Versuche mit
der bevorzugten Form des MPR 46 durchgefiihrt, damit die mAk die beste Moglichkeit hatten,
an den Rezeptor zu binden.

Die Versuche mit den irrelevanten Antikorpern zeigten dhnliche Resultate, wie eine PM-
Sepharose-Bindung des MPR 46 ohne Inkubation mit einem Antikorper (Tab. 4,
Negativkontrollen). Die irrelevanten Antikorper hatten demnach keinen Einflufl auf die PM-
Sepharose-Bindung. Die Negativkontrollen, der irrelevante Antikdrper oder polyklonale
Antikorper, der gegen die cytoplasmatische Domine gerichtet ist, hatten 3-49% MPR 46 im
DurchfluB, also 51-97% MPR 46 an die PM-Sepharose gebunden. Danach wurden die mAk je
nach Stéirke der Inhibition der Ligandbindung in drei Gruppen eingeteilt. Die Beurteilung der
einzelnen Antikorper richtete sich nach dem Mittelwert des MPR 46 im Durchfluf3.

- keine signifikante Inhibition (weniger als 50% MPR 46 im Durchfluf3) z.B.15A1

- partielle Inhibition (50-80% MPR 46 im Durchflu}) z.B. 19A4

- starke Inhibition (mehr als 80% MPR 46 im Durchfluf}) z.B. 18C4

Die nicht signifikant inhibierenden mAk haben vermutlich nicht in der Niéhe der
Ligandbindungsstelle gebunden. Der 24B1 und 25B1 sind Grenzfille, da Einzelversuchswerte
von iiber 50% MPR 46 (24B1-52%, 25B1-55%) im Durchflu3 erhalten wurden. Die
Mittelwerte des MPR 46 im Durchflul liegen jedoch im Bereich der nicht-signifikanten
Inhibition. Fiir diese beiden Antikorper wurden 6 bzw. 7 Versuche durchgefiihrt, so daf} die
Einzelversuche vernachlédssigt werden konnen. Die stark inhibierenden mAk binden
vermutlich in direkter Nihe zur Ligandbindungsstelle und die partiell inhibierenden mAk
etwas weiter von dieser entfernt, aber noch in sterischer Ndhe. Von 37 mAk gehdren 8
Antikorper in die nicht-signifikant inhibierende, 15 in die partiell inhibierende und 14 in die
stark inhibierende Gruppe.

Ein Antikorper kann durch seine GroBe sterisch die Ligandbindung mehr oder weniger
verhindern, je nachdem welche Ausrichtung der gebundene Antikorper einnimmt. Deshalb
sollten F,-Fragmente von den Antikdrpern hergestellt und ihre Wirkung auf die
Ligandbindung getestet werden. Die Spaltung der mAk mit Papain war fiir die meisten mAk
sehr schwierig, sie gelangt nur bei denen der Subklasse IgG2b. Es wurde hier der 15B6
exemplarisch untersucht. Die Fy,-Fragmente des 15B6 inhibierten die PM-Sepharose-Bindung

dhnlich dem des divalenten IgGs (Tab. 4). Die Ligandbindungsstelle mufl demnach niher an



Ergebnisse 86

der Bindungsstelle des mAk liegen, wenn die Fy-Fragmente durch ihre geringere Grofle

genauso gut wie das IgG inhibieren konnten.

Tabelle 4: Inhibition der Ligandbindung des MPR 46 durch mAk

Die Versuchsdurchfithrung erfolgte, wie unter Abbildung 6 beschrieben. D1 und D2 wurden als Durchflufl
zusammengefalit. Fiir alle Antikorper wurde der Schwankungsbereich (hochster und niedrigster Wert) der
insgesamt durchgefiihrten Versuche angegeben. Fiir mAk, bei denen mehr als zwei Versuche durchgefiihrt
wurden, wurde eine Standardabweichung (SW) hinzugefiigt. Es wurden verschiedene Formen des MPR 46 in die
Inhibitionsversuche eingesetzt, diese wurden mit m fiir den gesamten Rezeptor, s fiir die luminale Doméne des
Rezeptors und m4 fiir das Tetramer dargestellt. Fir den 15B6 wurde der Inhibitionsversuch auch mit F,,-

Fragmenten, die durch die [gG-Spaltung mit Papain gewonnen wurden, getestet.

Anti- MPR 125 J_.MPR 46 in den Eluaten der PM-Sepharose Ver-
korper 46 Durchfluf} Mannose-6- pH 4 suchs-

Phosphat an-

(% gesamt) zahl

Mittel- | Bereich Mittel- | Bereich Mittel- | Bereich
wert + wert + wert +

SW SW SW

starke Inhibition (>80% im Durchfluf3)

2G5 m 95,2 | 93,4-97,0 1,0 0,5-1,5 3,0 1,9-4,1 2
9B1 m 85,0 | 79,1-90,9 9.8 6,5-13,1 5,7 3,2-8,2 2
9ID2 m 82,5 81,1-83,9 1,8 1,0-2,6 15,8 15,0-16,6 2
10B1 m 86,7 81,6-91,8 0,9 0,6-1,2 12,4 7,0-15,8 2
10Co6 m 87,1 80,6-96,1 4,8 0,2-27,2 8,3 0,1-19,7| 17
16,5 5,9 4.9

S 82,6 | 81,8-834 14,9 14,7-15,1 2,6 2,1-3,1 2

m4 96,0 2,0 1,0 1
11B6 m 86,4 | 85,4-874 24 1,8-3,0 11,2 10,8-11,6 2
15C4 m 89.4 | 88,0-90,8 2,5 2,4-2,6 8,1 6,4-9,6 2
18C4 m 90,4 | 86,3-94,5 1,3 1,3 8,1 3,7-12,5 2
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Anti- |MPR 125J_MPR 46 in den Eluaten der PM-Sepharose Ver-
korper 46 Durchfluf} Mannose-6- pH 4 suchs-
Phosphat an-
(% gesamt) zahl
Mittel- | Bereich Mittel- | Bereich Mittel- | Bereich
wert + wert + wert +
SW SW SW
25A2 m 89,2 84,8-93,6 6,7 3,4-10,0 4,2 3,1-5,3 2
25A4 m 86,1 85,8-86,4 1.8 1,2-2.4 12,7 11,1-14,3 2
25C1 m 90,2 82,0-98,4 24 24 11,4 7,0-15,8 2
26A3 m 89,0 | 85,2-92,8 4,7 3,3-6,1 6,3 3,8-8,8 2
26A5 m 92,7 | 91,5-93,9 1,0 0,5-1,5 6,3 5,6-7,0 2
26D6 m 86,5 85,6-87,4 4,5 4,4-4,6 9,0 5,2-12,8 2
S 90,3 89,4-91,2 4,5 3,9-5,1 5,2 4,8-5,6 2
partielle Inhibition (50-80% im Durchfluf})
2B2 m 77,0 64,2-89.9 8,0 1,4-14,6 15,0 8,7-21,3 2
3AS m 67,0 | 48,8-77,1 27 18,5-44,5 6,0 2,0-6,7 7
+9.1 +9.4 +1,6
3Cs m 56,3 56,2-56,4 | 404 | 40,2-40,6 3.4 3,2-3,6 2
6B2 m 78,0 88,0-98.0 10,5 5,8-15,2 11,2 5,9-16,5 2
9A2 m 66,4 65,1-67,7 11,9 2,9-20,9 21,6 15,6-27,6 3
+11,3 19,0 16,0
10C3 m 61,3 57,0-65,6 13,9 8,5-19,3 24,8 | 23,7-25,9 2
11B2 m 54,2 34,7-72,5 9,2 6,0-14,3 36,5 | 21,4-51,0 3
+15,5 +3,6 +12,1
14D4 m 76,0 66,1-85,0 5,6 1,8-9,7 184 13,3-28,5 3
+7,7 +13,2 7,1
15B6-IgG | m 75,0 66,0-88,5 14,0 5,4-21,3 11,0 3,7-13,8 4
+8,6 +5,8 +2,9
Fa, [m | 794 | 76,0-828 | 16,5 | 14,5185 | 44 | 3751 | 2
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Anti- |[MPR 125J_MPR 46 in den Eluaten der PM-Sepharose Ver-
korper | 46 Durchfluff Mannose-6- pH 4 suchs-
Phosphat an-
(% gesamt) zahl
Mittel- | Bereich Mittel- | Bereich Mittel- | Bereich
wert + wert + wert +
SW SW SW
18B4 m 72,6 66,6-78,6 16,8 13,3-20,3 10,7 8,2-13,2 2
19A4 m 55,1 52,4-57,8 19,3 17,4-21,2 | 25,5 | 20,9-30,1 2
20B4 m 75,1 64,5-85,7 15,5 10,7-20,3 10,7 8,2-13,2 2
21D3 m 63,2 62,8-63,6 | 27,1 25,7-28,5 9,0 8,1-9.9 2
25C4 m 55,9 54,6-57,2 18,3 17,7-18,9 | 26,0 18,7-33,7 2
27A5 m 64,6 56,6-72,6 | 254 | 21,6-29,2 10,0 5,8-14,2 2
m4 51,0 36,0 13,0 1
keine signifikante Inhibition (<50% im Durchfluf3)
5B2 m 45,7 | 45,2-46,2 | 50,2 | 50,1-50,3 4,7 3,7-5,7 2
m4 25,4 67,6 7,0 1
15A1 m 37,0 | 32,1-42,5 53,0 | 39,7-64,8 10,0 2,6-17,8 4
+4,1 +11,0 7,0
15CS m4 21,6 72,4 6,1 1
24B1 m 40,0 17,5-55,0 | 51,0 | 40,4-759 9,0 4,3-18,2 7
+11,8 +12,4 +5,5
25B1 m 39,0 18,5-51,8 | 54,0 | 36,5-78,0 8,0 1,6-19,2 6
+10,6 +14.,5 +7,6
25D2 m 36,5 | 28,4-44,6 | 40,8 | 34,1475 22,7 | 21,5-23,9 2
25D5 S 27,5 63,8 | 63,3-64,3 8,7 7,9-9,5 2
30A3 m4 34,3 614 4,3 1
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Anti- |MPR 125J_MPR 46 in den Eluaten der PM-Sepharose Ver-
korper 46 Durchfluf§ Mannose-6- pH 4 suchs
Phosphat -an-
(% gesamt) zahl
Mittel- | Bereich Mittel- | Bereich Mittel- | Bereich
wert + wert + wert +
SW SW SW
Negativkontrollen
oMSCI |m 17,0 8,3-29.2 | 62,0 | 40,1-742 | 21,0 13,8-30,7 5
+6,7 +13,6 +8,5
aASA m 28,7 3,0-48,7 | 52,7 | 24,7-76,0 18,6 4,0-60,6 12
+13.4 +14,7 +20,2
S 204 | 20,3-20,5 75,8 | 75,6-76,0 3,8 3,7-3,9 2
m4 18,0 70,0 12,0 1
ohne m 30,7 37,9 314 1
Anti-
korper

Der Vermutung, daf§ eine partielle Immunprizipitation des MPR 46 durch die mAk auch zu
einer partiellen oder nicht-signifikanten Inhibition fiihrte, steht entgegen, daf einige mAk z.B.
2C5, 9D2 trotz einer partiellen Fillung stark inhibierten. Es wurde deshalb dieses Problem
untersucht. Die partielle Inhibition konnte also bedeuten, dal die mAk, dessen Epitop in der
Néhe der Ligandbindungsstelle liegt, geringe Affinitét besitzen oder dafl das Epitop so weit
von der Ligandbindungsstelle entfernt liegt, da die Hemmung nur unvollstindig ist. Bei
niedrigaffinen mAk konnte im ungiinstigsten Fall trotz Antikorperiiberschu3 ein Teil des
MPR 46 nicht von mAk besetzt werden. Bei der Bindung an die PM-Sepharose wiirde diese
antikorperfreie Population der Rezeptormolekiile ungehindert an den immobilisierten
Liganden binden, so daBl gegebenenfalls eine hemmende Wirkung des mAk unterschitzt
wiirde. Daher wurde fiir ausgewihlte, unvollstindig hemmende mAk untersucht, ob diese

mAKk in der gebundenen (spezifisch eluierten) Fraktion nachweisbar sind. Diese Fragestellung
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wurde mit zwei Methoden untersucht, einmal der Nachweis der Antikorper durch indirekte
Immunsorption an Pansorbin und der Nachweis des MPR-Antikorper-Komplexes durch
Quervernetzung in den Fraktionen.

Fiir die Methode der Immunprizipitation wurde der Rezeptor mit dem Antikorper inkubiert,
eine PM-Sepharose-Bindung durchgefiihrt und eluiert. Von den Fraktionen des Durchflusses
und der Man6P-Eluate wurde ein Teil fiir die TCA-Féllung eingesetzt, um die gesamte Menge
MPR 46 in den betreffenden Fraktionen zu erhalten. Mit dem anderen Teil der Fraktionen
wurde eine Immunsorption durchgefiihrt, um den antikorperbeladenen MPR 46 in den
betreffenden Fraktionen zu immunprézipitieren. Der Vergleich zwischen gesamten MPR 46
(TCA-fillbar) und antikorperbeladenen MPR 46 (Immunsorption) zeigte, dal3 prozentual
gleiche Mengen MPR 46 im Durchflufl und Eluat gefunden wurden (Tab. 5). In der spezifisch
eluierten Fraktion wurde also nicht freier Rezeptor, sondern an den Antikorper gebundener

Rezeptor gefunden.

Tabelle 5: Bindung der partiell inhibierenden mAk an den Rezeptor

10 ng '"®J-MPR 46 aus humaner Plazenta wurden mit einem 100fachen UberschuB an mAk oder 1000fachen
UberschuB an polyklonalen Antikérper (PK+), der gegen die cytoplasmatische Domiine des MPR 46 gerichtet ist,
1 h auf Eis inkubiert und anschlieBend auf eine PM-Sepharose-Sdule aufgetragen. Die Sdule wurde mit
Equilibrierungspuffer pH 7 (D) und 1 mM Glc6P-Puffer gewaschen und der MPR 46 mit 1 mM Man6P-Puffer
(E) und Natriumacetatpuffer pH 4 eluiert. Ein Teil der Fraktionen D und E wurden TCA-gefillt, damit wurde der
gesamte MPR 46 in diesen Fraktionen erhalten. Die Proben wurden durch eine SDS-PAGE analysiert. Die
Auswertung erfolgte durch einen Rontgenfilm. Die MPR-46-Banden wurden aus dem Gel ausgeschnitten und im
Szintillationszdhler gezihlt. Der andere Teil der Fraktionen wurde durch indirekte Immunsorption an Pansorbin
immunprézipitiert. Das Pansorbinprizipitat wurde im Szintillationszéhler gezdhlt. Der MPR 46 aus den
ungebundenen und gebundenen Fraktionen wurde als 100% gesetzt. Die Berechnung erfolgte einmal fiir den

gesamt-fillbaren MPR 46 (TCA) und einmal fiir den antikdrperbeladenen MPR 46 (IP).

Antikorper PK+ 3AS 10Ceé 15A1 25B1
TCA |IP TCA |IP TCA |IP TCA |IP TCA |IP
% MPR 46
Durchfluf} 10,7 12,7 |48,0 |42,2 93,2 (93,7 |31,0 [23,9 [30,0 |234
Man6P-Eluat |[89,9 [87,3 [52,0 |57,8 |[6,8 |62 [69,0 |76,1 [70,0 |76,6
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In der zweiten Methode wurde eine Quervernetzung mit DSS durchgefiihrt, wobei sich die
NH,-Gruppen der Proteine verbunden haben. Der Rezeptor wurde mit dem irrelevanten
Antikorper inkubiert und anschlieBend quervernetzt, danach konnten nur die oligomeren
Formen des MPR 46 (Dimer, Tetramer) gefunden werden (Abb. 7, Spur K-). Gleiche
Ergebnisse wurden bei einer Quervernetzung ohne einen AntikOrperzusatz erhalten (Waheed
et al. 1990). Eine Inkubation mit einem spezifischen Antikorper, 3AS5, und anschlieender
Quervernetzung zeigen in Spur 1 wieder die oligomeren Formen des Rezeptors, aber auch
hochmolekulare Aggregate (K). Diese sind ein Hinweis auf die MPR-Antikorper-Komplexe.
Mit einem spezifischen Antikorper konnten also die Komplexe gezeigt werden. In Verbindung
mit dem Bindungstest, in dem eine Vorinkubation des Rezeptors mit dem Antikorper, eine
PM-Sepharose-Bindung, eine Elution des MPR 46 und anschlieBend eine Quervernetzung
durchgefiihrt wurde, zeigten sich die erwarteten Ergebnisse. Fiir den mAk 10C6, der stark die
Ligandbindung inhibierte, konnte das hochmolekulare Aggregat fast nur im Durchflufl
nachgewiesen werden. Fiir den 3AS5, der partiell inhibierte, konnte das hochmolekulare
Aggregat circa in einem Verhiéltnis von 1:1 im Durchflufl und Man6P-Eluat gefunden werden.
Die Restbindung ist damit nicht durch unvollstindige Antikérperbeladung des MPR 46 zu
erkldren. Ein partiell inhibierender Antikorper bindet demnach an den Rezeptor und kann die

Ligandbindung teilweise sterisch behindern.
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Abb. 7: Quervernetzung des MPR-46-Antikorper-Komplexes in den PM-Sepharose-

Fraktionen

PM-Sepharose-

Bindung
3AS5 K- [10C6 3AS
D E D E
K —/ | s» -
T —»
D —» -
M —

10 ng 'J-MPR 46 aus humaner Plazenta wurden mit einem 100fachen UberschuB an Antikorper 1 h auf Eis

inkubiert und anschlieBend auf eine PM-Sepharose-Siule aufgetragen. Die Saule wurde mit Equilibrierungspuffer

pH 7 (D) und 1 mM GlIc6P-Puffer gewaschen und der MPR 46 mit 1 mM Man6P-Puffer (E) und

Natriumacetatpuffer pH 4 eluiert. Die Wasch- und Elutionsfraktionen wurden mit DSS quervernetzt und durch

TCA gefillt. Die Proben wurden in einem SDS-PAGE analysiert und das '*J durch einen Réntgenfilm detektiert.

Fiir die Kontrollen (3AS5, irrelevanter Antikorper=K-) wurden 10 ng jodierter Rezeptor ebenfalls mit einem

100fachen Uberschuf} inkubiert. Diese Ansitze wurden direkt quervernetzt und TCA gefillt. Die Pfeile deuten

auf das M= Monomer, D= Dimer, T= Tetramer des MPR 46 und das K = hochmolekulare Aggregat.
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3.3 Humanspezifitit der monoklonalen Antikorper

Speziesselektiv reagierende mAk konnen durch chimédre Antigene untersucht werden, die
unterschiedliche Anteile der Proteinsequenzen zweier Spezies enthalten (Sommerlade et al.
1994). Die Miuse, von denen die Milzzellen unserer Fusionen entstammen, wurden alle mit
einem humanen Antigen immunisiert. Die mAk sind alle gegen die luminale Domine des
MPR 46 gerichtet. Weiter unterscheiden sich die Aminosduresequenzen von Mensch und
Maus nur in wenigen Aminosduren, deshalb sollten die Epitope der mAk mittels
Maus/Mensch-Chimédren des MPR 46 bestimmt werden. Zuerst mufite abgesichert werden,
daB die mAk in einem Test zwischen menschlichem und Maus-MPR-46 unterscheiden
konnen.

Es wurde der humane rekombinante Rezeptor aus BHK-Zellen (BHK-MPR-46), der murine
rekombinante MPR 46 aus LTK-Zellen (LTK'C5) und der endogene Mausrezeptor aus MEF
(MEF-MPR+) mittels tritonhaltiger Membranextraktion gewonnen. Die extrahierten
Rezeptoren wurden miteinander im Slot-Blot verglichen. Der polyklonale Antikorper
erkannte sowohl den humanen sowie den murinen Rezeptor, da er gegen die cytoplasmatische
Domine gerichtet ist. Deshalb erfolgte eine Standardisierung der Menge MPR 46 in den
Membranextrakten durch den polyklonalen Antikorper. Gleiche Mengen MPR 46 wurden nun
miteinander verglichen (Abb. 8). Der polyklonale Antikorper detektierte, wie schon erwéhnt
den humanen und murinen Rezeptor und der irrelevante Antikdrper konnte keinen der
Rezeptoren detektieren. Die ausgewdéhlten mAk in Abbildung 8 detektieren den humanen
MPR 46, aber nicht den rekombinanten und den endogenen Mausrezeptor. Die 18 im Slot-
Blot getesteten mAk sind humanspezifisch (2B2, 3AS5, 5B2, 6B2, 9B1, 10C3, 10C6, 15A1,
15C5, 19A4, 20B4, 21D3, 24B1, 25B1, 26A3, 27AS, 30A3). Diese 18 mAk zeigten alle ein
eindeutiges positives Signal fiir den humanen Rezeptor und kein Signal fiir den murinen
Rezeptor. Weitere mAk wurden im Westernblot getestet (nicht gezeigt). Fiir diese war eine
Detektion des Mausrezeptors nicht nachweisbar.

Die mAk sind alle humanspezifisch. Die mAk konnen diffenzieren zwischen der MPR-46-
Aminosduresequenz des Menschen und der Maus, damit konnen die speziesselektiv

reagierenden mAk durch Maus/Mensch-Chiméren untersucht werden.
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Abb. 8: Speziesspezifitit ausgewihlter mAk anti-MPR 46

Es wurde der humane Rezeptor aus BHK-MPR-46, der rekombinante Mausrezeptor aus LTK'C5 und der

endogene Mausrezeptor aus MEF-MPR+ mit Triton X-100 extrahiert. Standardisierte Mengen MPR 46 (15 ug
BHK MPR 46, je 30 ug LTK'C5 und MEF MPR 46+ Membranextrakt) wurden auf die Nitrocellulosemembran

aufgetragen. Nach dem Auftrag wurden die Proteine mit pFA auf der Membran fixiert. Die Proteine wurden mit

den mAk gegen den humanen MPR 46 (20 pg/ml), dem irrelevantem Antikorper (K-=20ug/ml) und mit dem

polyklonalen Serum (PK+=anti-MSCI=1:200), der gegen die cytoplasmatische Domine des MPR 46 gerichtet

ist, detektiert. Als Sekunddrantikorper diente ein Peroxidase-gekoppeltes Ziege-anti-Maus IgG oder Ziege-anti-

Kaninchen IgG. Die Chemilumineszenz wurde durch einen Rontgenfilm detektiert.
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3.4  Epitopkartierung von monoklonalen Antikorpern mittels

Maus/Mensch -Chiméaren

Alle untersuchten mAk anti-MPR-46 diffenzierten zwischen der Maus- und der humanen
Aminosduresequenz, deshalb sollen Chimiren des MPR 46 zwischen Maus und Mensch
hergestellt werden. Diese Chimiren sollten schlieBlich fiir die Epitopkartierung der mAk

genutzt werden.

3.4.1 Vergleich der DNA- und Aminosiuresequenz des MPR 46 von Maus und Mensch

und Darstellung der Chiméren

Ein Vergleich der Aminoséuresequenzen des reifen MPR 46 von Maus und Mensch zeigt, daf3
sich die Sequenzen in der luminalen Domine nur in 16 Aminosiduren, in der
Transmembrandoméne in 3 Aminosduren und in der cytoplasmatischen Doméne gar nicht
unterscheiden (Abb. 9). Die Aminosiduren der humanen Sequenz wurden vom N-Terminus
ausgehend gegen Maus-Aminosduren ausgetauscht. Dieser Aminosdureaustausch wurde
mittels ,,QuikChange™ Site Directed Mutagenesis‘ durchgefiihrt.

Durch die Methode ,,QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis® wird eine Mutagenese mit
einer oder mehreren Punktmutationen durchgefiihrt (Abb. 10). Dazu wird ein supercoiled
doppelstriangiges Plasmid (pMPSV MPR 46) eingesetzt. Es kann der gleiche Vektor fiir die
Mutagenese und fiir die Transfektionen in eukaryonte Zellen benutzt werden. Diese Methode
erfordert kein umklonieren in entsprechende Vektoren. Weiter werden zwei komplementére
Primer (Abb. 11), die die Punktmutationen tragen, verwendet. Die eingesetzte Pfu-DNA-
Polymerase ist in der Lage, das gesamte Plasmid zu replizieren und verwendet zum Starten
die Oligonukleotide mit den Mutationen. Durch die 3°-5°Exonuklease-Aktivitit ist die
Fehlerrate beim Ablesen geringer als bei der herkdbmmlichen Tag-DNA-Polymerase, der die
3°- 5’Exonuklease-Aktivitit fehlt. Die Pfu-DNA-Polymerase verwendet immer nur die
parenterale DNA bei jeder Amplifikationsrunde, somit wiirde ein Fehler in einer
Amplifikationsrunde nicht potenziert werden. Die Tochterstringe liegen nach der
Amplifikation genickt vor, d.h. das Plasmid ist unterbrochen am Start- und Endpunkt. Die
entstandenen Tochterstringe konnen sich in der Annealingsphase der PCR zusammenlagern.
Nach der PCR wird der Ansatz mit Dpnl, einer Endonuklease, versetzt. Dpnl baut methylierte

oder halbmethylierte DNA, somit nur die parenterale DNA, ab. Das mutierte,
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zuriickgebliebene Plasmid liegt doppelstringig und genickt vor. Das Plasmid wird in E. coli
transformiert, wobei die Bakterien die DNA nicht abbauen, obwohl die DNA nicht vollig
geschlossen vorliegt. Das Plasmid liegt jedoch nicht linearisiert vor, sondern in supercoiled
Form, wobei jeder Tochterstrang am Start- und Endpunkt einen Bruch hat. Die Bakterien

reparieren den Bruch und amplifizieren das Plasmid.

l \Y
hu —MFPFYSCWRTGLLLLLLLA-VAVRESWQTEEKTCDLVGEKGKE 15
mu _****SG****E*******m********I***S*******D**
hu SEKELALVKRLKPLE| NKS| FESTVGQGSDTYIYIFRVCREAG| NHT 59
mu *m*v**LE**R*** * % % ************S*********S **S
hu SGAGLVQI| NKS| NGKETVVGRL| NET| HIF| NGS| NWIMLIYKGGDEY 102
mu %* Kk Kk Kk k x k% * % % *D*******I * % % * % % * % % PR b b db b b b b i b b g
hu DNHCGKEQRRAVVMISCNRHTLADNFNPVSEERGKVQDCFYLFEM 147
mu ***********************A*********************
hu DSSLACSPEISHLSVGSILLVTFASLVAVYVVGGEFLYQRLVVGAKGM 195
mu *********V***********I********II***************
hu EQFPHLAFWQODLGNLVADGCDFVCRSKPRNVPAAYRGVGDDQLG 239
mu P b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b
hu EESEERDDHLLPM 252

mu Rk i i 2 b dh db db b b o 3

Abb. 9: Aminosiuresequenz des MPR 46 aus Mensch und Maus

Die Sequenz des MPR 46 von Mensch (hu) und Maus (mu) ist im Ein-Buchstaben-Code dargestellt (Pohlmann et
al. 1987, Koster et al. 1989). Die identischen Positionen in der Maussequenz im Vergleich zur humanen Sequenz
wurden durch einen Stern, unterschiedliche durch den entsprechenden Aminosédurebuchstaben abgebildet. Die
Aminosduren des MPR 46 sind vom N- zum C-Terminus numeriert, dabei ist die erste Aminosiure die des reifen
MPR 46. Die Schnittstelle der Signalpeptidase ist durch einen Pfeil und der Aminoterminus der reifen Form des
MPR 46 mit einem offenen Dreieck markiert. Der unterstrichene Sequenzbereich stellt die Aminosiduresequenz

der Transmembrandoméne und die Quadrate die potentiellen N-Glykosylierungsstellen dar.
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Abb. 10: Prinzip der gezielten Mutagenese mit QuikChange™
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MPR 46 human C TGG CAG |ACA |[GAA GAA AAA|ACT [TGC GAC TTG*
Oligo MM 1 C TGG CAG |ATA [GAA GAA AAA [TCT |TGC GAC TTG*
T11 T5S
MPR 46 MM1 GAA AAG| GGT|AAA GAG TCA |GAG AAA |GAG TTG GC®
Oligo MM2 GAA AAG| GAT |AAA GAG TCA |AAG AAC |GAG TTG GC®
G13D E17K K18N

MPR 46 MM?2 “CA AAG AAC GAG |TTG |GCT CTA |GTG AAG |AGG C”®
Oligo MM3 “CA AAG AAC GAG |GTG |GCT CTA |CTG GAG |AGG C”

L20V V23L K24E
MPR 46 MM3 ?GCT CTA CTG GAG AGG CTG |AAA |CCA CTG®
Oligo MM4 ®“GCT CTA CTG GAG AGG CTG |AGA |[CCA CTG™

K27R
MPR 46 MM4 'ZGT TCA GAC ACA TAC|ATC|TAC ATC TTC AGG G'™
Oligo MM35 '"GT TCA GAC ACA TAC|AGC|TAC ATC TTC AGG G"™
146S
MPR 46 MM5 'CGG GAA GCT|GGC |AAC CAC|ACT TTCT GGG'™®
Oligo MM6 "CGG GAA GCT| AGC | AAC CAC| TCT [TCT GGG'®
G56D T59S
MPR 46 MM6 2c AAC AAA AGT AAT|GGG |AAG GAG ACA GTG GTA G*°
Oligo MM7 *'C AAC AAA AGT AAT|GAC |AAG GAG ACA GTG GTA G*
G72D
MPR 46 MM7 2°CA GTG GTA GGG AGA |CTC |[AAC GAG ACT CAC*?
Oligo MM8 *CA GTG GTA GGG AGA |ATC |AAC GAG ACT CAC™
L.801

MPR 46 MM8 ¥CAC ACC CTA GCG |GAC |AAT TTT AAC CCT G**
Oligo MM9 *CAC ACC CTA GAG |GCC |AAT TTT AAC CCT G

D126A

Abb. 11: Verwendete Oligonukleotide fiir die gerichtete Mutagenese

Fiir jede Runde der Mutagenese wurde die Sequenz der parenteralen DNA mit der Mutationsstelle (MPR 46

human, -MM1 bis -MMS) im Vergleich mit den Oligonukleotiden (Oligo MM1-MM9) angegeben. Die

Basenaustausche wurden in dicken Buchstaben in einem Quadrat dargestellt. Die Numerierung der cDNA des

MPR 46 beginnt mit der ersten Base des Kodon fiir den reifen MPR 46. MM1 bis MM9 geben die Chiméren von

Abb. 11 an.
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Abb. 12: Chimiire Konstrukte des MPR 46 aus Mensch und Maus

In der Abbildung wurde oben die humane und unten die murine Aminosduresequenz der luminalen Doméne des
MPR 46 dargestellt. Die Unterschiede wurden durch vertikale Linien abgebildet. Die durchzogenen Linien stehen

fiir die murinen Aminoséuren, die gestrichelten fiir die humanen Aminosduren. Die chiméiren MPR 46 bestehen
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anteilig aus verschieden groflen Teilen muriner und humaner Aminosduresequenz. Die humane Sequenz wurde

vom N-Terminus ausgehend zunehmend durch die Maussequenz ersetzt.

Fiir die erste Mutagenese wurde die humane cDNA als Template-DNA verwendet. Zwei
Basenpaare wurden ausgetauscht, dabei enthielten die verwendeten Oligonukleotide die
Basenaustausche (Abb. 11). Die zwei verdnderten Kodons fithrten zu zwei
Aminosdureaustauschen. Die amplifizierte DNA mit der Mutation aus der ersten PCR-Runde
wurde in der zweiten Runde der Mutagenese als Template eingesetzt, so dal zu den ersten
Basen-Verdnderungen weitere vom N-Terminus ausgehend hinzugefiigt wurden. Je 1-3
Basenpaare wurden bei den PCR-Runden ausgetauscht bzw. 1-3 Aminoséduren. Der Anteil der
Maussequenz der luminalen Doméne des MPR 46 wurde durch jede Mutagenese vergrof3ert.
Nach der letzten Mutagenese wurde eine fast vollstindige luminale Maussequenz bis auf
Aminosdure 157 erhalten. In Abbildung 12 wurden die hergestellten chimidren MPR 46 im
Vergleich mit der humanen und murinen Aminosduresequenz der luminalen Doméne des
Rezeptors dargestellt.

Diese Mutagenesemethode war hoch effizient. Es wurden nach der ersten Mutationsrunde 18
und nach allen anderen Mutagenesen 6 Minipriparationen durchgefiihrt, wobei 77% die
richtige Plasmidgroe von 5,43 kb in einem Agarosegel zeigten. Das MPR-46-Insert wurde
jeweils an der Mutationsstelle nach jeder Mutageneserunde und nach der letzten Mutagenese
vollstindig sequenziert. Das MPR-46-Insert lag nach 9 Mutagenesen fehlerfrei vor.

AuBlerdem konnte nach der Verwendung des Plasmids fiir verschiedene Methoden gesagt
werden, dall auch das Ampicillinresistenzgen, der Replikationsstartpunkt und der Promotor
funktionsfihig waren.

Die chimidren MPR 46 wurden in ein eukaryontes Expressionssystem eingefiihrt.
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3.4.2 Stabile Transfektion und Expression der Chiméiren

Die chimidren Konstrukte wurden in eukaryonten Zellen zur Expression gebracht.
Anschlieend konnten die chimidren MPR 46 auf ihre Funktionalitit gepriift und zur
Epitopkartierung durch mAk genutzt werden.

MPR-defiziente embryonale Mausfibroblasten (MEF-MPR-) waren durch Transfektion mit
SV40-Virus immortalisiert worden. In diese Fibroblasten und in BHK-21-Zellen wurde die
cDNA von den MPR 46 Maus/Mensch-Chimiren im Expressionsvektor pMPSVHE (Artelt et
al., 1988) (Abb. 13) stabil transfiziert. Die MPR-defiziente embryonale Mausfibroblasten-
Zellinie war fiir uns die wichtigere, da aber die MEF schlechter zu transfizieren sind, wurde
zur Sicherheit eine zweite Zellinie mit dem Vektor transfiziert. Die Mutagenese, sowie die
Transfektion in eukaryonte Zellen erfolgte, wie schon erwihnt, mit dem gleichen Vektor. Die
beiden Zellinien konnen nach der Calcium-Phosphat-Methode effizient transfiziert werden.
Die MEF-MPR- wurden mit dem Plasmid pGKhygro (Mortensen et al. 1991) fiir das
Selektionsantibiotikum Hygromycin B und die BHK 21 mit dem Plasmid pSV2 pac (Vara et
al., 1986) fiir das Selektionsantibiotikum Puromycin kotransfiziert. Beide Antibiotika wirken
schnell und zuverldssig selektiv. Die erhaltenen Chimédren wurden mit Zelltyp und
fortlaufender Nummer gekennzeichnet z.B. MEF MM7-10 fiir embryonale Mausfibroblasten
mit MPR 46 Maus/Mensch-Chimiére 7 Klon 10.
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Abb. 13: Plasmidkarte des Expressionsvektors pMPSVHE MPR 46

Der Expressionsvektor enthdlt den Promotor des Myeloproliferativen-Sarcoma-Virus (grauer Bereich), den
Polylinker (umrahmt), sowie die DNA des humanen MPR 46, die durch den schwarzen Bereich dargestellt
wurde. Der Pfeil zeigt die 5-3” Richtung im Vektor an. Die cDNA enthilt 22 bp der 5 untranslatierten Region
(UTR), gefolgt von 836 bp des kodierenden Bereiches (Start- bis Stopkodon) und 1584 bp des 3'UTR. Die
wichtigen Restriktionsschnittstellen wurden angegeben, die BamHl und EcoRI-Schnittstelle wurde zur

Orientierungskontrolle genutzt.

Nach der Transfektion wurden die Klone auf ihre Expression und Lokalisation des MPR 46 in
der Zelle untersucht. Es sollte eine Auswahl unter den Klonen getroffen werden. Die Klone
mit der besten Expression und richtigen Lokalisation wurden fiir die weiteren Versuche
ausgewihlt. Die Expression und Lokalisation des transfizierten MPR 46 wurden durch
intrazelluldre Farbung mittels indirekter Immunfluoreszenz mit dem polyklonalen Serum,
deren Antikorper gegen die cytoplasmatische Doméne des MPR 46 gerichtet ist, untersucht. In
den positiven Kontrollzellen, BHK 21 mit dem endogenen MPR 46 und BHK-MPR-46 mit
dem iiberexprimierten humanen MPR 46, war der MPR 46 perinukledr lokalisiert. Dieses ist
ein Hinweis auf die Lokalisation im TGN und in den Endosomen. Die intrazelluldre Farbung

von MEF-MPR- mit dem polyklonalen Serum war -wie erwartet- negativ. Als zweite
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Negativkontrolle diente die Firbung der BHK-MPR-46 mit einem Praimmunkaninchen-
Serum. Auch diese Kontrolle zeigte keine Farbung. Die Chiméren zeigten die gleiche
subzelluldre Verteilung, wie die Kontrollzellen (Abb. 14). Die eingefiihrten Mutationen
zeigten somit keinen Hinweis auf einen verdnderten Transport in den transfizierten Zellen.
Um die Expressionshohe zu bestimmen, wurden 3-5 Klone jeder Chimédre ausgewdhlt. Die
chimidren MPR 46 aus den Zellklonen wurden extrahiert und gleiche Mengen Membranextrakt

im Westernblot analysiert.

Abb. 14: Subzelluliire Verteilung des MPR 46 in BHK-MPR-46 und den Chiméren
BHK-MM1-9, MM4-1, MM8-12

Stabil transfizierte BHK-Zellen, die den humanen MPR 46 (A), MPR 46 MM1 (B), MM4 (C) und MMS8 (D)

iiberexprimierten, wurden fiir circa 24 Stunden kultiviert und anschlieBend mit pFA fixiert. Nach der
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Permeabilisierung der Zellen mit Saponin wurde der MPR 46 mit dem polyklonalen Serum, welches gegen die
cytoplasmatische Domine gerichtet ist, und dem Sekundirantikorper dem FITC-konjugierten Ziege-anti-
Kaninchen IgG dargestellt. Die Aufnahmen wurden mit dem konfokalen Laser-Scan-Mikroskop hergestellt. Eine

Schnittserie (~0,5 um Dicke) wurde durch digitale Bildbearbeitung iibereinander gelegt. (Balken = 10 um)

Die Klone der Chiméren zeigten eine starke Variationsbreite in ihrer Expression. Der Klon
mit der hochsten Expression wurde fiir die weiteren Untersuchungen ausgewéhlt. Es wurden
die Klone BHK MM1-9, MM2-16, MM3-2, MM4-1, MM5-3, MM6-12, MM7-10, MM8-12,
MMO-3 und MEF MM1-9, MM2-8, MM3-1, MM4-8, MM5-7, MM6-5, MM7-10, MM8-1
und MM9-5 ausgewihlt.

Die Expression der Chimédren wurde mit der Expressionshohe des humanen MPR 46 aus
BHK-MPR-46 verglichen. Aus einem BHK-MPR-46-Membranextrakt konnten circa 13 ng
MPR 46 pro mg Membranextrakt herausgelost werden. Die Expression der Chimiren variiert
je nach Mutante und Zellart. Die Expression bei den transfizierten BHK-Zellen lag meist
hoher als die in den transfizierten MEF-Zellen. In Abbildung 15 liegt die Expression des MPR
46 bei den Chimédren MEF MM 1/MM2/MM3 und MMS5 zwischen einem Fiinftel und einem
Viertel der Hohe der BHK-MPR-46, die den humanen Rezeptor iiberexprimierten.
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Abb. 15: Vergleich der Expressionshohen der Chimére MM1, MM2, MM3, MMS und
des humanen MPR 46.

Aus stabiltransfizierten MEF-MPR- mit der cDNA MPR-46-MM1, -MM2, -MM3 oder -MM5, MEF-MPR- (K-)
und stabiltransfizierten BHK 21 (K+) mit dem humanen MPR 46 wurden die Rezeptoren mit 0,5% tritonhaltigem
Extraktionspuffer pH 7,0 extrahiert. 7,5 ug des Membranextraktes wurde auf ein 10%iges SDS-Gel aufgetragen,
elektrophoretisch aufgetrennt und die Proteine auf PVDF-Membran transferiert. Der MPR 46 wurde mit dem
polyklonalen Antikorper, der gegen die cytoplasmatische Domidne des MPR 46 gerichtet ist, und dem HRP-
gekoppelten Ziege-anti-Kaninchen IgG dargestellt. Die Expressionshohe der positiven Kontrolle betrégt circa 13
ng MPR 46/mg Membranextrakt. Die molekulare Masse (M,) der Standardproteine wurde in der Mitte in kDa
angegeben. Die Messung der Chemilumineszenz erfolgt mittels CCD-Kamera und die Quantifizierung mit dem

Computerprogramm WinCam 2.2.

Aus zwei Griinden sollte der Rezeptor aufgereinigt werden. Die Rohextrakte aus
unterschiedlich stark exprimierten Zellen lieferten unterschiedlich starken Hintergrund und
auBerdem sollte nur ein verniinftig gefalteter MPR 46 untersucht werden. Deshalb wurde

untersucht, ob die chimdren MPR 46 die Fihigkeit besa3en, Liganden zu binden.
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3.4.3 Bindung und Aufreinigung der chiméiren MPR 46 an die PM-Sepharose

Die Ligandbindungsfahigkeit der chimidren MPR 46 wurde in diesem Kapitel iiberpriift. Die
Bindung der chimédren MPR 46 an die PM-Sepharose sagt aus, dal der MPR 46 in der Lage
ist, lysosomale Enzyme, also Liganden, zu binden. Die Faltung im Bereich der

Ligandbindungsstelle wurde damit gleichzeitig tiberpriift.

3.4.3.1 Uberpriifung der Ligandbindungsfiihigkeit der MPR-46-Chim:iren durch PM-

Sepharose

Die Ligandbindungsfihigkeit der MPR-46-Chimiren an PM-Sepharose wurde hier gezeigt am
Beispiel der stabil transfizierten BHK-Zellen mit den chimdren MPR 46. Die Zellen wurden
radioaktiv markiert und die chimidren MPR 46 durch eine Membranextraktion mit Triton X-
100 gewonnen. Der Membranextrakt wurde anschlieBend auf eine analytische PM-
Sepharosesiule gegeben. Die PM-Sepharose wurde gewaschen und der MPR 46 mit Man6P
eluiert. Die Wasch- und Eluatfraktionen wurden mit dem polyklonalen Antikorper, der gegen
die cytoplasmatische Doméne des MPR 46 gerichtet ist, durch indirekte Immunsorption an
Pansorbin immunprizipitiert. In Abbildung 16 wurden die Fraktionen eines PM-
Sepharoselaufs der Chimédre BHK-MMI1 im Vergleich mit dem BHK-MPR-46 abgebildet. Der
humane Rezeptor aus den BHK-MPR-46 konnte effizient an die PM-Sepharose binden. Auch
die Eluate vom Séulenlauf der Chimaére zeigten, dal der MPR 46 zum grof3en Teil an die PM-
Sepharose gebunden hatte. Fiir den chimdren MPR-46-MM1 kann damit gesagt werden, daf3

er funktionsfihig und damit die Ligandbindungsstelle richtig gefaltet ist.
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Abb. 16: Uberpriifung der Ligandbindungsfihigkeit der MPR-46-Chim:iren durch PM-

Sepharose

Der MPR 46 wurde aus *°S-Methionin/Cystein-markierten-BHK-MPR-46 und -BHK-MMI mittels einer
Membranextraktion mit 0,5% tritonhaltigem Extraktionspuffer pH 7 extrahiert. Der Membranextrakt wurde
auf eine PM-Sepharosesiule gegeben und je zweimal mit 4 Volumen Equilibrierungspuffer pH 7,0 (D1), mit
Glc6P-Puffer (D2) gewaschen und mit Man6P-Puffer (E) eluiert. Der MPR 46 wurde mit dem polyklonalen
Antikorper, der gegen die cytoplasmatische Doméne des MPR 46 gerichtet ist, durch Immunsorption an
Pansorbin immunprézipitiert und durch eine reduzierende SDS-PAGE analysiert. Die fluorographische
Auswertung erfolgte mittels Phosphoimager. Die molekulare Masse (M,) der Standardproteine wurde rechts

in kDa dargestellt.

Die Chimdren BHK-MM?2 bis 8 konnten ebenfalls an die PM-Sepharose binden. Die
Chimédren BHK-MM9 und MEF-MMY hatten eine extrem niedrige Expression, so daf eine
Analyse der Ligandbindung nicht zweifelsfrei ausgewertet werden konnte. Es wurde mit den
Chiméren MM1 bis 8 weitergearbeitet.

Anhand der densitometrischen Auswertung der Fluorogramme mittels des Programms Image
Gauge 3.0 konnten die prozentualen Verhiltnisse der drei Fraktionen fiir den humanen und fiir
die chimidren MPR 46 errechnet werden (Tabelle 6). Die PM-Sepharose-Bindung der
Chimédren MM 1/2 und MMS5-8 lag im Bereich der PM-Sepharose-Bindung des humanen MPR
46 (37-53%). Lediglich die Werte der Chimidren MM3 (24,7%) und MM4 (32,2%) lagen
niedriger. Bei der Chimdre MM3 wurde ein Lysin gegen ein Aspartat und bei der Chimire

MM4 ein Lysin gegen ein Arginin ausgetauscht. Die Aminosdureaustausche kdnnten sich in
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zwel verschiedenen Weisen ausgewirkt haben. Erstens konnten sie zu kleinen
Konformationsdnderungen im MPR 46 gefiihrt haben und die Bindung des MPR 46 von
diesen Chimédren war deshalb schlechter. Zweitens konnte der Austausch einer basischen
gegen eine saure Aminosidure dazu gefiihrt haben, dal die Pufferbedingungen nicht mehr
optimal waren. Fiir die ELISA-Analyse waren aber nur geringe Mengen MPR 46 notwendig,

so dal} keine Optimierung der Pufferbedingungen durchgefiihrt wurde.

Tabelle 6: Bindungsfihigkeit der Maus/Mensch-MPR 46 an PM-Sepharose im Vergleich
mit dem humanen MPR 46

Die Ligandbindung der chimidren MPR 46 wurde wie unter Abb. 16 beschrieben durchgefiihrt. Die
fluorographische Auswertung erfolgte mittels Phosphoimager. Die Quantifizierung der MPR-46-Banden
erfolgte mit dem Programm Image Gauge 3.0. Der Hintergrund wurde von den Intensitdtswerten abgezogen.
Die Summe der Intensitdten aus den Fraktionen Durchfluff 1/ 2 und Man6P-Elution wurde als 100% gesetzt.

Fiir den humanen Rezeptor wurde die Standardabweichung angegeben.

Fraktionen in %

MPR 46 aus stabil Durchfluf} 1 Durchfluf} 2 Elution
transfizierten BHK

humaner MPR 46 39,819,7 14,9+0,9 45,218,3
MPR-46-MM1 37,9 12,5 49,6
MPR-46-MM2 25,9 22,2 51,9
MPR-46-MM3 63,7 11,7 24,7
MPR-46-MM4 47,2 20,7 32,2
MPR-46-MM5 48,4 13,5 38,1
MPR-46-MM6 47,2 12,2 40,6
MPR-46-MM7 45,4 16,8 37,9
MPR-46-MM8 32 242 43,6

3.4.3.2 Aufreinigung der chiméiren MPR 46 mittels PM-Sepharose

Fiir die Epitopanalyse miissen die chimdren MPR 46 frei von endogenem MPR 46 sein,
deshalb wurden fiir die Aufreinigung der chimédren MPR 46 die MEF- und nicht die BHK-

Zellen genutzt. Wihrend einiger Vorversuche zeigte sich, dafl die Standardbedingungen der
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Extraktion des MPR 46 nicht optimal waren. Die Bedingungen sollten deshalb optimiert
werden. Urspriinglich wurden nach dem Aufbrechen der Membran die Membranen in einem
kleinen Volumen 0,5% Triton-X-100-Puffer fiir eine 10 cm Gewebekulturplatte extrahiert.
Der Ansatz wurde mit tritonfreiem Puffer aufgefiillt, so dal eine Endkonzentration von 0,05%
Triton X-100 vorlag. Es wurde wenig MPR 46 extrahiert, der grofte Teil blieb im
Membranpellet zuriick (Abb. 17). Erst nach einer zweiten Extraktion konnte der MPR 46 fast
vollstdndig aus der Membran gelost werden. Das Protokoll wurde verédndert, indem die
Tritonkonzentration oder/und das Volumen erhoht wurde. Eine zweite Extraktion wurde
anschlieend zur Kontrolle durchgefiihrt. Es wurde keine vollstandige Extraktion des MPR 46
mit geringem Volumen und hoher Tritonkonzentration (wie schon erwihnt) oder hohem
Volumen und geringer Tritonkonzentration erreicht. Ein groBer Teil wurde erst bei der
zweiten Extraktion herausgeldst (siche Abb. 17 die ersten beiden Spalten 0,5 % und 0,05%
Triton X-100). Nur wenn die Tritonkonzentration und das Volumen erhéht wurden, war die
erste Extraktion ergiebiger (siehe Abb. 17 Spalte mit 0,25% oder 0,5% Triton X-100). Fiir das

neue Protokoll wurde 1 ml 0,5% Triton X-100 fiir die Membranextraktion verwendet.

M, | Triton X-100
0,5*% 0,05% 0,25% 0,5%
U1 U2 P U1 U2P U©U102P U1 U2P

43 - aes L =

Abb. 17: Optimierung der Membranextraktionsbedingungen aus BHK-MPR-46

BHK-MPR-46-Zellen mit dem humanen Rezeptor wurden in 10 cm Gewebekulturplatten (4 Platten) 2-3 Tage bei
37°C und 0,5% CO, kultiviert. Die Zellen wurden geerntet und in Acetatpuffer pH 6,0 mit Ultraschall lysiert. Das
Membransediment einer Platte wurde in 100 pl 0,5% tritonhaltigen Extraktionspuffer pH 7,0 oder mit je 1 ml
0,05%, 0,25% und 0,5% tritonhaltigem Extraktionspuffer pH 7,0 aufgenommen und fiir 1 h auf Eis extrahiert.
Erstere wurde auf 1 ml mit tritonfreiem Extraktionspuffer pH 7,0 aufgefiillt (in der Abbildung durch einen Stern
gekennzeichnet). Alle wurden zentrifugiert und der erste Membranextrakt (Ul) abgenommen, das
Membransediment nochmals wie zuvor extrahiert und zentrifugiert. Der zweite Membranextrakt (U2) wurde

abgenommen. Die Membranextrakte wurden mit TCA gefillt. Das TCA-Sediment und das Membransediment
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wurden in reduzierendem Probenpuffer mit 3-Mercaptoethanol aufgenommen. Gleiche Verhiltnisse von Pellet,
Uberstand 1 und 2 wurden im 10%igen SDS-PAGE und anschlieBendem Westernblot analysiert. Der MPR 46
wurde mit dem polyklonalen Serum, der gegen die cytoplasmatische Domine des MPR 46 gerichtet ist, und
HRP-gekoppelten Ziege-anti-Kaninchen IgG dargestellt. Die Chemilumineszenz wurde mittels CCD-Kamera

gemessen. Die molekulare Masse (M,) der Standardproteine wurde links in kDa angegeben.

Die préparativen Reinigungen der chimédren MPR 46 und des humanen MPR 46 wurden bei
einem pH-Wert von 6,5 durchgefiihrt. Um Verunreinigungen mit dem humanen Rezeptor oder
anderen Chiméren zu vermeiden, wurde die PM-Sepharose griindlich regeneriert und
Kontrollelutionen mit Man6P durchgefiihrt. Diese Leerelutionen waren frei von MPR 46, d.h.
die chiméren und der humane MPR-46-Aufreinigungen wurden nicht von anderen Rezeptoren
verunreinigt. Die Analyse der Man6P-Eluate im Westernblot und Silbergel zeigten aber einige
andere Kontaminanten. Eine Proteinbestimmung wurde deshalb nicht durchgefiihrt, sondern
die MPR 46 iiber den polyklonalen Antikorper, der gegen die cytoplasmatische Doméne

gerichtet ist, im ELISA standardisiert.
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3.4.4 Epitopkartierung von mAk mittels ELISA

Die aufgereinigten Rezeptoren aus BHK-MPR-46, die den humanen Rezeptor
tiberexprimierten, und aus den MPR-Chimiren konnten fiir die Epitopkartierung durch die
mAk im ELISA eingesetzt werden. Die Aufreinigung erfolgte in einem NaPi-Puffer und nicht
in einem Imidazol-Puffer, denn die Man6P-Eluate sollten quervernetzt werden. Die
Quervernetzung mit Disuccinimidylsuberat muflte in einem aminfreien Puffer durchgefiihrt
werden. Eine laborinterne Beobachtung von K. Schreiber und A. Hille-Rehfeld zeigte, daf} ein
quervernetzter Rezeptor besser an die ELISA-Platten gebunden werden kann. AufBerdem
zeigten einige mAk mit dem quervernetzten MPR 46 bessere Signale im ELISA im Vergleich
zum nicht-modifizierten Rezeptor. In Abbildung 18 wurden exemplarisch der quervernetzte
Rezeptor und der nicht modifizierte Rezeptor der MPR-46-MM3-Chimidre im Westernblot
dargestellt. Die Detektion erfolgte mit dem polyklonalen Antikorper, der gegen die
cytoplasmatische Domiéne des MPR 46 gerichtet ist. Nach der Quervernetzung und
Auftrennung in einem reduzierenden Polyacrylamidgel lag der chiméire MPR-46-MM3
vorwiegend in der Form des Dimers, wenig in der Form des Tetramers vor, dieses war nach
der Literatur zu erwarten (Waheed et al. 1990). Der nicht-modifizierte Rezeptor lag in dem
Gel vorwiegend in der monomeren Form vor. Alle anderen quervernetzten Rezeptoren lagen
ebenfalls vorwiegend als Dimer oder vorwiegend als Tetramer vor (nicht gezeigt).

Nach der Quervernetzung wurde der Rezeptor im ELISA getestet. Die chimiren und der
humane MPR 46 wurden mit dem polyklonalen Antikorper, der gegen die cytoplasmatische
Domine des MPR 46 gerichtet ist, standardisiert. Es wurde von allen Rezeptoren eine
Eichgerade hergestellt (nicht gezeigt). Damit die Standardisierung auch genau war, muflte
ausgeschlossen werden, daf} die cytoplasmatische Doméne degradiert war. Die chimiren und
der humane Rezeptor zeigten nach Detektion mit peptidspezifischen Antikorpern (anti-MPR
46 242-251, 223-237, 211-227, 186-200) gegen die cytoplasmatische Domine genauso starke
oder stirkere Signale im ELISA als der polyklonale Antikorper (nicht gezeigt). Die
cytoplasmatische Doméne war nicht degradiert. Fiir den Vergleich der chiméren und des
humanen MPR 46 durch die mAk wurde schlieflich die Menge der jeweiligen Eluatfraktion
eingesetzt, die die gleichen Extinktionshohen mit dem polyklonalen Antikoérper in der

Eichgerade zeigten.
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Abb. 18: Oligomere Formen des chiméiren MPR-46-MM3 nach der Quervernetzung

Das Man6P-Eluat wurde mit 30 mM DSS zu einer Endkonzentration von 0,6 mM versetzt und 15 min bei 37°C
inkubiert. Die Quervernetzung wurde mit 1 M Tris/HCI pH 7,4 zu 50 mM beendet. 20 ul quervernetzter Rezeptor
wurde mit reduzierendem Probenpuffer versetzt. Die Analyse erfolgte durch SDS-PAGE und Westernblot. Der
MPR 46 wurde mit dem polyklonalen Antikorper, der gegen die cytoplasmatische Doméne des MPR 46 gerichtet
ist, und dem HRP-gekoppelten Ziege-anti-Kaninchen IgG dargestellt. Die Chemilumineszenz wurde in der CCD-
Kamera detektiert. Die molekulare Masse (M,) der Standardproteine wurde links in kDa angegeben. Die Pfeile

kennzeichnen die oligomeren Formen des MPR 46 (M=Monomer, D=Dimer, T=Tetramer).

Fiir jeden Versuch wurden der polyklonale Antikorper als Positivkontrolle und der irrelevante
Antikorper als Negativkontrolle eingesetzt. Die Extinktionshohe der Negativkontrolle wurde
von allen anderen Werten abgezogen. Einzelne mAk zeigten unterschiedliche Signale mit dem
humanen Rezeptor. Fiir einen Vergleich der Antikdrper untereinander wurde das mit dem
polyklonalen Antikorper erzielte Signal des humanen Rezeptors als 100% gesetzt. Fiir den
Vergleich der chimdren MPR 46 wurde das mit den mAk erzielte Signal fiir den humanen
Rezeptor als 100% gesetzt. Dieses wurde in Abbildung 19 anhand von Liniendiagrammen
dargestellt. Jedes Diagramm zeigt fiir jeden mAk die Reaktivitdt mit dem humanen MPR 46
(Zahl) und den chimiren MPR 46 (Linien).
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Abb. 19: Bindung der mAKk an die chimiren MPR 46

Die Bindung der mAk an die chimdren MPR 46 wurden im Vergleich mit der Bindung an den humanen MPR 46
durch ELISA ermittelt. Die standardisierten Mengen humaner und chimirer MPR 46 wurde im ELISA eingesetzt.
Als Sekunddrantikérper dienten das HRP-gekoppelte Ziege-anti-Maus-IgG oder Kaninchen-anti-Maus-IgG und
HRP-gekoppelte Ziege-anti-Kaninchen-IgG. Fiir einen Vergleich der Antikorper untereinander wurde das mit dem
polyklonalen Antikorper erzielte Signal des humanen Rezeptors als 100% gesetzt (Zahl). Die Bindung jedes mAk an
den humanen MPR 46 wurde als 100% gesetzt. Es wurden die Mittelwerte (Linie) und FEinzelwerte von 1-4
Versuchen dargestellt
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Abb. 20: Epitope der mAk gegen den MPR 46
Ein Vergleich der Bindung der mAk an die chimidren MPR 46 und an den humanen MPR 46 wurde durch ELISA

erstellt (siehe Abb. 19). Die eingefiihrten Aminosiuren, die bei einem chimidren MPR 46 zu einem Abbruch der
Bindung des mAk fiihrte, wurden als Epitop postuliert. Lag die Abnahme der Bindung der mAk bei mehreren
chimédren MPR 46 noch zwischen 5 und 10%, so wurde ein groB3eres Epitop angegeben. Die postulierten Epitope
wurden in den Rechtecken dargestellt. Die mAk wurden in verschiedenen Farben eingeteilt, rot fiir die starke,

griin fiir die partielle, blau fiir die nicht-signifikante Inhibition der PM-Sepharose-Bindung.

Die Diagramme zeigen, dafl die mAKk fiir einige der chimédren MPR 46 keine oder nur noch
schwache Extinktion zeigten. Sieben mAk erkannten nur den chimdren MPR-46-MMI, sie
brachen nach der zweiten Chimire ab. Sie haben das postulierte Epitop um die Aminoséduren
13-18, dazu gehort z.B. der Antikorper 15A1 (Abb. 20). Drei mAk zeigten keinen klaren
Abbruch der Bindung der chimidren MPR 46, diese zeigten noch Signale zwischen 5-20%.
Deshalb wurden zwei Antikorper, der 21D3 und der 5B2, das postulierte Epitop um die
Aminosduren 13-24 und dem 11B6 das postulierte Epitop um die Aminosduren 13-27
zugeordnet. Die Antikorper dieser drei postulierten Epitope erkannten im Westernblot keinen
reduzierten Rezeptor (nicht gezeigt). Sie besitzen vermutlich ein diskontinuierliches Epitop.
In dieser Gruppe befinden sich sowohl stark, partiell und nicht-signifikant inhibierende
Antikorper zu fast gleichen Teilen. Die Epitope dieser mAk liegen vermutlich so, da3 die
mAKk je nach Bindung an den MPR 46 die Ligandbindung sterisch beeinflussen konnen. Die
Ligandbindungstelle liegt vermutlich nicht in direkter Nédhe der Epitope.

Vier mAk erkannten noch die Chimdre MM4 oder noch schwach die Chimidre MMS5. Der
11B2 und der 14D4 haben ihr postuliertes Epitop um die Aminosédure 46 und der 18B4 und
9B1 um die Aminosidure 46-59 (Abb. 20). Diese Antikorper inhibieren die Ligandbindung
partiell oder stark. Diese postulierten Epitope liegen vermutlich in der Niéhe der
Ligandbindungsstelle.

Die Chimédre MM4 wurde von vielen mAk im Vergleich zu den anderen Chiméren sehr stark
detektiert. Unklar ist es, wie diese starke Detektion zu bewerten ist. Moglicherweise ist diese
starke Detektion eine kleine Konformationsidnderung des MPR 46, verursacht durch den
Aminosidureaustausch, der Grund, so dafl diese Chimire besser erkannt wurde. 20 mAk
zeigten noch Signale fiir die Chimédren MMS5 und 6, jedoch waren diese Signale reduziert im
Vergleich zur Chimidre MM4. Nur Signale, die eine Bindung von mehr als 20% zeigten,

wurden als relevant bezeichnet. Die mAk wurden dem jeweiligen Epitopen zugeordnet.
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12 mAk erkannten noch die Chimire 5 und evtl. schwach die Chimire 6 (5-10%). 9 mAk
wurde das postulierte Epitop um die Aminoséduren 56-59 und drei mAk das postulierte Epitop
um die Aminoséduren 56-72 zugeordnet. 25% der mAk konnten die Ligandbindung stark, 42%
partiell und 33% nicht-signifikant inhibieren. Die Ligandbindung liegt vermutlich in der Nihe
der Ligandbindungsstelle, so da der Antikorper je nach Bindung an das Epitop die
Ligandbindung inhibieren kann oder nicht.

Acht mAk konnte dem postulierten Epitop um die Aminosidure 72 zugeordnet werden, sie
erkannten noch die Chimidre MM6, aber nicht mehr die Chimire MM?7. Sieben dieser
Antikorper inhibierten die Ligandbindung stark, d.h. das Epitop liegt so nahe der
Ligandbindungsstelle, da die Antikorper vermutlich in jeder Postion die Ligandbindung
sterisch beeinflussen konnen.

Als einziger Antikorper erkennt der 25D5 die Chimdren MM7 und MMS. Sein Epitop liegt
vermutlich nach der Aminosdure 126, deshalb wurde dieses postulierte Epitop in der
Abbildung 20 als offenes Rechteck dargestellt. Der 25D5 inhibierte die Ligandbindung nicht
signifikant, das Epitop liegt entfernt von der Ligandbindungsstelle.

Diese postulierten Epitope der mAk sollten durch Aminosiduresequenzanalyse bestitigt

werden.
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3.5 Erkennung von spezifischen Aminosiduresequenzen durch mAk

Die postulierten Epitope aus der Chimérenanalyse sollten durch Peptidbindungen eindeutig
bestitigt werden. Die mAk miissen auf ihre Tauglichkeit fiir die Peptidanalyse getestet
werden, deshalb miissen sie eine lineare Aminosiduresequenz erkennen konnen. Eine
Vorauswahl ergab sich durch die Westernblotanalyse, da die mAk, die die postulierten
Epitope um die Aminosduren 13-18, 13-24, 13-27 haben, den reduzierten Rezeptor nicht
erkannten. Die anderen mAk sollten durch den Vergleich von nativem mit reduziertem,
alkyliertem Rezeptor in der Immunprézipitation getestet werden. AnschlieBend sollten die

Peptide ausgewihlt und die Bindung der mAk an die Peptide untersucht werden.

3.5.1 Erkennung des alkylierten MPR 46 durch mAk

Fiir den Vergleich der Immunprizipitation von nativem mit reduziertem, alkyliertem Rezeptor
wurde der jodierte MPR 46 verwendet. Dieser jodierte Rezeptor wurde mit DTT reduziert und
anschlieen durch Jodacetamid alkyliert. Das Jodacetamid bindet an die Cysteinreste, so daf3
diese nicht wieder Disulfidbriicken untereinander bilden konnen. Die Aminosduresequenz des
MPR 46 lag nach Alkylierung linear vor.

Eine konstante Menge nativer oder reduzierter und alkylierter Rezeptor wurden mit den mAk
inkubiert. Anschliefend erfolgte eine Immunsorption. In Abbildung 21 wurde fiir ausgewéhlte
Antikorper die Immunprizipitation des nativen und des reduzierten, alkylierten Rezeptors
gegeniibergestellt. Einige mAk erkannten den reduzierten, alkylierten Rezeptor im Vergleich
zum nativen, nicht mehr. Andere konnten den reduzierten und alkylierten Rezeptor
Immunprizipitieren.

Die Quantifizierung der Immunprizipitation erfolgte durch die Messung im
Szintillationszédhler. Es wurde die prozentuale Fidllung des nativen MPR 46 und des
reduzierten, alkylierten MPR 46 vom Angebot des jodierten Rezeptors berechnet (Tabelle 7).
Danach wurde der Quotient aus nativem und reduziertem, alkyliertem Rezeptor ermittelt.
Keiner der mAk erkannte den reduzierten Rezeptor genausogut wie den nativen Rezeptor. 11
mAKk erkannten den linearisierten Rezeptor nicht, sie hatten einen Quotienten von iiber 30%.
Diese mAk haben vermutlich ein diskontinuierliches Epitop, dazu gehort z.B. der 25A2 und
der 9A2. 12 mAk hatten einen Quotienten zwischen 2 und 30%. Die Antikorper 15C4, 19A4,
26D6 und 27A5 erkannten den reduzierten und alkylierten Rezeptor 10-15 mal schlechter und
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der 11B2 29 mal schlechter als den nativen Rezeptor. Die restlichen sieben mAk hatten einen
Quotienten zwischen 2,9 und 10%. Diese 12 mAk haben vermutlich ein kontinuierliches
Epitop, evtl mit Ausnahme des 11B2, der sehr schlecht immunprizipitierte. Diese mAk

konnten fiir die Peptidanalyse eingesetzt werden.

Immunprizipitation des nativen '“J-M PR 46

<t cn O (@\] <t <t
N ; , m 3 m O < @ @m a g
= (=W A = = = * N b - = x
97 68 8 ——
43
43 —_
1 _> Y
29 —
18,4

Immunprizipitation des reduzierten und
alkylierten '“J-MPR 46

N — < g =) I\ < <
m } m W < mMm m A m
— () [o2e) O v — <t oo
— E — — @\ — — — —
-7 |
68
43

Abb. 21: Erkennung des reduzierten und alkylierten '**J-MPR 46 durch mAk

10 ng nativer oder reduzierter und alkylierter '*J-MPR 46 wurden mit 2 ug mAk (Spur K- und der mAk 11B6=
irrelevanter mAk) oder 10 pg polyklonalen Antikorper (Spur PK+), der gegen die cytoplasmatische Doméne
gerichtet ist, durch indirekte Immunsorption an Pansorbin immunprizipitiert. Das gewaschene Pansorbinsediment
wurde in reduzierenden Probenpuffer mit -Mercaptoethanol aufgenommen und durch SDS-PAGE analysiert.
Die Detektion erfolgte mittels Phosphoimager. Die molekulare Masse (M,) der Standardproteine wurde in der

Mitte und links in kDa dargestellt. Die Pfeile zeigen auf den MPR 46.
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Tabelle 7: Vergleich der Erkennung des nativen oder reduzierten und alkylierten '*°J-

MPR 46 durch mAk

10 ng nativer oder reduzierter, alkylierter 'ZJ_MPR 46 wurden mit 2-4 ug mAk oder 10 pg anti-MSCI durch
indirekte Immunsorption immunprézipitiert.

Immunpriazipitation im Szintillationszdhler. Es wurden die prozentuale Fillung des nativen und reduzierten,

Es folgte eine Messung des

alkylierten Rezeptors vom Angebot des jodierten Rezeptors berechnet.

mAKk Erkennung | Erkennung | Quotient aus
des nativen des red. Erkennung
MPR 46 (%) alkyl. nativen/red.
MPR 46 (%) alkyl.
MPR 46
anti-ASA= 1,2 0,7 1,7
irrelevanter
Ak

3AS5 47,9 1,3 36,8
6B2 45,6 0,7 65,1
9A2 52,5 0,8 65,6
9B1 28,4 0,9 31,6
10B1 54,8 6,4 8,6
10C6 63,9 1,2 53,3
11B2 50,2 1,7 29,5
11B6 26,0 0,6 43,3
14D4 58,4 1,5 38,9
15B6 57,5 11,3 5,1
15C4 25,1 2.4 10,5
15C5 33,4 3.8 8,8
18B4 57,9 1,6 36,2
18C4 38,5 12,5 3,1
19A4 44,6 29 15,4
24B1 39,0 0,7 55,7
25A2 57,5 0,8 71,9

125
J vor und nach der
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mAk Erkennung | Erkennung | Quotient aus
des nativen des red. Erkennung
MPR 46 (%) alkyl. nativen/red.
MPR 46 (%) alkyl.
MPR 46
25C1 58,9 20,0 2,9
26A3 25,8 6,4 4,0
26A5 59,2 1,0 59,2
26D6 57,8 3.8 15,2
27A5 22,3 1,6 13,9
30A3 5.8 1,0 5.8

3.5.2 Erkennung des nicht-glykosylierten MPR 46

Die mAk, die eine lineare Aminosduresequenz erkannten, hatten ihr vermutliches Epitop im
Aminosdurebereich  46-72. Dieser Bereich enthdlt aber zwei potentielle N-
Glykosylierungsstellen, wobei nur das erste Asparagin 57 genutzt wird. Ein fiir die
Peptidanalyse mit den mAk genutztes synthetisches Peptid wiirde nicht glykosyliert sein. Es
mufte deshalb sichergestellt sein, da die mAk in der Lage sind, einen nicht-glykosylierten
Rezeptor zu erkennen. Hierzu wurde eine in vitro Transkription und Translation des humanen
MPR 46 mit TNT® Kaninchen-Retikulozytenlysat und TNT® RNA-Polymerase SP6
durchgefiihrt. Der nicht-glykosylierte Rezeptor ist circa 29 kDa grof3. Er wurde nach der in
vitro Transkription und Translation mit den polyklonalen Antikorpern gegen die
cytoplasmatische und gegen die luminale Domine des MPR 46 immunprézipitiert. Diese erste
Immunprézipitation wurde durchgefiihrt, um die Kaninchen-Retikulozyten und andere
Proteine aus dem in vitro Translationsansatz zu entfernen, da die Proteine bei der 95°C-
Behandlung fiir die Reduktion des MPR 46 ausfallen wiirden. Der nicht-glykosylierte
Rezeptor sollte reduziert und alkyliert werden, um eine lineare Aminosduresequenz zu
erhalten. Das Pansorbinprizipitat wurde resuspendiert und mit DTT reduziert. AnschlieBend
wurde eine Alkylierung mit Jodacetamid durchgefiihrt. Der Ansatz wurde im
Szintillationszédhler gezéhlt. Fiir weitere Versuche wurde eine zweite Immunprizipitation mit
den mAk durchgefiihrt. In der Abbildung 22 zeigt die Spur A das Angebot an nicht-

glykosylierten, reduzierten und alkylierten MPR 46. Nach der zweiten Immunprézipitation mit
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dem irrelevanten Antikorper (Spur K-) wurde eine schwache Bande erhalten. Diese ist durch
hydrophobes Verhalten des irrelevanten Antikorpers zum nicht-glykosylierten, reduzierten
und alkylierten Rezeptor zu erkldren. Dieser Hintergrundwert wurde spéter bei der
Auswertung der Quantifizierung abgezogen. Die mAk 15B6, 26D6 und 19A4 zeigten eine
stairkere MPR 46-Bande als der irrelevante Antikorper. Sie erkennen somit den nicht-

glykosylierten Rezeptor.

M 15B6 PK+ K- 26D6 19A4

!

29

Abb. 22: Erkennung des nicht-glykosylierten humanen MPR 46 durch mAk

600 ng pGEM2-2 wurden in einem 100 pl in vitro Transkriptions- und Translationsansatz eingesetzt. Der Ansatz
wurde mit je 10 pug der polyklonalen Antikdrper gegen die cytoplasmatische und gegen die luminale Domine des
MPR 46 2h auf Eis inkubiert und durch indirekte Immunsorption mit Pansorbin immunprizipitiert. Das
gewaschene Pansorbinprézipitat wurde in 50 ul PBS+0,1% SDS+10mM DTT aufgenommen und 5 min bei 95°C
reduziert. Nach dem Abkiihlen wurde der nicht-glykosylierte MPR 46 mit 50 mM JAA fiir 15 min bei 37°C
alkyliert und mit 1% NP-40 versetzt. 20000 cpm des alkylierten Rezeptors (Spur A) wurde mit 2 ug mAk (Spur
K-= irrelevanter Antikorper, Spur 1=15B6, Spur 2=26D6, Spur 3= 19A4) oder 10 pug polyklonaler Antikorper
(Spur PK+), der gegen die cytoplasmatische Domine gerichtet ist, durch indirekte Immunsorption mit Pansorbin
immunprézipitiert. Das Pansorbinprizipitat wurde in reduzierenden Probenpuffer aufgenommen und in einer
SDS-PAGE analysiert. Die Auswertung erfolgte mit dem Phosphoimager. Die molekulare Masse (M,) fiir die
Standardproteine wurde links in kDa dargestellt. Der Pfeil zeigt den nicht-glykosylierten MPR 46.

Fiir die Berechnung der Bindung des mAk an den nicht-glykosylierten, reduzierten und
alkylierten MPR 46 wurde die Immunprizipitation des polyklonalen Antikorpers als 100%
gesetzt. (Tabelle 8). Nur 6 mAk (10B1, 11B2, 18C4, 19A4, 26A3, 26D6) von 12 mAk
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konnten den nicht-glykosylierten, reduzierten und alkylierten Rezeptor erkennen, d. h. sie
erkannten die lineare nicht-glykosylierte Aminosiduresequenz des MPR 46. Fiir viele andere
mAk lag die Féllung unter 2%, dazu gehorten die mAk 27AS, 15C4, 15C5, 30A3. Die
Antikorper 15C5, 19A4, 27A5 und 30A3 haben ihr postuliertes Epitop um die Aminosiduren
56-59, in dem die N-Glykosylierungsstelle liegt. Nur der 19A4 erkannte den nicht-
glykosylierten, reduzierten und alkylierten Rezeptor. Die anderen drei mAk erkannten den
Rezeptor nicht, dieses konnte ein Hinweis auf das postulierte Epitop sein, da die mAk nur
einen glykosylierten Rezeptor erkannten. Weiterhin bedeutete dies fiir uns, dal wir kein
Peptid mit diesem Aminosdurebereich bestellten, da 75% der relevanten Antikorper den
Bereich nicht positiv identifizieren konnten. Nur ein glykosyliertes Peptid konnte dieses
Epitop fiir die mAk bestitigen. Dieses kam aber aus technischen und Kostengriinden nicht in

Betracht.

Tab. 8: Erkennung des nicht-glykosylierten humanen MPR 46 durch mAk

Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte wie unter der Abbildung 22 beschrieben. Die Auswertung erfolgte mit dem
Phosphoimager und die Quantifizierung mit dem Programm Image Gauge 3.0. Die Immunprizipitation mit dem
polyklonalen Antikorper, der gegen die cytoplasmatische Doméne des MPR 46 gerichtet ist, wurde als 100%

gesetzt.

Bindung des nicht- Bindung des nicht-
Antikorper | glykosylierten MPR 46 Antikorper |glykosylierten MPR 46

(% vom polyklonalen (% vom polyklonalen
Antikorper) Antikorper)

10B1 57,3 19A4 33,3

11B2 10,3 25Cl1 5.1

15B6 6,0 26A3 30,3

15C4 1,2 26D6 21,8

15C5 0,6 27A5 2,1

18C4 20,4 30A3 1,1
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3.5.3 Erkennung von spezifischen Aminosiuresequenzen

Nach den Vorversuchen betreffend der Tauglichkeit der mAk fiir die Peptidanalyse und vor
allem nach dem Interesse fiir bestimmte Aminosdurebereiche wurden zwei Peptide
ausgewihlt. Das erste Peptid sollte das postulierte Epitop um die Aminosédure 72 enthalten, da
hier 90% der mAk die Ligandbindung des MPR 46 stark inhibieren konnten. Das zweite
Peptid sollte das postulierte Epitop um die Aminosiure 46 enthalten, welchem zu 75% partiell
inhibierende mAk zugeordnet wurden. Kiirzlich wurde die dreidimensionale Struktur der
extracytoplasmatischen Doméne des bovinen MPR 46 veroffentlicht (Roberts et al. 1998,
Abb. 23). Nach der Topologie der Struktur des MPR 46 wurde schlielich die
Aminosduresequenz der beiden Peptide festgelegt. Das erste Peptid hat die
Aminosduresequenz 64L-V-Q-I-N-K-S-N-G-K-E-T-\/7(’, welches das Glycin 72 enthilt. Es
beinhaltet das dritte -Faltblatt und die Schleife nach dem dritten B-Faltblatt. Das zweite
Peptid, welches das Isoleucin 46 enthalten sollte, hat die Aminosiduresequenz 3 8V-G-Q-G-S-
D-T-Y-I-Y-I-F-R-V°'. Es enthilt die Aminosiureschleife nach dem ersten B-Faltblatt und das
zweite [-Faltblatt. Beide Peptide sind am N-Terminus biotinoyliert, beim Peptid 38-51 das
Valin 38 und beim Peptid 64-76 das Leucin 64. Das Peptid konnte durch die Biotinylierung
mittels Neutravidin an die ELISA-Platten gebunden werden.

12 mAk, die eine linearisierte Aminosiduresequenz erkannten, wurden im ELISA auf ihre
Bindung an die Peptide getestet. Die ELISA-Platten wurden mit Neutravidin beschichtet. An
das Neutravidin wurde das Peptid gebunden. Die Peptide wurden mit den mAk und dem
HRP-gekoppelten Ziege-anti-Maus IgG detektiert. Als Kontrolle wurden die gleichen Ansitze
ohne Peptid durchgefiihrt.

getestete mAKk: 10B1, 11B2, 15B6, 15C4, 15C5, 18C4, 19A4, 25C1, 26A3,
26D6, 27AS, 30A3

Einzig der mAk 15B6 zeigte Signale fiir die Peptide. Die Signale mit dem Peptid 64-76 lagen
reproduzierbar nur geringfiigig iiber der Negativkontrolle. Das Peptid 38-51 mit der
Aminosdure 46 wurde sehr gut erkannt (Abb. 24). Nach der Chimirenanalyse hatte der 15B6
das postulierte Epitop um die Aminosdure 72. Da diese beiden Aminosédurebereiche im 3-D-
Modell direkt nebeneinanderliegen, konnte der 15B6 ein groBes, diskontinuierliches Epitop

besitzen.
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Abb. 23: Topologie der extracytoplasmatischen Doméine des bovinen MPR 46 mit 4
Substitutionen der Asn zu Glu (Roberts et al. 1998)

Die B-Faltblitter sind als schwarze Pfeile und die o-Helix als Zylinder dargestellt. Die Disulfidbriicken sind als
graue Rechtecke abgebildet. Die grauen Kreise reprisentieren die vier N-Glykosylierungsstellen, die von Asn zu
Glu substituiert wurden, und der schwarze Kreis die N-Glykosylierungsstelle, die erhalten blieb. Die
Numerierung basiert auf der reifen Proteinsequenz. Die B-Faltblattstrukturen sind vom N-Terminus numeriert
und beginnen mit 1, die o-Helix ist mit A gekennzeichnet. Die Aminosduren am Anfang und Ende der

Sekundérstrukturen sind gekennzeichnet.

15B6
0,7 -
0,6 -
§ 0,5 -
g 0,4
£ 031
QD 0,2 -
0,1
0
38-51 64-76 ohne
Peptid

Abb. 24: Erkennung der Aminosiiuresequenz **V-G-Q-G-S-D-T-Y-I-Y-I-F-R-V*! durch

den monoklonalen Antikorper 15B6

Eine ELISA-Platte wurde mit 6 pg Neutravidin pro Loch beschichtet. 1 ug Peptid 38-51 oder 64-76 wurden an
das Neutravidin gebunden. Die Detektion erfolgte nun mit dem Primérantikorper 15B6 in einer Konzentration
von 50 pg/ml und dem Sekundirantikorper HRP-gekoppeltes Ziege-anti-Maus IgG. Die Messung der

Substratumsetzung erfolgt nach 1 %2 bis 2 h.
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4 Diskussion

Die Ligandbindungsstelle des MPR 46 wurde in meiner Arbeit untersucht. Am Anfang meiner
Arbeit war bekannt (Wendland et al. 1991b), dall das Histidin 105 und das Arginin 111
essentiell fiir die Ligandbindung sind, nicht aber wichtig fiir die Konformation des MPR 46.
Ich wollte durch eine Epitopkartierung und die Feststellung der Wirkung der mAk auf die
Ligandbindungsstelle  die  Entfernung antigener Epitope im  Verhiltnis  zur
Ligandbindungsstelle abschitzen. Parallel dazu sollte die luminale Domine des humanen
MPR 46 kristallisiert werden. Beide Methoden sollten Auskunft iiber die dreidimensionale
Struktur des MPR 46 geben.

4.1 Inhibition der Ligandbindung durch mAk gegen den MPR 46

Die Wirkung der mAk auf die Ligandbindung des MPR 46 sollte durch eine Vorinkubation
des Rezeptors mit den mAk und anschlieBender PM-Sepharose-Bindung getestet werden.

Fiir die Inhibition der Ligandbindung durch mAk mufte sichergestellt sein, da moglichst viel
MPR 46 mit mAk besetzt ist. Es muBte also ein UberschuBl an mAk eingesetzt werden. Dieser
UberschuB wurde durch Titration des mAk in der Immunsorption mit konstanter Menge MPR
46 bestimmt. Der Uberschul der mAk wurde solange erhoht bis eine Sittigung eintrat. Diese
Sittigung wurde bei den meisten mAk bei einem 100-200fachen Uberschuf zum MPR 46
erreicht. Nur ein mAk, der 15C4, erforderte einen 400fachen UberschuB. Dieser grofie
UberschuB an einzusetzenden mAk sagt indirekt aus, daB die KD der Antikrper gering ist.
Hochaffine Antikérper besitzen eine KD von 10°-10'* M. Die KD vom 15B6 wurde am
Biacore auf 1,18 x 107 M bestimmt (Daten von Honing zur Verfiigung gestellt). Anhand der
Immunprézipitationsdaten konnte die KD der anderen mAk auf 1055 x 10° M geschitzt
werden. Diese mAk gehoren nicht zu den hochaffinen Antikorpern.

Um die Wirkung der mAk auf die Ligandbindung zu untersuchen, wurde der MPR 46 mit den
mAk im 100-400fachen Uberschuf3 inkubiert und anschlieBend eine PM-Sepharose-Bindung
durchgefiihrt. Eine direkte Bindung des MPR 46 an die PM-Sepharose betrug circa 70%. Zum
Vergleich wurden PM-Sepharose-Bindungen durchgefiihrt, bei denen der MPR 46 mit einem
irrelevanten Antikorper vorinkubiert wurde. 51-93% MPR 46 wurden an die PM-Sepharose

gebunden. Die Bindung ohne Antikorper lag also im gleichen Bereich.
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Ein mAk zeigte eine nicht-signifikante Inhibition, wenn die Bindung des MPR 46 nicht unter
den der Kontrollen (50% PM-Sepharose-Bindung des MPR 46) lag. Z.B. konnte nach der
Inkubation mit dem mAk 15A1 noch 61% MPR 46 an die PM-Sepharose binden. Das Epitop
der nicht-signifikant inhibierenden Antikorper liegt vermutlich von der Ligandbindungsstelle
entfernt.

Eine starke Inhibition der Ligandbindung wurde bei den mAk gezeigt, bei denen zwischen 80-
100% MPR 46 im Durchflufl gefunden wurden, also weniger als 20% an die PM-Sepharose
gebunden hatte. Beispielsweise konnte der mAk 18C4 10,6% MPR 46 an die PM-Sepharose
binden. Ihr Epitop liegt vermutlich in direkter Ndhe der Ligandbindungstelle. Die Antikorper
konnen eine Ligandbindung sterisch inhibieren.

Einige mAk hatten zwischen 20-50% MPR 46 an die PM-Sepharose gebunden. Ein Beispiel
ist der 19A4, der 44,8% MPR 46 gebunden hatte. Diese mAk inhibieren die Ligandbindung
partiell. Die partielle Inhibition konnte durch eine geringe Affinitédt eines mAk, dessen Epitop
in der Nihe der Ligandbindungsstelle liegt, hervorgerufen werden. Eine weitere Moglichkeit
ist, daf} das Epitop so weit von der Ligandbindungsstelle entfernt liegt, da3 die Hemmung der
Ligandbindung nur unvollstindig ist. Diese beiden Theorien konnten tiberpriift werden, indem
die gebundenen PM-Sepharose-Fraktionen mit zwei unabhidngigen Methoden untersucht
wurden. Erstens wurden die Antikorper durch indirekte Immunsorption an Pansorbin und
zweitens der MPR-Antikorper-Komplex durch Quervernetzung in den Fraktionen
nachgewiesen. In der ersten Methode wurde direkt aus den Eluatfraktionen und dem
Durchfluf eine Immunsorption an Pansorbin durchgefiihrt. Der MPR 46 konnte dabei sowohl
im Durchfluf als auch im spezifischen Man6P-Eluat indirekt an Pansorbin gebunden
nachgewiesen werden. Das Verhiltnis des MPR 46 im Durchflul zu dem Man6P-Eluat war
bei einer TCA-Fillung (gesamt féllbarer MPR 46) entsprechend dem der Immunsorption
(antikorpergebundener MPR 46). Der partiell inhibierende Antikorper war also am MPR 46
gebunden, als dieser an die PM-Sepharose gebunden hat. Fiir die zweite Methode wurden die
Proteine im Durchflul und im Man6P-Eluat quervernetzt. Durch diese Quervernetzung
konnten hochmolekulare Aggregate im DurchfluB und im Man6P-Eluat nachgewiesen
werden. Diese Aggregate waren grofler als die tetramere Form des Rezeptors. Sie sind ein
Indiz fiir die MPR-Antikorper-Komplexe. Die partielle Inhibtion bedeutet, dal ihr Epitop so
weit von der Ligandbindungsstelle entfernt ist, da die Hemmung der Ligandbindung
unvollstindig ist. Unterstiitzt wird dieses durch die Beobachtung, daf} einige mAk, z. B. der

2C5 und der 9D2 (53,2/39,1% Fillung des MPR 46), den Rezeptor nur partiell
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immunprizipitieren konnten, die Ligandbindung aber stark inhibierten (95,2/82,5% MPR 46
im Durchfluf}).

Ein Antikorper ist ein groles Molekiil und hat deshalb einen weiten Radius, der sterisch auf
die Ligandbindung wirken kann. Fraglich war, ob ein kleineres Fragment die Ligandbindung
ebenfalls inhibieren kann. Die Antikorper sollten deshalb mit Papain gespalten werden und
die Fa-Fragmente in die Inhibition eingesetzt werden. Diese Spaltung erwies sich bei den
meisten Isotypen als schwierig, gelang aber fiir IgG2b und wurde exemplarisch fiir den 15B6
durchgefiihrt. Das kleine F,,-Fragment des 15B6 konnte die Ligandbindung ebenso gut
inhibieren wie das gesamte Immunglobulin. Die Ligandbindungsstelle liegt vermutlich niher
am Epitop. Um die Entfernung des Epitops von der Ligandbindungsstelle weiter zu
untersuchen, sollte eine Kokristallisation von MPR 46 und mAk durchgefiihrt werden.

Von Interesse war inwiefern, die Eigenschaft der mAk, die Ligandbindung stark, partiell oder

nicht-signifikant zu hemmen, mit der Lage der Epitope korreliert.

4.2  Epitopkartierung der mAk durch die Maus/Mensch-Chiméren und
Peptidanalyse

4.2.1 Herstellung der Chiméiren und Bindung der Chimiire an die PM-Sepharose

Eine Herstellung von MPR 46-Chimiren aus Mensch- und Maus-Aminosiduresequenz kam in
Frage, weil sdmtliche mAk humanspezifisch waren und die Aminoséduresequenzen der
luminalen Doméne des MPR 46 sich zwischen Maus und Mensch nur in 16 Aminosduren
unterschieden. Die MPR-46-Chimiren enthielten vom N-Terminus beginnend einen
zunehmenden Anteil an Maus-Aminosiduresequenz (Abb. 12). Drei Methoden, die zur
Herstellung von Chiméren genutzt werden konnen, standen prinzipiell zur Auswahl. Die erste
Methode beruht auf der Nutzung von Restriktionsenzymen, jedoch enthilt die DNA des MPR
46 keine geeigneten Restriktionsschnittstellen. Die zweite Methode beruht auf der
Phosphothioat-Methode (Nakymaye und Eckstein 1986). Hier mufl Einzelstrang-DNA
priapariert und die chimdre DNA umkloniert werden, diese Einzelstrangprédparation ist
kompliziert und sehr zeitaufwendig. Die dritte Methode war die "QuickChange™ Site-
Directed Mutagenesis", die ich verwendet habe. Sie hat den Vorteil, dal keine
Restriktionsschnittstellen benotigt werden, keine Einzelstrang-DNA prépariert werden mulfl
und jeder Vektor verwendet werden kann. AuBerdem wird eine Polymerase, die Pfu-DNA-

Polymerase, verwendet. Sie besitzt im Vergleich zur Tag-DNA-Polymerase eine 3°-
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5 Exonuklease-Aktivitit, dadurch verringert sich die Fehlerrate beim Amplifizieren der DNA.
Es wurden in einem DNA-Insert von 834 bp durch 9 Mutagenesen nacheinander je 1-3
Basenpaare ausgetauscht. Insgesamt wurden 16 Basenpaare verdndert. Das Insert wurde nach
der neunten Mutagenese vollstindig sequenziert, es war fehlerfrei.

Nachdem die Chiméren in eukaryonte Zellen stabil transfiziert und zur Expression gebracht
wurden, wurde die Bindung der chimidren MPR 46 an die PM-Sepharose getestet. Durch die
Bindung an die PM-Sepharose wurde die Fihigkeit, Liganden zu binden, und die Faltung der
chimiren MPR 46 iiberpriift. *>S-markierter MPR 46 aus transfizierten BHK-Zellen wurde bei
einem pH-Wert von 7,0 unterschiedlich effizient an die PM-Sepharose gebunden. Die
Chiméren MM3 und MM4 konnten schlechter an die PM-Sepharose binden, als der humane
Rezeptor. Alle anderen chimiren Rezeptoren konnten ebensogut wie der humane Rezeptor
binden. Der Austausch z.B. von einer basischen zu einer sauren Aminosdure in der Chimére
MM3 oder von einem Lysin zu einem Arginin in der Chimédre MM4 konnten zu einer kleinen
Konformationsidnderung gefiihrt haben, so dall diese Mutante nicht mehr so effizient an die
PM-Sepharose gebunden hat. Weiter konnten die Pufferbedingungen fiir die Ligandbindung
der Chimdre MM3 durch die Ladungsidnderung nicht mehr optimal sein. Diese Optimierung
der Bindung wurde aus Zeitgriinden nicht durchgefiihrt, denn die aufgereinigte Menge der
chimdren MPR 46 war ausreichend, um die Epitopanalyse mittels ELISA durchfiihren zu
konnen. Alle chimdaren MPR 46 binden an die PM-Sepharose, die Ligandbindungsstelle der
Chiméren ist somit richtig gefaltet und die Funktionalitit der Ligandbindung bestétigt.

4.2.2 Epitopanalyse

Eine standardisierte Menge gereinigter chimidrer MPR 46 wurde an ELISA-Platten gebunden,
um die Reaktivitit der mAk mit den Chiméren im Vergleich zum humanen Rezeptor zu
testen. Die Standardisierung erfolgte mit dem polyklonalen Antikorper, der gegen die
cytoplasmatische Doméne des MPR 46 gerichtet ist. Vorher wurde iiberpriift, ob die
cytoplasmatische Domine nicht degradiert war. Es wurden peptidspezifische Antikorper
(anti-MPR 46 242-251, 223-237, 211-227, 186-200) gegen die cytoplasmatische Doméne
eingesetzt. Die peptidspezifischen Antikorper decken die gesamte cytoplasmatische Domine
(Aminosaduren 185-252) des MPR 46 ab und konnten alle den MPR 46 detektierten. Ihre
Bindung war sogar in einigen Fillen besser als die des polyklonalen Antikorpers, der gegen
die cytoplasmatische Domédne gerichtet ist (die Werte wurden nicht gezeigt). Die
cytoplasmatische Doméne war also intakt, der MPR 46 konnte mit dem polyklonalen

Antikorper standardisiert werden.
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Es wurde fiir fast alle Bereiche der luminalen Domine des MPR 46, in denen Aminosiduren
ausgetauscht wurden, mAk gefunden, die diese als postuliertes Epitop haben. Einige mAk
zeigten bei der Analyse der Chiméren einen deutlichen Abbruch der Erkennung der chiméren
MPR 46 nach einer bestimmten Mutation. Sie erkannten einen chimdren MPR 46 noch gut
und den nichsten chimdren MPR 46 gering, d.h. nur noch unter 5%. Diese mAK besitzen ihr
Epitop bei der abbrechenden Chimére, z.B erkannte der 15A1 die Chimédre MM1, aber nicht
mehr die Chimidre MM?2. In der Chiméire MM?2 wurden die humanen Aminosiduren 13, 17 und
18 gegen Maus-Aminosduren ausgetauscht, der mAk hat sein potentielles Epitop um den
Aminosadurebereich 13-18. Die ELISA-Daten ergaben aber nicht bei allen mAk ein
eindeutigen Abbruch der Erkennung der chiméidren MPR 46. Sie zeigten fiir mehrere Chiméren
ein Signal von 5-20% und erst danach einen Abbruch der Erkennung der chimédren MPR 46.
Ihnen wurde ein groBBerer Aminosdurebereich als potentielles Epitop zugewiesen (z.B. 11B6
mit den Aminosdurebereich 13-27). Ein Epitop kann eine Grée von 6 bis 15 Aminosduren
haben (Klein 1991), deshalb konnte der gesamte Aminosdurebereich als Epitop gelten.
Moglicherweise ist das potentielle Epitop aber auch nur ein Teil des oben genannten
Aminosdurebereichs dieser mAKk.

Die ELISA-Daten der chimédren MPR 46 zeigten, dafl einige mAk eine sehr gute Reaktivitit
fiir den chimdren MPR 46-MM4 besa3en. Diese gute Reaktivitidt konnte durch den Austausch
von Lysin zu Arginin verursacht worden sein. Es konnte zu einer Konformationsinderung
gekommen sein, bei der die Struktur dieses Aminosiurebereichs besser exponiert sein konnte.
Die Chimédren MMS5 und MMG6 zeigten nach einem oft erhohten Signal der Chimidre MM4 ein
niedriges Signal. Diese niedrigen Signale wurden als relevant betrachtet, wenn die Bindung
der mAK an die Chimiren iiber 20% lag. Dieser Wert ist so aufgrund der MeBergebnisse
gewihlt, es kann jedoch nicht ganz sicher ausgeschlossen werden, dall der Abbruch der
chiméiren MPR-Erkennung in einigen Fillen vielleicht doch schon friiher erfolgt.

Die Einteilung der mAk auf bestimmte Epitope sollte durch Peptidanalyse bestitigt werden.
Dafiir mufite zunidchst getestet werden, ob die mAk einen reduzierten und alkylierten
Rezeptor erkennen. Dieses wiirde bedeuten, daf} sie eine linearisierte Aminosiduresequenz
erkennen wiirden. Die Antikorper, die ihr Epitop im vorderen Bereich der luminalen Doméne
besitzen (Aminosiure 13-27) konnten schon im Westernblot den reduzierten MPR 46 nicht
erkennen. Sie besitzen vermutlich ein diskontinuierliches Epitop. Von den 28 anderen mAk
konnten 14 den reduzierten und alkylierten MPR 46 erkennen. Diese Antikorper konnten fiir

die Peptidanalyse genutzt werden.
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Es sollte eine Auswahl von Peptiden anhand der 3-D-Struktur der luminalen Domine des
bovinen MPR 46, die am Ende meiner Arbeit vertffentlicht wurde (Roberts et al. 1998),
getroffen werden. Die Epitope um Aminosdure 46, Aminosiduren 56-59 und Aminosdure 72
waren fiir uns von Interesse. Anhand der Doménenaufteilung der Struktur wurden drei Peptide
ausgewdhlt, dazu gehoren die Peptide 38-51, 64-76 und ein Peptid, das u.a. die Aminoséduren
56-59 enthilt. Die Doménenstruktur und die Lage der Cysteine wurde beriicksichtigt, um
mogliche Faltungsprobleme des Peptids zu vermeiden. Es wurde deshalb moglichst immer
eine gesamte Doméne, z.B. P-Faltblattstruktur, ausgewihlt. AuBerdem wurden die
Aminosduresequenzen so gesetzt, dal} keine Cysteine in der Peptidsequenz enthalten waren.
Das Peptid mit den Aminosduren 56-59 enthilt jedoch eine genutzte N-Glykosylierungsstelle
(Wendland et al. 1991a); synthetische Peptide sind dagegen unglykosyliert.

Die mAk wurden deshalb auf ihre Tauglichkeit, den nicht-glykosylierten, reduzierten und
alkylierten MPR 46 zu erkennen, getestet. Vier mAk mit den postulierten Epitopen 56-59 und
56-72 erkannten eine lineare Aminosduresequenz, drei von ihnen (15C5, 27AS5 und 30A3)
erkannten den nicht-glykosylierten Rezeptor nicht. Dieses konnte ein Hinweis auf ihr
postuliertes Epitop um die Aminosduren 56-59 bzw. 56-72 sein, denn sie bendtigen die
Glykosylierung fiir ihre Epitoperkennung. Der mAk 19A4 erkannte den nicht-glykosylierten
Rezeptor, dieser hat vermutlich eher sein Epitop bei Aminosidure 72. Eine endgiiltige
Festlegung des Epitops wire somit eher mit einem glykosylierten Peptid moglich, welches
aber nicht zur Verfiigung stand. Die mAk 11B2 mit dem Epitop, welches die Aminosédure 46
enthélt, und 10B1, 15B6, 18C4, 26A3, 26D6 mit dem Epitop, welches die Aminosdure 72
enthilt, erkannten den nicht-glykosylierten Rezeptor, benotigen demnach keine
Glykosylierung. Dieses ist ein zusdtzlicher Hinweis, der ihr mogliches Epitop bestitigt, da
diese keine Glykosylierungsstellen enthalten.

Die biotinylierten Peptide 38-51 und 64-76 wurden im ELISA getestet. Die ELISA-Platten
wurden mit Neutravidin beschichtet, die Peptide gebunden und die Bindung der mAk an die
Peptide untersucht. Nur ein Antikorper, der 15B6, zeigte ein starkes Signal fiir das Peptid 38-
51. Der Grund, daB alle anderen mAk keines der beiden Peptide erkannten, konnte sein, daf
sie ein anderes oder gegebenfalls diskontinuierliches Epitop besitzen oder die Faltung des
Peptids nicht stimmt. Die Peptide wurden zwar sorgfiltig anhand der Doménenstruktur und
der Lage der Cysteine ausgewdhlt, trotzdem konnten Probleme mit der Faltung der Peptide
auftreten, wenn z.B. weitere rdumliche Strukturen fiir die Faltung notwendig sind.

Der mAk 15B6 erkannte das Peptid 38-51 im ELISA. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch

zu der Epitopkartierung der Chimérenanalyse, dort haben wir dem mAk 15B6 das potentielle
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Epitop um die Aminosiure 72 zugeschrieben. Diese Daten der Epitopkartierung der chiméren
MPR 46 und der Peptidanalyse miissen kritisch betrachtet werden. Fiir den ersten Punkt stellte
sich die Frage, wie die Abbnahme des Signals nach dem chimiren MPR-46-MM4 zu
bewerten ist. Die Signalstirke des mAk 15B6 fiir die Chimidren MMS5 und MMB6 liegt iiber
20% und die Abnahme des Signals von den chimédren MPR-46-MM5 und -MM6 erbrachte
eine Verringerung um ein Drittel des Signals der Chimére 4. Folglich ist die Signalstdrke gut
auswertbar und der Signalabfall nicht so stark, dal die Signale nicht beachtet werden sollten.
Die Peptidanalyse im ELISA ergab immer sehr gute Signale fiir das Peptid 38-51 und immer
sehr schwache Signale fiir das Peptid 64-72. Letztere Werte waren zu schwach, um signifikant
ausgewertet werden zu konnen. Eine Erkldrung konnte sein, dafl dieser Antikorper ein sehr
groBes und diskontinuierliches Epitop besitzt. Da der mAk 15B6 einen reduzierten und
alkylierten Rezeptor erkennt, muf3 auf jeden Fall ein groBer Teilbereich des Epitops eine
lineare Aminosduresequenz sein, sie konnte einen Teil des Peptids 38-51 enthalten. Dieser
Teil des Epitops muf3 ausreichend sein, um von dem mAk 15B6 detektiert werden zu konnen.
Der fehlende Teil des Epitops konnte die Aminosdure 72 enthalten und ausreichend sein um
im ELISA den chimdren MPR-46-MM6 detektieren zu konnen. Es wiren also beide
Aminosdurebereiche, um die Aminosdure 46 und um die Aminosédure 72, notwendig, um das
Epitop des 15B6 zu bilden. Die Aminosdurebereiche mit den Aminoséduren 46 und 72 liegen
auBerdem im 3-D-Modell nahe nebeneinander (Abb. 25, Pfeil). Die Erkldrung eines
diskontinuierlichen Epitops fiir den mAk 15B6, der sein Epitop bei der Chimirenkartierung
bei der Aminosédure 72 und nach Peptidanalyse bei der Aminosdure 46 hat, kiime durch diese

direkte Nachbarschaft der Aminosaurebereiche in Betracht.

4.3 Korrelation der Inhibitionsdaten und der Epitopkartierung

Die Daten aus den Inhibitionsversuchen und der Epitopkartierung sollten mit einer
dreidimensionalen Struktur des MPR 46 korreliert werden. Es wurde daher ein
Insektenzellexpressionssystem optimiert, um die luminale Doméne des humanen MPR 46 zu
exprimieren. Aus Institutsbestinden wurde ein Bacculovirus mit der DNA der luminalen
Doméne des MPR 46 genutzt (erhalten von Prof. Dr. R. Pohlmann und Dr. J. Landgrebe). Der
Bacculovirus wurde zur Infektion der Insektenzellen eingesetzt, die schlieBlich den 16slichen
Rezeptor produzierten und ins Medium abgaben. Es wurden nach der Optimierung mg-

Mengen loslicher Rezeptor aufgereinigt. Dieser wurde in Kristallographiestudien eingesetzt.
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Durch die Mikroheterogenitit des Rezeptors wurden keine Kristalle erhalten. Am Ende
meiner Arbeit veroffentlichten Roberts er al. (1998) die dreidimensionale Struktur der
luminalen Domiéne des bovinen MPR 46. Diese Gruppe kristallisierte einen nicht vollstindig
glykosylierten Rezeptor. Er war nur am Asparagin 87 glykosyliert (Abb. 25), die anderen vier
Asparagine wurden gegen Glutamat substituiert. Die Heterogenitidt dieses Rezeptors war
demnach geringer. Ich nutze nun die dreidimensionale Struktur fiir die Interpretation meiner

Inhibitions- und Epitopkartierungsdaten.

Abb. 25: Dreidimensionale Struktur der extracytoplasmatischen Domiine des bovinen
MPR 46 mit 4 Substitutionen der Asn zu Glu (Roberts ef al. 1998)

Die B-Faltblitter sind als Pfeile und die a-Helix als Zylinder dargestellt. Die Numerierung bezieht sich auf die
reife Proteinsequenz. Die B-Faltblattstrukturen sind vom N-Terminus numeriert und beginnen mit 1, die o-Helix
ist mit A gekennzeichnet. Die Disulfidbriicken sind als griine Ball-Stock-Modelle dargestellt. Die fiinf
potentiellen N-Glykosylierungsstellen sind als gelbe Streifen dargestellt. Das Mannose-6-phosphat ist als
goldenes Ball-Stock-Modell abgebildet. Die pinkfarbene Schleife besitzt eine andere Elektronendichte als die
anderen Strukturen. Der Pfeil zeigt auf die Schleife, die die Aminosdure 72 enthélt, und das B-Faltblatt, das die

Aminosiure 46 beinhaltet.

Das Epitop um die Aminosdure 72 befindet sich am Ende der Schleife zwischen dem dritten
und vierten [-Faltblatt. Dieses Epitop enthilt keine wichtigen Aminosiduren fiir die
Ligandbindung, erst die Aminosidure 66 bildet eine Wasserstoffbriicke zum Mannosering.
Aber diese Schleife liegt nach dem Modell in direkter Ndhe des Mannose-6-Phosphats des
Liganden, deshalb konnten die Antikorper dieser Gruppe die Ligandbindung stark inhibieren.
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Das Epitop um die Aminoséure 46 befindet sich am Anfang der zweiten [3-Faltblattstruktur. In
direkter Nachbarschaft liegt das Tyrosin 45, welches eine Wasserstoffbriicke zum
Mannosering herstellt und auerdem auf einer flexiblen Position liegt. Das Tyrosin bindet
aber nicht an die Phosphat-Gruppe des Mannose-6-Phosphats, deshalb konnten diese mAk
partiell die Ligandbindung inhibieren.

Das Epitop mit den Aminosduren 56-59 befindet sich auf der Schleife zwischen dem zweiten
und dritten B-Faltblatt, welches nach dem Modell nicht in der Nihe der Ligandbindungsstelle
liegt. Hier befinden sich keine wichtigen Aminosduren, die in Wechselwirkung mit der
Mannose stehen. Erst die Aminosdure 66 bildet wieder eine Wasserstoffbriicke zum
Mannosering. Die mAk mit dem postulierten Epitop um die Aminosiduren 56-59 konnen die
Ligandbindung nicht signifikant, partiell und stark inhibieren. Die Erkldrung liegt vermutlich
darin, da3 die mAk mehr oder weniger stark in Richtung Aminoséiure 66 ihr Epitop haben und
damit die Ligandbindung in unterschiedlichem Ausmal sterisch beeinflussen konnen. Durch
die fehlende Glykosylierung in dem 3-D-Modell ist diese Erkldrung nur begrenzt giiltig. Eine
Glykosylierung konnte die rdumliche Struktur veridndern.

Die mAk mit den Epitopen 13-18,13-24 und 13-27 der luminalen Doméne konnten im
Westernblot nicht den reduzierten Rezeptor detektieren. Sie besitzen vermutlich ein
diskontinuierliches Epitop. In diese Gruppe gehoren nicht-signifikant, partiell und stark
inhibierende mAk. Die Epitope befinden sich nach dem 3-D-Modell vor der a-Helix oder im
Bereich der a-Helix, die auf der abgewandeten Seite der Ligandbindungsstelle liegt. Deshalb
ist es sehr wahrscheinlich, da die mAk nicht die Ligandbindungsstelle derselben
Untereinheit inhibieren. Da sie aber vermutlich ein konformationsspezifisches Epitop
besitzen, kann der Antikorper auch an anderen Stellen des MPR 46 binden und somit die
Ligandbindung inhibieren. Zur Erkldrung einer sterischen Inhibition durch mAk, die im
Bereich 13-27 binden, kdme z.B. das Dimer in Betracht. Die Monomere sind nach Roberts et
al. (1998) so zusammengelagert, daf die Ligandbindungsstellen jedes Monomers nach au3en
zeigen, wobei die eine unten und die andere oben im Dimer liegt. Auf der abgewandten Seite
befindet sich jeweils die Helix, d.h. die Ligandbindungsstelle des einen Rezeptors liegt neben
der Helix des zweiten Monomers. Deshalb konnte ein mAk die Ligandbindung stark oder
partiell inhibieren (z.B. 9D2 und 10C3).

Der mAk 25D5 erkennt alle chimédren MPR 46. Sein Epitop liegt nach der Aminoséiure 126,
also am Ende der luminalen Doméne. In der Immunsorption erkannte der mAk 25D5 den
loslichen Rezeptor besser als den Rezeptor mit dem Membrananker und der

cytoplasmatischen Doméne. Er konnte also gut am Ende der luminalen Doméne binden. Das
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Epitop befindet sich weit entfernt von wichtigen Aminosiuren, wie z. B. Arg 111 und His
105. Der Antikorper kann vermutlich deswegen auch nicht signifikant inhibieren. Das 3-D-
Modell ist fiir diesen Antikorper limitierend, da nur die luminale Doméne kristallisiert wurde
und deshalb kein Membrananker vorhanden ist.

Sobald die Computerdaten von den Datenbanken freigegeben werden, sollen die Epitope in
dreidimensionaler Sicht auf ihre Nihe zur Ligandbindungsstelle analysiert werden. Auflerdem
sollten die Antikorper in das Computerprogramm integriert werden, damit erkannt werden
kann, wie weit der Radius der Antikorper ist, um die Ligandbindung sterisch beeinflussen zu
konnen.

Die Einteilung der mAk beziiglich der Inhibition der Ligandbindung und der postulierten
Epitope wurde durch die dreidimensionale Struktur im groen und ganzen bestitigt. Die

Chimérenanalyse fiihrte also zu einem aussagekriftigen Ergebnis.
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5 Zusammenfassung

Monoklonale Antikorper gegen die luminale Domidne des MPR 46 wurden auf ihre
inhibitorische Wirkung der Ligandbindung des MPR 46 untersucht. Die mAk reagierten mit
der humanen Aminosduresequenz; nicht jedoch mit der Maus-Aminosduresequenz. Deshalb
konnte fiir die Epitopkartierung die Reaktivitit der mAk mit Maus-/Mensch-Chiméren des
MPR 46 getestet werden. Die postulierten Epitope und die Hemmung der Ligandbindung
wurden mit der Ligandbindungsstelle aus dem kiirzlich veroffentlichten 3-D-Modell der
luminalen Domine der MPR 46 verglichen.

Der Bereich um die Aminosédure 72 liegt von allen Epitopen, die durch mAk erkannt wurden,
dem Mannosering des Liganden am nichsten. Nach der Chimirenanalyse haben hier acht
mAKk gebunden, von denen sieben die Ligandbindung stark hemmten. Der mAk 15B6, der in
diesem Bereich gebunden hat, hemmte die Ligandbindung partiell. Das Epitop um die
Aminosduren 46 befindet sich auf der Schleife zwischen dem ersten und zweiten B-Faltblatt.
Das benachbarte Tyrosin 45 bildet eine Wasserstoffbriicke zum Mannosering des Liganden.
Von vier mAKk, die dieses Epitop erkennen, hemmten drei die Ligandbindung partiell, einer
stark. Auf der Schleife zwischen dem zweiten und dritten -Faltblatt liegt das Epitop um die
Aminosduren 56-59. Entsprechend der relativ grolen Entfernung zur Ligandbindungsstelle
zeigte nur ein Teil der hier bindenden mAk eine inhibitorische Wirkung. Das Epitop um die
Aminosdauren 13-27 liegt vor und auf einer o-Helix, welche sich auf der zur
Ligandbindungsstelle abgewandten Seite befindet. Die mAk, die dieses Epitop erkennen,
zeigten einen heterogenen Effekt beziiglich der Hemmwirkung. Die Hemmwirkung der mAk
korreliert also im grofen und ganzen mit der Lage der postulierten Epitope in Bezug zur
Ligandbindungsstelle.

Einzig der mAk 15B6 konnte von 14 mAKk, die einen reduzierten und alkylierten Rezeptor
erkannten, ein Peptid erkennen. Der mAk 15B6 erkannte das Peptid 38-51, wohingegen die
Analyse der Chimiren auf ein Epitop um die Aminosdure 72 hinweist. Da diese beiden
Aminosdurebereiche im 3-D-Modell direkt nebeneinander liegen, konnte der mAk 15B6 ein
grof3es, diskontinuierliches Epitop besitzen. Das Epitop um die Aminosduren 56-59 enthilt
eine Zuckerseitenkette. Die mAk 15C5, 27AS5 und 30A3 mit diesem postulierten Epitop
erkannten nicht den nicht-glykosylierten, reduzierten und alkylierten Rezeptor, woraus ein

zusitzlicher Hinweis fiir ihr Epitop resultiert.
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