Die humane 3-Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase
Entwicklung eines prokaryontischen Expressionssyste ms
Generierung von Antikérpern zum Nachweis

der a—und B-Untereinheit

Christoph Albert

2009



Aus der Kinderklinik und Kinderpoliklinik im Dr. von Haunerschen Kinderspital der
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen
Direktor: Prof. Dr. med. Dr. h.c. Dietrich Reinhardt

Thema der Dissertation

Die humane 3-Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase

Entwicklung eines prokaryontischen Expressionssyste ms

Generierung von Antikérpern zum Nachweis der a-und B-Untereinheit

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultat der

Ludwig-Maximilians-Universitat zu Minchen

vorgelegt von
Christoph Albert

aus Bad Mergentheim

Jahr
2009



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat

Berichterstatter:

Mitberichterstatter:

Mitbetreuung durch die
promovierte Mitarbeiterin:

Dekan:

Tag der mundlichen Prifung:

der Universitdt Miinchen

Priv.-Doz. Dr. med. Wulf Rdschinger

Prof. Dr. med. Rainer Haas
Priv. Doz. Dr. med Kai Hell

Dr. rer. nat. Sonja C. Stadler

Prof. Dr. med. Dr. h.c. M. Reiser,
FACR, FRCR

02.07.2009






Inhaltsverzeichnis

1 Inhaltsverzeichnis

1 INNAISVEIZEICHNIS . .uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis ettt e e et e e e e e e e e e eeeeeeeeees 1
P22 = 1 01 1= 1 (1 T P UOPPPPPPRRTP 1
2.1  Der 3-Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase-Mangel ............ccccviiiiiniiiiiieninnns 1
2.1.1 Biochemische Grundlagen ..........ccoooeioiiiiiieiiiieie e 1
2.1.2 Epidemiologische und klinische ASpPekte ..........cccoooviiiiiiiiiiiiieeeeeeeees 3
2.1.3 Diagnostik der 3-MCC-DefiZIENZ.........ccovvvveiiiiiie i, 4
214 MULALIONSANAIYSE ...ttt e e e e eeeeees 4
2.1.5  Therapie UNd ProgNOSE .......ccuuuuiiiiiieeeeeeieeiiiiess e e e e e e eeeeeaannns s e e e eesaeennnens 5

2.2  Die 3-Methylcrotonyl-CoA CarboXylase..............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 6
2.2.1  Historische UDErSiCht .........c.ccoiveiuiiiiiiiiecicceeeecee e 6
2.2.2 Molekularbiologische Grundlagen...............uuiiiiiiiiiiiiiiiii e 7
2.2.3 Die Enzymfamilie der biotinabhé&ngigen Carboxylasen......................... 7
224 Mitochondrialer Proteinimport ...........ooooieiiiiiiiiiine e 11
2.2.5 Mitochondrialer Import der 3-MCC.........ooovviiiiii e 12

I A 1= LS =3 4 1 | T PSPPSR 13
I V= (=T = | S UPPPPPPPPPRR 14
4.1  Gerdte und ZUDENOT ..o 14
4.2  Chemikalien und Verbrauchsmaterialien.............ccccco, 15
4.3 ENZYME e aaas 16
4.4  Reinigung, Synthese und Nachweis-KIitS............cccccvvvvviiiiiiii e, 16
A5 ANTKOIPET .. 17
4.6 VEKIOTEN ... 17
4.7  BaKIeENSIAMIME ....ouuiiiii i e e eaaa s 17
2 T © ] 1o o 18] [T o 1 o = P 18
4.8.1 Oligonukleotide fur die Herstellung der Expressionskonstrukte........... 18
4.8.2  Oligonukleotide fur die Sequenzierung der MCCA cDNA ..........c.eee..... 19
4.8.3  Oligonukleotide fur die Sequenzierung der MCCB cDNA ................... 19
4.8.4  Oligonukleotide fur Clone screen PCR ........ccoovviviiiiiiiiei e, 19
4.8.5  Oligonukleotide fur die gerichtete Mutagenese..........ccoeeeeevvevevvvnnnnnnn. 20

4.9 Medien, Puffer und StammlOSUNgeN.............ceeeeiiiiiiiieiiiiciie e 21



Inhaltsverzeichnis

4.9.1  Anzuchtmedien flr E.COli ........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 21
4.9.2  Allgemeine Puffer und LOSUNGEN ............ciiiiieeeiiieiiiiiiiie e eeeee e 21
IMEENOTEIN . s 22
5.1 Standardtechniken fir das Arbeiten mit Nukleins&uren ...............ccccccennns 22
5.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E.COli..........cccooooiiiiiiiiiiiiiis 22
5.1.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA-LGsungen ...... 22
5.1.3 Konzentrationsbestimmung mittels Agarose-Gel ...........cccoeeveeevviennnnn, 23
5.14 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ........ccouuiiiiiiiiiiiiieieiiii e 23
5.1.5  Amplifikation von cDNA fir Expressionskonstrukte ...............cccceeeueeee 23
5.1.6 Nachweis einer Insertion in rekombinanten Plasmiden mittels PCR... 25
5.1.7 Reinigung von PCR-Produkten ............coovvviiiiiiii e 26
5.1.8 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA ..........coiiiiiiiiiiieiiiin. 26
5.1.9 Isolierung von DNA aus Agarose Gel.........cccoeveiiiiiiiiiiiiiiiie e, 27
5.1.10 Restriktionsverdau VON DNA .......ccoooiiiiiiiiii e 27
5.1.11 Dephosphorylierung linearisierter Plasmide............ccccccceeeeiiieeeverennnnnns 27
5.1.12 Ligation vOn DNA-Fragmenten..........ccouveiiiiiiiiiieeeeeeeeeiiiiiieas e e e e eeeeeeens 28
5.1.13 Transformation chemisch-kompetenter E.coli Zellen......................... 28
5.1.14 Gezielte Mutagenese von DNA iN VItrO ........cccoeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeinns 29
5.1.15 Erstellung von EXpressionsSvektoren ...........ccccevveeeeivvveeiiiiiineeeeeeeeeennnnns 30
5.2 Arbeiten mit EsScherichia COli...........uuuiiiiiiiiii e 32
5.2.1 KURIVIEIUNG <. et e e eeeeees 32
5.2.2 = To (=] (1| o [PPSR 33
5.2.3 Herstellung dauerhaft chemisch kompetenter E.coli Zellen................. 33
5.3  Eukaryontische ZellKUItUr ...........oooeuiiiiii e 34
5.3.1 Kultivierung von humanen Fibroblasten.............cccccovviiiiiiiiineeees 34
5.3.2 Passagieren von Zellen....... ... 34
5.3.3 Kryokonservierung von humanen Fibroblasten.............ccccoooooiivvninnns 35
5.3.4  Auftauen von kryokonservierten humanen Fibroblasten..................... 35
5.3.5  Zellernte von humanen Fibroblasten............cccccoi, 36
5.3.6 Herstellen eines Fibroblasten-Zellextrakts ...........ccccovviiiiiiniiiiiiiiennins 36
5.4  Proteinbiochemische Methoden.............cooooiiiiiiiii 37
54.1 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford ........................ 37

5.4.2 Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page). 38
5.4.3 Coomassie-Farbung von SDS-Polyacrylamid-Gelen .......................... 38



Inhaltsverzeichnis

5.4.4  Umpuffern und Einengen von Proteinlésungen .........cccccceeeveeeeevveeennes 39
5.5  Expression und Reinigung rekombinanter Proteine ............cccccoeeevvviieeenens 39
5.5.1 Expression von Proteinen in E.COli..............ccoeiiiiiiiiiiiiicie e, 39
5.5.2  Zellaufschluss und Gewinnung von Rohextrakt.............cccooeeeeevvvennnnns 40
5.5.3 Reinigung rekombinanter Proteine aus E.COli............c.ceiiiiiiiiiiiinnnnn, 41
554 Proteolytische Spaltung von MBP-Fusionsproteinen .............ccccceuuee. 43
5.6 Immunologische Methoden .............ouiiiiiii i 44

5.6.1 Immunologischer Nachweis elektrophoretisch aufgetrennter

Proteine (Western BlOt) ............uuiiiiiiiieieeeieee e e e e 44
5.6.2  Herstellung von polyklonalen Peptid-Immunseren gegen

MCCO UNA MCC ittt e e e e e eeeeeees 46
5.6.3  Affinitatsreinigung der Peptid-Immunseren gegen MCCa und MCCp. 47
5.6.4  Generierung von polyklonalen Antikorper gegen MCCp..................... 48
5.6.5  Affinitatsreinigung von polyklonalen Antikérpern gegen MCCf .......... 49
ErQEDNISSE .. e 51

6.1 Expression der 3-MCC-Untereinheiten in E.COli...........coooviiiiiiiiiiiiiiiiiein, 51

6.1.1  Klonierung von MCCA™ und MCCB™ in ein

prokaryontes EXPresSSiONSSYSIEM ........uuuuuiiiiieeieieeiiiiiieee e 51
6.1.2  Expression von MBP-MCCa- und MBP-MCCp-Fusionsproteinen

N ELCOl. 52

6.1.3  Affinitdts-chromatographische Reinigung von MBP-MCCa

UNA MBP-MCCP ...ttt ettt ettt 55
6.1.4 Spaltung von MBP-Fusionsproteinen mit Faktor Xa ................cccceeun... 58
6.1.5  Versuch der Klonierung von MCCA™" und MCCB™" in einen
prokaryontischen Expressionsvektor ohne tag..........cccoeeeeeevvveevvinnnnnnn. 60
6.1.6 Klonierung von MCCA™ in den pQE-60 Expressionsvektor .............. 63
6.2  Herstellung von Peptid-Antikdrpern gegen MCCa und MCCB ................... 64
6.2.1  Spezifische Reinigung der Peptid-Antikdrper gegen MCCa und
MCCB mit dem SUFOLINKT-KIt ..........cocooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 65
6.3 Generierung von polyklonalen Antikdrpern gegen Proteinanteile von
MCCO UNA MCCP ettt 69
6.3.1 Klonierung, Expression und Reinigung von MCCO(as 402-643) «--+-vveeeesn. 69

6.3.2 Generierung von polyklonalen Antikdrpern gegen MCCpas 321-543). ... 72



Inhaltsverzeichnis

6.3.3 Reinigung der Immunseren gegen MCCB(as321-543)-+vvveeeeeerrrriirvrnnnennnn 73

6.3.4  Austestung der polyklonalen Antikdrper gegen MCCpas321-543)

IM WESEEIMN BlOT......ceiiiiiiiiie e 75

T DISKUSSION ...ttt et e e e e e e e e e e e e e e e e e 79
7.1  Entwicklung eines prokaryontischen Expressionssystems von

MCCO UNA MCC ittt e e eeeeees 79

7.2  Generierung von Antikérpern gegen MCCa und MCCB.......ccceeeiiieeiiieennnee 84

7.3 AUSDIICK ... 89

8  ZUSAMMENTASSUNG....ceuiuiiiiiie e iiiiiiiiiiries ceee e e e e e e e ettt e e e e e e e eeataa e e e e e aaeeeennns 91

9 LiteraturverzeiChinis ...t e 93

10 ANNAING. .. e e 100

10.1 Alignment Analysen von AmMIiNOSAUreSEqUENZEN ......ccceeeeeeveeerrrrnniaaeeaannn 100

10.1.1 Alignment der a-Untereinheiten von 3-MCC, PCC und PYC von
H.sapiens (Paralogen-Alignment).............oiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 100
10.1.2 Alignment der 3-Untereinheiten von 3-MCC und PCC von H.sapiens

(Paralogen AlIGNMENT).........uuiiii e 102
11 ADKUIrZUNGSVEIZEICNNIS ...t e 103
12 D= 1] €7= Vo 1 1T 105

13 LN AUT . ... e e 106



Abbildungsverzeichnis

Verzeichnis der Abbildungen

Abbildung 2.1:

Abbildung 2.2:

Abbildung 2.3:

Abbildung 2.4:

Abbildung 2.5:

Abbildung 5.1:

Abbildung 5.2:

Abbildung 6.1:
Abbildung 6.2:

Abbildung 6.3:

Abbildung 6.4:

Abbildung 6.5:

Abbildung 6.6:
Abbildung 6.7:

Abbildung 6.8:
Abbildung 6.9:

Abbau von L-Leucin, angrenzende Stoffwechselwege und

akkumulierende Metabolite bei 3-MCC-Mangel...........ccccvvviieeneene. 2
Mutationsspektrum der Gene MCCA und MCCB ..........cooviiieeviiinnnnnn. 5
Strukturformel VON BiotiN ............uiiiiiiiiie e 8

Schematische Darstellung des katalytischen Mechanismus
biotinabh&ngiger Carboxylasen, am Beispiel der
3-Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase. .........ccccccceeiiiiiieiieicee e, 10
Schematische Darstellung eines Polypeptids mit mitochondrialem
TranSPOrtSIGNAL. .......uie e 11
Schematische Darstellung einer Anlage zur
Saulenchromatographi@.............uuuviiiiieiieeiee e 41
Lokalisation der Faktor Xa-Schnittstelle im pMAL-c2X
EXPreSSIONSVEKION......cieeeeeiieee et e e e e 43
Schematische Darstellung des pMAL-c2X-Expressions-Systems.... 52
SDS-PAGE zeigt Expression von MBP-MCCa bzw. MBP-MCCf in
E.coli nach Induktion mit L MM IPTG......ccooooiiiiiiiiiiiieeeeeeeii 54

Reinigung von MBP-Fusionsproteinen mit Amylose-

Affinitatschromatographie. ........ccccoeeiiiiiiiiiiii e 56
SDS-PAGE zur affinitdts-chromatographischen Reinigung der
Fusionsproteine MBP-MCCa und MBP-MCCP.......ccooviiiiiiiieiiiiinnnnn. 57
SDS-Page zur Spaltung von MBP-MCCa-Fusionsprotein unter
denaturierenden BediNQUNQEN........coeieiiiiiiieiiiiie e 59
PinPoint™ Xa-1 Vektor-Karte. ............cuuveeiiiiiiiiiiiiieiiieieieeieeeeeeeeeeeee 62
Urspriunglich geplantes Doppelkonstrukt zur Co-Expression von
MCCa und MCCB IN E.COli...uuiiiiiiiiiiiiiiiie e 62
Strategie der Konstruktion von pQE-60MCCA™ .......c.covvovvveeveeenns 63

Prinzip der Kopplung von Peptiden an die SulfoLink®-
AQArOSE MaAIX...uuuueieeeeeeeeeeiiiiiis e e e e e e e e et s e e e e e e e e e eeesaan e e e e eeaeeeannnns 65



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 6.10: Nachweis von MBP-MCCa mit Peptid-Antikérpern gegen MCCa
3032 im WeStern BIOt. ..........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeeeeeee e 67
Abbildung 6.11: Nachweis von MBP-MCCJ3 Fusionsproteinen mit Peptidantikdrper
gegen MCCPB 3034 im Western BIOt. ........ccovvvvviiiiiiiiiieeeeeeen 68
Abbildung 6.12: Alignment der MCCa-Untereinheit von 3-MCC, PYC und PCC...... 70
Abbildung 6.13: SDS-Page zur Uberpriifung der mehrstufigen Reinigung von
MBP-MCCB(As 320543+ vevsrerrarsesmsesrsesinsesessesessesssssessssessssessssenes 73
Abbildung 6.14: Mogliche Optionen zur Isolierung von polyklonalen Antikorpern
gegen MCCPB aus IMMUNSEIUM. ......ccoiiiiiiiiiiiiiae e eeeeeeiiine e 75
Abbildung 6.15: Nachweis von MBP-MCCf-Fusionsproteinen (Spur 1-4) mit
polyklonalen Antikdrpern gegen MCCpas 321-543) im Western Blot .. 76
Abbildung 6.16: Nachweis von MCC im Western Blot mittels polyklonaler
N 1] (o] 01T P 78



Einleitung 1

2 Einleitung

2.1 Der 3-Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase-Mangel

Der 3-Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase-Mangel ist ein autosomal rezessiv vererbter
Defekt im Abbau der Aminosaure L-Leucin und wurde 1982 erstmals
beschrieben[10]. Es wurde Uber einen vietnamesischen Jungen im Alter von funf
Jahren berichtet, der nach Immigration in die Niederlande durch rezidivierendes
Erbrechen aufféallig wurde. Unter Flussigkeits- und Kohlenhydratzufuhr besserte sich
der Zustand des Kindes. Allerdings loste die Zufuhr von Proteinen erneutes
Erbrechen aus, welches nach Proteinrestriktion wieder sistierte.

Im Rahmen der weiteren diagnostischen Abklarung wurde eine Analyse der
organischen Sauren im Urin mittels Gaschromatographie/Massenspektrometrie
durchgefiihrt und erhdhte Konzentrationen an 3-Hydroxyisovaleriansdure und 3-
Methylcrotonylglycin festgestellt. Dieses Metabolitenmuster liel3 einen Mangel der 3-
Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase (3-MCC) vermuten, der enzymatisch bestatigt
werden konnte. Neben der Proteinrestriktion wurde Biotin, ein essentieller Cofaktor
der 3-MCC, in therapeutischen Dosen verabreicht. Hierdurch konnten die
biochemischen Laborparameter jedoch nicht beeinflusst werden. Das spate
Auftreten der Symptome im Alter von funf Jahren, wurde mit der Umstellung von
einer proteinarmen (in Vietnam) auf eine proteinreiche Kost (in den Niederlanden)

erklart.

2.1.1 Biochemische Grundlagen

Das Enzym 3-Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase ist am Abbau der essentiellen
verzweigtkettigen Aminosdure L-Leucin beteiligt. Unter Vermittlung des L-
Transportsystems [63] wird L-Leucin in die Zelle aufgenommen, im Zytoplasma zu 2-
Oxoisocaproinsaure desaminiert und durch einen fur verzweigtkettige Aminosauren
spezifischen BCKA-Transporter [31] in die mitochondriale Matrix geschleust

(Abbildung 2.1). Hier entsteht durch irreversible oxidative Decarboxylierung
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Isovaleryl-CoA, welches dann zu 3-Methylcrotonyl-CoA dehydriert wird. Den
folgenden Stoffwechselschritt katalysiert die 3-Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase
unter Verbrauch von ATP und Bicarbonat. Das gebildete 3-Methylglutaconyl-CoA
wird zu 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA (B-HMG-CoA) hydratisiert, das (1) zu den
Ketonkorpern Acetoacetat und 3-Hydroxy-Butyrat umgebaut wird, (2) mittels Acetyl-
CoA in den Zitrat-Zyklus bzw. die Fettsdure-Biosynthese einmundet, oder (3) Uber
Mevalonat der Cholesterin-Biosynthese dient.

3-MCC-Defizienz fuhrt zu einer Akkumulation des Substrats 3-Methylcrotonyl-CoA,
das vom Organismus in die renal ausscheidungsfahigen Formen 3-
Hydroxyisovaleriansaure sowie 3-Methylcrotonyl-Glycin umgesetzt wird. Vermehrt
anfallende Acyl-CoA-Verbindungen werden intramitochondrial an Carnitin gekoppelt.
3-Hydroxyisovaleryl-Carnitin ist der fihrende pathologische Metabolit, der sowohl im

Blut als auch im Urin nachweisbar ist.

L-Leucin

|

2-Oxoisocaproinsaure

Isovaleryl-CoA

3-Hydroxyisovaleriansidure

3-Methylcrotonyl-Glycin 3-Methylcrotonyl-CoA

ATP;HCO,

}% 3-Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase

ADP+P,
3-Methylglutaconyl-CoA

3-Hydroxy-lsovaleryl-
Carnitin

3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA .

L Kelfogenese

Mevalonat Acetoacetat Acetyl-CoA Citrat-Zyklus

: l
Cholesterin- Feltsdure-
Biosynthese | | Ketogenese |  Malonyl-COA—| giosynthese

Abbildung 2.1: Abbau von L-Leucin, angrenzende Stof fwechselwege und
akkumulierende Metabolite bei 3-MCC-Mangel
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2.1.2 Epidemiologische und klinische Aspekte

Im Jahr 1999 wurde in Bayern das erweiterte Neugeborenen-Screening (NGS)
eingeftihrt. Diese flachendeckende Untersuchung soll helfen, angeborene
Stoffwechselerkrankungen und Endokrinopathien friihzeitig zu entdecken und damit
Morbiditdt und Mortalitat zu senken. Vor diesem Zeitpunkt wurden lediglich die
Erkrankungen Galaktosdmie, Phenylketonurie und Hypothyreose routinemafig
erfasst. Durch EinfiUhrung der Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) kénnen bis zu
30 Stoffwechselerkrankungen diagnostiziert werden; dazu zahlen Stérungen im
Transport und Abbau von Fettsauren, Defekte des Aminosaurestoffwechsels sowie
organische Azidamien.

Der 3-MCC-Mangel gehort zur Gruppe der organischen Azidamien. Von Januar 1999
bis Dezember 2004 wurden im Rahmen des bayerischen Neugeborenen-Screening-
Programms knapp 700 000 Kinder untersucht und 8 Kinder mit einem 3-MCC-
Mangel entdeckt. Dies entspricht einer Inzidenz von 1:85.000. Auch weltweit findet
das erweiterte NGS zunehmende Verbreitung. Die Daten aus verschiedenen
Landern zeigen fur den 3-MCC-Mangel eine Inzidenz von 1:20.000 bis 1:250.000
[12, 30, 41, 50, 74, 97].

Im Zeitraum von 1982-2005 wurden weltweit 37 Individuen mit einem klinisch
diagnostizierten und enzymatisch konfirmierten 3-MCC-Mangel beschrieben. Deren
Auswertung zeichnet ein sehr heterogenes klinisches Bild. Uber ein Viertel der
Patienten ist asymptomatisch [19, 32, 40, 57, 61, 81, 84]. In je einem Dirittel der Falle
wird Gber muskulare Hypotonie [5, 6, 9, 16, 17, 19, 20, 90] und psychomotorische
Retardierung [5, 9, 16, 49, 57, 58, 79, 84, 95] berichtet. Au3erdem sind andere
neurologische Symptome [5, 6, 9, 10, 16, 20, 40, 49, 58, 61, 69, 79, 82, 84, 90],
hypoglykéamische Zustande [6, 9, 20, 40, 48, 79, 81], milde Azidosen [6, 9, 10, 20,
40, 48], mafkige Hyperammonamien [48, 81] und Gedeihstérungen [16, 17, 58, 84,
90] in der Literatur erwdhnt. In einigen Berichten werden schwerwiegende Verlaufe
mit cerebralen Krampfanfallen [5, 40, 49, 58, 79, 81] beschrieben. Drei Todesfalle
werden auf einen 3-MCC-Mangel zurtckgefuhrt [5, 9, 16, 34, 40]. Es ist jedoch zu
betonen, dass bei keinem der verstorbenen Patienten der 3-MCC-Mangel als sicher
ursachlich angesehen werden kann. Die Erstmanifestation lag zwischen dem ersten
Lebenstag und dem Alter von 4.7 Jahren. Als mdgliche Ausloser gelten katabole
Stoffwechsellagen, wie sie im Rahmen von Fastenperioden, fieberhaften Infekten

oder Gastroenteritiden auftreten.
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2.1.3 Diagnostik der 3-MCC-Defizienz

Leitparameter im erweiterten Neugeborenen-Screening ist 3-Hydroxyisovaleryl-
Carnitin (3-HIVA-Carnitin) [70, 83]. Die Bestimmung erfolgt aus Trockenblut einer
betropften Filterpapierkarte mit Hilfe der Tandem-Massenspektrometrie. Bei
erhdhten Konzentrationen kann ein  3-MCC-Mangel vorliegen. Die
Konfirmationsdiagnostik besteht aus der Bestimmung von 3-HIVA-Carnitin im
Vollblut oder Plasma sowie der Analyse von organischen Sauren (3-Hydroxy-
isovalerianséure, 3-Methylcrotonylglycin) im Urin mittels Gaschromatographie-
Massenspektrometrie. Neben diesen biochemischen Parametern ist die Messung
der Enzymaktivitat in Fibroblasten oder eine Mutationsanalyse obligat.

Differentialdiagnostisch muss immer an einen multiplen Carboxylase-Mangel
gedacht werden, der nicht nur die 3-MCC, sondern zusétzlich die Acetyl-CoA-, die
Pyruvat-, und die Propionyl-CoA-Carboxylase betrifft. Alle vier Enzyme bendtigen
den essentiellen Cofaktor Biotin und werden durch Biotinmangel oder Stérungen im
Biotin-Metabolismus gleichermal3en in ihrer Funktion beeintrachtigt. Deshalb sollte
zur Sicherung der Diagnose eines isolierten 3-MCC-Mangels die normale

Enzymaktivitat mindestens einer weiteren Carboxylase nachgewiesen werden.

2.1.4 Mutationsanalyse

Der 3-MCC-Mangel hat eine genetische Ursache und wird autosomal rezessiv
vererbt. Bei vielen der im Neugeborenen-Screening oder durch ihre Klinische
Symptomatik aufgefallenen Patienten wurde eine Mutationsanalyse durchgefihrt.
Mittlerweile sind Gber 40 Mutationen in der Literatur beschrieben, die in Abbildung
2.2 dargestellt sind. Diese liegen ohne punktuelle Haufung auf den beiden fir 3-
MCC codierenden Genen verteilt [13]. Eine Aussage zu Genotyp-Phéanotyp-
Korrelationen ist nicht mdglich, da zum Beispiel fir die Mutation E99Q sowohl ein

letaler [5] als auch ein klinisch unauffélliger Verlauf [19] beschrieben wurde.
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Q1234 E134K M160R A289V M325R R3855

S187P R232W |A291V G379S| L437P DS532H S535F

13 19

MCCA:
R84KIsX9 G214IfsX5  Y315X VS112A>G C509X IVS1445G>A E644X LEBTSE)HQ
C5095fX38
VS22A>G | V694X
R409X Q421AFX10 N561KfsX10

N403T 1437V A456V K555E
G352R+V334_G353deli Q489X T
Q43X LBILGXT| vedtic>T | D172Dfex25 RO B || xseaqLE
| S173FkX25 YNSTWQH VS16+1G>A
R72X
NS 2R R180X F497_V526>GfsX4
VS3+5G>, I VS5-1G>A B = Signalpeptid
IVS3+5G> Q157X
I = Biotin-Carboxylase-Domane
G94_5127del  T139_G143> " :
& o HE = |
RWVPGEfSX35 Biotin-Carboxyl-Camier-Domane

[—————1 =cCarboxyltransferase-Domane

Abbildung 2.2: Mutationsspektrum der Gene MCCA und MCCB

Die schematische Darstellung der genomischen Strukturen zeigt die ungefahre
GrofRe und Anzahl der Exone von MCCA und MCCB. Nach unten gerichtete Pfeile
reprasentieren Missense-Mutationen. Nach oben gerichtete Pfeile reprasentieren
Nonsense-Mutationen, Insertionen, Deletionen und Splei3stellen-Mutationen. Die
fettgedruckten Mutationen sind Allel-Varianten, die in unserer Arbeitsgruppe neu
entdeckt wurden. Es sind ebenfalls funktionelle Bereiche der beiden Untereinheiten
eingezeichnet, die in Kapitel 2.2.3 ausfuhrlich beschrieben werden. Diese
Darstellung wurde der Publikation von Dr. Sonja C. Stadler et al. entnommen [77]
und beruht auf Informationen aus der Human Gene Mutation Database (HGMD) und
dem EXPASy Proteomics Server.

2.1.5 Therapie und Prognose

Die pathologische Relevanz des 3-MCC-Mangels ist nicht eindeutig gesichert.
Insbesondere bei klinisch diagnostizierten Individuen sind jedoch folgende
Maflnahmen zu empfehlen. Im Vordergrund stehen die vorsorgende Aufklarung und
praventive MalRnahmen zur Vermeidung von metabolischen Krisen. Diese drohen

vor allem bei kataboler Stoffwechsellage, die zu einem Abbau von korpereigenem
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Eiweil3 und damit zu einer endogenen Freisetzung von L-Leucin fihrt. Ebenso ist
eine vermehrte Aufnahme von L-Leucin mit der Nahrung zu vermeiden. Hierzu soll
eine angepasste Diat mit einer milden Proteinrestriktion von 1.5 g/kg x d eingehalten
werden. Liegt dadurch die Gesamtproteinzufuhr unter den altersentsprechenden
Empfehlungen, wird eine L-Leucin-freie Aminosauren-Mischung substituiert.

Initial wird die Gabe von Biotin empfohlen, wenn auch bisher nur zwei Patienten mit
einem biotinsensitivem 3-MCC-Mangel beschrieben wurden. In einem dieser Falle
fuhrte Biotin in pharmakologischen Dosen zu einem Abfall der akkumulierenden
Metabolite, in einem anderen Fall wurde auch Uber eine Besserung der klinischen
Symptomatik berichtet [8]. Bei allen Patienten wird die Substitution mit Carnitin
empfohlen, welches fir die Veresterung von intramitochondrial akkumulierenden
Acyl-CoA-Verbindungen bendtigt wird. Einem regelm&Rig zu beobachtenden
sekundaren Carnitin-Mangel kann dadurch vorgebeugt werden. In Episoden akuter

Dekompensation ist eine rasche intravendse Anabolisierung erforderlich.

2.2 Die 3-Methylcrotonyl-CoA Carboxylase

2.2.1 Historische Ubersicht

Erstmals wurde im Jahr 1959 dber das Enzym 3-MCC berichtet, das die
Carboxylierung von 3-Methylcrotonyl-CoA in Hihnerleber katalysiert [14]. Bereits
zwei Jahre spater konnte die 3-MCC der Familie der biotinabh&angigen Carboxylasen
zugeordnet werden [51]. In den folgenden Jahren wurde der L-Leucin-Katabolismus
in Saugetieren und Bakterien (Achromobacter, P.citroellis) untersucht und dabei
auch die 3-MCC in verschiedenen Organismen nachgewiesen [92]. 1979 gelang die
nahere Charakterisierung nach Isolierung aus Rinderniere. Es konnte gezeigt
werden, dass die bovine 3-MCC aus zwei unterschiedlichen Untereinheiten besteht
[47] und mitochondrial lokalisiert ist [46]. Anfang der 90er Jahre wurde die
codierende cDNA-Sequenz der biotin-tragenden Enzymuntereinheit in einigen
Pflanzen entschlisselt [76, 87, 89]. 2000 konnte auch das fur die kleinere

Untereinheit codierende MCCB-Gen der Ackerschmalwand (Arabidopsis Thaliana)
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kloniert werden [54]. Der hohe Konservierungsgrad der MCC-Gene von Pflanzen,
Saugetieren und Menschen ermdglichte die Klonierung der humanen MCCA und
MCCB Gene im Jahr 2001 [7, 18, 28]. Diese Entwicklung war die Grundlage fur
funktionelle Untersuchungen. 2005 wurde die Lokalisation in der mitochondrialen
Matrix auch fur die humane 3-MCC bestétigt und der Importmechanismus Uber N-

terminale Prasequenzen in unserer Arbeitsgruppe aufgeklart [78].

2.2.2 Molekularbiologische Grundlagen

3-MCC besteht aus zwei unterschiedlichen Untereinheiten. Die grof3ere biotin-
tragende a-Untereinheit (MCCa) hat eine Lange von 725 Aminosauren und ein
Molekulargewicht von 80,5 kDa. Die kleinere B-Untereinheit (MCCB) umfasst 563
Aminosauren, das Molekulargewicht betragt 61,3 kDa. Das fur die a-Untereinheit
codierende Gen MCCA ist auf Chromosom 3q26-28 lokalisiert und beinhaltet 18
Exone (2178 Basenpaare). Das MCCB Gen besteht aus 17 Exonen (1692

Basenpaare) und befindet sich auf Chromosom 5q13 [28].

In  welcher Form sich die beiden Untereinheiten zum aktiven Enzym
zusammenlagern, ist fur die humane 3-MCC noch nicht geklart. Bei dem aus
Rinderniere isolierten Enzym konnte in detaillierten Studien ein Aufbau aus je sechs
a- und je sechs B-Untereinheiten nachgewiesen werden [46]. Es wird vermutet, dass

diese Form der Assemblierung auch fir das humane Enzym zutrifft.

2.2.3 Die Enzymfamilie der biotinabhangigen Carboxy lasen

1961 konnte Lynen zeigen, dass die 3-MCC zur Gruppe der biotinabhéngigen
Carboxylasen gehdort [51]. Diese Gruppe umfasst die an der Fixierung von CO,
beteiligten Enzyme Acetyl-CoA-Carboxylase, Pyruvat-Carboxylase, Propionyl-CoA-
Carboxylase, 3-Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase, Geranoyl-CoA-Carboxylase und
die Harnstoff-Amidolyase [44]. Daneben gehoren zu den biotinabhé&ngigen Enzymen
noch die Oxalacetat-Decarboxylase, Methylmalonyl-CoA-Decarboxylase und

Glutaconyl-CoA-Decarboxylase, die eine Freisetzung von CO, bewirken, sowie die
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fur den Transfer von Carboxylgruppen verantwortliche Transcarboxylase. Diese
Enzyme zeigen viele strukturelle und katalytische Gemeinsamkeiten.

Far alle ist der Cofaktor Biotin essentiell, der in seiner aktiven Form kovalent an das
Enzymprotein gebunden ist. Biotin, auch Vitamin H genannt, ist aus einem
bicyclischen Ring mit Valerat-Seitenkette aufgebaut (Abbildung 2.3). Die Bindung
von Biotin erfolgt Uber eine Saureamidbindung an die e-Aminogruppe eines
Lysylrests. Diese Art der posttranslationalen Modifikation wird durch das Enzym
Holocarboxylase-Synthetase bewerkstelligt und fihrt dazu, dass aus tierischem
Gewebe isoliertes Biotin nur in Form des Biocytins (s-N-Biotinyllysin) vorkommt [53,
94].

i
HN NH

g """ COOH
Abbildung 2.3: Strukturformel von Biotin

Gemeinsamer katalytischer Mechanismus

Die von den biotinabhangigen Carboxylasen katalysierten Reaktionen lassen sich in
zwei Teilschritte untergliedern. Im ersten Schritt (1) wird Biotin unter Verbrauch von
ATP und Bikarbonat carboxyliert. Im zweiten Schritt (2) wird das an Biotin

gebundene CO, auf ein Akzeptor-Molekul Gbertragen.

(1) Enzym-Biotin + (Mg?*) ATP + HCO,” «+——— Enzym-Biotin-CO, + ADP+P,

(2) Enzym-Biotin-CO, + Akzeptor «———— Akzeptor-CO, + Enzym-Biotin

Der Carboxylierungsreaktion liegt ein gemeinsamer Kkatalytischer Mechanismus

zugrunde. Die meisten der biotinabhangigen Carboxylasen besitzen drei funktionelle
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Doméanen: Die Biotin-Carboxylierungs-Domane (BC) mit der ATP-Bindungstasche,
die Biotin-Carboxyl-Carrier-Doméne (BCC) und die Carboxyltransferase-Domane
(CT). Diese Regionen sind strukturell hoch konserviert und zeigen typische Motive in
der Aminosaure-Sequenz [42, 65]. In Abbildung 2.4 ist der Reaktionsmechanismus
der 3-Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase dargestellt, welcher in ahnlicher Form auch
fur die anderen Carboxylasen zutrifft.

Die MCCa-Untereinheit tragt die BC (As 48-494) sowie die BCC-Domane (As 629-
714). MCCp besteht zu groR3en Teilen aus der CT-Doméane (As 55-557). Die beiden
Untereinheiten lagern sich zum aktiven Enzym zusammen, wobei der
Oligomerisierungs-Status in der Abbildung unbertcksichtigt bleibt. Fur die Bindung
von CO; an Biotin ist die Kooperation der BCC- mit der BC-Doméne notwendig, die
sich einander anndhern. Als CO,-Quelle dient Carboxyphosphat, welches durch
Reaktion von Hydrogencarbonat mit ATP entsteht [38]. Das carboxylierte Biotin
bewegt sich dann zur MCCB-Untereinheit, die fiir die Ubertragung des CO, auf das
Substrat  3-Methylcrotonyl-CoA zustandig ist. Das Reaktionsprodukt ist 3-
Methylglutaconyl-CoA.
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(1) (2)

ATP + HCO, O, + ADP+P

NH; (MCCa) NH;

NH,—] cT - ey

3)

.,

# 3—MeihylcrotonyI-CoA -Methylglutaconyl-CoA

NH—] \ cT

Abbildung 2.4: Schematische Darstellung des katalyt ischen Mechanismus
biotinabhangiger Carboxylasen, am Beispiel der 3-Me thylcrotonyl-CoA-
Carboxylase.

(1) Die Enzymuntereinheiten sind mit ihren funktionellen Domanen gezeigt. MCCa
enthalt die Biotin-Carboxylierungsdoméane (BC) und die Biotin (B) bindende Biotin-
Carboxyl-Carrier-Domane (BCC). MCCB wird fast vollstandig von der
Carboxyltransferase-Domane (CT) eingenommen. Die Assemblierung der
Untereinheiten ist durch die Verbindungsstriche angedeutet. (2) Durch Kooperation
der BC- mit der BCC-Domane, wird CO, energieabhéngig an Biotin fixiert. (3) Das
carboxylierte Biotin bewegt sich nun zur MCCpB-Untereinheit, die den Transfer von
CO, auf das Substrat 3-Methylcrotonyl-CoA katalysiert.

Die humanen biotinabh&ngigen Carboxylasen

Beim Menschen findet man vier Reaktionen im Intermediarstoffwechsel, die von
biotinabhéngigen Carboxylasen katalysiert werden. Die cytosolisch lokalisierte
Acetyl-CoA-Carboxylase ist beteiligt bei der Umsetzung von Acetyl-CoA zu Malonyl-
CoA, einem Vorlaufer der Fettsaurebiosynthese. Bei der Pyruvat-Carboxylase,
Propionyl-CoA-Carboxylase und der 3-Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase handelt es
sich um mitochondriale Enzyme die groRe strukturelle Ubereinstimmungen
aufweisen. Die Pyruvat-Carboxylase katalysiert eine sogenannte anaplerotische

Reaktion des Citratzykus in der aus Pyruvat Oxalacetat gebildet wird und gilt als
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Schlusselenzym in der Gluconeogenese. Die Propionyl-CoA-Carboxylase hat eine
wichtige Funktion beim Abbau der Aminosauren Valin, Isoleucin, Methionin und
Threonin sowie ungeradzahliger Fettsauren. Ihr Defekt fihrt zur autosomal rezessiv
vererbten Propionazidamie, die ebenfalls im NGS detektiert werden kann. Die
Aufgabe der 3-Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase im L-Leucin-Katabolismus wurde

bereits unter Punkt 2.1.1 ausfiuhrlich erortert.

2.2.4 Mitochondrialer Proteinimport

Von den circa 1000 mitochondrialen Proteinen werden die meisten an cytosolischen
Polysomen synthetisiert. Sie besitzen ein N-terminales Signalpeptid mit einer Lange
von 10-80 Aminosauren, das den Transport ins Mitochondrium vermittelt (Abbildung
2.5). Charakteristischerweise zeigt das Signalpeptid eine positiv geladene und
hydrophobe Oberflache [1, 68].

Signalpeptid COO-
NH3+ “ \\\

++++

Abbildung 2.5: Schematische Darstellung eines  Polyp eptids  mit
mitochondrialem Transportsignal.

Die Signalsequenz ist aminoterminal lokalisiert und besteht aus Aminosauren, die
eine o-Helix mit hydrophober, positiv geladener Oberflache ausbilden. Diese
Oberflachenstruktur spielt eine wichtige Rolle zur Erkennung des Porenkomplexes
(TIM/TOM) in der mitochondrialen Membran.
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Der Transport der ungefalteten Praproteine vom Cytosol in den Matrixraum des
Mitochondriums erfolgt durch Porenkomplexe der &ul3eren (Translokase der
AuReren Mitochondrienmembran, TOM) und der inneren Membran (Translokase der
Inneren Mitochondrienmembran, TIM). Im Matrixraum wird die Signalsequenz durch
die mitochondriale Prozessierungspeptidase abgespalten [25] und anschlieRend
werden die ,reifen” Proteine unter Assistenz bestimmter Chaperonine (Hsp 70; Hsp
60) zu ihrer aktiven Form gefaltet [35, 60].

2.2.5 Mitochondrialer Import der 3-MCC

2005 wurde in unserer Arbeitsgruppe gezeigt, dass die Untereinheiten der 3-MCC
ebenfalls Gber N-terminale Signalpeptide in die mitochondriale Matrix geschleust
werden [78]. Dort findet die Abspaltung der Prasequenzen statt, die eine Faltung und
Assemblierung zum aktiven Enzym ermoglicht. MCCa besitzt eine 41 Aminosauren
lange Signalsequenz, d.h. die prozessierte Untereinheit beginnt mit der Aminosaure
an Position 42. Fur MCC wurde ein mitochondriales Importsignal nachgewiesen,
das die Aminosduren 1-22 umfasst. Folglich bildet die Aminosaure an Position 23
den N-terminalen Anfang des prozessierten Polypeptids.

Die genaue Kenntnis Uber die Aminotermini der gereiften (prozessierten)
Enzymuntereinheiten bildet die Grundlage fur die rekombinante Expression von
MCCa und MCCB.
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3 Zielsetzung

Der 3-Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase (3-MCC)-Mangel stellt eine der haufigsten
organischen Azidamien des Menschen dar. Die genetische Lokalisation der
angeborenen Stérung und ein breites Spektrum von Mutationen sind in der Literatur
beschrieben. Es lasst sich jedoch bisher keine Korrelation beobachten zwischen
klinischem  Phanotyp  (Symptome, Verlauf),  biochemischem  Phanotyp
(akkumulierende Metabolite, Enzymaktivitdt) und zugrunde liegendem Genotyp.
Mdogliche Auswirkungen von nachweisbaren Mutationen auf die Stabilitéat, Funktion
und Interaktion der Enzym-Untereinheiten sind weitgehend unverstanden.

Ziel dieser Arbeit war es daher, Voraussetzungen zu schaffen fur eine
weitergehende biochemische Charakterisierung der 3-MCC auf Proteinebene.
Hierfir sollte ein prokaryontisches Expressionssystem etabliert werden, das
detaillierte Untersuchungen der Enzym-Untereinheiten MCCa und MCC[3 ermdglicht.
Die rekombinant hergestellten Untereinheiten sollten s&ulenchromatographisch
aufgereinigt und nach erfolgreicher Rekonstitution auf messbare Enzymaktivitat
Uberpraft werden.

Ein weiterer Schwerpunkt war die Generierung von Antikérpern. Peptid-Antikorper
soliten dem Nachweis der in E.coli exprimierten Enzymuntereinheiten dienen.
Zusatzlich war die Herstellung von polyklonalen Antikérpern gegen MCCa und MCCp
vorgesehen, welche Immunprazipitationen und somit  Protein-Protein-

Interaktionsstudien ermdglichen sollten.
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4 Material

4.1 Gerate und Zubehor

Neben der Ublichen Laborausstattung wurden verwendet:

PCR-Thermocycler

Mastercycler personal, Eppendorf
(Hamburg)

PAGE-Apparatur

XCell SureLock™ Mini Cell, Invitrogen
(Karlsruhe)

Ultraschallstab

Sonifier W-2500, Branson (Danbury, USA)

Gewebs-Homogenisator

Polytron PT2100, Kinematica (Luzern,
Schweiz)

Elektroblotapparatur

X Cell 1l Blot Module, Invitrogen (Karlsruhe)

Platten-Multifunktionsreader

FLUOstar Optima, BMG Labtech
(Offenburg)

Spektrophotometer

Ultrospect 1000, Pharmacia Biotech
(Cambridge, England)
Bio Photometer, Eppendorf (Hamburg)

AKTAprime FPLC-Anlage

Amersham Biosciences Europe (Freiburg)

GroélRenausschluss-Chromatographie-
Saule (HiLoad Superdex 75)

GE Healthcare Bio-Sciences
(Uppsala, Schweden)

Fertigsaule
(HiTrap™ Protein A HP)

GE Healthcare Bio-Sciences (Uppsala,
Schweden)

Fertigsaule (HiTrap™ Desalting)

GE Healthcare Bio-Sciences (Uppsala,
Schweden)

Leersaule (Chromatographie-Saule
XK 16/20)

GE Healthcare Bio-Sciences (Uppsala,
Schweden)
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4.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Die

in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden,

wenn nicht anders

angegeben, in p.a.-Qualitdt von folgenden Firmen bezogen. Bio-Rad (Minchen),

Biozym Diagnostik (Oldendorf), Invitrogen (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Serva
Feinbiochemica (Heidelberg), SIGMA-ALDRICH GmbH (Steinheim, Taufkirchen)

DNA Polymerization Mix (20 mM/dNTP)

Amersham Biosciences (Freiburg)

1 kb DNA Langenstandard

Invitrogen (Karlsruhe)

DNA Molecular Weight Marker V

Roche Diagnostics (Mannheim)

ProteingréRenstandard (SeeBlue®)

Invitrogen (Karlsruhe)

Proteingré3enstandard (MultiMark
Standard)

Invitrogen (Karlsruhe)

Proteingro3enstandard (PageRuler™)

Fermentas (St. Leon-Rot)

ProteingréRenstandard (SeeBlue® plus?)

Invitrogen (Karlsruhe)

Chemilumineszenz Substrat (CDP-Star™)

Roche Diagnostics (Mannheim)

Nitrocellulosemembran (Optitran BA-S85)

Schleicher & Schuell (Dassel)

Saulenmatrix (Amylose-Resin E8021L)

New England BioLabs (Frankfurt)

Immobilized Protein A

Perbio Science Deutschland (Bonn)

Zentrifugen-Konzentrator (Amicon
Centriplus RC/YM, 10.000 MWCO)

Millipore Corporation (Bedford, USA)

Zentrifugen-Konzentrator (VIVASPIN;
30.000 MWCO, 3.000 MWCO)

Vivascience (Hannover)

Dialysemembran (Zellu Trans 6.0, MWCO
8.000-10.000)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Dialysemembran (SpectraPor®, MWCO
15.000)

Spectrum Laboratories, Inc. (Rancho
Dominguez, USA)

Medium (DMEM Low Glucose)

PAA (Pasching, Osterreich)

Versen-Trypsin

Apotheke Klinikum Innenstadt der LMU

Fotales Kalberserum

Biochrom (Berlin)

Antibiotic-Antimycotic-Solution

PAA (Pasching, Osterreich)

L-Glutamin 200 mM

Biochrom (Berlin)

NuPAGE® BisTris Gel 4-12%

Invitrogen (Karlsruhe)

NuPAGE” 4x LDS Sample Buffer

Invitrogen (Karlsruhe)
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NuPAGE” 10x Reducing Agent

Invitrogen (Karlsruhe)

NuPAGE” 20x MOPS SDS Running
Buffer

Invitrogen (Karlsruhe)

NuPAGE® Antioxidant Reagent

Invitrogen (Karlsruhe)

Coomassie Brilliant Blue

BIO-RAD (Minchen)

4.3 Enzyme

Samtliche Restriktionsenzyme sowie deren Puffer wurden von der Firma Roche

Diagnostics GmbH (Mannheim) bezogen.

Taqg DNA Polymerase

Roche Diagnostics (Mannheim)

T4 DNA Ligase

Invitrogen (Karlsruhe)

CIP

New England BioLabs (Frankfurt)

Faktor Xa Cleavage Kit

Novagen (Darmstadt)
New England BioLabs (Frankfurt)

4.4 Reinigung, Synthese und Nachweis-Kits

Expand High Fidelity PCR System

Roche (Mannheim)

Expand Long Template PCR System

Roche (Mannheim)

Big Dye Terminator v3.1 Cycle
Sequenzing Kit

Applied Biosystems
(Warrington, USA)

BIO-RAD Protein Assay

BIO-RAD, (Minchen)

Venor®GeM Mycoplasma Detection Kit

Minerva Biolabs (Berlin)

QIAGEN Plasmid Mini Kit

QIAGEN (Hilden)

QIAGEN Plasmid Midi Kit

QIAGEN (Hilden)

QIAquick PCR Purification Kit

QIAGEN (Hilden)

SulfoLink®-Kit

Perbio Science Deutschland (Bonn)
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4.5 AntikGrper

Primarantikorper
(Anti-MBP-Antiserum)

New England BioLabs (Frankfurt)

Primarantikorper
(Penta-His-Antibody)

QIAGEN (Hilden)

Sekundarantikorper
(Anti-Rabbit IgG AP-Conjugate)

Promega Corporation
(Madison, USA)

Sekundarantikorper
(Anti-Mouse IgG AP-Conjugate)

Promega Corporation
(Madison, USA)

4.6 Vektoren

PMAL-c2X (Amp")

New England BioLabs (Frankfurt)

PGEX-3X (Amp")

Pharmacia (Uppsala, Schweden)

Pin Point™ Xa-1, Xa-2, Xa-3 (Amp®)

Promega (Mannheim)

PQE-30; pQE-60 (Amp®)

QIAGEN (Hilden)

pBAD/His Kit oder pBad/Myc-His-Kit

Invitrogen (Karlsruhe)

pOTB7 (Chloramphenicol®)

Deutsches Ressourcenzentrum

pGEM-T Easy (Ampi")

Promega GmbH, (Mannheim)

4.7 Bakterienstamme

Escherichia coli

DH5a supE44, AlacU169 (P80 lacZAM15), hsdR17, recAl,
gyrA96, thi-1, relAl
(Hanahan 1983; Bethesda Research Lab.1986)

XL-1 Blue endAl gyrA96(nalR) thi-1 recAl relAl lac ginvV44 F[ ::Tn10
proAB+ laclqg A(lacZ)M15] hsdR17(rK- mK+)
(Stratagene La Jolla ,CA,USA; Bullock 1987)
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BL 21 Codon Plus-
RIL

F~ ompT gal decm lon hsdSg(rg” mg’) A(DE3 [lacl lacUV5-T7
gene 1 ind1 sam7 nin5])
(Stratagene)

TOP10

F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74
deoR nupG recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK
rpsL(StrR) endAl A-

(Casdaban, M. and Cohen, [1980] Grant, SG.N. et al.
[1990], Invitrogen)

M15[pREP4]

Nal® Str° Rif> Thi Lac” Ara” Gal’ Mtl' F" RecA” Uvr’ Lon"
(Bestandteil des Kits ,,QlAexpress Type IV*; Qiagen, Hilden)

4.8 Oligonukleotide

Ta gibt die in der jeweiligen PCR verwendete Annealingtemperatur an.

4.8.1 Oligonukleotide

far die Herstellung der

Expressionskonstrukte

Amplifikationsprimer Sequenz Ta

MCCApMAL-c2X EcoRl 5-CCGAATTCAATGACAACAGCCACAG-3 52T
MCCApMAL-c2X Hindlll 5-AAAAGCTTTTATTCCGATTCCCTTTTG-3 52T
MCCBpMAL-c2X EcoRl 5 -GGGAATTCATGTATCACGGGGAC-3 52T
MCCBpMAL-c2X Hindlll 5 -ATAGGATCCGCTAACCTTAAGAGG-3 52T
MCCA_AKpGEX-3X BamHI | 5-CAGGGATCCTAGTGCACCTCTCT-3 52T
MCCA_AKpGEX-3X EcoRl 5-TTGGAATTCTTAAGAAGATAAGTATTG-3 52T
MCCA-AK-BamHI for 5-CAGGGATCCGTGCACCTCTCT-3 52T
MCCA-AK-Hindlll rev 5 -TTGAAGCTTTTAAGAAGATAAGTATTTG-3" | 52T
MCCB_AKpMAL-c2X EcoRI | 5-ATAGGATCCGCTAACCTTAAGAGG-3’ 52T
MCCB_AKpMAL-c2X Hindlll | 5"-AAAAGCTTTTACATCCTGAAGATACC-3 52T
MCCA 42 BamHI for 5"-CCGGATCCATGACAACAGCCACAG-3 52T
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4.8.2 Oligonukleotide flur die Sequenzierung der MCCA cDNA

cDNA Sequenzierprimer 5'Sequenz 3’

MCCA1 600r GCAGATGGAGGAGGGCCTAT
biotEx8r GCCATGGTGATCACCAAACACC
1280r CGAAGGCATGGCCCTGCAGAG

MCCAZ2 3r GATGAAATCAGTGTGCACGTTCC
1920r GGTAAGTGCAGTCTCCCTCGC
r AGAGAGAAGACACTACTTAACTGG

4.8.3 Oligonukleotide fiur die Sequenzierung der  MCCB cDNA

cDNA Sequenzierprimer 5'Sequenz 3’

gesamt 330r CCTCTTGATATGTGAAGTGCTCG
[lr CGGCCAAAGTGGTCTCGATCTGG
ir AACTATTCCATACAATTCATCAGC
IVr CATAGTTTCCGGCTCCATAGGAGC
Vr GGCTACTACATGTGTTAATTTTCAG

4.8.4 Oligonukleotide fiir Clone screen PCR

Primername Sequenz

malE 5-GGTCGTCAGACTGTCGATGAAGCC-3
SP6 5 -GATTTAGGTGACACTATAG-3

pQE forward 5-CGGATAACAATTTCACACAG-3

pPQE reverse

5-GTTCTGAGGTCATTACTGG-3’
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4.8.5 Oligonukleotide fir die gerichtete Mutagenese

Mutagenese-primer 5'Sequenz 3’

PMAL-c2XMBP-stop GCCCTGAAAGACGCGCAGACTTAGTCGAGCTCGAA

N368

PMAL-c2XMBP-stop TTCGAGCTCGACTAAGTCTGCGCGTCTTTCAGGGC

N368_ antisense

pQE-60-A115T TTAAAGAGGAGAAATTAACCTTGGGAGGATCCAGATCT
C

PQE-60A115T_antisense | GAGATCTGGATCCTCCCAAGGTTAATTTCTCCTCTTTAA
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4.9 Medien, Puffer und Stammldsungen

4.9.1 Anzuchtmedien fur

LB-Medium:

Rich broth:

Selektive LB-Agarplatten:

LB-Glycerin-Lésung:

10 g

59
10 g
Ad 1000 ml

Ad 1000 ml

209
ad 1000 ml
50 pg/ml

50 %
50 %

Pepton
Hefeextrakt
NaCl

H,O, pH 7.4

Trypton
Hefeextrakt
NaCl
Glucose
H,O, pH 7.4

Agar-Agar

LB-Medium, autoklavieren
Ampicillin oder Chloramphenicol
(Zugabe von Antibiotikum nach
Abkuhlung auf 50C)

LB-Medium
Glycerin

Mischen und Autoklavieren fiir 20 min bei 21C

4.9.2 Allgemeine Puffer und Lésungen

TBE-Puffer:

TBS-Puffer:

TE-Puffer

90 mM
90 mM
2 mM

20 mM
140 mM

10 mM
1 mM

Tris-HCI, pH 8.0
Borsaure
EDTA

Tris-HCI, pH 7.5
NaCl

TrisHCI, pH 8.0
EDTA

Die oben genannten Puffer wurden mit aqua bidest hergestellt, welches Uber die

Apotheke Klinikum Innenstadt der LMU bezogen wurde. Anwendungsspezifische

Puffer werden im Methodenteil beschrieben.
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5 Methoden

5.1 Standardtechniken far das Arbeiten mit

Nukleinsauren

5.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli

Die Reinigung von Plasmid-DNA wurde unter Verwendung des QIAGEN Plasmid
Mini- bzw. Midi-Kits nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Die Plasmid-DNA-
Praparation mit dem QIAGEN-Kit funktioniert nach dem Prinzip der ,Alkalischen
Lyse" [11]. Unter alkalischen Bedingungen wird chromosomale DNA denaturiert,
superhelikale Plasmid-DNA dagegen verbleibt in seiner nativen Konformation.
Bakterien einer Ubernachtkultur werden im alkalischen Milieu in Gegenwart von SDS
lysiert, und durch Zugabe von Natriumacetat neutralisiert. Eine sich anschliel3ende
Zentrifugation trennt prazipitierte chromosomale DNA und Proteine von der Plasmid-
DNA in der wassrigen Phase. Die Isolierung der Plasmide aus der wassrigen Phase
erfolgt durch reversible Bindung an eine Silikamatrix.

Bei der Praparation mit dem Midi-Kit wurde die Plasmid-DNA durch Erhéhung der
Salzkonzentration von der Matrix eluiert, anschlieend mit Isopropanol gefallt,
getrocknet und in 100-150 pl H,O resuspendiert. Bei der Praparation mit dem Mini-
Kit wurde die Plasmid-DNA mit 50 ul H,O eluiert.

5.1.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung von D NA-

LOosungen

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte durch Messung der UV-Absorption
bei A=260 nm mit Hilfe eines UV/VIS-Spectrometers. Es besteht eine lineare
Abhangigkeit der Absorption von der Konzentration. Die OD,go VONn 1, entspricht einer
Konzentration von 50 pg/ml dsDNA. Als Kriterium fir die Reinheit einer DNA-

Praparation wird das Verhaltnis ODy5/OD,gy herangezogen. Fir reine DNA
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schwankt dieser Wert je nach GC-Gehalt der Probe zwischen 1.8 und 2.0. Niedrigere
Quotienten zeigen Proteinverunreinigungen an, héhere lassen auf die Anwesenheit

von RNA schlielRen.

5.1.3 Konzentrationsbestimmung mittels Agarose-Gel

Beim Umgang mit geringen DNA-Mengen wurde die Quantifizierung mittels Agarose-
Gel angewendet, die noch einen Nachweis bis zu 5 ng DNA ermdglicht. Dazu
wurden unterschiedliche Volumina der jeweiligen Probe zusammen mit einem DNA-
GroRenmarker mit bekanntem DNA-Gehalt auf ein Agarose-Flachbett-Gel
aufgetragen. Im UV-Licht konnte aufgrund des Vergleichs der Bandenintensitat die

Konzentration abgeschéatzt werden.

5.1.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine sehr effektive Methode, um in vitro
groe Mengen einer spezifischen DNA-Sequenz zu erzeugen. Grundlage ist ein
zyklischer dreistufiger Prozef3. Dieser besteht aus dem wiederholten Ablauf von
Strangtrennung (Denaturierung), Bindung zweier spezifischer Oligonukleotide
(Annealing) und DNA-Synthese (Elongation) mit hitzestabiler DNA-Polymerase. Fir
analytische Zwecke (z.B. Screening von Bakterienklonen) wurde die Tag-DNA-
Polymerase verwendet. Fir Klonierungsexperimente wurde die Expand-High-
Fidelity-Polymerase gewahlt. Diese besitzt eine ,Proofreading“-Exonukleaseaktivitat,
die im Vergleich zur Tag-Polymerase zu einer zehnfach hoheren Genauigkeit der
DNA-Synthese fihrt.

5.1.5 Amplifikation von cDNA fiir Expressionskonstru kte

Grundlage zur Konstrukterstellung war die komplette cDNA von MCCA im
Plasmidvektor pOTB7 und MCCB im Plasmidvektor pGEM-T Easy. Diese bereits im
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Labor vorhandenen Konstrukte dienten als Template fir nachfolgende PCR-
Reaktionen.

Die 18-30 Basenpaare langen PCR-Primer wurden so konzipiert, dass an deren 5°-
Ende eine Restriktionsschnittstelle eingefuhrt wurde [73]. Neben einem Guanidin-
und Cytosin-Gehalt von 40-60 % wurde auch eine moglichst geringe
Komplementaritat innerhalb der Primer und zwischen den Primer-Paaren angestrebt.
Die Sequenzen der verwendeten Primer sind im Materialteil dieser Arbeit

angegeben.

Zur Generierung des Insert* wurde folgender PCR-Ansatz gewéhlt

2 ul Template (MCCA-cDNA und MCCB-cDNA)
1 pl forward primer
1 pl reverse primer
1 pl dNTP-Mix
5 ul 10x PCR-Puffer
0.75 ul Expand High Fidelity Polymerase
~ Ad 50 pl aqua bidest.

PCR-Programm

Die Temperatur fir die Elongation und die abschlieRende Auffullreaktion war
abhangig von der GrofRe des PCR-Produkts. Bei PCR-Produkten kleiner als 3 kb,
wurde eine Elongations-Temperatur von 72T gewahlt, bei gréf3eren Fragmenten
68<T. Die Aktivitat der Polymerase wird vom Herstel ler mit 0.7 min/kb PCR-Produkt

beziffert.

Schritt Temperatur Dauer Zyklen
Initiale 94<C 2 min 1x
Denaturierung

Denaturierung 94C 45 sec

Annealing 53C 45 sec 30x
Elongation 72C 3 min

Auffillreaktion 72T 10 min 1x
Kihlen 4C
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5.1.6 Nachweis einer Insertion in rekombinanten Pla smiden
mittels PCR

Um korrekt transformierte Klone zu identifizieren, wurde eine Clone-screen-PCR
durchgefiihrt. Hierzu wurden einzelne Bakterienklone von einer Agarplatte mit einer
Pipettenspitze gepickt und in 20 ul H,O suspendiert. 5 pl dieser Suspension wurden
mit 15 pl PCR-Master-Mix gemischt. Entscheidend bei der darauf folgenden PCR
war eine ausreichend lange initiale Denaturierung, um die in den Bakterien
enthaltene Plasmid-DNA freizulegen. Es wurden jeweils ein Vektor-Primer und ein
Insert-Primer benutzt. Zeigte die spéatere gel-elektophoretische Auswertung ein

spezifisches PCR-Produkt, war dies ein Hinweis flr eine gelungene Insertion.

Clone-Screen-PCR-Mastermix (fir 10 Ansétze)

2 yul Tag-Polymerase
2 yl Insert primer
2 ul Vektor primer
20 pl 10x PCR-Puffer + dNTP
Adl—50uI aqua bidest.

Clone screen PCR-Standard-Programm

Schritt Temperatur Dauer Zyklen
Initiale 94<C 10 min 1x
Denaturierung

Denaturierung 94C 40 sec

Annealing 52T 40 sec 24x
Elongation 72C 40 sec

Auffillreaktion 72T 5 min 1x
Kihlen 4C

Automatische Sequenzierung von DNA

Basierend auf der Kettenabbruch-Methode nach Sanger [72] wurde die DNA-
Sequenzierung mit Hilfe des BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

durchgefuhrt.
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Sequenzieransatz

0.5-2 ul gereinigtes PCR-Produkt oder Plasmid Praparation
(ca. 450 ng reine DNA)
1 pul Sequenzier Primer (10 pmol/ul)

2 ul BigDye v.3.1 Sequencing Mix
Ad 5 pl aqua bidest

PCR-Programm zur Sequenzierung mit BigDye v3.1

Schritt Temperatur Dauer Zyklen
Denaturierung 95C 2 min

. 2
Annealing 50C 30 sec o
Elongation 60C 4 min
Kihlen 4C Hold

Die Proben wurden von der Firma Medigenomix prazipitiert, gereinigt und auf einem
ABI 3730 DNA Sequencer (Applied Biosystems, Weiterstadt) analysiert. Die
Sequenz-Daten wurden mit dem Computerprogramm Sequence Navigator (Applied

Biosystems, Weiterstadt) ausgewertet.

5.1.7 Reinigung von PCR-Produkten

PCR-Produkte wurden zur Abtrennung von Template und Polymerasen mittels
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden) nach Herstellervorschrift gereinigt.
Am Ende der Saulenreinigung wurde das PCR Produkt mit 30-50 ul H,O bidest

eluiert.

5.1.8 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

Die Analyse von DNA-Fragmenten erfolgte durch Auftrennung nach ihrem
Molekulargewicht mit Hilfe der Gelelektrophorese. Verwendet wurden Agarose-
Flachbett-Gele, in denen entsprechend der zu erwartenden FragmentgréRen die
Agarose-Konzentrationen zwischen 0.7 bis 2 % variiert wurden. Die Agarose wurde
in 100 ml 1x TBE-Puffer aufgekocht und nach einigen Minuten bei Raumtemperatur

mit 2 Tropfen Ethidiumbromid-Lésung (0.625 mg/ml) versetzt. Die Proben wurden
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vor dem Gelauftrag mit ,loading buffer* gemischt. Als Langenstandard diente der
Marker 1 kb und Marker V. Zur Elektrophorese wurde eine Spannung von 80-120 V
angelegt, bis die gewlnschte Trennung der DNA-Fragmente erreicht war. Die Gele

wurden bei 312 nm UV-Durchlicht fotografiert.

5.1.9 Isolierung von DNA aus Agarose Gel

Nach der Agarose-Gel-Elektrophorese, wurde die gewiinschte Bande unter UV-Licht
detektiert und madglichst prazise ausgeschnitten. Die weitere Reinigung wurde mit
dem QIAquick Gel Extraction Kit nach Herstellervorschrift durchgefiihrt. Dieses Kit
beruht auf der modifizierten Methode von Vogelstein und Gillespie [85], bei der nach
Schmelzen der Agarose die DNA in Gegenwart hoher Salzkonzentrationen
spezifisch an Silikagel adsorbiert und bei niedrigerer Salzkonzentrationen und einer
basischen Umgebung von pH 7.5 bis 8.0 eluiert werden kann. Die Elution der DNA
erfolgte mit 30-50 pl H,O bidest.

5.1.10 Restriktionsverdau von DNA

Die in dieser Arbeit verwendeten Typ lI-Restriktionsendonukleasen sind Enzyme
bakteriellen Ursprungs, die spezifische DNA-Sequenzen erkennen und schneiden.
Dabei entstehen glatte (blunt ends) oder einander komplementare 5- bzw. 3'-
Uberhé&ngende (sticky ends) Enden. Der Restriktionsverdau von DNA wurde in
Volumina von 20 ul (analytisch) oder 50 ul (praparativ) durchgefihrt. Es wurden die
vom Hersteller (Roche) empfohlenen 10x-Reaktionspuffer verwendet und eine DNA-
Menge von 0.2-10 ug eingesetzt. Die Ansatze wurden fur 1-3 h bei 37T inkubiert
und im Anschluss Aliquote mittels Agarose-Gel-Elektrophorese analysiert.

5.1.11 Dephosphorylierung linearisierter Plasmide

Um die Selbstligation des geschnittenen Vektors zu verhindern, wurden mit Hilfe des

Enzyms Alkalische Phosphatase (Calf Intestine Alkaline Phosphatase, CIP) die 5°-
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Phosphat-Reste der Vektor-DNA abgespalten. Plasmidvektoren wurden zunachst
durch Verdau mit geeigneten Restriktionsendonukleasen linearisiert. Zu dem
Restriktionsansatz wurde 1 ul des CIP-Enzyms hinzupipettiert und fir eine Stunde
bei 37T inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz auf einem Agarose-Gel

aufgetrennt und gereinigt.

5.1.12 Ligation von DNA-Fragmenten

Fir den Einbau eines DNA-Fragments in einen linearisierten Klonierungsvektor
wurde das Enzym T4 DNA-Ligase verwendet. Dieses Enzym Kkatalysiert die
Verknupfung von freien 3"-Hydroxyl- und 5-Phosphat-Gruppen doppelstrangiger
DNA.

Es wurde folgender Ligationsansatz gewéhlt

4 ul 5x Ligasepuffer (inkl. ATP)
2-3 ul geschnittener Plasmidvektor (10-20 ng/ul)
4-8 ul DNA-Fragment (20-40 ng/ul)
0.5 ul T4 DNA-Ligase (1 U/pl)
~ Ad 20 pl H,O bidest.

Fur die Ligation wurde das zu inserierende DNA-Fragment in einem dreifach
molaren UberschuR gegeniliber dem Vektor eingesetzt und der Reaktionsansatz
uber Nacht bei 16-17<C inkubiert.

5.1.13 Transformation chemisch-kompetenter  E.coli Zellen

Kompetente E.coli Bakterien sind in der Lage, bei kurzfristiger Erhéhung der
Temperatur auf 42C Plasmid-DNA aufzunehmen. Die auf den verwendeten
Plasmiden codierten Antibiotika-Resistenz-Gene (Ampicillin) dienen der spateren
Selektion erfolgreich transformierter Bakterien. Eine eiskalte Suspension chemisch
kompetenter E.coli wurde vorsichtig mit 2-5 pl Ligationsansatz gemischt und fir 20

min auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock erfolgte im Wasserbad bei 42T fir 90
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Sekunden. AnschlieBend wurde der Ansatz sofort wieder auf Eis gekuhlt, und nach 2
min mit 500 pl LB-Medium vermischt. Nach Inkubation von 1 h bei 37T in einem
Thermomixer, wurde der Transformationsansatz zentrifugiert (2000 Upm; 2 min) und
der Uberstand bis auf ca. 100 pl abgenommen. Die Zellen wurden in dem
verbliebenen Rest resuspendiert und auf LB-Agar-Platten mit dem entsprechenden

Antibiotikum ausplattiert.

5.1.14 Gezielte Mutagenese von DNA in vitro

Mit dieser Technik kdénnen gezielt Punktmutationen in doppelstrdngige DNA
eingefiigt werden. Ebenso ist das Hinzufiigen oder Entfernen eines Basentripletts
maoglich. Das Prinzip beruht auf zwei synthetischen Oligonukleotid-Primern mit einer
Lange von 25-45 Basen, die moglichst zentral die gewtinschte Mutation tragen. Nach
Denaturierung der doppelstrangigen Ausgangs-Plasmid-DNA, binden diese an den
jeweils komplementaren Strang. Die im Kit enthaltene PfuTurbo DNA Polymerase
verlangert die Primer zu einem linearen DNA-Strang mit der gewinschten Mutation.
Die Ursprungs-DNA wird durch Verdau mit DPN | Endonuklease entfernt. In einem
letzten Schritt werden durch Transformation in XL-1 Blue E.coli die linearisierten
Strange wieder zu einem Ring geschlossen. Die gerichtete Mutagenese wurde
entsprechend den Anweisungen des ,,QuickChange® Site-Directed Mutagenesis Kit"
(Stratagene) durchgefiihrt. Mutagenese-Primer wurden mit dem web-basierten

QuickChange®-Primer-Design-Programm von Stratagene konzipiert.

PCR-Programm zur gezielten Mutagenese

Schritt Temperatur Dauer Zyklen
Initiale 95C 30 sec 1x
Denaturierung
Denaturierung 95C 30 sec
Annealing 55C 1 min 12-18x
Elongation 68T 1 min/kb Plasmid-

Lange
Kihlen 4C Hold
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5.1.15 Erstellung von Expressionsvektoren

Herstellung von Plasmidvektoren fir die Expression von MCCa und MCCf in E.coli

MCCA™/p-mal-c2X
Als Template diente das MCCA/pOTB7 Konstrukt. Die PCR mit dem Primerpaar

MCCApMAL-c2XEcoRIl und MCCApMAL-c2XHindlll lieferte ein DNA-Fragment mit
Restriktionsschnittstellen fir EcoRI und Hindlll. Dieses Fragment (MCCA™)
entsprach der codierenden cDNA fur das reife MCCa Protein, also ohne
aminoterminales Importsignal. Der pMAL-c2X Vektor wurde entsprechend mit EcoRl
und Hindlll Restriktionsenzymen verdaut und die MCCA™-cDNA mit dem
geschnittenen Vektor ligiert. Nach Transformation in E.coli, wurden die entstandenen
Bakterienklone mit Clone-screen-PCR und Restriktionsverdau Uberpruft.
Abschlieend wurde die Richtigkeit der cDNA-Sequenz und die Einhaltung des
Leserahmens durch Sequenzierung bestétigt.

Resultierendes rekombinantes Protein: MBP-MCCa

MCCB™/p-mal-c2X
Als Template diente das MCCB/pGEM-T-Easy Konstrukt. Dieses wurde mit dem

MCCBpMAL-c2XEcoRl und MCCBpMAL-c2XHindlll Primerpaar amplifiziert. Die
verwendeten Primer besalR3en an ihren 5" -Enden ,Linker“-Sequenzen mit denen Eco
Rl und Hindlll Restriktionsschnittstellen in das PCR-Produkt eingefiihrt wurden. Der
Translationsstart wurde durch den Primer MCCBpMAL-c2XEcoRI so versetzt, dass
MCCB ab AS 23 hergestellt wurde, also ohne aminoterminales Importsignal. Die
MCCB™"-cDNA wurde nun in den mit EcoRl und Hindlll Restriktionsenzymen
geschnittenen pMAL-c2X Vektor mit Hilfe von T4 DNA-Ligase eingefigt. Die
Insertion des cDNA Fragments wurde zunachst mit einer Clone-Screen-PCR
Uberprift, gefolgt von einem Restriktionsverdau. AbschlieRend wurde durch

mat

Sequenzierung die Korrektheit der MCCB™ cDNA-Sequenz und die Einhaltung des
Leserahmens bestatigt.

Resultierendes rekombinantes Protein: MBP-MCC[
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MCCA™/pQE- 60
Zunachst wurde unter Verwendung der Mutagenese-Oligonukleotide pQE-60A115T

und pQE-60A115T antisense das Vektor eigene ATG an Position 115 inaktiviert.
Der modifizierte pQE-60 Vektor wurde anschlieRend mit den Restriktionsenzymen
BamHI und Hindlll geschnitten und dadurch der fur den His-tag codierende Bereich
aus dem Vektor entfernt. Die Generierung des Insert-Fragments erfolgte von der
Matrize MCCApOTB7 mit Hilfe des Primerpaares MCCA 42 BamHI for/MCCApMAL-
c2X Hindlll. Abschlieend wurde das Insert in den geschnittenen Vektor kloniert.

Resultierendes rekombinantes Protein: MCCa

Herstellung von Expressionskonstrukten fiur die Generierung von polyklonalen

Antikérpern

MCCB_AK/pMAL-c2X
Als Matrize diente der MCCB/pGEM-T-Easy Vektor, aus dem das gewtinschte cDNA

Fragment (umfasste die Basenpaare 963-1629) mit Hilfe der beiden Primer
MCCB_AKpMAL-c2XEcoRl und MCCB_AKpMAL-c2XHindIll amplifiziert wurde.
Nach Restriktionsverdau mit EcoRIl und Hindlll wurde das PCR-Fragment in den
pPMAL-c2X-Vektor ligiert. Durch abschlieRende Sequenzierung konnte die Richtigkeit
des Konstrukts bestétigt werden.

Resultierendes rekombinantes Protein: MBP-MCCpas321-543)

MCCA_AK/pGEX-3X
Das MCCA_Ak-Fragment wurde mittels PCR unter Verwendung der Primer

MCCA_AKpGEX-3X BamHI und MCCA_AKpGEX-3X EcoRI generiert. Als Matrize
diente das Ausgangskonstrukt MCCA/pOTB7. Das gereinigte PCR-Fragment wurde
in den EcoRI/Hindlll verdauten pGEX-3X Vektor kloniert und durch Sequenzierung
auf seine Richtigkeit Gberpruft.

Resultierendes rekombinantes Protein: GST-MCCaasa02-643)
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MCCA_AK/pQE-30
Die PCR-Reaktion zur Generierung des MCCA_Ak-Fragments wurde mit dem

Primerpaar MCCA-AK-BamHI for und MCCA-AK-Hindlll rev durchgefihrt. Auch hier
diente der MCCA/pOTB7 Vektor als Matrize. Der pQE-30 Vektor wurde mit den
Restriktionsenzymen BamHI und Hindlll geschnitten und anschlieend das PCR-
Fragment mit den komplementaren Enden inseriert.

Resultierendes rekombinantes Protein: His-MCCa (as402-643)

Mutagenese des pMAL-c2X-Vektors zur Herstellung von MBP
Der Ausgangsvektor pMAL-c2X wurde mit dem Mutagenese Primerpaar

N368/N368antisense amplifiziert und dadurch ein Stop-Codon am 3'-Ende des
malE-Gens generiert. Das malE Gen codiert fir das Maltose-Bindende-Protein
(MBP). Die erfolgreiche Einfihrung des Stop-Codons wurde durch Sequenzierung
bestéatigt.

5.2 Arbeiten mit Escherichia coli

Alle wassrigen Losungen und Gerate zur Kultivierung von E.coli wurden 25 min bei
121C autoklaviert. Antibiotika und andere Medienzu satze (Glucose), die nicht

autoklavierbar waren, wurden steril filtriert und den Medien nach Abktihlen zugesetzt.

5.2.1 Kultivierung

Die Anzucht von E.coli erfolgte bei 37C auf einem Flachbett-Schattler (1 50-200
Upm). Als Nahrmedium diente LB-Medium mit entsprechenden Zuséatzen. Das
Wachstum der Kultur wurde anhand der optischen Dichte bei A =600 nm mit einem

Spektralphotometer gemessen. Als Leerwert diente steriles LB-Medium.
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5.2.2 Lagerung

Fur die Langzeitlagerung von E.coli wurde zunachst eine 5 ml Ubernachtkultur
angelegt, am folgenden Tag zentrifugiert (3000 g) und der Uberstand verworfen. Die
verbliebenen Bakterien wurden in 1 ml LB-Glycerin-L6ésung resuspendiert, und bei

-80C eingefroren.

5.2.3 Herstellung dauerhaft chemisch kompetenter E.coli Zellen

Um kompetente E.coli-Zellen fur die Transformation von Plasmid-DNA zu erhalten,
wurden 100 ml Psi-Broth mit 1 ml Ubernachtkultur angeimpft und bis zu einer ODggo
von 0.5-0.6 auf einem Schiittelinkubator bei 37<C in kubiert. Die Ernte der Bakterien
erfolgte nach Abkuhlen auf Eis durch Zentrifugation bei 4000 g und 4T fir 10 min.
Nach Verwerfen des Uberstandes wurden die Zellen vorsichtig in 30 ml eiskaltem
TFB 1-Puffer resuspendiert und fir weitere 90 min auf Eis belassen. Anschlie3end
wurden die Bakterien erneut unter denselben Bedingungen zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und die Zellen in 4 ml eiskaltem Puffer TFB 2 gelost. In der
Zwischenzeit wurden sterile 1.5 ml ReaktionsgefaBe in flissigem Stickstoff
vorgekuhlt und abschlieRend mit je 100 ul Zellsuspension beflllt. Die Lagerung
erfolgte bei -80C.

Medien und L&sungen zur Herstellung chemisch kompetenter E.coli

Puffer TFB 1: 100 mM RbCl, Puffer TFB 2: 10 mM MOPS
50 mM MnCl, 10 mM RbCl,
30 mM Kaliumacetat 75 mM CacCl,,
15 % Glycerinlésung 15 % Glycerinlésung
10 mM CacCl, pH 6.8; eisgekihlt

pH 5.8; eisgeklnhlt

Psi-Broth: 4 mM MgSQ,
10 mM KCI

In LB-Medium l6sen
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5.3 Eukaryontische Zellkultur

5.3.1 Kultivierung von humanen Fibroblasten

Samtliche Arbeiten wurden unter Laminarfluss in einer Sterilbank durchgefihrt und
ausschlief3lich sterile Medien, Losungen und Gerate verwendet. Die Vermehrung der
Zellen erfolgte in horizontal gelagerten Zellkulturflaschen bei 37C, 5 % CO, und
95% Luftfeuchtigkeit. Fur alle Zell-Linien wurde das gleiche Kulturmedium
eingesetzt. Bei den SV40 transformierten HF1/D3 Fibroblasten und SV40
transformierten Patienten-Zell-Linien erfolgte der Mediumwechsel alle 2-3 Tage.
Daneben wurden auch nicht transformierte Wildtyp- und Patienten-Fibroblasten

kultiviert. Hier bewéhrte sich ein Mediumwechsel in Abstdnden von 5-7 Tagen.

Herstellung von Kulturmedium
500 ml DMEM-Medium (,low glucose*)
+ 50 ml Fotales Kélberserum (FCS)
+ 5 ml Antibiotic-Antimycotic (Fa. Gibco, Paisley, Scotland, U.K.)
+5ml L-Glutamin 200 mM

5.3.2 Passagieren von Zellen

In dieser Arbeit wurden nur adharent auf dem Boden des Kulturgefal3es wachsende
Zellen verwendet. Diese wurden bei Erreichen von Konfluenz passagiert. Dazu
wurde das Kulturmedium abgesaugt, dann mit 5 ml PBS gewaschen, um das im
Medium enthaltene FCS zu entfernen. Die Zugabe von 1 ml Versen-Trypsin und
anschlieBende 5 minutige Inkubation bei 37T diente der Ablésung der Zellen von
ihrer Unterlage. Der Trypsinierungsprozess wurde unter dem
Phasenkontrastmikroskop beobachtet und durch Zugabe von 9 ml Kulturmedium
gestoppt. Die gewonnene Zellsuspension konnte in der gewinschten Menge auf

frische ZellkulturgefalRe verteilt werden.
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5.3.3 Kryokonservierung von humanen Fibroblasten

Zunachst wurde das Einfriermedium vorbereitet und zusammen mit 5 Kryoréhrchen
auf Eis gestellt. Die adharent wachsenden Zellen wurden durch Trypsin-Behandlung
abgeldst (siehe oben). Nach mikroskopischer Kontrolle wurden 9 ml Medium
zugegeben, die Zellsuspension in ein 10 ml Falcon-Rdhrchen transferiert und
anschlieRend fur 5 min bei 300 g und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Zellpellet in 0.5 ml Medium aufgenommen. Alle weiteren
Schritte erfolgten auf Eis. Den resuspendierten Zellen wurde tropfenweise 7 ml
Einfrierlosung zugegeben und diese Mischung auf die Kryoréhrchen verteilt. Das
Einfrieren sollte langsam erfolgen, um Schaden durch Kristallisation zu vermeiden.
Deshalb wurde ein Freezing Container (,Mr Frosty“) verwendet, der in einen -80C
Kihlschrank gestellt wird, und die Proben um ein Grad pro Minute abkihlt. Fur die
langfristige Lagerung wurden die Kryorbhrchen am néchsten Tag in einen Flissig-
Stickstoffbehalter Gberfuhrt.

Einfrierldsung fur eine Zelllinie: 5 ml fétales Kalberserum
4 ml DMEM (low glucose) mit Antibiotikum
1.25 ml DMSO

5.3.4 Auftauen von kryokonservierten humanen Fibrob lasten

Die in flussigem Stickstoff eingefrorenen Zellen wurden zigig im 37C Wasserbad
aufgetaut und in ein Zentrifugenrdhrchen gekippt, in welchem sich 8 ml
Kulturmedium befanden. Die Zellsuspension wurde zentrifugiert (5 min; 300 g;
Raumtemperatur) und anschlieRend der Uberstand mit der Pasteurpipette
abgesaugt. Das Zellpellet wurde in 5 ml Medium resuspendiert und nach

Uberfiihrung in eine kleine Zellkulturflasche bei 37<C im Brutschrank kultiviert.
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5.3.5 Zellernte von humanen Fibroblasten

Die Fibroblasten zweier dicht bewachsener Zellkulturflaschen wurden durch Trypsin-
Behandlung (siehe oben) von ihrer Unterlage gel6st und in jeweils 5 ml PBS
aufgenommen. Die Zellsuspension wurde in ein 10 ml Falcon-Réhrchen Uberfuhrt
und fir 5 min bei 300 g und RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, das
Pellet erneut mit 5 ml PBS gewaschen und unter den gleichen Bedingungen
zentrifugiert. Die gereinigten Zellen konnten nun in 300 pl Lysepuffer oder in 350 pl
Mitochondrien-Isolierungs-Puffer resuspendiert werden. Die Lagerung der Zellen
erfolgte bei -20<C.

Lysepuffer: PBS, pH 7.4
5 mM EDTA
1 % Triton X-100
Protease Inhibitor (1 Tablette Complete Mini auf 25 ml Puffer)

Mitochondrien- 200 mM Mannitol

Isolierungs- 70 mM Sucrose
Puffer: 1 mM EGTA
10 mM Hepes

Protease Inhibitor (1 Tablette Complete Mini auf 25 ml Puffer)

5.3.6 Herstellen eines Fibroblasten-Zellextrakts

Hierfir wurden Fibroblasten verwendet, die in Lysepuffer vorlagen. Nach
schonendem Auftauen auf Eis, erfolgte die Zell-Lyse mit Hilfe eines Ultraschallstabs
(Amplitude von 10 %; Impulszeit 2x10 sec; dazwischen 1 Minute Pause) in einem 1.5
ml Reaktionsgefal3. Das Zell-Lysat wurde hochtourig zentrifugiert (20 000 g; 15 min;
4<C), der Uberstand vorsichtig abgenommen und dessen Proteingehalt mittels
Bradford-Assay bestimmt. Anschliel3end wurde ein Western Blot durchgefuhrt, um

das Zielprotein (hier MCCa oder MCCp) spezifisch nachzuweisen.
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Anreicherung von Mitochondrien aus humanen Fibroblasten

Die Mitochondrien wurden durch eine Kombination von Zentrifugationsschritten
angereichert. Dies ist méglich, da sich die verschiedenen Zellorganellen in ihrer
Dichte unterscheiden. Die in Mitochondrien-lsolierungs-Puffer vorliegenden
Fibroblasten wurden auf Eis aufgetaut. Die Homogenisierung der Zellen erfolgte mit
einer 28%G Insulin-Spritze, indem die Zellsuspension 20-mal durch die Nadel
bewegt wurde. Das Homogenat wurde zentrifugiert (10 min; 1000 g; 4<C), der
Uberstand abgenommen und das aus Zelltrimmern bestehende Pellet verworfen.
Die im Uberstand enthaltenen Mitochondrien wurden in einem zweiten
Zentrifugationsschritt (15 000 g; 15 min; 4C) sedi mentiert und nochmals mit 1 ml
Mitochondrien-Isolierungs-Puffer gewaschen. Nach der letzten Zentrifugation (15
000 g; 15 min; 4C) wurde das gewaschene Pellet in 80 pl Mitochondrien-
Isolierungs-Puffer geldst. Die Anreicherung konnte mittels Bradford-Assay und

Western Blot analysiert werden.

5.4 Proteinbiochemische Methoden

5.4.1 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Brad  ford

Die Proteinkonzentration von Proteingemischen kann nach der kolorimetrischen
Methode von Bradford bestimmt werden. Der Test beruht auf einer Bindung des
Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue G250 an Proteine in saurer Losung; durch die
Bindung wird das Absorptionsmaximum des Farbstoffs von 465 auf 595 nm
verschoben. Die Proteinbestimmung wurde mit Hilfe des Protein Assay der Firma
Biorad nach Herstellervorschrift durchgeftihrt. Zur Messung des Proteingehalts
wurden 5 pl Probe mit 200 pl Farbstofflosung in einer 96-Well-Platte gemischt und
10 min bei Raumtemperatur bis zur Ausbildung stabiler Farbstoff-Protein-Komplexe
inkubiert. Die Extinktion wurde im FLUOstar Optima Multi-Plattenreader bei 595 nm
gemessen und die Werte gegen eine BSA-Eichreihe kalibriert.
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5.4.2 Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektroph  orese
(SDS-Page)

Die Untersuchung von Proteingemischen erfolgte durch vertikale, diskontinuierliche
SDS-Gel-Elektrophorese. Diese trennt Proteine unter denaturierenden Bedingungen
anhand ihrer Mobilitdt im elektrischen Feld, die proportional zum Molekulargewicht
ist. Vorgefertigte Polyacrylamid-Gele, Chemikalien und die Proteingel-Apparatur
wurden von der Firma Invitrogen (Karlsruhe) bezogen. Vor dem Auftrag wurden die
Proben mit 4x-LDS-Sample-buffer und 10x-Reducing-Agent versetzt und fir 5 min
bei 95T im Heizblock denaturiert. Die Gelkammer wurde nach den Angaben des
Herstellers zusammengebaut, mit den entsprechenden Laufpuffern beflllt und zur
Elektrophorese eine konstante Spannung von 200 V (60-120 mA) fir 60-90 min
angelegt. Die aufgetrennten Proteine und ein mitgefuhrter
Molekulargewichtsstandard konnten anschlieBend mit Coomassie Brilliant blue

gefarbt werden oder wurden zur Immunodetektion auf eine Nitrozellulose-Membran

ubertragen.

Laufpuffer 1: 50 ml NuPAGE® 20x MOPS SDS Running
Buffer ad 1000 ml H,O bidest

Laufpuffer 2: 200 ml Laufpuffer 1

+ 500 pl Antioxidant Reagent

5.4.3 Coomassie-Farbung von SDS-Polyacrylamid-Gelen

Um die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine im SDS-Polyacrylamid-Gel sichtbar
zu machen, wurden die Gele mit Coomassie brilliant blue Losung fur mindestens 30
min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliel3end wurde das Gel mit Entfarber (45 %
Methanol; 10 % Essigsaure) bis zur optimalen Darstellung der Banden entfarbt und
konnte dann fur einige Tage in H,O aufbewahrt werden. Zur dauerhaften
Konservierung wurden die gefarbten Gele mit einem Vakuum-Geltrockner bei 80C

auf Whatman-Filterpapier getrocknet.
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5.4.4 Umpuffern und Einengen von Proteinldsungen

Wahrend der mehrstufigen chromatographischen Reinigung von Proteinen musste in
vielen Fallen ein Pufferaustausch vorgenommen werden, um stérende
niedermolekulare Stoffe aus der Protein-Lésung zu entfernen. Hierfir wurden
Dialyse, Gelfiltration und Ultrafiltration eingesetzt. Abhangig vom Probenvolumen
und der GroRe des Zielproteins, standen Dialyse-Schlauche aus Cellulose mit
unterschiedlichen Ausschlussgrenzen zur Verfigung. Nach Rehydratisierung wurden
diese mit Protein-L6sung beflllt, dicht verschlossen und tber Nacht bei 4C gegen
ein mindestens 200-faches Puffervolumen (z.B. PBS) dialysiert.

Zur raschen Trennung von hochmolekularen und niedermolekularen Substanzen
wurde die Gelfiltration mittels HiTrap™ Desalting Saulen (GE Healthcare) eingesetzt.
Die Saulenmatrix besitzt Poren definierter Groe, in die kleine Molekile
hineindiffundieren kdnnen. Grol3ere Molekile kbnnen nicht eindringen und benétigen
deshalb deutlich weniger Zeit fur die Saulenpassage. Das Einengen von Protein-
Losungen erfolgte mit Zentrifugen-Konzentratoren der Firma Millipore und
Vivascience. Die Wahl der Ultrafiltrationsmembran, und damit deren
Ausschlul3grenze, orientierte sich am Molekulargewicht des Zielproteins. Die

Zentrifugationsbedingungen wurden nach Empfehlungen der Hersteller gewahlt.

5.5 Expression und Reinigung rekombinanter Proteine

5.5.1 Expression von Proteinenin E.coli

Zur Produktion von rekombinanten Fusionsproteinen wurde das pMAL™
Vektorsystem eingesetzt. Dieses nutzt zur Regulation der Transkription den tac-
Promotor, welcher durch den kinstlichen Induktor Isopropylthio-B-D-Galactosid
(IPTG) gesteuert werden kann. Zunéchst wurde LB-Amp-Medium (100 pg/ml
Ampicillin) mit transformierten Bakterien beimpft und Gber Nacht bei 37<C inkubiert.
Diese Vorkultur wurde mit Rich Broth Medium im Verhéltnis 1:100 vermischt und in

einem groB3lumigen Kolben bei 37T auf einem Flachbe tt-Schiittler kultiviert. Das
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Bakterienwachstum in der Hauptkultur liel3 sich durch photometrische Messungen
beobachten; bei Erreichen einer ODgpp=0.5 wurde mit IPTG induziert. Abh&ngig vom
Expressionskonstrukt wurden IPTG-Konzentrationen zwischen 0.3 mM und 1 mM
eingesetzt. Nach weiteren 3-6 h auf dem Schittelinkubator bei 37<C erfolgte die
Zellernte durch Zentrifugation bei 4000 g fiir 30 min und 4. Der Uberstand wurde
verworfen und jeweils etwa 1 g Bakterienpellet in 10 ml eiskaltem Puffer A
resuspendiert. Um einer frihzeitigen Degradation von Proteinen vorzubeugen,
enthielt der Puffer A standardmafig Protease-Inhibitoren (1 Tablette / 20 ml Puffer).

Die Bakteriensuspension wurde anschlie3end bei -20°C tiefgefroren.

Puffer A: 20 mM Tris-HCI, pH 7.4
200 mM NacCl
1 mM EDTA
(Optional: 1 Tablette Complete Mini/ 20 ml Puffer)

5.5.2 Zellaufschluss und Gewinnung von Rohextrakt

Die geernteten E.coli Zellen wurden bei -20C in Puffer A gelagert, vor Anwendung
schonend im Eiswasserbad aufgetaut und anschlieRend mit Hilfe eines
Ultraschallstabs lysiert. Bei einer Amplitude von 40 % wurden funf Einzelimpulse von
jeweils 30 Sekunden appliziert. Um eine Erwarmung des Bakterienlysats zu
vermeiden, wurde das Probengefal3 in ein Ethanol-Eisbad gestellt und einminitige
Pausen zwischen den Impulsen eingehalten. Im Anschluss wurden Zellfragmente
durch hochtourige Zentrifugation (15 000 g, 30 min, 4C) entfernt, der Uberstand
sorgfaltig abgenommen und mit einem Spritzenfilters der PorengrofRe 0.45 pm

filtriert.
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5.5.3 Reinigung rekombinanter Proteine aus  E.coli

Grundlagen
Zur saulenchromatographischen Trennung von Proteingemischen diente das

Aktaprime Fast Protein Liquid Chromatographie (FPLC) System der Firma
Amersham Bioscience (Freiburg). Die Abbildung 5.1 beschreibt die Funktionsweise
einer solchen Anlage. Mit Hilfe einer Pumpe wird Puffer bzw. Probe auf eine
Trennséaule aufgetragen und der Séulendurchlauf mit einem nachgeschalteten UV-
Detektor auf seinen Proteingehalt untersucht. Dieser Detektor ist mit einem
Computer verbunden, der die Daten dokumentiert. Die gereinigten Proteine werden
mit einem Fraktionen-Sammler aufgefangen. Die Auswertung der gesammelten
Chromatographie-Daten erfolgte mit Hilfe der UNICORN Prime Software.

Angestrebt wurde eine praparative Proteinreinigung, d.h. ein Zielprotein sollte in
hoher Reinheit aus einem Proteingemisch isoliert werden. Fir eine schnelle und
schonende Reinigung war eine Kombination verschiedener Methoden erforderlich.
Alle Puffer wurden vor Verwendung mit einem Celluloseacetatfilter (0.45 pm

Sartorius) von makroskopischen Partikeln befreit und 30 min im Vakuum entgast.

Pumpe
Proben-Injektor
Puffer Fraktionen-Sammler
. |0000dg
000030
Detektor
Séaule oooo
I\
( )
Computer zum Sammeln
und Auswerten von Daten
Abbildung 5.1: Schematische Darstellung einer Anlag e zur

Saulenchromatographie
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Affinitatschromatographie von MBP-Fusionsproteinen

Durch rekombinante Expression in E.coli wurde das Zielprotein mit einem so
genannten tag versehen, der eine definierte Affinitat zu einem immobilisierten
Bindungspartner zeigt. Als tag diente in unserem Fall das Maltose-Bindende-Protein
(MBP), welches spezifisch an immobilisierte Amylose der S&ulenmatrix bindet. Fur
die Reinigung wurde eine XK 16/20 Leersdule mit 15 ml Amylose-Harz beschickt.
Alle folgenden Schritte wurden bei 4C und einer FlufRgeschwindigkeit von 0.4
ml/min durchgefuhrt. Nach Aquilibrierung der Affinitatsmatrix mit 5 Saulenvolumina
Puffer A (Punkt 5.5.1) wurden 20 bis 50 ml des filtrierten E.coli Zellextrakts
aufgetragen. AnschlieRend wurde erneut mit 4 S&aulenvolumina Puffer A gespililt,
wahrend derer das UV-Signal auf den Ausgangswert zurtickging. Das nun selektiv
an die Matrix gebundene Fusionsprotein konnte mit 2 S&ulenvolumina Puffer B
eluiert werden. Die im Puffer enthaltene Maltose verdrangt hierbei kompetitiv das
Zielprotein aus seiner Bindung. Die eluierten Proteine wurden in 1,5 ml Fraktionen
gesammelt und  durch Bradford-Assay und  SDS-Page  hinsichtlich

Proteinkonzentration bzw. Reinheit untersucht.

Puffer B: 20 mM Tris-HCI, pH 7.4
200 mM NacCl
1 mMEDTA
10 mM Maltose

GroRenausschluss-Chromatographie von MBP-Fusionsproteinen

Die Grolenausschluss-Chromatographie ermoglicht die Trennung von Proteinen
anhand ihrer MolekllgroRe. Hier wurde sie als praparatives Trennverfahren im
Anschluss an die Affinitatschromatographie genutzt. Ziel war eine Feinreinigung
(Polishing) des Zielproteins und der gleichzeitige Pufferaustausch. Zunachst wurden
die Elutionsfraktionen der vorangegangen Reinigung vereint und mit Hilfe eines
Zentrifugen-Konzentrators auf 2 ml eingeengt. Dieser Schritt ist notwendig, da fur
eine maximale Trennleistung das Probenvolumen weniger als 2 % des
Saulenvolumens betragen soll. Abgeschlossen wurde die Probenvorbereitung durch
Zentrifugation bei 20 000 g und 4T, um die Saulenm atrix vor eventuell vorhandenen
Schwebstoffen zu schitzen. Zur Grélenausschluss-Chromatographie wurde eine

Superdex 75 Saule verwendet, die mit einer Flul3geschwindigkeit von 0.8 ml/min und
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einem Drucklimit bei 30 kPa betrieben wurde. Alle Reinigungsschritte erfolgten bei
4C. Als Laufpuffer diente PBS. Die Séaule wurde mit 3 Saulenvolumina Puffer
aquilibriert, dann die Probe aufgetragen und schliel3lich die aufgetrennten Proteine in
1 ml Fraktionen gesammelt. Die Beurteilung des Reinigungsergebnisses war mittels

Bradford-Assay und SDS-Page maéglich.

5.5.4 Proteolytische Spaltung von MBP-Fusionsprotei nen

Zur Herstellung von freiem MCCa und MCCp Protein, sollten die zuvor durch
Affinitdtschromatographie gereinigten MBP-Fusionsproteine enzymatisch gespalten
werden. Hierzu wurde Faktor Xa verwendet, eine Serinprotease, die vorzugsweise
die C-terminale Peptidbindung der Aminosaure-Sequenz lle-Glu-Gly-Arg schneidet.
Im pMAL-Vektorsystem ist diese Proteasen-Schnittstelle bereits vorgesehen,

Abbildung 5.2 zeigt die genaue Lokalisation.

pMAL-c2X Polylinker-Sequenz

EcoRl BamHI Xbal Sal | Pstl Hindlll

malE...ATC GAG GGA AGG ATT TCA GAATTC GGA TCC TCT AGA GTC GAC CTG CAG GCA AGC TTG...lacZa
lle Glu Gly Arg

Faktor Xa Schnittstelle

Abbildung 5.2: Lokalisation der Faktor Xa-Schnittst elle im pMAL-c2X
Expressionsvektor
Faktor Xa schneidet Peptidbindungen an der Carboxyl-Seite von Arginin.

Anfangs wurde das empfohlene Verhéltnis 1:100 von Protease zu Fusionsprotein
eingesetzt, die Reaktion fir 3 h bis 36 h inkubiert, und zusétzlich die Temperatur
zwischen 4C, Raumtemperatur und 37T variiert. Die im Anschluss durchgefiihrte
Analyse per SDS-Page ergab eine nur unzureichende Trennung von Zielprotein und
tag. Deshalb wurden zahlreiche andere Bedingungen ausgetestet, die im Folgenden

naher beschrieben werden.
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Faktor Xa wurde in Anteilen von 2.5 %, 5 % und 7 % dem Reaktionsansatz hinzu
gegeben und die anderen Parameter (Zeit, Temperatur) wie oben beschrieben
verandert. Um die Konformation des Fusionsproteins zu verandern und damit die
Faktor Xa Schnittstelle offen zu legen, wurden Detergenzien wie SDS (Anteil im
Puffer; 0.005 % oder 0.05 %), Triton X-100 (1 %) und N-Lauroylsucrosyl (3 %)
eingesetzt. Die MBP-Fusionsproteine lagen nach der Amylose-S&aulen-Reinigung im
Maltose-Elutionspuffer vor. Dieser wurde versuchsweise durch Schneidepuffer
ersetzt. In einem weiteren Experiment wurde E.coli Rohextrakt in einem 1.5 ml
Reaktionsgefald mit Amylose-Harz inkubiert, und somit die Fusionsproteine an die
Matrix gebunden. Nach mehreren Waschschritten wurde Faktor Xa zum Ansatz
pipettiert, und nach Inkubation tUber Nacht bei 4C der Uberstand auf freies MCCa
bzw. MCCf Protein untersucht. AuRerdem wurde der Versuch unternommen, das
Fusionsprotein mit 6 M Harnstoff zu denaturieren und langsam in der Anwesenheit

von Faktor Xa zu renaturieren.

5.6 Immunologische Methoden

5.6.1 Immunologischer = Nachweis elektrophoretisch  au f-

getrennter Proteine (Western Blot)

Zunachst wurden durch SDS-PAGE die einzelnen Proteinfraktionen aufgetrennt und
direkt im Anschluss auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert. Zu diesem Zweck
wurde das X Cell 1l Blot Modul der Firma Invitrogen verwendet. Die Anordnung von
Gel und Membran sowie Zusammensetzung des Transferpuffers entsprachen den
Herstellerangaben. Der Elektrotransfer erfolgte fir 60 min bei 30 V und einer
Stromstarke von 90-125 mA. Nach Ubertragung der Proteine wurde die Membran fiir
1 h bei Raumtemperatur oder bei 4C Uber Nacht mit 5 % Magermilch-TBS-Puffer
inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen abzuséttigen. Vor Zugabe des priméren
Antikdrpers wurde die geblockte Membran mit TBS gespult und in ein 50 ml
Reaktionsgefald tberfihrt. Die optimale Verdinnung des primaren Antikdrpers und
der Milchpulver-Anteil im TBS-Puffer wurden fir jede Antikérperpréaparation

empirisch ermittelt. Nach 1 h bei RT auf einem Rollenschittler wurden ungebundene
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Antikdrper durch dreimaliges Waschen mit TBS-Tween entfernt. Der mit dem Enzym
Alkalische Phosphatase gekoppelte sekundare Antikorper wurde 1:7500 (v/v) in 10%
Milchpulver-TBS-Puffer verdinnt, zur Nitrozellulose-Membran zugegeben, und der
Ansatz fur 1 h bei RT inkubiert. Wie zuvor wurde die Membran mehrmals sorgfaltig
gewaschen und anschlieBend fur 5 min in AP-Detektionspuffer gelegt. Im nachsten
Schritt wurde der AP-Detektionspuffer durch verdinnte CDP-Star-Losung ersetzt
und fir weitere 5 min auf der Membran belassen. CDP-Star enthdlt ein Substrat, das
durch alkalische Phosphatase dephosphoryliert wird und dessen instabiles
Zwischenprodukt Licht bei 466 nm emittiert. Nach Inkubation in der Substrat-Lésung
wurde Uberschissiges Reagenz entfernt, die Membran mit Klarsichtfolie
luftblasenfrei umschlossen und in eine Autoradiographiekassette geklebt. In der
Dunkelkammer wurde ein Rontgenfilm aufgelegt und zwischen 30 sec und 60 min

exponiert. AbschlieRend erfolgte die Entwicklung und Fixierung des Films.

Transfer-Puffer: 5 % 20x NUPAGE® Transfer Buffer
20 % (v/v) Methanol
0.1 % (v/v) Antioxidant Reagent (Invitrogen)

TBS: 20 mM Tris-HCI, pH 7.5
140 mM NacCl

TBS-Tween: 0.5 % Tween 20 in TBS

AP-Detektionspuffer: 100 mM Tris-HCI, pH 9.5
100 mM NacCl

CDP-Star ™: 1 % (v/v) CDP-Star™ Reagenz in AP-Detektionspuffer
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5.6.2 Herstellung von polyklonalen Peptid-Immunsere  n gegen
MCCa und MCCf3

Zur Herstellung spezifischer Antiseren wurden chemisch synthetisierte Oligopeptide
als Antigene eingesetzt, die in nachfolgender Tabelle aufgelistet sind. Die Peptid-
Synthese und die Immunisierung von Kaninchen erfolgte durch die Firma INBIOS,
Martinsried. Um als Immunogen wirksam zu sein, wurden die Peptide uber
endstandige Cysteinreste an das Tragerprotein Ovalbumin gebunden. Jeweils zwei
Kaninchen (IN35A/B) wurde die &aquimolare Mischung der Peptide 3031/3032
injiziert. Die beiden Kaninchen IN36A/B wurden nach gleichem Vorgehen mit den
Peptiden 3033/3034 immunisiert.

Zu Beginn meiner Labortatigkeit, lagen die Praimmunseren (jeweils 2 ml), Antiseren

(jeweils 50 ml) und die synthetisierten Peptide (jeweils 5 mg, lyophilisiert) bereits vor.

Bezeichnung der Firma Gewaéhlter AS- Synthetisiertes Antigen

INBIOS Sequenzbereich

3031 MCCa AS 178-190 VEGYHGEDQSDQC
(13 Reste)

3032 MCCa AS 698-710 FYREGAQANRHTPC
(13 Reste + C)

3033 MCCpB AS 185-198 FPDRDHFGRTFYNQC
(14 Reste + C)

3034 MCCp AS 484-497 TITKDQRAREGKQFC
(14 Reste + C)

Bezeichnung der Kaninchen njizierte Peptide ; aguimolare Mischung

IN35 A 3031/3032
IN35 B
IN36 A 3033/3034

IN36 B
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5.6.3 Affinitatsreinigung der Peptid-Immunseren geg en MCCa
und MCCf3

Herstellung spezifischer Affinitdtssdulen

Die Reinigung der Antiseren erfolgte mit dem SulfoLink®-Kit der Firma Pierce. Das
Kit enthalt eine spezielle Agarose-Matrix, an die Peptide und Proteine kovalent
gekoppelt werden kdénnen. Um an die Saulenmatrix zu binden, muss der jeweilige
Ligand freie, reduzierte Sulfhydrylgruppen besitzen, d.h. eventuell vorhandene
Disulfidbricken mussen vor der Kopplung gelést werden. Hier wurden die chemisch
synthetisierten Peptide 3031, 3032, 3033 und 3034 verwendet, die am
Carboxyterminus einen bereits reduzierten Cystein-Rest tragen. 5 mg lyophilisiertes
Peptid wurden in 3 ml Kopplungspuffer gelést und dann nach Herstellervorschrift an
das Gelmaterial gekoppelt. Unspezifische Bindungsstellen wurden durch 50 mM
Cystein-HCI-Kopplungspuffer abgeséttigt. Abschlieend wurde die Matrix mit 6
Saulenvolumina Waschpuffer gespilt und in PBS (mit 0.05 % Natriumazid) bei 4C

gelagert.
SulfoLink ®-Kopplungspuffer: 50 mM Tris-HCl,

5 mM EDTA-Na

pH 8.5 bei Raumtemperatur
SulfoLink ®-Waschpuffer: 1 M NacCl

0.05 % NaNj

Affinitatsreiniqung der Peptid-Antikdrper

Fur die Antikdrper-Reinigung standen vier praparierte Affinitats-Saulen mit jeweils
einem gekoppelten Peptid zur Verfigung. Es wurde keine FPLC-Anlage verwendet,
sondern die Pufferlésungen wurden direkt auf die Saulenmatrix pipettiert und flossen
infolge der Schwerkraft durch die Séaule. Die gesamte Reinigung erfolgte bei
Raumtemperatur. Zunachst wurden 2 ml Affinitatsmatrix mit 10 ml PBS &quilibriert,
dann von der Sé&ule in ein Falcon-Réhrchen uberfuhrt und dort mit 17 ml

Immunserum fir 15 min auf dem Rollenmischer und weitere 45 min in Ruhe



48 Methoden

inkubiert. Die Affinitatsmatrices mit den gebundenen Peptiden 3031 und 3032
wurden mit jeweils 17 ml Mischserum der Kaninchen IN35A und IN35B (8.5 ml
Serum von IN35A + 8.5 ml Serum von IN35B) beladen. Durch dieses Vorgehen
sollten Peptid-Antikbrper gegen die MCCa -Untereinheit isoliert werden. Fur die
Reinigung von Antikdrpern gegen die MCCp-Untereinheit wurden jeweils 8.5 ml
Serum von Kaninchen IN36A und IN36B vereint und in getrennten Ansatzen mit den
Saulenmatrices 3033 und 3034 inkubiert.

Im Anschluss wurde die Suspension aus Agarose-Kigelchen und Serum vorsichtig
zurtick in die Saule geflllt und nach Sedimentation mit 20 ml PBS gewaschen. Die
Elution der spezifisch gebundenen Antikorper erfolgte mit 8 ml Glycin-Puffer. Die
gesammelten 1 ml Elutionsfraktionen wurden direkt mit 100 pl 1M Tris-HCI, pH 7.5
neutralisiert und deren Proteingehalt durch photometrische Messung bei 280 nm
ermittelt. Die Fraktionen mit einer hohen Proteinkonzentration wurden vereint und

Uber Nacht bei 4C gegen PBS dialysiert.

Glycin-Puffer: 100 mM Glycin, pH 2.5 bei Raumtemperatur

5.6.4 Generierung von polyklonalen Antikdrper gegen MCCf

Fur die Herstellung von polyklonalen Antikérpern wurde ein Teil der MCCp-
Untereinheit (As 321-543) ausgewahlt und die entsprechende cDNA in den pMAL-
c2X Vektor kloniert. Das MCCpB-Fragment wurde als Fusionsprotein in E.coli
Uberexprimiert. Bakterienanzucht,  Zellaufschluss,  Affinitdtsreinigung  und
GroRRenausschluss-Chromatographie erfolgten wie bei den anderen MBP-
Fusionsproteinen beschrieben. Am Ende der Reinigungsprozedur lagen die MBP-
MCCas321-543)-Fusionsproteine in PBS vor. Nach Einstellung der
Proteinkonzentration auf 1.5-2 mg/ml konnte die Praparation zur Immunisierung von
Kaninchen verwendet werden. Mit dieser Aufgabe wurde die Firma Metabion,
Martinsried beauftragt. Es wurden zwei Kaninchen gegen das Antigen immunisiert
und nach 70 Tagen Praimmunserum (2 ml) und Immunserum (jeweils 50 ml)

geliefert.
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5.6.5 Affinitatsreinigung von polyklonalen Antikorp ern gegen
MCCfp

Affinitatsreinigung von Immunserum mit Protein-A-Sepharose

Protein A wird von Staphylococcus aureus produziert und bindet spezifisch an die F.-
Region von Immunglobulinen. Durch Immobilisierung von Protein A auf einer
Sepharose Matrix lasst sich diese Eigenschaft zur Aufreinigung von Antikérpern
nutzen. Zur Affinitatsreinigung diente eine HiTrap Protein A HP-S&aule mit einem
Saulenvolumen von 1 ml. Alle Chromatographie-Schritte wurden bei RT an einer
Akta Prime FPLC-Anlage durchgefiihrt. Fir den Saulenauftrag wurden 5 ml
Immunserum mit 5 ml Laufpuffer gemischt, 20 min bei 15 000 g zentrifugiert und der
Uberstand mit einem Spritzenfilter (PorengréRe 0.45 pm) filtriert. Die Aquilibrierung
der Protein-A-Sepharose-Saule erfolgte mit 15 ml Laufpuffer bei einer
Fliel3geschwindigkeit von 1 ml/min. Dann wurde das vorbereitete Immunserum mit
einer Geschwindigkeit von 0.5 ml/min tUber die Saule gepumpt, und anschlielend
wiederum mit 15 ml Laufpuffer gespilt. Die gebundenen IgG wurden durch 5 ml
Elutionspuffer von der Saule gewaschen und in 1 ml groRen Fraktionen gesammelt.
Um Saure empfindliche Antikdrper zu schitzen, wurde der pH-Wert durch Zugabe
von 0.25 ml Neutralisierungspuffer auf physiologische Werte angehoben. Mit Hilfe

von Bradford-Assay und SDS-Page konnte das Reinigungsergebnis uberpruft

werden.

Laufpuffer: 20 mM Natriumphosphat; pH 7
Elutionspuffer: 100 mM Citronensaure; pH 3
Neutralisierungspuffer: 1 M Tris-HCI; pH 9

Weitergehende Reiniqung von polyklonalen Antikérpern gegen MCCf

Da die Immunisierung mit einem MBP-Fusionsprotein durchgefuhrt wurde, war die
Anwesenheit von MBP-Antikdrpern zu erwarten. Um diese zu entfernen wurde

folgendes Vorgehen gewahlt:



50 Methoden

Herstellung einer MBP-Amylose-Séaule

Zunachst wurde durch gerichtete Mutagenese das pMAL-c2Xsi, Konstrukt erstellt
(Kapitel 5.1.15). Der mutagenisierte Vektor wurde in E.coli BL 21 transformiert und
durch Induktion mit IPTG das Maltose-Bindende-Protein (MBP) exprimiert. Durch
Amylose-Affinitatschromatographie gefolgt von GréRenausschluss-Chromatographie
konnte MBP in seiner reinen Form dargestellt werden. Dieses reine MBP wurde nun
erneut an eine Amylose-Affinitatsmatrix gebunden. Dazu wurden 5 ml Amylose-Harz
in eine Leersaule gefillt, mit 40 ml Puffer A aquilibriert und anschlieiend 15 mg
MBP (gelost in 3 ml Puffer A) aufgetragen. Die gesamte Pré&paration der
Saulenmatrix erfolgte bei 4C an einer Akta prime FPLC-Anlage mit einer

FlulRgeschwindigkeit von 0.4 ml/min.

Entfernung von MBP-Antikdrpern mittels MBP-Amylose-Saule

Direkt nach Herstellung der MBP-Amylose-Saule wurden die zuvor mit der Protein A
Sepharose gereinigten 1gG aufgetragen. Etwa 10 mg IgG lagen in 2 ml
neutralisiertem Elutionspuffer vor; sie wurden mit einer Geschwindigkeit von 0.4
ml/min auf die Saule gepumpt und dort fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die
nicht gebundenen Antikorper wurden in 1 ml Fraktionen gesammelt. Die Uberpriifung
des Reinigungeffekts erfolgte im Western blot. Schlie3lich wurde das MBP mit den
gebundenen MBP-Antikdrpern von der Saule mit Maltosepuffer eluiert und mittels

SDS-Page analysiert.
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6 Ergebnisse

6.1 Expression der 3-MCC-Untereinheitenin  E.coli

6.1.1 Klonierung von MCCA™" und MCCB™ in ein prokaryontes

Expressionssystem

Als prokaryontes Expressionssystem wurde der pMAL-c2X Vektor ausgewahlt. Mit
diesem System lassen sich rekombinante Proteine exprimieren, die einen
aminoterminalen MBP (Maltose-Bindendes-Protein)-Fusionspartner aufweisen.
Dieses MBP dient in erster Linie der Affinitatsreinigung mittels einer Amylose-Saule.
Zusatzlich wirkt sich MBP positiv auf Loslichkeit und Faltung des Zielproteins aus
[36]. Die Abbildung 6.1 zeigt das Prinzip des pMAL-c2X-Expressions-Systems. Die
gewinschte cDNA wird neben das fir MBP codierende mal E-Gen in den Vektor
eingefiigt. Nach Transformation des Konstrukts in E.coli kann durch Zugabe von
IPTG in das Medium die Bildung von Fusionsproteinen induziert werden. Bei
Erreichen des optimalen Expressionsniveaus werden die Zellen geerntet,
aufgeschlossen und die l6slichen  MBP-Zielproteine  durch  Amylose-
Affinitdtschromatographie isoliert. Abschlielend kann das Zielprotein durch die
spezifische Protease Faktor Xa von seinem Fusionspartner getrennt werden.

Die Expressionskonstrukte MCCA™/p-mal-c2X und MCCB™/p-mal-c2X wurden wie
unter Punkt 5.1.15 beschrieben erstellt. Die in den Vektor eingefligte cDNA codiert
jeweils fur das reife Protein, d.h. bei MCCa ab Aminosaure 42 und bei MCC[ ab

Aminosaure 23. Die Richtigkeit der Konstrukte wurde durch Sequenzierung bestétigt.
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Abbildung 6.1: Schematische Darstellung des pMAL-c2  X-Expressions-Systems

6.1.2 Expression von MBP-MCC a- und MBP-MCC f3-

Fusionsproteinen in  E.coli

Die Vektoren MCCA™/p-mal-c2X und MCCB™/p- mal-c2X wurden in E.coli BL 21
RIL Zellen transformiert. Die Kultivierung der Bakterien erfolgte gemafd Punkt 5.5.1.
Durch Zugabe von IPTG wurde die Expression der MBP-Fusionsproteine induziert.
Nach Ultraschallbehandlung wurde der Gesamtzellextrakt zentrifugiert, wodurch
unldsliche Proteinaggregate und Zelltrimmer abgetrennt werden konnten. Die
l6slichen Proteine im Uberstand waren fir eine spatere Affinitatsreinigung von
Interesse. Sowohl der Gesamtzellextrakt als auch die l8sliche Proteinfraktion wurden
abschlielend mittels SDS-PAGE analysiert.

Die Abbildung 6.2 zeigt, dass vor der Induktion mit 1 mM IPTG fast keine
rekombinanten Proteine gebildet werden. 1.5 h nach der Induktion ist eine deutliche
Uberexpression von MBP-MCCa und MBP-MCCP zu sehen. Die beiden Zielproteine

werden in @hnlichem Umfang gebildet, wobei auffallt, dass zwar die unléslichen
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Proteine im Zeitraum zwischen 1.5 h und 2.5 h nach IPTG Zugabe deutlich
zunehmen, die I6slichen Fraktionen jedoch anndhernd unverandert bleiben.

Zur  Optimierung der Expressionsbedingungen wurden unterschiedliche
Inkubationszeiten ausgetestet. Hierbei zeigte sich keine signifikante Steigerung der
Proteinausbeute durch Verlangerung der Inkubationszeiten. Bei Kultivierung langer
als 5 h wurde sogar eine leichte Degradierung der Zielproteine festgestellt. Die
Reduzierung der Kulturtemperatur auf 30C flihrte eb enfalls zu keiner Zunahme der
|6slichen Proteine, sondern senkte die Proteingesamtausbeute. Als dritter Parameter
wurde die IPTG Konzentration im Bereich von 0.3 mM bis 1 mM variiert. Hohere
Konzentrationen fuhrten zu keiner weiteren Steigerung der Genexpression.

Folgende Bedingungen wurden als optimal zur Expression von MBP-MCCa und
MBP-MCCp festgelegt: Temperatur 37<C; Induktion mit 0.3 mM IPTG; Inkubation
nach Zugabe von IPTG fir 3 h.

(A)
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Abbildung 6.2: SDS-PAGE zeigt Expression von MBP-MC  Ca bzw. MBP-MCC B in
E.coli nach Induktion mit 1 mM IPTG

(A) Spur 1: intrazellulares Gesamtprotein vor Induktion, Spur 2: intrazellulares
Gesamtprotein 1.5 h nach Induktion, Spur 3: intrazellulares Gesamtprotein 2.5 h
nach Induktion, Spur 4: l6sliche intrazellulare Proteine vor Induktion, Spur 5: 16sliche
intrazellulare Protein 1.5 h nach Induktion, Spur 6: l6sliche intrazellulare Proteine 2.5
h nach Induktion.

(B) Spur 1: intrazellulares Gesamtprotein vor Induktion, Spur 2: intrazellulares
Gesamtprotein 1.5 h nach Induktion, Spur 3: intrazellulares Gesamtprotein 2.5 h
nach Induktion, Spur 4: l6sliche intrazellulare Proteine vor Induktion, Spur 5: 16sliche
intrazellulare Protein 1.5 h nach Induktion, Spur 6: |6sliche intrazellulare Proteine 2.5
h nach Induktion.
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6.1.3 Affinitats-chromatographische Reinigung von M BP-MCCa
und MBP-MCC 3

Nach Optimierung der Expression sollten die loslichen MBP-Proteine affinitats-
chromatographisch gereinigt werden. Aus einem Liter Bakterienkultur wurde ein
Zellextrakt hergestellt (Kapitel 5.5.2), welcher auf eine vorher aquilibrierte Amylose-
Trennséule aufgetragen wurde. Durch mehrfaches Waschen der Saule mit
Auftragspuffer erfolgte die Entfernung unspezifisch gebundener Proteine. MBP-
MCCa und MBP-MCCp konnten schlie3lich mit Maltose-haltigem Puffer eluiert
werden. Der Reinigungprozess wurde in einem Chromatogramm dokumentiert, wie
es in Abbildung 6.3 fir MBP-MCCa und MBP-MCCJ dargestellt ist.

Auf der Abszisse ist die Zeit, auf der Ordinate sind die UVyg Absorptionswerte
aufgetragen. Die Absorptionskurve zeigt zunachst einen hohen Absorptionsgipfel
(ca. 2500 mAu). Dieser entspricht dem Durchlauf, d.h. zellulare Proteine, die nicht an
die Matrix gebunden haben. Durch Spilen der Séule mit Puffer sinkt die Kurve
wieder auf ihren Ausgangswert. Dies korreliert mit einer Abnahme der
Proteinkonzentration im Durchlauf. Die eluierten MBP-Fusionsproteine erscheinen in
Form des zweiten, kleineren Gipfels. Beim Vergleich der Chromatogramme beider
Fusionsproteine fallt die etwas bessere Ausbeute bei MBP-MCCf auf (ca. 500 mAu
im Vergleich zu 250 mAu bei MBP-MCCa). Aus einem Liter Bakterien-Kultur konnten

ca. 20-30 mg MBP-Fusionsproteine isoliert werden.

(A)
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Abbildung 6.3: Reinigung von MBP-Fusionsproteinen m it  Amylose-
Affinitatschromatographie.

Der grol3e Peak stellt Proteine dar, die nicht an die Sdulenmatrix gebunden haben.
Durch Spilen mit Saulenpuffer sinkt die Absorptionskurve wieder auf ihren
Ausgangswert. Der kleinere Peak entspricht MBP-Fusionsproteinen, die zunachst an
die Matrix gebunden haben und nun mit Maltosepuffer eluiert werden.

(A) Chromatogramm bei Reinigung von MBP-MCCa.

(B) Chromatogramm bei Reinigung von MBP-MCC[3
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Die Reinheit der Eluate wurde mittels SDS-PAGE analysiert. Die Spur 4 in Abbildung
6.4 zeigt den Rohextrakt von MBP-MCC[ mit einer besonders deutlichen Bande, die
im Saulen-Durchlauf (Spur 5) deutlich reduziert ist. Die Proteine dieser Bande
werden demnach an die Saule gebunden. In Spur 2,3,6,7 sind die gereinigten
Proteinfraktionen zu sehen. Die Nebenbanden sind zwar im Vergleich zum
Rohextrakt wesentlich schwacher, weisen aber daraufhin, dass einige Proteine
unspezifisch an die Matrix gebunden haben. Deshalb wurde in einigen Fallen noch
eine  Feinreinigung (Polishing) mittels  Grol3enausschluss-Chromatographie

angeschlossen.
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Abbildung 6.4: SDS-PAGE zur affinitats-chromatograp  hischen Reinigung der
Fusionsproteine MBP-MCC a und MBP-MCC 3

Spur 1: Durchlauf der Amylose-Saule nach Auftrag von MBP-MCCa-Rohextrakt
Spur 2: Gereinigte Fraktion von MBP-MCCa aus einer frihen Phase der Elution
Spur 3: Gereinigte Fraktion von MBP-MCCa aus einer spaten Phase der Elution
Spur 4: Rohextrakt von MBP-MCCf3 vor dem Auftrag auf die Amylose-Séaule

Spur 5: Durchlauf der Amylose-Saule nach Auftrag von MBP-MCCf-Rohextrakt
Spur 6: Gereinigte Fraktion von MBP-MCCJ aus einer friihen Phase der Elution
Spur 7: Gereinigte Fraktion von MBP-MCCJ3 aus einer spaten Phase der Elution
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6.1.4 Spaltung von MBP-Fusionsproteinen mit Faktor Xa

Mit einem 3-MCC-Radio-Enzymassay wurde untersucht, ob die in E.coli
hergestellten Untereinheiten einen katalytisch aktiven Komplex bilden. Der Assay
wurde von Dr. Sonja Stadler durchgefuihrt und basiert auf der Inkorporation von
radioaktiv markiertem Bicarbonat in das Substrat 3-Methylcrotonyl-CoA. Die in
aguimolaren Mengen vereinten Proteine MBP-MCCa und MBP-MCCJ zeigten im
Vergleich zu Leerproben keine Enzymaktivitat

In einem weiteren Experiment wurde von Dr. Sonja Stadler eine in vitro Translation
durchgefiihrt, bei der die Fusionsproteine MBP-MCCa und MBP-MCC[(3 zusammen
mit den Chaperoninen groES und groEL co-exprimiert wurden. Auch mit diesem
Vorgehen konnte kein katalytisch aktives Enzym generiert werden.

Es wurde vermutet, dass der grol3e MBP-tag (42.5 kDa) die Assemblierung zu einem
aktiven Komplex stort. Deshalb sollten die gereinigten Untereinheiten durch die
Endoprotease Faktor Xa vom MBP-Protein abgetrennt werden (Kapitel 5.5.4).

In den Experimenten zum Verdau der MBP-Fusionsproteine wurde immer eine
Probe ohne Faktor Xa mitgefuhrt, um die Wirkung der Protease von anderen
Prozessen abgrenzen zu koénnen. Hierbei konnten MBP-MCCa und MBP-MCCf
noch nach 36 h bei 25 nahezu unverdndert in der S DS-PAGE nachgewiesen
werden. Zur Trennung von MBP und Zielprotein wurden zahlreiche Bedingungen
ausgetestet. Faktor Xa wurde in Konzentrationen von 1 %, 2.5 %, 5 % und 7 %
eingesetzt, ohne eine signifikante Optimierung des Schneide-Ergebnisses zu
erzielen.

Als weiterer Parameter wurde die Inkubationstemperatur (4C, 25C und 37C)
variiert. Eine Temperatur von 37T erhdhte die Enzy maktivitat von Faktor Xa. Dies
konnte an einer Abnahme von Fusionsprotein und Zunahme von freiem MBP im
Polyacrylamid-Gel verfolgt werden. Jedoch waren keine freien MCCa- und MCCp-
Proteine nachweisbar. Auch eine Verlangerung der Inkubationszeit (3 h bis 36 h)
fuhrte nicht zu einem vollstandigen Verdau. Deshalb wurde vermutet, dass die
Faktor Xa-Schnittstelle durch die raumliche Struktur der Fusionsproteine verdeckt
werden konnte. Durch den Einsatz der Detergenzien SDS (0.005-0.05 %), Triton X-
100 und N-Lauroylsucrosyl sollte die Schnittstelle offengelegt werden. Eine
geringgradige Steigerung der Schneide-Effizienz war durch die Zugabe von 0.05 %

SDS madglich. In einem anderen Experiment wurden die MBP-Fusionsproteine an
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eine Amylose-Harz-Matrix gebunden und anschliel3end mit Faktor Xa inkubiert. Auch

mit dieser Methode war keine zufriedenstellende Spaltung des Fusionsproteins

maoglich.
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Abbildung 6.5: SDS-Page zur Spaltung von MBP-MCC a-Fusionsprotein unter

denaturierenden Bedingungen.

Das MBP-MCCa-Fusionsprotein wurde durch 6 M Harnstoff vollstandig denaturiert

und innerhalbo von 8 Stunden im Dialyseschlauch mit abnehmender

Harnstoffkonzentration wieder renaturiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten der

Proteinfaltung wurden Proben entnommen und mit 1 % Faktor Xa fir 4 h bei RT

verdaut.

Spur 1: Kontrolle zur Proteinstabilitat von MBP-MCCa; initiale Denaturierung und
langsame Renaturierung ohne Zugabe von Faktor Xa

Spur 2: MBP-MCCa, nach vollstandiger Denaturierung durch 6 M Harnstoff

Spur 3: MBP-MCCa, Probenentnahme nach 1 h in 3 M Harnstoff

Spur 4. MBP-MCCa, Probenentnahme nach 2 h in 3 M Harnstoff

Spur 5: MBP-MCCa, Probenentnahme nach 1 h in 1.5 M Harnstoff

Spur 6: MBP-MCCa, Probenentnahme nach 2 h in 1.5 M Harnstoff

Spur 7: MBP-MCCa, Probenentnahme nach 1 h in 0.75 M Harnstoff

Spur 8: MBP-MCCa, Probenentnahme nach 2 h in 0.75 M Harnstoff

Spur 9: MBP-MCCa, Probenentnahme nach 1 h ohne Harnstoff im Dialyse-Puffer

Spur 10: MBP-MCCa, Probenentnahme nach 2 h ohne Harnstoff im Dialyse-Puffer

Bei dem in Abbildung 6.5 dargestellten Experiment wurde MBP-MCCa mit 6 M
Harnstoff denaturiert und dann wieder langsam renaturiert. Wahrend der

Renaturierungsphase wurden in festgelegten Abstdnden Proben entnommen und mit
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Faktor Xa verdaut. In den Spuren 2 bis 10 ist eine deutliche Abschwachung der
MBP-MCCa Bande zu sehen. Im Gegenzug steigt die Menge an freiem MBP und in
geringerem Mal3e auch die Menge an freiem MCCa.

Nach dem Verdau war die Elimination der Protease aus dem Ansatz und ein
zusatzlicher Chromatographie-Schritt  vorgesehen, um ungeschnittenes
Fusionsprotein bzw. freies MBP zu entfernen. Letztlich konnten mit keinem der oben
beschriebenen Schneide-Versuche die flir eine weitere Verarbeitung notwendigen
Mengen an freiem MCCa und MCCB gewonnen werden. Infolgedessen musste ein
prokaryontisches Expressionssystem gefunden werden, welches die Bildung der

Untereinheiten ohne tag erlaubt.

6.1.5 Versuch der Klonierung von  MCCA™ und MCCB™ in

einen prokaryontischen Expressionsvektor ohne tag

Die  3-Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase gehért zu den  biotinabhangigen
Carboxylasen. Die a-Untereinheit tragt ein kovalent gebundenes Biotin, welches zur
Affinitatsreinigung mit einer Avidin-Matrix genutzt werden kann. Diese gunstige
Eigenschaft von MCCa macht einen speziellen ,Reinigungs-tag” tberflissig. Wenn
man die Interaktion von MCCa mit MCCB bertcksichtigt, konnen beide
Untereinheiten in einem gemeinsamen Chromatographie-Schritt isoliert werden.

Mit einem von Kelson et al. entwickelten Plasmid-Doppelkonstrukt konnten die a-
und B-Untereinheit der Propionyl-CoA-Carboxylase (PCC) in E.coli erfolgreich co-
exprimiert werden [37]. PCC zeigt einen ahnlichen Molekilaufbau wie 3-MCC und
tragt ebenfalls eine biotinylierte a-Untereinheit. Kelson transformierte die Bakterien
zusatzlich mit pGroESL, welches fir Chaperonin-Proteine codiert, und erzielte auf
diese Weise PCC-Aktivitdten vergleichbar mit humanen Leberzellextrakten. Deshalb
wurde in Analogie zu diesem Doppelkonstrukt ein E.coli-Expressions-System fir 3-
MCC konzipiert, um damit aktives Enzym zu synthetisieren.

Als Expressions-System diente der PinPoint-Vektor (Promega). Wie in Abbildung 6.6
dargestellt, enthalt der Vektor einen Sequenzbereich, der fur einen Biotin-
Purification-tag codiert. Da aber ein solcher tag nicht benétigt wurde, sollte dieser

Abschnitt mit Hilfe der Restriktionsenzyme EcoRI und Hindlll entfernt werden.
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Stattdessen sollte die MCCA cDNA ohne Mitochondriale-Targeting-Sequenz (MTS)
an dieser Stelle inseriert werden. Es war geplant, die MCCB™ cDNA - wie in
Abbildung 6.7 dargestellt - Uber die BamHI und Notl Schnittstelle in den Vektor zu
klonieren. Zur Expression beider Untereinheiten sollte neben dem vorhandenen tac-
Promotor noch ein trc-Promotor integriert werden. Beide sind durch IPTG
induzierbar.

Zuerst wurde die MCCA cDNA aus dem MCCA™/p-mal-c2X-Konstrukt durch die
Restriktionsenzyme EcoRI und Hindlll ausgeschnitten. Die anschliel3ende
Subklonierung in den PinPoint-Vektor erwies sich als nicht moglich, da die aul3erhalb
der Multiple Cloning Site liegende EcoRI Schnittstelle nicht erkannt wurde. Dies hatte
zufolge, dass die MCCA™ cDNA an der Hindlll Schnittstelle korrekt in den Vektor
integriert wurde, die Position der EcoRI Schnittstelle jedoch stets variierte. Um
dieses Problem zu beheben, wurden die PinPoint-Vektoren-Xa-1; -Xa-2; -Xa-3
verwendet. Ferner wurden Restriktionsenzyme verschiedener Hersteller getestet, die
Konzentrationsverhaltnisse von Vektor-DNA zu Restriktionsenzym abgeéandert und
die Ubrigen Reaktionsbedingungen (Temperatur; Zeit) optimiert. Auch DNA-
Praparationen hoher Reinheit steigerten nicht die Spezifitit des EcoRI
Restriktionsenzyms. Deshalb wurde das Konzept der Klonierung Uberarbeitet. Es
sollte zunachst MCCB

mat -

Uber die Pstl und Hindlll Schnittstelle in den Vektor inseriert
werden (Abbildung 6.6). Auch hier lag die Pstl Schnittstelle aul3erhalb der multiple
cloning site und wurde wiederum nicht erkannt. Nach zahlreichen Experimenten und
Probe-Sequenzierungen mit negativem Resultat wurde ein neues prokaryontes

Expressionssystem gesucht.
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Biotin Purification tag coding region
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Abbildung 6.6: PinPoint™ Xa-1 Vektor-Karte.
Es sind nur wesentliche Merkmale des Vektorsystems dargestellt

Eco RI
tac-Promotor

MCCA cDNA (ohne MTS)

PinPoint Xa-1
Doppelkonstrukt
(ca. 7300 bp)

~Hind 1l
\ - trc-Promotor

Ampicillin-Resistenz-Gen
Bam HI

Not I/ L McCB cDNA (ohne MTS)

Abbildung 6.7: Urspringlich geplantes Doppelkonstru kt zur Co-Expression

von MCCa und MCC in E.coli

Die beiden cDNA Sequenzen von MCCA und MCCB, ohne Mitochondriale-
Targeting-Sequenz (MTS), sollten in den PinPoint Xa-1 Vektor kloniert werden.
Zusatzlich sollte ein trc-Promotor integriert werden.
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6.1.6 Klonierung von MCCA™ in den pQE-60 Expressionsvektor

Aufgrund der Schwierigkeiten, aktive 3-MCC in einem prokaryonten
Expressionssystem herzustellen, wurde die Zielsetzung der Arbeit modifiziert. Uber
die Interaktion von a- und [-Untereinheit der humanen 3-MCC ist bislang wenig
bekannt. Diese Interaktion sollte durch einen Pull-Down-Assay naher untersucht
werden. Hierfur wird ein Protein mit tag benotigt (z.B. MBP-MCCf3), welches an eine
Affinitatsmatrix (Amylose) gebunden wird. Der Interaktionspartner (MCCa) befindet
sich in der mobilen Phase, die Uber die Matrix lauft.

Fur den Assay ist die MCCa-Untereinheit ohne tag erforderlich. Zur Expression in
E.coli wurde der pQE-60 Vektor ausgewdahlt. Das an Position 115-117 gelegene
ATG-Codon wurde durch ,site-directed-mutagenesis® inaktiviert (Abbildung 6.8).
Diese Funktion des Translations-Starts (ibernahm spater ein ATG im MCCA™"
Insert, welches mit Hilfe des Primerpaares MCCA 42 BamHI for/ MCCApMAL-c2X
Hindlll von dem Ausgangskonstrukt MCCA/pOTB7 amplifiziert wurde. Durch Verdau
des mutierten Vektors mit den Restriktionsenzymen BamHI und Hindlll wurde die 6x-
His-tag codierende Sequenz ausgeschnitten und anschlieBend durch die mit
komplementéren Enden versehene MCCA™ cDNA ersetzt.

Die Klonierung wurde erfolgreich durchgefiuhrt und durch Sequenzierung bestétigt.

Expressionsversuche in E.coli, Affinitatsreinigung und der Pull-Down-Assay stehen

noch aus.
Multiple Cloning Site
/ 6x His-tag codierende Sequenz
BamHI (122) - /
ATG (115) ‘;‘ ~ Hindlll (153)
=] T5 Promotor i ‘ ’ Transkriptions-Stop-Signale
Bam HI Hind 11l

MCCA cDNA ohne Mitochondriales-Targeting-Signal

Abbildung 6.8: Strategie der Konstruktion von pQE-6 ~ OMCCA™

Dargestellt ist ein wichtiger Sequenzabschnitt des pQE-60 Vektors. Durch gerichtete
Mutagenese wurde das Basentriplett ATG (Position 115-117) in TTG umgewandelt.
Der Vektor wurde mit den Restriktionsenzymen BamHI und Hindlll verdaut und an
dieser Stelle die mit komplementaren Enden ausgestattete MCCA™ cDNA inseriert.
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6.2 Herstellung von Peptid-Antikdrpern gegen MCC a
und MCCf3

Spezifische Antikdrper sind von grof3er Bedeutung fir die Proteinanalytik und
werden z.B. im Western Blot oder fur eine Immunoprazipitation bendtigt. In Bezug
auf 3-MCC waren Antikorper zum Nachweis der a- und B-Untereinheit erforderlich.
Da die rekombinante Expression von MCCa-und MCCp-Fusionsproteinen noch
nicht etabliert war, wurden zunéchst polyklonale Peptidantikdrper hergestellt.
Peptidantikdrper werden durch Immunisierung mit einem chemisch synthetisierten
Oligopeptid erzeugt und sind deshalb nur gegen eine Antigene Determinante
gerichtet. Um uberhaupt als Antigen wirksam zu sein, ist eine Kopplung an ein
Tragerprotein notwendig. Fur die Konstruktion eines synthetischen Peptids wurden
einzeln definierte Abschnitte der Aminoséure-Sequenz von MCCa und MCCpA
ausgewahlt. Zu diesem Zweck wurden Alignment-Analysen mit den anderen,
mitochondrial lokalisierten biotinabhdngigen Carboxylasen PCC (Propionyl-CoA-
Carboxylase) und PYC (Pyruvat-Carboxylase) durchgefiihrt, um Bereiche geringer
Homologie ausfindig zu machen. Fir MCCa wurden die Sequenzabschnitte As 178-
190 (Peptid 3031) und As 698-710 (Peptid 3032) zur Peptidsynthese verwendet. Bei
MCCP eigneten sich die Bereiche As 185-198 (Peptid 3033) und As 484-497 (Peptid
3034) aufgrund geringer Homologie zu PCC und PYC zur Herstellung von
Peptidantikdrpern.

Die Synthese der Peptide und die anschlieRende Immunisierung der Kaninchen
erfolgte durch die Firma INBIOS, Martinsried. Den beiden Kaninchen IN35A und
IN35B wurde eine aquimolare Mischung der Peptide 3031/3032 injiziert.
Entsprechend dienten die Peptide 3033/3034 zur Immunisierung der Kaninchen
IN36A und IN36B. Nach Abschluss des Immunisierungsprotokolls wurden in dem
von der Firma INBIOS durchgefiihrten ELISA-Test hohe Antikdrper-Titer festgestellt.
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6.2.1 Spezifische Reinigung der Peptid-Antikbrper g egen MCCa
und MCC B mit dem SulfoLink ®-Kit

Die Firma INBIOS lieferte je Kaninchen 40 ml Immunserum, 2 ml PrA&immunserum
und je 5 mg der chemisch synthetisierten Peptide (3031, 3032, 3033, 3034). In den
ersten Western Blot Analysen wurde ungereinigtes Immunserum eingesetzt. Es
zeigte sich jedoch ein starkes Hintergrundsignal auf dem Réntgenfilm. Um dieses zu
reduzieren, sollten die gewiinschten Peptidantikorper aus dem Serum isoliert
werden. Die Isolierung erfolgte mit Hilfe des SulfoLink®-Kit, welches die Kopplung
von Sulfhydryl-haltigen Peptiden an eine Agarose-Matrix erlaubt. Das Prinzip wird in
Abbildung 6.9 verdeutlicht. Die endstandig angebrachte lodoacetylgruppe reagiert
mit einer Peptid-gebundenen Sulfhydryl-Gruppe zu einer dauerhaften Thioether-
Bindung. Alle vier zur Immunisierung verwendeten Peptide 3031, 3032, 3033 und

3034 wurden auf diese Weise an eine eigene Saulen-Matrix gebunden.

H
‘/\/\/\/\/\/NW(\I N
O

Agarose- 12- Atom- lodoacetyl- Sulfhydryl-Ligand
Kugelchen Abstandshalter Gruppe

H
—_— N
s e ]
(o]

Immobilisierter Ligand

Abbildung 6.9: Prinzip der Kopplung von Peptiden an die SulfoLink ®-Agarose
Matrix

Die Matrix besteht aus Agarose-Kigelchen mit einer lodoacetyl-Gruppe die sich am
Ende eines 12-Atom-Spacer befindet. Diese lodoacetyl-Gruppe kann mit Sulfhydryl-
haltigen Verbindungen dauerhafte Thioether-Briicken bilden. Bei den hier
immobilisierten Peptiden MCCa 3031, MCCa 3032, MCC 3033 und MCC 3034
wurde die Sulfhydryl-Gruppe durch carboxyterminale Cystein-Reste bereitgestellt.

Die Herstellung der vier Affinitatssaulen ist im Kapitel 5.6.3 ausfuhrlich beschrieben.
Zur Reinigung wurde Serum von Kaninchen IN35A und IN35B vereint und mit dem
Peptid 3031- bzw. Peptid 3032-SulfoLink® Saulenmaterial inkubiert. Mit diesem

Schritt sollten die gegen Aminosdureabschnitte von MCCa gerichteten
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Peptidantikdrper isoliert werden. Das gleiche Vorgehen wurde auch fur das Serum
von Kaninchen IN36A und IN36B gewahlt. Dieses Peptidantikdrper gegen die
MCCpB-Untereinheit enthaltende Serum wurde mit dem Peptid 3033 bzw. Peptid
3034 gekoppelten Saulenmaterial inkubiert. Nach Bindung der spezifischen
Antikrper an die Matrix folgten mehrere Waschschritte, um die Ubrigen
Serumbestandteile zu beseitigen. Eluiert wurde durch eine pH-Anderung (Glycin-
Puffer pH 2.5). Die Elutionsfraktionen wurden direkt im Anschluss neutralisiert und
Uber Nacht dialysiert.

Der Western Blot in Abbildung 6.10 zeigt den Reinigungsverlauf der Antikorper
gegen Peptid 3032. Alle Taschen eines Polyacrylamid-Gels wurden mit der gleichen
Menge MBP-MCCa-Fusionsprotein beladen, die Proteine elektrophoretisch
aufgetrennt und dann auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert. In Spur 1 wurde
die Membran mit Praimmunserum inkubiert. Erwartungsgemal ist keine spezifische
Bande zu sehen. Das in Spur 2 verwendete Immunserum produziert viel
Lunspezifischen Hintergrund“ auf dem Rontgenfilm, l&asst aber den Nachweis von
MBP-MCCa zu. Die Isolierung der Antikérper aus dem Immunserum bewirkt eine
starke Reduktion von Hintergrundsignalen (Spur 3 und 4). Jedoch sind neben der
MBP-MCCa noch zwei andere Banden der GréR3e 85 kDa und 65 kDa zu sehen, bei
denen es sich wahrscheinlich um unvollstdndige Fusionsproteine von MCCa handelt.
Die in Spur 4 verwendeten Antikdrper wurden nach der ersten Reinigung nochmals
an die 3032-SulfoLink®-Saule gebunden, die Saule ausgiebig gespult und die
Antikdrper danach wieder eluiert. Eine Verbesserung beziglich der Reinheit der
AntikGrperpraparation ist im Western Blot nicht feststellbar. Als Vergleichsstandard
wurde in Spur 5 MBP-MCCa mit anit-MBP-Serum der Firma New England BioLabs

nachgewiesen.
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<+~— MBP-MCCua

Abbildung 6.10: Nachweis von MBP-MCC a mit Peptid-Antikérpern gegen MCC a
3032 im Western Blot.

Jeweils 8 pg Fusionsprotein wurde auf die Spuren 1-5 aufgetragen und im SDS-
PAGE aufgetrennt. Nach Transfer auf eine Nitrozellulose-Membran wurde mit
unterschiedlichen Antikoérper-Praparationen inkubiert.

Spur 1: Nachweis mit Praimmunserum (1:2000 in 0.1 % Milchpulverldsung). Spur 2:
Nachweis mit Immunserum von Kaninchen IN35A (1:2000 in 0.1 %
Milchpulverlésung). Das Serum enthalt Antikorper gegen die Peptid-Fragmente
MCCa 3031 und MCCa 3032. Spur 3: Nachweis mit Peptid-AntikGrpern gegen
MCCa 3032 nach 1-facher Reinigung mit dem SulfLink®-Kit (2:200 in 0.1 %
Milchpulverldsung). Spur 4: Nachweis mit Peptid-Antikdrpern gegen MCCa 3032
nach 2-facher Reinigung mit dem SulfLink®-Kit (2:200 in 0.1 % Milchpulverldsung).
Spur 5: Nachweis der Fusionsproteine mit anti-MBP Antikdrpern (1:120000 in 5 %
Milchpulverldsung); New England BioLabs.

Der Nachweis von MBP-MCC[ mit Antikdrpern gegen Peptid 3034 ist in Abbildung
6.11 dargestellt. Der Western Blot wurde in Analogie zu Abbildung 6.10
durchgeftuhrt. Auffallend ist das starke Hintergrundsignal in Spur 1, welches durch
die Reinigung mit dem SulfoLink®-Kit fast vollstandig verschwindet (Spur 2+3). Im
Gegensatz zu Abbildung 6.10 ist hier ein deutlicher Unterschied zwischen einfacher
und zweifacher Reinigung des Antiserums erkennbar. In Spur 3 ist nur noch eine
kraftige Bande zu sehen, die sich dem MBP-MCCp-Fusionsprotein zuordnen lasst.
Dies spricht fur eine erfolgreiche Steigerung der Reinheit und Spezifitat der
Antikdrper durch Affinitatsreinigung. In Spur 4 zeigt das kommerziell erworbene anti-
MBP-Serum vermehrt unspezifische Signale, jedoch kann eine besonders starke
Bande mit einer molekularen Masse von ca.100 kDa ausgemacht werden, die MBP-
MCCJ entspricht.
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Abbildung 6.11: Nachweis von MBP-MCC B Fusionsproteinen  mit
Peptidantikdrper gegen MCC 3 3034 im Western Blot.

Jeweils 7 pg Fusionsprotein wurde auf die Spuren 1-4 aufgetragen und nach
Auftrennung im SDS-PAGE auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert. Der
Nachweis erfolgte mit verschiedenen Antikérper-Préaparationen. Spur 1: Nachweis
mit Immunserum von Kaninchen IN36A (1:2000 in 0.1 % Milchpulverlésung). Das
Serum enthalt Antikorper gegen die Peptid-Fragmente MCC[3 3033 und MCC[3 3034.
Spur 2: Nachweis mit Peptid-Antikorpern gegen MCCB 3034 nach 1-facher
Reinigung mit dem SulfoLink®-Kit (2:200 in 0.1 % Milchpulverlésung), Spur 3:
Nachweis mit Peptid-Antikérpern gegen MCC[ 3034 nach 2-facher Reinigung mit
dem SulfoLink®-Kit (2:200 in 0.1 % Milchpulverldsung), Spur 4: Nachweis der
Fusionsproteine mit anti-MBP Antikérpern (1:10000 in 5 % Milchpulverlésung); New
England BioLabs.

Die gegen Peptid 3031 gerichteten Antikdrper lieferten im Western Blot nur ein
schwaches Signal. Die aus dem Antiserum von Kaninchen IN36A und IN36B mittels
immobilisierten Peptid 3033 gereinigten Antikérper zeigten eine &hnliches Signal wie
die Antikdrper gegen Peptid 3034.

Neben dem Nachweis der in E.coli Uberexprimierten 3-MCC-Untereinheiten wurde
auch die Detektion von MCCa und MCCf in humanen Fibroblasten angestrebt.
Hierfir wurden Fibroblasten durch Ultraschallbehandlung aufgeschlossen und die
Lysate im Western Blot analysiert. Mit keinem der vorhandenen Peptidantikdrper war
ein zuverlassiger Nachweis mdglich. Auch eine Mitochondrienanreicherung, wie sie
in Kapitel 5.3.6 beschrieben ist, fuhrte nicht zu einem deutlichen Detektionssignal im
Western Blot.
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6.3 Generierung von polyklonalen Antikbrpern gegen

Proteinanteile von MCC o und MCCf3

Zum Nachweis von Protein-Interaktionen zwischen der 3-MCCa- und B-Untereinheit
und maoglicherweise weiteren Bindungspartnern sollte eine Immunoprazipitation
durchgefiihrt werden. Die bereits vorhandenen Peptidantikorper sind aufgrund ihrer
monovalenten Bindung an Antigene nur eingeschrankt zur Prézipitation geeignet.
Deshalb sollten polyklonale Antikérper gegen MCCa und MCC[3 generiert werden.
AulRerdem wurde der Nachweis der Enzymuntereinheiten in Wildtyp- und Patienten-
Fibroblasten angestrebt, um die Auswirkungen von Mutationen auf die
Proteinstabilitdt semiquantitativ im Western Blot zu erfassen. Dies war mit den
Peptidantikdrpern bislang nicht méglich.

Fur die Generierung von polyklonalen Antikérpern wurden Aminosaure-Sequenz-
Bereiche mit geringer Homologie zu den Paralogen PCC und PYC ausgewahlt.
Zusatzlich sollten die Bereiche keine funktionell konservierten Domé&nen enthalten.
Die entsprechende cDNA wurde in E.coli Expressionsvektoren kloniert und als
Fusionsprotein Uberexprimiert. Die Reinigung der Fusionsproteine erfolgte durch
Affinitats- und anschlieRende GroélRenausschluss-Chromatographie. Zur
Immunisierung von Kaninchen dienten die in PBS vorliegenden Fusionsproteine
hoher Reinheit, die eine Antikérperbildung sowohl gegen MCCa bzw. MCCJ als auch

gegen den tag induzieren sollten.

6.3.1 Klonierung, Expression und Reinigung von MCC  O(as 402-643)

Nach Vergleich der Aminosaure-Sequenz von MCCa mit den anderen mitochondrial
lokalisierten biotin-abhé&ngigen Carboxylasen PCC und PYC wurde der Abschnitt As
402-643 fur die Generierung von Antikdrpern ausgewahlt. Abbildung 6.12 zeigt die

zugehdrige Alignment-Analyse.
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Abbildung 6.12: Alignment der MCC a-Untereinheit von 3-MCC, PYC und PCC
Ausgewahlt wurde der Aminosaure-Sequenzbereich 402-643 (rot umrandeter
Bereich), der nur geringe Homologie zu seinen Paralogen PCC und PYC aufweist
und keine funktionell konservierten Domé&nen besitzt. Verwandte Aminosauren sind
grau, exakte Ubereinstimmungen sind schwarz hinterlegt.

Die diesen Proteinbereich codierende cDNA wurde in den pGEX-3X Vektor kloniert,
da eine Klonierung in den pMAL-c2X-Vektor scheiterte. Der pGEX-3X-Vektor erzeugt
Fusionsproteine mit aminoterminalen GST-tag, welches zur Affinitatsreinigung
mittels Glutathion-Sepharose dient. Das durch Sequenzierung auf seine Richtigkeit
Uberprufte Konstrukt wurde in E.coli BL 21 transformiert. Die Expression von GST-
MCCa(asa02-643y Wurde durch IPTG induziert und fihrte zur Bildung von inclusion
bodies, d.h. inaktiven Proteinaggregaten. Diese inclusion bodies konnten nach
Zellaufschluss durch differentielle Zentrifugation isoliert werden. Die Zugabe einer 8
M Harnstofflosung bewirkte eine vollstdndige Solubilisierung der aggregierten
Proteine. Es folgte die schrittweise Renaturierung der Proteine. Dieses Protokoll
lieferte GST-MCCaasanz-643) Proteine mit hoher Reinheit, die allerdings extrem
verdinnt vorlagen (in ca.150 ml Puffer) und weitere Konzentrierungsschritte
erforderten. Die dabei auftretenden Verluste waren so hoch, dass selbst aus einigen
Litern Bakterienkultur nicht gentigend Fusionsproteine zur Immunisierung eines

Kaninchens gewonnen werden konnten.
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Deshalb wurde wiederum das prokaryonte Expressionssystem gewechselt. Der
ausgewahlte Aminosaure-Sequenz-Bereich (As 402-643) wurde beibehalten und die
entsprechende cDNA mit dem Primerpaar MCCA-AK-BamHI for / MCCA-AK-Hindlll
rev amplifiziert. Das Amplifikat wurde in den pQE-30 Vektor kloniert. Dieser Vektor
ermdglicht die rekombinante Expression von Fusionsproteinen mit einem
aminoterminalen His-tag. Dieser tag besteht aus lediglich sechs Histidin-Resten und
ist aufgrund seiner geringen Grof3e kaum immunogen. Das sequenzierte Konstrukt
wurde in M15 E.coli transformiert und die Zielproteine nach Zugabe von IPTG
gebildet. Auch hier zeigte die Auswertung von Expressionsversuchen mittels SDS-
PAGE, dass der tUberwiegende Teil der Fusionsproteine als inclusion bodies vorlag.
AulRerdem war der Anteil von His-MCCa am Gesamtprotein sowohl in der loslichen
als auch in der unléslichen Fraktion niedrig. Zur Reinigung unter nativen
Bedingungen wurden die Bakterien einer 1L-Kultur mit Ultraschall aufgeschlossen,
die unl6slichen Bestandteile durch hochtourige Zentrifugation abgetrennt und der
Uberstand auf eine Saule mit immobilisierten Nickel-lonen geladen. Unspezifische
Bindung von bakteriellen Proteinen an das S&aulenmaterial und der geringe Anteil
von loslichem  His-MCCaasan2-643 IMm  Ausgangsmaterial  reduzierten  die
Reinigungseffizienz. Auch mit diesem Ansatz konnten keine zur Immunisierung
ausreichenden Mengen an Antigen gewonnen werden. Aus diesem Grund wurde der
Versuch unter denaturierenden Bedingungen wiederholt. Hierzu wurden die
Bakterien einer 1L-Kultur nach der Zellernte in 8 M Harnstoffpuffer lysiert. Die
aggregierten Proteine gingen unter diesen Bedingungen in Ldsung. Unlésliche
Zellbestandteile wurden durch Zentrifugation sedimentiert und der Uberstand wieder
mittels immobilisierter Metall-Affinitatschromatographie gereinigt. Auch hier konnte
His-MCCa asan2-643) Nur unvollstandig von anderen zellularen Proteinen abgetrennt
werden und die Ausbeute wurde nur unwesentlich gesteigert. Bei der sich
anschlieBenden langsamen Renaturierung fielen die Proteine zudem im
Dialyseschlauch aus.

Derzeit wird sowohl an einer Optimierung der Praparation von GST-MCC0 (as402-643)

als auch von His-MCCaasa02-643) gearbeitet.
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6.3.2 Generierung von polyklonalen AntikGrpern gege n MCCP
(As 321-543)

Auch fur die 3-MCCp-Untereinheit wurden Alignment-Analysen mit den Paralogen
PCC und PYC durchgefiihrt. Der Aminosaure-Sequenz-Bereich 321-543 zeigte
geringe Homologie und enthielt keine funktionell konservierten Domanen (Alignment-
Analyse im Anhang). Die diesen Abschnitt codierende cDNA wurde in den pMAL-
c2X-Vektor kloniert, das Konstrukt in BL 21 E.coli transformiert und MBP-MCCf3as321-
s543) exprimiert. Expression, Zellaufschluss und Reinigung tber eine Amylose-Harz-
Matrix erfolgte in gleicher Weise wie bei den bereits beschriebenen MBP-
Fusionsproteinen. Zuséatzlich wurde die GroRRenausschluss-Chromatographie zur
Feinreinigung und zum Umpuffern in PBS eingesetzt. Abbildung 6.13 dokumentiert
den Reinigungsverlauf von MBP-MCCpas321-543. Spur 3 zeigt, dass die zuerst von
der Amylose-Harz-Matrix eluierten Proteine bereits in hoher Reinheit vorliegen. In
einer spateren Elutionsphase (Spur 4) werden allerdings auch unspezifisch
gebundene Proteine von der S&ule gewaschen. Die unterschiedlichen
Elutionsfraktionen  wurden  vereint,  aufkonzentriert und dann  durch
GrolRenausschluss-Chromatographie weiter aufgetrennt. Die prominente Gel-Bande
in Spur 5,6,7 entspricht MBP-MCCfas321-543) Und als sehr schwache Bande ist das
freie  MBP zu sehen. Dieses wurde wahrscheinlich wéahrend des
Reinigungsprozesses freigesetzt. In Spur 8 und 9 sind die mittels Gré3enausschlul3-
Chromatographie abgetrennten Verunreinigungen auf das Polyacrylamid-Gel
aufgetragen, die aufgrund ihrer geringeren MolekllgroRe langer fur die

Saulenpassage benotigt haben.
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Abbildung 6.13: SDS-Page zur Uberpriifung der mehrst  ufigen Reinigung von
MBP-MCCp(As 321-543).

Spur 1: E.coli Rohextrakt, der das tberexprimierte MBP-MCCfas321-543) €nthalt, Spur
2: Durchlauf der Amylosesaule. Spur 3+4: Elutionsfraktionen der Amylosesaule;
frhe und mittlere Elutionsphase. Spur 5+6+7: MBP-MCCpas321-543 nach GroRRen-
Ausschluss-Chromatographie. Spur 8+9: Proteine, die von MBP-MCCpas321-543)
durch GréfRenausschluss-Chromatographie abgetrennt werden konnten.

Die gereinigten Fraktionen wurden auf 1.5 mg MBP-Fusionsprotein pro ml PBS
eingestellt und an die Firma Metabion, Martinsried, geschickt. Mit der Antigen-
Praparation wurden zwei Kaninchen immunisiert und nach 70 Tagen jeweils 2 ml

Praimmunserum und 50 ml Immunserum generiert.

6.3.3 Reinigung der Immunseren gegen MCC  Bas321-543)

Die Kaninchen wurden mit einem Fusionsprotein immunisiert, welches sich aus
einem MBP-tag mit einem Molekulargewicht von 42.5 kDa und einem MCC[-
Fragment von 18 kDa zusammensetzt. Deshalb waren sowohl Antikérper gegen das
MBP als auch gegen MCCpas321-543) Im Antiserum zu erwarten. Diese Konstellation
ergibt mehrere Reinigungsoptionen, die in Abbildung 6.14 schematisch aufgefuhrt

sind. Die einfachste Maoglichkeit war, keine Reinigung des Immunserums
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durchzufihren. Da das Maltose-Bindende-Protein in eukaryontischen Zellen nicht
vorkommt, spielen die gegen MBP-gerichteten Antikbrper bei der
Immunoprazipitation und bei Western-Blot-Analysen von Fibroblasten-Extrakten
keine Rolle. Allerdings kdnnen andere im Serum enthaltene Immunglobuline und
Bestandteile zu einem unspezifischen Hintergrundsignal fuhren. In Western-Blot-
Experimenten mit ungereinigtem Immunserum (Abbildung 6.15; Spur 2) bestatigte
sich dies jedoch nicht.

Bei einem anderen Reinigungsverfahren wurde in einem ersten Schritt die gesamte
IgG-Fraktion aus dem Serum isoliert. Hierzu diente eine Protein A-Sepharose-Saule,
deren immobilisierter Ligand Protein A spezifisch an die F¢.-Region von
Immunglobulinen bindet. Die gebundenen Antikdrper konnten mit Hilfe eines pH-
Shift wieder von der Saule eluiert werden. In einem zweiten Schritt wurden Anti-
MBP-Antikorper entfernt, indem die gereinigten Antikdrper mit immobilisierten MBP
inkubiert wurden. Der Durchlauf sollte frei von Anti-MBP-Antikdrpern sein. Zur
Herstellung der MBP-Affinitatssaule wurde zunachst reines MBP in Bakterien
exprimiert, gereinigt und dann reversibel an Amylose-Harz gebunden. Die genaue
Durchfiihrung ist unter Punkt 5.6.5 beschrieben.

Die dritte Moglichkeit zur Aufreinigung des Immunserums liefert eine Préaparation, die
theoretisch nur noch gegen MCC[ gerichtete Antikdrper enthalt. Das homologe
Antigen, also MBP-MCCpas321-543), wurde in hoher Reinheit hergestellt und sollte
anschlieRend mit Hilfe des SulfoLink®-Kit immobilisiert werden. Dazu wurden die
Sulfhydryl-Gruppen der MBP-Fusionsproteine nach Herstellerangaben mit 2-
Mercaptoethylamin reduziert und im Anschluss an das SulfoLink®-Gelmaterial
gebunden. Durch den geringen Gehalt an Sulfhydryl-Gruppen war die Binde-
Effizienz jedoch unzureichend. AuRerdem wurde das empfindliche MBP-MCCpas321-
s43) Wahrscheinlich schon bei der Vorbereitung der Saule degradiert. Somit konnte
auf diesem Weg keine spezifische Reinigung des Antiserums erfolgen. Eine andere
Option ist die kovalente Kopplung des Antigens uber NH,-Gruppen an Agarose-
Kigelchen. Da die NH,-Gruppe am N-Terminus eines jeden Polypeptids und an der
Seitenkette von Lysin auftreten, ist mit einer erhdhten Binde-Effizienz zu rechnen.
Die Umsetzung dieser Immobilisierungs-Technik steht noch aus. Dementsprechend
kann der zweite Reinigungsschritt zur Abtrennung von Anti-MBP-Antikdrpern derzeit

nicht durchgefiihrt werden.
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Abbildung 6.14: Mdogliche Optionen zur Isolierung vo n polyklonalen
Antikdrpern gegen MCC 3 aus Immunserum.

6.3.4 Austestung der polyklonalen Antikdrper gegen
MCCB(A3321_543) im Western Blot

Fur die Anwendung als Primar-Antikdrper im Western Blot standen ungereinigtes
Immunserum, die mittels Protein-A-Sepharose gereinigten Immunglobuline und
zusatzlich tber MBP-Amylose-Harz gereinigte Fraktionen zur Verfigung. Diese
Préaparationen lagen von Kaninchen Nr.1 und Kaninchen Nr.2 vor. Die polyklonalen
Antikdrper gegen MCCpas321-543) sollten zunachst an rekombinantem MBP-MCC(
getestet werden. Der Vergleich von Spur 1 und Spur 2 in Abbildung 6.15 zeigt, dass
die Immunisierung erfolgreich war. Bei der Inkubation der Nitrozellulose-Membran
mit PrA&immunserum (Spurl) ist keine Bande zusehen, im Gegensatz zu Spur 2, wo
durch das Immunserum neben MBP-MCCf noch einige andere Proteine detektiert
werden. Spur 2, 3 und 4 zeigen ein &hnliches Bandenmuster. Die schwéchere Bande

bei 45 kDa entspricht am ehesten dem MBP. Bei der kraftigen Bande mit einem
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Molekulargewicht von ca. 60 kDa handelt es sich wahrscheinlich um MCCp ohne
MBP-tag. In Spur 4 findet man deutlich weniger Nebenbanden als in Spur 2 und 3.
Dies kann mit der Entfernung von Anti-MBP-Antikérpern aus der Praparation erklart
werden, da auch das Detektionssignal fur MBP abgeschwacht ist. In Spur 5 wurde
das zur Immunisierung verwendete MBP-MCCas321543 Im Western Blot

nachgewiesen.
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Abbildung 6.15: Nachweis von MBP-MCC [-Fusionsproteinen (Spur 1-4) mit
polyklonalen Antikbrpern gegen MCC  Bas 321-543) im Western Blot

Jeweils 7 pg Fusionsprotein wurden auf die Spuren 1-4 aufgetragen,
elektrophoretisch aufgetrennt und anschlieRend auf eine Nitrozellulose-Membran
transferiert. Der Nachweis erfolgte mit verschiedenen Antikdrper-Praparationen von
Kaninchen Nr.2. Spur 1: Inkubation mit Praimmunserum (1:1000 in 0.1 %
Milchpulverlésung), Spur 2: Nachweis mit Immunserum (1:1000 in 0.1 %
Milchpulverldsung) Spur 3: Nachweis mit Protein A-AffinitAitschromatographie
gereinigter Antikorperfraktion (1:1500 in 0.1 % Milchpulverlésung) Spur 4: Nachweis
mit Protein A- und Amylose-MBP-Affinitatschromatographie gereinigten Antikérpern
(2:300 in 0.1 % Milchpulverlésung), Spur 5: Hier wurde das zur Immunisierung
verwendete MBP-MCCpas321543 auf die Nitrozellulose-Membran transferiert.
Nachweis mit Protein A- und Amylose-MBP-AffinitAitschromatographie gereinigten
Antikdrpern.
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Schlie3lich wurden die polyklonalen Antikérper an Leberzellextrakten und
Mitochondrienanreicherungen getestet. Hier konnten keine einheitlichen Ergebnisse
beim Nachweis von MCC( erzielt werden. Der Leberzellextrakt wurde durch
Aufschluss von humanen Hepatozyten aus der Zellkultur gewonnen, und 15 pg
Gesamtprotein zum Western Blot eingesetzt. Abbildung 6.16 zeigt ein relativ
schwaches Detektionssignal bei ca. 60 kDa, welches mit dem Molekulargewicht von
MCCJ ubereinstimmt. Hier wurde der SeeBlue® plus2 Marker als Molekulargewichts-
Standard aufgetragen. In einem weiteren Experiment sollte die [-Untereinheit in
humanem Nierengewebe nachgewiesen werden, da Nierengewebe reich an 3-MCC
ist. Fur die Mitochondrien-Anreicherung wurde humanes Nierengewebe (aus dem
Institut fir Rechtsmedizin der LMU Munchen) homogenisiert und die Mitochondrien
durch differentielle Zentrifugation angereichert. 15 pug der mitochondrialen Proteine
wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrozellulose-Membran
transferiert. Als Primar-Antikorper dienten wie beim Leberzellextrakt mittels Protein-
A-Sepharose gereinigte Immunglobuline. Auf dem Roéntgenfilm ist eine deutliche
Bande zu sehen, die wahrscheinlich MCCB entspricht. Die dartber liegende
schwachere Bande kann keinem bestimmten Protein zugeordnet werden. Auch von
HF1 Fibroblasten wurde eine Mitochondrien-Anreicherung durchgefihrt und mittels
Western Blot analysiert. Hier zeigt sich eine deutliche Bande bei circa 85 kDa, die
beziglich des Molekulargewichts nicht mit MCC[3 vereinbar ist. Diese Bande konnte
mit Immunserum von Kaninchen Nr.1 und Nr.2 reproduzierbar nachgewiesen
werden. Deshalb stellt sich die Frage, ob die Antikdrper spezifisch ein anderes
Protein erkennen oder ob MCCQf in einer modifizierten Form vorliegt.

Zusammenfassend sind die polyklonalen Antikorper gegen MCCPas32i1-543 ZUM
Nachweis von rekombinanten MBP-MCC[( geeignet. Auch in Leber- und
Nierengewebe ist ein Nachweis der [-Untereinheit moglich. Die Western Blot
Analyse an Fibroblasten-Zelllysaten weist ein bislang unbekanntes Protein nach.

Derzeit wird untersucht, um welches Protein es sich dabei handelt.
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Abbildung 6.16: Nachweis von MCC [ im Western Blot mittels polyklonaler
Antikorper.

Jeweils 15 pg Gesamtprotein von Leberzellextrakt und zweier Mitochondrien-
Anreicherungen wurde durch SDS-PAGE aufgetrennt und im Anschluss auf eine
Nitrozellulose-Membran Ubertragen. Der Nachweis erfolgte im Fall des
Leberzellextrakts und der Mitochondrien-Praparation aus humaner Niere mit
gereinigten (Protein A-Saule) Antikérpern von Kaninchen Nr.1 (1:500 in 0.1 %
Milchpulverldsung). Die Mitochondrien-Praparation von humanen HF1-Fibroblasten
wurde mit Protein A-Affinitdtschromatographie gereinigten Antikdérpern von
Kaninchen Nr.2 (1:500 in 0.1 % Milchpulverlésung) untersucht.
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7 Diskussion

Seit der Erstbeschreibung im Jahr 1959 [14] konnte die 3-Methylcrotonyl-CoA-
Carboxylase hinsichtlich vieler Aspekte charakterisiert werden. Schon frih wurde die
Zugehorigkeit zur Familie der biotinabhéangigen Carboxylasen [51] und die Funktion
im L-Leucin-Katabolismus aufgeklart [92]. Auf molekularer Ebene konnte gezeigt
werden, dass sich die 3-MCC aus zwei unterschiedlichen Untereinheiten (MCCa und
MCCpB) zusammensetzt und mitochondrial lokalisiert ist [46, 47]. Seit der
Erstbeschreibung eines Patienten mit konfirmiertem 3-MCC-Mangel 1982 [10], sowie
bei unerwartet hoher Inzidenz betroffener Kinder nach Einfiihrung des erweiterten
Neugeborenen-Screenings ist das Enzym auch von klinischem Interesse.

Die Klonierung der humanen cDNA-Sequenzen der Gene MCCA und MCCB im Jahr
2001 [7, 18, 28], zusammen mit dem Wissen Uber die exakten Aminotermini der
prozessierten Untereinheiten [78], bildeten die Grundlage fur die rekombinante

Expression in E.coli.

7.1 Entwicklung eines prokaryontischen

Expressionssystems von MCC a und MCCf3

Zur Untersuchung von Struktur und Funktion der 3-Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase
sollte ein prokaryontes Expressionssystem etabliert werden. Die fiur die reifen
Untereinheiten codierenden cDNA-Sequenzen MCCA™ und MCCB™ wurden in
den pMAL-c2X Vektor kloniert. Dieser Vektor erzeugt Fusionsproteine aus einem
Zielprotein und dem aminoterminal lokalisierten Maltose-Bindenden-Protein (MBP),
das in erster Linie der Affinitdtsreinigung dient. Das MBP ist mit einem
Molekulargewicht von 42.5 kDa ein grof3er Fusionspartner. Das bedeutet einen
entsprechend hohen Verbrauch an Energie und zellularen Ressourcen fir die
Synthese eines jeden Fusionsproteins. Zudem sind die grof3en Molekile fir manche
Applikationen wie zum Beispiel kristallographische Untersuchungen sterisch

ungunstig. In vielerlei Hinsicht ist der MBP-tag jedoch von Vorteil. So konnte gezeigt
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werden, dass MBP die Lo6slichkeit und Stabilitdt rekombinant exprimierter Proteine
erhoht [15, 36] und damit die Bildung von Einschlusskdperchen (inclusion bodies)
verhindert [36]. Einschlusskdrperchen bestehen aus partiell gefalteten Proteinen, die
als unlésliche Aggregate in der Zelle vorliegen. Mit einem von Wilkinson und
Harrison entwickelten Verfahren kann die Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten von
Proteinaggregaten aus der Aminosauresequenz berechnet werden [91]. Die Analyse
ergab fur MCCa eine Wabhrscheinlichkeit von 68.5% fir das Vorliegen von
unléslichen Proteinen. Im Falle von MCCp lag der Wert sogar bei 75.5%. Deshalb
erschien die Fusion der Untereinheiten mit dem Maltose-Bindenden-Protein sinnvoll,
um korrekt gefaltete und damit I6sliche Proteine zu erhalten. Nach der Reinigung
sollte der MBP-tag mit Hilfe der Protease Faktor Xa von den Untereinheiten wieder
abgetrennt werden.

Fur die rekombinante Expression von MCCa und MCCp wurden E.coli BL 21 RIL-
Zellen verwendet. Diese enthalten zusatzliche Kopien bestimmter tRNA Gene, da die
Produktion von heterologen Proteinen in E.coli durch einen Mangel an tRNA-
Molekdilen limitiert sein kann. Zudem ist dieser Stamm Protease-defizient [23], was
einerseits zu einer Steigerung der Ausbeute an Fremdprotein fihrt, andererseits den
naturlichen Abbau von missgefalteten und aggregierten Proteinen verhindert. In der
Folge konnen hierdurch toxische Eiwei3e in der Zelle akkumulieren und den
Zellmetabolismus storen [26].

Die Bildung der rekombinanten Proteine wurde durch IPTG induziert. Die
anschlieBende Analyse ergab, dass sowohl die a- als auch die (-Untereinheit
effizient in E.coli Uberexprimiert werden kénnen, und deren Anteil am zellularen
Gesamtprotein Uber 50 % liegt. Dies weist daraufhin, dass MBP-MCCa und MBP-
MCCPB keine toxischen Effekte auf den Stoffwechsel der Zelle ausiben. Beide
Untereinheiten wurden als I6sliche Proteine im Uberstand und in ihrer unléslichen
Form im Zellsediment nachgewiesen. Je langer die Bakterien nach der Induktion
kultiviert wurden, desto grol3er wurde der Anteil unléslicher Proteine. Dies spricht fur
eine begrenzte Lo6slichkeit der MBP-Fusionsproteine im Zytoplasma, bei deren
Uberschreitung es zur Aggregation kommt. Allerdings koénnte auch ein
unzureichender Zellaufschluss zu einer vermeintlichen Anhaufung des unldslichen
Proteins fuihren, da intrazellulare Proteine von intakten Bakterien nicht im Uberstand

zu finden sind, sondern erst in der SDS-PAGE der Sedimentfraktion sichtbar werden.
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Im nachsten Schritt sollte Gberprift werden, ob sich die rekombinant exprimierten
Proteine MBP-MCCa und MBP-MCCf zu einem aktiven Enzym zusammenlagern
kdnnen und somit die Umsetzung von 3-Methylcrotonyl-CoA in 3-Methylglutaconyl-
CoA katalysieren. Hierzu wurden gleiche Mengen der l6slichen Proteine aus E.coli-
Zellextrakten vereint und mittels 3-MCC-Radioenzymassay untersucht. Es zeigte sich
keine nachweisbare Enzymaktivitat, was darauf schlieBen lasst, dass die
Untereinheiten nicht spontan zusammengefunden haben. Der Faltungs- und
Assemblierungsprozess findet normalerweise in der mitochondrialen Matrix statt und
wird von Helferproteinen wie dem Hsp70, Hsp 60 oder Peptidyl-Prolyl-lsomerasen
unterstitzt [35, 60, 64, 71]. Diese Chaperonine fehlen im bakteriellen Zellextrakt;
zusatzlich finden sich viele bakterielle Proteine, die eine Interaktion der
Untereinheiten stéren konnten. Auch das Vorhandensein von Proteasen kdnnte zu
einer frihzeitigen Degradierung der MBP-Fusionsproteine filhren und die Bildung
aktiver Enzymkomplexe unmaglich machen.

Um diese ungunstigen Storfaktoren zu reduzieren, wurde eine in vitro Translation mit
dem E.coli S30 Extract System durchgefihrt. In einem Experiment wurden MBP-
MCCa und MBP-MCCQf simultan in einem kleinen Volumen hergestellt und dadurch
die Interaktion der Enzymuntereinheiten erleichtert. Die Gefahr proteolytischer
Prozesse ist im Vergleich zum nativen Zellextrakt geringer, da die OmpT-
Endoproteinase und die lon-Protease inaktiviert sind. In einem weiteren Ansatz
wurden neben den MBP-Fusionsproteinen auch die Chaperonine groES und groEL
co-exprimiert, um eine korrekte Faltung der neu synthetisierten Proteine zu erreichen
[21, 37, 96]. Die Chaperonine fuhrten zu einer Steigerung der nachweisbaren
Proteinmenge in der SDS-PAGE, jedoch war in beiden Ansatzen keine
Enzymaktivitat messbar.

Dies konnte zum einen an dem 3-MCC-Radioenzymassay selbst liegen, der
ursprunglich fur die Messung der Enzymaktivitat in humanen Fibroblasten und
Leukozyten konzipiert wurde. Die Konzentrationen von Substrat, ATP und
Bicarbonat wurden hinsichtlich der 3-MCC-Enzymkonzentrationen in Fibroblasten-
Zellextrakten bzw. Leukozyten optimiert. Diese Bedingungen sind moglicherweise
nur bedingt Ubertragbar auf Konzentrationsverhdaltnisse, wie sie nach in vitro

Translation oder im E.coli-Zellextrakt vorliegen.
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Ein weiterer Grund fir die beobachtete, fehlende Enzymaktivitdt kénnte in der
gestorten Assemblierung der Untereinheiten infolge des N-terminal lokalisierten
MBP-tag begrindet sein.

Fur das aus Rinderniere isolierte 3-MCC wird eine Zusammenlagerung der a- und [3-
Untereinheiten zu einem Dodecamer (af3)s postuliert [46]. Die gleiche Konformation
wird fur das humane Enzym vermutet. Dies wirde einem Molekulargewicht des
funktionellen Enzymkomplexes von ca. 850 kDa entsprechen. Durch das an jeder
Untereinheit befindliche MBP wirde das Molekulargewicht auf 1360 kDa ansteigen.
Uber die Auswirkungen auf die sterische Konformation lasst sich nur spekulieren,
allerdings erscheint eine Behinderung der Assemblierung der Untereinheiten als
wabhrscheinlich.

Deshalb sollte der MBP-tag nach Reinigung von MBP-MCCa und MBP-
MCCf abgetrennt werden. Aus einem Liter Bakterienkultur konnten mittels Affinitats-
Chromatographie ca. 20-30 mg rekombinante Proteine isoliert werden, die in relativ
hoher Reinheit vorlagen. Zur Spaltung der MBP-Fusionsproteine wurde die
Endoprotease  Faktor Xa  eingesetzt, die  natirlicherweise in  der
Blutgerinnungskaskade fur die Umwandlung von Prothrombin in Thrombin zustandig
ist. Sie ist eine spezifische Protease und schneidet an der Carboxyl-Seite des
Aminosauresequenzmotivs IEGR. Dieses Sequenzmotiv ist auch in MBP-MCCa und
MBP-MCCf enthalten; dennoch gelang keine vollstdndige Abtrennung des tag. Es
wurden zahlreiche Optimierungsversuche unternommen, die unter anderem darauf
abzielten, die Schnittstelle fir Faktor Xa zugénglich zu machen. Ineffizientes und
auch unspezifisches Schneiden von Faktor Xa ist fur verschiedene Fusionsproteine
in der Literatur beschrieben, erscheint aber besonders im Zusammenhang mit MBP
Fusionsproteinen von Bedeutung zu sein [27, 39, 75, 86]. Die Einfihrung von funf
Glycin-Resten in direkter Nachbarschaft zur Faktor Xa-Schnittstelle, die die
Trennungseffizienz von MBP und Zielprotein zu verbessern vermag [67], wurde nicht
getestet. Ein weiteres Problem ergab sich aus der Instabilitat von geschnittenem
MCCa und MCCp, die beide nach der Abspaltung des MBP innerhalb kirzester Zeit
degradiert wurden. Dies steht im Einklang mit der Beobachtung bei Etablierung des
Radioenzymassays, dass 3-MCC eine niedrige Halbwertszeit besitzt. So verliert der
aus den Mitochondrien freigesetzte, intakte Enzymkomplex selbst bei -80C

innerhalb von 12 Stunden seine Aktivitdt. Die ungeschnittenen, gereinigten MBP-
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Fusionsproteine erwiesen sich dagegen als sehr bestandig und konnten selbst nach
36 Stunden bei Raumtemperatur noch in der SDS-PAGE detektiert werden.

Auch bei anderen Proteinen wird Uber eine rasche Degradierung nach Entfernung
des MBP-tag berichtet [88]. Die Abnahme der Proteinstabilitat ist eventuell mit der
sogenannten ,N-end-rule” begrindbar. Diese wurde in systematischen Studien
ausgearbeitet und besagt, dass die Stabilitéat eines Proteins in vivo von seinem N-
terminalen Aminosaure-Rest abhangig ist [3, 4, 22]. Diese Regel wurde spater auch
fur E.coli formuliert [80]. Die aminoterminal lokalisierten Aminosauren Lysin, L-
Leucin, Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan reduzieren demnach die Halbwertszeit
eines Proteins erheblich. Betrachtet man die reife (-Untereinheit ohne
Fusionspartner, findet sich am N-Terminus ein Tyrosin-Rest, der zu einer verkirzten
Halbwertszeit beitragen konnte. Da die ,N-end-rule” jedoch fur Proteine in vivo
entwickelt wurde, ist unklar, in wie weit sie Gultigkeit fir Degradierungsprozesse in
vitro besitzt. Der Regel widerspricht das reife MCCa, welches N-terminal die
Aminosaure Threonin tragt und damit nicht zum frihzeitigen Abbau pradisponiert
sein sollte, aber dennoch eine grof3e Labilitat aufweist.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass der MBP-tag zwar positiv auf die
Stabilitat und Loslichkeit der Uberexprimierten Proteine wirkt, sich aber nur schwer
von den labilen Proteinen MCCa und MCCf( abtrennen lasst. Aus diesem Grund
sollte ein prokaryontes Expressionssystem nach dem Vorbild von Kelson et al.
etabliert werden [37], das die simultane Expression der 3-MCC-Untereinheiten ohne
Affinitats-tag gestattet. Die simultane Expression wurde angestrebt, da sich die
Untereinheiten bereits im Zytoplasma von E.coli zum funktionellen Enzymkomplex
zusammenlagern sollten. Fur die Propionyl-CoA-Carboxylase, einem eng
verwandten Enzym, konnte gezeigt werden, dass eine frilhzeitige Assemblierung vor
Degradierung der Untereinheiten schitzt [59]. Die Klonierung des Doppelkonstrukts
fur 3-MCC erwies sich als nicht durchfuhrbar. Der Grund waren die aul3erhalb der
~-multiple cloning Site" liegenden Schnittstellen, die von den Restriktionsenzymen
EcoRl und Pstl nicht spezifisch erkannt wurden. In der Folge wurde der
Plasmidvektor in unterschiedlichen Versuchen an der ,falschen“ Stelle geschnitten.
Diese sogenannte ,Star-Aktivitat" ist vor allem von EcoRIl bekannt, das sehr
empfindlich auf Glycerol, Mangan-lonen, Dimethylsulfoxid (DMSO) und Anderung
der lonenstarke reagiert [29, 52, 62, 66, 93]. Unter optimalen Pufferbedingungen

schneidet EcoRlI nur die Basensequenz GAATTC. Sind Storfaktoren vorhanden, wird
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die DNA auch an Stellen geschnitten, die das Sequenzmotiv AATT enthalten. Der
verwendete PinPoint® Vektor enthalt im Bereich der EcoRI-Schnittstelle mehrfach
das verkurzte Sequenzmotiv AATT und konnte dadurch ein unspezifisches
Schneiden der DNA verstarkt haben. Fir das Restriktionsenzym Pstl sind weit
weniger Falle von ,Star-Aktivitat® beschrieben [52]. Dennoch wurde auch hier
wiederholt das cDNA-Template an nicht korrekter Position in den Vektor inseriert.

Nach zahlreichen, nicht zielfihrenden Optimierungsversuchen wurde das
Klonierungskonzept Uberarbeitet, und die fur die reife a-Untereinheit codierende
cDNA erfolgreich in den pQE-60 Vektor kloniert. Das ohne Affinitats-tag exprimierte
MCCa kann fur einen Pull-Down-Assay eingesetzt werden, welcher die
Untersuchung der Interaktion zwischen a- und B-Untereinheit ermdglicht. Diese
Interaktion ist bislang fur die humane 3-MCC weitgehend unerforscht, erscheint aber
von besonderem Interesse, da fur das nah verwandte Enzym Propionyl-CoA-
Carboxylase gezeigt werden konnte, dass viele Genmutationen nicht den
katalytischen Mechanismus betreffen, sondern vor allem die Aneinanderlagerung der

Untereinheiten stéren [33].

7.2 Generierung von Antikorpern gegen MCC o und MCCQ

Fur die geplante rekombinante Expression von MCCa und MCCB war eine
immunologische Nachweismdglichkeit erforderlich. Da keine spezifischen Antikérper
in unserem Labor zur Verfigung standen und nicht kduflich zu erwerben waren,
sollten geeignete Antikdrper generiert werden. Die einfachste Methode, Antikdrper
Zu erzeugen, ist die Immunisierung von Tieren mit den entsprechenden Antigenen.
Die gewonnenen polyklonalen Antiseren sind haufig hoch sensitiv und spezifisch.
Fur dieses Verfahren waren jedoch keine ausreichenden Mengen von reinem MCCa
bzw. MCCp-Protein verfigbar, weswegen eine alternative Technik angewendet
wurde. Diese sieht die Immunisierung von Kaninchen mit synthetisch hergestellten
Peptid-Antigenen vor [55, 56]. Durch Vergleich der Aminosaure-Sequenz mit den
eng verwandten Enzymen Propionyl-CoA-Carboxylase und Pyruvat-Carboxylase
konnten Bereiche ausgewahlt werden, die geringe Homologie aufweisen und keine

hoch konservierten Abschnitte enthalten [2]. Damit konnen unerwinschte



Diskussion 85

Kreuzreaktivitaten der Antikorper minimiert werden. Fiur MCCa wurde die
Aminosaure-Abfolge As 178-190 und As 698-710, fir MCCp die Bereiche As 185-
198 und As 484-497 fur die Peptid-Synthese ausgesucht. Vor der Immunisierung
wurden die Peptide an den Carrier Ovalbumin gekoppelt, um eine Immunantwort zu
induzieren. Die nach Durchfihrung des Immunisierungsprotokolls erhaltenen
Antiseren von vier Kaninchen wiesen im ELISA-Test hohe Antikdrper-Titer auf.
Lediglich das Peptid MCCa As 178-190 fuhrte zu einer nur geringen Antikdrper-
Bildung und folglich zu einem schwachen Signal im ELISA. Im Western Blot sollten
die rekombinanten Proteine MBP-MCCa und MBP-MCCB mit Hilfe der Peptid-
Antikdrper nachgewiesen werden. Das Praimmunserum, also vor Antigen-Kontakt
gewonnenes Serum, zeigte erwartungsgemal kein Detektionssignal (Abbildung
6.10; 6.11). Mit dem Immunserum aller vier Kaninchen war ein Nachweis der
Fusionsproteine madglich, wobei ein starkes Hintergrundsignal die Auswertung
beeintrachtigte. Deshalb wurden die gegen die synthetischen Peptide gerichteten
Antikérper mit Hilfe des SulfoLink®-Kits aus dem Serum isoliert. Der storende
Hintergrund konnte durch diesen Reinigungsschritt wirksam beseitigt werden, was
eine trennscharfe Darstellung der MBP-Fusionsproteine erlaubte. Die noch
vorhandenen schwachen Nebenbanden entsprechen wahrscheinlich Fragmenten
von MBP-MCCa bzw. MBP-MCCf, die entweder von E.coli unvollstdndig gebildet
wurden oder bei der Reinigung und Lagerung durch Degradierungsprozesse
entstanden sind. Ein unspezifischer Nachweis anderer bakterieller Proteine, die in
Spuren auch in den gereinigten Fraktionen der MBP-Fusionsproteine enthalten sind,
liegt hdchstwahrscheinlich nicht vor.

Eine Detektion der 3-MCC-Enzymuntereinheiten in Fibroblastenlysaten und
Mitochondrienanreicherungen war dagegen nicht mdéglich. Dies kbnnte durch das
niedrige Expressionslevel der 3-MCC in Fibroblasten bedingt sein. Da aber mit guten
Antkorperpraparationen die Nachweissensitivitat im attomolaren Bereich liegt [43],
scheint diese Ursache wenig wahrscheinlich. Fur die Herstellung von
Fibroblastenlysaten wurden die Zellen und Mitochondrien mit einem Ultraschallstab
aufgeschlossen und die loslichen Proteine fiir den Western Blot eingesetzt. Der
fehlende Nachweis konnte durch eine vollstandige Degradierung des Enzyms
wahrend der Praparation erklart werden oder auf einen mangelnden Zell- bzw.
Mitochondrienaufschluss zurlckzufiihren sein. Da in den Western Blot-Analysen von

Fibroblasten-Zellextrakten keinerlei Banden zu erkennen waren, liegen auch keine
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ersichtlichen Kreuzreaktionen mit anderen Proteinen vor, was bezlglich der
Spezifitat positiv zu werten ist. Zusammenfassend kann man feststellen, dass die
Peptid-Antikdrper den sicheren Nachweis von rekombinant exprimierten MCCa und
MCCB ermdglichen, jedoch nicht zur Detektion der Enzym-Untereinheiten in

Fibroblastenlysaten geeignet sind.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Herstellung von polyklonalen Antikorpern.
Diese bieten aufgrund ihrer polyvalenten Bindung an das Antigen die Mdglichkeit,
eine Immunoprazipitation durchzufihren. Diese Methode dient der Untersuchung
von Protein-Protein-Wechselwirkungen und waére interessant mit Blick auf die
Interaktion von a- und (-Untereinheit der 3-MCC und eventuell weiteren
Bindungspartnern. Dartber hinaus sollten die polyklonalen Antikdrper den Nachweis
von MCCa und MCCp in Fibroblastenlysaten erlauben. Durch Vergleich von Wildtyp-
und Patienten-Fibroblasten im Western Blot kbnnte der Einfluss von Mutationen auf
die Stabilitat des Enzyms untersucht werden. Fur die Generierung der polyklonalen
Antikorper wurden, &hnlich wie bei den Peptid-Antikérpern, Aminosauresequenz
Bereiche mit geringer Homologie zu den Paralogen Propionyl-CoA-Carboxylase und
Pyruvat-Carboxylase ausgewahlt, um spatere Kreuzreaktionen zu vermeiden Die
Proteinabschnitte sind Gber 200 Aminosauren lang und bieten dadurch viele Antigen-
Determinanten. Fir MCCa wurde der Sequenzbereich von Aminosaure 402 bis 643
gewahlt. Bei MCCp erschien der Bereich As 321-543 geeignet zur Induktion einer
spezifischen Immunantwort. Die fur die ausgewahlten Proteinfragmente codierende
cDNA wurde in prokaryontische Vektorsysteme mit Affinitdts-tag kloniert. Der tag
ermdglicht eine selektive Aufreinigung der Fusionsproteine, die in diesem Fall von
besonderer Bedeutung ist, da die Qualitdt der erzeugten Antikorper mafigeblich von
der Reinheit der Antigenpraparation abhangt. Auch die schon unter Kapitel 7.1
beschriebene stabilisierende Wirkung des tag auf die rekombinant exprimierten
Proteine und die Erh6hung der Lo6slichkeit sind gunstige Eigenschaften, weswegen
die Immunisierung mit Fusionsproteinen ein haufig in der Literatur beschriebenes
Verfahren darstellt. Probleme bei der Generierung von Antikérpern mittels
Fusionsproteinen kdnnen auftreten, wenn sich die Immunantwort vor allem gegen
die Epitope auf dem Affinitats-tag richtet oder durch die Proteinkonformation wichtige

Bereiche des Ziel-Antigens verdeckt werden.
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MCCa(as321-543) wurde mit Hilfe des pGEX-3X Vektorsystems in E.coli exprimiert. Die
gebildeten Fusionsproteine mit einem aminoterminalen Glutathion-S-Transferase-tag
(GST-tag) lagen in der Zelle als inclusion bodies vor, welche in hoher Reinheit isoliert
werden konnten und damit eine Affinitdts-Reinigung Uber Glutathion-Sepharose
Uberfluissig machten. Bei der Solubilisierung der Proteinaggregate und
anschlieBender Renaturierung traten jedoch hohe Verluste auf, so dass keine
ausreichenden Mengen GST-MCCaasao2-643 zUr Immunisierung von Kaninchen
gewonnen werden konnten. Alternativ wurde die fir MCCaass2i-s43) codierende
cDNA in den pQE-30 Plasmidvektor inseriert. Die gebildeten rekombinanten Proteine
wurden mit einem N-terminalen His-tag versehen, der aus lediglich sechs Histidin-
resten besteht und der Affinitdtsreinigung Uber eine Nickel-Saule dient. Im
Gegensatz zum GST-tag (26 kDa) ist der His-tag (1 kDA) sehr klein. Dadurch ist er
weniger immunogen, leistet allerdings keinen Beitrag, die Loslichkeit und Stabilitat
des Fusionsproteins zu steigern. Auch hier lag das gebildete His-MCCaasa02-643)
Uberwiegend in Form von inclusion bodies vor. Als zusatzlicher Nachteil erwies sich
das insgesamt niedrige Expressionsniveau der rekombinanten Proteine. Die Ursache
konnte das pQE-Vektorsystem sein, dessen Plasmide nur in geringer Zahl in der
Zelle gebildet werden (Low-Copy-Plasmide) im Gegensatz zu den sonst
verwendeten Vektorsystemen pGEX-3X und pMAL-c2X, die eine hohe Kopienzahl
aufweisen. Zur Aufreinigung wurden die aggregierten Proteine in hochmolarem
Harnstoff aufgelést und anschlieRend an eine Nickel-Saule gebunden. Hierbei zeigte
sich, dass viele andere Proteine unspezifisch an die Matrix binden und den
Reinigungseffekt reduzieren. Aufgrund der Schwierigkeiten bei der Antigen-
Praparation konnten bislang noch keine Kaninchen gegen MCC0asa02-643)
immunisiert werden. Gegenwartig wird an einer Optimierung der Expression und
Reinigung von GST-MCCa (asa02-643) Und His-MCCaasao2-643) gearbeitet. Denkbar ware
ein Verzicht auf die schwierige Renaturierung von GST-Fusionsproteinen, da die
korrekte Proteinfaltung fur die Immunisierung unerheblich ist.

Das nach Homologie-Analysen ausgewahlte Fragment MCCpas321-543y konnte als
MBP-Fusionsprotein in E.coli exprimiert werden. Wie bei den vollstandigen
Untereinheiten der 3-MCC war auch hier eine effiziente Affinitatsreinigung tber eine
Amylose-Matrix maoglich. Die angeschlossene Feinreinigung mittels

GroélRenausschluss-Chromatographie fuhrte zu einer hoch reinen Praparation, die zur



88 Diskussion

Immunisierung von zwei Kaninchen verwendet wurde. Aufgrund der GroRRe des
MBP-tag ist mit einer Antikdrperbildung gegen das Maltose-Bindende-Protein zu
rechnen. Eine starke Immunantwort gegen MBP lasst sich auch phylogenetisch
erklaren, da das Maltose-Bindende-Protein nur in Prokaryonten vorkommt und
deshalb viele fremde Antigene-Determinanten aufweist. Dagegen ist die
phylogenetische Distanz zwischen der humanen 3-MCC und dem Enzym des
Kaninchens relativ gering, so dass sich die beiden Proteine mdglicherweise nur in
wenigen Aminosauren unterscheiden. Dies konnte zu einer gewissen Toleranz
gegentber dem MCCpas321543 Fragment fuhren und in der Folge zu einer
schwachen Antikdrperbildung [24, 45]. Die Immunisierung wurde wie bei den Peptid-
Antik6rpern von einem externen Labor durchgefuhrt. Die erhaltenen Antiseren
wurden versuchsweise ohne weitere Reinigung im Western Blot eingesetzt und
zeigten ein nur schwaches Hintergrundsignal. Jedoch sollten auch hier spezifische
Praparationen der polyklonalen Antikérper hergestellt werden. Eine Aufreinigung mit
Hilfe des SulfoLink®-Kits war wegen fehlender Sulfhydryl-Gruppen von MBP-
MCCpas321-543) nicht mdglich. Deshalb wurde die gesamte 1gG-Fraktion des Serums
durch  Protein  A-Affinitatschromatographie isoliert. In  einem  zweiten
Reinigungsschritt Uber eine MBP-Amylose-Matrix konnten die gegen das Maltose-
Bindende-Protein gerichteten Antikorper teilweise entfernt werden. Pra&immunserum,
Immunserum und die gereinigten Antikdrper beider Kaninchen wurden im
Immunoblot gegen rekombinant exprimiertes MBP-MCCf3 getestet. Der Vergleich
von Praimmunserum und Immunserum macht deutlich, dass eine spezifische
Antikorperbildung erfolgreich induziert wurde (Abbildung 6.15). Der Nachweis mit
hdchster Spezifitdt und geringstem Signalrauschen war mit der zweifach gereinigten
Antikorperfraktion moglich. Die Austestung der polyklonalen Antikdrper in humanen
Leberzellextrakten und Mitochondrienanreicherungen von humaner Niere
beziehungsweise Fibroblasten ergab ein uneinheitliches Bild. Im Leberzellextrakt
konnte ein Protein mit einem Molekulargewicht von circa 60 kDa nachgewiesen
werden, welches wahrscheinlich der (-Untereinheit der 3-MCC entspricht. In der
Mitochondrienanreicherung aus humanem Nierengewebe konnte MCC[( deutlich
nachgewiesen werden. Die Western Blot-Analyse von Wildtyp-Fibroblasten zeigte in
mehreren  Experimenten reproduzierbar eine starke Bande mit einem

Molekulargewicht von ca. 80 kDa. Da aber MCC ein errechnetes Molekulargewicht
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von ca. 62 kDa besitzt, ist unklar, welches Protein spezifisch von den Antikérpern
detektiert wurde. Eine Kreuzreaktion mit den Paralogen Propionyl-CoA-Carboxylase
(B-Untereinheit 54 kDa) und der Pyruvat-Carboxylase (130 kDa) liegt nicht vor. Die
Proteine der Mitochondrienanreicherung wurden fur die SDS-PAGE vollstandig
denaturiert und eventuell vorhandene Disulfidbricken durch Reduktionsmittel gelost.
Aus diesem Grund kann die Zunahme des Molekulargewichts um 20 kDa nicht durch
Anlagerung von Interaktionspartnern erklart werden. Eine Mdbglichkeit ware die
kovalente Bindung eines Liganden an die B-Untereinheit der 3-MCC. Dies ist aber
bislang nicht in der Literatur beschrieben und erscheint unrealistisch, weil im Leber-
und Nierengewebe MCC in der vorgesehenen Grol3e nachgewiesen wurde. Es liegt
demzufolge mit hoher Wahrscheinlichkeit eine Kreuzreaktion vor. Deshalb ist eine
selektive Isolierung der gegen MCCpas321-543) gerichteten Antikorper geplant.

Die erfolgreiche Generierung polyklonaler Antikdrper gegen MCC[ ermdglicht den
Nachweis der rekombinant exprimierten Untereinheit und erlaubt mit gewissen

Einschrankungen auch die Detektion von MCCp in Gewebeextrakten.

7.3 Ausblick

Im Rahmen dieser Dissertationsarbeit wurden Werkzeuge fir eine Charakterisierung
der humanen 3-Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase auf Proteinebene geschaffen. Um
die Assemblierung und Funktionsweise der 3-MCC zu verstehen sind weitere
detaillierte Studien erforderlich. Die im Folgenden aufgefihrten Experimente sollen
zundchst am Wildtyp-Enzym und sekundar an Zelllinien von Patienten mit
konfirmiertem 3-MCC-Mangel durchgefuhrt werden.

Bislang ist wenig Uber die Interaktion von o- und [(-Untereinheit und deren
Assemblierung bekannt. Lediglich fir das bovine Enzym ist die Oligomerisierung zu
einem Dodecamer aufgeklart. Die Wechselwirkungen kénnen mit Hilfe eines Pull-
Down-Assays untersucht werden. Eine andere Mdglichkeit fur in vitro
Interaktionsstudien ist die Durchfiihrung einer Co-Immunoprazipitation. Fur dieses
immunologische Verfahren ist die Generierung von polyklonalen Antikérpern gegen
MCCa ein vordringliches Ziel. Die Kombination verschiedener Verfahren scheint fur

die Validierung der Ergebnisse erforderlich.



90 Diskussion

Der Einfluss von Mutationen auf die Stabilitdt der 3-MCC kann ebenfalls mit Hilfe
polyklonaler Antikdrper semiquantitativ untersucht werden. Das Experiment sieht die
Inkubation von elektrophoretisch aufgetrennten Fibroblasten-Zellextrakten mit
Antikdrpern gegen MCCa bzw. MCCJ3 vor.

Inwieweit die 3-MCC mit anderen zellularen Proteinen in Wechselwirkung tritt, lasst
sich mit dem Yeast Two Hybrid System aufklaren. Alternativ ist die chipbasierte
SELDI-TOF (surface enhanced laser desorption ionisation) Technik einsetzbar, die
eine Hochdurchsatz-Analyse von komplexen Proteinmischungen ermoglicht

Neben diesen Untersuchungen auf Proteinebene ist die jeweilige ,Quantifizierung"
der 3-MCC-Defizienz im intakten Zellsystem von besonderem Interesse. Zum einen
kann die Flux-Messung von radioaktiv markiertem L-Leucin in humanen Fibroblasten
dazu Dbeitragen, die funktionelle Bedeutung eines 3-MCC-Defekts sowie
maoglicherweise vorliegenden Kompensationsmechanismen naher zu
charakterisieren.

Zum anderen konnen in ,pulse-chase“-Experimenten zunéchst die bei der
Translation gebildeten Enzymuntereinheiten radioaktiv markiert und anschlie3end in
der Zelle verfolgt werden. Diese Technik erlaubt beispielsweise, eine potenziell
frihzeitige Degradierung der Enzymuntereinheiten in der Zelle nachzuweisen, was

bei Vorliegen unterschiedlicher Mutationen in MCCA bzw. MCCB zu postulieren ist.
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8 Zusammenfassung

Die mitochondrial lokalisierte 3-Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase (3-MCC) gehért zur
Familie der biotinabhangigen Carboxylasen und ist am Abbau der verzweigtkettigen
Aminosaure L-Leucin beteiligt. 3-MCC besteht aus zwei unterschiedlichen
Untereinheiten, MCCa und MCCp, die von den Genen MCCA und MCCB codiert
werden. Der autosomal rezessiv vererbte 3-MCC-Mangel wird den organischen
Azidamien zugeordnet. Die Erweiterung des Neugeborenenscreenings in Bayern
mittels Tandem-Massenspektrometrie ergab eine unerwartet hohe Inzidenz von
1:85000. Der klinische Phanotyp wird in der Literatur sehr heterogen beschrieben
und reicht von mehrheitlich asymptomatischen bis hin zu einzelnen letalen
Verlaufen. Aufgrund fehlender Pradiktoren fir einen komplizierten klinischen Verlauf
ist die Beratung betroffener Familien bei postnatal in der Regel asymptomatischen
Neugeborenen hinsichtlich Verlauf, Notwendigkeit einer therapeutischen Intervention
und Prognose schwierig.

Nachdem die Molekulargenetik der humanen 3-MCC aufgeklart werden konnte und
ein breites Spektrum an Mutationen beschrieben wurde, sollten im Rahmen der
vorliegenden Arbeit Voraussetzungen geschaffen werden fur die weitere
Charakterisierung des Enzyms auf Proteinebene.

Durch Etablierung eines prokaryontischen Expressionssystems konnten die a- und
B-Untereinheiten als rekombinante Fusionsproteine in E.coli exprimiert werden. Als
Fusionspartner  diente = Maltose-Bindende-Protein  (MBP), welches die
affinitatschromatographische  Reinigung der Zielproteine ermoéglichte. Die
rekombinant hergestellten Untereinheiten zeigten keine messbare Enzymaktivitat. Da
eine vorgesehene Abtrennung des MBP-Proteins mit Hilfe der Protease Faktor Xa
nicht erreicht werden konnte, und eine Co-Expression beider Untereinheiten in E.coli
sich als nicht durchfihrbar erwies, wurde das MCCA-Gen in einen Vektor ohne
Fusionspartner kloniert. Das MCCa-Protein steht nun fir Interaktionsstudien (Pull-
Down-Assay) zur Verfugung.

Parallel wurden Antikérper fir den immunologischen Nachweis der 3-MCC-
Untereinheiten hergestellt. Durch Immunisierung von Kaninchen mit synthetischen

Peptiden konnten Antikérper gegen MCCa und MCC[ erzeugt werden, die nach
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Aufreinigung des Serums den spezifischen Nachweis der rekombinant exprimierten
Untereinheiten zulassen. Da eine Detektion der Enzym-Untereinheiten in humanen
Fibroblasten nicht mdglich war und Peptid-Antikdrper flr eine Immunopréazipitation
nur bedingt geeignet sind, wurden zusatzlich polyklonale Antikdrper gegen MCCf
generiert. Die polyklonalen Antikérper erlauben den Nachweis von MCCP in
verschiedenen Gewebelysaten. Die Produktion von polyklonalen Antikbrpern gegen

die a-Untereinheit steht noch aus.
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10 Anhang

10.1 Alignment Analysen von Aminosauresequenzen

10.1.1 Alignment der a-Untereinheiten von 3-MCC, PCC und PYC

von H.sapiens (Paralogen-Alignment)
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10.1.2 Alignment der [-Untereinheiten von 3-MCC und PCC von

H.sapiens (Paralogen Alignment)
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11 Abklrzungsverzeichnis

A. thaliana

A. tumefaciens

ACC
AK
Amp
Ampr
AP

As
BSA
Camr
CIP

dd
DMSO
DTT

E. coli
EDTA
ExXPASy
FCS
FPLC
g
gDNA
GST

H. sapiens
h

Hsp
IPTG
LB-Medium
M. musculus
MBP
3-MCC
MCCA
MCCB
MCCa
MCCP
MCS
min
MES
MOPS
MPP
NGS
N-terminal
oD
OMIM
Pi

PAGE
PBS

Arabidopsis thaliana

Agrobacterium tumefaciens
Acetyl-CoA-Carboxylase

Antikorper

Ampicillin

Ampicillin-Resistenzgen

Alkalische Phosphatase
Aminosaure(n)
Rinderserumalbumin
Chloramphenicol-Resistenzgen
Alkalische Phosphatase aus Kalberdarm
Didesoxy-

Dimethylsulfoxid

Dithiothreitol

Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsaure
Expert Protein Analysis System
Fotales Kalberserum

Fast Protein Liquid Chromatography
9,81 m/s2

genomische Desoxyribonukleinsaure
Glutathion-S-Transferase

Homo sapiens

Stunde(n)

Hitzeschockprotein
Isopropylthio-B-D-Galactosid
Luria-Bertani-Medium

Mus musculus

Maltose-bindendes Protein
3-Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase
Gen der a-Untereinheit

Gen der B-Untereinheit
a-Untereinheit der 3-MCC
B-Untereinheit der 3-MCC

Multiple cloning site

Minute(n)
2-Morpholinoethansulfonsaure
3-(N-Morpholino) Propansulfonsaure
Mitochondriale Prozessierungspeptidase
Neugeborenen-Screening
Aminoterminal

Optische Dichte

Online Mendelian Inheritance in Man
anorganisches Phosphat
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphate-Buffered-Saline-Puffer
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PCC Propionyl-CoA-Carboxylase

PYC Pyruvat-Carboxylase

PCR Polymerasekettenreaktion

PEI Polyethylenimin

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PVDF Polyvinyldifluorid

RNAse A Ribonuklease A

rpm Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur

SDS Natriumdodecylsulfat

sec Sekunde(n)

TBS Tris-Saline-Puffer

TBS-T Tris-Saline-Puffer mit Tween 20

TIM Translokase der inneren
Mitochondrienmembran

TOM Translokase der aul3eren
Mitochondrienmembran

Tween Polyoxyethylensorbitan-Monolaurat

us Uberstand

viv Volumen pro Volumen

wiv Masse pro Volumen

WT Wildtyp
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