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Abstrakt

Das Nervensystem wird von einer Reihe von Toxinen unterschiedlichen Herkunft
angegriffen. Eine Gruppe von diesen Toxinen gehort zur Familie der Clostridien
Neurotoxinen (CNT). Die Clostridien Neurotoxine, Tetanus (TeNT) und die sieben
serologische Botulinum Neurotoxinen (BoNT/A-BoNT/G) sind fiur die zwei todlich
verlaufenden Erkrankungen (Tetanus, ,Wundstarrkrampf‘ und Botulismus)
verantwortlich. BONT hemmt die Acetylcholinausschiittung an den neuromuskularen
Synapsen, wodurch es zu einer schlaffen Lahmung der Skelettmuskulatur kommit.
Dem entgegen verhindert TeNT die Freisetzung von inhibitorischen

Neurotransmittern GABA und g-Aminobuttersdure in die Interneuronen. Es kommt zu
einer spastischen Paralyse in Begleitung von Krampfen. Clostridien Neurotoxine
werden als ein einkettiges inaktives Protein mit einem Molekulargewicht von 150 kDa
intrabakteriell hergestellt. Dieses Protein kann durch Proteasen in zwei Ketten
gespalten werden. Das Di-chain-Toxin besteht aus eine schwere Kette (H) mit
~100 kDa Molekulargewicht, und eine leichte Kette (L) von -~50 kDa
Molekulargewicht. Beide Ketten sind durch eine Disulfidbriicke miteinander
verbunden. Die schwere Kette kann durch Papain wiederum in zwei funktionale
Untereinheiten gespalten werden. Die C-terminale Domé&ne (Hc¢) ist fur die
neurospezifische Bindung, und der N-terminale Bereich (Hy) fur die Translokation der
leichten Kette durch Membran ins Zytosol verantwortlich. Die leichte Kette (L) ist das
aktive Zentrum und fur die proteolytische Aktivitat der CNT innerhalb der Zelle
zustandig. Die CNT sind Zn**-metalloproteasen. Die spalten innerhalb der Zellen
einer der SNARE-Proteine (soluble NSF attachment protein receptor). Diese
Proteine sind an der Andockung und Fusion von small synaptic Vesikel (SSV) und
prasynaptische Plasmamembran beteiligt. Jedes Toxin spaltet spezifisch einer von
den SNARE-Proteinen. TeNT, BoNTs B, D, F und G spalten Vesikel-assoziiertes
Membranprotein (VAMP; wird auch synaptobrevin genannt); BoNTs A, E und C;
spalten Synaptosomen-assoziiertes Protein von 25 kDa (SNAP-25); BONT/C; spaltet
aul3erdem syntaxin.

Durch drei Stufenprozess wird die Aufnahme und die toxische Aktivitdt von CNT
erklart: Bindung an Zelloberflache, Translokation in das Zytosol und Spaltung der
Substrate.

In dieser Arbeit wurde die Translokation und die Wirkung von Clostridientoxine durch
die Membran von chromaffinen Zellen als in vitro Modell untersucht. Tetanus und
Botulinumneurotoxinen Typ A und B binden erst selektiv an negativ geladenen
Oberflachen, Polysialogangliosiden, der prasynaptischen Membran, besonders an
GDip (TeNT), GTip, und GDia (BOoNT/A), die nur in das ZNS vorkommen. Der
gangliosidbindende Bereich ist auf den C-terminalen Teil (34 Aminoséauren fir TeNT
und die 30 AS fur BoNT/A) von schwerer Kette lokalisiert. Es wird vermutet, dass es
sich bei der Bindungsstelle fiir Clostridientoxine um einen Doppelrezeptor handelt,
dessen einer Teil ein Gangliosid ist, wahrend der andere Teil aus einem von
neuronalem Gewebe exprimierten Protein, an dem CNT mit Hx-Teil binden kdénnen,
besteht. Wie aus dieser Arbeit zu sehen ist, ist diese Bindungsstelle vor allem in
sauren pH-Wert (<5) fur die Toxine erkennbar (Verfiigbarkeit der Bindungsstelle) und
fur TeNT und BoNT unterschiedlich.

Die Neurotoxine zeigen eine Homologie von 30-50% in ihre Aminoséauresequenz und
durch die kristallographischen Untersuchungen zeigen die &hnlichen drei-



dimensionalen Strukturen auf. Nach der Bindung an Zelloberflache wird das Toxin in
Endosom Uber rezeptorvermittelte Endozytose aufgenommen. Vakuolare ATPase ist
beteiligt an spezifischem veskularen Transport, wie in Prozess der pH-gradient. Nach
der Ansauerung des endosomalen Kompartiments kommt zu einer
Konformationsédnderung des amphiphilen/transmembranen Segments der schweren
Kette, das wiederum die Transportkandale fur die leichte Kette bilden. In Zytosol wird
das Toxin durch das Enzym Thioredoxin-Reduktase in die leichte und schwere Kette
reduziert. Die L-Kette besitzt Zn**-metalloproteolytische Aktivitat und spaltet einer der
SNARE-Proteine. Es kommt zur Hemmung der Neurotransmitterfreisetzung.
Bafilomycin, welches die Protonen-transportierende ATPase hemmt und dadurch die
Ansauerung der Vesikelunterbindet, verhindert die Blockade der Exozytose. Dieser
Schritt wurde in chromaffinen Zellen ndher untersucht. Intakte chromaffine Zellen
sind unter physiologischen Bedingungen gegenuber Tetanustoxin unempfindlich und
nur gering sensibel gegenuber Botulinumtoxin Typ A. Um die Zellen gegentiber von
CNT sensibilisieren zu konnen, werden die Zellmembranen mit Gangliosiden
angereichert. Somit gilt dieses Zellsystem als gutes Werkzeug zur Untersuchung der
pH-abhangigen Translokation von Clostridientoxinen und die Rolle deren
Proteinfragmente. Zunachst wurden die Zellen mit Phosphatpuffer (pH-Wert = 5.0)
und dem jeweiligen Neurotoxin (TeNT und Botulinumtoxinen Typ A und Typ B)
inkubiert. Unter diesen experimentellen Bedingungen gelangte das Toxin unter
Umgehung des endosomalen Kompartiments vom extrazellularen Raum direkt ins
Zytosol. In einem weiteren Experiment wurde gezeigt, dass durch Zusatz von
Bafilomycin A; die Wirkung der CNT aufgehoben wird. Die Wirkung von TeNT und
BoNT/B auf die chromaffinen Zellen erwiest sich als temperatur- und
energieabhangig. Bei BONT/A war aber die Hemmung der Noradrenalinausschittung
temperaturunabhangig. Mit rekombinant (rec.) hergestellten Fragmente konnte
zwischen Bindung und Transport diskriminiert werden. Dazu wurden folgende
Konstrukte verwendet: Ein rekombinant hergestelltes LHy-Fragment von TeNT mit
Doppelmutation in der leichten Kette (Austausch von zwei Aminosauren H
(Histidin)®? in V (Valin)®* und E (Glutaminsaure)®** in Q (Glutamin)?®**), das nicht
mehr in der Lage ist Synaptobrevin Il zu spalten, sowie ein rec.LHx-Fragment mit
intakter leichten Kette. Beiden Fragmenten fehlt der Hc-Teil der schweren Kette, der
Teil, der fur die Bindung an Gangliosiden zustandig ist. Rekombinant hergestellte
LHn-Fragmente, denen der gangliosiderkennende Bereich (Hc-Teil) fehlt, hemmen in
chromaffinen Zellen beim niedrigen pH-Wert die Katecholaminfreisetzung nicht.
Werden sie dagegen durch Elektroporation in die Zellen gebracht, blockiert das
intakte rec.LHn-Fragment die Exozytose. Die Versuche zeigten, dass beide
rekombinant hergestellte LHn-Fragmente in der Lage sind, die Wirkung des
Holotoxins kompetitiv zu hemmen. Aul3erdem wurde eine Aufhebung der Wirkung
der Toxine auf die Neurotransmitterausschittung durch Zusatz des
Protonenpumpenhemmers Bafilomycin A;, erzielt. Diese Effekte waren vor allem im
sauren Milieu zu beobachten. Die Aufhebung der Toxinwirkung durch Bafilomycin A;
und die kompetitive Hemmung der TeNT durch seine rekombinant hergestellten
LHN-Fragmente bestatigen die Vermutung, dass ein Membranrezeptor fir die
Aufnahme der Toxine in neuronale Zellen verantwortlich ist. Da das Hy-Fragment der
schweren Kette bei Tetanus und Botulinumtoxin nicht identisch ist, kommen
unterschiedliche Rezeptoren fiir deren Aufnahme in Nervenzellen in Frage.

Schlagworte: Clostridientoxine, Tetanus und Botulinum Neurotoxinen, chromaffine
Zellen.



Abstract

Nerve terminals are specific sites of action of very larg number of toxins produced by
many different organisms. One of them is the clostridial neurotoxin (CNT) family.
They are composed of tetanus neurotoxin (TeNT) and seven serotypes of botulinum
neurotoxins (BoNT/A-BoNT/G). CNTs are responsible for two deadly neuroparalytic
syndromes in human (tetanus and botulism). BoNTs block the release of
acetylcholine at the neuromuscular junction to cause flaccid paralysis, while TeNT

blocks the release of neurotransmitters such as glycine and ¢g-aminobutyric acid
(GABA) in the inhibitory interneurons of the spinal cord, resulting in spastic paralysis.
Clostridial neurotoxins are all produced as singel inaktive polypeptide chains of
150 kDa that are cleaved by tissue proteinases into two chains. A heavy (H) chain of
~100 kDa and a light (L) chain of ~50 kDa linked by a singel disulfide bond. The H
chain can be further cleaved into two chains by papain. The C-terminal chain, Hc,
bind to the target cell surface and the N-terminal domain, Hy, is involved in
translocating the toxin across the membrane. The L chain is responsible for the
intracellular activity of CNTs. Clostridial neurotoxins act inside nerves and block
neurotransmitter release via their Zn**-metalloproteolytic activity directed specifically
on SNARE (soluble NSF attachment protein receptor) proteins. These proteins are
involved in multiple steps leading to the docking and fusion of small synaptic vesicles
(SSVs) with the presynaptic plasma membrane. Each neurotoxin attacks a specific
target component: TeNT, BoNTs B, D, F and G specifically cleave the
vesicle-associated membrane protein (VAMP; also called synaptobrevin); BoNTs A,
E and C; cleave a synaptosomal associated protein of 25 kDa (SNAP-25) by specific
hydrolysis; BONT/C; cleaves syntaxin.

The toxic action of CNT is composed of three steps: cell surface binding,
translocation across membranes, and substrate cleavage.

The present study examines the kinetic of TeNT, BoONTs A and B in chromaffin cells
as in vitro membrane model. Thus, these cellular system represent valuable tools to
study the pH-dependent translocation of clostridial toxins and the role different
fragments play.

The first step of CNTs internalization starts with Hc binding to gangliosides. The
C-terminal domain of TeNT binds with 34 amino acid sequence to gangliosides of the
di- and trisialo series GD;, and BoNT/A with 30 amino acid of Hc-fragment to GTyp
and GDj.. In the “double receptor” model proposed for this step, binding of
gangliosides with Hc and with N-terminal domain (Hy) of H to a putative protein
receptor, which appears at the presynaptic side of the synapse during exocytosis and
only at low pH. We found that this an integral membrane protein is different for TeNT
and BoNTs and it is responsive only at low pH (<5). The neurotoxins share a
homology in the amino acid sequence of 30-50% and recent crystallographic
analyses of BONT/A and B show similar three-dimensional structures. Hereby, we
provide evidences for the existence of analogue ganglioside binding sites in BONT/A
and B. After entering neurons via receptor-mediated endocytosis are CNTs then
located in the endosomale compartment. To attacks their substrate in the cytosol,
they must cross the hydrophobic barrier of the vesicle membrane. The acidification of
the vesicle lumen by a proton pumping ATPase in the vesicle membrane leads to
conformational changes in the Hy-fragment of toxin. Subsequently, the CNTs are
cleaved by the thioredoxin reductase in thier two chains, the LC and H. LC is a
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Zn**-metalloprotase, which attacks and cleaved one of the SNARE proteins. So
transmitter release is inhibiting. Bafilomycin, an inhibitor of the vesicular H*-ATPase,
prevents translocation of CNTs and thereby the block of transmitter release. This
step was investigated in more detail using chromaffin cells. In an experimental set
up using chromaffin cells we have mimicked the intraendosomal conditions. Since
chromaffin cells lack receptors for clostridial neurotoxins, these toxins will not block
secretion of epinephrine under physiological conditions, i.e. when intact cells were
exposed to the toxin, although exocytosis of the hormone is controlled by neurotoxin
sensitive SNAREs. We mimicked, in a reverse manner, the conditions that govern the
translocation through the endosomal membrane.

Preincubation of the cells with ganglioside increased the binding capacity. Exocytosis
is inhibited, however, when the cells exposed to CNTs at low pH (<5) similar to the
pH in endosomes. The translocation into chromaffin cells was only slightly inhibited
by bafilomycin treatment, suggesting that TeNT reached the cytosol and bypassed
the endosomal compartment. The effect of TeNT and BoNT/B in contrast to BONT/A
(hit and run drug) in chromaffin cells strongly depends on temperature while
proteolysis in vitro does not.

Tetanus toxin, recombinant (rec.) L-Hy-active and -inactive and rec.L were applied to
chromaffin cells in buffer of low pH (5.0). Only the whole toxin was capable to inhibit
the hormone release indicating that the Hy domain alone is insufficient to mediate
translocation of the L chain. The active rec.L-Hy, a fragment of TeNT, which does not
contain the two receptor-binding domains, ganglioside- and protein-recognizing
sequences, blocked exocytosis when administered to chromaffin cells by
electroporation, a competition at the level of disulfid bond reduction (the thioredoxin
reductase) can be ruled out. However, both inactive rec.L-Hy (two mutation in the
light chain, exchange from H (Histidin)*** in V (Valin)**? und E (Glutaminsaure)®* in
Q (Glutamin)®*, this LC ist not able to bind ZN?*) and active rec.L-Hy can prevent the
effects of TeNT under the same conditions. The inactive rec.L-Hy are not capable of
interacting with VAMP, because L but not Hy is inactivated. In contrast to this finding
the effect of another clostridial neurotoxin, BoNT/A, maintains in the presence of the
inactive rec.L-Hy. Apparently, interaction of L-Hy, with a yet unidentified binding site
that becomes available only at low pH is essential for the delivery of the L chain into
the cytosol. It remains to be shown whether this binding site is involved in the
translocation process at the endosomal membrane. It is conclude that a Hy site is
involved in translocation of CNTs. This site is different from membrane bound
receptors, is accessible at low pH only and might be responsible for the different
routes by which TeNT and BoNTs are navigated in neurons.

Keywords: Clostridial neurotoxins, Tetanus and botulinum neurotoxin, chromaffin
cells.
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GLOSSAR

GLOSSAR

Acetylcholin (ACh) Ein Neurotransmitter, der an neuromuskularen und bestimmten
zentralen Synapsen freigesetzt wird.

adrenerge Ubertragung Eine synaptische Ubertragung, die von einem Neuron
hervorgerufen wird, das Noradrenalin (Norepinephrin) oder Adrenalin (Epinephrin)
als Transmitter freisetzt.

Agonist Wirkstoff, der die Wirkung eines Neurotransmitters, Hormons oder anderen
Signalmolekils nachahmt.

Aktionspotential Eine kurzfristige elektrische Alles-oder-Nichts-Depolarisation, die
aktiv Uber Axone und einige Dendriten fortgeleitet wird. Dieses elektrische Signal
Ubertragt Information von der Triggerzone eines Neurons zu den axonalen
Endigungen. Die amplitude eines Aktionspotentials betragt etwa 100 mV. Sie wird
durch einen regenerativen Mechanismus aufrechterhalten, der eine
unabgeschwéchte Fortleitung garantiert.

Aktive Zone Spezialisierter Ort an der cytoplasmatischen Membranseite der
prasynaptischen Endigung, an dem Neurotransmitter freigesetzt wird. Die
exozytotische Verschmelzung der transmitterhaltigen Vesikel mit der Membran
erfolgt im Bereich der aktiven Zone.

Andocken Anheftung Transmitter enthaltender synaptischer Vesikel an
Freisetzungsorten der aktiven Zonen in der prasynaptischen Endigung.

Antagonist Wirkstoff, der die Wirkung eines Signalmolekils hemmt.

Calcium (Ca*") Ein fir die Funktion des Nervensystems sehr wichtiges Element. Der
Einstrom von Calciumionen durch regulierte lonenkanéle in der Membran
beeinflusst viele neuronale Stoffwechselprozesse und I6st die Ausschiittung von
Neurotransmittern aus.

Carbachol Ein cholinerger Agonist an muskarinische und nikotinische Rezeptoren.
Carbogen Ein Gasgemisch aus 5% CO; und 95% O..

Endplattenpotential Der exzitatorische postsynaptische Potential von Muskelzellen,
das durch Transmitterausschittung eines Motoneurons hervorgerufen wird und aus
dem gleichzeitigen Fluss von Na* und K* durch den ACh-Rezeptor der Muskelzelle
resultiert. Ein einzelnes Motoneuron erzeugt einen synaptischen Potential von rund
+30 mV.

Exozytose Der Vorgang, durch den synaptische Vesikel Neurotransmitter
ausschatten, indem sie mit der Plasmamembran der Zelle verschmelzen. An den
aktiven Zonen wird die Exozytose durch Proteine erleichtert, die sowohl mit den
synaptischen Vesikeln als auch mit der Membran der Nervenendigungen assoziiert
sind.

GABA (gAminobuttersaure) Wichtigster hemmender Transmitter im
Zentralnervensystem.

Katecholamine Molekile mit einem Catecholring und einer Aminogruppe, zum
Beispiel Dopamin, Adrenalin und Noradrenalin.



GLOSSAR

Kompetitive Inhibitor ist eine Substanz, die direkt mit dem normalen Substrat um die
Substratbindestelle eines Enzyms konkurriert. Das allgemeine Modell fir die
Kompetitive Hemmung lautet:

Kk, k
E+S ” ES —

+ -1

‘|

El + S —— keine Umsetzung

P+E

Art der Hemmung | Michaelis-Menten-Gleichung | Lineweaver-Burk-Gleichung | Effekt des Inhibitors

k tt J— Vmax [S] 717_a KM 17 +1 .o K
ompetitiv 0o — aK, +[S] v, = V. [9] Vo erhdht Ky

Miniaturendplattenpotential Das prasynaptische motorische Axon kann spontan (in
Abwesenheit eines Aktionspotentials) den Inhalt eines einzelnen synaptischen
Vesikels freisetzen. Solche Freisetzungsereignisse rufen spontane synaptische
Miniaturpotentiale hervor. Miniaturendplattenpotentiale weisen alle Eigenschaften
normaler synaptischen (Endplatten-)Potentiale auf. Das synaptische Potential, das
von einem Aktionspotential hervorgerufen wird, resultiert aus dem synchronen
Auftreten vieler Miniaturendplattenpotentiale.

Motoneuron Einer der drei funktionellen Haupttypen von Neuronen. Motoneuronen
bilden Synapsen mit Muskelzellen, Ubertragen Informationen vom Zentralen
Nervensystem und setzen sie in Muskelbewegung um.

noradrenerge Ubertragung Eine synaptische Ubertragung, die von einem Neuron
hervorgerufen wird, das Noradrenalin (Norepinephrin) als Transmitter freisetzt.

Rezeptor, muskarinischer ACh- Der muskarinische ACh-Rezeptor gehort zu einer
groBen Familie metabotroper Rezeptoren, die Second-Messenger-Kaskaden im
postsynaptischen Neuron aktivieren.

Rezeptor, nikotinischer ACh- Der nikotinische ACh-Rezeptor ist ein Beispiel fur
einen ionotropen Rezeptor.

Second Messenger Substanzen, die in der Zelle als Reaktion auf die Bindung eines
Hormons oder Transmitters an Rezeptoren in Zellmembran erzeugt werden.

Sekretion Die Ausschittung von in Vesikeln gespeichertem Material durch
Exozytose. Dabei verschmilzt die Vesikelmembran mit der Aul3enmembran der
Zelle. Es gibt zwei Sekretionsformen, die konstitutive und die regulierte.

Synapse Spezialisierte Struktur zur Kommunikation zwischen zwei Neuronen bzw.
zwischen einem Neuron und einer Muskelzelle. Synapsen lassen sich je nach
Mechanismus der synaptischen Ubertragung in chemische und elektrische
Synapsen unterteilen.

Synaptische Vesikel Membrantse Organellen mit einer hohen Konzentration an
Neurotransmittern, die wahrend der synaptischen Ubertragung durch Exozytose
freigesetzt werden. Da die Exozytose durch einen raschen Ca**-Einstrom ausgelost
wird, stellt dieser Vorgang eine spezialisierte Form der regulierten Sekretion dar. Es
gibt zwei Gruppen synaptische Vesikel: a) Die kleinen Vesikel kommen haufig in der
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aktiven Zone vor und enthalten niedermolekulare Neurotransmitter, ATP und andere
negativ geladene Substanzen. Diese Vesikel enthalten neben Transportern zur
Konzentrierung des Neurotransmitters auch andere Transmembranproteine
(Synaptophysin, Synaptotagmin und Synaptobrevin), die bei Vesikelfusion und
Exozytose eine Rolle spielen. b) Die grol3en Vesikel enthalten eine oder mehrere
Typen von Neuropeptiden, ATP und in noradrenergen Zellen zudem einen
niedermolekularen Neurotransmitter. Diese gro3e Vesikel verschmelzen in der
Regel nur in Bereichen innerhalb der aktiven Zonen mit der Membran der
synaptischen Endigungen.

Zentralnervensystem Eine der beiden anatomischen Untergliederung des
Nervensystems. Das ZNS umfasst das Gehirn und das Ruckenmark.
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

a Steigung

A Ampicillin

ACh Acetylcholin

APS Ammoniumperoxydisulfat

ARA C Cytosine-3-D-arabinoside Hydrochlorid
AS Aminoséure

ATP Adenosintriphosphat

Baf Bafilomycin Az

BONT Botulinum Neurotoxin

bp Basenpaare

CNT Clostridienneurotoxine

DNA Desoxyribonukleinsaure

DMEM Dulbecco’s Minimum Essential Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

E Enzym

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EP Elektroporation

FCS Fotales Kalberserum (fetal calf serum)
FUDR (+) 5-Fluoro-2"-desoxyuridin

GABA g-Aminobuttersaure

3H-NA levo-(7-*H) Noradrenalin

HA Hamagglutinin

HABA 2-[4"-Hydroxy-benzenazo]-benzoesaure
HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsaure
| Inhibitor
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IPTG

kDa

Kwm

LDso

M

MG
Ni-NTA-Agarose
NSF

NTNH

ODs0o
O/N

P
PBS

pH

PIPES
PMSF

rec.

RSA

RT

S

SC

SDS
SDS-PAGE
SNAP 25

a, 3 und g-SNAPs

Isopropyl-1-thio-3-D-galactopyranosid
Kanamycin

kilodalton

Michaelis-Konstante

Dosis, die fur 50% der Tiere todlich ist
molar

Molekulargewicht

Nickel-Nitrilotriacitic acid-Agarose
N-ethylmaleimide sensitive fusion protein

nontoxic-nonhamagglutinating (nicht toxisch
hamagglutinierend)

optische Dichte bei 600 nm
Uber-Nacht-Kulturen (Over Night Culture)
Produkt

Isotonischer Phosphatpuffer
dekadischer

negativer Logarithmus

nicht

der

Wasserstoffionenkonzentration (potentia hydrogenii)

1,4-Piperazindinethansulfonsaure
Phenylmethansulfonylfluorid

rekombinant hergestellte Peptide oder Proteine
Rinderserumalbumin (BSA)

Raumtemperatur

Substrat ([S] = Substrat-Konzentration)

Single Chain

Natriumdodecylsulfat (sodium-dodecyl-sulfate)
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis

Synaptosomal associated protein of 25 kD

soluble NSF attachment protein (ist nicht gleich

SNAP 25)
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SNARE
t-SNARE’s
TEMED
TeNT

Tris
v-SNARE's
VAMP

\Y

Vo

Vimax

ZNS

SNAP-receptor

target-SNARE’s
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin
Tetanus Neurotoxin
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol
vesicle-SNARE's

vesicle associated membrane protein
Volt

Anfangsgeschwindigkeit

maximale Geschwindigkeit

Zentralnervensystem



TOXINVERZEICHNIS UND DEFINITION

TOXINVERZEICHNIS UND DEFINITION

a) Gesamttoxin (nativ):

BoNT/A-G
DC Toxin
DC BoNT/A-B

DC TeNT

Botulinum Neurotoxin, die sieben Serotypen von A bis G
zweikettiges Toxin (Di-Chain)
zweikettige Botulinum Neurotoxine Typ A und Typ B

zweikettiges TeNT

b) Rekombinant hergestellte Toxinfragmente®:

rec.Hc
rec.Hc-TeNT
rec.Hn

rec.LC
rec.LC-BoNT/A-B
rec.LC-TeNT

rec.L-Hy

rec.L-Hn/BoONT/A

rec.L-Hn/TeNT

rec.L-Hn/TeNT-Mutant

SC

rec.C-terminaler Teil der schweren Kette
rec.C-terminaler Teil der schweren Kette von TeNT
rec.N-terminaler Teil der schweren Kette
rec.leichte Kette

rec.leichte Kette von BoNT/A-B

rec.leichte Kette von TeNT

rec.leichte Kette gebunden an dem N-terminalen Teil der
schweren Kette

rec.leichte Kette mit N-terminalem Teil der schweren
Kette von Botulinum Neurotoxin Typ A

rec.leichte Kette mit N-terminalem Teil der schweren
Kette von Tetanus Toxin

rec.zweifach Mutierte leichte Kette (Austausch von zwei
Aminosauren) gebunden an dem N-terminalen Teil der
schweren Kette von Tetanus Toxin

Single Chain

L Alle Fragmente wurden durch Induktion der Expression von Genen in E. coli M 15 [pREP4] rekombinant hergestellt

(siehe Kapitel 5.5).
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1 Einleitung

Neuronale Strukturen, wie z. B. lonenkanéle, Transmitterrezeptoren etc. sind
bevorzugte Angriffspunkte von Toxinen unterschiedlicher Herkunft. Eine Gruppe von
Toxinen, die Clostridien Neurotoxine, hemmen hochspezifisch die Freisetzung von
Neurotransmittern (u. a. Acetylcholin) aus den Neuromuskeln und autonome
Ganglien (92, 178, 239). Acht serologisch definierte Toxintypen sind beschrieben. Alle
zeigen metalloproteolytische Aktivitat (3, 63, 99, 117, 172, 219, 221, 222, 222, 236, 265, 286).

Die Clostridien Neurotoxine, Tetanus- und Botulinumtoxine, sind etwa 1 Million fach
toxischer als Cyanid und somit die starksten bekannten biologischen Gifte. Die Maus
LDso liegt bei ca. 5 pg/Tier.

Clostridium tetani ist ein anaerob wachsendes Bakterium. Es kommt in Sporenform
ubiquitéar vor. Bei einer Wundinfektion vermehrt sich das Bakterium in tiefen,
sauerstoffarmen und schlecht durchblutenden Wunden unter leicht sauren
Bedingungen. Das Tetanustoxin wird bei Autolyse des Bakteriums freigesetzt. Das
Exotoxin gelangt tUber den Blutweg an periphere Nervenendigungen, wird hier
aufgenommen und retrograd in das Riuckenmark transportiert (30, 75, 96, 229, 274). ES
verlasst das Motoneuron und gelangt in prasynaptische Nervenendigungen von
Interneuronen. Hier hemmt das Toxin die Exozytose der inhibitorischen
Neurotransmitter GABA und Glycin (5, 12). Dies fuhrt zu einer spastischen Lahmung
der Skelettmuskulatur. Die charakteristischen Symptome des Tetanus sind
Kontraktionen der Kau- bzw. der mimischen Muskulatur, der Nacken- und
Ruckenmuskulatur und in schweren Féllen der gesamten quergestreiften Muskulatur
(37). Die Erkrankung endet haufig letal, weil eine kontrollierte Atmung nicht mehr
moglich ist. Die Letatilat betragt dabei ca. 50%.

Clostridium botulinum vermehrt sich ebenfalls anaerob und verursacht eine
meldepflichtige Erkrankung (Botulismus), die vor allem nach dem Genuss
ungentgend konservierter Dosennahrung, Fleisch und Fischwaren (proteinreiche
Nahrung) auftritt (100). Es ist auch fur die selten auftretende Neugeborenen- und
Wundbotulismus verantwortlich (9, 11, 166). Die pre-Form des Toxins wird durch den
Intestinaltrakt aufgenommen. Ahnlich anderer Proteine ist Botulinumneurotoxin
sensitiv gegenuber den proteolytischen und denaturierenden Bedingungen im
Gastrointestinaltrakt. Daher ist Botulinumtoxin an nichttoxische Proteine gebunden.
Dieser Komplex ist resistent gegeniber den Verdauungssaften (4s, 111, 169). Er wird
auch Progenitor Toxin genannt.

In Darm bewirkt der schwach alkalische pH-Wert die Trennung des toxischen Teils
vom nicht toxischen Teil. Einige Botulinumneurotoxinassoziierte Proteine haben
hamagglutinierende (HA) Aktivitdt. Weiterhin ist ein nicht toxisches nicht
hamagglutinierendes (NTNH) Protein Bestandteil des Komplexes. Bemerkenswert
ist, dass die 100 Aminosauren der NH-terminalen Seite der NTNH-Teil zu aktiver
Seite von Botulinumneurotoxin homolog ist (43).

Verschiedene Clostridium botulinum Stdmmen produzieren sieben
Neurotoxinserotypen: BoNT/A, BoNT/B, BoNT/C;, BoNT/D, BoNT/E, BoNT/F und
BONT/G (92, 239). Von den sieben Serotypen spielen nur die BoNT/A, BoNT/B,
BoONT/E und BONT/F bei einer menschlichen Intoxikation eine Rolle. Andere
Serotypen, wie BoONT/C; bei Vogeln, fihren bei Tieren zu einer Intoxikation (s84). Das
enteral resorbierte und von peripheren Nervenendigungen aufgenommene Toxin
fuhrt zu einer lang anhaltenden Hemmung der Acetylcholinausschittung aus
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prasynaptischen Vesikeln und somit zu einer Unterbrechung der Impulsiibertragung
vom Nerven auf die Muskulatur. Es kommt zu einer schlaffen Lahmung der
guergestreiften Muskulatur (207). Die Letatilatsrate liegt bei ca. 25-70%.

Die hemmende Wirkung von Clostridien Neurotoxinen ist folge einer: 1. Reduzierung
der Frequenz aber nicht die Amplitude von weckenden Miniaturendplattenpotential,
2. Verringerung der Zahl von Vesikeln, die zur Fusion mit prasynaptischer Membran
und fir die Freisetzung der Neurotransmitter (NT) zusténdig sind, 3. Sie haben
weder Einfluss auf die Synthese und Speicherung von Acetylcholin noch auf die
Ca?*-Homeostase, 4. Die Frequenz des Aktionspotentials ist herabgesetzt aber nicht
aufgehoben. Die Neurotransmitterfreisetzung auf prasynaptische Seite ist viel
weniger und der Empfang auf postsynaptische Seite langsamer (89, 90).

Therapeutischer Einsatz: Trotz seiner hohen Toxizitat wird Botulinumtoxin Typ A
wegen seiner lang anhaltenden spasmolytischen Wirkung lokal zur Behandlung von
Strabismus (Schielen), Blepharospasmus (Lidkrampf), Hemispasmus Facialis und bei
komplexeren Dystonien (z. B. Torticollis spasmodicus) als peripheres Muskelrelaxans
eingesetzt (2, 41, 73, 197). Weitere Anwendungsgebiete des Toxins, die sich erst in der
Erprobungsphase befinden, sind Hyperhidrose (UbermaRiges Schwitzen), Migrane
und spannungsbedingter Kopfschmerz sowie die Faltenbekdmpfung. Fir die
Standardisierung des eingesetzten BoNT/A in therapeutischen Bereich sorgt eine
Routinekontrolle, ein in vitro Bioassay (70, 71, 94, 150, 160).

Tetanustoxin kann wegen weit verbreitete Immunisierung der Menschen nicht direkt
genutzt werden, aber einzelne Fragmente von TeNT konnen als Teil rekombinant
hergestellter Pharmaka z. B. fur eine spezifische Aufnahme in neuronalen Zellen
eingesetzt werden (81).
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1.1 Struktur und Wirkung von Clostridien Toxinen

begrenzte Proteolyse (Limited proteolysis)

(Papain)
H-C v Hc-N T
lS Limited proteolysis
Reduktive Spaltung (Clostridial proteases)
(Thioredoxin-reductase) |S <«— Nicking seite
|
C
H,N # Leichte Kette C—
7N |
H,0 HELIH @

\\\ Zn2+

Abbildung 1, Schematische Struktur von Clostridien Toxinen.

Die Neurotoxine Tetanus (TeNT) und Botulinum Neurotoxin (BoNT) zeigen
betreffend ihrer Struktur und Wirkungsweise viele Gemeinsamkeiten (93, 116, 134, 170).
Sie gehoren zu den so genannten ,,AB-Toxinen®. Diese bestehen aus zwei separaten
Peptiden oder Ketten mit unterschiedlichen Funktionen, Kette A
(aktiver Teil = Leichte Kette) und Kette B (Navigationsteil = schwere Kette) (57, 58, 69,
104, 272).

Pathogene Stamme von Clostridium tetani als auch von Clostridium botulinum liegen
intrabakteriell als ein einkettiges, inaktives Protein mit einem Molekulargewicht von
150 kDa, das ,Single Chain Toxin* (SC) genannt wird, vor. Dieses Toxin wird durch
bakterielle Proteasen an einer bestimmten ,nicking site* proteolytisch gespalten
(Abbildung 1). Nicking ist notwendig, um die Toxine zu aktivieren. Dadurch entsteht
ein zweikettiges Protein, das ,Di-Chain Toxin“. Dies besteht aus einer leichten Kette
(light chain, LC) mit 50 kDa Molekulargewicht, die eine Zn*-metalloproteolytische
Aktivitat besitzt, und einer schweren Kette (heavy chain, HC) mit 100 kDa
Molekulargewicht (132, 206, 215, 236, 278, 286). Beide Ketten werden Uber eine nicht
kovalente Protein-Protein-Interaktion, einer Disulfidbriicke und hydrophoben
Wechselwirkungen zusammengehalten (64, 122, 131, 217). Die Disulfidbricke ist
essentiell fur die Toxizitat der Clostridien Neurotoxine.

Die schwere Kette kann durch Papain in zwei funktionale Untereinheiten:
1. C-terminaler Teil oder Hc-C-Fragment, der fur die neurospezifische Bindung an
Polysialogangliosiden und 2. N-terminaler Teil oder Hc-N-Fragment, der fur die
Translokation der leichten Kette durch Membran ins Zytosol (50 kDa) zustandige
Fragmente, zerschnitten werden (Abbildung 1 und 2) (36, 118, 125, 135, 136, 234, 259, 260).
Die Untereinheiten werden durch einen kleinen Protein-Protein-Kontakt
zusammengehalten. Die schwere Kette ist fur die hohe neuronale Spezifitat, also
Bindung, Zellulare Aufnahme und intrazellulare Transport, des Toxins verantwortlich
(30, 130, 136, 273). Die Spannungsabh&angige Region in Membran ,PYXGXAL" konnte in
die schwere Kette allen Neurotoxinen gefunden werden (97).
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Protein-Protein-Kontakt

HOOC

HC-C Hc'N

Abbildung 2, Schematische Darstellung von den zwei
Untereinheiten der schweren Kette. Hc-C-Teil zustéandig fur die
neurospezifische Bindung (gelb) und Hx-C-Fragment zusténdig
fur die Translokation (orange).

Nach der rezeptorvermittelten Endozytose und Translokation gelangen die
Neurotoxine ins Zytosol. Dort wird die leichte Kette durch das Enzym
Thioredoxin-Reduktase von der schweren Kette getrennt. Die leichte Kette (LC) ist
ein kompaktes Kugelchen, das aus a-helikalen Fragmenten, (-Schleifen und
Strangen besteht. In der LC aller CNT ist eine hochkonservierte Aminosauresequenz
(HELXHXXH, X ist eine beliebige Aminosaure) vorhanden, die ein Zn?*-Bindungsmotiv
darstellt (Abbildung 1). Dies ist das katalytische Zentrum und fur die proteolytische
Wirkung verantwortlich (42). Strukturelle Veranderungen in katalytische Schleife
steigern den Zugang zu aktive Seite. Physikochemische Messungen zeigen, dass die
Clostridien Neurotoxinen pro Mol leichte Kette 1 Mol Zinkatom enthalten. Wenn das
Zink durch Chelatbildner wie EDTA gebunden wird, verlieren die Clostridien
Neurotoxinen ihre proteolytische Aktivitat (10, 62, 240). Durch die Inkubation des
zinkfreien Toxins in einen zinkhaltigen Puffer erlangt das Toxin seine urspringliche
Aktivitat. Das Zinkatom ist an zwei Histidin-Resten und ein Glutaminsaure-Rest aus
dem ,HELXHXXH-Motiv* gebunden (116, 117, 139, 142, 218, 222). Diese Struktur ist &hnlich
der von Thermolysin (222). Der 4. Ligand ist ein Wassermolekel, das verantwortlich fur
die Bindung des Peptids an das Substrat und die Hydrolyse ist.

Bei TeNT kann das Zn?* durch andere zweiwertige Kationen wie Ni** oder Co?
ausgetauscht werden, ohne dabei auf die Wirkung des Toxins aus zu wirken (258).
Der grof3te Unterschied zwischen BoNT/A und TeNT liegt an die Lage dessen Loops,
das Segment, das fir die Bindung an Rezeptoren verantwortlich ist (siehe
Abbildung 51) (134). Das Zinkatom liegt bei TeNT im Vergleich zu BONT/A néher an
die leichte Kette (164, 176). Aul3erdem ist die Position der Beltregion, die sich um
leichte Kette wickelt, bei TeNT, BoNT/A und BoNT/B unterschiedlich (257). Im BoNT/A
wird der Zugang der katalytischen Domane durch Translokationsdomé&ne und deren
Belt, die diesen Teil umgibt, verdeckt, dies ist bei BONT/B weniger der Fall (135). Ein
Vergleich mit BoONT/B zeigt, dass das Belt hier ein andere Position hat (241, 257). Die
Beltregion ist bei BONT/B und BoNT/E kurzer als bei BONT/A (s. dreidimensionale
Struktur von BoNT/A, Abbildung 51).

Die leichte Kette verhindert als Protease die Exozytose der Transmitter durch die
Spaltung einer der SNARE-Proteine (7, 27, 28, 29, 59, 60, 61, 86, 88, 126, 128, 159, 167, 192, 195,
249, 250, 272, 287).

Die einzelnen Ketten sind nach ihrer Trennung nicht mehr toxisch, weil die HC keine
proteolytische Aktivitat besitzt, und die LC keine Zellmembranen durchdringen kann
(217).

Nach dem Eintritt in den Blutkreislauf und Diffusion ins Gewebe binden Clostridien
Neurotoxinen (CNT) sehr spezifisch an Rezeptoren auf der prasynaptischen
Membran von Motoneuronenendigungen. Im Gegensatz zu BoNT wird TeNT durch
retrograden Transport im Axon der Motoneurone durch mikrotubulieabhéngige

4
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Bewegung ins Ruckenmark transportiert, wo es sich im Ventralhorn von grauer
Substanz anreichert (30, 75, 96, 167, 196, 251, 272). Von dort gelangt es Uber einen
transsynaptischen Transport in das Interneuron.

Ein Mehr-Stufenmodell wird fir die Aufnahme von Clostridien Neurotoxinen in den
neuronalen Zellen diskutiert (Abbildung 3) (171, 174, 228, 237, 238):

Vacuolar
TOXln ATPase Protonenpumpe

Synaptisches

Vesikel Neurotransmitter

(Acetylcholin)
H4 L-Kette

Ganglnosnd 3. Ansauerung von Endosomen

—
/’\ Synaptobrevin Il

N (VAMP 11)

2. Endozytose 7 X
(Internalisation y
o i, i
"L§ H %. /1 Translokation

< , . - 5. Reduktion durch

. Bindung i =

Thioredoxin-reduktase

. Inaktivierte
Ca*-Kanal N-Typ Fragmente

SNAP 25
Syntaxinla

. prasynaptische
synaptischer Membran

Spalt

ACh- ACh-
Esterase Rezeptor

postsynaptische
Zelle

Abbildung 3, Schematische Darstellung von
Neurotransmitterfreisetzung und die Wirkung von Clostridien
Neurotoxinen in einer Nervenzelle. Der Mehrstufenprozess:
1. Bindung an negativgeladenen Zellenoberflachenempfénger
(wie Polysialogangliosiden) auf der présynaptischen Membran,
2. internalization (Membran-Versetzung) der CNT in ein
Endosom Uber Empfanger-vermitteltes Endozytose,
3. ATP-abhéngige Ansduerung von Endosomen, 4. Translokation
aus dem Endosom ins Zytosol, 5. reduktive Spaltung durch das
Enzym Thioredoxin-Reduktase, 6. Abspaltung des jeweiligen
Substrates (SNARE-Proteine), 7. Hemmung der ACh-freigabe
des Axons und schlie3lich Paralyse, 8. Inaktivierung des Toxins
durch Abspaltung in kleinen Fragmenten (31, 32).

1.1.1 Plasmamembranbindung

Polysialoganglioside sind Bindungsstellen fiir die Clostridien Neurotoxinen (24, 95, 109,
119, 123, 124, 129, 156, 184, 209, 211, 263, 264, 268, 291, 292). Sie sind saure Glykolipide, die
verstarkt in der Plasmamembran von Nervenzellen vorkommen, dies erklart die
spezifische Bindung der CNT an diese Zellen (33). Die C-terminale Halfte der
schweren Kette zeigt eine hohe Affinitat fur di- und Trisialoganglioside
(34 Aminosaure, gezeigt fir Tetanus) (95, 232). Die Ganglioside lassen sich nach der
Anzahl der Neuraminsaure-Reste unterscheiden (152, 154). TeNT und BoNT/A binden
an unterschiedliche Gangliosid-Typen. Die inhibitorische Wirkung des TeNT wird im
Wesentlichen durch GDu vermittelt und die von BoNT jedoch Uber GDia und GTas,
deshalb konkurrieren die Toxine nicht um die Ganglioside (152, 154). Die Affinitat ist
in vitro in Losungen niedriger lonenstarke erhoht (24, 54). Die Toxinbindung kann
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durch Neuroamidasen, die die Neuraminsaurereste von den Gangliosiden entfernen,
nahezu aufgehoben werden. Da die Bindung von TeNT und BoNT/A an die
Nervenzellen unter physiologischen Bedingungen proteasesensitiv ist, wird ein
weiterer Toxinrezeptor in der Plasmamembran von Nervenzellen vermutet, der aber
fur die beide Toxine verschieden sein soll (54, 193).

1.1.2 Rezeptorvermittelte Endozytose

Alle Indizien zeigen, dass CNT nicht direkt die neuronale Zellmembran durchdringen.
Nach der Bindung an der Zelloberflache und Bildung des Toxin-Rezeptor-Komplexes
werden sie durch rezeptorvermittelte Endozytose in die Zelle aufgenommen. Dieser
Vorgang ist abhangig von der Exozytose in die Nervenzellen (228). Von diesem
Zeitpunkt an befinden sich die Toxine in einem Kompartiment, in dem sie nicht von
Antikorper erkannt und neutralisiert werden kénnen (228).

1.1.3 Ansauerung von Endosom und 1.1.4 Translokation

Um zum Wirkort zu gelangen, muss das Toxin das Vesikel verlassen. Die
Translokation durch Vesikelmembran findet vermutlich bei niedrigem pH-Wert, statt.
Durch eine ATP-abh&ngige Protonenpumpe werden die Protonen (H) in das Vesikel
transportiert, dadurch  sinkt der pH-Wert ab. Das bewirkt eine
Konformationsdnderung des Toxins und der hydrophobe Teil des Hy-Fragments
lagert sich Gber Porenbildung in die Membran ein (39, 40, 44, 134, 158, 165, 175, 202, 280).
Ob die Pore allerdings die Translokation ermdglicht, ist nicht geklart (16, 200, 227, 234).
TeNT und BoNT wirken nicht, wenn die endosomale Ansauerung durch Substanzen
wie, Bafilomycin A; oder Chloroquin verhindert wird (148, 280).

1.1.5 Aktivierung

Im Zytosol wird das Toxin durch das Enzym Thioredoxin-Reduktase in leichte und
schwere Kette reduziert. Dieses universelle Redoxsystem kommt ubiquitar vor und
soll die Zelle vor freien Radikalen schitzen. In chromaffinen Zellen und im Gehirn
konnte die Reduktion von Clostridien Toxinen nachgewiesen werden (55, 74, 106, 121).
Erst die freie leichte Kette entfaltet die proteolytische Aktivitat.

1.1.6 Paralyse (Blockade der Transmitterfreisetzung)

Abhéangig vom Toxintyp wird selektiv eines der Proteine im SNARE-Komplexes
(siehe Vesikelfusionskomplex und Abbildung 4), der wahrend der Fusion von
Vesikel- und Plasmamembran gebildet wird, von der leichten Kette proteolytisch
gespalten (97). Dies Fuhrt zur Hemmung der Exozytose.

Anschlieend wird das Toxin im Zytosol durch unspezifische zellulare Proteasen in
inaktive Fragmente zerlegt, wodurch eine Regeneration der Exozytose in den
prasynaptischen Nervenenden eingeleitet wird (Abbildung 3) (74, 154).

Die Clostridientoxine bleiben in den Zellen Uber einen langeren Zeitraum aktiv. Eine
Halbwertzeit von 3 bis 4 Tagen wurde in neuronaler Zellkultur beobachtet (153). Die
gleiche Halbwertszeit wurde flr LC von TeNT und LC von BoNT/A in chromaffinen
Zellen nachgewiesen (153). Da der Metabolismus sehr langsam verlauft, halten die
Symptome des Botulismus oder des Wundstarrkrampfes tlber Wochen.
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1.2 Der Vesikelfusionskomplex

Impulsiibertragung vom Nervenende auf die Muskulatur oder auf die postsynaptische
Nervenbahnen geschieht durch die Depolarisation des prasynaptischen Nervs. Die
Depolarisation fiihrt zu Erhéhung der Ca?*-Konzentration durch Offnung der
spannungsabhangigen Ca®'-Kanale (1, 22, 46). Dies bewirkt die Fusion von mit
Neurotransmitter gefullten small synaptic vesicle (SSV) mit prasynaptischer Membran
an der ,aktiven Zone* (20, 67, 80, 97, 115, 157, 177, 199, 243, 254). Diesen Vorgang nennt man
Exozytose.

Die Membranfusion wird durch eine komplexe Maschinerie von Fusionsproteinen
betrieben. Derzeit werden verschiedene Modelle fur die Funktion der Fusionsproteine
diskutiert. Einerseits wird die Ausbildung eines ringfdrmigen Proteinkanals zwischen
den beiden gegeniberliegenden zu fusionierenden Membranen, welcher die
Diffusion von Phospholipiden durch Protein-Phospholipid-Interaktion erleichtert, sich
fullt und dabei die Fusionspore ausbildet, und anderseits einem Modell, bei dem die
Fusionsproteine die Aktivierungsenergie absenken und die raumliche Organisation
der Fusionsstellen tlbernehmen wird, vorgeschlagen (s, 145, 169).

1.2.1 Proteine, die am Membranfusionsprozess beteiligt sind, kénnen in drei
Klassen aufgeteilt werden:

a.)  Die Familie der SNARESs (soluble NSF attachment protein receptors):

Mit der SNARE-Hypothese (SNAP-rezeptor-Hypothese) wird die Annaherung und
Verschmelzung des Vesikels mit der Plasmamembran erklart (97, 102, 203). Proteine an
der Vesikelmembran ,vesikel-SNARE’s" (v-SNARE’s) interagieren mit Proteinen, die
an der Plasmamembran  target-SNARE's" (t-SNARE’s) lokalisiert sind
(,SNARE-Komplex®, Abbildung 4) (204). Drei SNARE-Proteine, die an der Bildung von
SNARE-Komplex beteiligt sind, sind den SNAP-25 (synaptosomal associated Protein
von 25 kDa), Syntaxin mit 35 kDa und Synaptobrevin II/VAMP (vesikel assoziiertes
Membranprotein) von 13 kDa. SNAP-25 und Syntaxin sind t-SNARE’s,
Synaptobrevin Il oder VAMP ist ein v-SNARE’s (47, 242, 253). Alle drei Proteine zeigen
untereinander ein charakteristisches durch eine regelmallige Abfolge von
hydrophoben und hydrophilen Aminosaureseitengruppen die Ausbildung von
untereinander wechselwirkenden a-helikales Peptidmotiv. (SNARE-Motiv), so
genannten coild-coils, auf. Das SNARE-Motiv ist ein Abschnitt von 60 Aminosauren
Lange (26, 174, 235 288). Dies bildet das Kernstick des ternaren
SNARE-Komplexes, den sogenannten ,core-Komplexes®. Die Interaktionen zwischen
den einzelnen a-Helices der SNARE-Proteine in ,core-Komplex“ findet tber in
Schichten organisierten hydrophoben Wechselwirkungen statt. Nur im Zentrum des
core-Komplexes, in der als O-Layer bezeichneten schicht befindet sich eine ionische
Wechselwirkung. Er wird durch zwei Glutamine der beiden SNAP-25 Helices und
einem Glutaminrest aus Syntaxin sowie einem Argininrest von Synaptobrevin I
gebildet. Diese zentrale ionische Schicht wird aufgrund der bei der Beschreibung der
Kristallstruktur neuronalen SNARE-Komplexes eingefihrten Z&hlung der Schichten
von -7 bis +8 als O-Layer bezeichnet. Zudem zeigt die Kristallstruktur Bereiche, in
denen Wechselwirkungen mit zweiwertigen Metallionen stattfinden, weshalb die
direkte Regulation der calciumregulierten Neurotransmitterfreisetzung durch Bindung
von Ca?* an denSNARE-Komplex nicht ausgeschlossen wurde.

Das in der veskularen Membran lokalisierte v-SNARE und die in der aktiven Zone
liegenden t-SNARE-Proteine bilden einen schwer l6slichen Komplex im Verhéltnis
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1:1:1 (101, 256, 271). Bei der Komplexierung bildet sich eine ,coiled-coil-Struktur* aus,
indem sich die drei Proteine ineinander mit einem linkshéandigen superhelikalen Twist
verschlingen (47, 189, 236). Hierdurch kdnnte es zu einer Verkirzung des Komplexes
kommen (101). Durch die Annaherung des Vesikels an die Plasmamembran kommt es
zu Lipid-Lipid-Verschmelzung mit nachfolgender Fusion (97, 102, 203). Der gebildete
ternare  SNARE-Komplex liegt in zwei isomeren Formen, cis und trans, vor
(Abbildung 3). Dabei scheint nur der trans-SNARE-Komplex zu einer Fusion fahig zu
sein. Der existiert in zwei Formen, den losen (loose state) und den festen Zustand
(tight state), die untereinander im Gleichgewicht stehen. Der feste Zustand ist
thermisch sehr Stabil und zeigt Resistenz gegeniber proteolytischem Verdau und
Neurotoxinen und ist jedoch selbst in Gegenwart von 2%iger SDS-L&sung
(sodium-dodecyl-sulfat) erst bei einer Temperatur von 60°C Dissoziierbar, was auf
eine aulRergewohnliche Stabilitdt der Struktur des terndren SNARE-Komplexes und
das Vorliegen eines energetischen Minimums hindeutet (103, 194, 201, 266). Aufgrund
dieser Eigenschaft wird der terndre SNARE-Komplex auch als SDS-resistenter
Komplex bezeichnet. Deshalb spalten CNT ihre Substrate nur in der
nichtkomplexierten Form (34, 173, 188, 256, 271). Hier kénnen die SNARE-Proteine sich
zwar ebenfalls zu einem ternaren Komplex zusammenlagern (losen Zustand), zeigt
der jedoch keine oder eine verringerte Stabilitdt in Gegenwart von SDS (243, 261).
Auch einzelne Mutationen von AS, welche an den Wechselwirkungen zwischen den
einzelnen Helices beteiligt sind, konnen Einfluss auf die Stabilitat des
SNARE-Komplexes haben.

Weiterer zytosolische Faktor ist NSF (N-ethylmaleimide sensitive fusion protein). Ein
homohexamere ATPase. Durch deren Chapoeronwirkung in Zusammenspiel mit den
NSF-Adapterproteinen a, 3 und g-SNAPs (soluble NSF attachment protein) flhrt
NSF zu Recycling von v- und t-SNARE-Proteinen nach der Membranfusion und
Aktiviert des vesikularen SNARE-Komplexes. Fir die eigentliche Membranfusion
werden NSF und a—SNAP nicht bendtigt (14, 102, 162, 212, 231, 244, 245, 261, 277, 285).

a.l) Die Syntaxin-Familie umfasst derzeit 17 Mitglieder (18, 38). Syntaxin 1 existiert
in zwei Isoformen 1A und 1B (@17, 78). Die Isoformen unterscheiden sich in ihrer
Lokalisation im Gehirn. Syntaxin 1 (35 kDa) besitzt wie Synaptobrevin Il eine
C-terminale Transmembrandoméane, welche das Protein in der prasynaptischen
Membran verankert und ein SNARE-Motiv. Der N-Terminus besitzt im Gegensatz zu
Synaptobrevin eine ausgepragte Sekundar- und Tertiarstruktur und besteht aus drei
mit Hasc bezeichneten a-helikalen Doménen. Diese koénnen mit der das
SNARE-Motiv enthaltenden Hs-Doméane Wechselwirken, weshalb dem N-terminus
eine regulatorische Funktion zugeschrieben wird (187). Eine weitere Regulation beruht
auf der Interaktion von Hagc-Domanen sowie eines Teils der Hz-Domane mit
Munc-18-1/nSecl (17, 113). Syntaxin ist bevorzugt in der aktiven Zone der
prasynaptischen Membran lokalisiert und ist mit Ca?-Kanalen assoziiert, kommt
jedoch auch auf synaptischen Vesikeln vor (21, 141, 226, 233, 266, 284).

H., H,  H. H, TMR
H,N COOH

Syntaxin la
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a.2) Synaptobrevin II/VAMP reagiert mit SNAP-25 und Syntaxin 1 durch seine
zentrale Domane (45, 68, 270). Die liegt zwischen 30 und 96 Aminoséuren und zeichnet
sich durch einen hohen Anteil an Prolin aus, weshalb es unstrukturiert ist. Es wird
vermutet, dass diese Interaktion wichtig fir die Ca®'-abhangige Phase der
Neurotransmitterfreisetzung ist (49, 163).

TMR

H.N [ COOH

Synaptobrevin Il

a.3) SNAP-25 besitzt zwei durch einen cysteinreichen, unstrukturierten Bereich
getrennte SNARE-Motive und hat im Gegensatz zu Syntaxin und Synaptobrevin
keine Transmembrane Region. Ist Uber drei mit Palmitinsédure veresterte Cysteine in
der Molekulmitte in der prasynaptischen Membran verankert (Abbildung 4 und 5)
(107, 186, 283). Wenn SNAP-25 durch BoNT/A und BoONT/E gespalten wird, wird die
calciumabhéngige Interaktion von monomeren sowie komplexiertem SNAP-25 mit
Synaptotagmin geschwécht oder verhindert (13, 87, 138).

H.N -/ I S - COOH
cce

SNAP-25

b.)  Secl/Munc-18 (ca. 65 kDa): Auch als SM-Protein bezeichnet, integriert mit der
Syntaxin Familie. Dies findet nur mit monomeren Syntaxin und nicht in Gegenwart
von SNAP-25 oder dem core-Komplex statt, weil sich die Bindungsdoménen
Uberlappen (78). Das Syntaxin 1 kann nicht gleichzeitig an SNARE- und SM-Protein
binden. Die Interaktion findet vermutlich nacheinander statt.

c.) Rab-Proteine (20-25 kDa): Sind kleine GTPasen. Zeigen Ahnlichkeiten mit
ras-Proteinen. Nach dem Andocken des gefiillten Vesikels an die aktive Zone einer
Synapse wird die Exozytose durch Depolarisation der Plasmamembran ausgelost.
Spannungsabhangige Calciumkanale werden hierbei gedffnet. Calcium strémt in die
Zelle ein, und die erhohte intrazellulare Calciumkonzentration bewirkt eine Fusion
des Vesikels mit der Plasmamembran (113, 120, 122, 246, 282, 293). ES kommt zu einer
Entleerung des Vesikelinhaltes in den Extrazellularraum. Unkontrollierte Fusion des
Vesikels mit der Plasmamembran wird durch das vesikulare Protein, Synaptotagmin,
unterdrickt.

d.)  Synaptotagmin besitzt ein Molekulargewicht zwischen 45 und 90 kDa.
Synaptotagmine sind Uber einen aminoterminalen Transmembrananker auf
synaptischen Vesikeln lokalisiert. Sie besitzen zwei Calcium- und Phospholipid-
bindende C,-Domane, welche mit C,A und C;B bezeichnet werden. Die C,-Domaéane
konnen mehrere Calciumionen binden, weshalb es vermutet wird, dass die
Synaptotagmine Calciumsensoren fur die Membranfusion sind. Wenn Membran
saure Phospholipide enthalten, bindet die C,A-Domane in Gegenwart von Calcium
an Membran. Synaptotagmin ist ein Abstandshalter, der die Annaherung des
Vesikels an die Plasmamembran verhindert (179, 180, 181). Erst durch Bindung von
Calcium an Synaptotagmin kommt es zu einer Konformationsanderung des Proteins.
Nun kann sich der Komplex kontrahieren und das Vesikel an die Membran
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heranziehen. Calcium ist also ein wichtiger Regulator der kontrollierten Exozytose
(205, 276).

Synaptotagmin wird als Rezeptor in Nervenendigungen fir BoNT/B diskutiert (179, 180,
181, 216). Das N-terminale Ende des Synaptotagmins ragt nach einer Fusion eines
Vesikels mit der Plasmamembran in den synaptischen Spalt hinein (267). Wahrend des
~Recycling“ von Vesikel kann an Synaptotagmin gebundenes Toxin in das Nervenende
aufgenommen werden.

Der Exozytose folgend wird die Vesikelmembran wieder internalisiert und mit dem
Protein Clathrin verhillt. Das Vesikel entfernt sich von der aktiven Zone. Die
Clathrinhdlle wird im Zellinneren abgestoRen und das Vesikel nimmt ATP-abhéngig
Protonen auf, wodurch sich sein Inhalt ansauert (32, 158). Das Vesikel erreicht das
endosomale Kompartiment und regeneriert. Das Vesikel kann nun wieder mit
Neurotransmitter aufgefullt werden. Dieser Zyklus lauft innerhalb kurzer Zeit ab (ms)
(19, 53, 79, 114, 230, 253, 255).
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Abbildung 4, Der Exozytose-Endozytose Zyklus von synaptische
Vesikel am Nervenende.
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1.3 Angriffspunkte

Nicht alle SNARE-Proteine, die an der Fusion von Vesikel mit der Plasmamembran
beteiligt sind, werden von den Clostridien Neurotoxinen gespalten. Die CNT spalten
meist nur einem einzigen Mitglied der SNARE-Proteine (7, 34, 35, 60, 101, 102, 110, 161, 163,
172, 173, 174, 198, 210, 288).

BoNT/A und BoNT/E spalten das Protein SNAP-25 an seiner C-terminale Seite und
trennen 9 bzw. 26 Aminosauren ab (26, 72, 91, 178, 198, 220, 223, 269). Der N-terminale Teil
von SNAP-25 wird nicht von BoNT/A reduziert.

Obwohl BoNT/A und BoNT/E beide das selbe Substrat angreifen, unterscheiden sie
sich in Wirkungsdauer deutlich von einander (142). Man nimmt an, dass das
entstehende Spaltprodukt (SNAP-24) mit Syntaxin und VAMP einen Komplex bildet,
der nicht mehr funktionell ist. SNAP-25 und SNAP-24 konkurrieren miteinander. Die
Wirkung bleibt also bestehen, obwohl BoNT/A nicht mehr anwesend ist. Dies erklart
die lange Wirkungsdauer des Toxins (Hit and Run Drug) (91).

Spaltprodukte: BoNT/A SNAP-24 kDa-Fragment
Spaltprodukte: BoNT/E SNAP-22 kDa-Fragment

BoNT/C; spaltet Syntaxin in der ndhe der transmembranen Domane und SNAP-25 in
der Nahe der BoNT/A Spaltungsstelle (Abbildung 5) (35, 82, 134, 185, 224, 247, 279, 281).

TeNT, BoNT/B, BoNT/D, BoNT/F und BoNT/G spalten Synaptobrevin 2, das mit
seinem C-terminalen Teil durch die Membran eines synaptischen Vesikels reicht (5o,
51, 52, 85, 108, 112, 146, 190, 191, 193, 210, 213, 220, 225, 235, 288, 289, 290). Die Toxine greifen an
unterschiedlichen Stellen an ihrem Substrat an, bis auf BONT/B und TeNT, diese
spalten Synaptobrevin 2 an identischer Stelle (Tabelle 1 und Abbildung 5) (83, 220).

Zusammenfassung:

Toxin Typ Intrazellulares Substrat Spaltstelle (Ratte)
TeNT VAMP H,N-....GASQ'FETS....-COOH
BoNT/A SNAP-25 H,N-....EANQ"'RATK....-COOH
BoNT/B VAMP H,N-....GASQ'°FETS....-COOH
BONT/C, Syntaxin 1A HZN-....DTKKEE;‘AVKY....-COOH
Syntaxin 1B HoN-....DTKK“°AVKY....-COOH
BONT/C, SNAP-25 H,N-....EANQ"’'RATK....-COOH
BoNT/D VAMP 1 HZN-....RDQKE;LSED....-COOH
VAMP 2 H,N-....RDQK>’LSED....-COOH
BONT/E SNAP-25 H,N-....QIDR*IMEK....-COOH
BONT/E VAMP 1 HZN-....ERDQEZKLSE....-COOH
VAMP 2 H,N-....ERDQ*°KLSE....-COOH
BONT/G VAMP 1 HZN-....ETSA:AKLK....-COOH
VAMP 2 H,N-....ETSA* AKLK....-COOH

Tabelle 1, Tetanus und Botulinum Toxine und deren Spaltstelle
im Substrat (214, 223, 262).

12
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Abbildung 5, Schematische Darstellung der SNARE-Proteinen
und deren Schnittstellen beim Einwirken von Clostridien

Neurotoxinen (147, 210).
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1.4 Chromaffine Zellen als Modell

Das Mark der Nebenniere ist eine von der Nebennierenrinde unabhéngige endokrine
Druse. Es enthalt spezialisierte Zellen, die chromaffinen Zellen. Wéahrend der
Embryogenese entwickeln sich die chromaffinen Zellen ausden selben Stammzellen
wie die sympathischen Neuronen. Das Nebennierenmark kann als ein Teil des
sympathischen Nervensystems angesehen werden. Werden Zellen kultiviert, bilden
sie axonartige Fortsdtze aus. Die Zellen enthalten in ihrer Plasmamembran
spannungsabhangige Calciumkanale und Rezeptoren (flir Acetylcholin, GABA und
Dopamin), sie synthetisieren und speichern Hormonmischungen, deren
Hauptbestandteile Adrenalin und Noradrenalin sind. Die Sekretion von
Katecholaminen und Neuropeptiden wird wie in Neuronen durch Depolarisation und
darauf folgende Erh6hung der intrazellularen Calciumkonzentration hervorgerufen.
Wegen dieser Gemeinsamkeiten mit neuronalen Zellen und da die Exozytose in
diesem Zelltyp bereits sehr gut charakterisiert ist, stellen die chromaffine Zellen ein
gutes Modellsystem zur Untersuchung der neuronalen Exozytose dar (147, 252).
Chromaffine Zellen kdnnen nahezu homogen und in grof3e Anzahl gewonnen werden
und sind in vitro lange lebensféhig.

Chromaffine Zellen fehlen die fur die Bindung von Clostridien Neurotoxinen
notwendigen Rezeptoren (Ganglioside, die mehr als einen Neuraminséure-Rest
enthalten), daher sind sie im Gegensatz zu Nervenzellen unempfindlich gegentuber
extrazellular angebotenen Toxinen. Eine Mdglichkeit, die Toxine und andere
Makromolekiile in die Zellen einzuschleusen, ist die Elektroporation. Hierbei wird das
Membranpotential der Zellen, die einem elektrischen Feld ausgesetzt sind, kurzfristig
erhoht. Wenn ein Schwellenwert Gberschritten wird, bilden sich kurzfristig Poren in
der Membran. Zellfunktionen, wie z. B. die Exozytose, werden durch die
Elektroporation nicht beeinflusst (15). Weiterhin ist es mdglich, die Toxine durch
chemisch induzierte Poren in die Zellen zu schleusen. Als Porenbildner werden
Streptolysin O und Digitonin eingesetzt (4, 27, 28, 29). Nachteil ist hier im Vergleich zu
elektroportierten Zellen, dass die chemisch permeabilisierten Zellen ihre zytosolische
Bestandteile durch die permanenten Poren verlieren und die Zellen innerhalb von 1-2
Stunden absterben.

Durch Anreicherung des Mediums mit Gangliosiden kdnnen chromaffine Zellen fir
Clostridien Neurotoxinen empfindlich gemacht werden. Die Ganglioside lagern sich in
die Plasmamembran der Zellen ein und binden die Toxine, die daraufhin in die Zelle
aufgenommen und aktiviert werden. Nach reduktiver Spaltung wird die LC frei und ist
damit aktiv. Die LC spaltet auch in chromaffinen Zellen enthaltene Substrate.
Dadurch wird die Exozytose von Katecholaminen gehemmt (151, 156).

Die Clostridien Neurotoxine spalten also sowohl in chromaffinen Zellen als auch in
neuronalen Zellen die gleichen Proteine, die an der Fusion von sekretorischen
Vesikeln mit Plasmamembran beteiligt sind.

14
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2 Projektbeschreibung/Fragestellung

Ziel des Projekts war die Charakterisierung des Uberganges der Clostridientoxine
vom Endosom ins Zytosol, der , Translokation®.

Hierzu muss zwischen den Einzelschritten von Bindung bis Wirkung diskriminiert
werden. Die Freisetzung von Noradrenalin dient als Sonde. Unterbleibt sie, ist einer
der Schritte gehemmt. Mittels verschiedener Hemmstoffe kdonnen die einzelnen
Schritte charakterisiert werden.

1. Rezeptorbindung (Ganglioside, Proteinrezeptoren): In ersten Teil des Projekts
werden Freisetzungsexperimente an chromaffinen Zellen durchgefihrt, die mit
Gangliosiden angereichert wurden, bevor sie mit einem Toxin inkubiert werden. Wir
vermuten, dass die Aufnahme des Toxins uber die Ganglioside durch eine
rezeptorvermittelte Endozytose erfolgt. Die Wirkung des Toxins sollte unter
Bedingungen ausbleiben, unter denen die Endozytose unterdrickt wird.

In friheren Experimenten kdnnte gezeigt werden, dass die Anwesenheit der
Ganglioside auf der Plasmamembran fur die Aufnahme der Toxine notwendig ist
@153). Daher verhinderte die Behandlung der gangliosidangereicherten Zellen mit
Neuraminidase die Wirkung von TeNT und BoNT/A. Um diese Befunde zu
untermauern und die Wirkung von TeNT, BoNT/A und BoNT/B zu modifizieren,
wurde die Aufnahme der Clostridientoxine unter eine Reduzierung des
Energiehaushalts der Zellen (Temperatur) untersucht.

2. Translokation der Toxine vom Endosom ins Zytosol: Verharren die Toxine im
Endosom, so sollte die Hemmung der Exocytose unterbleiben. Dieser Schritt wurde
ebenfalls auf seine Temperatur- und Energieabhangigkeit untersucht.

Nach Bindung der CNT an neuronalen Zelloberflachen und rezeptorvermitteltes
Endozytose, kommt es durch Anstieg des pH-Werts in Endosom zu Veranderungen
der Konformation der Translokationsdoméane im Neurotoxin.

Fur die Konformationsanderung ist der niedrige pH-Wert absolut notwendig. Alle
bisherigen Untersuchungen zeigen, dass CNT die SSV-Membran nur nach einer
Anséuerung des Endosoms durchdringen kdnnen. Méglicherweise kommt es bei
niedrigem pH-Wert Zu einer Konformationsénderung des
amphiphilen/transmembranen Segments, das wiederum die Transportkanale fur die
leichte Kette bildet. Die Translokation vom Endosom ins Zytosol soll mit
Hemmstoffen wie Bafilomycin, welches die Protonenpumpe in der endosomalen
Membran hemmt charakterisiert werden. Die vakuolare ATPase ist beteiligt an dem
Austausch von Protonen, H* gegen Na®. Dadurch wird der Inhalt der Endosome
angesauert.

Weiterhin werden Freisetzungsexperimente an chromaffinen Zellen durchgefihrt, die
in Anwesendheit von Toxin in einem sauren Milieu inkubiert wurden. Dieses Modell
imitiert die Verhéltnisse im Endosom, wobei die extrazellulare Umgebung dem
intraendosomalen Kompartiment entspricht. Der Transportweg durch die
Plasmamembran entspricht in diesem Modell dem Weg durch die endosomale
Membran.

Unter diesen experimentellen Bedingungen sollte das Toxin unter Umgehung des
endosomalen Kompartimentes vom extrazellularen Raum direkt ins Zytosol
gelangen.

15
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Es sollte untersucht werden, ob die oben beschriebenen Bedingungen, die die
rezeptorvermittelte Endozytose modifizieren, auch die Wirkung von TeNT
unterdriicken, wenn es aus dem sauren Milieu aufgenommen wird.

3. Alle CNT zeigen drei funktionelle Domanen, eine katalytische, eine Translokations-
und eine Bindungs-Domane (siehe Abbildung 6).

Um die Funktion der einzelnen Domanen zu untersuchen, wurden sie durch
rekombinante DNA-Technologie in einem E. coli-Expressionssystem hergestellt. Die
Hn-Untereinheit der schweren Kette konnte nur gebunden an die leichte Kette
exprimiert werden. Die Wirkung der rekombinant hergestellten Fragmente wurde an
elektroporierten chromaffinen Zellen geprtift. Bei Expression der leichten Kette oder
Fragmente, die die leichte Kette enthielten, sollte die Exozytose blockiert sein.

In letzten Teil des Projekts wurden Freisetzungsexperimente an chromaffinen Zellen
durchgefihrt, die in sauren Milieu mit dem gesamten Toxin und verschiedenen
Toxinfragmenten, wie Hy/TeNT (N-terminales Teil von Tetanus Toxin) gebunden an
Intakte LC, Hn/TeNT mit doppelmutierten LC (durch Doppelmutation ist die LC
inaktiviert) und Hc-Teil des Tetanus Toxins, inkubiert werden. Es sollte Interaktionen
der Fragmente mit dem Holotoxin untersucht werden.

Der intrazellulare Transport von CNT und verschiedenen Fragmenten konnte in dem
hier verwendeten System in vitro gezeigt werden.
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Schematische Darstellung von Gesamttoxin und seinen Fragmente:

Proteolyse durch Papain
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Abbildung 6, A) zeigt das Holotoxin (TeNT), die rote Pfeile
zeigen: 1. Nicking: Durch bakterielle Enzyme werden die leichte
Kette und schwere Kette proteolytisch gespalten. Erst danach ist
das Toxin aktiviert. 2. Die Abspaltung der leichten von der
schweren Kette durch das Enzym Thioredoxin-Reduktase.
Hierdurch wird die leichte Kette aktiviert. 3. Zeigt die ungefahre
Spaltungsstelle in  der schweren Kette durch Papain.
Hc-Fragment ist fur die spezifische Bindung der CNT an den
Nervenzelloberflachen zustandig (Bindung an Gangliosiden), und
Hn-Fragment ist fir die Translokation der Toxine innerhalb der
Zelle verantwortlich. B) zeigt die rec.LC am Beispiel von TeNT.
C) zeigt die rec.Hn-Fragment gebunden an die LC. D) zeigt das
rec.Hc-Fragment der schweren Kette.
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3 Materialien
3.1 Zusammensetzung der Losungen:

3.1.1 LOsungen fur die chromaffine Zellen

Puffer | (Perfusionslosung fur die Zellpraparation)
NaCl 150 mM, KCI 5 mM, Glucose 10 mM, Hepes 10 mM; pH 7.4

Puffer Il
Collagenase Losung 0,06 %

Puffer III
Trypanblau 0,04%

Puffer IV
NaCl 0,9 % (physiologische Kochsalzlésung)

Puffer V (Kulturmedium)

DMEM, aufgestockt mit Glucose 6 g/l, NaHCO3 4,5 g/l, und Zusatz von 10% fetalem
Kalberserum sowie Antibiotika (Penicillin 100 1L.U./ml / Streptomycin100 pg/ml),
Zytostatika (Ara C 10° M, FUDR 10> M, und Uridin 10° M) und Ciprofloxacin
10 pg/ml

Puffer VI (Puffer niedrige lonenstarke zur Verstarkung der Bindung
Toxin/Ganglioside)

NaCl 5 mM, KCI 2,4 M, CaCl, 2,2 M, MgS0O4 0,6 M, KH,PO, 1,2 M, Glucose 5,6 mM,
Hepes 25 mM, Saccharose 220 mM, RSA 0,2%; pH 7.3

Puffer VII (Phosphatpuffer fur chromaffine Zellen)

Na;HPO, 74,199 mM, NaH,PO, 66,67 mM, NaCl 0,135 M, KCI 2,4 mM, RSA 0,2%;
pH 5.0, pH 6.0, pH 7.2, pH 8.0

Puffer VIII (Puffer fir Freisetzungsexperiment intakter Zellen)

NaCl 126 mM, KCI 2,4 M, CaCl, 2,2 M, MgSOs 0,6 M, KH,PO, 1,2 M,
Glucose 5,6 mM, Natriumascorbat 1 mM, Hepes 25 mM, RSA 2%; pH 7.3

Puffer IX (weitere Puffer fur Freisetzungsexperiment intakter Zellen)
Carbachollésung 4 pl/ml und SDS 0,2%

Puffer X
Bafilomycin A; [20 pM]
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3.1.2 LoOsungen fur die Proteinpraparation

Puffer XI (2YT-Medium)
Bacto-Trypton 16 g, Bacto-Yeast-Extract 10 g, NaCl 5,0 g, Aqua dest 969 g

Puffer XII (Agar-platten)

Bacto-Trypton 1,6 g, Bacto-Yeast-Extract 2 g, NaCl 0,5 g, Bacto-Agar 1,5 g,

Kanamycin und Ampicillin g/L, Aqua dest 94,4 g

Puffer XIII (Sonication Puffer)
NacCl 0,3 M, NaH,PO,4 0,05 M; pH 8.0

Puffer XIV (Imidazol Losung)
NaCl 0,3 M, NaH,PO,4 0,051 M, Imidazol 0,25 M; pH 8.0

Puffer XV
Tris/HCI 100 mM; pH 8.0

Puffer XVI
Desthiobiotin 10 mM, Tris/HCI 100 mM; pH 8.0

Puffer XVIII
HABA 1 mM, Tris/HCI 100 mM; pH 8.0

Puffer XVII (Dialyse Puffer)
Hepes 2,385 g, Kaliumglutamat 27,78 g; pH 7.2

3.1.3 LoOsungen fur Gelelektrophorese

Puffer XIX
Tris/HCI 1,5 M; pH 8.8

Puffer XX
Tris/HCI 0,5 M; pH 6.8

Puffer XXI
Acrylamid 30,0 g, Bis- Acrylamid 0,8 g, mit Aqua dest auf 100 ml aufftillen

Puffer XXII
SDS 10%-Ldsung (w/v)

Puffer XXIII (Farbeldsung)

Cromassie Brilliant Blue R 250 0,25 g; Methanol/Aqua dest (1:1)
Eisessig 10 ml

90 ml;
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Puffer XXIV (Entfarber)
Essigsaure (98%) 10%, Methanol 40%, Aqua dest 50% (v/v)

Puffer XXV (Sample Puffer 2x konzentriert)

Tris-HCI 0,15 g, Glycerol 85% 2ml, SDS 0,4 g, R-Mercaptoethanol 1 ml,
Bromphenolblau 0,00029 g

Puffer XXVI (SDS-PAGE-Running-Puffer oder Laemmli-Laufpuffer 10x Konzentriert)
Tris/HCI 0,192 M, Glycin 1,918 M, SDS 0,0347 M, mit Aqua dest auf 1 L auffillen

3.1.4 LoOsungen fur Proteinbestimmung

Puffer XXVII
Roti-Nanoguant-Farblésung

Puffer XXVIII

RSA-L6sung: 1 mg/ml, 0,75 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,05 mg/ml,
0,01 mg/ml.
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4 Gerate und Stoffe

4.1 Aufnahme von Clostridien Neurotoxinen in intakte chromaffine Zellen
Ganglioside: Sigma, Munchen; FIDIA Research Laboratories, Albano, Italien.

4.2 Elektroporation

®u

,Gene Pulser ™ und Elektroporationskiivetten 4 mm: Bio Rad, Richmond.

4.3 Bestimmung und Quantifizierung der Radioaktivitat:

3-Counter: LS 5000CE, Beckmann; Szintillationsgefal3e, Ponyvials: Packard a
Conbera Company; Szintillationsflissigkeit: Baker Chemicals, Deventer Holland;
Carbachol: Sigma; *H-Noradrenalin 0,25 ml, 0,925 Mq: DuPont NEN™ Lufe Science
Products, Inc., Dreieich.

4.4 Gelelektrophorese und Proteinkonzentrationsbestimmung

Netzgerat: Model 200/2.0 Constant Voltage Power Supply, Mini Protean ll-Kammer
und Molekulargewichtsmarker: Bio Rad, Richmond; High Resolution Color Scanner
JX-325 Sharp, ImageMaster; Ammoniumperoxydisulfat (APS),
N, N, N°, N°, Tetramethylethylendiamin (TEMED), Natriumdodecylsulfat (SDS),
Trypsin, aus Rinderpankreas, Acrylamid und Bis-Acrylamid: Sigma, Mduinchen;
Bromphenolblau: Serva, Heidelberg; Roti®-Nanoquant: Carl Roth, Karlsruhe; Glycin:
Baker Chemicals, Deventer; Holland; 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol
(Tris), 2-Mercaptoethanol, Methanol, Coomassie Brilliant Blue R 250, fur die
Elektrophorese und Aktivkohle: Merck, Darmstadt.

4.5 Praparation von Proteinen (Proteinexpression)

Bacto-Agar, Bacto Pepton, enzymatisch verdaut und Bacto Hefeextrakt, Difco
Laboratories: Becton Dickinson, USA; 2-[4"-Hydroxy-benzenazo]-benzoesaure
(HABA), Ampicillin, Kaliumglutamat, Kanamycin, Natriumsalz, Pepstatin A,
Benzamidin und  Phenylmethylsulfonylfluorid  (PMSF): Sigma, Mduinchen;
Calciumchlorid, getrocknet: Merck, Darmstadt; Isopropyl-1-thio-3-D-galactopyranosid
(IPTG) dioxanfrei: Carl Roth Karlsruhe; Glycerin und Imidazol: Serva; Heidelberg;
Essigséure 98%: Riedel-DeHaén, Seelze; 1,4-Piperazindiethansulfonsaure (PIPES):
Roche Diagnostics, Mannheim; Nickel-Agarose: Bio Rad, Richmond; Photometer:
Perkin-Elmer 55 IS; Proteinschittler, Certomat S: B. Braun Biotech International;
UV/VIS Spectrometer; Ultraschalgerat: Branson/Sonifer 250; GSA-Rotor und
SS-34-Rotor, RC-5C, Sorvall Instruments.

4.6 Toxine und Toxinfragmente

Botulinum Typ A und Typ B Neurotoxinen: Arbeitsgruppe von Herrn Dr. J. Frevert,
BioTeCon, Potsdam; Tetanustoxin: Abteilung Toxikologie, Medizinische Hochschule
Hannover; E. coli-Stamme fur die Herstellung rekombinanten leichten Ketten und
Teile der schweren Kette von Clostridientoxinen, Abteilung Physiologische Chemie
der Medizinischen Hochschule Hannover (Herrn Prof. H. Niemann, Herrn Dr. T. Binz,
Herrn A. Rummel).
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4.7 Zellkultur

Primaria Kulturschalen: Firma Falcon Division, Heidelberg; Dulbecco’s Minimum
Essential Medium (DMEM) und Antibiotika (Penicillin/Streptomycin): Gibco BRL,
Eggenstein; Collagen R vom Rattenschwanz, Collagenase von CI. Histolyticum (500
U/mg), Trypan Blue, 0,4% Solution, 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsaure
(HEPES) und Albumin bovine, Fraktion V (RSA), pH 7.0: Serva, Heidelberg;
Bafilomycin Ay und  Zytostatika  ((+)5-Fluoro-2"-desoxyuridin  (FUDR),
Cytosine-3-D-arabinoside Hydrochlorid (Ara C), Uridin): Sigma, Minchen; Foetal Calf
Serum (FCS), hitzeinaktiviert: Biochrom; Ciprofloxacin Hydrochlorid: Bayer
Leverkusen; Dimethylsulfoxid (DMSO), Roth, Karlsruhe; Ethanol 70% vergalt mit
Butanol; D(+)-Glucose, Kaliumcarbonat, Kaliumchlorid, Kaliumhydrogencarbonat,
Kaliumdihydrogenphosphat, Kaliumhydrogenphosphat-Trihydrat, Kaliumhydroxid,
Natriumcarbonat, Natriumchlorid, Natriumcitrat-Dihydrat, Natriumdihydrogenphosphat
Monohydrat, Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat, Saccharose und Salzsaure 37%:
Merck, Darmstadt; Natriumhydrogencarbonat, Natriumhydroxid: Riedel-DeHaén,
Seelze; Neodisher GK (Toxin-neuralisationspulver), Dr. Weigert;
Neubauerzdhlkammer; Bottle Top Filter, 0,22 pm: Falcon; Braunol 2000
(Povidon-lod): Firma B. Braun Biotech International; 7x-PF-O-MATIC (Phosphate-
free automatic washer detergent): ICN; Thomapor®-Siebgewebe aus Polyester:
Reichelt Chemietechnik GmbH & Co; Autoklav (Sauer); Automatic Sarpette
(Sarstedt); HeiBluftsterilisator (Heraeus); Inkubator (Heraeus): 37°C, 10% COg;
Schittelwasserbad (GFL); Laminar-Air-Flow-Werkbank, Class 100 (Gelaire);
Mikroskop (Olympus); Zellzentrifuge (Biofuge primo R).
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5 Methoden

5.1 Zellkultur (als Modell diente chromaffine Zellen)

5.1.1 Praparation chromaffinen Zellen aus dem Nebennierenmark vom Rind und die
Kulturbedingungen

Die chromaffine Zellen wurden wie von Livett (1984) und Marxen (1991) beschrieben,
prapariert.

Die Nebennieren werden den frisch geschlachteten Rindern entnommen. Im
Schlachthof noch werden die Nebennieren vom umliegenden Fettgewebe frei
préapariert und unter leichtem Druck mit einem eiskalten Puffer | (20 ml) aus einer
Einwegspritze durch die adreno-lumbale Vene gespilt. AnschlieRend werden die
Organe in Plastiktiiten gegeben, auf Eis gelegt und ins Labor transportiert. Im Labor
werde mit sterilisierten Geraten unter einer Laminar-Air-Flow-Werkbank gearbeitet.
Zur Oberflachendesinfektion werden die Nebennieren in Polyvinylpyrrolidon-
Jodlésung (Braunol 2000) getaucht. Nach Entfernung des noch verbleibenden
Fettgewebes werden die Nebennieren erst mit ca. 40 ml 37°C warmem Puffer |
retrograd gespilt und anschlieRend zweimal mit 3-6 ml 0,06% Collagenase in
Puffer | gefillt. Beim zweiten Mal wird die Vene mit einer GefaRklemme
verschlossen, die Organe in ein Becherglas gegeben und 1 h im Wasserbad bei
37°C inkubiert. Nach 30 min. wird 3-6 ml Collagenasel6sung nachgespritzt. Die
Nebennieren werden dann aufgeschnitten und das anverdaute Mark mittels steriler
Pinzette und Schere herausgetrennt und mdglichst fein mit der Schere zerkleinert.
Das gewonnene Markgewebe wird in der restlichen Collagenaselésung im
Wasserbad 1 h bei 37°C inkubiert (Schuttelwasserbad, Stufe 70). Das weitgehend
dissoziierte Mark wird durch ein Nylonnetz in ein grof3es Zentrifugenréhrchen filtriert
und 7 min. bei 850 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wird abgesaugt, das Zellpellet
mittels feuerpolierter, steril gestopfter Pasteurpipette resuspendiert, zweimal mit
35 ml Puffer | unter Zusatz von 0,5% RSA gewaschen und anschlie3end in
Kulturmedium aufgenommen. Die Zellen werden nach Trypanblaufarbung in der
Neubauerzahlkammer gezahlt. Die durchschnittliche Zellausbeute betragt 1-2 x 10®
chromaffine Zellen pro Nebenniere.

Die Zellen werden auf collagenbeschichteten Kulturschalen in monozellular Schicht
ausgesat. Die Zelldichte betragt fiir eine 100 mm Petrischale 1-2 x 10’ Zellen, fir
eine 35 mm Kulturschale 1,3 x 10° und fiir die eine 4er- oder 24er-Multiwellplatte
3,5 x 10° Zellen pro Kavitét.

Da die Organe auf dem Schlachthof unsteril entnommen werden, wird dem
Kulturmedium ein Antibiotikumgemisch (Penicillin 200 IE/ml, Streptomycin 100 pg/mi
und Ciprofloxacin 1 mg/ml) zugesetzt. Zytostatika (ARAC 10° M, FUDR 10®° M und
Uridin 10® M) sollten das Wachstum von Begleitzellen unterdriicken. Die Exozytose
wird durch diese Zuséatze nicht beeintrachtigt (144). Die Kulturen werden in einer
wasserdampfgesattigten Atmosphare bei 37°C, 90% Luft und 10% CO; inkubiert.

5.2 Aufnahme von Clostridien Neurotoxinen in intakte chromaffine Zellen

5.2.1 Anreicherung mit Gangliosiden

Unter Zusatz von 250 pg/ml Gangliosidgemisch (= 2,1 mg GMj; 4,0 mg GDgg;
1,6 mg GDyp; 1,9 mg GTy, und 0,4 mg Nebenganglioside) im Kulturmedium werden
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die chromaffine Zellen fur 24 h inkubiert. Die Ganglioside reicheren sich in der
Plasmamembran an, wo die Toxine dann binden kénnen (156).

5.2.2 Toxinaufnahme aus dem Phosphat Puffer (pH 5.0 und pH 7.2) und Puffer
niedriger lonenstarke (155)

Die mit Gangliosidgemisch angereicherten Zellen werden 14 h mit 250 pl/Kavitat
toxinhaltigem Puffer, entweder Phosphatpuffer (Puffer VI) oder Puffer niedriger
lonenstarke (Puffer VII) behandelt. Nach der Toxinaufnahme werden die Zellen tber
48 h in Kulturmedium inkubiert .

5.3 Elektroporation der chromaffinen Zellen

Die gewonnene Zellsuspension (Zellzahl= 5 x 10°) wird direkt nach der Préparation
mit den Toxinen versetzt und in die Porationskivetten zur Elektroporation aufgefllt.
Die Elektroporation erfolgt durch eine Entladung eines Kondensators. Es wird eine
Spezialkiivette mit Metallplatten an seinen Seitenflachen benutzt. Das elektrische
Feld fallt potentiell ab. Es wird Uber der Zellmembran der einzelnen Zellen eine
Potentialdifferenz erzeugt und bei Uberschreitung eines Schwellenwertes von etwa
1 V offnet sich die Zellmembran (127). Unter diesen Bedingungen beschrankt sich die
Poration auf die Zellmembran, denn die Poration kleineren Zellkompartimenten
erfordert eine hohere Feldstarke (15). Das Toxin passiert die porierte Membran einzig
und allein durch Diffusion.

Clostridien Neurotoxinen sind, wie alle Proteine ein amphoteres Molekil mit einem
isoelektrischen Punkt von 6.0 (272). Der pH-Wert der Porationslésung betréagt 7,4. Bei
diesem pH-Wert ist das Protein elektrisch geladen. Die Bewegung im elektrischen
Feld soll die Aufnahme von Molekiulen in elektroporierten Zellen
verstarken = Elektroosmose (65).

Nach der Elektroporation werden die Kivetten fur 10 min. auf Eis gestellt. Die Zellen
werden anschlieRend auf einer 24er Multiwellplatte in einer Konzentration von 3 x 10°
Zellen/Kavitat ausgesat. Um Zelltrimmer zu entfernen, wird am nachsten Tag ein
kompletter Mediumwechsel durchgefuhrt. Nach drei Tagen Erholphase wird der
Freisetzungsversuch durchgefihrt.

Technische Daten: Mit einem Bio Rad Gene Pulser® wurde die Elektroporation
durchgefuhrt. FUr diese Studie wurden Kivetten mit einem Elektrodenabstand von
4 mm und Fullvolumen von 800 ul angesetzt. Die Kapazitat des Kondensators betrug
960 uF, die angelegte Feldstarke 250 V/cm. Die Zeit, in der die Feldstarke auf 1/e
abgefallen ist, betrug etwa 14 ms.

5.4 Freisetzungsexperimente

Die  Wirkung den Clostridien  Neurotoxinen wird mit Hilfe von
Freisetzungsexperimenten bei Raumtemperatur (RT) untersucht (151).

Die chromaffinen Zellen werden entweder Uber Nacht (14 h), oder fur ein Minimum
von 2 h mit *H-Noradrenalin in Kulturmedium inkubiert. Die Zellen speichern tiber den
Katecholamintransporter Noradrenalin in ihren Vesikeln. Durch Zugabe von
Carbachol (4 pg/ml) wurden die Zellen stimuliert. Sezerniertes *H-Noradrenalin wird
bestimmt.
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Durchfuhrung des Experiments:
a) Inkubation der Zellen mit ®H-Noradrenalin in Kulturmedium tiber Nacht oder fiir
ein Minimum von 2 h bei 37°C
b) Nachinkubation in Kulturmedium fur 1 h bei 37°C
c) Zweimal waschen mit Puffer VIII 250 pl/Kavitat fur je 5 min. bei RT
d) Einmal waschen mit Puffer VIII 500 pl/Kavitat fir 5 min. bei RT
e) Inkubation mit Puffer VIII 500 pl/Kavitat fir 8 min. bei RT

f) Sammeln der Uberstande zur Bestimmung der basalen
®H-Noradrenalinausschuttung (400 pl) = 1. Fraktion = F;

g) Stimulation mit Carbachol in Puffer VIII [500 pM], 500 pl/Kavitét fir 8 min. bei
Raumtemperatur

h) Sammeln  der Uberstainde zur Bestimmung der  stimulierten
®H-Noradrenalinausschuttung (400 pl) = 2. Fraktion = F,

i) Lyse der Zellen mit 0,2% SDS-L6sung 500 pl/Kavitat fur 2-3 min. bei
Raumtemperatur

j) Sammeln der Uberstande zur Bestimmung des gespeicherten
®H-Noradrenalins (450 pl) = 3. Fraktion = F3

k) F1, F2 und F3 wurden mit 2 ml Szintillationsflissigkeit versetzt und die
Radioaktivitatsmenge im 3-Counter ermittelt.

Aus der Summe der Radioaktivitaten der letzten drei Fraktionen wird die
Gesamtradioaktivitat berechnet, die vor der basalen NA-Ausschuittung in den Zellen
enthalten war:

G=F1+FxtF3
Die basale und stimulierte Freisetzung werden auf die Gesamtaktivitat bezogen. Die
Basalrate wird sodann von der stimulierten Freisetzung subtrahiert:
S=(F2/G-F1-F1/G)x 100

So erhalt man die bereinigte stimulierte Freisetzung.

Die durch die Toxine bedingte Hemmung wird aus dem Verhéltnis der stimulierten
Freisetzung toxinbehandelten Zellen zu nicht mit Toxinen behandelten Zellen
ermittelt:

Hemmung = (1- S Zellen + Toxin / S Zellen — Toxin) x 100

Alle Versuche wurden dreifach angesetzt und jeweils den Mittelwert + SD (n=3)
ermittelt.

5.5 Herstellung und Gewinnung rekombinanten Toxinen mit Hilfe Plasmid
beimpften E. coli-Stdmmen

Transformation und Transfektion sind die einfachsten Verfahren, um neu kombinierte
DNA in Wirtzellen einzufiuhren. Bei einer Klonierung in E. coli bedeutet
Transformation die Aufnahme von plasmid-DNA und Transfektion die Aufnahme von

25



METHODEN

phagen-DNA. Da das gramnegative E. coli nicht in der Lage ist Fremd-DNA in
ausreichender Menge von auf3en aufzunehmen, wird die Zellwand von E. coli durch
Behandlung mit unphysiologisch hohen Konzentration an zweiwertigen
Metallkationen destabilisiert und so die Aufnahmefahigkeit der Zellen fir
plasmid-DNA gesteigert. Auf diese Weise werden die Zellen kompetent gemacht. Die
Effizienz einer Transformation kann durch einen Hitzeschock oder einen kurzen
starken Stromstol3 erhoht werden.

5.5.1 Herstellung kompetenter Bakterienzellen fir eine Transformation durch
Hitzeschock (s6)

200 pl eine Ubernachtskultur eines geeigneten E. coli-Stammes wird in 20 ml
2YT-Medium angeimpft und 2 h bei 37°C und 180 rpm geschiuittelt. AnschlieRend
werden die Zellen 10 min. bei 4°C und 2500 rpm abzentrifugiert, in 20 ml 0,1 M
Calciumchlorid resuspendiert und 2 h in Eis inkubiert. Nach 210mindtiger
Zentrifugation (1200 rpm, 4°C) wird das Bakteriensediment in 2 ml 0,1 M
Calciumchlorid aufgenommen. Nach weiteren 2 h auf Eis sind die Bakterien
kompetent und kdnnen 48 h lang fur eine Transformation verwendet werden.

5.5.2 Transformation von E. coli

Eine DNA-L6sung, z. B. ein Ligationsansatz mit etwa 20 ng Vektor-DNA oder 7-10 ng
ringformige Plasmid-DNA, wird mit 100 pl kompetenten E. coli-Bakterien gemischt
und 30 min. auf Eis stehengelassen. Anschlie3end erfolgt ein Hitzeschock (5 min.,
37°C), nach dem die Bakterien 10 min. lang auf Eis abgekuhlt werden. Nach Zugabe
von 300 pl 2YT-Medium wird der Ansatz 30 min. bei 37°C und 180 rpm geschuittelt.
In dieser Zeit kbénnen die transformierten Bakterien die auf dem transformierten
Plasmid kodierte Antibiotikaresistenz ausbilden, bevor sie auf einer 2YT-Agarplatte
ausplattiert werden, die das fur die Selektion notwendige Antibiotikum enthalt. Die
transformierten Zellen wachsen bei 37°C im Warmeschrank tiber Nacht zu Kolonien
heran.

5.5.3 Aufbewahrung transformierter Klone
5.5.3.1 Anlegen von E. coli Glycerinkulturen

Fur die Herstellung von E. coli Glycerinkulturen werden zunachst 2 ml 2YT-Medium
mit einer Einzelzellkolonie angeimpft und Uber Nacht bei 37°C und 180 rpm im
Schiittler inkubiert. Am néchsten Tag werden 800 pl dieser Kultur mit 800 ul
87%igem Glycerin gemischt und bei -80°C eingefroren.

5.5.4 Induktion der Proteinexpression von  Hisg-tag-Fusionsprotein  in
E. coli M 15 pREP4

E. coli M 15 [pREP4] wird fur die Expression von rekombinanten TeNT-Fragmenten
verwendet. Dies basiert auf dem E. coli-Stamm K-12. Die Zellen enthalten schon das
Repressions-Plasmid pREP4, welches neben einer Kanamycin-Resistenz noch fir
den lac-Repressor codiert, wodurch die fir die effiziente Repression von auf
pQE-Vektoren codierten Genen notwendige hohe Konzentration an lac-Repressor
zur Verfugung steht. Das Plasmid pREP4 tragt den Selektionsmarker APH.

Genotyp: Nal® Str rif*, lac” ara” gal’ mtl' F~ ercA" uvr’.

2 ml 2YT-Medium mit Antibiotikazusatz werden mit transformierten Bakterien
angeimpft und tber Nacht bei 37°C und 180 rpm geschuttelt. Am nachsten Tag wird
aus dieser Vorkultur eine 200 ml Kultur aus 2YT-Medium mit Antibiotikum so
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angeimpft, dass sie bei 600 nm eine Extinktion von 0,06-0,07 erreicht. Diese Kultur
wachst bei 37°C und 180 rpm bis zu einer ODgg von 0.6-0.7, bevor die Expression
des Hisg-tag-Fusionsproteins durch Zugabe von
Isopropyl-3-thio-D-Galactopyranosid-Losung (IPTG) bis zu einer Endkonzentration
von 0,02-1 mM induziert wird. Vor und wahrend der Induktion werden 2 ml Aliquote
aus der Kultur entnommen, um spater auf einem SDS-Polyacrylamidgel den
zeitlichen Verlauf der Expression verfolgen zu kénnen. Nach 1-3 h Induktion der
Proteinexpression wird die Bakteriensuspension 20 min bei 5000 rpm und 4°C
abzentrifugiert. Das Pellet wird in 10 ml Resuspendierungspuffer (Puffer XIII)
aufgenommen. Als Schutz vor Zerstorung des rekombinanten Proteins werden
Proteasehemmer, wie Benzamidin 5 mM, Pepstatin A 0,1% (w/v) und PMSF 1 mM,
zum resuspendierten Pellet zugesetzt. Bis zur weiteren Aufarbeitung wird die
Suspension bei -20°C eingefroren.

5.5.5 Ernte und Zellyse

Nach dem Auftauen werden die Zellen im Eisbad mit Ultraschall aufgebrochen. Um
eine zu starke Warmeentwicklung zu vermeiden, wird die Bakteriensuspension
zwischen den Pulsen 30 s im Eis abgekuihlt. AnschlielRend werden die Zelltrimmer
20 min bei 15000 rpm und 4°C abzentrifugiert. Zytosolische Proteine, unter ihnen
auch das rekombinante Protein, verbleiben dabei im Uberstand. Fur eine Kontrolle
wird das Pellet in 10 ml Puffer XlIl aufgenommen. Ein Aliquot dieser Probe wird mit
2x Probenpuffer fur Proteingele versetzt und bei -20°C gelagert. Aus dieser Kontrolle
wird nach Coomassiefarbung eines Polyacrylamidgels ersichtlich, ob das exprimierte
Protein durch die Bildung von Einschlusskorpern oder ungeniigenden Zellaufschluss
in das Pellet gelangt ist, oder ob es sich in l6slicher Form im Zytosol befand und
durch die Zentrifugation von den Zelltrimmern abgetrennt werden konnte.

5.5.6 Affinitatsreinigung
5.5.6.1 Proteine mit Hisg-tag

Proteine koénnen durch Klonierung N- und C-terminal leicht um die
Aminoséuresequenz HisHisHisHisHisHis, abgekirzt Hiss, erweitert werden. Die
Hisg-Aminosauresequenz bildet hochaffine Chelatkomplexe mit zweifach positiv
geladenen Schwermetallionen wie Zn**, Cu?* oder Ni**aus. Unter Verwendung von
Uber den chelatisierenden Linker Nitrilotriacitic acid (NTA) an Agarose
immobilisierten Ni** kann das Protein gereinigt werden. Dabei bindet das Protein
iiber jeweils 2 Histidinreste an ein Ni**-lon, wodurch ein oktaedrischer Komplex
entsteht. Durch die Verwendung von 6 Histidinresten, die an drei benachbarte
Ni?*-lonen der Ni**-NTA-Agarose (Qiagen) binden, kann das Protein von anderen
histidinreichen Proteinen durch Elution mit einem Gradienten getrennt werden. Die
Elution kann durch Verdrangung mit Imidazol oder durch Protonierung der leicht
basischen Histidinreste erfolgen.

Durch den Hise-tag-Fusionsanteil kann das rekombinante Protein selektiv und
reversibel an Ni**-NTA-Agarose (Qiagen) gebunden werden. Dazu wird der
Uberstand nach der Zentrifugation auf die mit 5 ml Aquilibrierungspuffer (Puffer XilI)
vorbereitete  Saule Uberfihrt. Nicht gebundene Proteine und andere
Verunreinigungen werden zuerst mit 6 ml Sonicationpuffer entfernen. Anschliel3end
wird die Saule mit 6 ml 20 mM Imidazol enthaltendem Sonicationpuffer gewaschen,
wodurch Histidincluster enthaltende Proteine entfernt werden. Die Elution erfolgt in
6 Fraktionen mit jeweils 500 pl 100 mM Imidazol in Sonicationpuffer. Vom
Saulendurchfluss, den Waschfraktionen sowie den Elutionen werden jeweils 5 pl mit
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dem gleichen Volumen an 2x Gelladepuffer versetzt und auf einem
SDS-Polyacrylamidgel analysiert.

5.5.6.2 Strep-tag®-ll-Fusionsprotein

Strep-tag®-Il (WSHPQFEK) ist ein Oligopeptid, die von Streptavidin gebunden
werden. Strep-tag®-Il kann am N-Terminus, zwischen zwei Proteinen, als auch am
C-Terminus  eingesetzt  werden. Durch  Zufallsmutagenese ist  der
Streptavidin-Komplex so modifiziert worden, dass die Kp von Strep-tag®-1l nur noch
1 UM betragt. Der modifizierte Komplex heit Strep-Tactin® und bindet auch den
ersten Strep-tag mit hoherer Affinitat als Streptavidin. Strep-Tactin® ist auf
Sepharose-Klugelchen immobilisiert und wird als Saulenfullmaterial  zur
Proteinaufreinigung eingesetzt. Durch strukturverwandte Molekile des Biotins, dem
natiurlichen Bindungspartner des Streptavidins, wie z. B. Iminobiotin, Diaminobiotin
oder Desthiobiotin kann das gebundene Protein eluiert werden. Die Starke der
Wechselwirkung von Desthiobiotin mit Strep-Tactin® liegt zwischen dem von
Diaminobiotin und Biotin, so dass zum einen die Elution des gebundenen Proteins in
kleinen Fraktionen mdglich ist, und zum anderen das Saulenmaterial durch Zugabe
von 2-[4"-Hydroxy-benzenazo]-benzoesaure (HABA) regeneriert werden kann. 1 mM
HABA-LGOsung ist gelb; durch das Verdrangen des Desthiobiotins vom Strep-Tactin®
durch das HABA-Molekul wird dieses zum Hydrazon-Isomer reduziert und zeigt eine
rote Farbe, anhand deren Intensitdt der Regenerationsgrad der Saule bestimmt
werden kann. Durch einfaches Waschen mit 100 mM Tris/HCI wird auch das HABA
entfernt und die S&ule ist wieder benutzbar.

Die das gewinschte Protein enthaltenden Fraktionen werden vereint, in einen
Dialyseschlauch gefullt und dreimal etwa 6 Stunden bei 4°C gegen Puffer XVII
dialysiert. Nach der Dialyse wird die Konzentration der Proteine bestimmt.

5.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

SDS-PAGE ermdglicht eine Auftrennung von Proteinen nach ihnrem Molekulargewicht
unter denaturierenden Bedingungen (137).

Das 0,75 mm dicke Gel setzt sich zusammen aus 1 cm hohen Taschenbereich,
einem 1 cm hohen und 8,3 cm breiten Sammelgel, gefolgt von einem Trenngel mit
den MalRen 5 cm x 8,3 cm. Zur Herstellung der Gele werden die in Tabelle 2
aufgelisteten Losungen gemischt und zwischen zwei durch Abstandshalter getrennte
Glasplatten gegossen.

Gelzusammensetzungen: Trenngel 12,5% Sammelgel 5,7%
Puffer XIX 2,5ml 0,625 ml
SDS 10% 0,1 ml 0,05 ml
AA/Bis 4,125 ml 0,830 ml
H,O 3,275 ml 3,480 ml
TEMED 15 10
APS 40% 15l 10

Tabelle 2, Zusammensetzung der SDS-Gele.

Nach dem Giel3en wird das Trenngel mit Isopropanol Uberschichtet, um eine glatte
Oberflache zu gewahrleisten. Nach der Polymerisation bei Raumtemperatur wird das
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Isopropanol entfernt, um nachfolgend das 5,7% Sammelgel zu gief3en. Nach
Einfullen von Sammelgel wird ein 15-zahniger Kamm aus 0,75 mm starkem Teflon
1 cm tief in das Gel gesteckt, um die Taschen zu formen.

Aufgereinigte Proteine werden die mit dem gleichen Volumen an Puffer XXV versetzt
und entweder 2 min. im kochenden Wasserbad denaturiert oder fur 30 min. bei RT
inkubiert.

Zwei Gele werden senkrecht in die Elektrophorese-Apparatur eingespannt. Dabei
entsteht zwischen ihnen das Pufferreservoir fiur die Kathode. Sowohl dieses
Reservoir als auch das fur die Anode werden mit Laemmli-Laufpuffer (Puffer XXVI)
geflllt. AnschlielBend werden die Taschen des Sammelgels mit den Proben und
einem Molekulargewichtsstandard beladen. Die Elektrophorese wird bei 20 mA pro
Gel durchgefihrt, bis der Farbmarker des Probenpuffers das Ende des Trenngels
erreicht hat. Das Gel wird dann 30 bis 45 min. in Puffer XXIII gefarbt und
anschlieend mehrere Stunden lang in Puffer XXIV entfarbt und in Geltrockner
getrocknet (Abbildungen 7 und 8).

Protein-Fraktionen
1 2 4 7 § FS

Ql'/(e »

Abbildung 7, rekombinant hergestellte leichte Kette von TeNT
(links) und BoNT/B (rechts)

Imidazol-Frakticnen; Protein-Fraktionen:

Abbildung 8, rekombinant hergestellte leichte Kette von BoNT/A
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5.6.1 Proteinkonzentrationsbestimmung

5.6.1.1

5.6.1.2

Proteinbestimmungsmethode nach Bradford: Die Konzentration wird durch
Roti®-Nanoquant-Assay ermittelt. Hier wird die Extinktion der entsprechend
verdinnter Probelésung nach der Farbung mit Coomassie Blue gegen
Wasser bei 590 nm und 450 nm gemessen. Die Auswertung errechnet sich
aus dem Quotienten Esg/Essp gegeniiber einer entsprechenden
Kalibrationsgeraden. Zum Vergleich wird RSA (mg/ml) als Kalibrationsprotein
eingesetzt.

Konzentrationsbestimmung der aufgereinigten Proteine durch einen
SDS-Gellauf mit einer RSA-Standardreihe. Von den zu bestimmenden
Proteine werden 2-4 Proben mit einem Volumen zwischen 0,5 und 5 pl sowie
je 10 pl einer RSA-Standardreihe auf ein SDS-Polyacrylamidgel geladen.
Nach der Elektrophorese wird das Gel mit Coomassie Blue R250 gefarbt,
und luftblasenfrei zwischen zwei 0,5 mm starke Kunststoffplatten gelegt und
mit einem Sharp JX-325 High Resolution Color Scanner gescannt. Die
einzelnen Proteinbanden des Bildes werden mit der Contour Band-Funktion
des Programms ImageMaster™ 1-D (Pharmacia Biotech) detektiert und
integriert. Durch lineare Regression wird aus den
ODxmm?Werten und die bekannten RSA-Konzentrationen eine Eichreihe
erstellt, aus welche, unter der Annahme der gleichen Coomassie-Farbbarkeit
von RSA und dem zu bestimmenden Protein, die Konzentration des zu
untersuchenden Proteins errechnet wird (Abbildung 9).

Proben RSA-Eichreihe: [mg/ml]

Abbildung 9, Densitometrische Proteinkonzentrationsbestimmung
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6 Ergebnisse
6.1 Einschleusung der Toxine durch Elektroporation

Diese Methode wurde gewahlt, um auch Toxinfragmente, die keine Ganglioside auf
der Zellmembran erkennen kénnen ins Zytosol einzuschleusen. Dadurch hat man
einen direkten Zugang zu den Substraten. So kdnnen in einem und demselben
System unter gleichen Bedingungen die Wirkung der Toxine und seiner Fragmente
miteinander verglichen werden. Als Mal3 fur die Aufnahme der Toxine wurde der
Grad der Exozytosehemmung herangezogen (Abbildung 10).

—8— EP mit BoNT/A [3ug/ml]
—O— EP mit rec.LC-BoNT/A [3ug/ml]
120 —v— EP mit BoNT/B [3ug/ml]
—v— EP mit rec.LC-BoNT/B [3ug/ml]

100 —— EP mit TeNT [3ug/ml]
;\o\ —O— EP mitrec.LC-TeNT [3ug/ml]
o 80
c
>S5
N
S 601
o
(I
S 40
°
o
S
g 20+
IS
[
I

O -
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Abbildung 10, Zeitverlauf der Hemmung der
Katecholaminsekretion durch native Toxine oder rekombinante
leichte Ketten von Clostridientoxinen in elektroporierten
chromaffinen Zellen. Zum Zeitpunkt Null wurde die Zellen in
Gegenwart der jeweiligen Toxine elektroporiert. Zu den
angegebenen Zeiten (Abszisse) wurde einen
Freisetzungsversuch durchgefihrt. Die Ordinate zeigt die
Freisetzung von °H-Noradrenalin in Prozent der gespeicherten
Gesamtradioaktivitat in Abhangigkeit der Zeit an (Mittelwert = SD,
n=3). Wenn keine Streuung sichtbar, ist sie kleiner als das
Symbol selbst.
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Die frisch préaparierte Zellsuspension wurde in Gegenwart von DC/TeNT, DC/BoNT
Typ A und Typ B oder LC/TeNT, LC/BoNT Typ A und Typ B elektroporiert und
anschlieend kultiviert. Kontrollzellen wurden ohne Zusatz von Toxinen im DMEM
elektroporiert. Nach 14 Stunden wurde das Medium komplett ausgetauscht, um die
Zelltrummer zu entfernen. Die Freisetzungsexperimente wurden nach
unterschiedlichen Zeitintervallen durchgefihrt.

Abbildung 10 zeigt die Hemmung der Exozytose durch unterschiedliche Toxine bzw.
Toxinfragmente in Abhangigkeit der Zeit. Es zeigte sich, dass die Exozytose durch
das Gesamttoxin und die rekombinate leichte Kette der jeweiligen Toxinen gleicher
Massen gehemmt wird und die Hemmung mit dem Fortschreiten der Zeit abnimmt.

BoNT/A, sowohl das Holotoxin als auch die rekombinante leichte Kette, ist am
wirksamsten. Die Hemmung der Freisetzung von *H-Noradrenalin ist selbst nach 30
Tagen Uber 50%. Die unterschiedlich lange Wirkungszeit der Toxine deutet auf
unterschiedlichen Abbau hin (74).
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6.2 Aufnahme und die Wirkung von Clostridien Toxinen in Puffer niedriger
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Abbildung 11, Wirkung von CNT auf die Hemmung der
Exozytose in chromaffinen Zellen in Puffer niedriger lonenstérke
(pH = 7.3). Die Ordinate zeigt die Freisetzung von *H-NA in
Prozent der Gesamtaktivitdt, bezogen auf nicht mit Toxin
behandelte Kontrollzellen (Mittelwert + SD, n=3). Wenn keine
Streuung sichtbar, ist sie kleiner als das Symbol selbst.
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In einen ersten Ansatz wurden chromaffine Zellen in Gegenwart von Gangliosiden
mit TeNT, BoNT/A und BoNT/B inkubiert. Um eine Wirkung der Toxine zu erreichen,
mussten sie in einen Puffer niedriger lonenstarke (Puffer VI) appliziert werden.
Hierdurch wird die Interaktion mit Gangliosiden verstarkt und die Wirkung von
Toxinen gesteigert. In diesen experimentellen Ansatz bindet das Toxin zuerst an das
Gangliosid, wird Uber rezeptorvermittelte Endozytose aufgenommen und muss aus
dem Endosom ins Zytosol transportiert werden. Es wurde bereits in friheren
Experimenten gezeigt, dass in lonenarmer Puffer die Bindung zwischen CNT und
Ganglioside gefordert wird. Die Clostridien Neurotoxinen sind hydrophile Proteine,
die bevorzugt mit den hydrophilen Polysialogangliosiden auf der Plasmamembran
reagieren. Puffer niedriger lonenstarke beginstigt solche hydrophile Interaktionen
und dadurch kann des leichten inhibitorischen Effekts von Toxinen in dieser Losung
erklart werden (155).

Die Abbildung 11 zeigt die Wirkung der CNT auf chromaffine Zellen. Wenn die
Toxine in Puffer niedriger lonenstarke geloést werden, ist TeNT nur in Gegenwart von
Gangliosiden wirksam?.

Botulinum Toxinen Typ A und B wirken auch ohne zusatzliche Ganglioside. Die
Wirkung wird durch exogene Ganglioside nicht verstarkt®.

% Kultivierte Chromaffine Zellen enthalten geringen Mengen von GD1a. Daher sind sie unempfindlich gegentiber
extrazelluldr angebotem Tetanustoxin. Tetanus bindet in vitro vorwiegend an die Ganglioside des Typs GT1, und
GD1p, mit wesentlich geringer Affinitat an GD14 und GM;.

3 Die Bindung von Botulinumtoxin erfolgt Uberwiegend an die Ganglioside GT1p, sowie GDja.
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6.3 Wirkung der Clostridien Toxinen an chromaffinen Zellen in Abhéangigkeit

des Gangliosidgehalts der Zellmembran und von dem pH-Wert des
Inkubationsmediums
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Abbildung 12, Die zur Halfte mit 250ug/ml Gangliosiden
vorbehandelten chromaffinen Zellen wurden mit pH 5.0-, pH 6.0-
Puffer und Tetanus Toxin versetzt (Abbildung 12a-12b). Keine
Hemmung der Exozytose nach der Behandlung der Zellen mit
Tetanus Toxin in pH 7.2- und pH 8.0-Puffer (Abbildung 12c-12d).
48 Stunden nach dem Versuchansatz wurde das
Freisetzungsexperiment durchgefilhrt. Auf der Ordinate ist die
Menge an Freigesetzte *H-NA in Prozent  der
Gesamtradioaktivitat aufgetragen, wenn keine Streuung sichtbar,
ist sie kleiner als das Symbol selbst (Mittelwert + SD, n=3).
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Abbildung 13, Chromaffine Zellen wurden zur Halfte mit
Gangliosiden (24 h) behandelt und dann mit BoNT/A in Puffer VII
(pH-Wert=5.0, 6.0, 7.2 und 8.0) tber Nacht (14 h) versetzt. Die
Ordinate zeigt die Freisetzung von °H-NA in Prozent der
Gesamtaktivitat. Stimulation mit 500uM Carbachollésung, wenn
keine Streuung sichtbar, ist sie kleiner als das Symbol selbst

(Mittelwert + SD, n=3).
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Abbildung 14, Wirkung des in Phosphatpuffer (pH = 5.0, 6.0, 7.2
und 8.0) aufgenommenen BoNT/B Toxins auf die Exozytose bei
chromaffinen Zellen. Die Zellen wurden zuvor zur Halfte mit
Gangliosiden fir 24 h behandelt. Die Ordinate zeigt die
Freisetzung des gespeicherten ®H-NA nach einer Stimulation mit
500 pM Carbachol (Mittelwert + SD, n=3). Wenn keine Streuung
sichtbar, ist sie kleiner als das Symbol selbst.
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Nach rezeptorvermittelte Endozytose befinden sich die Toxine in Vesikeln. Um zum
Substrat zu gelangen, missen sie die endosomale Membran Uberwinden
(Translokation). Da die endosomale Membran ein Teil der recycelten
Plasmamembran darstellt, sollte sich die Translokation an der Plasmamembran
widerspiegeln, wenn hier Bedingungen geschaffen werden, wie sie im Endosom
vorherrschen.

Hierzu wurden chromaffine Zellen mit Toxin bei unterschiedlichen pH-Werten
inkubiert. Ein Teil der Kulturen wurde zusétzlich mit Gangliosiden vorbehandelt.
AnschlieRend wurden die chromaffine Zellen fir 14 h mit Puffer VII (Phosphat-Puffer
mit: pH5.0, pH6.0, pH7.2 und pH8.0) und Clostridientoxinen inkubiert. Danach wurde
der Puffer gegen Kulturmedium ausgetauscht und fir weitere 48 h in DMEM
inkubiert. Diese so genannte Erholungsphase dient der Regeneration des
Exozytoseapparates (15). Die Hemmung der Exozytose wurde durch die freigesetzte
Menge an *H-NA ermittelt.

In diesen Experimenten ist die Wirkung von Tetanustoxin sehr stark von pH-Wert des
Puffers abhangig. Die Hemmung kann durch Ganglioside verstarkt werden.
Tetanustoxin entfaltet seine maximale Wirkung bei saurem pH-Wert. Je héher der
pH-Wert, desto geringer ist die Wirkung des TeNT (Abbildungen 12). Bei
physiologischem pH verstarkt zugesetzte Ganglioside die Wirkung nicht.

Auch bei den Botulinumtoxin Typ A und Typ B wird die maximale Wirkung in sauren
pH-Wert erreicht, aber die Abnahme der Wirkung bei ansteigenden pH-Werten ist bei
den beiden Toxinen nicht so signifikant wie bei Tetanustoxin. Die Anwesendheit der
Ganglioside spielt keine grof3e Rolle bei ihrer Aufnahme in die Zellen. Dies ist
besonders auffallend bei BoNT/A. Das gleiche Ergebnis zeigten schon die
Experimente bei niedriger lonenstarke. Die chromaffine Zellen enthalten
physiologischer Weise in geringer Menge Gangliosid-Typ GD1,, welches Botulinum
Neurotoxin Typ A binden kann, aber kein TeNT bindet (Abbildungen 13 und 14).
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6.4 Wirkung von rekombinant hergestellten leichten Ketten von Clostridien
Toxinen auf chromaffine Zellen in sauren pH-Wert
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Abbildung 15, Hemmung der Freisetzung beim Einsatz von
rekombinanten leichten Ketten der Neurotoxinen in saurem
pH-Wert (Mittelwert + SD, n=3). Wenn keine Streuung sichtbar,
ist sie kleiner als das Symbol selbst.
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In den Folgenden Experimente wurde untersucht, ob die verstarkte Wirkung bei
pH 5.0 auf einer unspezifischen Protein-Plasmamembran-Interaktion berthrt. Daher
wurden chromaffine Zellen mit rekombinanten leichten Ketten der Toxine inkubiert.
Diese Fragmente enthalten keine Bindungs- (Hc) und Translokationsdoméne (Hy).
Die Fragmente hemmen die Exozytose genau wie die Holotoxine, wenn sie durch EP
in die Zellen eingebracht werden, also das Zytosol auf direkten Weg erreichen (siehe
Abbildung 10).

Die Zellen wurden nicht vorher mit Gangliosiden behandelt, weil die Hc-Teile der
schweren Kette, die fir die Bindung der Toxinen an die Ganglioside zustandigen ist,
bei hier eingesetzten Fragmente fehlte. Die chromaffine Zellen wurden fur 14 h mit
den entsprechenden rekombinanten leichten Ketten von Clostridien Toxinen in
Puffer VII (pH 5.0) behandelt und vor den Freisetzungsversuchen fir 48 h in Kultur
Medium inkubiert.

Dieser Versuch zeigt (Abbildung 15), dass fir die Wirkung der Toxine an
chromaffinen Zellen die schwere Kette essentiell sei. Die schwere Kette ist
notwendig, um die LC durch die Plasmamembran zu schleusen. Im Gegensatz zu
den Dichain-Toxinen, die in sauren pH-Wert bis zu 60% die Exozytose hemmen,
zeigen die rekombinant hergestellten leichten Ketten in diesem pH-Wert keinen
Effekt. Die Daten zeigen, dass die Aufnahme der Toxine in die Zelle bei sauren pH
spezifisch Uber die schwere Kette erfolgt.
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6.5 Wirkung den Clostridien Toxinen an chromaffinen Zellen in Abhangigkeit
von Temperatur, pH-Wert, der zu inkubierten Lésungen

Um die Energieabhéangigkeit der rezeptorvermittelten Aufnahme und die
Translokation zu klaren, wurden folgende Versuche durchgefuhrt.

Wenn die Toxine in Puffer niedriger lonenstarke die Zellen angeboten werden, ist in
deren Weg von Aufnahme bis zu Wirkung mehrere Schritte enthalten: 1. Bindung,
2. Internalisation, und bei pH 5.0 Experimenten nur 3. Translokation, 4. Reduktion
durch Thioredoxin-Reduktase und 5. Proteolyse eines Substrates enthalten
(Abbildung 51a und 51b).

Bei diesen Versuchen werden aul3er den Faktoren pH-Wert und Ganglioside der
Einfluss einen weiteren wichtigen Faktor, das Temperatur, auf die Hemmung der
Exozytose durch die Toxine in Betracht gezogen.

Durchfuhrung des Experiments (Flussdiagramm, siehe Abbildung 16): Die mit
250 pg/ml Gangliosidgemisch (einer Mischung aus Typen: GM;i; GMz; GM3z; GD1j5;
GD1p; GTyp) fur 24 h inkubierten chromaffinen Zellen wurden fir 14 h mit Puffer VII
(Phosphatpuffer, pH 5.0) oder Puffer VI (Puffer niedriger lonenstarke, pH 7.3) und
Clostridientoxinen bei der entsprechenden Temperatur behandelt. Nach 14 h wurde
der Puffer gegen Kulturmedium ausgetauscht und fir weitere 48 h bei
entsprechenden Temperaturen inkubiert (Regenerationsperiode). Anschlieend
wurden die Zellen mit *H-NA beladen und fiir drei Stunden bei 37°C inkubiert, dies
gilt auch fur die Zellen, die zuvor die ganze Zeit bei RT behandelt wurden. Die
Hemmung der Exozytose wurde an Hand der freigesetzten Menge an >*H-NA
ermittelt.

+Toxin

i .0 od

Qurf)fgrsn?egriggr -Toxin +DMEM +°H-NA

Ionenstérkl Tl (pH 7_2) l
Prap. +G

24 0 14 62 70 72 (h)
Temp.:  37°C 37°C oder RT 37°C |

Abbildung 16, Schematische Darstellung der Versuchsansétze
(Erklérung im Text).
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Abbildung 17, Wirkung von TeNT (oben) auf die
Katecholaminfreisetzung in Abh&ngigkeit der Temperatur und
des pH-Werts. Hemmung von Exozytose durch BoNT/A (unten)
in Abhéngigkeit der Temperatur und des pH-Werts. Die Ordinate
zeigt die Menge an freigesetzte ®H-NA. Die chromaffine Zellen
wurden in unterschiedlichen Temperaturen (Abszisse) und
pH-Werten mit Toxin behandelt (Mittelwert + SD, n=3).
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I pH5,0 Puffer+BoNT/B [30ug/mij+Gangliosidgemisch

120 - [ pH5,0 Puffer+BoNT/B [30pg/ml] ohne Gangliosidgemisch
B Puffer niedriger lonenstérke+BoNT/B [30ug/ml]+Gangliosidgemisch
100 - 1 Puffer niedriger lonenstarke+BoNT/B [30ug/ml] ohne Gangliosidgemisch
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Abbildung 18, Einfluss von Temperatur, pH-Wert und Ganglioside
Typ auf die Exozytose unter Zusatz von BoNT/B. Auf die
Ordinate wird die Hemmung der Freisetzung von *H-NA durch
BoNT/B gezeigt (Mittelwert + SD, n=3).

Die Endozytose ist abhéngig von der Exozytose. Die fusionierte Membranpatch
werden eingeschnirt und recycelt, unabhéngig ob wahrend der Membranexposition
einen extra zellularen Rezeptor besetzt wird oder nicht. Dies geschieht innerhalb
wenige Sekunden (205, 276). Daher sollte die rezeptorvermittelte Endozytose bei allen
CNT gleichartig ablaufen, unabhangig davon, ob ein Toxinrezeptor besetzt ist oder
nicht. Allerdings nur TeNT und Botulinumtoxin Typ B zeigen eine dosis- und
temperaturabhangige Hemmung der Exozytose (Abbildungen 17(oben)-18) und
BoNT/A hemmt die Noradrenalinausschittung temperaturunabhangige
(Abbildung 17(unten)) (228). Dies kann dadurch erklart werden, dass 1. die drei
Stunden Inkubationszeit mit *H-NA bei 37°C fiir restliches BoNT/A, das selbst nach
waschen der Zellen sich immer noch in Medium befindet, ausreicht um SNAP-25 zu
spalten; 2. oder und SNAP-25 Eigenwirkung.

Bei TeNT spielt aul3er Temperatur, den pH-Wert des Puffers eine wesentliche Rolle
auf die hohe seiner Toxizitat.
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6.6 Wirkung von ATP-abh&ngigen Protonenpumpenhemmer Bafilomycin A; auf
die Hemmung der Exozytose durch die Clostridien Toxinen

Die Translokation von Clostridien Neurotoxinen ins Zytosol findet nur nach der
Ansauerung des Vesikels durch den Einwartstransport von Protonen mittels der
ATP-abhangigen Protonenpumpe statt. Diesen Schritt kann durch Zusatz von
Bafilomycin A; unterbunden und somit die Blockade der Exozytose verhindert
werden (158, 280).

Bafilomycin A; wird aus Steptomyces griseus gewonnen. Er ist ein Enzyminhibitor,
spezifisch die fiir vakuolare H*-ATPase (v-ATPase), die in tierischen und pflanzlichen
Zellen und Mikroorganismen vorkommt.

Um eine Eigenwirkung von Bafilomycin A; auf die chromaffine Zellen und die
Freisetzung von Noradrenalin auszuschlie3en, wurden die Zellen mit Bafilomycin A;
[10 nM/ml in Kulturmedium] fur 30 min. vorbehandelt und anschlie3end entweder mit
rec.LC oder den gesamten Toxinen elektroporiert. Nach 14 h wurde das Medium
komplett ausgetauscht und nach 48 h die Freisetzungsversuche durchgefuhrt.

Es zeigt sich, dass Bafilomycin A; in einer Konzentration von 10 nM keinen Einfluss
auf die Wirkung von Clostridien Toxinen und deren Hemmung der Exozytose hat,
wenn die Toxine das endosomale Kompartiment nicht durchlaufen, also direkt durch
Poren in das Zytosol gelangen. Eine Eigenwirkung auf die Exozytose wurde
ebenfalls nicht beobachtet (Abbildungen 19-20). Wie in vorherigen Versuchen auch
gezeigt wurde, hemmen die rec.LC und die Holotoxine gleichwertig die
Katecholaminfreisetzung, wenn sie die Zellen vor der Elektroporation zugesetzt
werden.
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Abbildung 19, Hemmung der Katecholaminfreisetzung nach der
Elektroporation mit zuvor mit Bafilomycin A; behandelten Zellen
durch rekombinant hergestellte leichte Ketten von Clostridien
Neurotoxinen. Auf die Abszisse sind die Konzentration von
Toxinen auftragen, auf die Ordinate die durch Toxin
hervorgerufene Hemmung der Exozytose (Mittelwert = SD, n=3).
Wenn keine Streuung sichtbar, ist sie kleiner als das Symbol
selbst.
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Abbildung 20, EP mit den DC-TeNT und -BoNT/A, die Zellen
wurden vorher mit Bafilomycin A; [10nM] 30 min. lang behandelt
goben). Hemmung der Freisetzung der gespeicherten
H-Noradrenalin nach der Elektroporation der 30 min. lang mit
Bafilomycin A; vorbehandelten Zellen mit DC-BoNT/B (unten).
Die Ordinate stellt die Freisetzung von ®H-NA in Prozent der
insgesamt in den Zellen enthaltener Radioaktivitéat dar (Mittelwert
+ SD, n=3). Wenn keine Streuung sichtbar, ist sie kleiner als das
Symbol selbst.
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Eigenwirkung von Bafilomycin A; auf die Exo- und Endozytose. Der Dosisbereich
ohne Eigenwirkung (siehe Tabelle 3):

Baf-Konzentration [nM]: 3,3 10 30 90
Uberlebensrate der Zellen (%) ~ 98 ~ 95 ~ 50 ~ 10

Tabelle 3, Eine optimale Wirkung von Bafilomycin A; auf die
Aufhebung der Hemmung der Exozytose durch CNT wurde bei
einer Konzentration von 10nM erzielt. In dieser Konzentration
zeige Bafilomycin A; selbst keine Eigenwirkung auf die
freigesetze Menge an Noradrenalin.

In den folgenden Versuchen wurde die Wirkung von Bafilomycin A; auf die Bindung
und Translokation von Clostridientoxinen in den Zellen zum einen in Puffer niedriger
lonenstarke sowie in Phosphatpuffer, pH 5.0 untersucht (Abbildungen 21-26).

Die Hypothese war, dass in Anwesenheit von Gangliosiden und bei niedrigem
pH-Wert (wie in vorherigen Versuchen auch gezeigt wurde, Abbildungen 12, 13
und 14) diffundieren die Toxine ins Zytosol und umgehen die rezeptorvermittelte
Endozytose. Deshalb sollte einen Zusatz an Bafilomycin A; keinen Einfluss auf die
Hemmung der Exozytose durch die CNT haben.

Aber die Versuche zeigen zu unserer Uberraschung, dass in Anwesenheit von
Bafilomycin A; die Wirkung der Toxine auf die Ausschiittung von *H-Noradrenalin
ausblieb.

Um fest zu legen, ab wann die Wirkung von Toxinen durch den Zusatz von
Bafilomycin A; aufgehoben werden, wurde in die erste Versuchsreihe
(Abbildungen  21-26) die chromaffine Zellen mit einer variablen
Bafilomycin A;-Konzentration (siehe Abszisse [nM]) und einer konstanten Menge von
Toxin [30 pg/ml] behandelt. In die zweite Versuchsreihe wurden die Zellen einer
variablen Konzentration an Toxinen (siehe Abszisse [ug/ml]) und einer konstanten
Menge an Bafilomycin A; [10nM] zugesetzt (Abbildung 27-32).

Bei allen Versuchen wurde eine Kontrolle mitlaufen lassen. Diese Kontrolle in den
ersten Versuchsreihen war das Toxin, das im entsprechenden Puffer die chromaffine
Zellen angeboten wurde. In den zweiten Versuchsreihen war die Bafilomycin A; (in
den beiden Puffern), dass die Zellen angeboten wurde.
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Abbildung 21, Hemmung der Exozytose in sauren pH-Wert und
Bafilomycin A; mit und ohne Ganglioside unter Zusatz von TeNT.
Die Abszisse zeigt die Konzentration von Bafilomycin Al in nM.
Die Konzentration von TeNT ist hier konstant [30ug/ml]
(Mittelwert £ SD, n=3). Wenn keine Streuung sichtbar, ist sie
kleiner als das Symbol selbst.
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Abbildung 22, Hemmung der Freisetzung in Puffer niedriger
lonenstarke mit Bafilomycin A;, Ganglioside und TeNT. Die
Abszisse zeigt die Konzentration von Bafilomycin A; in nM. Die
Konzentration von TeNT st hier konstant [30 pg/ml]
(Mittelwert £ SD, n=3). Wenn keine Streuung sichtbar, ist sie
kleiner als das Symbol selbst.
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In diesen Versuchen wird gezeigt, dass die Wirkung von TeNT, auch wenn die
Menge an Toxin hier sehr hoch ist (Uberall konstanten Zusatz von 30 pg/ml), in den
Zellen durch Anwesendheit von Bafilomycin A; unabh&ngig von der Art des Puffers in
einer Konzentration von 10 nM fast vollstandig aufgehoben wird (Abbildungen 21
und 22).

—e— pH5,0 Puffer+Bafilomycin A; ohne Gangliosidgemisch und BoNT/A
—O— pH5,0 Puffer+Bafilomycin A;+BoNT/A [30pg/ml] ohne Gangliosidgemisch
€ pH5,0 Puffer+BoNT/A [30png/ml] ohne Gangliosidgemisch

120
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Bafilomycin A -Konzentration (nM)

Abbildung 23, Wirkung von Bafilomycin A; alleine und in
Anwesendheit von BoNT/A auf die Hemmung der Exozytose bei
pH 5.0 Puffer. Die Abszisse zeigt die Konzentration von
Bafilomycin A; in nM, die Konzentration von BoNT/A ist hier

konstant [30 pg/ml] (Mittelwert + SD, n=3). Wenn keine Streuung
sichtbar, ist sie kleiner als das Symbol selbst.

Die Hemmung der Exozytose durch Botulinum Toxin Typ A in die Zellen wird wie bei
TeNT durch den Protonenpumpenhemmer Bafilomycin A; bei einer Konzentration
von [10 nM] ganz aufgehoben. Uberall wurde dieselbe Menge an BoNT/A [=30ug/ml]
zugesetzt (Abbildungen 23 und 24)*.

* Der Versuch mit BONT/A und Bafilomycin A; in Anwesendheit von Gangliosiden hat aus technischen Griinden nicht
geklappt, aber wir gehen davon aus, dass ahnliche Ergebnisse zu erwarten sind, wie dies die Entsprechende
Versuche von Tetanus und Botulinumtoxin Typ B zeigen (s. die dazugehérige Abbildungen).
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Abbildung 24, Einwirkung von Bafilomycin A; auf die Hemmung
der Exozytose durch BoNT/A in Puffer niedriger lonenstarke mit
einen pH-Wert von 7.2. Die Abszisse zeigt die Konzentration von
Bafilomycin A; in nM, die Konzentration von BoNT/A ist hier
konstant [=30 pg/ml] (Mittelwert + SD, n=3). Wenn keine
Streuung sichtbar, ist sie kleiner als das Symbol selbst.
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Hermung der Freisetzung (20

120
—e— pH5,0 Puffer+Bafilomycin A +Gangliosidgemisch ohne BoNT/B
100 - —O— pH5,0 Puffer+Bafilomycin A;+BoNT/B [30pg/mi]+Gangliosidgemisch
€ pH5,0 Puffer+BoNT/B [30pg/ml]l+Gangliosidgemisch
80

60_/////////////////////////§////\

40

20

120

100

80

60

40

20

B [ 2 @
0.1 1 10 100
Bafilomycin A -Konzentration (nM)
—e— pH5,0 Puffer+Bafilomycin A; ohne Gangliosidgemisch und BoNT/B
B —O— pH5,0 Puffer+Bafilomycin A;+BoNT/B [30pg/ml] ohne Gangliosidgemisch
€ pH5,0 Puffer+BoNT/B [30ug/ml] ohne Gangliosidgemisch
/////////////////////////§////\
. o ——— P
0.1 1 10 100

Bafilomycin A, -Konzentration (nM)

Abbildung 25, Einfluss von Bafilomycin A; auf die Hemmung der
Exozytose durch BoNT/B in sauren pH-Wert. Die Abszisse zeigt
die Konzentration von Bafilomycin A; in nM, die Konzentration
von BoONT/B ist hier konstant [30 pg/ml]. Die Ordinate gibt die
Freisetzung in % in Bezug auf Kontrollzellen an, die ohne Toxin
und Bafilomycin A; behandelt wurden (Mittelwert + SD, n=3).
Wenn keine Streuung sichtbar, ist sie kleiner als das Symbol
selbst.
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Abbildung 26, Hemmung der Freisetzung durch BoONT/B in
Anwesendheit von Bafilomycin A; in Puffer niedriger lonenstarke.
Die Abszisse zeigt die Konzentration von Bafilomycin A; in nM,
die Konzentration von BoNT/B ist hier konstant [=30 pg/ml]. Die
Ordinate gibt die Freisetzung in % in Bezug auf Kontrollzellen an,
die ohne Toxin und Bafilomycin A: behandelt wurden
(Mittelwert £ SD, n=3). Wenn keine Streuung sichtbar, ist sie
kleiner als das Symbol selbst.
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In diesen Experimenten (Abbildungen 25 und 26) wird der Einfluss von dem
spezifischen ATP-abhangigen Protonenpumpenhemmer Bafilomycin A; auf die
Wirkung von Botulinum Neurotoxin Typ B gezeigt. Wie aus den Versuchen zu sehen
ist, hemmt Bafilomycin A; allein nicht die Freisetzung die in den Vesikeln
gespeicherten °H-Noradrenalin. In Gegenwart niedriger Konzentration von
Bafilomycin A; [10 nM] wird die Wirkung von Clostridientoxinen gehemmt. Hierbei
scheint die Art der eingesetzten Puffer keine Rolle zu spielen.

Aus diesen Versuchen (Abbildungen 21-26) konnte die optimale Menge an
Bafilomycin A;, die notwendig ist um die Wirkung von CNT auf zu heben, ermittelt. In
den nachsten Versuchen wurde eine variable Menge an Toxin mit einer konstanten
Konzentration an Bafilomycin A; [=10 nM] die chromaffine Zellen zugesetzt
(Abbildungen 27-32).
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Abbildung 27, Hemmung der Exozytose durch TeNT in sauren
pH-Wert mit und ohne Zusatz von Bafilomycin A; und
Gangliosiden. Die Ordinate zeigt die Freisetzung in Prozent der
gespeicherten Katecholamine (Mittelwert + SD, n=3) und die
Abszisse zeigt die Konzentration von TeNT in pg/ml. Die
Konzentration von Bafilomycin A; ist hier konstant [10 nM]. Wenn
keine Streuung sichtbar, ist sie kleiner als das Symbol selbst.
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Abbildung 28, Wirkung von TeNT auf die Exozytose mit und ohne
Einsatz von Gangliosiden und Bafilomycin A; in Puffer niedriger
lonenstérke. Die Ordinate zeigt die Freisetzung in Prozent der
gespeicherten Katecholamine (Mittelwert + SD, n=3) und die
Abszisse zeigt die Konzentration von TeNT in pg/ml. Die
Konzentration von Bafilomycin A; ist hier konstant [10 nM]. Wenn
keine Streuung sichtbar, ist sie kleiner als das Symbol selbst.
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Abbildung 29, BoNT/A-Wirkung auf die Hemmung der
Freisetzung unter Zusatz von Bafilomycin A1 mit und ohne
Gangliosiden in Saurem Medium. Die Ordinate zeigt die
Freisetzung in Prozent der gespeicherten Katecholamine
(Mittelwert £ SD, n=3) und die Abszisse zeigt die Konzentration
von BoNT/A in pg/ml. Die Konzentration von Bafilomycin A; ist
hier konstant [10 nM]. Wenn keine Streuung sichtbar, ist sie
kleiner als das Symbol selbst.
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Abbildung 30, Hemmung der *H-Noradrenalin Freisetzung durch
BoNT/A bei Anwesendheit von Bafilomycin A; und mit oder ohne
Gangliosiden in Puffer niedriger lonenstérke. Die Ordinate zeigt
die Freisetzung in Prozent der gespeicherten Katecholamine
(Mittelwert £ SD, n=3) und die Abszisse zeigt die Konzentration
von BoNT/A in pg/ml. Die Konzentration von Bafilomycin A; ist
hier konstant [=10 nM]. Wenn keine Streuung sichtbar, ist sie
kleiner als das Symbol selbst.
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Abbildung 31, Exozytose Hemmung durch BoNT/B in sauren
pH-Wert mit und ohne Zusatz von Bafilomycin A; und
Gangliosiden. Die Ordinate zeigt die Menge an freigesetzten
®H-NA in Prozent der gesamt gespeicherten Radioaktivitat in den
Zellen (Mittelwert £ SD, n=3) und die Abszisse zeigt die
Konzentration von BoNT/B in ug/ml. Die Konzentration von
Bafilomycin A; ist hier konstant [10 nM]. Wenn keine Streuung
sichtbar, ist sie kleiner als das Symbol selbst.
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Abbildung 32, Hemmung der Freisetzung in Puffer niedriger
lonenstéarke durch BoNT/B ohne und mit Zusatz von
Gangliosiden und Bafilomycin A;. Die Ordinate zeigt die Menge
an freigesetzten ®H-NA in Prozent der gesamt gespeicherten
Radioaktivitdt in den Zellen (Mittelwert £+ SD, n=3) und die
Abszisse zeigt die Konzentration von BoNT/B in pg/ml, die
Konzentration von Bafilomycin A; ist hier konstant [10 nM]. Wenn
keine Streuung sichtbar, ist sie kleiner als das Symbol selbst.

60



ERGEBNISSE

Um den Einfluss des spezifischem H'-ATPase-Hemmers, Bafilomycin A;, auf die
Hemmung der Neurotransmitterfreisetzung durch den Clostridien Toxinen fest zu
stellen, wurden Folgendes vorgegangen (Abbildungen 21-32).

Die mit chromaffinen Zellen ausgesaten Platten wurden zur Haélfte mit dem
Gangliosidgemisch 250 pg/ml inkubiert. Nach 24 h wurde den Zellen mit einer
Mischung aus Neurotoxinen unter Zusatz von einer konstanten Menge an
Bafilomycin A; [=10 nM] und den entsprechenden Puffer VI, Puffer VII fur 14 h
behandelt. Danach wurde der Puffer komplett gegen DMEM ausgetauscht. Die
Zellen Uber 48 h erholen lassen und anschlieRend die Hemmung der Exozytose
durch die Menge an freigesetzten Neurotransmitter festgestellt. In der
Erholungsphase wurde in das Medium eine 3,3 nM/ml Menge an Bafilomycin A;
zugesetzt. Damit wollte ich eine Nachwirkung von eventuell noch vorhandenen
Toxinen auf die Zellen vermeiden.

Wie aus dem ersten Teil dieser Versuche zu sehen war, hemmt Bafilomycin A; in
einer Konzentration von 10 nM die Wirkung von Clostridientoxinen ganz auf. Dieser
Effekt ist unabh&ngig vom pH-Wert der eingesetzten Losung und der Anwesenheit
von Gangliosiden.

Diese Versuche zeigen, dass die Clostridientoxine und Bafilomycin A; miteinander
um eine Bindungsstelle konkurrieren.
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6.7 Wirkung von rekombinant hergestelltem Hy-Fragment des Tetanustoxins
gebunden an zweifach mutierter leichten Kette und von Tetanustoxin bei
verschiedenen pH-Werten

Das mutierte rekombinante L-Hy Fragment von Tetanus unterscheidet sich in der
leichten Kette in zwei Aminosauren ,V>** und Q%** von der nativen leichten Kette des
Tetanustoxins (Abbildung 33) (143). Durch diese Mutation sollte die leichte Kette nicht
mehr aktiv sein, da die Fahigkeit Zn** zu binden verloren geht. Um dies zu priifen,
wurden beide Proteinen (rekombinant hergestellten L-Hn/TeNT und natives TeNT)
durch Elektroporation in chromaffinen Zellen eingeschleust. Die Toxinaktivitat wurde
durch die Messung von freigesetzten *H-Noradrenalins gemessen. Wie die Abbildung
34 zeigt, ist die rekombinant hergestellte Mutante im Vergleich zum nativen Toxin
nicht in der Lage die Exozytose zu hemmen.

LC-TeNT H.-TeNT

14 R 2 Y

233 234 457 458 876
MRGSP2[ ]V uwdQ [ 1A MAS | ' D

T

Ausgetauschte Aminosauren

PGWSHPQFEK

Abbildung 33, Schematische Struktur von rec.L-Hn/TeNT.
Inaktivierung der LC durch Austausch von H (Histidin)*® in
V (Valin)®*® und E (Glutaminsaure)®®** in Q (Glutamin)®*.

100

EE Elektroporation mit TeNT [10pg/ml]
80 [ Elektroporation mit rec.L-H,/TeNT-Mutant [10pug/ml]

60 -

40

Hemmung der Freisetzung (%)

20 +

o ]

A B

Abbildung 34, EP-Versuch mit nativen TeNT und rekombinant
hergestellten Hy-Teil von TeNT mit zweifach mutierten leichten
Kette (Mittelwert £ SD, n=3).
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Die Abbildung 34 zeigt, dass durch den Austausch von zwei Aminosauren die leichte
Kette von TeNT seine proteolytische Aktivitat verliert. Dies bestétigt auch friheren
Befunde (77, 132).

Wie schon in der Einleitung erwahnt, bindet TeNT mit seinem C-terminalen Teil
(34 AS) der schweren Kette an Gangliosiden des prasynaptischen Teils von der
Nervenzelle und gelangt durch Endozytose in Vesikeln. Nach der ATP-abhangigen
Ansauerung des endosomalen  Kompartimentes  kommt zur  einen
Konformationsdnderung des N-Terminus von Toxin. Toxin gelangt ins Zytosol und
nach der enzymatischen Spaltung in zwei Ketten gelang die leichte Kette an sein
Substrat. TeNT spaltet sein Substrat, Synaptobrevin II, und verhindert somit die
Fusion der Neurotransmitterhaltigen Vesikel mit prasynaptischer Membran.

In diesem Teil der Arbeit wird die fir die Bindung und Transport von TeNT
verantwortlichen Domé&nen untersucht.

In den nachsten Versuchen wurde die Wirkung von den Gesamttoxinen mit und ohne
Zusatz von rec.LHN/TeNT-Mutant in den, zuvor zur Halfte mit Gangliosidgemisch
behandelten chromaffinen Zellen wund in verschiedenen Puffern studiert
(Abbildungen 35-40).
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Abbildung 35, Kompetitive Hemmung der Wirkung von TeNT
durch rec.L-Hn/TeNT-Doppelmutant in  sauren Puffer. Die
Ordinate zeigt die Menge an freigesetzten *H-NA in Prozent der
gesamt  gespeicherten  Radioaktivitat in  den  Zellen
(Mittelwert £ SD, n=3). Wenn keine Streuung sichtbar, ist sie
kleiner als das Symbol selbst.
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Abbildung 36, Hemmung der Neurotransmitterfreisetzung durch
TeNT unter Zusatz von rec.L-Hn/TeNT-Mutant in Puffer niedriger
lonenstarke. Die Ordinate zeigt die Menge an freigesetzten
®H-NA in Prozent der gesamt gespeicherten Radioaktivitéat in den
Zellen (Mittelwert £ SD, n=3). Wenn keine Streuung sichtbar, ist
sie kleiner als das Symbol selbst.
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Abbildung 37, Wirkung von rec.L-Hn/TeNT-Mutant auf die
Hemmung der Freisetzung durch Botulinum Toxin Typ A in
saurem pH-Wert (Mittelwert + SD, n=3). Wenn keine Streuung
sichtbar, ist sie kleiner als das Symbol selbst.

66



ERGEBNISSE

Hemmung der Freisetzung (%)

Hemmung der Freisetzung (%)

—e— Puffer niedriger lonenstarke+BoNT/A+Gangliosidgemisch ohne rec.L-H,/TeNT-Mutant
—O— Puffer niedriger lonenstarke+BoNT/A+rec.L-H,/TeNT-Mutant [10pg/ml]+Gangliosidgemisch

120 ¢ Puffer niedriger lonenstérke+rec.L-H /TeNT [10ug/ml]+Gangliosidgemisch

100 -+

80 -

o0 W

40 -

20

eyl Y ryys \
0 -
'20 T T T 1
0.1 1 10 100
Toxin-Konzentration (pg/ml)
—@— Puffer niedriger lonenstarke+BoNT/A ohne Gangliosidgemisch und rec.L-H,/TeNT-Mutant
—O— Puffer niedriger lonenstarke+BoNT/A+rec.L-H, /TeNT-Mutant [10ug/ml] ohne Gangliosidgemisch

120 - ¢ Puffer niedriger lonenstérke+rec.L-H /TeNT-Mutant [10ug/ml] ohne Gangliosidgemisch
100 +

80 -

60

40 |

20

S S S eSS S
0 -
-20

0.1 1 10 100

Toxin-Konzentration (pg/ml)

Abbildung 38, Einwirkung von rec.L-Hn/TeNT-Mutant auf die
Hemmung der Exozytose durch BoNT/A in Puffer niedriger
lonenstarke (Mittelwert £+ SD, n=3). Wenn keine Streuung
sichtbar, ist sie kleiner als das Symbol selbst.
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Abbildung 39, Hemmung der Freisetzung von ®H-Noradrenalin
durch BoNT/B unter Zusatz von rec.L-Hn/TeNT-Mutant in saurem
Medium (Mittelwert + SD, n=3). Wenn keine Streuung sichtbar, ist
sie kleiner als das Symbol selbst.
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Abbildung 40, Wirkung auf die Freisetzung durch BoNT/B in
Anwesendheit von rec.L-Hn/TeNT-Mutant in Puffer niedriger
lonenstarke (Mittelwert £+ SD, n=3). Wenn keine Streuung
sichtbar, ist sie kleiner als das Symbol selbst.
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Chromaffine Zellen wurden mit Gangliosiden [250 pg/ml] angereichert. Anschliel3end
wurde ein Teil der Zellen mit den entsprechenden Clostridien Neurotoxinen und
Puffern (Phosphatpuffer, pH = 5.0 (VI) und Puffer niedriger lonenstarke, pH = 7.3
(VIN)) fur 8 h inkubiert. Ein anderer Teil der Kulturen wurde mit den entsprechenden
Clostridien Neurotoxinen und Puffern (VI, VII) unter Zusatz vom rekombinanten
doppelmutierten L-Hy-Teil des Tetanustoxins versetzt. Nach 15 h wurden die Puffer
gegen DMEM ausgetauscht. Nach weitere 48 h wurde die Hemmung der Exozytose
an Hand der freigesetzten Menge an Neurotransmitter festgestellt.

Wie die Abbildung 35 zeigt, wird die Blockade der Exozytose durch Tetanus Toxin in
Anwesendheit von rec.L-Hn/TeNT-Mutante aufgehoben. Diese Hemmung ist am
deutlichsten in saurem Medium und Anwesenheit von Gangliosiden. Wie vorher
erwahnt, in lonenarmer Puffer ist die Bindung zwischen CNT und Ganglioside
verstarkt. Deshalb ist keine Verdrangung hier zu sehen (Abbildung 36).

Diese Verdrangung durch rec.L-Hn/TeNT-Mutante kann erklart werden indem, dass
ein zweiter Proteinrezeptor fir die Bindung der CNT in chromaffinen Zellen
vorhanden ist. Da die Translation von rec.L-Hy/TeNT-Mutante in die Zelle hindurch
nicht stattfinden kann, weil der Hc-Teil, der fir die Bindung des Toxins an die
Gangliosiden essentiell ist, bei diesem Fragment fehlt, kommt eine andere
Bindungsstelle (Rezeptor) als Ganglioside in Frage. Durch die Bindung von
rec.L-Hn/TeNT-Mutante an diesen Rezeptor (Bindungsstelle) kommt zur einer
Wirkungsminderung des TeNT.

Wahrend dieser Effekt spezifisch fir das Tetanustoxin war, wurde die durch
Botulinumtoxine induzierte Blockade der Exozytose nicht beeinflusst (Abbildungen
37, 39 und 40).

Nur bei dem Versuch mit BONT/A in Anwesenheit von rec.L-Hn/TeNT-Mutante und
Gangliosiden in Puffer niedriger lonenstarke konnte eine Verdrangung um Faktor 9
erzielt werden (Abbildung 38 und Abbildung 53).
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6.8 Wirkung auf die Hemmung der Exozytose durch Tetanus Toxin unter

Zusatz von rec.L-HN/TeNT-Intakt mit und ohne Gangliosiden in sauren
Puffer

Bei intaktem rekombinanten L-Hy-Fragment des Tetanustoxins fehlt den
C-terminalen Teil, der fur die Bindung des Toxins an Gangliosiden zustandig ist. Bei
diesem Fragment unterscheidet sich die leichte Kette nicht von nativem Toxin
(Abbildung 41). Dem zur Folge sollte dieses Fragment in die Zelle genauso Aktiv sein
wie das native Holotoxin.

Zunachst wurde die Aktivitat von Tetanus Toxin und rec.L-Hn/TeNT-Intakt durch
freigesetzte Menge an *H-Noradrenalin nach der Elektroporation bestimmt. Beide
Proteine zeigen identische Aktivitaten (Abbildung 42).
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Abbildung 41,Schematische Struktur des rec.L-Hn/Tetanus
Toxins mit nicht mutierter leichten Kette.

I Elektroporation mit TeNT [10ug/ml]
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Abbildung 42, Freigesetzte  Katecholamin  nach  der
Elektroporation mit TeNT und rec.L-Hn(2-876)/TeNT-S-Intakt
[=10ug/ml] (S: Steht fur Strep-tag®-ll) (Mittelwert £ SD, n=3).
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Abbildung 43, Wirkung des rec.L-Hn/TeNT mit intakter leichten
Kette auf die Neurotransmitterfreisetzung durch das gesamte
Tetanus Toxin in saurem Medium (Mittelwert + SD, n=3). Wenn
keine Streuung sichtbar, ist sie kleiner als das Symbol selbst.
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Abbildung 44, Einwirkung von rec.L-Hn/TeNT-Intakt auf die
Hemmung der *H-NA Freisetzung durch TeNT in Puffer niedriger
lonenstarke mit pH-Wert von 7.2 (Mittelwert = SD, n=3). Wenn
keine Streuung sichtbar, ist sie kleiner als das Symbol selbst.

In den Versuchen (Abbildungen 43 und 44) wurde die Hélfte die zu untersuchten
chromaffinen Zellen mit 250 pg/ml Gangliosidgemisch versetzt und anschlieRend
nach 14 h mit dem entsprechenden Clostridientoxin in saurem Medium (Puffern VI)
oder Puffer niedriger lonenstarke (Puffer VII) und unter Zusatz von
rec.L-Hn/TeNT-Intakt versetzt. Nach einer Inkubation von weiteren 48 h im
Kulturmedium wurden die Freisetzungsversuche durchgefihrt.

Aus obigen Versuchen kann man schlieen, dass der Zusatz vom rekombinant
hergestellten Hy-Fragment des Tetanus Toxins mit intakter leichten Kette die
Hemmung der Exozytose durch Tetanus Toxin in saurem Milieu, wie die
rec.L-Hn/TeNT-Mutant aufhebt. Diese Hemmung kann nicht auf die Aufnahme von
rec.L-Hn/TeNT-Intakt in die Zelle und die enzymatische Eigenschaft seiner leichten
Kette und Spaltung von VAMP ins Zytosol zuriickgerufen werden. Mit einer
kompetitiven Hemmung am Substrat weder durch intaktes noch durch mutiertes
rec.L-Hn/TeNT ist zurechnen (206).
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6.9 Dosiswirkungskurve mit BoNt/A und unter Zusatz von rec.L-Hn/BONT/A

Im Vergleich zu den letzten Versuchen, die mit rec.L-Hn/TeNT (zweifach mutierten
und intakten leichten Kette) durch gefiihrt wurde, wurde hier mit rec.L-Hn/BONT/A
gearbeitet. Hier fehlt auch der Hc-Teil der schweren Kette (30 AS), der fur die
Bindung des Toxins an Gangliosiden essentiell ist. Zunachst wurde die Wirkung
beiden Proteinen (BONT/A und rec.L-Hn/BONT/A) in elektroporierten Zellen durch
Messung der freigesetzten Menge an ®H-NA ermittelt. Das rekombinant hergestellte
Hn-Fragment mit Intakter leichten Kette des Botulinum Toxins A hemmt wie erwartet

die Katecholaminfreisetzung genauso wie das native Botulinum Toxin Typ A
(Abbildung 45).

100 Il Elektroporation mit BoNT/A [10ug/mi]
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Abbildung 45, Elektroporation der chromaffinen Zellen mit
nativem und rekombinant hergestelltem L-Hn-Teil von Botulinum
Toxin Typ A. 48 h nach der Elektroporation fand der
Freisetzungsversuch statt (Stimulation mit 500 uM Carbachol).
Die Ordinate zeigt die Freisetzung von *H-NA in Prozent der
Gesamtradioaktivitéat (Mittelwert = SD, n=3).

In darauf folgende Versuche wurde die Wirkung von Botulinumneurotoxin Typ A auf
die Freisetzung von Noradrenalin aus chromaffinen Zellen in Anwesendheit von
rec.L-Hn/BONT/A in saurem Milieu und Puffer niedriger lonenstarke untersucht
(Abbildung 46).
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Abbildung 46, Einwirkung auf die Hemmung der Exozytose durch
BoNT/A unter Einsatz von rec.L-Hn/BoNT/A in saurem (oben)
und Puffer niedriger lonenstarke (unten); Beide Einsatze ohne
Zusatz von Gangliosiden (Mittelwert £+ SD, n=3). Wenn keine
Streuung sichtbar, ist sie kleiner als das Symbol selbst.
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Um Botulinumtoxin Typ A in chromaffinen Zellen einzuschleusen, braucht man die
Zellen nicht mit Gangliosidgemisch zu behandeln, weil die Zellen physiologischer
Weise in geringer Menge Gangliosid-Typ GDi4, Welches Botulinum Neurotoxin Typ A
bindet, enthalten. Die Zellen wurden in saurem Medium und Puffer niedriger
lonenstarke mit Botulinum Toxin A unter Zusatz vom rekombinanten Hy-Teil mit
Intakter leichten Kette versetzt. Nach etwa 14 h wurde der Puffer gegen Kultur
Medium ausgetauscht und die Zellen Uber 48 h in DMEM erholen lassen. Die
Hemmung der Exozytose wurde an Hand der freigesetzten Menge an >*H-NA
festgelegt.

Dieser Versuch zeigte nicht wie bei TeNT eine deutliche kompetitive Verdrangung
auf die hemmende Wirkung von Botulinum Toxin Typ A durch den Zusatz des
rekombinant hergestellten L-Hy-Teils.
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6.10 Wirkung von Clostridien Toxinen unter Zusatz von rec.Hc-TeNT und
Gangliosiden

Das Hc-Fragment, C-terminus der schweren Kette von Clostridientoxinen ist fur die
spezifische Bindung und Internalisation an Neuronen zustéandig. Hc bindet an
Gangliosiden. Um die Rolle von Gangliosiden bei der Internalisierung in chromaffinen
Zellen zu untersuchen, wurde das rekombinant hergestellten Hc-Fragment von TeNT
nach der Clonierung und Expression von Hise-tag-Fusionsprotein in E. coli
M 15 pREP4 dem TeNT beigemischt und Zellen in sauren Medium angeboten. So
war gewahrleistet, dass das Fragment frei von der leichten Kette war (76).

Das rekombinant hergestellte HC-Teil von Tetanus Toxin hat selbst keine Wirkung
auf die Neurotransmitterfreisetzung in den Zellen, denn wenn es per Elektroporation
in die chromaffinen Zellen eingeschleust wurde, blieb die Hemmung der Exozytose
aus (Abbildung 47). Dieses Ergebnis wurde erwartet, denn das Fragment fehlt die
leichte Kette, die fur die proteolytische Aktivitat (Spaltung der SNARE-Proteine) in
das Zytosol verantwortlich ist.
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Abbildung 47, Hemmung der Freisetzung durch TeNT und
rec.Hc-Fragment von Tetanus Toxin nach der Elektroporation mit
chromaffinen Zellen. Die Zellen wurden 48 h nach der EP
freigesetzt. Auf der Ordinate ist die Freisetzung von *H-NA in
Prozent der Gesamtradioaktivitat aufgetragen (Mittelwert + SD,
n=3).
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Abbildung 48, Einwirkung den Zusatz von rec.Hc-TeNT auf die
Neurotransmitterfreisetzung durch TeNT (oben) und BoNT/A
(unten) in saurem pH-Wert (Mittelwert £ SD, n=3). Wenn keine
Streuung sichtbar, ist sie kleiner als das Symbol selbst.
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Abbildung 49, Hemmung der °H-NA durch BONT/B in
Anwesendheit von  rec.Hc-TeNT in saurem  Medium
(Mittelwert £ SD, n=3). Wenn keine Streuung sichtbar, ist sie
kleiner als das Symbol selbst.

Nachdem durch EP Versuch gezeigt wurde, dass das Fragment selbst keinen Effekt
auf Noradrenalinausschittung hat, wurde in weiteren Versuchen die Wirkung den
Clostridientoxinen durch Zusatz von rec.Hc-TeNT in sauren pH-Wert auf die
Exozytose in chromaffinen Zellen studiert (Abbildungen 48 und 49).

In darauf folgend wurde die pH-Schift Versuche durchgefihrt. Hierzu wurden wieder
die mit chromaffinen Zellen ausgesaten Platten 24 h vor Versuchansatz mit
250 pg/ml Gangliosiden inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen fir 14 h mit
Clostridien Toxinen in sauren pH-Wert (Puffer VI) unter Zusatz von rec.Hc-TeNT
versetzt. Die Stimulation erfolgte 48 h spater. Aus der Menge an freigesetzte
®H-Noradrenalin wurde die Hemmung der Exozytose berechnet. Wie aus den
Abbildungen 48 und 49 zu sehen ist, hat der Zusatz von Hc-TeNT keinen Einfluss auf
die Hemmung der Neurotransmitterfreisetzung durch die Holotoxinen.

In der Arbeit (s. unter Literatur, nr. 152) wurde die Blockade der Internalisation von
gesamtem Toxin durch rec.Hc-Fragment, eine Dosis-abhangiger Prozess gezeigt.
Die Antagonistische Wirkung von Hc-Fragment auf die Blockade der Exozytose
durch Clostridien Neurotoxinen ist absolut von den jeweiligen Serotypen abhangig.
Das isolierte Hc-Fragment dient als Antagonisten, weil als isoliertes Fragment eine
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andere Konformation zeigt als die im Aggregat mit Hy-Teil in Gesamttoxin
gebundener Teil.

Wie aus den Versuchen (Kapitel 6.3, Abbildungen 12) zu sehen ist, wird die
Aufnahme von Toxinen an endosomalvergleichbaren Membranen (hier Membran von
chromaffinen Zellen) ins Zytosol bei niedrigem pH-Wert erleichtert. Deshalb kdnnte
bei meinen Versuchen die TeNT-induzierte Blockade der Katecholaminfreisetzung
aus chromaffinen Zellen nicht durch eine kompetitive Hemmung in Anwesendheit von
rec.Hc-TeNT [10 pg/ml] wegen einen enormer Uberschuss an Gangliosiden als
Bindungsstellen gezeigt werden. Eine Verdrangung war nur bei einer niedrigen
Konzentration an TeNT [zwischen 0,18 und 0,36] zu sehen (Abbildung 48, oben). Um
dies auf die zellulare Ebene besser zu zeigen, braucht man einen grof3en
Uberschuss an rec.HC-TeNT.

In den Versuchen, wo die chromaffine Zellen nicht mit Gangliosiden vorbehandelt
waren, konnte keine Verdrdngung des Holotoxins beobachtet werden (Ergebnisse
nicht gezeigt). Auch in Puffer niedriger lonenstarke wirde keine Verdrangung erzielt
(Ergebnisse nicht gezeigt).
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7 Diskussion

Die Clostridien Neurotoxine binden spezifisch an den neuronalen Zellen. Sie
hemmen die Neurotransmitterfreigabe, indem sie die Formation und die Baugruppe
des SNARE-Komplexes reduzieren und destabilisieren. Die Substrate sind in
Membran von kleinem und groRem Vesikel der prasynaptischen Membran lokalisiert,
die man soluble NSF attachment protein receptor (SNARE-Proteine) nennt. Die
SNARE-Proteine regulieren die Neurotransmittersekretion, indem sie in mehreren
Schritten zu Andockung und Fusion von SSVs mit prasynaptischer Plasmamembran
fuhren. Der Co-Faktor NSF bindet an SNARE-Komplex und katalysiert durch
Hydrolyse von ATP die Fusion und die Auflosung des Komplexes in seinen
monomeren Komponenten. Die freiwerdende Energie wird fur die Andockung des
Vesikels benutzt. Als Folge dazu kommt durch Ca?*-Eintrom in das Nerventerminal
zu Exozytose und Transmitterfreisetzung (147). Die Bindung von SSV an
Zytosoloberflache der aktiven Zone von prasynaptischen Membran ist eine
Protein-Protein-Interaktion.

TeNT und BoNT unterscheiden sich hauptsachlich in ihrer spezifischen Inhibition in
zentrale bzw. periphere cholinerge Synapsen. TeNT unterbindet die
Neurotransmitterfreisetzung in hemmenden Neuronen im Riuckenmark, wahrend die
BoNT an der motorischen Endplatte wirken (275). Inre Gemeinsamkeit ist, dass beide
Toxine prasynaptisch wirken. TeNT und BoONT/B spalten beide das gleiche
SNARE-Protein, Synaptobrevin II, an identische Stelle. Eine Ursache fir den
unterschiedlichen Transportweg ist in den Molekulstrukturen der schweren Kette der
Clostridientoxine zu suchen.

Bindung, Transport und Wirkung der Clostridientoxine wurde in verschiedenen
Systemen untersucht. Danach wird die toxische Aktivitait von CNT in einen
Mehrstufenprozess erklart: 1. Oberflachenbindung an Nervenzellen,
2. Rezeptorvermittelte Aufnahme, 3. Anséuerung des Endosoms, 4. Translokation
durch Membran, 5. Aktivierung der Toxine durch Reduktion der Disulfidbriicke und 6.
Spaltung der Substrate (Abbildung 3).

Um jeden Schritt zu Untersuchen wurde chromaffine Zellen als Modell gewahlt.
Chromaffine Zellen enthalten in ihrer Plasmamembran Spannungsabhéngige Ca?*-
Kanale und Rezeptoren fir Acetylcholin, Dopamin und GABA, deshalb unterliegt die
Exozytose von Noradrenalin in diesen Zellen eine vergleichbare Regulation wie die
Neurotransmitterfreisetzung aus Nervenzellen.

Intakte chromaffine Zellen sind gegeniber Clostridien Neurotoxine entweder gar
nicht (bei TeNT) oder nur wenig (bei BONT/A) empfindlich. Um die Zellen gegenuber
von CNT sensibilisieren zu kénnen, werden die Zellmembranen mit Gangliosiden
angereichert. Ganglioside sind keinen Rezeptor in streng pharmakodynamischen
Sinne. Vielmehr handelt es sich um eine Bindungsstelle in pharmakokinetischen
Sinne. Ein Kompartiment, die fur die intrazellulare Wirkung der Toxine ohne
Bedeutung ist. Die Bindung der CNT an verschiedenen Gangliosidtypen ist
unterschiedlich. In Puffer niedriger lonenstarke ist die Bindung zwischen CNT und
Ganglioside verstarkt. Die Clostridien Neurotoxine sind hydrophile Proteine, die
bevorzugt mit den hydrophilen Polysialogangliosiden auf der Plasmamembran
reagieren.

Neurotoxine binden erst an negativ geladenen Oberflachen der prasynaptischen
Membran, wie an der Polysialogangliosiden und anderen sauren Lipide. Ganglioside
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kommen ubiquitar in verschiedenen Organen vor, aber die CNT binden selektiv an
Polysialogangliosiden, besonders an GDjp, (TeNT), GT1, und GD1, (BONT/A), die nur
in das ZNS vorkommen (249). Der gangliosidbindende Bereich ist auf den
C-terminalen Teil (34 Aminosauren fur TeNT und die 30 AS fur BoNT/A) von
schwerer Kette lokalisiert. Bislang wirden die Ganglioside als einzige
Toxinbindungsstrukturen beschrieben. Diese Doméane befindet sich bei BoNT/A und
bei TeNT in einer Schleife, die auch beim Holotoxin von aul3en zuganglich ist. Die
Bindung an Gangliosiden in diesen und anderen Systemen ist im Vergleich zu der
Bindung an neuronalen Zellen um ein Vielfaches geringer, so dass vermutet wird,
dass ein von Nervenzellen exprimiertes Protein einen weiteren Rezeptor fur
Clostridientoxine darstellt. So bindet BoNT/B an den N-terminalen Teil des
Vesikelproteins Synaptotagmin, welches in das Vesikellumen hineinragt und erst
nach der Exozytose auf der Aul3enseite der Nervenzelle zuganglich ist. Daher findet
eine Initialisierung des Toxins nur statt, wenn die Nervenzellen stimuliert werden und
Endozytose ablauft. Synaptotagmin kénnte als Proteinrezeptor beterachtet werden,
weil die Bindung der Clostridientoxine an die gesamte Aul3enmembran der
Nervenzelle erfolgt (23, 66).

Ein Grund aber, warum Rezeptoren fiur die Aufnahme von CNT in Frage kommen
kénnen, ist die unterschiedliche Transportwege der TeNT und BoNT. Andere
Experimentelle Befunde lassen vermuten, dass es sich bei der Bindungsstelle fir
Clostridientoxine um einen Doppelrezeptor handelt, dessen einer Teil ein Gangliosid
ist, wahrend der andere Teil aus einem von neuronalem Gewebe exprimierten
Protein besteht. In der vorliegenden Arbeit werden die Funktionen der beiden
Fragmente der schweren Kette (Hn und Hc) untersucht, da sie fur Bindung und
Transport des Toxins verantwortlich sind.

Die Neurotoxine zeigen eine Homologie in ihre Aminosauresequenz von 30-50% und
durch die kristallographische Untersuchungen zeigen die &hnliche drei dimensionale
Strukturen auf. Nach der dreidimensionalen Struktur des BoNT/A kdnnen alle CNT in
die ,drei” separate funktionale Doméne, die essentiell fir deren spezifische Wirkung
ist, unterscheiden werden. Dies wurde auf Grund von Strukturmodellen im Vergleich
zu anderen porenbildenden Toxinen und nach berechneten Elektronenverteilungen
formuliert. Danach wird drei abgrenzbaren Domé&anen mit jeweiligen Funktionen
abgeleitet: 1. LC: Katalytischer, 2. Hc: Bindungs- und 3. Hn: fir die Translokation
durch Membran  zustdndige @ Membran-spannungsabhangiger Teil.  Die
Translokationsdoméne wickelt den enzymaktiven Teil wie ein Gurt (Abbildung 50).
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Abbildung 50, Représentation der dreidimensionalen Struktur von
BONT/A (133). Die drei funktionelle Doméne und das Gurt sind
hier zu sehen. Von links nach rechts; HeLix in rot-orange-gelb
zeigt die Bindungsdoméne (HC-Terminus); HEeLix in grin, die
Translokationsdoméane (Hn-Terminus) und die HEeLix in blau die
katalytische Doméne (LC). Das Gurt (weie Pfeil) umgibt die
Leichte Kette und somit schirmt sie ab. Die Position der
Beltregion, die sich um die LC wickelt ist bei TeNT, BONT/A und
BoNT/B unterschiedlich. Die aktive Zinkseite ist tief in das Protein
vergraben und sieht wie ein groRRer offener Hohlraum, der ein
sehr hohes negatives elektrisches Potential aufweist (98, 134).

Die schwere Kette vermittelt die Bindung und Internalisation des Toxins. Hc-Teil
bestent aus zwei Funktionalen Untereinheiten, das Hc-C-Fragment, ein
Carboxyl-Teil, der eine Rolle bei der neurospezifischen Bindung an einem Rezeptor
(Ganglioside) an den Nervenzellen spielt und Hc-N-Fragment, ein Amino-Teil, der die
Translokation der leichten Kette in das Zytosol umfasst, mit einem kleinen
Protein-Protein-Kontakt zwischen denen (Abbildung 2). Die sind raumlich von dem
Katalytischen Teil und Translokationsdoméne getrennt.

Die CNT-Internalisation beginnt mit HC-Bindung an Ganglioside auf der
prasynaptische Membran (Abbildung 51a und 51b, 1. Schritt = Bindung). Fir diesen
Schritt ist ein ,double receptor Modell vorgeschlagen: a) Bindung von Hc¢ an
Gangliosiden kann die Zuganglichkeit des zweiten Rezeptors, ein in Membran
integriertes Protein, begtnstigen. b) Durch Gangliosidbindung kann auch das Toxin
und Proteinrezeptor naher einander gebracht werden, oder durch
Konformationsédnderung kann zu einer verstarkten Interaktion zwischen Toxin und
den zweiten Rezeptor kommen.

In dieser Arbeit wirde zunéchst die Wirkung von rec.Hc-Fragment auf die
TeNT-induzierte Blockade der Katecholaminfreisetzung aus chromaffinen Zellen in
saurem Medium untersucht. Es konnte keine kompetitive Hemmung in Anwesendheit
von rec.Hc-TeNT, wegen eines enormen Uberschusses an Gangliosiden als
Bindungsstellen erzielt werden. Um dies zu zeigen, braucht man einen grof3en
Uberschuss an rec.Hc-TeNT, um alle vorhandenen Gangliosidbindungsstellen
optimal zu sattigen (Abbildung 51a und 51b, f.). AulBerdem ist das Holotoxin in
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sauren pH in der Lage durch Umgehung von vesikularem Transport direkt in das
Zytosol zu gelangen. Versuche in Puffer niedriger lonenstarke, wo die Bindung
zwischen Toxin und Gangliosiden verstarkt ist, zeigten auch keine Verdrangung des
Toxin-Effekts auf die Katecholaminfreisetzung durch das rec.Hc-TeNT (Ergebnisse
nicht gezeigt).

Die HC-Doméane bei TeNT und BoNT/A zeigen strukturelle Homology auf. Ein
Vergleich der TeNT-bindenden Gebietsstruktur zu der von BoNT/A deckt auffallende
Unterschiede in bezug auf ihre Oberflacheneigenschaften auf. Der Unterschied im
Rezeptoranerkennung liegt vielleicht an der unterschiedlichen Lange des
C-terminalen Unterbereiches. Vergleich zwischen Botulinumtoxin Typ A und Typ B
zeigt, dass die Bindungsdoméne bei BoNT/A von der Translokationsdoméne etwa
25° mehr weg kippt als bei BoNT/B. Hauptunterschied liegt in Abstand zwischen
Bindungs-, Translokations- und katalytischer Teil.

Ganglioside

\

e' a”\ g ,
direkte Eintritt der \ .
Toxine in die Zelle rec.LH -Toxin

bei neutralen pH-Wert?

Abbildung 51, Schematische Darstellung meiner
Versuchsansatze mit chromaffinen Zellen als Modell. Auf die
linke Seite (51a) sieht man die Bedingungen der Toxin-aufnahme
und -wirkung in neutralem Medium, und auf die rechte Seite
(51b) in sauren pH-Wert.

Nach der Bindung an Zelloberflaiche wird das Toxin in Endosom Uber
rezeptorvermittelte Endozytose aufgenommen (oder Internalisation) (Abbildung 51).
Vakuolare ATPase ist beteiligt an spezifischem veskularen Transport, wie in Prozess
der pH-gradient. Nach der Ansauerung des endosomalen Kompartiments kommt zu
einer Konformationsanderung des amphiphilen/transmembranen Segments der
schweren Kette, das wiederum die Transportkanéle fur die leichte Kette bilden
(=30 A). Fur die Untereinheit (AS 659-681) des N-terminalen Fragments (Hn) von
BoNT/A wurden porenformende Eigenschaften fur Lipidmembranen beschrieben
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(183). Virale Proteine mit vergleichbaren Domanen verandern ebenfalls pH-abhéngig
ihre Struktur und durchqueren Membranen, sie sind jedoch nicht zur Translokation
fahig. FUr die Konformationsanderung ist der niedrige pH-Wert notwendig und liegt
meist unter 6,0. Bei BoNT/B liegt bei 6,0. Bafilomycin A; blockiert den vakuolaren
Typ von H*-ATPaser Pumpe und somit verhindert Bafilomycin fiir die Entfaltung und
Wirkung von Clostridientoxinen notwendige Ansauerung des endosomalen
Kompartiments. In Anwesenheit von Bafilomycin A; kann das Toxin das Vesikel nicht
verlassen. Die Wirkung von Bafilomycin A; ist jedoch reversibel. Wie in
pH-abhangigkeitsversuchen gezeigt wurde, gelangen die CNT durch Umgehung der
vesikularen Exozytose in die chromaffinen Zellen wund blockieren der
Neurotransmitterfreisetzung, wenn die Toxine in saurem Medium die Zellen
angeboten werden. Aus diesen Ergebnissen heraus sollte einen Zusatz von
Bafilomycin A; zum sauren Medium keinen Einfluss auf die Wirkung von CNT haben.
Aber im Gegenteil unserer Erwartungen wurde die Katecholaminferisetzung aus den
chromaffinen Zellen bei einem Zusatz von 10 nM Bafilomycin A; in sauerer Losung
verhindert (Abbildung 51b, e.). Dabei wird im Gegensatz zu BoNT/A die Wirkung von
BoNT/B und TeNT vollkommen aufgehoben. Dies kann an zwei Faktoren liegen: 1.)
Wahrend der Vorbereitung zu Freisetzungsversuche wurden die Zellen mit
®H-Noradrenalin ohne Zusatz von Baf. bei 37°C fiir 3 std. inkubiert. Diese kurze Zeit
reicht vielleicht aus um BoNT/A sein Substrat zu spalten. 2.) Der gespaltene SNAP-
25 ist selbst ein Hemmstoff der Fusion. Aus den Ergebnissen lasst sich vermuten,
dass CNT und Bafilomycin A; beide an denselben Rezeptoren, die fur die Aufnahme
und Wirkung von Clostridientoxinen notwendig sind, binden. Allerdings um diese zu
Bestatigen bedarf es an einer Reihe weitere Versuche.

Fir die Translokation von Clostridientoxinen aus dem Vesikel in das Zytosol scheint
das Hy-Fragment, der N-Terminus von HC, verantwortlich zu sein, auch wenn
experimentell nur eine Porenbildung mit einer Durchlassigkeit fur verschiedene
Kationen nachgewiesen wurde. Es gibt die Hypothese, dass fir die Translokation
von GroRRe Proteine wie die Clostridientoxine und ihrer Fragmente ebenfalls einen
Zusammenhang mit der von Hn verursachte Porenbildung steht. Dies wird auf der
Basis von Berechnungen zur Elektronendichteverteilung (MOMENT Algorithmus zur
Beschreibung hydrophober Bereiche, AS 595-614, 625-647 und 648-691) bei
BoNT/A angenommen, ist experimentell jedoch nicht bestatigt (134, 140). Ist der
pH-Wert auf der anderen Seite der Membran hoher, I6st sich das Toxin aus der
Membran und diffundiert ins Zytosol. Es konnte an endosomalvergleichbaren
Membranen gezeigt werden, dass es wahrend der Penetration der Toxinmolektle zur
Leitfahigkeitsanderung kommt, wie sie auch bei der Kanalbildung beobachtet wird.
Die geringen Leitfahigkeiten lassen jedoch auf recht kleine Poren schlief3en, zu klein,
um den durchtritt des Toxins zu ermoglichen. Es scheint, dass die
Leitfahigkeitsanderung lediglich ein Ausdruck der Toxin-Membran-Interaktion
darstellt. Der Vergleich von Clostridientoxinen mit anderen porenformenden Toxinen
ergab keine strukturellen Ubereinstimmungen. Ahnlichkeiten wurden lediglich mit
viralen Proteinen gefunden, die zwar keine Poren formen, aber auch Membranen
durchdringen kénnen, und deren Struktur ebenfalls pH-abhangig ist.

rec.L-Hy Teil der schweren Kette allein fehlt die Bindungsdomane (Hc-Teil) und
deshalb ist der nicht in der Lage sich an den Neuronen zu binden, und folglich soll
kein Effekt auf die Blockade von Neurotransmitterfreisetzung haben (Abbildung 51a
und 51b g.) (25). In meinen Versuchen, wo dieses Fragment per Elektroporation in die
Zellen gebracht wiirde, kommt es zu einer Hemmung der *H-Noradrenalinfreisetzung
aus den chromaffinen Zellen (siehe Seite 71, Abbildung 42).
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Ein Vergleich der Hy-Fragmente von BoNT/A, BoNT/B und TeNT zeigt Ahnlichkeiten,
wobei es scheint, dass nur der Unterschied an der Ausdehnung der Schleife liegt.
Die Schleifenregion umgibt das aktive Zentrum und das Zinkatom wie ein Gurt und
schirmt es ab. Aus vorherigen Arbeiten weil3 man, dass die Hy-doméne bei BONT/A
und BONT/B eine a-helikale Schleifenstruktur von dber 100 A besitzt.
Interessanterweise ist das amphiphile/transmembrane Segment von BoNT/A und
BoNT/B auf das gegeniberliegende Ende der Translokationsdoméne beschrieben
wirde (Abbildung 50). Zum Beispiel ist die aktive Seite von BoNT/B (die leichte
Kette) 15 Atief in das Protein vergraben und die Struktur von dem Komplex zwischen
leichte Kette und Synaptobrevin Il zeigt eine coil-Konformation. Das Zinkatom ist bei
BoNT/B koordiniert mit His 229, His 233 und Glu 267. Wasser ist gebunden an Glu
230.

Die chromaffine Zellen wurden in Puffer niedriger lonenstarke (pH-Wert = 7.2) und in
saurem Milieu mit CNT und rec.LHy-Fragment von TeNT versetzt. Die Hypothese
war, dass 1.) das rec.LHy-Fragment in beiden Puffern nicht in der Lage ist in die
Zelle aufgenommen zu werden (da Hc-Fragment fehlt), und folglich keinen Einfluss
auf die Noradrenalinfreisetzung haben kann. 2.) Falls das rec.LHy-Fragment von
TeNT gelangen sollte durch rezeptorvermittelte Endozytose von der Zelle
aufgenommen zu werden, sollte die Translokation aus dem Vesikel gehemmt werden
(Abbildung 51b, c.). Und 3.) wenn das Fragment und Toxin beide ins Zytosol
gelangen, soll die Wirkung auf das entsprechende Substrat nur im Falle von dem
Fragment mit intakter leichten Kette verstarkt werden. Bei dem Fragment mit
doppelmutierter LC soll keinen Effekt auf die Wirkung des Toxins zu sehen sein (205).
Die Experimente lieRen keine diese Hypothesen bestatigen. Eine Verdrangung
(kompetitive Hemmung) der Wirkung von TeNT in Anwesenheit von rec.L-Hy-
Fragment im sauren Medium wurde erzielt. Wahrend dieser Effekt fur das
Tetanustoxin deutlich um Faktor 20 lag, fiel die Verdrdngung die durch
Botulinumtoxine induzierte Blockade der Exozytose in Anwesenheit von
rec.LHn-Fragment von BoNT/A aus (s. S. 64, 72 und 75; Abbildungen 35, 43 und 46).
Dies kann daran liegen, dass in saurem pH-Wert, BONT/A zum Teil direkt ins Zytosol
gelangt, und so kann des Verdrangungseffekts von rekombinantem Fragment
verdeckt werden. Diese Kompetitve Hemmung in saurem Medium durch
rec.L-Hn/TeNT kann erklart werden indem, dass ein zweiter Proteinrezeptor fur die
Bindung der CNT an chromaffinen Zellen vorhanden ist. Da der Hc-Teil, der fur die
Bindung des Toxins an den Gangliosiden essentiell ist, bei diesem Fragment fehlt,
kann die Translation in die Zelle bei rec.L-Hn/TeNT nicht stattfinden. Somit kommt
ein anderer Rezeptor oder Bindungsstelle fiir die Aufnahme der CNT in Frage. Durch
die Bindung von rec.L-Hy/TeNT an diesen Rezeptor kommt zur einen
Wirkungsminderung des TeNT. Aus den dargestellten Ergebnissen lasst sich sagen,
dass fur die Bindung der CNT in die prasynaptische Membran der Neuronen einen
spezifischen Proteinrezeptor, der nur in saurem pH-Wert fir TeNT zugéanglich ist,
vorhanden sein soll. Dieser Rezeptor ist fur TeNT und BoNT unterschiedlich. Dies
kénnte die unterschiedliche Wege der beiden Toxine in Neuronen erklaren. In Puffer
niedriger lonenstarke ist die Affinitdt zwischen Ganglioside und TeNT verstarkt, um
genugend Toxin in die Zelle zu transportieren und die Exozytose geringfiigig zu
blockieren. Aus diesem Grund wird hier keine Verdrdngung beobachtet (siehe unten
Michaelis-Menten-Kinetik).
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Darstellung von der kompetitiven Hemmung durch die Michaelis-Menten-Kinetik:

——  pH5-Puffer+TeNT+GM

1, —_  pHS5-Puffer+TeNT+rec.LHTeNT [10pg/m(]+GM 1 ——— pH5-Puffer+TeNT ohne GM
0 0 pH5-Puffer+TeNT+rec.LH-TeNT [10pg/ml] ohne GM

Steigung = aKy/Vimax
Steigung = aKy/Vmax

a =1 (ohne Inhibition)

WVmax 1V max a =1 (ohne Inhibition)
0 - 0
LaKu 1/[Konzentration] 112K 1/[Konzentration]
Abbildung 52, Lineweaver-Bruk-Diagramm oder doppel-reziproke
Auftragung mit der Steigung Ku/Vmax. Durch Michaelis-Menten-
Kinetik wird die kompetitive Hemmung der Wirkung des TeNT auf
die Neurotransmitterfreisetzung durch den Zusatz von rec.LHn-
TeNT (-Mutant, 52a (links) und —Intakt, 52b (rechts)) in sauren
Medium gezeigt (s. Seite 64 und 72, Abbildung 35 und 43). Die
Steigungen verdeutlichen den Effekt des Inhibitors auf Ky
(Michaelis-Konstante).
—— Puffer niedriger lonenstéarke+BoNT/A ohne GM
Puffer niedriger lonenstarke+BoNT/A+rec.LH,-BoNT/A-Intakt ohne GM
— pH5-Puffer+BoNT/A ohne GM
—— pH5-Puffer+BoNT/A+rec.LH,-BoNT/A-Intakt ohne GM 1/\/0
WV,
Steigung = aK/V, ..
Steigung = ak,,/V, .,
IV, a =1 (ohne Inhibition)
iy a =1 (ohne Inhibition)

B 0 ) .
VakKy 1/[Konzentration] VakK, 1/[Konzentration]

Abbildung 53, Lineweaver-Bruk-Diagramm mit der Steigung
Km/Vmax, von der kompetitiven Hemmung der Wirkung des
BoNT/A durch den Zusatz von rec.LHn-BONT/A-Intakt in saurem
Medium (links) und in Puffer niedriger lonenstarke (rechts)
(Michaelis-Menten-Kinetik) (s. Seite 75, Abbildung 46). Die
Steigungen verdeutlichen den Effekt des Inhibitors auf Ky
(Michaelis-Konstante). In Puffer niedriger lonenstérke sieht man
keine Hemmung.

Nach der Translokation ins Zytosol wird die enzymatische Reduktion der
Disulfidbriicke und Trennung der leichten Kette von der schweren Kette durch
Thioredoxin-Reduktase-System durchgefiihrt. Dies sollte ein Temperaturabhéngiger
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Prozess sein. Als Anhaltspunkt diente das Prasent die drei Enzyme: ATPase,
Reduktase und Protease (135). Eine temperaturabhdngige Hemmung der Exozytose
wurde nur bei TeNT und Botulinumtoxin Typ B beobachtet (s. Seite 42 und 43,
Abbildungen  17-18). BoONT/A  hemmte die  Noradrenalinausschittung
temperaturunabhangige. Aus diesen Experimenten kann man schlieRen, dass die
zwei Schritte, namlich die Bindung und die Reduktion der Ketten durch Thioredoxin-
Reduktase keine temperaturabhangigen Prozesse sind. Und aus anderen Versuchen
weil3 man, dass die Proteolyse auch nicht temperaturabhangig ist (personliche
Mitteilung).

Erst jetzt nach der reduktiven Spaltung liegt das Zinkatom in der LC frei und kann
sein Substrat angreifen (248).

Die LC spaltet einer der SNARE-Proteine, dadurch kann der SNARE-Komplex, der
essentieller Bestandteil fur die Fusion der prasynaptischen Membran und
synaptischen Vesikel ist, nicht mehr gebildet werden. Es kommt zur Hemmung der
Neurotransmitterfreisetzung. Experimente, indenen die elektroporierte Zellen intakte
und doppelmutierte rekombinanten leichte Ketten zugesetzt wurden, haben keine
Verdrangung der intakten LC durch die mutierte leichte Kette an seinen Substrat
gezeigt (Abbildung 51b, d.) (208).

Dieser Arbeit bestétigt die Doppelrezeptortheorie fiir die Bindung der Clostridien
Neurotoxinen Tetanus und Botulinumtoxinen Typ A und Typ B an neuronalen Zellen.
Einerseits die Bindung der Toxine an negativgeladenen Gangliosiden und
andererseits die Existenz einer Bindungsstelle, die anders sein sollte als
Polysialogangliosiden. Diese Bindungsstelle ist vor allem in sauren pH-Wert (pH=5.0)
fur die Toxine erkennbar (Verfugbarkeit der Bindungsstelle). Wie vorher erwahnt ist
dieser Bindungsstelle fir TeNT und BONT unterschied. Diese Tatsache erklart die
unterschiedlichen Transportwege der Toxine.
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8 Zusammenfassung

Die Clostridien Neurotoxine, Tetanus (TeNT) und die sieben Serotypen von
Botulinumtoxin (BoNT/A-G) sind Zn**-Endopeptidasen mit spezifischer Bindung an
neuronalen Zellen.

Das Holotoxin gehort zur Familie der AB-Toxine. Sie setzen sich aus zwei Fragmente
zusammen. Eine schwere (Heavy Chain (HC) oder Bindungsdomane, 100 kDa) und
eine leichte Kette (light Chain (LC), die die katalytische Aktivitat enthalt, 50 kDa).
Beide Ketten sind durch eine Disulfidbricke miteinander verbunden. Die schwere
Kette (HC) kann proteolytisch durch Papain wiederum in zwei Untereinheiten, N- (Hy)
und C- (Hc) Terminus, gespalten werden.

Die Wirkung von Clostridientoxinen (CNT) beruht auf der Spaltung von Komponenten
einer Proteinfamilie namens SNARE’s, welche an der endozytotischen Freisetzung
von Neurotransmittern, wie Acetylcholin (ACh) beteiligt sind. Diese SNARE-Proteine
(auf der prasynaptischen Seite SNAP-25 und Synatxin 1) lagern sich wahrend der
calciuminduzierten  Neurotransmitterfreisetzung mit dem vesikelassoziierten
Membranprotein Synaptobrevin Il zum ternaren Komplex zusammen. Dieser SNARE-
Komplex besteht aus vier superhelikalen a-Helices (je eine Helix von Syntaxin 1 und
Synaptobrevin Il und zwei Helices von SNAP-25) und besitzt eine grofRe Stabilitat.

Ein Mehrstufenmodell wird fir die Aufnahme der CNT diskutiert. 1. Bindung, 2.
Internalisation, 3. ATP-abhéngige Anséduerung von Endosomen, 4. Translokation aus
dem Endosom ins Zytosol, 5. reduktive Spaltung durch das Enzym Thioredoxin-
Reduktase, 6. Abspaltung des jeweiligen Substrates (SNARE-Proteine),
7. Hemmung der ACh-freigabe des Axons und schlie3lich Paralyse, 8. Inaktivierung
des Toxins durch Abspaltung in kleinen Fragmenten.

Nach der rezeptorvermittelten Endozytose gelangen die Toxine in das endosomale
Kompartiment. TeNT und BoNT mussen ins Zytosol der Zielzellen gelangen, um ihre
spezifische Substrate spalten zu kdnnen. Die Translokation aus den Vesikeln in das
Zytosol wird wahrscheinlich durch eine Ansauerung begunstigt, denn nur im sauren
pH-Bereich (<5) bildet das Toxin Poren. Es kommt zur Konformationsanderung des
Hn-Fragments der schweren Kette. Die dreidimensionale  Struktur der
Translokationsdoméne (Hn-Teil der schweren Kette) der Neurotoxine unterscheidet
sich deutlich von den anderen Porenbildenden Toxinen. Der hydrophobe Teil des Hy-
Fragments hat Ahnlichkeit mit der coiled-coil-Struktur viraler Proteine, welche zwar
keine Poren in Membranen bilden, aber dennoch in der Lage sind, diese zu
passieren.

Auf dem Weg vom Vesikel ins Zytosol werden die Toxine durch die
Thioredoxin-Reduktase reduziert, denn die leichte Kette ist nur in ihrer reduzierten
Form wirksam. Die leichte Kette ist eine Protease, welche eines der SNARE-Proteine
spaltet. Dies bewirkt, dass das mit Neurotransmitter gefullte Vesikel nicht mehr mit
der Plasmamembran fusionieren kann. Es kommt zur Hemmung der
Katecholaminfreisetzung.

Die proteolytische Inaktivierung der Toxine erfolgt langsam, wahrscheinlich in
Autophagosomen.

In dieser Arbeit wurde die Translokation von Clostridientoxinen durch die Membran
von chromaffinen Zellen untersucht, die unter physiologischen Bedingungen
gegenuber Tetanustoxin unempfindlich und nur gering sensibel gegeniuber
Botulinumtoxin Typ A sind. Somit gilt dieses Zellsystem als gutes Werkzeug zur
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Untersuchung der pH-abhangigen Translokation von Clostridientoxinen und die Rolle
der Proteinfragmente.

Zunachst wurden die Zellen mit Phosphatpuffer (pH-Wert = 5.0) oder Puffer niedriger
lonenstarke und dem jeweiligen Neurotoxin (TeNT und Botulinumtoxinen Typ A und
Typ B) inkubiert. Unter diesen experimentellen Bedingungen gelangte das Toxin
unter Umgehung des endosomalen Kompartiments vom extrazellularen Raum direkt
ins Zytosol. In einem weiteren Experiment wurde gezeigt, dass durch Zusatz von
Bafilomycin A;, einem vesikularen H'-ATPase-hemmer, die Wirkung der CNT
aufgehoben wird.

Die Wirkung von TeNT und BoNT/B auf die chromaffine Zellen erwiest sich als
temperatur- und energieabhéngig. Bei BONT/A war aber die Hemmung der
Noradrenalinausschittung temperaturunabhangige.

Mit rekombinant hergestellten Fragmente konnte zwischen Bindung und Transport
diskriminiert werden. Dazu wurden folgende Konstrukte verwendet:

Ein rekombinant hergestelltes LHn-Fragment von TeNT mit Doppelmutation in der
leichten Kette (Austausch von zwei Aminosauren H (Histidin)®® in
V (Valin)®® und E (Glutaminséure)®* in Q (Glutamin)®**), das nicht mehr in der Lage
ist Synaptobrevin Il zu spalten, sowie ein LHy-Fragment mit intakter leichten Kette.
Beide Fragmente fehlt der Hc-Teil der schweren Kette, der Teil, der fir die Bindung
an Gangliosiden zustandig ist. Bei TeNT sind 34 AS seiner schweren Kette (Hc-Teil)
fur die Bindung an Gangliosiden verantwortlich.

Rekombinant hergestellte LHn-Fragmente, denen der gangliosiderkennende Bereich
(Hc-Teil) fehlt, hemmen in chromaffinen Zellen beim niedrigen pH-Wert die
Katecholaminfreisetzung nicht. Werden sie dagegen durch Elektroporation in die
Zellen gebracht, blockieren sie die Exozytose.

Die Versuche zeigten, dass beide rekombinant hergestellte LHy-Fragmente in der
Lage sind, die Wirkung des Holotoxins kompetitiv zu hemmen. Aul3erdem wurde eine
Aufhebung der Wirkung der Toxine auf die Neurotransmitterausschittung durch
Zusatz des Protonenpumpenhemmers Bafilomycin A;, erzielt. Diese Effekte waren
vor allem im sauren Milieu zu beobachten.

Die Aufhebung der Toxinwirkung durch Bafilomycin A; und die kompetitive Hemmung
der TeNT durch seine rekombinant hergestellten LHn-Fragmente bestatigen die
Vermutung, dass ein Membranrezeptor fir die Aufnahme der Toxine in neuronale
Zellen verantwortlich ist. Da das Hy-Fragment der schweren Kette, das an der
Translokation des Toxins beteiligt ist, bei Tetanus und Botulinumtoxin nicht identisch
ist, kommen unterschiedliche Rezeptoren fur deren Aufnahme in Nervenzellen in
Frage. Diese Aussagen mussen jedoch durch weitere experimentelle Daten bestatigt
werden.

Die vorliegende Dissertation stellt somit eine gute Vorraussetzung fur weitere
Untersuchung der unterschiedlichen Transportwege der Clostridien Neurotoxinen
dar.
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