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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die Knochenentwicklung der Wirbeltiere

Das Skelettsystem stellt zusammen mit knorpeligen Bestandteilen und dem Bandapparat
den passiven Teil des Bewegungsapparats der Wirbeltiere dar. Die Knochenentwicklung
wihrend der Embryogenese ist ein komplexer Prozess, dessen molekulare Mechanismen
ein interessantes Gebiet fiir die biochemische und medizinische Forschung darstellt.
Verschiedenste Zelltypen miissen dabei interagieren, wobei Wachstums- und
Differenzierungsfaktoren eine wichtige Rolle spielen. Knochen ist kein lebloses Gewebe,
sondern erfihrt wihrend des ganzen Lebens Auf- und Abbauprozesse, die auf
molekularer Ebene gesteuert werden miissen.

Knochen gehort zum Bindegewebe und Dbesteht aus Knochenzellen und
Interzellularsubstanz. Zu den Knochenzellen gehoren die Vorlduferzellen mesenchymaler
Herkunft, die zeitlebens vorhanden sind und eine starke proliferative Aktivitdt aufweisen.
Eine weitere Zellart sind die Osteoblasten, die die organischen Bestandteile der
Interzellularsubstanz, das Osteoid, synthetisieren. Aus Osteoblasten entstehen
Osteozyten, die von verkalkter Interzellularsubstanz umgeben sind und fiir die Erhaltung
des Knochens sorgen. Vielkernige Osteoklasten sind die grof3ten Knochenzellen und
dienen dem Abbau von Interzellularsubstanz. Sie entstehen aus der Verschmelzung
mononukledrer Monozyten des hidmatopoetischen Systems und gehdren somit zum
mononukledren Phagozytosesystem. Die Interzellularsubstanz des Knochens besteht aus
ca. 50 % Mineralien, ca. 25 % organischen Verbindungen und ca. 25 %
Hydratationswasser. Der Mineralienanteil setzt sich hauptsichlich aus anorganischem
Phosphat (ca. 50 %) und Kalzium (ca. 35 %) zusammen, daneben kommen geringe
Mengen von Zitrat, Karbonat, Nitrat, Natrium, Magnesium, Fluor und Spurenelemente
vor. Die Mineralien liegen {iiberwiegend in Form von Hydroxylapatitkristallen
(Ca;o(PO4)s(OH),) vor. Die organischen Bestandteile des Knochens umfassen
Kollagenfasern (ca. 90-95 %), Proteine wie Osteonektin und Osteocalcin und
Glykosaminoglykane (v.a. Chondroitin-4-sulfat, Chondroitin-6-sulfat, Keratansulfat).
Histologisch differenziert man zwischen Geflechtknochen und Lamellenknochen. Beide

Knochenarten bestehen aus den gleichen oben aufgefiihrten Grundsubstanzen. Im
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Geflechtknochen ldsst sich keine regelméfige Anordnung von Knochenzellen und
Kollagenfasern erkennen. Er entsteht bei jeder Knochenneubildung und ist besonders
stabil gegeniiber Zug und Biegung. Meistens wird er im Verlauf der Knochenneubildung
durch Lamellenknochen ersetzt, bei dem Knochenzellen und Kollagenfasern systematisch
zu Osteonen angeordnet sind.

Bei der Knochenentwicklung muss zwischen desmaler und chondraler Ossifikation
unterschieden werden. Bei der desmalen Ossifikation entsteht Knochen direkt aus
Mesenchym. Mesenchymzellen vermehren sich im embryonalen Bindegewebe und
beginnen als Osteoblasten mit der Synthese von Interzellularsubstanz. Durch die
Mineralisation der Interzellularsubstanz werden die Zellen, jetzt Osteozyten, ringsum von
Knochengrundsubstanz umgeben und stehen nur noch durch ihre Fortsétze untereinander
in Verbindung. Die Ausbildung der perichondralen Knochenmanschette der
Rohrenknochen und einiger Schidelknochen sowie die Knochenbildung nach Frakturen
erfolgt auf diese Art.

Osteoblasten

P e
“ & — Interzellular-

> substanz

Knochen-
matrix mit
Osteozyten

Abb.1 Desmale Ossifikation (Mikrophotographie eines Schiddels einer jungen Ratte,
Azanfiarbung, 600fach vergroflert). Erkennbar ist Knochenmatrix mit -eingelagerten
Osteozyten. Die Matrix-Oberfliche ist von Osteoblasten gesdumt. (Junqueira und Carneiro,
1996)

Bei der chondralen Ossifikation wird Knochen anhand eines Knorpelmodells gebildet.
Dies findet vor allem im Bereich der Epiphysenfugen statt. Die Zellen des Modells aus
hyalinem Knorpel werden durch Ablagerung von Hydroxylapatitkristallen in ihrer
Erndhrung gestort. Die Knorpelzellen sterben ab und der verkalkte Knorpel wird von

Chondroklasten abgebaut. In dieses Gebiet wachsen Blutkapillaren und Vorlduferzellen
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ein, die zu Osteoblasten differenzieren und Interzellularsubstanz synthetisieren. Letztlich
entsteht Geflechtknochen, der spiter von Lamellenknochen ersetzt wird. (Junqueira und

Carneiro, 1996)

Abb. 2 Enchondrale Ossifikation (Finger-Léngsschnitt eines ca. 4 Monate alten menschlichen
Embryos, 100fach vergroBert). hK hyaliner Knorpel der Epiphyse, sK Sdulenknorpel, bK
Blasenknorpel, eK enchondraler Knochen mit Osteozyten, pK perichondraler Knochen.
(Junqueira und Carneiro, 1996)

Schon 1945 postulierte Lacroix das Vorkommen von ,,0Ostogenin® im Knochen, das die
Synthese von Knochen induziert (Lacroix, 1945). Diese Hypothese wurde 1965 von
Urist bestitigt, indem er zeigte, dass die intramuskulire Implantation von
demineralisierten Knochenfragmenten die Neubildung von Knochen im Muskel
induzieren kann (Urist, 1965). Eine weitere Erkenntnis war, dass Proteine, die aus der
demineralisierten Knochengrundsubstanz extrahiert wurden und zusammen mit der
Kollagenmatrix in Subkutangewebe implantiert wurden, zur Knochenneubildung fiihrten
(Sampath und Reddi, 1981). Diese Proteine wurden bone morphogenetic proteins

(BMPs) bzw. osteogenetic proteins (OPs) genannt. 1988 gelang es schlieBlich Wozney
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und Mitarbeitern BMP-2, BMP-3 und BMP-4 zu klonieren, denen eine osteoinduktive

Funktion zugeschrieben werden konnte (Wozney ef al., 1988).

1.2 BMPs als Mitglieder der TGF-B Superfamilie

BMPs gehoren zur Transforming Growth Factor-f (TGF-B) Superfamilie mit bisher iiber
40 1dentifizierten Mitgliedern. Dazu gehoren neben den BMPs die growth and
differentiation factors (GDFs), Inhibine, Activine, TGFBs und Miillerian inhibiting
substance (MIS). Die Mitglieder der TGF-B Superfamilie beeinflussen viele zelluldre
Prozesse wie Zellproliferation, Differenzierung, Beweglichkeit, Adhédsion und Zelltod.
Sie iibernehmen Aufgaben in Entwicklungsprozessen, der Homdostase und der
Regeneration verschiedener Gewebe und sind an der Wundheilung, immunologischen
und endokrinen Prozessen beteiligt (Massagué et al., 1994; Massagué, 1998). Zusitzlich
nehmen sie FEinfluss auf krankhafte Prozesse, wie zum Beispiel fibrotische
Verianderungen der Niere, Leber und Lunge, hervorgerufen durch eine TGF-f-
Uberexpression. Mutationen in der Kaskade der Signaltransduktion von Mitgliedern der
TGF- Superfamilie (z.B. Mutation der TGF- Rezeptoren bzw. der SMADs) fithren zu
verschiedensten Krebserkrankungen des Menschen, unter anderem Magen-, Colon-,
Pankreas-, hepatozelluldres, Endometrium-, Mamma-Carcinom und myelodysplastische
Syndrome. Auch andere Erkrankungen des Menschen sind auf Mutationen von
Mitgliedern der TGF-B Superfamilie zuriickzufiihren: Chondrodysplasie Typ Hunter-
Thompson bei Mutation des cartilage-derived morphogenetic protein 1 (CDMP1 bzw.
GDFS5), hereditire himorrhagische Teleangiektasie bei Mutation des Typ I Rezeptors
ALKI1 (activin receptor-like kinase-1) usw. (Massagué, 1998).

Allen Mitgliedern der TGF-B Superfamilie ist gemeinsam, dass sie als lange
Vorlidufermolekiile synthetisiert werden, von denen das reife Protein proteolytisch
abgespalten und sezerniert wird (Groeneveld und Burger, 2000). Sie sind Dimere und
besitzen am C-Terminus meist sieben Cystein-Reste. Sechs dieser Cystein-Reste bilden
untereinander drei Disulfidbriicken aus, die eine stabile Struktur, den sogenannten
Cystin-Knoten, bilden. Der siebte Cystein-Rest bildet eine intermolekulare Disulfidbriicke

aus, die fiir die Stabilitéit der Dimere verantwortlich ist (Dale und Jones, 1999).
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Als Mitglieder der TGF-f Superfamilie sind die BMPs ebenfalls Dimere, wobei sowohl
Homodimere als auch Heterodimere funktionell aktiv sind. Heute sind iiber 30 Mitglieder
der BMP-Familie bekannt, die gemiB ihren strukturellen Ahnlichkeiten in mehrere
Subklassen eingeteilt werden (Ducy und Karsenty, 2000). BMP-1, das keine
Knocheninduktion bewirkt, gehort nicht zur BMP-Familie, sondern wurde als
Prokollagen-C-Proteinase identifiziert (Hofbauer und Henfelder, 1996).

TGF-} members

— BMP11
L GDrs
: Inhibin C
Inhibin D
Inhibin pA
Inhibin 3B

I:: BMP3
GDF10
BMP10

GDF6 (BMP13)
|£ GDF5

GDF7 (BMP12)
| BMPS
BMP6
- BMP7 (OP1)

BMP8 (OP2)

T [_. PC8 (OP3)
60Ax*
BMP2
BMP4
Dpp*
Vgt
Univin s
GDF3
GDF1
Screw *
Nodal
GDF9
Mullerian inhibiting substance
o-inhibin
GDNF

Abb. 3 Stammbaum der BMP-Familie (Ducy und Karsenty, 2000)

Zur Signalerzeugung in der Zelle werden zwei Rezeptortypen auf der Zelloberfldche nach
Ligandenbindung oligomerisiert: Typ I Rezeptoren (BRIA, BRIB und ActRI) und Typ II
Rezeptoren (BRII und ActRII) (Kirsch et al., 2000c). Beide sind membrangebundene
Serin/Threonin-Kinasen, wobei Typ II Rezeptoren konstitutiv aktiv sind, wihrend Typ I
Rezeptoren nur nach Liganden-Bindung aktiv werden (Ducy und Karsenty, 2000). Nach

Binden von BMP an die extrazellulire Doméne des Typ II Rezeptors aktiviert dessen
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Serinkinase durch Transphosphorylierung den Typ I Rezeptor. Der so aktivierte Typ I
Rezeptor phosphoryliert darauthin Mitglieder der Smad Familie (SMAD 1, 5, 8)
(Massagué, 1998). Die aktivierten SMADs bilden mit SMAD4 stabile Komplexe, die in
den Zellkern wandern und dort zur Expression von Zielgenen fithren, indem sie zum
einen mit anderen Transkriptionsfaktoren kooperieren, aber auch direkt an Promotor-
Regionen der DNA binden (Derynck et al., 1998). Inhibitorische SMADs (SMAD 6, 7)
verhindern die Signaltransduktion, indem sie mit dem Typ I Rezeptor interagieren bzw.
kompetitiv die Bindung zwischen den SMADs 1, 5, 8 und SMAD4 hemmen (Balemans
und Van Hul, 2002).

1.3 BMPs als wichtige Faktoren in der
Knochenentwicklung

BMPs regulieren die wichtigsten Schritte in der Kaskade der Knocheninduktion, ndmlich
Chemotaxis, Mitose und Differenzierung. BMPs konnen allerdings nur multipotente
Zellen stimulieren, reife Osteoblasten dagegen reagieren nicht auf BMPs. Dabei spielt die
Fahigkeit der BMPs an die Knochengrundsubstanz zu binden eine wichtige Rolle. In
multiplen Tierversuchen konnte eine erfolgreiche Knochenneubildung durch BMPs
erreicht werden. Auch erste Versuche an Menschen, durch BMPs Knochenneubildung zu
induzieren, zeigten sich erfolgreich (Groeneveld und Burger, 2000; Reddi, 1998). So
konnte z.B. eine deutliche Knochenneubildung durch rhOp-1 (rekombinantes humanes
osteogenic protein-1, auch als BMP7 bezeichnet) bei fiinf von sechs Patienten mit einer
Fibula-Osteotomie nachgewiesen werden (Geesink et al., 1999). Allerdings ist die
osteoinduktive Aktivitdt der BMPs von vielen Faktoren abhéngig, unter anderem von der
BMP-Konzentration, den Eigenschaften des Trigermaterials, der Beeinflussung durch
Hormone und der Anwesenheit von Zielzellen. Die notwendige BMP-Konzentration ist
abhidngig von der Umgebung, in der das Knochenwachstum induziert werden soll. So
scheint gut durchblutete Muskulatur gute Bedingungen fiir Knochenwachstum zu bieten,
so dass hier eine geringere BMP-Konzentration ausreicht. Die Eigenschaften des
Trigermaterials spielen eine wichtige Rolle in der Freisetzungskinetik der BMPs. Bisher

wurde in klinischen Studien Kollagen als Trigermaterial eingesetzt, das initial sehr viel
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BMP freisetzt, so dass der BMP-Abbau sich zum Teil schneller ereignet als die
Knochenneusynthese. Ein ideales Trigermaterial wiirde BMP in geringerer Menge iiber
einen ldngeren Zeitraum konstant abgeben. Neben lokal vorkommenden Hormonen, u.a.
basic fibroblast growth factor (bFGF), Prostaglandine und TGFp, zeigen auch
systemische Faktoren, wie Glucocorticoide, Vitamin D und B-Ostradiol, synergistische
Effekte mit den BMPs (Groeneveld und Burger, 2000).

In Méusen mit verdnderten bzw. deletierten BMP-Genen zeigen sich multiple Skelett-
Anomalien, die weitere Hinweise auf die Rolle der BMPs geben. Diese Miuse haben z.B.
verkiirzte Knochen, eine verminderte Korpergrof3e, eine verminderte Anzahl von Rippen
usw. Homozygote Deletionen von BMP2 oder BMP4 in Miusen sind fiir die
Embryonen letal, noch bevor die Knochenentwicklung beginnt (Ducy, 2000).

1.4 BMPs als wichtige Faktoren in der Embryogenese

BMPs sind nicht nur an der Knochenentwicklung beteiligt, sondern haben auch wichtige
Funktionen in der Embryogenese von Saugetieren, Vogeln, Amphibien und Insekten
(Dale und Jones, 1999). Zum besseren Verstindnis dieser Funktionen sollen im
folgenden Abschnitt in Kiirze die wichtigsten Schritte der Embryogenese am Beispiel des
siidafrikanischen Froschs Xenopus laevis dargestellt werden.

Man kann die Embryogenese grob in drei Abschnitte untergliedern: In der ersten Phase
teilt sich das befruchtete Ei in viele Zellen, die sich zu einem Epithel organisieren und
nach  komplizierten Gastrulations- und Neurulations-Bewegungen  eine
Bauchhohlenanlage und ein Neuralrohr bilden. Die zweite Phase besteht in der
Organogenese, bei der die diversen Organe entstehen. Die dritte Phase stellt eine
Wachstumsphase dar, in der die gebildeten Strukturen an Grée zunehmen.

Das unbefruchtete Ei hat einen vegetativen Pol, an dem das Eidotter konzentriert ist, und
einen animalen Pol. Nach der Befruchtung erfolgt eine Rotation der Rinde gegen den
Kern, wodurch die ventral-dorsale Achse bestimmt wird. Anschlieend wird die Eizelle
durch zahlreiche Mitosen in viele Zellen, sog. Blastomeren unterteilt. Im Inneren des
Embryos entsteht eine Hohle, das sog. Blastocoel und der Embryo wird jetzt als Blastula
bezeichnet. Als nichstes folgen die Gastrulationsbewegungen. Dabei 16sen sich die

zukiinftigen Mesodermzellen vom vegetativen Pol ab und wandern in das Blastocoel



8 Einleitung

hinein, wo sie sich an der Innenwand anheften. Gleichzeitig stiilpt sich das Epithel seitlich
des vegetativen Pols in das Blastocoel hinein und bildet das Darmrohr. Dort, wo das
blinde Ende des Darmrohrs das gegeniiberliegende Ende des Embryos erreicht, entsteht
der Mund. Letztlich entsteht bei der Gastrulation eine dreilagige Struktur. Die innerste
Lage ist das Entoderm, das die Darmrohre bildet, die duBerste Lage ist das Ektoderm
und die mittlere Lage ist das Mesoderm, bestehend aus primdren und sekundiren
Mesenchymzellen. Entoderm, Ektoderm und Mesoderm sind die drei primiren
Keimblitter, aus denen spiter die verschiedenen Gewebe hervorgehen. Aus dem
Entoderm entstehen die epithelialen Anteile des Verdauungstrakts, bestehend aus
Rachen, Osophagus, Magen und Darm, aber auch die Epithelien von Speicheldriisen,
Leber, Pankreas, Luftrohre und Lunge. Die stiitzende Muskulatur und das Bindegewebe
dieser Organe entstehen hingegen aus Mesoderm. Nach der Gastrulation teilen sich die
Mesodermzellen auf die rechte und linke Korperseite auf, dazwischen befindet sich das
Notochord, ein Stab aus Mesodermzellen. Das Notochord stellt den Vorldufer fiir die
Wirbelsdule dar. Aus dem Mesoderm entstehen zunidchst Mesenchymzellen, die sich
spater zu den Bindegeweben differenzieren, zu denen Knorpel, Knochen, Muskel und
Fasergewebe gehoren. Vom Mesoderm stammen auBlerdem die Dermis, die Rohren des
Urogenital- und Gefdlsystems und die Blutzellen ab. Aus dem Ektoderm entstehen die
Epidermis und das Nervengewebe. Wihrend der Neurulation trennt sich eine Region des
Ektoderms vom restlichen Ektoderm ab und bildet eine Rohre, das sog. Neuralrohr, das
der Vorldufer fiir das Riickenmark und das Gehirn ist. An der Grenze von Ektoderm und
Neuralrohr bildet sich eine Schicht von Ektodermzellen aus, die die Neuralleiste bilden,
aus der das periphere Nervensystem entsteht. Rechts und links des Neuralrohres liegt
eine Schicht Mesodermzellen, die sich in Somiten aufgliedern. Aus den Somiten
entstehen die Wirbelsdule, die Rippen, die Dermis und die Muskulatur des Rumpfs
(Alberts et al., 1994).

BMPs spielen wihrend der Embryogenese eine wichtige Rolle fiir die Ausbildung der
dorso-ventralen Korperachse, da sie fiir die Differenzierung der Keimblitter in ventrale
Gewebe verantwortlich sind (Lemaire und Yasuo, 1998).

Wihrend der Gastrulation sind BMPs wichtig fiir die Musterbildung von Mesoderm.
Man unterscheidet in der Blastula von Xenopus laevis zwei mesodermale Gebiete: Ein

kleines dorsales Gebiet, als Spemann Organizer bezeichnet, besteht aus dorsalem
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Mesoderm, aus dem das Notochord und Muskulatur hervorgehen. Ein grofleres ventro-
laterales Gebiet enthilt ventrales Mesoderm, aus dem Blutzellen und Mesenchym
hervorgehen. BMPs sind fiir die Induktion von ventralem Mesoderm in Xenopus laevis
verantwortlich, wobei die Konzentration der BMPs den Grad der Ventralisation
bestimmt. Wird BMP4 in niedriger Konzentration in Embryonen injiziert, verlieren diese
das Notochord. Mit steigender BMP4-Konzentration fehlen zusitzlich die Muskulatur
und letztlich alle Abkémmlinge des dorsalen Mesoderms. Dies deutet darauf hin, dass
BMP4 als Morphogen wirkt. Morphogene induzieren in Abhédngigkeit ihrer
Konzentration die Differenzierung in unterschiedliche Zellarten. Im Spemann Organizer
von Xenopus laevis werden die Gene fiir Chordin, Noggin und Follistatin exprimiert, die
an BMPs binden, sie dadurch inaktivieren und dazu fithren, dass ventrales Mesoderm zu
dorsalem Mesoderm wird. Diese Funktion ist wiederum abhédngig von ihrer
Konzentration. Eine mogliche Erkldrung ist, dass die BMP-Inhibitoren Chordin, Noggin
und Follistatin im Organizer synthetisiert werden und in das umliegende Gewebe
diffundieren, wobei ihre Konzentration mit zunehmender Entfernung abnimmt. Dies
konnte dazu fiihren, dass der Gradient der BMP-Aktivitdt genau umgekehrt ist, so dass
ventral eine hohe Konzentration von BMP erreicht wird und dorsal eine niedrige
Konzentration. Neben der Ventralisation des Mesoderms sind BMPs auch fiir die
Differenzierung des Ektoderms in Epidermis verantwortlich. Auch hier wirken die BMPs
als Morphogene, indem sie in hoher Konzentration die Ausbildung von Epidermis (als
ventraler Abkommling des Ektoderms) induzieren und in niedrigerer Konzentration die
Ausbildung von cement gland. In Abwesenheit der BMPs entwickelt sich Nervengewebe
(als dorsaler Abkommling des Ektoderms) (Dale und Jones, 1999). Der heutige Stand
der Forschung ldsst die Frage offen, in wieweit die Differenzierung des Entoderms auf
dhnlichen Mechanismen beruht wie die von Mesoderm und Ektoderm (Graff, 1997).

Wihrend der Organogenese werden BMPs in vielen Organanlagen, wie z.B. Neuralrohr,
Meningen, Augen, Ohrbldschen, Zahnknospen, Lunge, Myokard, Niere, Ureteren, Darm,
Haut usw. exprimiert, wobei sie besonders an den Orten eine Rolle spielen, an denen
mesenchymale und epitheliale Zellen miteinander interagieren (Ducy und Karsenty, 2000;
Hogan, 1996b). Die Expression von BMP2, BMP4, BMP7, GDFI und GDF11 im sich
entwickelnden Gehirn konnte darauf hinweisen, dass die BMPs eine wichtige Funktion

fiir die Entwicklung des gesamten zentralen Nervensystems haben. Ein weiterer Hinweis
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fiir die Rolle der BMPs ergibt sich aus Untersuchungen, bei denen in Méusen durch
Deletion von BMP-Genen multiple Verdnderungen im Phénotyp auftreten, wie offene
Neuralrohre, Storungen der Augenentwicklung, zystische Veridnderungen der Lunge,
Herz- Anomalien, Nierenmissbildungen, Infertilitdt usw. (Ducy und Karsenty, 2000).

Zusitzlich sind BMPs an vielen zelluldren Prozessen beteiligt, darunter Differenzierung,
Proliferation, Apoptose, Adhidsion und Migration, sowie an der Wundheilung, der
Hiématopoese, der Immunantwort und an Entziindungsreaktionen (Dale und Jones,

1999).

1.5 Extrazellulare Liganden der BMPs

BMPs konnen mit Bestandteilen der extrazelluliren Matrix interagieren, unter anderem
mit Heparinsulfatproteoglycanen und Kollagenen. Dadurch nimmt die extrazelluldre
Matrix Einfluss auf die Diffusionsrate und die lokale Verteilung der BMPs. BMP2 und
BMP4 binden auch an die sezernierten Proteine Chordin, Noggin, Follistatin, Cerberus,
DAN und Gremlin mit der Folge, dass die Aktivitit der BMPs unterbunden wird (Dale
und Jones, 1999). Dies fiihrt zur Induktion von dorsalem Mesoderm und zur
Differenzierung des Ektoderms in Nervengewebe (Balemans und Van Hul, 2002).
Chordin und Noggin werden beide vom Spemann Organizer von Xenopus laevis
freigesetzt, wodurch die umliegenden Zellen veranlasst werden, sich in dorsales
Mesoderm zu differenzieren und nicht in ventrales Mesoderm (Massagué, 1998).
Chordin und Noggin binden direkt an die BMPs und hemmen kompetitiv die Bindung der
BMPs an ihre Rezeptoren, wodurch die Aktivitdt der BMPs inhibiert wird (Iemura et al.,
1998). Noggin knockout Miuse zeigen zahlreiche Missbildungen: eine verkiirzte
Korperachse, verkleinerte Somiten, ein offenes Neuralrohr, Fehlen von kaudalen Wirbeln
und fehlgebildete Extremitdten (Balemans und Van Hul, 2002). Follistatin ist ein
Glykoprotein, das durch seine Fahigkeit, die FSH-Produktion der Hypophyse zu
inhibieren, identifiziert wurde (Massagué, 1998). Es wird in vielen embryonalen und
adulten Geweben exprimiert, darunter in Gehirn, Hoden, Ovar, Knochenmark, Plazenta
und Hypophyse (Balemans und Van Hul, 2002). Auflerdem wird es im Spemann
Organizer von Xenopus laevis Embryonen exprimiert (Massagué, 1998). Follistatin

bindet ebenfalls direkt an die BMPs, diese konnen aber weiterhin an ihre Rezeptoren
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binden, ihre ventralisierende Aktivitdt jedoch wird inhibiert. Dies ldsst den Schluss zu,
dass Follistatin mit den BMPs und deren Typ I Rezeptor einen trimeren Komplex bildet
und nicht-kompetitiv die Aktivitdit der BMPs inhibiert (Iemura et al., 1998). Follistatin
knockout Miuse zeigen eine Reihe von Fehlbildungen (verminderte Korpergrofe,
geringere Muskelmasse, Missbildungen des Skeletts und der Ziéhne) und sterben kurz
nach der Geburt. Wird Follistatin in Méausen iiberexprimiert, zeigen die Tiere eine
Reduktion der Fertilitidt, sowohl Hoden als auch Ovar und Uterus sind verkleinert. Das
deutet auf eine Schliisselrolle von Follistatin in der Entwicklung der Geschlechtsorgane

hin (Balemans und Van Hul, 2002).

1.6 Das BMP-bindende Protein Ep45

Als weiterer extrazelluldrer Ligand von BMP4 konnte Ep45 identifiziert werden. Dieser
Ligand stellt allerdings keinen weiteren Antagonisten fir BMP4 dar, da er nicht zur
Induktion von dorsalem Mesoderm fiihrt, wie ein Antagonist hitte erwarten lassen. Nach
Injektion von Ep45 mRNA in Xenopus Embryonen zeigt sich kein Einfluss auf den
Phénotyp oder auf die Expression von Zielgenen. Trotz der direkten Bindung von Ep45
an BMP4 beeinflusst Ep45 die Bindung von BMP4 an seinen Typ I Rezeptor nicht.
Jedoch verhindert die Bindung von Ep45 an BMP4 eine Bindung von Follistatin an
BMP4, so dass Follistatin seine antagonistische Funktion nicht mehr ausiiben kann.
Andere Inhibitoren wie Chordin und Noggin hingegen werden durch Ep45 nicht an ihrer
Bindung an BMP4 gehindert und konnen ihre Aufgaben erfiillen (Iemura et al., 1999).

Ep45 ist ein Protein mit einem Molekulargewicht von 45 kD, das in den Leberzellen von
Xenopus laevis synthetisiert wird. Nach der Translation besteht das Polypeptid aus 436
Aminosduren mit einem Signalpeptid fiir die Proteinsekretion am N-Terminus. Ep45
enthdlt zudem drei potentielle Stellen fiir N-glykosidische Bindungen an den
Aminosduren Asn-244, -260, und -289 und eine potentielle Stelle fiir O-glykosidische
Bindung an der Aminosédure Ser-148, wobei eine Glykosylierung in vivo wahrscheinlich
ist, da das Molekulargewicht des reifen sezernierten Ep45 ca. 4,7 kDa groBer ist als das
des Vorliduferpolypeptids direkt nach der Translation (Holland et al., 1992). Die
Aminosduresequenz von Ep45 zeigt eine potentielle Bindungsstelle fir DNA, bestehend

aus einem Lys-Lys-Lys Motiv der Aminosduren 129-131 (Sunderman, 1993).
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Ep45 ist in der Literatur auch unter dem Namen pNiXa (protein-Ni-Xenopus-a) bekannt,
das in Embryonen von Xenopus laevis nachgewiesen werden konnte. Ein DNA-
Vergleich von Ep45 und pNiXa konnte zeigen, dass die beiden Proteine identisch sind
(Beck et al., 1992).

In Proteindatenbanken konnte eine deutliche Homologie von 30-40 % zwischen Ep45
und Proteinen der Serine Protease Inhibitor Superfamily (Serpins) nachgewiesen
werden, so dass Ep45 als Mitglied dieser Proteinfamilie identifiziert werden konnte. Das
typische Strukturelement der Serpins ist eine Schleife mit einem Reaktionszentrum, an
das das aktive Zentrum der Protease gebunden wird und dadurch die Aktivitit der
Protease inhibiert wird. Serpins sind an vielen biologischen Prozessen beteiligt, z.B. an
Entziindungsreaktionen, der Blutgerinnung, der Fibrinolyse, der Komplementaktivierung
und der Reproduktion. Zu ihnen zdhlen unter anderem in der Leber synthetisierte
Proteine wie a,-Antitrypsin, o;-Antichymotrypsin und Protein C Inhibitor, aber auch der
Neurite-promoting factor aus Gliazellen, Plasminogen-Aktivator-Inhibitoren aus
Endothelzellen, Monozyten und der Plazenta. Auch Proteine ohne bekannte Enzym-
inhibitorische  Aktivitit wie Hormon-bindende Globuline, Ovalbumin und
Angiotensinogen sind Mitglieder der Serpin-Familie (Holland ef al., 1992).

pNiXa wurde auch im Hinblick auf die Aktivitdt als Serinproteaseinhibitor getestet.
Dabei zeigte pNiXa eine signifikante reversible slow-binding Hemmung der Aktivitédt von
o-Chymotrypsin (aus Pankreas des Rinds). Der niedrige Wert von K; (3 x 10° M) zeigt
die starke inhibitorische Funktion von pNiXa. pNiXa zeigt eine dhnliche aber schwichere
Hemmung der Aktivitit von Elastase (aus Pankreas des Schweins, K; 5 x 107 M), jedoch
keine Aktivitditshemmung von Trypsin (aus Pankreas des Rinds) (Sunderman et al.,
1996). Die typische Bildung eines stabilen Komplexes zwischen Serpin und
Serinprotease ist auch bei der Reaktion zwischen pNiXa und Chymotrypsin nachweisbar,
allerdings nicht bei der Reaktion von pNiXa mit Elastase, Trypsin oder Cathepsin G
(Kotyza et al., 1998). Ep45 als Serpin konnte eine Rolle spielen fiir den Schutz der
BMPs vor Serinproteasen. Es wurde gezeigt, dass BMP4 von Serinproteasen wie z.B. a-
Chymotrypsin am N-Terminus gespalten werden kann und dass diese Reaktion durch
Ep45 unterbunden wird (Iemura et al., 1999).

Mitglieder der Serpin-Familie iiben eine Schutzfunktion vor Strahlungs- bzw.

Karzinogen-induzierter Zelltransformation aus, indem sie die Uberexpression von



Einleitung 13

Onkogenen wie c-myc oder c-fos unterdriicken. Auch Ep 45 konnte evtl. eine solche
Aufgabe ausfithren (Beck et al., 1992).

Eine weitere Fahigkeit von pNiXa ist die Induktion von Reifungsprozessen von
Xenopus-Oozyten. Durch Mikroinjektion von pNiXa in Oozyten wurde bei 60 % der
Oozyten der Reifungsprozess ausgelost. Das p21 Protein, das durch das ras-Onkogen
kodiert wird, ist bekannt durch seine Beteiligung an der Pathogenese vieler Tumoren des
Menschen, ist an der malignen Transformation gesunder Zellen beteiligt und fiihrt nach
Mikroinjektion bei 79 % der Xenopus-Oozyten zur Reifung. Werden beide Proteine
zusammen injiziert, tritt ein synergistischer Effekt auf und 92 % der Oozyten reifen. Dies
legt die Vermutung nahe, dass pNiXa auch in vivo Einfluss auf die Eizellreifung und den
Eisprung nimmt (Haspel ef al., 1993).

Die Synthese von Ep45 wird wie die vieler anderer Mitglieder der Serpin-Familie
hormonell reguliert. Nur nach Estrogen-Stimulation wurde es in der Leber von Xenopus
laevis synthetisiert, in nicht-stimulierten Froschen konnte Ep45 nicht nachgewiesen
werden (Holland ef al., 1992).

Das Vorkommen von pNiXa beschrinkt sich auf bestimmte Entwicklungsstadien des
Xenopus-Embryos. Auffallend ist, dass in genau diesen Entwicklungsstadien die
Embryonen besonders anfillig fiir Fehlbildungen sind, die durch den Kontakt zu Ni**
ausgelost werden (Beck er al., 1992). Auch die ortliche Verteilung von pNiXa in
Xenopus-Embryonen zeigt Auffilligkeiten: Im Gastrulationsstadium zeigt sich ein noch
diffuses Vorkommen von pNiXa, das sich in spiteren Entwicklungsstadien auf die
Anlagen des Hirns, der Augen, des Riickenmarks, der Myotome, des Herzens und den
Dottersack konzentriert (Sunderman et al., 1996). Xenopus-Embryonen zeigen nach
Kontakt zu Ni** Missbildungen von genau aus diesen Anlagen hervorgehenden Organen.
Es sind Missbildungen der Augen, des Gesichts, des Herzens, des Skeletts und des
Verdauungstrakts beschrieben. Die Aminosduresequenz von Ep45 lisst auf eine mogliche
Metall-bindende Domine am N-Terminus schlieBen, bestehend aus sieben Histidinen, die
in (HX),-Wiederholungen zusammengefasst sind. Diese Struktur ist auch als histidine-
metal-zipper in Transkriptionsfaktoren und Protein C Inhibitor bekannt, dessen Histidin-
Seitenketten sich paarweise mit Metallionen anordnen konnen. pNiXa zeigt
unterschiedliche Affinitdten beziiglich der Bindung von Metallionen. Die hdochste
Affinitit besteht zu Ni**, gefolgt von Cu**, Zn** und Co”* mit gleicher Affinitit, gefolgt
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von Cd*". Die geringste Affinitit besteht zu Mn*". Ein moglicher Mechanismus fiir die
Teratogenitit von Ni** konnte der Austausch von normalerweise vorhandenem Zn>* oder

Cu’* gegen Ni’

" im (HX),-Motiv sein. Durch diesen Ionen-Austausch kénnten Protein-
Protein-Interaktionen von Transkriptionsfaktoren oder Proteinaseinhibitoren beeinflusst
werden, die fiir einen korrekten Ablauf der Genaktivierung wihrend der frithen
Embryogenese verantwortlich sind (Beck er al., 1992). Es ist bekannt, dass Proteine mit
(HX),-Motiv mit Ni* Komplexe bilden konnen, die unter Freisetzung freier Radikale mit
Wasserstoffperoxid reagieren. Freie Radikale konnen DNA-Briiche, Verkniipfungen von
DNA mit Proteinen und Schiden an Chromosomen verursachen, deren Folgen die

Entstehung von Missbildungen sein konnen. Auf diese Weise konnte Ep45 Einfluss auf

die Teratogenitit durch Ni** nehmen (Sunderman, 1993).

1.7 Zielsetzung dieser Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der rekombinanten Expression von Ep45 in
E. coli bzw. SF9-Zellen und in der Aufreinigung in aktiver Form. AnschlieBend sollten
Untersuchungen zur Identifikation der Bindungsstelle von Ep45 an BMP4 mittels
BIAcore-Messungen durchgefiihrt werden bzw. Interaktionsanalysen zur Aufkldarung des
Bindungsverhaltens zwischen Ep45, BMP4 und BMP-Rezeptoren. Fernziel war hierbei
die Strukturaufklirung von Ep45 und des Ep45-BMP4-Komplexes mittels
Rontgenstrukturanalyse. Weiterhin sollte der Frage nachgegangen werden, ob Ep45 zu
anderen Mitgliedern der BMP-Familie ein dhnliches Bindungsverhalten zeigt wie zu
BMP4. Desweiteren wird die Frage nach der Funktion von Ep45 im Zusammenhang mit
den BMPs, unter anderem in der Knochenentwicklung, zu beantworten sein.
Weitergehende Erkenntnisse iiber die Aufgaben der Mitglieder der BMP-Familie konnten
gewonnen werden. Ein weiteres interessantes Forschungsgebiet wird die Aufkldarung der
Rolle von Ep45 in der Embryogenese sein. Welche Organe werden in ihrer Entwicklung
von Ep45 beeinflusst und wie funktioniert diese Einflussnahme? Welche Rolle spielt
Ep45 in Zusammenhang mit nickelinduzierter Teratogenitdt? Vielleicht kann kiinftig
durch die Beantwortung dieser Fragen ein tieferes Verstindnis fiir die Vorgédnge der

Embryogenese und ihrer Storungen erzielt werden. Auch bisher vollig unbekannte
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Aufgaben von Ep45 konnten bei der Bearbeitung dieses Forschungsgebietes aufgedeckt
werden, ebenso wie die Bedeutung der Funktion von Ep45 als Serinproteaseninhibitor.

Weiterhin wird die Frage bearbeitet werden miissen, ob Ep45 bzw. ein entsprechendes
Protein auch in anderen Organismen neben Xenopus laevis vorhanden ist. Vor allem der
Nachweis eines solchen Proteins im Menschen wire von Bedeutung im Hinblick auf die
Entwicklung neuer Konzepte zum besseren Verstdndnis und zur Therapie von
Knochenerkrankungen, wie z.B. Osteoporose oder Knochentumoren, sowie zur
Verbesserung auf dem Gebiet der Frakturheilung, aber auch zur Einflussnahme eines
solchen Proteins auf die menschliche Embryogenese und sein Zusammenhang mit der

Entstehung von Missbildungen.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Enzyme

Alle Chemikalien und Enzyme wurden von den folgenden Firmen bezogen: Amersham

Biosciences, Invitrogen, Lifetech, MBI Fermentas, New England Biolabs, Promega,

Roth, Sigma, VWR International (Merck), Qiagen.

Alle Losungen wurden mit deionisiertem Wasser (Millipore-Qualitiit) hergestellt.

2.2 Bakterien- und Insektenzellstamme

2.2.1 Escherichia coli-Stamme

Bezeichnung Genotyp Referenz

DH5x F, endAl, hsdR17 (v, my), supE44, thi-1, recAl,|Bethesda Research
gyrA96, relAl, AlargF-lac)U169, A, $80dlacZAM15 | Laboratories, 1986

BL21- E. coli B, F, ompT, hsdS(rgmg), dcm®, Tet', gal,| Weiner et al., 1994

CodonPlus(DE3)- | A(DE3), endA, Hte, [argU, ileY, leuW, Cam']

RIL

IM109 recAl, endAl, thi, gyrA96, hsdR17, supE44,|Yanisch-Perron et
relAl, D(lac-proAB), F, traD36, proAB”, lacl® | al., 1985

XL1-Blue supE44, hsdR17, recAl, endAl, gyrA4d6, thi, relAl, | Bullock et al., 1987

lac’, P, [proAB*, lacl®, lacZAM15, TnlO(tet")]

Tab.1 In dieser Arbeit verwendete Escherichia coli-Stimme (E.coli-Stimme)

2.2.2 Zelllinien

In dieser Arbeit wurden Sf9-Zellen der Firma Pharmingen verwendet. Diese stammen aus

dem Ovarialepithel von Spodoptera frugiperda.
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2.3 Vektoren

Vektor Beschreibung Referenz

pET25b-xEp45 Ep45 in pET-25b(+) Holland et al.

X1 Ep45/2 Ep45-cDNA in Holland et al.
pBluescript SK(-)

pMal-p2X Amp’ New England Biolabs

pMalp2X-Ep45 Ep45 in pMal-p2X Diese Arbeit

pIZT/V5-His Zeocin' Invitrogen

pIZT/V5-xEp45 Ep45 in pIZT/V5-His | Diese Arbeit
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Tab.2 In dieser Arbeit verwendete Vektoren

2.4 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Interactiva bezogen. Erkennungssequenzen
von Restriktionsendonukleasen sind fettgedruckt. Nucleotide, die eingefiigt wurden und
seq

keine Basenpaarung eingehen, sind unterstrichen. Sequenzierprimer sind mit

gekennzeichnet.

Bezeichnung

Sequenz (5° — 3%)

Ep45-pMal-N1

GTCGGATTGAGAAGGATTTCAGTCACTGAAATTTC

Ep45-pMal-C2

GCGACAAGCAGCTCTAGATTATCATTGTGCATTAG

pMal-p2-SQ-N1*

TCGAGCTCGAACAACAACAACAAT

pMal-p2-SQ-C1*4

ACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGC

Ep45-BEVS-N1

CCAGGAGAATTCATGCATCTTTTGGTTTATCTC

Ep45-BEVS-CALl

GCTTCCACGAGGGACCAATTGTGCATTAGTTGGGTC

Ep45-BEVS-CB1

CCAGGATCTAGATTAATGGTGATGGTGATGGTGGCT
TCCACGAGGGACCAA

Ep45-BEVS-N2

CCAGGAGAATTCACCATGGATCTTTTGGTTTATCTC

GAGGAGAAGATCCTATCAGAGGAA

Ep45-226/249-sense **

Ep45-364/387-sense ™ GCCTTGGGTGCCAAATCTGAAACT

Ep45-892/918-sense ** CCATATAAGAATGATACAGCAATGCTG
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Ep45-997/1123-antisense ™! | CATATAAAGATCCACAATGCTAGTTGC

OpIE2 forward Seq. primer | CGCAACGATCTGGTAAACAC

seq

OpIE2 reverse Seq. primer ! | GACAATACAAACTAAGATTTAGTCAG

Tab.3 In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide

2.5 Antikorper

Bezeichnung Eigenschaften Referenz
Penta-His™ Antikorper Monoklonaler Antikorper aus der Maus (IgG1); Qiagen
Meerrettich-Peroxidase Antikorper aus der Ziege; gekoppelt mit Sigma

gekoppeltes Ziege-Anti-Maus Meerrettich-Peroxidase; Fc-spezifisch;
IeG

Tab.4 In dieser Arbeit verwendete Antikorper

2.6 Mikrobiologische und molekulargenetische Methoden
(E. coli)

2.6.1 Kulturbedingungen

E. coli-Zellen wurden in LB-Medium kultiviert: 10 g/l Bacto-Trypton, 5 g/l Bacto-Yeast
Extrakt, 10 g/l NaCl (bzw. 5 g/l NaCl fiir Kultivierung von Zellen, die den Vektor
pIZ/V5-His enthalten), pH 7,5 (20 min bei 121°C und 1,1 bar autoklaviert) (Sambrook
etal., 1989). Je nach Bedarf wurden folgende Antibiotika in der angegebenen

Endkonzentration zugegeben:

Antibiotikum Endkonzentration

Ampicillin 50 bzw. 100 mg/1

Chloramphenicol 20 mg/1

Zeocin™ 25 mg/l

Tab.5 Verwendete Antibiotika und eingesetzte Endkonzentrationen
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Fiir Fliissigkulturen wurde LB-Medium mit E. coli-Zellen angeimpft (Einzelkolonie oder
aus Einzelkolonie angelegte Vorkultur) und iiber Nacht bei 37°C unter Schiitteln
(180 rpm) inkubiert. Auf LB-Agarplatten (15 g/l Agar) ausplattierte E. coli-Zellen
wurden iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.6.2 Plasmidisolierung

Die Plasmidisolierung wurde nach der Methode der alkalischen Lyse (Birnboim und
Doley, 1979) durchgefiihrt.
Nachfolgend aufgefiihrte Losungen wurden dafiir verwendet:

Losung | Zusammensetzung

P1 50 mM Tris/HCI, 10 mM EDTA, pH 8.0

P2 200 mM NaOH, 1% SDS

P3 2.8 M KAc, pH 5.1

N2 100 mM Tris/H3POs, 15% Ethanol, 900 mM KCl, pH 6.3, 0.15% Triton X-100
N3 100 mM Tris/H;PO4, 15% Ethanol, 1150 mM KCl, pH 6.3

N5 100 mM Tris/H;PO4, 15% Ethanol, 1000 mM KCl, pH 8.5

Tab.6 Losungen fiir Plasmidisolierung

2.6.2.1 Plasmid-Minipraparation

Fiir die Plasmid-Minipriparation wurde 1 ml einer E. coli-Ubernachtkultur (UNK) in
einem Eppendorf-Reaktionsgefdl abzentrifugiert (5 min, 13200 rpm). Das Pellet wurde
in 100 pl Losung P1, die mit 100 pg/ul RNAse A versetzt wurde, resuspendiert. Nach
Zugabe von 100 pl Losung P2 wurde der Ansatz durch Invertieren gemischt und fiir
S min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Nach Zugabe von 100 ul Lésung P3 und
Invertieren erfolgte eine weitere Inkubation fiir 15 min auf Eis. Danach wurde
zentrifugiert (15 min, 13.2 rpm), der Uberstand in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt
und 500 pl Isopropanol dazugegeben. Nach emner Inkubation fiir 30 min auf Eis wurde
zentrifugiert (15 min, 13.2 rpm), das Pellet mit 500 pl 70 % Ethanol gewaschen und
erneut zentrifugiert (15 min, 13.2 rpm). Nach Trocknen des Pellets (Speedvac) wurde es

in 10 ul ddH,O aufgenommen.
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2.6.2.2 Plasmid-Maxipraparation

Plasmid-Maxiprédparationen wurden mit Hilfe des Maxi-Prip-Kits Nucleobond AX 500
(purification of plasmids; modified alkaline/SDS lysis) von Macherey & Nagel unter
Verwendung von AX 500 Kartuschen nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Dafiir
wurde eine 200 ml-E. coli-UNK zentrifugiert (10 min, 9000 rpm, Rotor 12.500) und der
Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 12 ml Losung P1, der 100 ug/ml RNAse A
beigefiigt wurde, resuspendiert. Nach Uberfiihren des Ansatzes in ein Falcon-Réhrchen
wurde 12 ml Losung P2 zugegeben, invertiert und fiir 5 min bei RT inkubiert. Nach
Zugabe von 12 ml Losung P3 und Invertieren erfolgte eine weitere Inkubation fiir 5 min
auf Eis. AnschlieBend wurde der Ansatz zentrifugiert (20 min, 5000 rpm, Bactifuge) und
der Uberstand in eine mit 5 ml Losung N2 equilibrierte Kartusche iiberfiihrt. Nach
Waschen mit 2x 12 ml Losung N3 wurde mit 12 ml Losung N5 eluiert. Das Eluat wurde
in einem Falcon-Rohrchen aufgefangen, mit 8.4 ml Isopropanol versetzt, invertiert und
zentrifugiert (30 min, 5000 rpm, Bactifuge). Das Pellet wurde mit 10 ml 70 % Ethanol
gewaschen und erneut zentrifugiert (15 min, 5000 rpm, Bactifuge). Nach Trocknen des
Pellets wurde es in 200 ul ddH,0 resuspendiert. Die Konzentration der isolierten DNA

wurde spektral photometrisch bestimmit.

2.6.3 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen wurde bei 37°C fiir 1-2 Stunden
durchgefiihrt. Als Reaktionspuffer wurde der vom Hersteller jeweils mitgelieferte 10fach
Spaltpuffer verwendet. Fiir den Test-Verdau nach einer Plasmid-Miniprédparation wurden
Sul des Mini-Prip-Ansatzes und 10 U Enzym (20 U bei Enzymen, die blunt-end
schneiden) bei einem Gesamtvolumen des Spaltansatzes von 10 pl eingesetzt, nach einer
Plasmid-Maxipréparation wurde 1 pug DNA und 10 U Enzym (20 U bei Enzymen, die
blunt-end schneiden) bei einem Gesamtvolumen von 20 pl eingesetzt. Sollte ein PCR-
Produkt zur Verwendung bei nachfolgenden Klonierungen gespalten werden, wurde es
zunidchst gefillt: Dem 50 ul-PCR-Ansatz wurden 50 ul ddH,O wund 100 ul
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) zugegeben und 5 min bei RT geschiittelt. Die obere
Phase wurde mit 20 pul 3 M Na-Acetat pH 5,2 und 200 pl Isopropanol versetzt, 5 min
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geschiittelt, 30 min bei 4°C inkubiert und zentrifugiert (15 min, 13.2 rpm). Die DNA
wurde mit 500 pl 70% Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert (15 min, 13.2 rpm).
Das Pellet wurde getrocknet (Speedvac) und nach Aufnehmen in 32 pl ddH,0 in einem
40 pl-Ansatz mit 40 U Enzym gespalten. Wurde ein Plasmid fiir nachfolgende
Klonierungen gespalten, wurden 2 pg Plasmid-DNA fiir einen 30 pl-Ansatz und 40 U

Enzym verwendet. Die Spaltung wurde durch eine Agarose-Gelelektrophorese eines

geeigneten Aliquots iiberpriift.

2.6.4 DNA-Agarose-Gelelektrophorese

Die DNA-Agarose-Gelelektrophorese wurde nach der Methode von Herrmann et al.,
1980 durchgefiihrt. In dieser Arbeit wurden ausschlieBlich Gele mit einer Agarose-
Konzentration von 0,7 % verwendet. Die Agarose wurde mit 5 mg/ml Ethidiumbromid
versetzt, um die aufgetrennte DNA unter UV-Licht sichtbar machen zu konnen Die
elektrophoretische Auftrennung der DNA erfolgte in TBE-Puffer (90 mM Tris, 90 mM
Borsdure, 2 mM EDTA, pH 8.0) bei max. 100 V. Folgende GroB3enstandards wurden

verwendet:
HMS LMS
FragmentgrofBe [bp] Gewichtanteil [%] FragmentgroBe [bp] Gewichtanteil [%]
23130 43 1608 21
9416 19 1201 16
6557 14 999 13
4361 9 711 9
2322 5 567 7.5
2027 4 517 6.8
564 1 396 5
125 360 5
222/219/214 8.6
132/120/ 112 5
751765130/ 27 2.6

Tab.7 In dieser Arbeit verwendete Groflenstandards bei der Agarose-Gelelektrophorese
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2.6.5 Ligation von DNA-Fragmenten

Fiir die Ligation von DNA-Fragmenten wurden Vektor (nach Restriktionsverdau und
Hitzeinaktivierung der Restriktionsendonukleasen) und Insert (nach Amplifizierung
mittels PCR, Restriktionsverdau und DNA-Féllung) in einem molaren Verhiltnis von 1:3
und 1:5 eingesetzt. Die Ligation erfolgte in der Regel in einem 20 pl-Ansatz, wobei
neben 850 fmol Vektor und entsprechender Menge Insert 2 pl 10-fach T4-DNA-Ligase-
Puffer und 1 pul T4-DNA-Ligase (5 U/ul) eingesetzt wurden. Bei Ligation mit
Fragmenten, die blunt-end geschnitten wurden, wurde der Ligationsansatz zusétzlich mit
2 ul 50% PEG 4000 versetzt. Nach Inkubation bei 16°C tiber Nacht wurden E. coli-

Zellen direkt mit dem Ligationsansatz transformiert.

2.6.6 Transformation von E. coli

Die Transformation von E. coli wurde nach Hanahan, 1983 durchgefiihrt.

2.6.6.1 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen

Zur Herstellung kompetenter E. coli-Zellen wurden 5 ml LB-Medium mit einer
Einzelkolonie angeimpft. Nach Inkubation iiber Nacht bei 37°C unter Schiitteln
(180 rpm) wurde 1 ml dieser Kultur zu 100 ml LB-Medium gegeben. Die Zellen wurden
bei 37°C unter Schiitteln (180 rpm) inkubiert, bis eine ODsso von 0.5 erreicht wurde.
Nach Inkubation der Zellen fiir 20 min bei 4°C und Zentrifugation (5 min, 1200 g, 4°C)
wurden die Zellen in 10 ml TSS-Losung (85% LB-Medium, 10% PEG 8000,
5% DMSO, 50 mM MgCl, pH 6.5; eisgekiihlt) resuspendiert, zu je 200 pl aliquotiert

und bei -80°C gelagert.

2.6.6.2 Transformation kompetenter Zellen

200 ul kompetente E. coli-Zellen wurden mit 5 ul Ligationsansatz bzw. 5 ul Vektor-
DNA (nach Mini-Priparation) vermischt und 30 min auf Eis inkubiert. Nach dem
Hitzeschock (90 sec, 42°C) wurden die Zellen 5 min auf Eis abgekiihlt, 800 ul LB-
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Medium zugegeben und 30 min bei 37°C unter Schiitteln (180 rpm) inkubiert.
AnschlieBend wurden 200 pl und 800 pl des Transformationsansatzes auf LB-Platten,
die je nach Resistenz des Plasmids entsprechende Antibiotika enthielten, ausplattiert und
tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Der Erfolg der Transformation wurde durch Plasmid-

Minipriparation und anschlieBenden Restriktionsverdau tiberpriift.

2.6.7 Polymerase chain reaction (PCR)

Die Amplifikation von DNA-Sequenzen wurde nach der Methode von Saiki ef al. (1988)
durchgefiihrt. Das Gesamtvolumen eines PCR-Ansatzes betrug 50 ul, wobei 5 pl 10-fach
Pfu-Puffer, 50 ng Template, 10 pMol N’-Primer, 10 pMol C’-Primer, 250 uM dNTPs
(Amersham Biosciences) und 1.25 units Pfu-DNA-Polymerase (Promega Corporation)
eingesetzt wurden. Es wurden zwei verschiedene PCR-Programme verwendet, wobei bei
beiden Programmen je 25 Amplifikationszyklen, bestehend aus Denaturierung, Primer-
Annealing und Elongation, durchgefiithrt wurden. Danach erfolgte ein zusitzlicher

Elongationsschritt von 5 min bei 72°C.

PCR-Programm 1 PCR-Programm 2
Temperatur Zeit Temperatur Zeit
Schmelzen 94°C 2 min 95°C 5 min
Denaturierung 94°C 15 sec 95°C 1 min
Primer-Annealing 54°C 15 sec 60°C 1 min
Elongation 72°C 2.5 min 72°C 4 min

Tab.8 In dieser Arbeit verwendete PCR-Programme

2.6.8 Automatisierte DNA-Sequenzierung

Alle Sequenzierungen wurden an einem DNA-Sequenzer der Firma Applied Biosystems
(Modell 373A) nach Angaben des Herstellers von Herrn Wolfgang Hédelt durchgefiihrt.

Diese Didesoxy-Sequenzierung nach der Methode von Sanger beruht auf dem
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basenspezifischen Abbruch der DNA-Kettenverlingerung durch den statistischen Einbau
von Farbstoff-beladenen ddNTPs in die von den Primern her anwachsende Kette.

Es wurden hierzu vier voneinander unabhingige Reaktionen durchgefiihrt, die neben
gleichem Template, Primer und dNTPs jeweils verschiedene ddNTPs enthielten. Durch den
statistischen Einbau der ddNTPs in die sich verlingernden Fragmente erfolgte ein
Kettenabbruch. Nach Abschlufl der Polymerase-Reaktion wurden die Produkte vereinigt,
nach Fillung mit Ethanol in Formamid/50 mM EDTA pH 8.0 (5:1) aufgenommen und
abschlieBend auf eimem  Harnstoff-Sequenziergel  (7%-iges  Polyacrylamid-Gel)
elektrophoretisch aufgetrennt. Die einzelnen DNA-Fragmente wurden aufgrund ihrer

unterschiedlichen Fluoreszenz im Argon Laserstrahl detektiert.

2.6.9 Expression von rekombinanten Proteinen in E. coli

Medium: LB-Medium

Antibiotika: Ampicillin, Chloramphenicol, Zeocin™ (je nach Resistenz des Vektors)
TBS-Puffer: 10 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 8.0

PMSF-Lo6sung: 0,5 M PMSF (Phenylmethansulfonylfluorid) in Ethanol (abs.)

800 ml LB-Medium, versetzt mit Antibiotika je nach Resistenz des Vektors, wurden mit
20 ml einer UNK von E. coli in einem Erlenmeyerkolben (Fassungsvermdgen 2 1) angeimpft
und unter Schiitteln bei 37°C kultiviert. Wihrend der logarithmischen Wachstumsphase
(ODgp0=0.5-1) erfolgte die Induktion durch Zugabe von 0.3 mM IPTG. Nach weiteren 2-
2.5 h Kultivierung wurden die Zellen durch Zentrifugation (6000 g, 20 min, 4°C) geerntet.
Das Zellsediment wurde in TBS-Puffer resuspendiert und gewaschen. Nach erneuter
Zentrifugation (6000 g, 20 min, 4°C) wurde das Zellpellet bei -80°C gelagert.

Fiir die nachfolgende Sdulenchromatographie wurde das Zellpellet im entsprechenden
Saulenpuffer (20 ml Puffer / 1 g Zellen) resuspendiert und die Zellwdnde mit Ultraschall
(4x1 min beschallen mit jeweils 30 sec Pause) unter Kiihlung im Eisbad aufgebrochen
(LabSonic2000, 150 Watt, groBer Schallkopf). Die Suspension wurde zur Abtrennung
16slicher und unloslicher Bestandteile zentrifugiert (30000 g, 30 min, 4°C).
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2.6.10 Praparation von inclusion bodies

Proteine konnen in Zellen nicht nur in I6slicher Form sondern auch als unslosliche Aggregate
vorliegen. Diese Aggregate werden als inclusion bodies bezeichnet und wurden entsprechend
folgenden Protokolls prépariert: Das Zellpellet wurde in TBSE-Puffer (10 mM Tris, 1 mM
EDTA, 150 mM NaCl, pH 8.0) unter Zugabe von B-EtSH (1/1000 des Gesamtvolumens)
und PMSF (0.1-0.5 mM) resuspendiert (10 ml Puffer/1 g Zellen) und die Zellwinde mit
Ultraschall (5x1 min mit jeweils 30 sec Pause) unter Kiihlung im FEisbad aufgebrochen
(LabSonic2000, 150 Watt, groBer Schallkopf). Nach Zentrifugation (JA14 Rotor,
12000 rpm, 30 min, 4°C) wurde das Pellet erneut in TBSE-Puffer resuspendiert, beschallt
und zentrifugiert. Durch anschlieBendes zweimaliges Resuspendieren und Zentrifugieren

wurden die inclusion bodies gewaschen. Sie konnen bei -80°C gelagert werden.

2.6.11 Denaturierung der inclusion bodies mit Harnstoff

Die inclusion bodies wurden in 8 M Harnstoff, 10 mM B-EtSH, 50 mM Na-Acetat, pH 5.0
resuspendiert (10 ml Puffer/1 g inclusion bodies) und tiber Nacht bei Raumtemperatur unter
Schiitteln inkubiert. Nach Zentrifugation (VTI 65.1 Rotor, Quickseal, 30000 rpm, 40 min,

4°C) wurde der Uberstand zur weiteren Bearbeitung des extrahierten Proteins verwendet.

2.6.12 Denaturierung der inclusion bodies mit
Guanidiniumhydrochlorid (Gnd-HCI)

Zur Vorextraktion wurden die inclusion bodies in 0.6 M Gnd-HCI, 50 mM NaOAc, 1 mM
EDTA, pH 5.0 resuspendiert und unter Riihren 15 min bei RT inkubiert. Nach Zentrifugation
(11500 rpm, 20 min, 4°C) wurde das Pellet der Hauptextraktion zugefiihrt, indem es in 6 M
Gnd-HCl, 50mM NaOAc, 1 mM EDTA, 1/1000 Volumenanteil B-EtSH, pH 5.0
resuspendiert und unter Riihren iiber Nacht bei RT inkubiert wurde. Der Uberstand nach

Zentrifugation (30000 rpm, 1 h, 18°C) wurde zur weiteren Proteinisolierung eingesetzt.
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2.6.13 Renaturierung von Proteinen

Zur Renaturierung aus inclusion bodies extrahierten Proteins wurden Renaturierungsansitze,

sogenannte Foldits (Hampton Research), verwendet. Dazu wurde die Losung des

extrahierten Proteins mit 17 verschiedenen Renaturierungsansitzen (Zusammensetzung siehe

Tab. 9) 1:100 schockverdiinnt und 2 Tage bei RT im Dunkeln inkubiert.

Renaturierungsansétze 1 2 3 4

Puffer 55 mM Tris 55 mM MES 55 mM MES 55 mM Tris
pH8.2 pH6.5 pH6.5 pH8.2

Salz 264 mM NaCl 10.56 mM NaCl | 10.56 mM NaCl | 264 mM NaCl
11 mM KCI 0.44 mM KCl 0.44 mM KCl 11 mM KCI

Kation 1.1 mM EDTA 2.2 mM MgCl, 1.1 mM EDTA 2.2 mM MgCl,

2.2 mM CaCl, 2.2 mM CaCl,

PEG3350 (% wiv) 0.055% 0% 0.055% 0%

Lauryl Maltoside 0mM 0.3 mM 0mM 0.3 mM

Gnd-HC1 0mM 550 mM 550 mM 0mM

Additive 0mM 0mM 440 mM  Sucrose | 440 mM  Sucrose

Polar (P) (NP) 550 mM (NP) 550 mM

Nichtpolar (NP) L-Arginin (P) L-Arginin (P)

Oxidation/ Reduktion 1 mM DTT 1 mM GSH 1 mM GSH 1 mM DTT

0.1 mM GSSG 0.1 mM GSSG

Renaturierungsansétze 5 6 7 8

Puffer 55 mM MES 55 mM Tris 55 mM Tris 55 mM MES
pH6.5 pH&.2 pH8.2 pH6.5

Salz 264 mM NaCl 10.56 mM NaCl | 10.56 mM NaCl | 264 mM NaCl
11 mM KCI 0.44 mM KCl 0.44 mM KCl 11 mM KCI

Kation 2.2 mM MgCl, 1.1 mM EDTA 2.2 mM MgCl, 1.1 mM EDTA
2.2 mM CaCl, 2.2 mM CaCl,

PEG3350 (% wiv) 0% 0.055% 0% 0.055%

Lauryl Maltoside 0mM 0.3 mM 0mM 0.3 mM

Gnd-HC1 0mM 550 mM 550 mM 0mM

Additive 440 mM Sucrose | 440 mM Sucrose | 550 mM 550 mM

Polar (P) (NP) (NP) L-Arginin (P) L-Arginin (P)

Nichtpolar (NP)

Oxidation/Reduktion 1 mM GSH 1 mM DTT 1 mM DTT 1 mM GSH
0.1 mM GSSG 0.1 mM GSSG
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Renaturierungsansitze 9 10 11 12
Puffer 55 mM MES 55 mM Tris 55 mM Tris 55 mM MES
pH6.5 pH8.2 pH8.2 pH6.5
Salz 264 mM NaCl 10.56 mM NaCl | 10.56 mM NaCl | 264 mM NaCl
11 mM KCI 0.44 mM KCl 0.44 mM KCl 11 mM KCI
Kation 2.2 mM MgCl, 1.1 mM EDTA 2.2 mM MgCl, 1.1 mM EDTA
2.2 mM CaCl, 2.2 mM CaCl,
PEG3350 (% wiv) 0.055% 0% 0.055% 0%
Lauryl Maltoside 0mM 0.3 mM 0mM 0.3 mM
Gnd-HC1 550 mM 0mM 0mM 550 mM
Additive 440 mM  Sucrose | 440 mM Sucrose | 550 mM 550 mM
Polar (P) (NP) (NP) L-Arginin (P) L-Arginin (P)
Nichtpolar (NP)
Oxidation/Reduktion 1 mM DTT 1 mM GSH 1 mM GSH 1 mM DTT
0.1 mM GSSG 0.1 mM GSSG
Renaturierungs- 13 14 15 16 17
ansitze
Puffer S55mMTris | SSmMMES | 55mMMES | 55 mM Tris 55 mM Tris
pHS8.2 pH6.5 pH6.5 pHS8.2 pHS8.2
Salz 264 mM 10.56 mM 10.56 mM 264 mM NaCl | 0 mM
NaCl NaCl NaCl 11 mM KCI
11mMKCl | 044 mMKCI | 0.44 mM KCl1
Kation 1.1 mM 22mM 1.1 mM 22mM 0 mM
EDTA MgCl, EDTA MgCl,
2.2 mM CaCl, 2.2 mM CaCl,
PEG3350 (% wiv) 0% 0.055% 0% 0.055% 0%
Lauryl Maltoside 0mM 0.3 mM 0mM 0.3 mM 0mM
Gnd-HCl1 550 mM 0mM 0 mM 550 mM 0.1M
Additive 0 mM 0 mM 440 mM 440 mM 550 mM
Polar (P) Sucrose (NP) | Sucrose (NP) | L-Arginin (P)
Nichtpolar (NP) 550 mM 550 mM
L-Arginin (P) | L-Arginin (P)
Oxidation/Reduktion | 1 mM GSH 1 mM DTT 1 mM DTT 1 mM GSH 2 mM GSH
0.1 mM 0.1 mM GSSG | 0.2 mM GSSG
GSSG

Tab.9 Zusammensetzung der verwendeten Renaturierungsansitze
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2.7 Mikrobiologische und molekulargenetische Methoden
(Sf9-Zellen)

2.7.1 Kulturbedingungen

Sf9-Zellen wurden in IPL-41 Insektenmedium (Sigma; gemidB Produktinformation
hergestellt) bei 27°C kultiviert. Dazu wurden 2 ml einer bei -80°C gelagerten Sf9-
Zellsuspension (2-10° Zellen/ml Medium) in einer 25 cm*-CellCultureFlask (Greiner) mit
5 ml Medium kultiviert, bis eine konfluente Kultur erreicht wurde. Diese wurde in eine
75 cm’-CellCultureFlask iiberfiihrt und Medium bis zu einem Gesamtvolumen von 15 ml
zugegeben. Sobald die Kultur Konfluenz erreicht hatte, wurde sie in eine 175 cm’-
CellCultureFlask {iiberfithrt und Medium bis zu einem Gesamtvolumen von 35 ml
zugegeben. Die Zellen wurden anschlieBend jeden 3. Tag 1:3 mit frischem Medium

versetzt und in neue 175 cm?-CellCultureFlasks iiberfiihrt.

2.7.2 InsectSelect’™ System

Das InsectSelect™ System (Invitrogen) wurde zur transienten Expression von Proteinen
in Sf9-Zellen eingesetzt.

Nach Klonierung des relevanten Gens in den Vektor pIZT/V5-His wurden 0.5 ml IPL-41
Insektenmedium, 1 pg, 2 ug bzw. 4 pg des pIZT/V5-His-Konstrukts und je 10 pl
Insectin-Plus™ Liposomen zusammengegeben, 10s durch Schiitteln gemischt und
15 min bei RT inkubiert.

Das Medium wurde von 8 x 10° Sf9-Zellen in einer 60 mm-Platte abgesaugt, die Zellen
wurden mit 3 x 1 ml Serum-freiem Medium gewaschen und der Transfektionsmix
tropfenweise zugegeben. Nach 4 h Inkubation der Zellen bei RT unter Schwenken
wurden 1.5 ml Medium zugegeben und die Zellen bei 27°C kultiviert. Nach 24 h wurde
das Medium abgenommen und zentrifugiert (2000 rpm, 5 min). Der Uberstand wurde fiir
den Westernblot eingesetzt. Die Zellen wurden mit 1 ml Medium von der Platte abgelost,
zentrifugiert (2000 rpm, 5 min), mit 50 pl Lysepuffer (RIPA-Puffer: 50 mM Tris,
1% NP-40, 0.25 % Nadesoxycholat, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, je
1 pg/ml Aprotinin, Leupeptin und Pepstatin, pH 7.4) versetzt, zentrifugiert (2000 rpm,

5 min) und der Uberstand fiir den Westernblot eingesetzt.
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2.8 Chromatographische Verfahren zur Trennung von

Proteinen

2.8.1 Kationenaustausch-Chromatographie an Fractogel EMD
S0; 650 (S)

Niedrigsalzpuffer: 25 mM NaOAc, 50 mM NaCl, pH 5.5
Hochsalzpuffer: 25 mM NaOAc, 1 M NaCl, pH 5.5
Sédulenmaterial: Fractogel EMD SO; 650 (S) (Merck)

Die Sidule wurde mit 15 ml Fractogel EMD SO; 650 (S) beladen und mit 20
Sédulenvolumina Niedrigsalzpuffer &dquilibriert. Die Proteinlosung wurde iiber einen
Superloop mit einer Geschwindigkeit von 1 ml/min aufgetragen. AnschlieBend wurde mit
10 Séulenvolumina Niedrigsalzpuffer gewaschen. Die Elution des Proteins erfolgte mit
einem linearen Gradienten von 0-75% Hochsalzpuffer in 50 min. Die Elution wurde an
einem Durchflussphotometer bei 280 nm verfolgt. Die erhaltenen Fraktionen (2.0 ml)
wurden fiir die quantitative Auswertung gegen Niedrigsalzpuffer als Referenz bei 280 nm

photometrisch vermessen und mittels SDS-PAGE analysiert.

2.8.2 GroBenausschluss-Chromatographie an Sephacryl S-300

Laufpuffer: 6 M Guanidiniumhydrochlorid, 50 mM NaOAc, 1 mM EDTA, pH 5.0

Sédulenmaterial:  Sephacryl S-300 HR (Amersham Biosciences)

Die Sdule wurde mit Sephacryl S-300 beladen und bei einer Laufgeschwindigkeit von
1.8 ml/min mit Laufpuffer &quilibriert. Die Proteinlosung wurde mit der gleichen
Laufgeschwindigkeit aufgetragen. Die Elution erfolgte mit Laufpuffer und wurde an
einem Durchflussphotometer bei 280 nm verfolgt. Die erhaltenen Fraktionen (10.5 ml)
wurden fiir die quantitative Auswertung photometrisch gegen Laufpuffer als Referenz bei

280 nm vermessen und mittels SDS-PAGE analysiert.
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2.8.3 Amylose-Affinitats-Chromatographie

Laufpuffer: 20 mM Tris, 0.2 M NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM B-EtOH, 1 mM NaNj,
pH 7.4

Elutionspuffer: 20 mM Tris, 0.2 M NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM B-EtOH, 1 mM NaNj,
10 mM Maltose

Sédulenmaterial: Amylose Resin (NEB)

Die Sdule wurde bei 4°C mit 10 ml Amylose Resin beladen und mit Laufpuffer
dquilibriert (Laufgeschwindigkeit 1 ml/min). Die Proteinlésung wurde 1:5 mit Laufpuffer
verdiinnt und auf die Sdule aufgetragen. Die Elution erfolgt mit Elutionspuffer. Die
erhaltenen Fraktionen (1 ml) wurden fiir die quantitative Auswertung photometrisch
gegen Elutionspuffer als Referenz bei 280 nm vermessen und mittels SDS-PAGE
analysiert. Die relevanten Fraktionen wurden vereinigt und Faktor Xa (1 pg/100 pg
Protein) zugegeben. Nach Inkubation (2 h, RT) und Zentrifugation (14000 g, 20 min)

konnte der Uberstand fiir die weitere Bearbeitung eingesetzt werden.

2.8.4 Chromatographie an Ni-NTA-Agarose

Laufpuffer I: 20 mM Tris, 5 mM CaCl,, pH 7.4
Elutionspuffer I: 20 mM Tris, 5 mM CaCl,, 200 mM Imidazol, pH 7.4
Laufpuffer II: 50 mM Na-Phosphat, 10 mM Imidazol, 300 mM NaCl, pH 8.5

Elutionspuffer II: 50 mM Na-Phosphat, 300 mM Imidazol, 300 mM NaCl, pH 8.5
Saulenmaterial: Ni-NTA-Agarose (Qiagen)

Die Siule wurde mit 8 ml Ni-NTA-Agarose beladen und mit Laufpuffer dquilibriert. Die
Proteinlésung wurde auf die Sdule aufgetragen. Die Elution erfolgte mit Elutionspuffer.
Die erhaltenen Fraktionen (1 ml) wurden mittels SDS-PAGE analysiert.

Als Alternative wurde die Proteinlosung zu einer geeigneten Menge Ni-NTA-Agarose
gegeben und 30 min bei 4°C unter Schwenken inkubiert. Nach Uberfiihren in eine Siule

und Absetzen des Sdulenmaterials wurde mit 10 Sdulenvolumina Laufpuffer gewaschen
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und mit Elutionspuffer eluiert. Die erhaltenen Fraktionen (1 ml) wurden mittels SDS-

PAGE analysiert.

2.8.5 Chromatographie an Phenyl Sepharose (Hydrophobe
Saule)

Laufpuffer: 1 M Ammoniumsulfat, 20 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM Azid, 1 mM
B-EtOH, pH 7.4

Sédulenmaterial: Phenyl Sepharose High Performance (Amersham Biosciences)

Die Sédule wurde mit 1 ml Phenyl Sepharose High Performance beladen und mit
Laufpuffer dquilibriert. Die Proteinlosung wurde auf die Sdule aufgetragen. Die Elution
des Proteins erfolgte mit einem Stufengradienten von 0.9-0 M Ammoniumsulfat in
Schritten von 0.1 M. Die erhaltenen Fraktionen (1 ml) wurden fiir die quantitative
Auswertung gegen Laufpuffer als Referenz bei 280 nm photometrisch vermessen und

mittels SDS-PAGE analysiert.

2.8.6 Anionenaustausch-Chromatographie an Fractogel EMD
TMAE

Niedrigsalzpuffer: 20 mM NaCl, 10 mM Hepes, 3.4 mM EDTA, pH 7.4
Hochsalzpuffer: 1 M NaCl, 10 mM Hepes, 3.4 mM EDTA, pH 7.4
Saulenmaterial: Fractogel EMD TMAE (Merck)

Die Sédule wurde mit 5 ml Fractogel EMD TMAE beladen und mit Niedrigsalzpuffer
dquilibriert. Die Proteinlosung wurde auf die Sdule aufgetragen. Die Elution des Proteins
erfolgte mit einem linearen Gradienten von 0-100% Hochsalzpuffer in 50 min. Die
Elution wurde an einem Durchflussphotometer bei 280 nm verfolgt. Die erhaltenen
Fraktionen (1.8 ml) wurden fiir die quantitative Auswertung gegen Niedrigsalzpuffer als

Referenz bei 280 nm photometrisch vermessen und mittels SDS-PAGE analysiert.
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2.9 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

(Laemmli, 1970)
In der denaturierenden SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurden die
Proteine nach ihrer GroB3e aufgetrennt. Die Elektrophorese erfolgte in dem
Vertikal Gel Elektrophorese System Mini-V 8.10 (Gibco BRL).

Losung 1: 29:1 Acrylamid:N,N’-Methylenbisacrylamid 40%
Losung 2: 1.5 M Tris-HCI, 0.4% SDS, pH 8.8
Losung 3: 0.5 M Tris-HCI, 0.4% SDS, pH 6.7,

Sammelgel 4% Trenngel 12%

Losung 1 0.25 ml 1.5 ml
Losung 2 - 1.25 ml
Losung 3 0.625 ml -
ddH,0 1.6 ml 1.25 ml
Glycerin (87 %) - 1.0ml
TEMED 9 ul 10 pl
40% APS (w/v) 9 ul 10 pl

Die Angaben beziehen sich auf ein Gel mit der Schichtdicke 0.75 mm.

SDS-Probenpuffer: 12.5 ml Losung 3, 20 ml 10% SDS, 30 ml Glycerin (87%),
47.5 ml ddH,0, 0.1% BPB
(fir  reduzierenden  SDS-Probenpuffer —wurde 5% -
Mercaptoethanol zugegeben)

SDS-Laufpufter: 25 mM Tris-HCI, pH 8.6, 190 mM Glycin, 0.15% SDS

Fiir das GieBen der Gele wurden zwei Glasplatten mit Hilfe von Spacern im Abstand von
0.75 mm durch Klammern fixiert und mit durch Erhitzen fliissiger Agarose (1 %)
abgedichtet. Nach dem Fiillen dieser Apparatur mit Trenngel bis etwa 2 cm unter den
Rand wurde das Gel mit Wasser iiberschichtet, um eine gerade Oberfliche zu erreichen.

Nach dem Polymerisieren des Trenngels wurde das Wasser entfernt, bis zum oberen
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Rand Sammelgel eingefiillt und ein geeigneter Kamm zur Ausbildung der Taschen
eingesetzt.

Die Proteinproben wurden im Verhiltnis 1:1 mit SDS-Probenpuffer gemischt (sofern
nicht anders angegeben wurde reduzierender SDS-Probenpuffer verwendet) und zu ihrer
vollstdndigen Denaturierung 3 min auf ca. 100°C erhitzt. Das Gel wurde in die mit SDS-
Laufpuffer gefiillte Lautkammer eingesetzt, der Kamm entfernt und die Taschen mit den

Proben beladen. Es wurde eine Spannung von 120 V angelegt.

2.9.1 Coomassie-Blau-Farbung

Farbelosung: 0.25% Coomassie Brilliant Blue R250, 1 Vol. Essigsdure, 1 Vol.
Isopropanol, 8 Vol. Hy0, filtriert
Entfarber: 1 Vol. Essigsédure, 1 Vol. Isopropanol, 8 Vol. H,0

Nach Beendigung der Gelektrophorese wurde das Trenngel abgetrennt, das Sammelgel
I h in Férbelosung unter Schwenken inkubiert und anschlieBend mehrere Stunden in
Entfarber unter Schwenken inkubiert.

Durch Trocknen wurden die Gele konserviert. Dazu wurde das Gel 30 min in 20 %
Glycerin unter Schwenken inkubiert und anschlieBend zwischen Zellophanfolie in einem

Trockenrahmen aufgespannt.

2.9.2 Silberfarbung

(Wray et al., 1981)
Losung 1: 50 % (v/v) Aceton in ddH,0
Losung 2: 50 % (w/v) TCA in ddH,0
Losung 3: 20 % (w/v) AgNO; in ddH,0 (im Dunkeln lagern)
Losung 4: 10 % (w/v) Sodium Thiosulfat pentahydrat in ddH,0
Losung 5: 1 % (v/v) Essigsdure
Losung 6: 37 % (w/w) Formaldehyd
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Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Trenngel abgetrennt und nach

folgendem Protokoll in der jeweiligen Losung unter Schwenken inkubiert.

Losung Inkubationszeit
30 ml Losung 1, 0.75 ml Losung 2, 12.5 pl Losung 6 5 min
ddH,0 3x5s
ddH,0 5 min
ddH,0 3x5s
30 ml Losung 1 5 min
50 pl Losung 4 in 30 ml ddH,0 1 min
ddH,0 3x5s
0.4 ml Losung 3, 0.3 ml Lésung 6, 30 ml ddH,0 8 min
ddH,0 5x35s
0.6 g Na,CO;, 12.5 pl Losung 6, 12.5 pl Losung 4, 30 ml ddH,0 30s
Losung 5 30s
ddH,0 10s

2.9.3 Protein-GroBenstandards fiir SDS-PAGE

Das Molekulargewicht der analysierten Proteine wurde durch den Vergleich mit einem

GroBenstandard, bestehend aus einem Gemisch von Proteinen bekannter Grofle,

bestimmt.
Protein Molekulargewicht
[kDa]
Phosphorylase b 94
Albumin 67
Ovalbumin 43
Carboanhydrase 30
Trypsin-Inhibitor 20.1

Lactalbumin 14.4
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2.10 Western Blot

Transfer-Puffer: 26 mM Tris, 192 mM Glycin, 20% Methanol
Waschpuffer: 10 mM Tris pH 7.9, 150 mM NacCl, 0.5% Tween
Blocking-Puffer: 3% BSA in Waschpuffer

TBS-Puffer: 10 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 8.0
Luminollésung: 2.5 mM Luminol in 0.1 M Tris pH 8.5, 1% DMSO
Enhancerlosung: 90 mM p-Cumarsiure in DMSO

H,0,-Losung: 5.4 mM H,0, in 0.1 M Tris pH 8.5

Entwicklungslosung: 10 ml Luminollosung, 22 pl Enhancerlosung, 5 ml H,O,-Losung

Nach der elektrophoretischen Auftrennung des Proteingemischs in der SDS-PAGE
wurde es auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen. Dazu wurde eine Nitrozellulose-
Transfermembran (Protran©, 0.45 pm, Schleicher & Schuell) 2 min in Wasser
eingeweicht und anschlieBend 5 min zusammen mit zwei Whatman-Papieren und
Transfermatten in Transferpuffer gelegt. Danach wurde daraus zusammen mit dem SDS-
Polyacrylamidgel ein ,,Sandwich® hergestellt und in eine mit Transferpuffer gefiillte
Blotting-Apparatur (Blot Module Mini-V8.10, Gibco BRL) eingelegt. Das Blotten
erfolgte bei 140 mA fiir 1 h.

Die Nitrozellulosemembran wurde mit Blockpuffer gewaschen und 1 h unter Schwenken
in Blockpuffer inkubiert. Der Primérantikorper (Penta-His™ Antikorper, 0.5 pg) wurde in
5 ml Blockpuffer zugegeben und iiber Nacht bei 4°C unter Schiitteln inkubiert.
AnschlieBend wurde 5 x je 10 min mit Blockpuffer gewaschen, der Sekundirantikorper
(Ziege-Anti-Maus 1gG, Meerrettich-Peroxidase konjugiert, 5.7 pg) in 5 ml Blockpuffer
zugegeben und 1 h bei RT unter Schiitteln inkubiert. Es folgte ein erneuter Waschschritt
5 x je 10 min mit TBS-Puffer. Im Dunkeln wurde die Entwicklungslosung hergestellt und
auf die Nitrozellulosemembran gegeben. Nach 5 min Inkubation wurde die Membran
getrocknet und der Film aufgelegt. Dieser wurde nach entsprechend langer Exposition

entwickelt.
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2.11 Tests zur Uberpriifung der Aktivitit von Ep45

2.11.1 Enzym-Assay

(modifiziert nach Walsh, ez al. 1970)

Losung A:
Losung B:

Losung C:
Losung D:
Losung E:

Losung F:

80 mM Tris, pH 7.8

1.18 mM N-Benzoyl-L-Tyrosin Ethyl Ester (BTEE)-Losung (18.5 g
BTEE wurden in 31.7 ml Methanol gelost; ad 50 ml ddH,0)

2 M CaCl,

1 mM HCl

5 u/ml Chymotrypsin in kalter Losung D (1 mg Chymotrypsin in 10.52 ml
kalter Losung D)

Foldit 1-17 ohne Zusatz von Protein

Vorinkubationslosung: Folditansatz + Losung A + Losung E (Menge je nach

gewiinschter Ep45-Konzentration in der Kiivette; s. Tab);

(20 min bei 25°C inkubiert)
Ep45-Menge in Folditansatz [ul] Losung A [ul] Losung E [ul]
Kiivette [pg] (aufkonzentriert auf

Ep45-Konzentration

von 1 pg/10 pl)

0.33 10 90 100
0.66 20 80 100
1.2 40 60 100

Tab.10 Vorinkubationslosungen

In einer Kiivette wurden folgende LoOsungen gemischt, wobei die Losung, die

Chymotrypsin enthilt, jeweils als letztes zugegeben wurde.
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Losung Probecy, [pl] Blankcy, [pl] Probecn:gpss Blankchgpas

(ul] [wl]

Losung A 473 473 473 473

Losung B 466 466 466 466

Losung C 26.6 26.6 26.6 26.6

Losung D - 333 - 333
Losung E 33.3 - - -

Losung F - - - 33.3
Vorinkubationslosung - - 66.6 -
ddH»0 333 33.3 - -

Tab.11 Enzym-Assay

Die Konzentrationszunahme des Produkts n-Benzoyl-L-Tyrosin (Extinktionskoeffizient

0.964) wurde photometrisch bei 256 nm iiber 5 min alle 30 sec gemessen.

2.11.2 Bindungsassay Ep45-Chymotrypsin

Dieser Assay beruht darauf, dass bei der Interaktion zwischen Chymotrypsin und Ep45

ein stabiler Komplex aus den beiden Proteinen entsteht, der unter nicht-reduzierenden

Bedingungen stabil ist und in der SDS-PAGE nachgewiesen werden kann. Dazu wurden

70 pmol Ep45 in 100 mM Tris-HCI, pH 8.3, 20 mM CaCl,, 0.005% (v/v) Triton X-100

mit 16 pmol Chymotrypsin 1 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von nicht-

reduzierendem SDS-Probenpuffer wurden die Proben 1 min auf 100°C erhitzt und

anschlieBend in der SDS-PAGE analysiert (Methode modifiziert nach Kotyza et al.

1998).
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3 Ergebnisse

3.1 Expression von Ep45 in E. coli

3.1.1 Expression von Ep45 mit dem Vektor pET25b(+)

Zur Expression von Ep45 in E. coli-Zellen wurde der Vektor pET25b(+) benutzt. Dieser
Vektor enthdlt den T7 Promotor, eine multiple cloning site, ein Gen fiir
Ampicillinresistenz und das lacl? Gen, welches fiir den Lac Repressor codiert. Dieser
bewirkt, dass die Genexpression erst nach Zugabe von IPTG erfolgt. Dieser Vektor
enthélt in der multiple cloning site ein [Ndel/EcoRI]-DNA-Fragment mit Sequenzen des
zuerst beschriebenen Ep45-Klons XIEp45/2 von bp 85-1454 (freundlicherweise von
L. J. Holland, Department of Physiology, University of Missouri School of Medicine,
Columbia zur Verfiigung gestellt), so dass bei der Expression Ep45 als Einzelprotein

synthetisiert wird.

3.1.1.1 Transformation und Induktion der Genexpression

Kompetente BL21-CodonPlus(DE3)-RIL-Zellen wurden mit dem Plasmid pET25b-
xEp45 transformiert. Mit einer Ubernachtkultur dieser transformierten Zellen wurde LB-
Medium beimpft und bei 37°C kultiviert. Nachdem eine ODg( von 1 erreicht war, wurde
0.3 mM IPTG zugegeben, um die Induktion zu starten. Nach 2.5 h bei 37°C (ODgoy =
1.55) wurden die Zellen durch Zentrifugation geerntet. In der anschlieBend
durchgefiihrten SDS-PAGE ist eine Bande bei 45 kD sichtbar, entsprechend der Grof3e
von Ep45 (vergleiche Abb. 4).
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Abb.4 SDS-PAGE der Induktion der Ep45-Expression: BL21-CodonPlus(DE3)-RIL-Zellen,
transformiert mit pET25b-xEp45, wurden bei 37°C kultiviert. Bei einer ODgy von 1 wurde
mit 0.3 mM IPTG induziert. Nach 2.5 h bei 37°C wurden die Zellen durch Zentrifugation
geerntet. Vor Induktion und 2.5h nach Induktion wurden jeweils 1 ml der Zellen
zentrifugiert, in 2fach SDS-Probenpuffer (3 pl/0.1 OD) resuspendiert, aufgekocht und auf
das Gel aufgetragen. (1) Groenmarker, (2) + (3) vor Induktion, (4) + (5) nach Induktion

3.1.1.2 Chromatographie des Zellextraktes an einer Fractogel EMD
SOs-Saule

Zur Aufreinigung von Ep45 aus dem Proteingemisch der Zellen sollte zunéchst nach dem
Protokoll verfahren werden, nach dem Ep45 aus Xenopus laevis Embryonen isoliert
wird. Dabei wird der Extrakt aus Xenopus laevis Embryonen zundchst dialysiert und
einer Kationenaustauschchromatographie zugefiihrt. Die Fraktionen, in denen Ep45
vorhanden ist, werden vereinigt und mittels Gelfiltrationschromatographie weiter
aufgereinigt, bevor ein dritter Reinigungsschritt iiber eine Nickelsdule erfolgt. (Iemura,
1999) Um in gleicher Weise zu verfahren, wurde als erster Reinigungsschritt eine
Kationenaustauschchromatographie an einer Fractogel EMD SO;5-Siule durchgefiihrt.
Hierfiir wurden die induzierten E. coli-Zellen in Niedrigsalzpuffer resuspendiert und die
Zellwiande mit Ultraschall aufgebrochen. Unter der Annahme, dass sich Ep45 als
16sliches Protein, das von den Zellen sezerniert wird, im Uberstand befindet, wurde nach
Zentrifugation der Uberstand auf die Fractogel EMD SO;-Siule aufgetragen. Die
Elution erfolgte mit einem linearen Gradienten von 0% auf 75% Hochsalzpuffer in
50 min. Nach Proteinfillung wurde eine SDS-PAGE durchgefiihrt (sieche Abb. 5). Diese

zeigte, dass Ep45 kaum in den Eluaten sondern iiberwiegend im Durchlauf zu finden ist
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und dass keine Isolierung von Ep45 von den anderen exprimierten Proteinen erzielt

werden konnte.

43kD — < Ep4s

—

| —
een R — —

Abb.5 SDS-PAGE der Chromatographie des Zellextraktes an einer EMD-S&ule: Nach
Aufbrechen der Zellen durch Ultraschall und Zentrifugation wurde der Uberstand auf die
Saule aufgetragen. Die Elution erfolgte mit einem linearen Gradienten von 0% auf 75%
Hochsalzpuffer in 50 min. Es wurden Proben mit je ca. 4 pg Ep45 entnommen und gefillt.
Die Pellets wurden in je 10 pl 2fach SDS-Probenpuffer resuspendiert, aufgekocht und auf
das Gel aufgetragen. (1) GroBenmarker, (2) Auftrag, (3) Durchlauf, (4) Fraktion 10, (5)
Fraktion 15, (6) Fraktion 17, (7) Fraktion 20, (8) Fraktion 25, (9) Fraktion 28, (10) Fraktion
30, (11) Fraktion 32

3.1.1.3 Praparation und Denaturierung der inclusion bodies,

Renaturierungsversuche

Nach Ultraschallbehandlung und Zentrifugation der induzierten Zellen befand sich ein
Grossteil von Ep45 im Pellet. Aus dieser Beobachtung liel sich die Vermutung ableiten,
dass Ep45 in den Zellen iiberwiegend als unlosliche Aggregate, sogenannte inclusion
bodies, vorliegt und nicht, wie zunidchst erwartet, als 10sliches Protein. Um diese
Vermutung zu bestitigen, wurden die inclusion bodies pripariert.

Die priparierten inclusion bodies wurden mit 8 M Harnstoff denaturiert, um die in den
inclusion bodies enthaltenen Proteine in Losung zu bringen. Die Zugabe von 10 mM (-
EtSH bewirkt eine Reduktion der Disulfidbriicken zwischen Cysteinresten, so dass eine
vollstdndige Entfaltung der Proteine erreicht wird. Zur Riickfaltung von Ep45 wurden
Renaturierungsansitze der Firma Hampton Research, sogenannte Foldits, eingesetzt.
Hierbei handelt es sich um 17 Losungen, die verschiedene Puffer, Salze, Kationen und

teilweise Detergenzien, chaotrope Substanzen, polare oder nichtpolare Zusdtze und
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oxidierende bzw. reduzierende Substanzen enthalten, um Bedingungen zu schaffen, die
eine Proteinriickfaltung ermdglichen. Die denaturierte Proteinlosung wurde in diesen

Foldits schockverdiinnt und 2 d bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die Folditansitze

auf ein SDS-Gel aufgetragen (vergleiche Abb. 6).
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Abb. 6 SDS-PAGE der Renaturierung von Ep45 durch Foldits: Nach Denaturierung der
inclusion bodies mit Harnstoff und anschlieBender Zentrifugation wurde der Uberstand in
den Foldits schockverdiinnt und 2 d inkubiert. AnschlieBend wurden je 500 pl aus den
Folditansdtzen entnommen und eine Proteinfidllung durchgefiihrt. Die Pellets wurden in je
10 ul  2fach SDS-Probenpuffer (nicht-reduzierend) resuspendiert und auf das Gel
aufgetragen. (1) GroBen-marker, (2) Uberstand nach Denaturierung (1 pl) in reduzierendem
SDS-Probenpuffer, (3) leer, (4) Uberstand nach De-naturierung (1 pl) in nicht-reduzierendem
SDS-Probenpuffer, (5) Foldit 1, (6) Foldit 2, (7) Foldit 3, (8) Foldit 4, (9) Foldit 5, (10)
Foldit 6, (11) Foldit 7, (12) Foldit 8, (13) Foldit 9, (14) GroBen-marker, (15) leer, (16) Foldit
10, (17) Foldit 11, (18) Foldit 12, (19) Foldit 13, (20) Foldit 14, (21) Foldit 15, (22) Foldit
16, (23) Foldit 17



42 Ergebnisse

Der néchste Schritt bestand im Nachweis von aktivem Ep45 aus der Renaturierung.
Dafiir wurde ein Enzymassay eingesetzt, in dem die Funktion von Ep45 als
Serinproteaseinhibitor den Aktivititsnachweis liefert. Als Reaktion diente die durch
Chymotrypsin katalysierte Umsetzung von N-Benzoyl-L-Tyrosin-Ethyl-Ester (BTEE) in
N-Benzoyl-L-Tyrosin (BT) und Ethanol. Die zunehmende Konzentration des farbigen
Produkts N-Benzoyl-L-Tyrosin wurde im Photometer alle 30 s fiir 5 min gemessen. Bei
Vorhandensein von aktivem Ep45 wird die Serinprotease Chymotrypsin inhibiert und

dadurch die Konzentrationszunahme von N-Benzoyl-L-Tyrosin vermindert.

BTEE P BT + Ethanol

}7 Ep45

Chymotrypsin

Abb. 7 Enzymassay: Chymotrypsin katalysiert die Umsetzung von N-Benzoyl-L-Tyrosin-Ethyl-
Ester (BTEE) in N-Benzoyl-L-Tyrosin (BT) und Ethanol. Durch Ep45 erfolgt eine Inhibition
von Chymotrypsin.

Dieser Assay wurde mit den Folditansidtzen 1, 2, 13, 14 und 15 durchgefiihrt, wobei die
Konzentration von Ep45 variiert wurde (0.33 pg, 0.66 pg, 1.2 ug Ep45) ebenso wie die
Konzentration von Chymotrypsin (2.5 U, 5 U). Es konnte jedoch keine signifikante
Inhibition der oben dargestellten Reaktion durch Ep45 nachgewiesen werden.

Um die Riickfaltung in aktives Ep45 zu erleichtern, sollte nach der Denaturierung der
inclusion bodies zunichst eine Isolierung von Ep45 aus dem Proteingemisch der
inclusion bodies erfolgen und anschlieBend die Renaturierung mittels Foldits versucht
werden. Hierzu erfolgte die Denaturierung mit 6 M Harnstoff und eine anschlieBende
Chromatographie an einer Kationenaustauschersdule. Als Sédulenmaterial wurde
Fractogel EMD COO™ 650 (S) (Merck) verwendet. Der Harnstoffaufschluss wurde
zentrifugiert und der Uberstand auf die mit Niedrigsalzpuffer (6 M Harnstoff, 10 mM p-
EtSH, 50 mM Na-Acetat, 20 mM NaCl, pH 5.0) equilibrierte Sdule aufgetragen. Die
Elution erfolgte tiber einen linearen Gradienten von 20 mM NaCl auf 1 M NaCl. In der
anschlieBend durchgefiihrten SDS-PAGE wurde deutlich, dass der Harnstoffaufschluss
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sehr ineffektiv war, da der Grossteil von Ep45 nicht im Uberstand sondern im Pellet
vorlag. Weiterhin zeigte sich, dass Ep45 durch diese Chromatographie nicht aufgereinigt
werden konnte, da in den Eluaten neben einer nicht eindeutig zu identifizierenden Ep45-

Bande cine Vielzahl weiterer Protein-Banden nachweisbar ist (siche Abb. 8).
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Abb. 8 SDS-PAGE der Chromatographie des Harnstoffaufschlusses an einer EMD-S&ule: Nach
Zentrifugation des Harnstoffaufschlusses wurde der Uberstand auf die Sidule aufgetragen.
Die Elution erfolgte mit einem linearen Gradienten von 20 mM NaCl auf 1 M NaCl. Von den
Fraktionen 2, 3, 11-14 und 16 wurden je 50 pl als Proben entnommen, von den Fraktionen 4-
9 wurden je 10 pl und von Fraktion 10 20 pl als Proben entnommen und einer Proteinfillung
unterzogen. Die Pellets wurden in je 10 pul 2fach SDS-Probenpuffer resuspendiert,
aufgekocht und auf das Gel aufgetragen. (1) Groenmarker, (2) Auftrag (1 pl), (3) Auftrag
(S ul), (4) Pellet (nach Zentrifugation resuspendiert in 20 ul SDS-Probenpuffer, davon
wurden 5 pl aufgetragen), (5) Durchlauf (10 pl), (6) Fraktion 2, (7) Fraktion 3, (8) Fraktion
4, (9) Fraktion 5, (10) Fraktion 6, (11) Fraktion 7, (12) Fraktion 8, (13) Fraktion 9

Wegen der Ineffizienz der Harnstoffdenaturierung wurden als Alternative dazu die
inclusion bodies mit Gnd-HCl extrahiert. Nach Zentrifugation der denaturierten
inclusion bodies wurde der Uberstand einer S300-Gelchromatographie zugefiihrt, bei der
die Proteine entsprechend ihrer Groe aufgereinigt werden. Hierbei konnte eine deutliche

Anreicherung von Ep45 erreicht werden (siche Abb. 9).
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Abb. 9 SDS-PAGE der Chromatographie des Gnd-HCI-Aufschlusses an einer S300-Sédule: Nach
Zentrifugation des Gnd-HCI-Aufschlusses wurde der Uberstand auf die Siule aufgetragen.
Nach der Elution wurden jeweils 10 pul des Auftrags und der Fraktionen als Proben
entnommen und einer Proteinfdllung unterzogen. AnschlieBend wurden die Pellets in 10 pl
2fach SDS-Probenpuffer (reduzierend) resuspendiert, aufgekocht und auf das Gel
aufgetragen. (1) GroBenmarker, (2) Auftrag, (3) Fraktion 1, (4) Fraktion 2, (5) Fraktion 3,
(6) Fraktion 4, (7) Fraktion 5, (8) Fraktion 6, (9) Fraktion 7, (10) Fraktion 8, (11) Fraktion
9, (12) Fraktion 10, (13) Fraktion 11, (14) Fraktion 12, (15) Groenmarker, (16) Fraktion 13

Die Fraktionen 5 bis 13 wurden vereinigt und zu Renaturierungsversuchen eingesetzt,
indem sie in den oben beschriebenen Foldits schockverdiinnt und anschlieBend inkubiert
wurden. Nach 2 d Inkubation bei RT wurden die Folditansdtze mittels SDS-PAGE
analysiert (siche Abb. 10).
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Abb. 10 SDS-PAGE der Renaturierung von Ep45 durch Foldits: Die vereinigten Eluate der S300-
Séule wurden in den Foldits schockverdiinnt und 2 d bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden
jeweils 100 pl aus den Folditansitzen entnommen und einer Proteinfillung unterzogen. Die
Pellets wurden in jeweils 10 pl 2fach SDS-Probenpuffer (nicht-reduzierend) resuspendiert
und auf das Gel aufgetragen. Von den vereinigten Eluaten der S300-Sédule wurden 10 pl als
Probe entnommen, einer Proteinfillung unterzogen und das Pellet in 10 pl 2fach SDS-
Probenpuffer (nicht-reduzierend) resuspendiert und ebenfalls auf das Gel aufgetragen. (1)
GroBenmarker, (2) leer, (3) vereinigte Eluate der S300-Siule, (4) Foldit 1, (5) Foldit 2, (6)
Foldit 3, (7) Foldit 4, (8) Foldit 5, (9) Foldit 6, (10) Foldit 7, (11) Foldit 8, (12) Foldit 9, (13)
Foldit 10, (14) Foldit 11, (15) Foldit 12, (16) Foldit 13, (17) Groenmarker, (18) leer, (19)
Foldit 14, (20) Foldit 15, (21) Foldit 16, (22) Foldit 17

Dabei zeigte sich, dass keine signifikanten qualitativen Unterschiede zwischen den
verschiedenen Renaturierungsansidtzen auftraten. Daher lie sich kein Hinweis darauf
finden, welche Renaturierungsansitze erfolgreich zu einer Riickfaltung von Ep45 gefiihrt
haben.

Um dennoch zu iiberpriifen, ob in den Renaturierungsansitzen aktives Ep45 vorhanden
ist, wurde wiederum der Enzymassay verwendet. In keinem Folditansatz konnte damit
eine Aktivitdt nachgewiesen werden. Zusitzlich wurde ein Bindungsassay durchgefiihrt.

Dieser nutzt die Tatsache aus, dass bei der Interaktion zwischen Chymotrypsin und Ep45
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die beiden Proteine einen Komplex bilden, der unter nichtreduzierenden Bedingungen
stabil ist. In der SDS-PAGE zeigt sich dieser als Proteinbande bei ~70 kD. Zusitzlich
treten Banden bei 45 kD (Ep45), 41 kD (ein Spaltprodukt, das bei der Spaltung von
Ep45 durch Chymotrypsin entsteht) und 25 kD (Chymotrypsin) auf (Kotyza et al., 1998).
Um zu iiberpriifen, ob in den Folditansédtzen aktives Ep45 vorhanden ist, wurden Ep45
(aus den Folditansitzen 1, 2, 4; je 70 pmol) und Chymotrypsin (16 pmol) 1 min bei RT
inkubiert. AnschlieBend wurde nichtreduzierender SDS-Probenpuffer hinzugefiigt, die
Proben 1 min auf 100°C erhitzt und auf ein SDS-Gel aufgetragen. Bei Auftrag der reinen
Folditansitze zeigte sich Ep45 als Bande bei 45 kD. Bei Zugabe von Chymotrypsin trat
diese Bande nicht mehr auf, sondern es wurden die 25 kD-Chymotrypsin-Bande und
Spaltprodukte mit niedrigerem Molekulargewicht sichtbar. Ein Komplex aus Ep45 und
Chymotrypsin  (erwartetes Molekulargewicht 70 kD) konnte hingegen nicht

nachgewiesen werden (siche Abb. 11).
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Abb. 11 SDS-PAGE des Bindungsassays (Silberfirbung): Von den Folditansédtzen 1, 2 und 4
wurden Proben mit einem Ep45-Gehalt von 70 pmol entnommen und mit 16 pmol
Chymotrypsin 1 min bei RT inkubiert. Es wurden 3 pl 6fach SDS-Probenpuffer (nicht-
reduzierend) hinzugefiigt, die Proben aufgekocht und auf das Gel aufgetragen. Zusitzlich
wurden jeweils 10 pl der Folditansitze mit 3 pl 6fach SDS-Probenpuffer (nicht-reduzierend)
vermischt, aufgekocht und aufgetragen. Das Molekulargewicht von Chymotrypsin betréagt
25 kD, das Molekulargewicht des Komplexes aus Ep45 und Chymotrypsin betrdgt 70 kD. (1)
GroBenmarker, (2) Folditansatz 1, (3) Folditansatz 1 plus Chymotrypsin, (4) Folditansatz 2,
(5) Folditansatz 2 plus Chymotrypsin, (6) Folditansatz 4, (7) Folditansatz 4 plus
Chymotrypsin
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3.1.2 Expression von Ep45 mit dem pMal™-Fusionsprotein-
System

Da zwar eine Expression von Ep45 mittels des Vektors Ep45pET25b(+) moglich war,
nicht jedoch die Isolierung von Ep45 in korrekt gefalteter Form und in aktivem Zustand,
wurde das pMal™-Fusionsprotein-System als alternatives Expressionssystem eingesetzt.
Der hierbei benutzte Vektor pMal™-p2X enthilt das Gen malE, das fiir das maltose
binding protein (MBP) codiert, die Signalsequenz von malE zur Sekretion, den Py,
Promotor, das lacl’ Gen fiir den Lac Repressor, wodurch die Transkription nur nach
Zugabe von IPTG erfolgt, einen Polylinker mit Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme zur
Insertion des Gens des zu untersuchenden Proteins, eine Sequenz zwischen malE und
dem Polylinker, die fiir die Schnittstelle von Faktor Xa kodiert und ein Gen fiir
Ampicillinresistenz. Nach Klonierung des zu untersuchenden Gens hinter malE entsteht
durch Transkription und Translation ein Fusionsprotein aus MBP und dem zu
untersuchenden Protein. Aufgrund der Affinitdit von MBP fiir Amylose kann das
Fusionsprotein durch eine Chromatographie an einer Amylosesidule isoliert und

anschlieBend durch die Protease Faktor Xa gespalten werden.

malE Ep45
[ 5] | | s

Transkription + Translation

Maltose- / Faktor Xa-Spaltstelle
Bindungsstelle
O = Amylose
® - Maltose
Amylose \
[ J ° [ J
° Q@ eIIIlnn>o
o ° —~—
o =
Elution mit freier Maltose Spaltung mit Faktor Xa

Abb. 12 pMal™-Fusionsprotein-System: Nach Klonierung von Ep45 hinter malE entsteht durch
Transkription und Translation ein Fusionsprotein aus MBP und Ep45. Aufgrund der
Affinitdt von MBP fiir Amylose kann das Fusionsprotein durch eine Chromatographie an
einer Amylosesdule isoliert und anschlieBend durch die Protease Faktor Xa gespalten werden.



48 Ergebnisse

3.1.2.1 Herstellung des Plasmids pMalp2X-Ep45

Das Ep45-Gen wurde mittels PCR (PCR-Programm 1) mit den Primern PMalN1 und
PMalC2 amplifiziert. PMalN1 enthélt Sequenzen von bp 85-101 (+Strang) und eine
Schnittstelle fiir XMNI, PMalC2 enthélt Sequenzen von bp 1343-1347 (-Strang), ein
Stop-Codon und eine Schnittstelle fiir Xbal. Als Template diente das Plasmid pET25b-
xEp45. Die DNA wurde mittels des Cycle Pure Kits aufgereinigt und mit den
Restriktionsenzymen XMNI und Xbal verdaut. Darauthin erfolgte die Ligation des
[XMNI1/Xbal]-Ep45-Fragments in den [XMNI/Xbal]-gespaltenen Vektor pMal™-p2X.
Mit dem Ligationsansatz pMalp2X-Ep45 wurden kompetente XL1-Blue-Zellen
transformiert. Zur Identifizierung positiver Klone wurde eine DNA-Minipriparation und
ein Testverdau mit den Restriktionsenzymen XMNI und Xbal durchgefiihrt (siehe
Abb. 13).

23130bp
9416bp
6557bp <—pMal-p2X
1608bp
1201bp <—Ep45

Abb. 13 Agarose-Gel des Testverdaus von pMalp2X-Ep45 (GroBe: 7972 bp) mit XMNI und
Xbal: Mittels Testverdau konnte die erfolgreiche Integration von Ep45 (erwartete
Fragmentgrofe: 1262 bp) in den Vektor pMal-p2X nachgewiesen werden. (1) HMS, (2)
LMS, (3) pMalp2X-Ep45 ungeschnitten (3 pl), (4) pMalp2X-Ep45 Xbal-verdaut (10 pl), (5)
pMalp2X-Ep45 [XMNI/Xbal]-verdaut (10 pl)

Die korrekte DNA-Sequenz wurde durch Sequenzierung der Plasmid-DNA mit Hilfe der
Primer PMalP2-SQ-N1 und PMalP2-SQ-C1 verifiziert. Mit dem Plasmid pMalp2X-Ep45
wurden kompetente BL21-CodonPlus(DE3)-RIL-Zellen transformiert. Mit einer
Ubernachtkultur dieser transformierten Zellen wurde LB-Medium beimpft und bei 37°C

kultiviert. Nachdem nach 2.5 h eine ODgg von 0.5 erreicht war, wurde 0.3 mM IPTG
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zugegeben, um die Induktion der Ep45-Expression zu starten. Nach weiteren 2 h bei
37°C wurden die Zellen durch Zentrifugation geernet. In der SDS-PAGE ist eine Bande
bei 95 kD sichtbar (Abb. 14), entsprechend der Gré8e des Fusionsproteins MBP-Ep45.

<MBP-Ep45

Abb. 14 SDS-PAGE der Induktion der Expression des Fusionsproteins MBP-Ep45: BL21-
CodonPlus(DE3)-RIL-Zellen, transformiert mit pMalp2X-Ep45, wurden bei 37°C kultiviert.
Bei einer ODgg von 0.5 wurde mit 0.3 mM IPTG induziert. Nach 2 h bei 37°C wurden die
Zellen durch Zentrifugation geerntet. Vor Induktion und 2 h nach Induktion wurden jeweils
1 ml der Zellen zentrifugiert, in 2fach SDS-Probenpuffer (3 pl/0.1 OD) resuspendiert,
aufgekocht und auf das Gel aufgetragen. (1) Groenmarker, (2) vor Induktion, (3) nach
Induktion, (4) Auftrag der Amylosesdule (5 pl; siehe 4.1.2.2.)

3.1.2.2 Isolierung von MBP-Ep45 durch verschiedene

Chromatographie-Verfahren

Zur Isolierung des Fusionsproteins MBP-Ep45 aus dem Proteingemisch der E. coli-
Zellen wurde eine Chromatographie an einer Amylosesédule durchgefiihrt. Hierfiir wurden
die induzierten Zellen in Laufpuffer der Amylosesdule resuspendiert und die Zellwénde
mit Ultraschall aufgebrochen. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand 1:5 mit
Laufpuffer verdiinnt und auf die Amylosesidule aufgetragen. Nach Elution mit 10 mM
Maltose wurde das Vorhandensein des Fusionsproteins in den Fraktionen mittels SDS-

PAGE ermittelt (siche Abb. 15).
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Abb. 15 SDS-PAGE der Chromatographie des Zellextraktes an der Amylosesdule: Nach
Zentrifugation der mit Ultraschall behandelten Zellen wurde der Uberstand 1:5 mit
Laufpuffer verdiinnt und auf die Séule aufgetragen. Die Elution erfolgte mit 10 mM Maltose.
Von Durchlauf, Waschen und den Fraktionen wurden jeweils 10 pl als Probe entnommen, mit
2 ul 6fach SDS-Probenpuffer versetzt, aufgekocht und auf das Gel aufgetragen. (1)
Durchlauf, (2) Waschen, (3) Gréenmarker, (4) Fraktion 3, (5) Fraktion 4, (6) Fraktion 35,
(7) Fraktion 6, (8) Fraktion 7, (9) Fraktion 8, (10) Fraktion 9, (11) Fraktion 10, (12)
Fraktion 11, (13) Fraktion 12, (14) Fraktion 13

Aus der SDS-PAGE ging hervor, dass der Hauptanteil des Fusionsproteins in den
Fraktionen 4-12 enthalten war. Diese Fraktionen wurden vereinigt und einer Spaltung

durch Faktor Xa unterzogen (siche Abb. 16)

1 2 3 4 5 6

94kD = ww < MBP-Ep45
67kD W=
Ep45
43D T oW - € uBP
C—
-

Abb. 16 SDS-PAGE der Spaltung des Fusionsproteins MBP-Ep45 mit Faktor Xa: Zu den
vereinigten Fraktionen der Amylosesdule wurde Faktor Xa im Verhiltnis 1:100 hinzugefiigt
und bei RT inkubiert. Nach 2/4/8/24 h wurden jeweils 5 pl des Spaltansatzes entnommen, mit
SDS-Probenpuffer versetzt, aufgekocht und auf das Gel aufgetragen. Das Molekulargewicht
von MBP betrigt 43 kD. (1) Groenmarker, (2) nach 2 h Spaltung, (3) nach 4 h Spaltung,
(4) nach 8 h Spaltung, (5) nach 24 h Spaltung, (6) vereinigte Fraktionen der Amylosesédule
(S ub
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In Abbildung 16 wird gezeigt, dass das Fusionsprotein MBP-Ep45 (95 kD) durch Faktor
Xa in Ep45 (45 kD) und MBP (43 kD) gespalten wurde. Aulerdem wird deutlich, dass
eine Verlingerung der Inkubationszeit des Spaltansatzes keine Erhohung des
Spaltumsatzes bewirkte und dass auch nach 24 h Inkubationszeit noch ungespaltenes
Fusionsprotein vorhanden war (Lane 5).

Um Ep45 von MBP zu trennen, sollte aufgrund der Affinitit von Ep45 fiir Ni** eine
Aufreinigung iiber eine Nickelsdule durchgefiihrt werden. Der Faktor Xa-Spaltansatz
wurde deshalb gegen Laufpuffer I der Nickelsidule dialysiert. Wihrend der Dialyse trat
eine deutliche Prizipitation auf, weshalb das Dialysat zentrifugiert wurde und der
Uberstand auf die Nickelsiule aufgetragen wurde. Nach Elution mit 200 mM Imidazol
konnte kein Ep45 in den Fraktionen detektiert werden. Um die Prézipitation wéhrend der
Dialyse zu verhindern, wurde der Spaltansatz direkt auf die Nickelsdule aufgetragen. Bei
diesem Vorgehen konnten die beiden Proteine MBP und Ep45 allerdings nicht
voneinander getrennt werden.

Da eine Trennung der Spaltprodukte MBP und Ep45 iiber die Nickelsdulen-
Chromatographie nicht moglich war, sollte als Alternative eine Isolierung iiber eine
TMAE-Séule erfolgen. Wie oben beschrieben, wurde eine Chromatographie an der
Amylosesiule durchgefiihrt, anschlieBend erfolgte die Spaltung durch Faktor Xa. Der
Spaltansatz wurde gegen Laufpuffer der TMAE-Sidule dialysiert und auf die Siule
aufgetragen. In den Eluaten war weder Ep45 noch MBP nachweisbar.

Nachdem auch die Chromatographie an der TMAE-Sédule nicht zur gewiinschten
Trennung von MBP und Ep45 gefiihrt hatte, sollte als weitere Moglichkeit eine
Isolierung iiber eine hydrophobe Siule erfolgen. Nach der Chromatographie an der
Amylosesiule erfolgte zunichst eine geringgradige Denaturierung. Dafiir wurden die
vereinigten Eluate der Amylosesidule mit 500 mM Gnd-HCI, 20 mM Tris, 0.2 M NaCl,
I mM Azid, pH 7.4 versetzt und 5 d bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurde dieser
Ansatz gegen 20 mM Tris, 0.2 M NaCl, 1 mM Azid, 10 mM 2-ME, 1 mM CaCl,, pH 7.4
dialysiert und das Dialysat mit Faktor Xa gespalten. Der Spaltansatz wurde zentrifugiert
und der Uberstand auf eine hydrophobe Siule aufgetragen. Die Elution erfolgte mit
einem linearen Gradienten von 90% auf 0% Ammoniumsulfat. In den Eluaten konnte

kein Ep45 nachgewiesen werden.
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Ein letzter Versuch der Expression und Isolierung von Ep45 mit dem pMal™-
Fusionsprotein-System war die Umkehr des bisher verfolgten Protokolls. Das
Fusionsprotein MBP-Ep45 sollte zunichst iiber eine Chromatographie an der Nickelsdule
isoliert werden, dann die Spaltung durch Faktor Xa erfolgen und schlieBlich MBP und
Ep45 durch eine Chromatographie an der Amylosesidule getrennt werden. Hierfiir
wurden die induzierten Zellen in Laufpuffer II der Nickelsdule resuspendiert und die
Zellwinde mit Ultraschall aufgebrochen. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand auf
die Nickelsdule aufgetragen. Die Elution erfolgte mit 300 mM Imidazol
(Elutionspuffer II). In der SDS-PAGE wurde deutlich, dass sich ein GroBteil des
Fusionsproteins MBP-Ep45 im Durchlauf befand. Deshalb wurde der Durchlauf gegen
Niedrigsalzpuffer der TMAE-Siule dialysiert. Das Dialysat wurde auf die TMAE-Siule
aufgetragen, die Elution erfolgte mit einem linearen Gradienten von 20 mM NaCl auf
1 M NaCl. SDS S. 68 Die Fraktionen 8-11 wurden vereinigt und gegen 20 mM Tris,
200 mM NaCl, 1 mM CaCl,, pH 7.4 dialysiert. Das Dialysat wurde durch Faktor Xa
gespalten, zentrifugiert und der Uberstand auf die Amylosesiule aufgetragen. Nach
Elution mit 10 mM Maltose ging aus der SDS-PAGE hervor, dass keine Trennung von
Ep45 und MBP erzielt werden konnte (siche Abb. 17).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
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Abb. 17 SDS-PAGE der Chromatographie an der Amylosesdule: Nach der Chromatographie des
Zellextraktes an der Nickelsdule und nach Chromatographie des Durchlaufs der Nickelsiule
an der TMAE-Séaule wurden die vereinigten Fraktionen der TMAE-Siule dialysiert. Dieses
Dialysat wurde mit Faktor Xa gespalten, zentrifugiert und der Uberstand auf die
Amylosesdule aufgetragen. Die Elution erfolgte mit 10 mM Maltose. Von Durchlauf und
Waschen wurden 100 pl als Probe entnommen, einer Proteinfillung unterzogen und das Pellet
in jeweils 10 ul 2fach SDS-Probenpuffer resuspendiert, aufgekocht und auf das Gel
aufgetragen. Von den Fraktionen wurden jeweils 10 ul als Probe entnommen. (1)
GroBenmarker, (2) leer, (3) Auftrag (10 pl), (4) Durchlauf, (5) Waschen, (6) Fraktion 1, (7)
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Fraktion 2, (8) Fraktion 3, (9) Fraktion 4, (10) Fraktion 5, (11) Fraktion 6, (12) Fraktion 7,
(13) Fraktion 8, (14) Fraktion 9

3.2 Expression von Ep45 in Sf9-Zellen

Nachdem in E. coli zwar eine Expression von Ep45 aber keine Isolierung in aktiver Form
erreicht werden konnte, wurde ein Expressionssystem unter Verwendung von
Insektenzellen, also eukaryontischen Zellen, eingesetzt. Dies erfolgte unter der Annahme,
dass eukaryontische Zellen im Gegensatz zu Bakterienzellen in der Lage sein konnten,
Ep45, dessen Gen aus dem eukaryontischen Organismus Xenopus laevis stammt, in
aktiver Form zu exprimieren, indem sie es richtig falten und glykosylieren.

Als Expressionssystem wurde das InsectSelect™ System (Invitrogen) verwendet. Dieses
System erlaubt sowohl eine transiente als auch eine stabile Expression von Proteinen in
Insektenzellen. Dafiir wird der Vektor pIZT/V5-His (Invitrogen) verwendet. Dieser
enthilt den OpIE2 Promotor, ein Resistenzgen fiir Zeocin™, das mit dem Gen fiir green
fluorescent protein (GFP) fusioniert ist, eine multiple cloning site mit Schnittstellen fiir
Restriktionsenzyme, das V5 Epitop und den 6xHis tag. Nach Klonierung des zu
untersuchenden Gens in pIZT/V5-His erfolgt die lipidvermittelte Transfektion des
Konstrukts in Sf9-Zellen.

3.2.1 Herstellung des Plasmids plZT/V5-xEp45

Zunichst wurde das Ep45-Gen mittels PCR (PCR-Programm 2) mit den Primern Ep45-
BEVS-N1 und Ep45-BEVS-CA1 amplifiziert. Als Template diente der Vektor XI
Ep45/2. In diesen Vektor ist die komplette cDNA von Ep45 (23 => 1476) an der
Restriktionsschnittstelle der multiple cloning site fiir EcoRI von Holland integriert und
mir freundlicherweise zur Verfiigung gestellt worden. Der Primer Ep45-BEVS-NI1
enthélt Sequenzen von bp 37-57 (+Strang) und eine EcoRI-Schnittstelle, die direkt vor
das Ep45-Gen eingefiigt wurde, der Primer Ep45-BEVS-CA1 enthilt Sequenzen von bp
1327-1344 (-Strang) und eine Thrombin-Schnittstelle, die direkt hinter das Ep45-Gen
eingefiigt wurde. In einem zweiten Schritt wurde durch PCR (PCR-Programm 2) mit den
Primern Ep45-BEVS-N1 und Ep45-BEVS-CB1 hinter die Thrombin-Schnittstelle ein

His-Tag, ein Stopcodon und eine Xbal-Schnittstelle eingefiigt. In einem dritten Schritt
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wurde durch PCR (PCR-Programm 2) mit den Primern Ep45-BEVS-N2 und Ep45-
BEVS-CBI1 die Kozak-Translations-Initiations-Sequenz ACCATGG hinter die EcoRI-
Schnittstelle eingefiigt. Der Primer Ep45-BEVS-N2 enthélt Sequenzen von bp 37-57
(+Strang), eine EcoRI-Schnittstelle und die Kozak-Translations-Initiations-Sequenz. Das
PCR-Produkt wurde mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Xbal verdaut und in den
[EcoRl/Xbal]-gespaltenen Vektor pIZ-V5-His kloniert. Mit dem Ligationsansatz wurden
JM109-Zellen transformiert und der korrekte Klon pIZT/V5-xEp45 durch DNA-

Minipriparation und anschlieBenden Testverdau identifiziert (siche Abb. 18).

1 2 3
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Abb. 18 Agarose-Gel des Testverdaus von pIZT/V5-xEp45 (GroBe: 4653 bp) mit EcoRI und
Xbal: Mittels Testverdau konnte die erfolgreiche Integration von Ep45 (erwartete
Fragmentgrofe: 1304 bp) in den Vektor pIZT/V5-His (GroBe: 3349 bp) nachgewiesen
werden. (1) HMS, (2) LMS, (3) pIZT/V5-xEp45 [EcoRl/Xbal]-verdaut

Die korrekte DNA-Sequenz von pIZT/V5-xEp45 wurde durch Sequenzierung mit den
Primern OplE2-forward-seq.-primer und OplE2-reverse-seq.-primer iiberpriift. Von
einer Ubernachtkultur von pIZT/V5-xEp45 in JIM109-Zellen wurde das Plasmid mittels

einer Maxiprédparation gewonnen.

3.2.2 Transiente Expression von Ep45 in Sf9-Zellen

Um zu iberpriifen, ob die Sf9-Zellen Ep45 exprimieren, wurde eine transiente
Expression durchgefiihrt. Dazu wurden verschiedene Mengen des Plasmids pIZT/VS5-
XEp45 mit Insektenmedium und Insectin-Plus™ Liposomen inkubiert. Sf9-Zellen wurden

4 h mit diesem Transfektionsmix inkubiert und anschlieBend bei 27°C kultiviert. Sowohl
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das Medium als auch die Zellen wurden nach 24 h auf das Vorhandensein von Ep45
untersucht. Dazu wurde das Medium zentrifugiert und der Uberstand mittels Westernblot
analysiert. Um den Inhalt der Zellen zu untersuchen, wurden die Zellwdnde mittels
Lysepuffer zerstort. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand fiir den Westernblot
eingesetzt. Fiir den Westernblot wurden als Primérantikorper Maus-anti-his- Antikorper,
der an den eingefiigten His-Tag bindet, und als Sekundirantikorper Ziege-anti-Maus-
Antikorper verwendet. Weder in den Zellen noch im Medium konnte Ep45 nachgewiesen
werden.

Aus zeitlichen Griinden wurde meine praktische Arbeit zu diesem Zeitpunkt beendet.

Das Projekt wird in der Arbeitsgruppe weiter bearbeitet.
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4 Diskussion

4.1 Expression von Ep45 in E. coli

Die Signalvermittlung der BMPs erfolgt wie bei den anderen Vertretern der TGF-3
Superfamilie durch die Bindung und Oligomerisierung zweier verschiedener Typen
membranstdndiger Serin/Threonin-Kinase Rezeptorketten, welche als Typ I- und Typ II-
Rezeptoren bezeichnet werden. Durch die Liganden vermittelte Oligomerisierung wird
die so genannte GS-Box der Typ I-Rezeptorkette phosphoryliert und dadurch aktiviert.
Die aktivierte Typ I-Rezeptorkette kann nun nachgeschaltete Proteine, die SMADs,
aktivieren, welche letztendlich in den Zellkern wandern und dort die Expression
responsiver Gene regulieren. Die Signalvermittlung wird sowohl auf intrazelluldrer Seite,
auf der Membranebene als auch auf extrazelluldrer Ebene beeinflusst.

Auch fiir Ep45 wurde die extrazellulire Bindung an ein Mitglied der BMP-Familie,
ndmlich BMP4, nachgewiesen (Iemura et al., 1999). Anders als die bekannten BMP-
Liganden wie zum Beispiel Chordin, Noggin oder Follistatin fithrt Ep45 nicht zur
Inhibition der BMP-Funktion. Trotz Bindung von Ep45 an BMP4 kann BMP4 an seinen
Typ I Rezeptor binden und die Signalvermittlung wie oben beschrieben ablaufen.
Allerdings kann Follistatin nicht an BMP4, gekoppelt an Ep45, binden. Diese Fakten
werfen die Frage der Bindungsstelle von Ep45 an BMP4 auf. AuBlerdem stellt sich die
Frage nach der Struktur sowie der Funktion von Ep45.

Fiir Bindungsanalysen und insbesondere die Strukturaufkldrung werden grof3ere Mengen
hochreinen  Proteins  bendtigt, welches am  besten durch rekombinante
Expressionsverfahren hergestellt wird. Eine rekombinante Expression von Ep45 in
E. coli wurde in der Literatur bisher nicht beschrieben.

Beschrieben ist lediglich die Isolierung von Ep45 aus Xenopus laevis-Oozyten (Beck et
al., 1992). Dafiir miissen die Ovarien von Xenopus laevis-Weibchen in Narkose
entnommen werden, aus denen die Eizellen isoliert werden konnen. Eine weitere
Moglichkeit ist die Isolierung von Ep45 aus Xenopus laevis-Embryonen (Beck et al.,
1992). Dazu wird mittels Gonadotropin-Injektion die Ovulation bei Xenopus laevis-
Weibchen ausgelost, die FEizellen werden mit Spermien, die aus den Hoden von

Xenopus laevis-Minnchen gewonnen werden, befruchtet und die Embryonen kultiviert.
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Sowohl aus den Oozyten als auch aus den Embryonen wird Ep45 durch verschiedene
Reinigungs-Schritte gewonnen.

Um diese aufwendigen Verfahren zu umgehen und eine einfachere Methode der
Gewinnung von Ep45 zu etablieren, sollte Ep45 in dieser Arbeit in E. coli exprimiert und
isoliert werden. Ein Vorteil der Expression in E. coli liegt in der wenig zeitaufwendigen
und kostengiinstigen Gewinnung gro3er Mengen an Protein. Daher stellt die Expression

in E. coli die erste Wahl zur Herstellung von Ep45 dar.

4.1.1 Expression von Ep45 mit dem Vektor pET25b-xEp45

Zur Expression von Ep45 in E. coli wurden BL21-CodonPlus(DE3)-RIL-Zellen
(Stratagene) ausgewihlt. Diese besitzen spezielle Gene fiir tRNA, die Problemen des
seltenen Codon-Gebrauchs entgegenwirken. Zusitzlich zeichnen sie sich durch eine hohe
Ertragsmenge aus. BL21-CodonPlus(DE3)-RIL-Zellen wurden mit dem Vektor pET25b-
xEp45, der von L.J. Holland zur Verfiigung gestellt wurde, transformiert. Nach
Induktion der Genexpression wurde die Ep45-Synthese mittels SDS-PAGE iiberpriift
(Abb.4). Darin war eine deutliche Bande bei ca. 45 kD sichtbar. Das entspricht dem
Molekulargewicht von Ep45, so dass auf eine korrekte Expression geschlossen werden
konnte.

Zur Isolierung von Ep45 aus dem Proteingemisch wurde entsprechend dem Verfahren
vorgegangen, nach dem Ep45 aus den Xenopus laevis-Embryonen gewonnen wird
(Iemura, 1999). Nach Ernten der Bakterien wurden diese aufgeschlossen und der nach
Zentrifugation erhaltene Iosliche Uberstand mittels Kationenaustauschchromatographie
getrennt. Die im Anschluss daran durchgefiihrte SDS-PAGE (Abb. 5) zeigte jedoch, dass
Ep45 in den Eluaten nicht nachweisbar ist, sondern sich iiberwiegend im Durchlauf
befindet. Aus unbekannten Griinden konnte keine Bindung von Ep45 an die Siule
erreicht werden und somit auch keine Abtrennung von Ep45 von den anderen
exprimierten Proteinen erfolgen.

Ein Grofteil des induzierten Ep45 lag in Form unloslicher inclusion bodies vor. Um
dennoch nach dem vorgegebenen Protokoll der Ep45-Isolierung (Iemura, 1999) zu
verfahren, wurde Ep45 durch Harnstoff aus den inclusion bodies extrahiert. Bei diesem

Verfahren kommt es zu einer vollstindigen Denaturierung von Ep45. Zur Riickfaltung
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von Ep45 in seine native Form mit korrekt ausgebildeten Disulfidbriicken sind in der
Literatur bisher keine Protokolle beschrieben, so dass der Ansatz in verschiedenen
Renaturierungsansitzen der Firma Hampton Research, sogenannte Foldits (Tab. 9),
inkubiert wurde. Diese bieten ein breites Spektrum an Bedingungen, die zur
Renaturierung von Proteinen geeignet sind. Die zur Kontrolle der Renaturierung
durchgefiihrte nicht-reduzierende SDS-PAGE (Abb. 6) lieB in allen Ansitzen eine
deutliche 45 kD-Bande erkennen, wobei allerdings auch weitere Proteine nachweisbar
waren. Die Reinheit von Ep45 betrug ca. 85%. Es fiel auf, dass die einzelnen Ep45-
Banden vor und nach Renaturierung sich nicht in ihrem Laufverhalten voneinander
unterscheiden. Eine korrekte Renaturierung veridndert jedoch in der Regel das
Laufverhalten des Proteins. Das ist ein erster Hinweis dafiir, dass keine erfolgreiche
Renaturierung von Ep45 erreicht werden konnte.

Um trotzdem die funktionelle Aktivitdt von Ep45 zu iiberpriifen, wurde ein Enzymassay
angewandt, der auf der Serinproteaseinhibitor-Funktion von Ep45 beruht. Mit einem
vergleichbaren Test konnte Beck die Aktivitit von Ep45 als Serpin nachweisen (Beck et
al., 1992). Dabei inhibiert Ep45 die Serinprotease Chymotrypsin, so dass Chymotrypsin
ein spezifisches Substrat nicht mehr in das jeweilige Produkt umsetzen kann, dessen
Konzentration photometrisch bestimmt wird. Beck verwendete als Substrat fiir
Chymotrypsin N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Leu-p-Nitroanilin, wéhrend hier gemidl dem
Protokoll von Walsh er al., 1970 N-Benzoyl-L-Tyrosin Ethyl Ester eingesetzt wurde.
Der Enzymassay wurde mit verschiedenen Renaturierungsansidtzen durchgefiihrt. Dabei
konnte kein aktives Ep45 nachgewiesen werden. Das bedeutet, dass in den
Renaturierungsansidtzen kein Ep45 in aktiver Form vorhanden war. Die
Renaturierungsansitze scheinen nicht die richtigen Bedingungen geboten haben, um eine
korrekte Riickfaltung von Ep45 zu ermdglichen. Da Ep45 nicht rein genug in den
inclusion bodies vorlag, kann dies die Renaturierung verhindert haben. Es wurde
versucht, Ep45 aus dem Proteingemisch der denaturierten inclusion bodies aufzureinigen
und anschlieBend die Renaturierung durchzufithren. Zur Isolierung wurde eine
Kationenaustauschchromatographie eingesetzt. Die SDS-PAGE (Abb.8) zeigte jedoch,
dass Ep45 scheinbar auf der Séule prizipitiert, da weder im Durchlauf noch in den
Eluaten Ep45 nachweisbar war. Hier zeigte sich ein deutlicher Unterschied zwischen

Ep45 in l6slicher bzw. in unldslicher Form. Losliches Ep45 befand sich nach
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Kationenaustauschchromatographie im Durchfluss wihrend unlosliches Ep45 auf der
Séaule prazipitierte.

Da alle Versuche mit den durch Harnstoff denaturierten Ansétzen scheiterten, wurde als
Alternative die in unserer Arbeitsgruppe etablierte Methode der Denaturierung der
inclusion bodies mit Gnd-HCl durchgefiihrt. Daran schloss sich eine Gelchromatographie
zur Isolierung von Ep45 aufgrund seiner Grof3e an. In Abb. 9 ist eine wesentlich bessere
Anreicherung von Ep45 als in den vorhergehenden Versuchen erkennbar. In den
anschlieBend durchgefiihrten Renaturierungsversuchen zeigte sich ein weitgehend reines
Ep45 (Abb. 10). Zur Priifung der funktionellen Aktivitidt wurde wie oben beschrieben der
Enzymassay angewandt, ohne jedoch aktives Ep45 nachweisen zu kdnnen.

Als Alternative zum Enzymassay wurde ein weiterer Aktivitdtstest durchgefiihrt. Dieser
Bindungsassay ist in der Literatur von Kotyza (1998) beschrieben worden. Er beruht auf
der Tatsache, dass Ep45 mit Chymotrypsin einen unter nichtreduzierenden Bedingungen
stabilen Komplex bildet, der durch SDS-PAGE nachweisbar ist. Doch auch damit konnte
keine Ep45-Aktivitdt nachgewiesen werden. Dies konnte wiederum darauf beruhen, dass
in den Ansitzen Ep45 nicht korrekt riickgefaltet wurde und deshalb nicht funktionell

aktiv sein konnte.

4.1.2 Expression von Ep45 mit dem pMal™-Fusionsprotein-
System

Alle Versuche, bakteriell hergestelltes Ep45 zu isolieren, waren nicht erfolgreich. Ep45
wurde nicht als 16sliches Protein exprimiert, sondern lag in Form unloslicher Aggregate,
den inclusion bodies, vor. Aus diesen konnte kein aktives Ep45 zuriickgefaltet werden.
Um Ep45 in 16slicher Form zu exprimieren, wurde das pMal™-Fusionsprotein-System
eingesetzt.

Das Ep45-Gen wurde in den Vektor pMal-p2X einkloniert und die erhaltenen Klone
sequenziert. Nach Induktion der Genexpression wurde die Synthese des Fusionsproteins
MBP-Ep45 mittels SDS-PAGE iiberpriift (Abb. 14). Darin ist eine deutliche Bande bei
ca. 95 kD erkennbar, entsprechend dem Molekulargewicht von MBP-Ep45, so dass auf
eine korrekte Expression zu schlieBen ist. Die nachfolgende Isolierung von MBP-Ep45

durch Affinitdts-Chromatographie an einer Amylosesdule konnte nur teilweise erreicht
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werden. In der SDS-PAGE (Abb. 15) sind in den Eluaten neben der Bande von MBP-
Ep45 noch weitere Banden sichtbar, so dass von einer Verunreinigung der Eluate mit
anderen Proteinen ausgegangen werden muss.

Um nun Ep45 von MBP zu trennen, erfolgte eine Spaltung des Fusionsproteins mit
Faktor Xa. Diese Spaltung konnte erfolgreich durchgefiihrt werden, was durch eine
SDS-PAGE gezeigt werden konnte (Abb. 16). Allerdings war die Spaltung nicht
vollstdndig, da weiterhin die Bande des Fusionsproteins erkennbar blieb. Weder eine
Verlingerung der Inkubationszeit noch eine Erhohung der Menge des eingesetzten
Faktors Xa konnte eine komplette Spaltung bewirken.

Ziel des nidchsten Schrittes war die Trennung der beiden Einzelproteine Ep45 und MBP
voneinander. Dies sollte durch Affinitdtschromatographie an einer Nickelsdule erfolgen.
Wihrend der vorbereitenden Dialyse des Spaltansatzes kam es jedoch zu einer deutlichen
Prézipitation. Das deutet darauf hin, dass Ep45 als Einzelprotein nicht in L&sung
gehalten werden konnte. Eine Pufferinkompatibilitit oder eine kinetische Komponente
konnten dafiir die Ursache sein.

Als Alternative zur Affinitdatschromatographie an der Nickelsdule wurde die
Chromatographie an einer TMAE-Séule durchgefiihrt, um Ep45 von MBP zu isolieren.
Dabei prizipitierte jedoch der Auftrag auf der Sdule, da weder im Durchlauf noch in den
Eluaten Ep45 bzw. MBP nachgewiesen werden konnten.

Auch ein weiterer Versuch der Trennung der beiden Proteine, nidmlich die
Chromatographie an einer hydrophoben Séule, konnte keinen Erfolg erzielen. Wieder
prézipitierte Ep45 auf der Séule.

Solange Ep45 noch an MBP gebunden war, konnte es in Losung gehalten werden. Die
sofortige Prézipitation von Ep45, sobald es nicht mehr als Fusionsprotein sondern als
Einzelprotein vorlag, deutete darauf hin, dass es mit Hilfe des pMal™-Fusionsprotein-
System nicht in stabiler Form exprimiert werden konnte. Auch die Umkehr des
angewandten Protokolls (Kapitel 3.1.2.5) fiihrte nicht zu einer erfolgreichen Isolierung
von Ep45.

In den diversen Versuchen zeigte sich eine mangelnde Affinitit von Ep45 an die
Nickelsdule. Das konnte ein Hinweis dafiir sein, dass Ep45 nicht korrekt gefaltet vorlag
und daher auch die Metallbindungsstelle, der sogenannte histidine-metal-zipper, nicht in

ihrer richtigen Struktur vorhanden war.
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Zusammenfassend ldsst sich aussagen, dass Ep45 sowohl als Einzelprotein als auch als
Fusionsprotein in E. coli exprimiert werden konnte. Die Proteine waren jedoch

biologisch inaktiv.

4.2 Expression von Ep45 in Sf9-Zellen

All diese Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass Bakterienzellen nicht in der Lage
sind, Ep45, das ja aus dem eukaryontischen Organismus Xenopus laevis stammt, in
korrekter Faltung zu exprimieren. Daraus lidsst sich die Hypothese ableiten, dass
eukaryonte Zellen eher in der Lage sein konnten, dieses Protein richtig gefaltet und in
aktiver Form zu synthetisieren. In eukaryonten Zellen erfolgt eine sekundire
Modifikation der exprimierten Proteine, unter anderem durch Glykosylierung. Diese wird
in prokaryonten Zellen jedoch nicht durchgefiithrt. Ep45 sollte bewusst ohne
Glykosylierung synthetisiert werden, da diese ein Hindernis fiir die Kristallisation
darstellt, die Voraussetzung zur Aufklirung der Struktur von Ep45 und des Ep45-
BMP4-Komplexes mittels Rontgenstrukturanalyse ist. Ep45 scheint allerdings zu den
Proteinen zu gehoren, die ohne Glykosylierung ihre Stabilitdt verlieren, so dass eine
Isolierung von Ep45 aus Bakterienzellen nicht moglich ist.

Um dennoch das aufwendige Verfahren der Gewinnung von Ep45 aus Xenopus laevis-
Oozyten bzw. —Embryonen zu umgehen, sollte Ep45 in Sf9-Zellen, eukaryonte Zellen
aus Insekten, exprimiert werden. Dazu wurde das InsectSelect™ System benutzt.

Die Integration des Ep45-Gens in den Vektor pIZT/V5-His inclusive einer Thrombin-
Schnittstelle und eines His-Tags wurde erfolgreich durchgefiihrt, was durch
Sequenzierung der Plasmid-DNA verifiziert werden konnte. AnschlieBend wurden
Versuche zur transienten Expression von Ep45 in Sf9-Zellen durchgefiihrt. Dies erfolgte
gemidl dem Protokoll des Herstellers Invitrogen, ohne dass jedoch eine Expression von
Ep45 erreicht werden konnte. Aus zeitlichen Griinden musste die praktische Arbeit zu
diesem Zeitpunkt beendet werden, so dass keine weiteren Expressionssysteme fiir Ep45
getestet werden konnten. Um eine erfolgreiche Expression von Ep45 zu realisieren,
konnten diverse weitere Strategien zur Anwendung kommen. Dabei kommt neben der
Optimierung der Renaturierung von Ep45 aus inclusion bodies der Einsatz anderer

Fusionsprotein-Systeme in Frage, z.B. das Thioredoxin-Fusionsproteinsystem, welches in
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unserem Labor etabliert ist und womit beispielsweise auch die extrazellulire Doméne von
BMPR-IA exprimiert werden konnte (Kirsch et al., 2000b), oder das GST-
Fusionsproteinsystem. Weiterhin konnten andere Bakterienzellen in Frage kommen,
ebenso wie die Expression in anderen eukaryonten Zellen wie z.B. Sdugetierzellen

(CHO, NSO, NIH293T).
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5 Zusammenfassung

Die BMPs (Bone morphogenetic proteins) sind Zytokine, die in fast allen Tieren
exprimiert werden und zur TGF-f Superfamilie gehoren. Sie spielen eine wichtige Rolle
in der Knochenentwicklung, unter anderem auf Grund ihrer Fihigkeit, die Neubildung
von Knochen auszulosen. Eine weitere Aufgabe der BMPs liegt in der Beeinflussung der
Embryogenese. Hier tragen sie zur Differenzierung der einzelnen Keimblitter bei und
werden wihrend der Organogenese in vielen Organanlagen exprimiert.

Ep45, ein Protein aus Xenopus laevis, gehort zur Familie der Serinproteaseinhibitoren
und ist ein extrazelluldrer Ligand von BMP4, ohne jedoch dessen Rezeptorbindung bzw.
dessen Aktivitit zu beeinflussen. Ep45, auch bekannt unter dem Namen pNiXa, wird in
der Embryogenese von Xenopus laevis wirksam: Es induziert die Reifung von Oozyten,
kann im weiteren Verlauf in verschiedenen Organanlagen nachgewiesen werden und wird
in Zusammenhang gebracht mit Teratogenitiit, die durch Ni** hervorgerufen wird. Um
auf die aufwendige Isolierung von Ep45 aus Xenopus-Oozyten bzw. —Embryonen
verzichten zu konnen, sollte in dieser Arbeit eine Methode zur rekombinanten Expression
und Isolierung von aktivem Ep45 entwickelt werden.

Zunichst wurde die Expression von Ep45 in E. coli als 16sliches Einzelprotein mit dem
Vektor pET25b(+) angestrebt. Da sich jedoch zeigte, dass das Protein zum Grofteil als
unslosliche Aggregate in Form von inclusion bodies vorlag, wurden diese prépariert,
denaturiert und eine Isolierung von Ep45 durch verschiedene Chromatographie-
Verfahren (Kationenaustauschersidule, Gelchromatographie) unternommen. Durch die
nachfolgenden Renaturierungsversuche konnte jedoch kein aktives Protein gewonnen
werden. Zum Nachweis von aktivem Ep45 dienten ein Enzymassay, der auf der
Serinproteaseinhibitor-Funktion von Ep45 beruht, sowie ein Bindungsassay. Dieser weist
den Ep45-Chymotrypsin-Komplex nach, der bei der Inhibition von Chymotrypsin durch
Ep45 entsteht. Als alternatives Expressionssystem kam deshalb das pMal™-
Fusionsprotein-System zur Anwendung. Dazu wurde Ep45 an MBP gekoppelt, so dass
eine Aufreinigung mittels Chromatographie an einer Amylosesdule moglich werden
sollte. Nach Spaltung durch Faktor Xa sollten die beiden Proteine durch
Chromatographie voneinander getrennt werden, so dass schlieBlich Ep45 als reines

aktives Protein vorliegt. Trotz des Einsatzes diverser Chromatographie-Verfahren
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(Ionentauschersdule, hydrophobe Siule, Nickelsdule) gelang keine Isolierung von Ep45.
Da in E. coli zwar eine Expression jedoch keine Aufreinigung von aktivem Ep45 gelang,
wurde ein Expressionssystem unter Verwendung von Sf9-Zellen (Insektenzellen)
eingesetzt. Nach Herstellung des Plasmids pIZT/V5-xEp45 wurden Versuche zur
transienten Expression von Ep45 in Sf9-Zellen mittels des InsectSelect™ Systems
durchgefiihrt, die jedoch nicht zum gewiinschten Erfolg fiihrten. Zu diesem Zeitpunkt
wurde meine Arbeit beendet, so dass kiinftig nach weiteren Strategien gesucht werden
muss, um eine rekombinante Expression von aktivem Ep45 zu ermdglichen. Damit
konnten dann weiterfithrende Untersuchungen zur Struktur von Ep45, zur Interaktion
zwischen Ep45, BMP4 und den BMP-Rezeptoren, zum Wirkungsmechanismus und zur
Funktion von Ep45 durchgefiihrt werden. Im weiteren konnten neue Erkenntnisse in den
Funktionsabldufen der Knochenbildung und der Embryogenese gewonnen werden, die
eventuell auch auf den Menschen iibertragbar sind, so dass daraus diagnostische und
therapeutische Konsequenzen im Bereich von Knochenerkrankungen und embryonalen

Entwicklungsstorungen zu ziehen sind.
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7 Anhang

7.1 Abkurzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

Abs. absolut

APS Ammoniumpersulfat

BMP Bone morphogenetic protein

Bp Basenpaare

BSA bovine serum albumine

BT n-Benzoyl-L-Tyrosin

BTEE n-Benzoyl-L-Tyrosin Ethyl Ester
D Dalton

ddNTP Didesoxynucleosid-5’-phosphat
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonucleinsdure

dNTP Desoxynucleosid-5’-phosphat
DTT Dithiothreit

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsiure
Gnd-HCI Guanidiniumhydrochlorid

GSH Glutathion reduziert

GSSG Glutathion oxidiert

HMS hochmolekularer DNA-GroBenstandard
IgG Immunglobulin G

IPTG Isopropyl-B-thiogalactopyranosid
LMS niedermolekularer DNA-GroBenstandard
MBP Maltose binding protein

mRNA messenger Ribonucleinsdure
OAc Acetat

ODy Optische Dichte bei x nm

Ox. oxidiert



PAGE
PCR
PEG
PMSF
Red.
RNA
Rpm
RT
SDS
TCA
TEMED
TGF-

Tris

UNK
B-EtSH

Polyacrylamidgelelektrophorese
Polymerase chain reaction
Polyethylenglykol
Phenylmethansulfonylfluorid
reduziert

Ribonucleinsdure

Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur
Natriumdodecylsulfat
Trichloressigsidure
N,N,N’,N’-Tetramethylenethylendiamin
Transforming growth factor-f3
Tris(-hydroxymethyl)-aminomethan
Units

Ubernachtkultur

B-Mercaptoethanol
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7.2 Vektoren

7.2.1 pET25b-xEP45

Xhol
Notl
Bpu1102I Eco52I|
Hindlll
Sall
Ecl136l11
Sacl
EcoRI

f1 origin

PET25b-xEP45
6721 bps

Bst11071

BssHII
EcoRV



7.2.2 pMalp2X-EP45

Bst11071

pMalp2X-EP45
7972 bps

MalE-xEP45

Bglll

Bpu1102l

Ecl136ll
Sacl
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7.2.3 plZT/V5-xEP45

pIZT/V5-xEP45

4653 bps
GFP-Zeocin

Xbal
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Personliche Daten:
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Geburtsdatum/-ort:
Familienstand:
Schulbildung:
09/1984 — 07/1988
09/1988 — 06/1997

Hochschulbildung:

10/97-05/2004

09/1999
09/2000
03/2003
05/2004

Praktisches Jahr:
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06/2003 — 08/2003
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Arztin im Praktikum:

08/2004-09/2004
Assistenzirztin:
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29.08.1978, Wiirzburg
ledig

Grundschule, Uffenheim

Christian-von-Bomhard-Gymnasium, Uffenheim
Abschluss: Allgemeine Hochschulreife

Bayerische Julius-Maximilians-Universitit Wiirzburg:

Studiengang Humanmedizin

Arztliche Vorpriifung

Erster Abschnitt der Arztlichen Priifung
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Dritter Abschnitt der Arztlichen Priifung
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Innere Medizin, Missionsérztliche Klinik Wiirzburg

Chirurgie, Missionsérztliche Klinik Wiirzburg

Gynikologie/Geburtshilfe,
(Schweiz)

Kantonales

Spital
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Gynikologie/Geburtshilfe, Krankenhaus Rothenburg/Tauber

Gynikologie/Geburtshilfe, Krankenhaus Rothenburg/Tauber
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