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I1. Abkiirzungsverzeichnis

- ADP Adenosindiphosphat

- AG Arbeitsgruppe
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- Arf Adenosyl-Ribosylierungs-Faktor

- ARTT-Motiv ADP-ribosyl-turn-turn-Motiv

- ATP Adenosintriphosphat

- bDTA biotinyliertes A-Fragment des Diphtherie-Toxins
- bidest zweifach destilliert

- bPARP biotinylierte Poly (ADP-Ribose) Polymerase

- BSA Bovine Serum Albumin (engl) Serumalbumin des Rinds
- C2 C2-Toxin von Clostridium botulinum

- (C2Iia aktivierte Transportkomponente des C2-Toxins

- C2IN Amino-terminales Ende der Enzymkomponente des C2-Toxins
- C3bot C3 Exoenzym von Clostridium botulinum

- C3cer C3 Exoenzym von Bacillus cereus

- C3lim C3 Exoenzym von Clostridium limosum

- C3Mut enzymatisch inaktives C3bot1E174Q Protein

- C3stau C3 Exoenzym von Staphylococcus aureus

- Cdc 42 Cell Division Control Protein 42

- C-Terminus Carboxy-terminales Ende

- DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium

- DMSO Dimethylsulfoxid

- DNA Desoxyribonukleinsiure

- DT Diphtherie-Toxin

- DTA katalytisch aktives A-Fragment des Diphtherie-Toxins
- DTT 1.4-Dithiothreitol

- ECL Enhanced Chemiluminescence

- EDIN Epidermal Cell Differentiation Inhibitor

- EDTA Ethylendiamintetraacetat

- EEA-1 Early Endosomal Antigen-1

- EF-2 Elongationsfaktor 2

- FCS fetal calf serum (engl) fotales Kilberserum

- GAP GTPase Activating Protein

- GDI Guanine Nucleotide Dissociation Inhibitor

- GDP Guanosindiphosphat

- GEF Guanine Nucleotide Exchange Factor

- Glu Glutamat

- GST Glutathion-S-Transferase

- GTP Guanosintriphosphat

- HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-Piperazinyl)-Ethansulfonsédure
- HSP 90 Hitzeschockprotein 90

- IgG Immunglobulin G

- IPTG Isopropyl-1-Thio-a-D-Galaktopyranosid
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RNAse A Ribonuclease A
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SDS Natriumdodecylsulfat

StrepPOD Streptavidin-Peroxidase
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Bakterielle Toxine

Bakterielle Exotoxine sind als Pathogenititsfaktoren fiir die Entstehung einer Vielzahl von
unterschiedlichen Erkrankungen, wie zum Beispiel Tetanus, Diphtherie oder Keuchhusten,
verantwortlich.

Exotoxine sind Proteine, die von intakten Bakterien sezerniert werden. Sie koOnnen,
entsprechend ihrer Wirkweise, in Membran schidigende und intrazelluldr wirkende
Toxine eingeteilt werden (Middlebrook und Dorland 1984). Ein Beispiel fiir ein Membran
schiadigendes Toxin ist das a-Toxin von Clostridium perfringens, das erste bakterielle
Toxin, das als Enzym identifiziert werden konnte (Macfarlane und Knight 1941). Es gilt
als wichtigster Virulenzfaktor bei dem durch Clostridium perfringens verursachten
Gasbrand. Das Toxin zeigt sowohl Eigenschaften einer Phospholipase, als auch einer
Sphingomyelinase, wodurch es die Bildung von Poren und damit die Zerstorung der
Zellmembranen verursacht, was schlieflich zur Nekrose des betroffenen Gewebes fiihrt

(Sakurai et al. 2004).

Intrazelluldr wirkende Exotoxine sind ebenfalls Enzyme, welche ihre enzymatische
Aktivitdt jedoch erst nach dem Transport in das Zytosol entfalten. Sie binden
typischerweise an Rezeptoren an der Zelloberfliche und werden dadurch spezifisch in
bestimmte Zielzellen aufgenommen. Dariiber hinaus zeigen diese Toxine in ihrer
enzymatischen Aktivitit eine hohe Substratspezifitit. Beispiele fiir intrazelluldr wirkende
Exotoxine sind das Cholera-Toxin von Vibrio cholerae und das auch in der vorliegenden
Arbeit verwendete Diphtherie-Toxin (DT) von Corynebacterium diphtheriae. Beide
gehoren zu der Untergruppe der sogenannten AB-Toxine, deren Struktur und

Wirkungsweise im folgenden Abschnitt 1.2 niher erldutert werden.

1.2 AB-Toxine

Die Gruppe der bakteriellen AB-Toxine weist eine charakteristische Struktur auf. Die
Toxine bestehen aus zwei funktionell verschiedenen Doménen. Dabei ist die A-Domine

die enzymatisch aktive Domine, welche nach dem Transport in das Zytosol das jeweils
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spezifische Zielprotein modifiziert. Die B-Domine ist fiir die Bindung an Rezeptoren auf
der Zelloberflidche und die anschlieBende Translokation in das Zellinnere verantwortlich.
Die beiden Dominen konnen gemeinsam auf einem Protein lokalisiert sein. Diese Toxine
werden dann als einkettige AB-Toxine bezeichnet. Ein Beispiel hierfiir ist das Diphtherie-
Toxin (Collier 1975). Liegen die beiden Doménen auf zwei verschiedenen, voneinander
getrennten Proteinen, werden diese Toxine als binidre AB-Toxine, die beiden Proteine als
Komponenten bezeichnet. Zu den bindren AB-Toxinen gehort beispielsweise das C2-Toxin

von Clostridium botulinum (Barth et al. 2004).

Dariiber hinaus konnen AB-Toxine entsprechend ihrem Transportweg bei der Aufnahme in
Zellen eingeteilt werden. Bei den sogenannten ,short trip” Toxinen translozieren die
enzymatisch aktiven Domiénen nach rezeptorvermittelter Endozytose aus frithen
Endosomen in das Zytosol. Hierzu wird ein niedriger pH-Wert benotigt, welcher zu einer
Konformationsinderung der Transportdoménen und deren Insertion in die vesikulére
Membran mit Bildung einer Pore fiihrt. Durch diese Pore gelangt schlieBlich die
Enzymdoméne in das Zytosol. Zu den ,,short trip® Toxinen zéhlen beispielsweise das
Diphtherie-Toxin (Sandvig und Olsnes 1980) und das C2-Toxin (Barth et al. 2000).
Die ,,long trip*“ AB-Toxine wandern dagegen nach der Endozytose retrograd entlang des
Trans-Golgi Netzwerkes und des Golgi Apparates zum Endoplasmatischen Retikulum, wo
schlieBlich die Enzymdomaéne in das Zytosol gelangt. Auf diesem Transportweg wird zum
Beispiel das Cholera-Toxin von Vibrio cholerae in das Zytosol der betroffenen Zellen

transportiert (Lencer und Tsai 2003).

Viele AB-Toxine entfalten ihre enzymatische Aktivitit als ADP-Ribosyltransferasen.
Dabei iibertragen sie einen ADP-Riboserest von NAD' kovalent auf ihr jeweiliges
zelluldres Zielprotein. So wird beispielsweise der Elongationsfaktor-2 (EF-2) durch das

Diphtherie-Toxin ADP-ribosyliert und dadurch inaktiviert (Collier 1975).

1.3 C3-Exoenzyme

Bei den C3-Exoenzymen handelt es sich um eine Gruppe von ADP-Ribosyltransferasen,
welche die mono-ADP-Ribosylierung der kleinen GTPasen Rho A, B und C katalysieren
(Vogelsgesang et al. 2007). Aufgrund ihrer enzymatischen Aktivitit waren die C3-Proteine

in den vergangen Jahren ein wichtiges Werkzeug fiir die Untersuchung der Funktion und
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Wirkungsweise der Rho-GTPasen. Als erster Vertreter wurde C3botl von Clostridium
botulinum beschrieben (Aktories et al. 1987), wovon in dieser Arbeit die inaktive Mutante

E174Q (Bohmer et al. 1996) verwendet wurde.

Insgesamt wurden bislang sieben verschiedene C3-Proteine mit einer zu 35 % bis 75 %
identischen Aminosduresequenz beschrieben, wobei allesamt von Gram-positiven
Bakterien produziert werden. Zu ihnen gehodren neben C3botl, C3bot2 von Clostridium
botulinum (Nemoto et al. 1991), C3cer von Bacillus cereus (Just et al. 1992b), C3staul, 2
und 3 (urspriinglich als EDIN bezeichnet) von Staphylococcus aureus (Inoue et al. 1991;
Wilde et al. 2001; Yamaguchi et al. 2001) und C3lim von Clostridium limosum (Just et al.
1992a).

1.3.1 Struktur und Wirkungsweise der C3-Exoenzyme am Beispiel des

C3bot von Clostridium botulinum

Das C3bot-Protein von Clostridium botulinum ist, wie auch die anderen C3-Exoenzyme,
ein einkettiges Polypeptid und weist ein Molekulargewicht von ca. 25 kDa auf (Aktories et
al. 2004). Es werden zwei Isoformen, C3botl und C3bot2 produziert, welche eine zu 65 %
identische Aminosduresequenz besitzen (Nemoto et al. 1991).

C3botl wird mit einem N-terminalen Signalpeptid, bestehend aus 40 Aminosédureresten,
produziert. Das reife Protein besteht schlieBlich aus 211 Aminoséduren (Popoff et al. 1991).
Im Jahr 2001 wurde von Han et al. erstmals die Kristallstruktur von C3bot aufgeklirt. Das
Protein besteht aus einem aus 5 Stringen bestehenden, gemischt verkniipftem p-Faltblatt
und einem aus 3 Stringen bestehenden, antiparallel angeordneten [-Faltblatt. Beide
Faltblitter bilden durch orthogonale Anordnung ein ,,f-Sandwich* und sind von insgesamt

5 a-Helices umgeben (Han et al. 2001).

Das katalytische Zentrum von C3bot weist diverse konservierte Aminosiduresequenzmotive
auf, die auch in anderen ADP-ribosylierenden Toxinen zu finden sind. Eines dieser Motive
ist beispielsweise das STS-Motiv (in C3botl: Serin134-Threonin135-Serin136). Dieses ist
zum einen an der Bildung der NAD" Bindestelle beteiligt, zum anderen bildet der erste
Serinrest Wasserstoffbriicken zu der katalytischen Aminosidure Glutamat (in C3botl:
Glul74) und trdgt so zu deren korrekter Positionierung innerhalb des katalytischen

Zentrums bei (Han et al. 2001). Ein weiteres Motiv ist das ARTT (ADP-ribosyl-turn-turn)
3



Einleitung

Motiv, in welchem die katalytische Aminosédure Glutamat enthalten ist und welches in die

Erkennung der Substrate NAD" und Rho involviert ist (Han et al. 2001).

Die Rho-Proteine gehoren neben Ras, Rab, Arf und Ran zur Familie der kleinen GTPasen.
Die Familie der Rho-GTPasen besteht ihrerseits aus 6 Unterfamilien (Bustelo et al. 2007),
von denen Rho, Rac und Cdc42 zu den am besten charakterisierten gehoren. Sie sind
wichtige Regulatoren des Aktinzytoskeletts und als solche unter anderem an der
Regulation von vesikulidren Transportprozessen, der Zellteilung und der Etablierung der
Polaritdt von Zellen beteiligt (Etienne-Manneville und Hall 2002). Die Rho-GTPasen
werden durch die Bindung von GTP aktiviert. Die Hydrolyse von GTP zu GDP fiihrt
dagegen zur Inaktivierung von Rho. Die Bindung von GTP oder GDP hingt von
verschiedenen regulierenden Proteinen ab (Abbildung 1). So katalysieren die GEFs
(guanine nucleotide exchange factors) den Austausch von GDP durch GTP und damit die
Aktivierung von Rho (Schmidt und Hall 2002). Die GAPs (GTPase activating proteins)
stimulieren die Hydrolyse von GTP und unterstiitzen somit die Inaktivierung von Rho
(Lamarche und Hall 1994). Die dritte wichtige Gruppe von Regulatorproteinen sind die
GDIs (guanine nucleotide dissociation inhibitors). Diese bilden einen Komplex mit den
GDP gebundenen Rho-Proteinen und verhindern sowohl den Austausch von Nukleotiden

als auch die Bindung von Substraten, wodurch Rho in einem inaktiven Zustand verbleibt

(Olofsson 1999).

Wie auch die iibrigen C3-Exoenzyme ADP-ribosyliert C3bot spezifisch Rho A, B und C an
einem Asparaginrest (in Rho A beispielsweise Asparagin 41) (Sekine et al. 1989). Andere
Mitglieder der Rho Familie wie Rac oder Cdc42 stellen nur in sehr geringem Malle
Substrate von C3 Exoenzymen dar (Just et al. 1992a). Die Ubertragung des ADP-
Riboserestes von NAD" fiihrt zum einen dazu, dass Rho in dem Komplex mit den GDIs
gebunden bleibt (Fuijhara et al. 1997; Genth et al. 2003), zum anderen kommt es zu der
Blockierung des durch die GEFs vermittelten Austausches von GDP zu GTP (Sehr et al.
1998). Beides resultiert in der Inaktivierung von Rho (Abbildung 1). Dies fiihrt schlieBlich
zu einer Umverteilung und Depolymerisation von Aktinfilamenten mit konsekutiven
morphologischen Verdnderungen wie der Abrundung von Zellen oder der Ausbildung von
Protrusionen (Chardin et al. 1989; Paterson et al. 1990). Als Folge werden auflerdem
verschiedene Rho-abhéngige zellulidre Prozesse, wie beispielsweise die Zelladhésion, die
Endozytose oder auch die Progression des Zellzyklus, gehemmt (Vogelsgesang et al.

2007).
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Abbildung 1: Regulierung der Rho-GTPasen und der Effekt von C3-Exoenzymen (modifiziert nach
Vogelsgesang et al. 2007 mit freundlicher Erlaubnis von Springer Science and Business Media). Im
GDP gebundenen Zustand ist Rho inaktiv, durch die Bindung von GTP wird Rho aktiviert. Der GEF
(guanine nucleotide exchange factor) katalysiert den Austausch von GDP zu GTP. GAP (GTPase activating
protein) katalysiert die Hydrolyse von GTP und damit die Inaktivierung von Rho. Der GDI (guanine
nucleotide dissociation inhibitor) bildet einen Komplex mit inaktivem Rho-GDP, wodurch Nukleotid-
Austausch und Substratbindung blockiert werden. Die ADP-Ribosylierung durch C3 bindet Rho-GDP im
Komplex mit GDI und verhindert den Nukleotid-Austausch durch den GEF.

(GDP = Guanosindiphosphat; GTP = Guanosintriphosphat)

1.3.2 Zelluliire Aufnahme und pathophysiologische Rolle von C3-

Exoenzymen

Die pathophysiologische Rolle der C3-Exoenzyme ist noch zu weiten Teilen unbekannt.
Aufgrund der nur schwachen Aufnahme in das Zytosol vieler unterschiedlicher Zelltypen

ging man lange Zeit davon aus, dass sie iiber eher ineffiziente, unspezifische
5
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Aufnahmemechanismen wie die Pinozytose in Zellen gelangen (Aktories et al. 2004). Im
Jahr 2010 konnte von Mitarbeitern der AG Barth jedoch gezeigt werden, dass C3botl und
C3lim spezifisch in J774A.1 Makrophagen und HL-60 Monozyten aufgenommen werden
und dort zu einer Inaktivierung von Rho mit entsprechenden morphologischen
Verinderungen fiihren (Fahrer et al. 2010a). Dabei wird das C3-Toxin endozytotisch
aufgenommen und transloziert bei niedrigem pH-Wert aus endosomalen Vesikeln in das
Zytosol der J774A.1 Zellen (Fahrer et al. 2010a). Dieser Mechanismus @hnelt stark dem
der short trip AB-Toxine (s.0.) wie beispielsweise dem C2-Toxin von Clostridium
botulinum (Barth et al. 2000). Trotz dieser Ergebnisse konnte bisher jedoch weder eine B-
Domiine im Sinne der AB-Toxine noch ein bestimmter Rezeptor fiir die Aufnahme von
C3-Toxinen identifiziert werden. In neuen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass
der Bindungspartner von C3 auf der Oberfldche von J774A.1 Makrophagen ein Protein ist
und dessen posttranslationale Modifizierung entscheidenden Einfluss auf die Bindung von
C3-Exoenzymen hat (Rohrbeck et al. 2014b). So fiihrt beispielsweise die
Dephosphorylisierung von Membranproteinen zu einer verminderten Bindung von C3, was
im Umkehrschluss die wichtige Rolle von Phosphatgruppen bei der Bindung von C3 an die
Zelloberflache demonstriert (Rohrbeck et al. 2014b).

Die durch C3 hervorgerufene Inaktivierung der Rho-Signaltransduktion fiithrt in
Makrophagen zu einer deutlichen Hemmung der Phagozytose (Caron und Hall 1998).
Daher wire es denkbar, dass C3-Toxine im Rahmen einer Infektion mit dem jeweils
produzierenden Bakterium auf diese Weise das angeborene Immunsystem hemmen und die

Bakterien vor diesem schiitzen (Fahrer et al. 2010a).

1.4 Das Streptavidin-C3Mut Transportkonstrukt

Um Proteine in Zellen einzuschleusen, werden seit einigen Jahren bindre AB-Toxine als
Transportsysteme verwendet. Als Prototyp gilt hierbei das C2-Toxin von Clostridium
botulinum (Barth et al. 2002). Ein Beispiel fiir ein C2-Toxin-basiertes Transportsystem ist
das C2IN-Streptavidin Fusionsprotein, das den Transport biotinylierter Molekiile in das
Zytosol verschiedener eukaryotischer Zellen vermittelt (Fahrer et al. 2010b; Fahrer et al.
2010c).

Nach diesem Vorbild wurde ein C3-basiertes Fusionsprotein geschaffen, um biotinylierte
Proteine selektiv in Makrophagen zu transportieren. Dieses Transportsystem besteht aus

6
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der enzymatisch inaktiven Mutante C3botlE174Q (C3Mut) (Bohmer et al. 1996) und
Streptavidin. Ebenso wie wildtypisches C3botl wird auch C3Mut spezifisch in
Makrophagen und Monozyten aufgenommen. Es zeigt jedoch keine Auswirkungen auf die
Aktivitdt der Rho GTPasen und folglich auch nicht auf die Zellmorphologie (Bohmer et al.
1996; Fahrer et al. 2010a).
Streptavidin ist ein von Streptomyces avidinii produziertes Protein mit sehr hoher Affinitit
fiir Biotin und ist auBerordentlich stabil gegeniiber Hitze oder extremen pH-Werten
(Laitinen et al. 2006). Aufgrund dieser Eigenschaften wurde Streptavidin bereits als
Bestandteil anderer Transportsysteme verwendet. Ein Beispiel ist die gentechnische
Fusionierung von Streptavidin und einem monoklonalen Antikérper gegen den
Transferrinrezeptor, womit biotinylierte Wirkstoffe tiber biologische Membranen wie die
Blut-Hirn-Schranke transportiert werden konnen (Pardridge 2002).
C3Mut und Streptavidin wurden zunéchst chemisch iiber eine Thioetherbindung konjugiert
und das Konjugat niher untersucht (Lillich et al. 2012). Es konnte gezeigt werden, dass
Streptavidin-C3Mut (Stv-C3Mut) in J774A.1 Makrophagen aufgenommen wird, ohne
dabei die Zellviabilitit zu beeinflussen (Lillich et al. 2012). Mithilfe des chemisch
konjugierten Transportkonstruktes konnten biotinylierte RNAse A sowie biotinyliertes
Lysozym erfolgreich in das Zytosol von J774A.1 Zellen transportiert werden (Lillich et al.
2012).

Kiirzlich gelang es Mitarbeitern der Arbeitsgruppe Barth, ein gentechnisch generiertes Stv-
C3Mut Fusionsprotein herzustellen, welches ebenfalls in J774A.1 Makrophagen
aufgenommen wird und auch in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde (Christow et al.
2013) (Abbildung 2). Zur Herstellung wurden die zuvor amplifizierten Gene von
C3bot1E174Q und einer Tetramere bildenden Mutante von Streptavidin in das pGEX-2T
Plasmid ligiert. Zwischen den beiden Genen wurde eine Linker-Sequenz, die fiir acht
Aminosduren codiert, eingefiigt (Christow et al. 2013). Ein N-terminal liegender GST-tag
ermOglicht die Aufreinigung des Fusionsproteins durch affinitdtschromatographische
Methoden. Uberraschenderweise konnte dieses Transportkonstrukt auch im Zytosol von
HeLa Epithelzellen und CHO-K1 Fibroblasten nachgewiesen werden (Lillich et al. 2012;
Christow et al. 2013). Diese Verdnderung der Zelltyp-Selektivitit zeigte auch das
chemisch erzeugte Konstrukt und konnte am ehesten durch das konjugierte Streptavidin

verursacht werden (Lillich et al. 2012).
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Biotinylierte Proteine

N\

Streptavidin Linker <C3E174Q ( ) C

Intrazellulare Authahme

Abbildung 2: Streptavidin-C3Mut Fusionsprotein. Streptavidin ist iiber einen Linker aus 8 Aminoséduren
mit enzymatisch inaktivem C3E174Q verbunden. Biotinylierte Proteine konnen an Streptavidin gebunden

werden. C3E174Q vermittelt die Aufnahme in J774A.1 Makrophagen.

1.5 Cargo Proteine, die iiber das Streptavidin-C3Mut Transportsystem
in J774A.1 Makrophagen transportiert werden sollen

Um den Transport biotinylierter Proteine mithilfe des Streptavidin-C3Mut
Transportsystems nédher zu untersuchen, wurden die im Folgenden beschriebenen Proteine

als ,,Fracht* (Cargo) verwendet.

1.5.1 Poly (ADP-Ribose) Polymerase-1 (PARP-1)

PARP-1 ist ein hochgradig konserviertes, ubiquitidr vorkommendes, nukledres Protein mit
einer Masse von ca. 116 kDa (Krishnakumar und Kraus 2010). Es besteht aus einer N-
terminalen DNA-Bindungsdoméne, einer zentral gelegenen Automodifikationsdomine und
der C-terminal gelegenen katalytischen Doméne. Innerhalb der DNA-Bindungsdoméne
vermitteln zwei Zinkfinger die Bindung des Enzyms an die DNA (D’Amours et al. 1999).
Dabei vermag PARP-1 an verschiedene Strukturen der DNA, wie Einzel- und
Doppelstrangbriiche oder spezifische DNA-Sequenzen, aber auch an andere Chromatin-

Strukturen wie Histone, zu binden (Kraus 2008; Kim et al. 2004). Uber die
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Automodifikationsdomine werden Interaktionen mit anderen Proteinen, wie beispielsweise
mit DNA-Reparatur Enzymen, vermittelt (Krishnakumar und Kraus 2010).
PARP-1 katalysiert die Modifizierung von Proteinen durch die NAD™ abhiingige Bindung
und Polymerisation von ADP-Riboseresten, wobei das negativ geladene Polymer Poly
ADP-Ribose oder PAR entsteht (D’Amours et al. 1999). Entsprechend der vielen
unterschiedlichen Funktionen, die PARP-1 im Zellkern iibernimmt, sind eine Reihe
verschiedener Zielproteine bekannt. Besonders ausfiihrlich erforscht ist die Rolle von
PARP-1 in der Reparatur von DNA-Schiden. Es wird angenommen, dass PARP-1 an
beschidigte DNA bindet und dadurch aktiviert wird. Das Enzym modifiziert darauthin
weitere Proteine, die fiir einen Arrest des Zellzyklus sorgen oder direkt an der DNA-
Reparatur beteiligt sind (Bouchard et al. 2003). Im Falle einer besonders schweren
Schidigung der DNA vermag PARP-1 dariiber hinaus den Zelltod der betroffenen Zelle
zu fordern. Eine solche schwere Schidigung der DNA fiihrt durch die gesteigerte
Aktivierung von PARP-1 zu einem hohen Verbrauch an NAD™. In der Folge steht NAD*
unter anderem nicht mehr fiir die ATP-Synthese zur Verfiigung. Der so entstandene ATP-
Mangel fiihrt schlieBlich zur Nekrose der Zelle (Bouchard et al. 2003). Des Weiteren fiihrt
der durch PARP-1 entstandene NAD+-Mangel zu der Freisetzung des apoptosis inducing
factors (AIF) aus Mitochondrien und damit schlieBlich zur Apoptose der betroffenen Zelle
(Yu et al. 2002).

Neben der wichtigen Rolle bei der Reaktion auf eine Schiddigung der DNA ist PARP-1
noch an einigen weiteren nukledren Prozessen wie der Regulierung der Chromatinstruktur,

der Transkription oder der DNA-Methylierung beteiligt (Krishnakumar und Kraus 2010).

1.5.2 Das katalytisch aktive A-Fragment des Diphtherie-Toxins (DTA)

Das Diphtherie-Toxin (DT) wird von Corynebacterium diphtheriae gebildet. Es handelt
sich um ein Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 62 kDa (Collier 1975), das zu den
einkettigen AB-Toxinen gehort. Das C-terminale B-Fragment besteht aus einer
Rezeptorbindungsdomine (R-Domine) und einer Translokationsdoméne (T-Domine), das
N-terminal gelegene A-Fragment (DTA, 21 kDa) trdgt die katalytische C-Doméne (Gill
und Pappenheimer 1971; Choe et al. 1992). Nach dem Transport in das Zytosol katalysiert
die C-Domine die NAD" abhiingige Mono-ADP-Ribosylierung des Elongationsfaktors-2
(EF-2), wodurch es zu einer Hemmung der Proteinsynthese und schlielich zum Tod der
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betroffenen Zelle durch Apoptose kommt (Collier 1967; Honjo et al. 1968; Kochi und
Collier 1993). Dabei iibertrigt die C-Domine des DT einen ADP-Riboserest von NAD+

auf ein posttranslational modifiziertes Histidin des EF-2, welches auch als Diphtamid

bezeichnet wird (Ness et al. 1980).

1.6 Zielsetzung

In den vergangenen Jahren wurden u.a. in der AG Barth diverse Fusionsproteine generiert,
die auf bakteriellen Toxinen basieren. Sie fungieren als molekulare Trojanische Pferde um
Peptide oder Proteine in Zellen zu transportieren (fiir Uberblick s. Barth und Stiles 2008).
Aufgrund der Sperzifitit der C3-Exoenzyme fiir Makrophagen und makrophagenartige
Zellen (Fahrer et al. 2010a), ist das Streptavidin-C3Mut Transportkonstrukt besonders
interessant. Es bietet die Moglichkeit Proteine oder auch pharmakologische Wirkstoffe
gezielt in Zellen dieser Zellreihe einzuschleusen. Damit konnten sich in Zukunft neue
Therapiemoglichkeiten fiir Erkrankungen erdffnen, die von Makrophagen oder Monozyten
und ihren Vorliduferzellen verursacht bzw. mitverursacht werden. Dazu gehdren maligne
Erkrankungen wie beispielsweise verschiedene Subtypen der akuten myeloischen
Leukdmie (AML) oder auch entziindliche Erkrankungen wie die Rheumatoide Arthritis.
Nachdem in der AG Barth bereits das Streptavidin-C3Mut Fusionsprotein gentechnisch
hergestellt und dessen Transport in das Zytosol von J774A.1 Makrophagen nachgewiesen
werden konnte (Christow et al. 2013), sollte in der vorliegenden Arbeit nun der Transport
von biotinylierten Cargo-Proteinen mithilfe dieses Transportkonstrukts erprobt werden.
Dabei wurden PARP-1 und DTA als ,Fracht“ verwendet und deren Transport in das
Zytosol von J774A.1 Zellen mit unterschiedlichen Methoden untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geriite

Axiovert Mikroskop 40 CFL; Zeiss (Jena)

Bio-Dot Dot Blot Apparatur; Bio-Rad (Miinchen)
Blotvorrichtung; Peqlab Biotech GmbH (Erlangen)
Brutschrank; Binder (Tuttlingen)

Electrophoresis Power Supply EPS 601; Amersham Bioscience (Freiburg)
Gelkammer; Peqlab Biotech GmbH (Erlangen)

Kamera ProgRes C10 Plus; Jenoptik (Jena)

Magnetriihrer IKA-RET basic C; IKA Werke (Staufen)
Magnetriihrer IKA-REO basic C; IKA Werke (Staufen)
MicroCentrifuge 220V; Roth (Karlsruhe)

pH-Meter inoLab pH 720; WTW (Weilheim)

Pipetman Pipetten; Gilson (Limburg-Offheim)

Sonifier B-12; Branson Ultrasonics (Danbury, USA)
Spectro-Photometer DU 640; Beckman (Miinchen)
Thermomixer Comfort; Eppendorf (Hamburg)
Uberkopfschiittler BioRotator RS-Multi; Bockel (Hamburg)
Waage Kern; Kern&Sohn GmbH (Balingen, Deutschland)
Wasserbad; Bender & Hobein (Bruchsal)

Wippe Duomax 1030; Heidolph (Schwalbach)
Zellzidhlkammer; LO LaborOptik (Lancing, UK)
Zentrifuge 5415D; Eppendorf (Hamburg)

Zentrifuge 5417R; Eppendorf (Hamburg)

Zentrifuge J2-HS; Beckman (Miinchen)
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2.1.2 Chemikalien

Acrylamid
Agarose
Ampicillin

APS
Bromphenolblau
BSA
Chloramphenicol
Complete
Coomassie Brilliant Blue G250
Coomassie Brilliant Blue R250
Cumarsiure
Digitonin
DMEM

DMSO

DTT

EDTA

Eisessig
Entwickler RTU 60
Essigsdure
Ethanol
Glutathion
Glycerin

Glycin

H,0,

HCI

Hefeextrakt
HEPES

IPTG

KCl

KH,PO4
Luminol

Methanol
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Milchpulver
Na,HPO4
NaCl

PMSF
Ponceau S
SDS Pellets
Staurosporin
Sulfo-NHS-Biotin
TEMED

Tris

Triton X-100
Trypton

Tween
Die Chemikalien wurden von den im Folgenden genannten Firmen erstanden:

Adefo (Dietzenbach); AppliCem (Darmstadt); Invitrogen (Karlsruhe); Roche
(Mannheim); Merck (Darmstadt); Serva (Heidelberg); Roth (Karlsruhe); VWR
Prolabo (Darmstadt); Sigma-Aldrich (Taufkirchen); GIBCO (Karlsruhe)

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Blotting Papier; Macherey-Nagel (Diiren)

Einmalpipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml); Sarstedt (Niimbrecht)

Eppendorfgefiie (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml); Eppendorf (Hamburg)

Glutathion Sepharose 4B Beads; Amersham Bioscience (Uppsala, Schweden)
Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate; Millipore (Schwalbach)
Micro Bio-Spin TM Chromatography Columns; BIO-RAD (Miinchen)
Nitrozellulose-Transfer-Membran; Whatman (Dassel)

Pipettenspitzen; Sarstedt (Niimbrecht); Greiner BIO-One (Solingen)
Rontgenfilme Cornex 5; AGFA (K&ln)

Zellkratzer; Sarstedt (Niimbrecht)

Zellkulturschalen und —platten; TPP (Trasadingen, Schweiz)
Zentrifugenrohrchen (15 ml, 50 ml); TPP (Trasadingen, Schweiz)

13



Material und Methoden

2.1.4 Proteine

Tabelle 1: Verwendete fertig aufgereinigte Proteine mit Herkunft

(PARP-1 = Poly (ADP-Ribose) Polymerase 1; DTA = A-Fragment des Diphtherie Toxins)

Protein Herkunft

PARP-1 Prof. Alexander Biirkle, Institut fiir
Molekulare Toxikologie, Universitit

Konstanz

DTA Prof. R. John Collier, Harvard Medical
School, Boston, USA
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2.1.5 Antikorper

Tabelle 2: Antikorper mit niiherer Beschreibung und Hersteller
(AK = Antikorper; EEA1 = Early Endosomal Antigen 1; HSP 90 = Hitzeschockprotein 90; IgG =
Immunglobulin G; PARP = Poly (ADP-Ribose) Polymerase))

Material und Methoden

Antikorper (AK) Beschreibung Herkunft
Anti-C3 Polyklonaler AK aus dem Pineda (Berlin)
Kaninchen gegen
C3botE174Q (C3Mut)
Anti-PARP Prof. Alexander Biirkle,
Institut fiir Molekulare
Toxikologie, Universitét
Konstanz
Anti-EEA1 Polyklonaler AK aus dem Acris Antibodies (Herford)
Kaninchen gegen
menschliches EEA1
Anti-HSP90 Monoklonaler AK aus der Santa Cruz Biotechnology

Maus gegen menschliches

HSP90

(Heidelberg)

Goat anti-mouse 1gG

Polyklonaler
Zweitantikorper aus der

Ziege gegen IgG der Maus

Santa Cruz Biotechnology
(Heidelberg)

Streptavidin-Peroxidase

Roche (Mannheim)
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2.1.6 Prokaryotische Zelllinien

Escherichia coli, Stamm BL21; Novagene (Madison, USA)
Nihrmedium (LB-Medium):

10 g NaCl

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt
ad 11 H,0 bidest.

2.1.7 Eukaryotische Zelllinien

J774A.1: Murine Makrophagenlinie, ATCC-Nummer: TIB-67
Nihrmedium:

DMEM + 10 % FCS
4 mM L-Glutamat
1,5 g/l Na-Pyruvat
4.5 g/1 Glucose

2.1.8 Hiufig verwendete Puffer

Tabelle 3: Bezeichnung und Zusammensetzung hiufig verwendeter Puffer
(PBS = phosphate buffered saline; PBST = PBS mit Tween; Tris = Trishydroxymethylaminomethan; bidest.
= doppelt destilliert)

PBS 0,2 g KCl

8 g NaCl

0,24 g KH,PO4
1,44 ¢ Na,HPO,
ad 11 H,O bidest.
HClbispH=74
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PBST 0,2 g KCl

8 g NaCl

0,1 % Tween
1,44 ¢ Na,HPO,
ad 1 1 H,O bidest.
HCl bispH=74

1 M Tris-HCl 121 g Tris
ad 11H,0 bidest.
HCI je nach gewiinschtem pH zufiigen

2.1.9 Kits

- EZ-Link® Sulfo-NHS Biotinylation Kit; Pierce Biotechnology (Rockford, USA)
- Cell Titer 96® Aqueous One Solution cell proliferation Assay (MTS);

Promega (Mannheim)

2.1.10 Molekulargewichtsmarker

- Page Ruler prestained Protein ladder; Fermentas (St. Leon-Rot)

2.2 Methoden

2.2.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bei der SDS-PAGE werden die Proben nach ihrem jeweiligen Molekulargewicht
aufgetrennt. Hierzu wurden die Proben zuerst mit 5-fach konzentriertem SDS-Probenpuffer
(,,5-fach Lammli*) versetzt und 10 min bei 95 °C auf dem Heizblock denaturiert.
AnschlieBend wurden die Proben auf Polyacrylamid-Gele geladen. Diese Gele bestanden

aus einem Trenn- und einem Sammelgel, welche getrennt voneinander gegossen wurden.
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Die Trenngele, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden, wiesen abhédngig von
dem durchgefiihrten Versuch, einen Acrylamidgehalt von 10 bzw. 12,5% auf. Die
Sammelgele hatten stets einen Acrylamidgehalt von 6%. Die Elektrophorese erfolgte

jeweils in SDS-Laufpuffer bei 25 mA.

Tabelle 4: Zusammensetzung von 12,5 %-igem Trenngel, 10 %-igem Trenngel, 6 %-igem Sammelgel,
SDS-Laufpuffer und 5-fach Limmli (SDS-Probenpuffer)

(Tris = Trishydroxymethylaminomethan; SDS = Natriumdodecylsulfat; APS = Ammoniumpersulfat;
TEMED = N, N, N, N-Tetracthylmethylendiamin; bidest. = doppelt destilliert; DTT = Dithiothreitol)

Trenngel 12,5 %-ig 10,45 ml H,O bidest.

8,25 ml 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8)
13,75 ml Acrylamid (30 %)

363 ul SDS (10 %)

330 ul APS (10 %)

22 ul TEMED

Trenngel 10 %-ig 13,2 ml H,O bidest.

8,25 ml 1,5M Tris-HCl (pH 8,8)
11,0 ml Acrylamid (30 %)

363 ul SDS (10 %)

330 ul APS (10 %)

22 ul TEMED

Sammelgel 6 %-ig 8.0 ml H,O bidest.

3,1 ml 0,5 M Tris HCI (pH 6,8)
2,5 ml Acrylamid (30 %)

125 ul SDS (10 %)

125 ul APS (10 %)

12,5 ul TEMED

SDS-Laufpuffer 6,6 g Glycin

28,8 g Tris

0,1 % SDS

ad 2 1 H,O bidest.
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5-fach Lidmmli (SDS-Probenpuffer) 0,625 M Tris-HCI (pH 6,8)
20% SDS

8,5 % Glycerin

0,2 % Bromphenolblau
100 mM DTT

2.2.2 Farbung von Proteinen mittels Coomassie Blue

Zum Sichtbarmachen der Proteinbanden nach der SDS-PAGE, wurden die Gele fiir 30 min
mit Coomassie-Blue R250-Firbelosung bei Raumtemperatur auf einer Wippe inkubiert
und anschlieBend 1 h lang mit Entfarbelosung, ebenfalls bei Raumtemperatur, wieder

entfirbt, wobei der Puffer regelméBig gewechselt wurde.

Tabelle 5: Zusammensetzung von Coomassie-Blue R250 Férbelosung und Entfiarbelosung

(bidest. = doppelt destilliert)

Coomassie-Blue R250 Firbelosung 2,5 g Coomassie® R250
450 ml Methanol

450 ml H,O bidest.

100 ml Eisessig

Entfarbelosung 450 ml Methanol
450 ml H,O bidest.

100 ml Eisessig

2.2.3 Western Blot

Zum Nachweis der in der Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine durch spezifische
Antikorper wurden die Gele durch das Wet-Blot-Verfahren auf eine Nitrocellulose-
Membran geblottet. Die Membran wurde zuvor in Towbin-Puffer getrinkt. Der Blot
erfolgte bei 400 mA fiir 2,5 h. Um zu zeigen, dass der Proteintransfer vollzogen wurde,

wurde die Membran im Anschluss mit Ponceau S angefarbt. Vor der Nachweisreaktion
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mittels der spezifischen Antikorper wurden die unspezifischen Proteinbindungsstellen mit
5 %-iger Milchpulverlosung geblockt. Hierzu wurde die Membran fiir 1 h bei
Raumtemperatur auf der Wippe mit der Losung inkubiert. Auch die folgenden Schritte
wurden bei Raumtemperatur auf der Wippe durchgefiihrt. Nach der Inkubation mit
Milchpulver wurde die Membran 5 min in PBST gewaschen. Zum Beginn der
Nachweisreaktion wurde die Membran mit den jeweiligen spezifischen Antikorpern fiir 1 h
inkubiert. Die Antikorper wurden zuvor in PBS-T verdiinnt. Der Grad der Verdiinnung war
abhingig von dem jeweils verwendeten Antikorper. Im nidchsten Schritt wurde die
Membran dreimal 8 min in PBST gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation fiir 1 h mit
einem polyklonalen Zweitantikorper, welcher an die F.-Region des Erstantikorpers bindet.
An den Zweitantikorper ist wiederum ein Reporterenzym gebunden, das die Detektion
mithilfe von Chemolumineszenz ermdoglicht. Nach der Inkubation erfolgte erneutes
Waschen der Membran fiir dreimal 8 min in PBST. Um die Proteine mittels
Chemolumineszenz nachzuweisen, wurde die Membran anschlieBend fiir 90 s mit einer
Detektionslosung (ECL) inkubiert. Das in der Losung enthaltene Luminol wird durch das
Reporterenzym des Zweitantikorpers oxidiert, wobei Licht emittiert wird. Dieses an der
Stelle der Antikorperbindung emittierte Licht wurde durch Auflage eines Rontgenfilms

detektiert.

Tabelle 6: Zusammensetzung von Towbin-Puffer, Ponceau S-Loésung, Milchpulverléosung und
Detektionslosung

(SDS = Natriumdodecylsulfat; Tris = Trishydroxymethylaminomethan; PBST = phosphate-bufferes saline
Tween; bidest. = doppelt destilliert)

Towbin-Puffer 192 mM Glycin
20 % Methanol
0,1 % SDS
25 mM Tris
Ponceau S-Losung 0,2 % Ponceau S

5 % Essigsdure

Milchpulverlésung 5 % Milchpulver
Ad 50 ml PBST
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Detektionslosung Losung A: 4,4 ml H,O bidest.
500 pl 1 M Tris-HCI (pH 9,0)
Losung A und B wurden vor der Inkubation | 50 pul 250 mM Luminol

im Verhiltnis 1:1 gemischt 22 ul 90 mM Coumarséure
Losung B: 4,5 ml H,O bidest.
500 pl 1 M Tris-HCI (pH 9,0)
50 ul 30 % H,0,

2.2.4 Strippen von Western Blots

Um gebundene Antikorper nach der durchgefiihrten Detektion eines Western Blots zu
entfernen, wurden die verwendeten Membranen gestrippt. Dazu wurde die Membran
zundchst fiir 5 min in einer sauren Losung A auf einer Wippe inkubiert. Nach mehreren
Wasch-Schritten wurde sie dann mit einer alkalischen Losung B fiir 10 min auf der Wippe
inkubiert. Nach erneutem mehrfachem Waschen wurde die Membran in 5 %-iger

Milchpulverlésung geblockt.

Tabelle 7: Zusammensetzung der Strip Puffer

(Tris = Trishydroxymethylaminomethan)

Losung A (sauer) 0,2 M Glycin

0,5 M NaCl

HCl bis pH =2,0
Losung B (alkalisch) 0,5 M Tris

NaOH bis pH=11,0

2.2.5 Dot Blot

Zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen wurde die Dot Blot Methode
verwendet. Dabei wurde im ersten Schritt eines der beiden Proteine auf einer

Nitrozellulose-Membran immobilisiert. Hierzu wurde zunidchst die Membran in die Dot
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Blot Apparatur eingelegt. Anschliefend wurde das Protein in absteigender Konzentration
in die Vertiefungen der Apparatur pipettiert. Durch Anlegen eines Vakuums wurde das
Protein auf der Membran immobilisiert. Zur Uberpriifung des Proteintransfers wurden die
Proteine auf der Membran mit Ponceau S geféarbt. Danach wurde die Membran fiir 1 h bei
Raumtemperatur in 5%-iger Milchpulverlosung gelegt, um die unspezifischen
Proteinbindungsstellen zu blocken. AnschlieBend wurde die Membran mit dem zweiten
Protein, von dem die Bindung an das immobilisierte Protein getestet werden soll, ebenfalls
fir 1 h bei RT inkubiert und im Anschluss dreimal 8 min mit PBST gewaschen.
Zum Nachweis des gebundenen Proteins wurde die Membran darauthin mit einem
spezifischen Antikorper gegen dieses Protein sowie einem polyklonalen Zweitantikorper
(jeweils 1 h bei RT) inkubiert und mittels Chemolumineszenz detektiert, wie bereits im

Abschnitt ,, Western Blot* erldutert.

2.2.6 Zellkultur

In der vorliegenden Arbeit wurden die eukaryotische Makrophagenlinie J774A.1
verwendet. Die Zellen wurden bis zur Konfluenz kultiviert und dann in Erhaltungskulturen
passagiert. Hierzu wurde zunéchst das Medium abgesaugt. Danach wurden die J774.A1
Zellen mit 37 °C warmem PBS einmal gewaschen und anschlieBend die Zellen in
frischem, 37 °C warmem DMEM mit einem Zellschaber von der Schalenoberfldche

abgel6st und in der gewiinschten Dichte neu ausgesiit.

2.2.7 MTS-Assay

Der MTS-Assay (CellTiter96® Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega)
ist ein kolorimetrischer Assay zur Beurteilung der Viabilitdt von Zellen. Dabei wird das
MTS in Anwesenheit des im Reagenz ebenfalls enthaltenen Phenazin Ethosulfat (PES) und
in Anwesenheit von zellulirem NADPH/NADH zu einem Formazan-Derivat reduziert.
Dieses Formazan-Derivat hat ein Absorptionsmaximum bei 490 nm. Je groBer die
gemessene Absorption bei dieser Wellenldnge, desto mehr Formazan-Derivat wurde
gebildet. Da die Menge an NADPH proportional zur metabolischen Aktivitit der Zellen ist,
erlaubt die Messung der Absorption Riickschliisse auf die Lebensfihigkeit der Zellen.
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Zur Durchfithrung des Assay wurden Zellen in einer 96-Well Platte mit einer Dichte von
5000 Zellen pro Well ausgesit. Am darauffolgenden Tag wurde bei den adhérenten Zellen
das Medium gewechselt und die Zellen wurden mit verschiedenen Substanzen und
Substanzgemischen inkubiert, deren Auswirkung auf das Uberleben der Zellen untersucht
werden sollte. Zu unterschiedlichen Zeitwerten wurden dann jeweils 100 ul MTS Reagenz
in die Wells gegeben und fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Nach dieser Zeit wurde die

Absorption bei 490 nm im Photometer gemessen.

2.2.8 Statistische Auswertung des MTS-Assays

Die statistische Auswertung sowie die graphische Darstellung der durch den MTS-Assay
ermittelten Werte wurden mit dem student’s t-test und der Prism4 Software (GraphPad
Software, Inc.) durchgefiihrt. Die jeweils gemessene Absorption wurde in Bezug zu den
Kontrollzellen, welche mit PBS inkubiert wurden, gesetzt. Es handelt sich jeweils um die
Mittelwerte + Standardabweichung (n = 3). Die Signifikanz ist wie folgt angegeben: * = p
< 0,05, ** =p < 0,005.

2.2.9 Digitonin-Assay

Die Extraktion mit dem milden Detergenz Digitonin ist eine Methode zur
Zellfraktionierung. Sie erlaubt die getrennte Untersuchung von Zytosol und Organellen bei
kultivierten Zellen, da unter den gewihlten Bedingungen nur die Zytoplasmamembran
permeabilisiert wird. In der vorliegenden Arbeit wurde mit dieser Methode der Transport
der Cargo-Proteine mithilfe des Transporter-Konstrukts in J774A.1 Makrophagen

untersucht.

Zunichst wurde das Cargo-Protein mit dem Transporter-Konstrukt bei RT 30 min
inkubiert, um die Komplexbildung zwischen Streptavidin und Biotin zu ermdglichen. Dann
wurden die adhédrenten, in 12-Well Platten dicht ausgesdten Zellen zunéchst mit
Transporter-Konstrukt und Cargo-Protein, sowie mit diversen Kontrollen 6 h bei 37 °C
inkubiert. Nach dieser Zeit wurde das Medium abgesaugt und die Zellen dreimal mit
warmem 1x PBS gewaschen. Im Anschluss erfolgte die Behandlung mit Digitonin (20

ug/ml, 120 ul/Well). Zur Inkubation wurde die 12-Well Platte abgedeckt fiir 5 min bei
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Raumtemperatur und anschlieend fiir 25 min, ebenfalls abgedeckt, auf Eis gestellt. Durch
die Behandlung mit Digitonin kommt es zur Bildung von Poren in der Zellmembran, durch
welche das Zytosol mit den darin enthaltenen Proteinen in den Uberstand ausflieBen kann,
wihrend die ibrigen Zellorganellen im Pellet zuriickbleiben (s. Abbildung 3).
Nach der Inkubation mit Digitonin wurde der Uberstand abgenommen, mit 5-fach SDS
Probenpuffer (5-fach Lidmmli) versetzt und fiir 10 min bei 95°C im Heizblock gekocht.
Das Zellpellet wurde einmal mit 1x PBS gewaschen, anschlieBend in heilem 2,5-fach
Limmli vom Plattenboden abgekratzt und ebenfalls fiir 10 min bei 95°C gekocht.
Mit den so gewonnen Proben wurde eine SDS-PAGE und anschlieBend ein Western Blot
durchgefiihrt. Die Cargo-Proteine sowie das Transporter-Konstrukt wurden mittels

spezifischer Antikorper bzw. Streptavidin-Peroxidase detektiert.

Cargo-Protein + Transporter

\/ TN
Digitonin / \

Transporter Transporter
—_—

Cargo-Protein Cargo-Protein

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Digitonin-Assay

2.2.10 Biotinylierung von PARP-1

Zur Biotinylierung an den Aminogruppen wurde PARP-1 mit Sulfo-NHS-Biotin in 2,5-
fachem Uberschuss fiir 30 min bei 25°C auf dem Heizblock inkubiert. Um das
tiberschiissige Sulfo-NHS-Biotin zu entfernen, wurden die biotinylierten Proteine in Micro
Bio-Spin® Chromatography Columns aufgereinigt. AnschlieBend wurde mit den auf diese
Weise gewonnenen Proben eine SDS-PAGE durchgefiihrt, um die Biotinylierung

nachzuweisen und eine Konzentrationsbestimmung durchzufithren. Dazu wurde die
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biotinylierte PARP-1 in ansteigenden Volumina auf ein Polyacrylamid-Gel aufgetragen
und es wurde ein Western-Blot durchgefiihrt. Im Anschluss daran wurde die Membran
zundchst mit 5%-iger Milchpulverlosung fiir 1 h bei Raumtemperatur geblockt und
daraufhin ebenfalls fiir 1h bei RT mit Streptavidin-Peroxidase inkubiert und schlieBlich
nach Zugabe der Detektionslosung (ECL) detektiert. Zur Bestimmung der Konzentration
wurden die biotinylierten Proteine in zwei unterschiedlichen Konzentrationen zusammen
mit einem BSA-Standard mit bekannter Konzentration auf ein Gel aufgetragen. Mithilfe
von Adobe Photoshop 7.0 konnte durch Messung der Intensitidt der Banden mittels der
densitometrischen Auswertung eine Kalibriergerade erstellt und die Konzentration der

biotinylierten PARP-1 bestimmt werden.

2.2.11 Aufreinigung des Streptavidin-C3Mut Fusionsproteins

Das in dieser Arbeit verwendete Transporterprotein, bestehend aus der enzymatisch
inaktiven C3bot-Mutante E174Q (C3Mut) und iiber einen Linker damit verbundenes
Streptavidin 13 (Core-Streptavidin; Sano et al. 1995), wurde als GST-Fusionsprotein
aufgereinigt. Es wurde das zuvor in der AG Barth gentechnisch generierte Plasmid pGEX-
2T-C3Mut-Stv verwendet (Christow et al. 2013). Der Glutathion-S-Transferase-Tag (GST-
Tag) dient hier der Bindung an Glutathion-gekoppelte Sepharose Beads im Sinne einer

Affinitdtschromatographie (s.u.).

Die Aufreinigung erfolgte mittels mit dem Plasmid transformierter E.coli Rosetta BL21.
Hierzu wurde zunichst eine Vorkultur angesetzt. Es wurden 200 ml LB-Medium, welches
mit Ampicillin (100 pg/ml) und Chloramphenicol (34 pg/ml) versetzt wurde, mit dem
entsprechenden Glycerol-Stock angeimpft. Die Vorkultur wurde unter Schiitteln bei 37 °C
iiber Nacht inkubiert. Am nichsten Tag folgte das Ansetzen der Hauptkultur. Hierfiir
wurde 1 1 LB-Medium (+ 100 pg/ml Ampicillin, + 34 pg/ml Chloramphenicol) mit 40 ml
der Vorkultur versetzt und bei 37 °C im Schiittler bis zu einer optischen Dichte von 0,6 bis
0,8 inkubiert. Die Bestimmung der optischen Dichte erfolgte fotometrisch bei einer
Wellenldnge von 600 nm. Darauthin wurde durch Zugabe von 200 ul 1M Isopropyl-1-
Thio-a-D-Galaktopyranosid (IPTG) die Proteinexpression induziert und die Kultur iiber
Nacht bei 16°C im Schiittler kultiviert. Am Folgetag erfolgte die Ernte der Bakterien. Die
Bakterienkultur wurde in Zentrifugenbecher iiberfiihrt und in einem JA10-Rotor mit 5000
Upm fiir 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Die folgenden Arbeitsschritte erfolgten auf Eis. Das
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Pellet, welches bei der Zentrifugation entstand, wurde in 4 ml Lysepuffer mit Zusitzen
resuspendiert. AnschlieBend wurde die Suspension sechsmal fiir jeweils 15 s sonifiziert
(power 25%). Es folgte erneut eine Zentrifugation in einem SS34-Rotor mit 12000 Upm
fiir 15 min bei 4 °C. Die Sonifizierung und die anschlieBende Zentrifugation wurden
insgesamt dreimal wiederholt. Als nichstes erfolgte die Inkubation des Uberstands mit
Glutathion Sepharose 4B Beads. Zur Vorbereitung wurden die Beads zweimal mit 5 ml
PBS gewaschen und anschlieBend jeweils mit 2200 Upm fiir 5 min abzentrifugiert. Der
zuvor gewonnene Protein-Uberstand wurde nun auf die Beads gegeben und fiir 1 h bei
Raumtemperatur im Uberkopfschiittler inkubiert. Wihrend dieses Arbeitsschrittes erfolgte
die Bindung des GST-gekoppelten Transporterproteins an die Glutathion Beads. Im
Anschluss wurden die Beads mit 2200 Upm fiir 3 min abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen. Zur Entfernung unspezifisch gebundener Proteine wurden die Beads
daraufhin jeweils zweimal mit 5 ml Waschpuffer und mit 5 ml PBS gewaschen (jeweils
2200 Upm, 3 min). Danach wurden die Beads in 1 ml PBS fiir 10 min im
Uberkopfschiittler eluiert und mit 2200 Upm fiir 3 min bei 4 °C erneut zentrifugiert. Um
das Fusionsprotein von den Beads zu 16sen wurde das Pellet mit einem Glutathion-haltigen
Elutionspuffer fiir 10 min im Uberkopfschiittler inkubiert. Durch zweimaliges
Abzentrifugieren mit 9700 Upm fiir 30 s bei 4 °C wurden die Beads von dem das
aufgereinigte Transportkonstrukt enthaltenden Uberstand getrennt. Der Uberstand wurde
aliquotiert und bei -20 °C aufbewahrt. Der Nachweis einer erfolgreichen
Proteinaufreinigung wurde mittels SDS-PAGE (10 %) und Coomassie-Féarbung erbracht.

Die Proteinkonzentration wurde mittels eines BSA-Standards ermittelt.

Tabelle 8: Zusammensetzung von Lysepuffer, Waschpuffer und Elutionspuffer
(Tris = Trishydroxymethylaminomethan; PMSF = Phenylmethylsulfonylfluorid; SDS =

Natriumdodecylsulfat)

Lysepuffer 10 mM NaCl

20 mM Tris-HCI (pH auf 7,4 eingestellt)
1 % Triton X-100

1 % PMSF

Complete 1:50

Waschpuffer 150 mM NacCl
20 mM Tris-HCI (pH auf 7,4 eingestellt)
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Elutionspuffer

50 mM Tris-HCI (pH auf 8,0 eingestellt)
250 mM Glutathion

1 % SDS

Complete 1:50
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3. Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit sollte der Transport von Makromolekiilen mithilfe des
Streptavidin-C3Mut Transporters (Stv-C3Mut) untersucht werden. Dabei ermoglicht das
Streptavidin die Bindung verschiedener biotinylierter Proteine als Fracht (Cargo) und

C3Mut deren Transport in das Zytosol von Makrophagen.

3.1 Aufreinigung des Streptavidin-C3Mut Transporterproteins

Fir die weiteren Versuche musste zunidchst das Transport-Konstrukt Stv-C3Mut
rekombinant exprimiert und aufgereinigt werden. Hierfiir wurde das bereits zuvor in der
AG Barth gentechnisch hergestellte Plasmid pGEX-2T-C3Mut-Stv verwendet (Christow et
al 2013). Die mit diesem Plasmid transformierten E. coli Rosetta BL21 wurden bei 37 °C
bis zu einer optischen Dichte von ca. 0,7 kultiviert. Dann wurde durch Zugabe von IPTG
die Proteinexpression induziert und die Bakterien bei 16 °C iiber Nacht inkubiert. Es folgte
die Lyse der Bakterien sowie mehrfache Sonifizierung des Lysats. Die erhaltenen Proben
wurden mit Glutathion-Sepharose Beads inkubiert, um das GST-gekoppelte Fusionsprotein
im Sinne einer Affinitdtschromatographie zu binden. Das gebundene Stv-C3Mut wurde mit
einem Glutathion-haltigen Puffer eluiert. Der Erfolg der Aufreinigung wurde mittels SDS-
PAGE und anschlieBender Coomassie-Farbung der Proteine iiberpriift. Die
Proteinkonzentration wurde mithilfe eines BSA-Standards auf dem gleichen Gel bestimmt
(Abbildung 4). Sie betrug 244,3 ng/ul. In den Spuren mit groBeren Mengen aufgetragenem
Protein zeigten sich unterhalb der Bande des intakten Stv-C3Mut-Proteins auch
schwichere Banden mit kleinerem Molekulargewicht, welche vermutlich im Laufe des

Aufreinigungsprozesses entstandenen Abbauprodukten des Stv-C3Mut entsprechen.
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BSA-Standard (ng) Stv-C3Mut (ul)
125 250 500 750 1000 1 2 5 10
|
97 kDa —
66 kDa —
45 kDa —

Abbildung 4: SDS-PAGE zum Nachweis von aufgereinigtem Stv-C3-Mut und
Konzentrationsbestimmung durch einen BSA-Standard. Nach Expression des Stv-C3Mut in E. coli
wurden die Bakterien lysiert und das Lysat mit Glutathion-Sepharose Beads inkubiert. Nach der Elution mit
einem Glutathion-haltigen Puffer wurden die erhaltenen Proben zusammen mit BSA in ansteigender Menge
auf ein Gel aufgetragen. Es folgte die Farbung mit Coomassie Brilliant Blue.

(BSA = Bovine Serum Albumin; Stv = Streptavidin)

3.2 Biotinylierung von Poly (ADP-Ribose) Polymerase (PARP)

Um die Bindung des Cargo-Proteins Poly (ADP-Ribose) Polymerase (PARP) an
Streptavidin-C3Mut zu ermoglichen, wurde PARP (zur Verfiigung gestellt von Prof.
Alexander Biirkle, Institut fiir Molekulare Toxikologie, Universitdt Konstanz) biotinyliert.
Biotin bindet mit hoher Affinitit an das Streptavidin des Streptavidin-C3Mut Transporters,
wodurch eine feste Bindung zwischen Cargo- und Transporterprotein ermdoglicht wird. Des
Weiteren macht die Biotinylierung eine Detektion von PARP in Western Blot Analysen

mittels Streptavidin-Peroxidase moglich.

Fiir die Durchfiihrung der Biotinylierung wurde PARP mit Sulfo-NHS-Biotin in
zweieinhalbfachem Uberschuss inkubiert. Das iiberschiissige Sulfo-NHS-Biotin wurde
anschlieBend in Micro Bio-Spin® Chromatography Columns chromatographisch
abgetrennt. Mit den erhaltenen Proben wurde eine SDS-Gelelektrophorese und ein Western

Blot durchgefiihrt, welcher mit Streptavidin-Peroxidase detektiert wurde. (Abbildung 5).
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130 kDa — . bPARP

95 kDa —

72 kDa —

Abbildung 5: Western Blot Analyse der Biotinylierung von PARP. Biotinylierte Poly (ADP-Ribose)
Polymerase (bPARP) wurde in ansteigender Menge auf ein SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen. Nach dem
Western Blot wurde mit Streptavidin-Peroxidase detektiert. (ADP = Adenosindiphosphat)

Abbildung 5 zeigt die erfolgreiche Herstellung von biotinylierter Poly (ADP-Ribose)
Polymerase, wodurch deren anschlieBende Bindung an Streptavidin-C3Mut ermoglicht
wurde. Die verschiedenen Banden legen nahe, dass es zu einem Abbau des PARP Proteins
gekommen ist. Es ist bekannt, dass PARP in vivo durch Caspase 3 und Caspase 7 in zwei
Fragmente von 89 kDa und 24 kDa gespalten wird (Chaitanya et al. 2010). Es wiére
moglich, dass bei der Aufreinigung des Proteins auch diese Proteinfragmente gewonnen

wurden.

3.3 Dot Blot Analyse der Interaktion von biotinylierter Poly (ADP-
Ribose) Polymerase und Streptavidin-C3Mut

In diesem Versuch wurde die Bindung zwischen biotinylierter PARP und Streptavidin-
C3Mut in vitro nédher charakterisiert. Um den Transport von PARP in das Zytosol von
J774A.1 Zellen zu ermoglichen, ist die Bindung von Transporter und dem zu

transportierenden Protein eine wichtige Voraussetzung.
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Hierzu wurde eine Dot Blot Analyse durchgefiihrt. Biotinylierte PARP (bPARP) und nicht
biotinylierte PARP wurden in absteigenden Konzentrationen mittels der Dot Blot
Apparatur durch ein angelegtes Vakuum auf einer Nitrozellulosemembran immobilisiert.
PBS wurde als Negativkontrolle verwendet. Die Membran wurde mit Milchpulver
geblockt. Um die erfolgreiche Immobilisierung von bPARP nachzuweisen, wurde, ohne
vorherige Inkubation mit einem Zweit-Protein, direkt mit Streptavidin-Peroxidase
detektiert. Die iibrigen Spuren wurden mit dem Transporter Streptavidin-C3Mut
beziehungsweise mit reinem C3Mut inkubiert (,,Overlay*). Nach mehreren Waschschritten

wurden die gebundenen Proteine mit einem anti-C3-Antikorper detektiert (Abbildung 6).
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bPARP
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Abbildung 6: Dot Blot Analyse der Interaktion von biotinylierter Poly (ADP-Ribose) Polymerase 1 mit

Streptavidin-C3Mut.

A: bPARP und PARP wurden in absteigender Konzentration (1000 ng, 500 ng, 250 ng, 125 ng, 62,5 ng,

31,3 ng 15,6 ng) mit Hilfe der Dot Blot Apparatur auf einer Nitrozellulosemembran immobilisiert. Als

Negativkontrolle wurde PBS verwendet. Dann wurden je drei Spuren der Membran fiir 1 h mit Streptavidin-

C3Mut und C3Mut inkubiert. Nach mehrfachem Waschen wurde mit einem Anti-C3 Antikorper detektiert.

B: Detektion von bPARP mittels Streptavidin-Peroxidase

(bPARP = biotinylierte Poly (ADP-Ribose) Polymerase ; PARP = Poly (ADP-Ribose) Polymerase ; Stv-
C3Mut = Streptavidin-C3Mut; PBS = Phosphate Buffered Saline; AK = Antikorper; aC3 = AntiC3-

Antikorper; StrepPOD = Streptavidin Peroxidase)
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Das Ergebnis in Abbildung 6 zeigt, dass der Transporter Streptavidin-C3Mut bis zur
geringsten verwendeten Konzentration an biotinylierte PARP bindet. Diese stabile
Bindung kommt hier zwischen dem Streptavidin des Stv-C3Mut Fusionsproteins und dem
Biotin von bPARP zustande. Uberraschenderweise zeigt die Abbildung auch eine
Interaktion des Transporters mit der Wildtyp PARP. Diese ist aber deutlich schwicher
ausgepragt als die zuvor beschriebene Bindung mit biotinylierter PARP und konnte auf
einer unspezifischen Bindung beruhen. C3Mut alleine zeigt weder eine Interaktion mit

biotinylierter PARP noch mit der Wildtyp PARP.

Zusammenfassend konnte hier in vitro eine stabile Bindung des Transporters an das zu
transportierende Protein nachgewiesen werden, wodurch diese wichtige Voraussetzung fiir

einen anschlieenden zelluldren Transportversuch erfiillt war.

3.4 Transport biotinylierter Proteine in das Zytosol von J774A.1 Zellen

Bereits zuvor konnte in der AG Barth der Transport biotinylierter Proteine in das Zytosol
von J774A.1 Zellen mithilfe des Stv-C3Mut Transporters nachgewiesen werden (Lillich et
al. 2012; Christow et al. 2013). Dafiir wurde unter anderem biotinylierte RNAse A
erfolgreich als zu transportierendes Protein verwendet. Im Folgenden werden nun
Versuche vorgestellt, die den Transport anderer, bisher nicht verwendeter Cargo-Proteine

untersuchen sollten.

3.4.1 Internalisierung von biotinylierter PARP

Um die Internalisierung biotinylierter PARP (bPARP) in J774A.1-Zellen néher zu
untersuchen, wurde eine Digitonin-basierte Zellfraktionierung (Digitonin Assay)
verwendet.

Hierzu wurden J774A.1-Zellen dicht in 12-well Platten ausgesit. Die Zellen wurden dann
mit Stv-C3Mut, bPARP oder beiden Proteinen inkubiert. Um die Bindung des Transporters
und bPARP zu ermoglichen, wurden diese fiir 30 min zusammen vorinkubiert.
Vor der Behandlung mit Digitonin wurden die Zellen dann fiir 5 h bzw. 24 h inkubiert.
Durch die Zugabe von Digitonin kommt es zur Bildung von Poren in der Zellmembran,

durch welche das Zytosol aus den Zellen flieBt, wihrend die Zellorganellen im Pellet
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verbleiben. Die so erhaltenen Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot
analysiert (Abbildung 7).

Durch Detektion von HSP90 wurde gezeigt, dass vergleichbare Mengen Protein in den

einzelnen Spuren verwendet wurden (Abbildung 7 B).
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Abbildung 7: Digitonin-basierte Zellfraktionierung zur Untersuchung der Internalisierung von
bPARP in das Zytosol von J774A.1 Zellen

Stv-C3Mut (4ug/ml) und bPARP (7pug/ml) wurden fiir 30 min zusammen vorinkubiert und anschlieend zu
den Zellen gegeben. AuBlerdem wurden die Zellen mit PBS als Negativkontrolle sowie mit Stv-C3Mut und
bPARP alleine inkubiert. Nach den angegebenen Zeiten wurde Digitonin zur Zellfraktionierung zugegeben.
Die erhaltenen Proben wurden auf ein SDS-Gel aufgetragen und es erfolgte ein Western Blot.

A: Es wurde mit einem Anti-C3- und einem Anti-PARP-Antikorper detektiert. Zum Entfernen der
gebundenen Antikorper wurde dann der obere Teil der Membran gestrippt und mit Streptavidin-Peroxidase
erneut detektiert.

B: Detektion von HSP90 zur Verifizierung vergleichbarer Proteinmengen.

(Stv-C3Mut = Streptavidin-C3Mut; bPARP = biotinylierte Poly (ADP-Ribose) Polymerase 1; aPARP =
Anti-PARP Antikorper; StrepPOD = Streotavidin-Peroxidase; aC3 = Anti-C3 Antikorper; aHSP90 =
Antikorper gegen Hitzeschockprotein 90)
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Die Abbildung 7 A (unterer Abschnitt) zeigt ein relativ starkes Signal bei der Detektion
mit dem oC3-Antikorper im Pellet, also der Fraktion, die den zuriickgebliebenen
Zellorganellen entspricht. Dies entspricht vermutlich der Aufnahme und dem Verbleib von
bPARP in endosomalen Vesikeln. Hier sind auch mehrere Abbau-Banden mit
unterschiedlichem Molekulargewicht zu sehen. Dies wurde bereits zuvor beobachtet und
ist vermutlich Folge des Protein-Abbaus durch das saure Milieu in den Endosomen
(Christow et al. 2013). Von groBerem Interesse ist allerdings, dass Stv-C3Mut auch
deutlich in der zytosolischen Fraktion nachgewiesen werden konnte, was bisherige
Ergebnisse der AG Barth bestitigt (Lillich et. al. 2012, Christow et al. 2013). Hier fillt
jedoch auf, dass sich die Banden fiir die verschiedenen Zeitwerte (5 h und 24 h) in ihrer

Starke nicht wesentlich unterscheiden.

Biotinylierte PARP (bPARP) wurde zundchst mit einem oPARP-Antikorper detektiert
(Abbildung 7 A oberer Ausschnitt). AnschlieBend wurde die Membran gestrippt, um die
gebundenen Antikorper zu entfernen und dann erneut mit Streptavidin-Peroxidase
detektiert (Abbildung 7 A mittlerer Ausschnitt). Es féllt auf, dass weder durch Detektion
mit aPARP noch durch Detektion mit Streptavidin-Peroxidase bPARP im Zytosol der
Zellen nachweisbar ist. Dies steht im Gegensatz zu den bisherigen Ergebnissen der AG
Barth, in denen ein Transport von biotinylierter RNAse A und biotinyliertem Diphtherie-
Toxin A-Fragment in das Zytosol der J774A.1 Zellen mittels des auch hier verwendeten
Transport-Konstruktes nachgewiesen werden konnte (Lillich et al. 2012; Christow et al.
2013). In der Fraktion der extrahierten Zellen ist bei der Detektion mit aPARP deutlich
mehr PARP in den Zellen nachweisbar, die fiir 5 h mit Stv-C3Mut und bPARP zusammen
inkubiert wurden. Dies bestitigt sich auch bei der Detektion mit Streptavidin-Peroxidase.
Nach 24 h zeigt sich jeweils ein deutlich schwicheres Signal, wofiir ein intrazellulirer
Abbau von bPARP ursdchlich sein konnte. Die Detektion von PARP mit zwei
verschiedenen Antikdrpern war in diesem Fall wichtig, um zwischen endogen exprimierter
PARP und der von auBlen zugefiihrten bPARP zu unterscheiden. Da PARP als nukleires
Enzym in allen eukaryotischen Zellen vorkommt, wird diese im Pellet in allen Spuren
durch den aPARP Antikorper detektiert. Nach 5 h ist das Signal jedoch durch die
zusitzlich aufgenommene bPARP deutlich stiarker. Die durch Streptavidin-Peroxidase
detektierten schwicheren Signale der mit bPARP alleine behandelten Zellen sind
vermutlich auf eine unspezifische Bindung an der Zelloberfliche zuriickzufiihren.
Zusammen betrachtet konnten die in diesem Versuch erlangten Erkenntnisse darauf

hindeuten, dass bPARP durch Stv-C3Mut in frilhe Endosomen der J774A.1 Zellen
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aufgenommen wird. Von dort wird das Enzym jedoch nicht weiter in das Zytosol

transportiert. Der Transporter war hingegen im Zytosol deutlich nachweisbar.

3.4.2 Internalisierung von biotinyliertem DTA

Um den Transport von Proteinen durch das Stv-C3Mut Transport-Konstrukt zu
untersuchen, wurde in diesem Versuch biotinyliertes DTA (bDTA) (zur Verfiigung gestellt
von M. Schuster, AG Barth) als Cargo-Protein verwendet. DTA ist das enzymatisch aktive
A-Fragment des Diphtherie-Toxins. Dieses A-Fragment katalysiert die ADP-Ribosylierung
des Elongationsfaktor-2 (EF-2) und hemmt so die Translation in betroffenen Zellen
(Collier 1967; Honjo et al. 1968), was schlieBlich zur Apoptose der Zellen fiihrt (Kochi
und Collier 1993). Als AB-Toxin besitzt DTA ohne das B-Fragment des Diphtherie-Toxins
nicht die Moglichkeit in das Zytosol von Zellen zu gelangen und dort seine enzymatische
Aktivitidt auszuiiben (Collier 2001). In dem hier beschriebenen Versuch wurde untersucht,
ob biotinyliertes DTA durch Stv-C3Mut in das Zytosol von J774A.1 Zellen transportiert
werden kann.

Hierzu wurde die Lebendzellzahl (Zellviabilitdt) mithilfe des MTS-Assay (CellTiter96®
Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega; genaue Beschreibung der
Methode siehe 2.2.) bestimmt. Stv-C3Mut und bDTA wurden zunichst 30 min zusammen
in vitro vorinkubiert und anschlieBend zu den in einer 96-Well Platte ausgesiten J774A.1
Zellen gegeben. Als Kontrollen wurden bDTA alleine, das enzymatisch inaktive bDTA-
E148S (Wilson et al. 1990), Stv-C3Mut alleine, Stv-C3Mut und bDTA-E148S zusammen
(30 min vorinkubiert) und Streptavidin (Stv) zusammen mit bDTA (30 min vorinkubiert)
im gleichen Experiment verwendet. Staurosporin, ein bekannter Induktor der Apoptose,
wurde als Positivkontrolle eingesetzt. Als Referenz bildende Negativkontrolle wurden die
Zellen mit PBS inkubiert.
Nach 48 h wurden die Zellen fotografiert (Abbildung 8). Im Vergleich zu den Kontrollen
zeigten die Zellen, die mit Stv-C3Mut und bDTA inkubiert wurden, charakteristische
morphologische Verdnderungen. Ein dhnlicher Effekt wird beispielsweise auch bei der
Vergiftung von HelLa Zellen mit wildtypischem DT beobachtet und ist auf die Toxin-
vermittelte Zellschiddigung zuriickzufiihren (Strauss und Hendee 1959). Auflerdem fiel eine
deutliche Reduzierung der Zelldichte auf. Um diese Beobachtung zu quantifizieren wurde

das MTS-Reagenz in das Kulturmedium gegeben und die Zellen fiir 1 h damit inkubiert.
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Anschlieend wurde die Absorption, welche hier direkt mit der Anzahl lebender Zellen
korreliert, bei einer Wellenlinge von 490 nm gemessen und statistisch ausgewertet

(Abbildung 9).

Kontrolle Staurosporin bDTA
bDTA-E148S Stv-C3Mut + bDTA Stv-C3Mut

Stv-C3Mut + bDTA-E148S Stv+bDTA

Abbildung 8: Untersuchung der Internalisierung von bDTA durch den Stv-C3Mut Transporter.
J774A.1 Zellen wurden in einer 96-Well Platte ausgesit und mit bDTA (1 pg/ml), Stv-C3Mut (6 pg/ml),
Streptavidin (Stv) (1,5 pg/ml) und bDTA-E148S (1 pg/ml) behandelt. Vor der Inkubation mit einem
Gemisch aus zwei Proben wurden diese jeweils fiir 30 min zusammen vorinkubiert. Als Positivkontrolle
wurde Staurosporin (1 uM) verwendet. Nach 48 h wurden die Zellen mit dem Axiovert 40 CFL Mikroskop

(Zeiss, Jena) fotografiert.
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Abbildung 9: MTS-Test zur Untersuchung der Internalisierung von bDTA durch Stv-C3Mut.
J774A.1 Zellen wurden in einer 96-Well Platte ausgesit und mit bDTA (1 pg/ml), Stv-C3Mut (6 pg/ml),
Streptavidin (Stv) (1,5 pg/ml) und bDTA-E148S (1 pg/ml) behandelt. Als Positivkontrolle wurde
Staurosporin (1 uM) verwendet. Nach 48 h wurde MTS Reagenz hinzugegeben und die Absorption bei einer
Wellenlédnge von 490 nm photometrisch gemessen. Alle erhaltenen Werte wurden in Bezug zu den
Kontrollzellen, welche mit PBS inkubiert wurden, gesetzt. Es handelt sich um Mittelwerte *
Standardabweichung (n = 3; jede Probe wurde in je 3 Wells eingebracht). Die Signifikanz wurde mit dem
student’s t-test und der GraphPad Prism® Software bestimmt (* = p < 0,05, ** = p < 0,005).

(bDTA = biotinyliertes DTA; bDTA-E148S = biotinyliertes DTA-E148S; MTS = 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium); PBS = Phosphate Buffered Saline;
Stv-C3Mut = Streptavidin-C3Mut; Stv = Streptavidin)

Zusammengefasst zeigt sich nach 48 h Inkubation eine deutliche Einschrinkung der
Zellviabilitidt im Vergleich zu den Kontrollzellen bei denjenigen Zellen, welche mit dem
Stv-C3Mut Transporter und bDTA zusammen inkubiert wurden. Sowohl die Behandlung
mit bDTA als auch mit bDTAE148S alleine hatten keinen Einfluss auf die Zellviabilitit.
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Wie bereits in der Einleitung beschrieben, fithrt vermutlich der Streptavidin-Anteil des Stv-
C3Mut zu einer veridnderten Zellspezifitit. Offenbar bindet dieses Streptavidin vermehrt an
Membranproteine, was zur Aufnahme des Transporterproteins auch in Nicht-Makrophagen
fiihrt. In dem hier vorgestellten Versuch hatte die Kombination aus Streptavidin und bDTA
keinen Einfluss auf Zellmorphologie und —viabilitit. Dies zeigt, dass Streptavidin alleine
nicht die Fihigkeit besitzt, das biotinylierte Cargo-Protein in die J774A.1 Makrophagen zu
transportieren. Die Viabilitdit der mit Staurosporin behandelten Zellen war
erwartungsgemaf deutlich reduziert.
Uberraschenderweise zeigte sich auch bei den Zellen, die mit dem Transport-Konstrukt
alleine bzw. zusammen mit dem enzymatisch inaktiven bDTA-E148S behandelt wurden,
eine verminderte Anzahl lebender Zellen. Die iibrigen verwendeten Proben hatten dagegen
keinen Einfluss auf die Zellviabilitit. Das ldsst den Schluss zu, dass die in diesem Versuch
verwendete Probe von Stv-C3Mut in geringem Ausmal zytotoxisch wirkt. Diese Wirkung
ist jedoch nach ldangerer Inkubation von 72 h komplett reversibel. Nach dieser Zeit liegt die
Viabilitdt der Zellen, die mit Stv-C3Mut alleine inkubiert wurden im Bereich der der
Kontrollzellen, wihrend die der mit Transporter und bDTA zusammen inkubierten Zellen

weiterhin deutlich reduziert ist (Christow et al. 2013).

Zusammenfassend zeigen die Zellen, die mit Stv-C3Mut und bDTA zusammen inkubiert
wurden, eine signifikant niedrigere Zellviabilitit, was auf einen erfolgreichen Transport
von bDTA iiber den Transporter in das Zytosol der J774A.1 Makrophagen zuriickzufiihren

1st.
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4. Diskussion

In den vergangenen Jahren wurden verschiedene bakterielle AB-Toxine als rekombinante
Proteine fiir die Herstellung von Transportsystemen zum Einbringen pharmakologisch
wirksamer Proteine in das Zytosol eukaryotischer Zellen verwendet. Dabei wurde die
Toxizitdt der jeweiligen Toxine entweder durch Punktmutationen innerhalb der
enzymatischen Domine oder durch deren Deletion ausgeschaltet (Barth und Stiles 2008).
Ein Beispiel fiir ein solches Transportsystem ist C2I1a/C2IN-Streptavidin, welches auf dem
bindren C2-Toxin von Clostridium botulinum basiert und die Aufnahme biotinylierter
Molekiile in verschiedene eukaryotische Zelltypen vermittelt (Fahrer et al. 2010b; Fahrer et
al. 2010c). Es besteht aus der N-terminalen Doméne der enzymatischen Komponente C2I
(C2IN) und dem daran fusionierten Streptavidin. Fiir einen erfolgreichen Transport
biotinylierter Molekiile ist die Zugabe der separaten Transportkomponente C2IIa notig,
welche das C2IN-Streptavidin-Protein in das Zellinnere einschleust (Fahrer et al. 2010b;
Fahrer et al. 2010c¢).

Das C3-Toxin von Clostridium botulinum (C3bot) ist als Bestandteil eines solchen
Transportsystem besonders interessant, da es spezifisch in Makrophagen und Monozyten
aufgenommen wird (Fahrer et al. 2010a). Makrophagen und Monozyten spielen bei
verschiedenen Erkrankungen eine Rolle in Krankheitsentstehung und —verlauf.
Verschiedene Subtypen der akuten myeloischen Leukdmie (AML) entstehen durch
genetische Aberrationen in Vorlduferzellen dieser Zellreihe und sind durch die vermehrte
Produktion dieser unreifen Vorlduferzellen gekennzeichnet. Im Rahmen der
Atherosklerose sind Makrophagen an der Entstehung der atheromatosen Plaques beteiligt,
indem sie subendotheliales LDL phagozytieren und so zu sogenannten Schaumzellen
werden, wobei verschiedene proinflammatorische Zytokine freigesetzt werden (Libby et al.
2011).

Ein C3botl-basiertes Transportsystem eroffnet grundsitzlich Mboglichkeiten, um
enzymatisch aktive Proteine oder andere pharmakologische Wirkstoffe spezifisch in
Makrophagen und Monozyten zu transportieren und somit eventuell in Zukunft neue

Therapiemdglichkeiten zu entwickeln.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein zuvor in der AG Barth entwickeltes, gentechnisch
hergestelltes Fusionsprotein aus enzymatisch inaktivem C3botlE174Q (C3Mut) und

Streptavidin verwendet, wobei C3Mut die zellulire Aufnahme und Streptavidin die
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Bindung biotinylierter Proteine vermitteln soll (Christow et al. 2013). In der Publikation
von Christow et al. fungiere ich als Coautor. Im Jahr 2010 konnten Fahrer et al. zeigen,
dass die beiden C3-Exoenzyme C3botl und C3lim spezifisch in Makrophagen und
Monozyten aufgenommen werden (Fahrer et al. 2010a). Zuvor hatte man angenommen,
dass C3-Exoenzyme nur iiber unspezifische, ineffiziente Mechanismen wie Pinozytose in
Zellen aufgenommen werden (Aktories et al. 2004). Es konnte allerdings bisher noch kein
Rezeptor identifiziert werden, der die Aufnahme von C3-Toxinen in Makrophagen
vermittelt. Jedoch konnten Rohrbeck et al. kiirzlich zeigen, dass es sich bei dem
Bindungspartner von C3 auf der Zelloberflidche von J774A.1 Makrophagen um ein Protein
handelt und dessen posttranslationale Modifizierung durch Phosphorylierung eine wichtige
Rolle bei der Proteininteraktion spielt (Rohrbeck et al. 2014b). Neuesten Erkenntnissen
zufolge handelt es sich hierbei um das Intermedidrfilament Vimentin (Rohrbeck et al.
2014a). Vimentin befindet sich an der Zelloberfliche von J774A.1 Makrophagen und
vermittelt nach der Bindung von C3 dessen endozytotische Aufnahme (Rohrbeck et al.

2014a).

Im Gegensatz zu wildtypischem C3botl wird Stv-C3Mut wider Erwarten auch in HelLa
Epithelzellen und CHO-K1 Fibroblasten aufgenommen (Christow et al. 2013). Dieses
Verhalten zeigte sich bereits zuvor bei einem chemisch hergestellten Konjugat aus C3Mut
und Streptavidin (Lillich et al. 2012). Eine mogliche Erklidrung fiir diese Anderung der
Zellspezifitiat ist, dass das an C3Mut konjugierte Streptavidin die Bindung an
Membranproteine vermittelt und so zur vermehrten Aufnahme des Konjugats fiihrt (Lillich
et al. 2012). Eine Absittigung der Biotin-Bindungsstellen am Streptavidin  mit
biotinylierten Proteinen scheint diesen Effekt allerdings wieder riickgingig zu machen
(Christow et al., 2013), worauf an spiterer Stelle der Diskussion noch genauer

eingegangen wird.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Transport zweier unterschiedlicher Cargo-Proteine
mithilfe des gentechnisch hergestellten Streptavidin-C3Mut Transporters untersucht.
Zunichst erfolgte die Aufreinigung des Fusionsproteins aus E. coli Bakterien, die das
Expressionsplasmid ~ pGEX-2T-C3Mut-Stv  enthielten. Die  Aufreinigung  des
Fusionsproteins folgte dem zuvor beschriebenen Vorgehen (Christow et al. 2013).
Mithilfe einer SDS-PAGE und anschlieBender Coomassie-Féarbung konnte die erfolgreiche

Aufreinigung bestétigt und die Konzentration des Proteins bestimmt werden.
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Im néchsten Schritt wurden die zu transportierenden Proteine (Cargo-Proteine) mit Biotin
versehen, um die Bindung an das Streptavidin des Stv-C3Mut zu ermdglichen. Streptavidin
besitzt eine starke Affinitét fiir Biotin und ist auch bei extremen pH Werten stabil (Laitinen
et al. 2006). Streptavidin wurde aufgrund dieser giinstigen Eigenschaften bereits als Teil
anderer Transportsysteme verwendet, darunter das bereits erwihnte C2I1a/C2IN-
Streptavidin (Fahrer et al. 2010b; Fahrer et al. 2010c). Als Cargo-Proteine wurden das
nukledre Enzym Poly (ADP-Ribose) Polymerase (PARP) und das katalytisch aktive A-
Fragment des Diphtherie-Toxins (DTA) verwendet. Mithilfe der Dot Blot Methode konnte
eine stabile Bindung zwischen Stv-C3Mut und biotinylierter PARP (bPARP)
nachgewiesen werden, womit eine wichtige Voraussetzung fiir den Transport erfiillt war.
Bereits zuvor gelang es Lillich et al. verschiedene mit Biotin versehene Cargo-Proteine
mittels des chemisch hergestellten Stv-C3Mut erfolgreich in J774A.1-Makrophagen zu
transportieren. In Versuchen zur Zellfraktionierung mit Digitonin, welche auch in der
vorliegenden Arbeit angewendet wurden, konnten sowohl biotinylierte Ribonuclease A
(RNAse A) als auch biotinyliertes C-Typ Lysozym im Zytosol von J774A.1 Makrophagen
nachgewiesen werden, wenn sie jeweils zusammen mit dem Transportkonstrukt appliziert
wurden (Lillich et al. 2012). Allerdings erreichte nur ein kleiner Teil dieser Cargo-
Proteine das Zytosol, wihrend ein GroBteil in der Fraktion der extrahierten Zellorganellen
zu finden war (Lillich et al. 2012). In ersten Versuchen mit dem gentechnisch hergestellten
Stv-C3Mut Fusionsprotein konnte ein erfolgreicher Transport des biotinylierten
Farbstoffes  Fluorescein mittels Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen werden

(Christow et al. 2013).

Das Ergebnis der in dieser Arbeit vorgenommenen Untersuchung des Transportes von
bPARP mithilfe dieses gentechnisch hergestellten Stv-C3Mut weicht von den bisherigen
Ergebnissen teilweise ab. In der hier durchgefiihrten Zellfraktionierung konnte keinerlei
PARP im Zytosol der J774A.1 Zellen nachgewiesen werden, nachdem diese mit Stv-
C3Mut und bPARP inkubiert wurden. In den extrahierten Zellorganellen war PARP
dagegen deutlich vorhanden. Am ehesten handelt es sich hierbei um in Endosomen
lokalisierte PARP. Fahrer et al. konnten zeigen, dass Bafilomycin A1, ein Inhibitor der v-
ATPase und damit der Ansduerung von Endosomen, die ADP-Ribosylierung von Rho in
J774A.1 Zellen durch C3botl hemmt. Dieses Ergebnis legt nahe, dass C3botl wie auch
andere bakterielle ADP-Ribosyltransferasen aus azidifizierten frilhen Endosomen in das

Zytosol translozieren (Fahrer et al. 2010a). Wihrend andere Toxine wie das Anthrax-Toxin
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oder das C2-Toxin jedoch stabile Poren in der endosomalen Membran bilden, durch die
deren jeweilige Enzymkomponente in das Zytosol wandern kann, bildet C3botl nur
transiente und unregelmiBige Poren aus (Fahrer et al. 2010a). Offenbar bleibt die auf
diesem Wege transportierte PARP in den Endosomen hingen und kann nicht in das
Zytosol iibertreten. Ein auffallender Unterschied von PARP im Vergleich zu den bereits
erfolgreich  transportierten  Cargo-Proteinen (s.0.) ist das deutlich groBere
Molekulargewicht. So betrigt dieses bei PARP1 ca. 116 kDa, wihrend RNAse A mit ca.
14 kDa (Raines 1998) und C-Typ Lysozym mit ca. 15 kDa (Phillips 1967) um ein
Vielfaches kleiner sind. Es ist denkbar, dass PARP aufgrund seiner Gré8e nicht durch die

Poren in der endosomalen Membran hindurch in das Zytosol gelangen kann.

Als zweites Cargo-Protein wurde DTA, das enzymatisch aktive A-Fragment des
Diphtherie-Toxins mit einem Molekulargewicht von ca. 21 kDa (Collier 1975), verwendet.
Dieses katalysiert im Zytosol die ADP-Ribosylierung des Elongationsfaktors-2 (EF-2),
wodurch dieser inaktiviert und damit die Proteinsynthese gehemmt wird, was schlieBlich
zur Apoptose der betroffenen Zelle fiihrt (Collier 1967; Honjo et al. 1968; Kochi und
Collier 1993). Ohne das zugehorige B-Fragment besitzt DTA alleine nicht die Fihigkeit in
das Zytosol von Zielzellen zu gelangen. In dieser Arbeit konnte mittels eines
Zellviabilititstests (MTS) gezeigt werden, dass biotinyliertes DTA (bDTA) durch das Stv-
C3Mut in J774A.1 in das Zytosol von J774A.1 Makrophagen transportiert wird. Es zeigte
sich eine signifikante Reduzierung der Zellviabilitit bei den Zellen, die mit dem
Transporter plus bDTA inkubiert wurden, im Vergleich zu den verwendeten Kontrollen. In
direktem Anschluss an die vorliegende Arbeit, konnte die AG Barth zeigen, dass die
Inkubation mit Stv-C3Mut zusammen mit bDTA keinen Einfluss auf die Zellviabilitit von
Hela Epithelzellen hat und damit nicht in diese Zellen aufgenommen wird, wihrend
wildtypisches Diphtherie-Toxin eine Reduzierung der Viabilitit der HeLa-Zellen um 40 %
bewirkte (Christow et al. 2013). Dies ist ein starker Hinweis darauf, dass die zuvor
beschriebene Veridnderung der Zelltypselektivitit des Transporters durch die Bindung
biotinylierter Cargo-Proteine riickgéngig gemacht wird. Ein zunichst beobachteter
zytotoxischer Effekt des Transporters alleine war nach einer lidngeren Inkubationszeit

wieder riickldufig und somit reversibel (Christow et al. 2013).

Zusammen betrachtet zeigt die vorliegende Arbeit, dass sich das gentechnisch hergestellte

Stv-C3Mut Fusionsprotein fiir den Transport biotinylierter Proteine in das Zytosol von

44



Diskussion

Makrophagen eignet, wobei dies jedoch nicht uneingeschrinkt fiir alle Cargo-Proteine gilt.

Vor allem kleinere Proteine scheinen sich gut fiir diesen Transport zu eignen.

Um die Etablierung des Stv-C3Mut als zuverlidssiges Transportsystem weiter voran zu
treiben, ist es in Zukunft sicherlich wichtig, zunichst den Aufnahmemechanismus von C3-
Exoenzymen weiter zu untersuchen. Vor allem der exakte Weg der Proteine in das Zytosol
nach der endozytotischen Aufnahme ist auch fiir das genaue Verstindnis der Funktion des
Transporters unerlésslich. Des Weiteren sollten Versuche unternommen werden, weitere
Cargo Proteine auch in andere makrophagenartige Zelltypen oder deren Vorlduferzellen,

wie beispielsweise Humane Promyeloische Leukdmiezellen, zu transportieren.
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5. Zusammenfassung

In der hier vorgestellten Arbeit wurde der Transport biotinylierter Proteine in das Zytosol
von J774A.1 Makrophagen mithilfe des Streptavidin-C3Mut Transportsystems (Stv-
C3Mut) untersucht. Es handelt sich dabei um ein Fusionsprotein aus C3Mut, einer
enzymatisch inaktiven Mutante des C3botl (C3 Exoenzym von Clostridium botulinum)
und Streptavidin, wobei C3Mut die zelluldre Aufnahme und Streptavidin die Bindung an
das Biotin der ,,Fracht“-Proteine (Cargo-Proteine) vermitteln sollte.

C3botl gehort zu der Gruppe der C3-Exoenzyme und katalysiert im Zytosol die Mono-
ADP-Ribosylierung von Rho A, B und C, was zur Inaktivierung dieser kleinen GTPasen
fiihrt. C3botl und ebenso C3Mut werden spezifisch in Makrophagen durch
rezeptorvermittelte Endozytose aufgenommen und translozieren dann bei niedrigem pH-
Wert aus friihen Endosomen in das Zytosol der jeweiligen Zielzellen.
Streptavidin ist ein von Streptomyces avidinii produziertes Protein mit sehr hoher Affinitit
fir ~ Biotin. Es ist  auBlerordentlich  stabil bei  niedrigen  pH-Werten.
Als Cargo-Proteine wurden Poly (ADP-Ribose) Polymerase 1 (PARPI) und das
enzymatisch aktive A-Fragment des Diphtherie-Toxins (DTA) verwendet. PARPI ist ein
ubiquitdr vorkommendes, nukledres Enzym und an verschiedenen Prozessen wie
beispielsweise der DNA-Reparatur oder der Regulierung der Chromatin-Struktur beteiligt.
DTA katalysiert im Zytosol die Mono-ADP-Ribosylierung des Elongationsfaktors-2 (EF-
2), was zu einer Hemmung der Proteinsynthese und schlieBlich zum Tod der betroffenen

Zelle fiihrt.

Zunichst erfolgte die rekombinante Expression und Aufreinigung von Stv-C3Mut in E.
coli Bakterien. Um die Bindung der Cargo-Proteine an das Streptavidin des Transporters
zu ermoglichen, wurden diese im néchsten Schritt biotinyliert. Um die Interaktion von
biotinylierter PARP (bPARP) und Stv-C3Mut nédher zu charakterisieren, wurde die Dot
Blot Methode angewandt. Hierbei konnte in vitro eine stabile Bindung des Transporters an
das zu transportierende Protein nachgewiesen werden.
Ob bPARP (biotinylierte Poly (ADP-Ribose) Polymerase) durch das Stv-C3Mut
Transportsystem in J774A.1 Makrophagen transportiert werden kann, wurde mithilfe einer
Digitonin-basierten Zellfraktionierung untersucht. Digitonin verursacht die Bildung kleiner
Poren in der Zellmembran, durch die das Zytosol aus den Zellen flieBt, wihrend die
Zellorganellen in den extrahierten Zellen verbleiben. BPARP konnte in diesen Versuchen
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deutlich in den extrahierten Zellen, nicht jedoch im Zytosol der Makrophagen
nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass bPARP durch den
Transporter in endosomale Vesikel aufgenommen wird, von hier jedoch nicht weiter in das
Zytosol gelangen kann. Fine mogliche Begriindung hierfiir liegt darin, dass das Cargo-
Protein aufgrund seiner GroBe nicht durch die Poren in azidifizierten frithen Endosomen
passt, durch  welche  C3Mut  typischerweise in  das  Zytosol tritt.
Die Internalisierung von biotinyliertem DTA (bDTA) wurde mit einem Zellviabilititstest
untersucht. Hierbei zeigte sich, verglichen mit den Kontrollen, eine signifikante
Reduzierung der Viabilitit bei den Zellen, die mit Stv-C3Mut und bDTA zusammen
inkubiert wurden. Diese ist auf den erfolgreichen Transport von bDTA durch den Stv-

C3Mut Transporter in das Zytosol der J774A.1 Makrophagen zuriickzufiihren.

Insgesamt konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass sich das Stv-C3Mut
Transportsystem fiir den selektiven Transport von Proteinen in das Zytosol von
Makrophagen eignet, dies jedoch nicht fiir alle Cargo-Proteine gilt. Besonders die Grofe

des Proteins scheint hier ein entscheidender Faktor zZu sein.
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