JUSTUS-LIEBIG-

UNIVERSITAT VETERINARMEDIZIN
GIESSEN INSTITUT FUR BIOCHEMIE

UND ENDOKRINOLOGIE

Isolierung und Analyse eines
Bindungsglobulins far Herzglykoside

aus Rinderblut

I naugural-Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades der
Naturwissenschaftlichen Fakultét der Justus-Liebig-Universitét

Eingereicht von
Dipl.-Chem. Holger Kost
geboren am 09 April 1969

in Butzbach

Giessen 2001



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsver zeichnis

1 Einleitung 5
1.1 Einfuhrung 5
12 Die Natriumpumpe als Her zglykosid-Rezeptor 7
13 Herzglykosde sind auch Steroidhormone der Wirbeltiere 8

131 Die chemische Struktur von Herzglycosiden 9
132 Endogene Herzglykoside 11
14 Transport von Her zglykosden und Steroidhor monen im Blut 16
15 Zielsetzung der Arbeit 20

2 Materialien und Methoden 21
21 Verwendete Abkirzungen 21
22 Verwendete Ger ate 23
2.3 Verwendete Chemikalien 23
24 Chromatographische Methoden 24

24.1 Niederdruckfltssigkeitschromatographie (LC) 24
2.4.2 Hochlei stungsfl issigkeitschromatographie (HPLC) 31
25 Elektrophoretische M ethoden 33
251 SDS-PAGE (Sodiumdodecy! sulfat- Polyacrylamidgel - Elektrophorese)
nach Lammeli 33
252 Praparative Gelelektrophorese 38
253 Western Blot 39
254 M ol massenbestimmung durch Auswertung der Gelelektrophorese 39
255 Zweidimensionale Elektrophorese 40
2.6 Protein-K onzentr ationsbestimmung 41




Inhaltsverzeichnis

261 Proteinbestimmung nach Lowry 41
2.6.2 Proteinbestimmung nach Bradford 44
26.3 Proteinbestimmung nach Warburg 45
2.7 Bestimmung der Protein-Herzglycosid Affinitat mittels Tryptophan-
Quenching 47
2.8 Peptidgewinnung und Analyse 49
2.8.1 Spezifische Spaltung von Proteinen mit Bromcyan 49
2.8.2 Spezifische enzymatische Spaltung mit den Endoproteinasen Trypsin
und Lys-C 49
283 |dentifizierung des N-Terminus von Proteinen durch »Edman-Abbau 50
29 I mmunologische M ethoden 52
29.1 Herstellung spezifischer polyklonaler Antikorper 52
292 Verwendung spezifischer polyklonaer Antikorper 54

2.9.3 Affinitétsmarkierung mit dem Protein-reaktiven Herzglycosidderivat N-
hydroxysuccimidy! -3-o-methylcarbonyl -a -aminocaproat und Detektion der

Markierung mittels Digoxin- Antikorper 57

Resultate 61

31 Proteinreinigung 61

311 Orientierende Reinigung des Herzglykosi d-Bindungsproteins 61

312 K ationenaustauscherchromatographie an CM-Sephadex C 50 62

3.1.3 K ationenaustauscherchromatographie an einer Resource-S Saule 63
3.2 Chemische und immunologische Char akterisierung des ger einigten

Her zglykosidbindungsproteins (1 Version der Reinigung) 68

321 Herstellung und Eigenschaften von Kaninchen-Antikorpern gegen das
Herzglykos dbindungsprotein 68

3.2.2 Protei nchemi sche Charakterisierung des gereingten

Herzglykosidbindungsproteins: 69




Inhaltsverzeichnis

3.3 Reinigung des Her zglykos dbindungspr oteines (CGBG) unter Einschluld
einer Affinitatschromatographie an einer CGBG-Antikor per-Saule 72
331 Affintatsreinigung an einer CGBG-Antikorpersaule 72
3.3.2 Waeltere Reinigung des CGBG an einer DEAE Saule (FPLC) 73
333 Zusammenfassung der Ergebnisse der Reinigung durch Affinitétschromatographie
(2. Version der Reinigung) 75
34 Untersuchung der Proteinsteruktur des Her zglykosidbindungsproteins _ 77
34.1 Untersuchung der Molektilmasse mittels Gelfilteration 77
34.2 Bestimmung des isoel ektrischen Punktes (IEP) 79
343 Bestimmung einzelner Aminosduresequenzen durch Edman-Abbau 80
344 Untersuchung spezifischer Spaltmuster einiger Enzyme 83
345 Untersuchung des Glycosylierungsmusters des
Herzglykosidbindungsproteins 84
3.4.6 Untersuchung der Funktion des Herzglykosi dbindungsproteines 86
Diskussion 91
Zusammenfassung 98
Summary 100
Anhang 102
7.1 Danksagung: 102
7.2 L ebenslauf 103
7.3 Publikationdiste 104
Literaturverzeichnis 105




Einleitung

1 Einletung

1.1 Einfdhrung

Herzglykoside werden seit Uber 200 Jahren gezielt fur die Bekampfung der Herzinsuffizienz
eingesetzt, seitdem der am General Hospital in Birmingham arbeitende Arzt William Withering
sein beriihmtes Buch "An Account of the Foxglove and Some of its Medical Uses' 1785in
London verdffentlichte [1]. Das Verdienst Witherings in der Digitalistherapie liegt darin
begriindet, dal3 er klare Indikationen fur eine Therapie mit Herzglykosiden erarbeitete und dal3
er ein Behandlungsschema aufstellte.

Herzglykoside wurden wahrscheinlich schon seit Jahrtausenden fir die Therapie verschiedener
Krankheiten verwendet. Die Wirkstoffgruppe war bereits den Agyptern bekannt, wie die
Erwahnung der Herzwirkung der Meerzwiebel im Papyrus Elbers 500 vor Christi Geburt zeigt.
Die Therapie wurde vermutlich von den Romern Ubernommen. Herzglykoside des roten
Fingerhuts wurden im Mittelater fir unterschiedliche Zwecke in der Medizin eingesetzt. Erst
Withering ist es gelungen, klare Indikationen fir die Verwendung der Inhaltsstoffe des
Fingerhuts (Digitalis) herauszuarbeiten und zu zeigen, dal’ sie eine harntreibende Wirkung Uber
eine Verstarkung der Kontraktionskraft des kranken (insuffizienten) Herzens haben und die
Herzschlagfrequenz herabsetzen. Nach einer euphorischen Periode der Verwendung der
Digitalisglykoside in der Medizin und einer Zeit der beinahe stereotypen Anwendung bei der
Therapie des insuffizienten Altersherzens ist in den vergangenen Jahrzehnten die Therapie mit
Herzglykosiden stark zuriickgegangen. Wie die "Digitalis Investigation Group” ermittelt hat,
verbessert eine langzeitige Digoxintherapie zwar die Symptome der Herzinsuffizienz und die
L ebensqualitét der Patienten, verlangert aber nicht die Uberlebensdauer [2], wie dies fiir andere
Medikamente belegt ist. Herzglykoside sind schwierig zu dosieren, da ihre therapeutische und
toxische Wirkung eng beieinander liegen. Sie werden derzeit nur fur die Therapie der
linksventrikuldren Dysfunktion aufgrund von Vorhofflimmern und bel schwerer Herzinsuffizienz
(NYHA 111 und IV) empfohlen [3].



Einleitung

Da Herzglykoside therapeutisch schwierig zu handhaben sind, haben verschiedene Wissen
schaftsschulen vorwiegend im deutschsprachigen Raum (Mannich, Meyer; Reichstein, Ruzicka,
Tschesche, Wieland, Windaus) versucht, die chemische Natur der Inhaltsstoffe von Digitalis
purpurea, Digitalis lanata und anderer Pflanzen aufzukldren [4,5]. Bei dieser Arbeit sind mehr
als 200 verschiedenen Herzglykoside, die alle Steroidderivate sind, entdeckt und in ihrer
Struktur aufgeklart worden. Man hat bei dieser Arbeit gefunden, dal3 die Substanzklasse der
Herzglykoside in der Natur weit verbreitet ist. Herzglykoside werden nicht nur im
Pflanzenreich, sondern auch bel Wirbeltieren (Kréten und Schlangen) [4,6] gefunden. Die
Herzglykoside unterscheiden sich nicht nur in ihrer chemischen Struktur, sondern auch in ihrer
Pharmakodynamik, d.h. in ihrer Resorptionsgeschwindigkeit aus dem Magen-Darmtrakt und in
ihrer Metabolis erungsgeschwindigkeit, bzw. Eliminationsgeschwindigkeit, Uber die Leber und
die Niere[7].

Auch die Einfihrung chemisch reiner cardiotoner Steroide (wie z.B. Digoxin) in die Therapie
und die Uberpriifung ihrer richtigen Dosierung mit immunologischen Methoden [8] haben die
Dosierungsschwierigkeiten nicht beseitigt. Es ist zwar jetzt moglich, einen Bereich zu
definieren, in dem Herzglykoside therapeutisch bzw. toxisch wirken, jedoch Uberlappen sich
beide Bereiche individuell weit. Diese breite Zone beruht auf einer unterschiedlichen
Empfindlichkeit gegenliber Herzglykosiden [9]. Die Ursache hierfir ist unbekannt. Es bleibt
derzeit offen, ob der hormonelle Status der Patienten, wie z.B. das Ausmal3 der Sekretion
endogener Herzglykoside oder spezifischer Herzglykosid-Bindungsproteine (siehe unten), die
Therapie mit Herzglykosiden beeinfluf. Beeinflussen konnte die Herzglykosidtherapie auch das
Expressionsmuster der 1soenzyme der Natriumpumpe. Die Natriumpumpe wird as Rezeptor fur
Herzglykoside angesehen [11,12]. Man hat in Anaogie zu anderen Steroidhormonen versucht,
durch Derivatisierung Molekile mit grof3erer therapeutischer Breite zu erhalten. Alle Versuche
der Pharmazeutischen Industrie, solche Molekile zu synthetisieren, sind jedoch gescheitert.

Dieser Weg wurde daher aufgegeben.
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1.2 DieNatriumpumpe als Herzglykosid-Rezeptor

Herzglykoside sind spezifische Hemmstoffe der Natriumpumpe der Plasmamembran bzw. ihres
biochemischen Aquivalents, der Na'/K*-ATPase [10]. Die Natriumpumpe wird allgemein als
der Herzglykosidrezeptor angesehen [11,12]. Dieses integrale Membranenzym besteht aus der
katalytischen a-Untereinheit von 100 kDa und dem Glykoprotein der b-Untereinheit von ca. 50
kDa. Die Na'/K*-ATPase transportiert unter ATP-Hydrolyse zu ADP und anorganischem
Phosphat 3 Na'-lonen aus der Zelle und 2 K*-lonen in die Zelle hinein. Die Natriumpumpe ist
somit elektrogen und dafiir verantwortlich, dal3 die Plasmamembran innen negativ gegentiber
der positiv geladenen Aussenseite der Plasmamembran ist. Die Natriumpumpe kommt in
mehreren Isoformen der a- und b-Untereinheiten vor, die sich in ihrer Affinité gegentber
Herzglykosiden unterscheiden [13,14,15] . Wahrend der al-lsoenzymtyp in alen Zelen
gefunden wird, findet sich der viel Herzglykosid-empfindlichere a2- und a3- Isoenzymtyp in
den Nervenzellen, dem Reizleitungssystem des Herzens und in den Herzmuskelzellen. Als
Hemmstoffe der Na'/K*-ATPase fiihren Herzglykoside vermutlich tber eine vorlibergehende
Erhéhung des cytosolischen Na* im Bereich der Plasmerosomen (dem diffusionsbegrenzten
Bereich zwischen Plasmamembran und sarcoplasmatischen Reticulum, in dem bei Ratten und
Mausen die besonders Herzglykosid-sensitive a, Isoform der Na'/K* -ATPase vorkommt
[16,17] ) katalysiert durch den Na/Ca-Austauscher zu einer Erhdhung des intrazelluléren C&2".
Diese lokale Ca*-Erhdhung filhrt zu einer vermehrten Aufnehme des C& in das
sarcoplasmatische Reticulum, von wo bei einer Muskelerregung vermehrt Ca?* freigesetzt wird,
was zur verstérkten Kontraktion des Herzmuskels (Inotropie) fuhrt [18] (Abbildung 1-1).
Herzglykoside wie das Ouabain (g-Strophanthin) kénnen jedoch auch zur Kontraktur der glatten
Muskulatur der Gefél3e und dadurch zu einer Erhohung des Blutdruckes fihren. Die Hemmung
der Natriumpumpe des Reizleitungssystem ist eventuell fir die bradykarde Wirkung der
Herzglykoside von Bedeutung.
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Abbildung 1-1 Plasmerosom als spezielle Einheit der Herzmuskelzelle, die fur die

positive inotrope Wirkung auf den Herzmuskel verantwortlichist [18, 17].

1.3 Herzglykoside sind auch Steroidhormone der Wirbeltiere

Herzglykoside sind Steroidderivate [4]. Wegen ihrer die Herzkraft verstérkenden Wirkung
werden sie auch kardiotone Steroide genannt. Bisher wurden sie eher as Inhaltsstoffe
bestimmter Pflanzen angesehen [5], die den Sinn haben, die Pflanzen vor dem Gefressenwerden
zu schitzen. Die medizinisch therapeutische Wirkung des pflanzlichen Wirkstoffes wurde eher
als ein nitzliches Kuriosum angesehen. Es wurde vergessen, dal3 kardiotone Steroide auch in
niederen Wirbeltieren vorkommen [4], wo sie - da sie von spezifischen Driisen der Haut

gebildet werden und as Sekrete in der Hautoberflache landen - vermutlich ebenfalls die
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Funktion haben, Kréten und Schlangen vor dem Gefressenwerden zu schiitzen. Kréten sind daher
giftig [19]. Die Inhaltsstoffe dieser Krotensekrete werden in den chinesischen Pharmakopoe seit
Jahrhunderten unter der Bezeichnung Chan'su als Herzmittel eingesetzt. Die europdische
Pharmakologie und Medizin hat bisher versaumt zu hinterfragen, wieso Gifte von Kréten und
Pflanzen mit herzaktiver Wirkung einen spezifischen Rezeptor in der Natriumpumpe auf alen
Zellen der Wirbeltiere vorfinden, und wieso es zu dieser spezifischen Abstimmung kommt. Eine
Moglichkeit wére, dald die Substanzgruppe der kardiotonen Steroide wie eine Reihe anderer
pflanzlicher Wirkstoffe als Hormon bzw. as Neurotransmitter wirkt. Dies ist z.B. fur die
Wirkung von Morphium bzw. den Endorphinen [20], fir Cannabinoide [21] und Nikotin [22]
bekannt.

1.3.1 Diechemische Struktur von Herzglycosiden

Abbildung 1-2 Das Grundger Ust der Seroide

Herzglykoside gehtren zur Klasse der Steroide [4]. lhr gemeinsames Merkma ist das
Kohlenstoff-Gertist des Gonans (Abbildung 1-2), welches ein Teil des Cholesterinmolekils ist,
aus dem die Herzglykoside in ihrer Biosynthese gebildet werden [5]. In den Herzglykosiden
sind im Gegensatz zu den Steroidhormonen der A- und B-Ring cis-, B- und C-Ring trans- und C
und D-Ring wiederum cis-verknupft [4,5]. In den Steroidhormonen sind dagegen A/B und C/D-
Ringe trans-verknUpft. Herzglykoside unterscheiden sich von den Steroidhormonen darin, dal3

am C-Atom 14 eine OH-Gruppe in b-Stellung und am C-Atom 17 des D-Ringes ebenfallsin b-
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Stellung einen ungeséttigten Lactonring tragen. Aufgrund der Substitution an der C17-Position
konnen dle kardiotonen Steroide entweder der Gruppe der Cardenolide oder der Bufadienolide
zugeornet werden. Cardenolide besitzen am C-17 einen funfgliedrigen a,b-ungeséttigten
Lactonring und Bufadienolide einen sechsgliedrigen, a,b-und gd-zweifach ungeséttigten
Lactonring. (Abbildung 1-3).

CH

3 JR1 @] o
CH, R1:¢/§;;7§; : Cardenolide
OH O
R2 h R1= .0 : Bufadienolide

Abbildung 1-3 Die zwei Stoffklassen der Her zglycoside

Obwohl die Herzglykoside seit einer langen Zeit als Arzneimittel in Gebrauch sind, ist der Weg
der Biosynthese dieser Substanzgruppe noch in vielen Details unklar. Sicher ist, dal3 in den
Pflanzen die Biosynthese von Pregnenolon und Progesteron ausgeht. Progesteron wird sodann in
das Sb-Pregnan-3,20-dion Uberfihrt, von dem aus die 14-b-OH-Gruppe unter Bildung des 5b-
Pregnan-3b,14b-diol-20-on eingefurt wird (Abbildung 1-4). Aus ihm wird durch Einfihrung
einer zusdtzlichen OH-Gruppe am C21 das 5b-Pregnan-3b,14b,21-triol-20 und unter
Vewendung von Maonyl-CoA das Digitoxigenin (Abbildung 1-4). Im Gegensatz zur
Biosynthese der Cardenolide, die von Progesteron startet [23], scheint die Biosynthese der
Bufadienolide in den Kréten von den Gallensduren as Vorlaufermolekiil auszugehen [24]. Die
Details dieser Biosynthese liegen bel der Substanzgruppe der Bufadienolide noch mehr im
Dunkeln as bei den Cardenoliden.

-10-
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ATt st gt

Pregnenolone D5-Pregnene-3,20-dione Progesterone

Cholesterol 20a-| Hydroxycholesterol

A

Digitoxigenin 5b-pregnane-3b,14b,21-triol-20-one 5b-pregnane-3b,14b-diol-20-one 5b-pregnane-3b,-ol-20-one 5b-pregnane-3,20-dione

Abbildung 1-4 Die Bildung von Digitoxigenin aus Progesteron [ 23]

Ein wesentliches Charakteristikum der Herzglykoside ist, dal3 viele der kardiotonen Steroide an
der C3-OH-Gruppe des A-Ringes 1 bis 4 Zuckermolekiile glykosidisch gebunden haben. Diese
Zucker sind zumeist seltene Zucker wie Digitoxose, Rhamnose, Cymarose. Diese Zucker haben
der gesamten Substanzgruppe den Namen "Herzglykoside" gegeben. Abbildung 1-5 zeigt die
Glycoside der Cardenolid-Reihe Ouabain und Dogoxin, sowie der Bufadienolid-Reihe
Proscillaridin A, 1,9-Norbufain und Marinobufagenin.

1.3.2 Endogene Herzglykoside

Unter dem positiven Eindruck der Digitalistherapie bei Herzinsuffizienz wurde schon vor Uber
100 Jahren angenommen, dal3 es endogene Herzglykoside gdbe. Diese Vorstellungen wurden
1953 von dem unbekannten Biochemiker Albert Szent-Gyorgyi mit dem Postulat der Existenz
eines endogenen Digitalis erneuert [25]. Die intensive Suche nach einer derartigen Substanz, die
an der Regulation des Blutdrucks und der Volumenregulation beteiligt sein sollte [26], hat erst

in jungster Zeit zur Isolierung einer Rethe von endogenen Herzglykosiden gefihrt, die vielfach

-11-
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schon seit vielen Jahren in anderem Zusammenhang bekannt waren. Sie sind in (Abbildung 1-5)
aufgefihrt. Man hat inzwischen endogene Cardenolide und endogene Bufadienolide

nachgewiesen:

OH
OUABAIN 19-NORBUFALIN
R = Rhamnose

0
OH o
—
OH
RO
H
DIGOXIN LIKE INHIBITOR MARINOBUFAGENIN
R = Digitoxose
_ 0
o) )
== \
< OH 4
OH OH
HO
o RO
PST 2238 PROSCILLARIDIN LIKE INHIBITOR
Ouabain antagonist R = Rhamnose

Abbildung 1-5 Auf der Suche nach endogenem Digitalis entdeckte man Herzglykoside in
Sugetieren. PST 2238 ist ein synthetisch hergestelltes Ouabain-Analog, das den
Blutdruck senkt.

-12-
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1.3.2.1 Endogenes Ouabain

Ouabain konnte in den letzten Jahren von drei verschiedenen Labors bel der Suche nach
»endogenem Digitalis* aus Geweben von Mensch und Rind isoliert werden: Der Arbeitsgruppe
von Hamlyn (Baltimore) gelang es ds erster aus 80 L menschlichem Blutplasma eine Substanz
Zu isolieren, die massenspektrometrisch von Ouabain nicht zu unterscheiden war. Allerdings
konnte die Existenz eines Isomers des Ouabain nicht ausschlossen werden [27]. Schneider et al.
(Gief3en) gelang es 1998 als erster Gruppe 16 g eines reinen Inhibitors der Natriumpumpe aus
20 kg Nebennieren des Rindes zu isolieren und die Struktur mit 1H-NMR und der
Massenspektrometrie zu charakterisieren. Die Analyse ergab, dal? es sich bei dem Hemmstoff
um Ouabain handelte [28], eine Substanz die Arnaud schon 1888 aus dem afrikanischen Pfeilgift
des Ouabaio Baums (Acocanthera ouabaio) kristallisiert hatte [29] und die 1932 von Jacobs
und Bigelow (33) in seiner Struktur aufgeklart worden war [30]. Ein Jahr spéter zeigte die
Arbeitsgruppe von Haupert und Nakanishi (Boston/New Y ork), dal3 es sich bei dem aus dem
Hypothalamus des Rindes isolierten "hypothalamisch inhibitorischen Faktor (HIF)" ebenfalls
um Ouabain handelte [31]. Sie korrigierte damit friihere Aussagen, dal3 es sich bel der Substanz
um ein |somer des Ouabain handele [32,33].

Endogenes Ouabain wird in der Zona fasciculata der Nebenniere gebildet [34] und aus
kultivierten Nebennierenzellen durch ACTH und Angiotensin 1l freigesetzt [35,36]. Die durch
Angiotensin |l stimulierten Signalwege zur Freisetzung von Aldosteron und Ouabain sind
verschieden: Nur die Angiotensin I1-induzierte Freisetzung von Ouabain wird durch den AT,
Antagonisten PD 123319 unterbunden [36], die des Aldosteron bleibt jedoch erhalten.
Progesteron und Pregnenolone sind in vitro in Zellen der Nebennierenrinde Vorlaufer der
Biosynthese von Ouabain [37,38]. Nebennieren wacher Hunde sezernieren Ouabain [39]; es
wird unter Kreidaufbelastung vermehrt im Plasma gefunden [40] Endogenes Ouabain ist im
Nabel schnurblut Neugeborener [41] und unter den Bedingungen des Hochdruckes erhoht. Etwa

50% der Kaukasier mit einem erhdhten Blutdruck zeigen auch erhohte Konzentrationen an
endogenem Ouabain [42]. Normotone Menschen haben eine Blutkonzentration von 0,16 x 109 -

0,7x 109 M Ouabain, die bei Herzinsuffizienz auf 1.59 - 3x 10-9 M ansteigt [43] (sie liegt

somit im gleichen Bereich wie die fir die Digoxin-Therapie empfohlene Plasmakonzentration

-13-
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von 0.6 — 25x10° M [44] ). Bem Menschen fiihrt Ouabain in einer Konzentration von
1.3 x 10® bel der arteriellen Infusion in den Unterarmen zur Vasokonstriktion [45]. Fir eine de
novo Synthese von Ouabain in der Nebenniere des Menschen sprechen auch Tumore mit
Ouabain-Uberproduktion (Ouabainome), deren Entfernung die Ouabainspiegel und den
Bluthochdruck auf Normalwerte senken [46,47]. Adrenalektomie bei Ratten senkt die
Konzentration des endogenen Ouabainsim Blut [48].

Fir eine Beteiligung endogenen Ouabains an der Entstehung des Bluthochdrucks spricht auch
die Beobachtung, dal3 langzeitige Gaben kleiner Dosen von Ouabain an Ratten zur Ausbildung
eines Bluthochdrucks fuhrten [49,50] Gaben kleiner Dosen von Digoxin jedoch fuhrten nicht zur
Aushbildung eines Bluthochdrucks, sondern sogar zur Senkung des Ouabain-induzierten
Bluthochdrucks der Ratten [51,52]. Es wird spekuliert, dal’ diese blutdrucksenkende Funktion
des Digoxin auf einer Hemmung der blutdrucksteigernden Wirkung des Sympathicus-Systems
beruht [51,52]. In diesem Zusammenhang ist es von Interesse, daf3 langfristige Medikation von
Hochdruckratten mit niedrigen Konzentrationen des Digitoxigeninderivats PST 2238 (Abbildung
1-5) den Blutdruck ebenfalls senkt [53,54].

1.3.2.2 Endogenes Digoxin

Die Arbeitsgruppe von Goto isolierte aus dem Harn des Menschen eine von Digoxin nicht zu
unterscheidende Substanz [55]. Allerdings mag diese Substanz auch leicht unterschiedlich
aussehen; denn Valdes und Mitarbeiter isolierten aus Nebennieren des Rindes eine mit Digoxin-
Antikorpern kreuzreagierende hydrophobe Substanz, die leicht unterschiedlich in der reversed
Phase-HPLC eluierte als Digoxin [56]. Die Arbeitsgruppe konnte zeigen, dal3 diese Substanz
deglykosiliert werden kann [57] und in seine Dehydroform durch Sttigung des Lactonrings
Uberfuhrt werden kann [58]. Endogene Subtanzen, die mit Digoxin-Antikorpern reagieren,
wurden bei Nierenversagen, im Nabelschnurblut Neugeborener und bei Bluthochdruck in der
Schwangerschaft erhoht gefunden [59]. Die Digoxin-lmmunoresktivitét ist nach erschopfender
Kreidaufbelastung [60] und im akuten Herzinfarkt erhdht [61]. Infusion von Fab-Fragmenten
von Digoxin Antikorpern senkt bel Menschen und Ratten den erhdhten Blutdruck [62,63,64] .

-14-
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1.3.2.3 Endogenes Marinobufagenin

Zusétzlich zu endogenen Cardenolidem ist auch die Existenz endogener Bufadienolide bel
Saugern nachgewiesen worden. Das Bufadienolid Marinobufagenin ist aus dem Urin von
Patienten mit akutem Herzinfarkt isoliert worden. Es wird beim Herzinfarkt verstérkt ins Blut
freigesetzt [65]. Marinobufagenin ist vasokonstriktiv [66] und zeigt erhohte Blutkonzentrationen
bei Patientinnen mit Préeklampsie [67]. Bel Hypoventilation steigt seine Konzentration im Blut
ebenfalls an [68]. In Ratten bewirkt ACTH-Gabe enen 2-fachen Anstieg des endogenen
Marinobufagenins [69]. Auch mit dem Plasmavolumen und der Natriumkonzentration steigt die
Marinobufagenin-Sekretion ins Blut an. Da es eine grofere Affinitét fur die al-Isoform der
Na'/K*-ATPase als fiur das a3-lscenzym [70] hat und da die al-Isoform das in den
Tubuluszellen der Niere vorkommende Isoenzym ist, scheint die Substanz ein Kandidat fur das

von DeWardener [26] postulierte "Natriuretische Hormon" zu sein [71].

1.3.2.4 Endogenes 19-Norbufalin

19-Norbufalin wurde aus menschlichen Katarakt-Linsen isoliert, wo es vermutlich fur die
Ausbildung des grauen Stars verantwortlich ist [72]. 19-Norbufalin vermindert die Expression
des intrazelluldren Signaproteins 12-3-3, aber nicht die Expression des Linsenproteins ?-
Kristallin [73]

1.3.25 Waeitere endogene Herzglykoside

Neben den hier aufgefiihrten endogenen Herzglykosiden scheint es weitere in ihrer Struktur noch
nicht aufgeklarte Substanzen mit kardiotoner Wirkung zu geben: Sich et a. fanden bei
Hochdruckpatienten einen Anstieg einer Kreuzreaktivité gegen das pflanzliche Bufadienolid
Proscillaridin A [74]. Das mit Proscillaridin-A-Antikorpern kreuzreagierende Materia ist in

der Nebennierenrinde und im Hypothalamus in erhdhten K onzentrationen vorhanden [75].
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1.4 Transport von Herzglykosiden und Steroidhormonen im Blut

Die Erkenntnis, dal3 Herzglykoside in der Nebenniere und dem Hypothalamus von Saugetieren
gebildet werden konnen, ist neu. Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Xie und Askari zeigen
in der Tat, dal’ das relativ gut wasserlddliche Ouabain Uber die Natriumpumpe als Rezeptor
eine Signakaskade anstof3en kann, die z.B. in Herzmuskelzellen in Kultur Gber die Beteiligung
der MAP-Kinase-Kaskade in der vermehrten Expresson von a-Aktin und des atriden
natriuretischen Peptids und der Repression der a3-1soform der Natriumpumpe resultiert [76].
Auch die Hemmung der Expresson des intrazelluléren Signalproteins 12-3-3 in den
Linsenzellen durch 19-Norbufain [73] spricht in der gleichen Richtung. Bisher wurden die
Herzglykosde as Wirkstoffe pflanzlichen Ursprungs angesehen. Da Herzglykoside wie
Digoxin, Digitoxin oder Gitalin wasserunldslich sind und nach der Resorption aus dem Magen
Darmtrakt Uber das Blut zum Herzen gelangen mitissen, wurde angenommen, dal3 Herzglykoside
wie viele andere wasserunldslichen Wirkstoffe gebunden an Albumin im Blut transportiert
werden [77]. Bestimmt man jedoch die therapeutischen Herzglykosid-konzentrationen im Blut
und vergleicht sie mit den Dissoziationskonstanten des Herzglykosid-Albuminkomplexes, dann
registriert man, dal3 die Dissoziationskonstanten der Albumin-Herzglykos dkomplexe weit tber
den therapeutisch bedeutsamen Herzglykosid-Plasmakonzentrationen. liegen. Folglich kann
Albumin weder fir die Therapie mit Herzglykosiden noch fir die physiologische Funktion

schlecht wasserl6dlicher endogener Herzglykoside von Bedeutung sein.

Wenn eine Substanz wie Digoxin ein Steroidhormon ist [55], das von der Nebenniere sezerniert
wird [56], dann sollte der Transport dieses Steroidhormons im Blut dhnlich wie bel anderen
Steroidhormonen geschehen. Steroidhormone werden zumeist spezifisch an  spezielle
Bindungsproteine und weniger spezifisch an Albumin gebunden im Blut transportiert (Tabellen
11 und 1.2). In Tab. 1.1 sind einige bekannte Transportproteine aufgefiihrt. Solche
Bindungsproteine werden in den meisten Tierarten gefunden. Ihre eigentliche physiologische
Rolle wird jedoch auch nach bald 30-jahriger intensiver Arbeit immer noch nicht verstanden

[78]. Das Corticosteroidbindungsglobulin (CBG) wurde im Blutplasma von allen Saugetieren
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gefunden und charakterisert [79]; es wurde aber auch als intrazelluldres Protein in
Gebarmutterzellen nachgewiesen [80].

Alle Steroidhormone binden an Albumin mit hoher Kapazitét, aber sehr schlechter Affinitéat
(Tabelle 1.2). Dartber hinaus gibt es im Plasma Steroidbindungsproteine mit niedriger
Kapazitdt, aber hoher Affinitét, wie TTR (Praalbumin oder Transthyretin), die spezifischen
Globuline Thyroxinbindungsglobulin (TBG) [81,82,83,84], Corticosteroidbindungsglobulin
[85,86] oder Transcortin (CBG), das Sexual hormon-(Testosteron/Oestradiol)bindungsglobulin
(SHBG) und Vitamin-D-Bindungsprotein (DBP) [87]. Steroidbindungsproteine des Plasmas
besitzen eine hohe Affinitét fir ihr Hormon (Kp ~ 10°-10®). Einige Bindungsproteine besitzen
eine aul¥erordentlich hohe Spezifitét (TBG ist fur T, stereospezifisch und bindet nur an L-T,),
wahrend andere keine Spezifitdt zeigen (Albumin kann L-T, und D-T,4 binden) [88]. Die
Bindungsspezifitdt mul3 nicht absolut sein; denn an das Corticosteroidbindungsglobulin binden
mehrere strukturdhnliche Hormone. So kann TBG die Schilddriisenhormone mit T,, T3 und rT3
interagieren und SHBG eine Reihe von Sexuahormonen und auch deren Derivate binden (Tab.
1-2).

Tabelle 1.1-1 Steroidhor monbindungsproteine im Serum

Name Abkirzung Hormone

Corticosteroidbindungsglobulin CBG, Transcortin  Cortisol, Progesteron

Sexsteroidbindungs-Plasmaprotein - SBP, TeBG, SHBG  (Dihydro-) Testosteron, Oestradiol

a-Fetoprotein (Murine) a-FP Oestradiol, Oestron
Progesteronbindungsprotein PBP Progesteron
Androgenbindungsprotein (Testes) ABP (Dihydro-) Testosteron

Vitamin D-Bindungsprotein DBP 1(-25)(di)-Hydroxycholecalciferol

-17-



Einleitung

Tabelle 1.1-2 Assoziationskonstante (K,) der Seroidhormone in Humanserum [89]

Ka (mol/l)

Albumin  TTR  TBG CBG SHBG DBP
Thyroxin (T,) 05-1x10° 5x107 2x10%°
Triiodthyronin 1x10° 2x10" 2x10°8
Cortisol 3x10° 3-8x10’
Corticosteron 1x10% 8x10°
Aldosteron 02-5x1* 0,2-4x 10’
Progesteron 6x10* 2x 107
Dihydrotestosteron ~ 3-4x 10* 3x10°
Testosteron 3-4x10* 05x10° 1x10°
Ostradiol 3-6x10* 1-5x 10°®
Vitamin D3 4x 107

Fir eine physiologische Funktion der Sexualhormonbindungsproteine spricht, dal3 sich die
Konzentration der Bindungsproteine mit der Tierart und ihrem physiologischen Zustand andert.
Wahrend der Graviditdt steigt die Konzentration an [90]. Das PBP (Progesteron-
Bindungsprotein) wird in der Plazenta des Schweins produziert und zirkuliert mit der
Konzentration von 20 pM im mitterlichen Organismus, ist aber nicht im Fetus vorhanden
[91,92].

Als Syntheseort wurde fir SBP und CBG Leberzellen, fur PBP die Plazentazellen des Schweins
entdeckt. CBG wurde in der Gebarmutter, in Hypophyse, Niere, Schilddriise, Lymphe (aber
nicht in alen Geweben) nachgewiesen und SBP in Prostata, Endometrium und wahrscheinlich
Plazenta [93]. DBP wird von der Leber sezerniert [78].
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Uber die biologische Funktion der Bindungsproteine fiir Hormone besteht noch kein Einigkeit:
Esist klar, dal? freie Hormone Wirkungen auf die Zielorgane haben. Somit bleibt zu fragen, ob
an Bindungsprotein gebundene Steroidhormone verlangsamt abgebaut werden, als Komplex mit
einem Transportprotein leichter die Kapillarwand passieren, oder eventuell erst auf der
Oberflache von Zellen nach Bindung an einen spezifischen Rezeptor dissoziieren, sodald sie als
freles Hormon verflgbar werden [94]. Darlber hinaus existieren jedoch insbesondere fir das
Sex-Binding-Protein spezifische Daten, die annehmen lassen, dald3 der terndre Komplex
zwischen Steroidhormon-Bindungsglobulin und zellmembranstandigen Rezeptor auch als Start
einer Signalkaskade dienen kann (Abbildung 1-6).

Uinliganded
SHBG

T

il membrang

-

o
Sherged
Banding Site Recopior

Bnding Site %

Ligandad 5HBG

Abbildung 1-6 Bindungsmodell von Rosner [86]
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15 Zielsetzung der Arbeit

Es ist mittlerweile weitgehend sicher, dal3 Herzglykoside nicht nur ein Wirkstoff pflanzlichen
Ursprungs sind [95], welcher aus unbekannten Grinden von Schlangen und Kroten as
Abwehrstoff verwandt wird [96], sondern vielmehr Hormone des Kochsdz und
Wasserhaushaltes sind, die von der Nebenniere und dem Hypotha amus abgegeben werden [97].
Diese Erkenntnis hat die Blickrichtung auf die Gruppe der Herzglykoside und ihre
physiologische Bedeutung erneut ins Blickfeld gebracht. Wenn Herzglykoside als eine neue Art
von Mineralocorticoiden in das Blut abgegeben werden sollten, dann sollte es fir sie auch, wie
fur ale anderen Steroidhormone bekannt ist, ein spezifisches Bindungsprotein geben. Dieses
Bindungsprotein sollte Gber Affinitéten im Bereich der Blut-Serumkonzentrationen verfiigen.
Erste eigene Untersuchungen haben gezeigt, dal3 solch ein Protein im Rinderblut und Krotenblut
vorkommen [98]. Das Bindungsprotein aus Krotenplasma sollt ein Molekulargewicht von 48-53
kDa haben. Kirzlich haben auch Komiyama et a. durch Affinitdtschromatographie an einer
Ouabain-Saule ein Protein von 14.4 kDa aus menschlichem Blutserum isolieren kénnen, das sie
as Plasmin-generiertes Bruchstiick eines Ouabain-Bindungsprotein aus Fc-Antell des
menschlichen 1gG1 der schweren Kette, denn die durch Ouabain gehemmte Teilung von THP-1-

Zellen wurde durch Plasmin-generiertes Fc aufgehoben [96].

Die bisher existierenden Angaben Uber die Natur und die Eigenschaften des Bindungsproteines
fur Herzglykoside im Blut sind somit sehr widersprichlich. Es war daher die Aufgabe dieser
Arbeit, das Herzglykosidbindungsprotein zu reinigen und es hinsichtlich seiner chemischen
Natur und seiner Eigenschaften zu charakterisieren, sowie spezifische Antikorper gegen das
Protein zu erzeugen, damit as néchste Stufe ein quantitativer Test fir die Gewebebestimmung

und die eventuelle I solierung des Gens aus einer Gewebebank mdglich werden.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Verwendete Abklrzungen

Abb. Abbildung

Abs. Absorbtion

ADP Adenosin-5"-diphosphat

AO Anthroylouabain

AP Ammoniumpersulfat

ATP Adenosin-5"-triphosphat

BSA Rinderserumalbumin

BW Blindwert

C Konzentration

CAPS 3-(Cyclohexylamino)-1-propansulfonsédure

cFA Komplettes Freundsches Adjuvans

CGBG Cardiac Glycoside Binding Globuline (Herzglykos dbindungsprotein)
CM Carboxymethyl

d Tag

Da Dalton

dest. destilliert

DMSO Dimethylsulfoxid

ED Endogenes Digitalis

EDLS Endogenous Digitalis-Like Substance (endogene Digitalis-ghnliche)
ELISA Enzym Linked Immunosorbent Assay

ESI-MS Elektrospray-Ionisation Massenspektroskophie

Ext. Extinktion

FPLC Fast Protein Liquid Chromatography

g Erdbeschleunigung

h Stunde

HDMA N-hydroxysuccinimidy! -digoxigenin-3-O-methyl carbonyl -g-amino-caproate
HPLC High Performance Liquid Chromatography
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1gG-AP
lgG-POD
IgM

Ko

kDa

Log

M
MALD-TOF
min.
NAD"
NADH
NADP
NC

OAc
PAGE
p-NPP
POD
PVDF

RT

SDS
SDS-PAGE
SP

Tab.

TBS
TBST
Tris
Tween 20

Upm

(Hochleistungsfl Gissigkeitschromatographie)
Immunglobulin der Subklasse G

1gG, an das akalische Phosphatase kovaent gebunden ist
1gG, an das Poroxidase kovaent gebunden ist
Immunglobulin der Subklasse M
Dissoziationskonstante eines Substrates
Kilodalton

Logarithmus zur Basis 10

molar (Mol/l)

Matrix-assisted-L ASER-Desorption Time-of-Flight Massen Spektroskopie
Minute

Nicotinamid-adenin-dinucleotid - oxidiert
Nicotinamid-adenin-dinucleotid - reduziert

Ni coti nami d-adenin-dinucl eoti d-phophat
Nitrocellulose

Acetat

Polyacrylamid-Gelelektrophorese
para-Nitrophenylphosphat

Peroxidase

Polyvinyldifluorid

Raumtemperatur

Sodium Dodecyl Sulfat (Natrium-Dodecylsulfat)
SDS-Polyacrylamid Gel Elektrophorese
Sulfopropyl

Tabelle

Tris-Buffered-Saline (Tris-gepufferte Salzl 6sung)
Tris-Buffered-Saline-Tween
Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan
Polyoxyethylensorbitanmonol aurat

Umdrehungen pro Minute
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uv Ultraviol ett
Vis Visuell (sichtbat)

2.2 Verwendete Geréte

Filterphotometer Eppendorf (Hamburg)
Fluoreszenzspektrometer L-3000 Hitachi (Japan)
Fraktionsammler 2070 Ultrovac | LKB Instruments (Gréfelfing)
Khlbox mit Flssigkeitsumlaufkiihlung Colora GmbH (L orch)

K Uhlzentrifugen RC2B/RC5B DuPont GmbH (Bad Nauheim)
Spektral photometer Lambda 2 Perkin Elmer (Uberlingen)
Wasserbad 2764 Eppendorf (Hamburg)
Vortex REAX 2000 Heidolph (Kelkheim)
Diaflow Ultrafiltrations-Zelle Pall-Filtron (Dreieich)
Einmal-Filterhalter, 0,45 um Schleicher/Schiill (Dassel)
FPLC-Anlage Pharmacia (Freiburg)
HPLC-Anlage 1 GAT-LC1110 + GBC
HPLC-Anlage 2 Merck-Hitachi 6200 (Darmstadit)

2.3 Verwendete Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Boehringer Mannheim (Mannheim),
Serva (Heidelberg), Sigma (Mnchen), Merck AG (Darmstadt) und Riedel de Haen (Hannover)
in der hochsten kauflichen Reinheit bezogen. Lab-Trol Proteinstandard stammte von der Firma
Merz & Dade (Minchen).Es wurden folgende chromatographischen Sdulen eingesetzt:
Pharmacia Resource-S, 1ml; Phenomenex Jupiter C5, 250 x 4,5 mm; Phenomenex BioSep
DEAE; LKB TSK G4000 sw, 600 x 7,7 mm. Sdulenmaterialien: Pharmacia CM-Sephadex;
Pharmacia CNBr-aktivierte Sepharose. Die Reinstwasserversorgung erfolgte Uber eine Milli-

Q-Anlage der Firma Millipore (Eschborn).
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2.4 Chromatographische Methoden

2.4.1 Niederdruckflissigkeitschromatographie (LC)

24.1.1 Kationenaustauscher: CM-Sephadex C 50 (Carboxymethyl-Kationenaustauscher
auf Sepharosebasis)

Materialien

kihlbare Saule: Hohe: 50 cm; Durchmesser: 5 cm; Volumen: 1 Liter
UV/Vis-Spektrometer: Perkin Elmer: Lamda 2

Saulenmateria: CM-Sephadex C 50, Pharmacia

LGsungen
Waschpuffer: 50mM Glycin; pH 8,0; 150 mM NaCl ; Elutionspuffer: Puffer A pH 10,0

Packen der Siule

25 g trocknes Saulenmaterial wird unter langsamem RuUhren in zwel Liter dest. Wasser gel6st.
Die nach 1-2 Stunden erhaltene homogene Suspension wird in eine bei +4°C gekihlte Saule
geflllt. Nach dem Absetzen des Saulenmaterials werden die leichten, nicht abgesetzten
Bestandteile (Fines) abgesaugt und anschlief3end der untere Abflufd der Séule gedffnet .

Vor dem Auftragen der Probe wird die Saule 12 Stunden bei 0,5 ml/min mit Waschpuffer
equilibriert.

Betrieb der Siule
Die Saule wird ohne zusétzliche Pumpen betrieben. Dabei werden Flulraten zwischen 0,25 bis

2 ml/min erreicht. Nach dem vollstandigen Eindringen der Probe wird mit 500 ml Waschpuffer
gespult und anschlief3end mit Elutionspuffer eluiert. Dabei werden Fraktionen von 8 ml (150
Tropfen) in einem Fraktionssammler bei 4°C gesammelt. Verschlechtert sich das
Trennvermoégen der Saule, wird zur Regeneration mit zwei Litern | M NaCl Losung gespult und
mit zwel Litern Waschpuffer erneut equilibriert. Spétestens nach 5 Trennungen wird

standardmaliig regeneriert.
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2.4.1.2 Affinitatschromatographie: Dye-Ligand Red-A (synthetische Farbstoffliganden

auf Agarose Matrix)

Grundlagen
Bel der Farbstoff-Liganden-Chromatographie handelt es sich im Prinzip um ene

strukturspezifische Art der |onenaustauscherchromatographie. Dabei werden Liganden
verwendet, die entweder spezifisch aufgrund ihrer Struktur und den damit verbundenen
Wechselwirkungen oder unspezifisch, d.h. allein aufgrund ihrer Ladung an Proteine binden.

Bel dem verwendeten Material handelt es sich um ein relativ grof3es dimeres Farbstoffmol ekl
mit hoher Spezifitdt zu NADP-bindenden Proteinen [99].

N200,S -Q Q—so,om
N

N
Na00:S N N S0.0Na

NH NH
N N S0Q,0Na
Na00,S 7 2
? N” »-NH NH4 N
=K Q N4

Abbildung 2-1 Struktur des Red-A-Ligandenmolekill. Bel der Dissozation der Na-Atome

entstehen freie Sulfonyl-Anionen

Materialien

kihlbare Saule: Hohe: 20 cm; Durchmesser: 2 cm; Volumen: 60 ml
Peristaltik Pumpe: Pharmacia P-1

UV/Vis-Spektrometer: Perkin Elmer: Lamda 2

Saulenmateria: Dey Ligand Red-A, Fa. Amicon (Freiburg)
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Lésungen
Waschpuffer: 20mM K,Hs, PO, pH: 7,0; Elutionspuffer = Waschpuffer + 1,5 M NaCl

Packen der Siule

10 g trocknes Saulenmateria wird unter langsamem Rihren in 100 ml dest. Wasser gelost. Die
nach einer Stunde erhaltene homogene Suspension wird in eine bei +4°C gekihite Saule
geflllt. Nach dem Absetzen des Sdulenmaterials werden die leichten nicht abgesetzten
Bestandteile (Fines) abgesaugt und anschlief3end wird der untere Abflul? der Sdule gedffnet .
Vor dem Auftragen der Probe wird die Saule 12 Stunden mit Waschpuffer bei 0,1 ml/min
equilibriert.

Betrieb der Siule
Die Saule wird mit einer Peristaltikpumpe bel 0,5 bis 2 ml/min betrieben. Verschlechtert sich
das Trennvermogen der Saule, wird zur Regeneration mit 100 ml 6 M Harnstoff, 0,5M NaOH

L 6sung gespuilt und anschlief?end mit Puffer equlibriert, bis der Durchlauf neutral ist. Spatestens
nach 5 Trennungen wird standardmal3ig regeneriert.

Sollte die Saule langere Zeit nicht betrieben werden, wird zur Konservierung mit 0,04 % NaN;
in Waschpuffer gespllt. Vor erneutem Betrieb wird die Saule regeneriert.
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2.4.1.3 Affinitatschromatographie: Sepharose (Fast Flow) mit gekoppeltem Antikor per

Materialien

kuhlbare Saule: Hohe: 10 cm; Durchmesser: 1 cm
UV/Vis-Spektrometer: Perkin Elmer: Lamda 2
Peristaltik-Pumpe P1 Pharmacia Biosystems:
Antikorper gekoppelte Sepharose (siehe Kapitel 2.9.2.2)

Losungen

Waschpuffer: 0,1 M Glycin, pH: 8,0; 0,5 M NaCl; 0,04% NaN3
Elutionspuffer: 0,1 M NaOAc, pH: 4,5; 0,5 M NaCl; 0,04% NaN;
Regenerationspuffer: 0,1 M Glycin, pH: 2,7; 0,5M NaCl; 0,04% NaNs

Packen der Saule

Etwa 510 ml der Sepharose-Suspension wird in eine bei +4°C gekihlte Saule gefillt. Nach
dem Absetzen des Saulenmaterials werden die leichten, nicht abgesetzten Bestandteile (Fines)
abgesaugt. Vor dem Auftragen der Probe wird die Saule 12 Stunden mit Waschpuffer bei 0,1

ml/min equilibriert.

Betrieb der Siule
Die Saule wird mit einer Peristaltikpumpe betrieben. Dabel werden Fluf¥raten zwischen 1 und 2

ml/min erreicht. Vor den Auftragen der Probe wird diese gegen Waschpuffer dialysiert. Dabel
ist mindestes mit einem Verhdtnis Diayse-Ldsung/Protein-Lésung von 10/1 zu arbeiten. Nach
einer Kontrolle das pH-Wertes der Proteinlésung kann auf die Saule aufgetragen werden.
Anschliefiend wird mit ca. 0,5 Litern Waschpuffer gewaschen und mit 0,5 Litern Elutionspuffer
eluiert. Dabel werden Fraktionen von je 5 ml in eéinem Fraktionssammler bei 4°C gesammelt.
Verschlechtert sich das Trennvermogen der Sdule, wird zur Regeneration mit 0,5 Litern
Regenerationspuffer gesptilt und mit 0,5 Litern Waschpuffer equilibriert. Spéatestens nach 5

Trennungen wird standardmé&l3ig regeneriert.
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2.4.1.4 Affinitatschromatographie: Protein-A Sepharose

Grundlage
Bel dem ProteinA handelt es sich um ein membranstéandiges Protein von Staphylococcus

aureus. Das 42 kD grol3e Molekil besitzt insgesamt 6 Bindungstellen fir Immunglobuline. Finf
dieser Bindungstellen erkennen mit sehr hoher Affinitat die Fc-Region des 1gG. Es werden
beinahe alle Immunglobuline verschiedener Saugetierspezies mit unterschiedlicher Affinitéat
gebunden [100].

Materialien
FPLC-Anlage: Pharmacia Biosystems
- 2x Pumpe P 500
- Gradient Programmer GP 250
- Single path monitor UV 1, 280 nm
- Fraction collector FRAC 100
Peristaltikpumpe P1 Pharmacia Biosystems

Lésungen
Waschpuffer: 0,1 M Tris, pH: 9,0; 2M NaCl

Elutionspuffer: 0,1 M Citrat, pH: 3,0

Packen der Siule

5 ml der kduflich zu erwerbenden Protein-A-Sepharose Suspension werden langsam bel +4°C
in einen Pharmacia -Saulenkdrper gegeben. Von unten zieht dazu eine Peristaltikpumpe mit ca.
0,5 mi/min. Nach dem vollstdndigen Auftragen der Suspension wird mit mindestens 10 ml
Waschpuffer gespilt. Danach wird der Saulenkorper geschlossen und in die FPLC-Anlage
eingebati.
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Betrieb der Shule
Die Saule wird an einer FPLC-Anlage betrieben. Zur Equilibrierung wird mindestens 1 Stunde

bei 0,5 mi/min mit Waschpuffer gespilt. Nach dem Auftragen der Probe in eine 2 ml
Probenschleife, wird mit 10 ml Waschpuffer gewaschen und anschlie?end mit 10 ml
Elutionspuffer eluiert. Der Durchlauf wide in einer optische Einheit direkt bei 280 nm
vermessen. Die erhatenen Fraktionen werden in einem Fraktionsammler gesammelt.
Verschlechtert sich das Trennvermdgen der Sdule, wird zur Regeneration das vom Hersteller
empfohlene Verfahren angewendet: Zuerst mit 10 ml 1IN NaCl unspezifisch gebundenes Protein
eluieren, dann mit 10 ml 1N Propionsdure und wieder mit 10 ml AN NaCl bei einer Flul¥ate
von 0,1 ml/min spulen.

Sollte die Saule langere Zeit nicht betrieben werden, wird zur Konservierung mit 0,04% NalN;
in Wasser gesplilt.

24.1.5 Kationenaustauscher: Resource S (Sulfopropyl)

Materialien
FPLC-Anlage: s.o.

Saule: Resource S, 1 ml, Pharmacia

Lésungen
Waschpuffer: 20mM NaOAc, pH: 4,5; Elutionspuffer = Waschpuffer + 05 M NaCl

Betrieb der Siule
Die Saule wird an einer FPLC-Anlage betrieben. Dabel wurde mit verschiedenen Flul¥raten,

Puffern und Gradienten experimentiert. Am effektivsten war die Reinigung bei pH 4,5, wobel
mit einem Salzgradienten von 0-0,5 M NaCl bel 2 ml/min eluiert wurde. Der Saulendurchlauf
wird in einer optische Einheit direkt bei 280 nm vermessen. Die Fraktionen werden in einem
Fraktionsammler gesammelt.

Verschlechtert sich das Trennvermégen der Séule, wird zur Regeneration das vom Hersteller
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empfohlene Verfahren angewendet:  Zuerst wird 10 ml IN NaCl und anschlief3end mit 10 ml
IN NaOH gewaschen. Sofort wird mit 10 ml AN HCl angesduert und mit 10 ml Waschpuffer
wieder equilibriert. Die Flul¥rate betrégt dabei 1 ml/min.

Sollte die Saule langere Zeit nicht betrieben werden, wird zur Konservierung mit 20 % Ethanol-

Losung gesplilt. Vor erneutem Betrieb wird die Saule regeneriert.

24.1.6 Anionenaustauscher: DEAE (Diethylaminoethyl)

Materialien

FPLC-Anlage: s.o.

Saule: BioSep DEAE, 75 x 7,5 mm, Phenomenex

LOsungen

Waschpuffer: 20mM NaH,PO,, pH: 8,0; Elutionspuffer: Waschpuffer + 0,5 M NaCl

Betrieb der Siule
Die Saule wird an einer FPLC-Anlage betrieben. Dabel wurde mit verschiedenen Flufdraten,

Puffern und Gradienten experimentiert. Die beste Trennleistung wurde bei pH 8,0 erreicht,
wobel mit einem linearen Salzgradienten von G-0,5 M NaCl bel 2 mi/min eluiert wurde Der
Saulendurchlauf wird mit Hilfe einer optische Einheit direkt bei 280 nm vermessen. Die
Fraktionen werden in eéinem Fraktionsammler gesammelt.

Verschlechtert sich das Trennvermégen der Saule, wird zur Regeneration das vom Hersteller
empfohlene Verfahren angewendet:  Zuerst wird 10 ml IN NaCl und anschlief3end mit 10 ml
IN NaOH gewaschen. Sfort wird mit 10 ml 1IN HCl angesduert und mit 10 ml Waschpuffer
wieder equilibriert. Die Flu3rate betragt dabel 1 mi/min.

Sollte die Saule langere Zeit nicht betrieben werden, wird zur Konservierung mit 20 % Ethanol-

L 6sung gesptilt. Vor erneutem Betrieb wird die Saule regeneriert.
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2.4.2 Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC)

2.4.2.1 GroRenausschlulichromatographie: Tohaas TSK G4000 sw

Materialien

Saule  Toohaas TSK G4000sw 600 x 7,5 mm (LKB)
Vorsaule: Toohaas TSK G4000sw 75 x 7,5 mm (LKB)
Niederdruckgradientenanlage:

Pumpe:  Merck/Hitatschi L 6200

Detektor: GAT LCD 501

Injektor: Reodyn

LAsungen
50 mM NaH,PO,, pH: 7,0; 150 mM NaCl

Betrieb der Sdule

Die Saule wird an der beschriebenen HPLC-Anlage mit 1 mi/min equilibriert. Es werden
sowohl UV-Absorbtion bei 280 nm gemessen. Injiziert wird in eine 100ul Probenschlefe.
Dabei wird eine Gesamtproteinmenge von etwa 10 pg/Lauf aufgetragen.

Verschlechtert sich das Trennvermégen der Saule, wird zur Regeneration mit 0,1 Litern 0,5%
SDSin Laufpuffer gespilt und mit 0,5 Litern Laufpuffer equilibriert.

Sollte die Saule langere Zeit nicht betrieben werden, wird zur Konservierung mit 0,04 % NaNs-
Ldsung gesplilt .
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2.4.2.2 Umkehrphasenchromatographie: Phenomenex Jupiter C-5

Materialien
Saule: Phenomenex Jupiter 250x0,45mm, C-5, 300A, 5u
Vorsaule: Phenomenex Security Guard Column

Hochdruckgradientenanlage (s.0.)
LOsungen
Laufpuffer A: 0,1 % TFA in Wasser

Laufpuffer B: 0,1 % TFA in Acetonitril

Betrieb der Sdule

Die Saule wirde an der beschriebenen HPL C-Anlage mit 0,5 mi/min Laufpuffer A equilibriert.
Es wird sowohl UV-Absorbtion bei 214 nm, as auch Fluoreszenz bei 280/340 nm gemessen.
Injiziert wird in eine 200l Probenschleife. Es wird durch einen linearen Gradient von 20-60%
Puffer B in 120 Minuten eluiert.

Verschlechtert sich das Trennvermégen der Saule, wird die Vorsdule ausgetauscht (nach etwa
10 Injektionen).

Sollte die Saule langere Zeit nicht betrieben werden, wird zur Konservierung mit 100%

Methanol gesplilt .
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2.5 Elektrophoretische Methoden

251 SDSPAGE (Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel-Elektrophorese) nach Lammeli

Grundlagen
Bel alen Arten von Gelelektrophoresen handelt es sich um eine einfache und relativ schnelle

Methode, Makromolekile auf Grund ihres Wanderungsverhaltens im eektrischen Feld zu
trennen. Dabei spielen sowohl Ladung als auch Dielektrizitdtskonstante, Grof3e und Masse der
Moleklle eine Rolle.

Zur Fixierung der zu trennenden Molekile wird bel diesser Methode ein 10 %iges
Polyacrylamid-Gel  verwendet, welches durch gezieltes Vernetzen mit N,N'-
Methylenbisacrylamid hergestellt wird. Das langsam polymerisierende Gemisch wird dabei
zwischen zwel 10 x 7 cm grof3e Glasplatten gefiillt, so dal3 nach dem Ausharten ein 0,5 cm
dickes Gel entsteht.

Bel der chemischen Reaktion handelt es sich um ene einfache Polymerisierung.
Resktionsstarter sind Radikale, welche durch den chemischen Zerfall von Ammoniumpersulfat
(NH4)S,0g entstehen. Das zugesetzte TEMED (N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin) hat die
Aufgabe, die freien Radikale zu stabilisieren.

Die Besonderheit der SDS-PAGE besteht zum einen in der Verwendung von zwel Gelschichten
unterschiedlicher Zusammensetzung, zum anderen in der Zugabe von SDS zu alen verwendeten
L 6sungen. Durch das nahezu vollstdndige Denaturieren aller Proteine und die Assoziierung mit
sehr vielen negativ geladenen SDS-Molekilen wandern die Proteine nun ausschliefdich
aufgrund ihrer Grofée und nicht langer aufgrund ihrer unterschiedlichen Ladung durch das Gdl.
Die, Eigenladung” der Proteineist somit zu vernachlassigen

Die Probe mul3 nun zun&chst durch das Sammelgel wandern, bevor sie dann im Trenngel weiter
aufgetrennt wird. Das Sammelgel hat deutlich grof3ere Porendurchmesser a's das Trenngel und
ist zudem saurer. So wandern die Proteine relativ schnell durch das Sammelgel, um dann an der
Grenzschicht auf ein dichteres Materia mit htherem pH-Wert auf zu treffen. Dabei wandern die
Puffer-lonen aus dem oberen Reservoir in das Sammelgel, wahrend die Glycin-Puffer-lonen des

Sammelgels vorauslaufen. Beim Eintritt in das Sammelgel werden die Puffer-lonen des oberen
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Reservoirs einem pH-Wert ausgesetzt, der deutlich unter ihrem pH-Wert liegt. Sie nehmen
deshalb ihre ungeladene Form ein, was sie eektrophoretisch gesehen zum Stillstand bringt.
Dies verursacht einen Mangel an Ladungstrégern und somit einen hohen elektrischen
Widerstand. Nach dem Ohmschen Gesetz hat dies einen lokalen Anstieg der Feldstéarke zur
Folge. Angetrieben durch die erhdhte Feldstérke wandern nun die geladenen Proteine durch das
Sammelgel, um an der Grenzschicht zum Trenngel abgebremst a1 werden, da hier kein lonen-
Mangel mehr herrscht. Auf diese Weise werden alle aufgetragenen Proteine zu einer schmalen

Bande vereinigt, bevor sieim Trenngel aufgetrennt werden [101].

LGsungen
40% Acrylamid / Bisacrylamid 37,5:1
Trenngelpuffer: 1,5 M Tris/HCI, 0,4 % SDS, pH: 8,8
Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris/HCl, 0,4 % SDS, pH: 6,8
Elektrophoresepuffer: 20mM Tris, 100mM Glycin, 0,1% SDS, pH: 8,3
AP 10% (Ammoniumpersulfatl 6sung)
AP21g/l
Proben-Puffer: 20% Glycerin, 10% Mercaptoethanol , 4% SDS, 125 mM Tris, pH: 6,8,
0,025% Bromphenolblau

Materialien
Elektrophoresekammer - BIO RAD Mini Protean I

Dur chfiihrung

1. Zusammenbau der Gelformen

Die Anleitung bezieht sich auf die Elektrophoreseapparatur Miniprotean Il der Firma BIO-
RAD.
In einem dafUr vorgesehenen Stander werden zundchst zwei unterschiedlich hohe Glasscheiben

in einen Rahmen eingefihrt. Zwischen die Scheiben werden an beiden Seiten jeweils 0,5 mm
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dicke Plastikstreifen (Spacer) gebracht. Die Scheiben werden mit Schrauben so in dem Rahmen
eingepaldt, dal? sie an ihrer Unterseite moglichst eben mit den Spacern abschliel3en. Zwei so
vorbereitete Rahmen werden in einer Elektrophoreseapparatur befestigt.

2. Gielden der Gele
Pro Gel werden 3,6 ml Trenngellésung und ca. 1 ml Sammelgelldsung bendtigt. Die Lésungen

werden nach folgenden Pipettierschema jewells unmittelbar vor der Anwendung hergestelit:

Tabelle 2-1 Pipettierschema fur 2 Gele

Trenngel 10% Sammelgel 5%

LOsungen

Wasser 4ml 05ml
Acrylamid 40% 2ml 0,5ml
TG-Puffer 2mi -
SG-Puffer ) 1ml
10% AP 25l -

AP 2,1 mg/ml - 2ml
TEMED Sul 5ul

Zundchst werden 3,6

ml TrenngellGsung
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vorsichtig mit Hilfe einer Pipette zwischen die Glasscheiben gegossen und mit wenig Wasser
Uberschichtet. Man 1&8/% das Gel ca. 30 Minuten polymerisieren. Dabel ist darauf zu achten, dal3
die Apparatur eben steht, um eine gerade Gelform zu gewahrleisten.

Nach dem Ausharten wird das Uberstehende Wasser abgesaugt. Nun wird etwa 1ml
Sammelgell6sung Uber das Trenngel gegeben und mit einen 10-zahnigen Probenkamm nach oben
verschlossen. Das Sammelgel ist nach etwa 5 Minuten ausgehartet.

3. Beladen der Gele

Nach dem Entfernen der Probenkdmme werden die zwei Gele in einen Elektrophoreserahmen
eingespannt. Zwischen die Gele fillt man Elektrophoresepuffer und kann dann mit dem Beladen
der Gele beginnen. Dabei sollten, je nach anschlief3endem Férbeverfahren, 1 bis 10 pg Protein
pro Probenkammer aufgetragen werden. Handelt es sich um eine Probe mit nur wenigen
Proteinen, gentigt bereits eine kleinere Menge.

Die zu untersuchenden Proteine sollten schon vor dem Auftragen denaturiert werden. Man
mischt dazu die Probe 1.1 mit Probenpuffer und kocht sie 5 Minuten im Wasserbad. Das in dem
Puffer enthatene Mercaptoethanol sorgt fur eine Reduktion der Disulfidorticken, das DS fir

en Entfalten der Proteine.

4. Elektrophorese

Der vorbereitete Rahmen mit den zwei Gelen wird in einem geschlossenen Behédlter in
Elektrophoresepuffer getaucht (etwa 3 cm vom unteren Rand) und mit der eektrischen
Anschliissen verbunden. Zur Elektrophorese legt man eine konstante Spannung von 200 Volt an.
Nach etwa 45 Minuten ist der in dem Probenpuffer enthaltene Farbstoff an das untere Ende des
Gels gewandert. Nun beendet man die Elektrophorese und baut die Gele vorsichtig aus ihrem
Gestell.
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25.1.1 Farbeverfahren

Coomassie Brilliant Blue Farbung:

L Gsungen:
Farbelosung: 0,1% Coomassie Brilliant Blue G-250; 50% Methanol; 10% Essigsaure
Entféarbel 6sung: 50% Methanol; 10% Essigsaure

Beim Anférben mit Coomassie Brilliant Blue wird das Gel in einer sauren akoholischen
Farbstofflosung eingelegt. Nach etwa 1 Stunde ist das Gel vollstandig durch den Farbstoff
gefarbt. Mit Hilfe einer alkoholischen Entfarbel 6sung wird solange entfarbt, bis das Gel wieder
vollstandig klar erscheint. Die im Gel enthaltenen Proteine behalten dabel ihre Farbe etwas
langer, so dal’ durch geschicktes Abpassen des richtigen Zeitpunktes sehr gezielt gefarbt werden
kann. Nach diesem Vorgang wird das Gel noch kurz in Wasser neutralisiert und anschlief3end
auf feuchtem Filterpapier ausgebreitet und im Vakuum getrocknet.

Der gesamte Farbe- und Entfarbevorgang dauert fir Mini-Gele etwa 3 Stunden und fihrt bel
Proteingehalten von 2 bis 10 ug pro Elektrophoresespur zu einem optimalen Ergebnis.

Siberférbung:

LOsungen:
1. Methanollésung: 50% Methanal
2. Vorbehandlung: 0,4 MM Na,S,05
3. Silbernitratlésung: 0,2 % AgNO3
4. Entwicklerlésung: 0,4 mM Na,S,0s. 2% Na,COs; ; 0,07% Formaldehyd 35%
5. EDTA-L&sung: 50 mM Na,EDTA

Zur Silberfarbung werden die Gele zunéchst etwa 1 Stunde in 50 % Methanolldsung Losung 1
gewaschen, um anhaftende Verschmutzungen zu entfernen. Da diese Methode deutlich

empfindlicher as die oben beschriebene Coomassie-Féarbung ist, sollte schon beim
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Zusammenbauen der Gele auf Sauberkeit geachtet werden.

Fir 2 min wird mit Lésung 2 vorbehandelt und anschlief3end 2 mal mit Wasser gewaschen.

Die Imprégnierung mit Losung 3 findet 10 min im Dunkeln statt. Danach wird erneut dreimal ca.
20 s mit Wasser gewaschen. Zur Visualisierung der Proteine wird anschlief3end mit Lésung 4
langsam gefarbt. Die auftauchende Schwarzfarbung wird bis zum gewinschten Resultat
beobachtet (1-5 min). Durch zweimaliges Waschen mit Wasser und anschlief3endem Stoppen

mit Losung 5 bleibt die erhaltene Farbung konstant.

2.5.2 Praparative Gelelektrophorese

Die praparative Gelelektrophorese dient zur denaturierenden Reinigung grof3erer Mengen
Protein firr die Sequenzanalyse. Hierbei ergeben sich folgende Anderungen im Vergleich zur
anaytischen Anwendung:

Die Gele sind 1,5 mm dick. Je nach Verfahren kann mit den beschriebenen Probenkdmmen,
oder ganz ohne Kamme gearbeitet werden. Dabei werden ca 2cm Sammelgel auf das
polymerisierte Trenngel gegossen und vorsichtig mit Isobutanol Gberschichtet. Nach 510 min
ist das Gd vollstandig ausgehértet. Das Isobutanol kann nun entfernt werden. Die Probe wird
direkt auf das Sammelgd aufgetragen. Da hierbei kein Molekulargewichtsmarker mit getrennt
wird, sollte die zu trennende Probe entweder aus vorherigen Versuchen bekannt sein, oder
paralel ein anaytisches Gel mit Marker mitlaufen.

Wegen des htheren Stromes wahrend der Trennung wird hierbei 90 min mit 100V getrennt.
Anschlief?end wurden die Gele wie beschrieben mit Coomassie geféarbt und die einzelnen

Proteinbanden mit dem Skalpell ausgeschnitten.
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2.5.3 Western Blot

Materialien

Blotkammer BIO RAD

Blot-Folie, entweder Nitrocellulose, oder PVDF
Waters Filterpapier

LOsungen
Blot-Puffer: 10 mM CAPS; 10 % Methanol; pH: 11,0

Dur chfiihrung
Es werden 6 Filterpapiere und 1 Nitrocellulose-Folie vorbereitet. Die Grof3e richtet sich dabei

nach dem zu blotenden Gelstiick. Fur ein ganzes Mini-Gel gilt: 5,5 x 8,2 cm.

Auf einer Blot-Apparatur werden die ersten drei mit Blotpuffer befeuchteten Filterpapiere, die
Blot-Folie, das Gel und nochmals drei feuchte Filterpapiere vorsichtig Ubereinander gelegt.
Dabel ist darauf zu achten, dal3 sich keinerlei Luftblasen mehr zwischen den einzelnen Schichten
befindet. Da es sich bei der verwendeten Detektionsmethode um eine auf}erst empfindliche
Methode handelt, ist bel allen VVorgangen, welche mit dem zu blotenden Gel oder der Blot-Folie
durchgefuhrt werden, auf peinlichste Sauberkeit zu achten und es sind stets saubere, mit dest.
Wasser gewaschene Handschuhe zu verwenden. Die so vorbereitete Apparatur wird 30 min bei
2,5 mA /cn? Folienfléche geblottet.

2.5.4 Molmassenbestimmung durch Auswertung der Gelelektrophorese

Tréagt man zu jeder Probe einen Marker d.h. ein Proteingemisch mit bekannten Proteinen
definierter Molmassen auf das Gel, so erhdt man nach beendeter Elektrophorese die
Moglichkeit eine Kalibrierkurve zu erstellen, die zur Bestimmung des Molekulargewichtes
eines unbekannten Proteins verwandt werden kann.

Dazu tragt man das Molekulargewicht der Markerproteine graphische gegen deren Laufstrecke
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auf. Mittels einer logarithmischen Regression erh@lt man eine Kalibrierkurve, mit deren Hilfe

das Molekulargewicht jedes weiteren Proteins auf dem selben Gel bestimmt werden kann.

Tabelle 2-2 Pharmacia Low molekular weigt marker\Wester n-Bl ot

Protein Molmasse [kDa] Quelle IEP
Phosphorylase b 94 Hasen Muskel 6,8
Rinderserum Albumin 67 Rinder Serum 5,6
Ovalbumin 43 Eiweild 5,2
Carbonic Anhydrase 30 Rinder Erythrocyten 7,9
Sojabohnen Trypsin Inhibitor 20,1 Sojabohne 4,7
? -Lactalbumin 14,4 Kuhmilch 4,8

255 Zweidimensionale Elektrophorese

Materialien
Biorad: |EF Ready-Strips

Losungen

Rehydration-Puffer: 8 M Urea; 4% CHAPS; 10 mM Dithiotreithol, 0,2% Ampholyt 3/10
Equilibration-Puffer A: 6 M Urea; 20% Glycerin, 2% SDS, 375 mM Tris, pH: 8,8; 2% DTT
Equilibration-Puffer B: 6 M Urea; 20% Glycerin, 2% SDS, 375 mM Tris, pH: 8,8; 2%

| odacetamid

Grundlagen
Bei der 2D-Elektrophorese wird ein Proteingemisch zundchst nach den jewelligen

Isoelektrischen (IEF) Punkten getrennt. Dazu wird ein durch Einpolymeriserung von
Puffersubstanzen erzeugter, fester pH-Gradient entlang eines Polyacrylamid-Streifens gebildet.
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Die Streifen sind wegen ihrer komplizierten Herstellung in getrockneter Form k&uflich
erwerbbar.

Baut sich entlang dieses Gelstreifens ein elektrisches Feld auf, so wandert jedes Protein genau
so lange in diesem Feld, bis es den pH-Wert seines isoel ektrischen Punktes erreicht hat. In einer
zweiten Dimension werden die Proteine anschlief3en in einem ,normalen® SDS-Gel nach ihrer
Grole auf getrennt [102].

Durchfihrung
Zur Bestimmung des Isoelektrischen Punktes wurde 10 pg hochreines CGBG zunéchst bis zur

Trockne lyophilisiert und anschliefiend im entsprechenden Rehydrationpuffer aufgenommen.
Diese Losung gibt man tropfenweise auf den IEF-Gel-Streifen auf, so dal3 ein FlUssigkeitsfilm
auf dem Streifen entsteht. Nach einigen Minuten ist die komplette Fllissigkeitsmenge von dem
Streifen aufgesogen worden. Den Vorgang wiederholt man so lange, bis die gesamte
Proteinl6sung aufgetragen i<t.

Der Streifen wird weitere 6 h bei Raumtemperatur rehydriert. Anschlief3en wird er in einer
geschlossenen Apparatur auf 4°C gekihlt und eine Spannung von 250V angelegt. Ist der Strom
nach 1 h von 0,4 auf 0,1 mA gesunken, wird die Spannung auf 500V gesteigert. Nach einer
Stunde bel 500V sollte der Strom < 0,1 mA sein. Sodann wird bel 1000V fur 20 Stunden
fokussiert.

Nach erfolgter Fokussierung wird der Gelstreifen fur 10 min in Equilibration-Buffer A reduziert
und 10 min in Equilibration-Buffer B durch lodacetamid modifiziert. Anschlief?end wird der
Gelstreifen einer SDS-PAGE unterzogen. Dazu wird der Steifen vorsichtig auf das Sammelgel
(ohne Probenkamme) platziert und mit wenigen pl Sammelgel fixiert.

2.6 Protein-Konzentrationsbestimmung

2.6.1 Proteinbestimmung nach Lowry

Mit Hilfe dieser Methode wird der Proteingehalt mit dem Folin-Ciocalteus Reagans bestimmt
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[103]. Bel der Reaktion entsteht ein blauer Farbkomplex, welcher bel 578 nm photometrisch
nachgewiesen wird.

Der Farbkomplex setzt sich zusammen aus @) einem  Kupfer(l)Komplex mit je vier
Stickstoffatomen  von  Peptidbindungen, b) der Reduktion des Phosphomolybdat-
Phosphowolframats (Folin-Ciocal ten-Reagenz).

Nach dem Lambert-Beer'schen Gesetz ist die Intensitdt der Farbung proportional der
Konzentration [104]. Als Referenziosung wird eine handelsibliche Ldsung aus
Rinderserumalbumin verwendet, die als Referenzprotein international anerkannt ist. Sieliegt in
dem k&uflich erworbenen Lab-Trol vor. Mit dieser Methode wurden Proteinkonzentrationen bis

zu einem unteren Bereich von 0,5 mg/ml bestimmt.

Losungen
10%ige Natriumcarbonatl 6sung
0,1%ige Kupfersulfatlésung
Folin-Reagens: handel siibliche Ldsung 1:3 verdinnt
Referenzldsung (Lab-Trol Merz & Dade) 7 mg/ml
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Durchfuhrung:
Tabelle 2-2 Pipettierschehma fur 7 Proben

Nr. 1 2 3 4 5 6 7
Wasser 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml Iml Iml
Na,CO; 7ml 7ml 7ml 7ml 7ml 7ml 7ml
CusO, 1ml 1ml Im 1ml 1ml 1ml 1ml
Lab-Trol 10l 20l 30ul - - - -
Probe - - - 10ul 20 pl 30 pl -

15 min bei RT stehen lassen

Folin Iml Iml Iml Iml Iml Iml Iml

15 min bei RT inkubieren

Anschlieffend wurde die Extinktion bei 578 nm bestimmt, wobel Probe 7 als Blindprobe diente.
Tréagt man die Extinktion der ersten drel Losungen gegen das zugesetzte Volumen der
Proteinldsung auf, erhdt man eine Kalibrierkurve mit deren Hilfe die Proteinkonzentration der

Probe bestimmen werden kann.

Der Proteingehalt berechnet sich nach:

Co= M+ Cp/ My

mit: C, = Probenkonzentration
Cs = Konzentration des Standards
m, = Steigung der Probengeraden
m = Steigung der Standardgeraden
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2.6.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Mit Hilfe dieser photometrischen Methode kann der Proteingehdt einer Ldsung bestimmt
werden [105]. Hierbei kommt der Farbstoff Coomassie Brilliantblau G-250 zum Einsatz

H,CCH,
R

N
0,8 1
) o
8,
/

H@OCHZCHZ

Abbildung 2-2 Coomassie Briliantblue G-250 als Sulfonat

Im Gegenwart von Proteinen verschiebt sich das Absorbtionsmaximum des Farbstoffes von
465nm zu 595 nm. Grund dafir ist vermutlich die Stabiliserung des Molekils in seiner
unprotonierten, anionischen Sulfonat-Form aufgrund der Komplexbildung zwischen Farbstoff
und Protein. Das komplette Reaktionsgemisch ist bei BIO RAD kéuflich zu erwerben.

Als Referenzl6sung dient auch hier die oben beschriebene handel stibliche Lab-Trol-Lésung.

Mit dieser Methode wurden Proteinkonzentrationen in einem unteren Bereich von 1 bis Q1
mg/ml bestimmt.

LOsungen

Bradford-Reagens (Bio-Rad) 1: 5 mit dest Wasser verdinnt
Referenzl6sung (Lab-Trol Baxter) 7 mg/ml



Materialien und Methoden

Durchfiihrung
Sieben Microkivetten wurden wie folgt gefullt:

Tabelle 2-3 Pipettierschema fur 7 Proben

Nr. 1 2 3 4 5 6 7
Bradford-Reagenz 1 ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml
Lab-Trol 10ul 20 ul 30 ul - - - -
Probe - - - 10 ul 20 pul 30 -

15 min bei RT inkubieren

Anschlief?end wurde die Extinktion bei 595 nm bestimmt, wobel Probe 7 als Blindprobe diente.
Trégt man die Extinktion der ersten drei Losungen gegen das zugesetzte Volumen der
Proteinlosung auf, erhdt man eine Kalibrierkurve mit deren Hilfe die Proteinkonzentration der
Probe bestimmen werden kann.

Der Proteingehalt berechnet sich nach (s.0.):

Co= My Cs/ My,

2.6.3 Proteinbestimmung nach Warburg

Tyrosin und Tryptophan-Reste in Proteinen geben ein Absorptionsmaximun bei 280 nm. Es ist
daher nach dem Lambert-Beer'schen Gesetz méglich, anhand der Extinktion bel 280 nm den
Proteingehalt einer klaren Proteinlsung zu bestimmen.

Mit dieser Methode kann auch der Proteingehat nicht gereinigten Proteiproben bestimmt
werden, sofern man dabei den Gehalt an Nucleinsauren, welche bei 260 nm absorbiern,
berlicksichtigt. Die Methode geht davon aus, dal3 Tyrosin und Tryptophan in alen Proteine etwa
zu gleichen Anteilen vorkommen [106].

Warburg und Christian entwickelten so eine Methode, welche die Verunreinigungen durch
Nucleinsduren bertcksichtigt [Tabelle 2-4]. Dazu fihrten sie einen empirisch ermittelten
Korrekturfaktor in die Lambert- Beer'sche Gleichung ein:

Proteinkonzentration (mg/ml) = Exgnm* F/ d
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F =
d =

E280 nm

K orrekturfaktor

Schichtdicke der zu bestimmenden Ldsung
= Extinktion bei 280 nm

Um eine durch relativ hohe Proteinkonzentration zustandekommende Tribung zu korrigieren,

wird von alen be 260 bzw 280 nm gemessenen Extinktionen die Extinktion bei 350 nm

abgezogen. Wesentliche Vortell der Methode it die sehr schnelle und unkomplizierte

Handhabung.

Tabelle 2-4 Tabelle zur Bestimmung des Korrekturfaktors

Verhdltnis E 250 /E 260 Anteil Nucleinsduren Korrektur Faktor
1,75 0,00 1,116
1,63 0,25 1,081
1,52 0,50 1,054
1,40 0,75 1,023
1,36 1,00 0,994
1,30 1,25 0,970
1,25 1,50 0,944
1,16 2,00 0,899
1,09 2,50 0,852
1,03 3,00 0,814
0,98 3,50 0,776
0,94 4,00 0,743
0,87 5,00 0,682
0,84 5,50 0,656
0,82 6,0 0,632
0,80 6,50 0,607
0,78 7,00 0,585
0,77 7,50 0,565
0,75 8,00 0,545
0,70 10,00 0,478
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2.7 Bestimmung der Protein-Herzglycosid Affinitat mittels Tryptophan-Quenching

Grundlagen
Beim Vorgang der Lichtabsorption wird die vom Chromophor aufgenommenene Energie

letztlich in Warme umgesetzt. Es kann aber auch eine Energieabgabe durch Abgabe von Licht
erfolgen. Dieses Phanomen nennt man je nach dem Zeitbereich, in dem die Abgabe erfolgt,
Fluoreszenz oder Phosphoreszenz.

Werden Sexualhormone an das gereinigte Sexualbindungsprotein gebunden, so kann man dies
anhand der Loschung der  Tryphanfluoreszenz  nachweisen  [91]. Aus  der
Konzentrationsabhangigkeit der Tryprophanfluoreszenz kann die Dissoziationskonstante des
Steroidkomplexes mit dem Bindungsprotein bestimmt werden. Diese Methode wurde auch zur
Bestimmung der Wechselwirkung von Herzglykosiden mit dem gereinigten Herzglykosid-

Bindungsprotein (CGBG) verwandi.

Durchfihrung
Die Fluoreszenz des Tryptophan im wurden mit einem Hitachi F-3000 Fluoreszenz-

Spektralphotometer bei 37°C im CGBG in einer 1 cm Kivette bestimmt. Spaltbreite des
anregenden und ausfalenden Lichts war 5 nm. Durch Aufnahme der Excitations- und
Emmissionsspektren bel  einer Scangeschwindigkeit von 150 nm wurde eine
Anregungwellenldnge von 280 nm und eine Emmissionswellenldnge von 340 nm bestimmt. Dazu
wurden 1,0 ml gereinigtes CGBG (0,1 g/L) nach seiner Aquilibrierung mit 0,1 M TBS-Puffer
(pH 7,5) durch en 0,45 pm Filter in die Quarzkivette gegeben. Die Untersuchung der
Herzglykosidbindung erfolgte durch die Zugabe von Ouabain im Bereich bis zu 0,5 puM in

kleinen Mengen. Das Ausmal3 der Fluoreszenzl dschung wurde durch die Verdinnung korrigiert.

Berechnung der Dissoziationskonstante des Ouabain-CGBG-Komplexes

Nach Auftragung der Fluoreszenzléschung gegen die Herzglykosidkonzentration wurde
entsprechend dem Vorschlag von Fortes [107] die maximale Fluoreszenzabnahme (Fs) und
daraus die Kapazitét des vorgelegten CGBG fur das Herzglykosid (Ci) bestimmt. Mit Hilfe

dieser Werte konnte nach der Gleichung 1 fir jeden einzelnen Mef3wert die Konzentration des
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freilen Herzglykosid und das Verhdtnis F/F. errechnet werden.

Gleichung 1: Berechnung der Konzentration des freien Ouabain nach Fortes
F

Ciree = Coesamt F—* Crrex Ciree = Konzentration des freien Ouabains
mex Cgesamt = Konzentration des gesamten Ouabains
Crmax = Maximal gebundenes Ouabains
F = Gemessene Fluoreszenz
Froax = Maximale Fluoreszenz

Diese neu erhatenen Mefawerte wurden entweder dazu verwendet, um eine neue Séttigungkurve
zu erstellen, oder um eine Auftragung nach Scatchard [108 ] zu gewinnen. Da die Scatchard-
Auftragung zeigte, dal3 mehr als eine Bindungsstelle am CGBG fir Herzglykoside existiert,
wurde an die Mel3punkte ein Adair-Pauling Modell zweier interagierender Bindungsstellen
angepasst (Gl. 2).

Gleichung 2: Adair-Pauling Modell eines Proteins mit zwel Bindungsstellen

eS|’ UJ F = gemessene Fluoreszenz
eF 0 g éaK g m Frax = maximae Fluoreszenz
[S = Substrat Konzentration (freies Ouabain)

Fro & 8§+8@[S]i+?‘e[s]2 X
C &Ky g 8K, 5

Kq = Dissozationskonstante des Protein-Steriod

Komplexes

Die Berechnung der Konzentration des freien Herzglykosids nach Gleichung 1 erfolgte mit dem
Computerprogramm Microsoft Excel (Verson 8 vom Juni 1997) und die Anpassung der
Mef3punkte an die Gleichung 2 mit dem Programm GraphPad-PRISM (Version 3.0 Mérz 1999
for Windows), GraphPad Software, San Diego California USA, www.graphpad.com.
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2.8 Peptidgewinnung und Analyse

2.8.1 Spezfische Spaltung von Proteinen mit Bromcyan

Mit Hilfe von Bromcyan ist eine spezifische Spatung von Proteine an Methionin Resten
maoglich. Durch die relativ drastische Reaktionsbedingungen werden zudem die meisten Proteine
denaturiert, so dal3 in Normalfall eine Spaltung an allen Methionin-Resten auftritt [109].

Materialien:
Speed-Vac, Abzug, Wasserbad: 37°C

LOsungen:
70 % Ameisensaure, 1 M CNBr in Acetonitril

Bei der Reaktion wurden die zu spaltenden Proteine vorher im SDS-Gel gereinigt und aus dem
Gel ausgeschnitten. Anschlief3end wurden Uber Nacht gut gewéassert, um eine mdglichst geringe
Salzkonzentration zu gewéhrleisten. Nach dem Waéssern wurden die nochmals zerkleinerten
Gelstreifen im Speed-Vac vallig getrocknet und in 70% Amel sensaure gequollen.

Die Reaktion wurde im Abzug durch Zugabe von 100 pl Bromcyanlésung pro 10 g Protein
gestartet. Die Reaktion fand im geschlossenen Glas-Probenrohrchen 12 h bei 37°C im Abzug
statt..

Nach Beendigung der Resktion wurden die Produkte im Wasser aufgenommen und 4 Stunden zur
Hydrolyse des Uberschiissigen Bromcyans im Abzug aufbewahrt. Anschlief3end wurde im
Speed-Vac vollkommen getrocknet und erneut in Wasser aufgenommen. Dieses Verfahren wurde

solange wiederholt, bis die Ldsung nicht mehr sauer war.

2.8.2 Spezifische enzymatische Spaltung mit den Endoproteinasen Trypsin und Lys-C

Bel Trypsin handelt es sich um eine Serin-Endoproteinase, welche aus Rinderpankress isoliert
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wird. Das Enzym spaltet bei pH 7,5-9,0 das Protein spezifisch N-termina an Lysin und Arginin.
Um die Effizienz der Spaltung zu steigern, wurde die Probe vorher mit Harnstoff und
Dithiotreitol denaturiert.

Lys-C wird in hochreiner Form aus Lysobacter enzymogenes gewonnen. Es spaltet bei pH 7,0-
9,0 spezifisch nur N-terminal an Lysin. Wie bel Trypsin wird auch hier die Effizienz der

Spaltung durch vorherige Denaturierung mit Harnstoff und Dithiotreitol gesteigert.

Materialien
Speed-Vac, Wasserbad: 80°C, Wasserbad: 37°C

Losungen
Tris-Puffer: 50 mM Trig/HCI, pH: 7,5
8 M Harngtoff, 0,4M NaHCOs, pH: 8,5
0,1 M Dithiotreitol
0,1 M lodacetamid
25 g Endoproteinase Tockensubstanz in 5 pl Wasser gel6st

1 ml einer 0,1 g/l Proteinlésung in Tris-Puffer wurde der SpeedVac Zentrifuge vollsténdig
getrocknet. Der Rickstand wurde mit 25 pl Harstofflosung geldst und mit 5 pl 0,1 M
Dithiotreithol versetzt. Anschlief3end wurden 30 min bei 80°C die Disulfidbriicken reduziert.
Sodann wurde die erkaltete Losung mit 5 pl 01M lodacetamid versetzt und somit modifiziert.
Nach weiteren 10 min wurde mit Wasser auf 100l aufgefillt. Durch Zugabe von 5 pl frisch
angesetzter Trypsin-Losung wurde die Spaltungsreaktion gestartet. Nach 24h bel 37°C wurden
die entstandenen Peptide direkt in die HPLC-Anlage injiziert.

2.8.3 ldentifizierung des N-Terminus von Proteinen durch »Edman-Abbau«

Zur ldentifizierung der Primérstruktur von Peptiden bedient man sich heute Ublicherweise des
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»Edman-Abbaus«. Dieses vollautomatisierte Verfahren erlaubt mit relativ geringem Aufwand
die Abspatung und Identifizierung von Aminosduren vom N-Terminus der Peptide.

Durch Wiederholung dieses Zyklus kann man ganze Sequenzen von bis zu 45 Aminosauern bel
natUrlichen und bis zu 80 bei synthetischen Peptiden erhaten. Dabel ist schon mit wenigen
Picomolen Peptid eine Analyse moglich [110].

Beim Edman-Abau reagiert Phenylisothiocyanat (PITC) bei milden akalischen Bedingungen mit
der N-terminalen Aminosaure. Das Produkt wird mit wasserfreier Fluorwasserstoffsaure
behandelt, wobel der N-terminale Rest selektiv als Thiazolinol-Derivat abgespalten wird. Die
ThiazolinonrAminosdure wird selektiv mit einem organischen Losungsmittel extrahiert und
durch Behandlung mit wéassriger Saure in das stabilere Phenylthiohydantion-Derivat Uberfihrt
[111]. Das so erhaltene Produkt kann so mittels HPL C identifiziert werden.
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2.9 Immunologische Methoden

2.9.1 Herstellung spezifischer polyklonaler Antikorper

29.1.1 Immunisierung von Kaninchen

Jewells 2 Kaninchen im Alter von 23 Monaten und einen Gewicht von 2-3 kg wurden fur die
Immunisierung verwendet. Alle Versuchstiere waren Weibchen der Rasse «White New
Zeaand» und wurden von ,, Charles River GmbH Deutschland” geliefert.

Noch vor der ersten Immunisierung wurde alen Tieren Blut entnommen. Das daraus gewonnene
Serum diente spéter als Blindprobe.

Die Immunisierung erfolgte durch intrakutane Injektion in den raserten Ricken. Verwendet
wurden dazu 100 pl einer 0,5 mg/ml Proteinlésung. Die Lésung wurde vor der Injektion mit
200ul kompletten Freund's Adjuvans versetzt. Die entstanden Emulsion wurde kréftig
geschiittelt (Vortex) und in einer 1 ml Spritze aufgezogen.

Alternativ zu dieser Methode wurde ebenso die Injektion von Proteinen in Polyacrylamidgelen
durchgefiihrt. Dazu wurden die ausgeschnittenen Gelstreifen grindlich im Wasser gewaschen.
Die dadurch stark aufgequollenen Gelstlicke wurden mit dem Skalpell in moglichst kleine
Stiicke geschnitten und durch mehrmaliges Aufziehen in einer 2 ml Spritze weiter zerkleinert.
Die gesamte injizierte Proteinmenge entsprach auch hier ca. 50 pg Protein. Die anschlief3ende
Injektion erfolgte auch hierbel intrakutan (i.c.) in den Ricken.

Nach der ersten Injektion folgte 2 Wochen spéter die erste Booster-Injektion mit derselben
Substanz. Hierbel wurde die Probe mit 200pl inkompletten Freund's Adjuvans versetzt. Eine
Woche spéter wurde mit der regelmaliigen 2- wochigen Blutentnahme begonnen.

2.9.1.2 Gewinnung der Globulin-Fraktion aus Kaninchenblut

Zur Blutentnahme wurden die Kaninchen in eéinem K&fig fixiert und das Fell an der Ohrvene
rasiert. Um die Durchblutung der Ohrvene zu verbessern wurde das Ohr mit Xylol bestrichen
und die hervortretende Vene mit einen Skalpell durchtrennt. Pro Blutentnahme wurden ca. 30 ml

Blut in einem Erlenmeyerkolben gesammelt.
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Zur Gerinnung wurde das Blut 3-4 Stunden bei Raumtemperatur aufbewahrt. Anschlief3end
wurde die Probe zur Retraktion des Blutkuchens tber Nacht aufbewahrt.

Am folgenden Tag wurde zur Trennung des Serums vom Blutkuchen 15 min. bei 1.000 x g in
der Hettich Tischzentrifuge zentrifugiert.. Das so erhatene Serum wurde vorsichtig abdekantiert
und zur Komplementausschaltung 15 min im 56°C Wasserbad inkubiert. Die Globulinfraktion
wurde durch 50% Ammoniumsulfat gefdlt. Alle Aufarbeitungsschritte erfolgten bei 4°C bzw.
im Eisbad. Die Falung wurde bei 50.000 x g in der Sorval Kihlzentrifuge (Rotor A8.24)
abzentrifugiert. Das Sediment wurde in wenig Tris-Puffer (50mM Tris, 150mM NaCl, pH: 7,5)
gel0st, und Uber Nacht gegen denselben Puffer dialysiert.

2.9.1.3 Renigung der 1gG-Fraktion

Die dialysierte Globulinfraktion wurde mit 1M Tris-Lésung auf pH 9,0 eingestellt und bis zu
einer Endkonzentration von 2M mit festem NaCl versetzt. Anschlief3end wurde die Probe durch
einen 0,45um Filter auf eine FPLC-Anlage injiziert und mittels Protein-A-Sepharose getrennt
(Kapitel 2.4.1.4). Die erhaltene 1gG-Fraktion wurde durch Druckdialyse stark eingeengt und
mehrfach mit Tris-Puffer aufgenommen. Die erhatenen 5 ml Losung (ca 2 mg/ml Protein)

wurde im Portionen zu je 500l bei -70°C eingefroren.
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2.9.2 Verwendung spezifischer polyklonaler Antikorper

2.9.2.1 Einsatzim Western-Blot

Gerate

Taumler

LGsungen
TBS: 50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH: 7,5
1% Blockinglosung (1% Caseinin TBS)
0,5% Blockinglésung (0,5% Caseinin TBS)
TBST: TBS+ 0,1% Tween 20
Férbel6sung: DAB: 10 mg Diamminobenzidin in 10 ml TBS + 30ul 30% H,0;
NBT/BCIP: 200 pl NBT/BCIP-Stamm-Losung (Roche) in 10 ml TBSpH 9,5
Erster Antikorper: K38 (Antigen zur Immunisierung ist hier das gereinigte CGBG)
Zweiter Antikorper: Roche Goat-Anti-Rabbit konjugiert mit Peroxidase (POD) oder
alkalischer Phosphatase (AP)

Der Western Blot wird wie beschrieben (vergl. Kapitel 2.5.3) durchgefihrt. Nach dem
Proteintransfer wird die Nitrocellulosemembran 3 mal mit Wasser gespult und sodann 1 h auf
enem Taumler mit 1% Blocking-Losung impragniert. Dadurch werden alle freien
Bindungsstellen auf der Folie vollstandig mit Protein belegt. Durch die Inkubation mit dem Anti-
CGBG-Kaninchenantikorper (K38) in 0,5% Blockinglosung wird das CGBG spezifisch
erkannt. Die Ublicherwei se verwendete Verdiinnung des Antikdrpers war 1:1000 (entspricht ca.
2 pg/ml). Die Inkubationszeit betrégt 1 h bei RT, oder 12 h bel 4°C. Anschlief3en wird der nicht
gebundene Antikorper durch 4 ma 15 minttiges Waschen mit TBST entfernt. Der gebundene
Antikorper kann nun durch 30 mindtige Inkubation bel Raumtemperatur mit der zweiten
Antikorper-Lésung  (Anti-Kaninchen) seinerseits spezifisch erkannt werden. Die Verdinnung
der zweiten Antikorper-Losung betrégt hierbei 1:2000 fir den POD und 1:5000 fir den AP
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konjugierten Antikorper.

Ungebundener Antikorper wird erneut durch 4 mal 10 minttiges Waschen mit TBST entfernt.
Mit Hilfe der an den zweiten Antikorper konjugierten Enzyme kann der CGBG-Antikorper-
Komplex nun angefarbt werden. Je nach verwendetem Enzym kommen dazu DAB-L6sung, bzw.
NBT/BCIP zum Einsatz. ( Abbildung 2-3, Abbildung 2-4) Die Farbedauer betragt zwischen 10 s
und 10 min.

3-
—PO, Cl
PO 3- Br

Cl
H OH
Br H
- n \ _ N
Phosphatase O ‘
H H Br
HO cl

5-Brom-4-chloro-3-inodylphosphat
BCIP

w
(@]
Tz _~o

OX|dat|on

o

Nitro-Blue-Tetrazoliumchlorid H

T3S

Abbildung 2-3: Reaktionschema der AP-Féarbe-Reaktion

Peroxidase (POD)

m
HZNONZN@NHZ 2x HZNOOH + N,

3-3' Diaminobenzidin p-Aminophenol (gelb)

Abbildung 2-4: Reaktionschema der POD-Farbe-Reaktion
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2.9.2.2 Immobilisierung der Antikérper an CNBr aktivierte Sepharose

Materialien:
Mischer: ASID GmbH AUTOMIX1, Glasfritte G3,
CNBr aktivierte Sepharose fast flow (Pharmacia)

Losungen

Carbonat-Puffer: 50 mM Na,COs;, 150 mM NaCl, pH 8,5
Tris-Puffer: 50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH: 7,5
1,0 mM HCl

Es werden 59 CNBr-aktivierte Sepharose fur 12 h bel 4°C in 100ml 1 mM HCI gequollen (das
ergibt etwa 25 ml Saulenmaterial). Anschlief3end wird die Sepharose auf eine G3 Glasnutsche
gegeben und die Flussigkeit vollstdndig abgesaugt. Sodann wird 5 ma mit 50 ml HCl
nachgewaschen, um freles CNBr vollstandig zu entfernen. Durch 10 maliges Waschen mit je 10
ml Carbonat-Puffer pH 8,5 wide das Saulenmaterial auf den fur die Reaktion nétigen pH-Wert
gebracht. Am Ende dieses Waschschrittes sollte die aus der Fritte herausaufende LGsung einen
pH von 8,5 aufweisen und die Sepharose nicht léanger schaumen.

Die zu koppelnden Antikérper (10 mg) werden in 10 ml Carbonat-Puffer pH 8,5 aufgenommen
und 4 ma fir 4 Stunden gegen denselben Puffer dialysiert. Sodann wird von der vorbereiteten
Sepharose Suspension vorsichtig der Uberstand abdekantiert und die Antikorperlésung zur
Koppelung hinzugegeben. Das Gesamtvolumen sollte dabei so klein wie mdglich gehalten
werden. Die Suspension wird langsam Uber Kopf gemischt. Nach 4 h wird die Uberstehende
Losung abgegossen und mehrfach mit Tris-Puffer pH 7,5 gespllt, um nicht gekoppelte
Antikorper zu entfernen. Das Antikorper kovalent gekoppelt enthatende Sepharosematerial
wurde in eine kihlbare Glassaule gepackt und firl2 h bei 10 °C bel einer Flu3ggeschwindigkeit

von 1 ml/min mit Tris-Puffer gewaschen.
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2.9.3 Affinitatsmarkierung mit dem Protein-reaktiven Herzglycosidderivat N-

hydroxysuccimidyl -3-0-methylcarbonyl-a -aminocaproat und Detektion der

Markierung mittels Digoxin- Antikorper

Prinzip:

Das Prinzip der Affinitdtsmarkierung beruht darauf, dal3 ein Protein (Enzym, Rezeptor,
Immunglobulin) zundchst spezifisch und mit hoher Affinitét ein proteinreaktives Substratanal og
bindet und die Aushildung des Substratkomplexes durch die Ausbildung einer kovalenten
Bindung stabilisiert wird. Der kovalent gebundenene Protein-Substratkomplex kann sodann auch
nach einer SDS-PAGE noch nachgewiesen werden.

Das Herzglykos debindungsprotein wurde mit niedrigen Konzentrationen an proteinreaktiven
Digoxigenin-derivat HDMA (Abbildung 2-5) inkubiert. Eine Kontrolle mit zusétzlich
vorhandenen hohen Konzentrationen an Ouabain wurde mitgefthrt. Nach Aushildung einer
kovalenten Bindung konnte der Komplex nach SDS-PAGE und Westernblot mit einem
spezifischen Antikorper gegen Digoxin nachgewiesen werden (Abbildung 2-6).

(6] (@] H
|
)Wv N
N—O \\n///\\\o
(0]
(0]

Abbildung  2-5: HDMA (N-hydroxysuccinimidyl-digoxigenin-3-O-methyl a--
aminocaproat) . Der Succinimid-Rest wird unter Ausbildung einer Saureamisbindung

mit einer Aminosaure eines Proteins hydrolytisch abgespalten.
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Matrerialien
Rontgenfilm, Fotoentwickler, Stoplésung und Fixierer (alle: KODAK )

LOsungen:
TBS. 50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH: 7,5

1% Blockingldsung (1% Proteinin TBS)

Antikdrperldsung: 0,5% Blockinglésung + 0,1% Anti-Digoxigenin-POD Lésung (Roche)
TBST: TBS+ 0,1% Tween 20

Substratl 3sungen fur die Chemilunineszenzreaktion (Roche)

Losung A: Luminol, Lésung B: stabilisertes H,0O,

Ny 1 2 -
HDMA“/J‘I‘. ﬁ* .
“CGBG ﬁ C@
SDS-PAGE+
Western=Blot
? antibody 3 ol 4
»y -
A
ot r
CGBG ﬁ CGBG
[ PVDFMembrane | | PVDFMembrane |

Abbildung 2-6: Affinitatsmarkierung und Nachweis eine Herzglykosidbindungsproteins
mit HDMA. (1) Aushildung eines Substrat-Protein-Komplexes; (2) Sabilisierung des
Komplexes durch kovalente Bindung; (3) SDS-PAGE und Western-blot des Protein-
CGBG-Komplexes; (4) Nachweis des Komplexes mit einem POD-gekoppelten Digoxin-

Antikorper anhand der Luminiszenz. .
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Durchfihrung

HDMA:-Markierung:

Alle zu untersuchenden Proben (5 - 10 pg Protein) werden nach folgendem Schema (Tabelle 2-
5) behanddt: Bel pH 7,5 erfolgt eine Inkubation mit 5 nM HDMA, wobe die mitgefuhrten
Kontrollen mit 100 uM Proscillaridin A bzw. Ouabain fur 30 Minuten bei 37°C vorbehandelt
wurden, um die Herzglykosdbindungsstelle fur die anschlieffende HDMA-Bindung und
Aushildung einer kovaenten Verkniipfung zu blockieren.

Dadurch ist gewdhrleistet, dal3 die HDMA-Menge um en Vidfaches unter der
Herzglycosidkonzentration liegt. Bel den eingesetzten Proteinmengen ist noch eine brauchbare
Farbung mit Coomassie-Blue zu erzidlen. Die Proteinmenge kann jedoch bei Verwendung einer

empfindlicheren Farbemethode noch weiter gesenkt werden .

Tabelle 2-5: Pipettierschema fur die Affinitatsmarkierung mit HDMA

Ansatz 1 2 3 Konzentration in der Losung
Tris-Puffer 90 pl 80 pl 80 pl -
Proben 10ul 10ul 10ul 50 pg Protein
QOuabain; 1 mM - 10ul - 100 uM
Proscillaridin A; 1 mM - - 20 pl 100 uM
30 min inkubieren (37°C)
HDMA; 10 uM 5ul 5ul 5ul 5nM

30 min inkubieren (37°C)

Alle Proben werden sodann mit 20 ul Glycerin und 60 pl Proben-Puffer versetzt und fir 5
Minuten ins kochende Wasserbad verbracht. Jeweils 30 ul (8 pg Protein) der Proben werden
sodann in die Probentaschen eines Polyacrylamidgels fur die SDS-PAGE aufgetragen. Die
Gele werden 45 min an eine Spannung von 200V angeschlossen. (vergl. Kapitel 2.5.1). Eines

der beiden Gele wird mit Coomassie geférbt, das andere auf Nitrocellulose geblottet.
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Chemilumineszenz:

Da das CGBG in den untersuchten Protein-Proben in sehr geringer Konzentzration auftrat und
well die Markierung mit dem Herzglycosidderivat ebenfals in sehr niedriger Konzentration
erfolgte, mufdte hierbel mit der grél3tmaoglichen Nachwei sempfindlichkleit gearbeitet werden.
Durch die Verwendung einer Chemilumineszenz-Methode konnte durch Verlangerung der
Reaktionsdauer das gewlinschte Resultat erhalten werden (Abbildung 2-7).

Nach dem Western-Blot wird die Nitrocellulosemembran einige Minuten in TBS gewaschen
und anschlief?end eine Stunde bei Raumtemperatur in 1% Blocking-L6sung und eine weitere
Stunde in 0,5% Blocking-Lo6sung + Anti-Digoxigenin-POD inkubiert. Danach wird je vier mal
15 Minuten mit 50 ml TBST gewaschen.

In der Zwischenzeit werden 3 ml Substrat A und 30 pl Substrat B auf Raumtemperatur
gebracht. Etwa 30 Minuten vor Ende des Waschvorgangs werden beide Losungen vereinigt. In
einer Dunkelkammer wird die NC-Membran eine Minute mit dem Substratgemisch behandelt
und anschlief?end von Uberschiissigem Substrat befreit. Mit der so behandelten NC-Folie
belichtet man einen Rontgenfilm zwischen einer Minute und mehreren Stunden. Die Licht-
ausbeute steigt dabei in den ersten Minuten stark an und féllt dann langsam wieder ab. Das
gunstigste Signal/Rausch-Verhdtnis erhdlit man erfahrungsgemal nach etwa 5 Minuten. Der
belichtete Rontgenfilm wird fur 5 Minuten entwickelt, abgestoppt und fixiert.

O

NH H,0, o )
I - I_ 4+ N, 4+ Licht
NH  Peroxidase (POD) o

NH, O NH, O

Abbildung 2-7: Reaktionsschema der Chemilumineszenz-Reaktion
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3 Reaultate

3.1 Proteinreinigung

Die Reinigung des Herzglykosid-Bindungsproteines erfolgte, nachdem die Existenz eines
Herzglykosid-Bindungsproteins  in ersten Experimenten  durch  Affinitdtsmarkierung
nachgewiesen war [112], in zwel verschiedenen Weisen. Dabel war es die vorrangige Aufgabe
einer ersten mehr orientierenden Reinigung, Antikorper gegen das Protein zu erhalten. Dieser
Weg war erforderlich, da kein quantitativer Test zur Bestimmung der Aktivitét des
Herzglykosid-Bindungsproteins vorlag. Die mit einer ersten Reinigungsmethode gewonnenen
Antikorper wurden fur Herstellung einer Antikorpersaule zur Affinitétschromatographie des
Herzglykosidebindungsproteins verwendet, sodald durch die Ausarbeitung einer zweiten
Reinigungsmethode die Voraussetzung fur die Erhebung von Daten zur Herzglykosidaffinitét und

den molekularen Eigenschaften des Protel nes gewonnen werden konnten.

3.1.1 Orientierende Reinigung des Herzglykosid-Bindungsproteins

Das Zidl dieser Reinigungsmethode war es, das gesuchte Protein soweit zu reinigen, dal3 im
SDS-Gel eine spezifisch markierte Bande zu sehen war. Diese SDS-Gel Bande sollte dann zur

Gewinnung von Antikorpern verwendet werden.

3.1.1.1 Fraktionierung von Rinderserum

Vom Schlachthof wurden ca. 10 Liter frisches Rinderblut in eéinem Plastikeimer geholt und zwei
Stunden bel Raumtemperatur aufbewahrt. Der durch Gerinnung entstandene Blutkuchen wurde
vorsichtig vom Eimerrand getrennt, um ihn bel 4°C fir wetere 3-4 Stunden noch stérker
kontrahieren zu lassen.

Das goldgelbe Serum wurde bei 3.000 x g im Rotor A8-24 der Sorvall RC2B Khlzentrifuge
bei 4°C zentrifugiert, um restliche Zelen abzutrennen. Der Uberstand wurde in einem

Becherglas im Eis aufbewahrt und unter Rihren langsam festes Ammoniumsulfat, bis zu einer
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Konzentration von 50 % .(297 mg/ml) zugegeben. Die entstandene Tribung wurde fir 20 min.
bei 50.000 x g im Rotor A8-24 der Sorvall RC2B Kuhlzentrifuge bei 4°C abzentrifugiert und
das Sediment in wenig GlycinPuffer (sehe. 2.4.1.1) pH 8,0 aufgenommen. Um die
Ammoniumsulfatkonzentration in der Probe fir die weitere Bearbeitung der Probe zu senken,
wurde das geloste Protein fir 12 Stunden bei 4°C gegen das 100-fache VVolumen Glycin-Puffer
pH 8,0 dialysiert. Der Dialysepuffer wurde dabei 2 mal gewechselt.

3.1.2 Kationenaustauscherchromatographie an CM-Sephadex C 50

Die entsalzte Proteinfraktion aus der vorangegangenen Ammonsulfatfallung (100 ml) wurde auf
eine aquilibrierte CM-Sephadex-Saule (50 x 5 cm) aufgetragen und nach Eindringen der Probe
mit 2 Litern Glycin-Puffer (pH 8,0) gewaschen. Nach 2-3 Stunden hatten die dunkler geférbte
Bestandteile die Saule passiert. Die an die Saule gebundenen kationischen Proteine wurden
sodann mit auf pH 10 eingestelltem Glycin Puffer eluiert und die Absorption des Eluats bei 280
nm bestimmt. Abbildung 3-1 zeigt das erhaltene Elutionsdiagramm und den in den Proben
gemssenenen pH-Wert. Es wird ersichtlich, dal3 mit dem Absenken des pH-Wertes zwel
voneinander nicht gut getrennte Proteinfraktionen von der CM-Sephadex-Saule eluierten. Die
Fraktionen der beiden hintereinanderliegenden Peaks (Peak 1 und Peak 2) wurden gepoolt und
sofort auf pH 8,0 eingestellt. Per Druckdiayse wurden beide Fraktionen auf 10% ihres
Volumens engeengt, so dald die anschlieffende Proteinbestimmung nach Lowry eine
Konzentration von 5,5 mg/ml (180 mg insgesamt) fur den ersten Pesk und 7,4 mg/ml (250 mg

insgesamt) fUr den zweiten Peak ergaben.
Mit den beiden Proben wurden eine Affinitdtsmarkierung mit HDMA, eine SDS-PAGE mit

anschlieffendem Western-Blots angefertigt. Die Tests zeigten, dal3 sich das gesuchte Proteinim
Peak 2 befand.
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Abbildung 3-1. Trennung der Ammonsulfatfraktion (0-50%) aus Rinderserum an einer
CM-Sephadex C 50 Saule. In den Fraktionen wurde die Absorbtion bei 280 nm und der
pH-Wert bestimmt. Der Sdulen-Durchlauf ist nicht aufgetragen.

3.1.3 Kationenaustauscherchromatographie an einer Resource-S Saule

Die Fraktionen des 2. Peaks (Abbildung 3-1) wurden an einem Kationionenaustauscher
(Resource-s) weiter aufgetrennt. Dazu muldte die Probe zunéchst 2 x 4 Stunden gegen 50 mM
Natriumacetat-Puffer pH 4,5 dialysiert werden. Pro Lauf wurden anschlief3end jeweils 2 ml auf
die Resource-S Saule (1 x 0,57 cm) aufgetragen. Nach dem Waschen mit 50 mM Natriumacetat-
Puffer pH 4,5 fir 7 Minuten mit einer Fluf3geschwindigkeit von 2 ml/min wurde fir 10 Minuten
ein linearer NaCl-Gradient (0 bis 0,5 M) angelegt, was zur Elution eines Hauptpeaks und von 2

kleineren weiteren Peaks fuhrte.
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Zum Nachweis des Herzglykosidbindungsproteins wurden die aufeinander gesammelten
Fraktionen von 10 Chromatographie-Laufen durch Druckfiltration eingeengt. Dabei wurde
zweimal mit Tris-Puffer pH 7,5 verdinnt und wieder eingeengt. Alle Fraktionen wurden 15 min
bei 37°C mit 5 nM HDMA inkubiert und as Dot-Blot auf Nitrozellulose-Folie aufgetragen. Die
Folie wurde in der beschriebenen Weise mit Antikorpern inkubiert und mittels einer

Chemi lumineszenz-Reaktion auf enem Rontgenfilm nachgewiesen ( Abbildung 3-3).
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Abbildung 3-2: Kationenaustauscher chromatographie an einer Resource-S Saule bel pH
45 in der FPLC. Es wurde ein linearer NaCl-Gradient von 0-0,5M angelegt und die
Absorbtion der Fraktionen bei 280 nm gemessen
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Abbildung 3-3: Dot-Blot der HDMA markierten Fraktionen

3.1.3.1 Farbstoff-Ligandenchromatographie an einer DeyMatrex RED-A Saule

Da Farbstoffligandenchromatographie zugleich ene Affinitétschromatographie und eine
hydrophobe Chromatographie ist, schien dieses weitere Prinzip fur die weitere Reinigung
erfolgsversprechend zu sein. Von den farbigen Sepharose-Matrices Red-A, Blue-A, Blue-B,
Green-A und Orange-A band nur das Red-A-Sdulenmaterial das Protein und lief3 es unter
definierten Bedingungen (Kapitel: 2.4.1.2) auch wieder eluieren. Deshalb wurde eine 10 x 2 cm
grof3e, kuhlbare DeyMatrex Red-A-Saule fur die weitere Reinigung des Herzglykosid-
Bindungsglobulins (CGBG) verwendet.

Die Dey-Matrex RedA-Saule wurde in einer FPLC-Anlage mit 20 mM Kaliumphosphatpuffer
pH 7,0 &quilibriert. Die CGBG-hdtigen Fraktionen 32-34 aus dem vorangegangenen
Trennungsschritt (Abbildung 3-2) wurden mit Hilfe der Amicon-Druckdialyse auf 1/10 des
Ausgangsvolumens eingeengt und sodann fir 12 Stunden gegen 20 mM Kaliumphosphatpuffer
pH 7,0 dialysiert. Die so weitestgehend entsalzte Probe wurde auf die Red-A-Saule

aufgetragen. Nach dem Eindringen der Probe in das Saulenmaterial wurde die Saule fur zwel
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Stunden bei Raumtemperatur mit dem aufgegebenen Protein inkubiert, was zu einer besseren
Bindung der Proteine an die Saule fuhrte. AnschlieRend wurde mit 100 ml 20 mM
Phosphatpuffer pH 7,0 gewaschen und mit 400 ml eines auf 0,75 Mol/L NaCl in 20 mM
Kaiumphosphatpuffer pH 7,0 linear ansteigendem Gradienten eluiert. Es wurden 100
Fraktionen von 5 ml gesammelt. Von alen Fraktionen wurde die Absorbtion bei 280 nm

bestimmt und graphisch gegen die Fraktionsnummer aufgetragen ( Abbildung 3-4).
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Abbildung 3-4: Farbstoff-Liganden-Chromatographie von CBGB-haltigen Fraktionen
an einer Red-A Sule Die Probe wurde durch einen linearer Gradient von 0-1,5 M NaCl

eluiert . Eswurden Fraktionen zu je 5 ml (100 Tropfen) gesammelt.

Der Fraktionen des ersten Peaks wurde vereinigt und mit Hilfe der Druckfiltration eingeengt.
Die anschlief3ende Proteinbestimmung nach Lowry ergab eine Konzentration von 0,9 mg/ml.

(insgesamt 4,5 mg Protein)

Die Auswertung durch SDS-PAGE und Western-Blot mit anschlief3ender immunologischer

Detektion zeigte eine relativ reine Proteinfraktion. Nun lief3 sich zum ersten Ma nur noch eine
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Bande durch 5 nm HDMA markieren und durch 100 uM Ouabain blockieren (Abbildung 3-5).
Das spezifisch markierte Protein hatte in der SDS-PAGE eine Masse von 50 kDa.

Eine zusammenfassende Ubersicht tiber die Effektivitat der einzelnen Reinigungsschritte zeigt
Tabelle 3-1. Aus ihr wird ersichtlich, da? durch die ca. 50.000-fache Reinigung des
Herzglykosidbindungsproteins nur sehr geringe Proteinmengen an relativ reinem Herzglykosid-
Bindungsprotein gewonnen wurden. Da derzeit kein spezifischer quantitativer Test fur die
Aktivitét des Herzglykosidbindungsproteines zur Verfigung steht, kann keine Aussage dartiber
gtroffen werden, wieviel von dem spezifischen Bindungsprotein wahrend des

Reinigungsprozesses seine Aktivitét verliert.

SDSPAGE 10% Immunostaining
silverstaining Anti-Dig
MW
[kDa]
94— s
s
[a—— | o
e
43—
30—
Standard Probe + + HDMA 5nM

+ Ouabain 0.1 mM

Abbildung 3-5: Affinitdtsmarkierung des an einer Red-A-Saule gereinigten
Herzglykosidbindungsproteines (Fraktion 14-22) mit HDMA: Links. SDSPAGE des
Red-A-Peaks. Rechts: Western-Blot des Peaks mit immunologischem Nachweis des

gebundenen HDMA durch Chemilumineszenz.
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Tabelle 3-1: Tabelle der einzelnen Reinigungsschritte (1 Version):

Reinigung Ldsungs- Proteingehalt Proteinmenge Reinigung- Protein-
volumen [mg/ml] [mg] Faktor *) ausbeute
Rinderserum 1630 140 228200 0 100%
(NH,),SO4-Féllung 680 29,8 20264 11 8,88%
CM-Sephadex 34 7,35 249,9 931 0,11%
Resource-S 10 12 12 19 016 0,005%
RED-A 5 0,9 4.5 50711 0,002%

*) Diese Reinigung bezieht sich nur auf das reine Protein. Die Berechnung bercksichtigt
nicht, dal3 die Bindungsaktivitat fir Herzglykoside aufgrund einer Denaturierung wahrend
der Proteinreinigung verloren gehen kann.

3.2 Chemische und immunologische Charakterisierung des gereinigten
Herzglykosidbindungsproteins (1 Version der Reinigung)

Durch die geschilderte Vorgehensweise konnte das gesuchte Protein soweit gereinigt und
konzentriert werden, dal3 im SDS-Gel nun eine einzelne mit HDMA spezifisch markierbare
Bande zu sehen war. (Abbildung 3-5). Diese Bande wurde aus dem SDS-Gel ausgeschnitten und
sowohl  zur Immuniserung von Kaninchen as auch zur weiteren Charakteriserung des

weitgehend gereinigten Proteines verwandt.

3.2.1 Herstellung und Eigenschaften von Kaninchen-Antikorpern gegen das

Herzglykosidbindungsprotein

Kaninchen wurden im zwel Wochen Abstand je 50 ul Protein auf 5 SDS-Banden injiziert. Zwel
Wochen nach der zweiten Immunisierung wurde den Kaninchen Blut aus der Ohrvene
entnommen. Die daraus gereinigten Antikorper wurden im Western Blot zu Markierung von

Serumfraktionen eingesetzt (vgl. Abbildung 3-5). Als Kontrolle diente das Praéimmunserum der
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entsprechenden Tiere. Erst nach der 3. Blutentnahmen (ca 6 Wochen nach der ersten
intradermalen Injektion) wurde ein ausreichend hoher Antikorpertiter gesehen. Die Antikorper
waren gut dazu geeignet, eine Antikorpersaule fir die affinitdtschromatographische Reinigung
des CGBG herzustellen. Sie waren jedoch - wie spéater erhobene Resultate zeigten - nicht
ausreichend spezifisch, einen quantitativen Test mittels eines kompetitiven ELISA aufzubauen
[113].

3.2.2 Proteinchemische Charakterisierung des gereingten

Herzglykosidbindungsproteins:

Die aus der SDS-PAGE ausgeschnittene CGBG-Bande wurde auch dazu verwendet, Information
Uber die N-terminale Amnosauresequenz zu erhalten. Eine Bestimmung des N-Terminus direkt
aus dem SDS-Gel war nicht moglich, also wurde das CGBG auf eine PV DF-Membran geblottet.
Die Bande mit der Molmasse von 50 kDA wurde nach dem Transfer zunachst mit Coomassie
geférbt und dann ausgeschnitten. Die Blotstreifen wurden von Dr. Linder (Institut fir Biochemie,
Fachbereich Humanmedizin, Universitdt Gief3en) direkt zur Sequenzanalyse eingesetzt. Die
daraus erhaltene Sequenz lautete: KDVY RAPDGT.

N-terminale Aminosauresequenzen sind besonders immunogen. Es war daher zu Uberpriifen, ob
die erhatene N-terminale Aminosduresegeunz wirklich dem CGBG oder einem anderen
Begleitprotein zuzuordnen ist. Daher wurde versucht, polyklonale AntikOrper gegen die
Aminosduresequenz KDVYRAPDGT zu erhaten. Da bekannt ist, dal3 Peptid-Antikorper mit
besonders hoher Affinitdt entstehen, wenn die Merrifield-Synthese von einem an das Harz ds
Linker verkntpften Polyethylenglykol (POE-Harz) und daran gekoppelten Lysinen in der Form
eines Peptidb&umchen ausgeht (siehe Abb. 3-6), wurde diese Technik angewandt.
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Obwohl die durch Immunisierung von Kaninchen erhaltenen Antikorper eine sehr hohe Affinitét,
mit einem Kg-Wert von 1 nM, zu dem Peptid aufwiesen, hat sich leider in sorgféltigen
Versuchen mittels ELISA und Western-Blot gezeigt, dal3 die Antikorper das gereinigte
Herzglykos dbindungsprotein nicht erkennen. Das legt den Schlul3 nahe, dal3 es sich bei der
ermittelten Sequenz nicht um den N-Terminus des Herzglykosidbindungsproteins, sondern den
einer begleitenden Verunreinigung handelte. Diese Schluf¥folgerung wird auch dadurch
unterstiitzt, dal3 bel einer Wiederholung der Sequenzanalyse mit einer neuen Prdparation des
Herzglykosidbindungsproteines die Sequenz KDVYRAPDGT nicht mehr gefunden wurde.
Offensichtlich scheint der N-Terminus des Herzglykosid-Bindungsproteines blockiert zu sein.

Ferner wurde zur Gewinnung von Peptiden des CGBG ein ,, In-Gel-Verdau* mit Endoproteinase

KDVYRAPDGT
K<ii:KDVYRAPDGT
< KDVYRAPDGT
“ <KDVYRAPDGT
[POE |—«

KDVYRAPDGT

K <
/ KDVYRAPDGT
K
\ KDVYRAPDGT
K <

KDVYRAPDGT

Abbildung 3-6 Immunogenes Polypeptide

Lys-C durchgefihrt  [110]. Die erhaltenen Peptide wurden mittels reversed-Phase-
Chromatographie getrennt (Abb. 3-7). Einige besonders grof}e HPLC-Peaks wurde der
automatischen Sequenzanalyse nach Edman zugefihrt, welche freundlicherweise von Dr. Linder
am Indtitut fur Biochemie des Fachbereiches Humanmedizin der Universitét Gief3en
durchgeftihrt wurde. Es wurden folgende Aminosauresequenzen erhalten:

Peptid 20/3 = VSVQXLQXV

Peptid 20/7 = ILVTVHDVF
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Die erhaltenen Daten sprechen somit dafiir, dal3 die vorgestellte Reinigungsmethode ausreicht,
den Beweis fur die Existenz eines Herzglykosi dbindungsproteins im Blutserum von Rindern zu
fuhren. Die Reinigungsmethode reicht jedoch nicht aus, Protein in ausreichender Menge und
Reinheit fir die Gewinnung von Daten zur Molekilstruktur zu erhaten. Um solche Daten und
auch Information Uber die Physiologie des Herzglykos dbindungsproteines erhaten zu kénnen,
wurde daher eine weitere und raschere Renigungsmethode unter Einschluld einer

Affinitétschromatographie an Antikorpern gegen das Herzglkos dbindungsprotein ausgearbeitet.
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Abbildung 3-6 Chromatogramm der LysC-Peptide aus gereinigtem »CGBG« an einer Jupiter
C5-HPLC-Saule (Kapitel 2.4.2.2). Aufgetragen ist 1. die UV-Absorbtion bein 210 nm (obere
Sour), 2. die Tryptophan-Fluoreszenz bei 280/350nm (untere Spur).
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3.3 Reinigung des Herzglykosidbindungsproteines (CGBG) unter Einschlul3 einer
Affinitatschromatographie an einer CGBG-Antikorper-Saule

Diese startete mit dem 2. Peak des Eluates aus der Kationenaustauscherchromatographie an
CM-Sephadex C 50 (Abbildung 3-1)

3.3.1 Affintatsreinigung an einer CGBG-Antikorpersaule

Der Peak 2 des Eluats der CM-Sephadex-Saule wurde wie bereits beschrieben auf pH 8,0
gebracht. Anschlief3end wird die Ldsung bei 10°C mit der Geschwindigkeit von 1 ml/min durch
eine 5 x 2 cm grofde Antikorpersdule gepumpt. Vor der Elution wurde mit etwa 200 ml 0,1M
Glycin-Puffer 0,5 M NaCl pH 8,0 gewaschen, bis die Extinktion des Durchlaufes bei 280 nm
unter 0,02 gesunken war. Die anschlief3ende Elution des Herzglykosidbindungs- globulins
mittels eines pH-Sprungs von 8,0 auf 4,5 erfolgte ebenfalls bel einer Flul3geschwindigkeit von 1
mi/min. Die aus der Extinktionsénderung bei 280 nm deutliche sichtbare Fraktion (Abb. 3-8)
wurde sofort auf pH 8,0 eingestellt und auf 0°C geklhlt.

08 ] . 8,0

0,7 .
0,6 : pH Sprung
0,5 .
04 - PH

0,3

Absorption bei 280nm

0,2 -

01

0’0-lll 4,5

......

0 5 10 15 20 25

Fraktionsnummer ( je 2ml)

Abbildung 3-7 Elutionsdiagramm der Anti-CGBG-Antikorpersaule. Aufgetragen sind

Absorbtion bei 280nm und pH-Wert des Eluates gegen die Fraktionsnummer
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3.3.2 Waeitere Reinigung des CGBG an einer DEAE Saule (FPLC)

Das durch Affinitatschromatographie gewonnene Herzglykos debindungsprotein war noch nicht
einheitlich. Daher wurde der CGBG-Peak (Fraktion 12-16, Abbildung 3-7) gesammelt und
sofort auf pH 8,0 engestellt. Die Fraktion wurde fur 16 h bei 4°C gegen 20 mM
Natriumphosphatpuffer pH 8,0 dialysiert. Sodann wurde die CGBG-L6sung mit Hilfe einer
FPLC-Pumpe durch einen 045p-Filter auf die DEAE-Saule gepumpt. Nach einer weliteren
Waschperiode mit  mindestes 100 ml des gleichen Puffers wurde mit einem festen

Gradientenprogramm eluiert (vergl. Abbildung 3-9).
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Abbildung 3-9: Trennung von CGBG an einer BIOSEP DEAE-SAule bei pH 8,0. ( Kapitel
2.4.1.6). Gradient 0-10min: 0-25%B; 10-25min: 25%B; 25-75min: 25-50%B; 75-85min:
50-100%B; 85-90min: 100%B; 90-91min 100-0%B
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Durch die sehr hohe Trennleistung der Saule gelang es weitere Verunreingungen, die mit von
der Affinitéssdule eluiert worden waren, von der Herzglykosidbindungsprotein (CGBG)

abzutrennen. .

SDS-PAGE 10%
Coomassie-Staining
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Abbildung 3-10: SDSPAGE der DEAE-Peaks aus Abbildung 3-9: Peak 1(Fraktion 9-25)
zeigt 1gG, Peak 2 (Fraktion 34-53) zeigt CGBG

Die Analyse des 1. Peak (Fraktionen von 8-17 Minuten) und des 2. Peak (Fraktionen von 34-53
Minuten (Peak2) mittels SDS-PAGE und Western Blot zeigten, dal3 unter den gewdhlten
Bedingungen (Abb. 38) 1gG im Peak 1 duierte und CGBG-im Peak 2 identifiziert werden
konnte (Abbildung 3-10). Obwohl der CGBG-Peak aus mehreren von einander getrennten Peaks
besteht, zeigt sich in der SDS-PAGE und der Gelfiltration an der TKS-G4000-Saule doch ein
absolut einheitliches Bild (Abbildung 3-12). Die Fraktion, welche zwischen 34-53 Minuten
eluierte, wurde deshalb komplett gesammelt und durch Druckdialyse eingeengt. In spéteren
Versuchen (2-D-Elektrophorese: 3.4.2) konnte gezeigt werden, dal3 das CGBG ein Glycoprotein
ist und dald die vermutlich unterschiedliche Glycosylierung des Proteins zur Ausbildung
multipler isoelektrischer Punkte fahrt.
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3.3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse der Reinigung durch Affinitatschromatographie

(2. Version der Reinigung)

Mit der in der 2. Methode beschriebenen ca 900 000-fachen Reinigung des Herzglykosid-
bindungsproteines (Tabelle 3-2) wurde die zunéchst 50 000-fache Reinigung der 1. Methode
(Tabelle 3-1) wesentlich verbessert. Die Reinigung ist vor alem schneller und braucht nunmehr
nur noch 3 Tage anstelle der bisherigen 7 Tage. Am Ende dieser Reinigung steht ein a's sauber
zu bezeichnendes Protein, das im Gegensatz zur |anger dauernden 1. Reinigung en Protein mit
einer hoheren Molmasse von 90 kDa ergibt. (Abb. 3-11). Esist zu vermuten, dal3 die bei der 1.
Reinigung erhaltene Molmasse von 50 kDa (Abb. 3-5) auf proteolytischen Abbau des Proteins
mit der Molmasse 90 kDa zurlickzufiihren ist. Dafir spricht auch der Befund, dal3 auch mit der
weit verbesserten Methodik noch eine geringe Verunreinigung des CGBG mit 30 kDa gefunden
wurde (Abb. 3-11). Mit dem in der 2. Reinigungsmethode erhaltenen Protein ist es auch
gelungen die Spezifitét der gewonnenen Antikorper noch weiter zu steigern. Es konnte zugleich

diefir die Immunisierung der Kaninchen notwendige Menge auf 10 pug CGBG reduziert werden.

SDS-PAGE 10%  Polyclonal Immunostaining
silverstaining Antibody Anti-Dig
MW

[kDd] A

94 — - - T 90
67 — m—

43 — G

30 30

Standard CGBG CGBG + + HDMA5nM
+ Ouabain 0.1 mM

Abbildung 3-11 Links: SDS-PAGE und Slberfarbung von CGBG, Mitte: Western-Blot
mit Anti-CGBG, Rechts. Western-Blot mit HDMA-Markierung
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Mit Hilfe von Herzglykosidbindungsprotein aus diesem 2. Reinigsverfahren wurden alle

nachfolgend geschilderten Messungen und Untersuchungen angestellt.

Tabelle 3-2 Tabelle der einzelnen Reinigungsschritte (2. Version):

Reinigung Ldsungs- Proteingehalt Proteinmenge Reinigungs Protein-
volumen [mg/ml] [mg] Faktor*) ausbeute
Rinderserum 1630 140 228200 0 100%
(NH,),SO4-Féllung 680 29,8 20264 11 8,88%
CM-Sephadex 34 7,35 2499 916 0,11%
Antikorpersaule 5 0,1 0,5 456 400 0,0002%
BioSep DEAE 1 0,25 0,25 912 800 0,0001%

*) Diese Reinigung bezieht sich nur auf das reine Protein. Die Berechnung berlicksichtigt
nicht, daf3 die Bindungsaktivitat fir Herzglykoside aufgrund einer Denaturierung wahrend
der Proteinreinigung verloren gehen kann.
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3.4 Untersuchung der Proteinsteruktur des Herzglykosidbindungsproteins

3.4.1 Untersuchung der Molekiilmasse mittels Gelfilteration

Um eine Aussage Uber die Molekilstruktur des isolierten Herzglykosidbindungsproteines aus
Rinderblut zu erhalten, wurde zusétzlich zur bereits benutzten SDS-PAGE auch die molekulare
Ausschlufichrometographie (Gefiltration) eingesetzt. Wenn die LKB TSK G 4000-Saule mit 20
mM Natriumphosphatpuffer pH 7,0 und 150 mM NaCl betrieben wurde, ergab sich fir das
untersuchte Protein eine Laufzeit von 15,0 und 21,0 Minuten (Abb. 3-12).Wurde der PBS-
Laufpuffer jedoch mit 2 M Harnstoff versetzt und die Probe vor der Chromatographie fur 5
Minuten im kochenden Wasserbad denaturiert, so eluierte das Protein ausschliefdich mit einer
Retentionszeit von 21,0 Minuten. Augrund der Kalibrierung der TSKG 4000 Saule mit
verschiedenen Kalibrier-Proteinen konnten die in Tabelle 3-3 errechneten Molekulargewichte

flr das native Protein und die entsprechenden Untereineiten ermittelt werde.

0,10

1 CGBG nativ
m CGBG denaturiert

Absorbtion bei 280 nm

0,00 -

5 10 15 20 25 30 35 40
Zeit [min]

Abbildung 3-12: Chromatogramme der LKB-TSK-G4000-SAule. Blau: natives CGBG;
Rot CGBG mit 2M Urea denaturiert (Methode: Kapitel 2.4.2.1).
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Abbildung 3-13: Kalibrierung der TSK-G4000 Shule mit Protein bekannter Masse

Tabelle 3-3: Auswertung der Gro63enbestimmung durch Grodl3enausschluf3-chromatographie

Molmasse
Protein Rt[min] Log[kDa [kDal
Blue Dextran 11,5 3,30103 2000
IgM 14,5 29777 950
Thyroglobulin 16,3 2,8254 669
Apoferrtin 18,5 2,6464 443
b-Amylase 19,7 23010 200
190G 20,4 21761 150
CGBG nativ 15,0 2,9249 841
CGBG denaturiert 21,0 2,1971 157

Die errechneten Molmassen betragen fur das native Bindungsglobulin 840 + 60 kDa und fir das
mit 2 M Urea denaturierte Protein 160 + 25 kDa. Da in der SDS-PAGE fir das CGBG eine
Masse von 85 + 5 kDa bestimmt worden i, liegt das native CGBG im Blut offensichtlich als

grofReres Multimer (5-6) von Einheiten vor, die vermutlich ihrerseits stabilere Dimere bilden.
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3.4.2 Bestimmung desisoelektrischen Punktes (IEP)

Fir die Gewinnung spezifischer Antikorper und Aminosduresequenzen ist die Kenntnis Gber die
Reinheit des isolierten Proteins von grofer Wichtigkeit. Deshalb wurde eine 2-D-
Elektrophorese mit der in Abbildung 3-9 gezeigten Herzglycos d-Bindungsglobulin-Fraktion aus
der DEAE-Trennung durchgefiihrt. Diese Analyse schien insbesondere deshalb erforderlich,
well der Peak 2 in der DEAE-Chromatographie leichte Heterogenitéten zeigte. Die 2D-
Elektrophorese zeigt, da® die 90 kDa-Bande und die verunreinigende 30 kDa-Bande

isoel ektrische Punkte in weit unterschiedlichen Bereichen aufweisen und dal3 beide Proteine

heterogen sind.
SDS-PAGE 10% IPG-Strip pH 4-7
silverstaining SDS-PAGE 10% silverstaining

MW —_— o ——— e o AN i T - m— ——F

[kDa] 1t " M
ll !lﬁ‘ T [kDd]

94 — - e— I 90

L L
67 — -
42— -
30
30 —

40 45 50 55 60 65 70 80 pH

Abbildung 3-14 Links. SDS-Gel mit Slberfarbung; Rechts. 2D-Elektrophorese mit
Slberfarbung.

Die 30 kDa-Bande hat isoelektrische Punkte von 7.0 und 7.5; die 90 kDa-Bande von 4,45;
4,6;5,0; 54; 55 und 5,65, wobe die letzteren beiden Fraktionen in der Silberfarbung am
stérksten ausgepragt sind. Das Auftauchen mehrerer diskreter Spots zeigt, dal3 es sich bel den
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Heterogenitéten der 90 kDa-Bande in der DEAE-Chromatographie (Abbildung 3-9) vermutlich
nicht um eine Proteinverunreinigung sondern sehr wahrscheinlich entweder um unterschiedliche
Glykosilierungsmuster eines Grundmolekiils oder um verschiedene Isoformen ein und desselben
Proteins handelt.

3.4.3 Bestimmung einzelner Aminosauresequenzen durch Edman-Abbau

Um die Beziehung des 30 kDa Proteins zu dem 90 kDa Protein zu kl&ren sollten die N-Termini
der Proteine verglichen werden. Dazu wurde ene reine CGBG-Fraktion durch SDS
Elektrophorese aufgetrennt und durch Western-Blot auf eine PV DF-Membran gebl ottet (Kapitel
2.5.1+2.5.3).
Nach dem Western-Blot wurde die Membran ca. 10 Sekunden mit Coomassie angeférbt und
sofort mit 50% Methanol gewaschen. Die deutlich sichtbaren Banden bel 30 und 90 kDa wurden
mit einem Skalpell ausgeschnitten und solange mit 50% Methanol entférbt, bis keine
Blauférbung mehr zu sehen war.
Da aus Vorversuchen bekannt war, dal3 beide Proteine durch Pyroglutamat N-terminal fUr den
Edmanabbau blockiert waren, wurde zunéchst mit der Exoproteinase Pyroglutamatase das
Pyroglutamat abgespalten. Die Reaktion erfolgte bei 37°C in 24h. Dazu wurde zu jeder Probe
100 pl einer 0,1 mg/ml Enzymldsung in 100mM Tris, pH 8,0 gegeben. Danach wurde 5 mal fir
30 min mit Wasser und 5 mal mit 50% Methanol gewaschen.
Die autometische Sequenzierung der zwel Proben erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. Karel
Bezouska*. Die danach erhaltenen Aminosauresequenzen lauteten:

30 kDa Protein: ALPNSPVSL

90 kDa Protein: ALPNVETSV

* Dr. Karel Berzouska, Abteillung fur Biochemie, Naturwissenschafliche Fakultédt Karls
Universitét in Prag durchgefuhrt.
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Es galt im weiteren Verlauf noch moglichst viele und aussagekraftige Aminosduresequenzen zu
gewinnen. Dazu wurde das CGBG mit verschiedenen Methode zunéachst in Peptide gespaltet.
Nach der chromatographischen Trennung wurden diese durch Edman-Abbau N-terminal

sequenziert.

a) Spaltung mit CNBr
Die Spaltung wurde wie beschrieben durchgefiihrt (2.8.1). Die Trennung der Peptide erfolgte
mittels HPL C auf einer C5-reversed Phase Séule (2.4.2.2).

Phenomenex Jupiter C5- CNBR4.PT2
180000 - 300A CNBr Spaltung von 0,1
25x4,7mm+GuardColumn mg CGBG

A: 10mM TFA, 0% CH3CN
B: 10mM TFA, 100% CH3CN

130000 1 0-120min 0-100%B

80000 -

30000 -
CNBrl1

-20000

F280/340nm

0 20 40 60 80 100 120
time [min]

Abbildung 3-15 Die erhaltenen Peptide wurde auf einer Jupiter C5-Saule mit einem
Acetonitril/TFA-Gradienten getrennt. Das markierte Peptid wurde ansequenzert.

Das markierte Peptid wurde isoliert und durch einen kommerziellen Dienstleister (WITA

Proteomics AG, Berlin) ansequenziert. Die erhaltene Sequenz lautet:

CNBr1 = GKLFNIVNKXQQAL
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b) Enzymatische Spaltung durch Endoproteinase Lys-C
Die Spaltung wurde wie beschrieben durchgefihrt (2.8.2). Die Trennung der Peptide erfolgte
mittels HPLC auf einer C5-reversed Phase Saule (2.4.2.2).

980000 A
Phenomenex Jupiter C5- Lvs-C S ItLYSClO-'ZTlX
ys-C Spaltung von 0,

3004 F3 mg CGBG
25x4,7mm+GuardColumn

£ 780000 - A: 10mM TFA, 0% CH3CN

% B: 10mM TFA, 40% CH3CN

- 0-120min 0-100%B

AN

8 580000 -

<

1 F2 _\

£

S

3 380000 -

™

~

o

(e8]

[\

LL

180000 A
""J\‘_ P

-20000 +——————————+—— L.
0 20 40 VG\J 80 100 120

time [min]

Abbildung 3-16 Die erhaltenen Peptide wurde auf einer Jupiter C5-Saule mit einem
Acetonitril/ TFA-Gradienten getrennt. Die markierte Peptide wurde ansequenziert.

Die markierten Peptide wurde isoliert und durch einen kommerziellen Dienstleister (WITA

Proteomics AG, Berlin) ansequenziert. Die erhaltenen Sequenzen lauteten:

F2 = GFAPADVFVQW
F3 =DLESHYLFERH
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3.4.4 Untersuchung spezifischer Spaltmuster einiger Enzyme

Zur Untersuchung der Struktur und Klérung der physiologischen Rolle des Proteins ist es
snnvoll nach spezifischen Spaltmustern durch Enzyme zu suchen. Dazu wurden verschiedene
Enzyme eingesetzt, welche nur an wenigen spezifischen Aminosduresequenzen spalten. Zum
Einsatz kamen dazu: N-Glycosidease-F, Papain, Pepsin, Thrombin und Plasmin.

Zur Spaltung wurden jewells die von Hersteller (Roche, Mannheim) angegebenen Vorschriften

verwendet.
Enzym Glycosidase | Papain Pepsin Thrombin Plasmin
Puffer 20mM EDTA,|50mM  TRIS,| 50mM NaOAc, | 50mM  TRIS, | 50mM  TRIS,
01%  SDS,|25mM CaCly, [ 25mM CaCl,,|25mM CaCly, | 25mM  CaCly,
50mM  TRIS,| pH 7,5 pH 2,0 pH 7,5 pH 7,5
pH 8,0
Spaltdauer 16h, 37°C 8h, 37°C 8h, 37°C 16h, 37°C 16h, 37°C
Enzym/Proteinmenge | 1:10 1:10 1:10 1:10 1:10

N-Glycosidase F zeigt eine spezifisches Spaltprodukt bei 75 kDa, was auf einen hohen
Kohlenhydratanteil des Proteins hindeutet (vergleiche Kapitel 3.4.5).

SDS-PAGE 10%

MW Coomassiefarbung
[kDa]
94— e=—-, -
67— - -
43— - o
A
30—
20—\ -
| [ QI [ |
SN S o
& T £
>

Abbildung 3-17 Spaltmuster einiger Enzyme
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Waéhrend Pepsin das Protein in kurzer Zeit nahezu vollstdndig in nicht mehr nachzuweisende
Peptide spaltet, liefert einzig Papain ein spezifisches Spaltprodukt mit etwa 25 kDa (Abbildung
3-17). Die Proteinasen Thrombin und Plasmin flhrten unter den gegebenen Bedingungen zu

keinerlei Spaltung.

3.4.5 Untersuchung des Glycosylierungsmusters des Herzglykosidbindungsproteins

N-Glycosidase F spaltet alle Asparagin-gebundenen N-Glycanketten vom Protein ab [114].
Inkubiert man das Protein mit 100 U Glycosidase mg CGBG bel pH 8,0 und 0,1% SDS fur 16h
bei 37°C mit N-Glycosidase-F so erhdlt man ein Produkt welches im SDS-Gel bei ca 75 kDa
lauft (Abbildung 3-18). Vergleicht man also die Massen des deglycosylierten mit dem nativen

Protein, so kann man einen Kohlenhydratanteil von 10-15% errechenen.

SDS-PAGE 10%
MW silverstaining
[kDa

[
67— e

Abbildung 3-18: Das vollstandig deglycosylierts CGBG ist um ca. 15% kleiner
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Zur Analyse der Ursache der Heterogenitét des CGBG-Peaks in der DEAE-Chromatographie
(Abbildung 3-9) bzw. in der 2-D-Elektrophorese (Abbildung 3-14) wurde die
Zusammensetzung der Glycosidstruktur des CGBG genauer untersucht. Dazu wurde die
spezifische Bindung von Lectinen an bestimmte Kohlenhydratstrukturen benutzt. Die hierfir
verwendeten Lectine sind mit dem Steroidhapten Digoxigenin konjugiert, wodurch ene
anschlief3ende immunol ogische Detektion moglich ist.

SDS-PAGE 10% | mmunodetektion
Silberfarbung Mit Lectinen
MW
L]
[kDal
A-|
[
67-| vn——
43| -
30_ e

Standard Probe  GNA  SNA  MAA DSA

Abbildung 3-19 Links: SDS-Gel mit Slberfarbung; Rechts Wester-Blot mit Lectinen

CGBG zeigte positive Reaktionen mit den Lectinen GNA, SNA, MAA, DSA. Keine Reaktionen
ergab sich mit PNA. Die postive Reaktion mit einer Vielzahl von Lektinien bedeutet zunéchst,
dal3 das Herzglykoshindungsprotein aus dem Rinderserum an Glykoprotein ist. Aufgrund der
Lektinspzifitdt, mufd das Glycoprotein CGBG folgende Zuckerstrukturen enthalten: Endstéandige
Mannose, die a (1-3), a (1-6) oder a(1-2) an Mannose gebunden ist (Interaktion mit GNA);
Sialinsaure, diea(2-6) und a(2-3) -gykosidisch an Galactose gebunden ist (Interaktion mit
SNA und MAA); sowie Galb(1-4)GIcNAc (Interaktion mit DSA). Da keine Reaktion mit
Peanut Agglutinin gefunden wurde, enthélt das Herzglykos d-Bindungsprotein des Rinderserums
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keine Galactose, die b(1-3) glykosidisch an N-Acetyl-Galactosamin gebunden ist. Da die
Mengen der Neuraminsduremolekile in den verschiedenen Glykoproteinen variierten, kann die
Heterogenitét der isoelektrischen Punkte in der 2D-Elektrophorese (Abbildung 3-14) wiein der
DEAE-Chromatographie durch unterschiedliche Glykosilierungsmuster zustande kommen.

3.4.6 Untersuchung der Funktion des Herzglykosidbindungsproteines

3.4.6.1 Qualitative Bestimmung der Affinitat des Herzglykosidbindungsproteins zu

unterschiedlichen Steroiden

Die derzeit gultige Lehrmeinung geht davon aus, dal3 Herzglykoside im Blut an Serumalbumin
gebunden transportiert werden. Das durch Affinitétsmarkierung mit HDMA als Test isolierte
Protein sollte as Bindungsglobulin Herzglycoside hochaffin binden. Es mufde daher auch
funktionell charakterisiert werden. Diese Aufgabe wird derzeit leider noch durch die nicht
ausreichende Verflgbarkeit an gereinigtem Bindungsprotein behindert. Mit den bisher
verfligbaren Proteinmengen kann jedoch Uberpriift werden, ob andere Steroidhormone ebenfalls
von dem Bindungsglobulin erkannt werden. Hierzu wurde zunéchst die Verdrangung des HDMA
durch Steroidhormone getestet. Um sicher zu gehen, dal3 die getesteten Steroide mit dem CGBG
ins Gleichgewicht kamen, wurde das isolierte Protein zundchst fur 30 min bei 37°C mit
verschiedenen Steroiden vorinkubiert und anschlief?end mit 5 nM HDMA fur 15 min. markiert.
Fur die Vorinkubation wurden die aus Abbildung 3-20 zu ersehenden Steroidhormone (in
DMSO gel6st) in 10 mM Konzentration verwendet. Die HDMA-markierten Proteine wurden
sodann Uber SDS-PAGE getrennt und die markierten Proteine im Westernblot mittels der
Luminiszenzreaktion nachgewiesen. Aus Abbildung 3-20 wird ersichtlich, dal3 keines der
verwendeten Steroidhomone Ostradiol, Testosteron, Progestosteron, Hydrocortisol-2,1 acetat,
und Aldosteron mit HDMA um die Herzglykosdbindungsstelle konkurrieren, wohl aber
Ouabain.
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Abbildung 3-20: Western-Blot der Verdrangung der Affinitdsmarkierung mit
HDMA durch Seroide (Kapitel 2.7). Es konkurrierten mit der HDMA-Markierung
die folgenden Steroide: (1) Ostradiol, (2) Testosteron, (3) Progestosteron, (4)
Hydrocortisol-2,1 acetat, (6) Aldosteron, (7) Ouabain
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3.4.6.2 Quantitative Bestimmung der Affinitat des Bindungsglobulins zu verschiedenen

Herzglycosiden

Fur die Bestimmung der Affintitét des Progesteronbindungsproteins fur Steroidhormone erwies
sich die Fuoreszenzléschung des Tryptophans bei Bindung der Steroidhormone as en
eleganter und leicht durchzufihrender Test [91]. Es wurde daher versucht, mit diesem Test auch
die Herzglykosidbindung an das Bindungsprotein nachzuweisen. Wie aus der Abbildung 3-21 zu
ersehen ist, zeigen steigende Mengen an QOuabain ene immer grofere Loschung der
Tryptophanfluoreszenz auf.

Gemessen wurden jewells Proteinproben mit der hoéchst moglichen Reinheit. Die Proben
wurden unmittelbar vor der Messung durch einen 0,45 um Filter gegeben, um ale moglichen

Verunreinigungen auszuschliefzen.

N
o
J

=Y
o
|

- D Fluoreszenzausldéschung (Ex.
280nm, Em. 340nm)

Cmax
0 T A/l T T

1
0 20 40 60 80 100

Ouabainkonzentration [nM]

Abbildung 3-21. Auftragung der Rohdaten: Ldschung der Tryptophanfluoreszenz

(Exikation: 280nm, Emission: 340nm) gegen zugegebene Konzentration an Ouabain.
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Wenn mit der Methode von Fortes [107] die bei hohen Ouabainkonzentrationen ersichtliche
maximale Fluoreszenz (Fra) Und die maximale Bindungskapazitét (Ca) durch Anlegen einer
Tangente an die Anfangssteigung ermittelt wurde (Abbildung 3-18), konnte aus den Rohwerten
nach Gleichung 1 (Seite 48) die Konzentrationen des freien Ouabain und das Verhdtnis F/F
errechnet werden. Die Auftragung dieser Werte ergibt die in Abbildung 3-19 gezeigte
Séttigungskurve.

1.0+

F/Fmax

0.0
(J 2I5 5IO

freies Ouabain[nM]

Abbildung 3-22: Kurvenanpassung nach einem Modell fur 2 Bindungstellen

Die Verteilung der Mef3werte beschreibt am besten ein Modell eines Proteines mit 2
interagierenden Herzglykosid-Bindungsstellen. Wenn man ein Adair-Pauling Modell (Gleichung
2, Seite 48) an die Mef3punkte anpaldt, so erhdlt man fur die Dissoziationskonstante Kg = 2,4 +
04 nM und fir den Interaktionsfaktor a = 240 + 120. Hieraus folgt, da3 die
Dissoziationskonstante des Ouabain-Receptorkomplexes der 1. Bindungsstelle Ky, = 2.4 + 0,4
nM ist und die Dissoziationskonstante der zweiten Bindungsstelle Ky, = a-Ky, aso 580 + 270
nM.
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Werden die gleichen Daten nach Scatchard aufgetragen, so wird aus dieser Auftragung
(Abbildung 3-20) deutlich, dai3 die Bindung des Ouabain an das gereinigte Bindungsprotein aus
dem Rinderserum nicht mit einer einzigen Bindungsi sotherme beschrieben werden kann, sondern
dal3 die Bindung des Herzglykosids mit dem Vorliegen zweier Bindungsstellen beschrieben
werden mul3. Die auf der Abbildung eingezeichnete Kurve entspricht der vorher durch
Kurvenanpassung an das Adair-Pauling Modell erhaltenen; denn durch eine Kurvenanpassung an
die Werte dieses Scatchard Plots wirden, wie Pingoud et al. Zeigten, [115] sehr grof3e Fehler
auftreten.

10

Ouabain gebunden/frei

o N B~ O oo
! | ! | |

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Ouabain gebunden [nM]

Abbildung 3-23: Scatchard Plot. Die Linie zeigt die aus der Kurvenanpassung
(Abbildung 3-22) berechnete Umformung nach Scatchard.
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4 Diskussion

Diese Arbeit zeigt, dal3 aus der Globulinfraktion des Rinderbluts ein Bindungsprotein fir
Herzglykoside 900 000-fach gereinigt werden kann (Tabelle 3-2). Das Bindungsprotein mit der
hohen Ouabain Affinitdt von Ky = 24 nM (Abbildung 3-19) erkennt andere Steroidhormone
nicht (Abbildung 3-17). Die Spezifitdt der Herzglykosid-Bindung kann auch durch
Affinitétsmarkierung mit dem proteinreaktiven Digoxigenin-derivat HDMA (Abbildungen 3-11,
3-14, 3-17) nachgewiesen werden. Das Herzglykkosidbindugsglobulin (CGBG) ist en
Glykoprotein mit dem Molgewicht 85 = 5 kDa der einzelnen aktiven Untereinheit. Es liegt im
Blut vermutlich als Pentadimer von 840 + 60 kDa vor (Abbildung 3-12), wobei jeweils 2
Protomere durch Disulfidbriicken verknipft zu sein scheinen. Entsprechend der multimeren
Struktur zeigen die Bindungsstellen fir Herzglykoside eine negative Kooperativitdt (Kq; = 2,4
nM; Kg = 580 nM; Abbildung 3-19, 3-20). Der Zuckeranteil tréagt ca. 10-15 % zum
Molekulargewicht bei. Aufgrund der Zuckerspezifitdt von Lektinen konnten folgende N-
glycosidisch gebundene Zuckerstrukturen identifiziert werden: Endstandige Mannose, die a (1-
3), a (1-6) oder a(1-2) an Mannose gebunden ist (Interaktion mit GNA); Sialinsdure, die a(2-
6) und a(2-3) -gykosidisch an Galactose gebunden ist (Interaktion mit SNA und MAA); sowie
Galb(1-4)GIcNAc (Interaktion mit DSA) (siehe Abbildung 316). Das Protein besitzt einen
heterogenen isoelektrischen Punkt zwischen pH 4,5 - 5,5 (Abbildung 3-14). Die Heterogenitét
ist vermutlich auf unterschiedliche Glykosylierungsmuster zuriickzufiihren. Eine Analyse der
Aminosduresequenzen zeigte, dal3 das Herzglykosd-Bindungsglobulin (CGBG) N-terminal
durch Pyroglutamat geschiitzt ist. Nach Deblockierung mit Pyroglutymase kann die Sequenz
ALPNVETSV ermittelt werden. FUr diese Sequenz, sowie fur die weiteren durch Lys-C und
CNBr-Spatung erhaltene  Aminosiuresequenz KDLESHYLFERH (Abb. 3-16) und
GKLFNIVNKXQQAL (Abb. 3-15) waren in keiner Datenbank (SwissProt, TrEMBL) Proteine
mit hoher Analogie zu finden.

Obwohl die Sequenz F2 (Seite: 82) eine starke Homologie zur Sequenz des humanen IgM
auswelst, kann aufgrund des derzeitigen Erkenntnisstandes nicht davon ausgegangen werden,
dald essich bei dem CGBG um IgM handelt. So zeigen sowohl Laufverhalten in SDS-PAGE und
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2D-Elektrophorese, wie auch die chromatographischen Daten aus den Gelfilterations-
experimenten zwar grofke Ahnlichkeiten, jedoch keinerlei Ubereinstimmung.

Im SDS-Ge lauft humanes IgM bel 95, 60, 35 kDa (CGBG: 85, 50, 30 kDa). In der
Gelfilteration zeigt sich fur IgM ein Molekulargewicht von 950 kDa + 70 kDa (CGBG 840 kDa
+ 60 kDa). Der Isoelektrische Punkt des human IgM liegt bei 5,9 - 6,2 (CGBG: 4,5—-5,5).

Des weiteren &3t sich das IgM durch die ,klassischen® Spaltreaktionen mit den Enzymen
Papain und Pepsin in typischer Weise in K, und Fy, Fragmente spalten (116). CGBG hingegen

zeigt unter den gleichen Bedingungen keine vergleichbaren Ergebnisse (3.4.4).

Tabelle 4-1 Tabellarische Zusammenstellung des Vergleiches zwischen CGBG und

humanes IgM
CGBG Human IgM

Molgewicht des nativen Proteins | 840 kDa + 60 kDa 950 kDa + 70 kDa
Molgewicht der grofiten Einheit 85 -90 kDa 95 kDa
Molgewicht der kleinsten Einheit | 30 kDa (Spaltprodukt ?) | 35 kDa
Glycoprotein N-glycosidisch verknipft | N-glycosidisch verknipft
Isoelektrischer Punkt der grofden|{4,5-5,5 59-6,2
Einheit
| soel ektrischer Punkt der kleinsten | 6,9-7,5 59-6,2
Einheit
Spatprodukt mit Papain 20-25 kDa 35+ 30 kDa
Spatprodukt mit Pepsin <10 kDa 35kDa

Eine Existenz von Herglykosidbindungsproteinen ist bisher fir das Krétenblut nachgewiesen
worden. Lichtstein et al. [117] haben gezeigt, da3 Digitalis-&hnliche Substanzen normae
Bestandteile des Bluts von Kréten sind und 30% davon an Plasmaproteine mit einem
Molekulargewicht zwischen 48 - 53 kDa gebunden sind. Dieses Protein ist bisher nicht isoliert
worden. Es bleibt somit offen, ob dieses Bindungsprotein identisch mit dem hier beschriebenen

ist, und ob das kleinere Molgewicht evtl. auf einem proteolytischen Abbau eines grof3eren
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Proteines beruht, wie dies fur das CGBG der Fall zu sein scheint (Abbildung 3-5).

Die Existenz eines Herglykos dbindungsproteins ist auch im Blut von Menschen nachgewiesen
worden. Komiyama et al. [118] haben durch Affinitétschromatographie an Ouabain-Sepharose
ein Protein von 14,4 kDa gereinigt, das sie durch N-terminale Aminosduresequenzierung as
Plasmin-erzeugtes Bruchstiick aus dem Fc-Antell der schweren Kette des 1gG1 identifizierten.
Komiyama et al. haben am isolierten Protein nicht Uberprift, ob es Ouabain bindet, was sie
durch Affinitétsmarkierung mit HDMA und mit der Methode der Tryptophanfluoreszenz-
Ldschung hétten machen konnen. Sie haben nur durch einen indirekten Test der Aufhebung der
Ouabain-Hemmmung der Zdlteilung von THP-1-Zellen durch den Fc-Anteil des I1gG versucht zu
Uberpriifen, ob das Protein wirklich ein Herzglykosidbindungsprotein ist. Dieser Test ist jedoch
sehr  wenig spezifisch. Es bleibt zu fragen, ob die Autoren wirklich en
Herzglykosidbindungsprotein  isoliert haben: Wie aus der Reinigungsmethode des
Herzglykosidbindungsproteines aus Rinderserum deutlich wird, war trotz der Verwendung einer
Affintitdtschromatographie an einem Antikorper gegen das 50 kDa-Bruchstiick des
Herzglykosidbindungsproteins die so isolierte CGBG-Fraktion noch mit grofsen Mengen an 1gG
verunreinigt (Abbildung 3-9). Diese Verunreinigung konnte erst durch eine DEAE-
| onenaustauscherchromatographie abgetrennt werden. Eine derartige weltere Reinigung des von
einer Ouabain-Sepharose isolierten Proteines ist durch Komiyama et a. nicht durchgefihrt
worden. Es ist also durchaus denkbar, dal3 die Autoren mit der Ouabain-Sepharose gar keine
Affinitdtschromatographie sondern eine hydrophobe Chromatographie durchfihrten; denn in
unseren Handen flhrte die Verwendung der OuabainSepharose-Chromatographie mit
vorgereinigten Proteinfraktionen zur Isolierung des CGBG aus dem Rinderserum und
Schweinenieren und zu Proteinen mit Mr = 90 kDa, 50 kDa und 30 kDa. Diese konnten durch
HDMA-Affinitstsmarkiert gezeigt werden [113]. Wir bezweifeln somit, dal3 das von
Komiyama et a. isolierte Protein Eigenschaften eines Herzglykosi dbindungsproteines hat, dain
2 verschiedenen Saugern CGBG-Proteine mit gleichen Eigenschaften isoliert werden konnten.
Esist jedoch denkbar, dal3 es sich bei dem ansequenzierten Protein um eine IgG-Verunreinigung
handelt, da bei der Reinigung des CGBG aus dem Rinderserum es auferst schwierig war,

solche Verunreinigungen abzutrennen: Bei mehreren Versuchen der Identifizierung des CGBG

-03-



Reaultate

durch Aminosduresequenzierung erhielten wir Hinweise in nicht vollig sauberem CGBG auf

eine Verunreinigung durch IgG und IgM.

Es bleibt zu fragen, unter welchen Bedingungen es zur Aushbildung des
Herzglykosi dbindungsproteins mit einem Molgewicht von 50 kDa kommt [95] (Abbildung 3-5).
In manchen Préparationen konnte sogar die 30 kDa-Bande HDMA-markiert werden. Die
wahrscheinlichste Erklérung ist, dal3 es sich bel den Proteinfraktionen um Proteolyseprodukte
aus dem 90 kDa-Protein handelt. Hierftr spricht auch die Vorliegen sehr dhnlicher N-terminaler
Aminosauresequenzen, die beide durch Pyroglutamat blockiert sind. Die Proteine mit
niedrigerem Molekulargewicht entstehen wahrscheinlich trotz des Einschlusses von Protease-
Inhibitoren (Completet, Roche) bei der Proteinreinigung durch mitgeschleppte Proteasen dann,
wenn die Proteinreinigung sehr lange dauert. Das mit der zuletzt verwandten Methode 2
isolierte Protein ist dagegen innerhalb von nur 3 Tagen zu erhaten. Das isolierte Protein ist
durch keine Proteasen verunreinigt. Es ist auch bei Zimmertemperatur fir Wochen stabil,
alerdings scheinen sich die Herzglykosid-Bindungseigenschaften des Proteines durch
Einfrieren zu 8ndern, was auf eine Zerstérung des pentadimeren Komplexes hindeutet.

Wie sich aus immunologischen Versuchen mit Antikorpern gegen das gereinigte 90 kDa-Protein
ergab (das noch eine schwache Verunreinigung eines 30 kDa-Proteines tragt (Abbildung 3-16)),
ist die so erhaltene Proteinfraktion immer noch mit weiteren Komponenten verunreinigt; denn
die im Kaninchen erhaltenen Antikorper konnten erst nach weiterer Affinitétschromatographie
an einer CGBG-haltigen Saule zur quantitativen Bestimmung des CGBG eingesetzt werden.
Deshalb wurde in dieser Arbeit keine Reinigungstabelle angegeben, die auch die Konzentration
des CGBG direkt mifét. Die spezifischsten Antikérper wurden erhalten, wenn das 90 kDa-
Protein aus einem SDS-Gel ausgeschnitten wurde und damit Kaninchen immunisiert wurden.
Merkwirdigerweise war dieses Protein wenig immunogen. Dies ist verwunderlich, da sonst
Proteinbanden aus einem SDS-Gel sehr immunogen sind. Auch gelang es nicht, Antikorper
gegen die N-Terminale Aminosauresequenz des 90-kDa-Proteins als MAP-Peptid zu erzeugen.

T Enthalt: Antipain, Bestain, Chymostain, E64, Leupeptin, Pepstain, Phosphoramidon, Pefabloc SC, EDTA,
Aprotinin, PMSF
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Das ist ebenfalls sehr verwunderlich, da sich ohne Schwierigkeiten Antikérper gegen eine
falsche N-terminale Aminosauresequenz erzeugen liefen. Die durch Immunisierung mit der aus
einem SDS-Gel ausgeschnittenen 90 kDa-Bande gewonnen Antikorper, die an einer CGBG-
Saule weiter gereinigt worden sind, erkennen selbst in hoher Konzentration im Western-Blot nur
noch ein Protein mit 90 kDa. Mit Hilfe dieser Antikorper ist es nun moglich einen spezifischen
ELISA fur CGBG aufzubauen und eine Reinigungstabelle fir dieses Protein zu erstellen. Mit
dem ELISA sollte es ferner moglich sein, die physiologische Rolle des Bindungsglobulins zu
kléren. Ebenso sollte es nun durch ,,screening” einer Lamba:-Phagen-Genbank mdglich werden,
das Gen fur dieses neue Protein zu "fischen"” und damit nicht nur Auskunft Gber die
Aminosaurestruktur sondern auch tber die Verbreitung des Proteins in den verschiedenen Zellen

und Organen von Saugern und in verschiedenen Spezies zu erhalten.

Abbildung 4-1 Links: Bild der CGBG-Kristalle; Rechts: Die Bragg-Refletion der
Kristalle zeigt ein einheitliches Muster. Kristallisationsbedingung: 50 mM MESpH 6,5
, 5 mM Zinksulfat, 12.5% v/v Polyethylene Glycol Monomethyl Ether 550, Methode:

Vapor Diffusion

Mit vielleicht zu erzielenden weiteren Verbesserungen der Reinigung des CGBG sollte es auch
maoglich sein, an einzelnen Zellen zu Uberprifen, ob die Hemmung der Natriumpumpe durch
Herzglykoside durch das isolierte Herzglykosid-Bindungsprotein beeinfluf®t wird. Mit der
bisherigen Reinigungsmethode konnte mehr durch Zufall gezeigt werden, dal3 das CGBG
Proteinkristalle bildet. Dazu wurde nach dem letzten chromatographischen Schritt (3.3.2) die
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CGBG-Fraktion sofort auf Eis gestellt. Nach etwa 20 min. waren erste feine Kristallnadeln zu
sehen. Die so erhaltenen Kristalle wurde in Hamburg von Prof. Christian Betzel* untersucht.
Dabei stellte sich heraus, dal? es sich tatsachlich um Proteinkristalle handelte. Das einheitliche
Muster der Bragg-Refraktion gibt erste Hinweise auf eine Struktur des Kristalles. Auf eine
weitere Erforschung der Kristallstruktur wurde vorerst zu Gunsten der weiteren Klérung der

physiologieschen Rolle des Herzglykosi dbindungsproteins verzichtet.

Die erzielten Ergebnisse kdnnen medizinische Bedeutung haben: Obwohl Herzglycoside schon
seit nunmehr zwei Jahrhunderten zur Behandlung von Herzinsuffizienz eingesetzt werden, erfolgt
die Dosierung traditionellerweise empirisch, was Gefahren in sich birgt. Bei der Therapie mit
Digitalis zeigen manche Patienten eine Intoxikation bei Konzentrationen, die der therapeutischen
Dosierung bei anderen Patienten entspricht [119]. Besonders geféhrlich sind hierbei die daraus
resultierenden Herzrhythmusstrungen, welche zum Tod fuhren kdnnen. Die richtige Dosierung
ist vor alem deswegen schwierig, weil der therapeutische Index des Digitalis so klein ist. Unter
therapeutischem Index versteht man das Verhdtnis der therapeutisch hilfreichen zur schadlichen
(vergiftenden) Konzentration. Es ist denkbar, dal3 eine Bestimmung der Blutkonzentration des
Herzglykosidbindungsproteines diese Zwischenfélle vermeiden |&¥. Es ist auch denkbar, daf?
die Konzentration des Herzglykos dbindungsproteines die Ausbildung eines Bluthochdrucks
beeinflul?; denn das Herzglykosid des endogenen Ouabain ist bei 50% der Patienten mit
essentiellem Bluthochdruck mit niedrigem Renin-Spiegel erhdht. Weitere Untersuchungen
miissen zeigen, ob diese Annahme zutrifft.

Die biologische Bedeutung der sehr hohe Affinitét des Herzglykos dbindungsproteines fir
Herzglycoside, welche 100 fach Uber der Affinitdt des Herzglycosidrezeptors der Na/K-
ATPase liegt, ist derzeit schwer zu interpretieren. Die hohe Affinitét konnte auf eine ganz
andere Aufgabe des Proteins hindeuten, welche nicht nur im Transport von Herzglycosiden im
Blut besteht. Da Ouabain als endogenes Herzglykosid ein neuartiges Steroidhormon ist, bleibt

zu fragen, ob auch dieses neue Steroidhormon nicht analog zu anderen Steroidhormonen Uber

T Prof. Dr. Christian Betzel, Ingtitut fir Physiologische Chemie, Abteilung Strukturanalyse, c/o DESY,
Gebaude 22, Notkestr.25, D-22603 Hamburg
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einen weiteren spezifischen Rezeptor an der Zellmembran - analog den Vorstellungen von
Rosner fur Sexualhormone an Prostata- und Brustdriisenzellen - auf den Stoffwechsel von
Zielzellen wirkt. Jedoch mui3 dieser, mehr auf den Hormon-Mechanismus-orientierter Aspekt

dieser Arbeit weiteren Studien vorbehalten bleiben
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5 Zusammenfassung

Die pflanzlichen Herzglykoside Ouabain und Digoxin regulieren nach neueren Erkenntnissen in
Sdugetieren als Steroidhormone der Nebenniere den Salz= und Wasserhaushalt. Da
Steroidhormone gebunden an spezifische Bindungsproteine im Blut transportiert werden, sollte
ein neu nachgewiesenes Bindungsprotein fir Herzglykoside aus Rinderblut gereinigt und weiter
charakterisiert werden.

Nach dem Nachweis des Herzglykosi dbindungsproteins CGBG durch Affinitatsmarkierung mit
dem proteinreaktiven Digoxigeninderivat  N-hydroxysuccimidyl-Digoxigenin-3-o-methyl-
aminocaproat (HDMA) gelang es spezifische Antikorper zu gewinnen. Damit konnte das
Bindungsglobulin CGBG aus der Globulinfraktion des Rinderserums 900 000-fach gereinigt
werden. Hierzu waren eine Vorreinigung des Proteins am Kationenaustauuscher CM -Sephadex,
eine Affinitétschromatographie an einer spezifischen Antikopersaule und eine Nachreinigung an
der Anionenaustauschersdule Phenomenex Biosep DEAE erforderlich. Die Proteinausbeute der

in 3 Tagen durchzufihrenden Proteinreinigung betrug 0,0001%.

Das Herzglykosidbindungsprotein ist ein Glykoprotein von Mr 90 kDa in der SDS-PAGE. Der
N-Terminus ist durch Pyroglutamat blockiert. Nach Deblockierung mit Pyroglutamase kann
durch Edman Abbau die Sequenz ALPNVETSV bestimmt werden. Fir sie und eine weitere mit
Lys-C erhaltene Sequenz KDLESHYLFERH, sowie eine durch CNBr-Spatung erhatene
Sequenz GKLFNIVNKXQQAL fanden sich in den SwissProt- und TrEMBL-Datenbanken keine
Sequenzhomologien. Das Protein ist somit bisher unbekannt. Der Kohlenhydratanteil des CGBG
enthdlt u.a. Neuraminsauren, wie durch Interaktion mit verschiedenen Lektinen bestimmt werden
konnte. Die N-glycosidisch am Protein gebundenen Kohlenhydrate tragen 10-15% zur Molmasse
bei. Unterschiedliche Glykosylierungsmuster erkléren die Heterogenitét des IEP des nativen
Proteins zwischen pH 4,4 und 5,6; denn nach Deglykosylierung ist der IEP 5.6. Mittels
Molekularsiebchromatographie ergab sich fiur das native CGBG eine Molmasse von 820 kDa
und unter denaturierende Bedingungen von 180 kDa. Es wird daraus geschlossen, dal3 das
Herzglykos dbindungsprotein ein Pentadimer von 180 kDa ist, in dem die Monomere von 90
kDa durch Disulfidbriicken verkntipft sind.
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Mittels Affinitdtsmarkierung mit HDMA und mittels Tryptophanfluoreszenzl Gschung wurden die
spezifische Interaktion des gereinigten Proteins mit Herzglykosiden nachgewiesen. Es gelang 2
Bindungsstellen unterschiedlicher Affinitdét von Ky = 24 nM und von Ky = 500 nM

nachzuweisen. Das Protein interagiert nicht mit anderen Steroidhormonen.
Gegen das isolierte 90 kDa-Herzglykosidbindungsprotein konnten in Kaninchen spezifische

polyklonale Antikérper erzeugt werden. Sie erkannten nur die 90 kDa Proteinbande in einer

teilwei se gereinigten Proteinfraktion.
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6 Summary

In contrast to the general assumption, ouabain and digoxin, which are plant-derived cardiac
glycosides, are steroid hormones of the mammals. They regulate the salt and water metabolism.
In general, steroid hormones are transported in blood as complexes with steroid binding
proteins. Hence it was the intention of this work to identify and to characterize such a binding

protein for cardiac glycosidse in bovine blood.

The cardiac glycoside binding globulin (CGBG) identified in a partialy purified serum
preparation by affinity labeling with the proteinreactive digoxigenin derivative N-
hydr oxysucci midyl-Digoxigenin-3-O-methyl-aminocaproate (HDMA) was used to immunize
rabbits. The antibodies raised were immoblilized to prepare an affinity column. This was an
essential step to purify CGBG 900,000-fold from bovine blood serum. Purification was
performed in 3 days. It included the following steps: Ammonium sulfate precipation (50%),
CM-Sephadex cation exchange chromatography, affinity chromatography on an anti-CGBG
Sepharose Fast Flow column, anion exchange chromatography on Phenomenex BioSep DEAE.
The protein yield of pure CGBG was 0.0001 %

The isolated cardiac glycoside binding protein shows a band at 90kDa on SDS-PAGE. Its N-
terminus is blocked by pyroglutamate. The amino acid sequence ALPNVETSV was determined
when CGBG was digested with pyroglutamatase. Other sequences obtained were

KDLESHYLFERH (digestion with Lys-C) and GKLFNIVNKXQQAL (hydrolysis with CNBr).
All sequences were not found in data banks (SwissProt and TREMBL). CGBG contains N-
glycosidic bound carbohydrates which contribute to 10-15% of the molecular mass.

The |EP of the native protein is between pH 5.6 and 4.4. Deglycosilated protein shows only
one spot at 75kDa and an |EP at pH 5.6 in 2D-Electrophoresis. The calculated mass from size
exclusion chromatography is 820 kDa for the native and 180 kDa for the denatured protein. It is
concluded that native CGBG circulates as an pentadimer of 90 kDa monomers that are

covalently dimerized by disulfide bonds

-100-



Reaultate

The intrinsic tryptophane fluorescence quenching experiment using cardiac glycosides as
ligands indicates two binding sites with a high (Kpq = 2.4 nM) and low (Kp2 = 500 nM)
affinity binding site. Polyclonal antibodies raised in rabbits against the CGBG recognise
specifically the cardiac glycoside binding globulin in a semipurified preparation of CGBG.
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