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EEMäEEEL_______________________________________________________—__————————————l
1 Ehfleüung

Der als typische Kinderkrankheit bekannte Keuchhusten, hervorgerufen durch den Erreger
Bordete/Ia pertuss/s, zählt zu den zehn am häufigsten mit Todesfolge endenden
Infektionserkrankungen.Ebenso gehört er mit 40 Millionen auftretenden Infektionen im Jahr
1996 weltweit in die Gruppe der zehn am häufigsten beobachten Infektionserkrankungen
(WHO 1996). Mehr als 80% der bekanntwerdenden klinischen Fälle betreffen Kinder im Alter
von unter 10 Jahren. Lebensbedrohlich sind die im Rahmen des Krankheitsverlaufs
auftretenden Komplikationen mit Schädigungen der respiratorischen Organe oder des
zentralen Nervensystems insbesonderefür Kleinkinder im Alter von unter einem halben Jahr
(Howson et al. 1991). Im Jahr 1997 starben mehr als 400.000 Patienten an den Folgen einer
Pertussis Infektion (vgl. Abb 1.1).

Auftretende und durch lnnnunisierung
verhinderte Todesfälle bei ausgewählten Krankheiten, 1997

3000000-

250000O-
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Abb. 1.1: Anzahl der weltweit beobachteten und der durch lmmunisierungverhinderten Todesfälle nach einer Pertussis Infektion im Jahre1997.

Grafik leicht verändert nach dem WHO-Bericht 1998URL=http://www.who.ch/gpv-surv/graphs.htm). (Quelle: WHO,

Die Übertragung der Pertussis-Erreger erfolgt ausschließlich durch den Kontakt mit bereits
infizierten Menschen. Insbesondere im Anfangsstadium oder bei erneuter Infektion eines
Patienten mit dem Erreger ist der Krankheitsverlauf oft atypisch und wird dann nicht als
Keuchhusten diagnostiziert. Aus diesem Grund ist die besonders gefährdete Gruppe von
Kleinkindern nur schlecht von Überträgern fernzuhalten (Cherry 1989).

Da die im Rahmen einer Infektion oder der lmmunisierung mit einem der bisher entwickelten
Impfstoffe gegen Bpertussis enNorbene Immunität offenbar keinen lebenslangen Schutz vor
erneuter Infektion gewährleistet, existiert innerhalb der Bevölkerung ein permanentes
Reservoir an Überträgern (Edwards et al. 1993). Mit den derzeit im Einsatz befindlichen
Impfstoffen wird also nur ein zeitlich beschränkter Schutz aufgebaut, weshalb die Chancen
einer weltweiten Ausrottung der Erreger gering sind.



 
In den letzten Jahren wurden neben der vorwiegend ven/vendeten Ganzzellvakzine(Griffiths
1988) eine Reihe neuer Impfstoffe gegen Keuchhusten entwickelt, erprobt und eingeführt.
Dabei handelt es sich um azeiluläre, möglichst Lipopolysaccharid-freie Vakzinen. Sie
bestehen aus den immunologisch in besonderem Maße relevanten Komponenten des
Erregers, im wesentlichen Pertussis Toxin (PT), Filamentöses Hämagglutinin (FHA), Pertactin
und Fimbrien (Fim) in unterschiedlichen Zusammensetzungen. Das zur Impfung eingesetzte
Pertussis Toxin ist in der Regel zuvor chemisch detoxifiziert. In den letzten Jahren wurde eine
Vakzine entwickelt, in der ein durch Aminosäureaustausch gentechnisch detoxifiziertes
Pertussis Toxin eingesetzt wird. Dadurch soll einerseits im Vergleich mit chemisch
detoxifiziertem Pertussis Toxin eine verbesserte Protektivität der induzierten Immunantwort
und weiterhin eine Verringerung der in Zusammenhang mit der chemischen Detoxifizierung
induzierten Nebenwirkungen einer Vakzinierung erreicht werden. (Flappuoli et al. 1992,
Wirsing von König und Finger 1995, Marsili et al. 1992).

Unabhängig von der hier angeführten Betrachtung der Impfstoffentwicklung gegen
B.pertussis ist für neue Generationen von Impfstoffen allgemein zu fordern, daß sie eine
deutlich verlängerte, protektive Immunität gegenüber Infektionen vermitteln. Dies kann
gelingen, wenn die für die immunologische Protektivität relevanten Epitope dem Immunsystem
in besonders geeigneter Weise präsentiert werden.
Perspektivisch wäre es wünschenswert, mit Hilfe von nur einer lmmunisierung gleichzeitig
eine protektive Immunität gegenüber mehreren Pathogenen aufzubauen und damit die
Gesamtzahl erforderlicher Vakzinierungenzu minimieren.
Die Möglichkeit dazu ist im Prinzip bei genauer Kenntnis der immunologisch relevanten
Epitope gegeben. Dabei sind mit „immunoIogisch relevant“ all jene Epitope gemeint, für die
ein ausreichender Antikörpertiter im Wirt eine gegenüber dem Pathogen protektive Immunität
vermittelt.
Diese Epitope könnten dann in neuen, auf gentechnischem Wege kostengünstig
herzustellenden Kombinationsvakzinenoptimal präsentiert und kombiniertwerden.

Ebenso ist es sinnvoll, eine standardisierte, differentielle Schnell-Diagnostik zu entwickeln,
die Frühphasen der Infektion und Grenzen zwischen bestehender protektiver und
nichtprotektlver Immunität diagnostiziert, indem sie in der Lage ist, die Spezifität des
Patientenserums gegenüber „kritischen“ Epitopen zu bestimmen.
Weiterhin sollte sie zwischen natürlich enNorbener und durch lmmunisierung hervorgerufener
Immunität differenzieren können.

Für diese Ziele sind detaillierte Informationen über die vom humanen System auf den
bakteriellen Hauptvirulenzfaktoren erkannten, antigenen Epitope erforderlich. In Verbindung
mit Daten zur Protektivität einer Immunantwort gegen diese Epitope oder zu bestimmten
Kombinationenergeben sich Hinweise für die Entwicklung neuartiger Kombinationsvakzinen
und serologischer Tests mit der geforderten diagnostischen Aussagefähigkeit.
Erste Ansätze für die Entwicklung derartiger Kombinationsvakzinensindvbeispielsweisedurch
die Versuche von Boucher et al. (1993) oder Barbieri et al. (1992) gegeben. Sie konnten
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Einleitung 3

jeweils am Beispiel einer Kombinationsvakzine‚die gegen Pertussis Toxin und Tetanus
Toxin gerichtet ist, demonstrieren, daß ein paralleler Aufbau von Antikörpertitern gegen
immunologisch bedeutsame Epitope verschiedener Organismen mit Hilfe von
Fusionsproteinen möglich ist.

Abgesehen von der Betrachtung der natürlichen oder durch Vakzinierung hevorgerufenen
Antikörperreaktion gegen Pathogenitätsfaktorenvermittelt die genaue Betrachtung der für ein
Pathogen kritischen Struktur-FunktionsbeziehungenHinweise auf die für die Protektivität der
Immunantwort potentiell bedeutsamen, immunogenen Epitope.

Die Induktion von Antikörpern ist unabhängig von der damit für den Organismus erzielten
unmittelbaren Blockade oder Detoxifizierungder Pathogenitätsfaktoren,da das Immunsystem
primär nur auf „Fremd“—Erkennunggerichtet ist.
Es ist denkbar, daß sich mit dem Wissen über Epitope von besonderer Bedeutung für die
Wirts-Pathogen-Interaktion letztlich auch gezielte Immunität gegenüber hochprotektiven,
jedoch in der Regel vom Immunsystem nicht oder nur schlecht erkannten Epitopen aufbauen
Iäßt, wenn diese Epitope dem Immunsystem gezielt und optimal induzierend präsentiert
werden. Gleichzeitig wird das Immunsystem „entlastet“ bzw. effizienter eingesetzt (Schmidt
1989, Plotkin 1993).

Ebenso bieten Erkenntnisse in diesem Bereich Ansatzpunkte für die Behandlung einer akuten
Infektion, für die noch keine Immunantwort aufgebaut ist. Denkbar ist die Entwicklung
molekularer Mimikri, die in die kritischen Struktur-Funktionsbeziehungenzwischen Wirts- und
Pathogenmoleküleneingreifen und sie hemmen oder blockieren. Ziel derartiger Entwicklungen
wäre die Abschwächung des Einflusses des Pathogens auf seinen Wirt an genau
charakterisierten Stellen des lnfektionsverlaufs zum Einsatz für Forschungs- und
Therapiezwecke.

Die in dieser Arbeit beschriebenenUntersuchungen und eingeführten Techniken zu diesen
Fragestellungen sind in erster Linie auf Anwendungen im Zusammenhang mit den
Untersuchungen zu Struktur-Funktionsbeziehungen von Pertussis Toxin ausgerichtet.
Gleichwohl werden weiterführende Möglichkeiten in der Anwendung aufgezeigt und das
Potential der hier beschriebenenMethoden und Vorgehensweisen anhand einiger der bereits
durchgeführten Kooperationsprojekte (Strutzberg et al. 1995, FlenauId-Mongenieet al. 1997)
demonstriert.
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1.1

1.2

Der Organismus Bordetella pertussis
Der Erreger Bpertussis wurde im Jahre 1906 erstmals von Bordet und Gengou isoliert und
identifiziert (Bordet und Gengou 1906). Bei diesem Bakterium handelt sich um ein 0,2 bis
1 um langes gramnegatives Stäbchen, das der Gattung Bordetella zugeordnet wird.
Neben Bpertussis enthält die Gattung Bordete//a nur wenige weitere Arten. Die drei
bekanntesten sind B.bronchiseptica, Bparapertussis und B.avia. B.avia befällt
ausschließlich Vögel, vorwiegend Truthähne(Jackwood et al. 1995). Bparapertussis kann
beim Menschen pertussiforme Krankheitsbilder hervorrufen. Eine Infektion mit
B.bronchiseptica wird bei Menschen hingegen sehr selten beobachtet. Es befällt
hauptsächlich Pferde, Schweine, Hunde, Meerschweinchen und Kaninchen (Goodnow
1980)
Das Pertussis Toxin-Operon ist in all diesen Arten zwar grundsätzlich vorhanden, wird aber
nicht transkribiert. Es wird ausschließlich von B.pertussis innerhalb der Wirtsumgebung
exprimiert.
Alleiniger Wirt von B.pen‘ussis und ihr natürliches Reservoir ist der Mensch. Dies hat zur
Folge, daß kein gutes Tiermodell für die Untersuchung der Pathogenese und Immunantwort
existiert. Da Nagerschleimhäute jedoch von B.pertussis besiedelt werden können, wird
behelfsmäßig die Maus in einem artifiziellen Testsystem, dem ICMPT (lntracerebral mouse
protection test), für die vergleichende Analyse der Protektivität von Vakzinen herangezogen
(Robinson und Funnell 1992). Daneben wird für bestimmte Fragestellungen zur Pertussis
Toxin-Aktivität mit CHO-Zellen (Chinese hamster ovary) gearbeitet, die nach einer
lntoxifizierung mit Pertussis Toxin mikroskopisch zu beobachtende morphologischeVeränderungen (sog. Cluster-Bildung)zeigen (Hewlett et al. 1983, Halperin et al. 1990).

Krankheitsverlauf bei Keuchhusten
Beim Keuchhusten, Pertussis, handelt es sich um eine durch Tröpfcheninfektion übertragene,
akute Erkrankungder oberen Atemwege.
Der Keuchhusten wurde 1578 erstmals beschrieben, nachdem es in Paris zu einer Epidemiegekommen war (Cone 1970). Die äußeren Symptome sind krampfartige, langanhaltendeHustenanfälle, die mit einem ziehenden Einatmungsgeräusch, dem sogenannten „Keuchen“‚
und Hervorwürgen von Schleim einhergehen. Zu diesem Zeitpunkt ist das Flimmerepithelder
oberen Atemwege weitgehend zerstört, so daß dem Körper keine andere Möglichkeit als das
regelmäßige, intensive Abhusten bleibt, um die Schleimhäute zu reinigen. Der Erreger selbst
ist zum Zeitpunkt des Auftretens der eigentlichen Keuchhustenphase in der Regel bereits
nicht mehr nachzuweisen.

Die Krankheit betrifft primär Säuglinge und Kinder unterhalb von zwei Jahren. Da die natürlich
erworbene Immunität gegenüber Bpertuss/s jedoch nur einige Jahre anhält (Edwards et al.
1993, Robertson et al. 1987) und die Durchimpfungsrate in einigen Ländern, wie in Abbildung1.2 gezeigt, zudem unter 80% liegt, werden auch Jugendliche und Erwachsene regelmäßigreinfiziert. Bei diesen Patienten verläuft die Krankheit, oft ähnlich wie bei Kindern unter 6
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Monaten asymptomatisch (Sotomayor et al. 1985). Sie tritt dann lediglich als Iangandauernde
Erkältung mit oder ohne Husten in Erscheinung (Cherry er al. 1989), was die Diagnose und
die Möglichkeiten zum vorsorglichen Schutz der gefährdeten Kleinkinder im Kontaktbereich
erschwert.

kein Bericht
EI über 80%
EI 50%- 80%
I unter 50%Stand: 21. August 1997, WHO

 
Abb. 1.2: Weltweite Durchimpfungsrate von Kindern mit drei Dosen einer

Diphterie-Pertussis-Tetanus Vakzine.
Grafik leicht verändet nach dem WHO-Bericht 1998 (Quelle: WHO, URL:http://www.who.ch/gpv-surv/graphs.htm).

Der typische Krankheitsverlauf des Keuchhustens wird in drei Stadien eingeteilt, das
Stadium cafarrha/e, das Stadium convulsivum und das Stadium decrementi, und dauert 'rn
allgemeinen 6 bis 10 Wochen.
Die lnkubationsphasebeträgt ein bis zwei Wochen. Innerhalb dieses Zeitraums breitet sich
der Erreger auf den Schleimhäuten aus und besiedelt diese, ruft jedoch noch kein äußerlich
erkennbaresKrankheitsbildhervor.
In der Regel beginnt ab dem 10. Tag nach der Infektion das Stadium catarrha/e, bei dem der
Patient allgemeine Erkältungssymptome, wie tränende Augen, Schnupfen und
uncharakteristischen, leichten und noch trockenen Husten ausbildet.
Nach weiteren zwei Wochen wechselt die Ausprägung des Hustens. Er tritt krampfartig und
besonders gehäuft (stakkatoartig) während der Nacht auf. Damit ist die paroxysmale Phase
(Stadium convulsivum) erreicht. Nach weiteren drei bis sechs Wochen vermindert sich die
Schwere der Hustenanfälle (Olson 1975).
Als abschließendes Stadium decrementiwird die Phase bis zur vollständigen Genesung und
Regeneration des respiratorischen Epithels bezeichnet. Es kann zwischen zwei Wochen und
bis zu sechs Monaten beanspruchen.

Vor allem im Stadium convulsivum, aber auch später, können opportunistische Infektionen,
Entelophatien und Pneumonien auftreten, die insbesondere für Kleinkinder unter einem Jahr
Iebensbedrohendsein können und die häufigste Todesursache darstellen (Durbin 1992).
Eine Behandlung der eigentlichen Pertussis Infektion ist nur in der ersten Phase möglich. '

Durch rechtzeitigen Einsatz des Antibiotikums Erythromycin über einen Zeitraum von zwei
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Wochen werden die Keime auf den Schleimhäuten eliminiert. Die Behandlung des Patienten
und sämtlicher gefährdeter Kontaktpersonen muß vor dem Eintritt in die paroxysmale Phase
erfolgen. Später angesetzt, bleibt die Therapie wirkungslos, da die Erreger dann kaum noch
nachweisbar sind oder in Makrophagen persistieren, wo sie vor der Antibiotikabehandlung
geschützt sind (Bergquist et al. 1987).

Ein auffallendesPhänomen ist, daß das klinische Bild des Keuchhustens erst stark verzögert
zum eigentlichen Wirtsbefall und dem Beginn der Infektion auftritt. Die Ursache dafür liegt in
den vom Bakterium produzierten Exotoxinen, die nach der Sezernierung eine Reihe von
Folgereaktionen hervorrufen, und der daraus abgeleiteten, verzögerten Ausprägung der
auftretenden Krankheitssymptome. Diese sind dann auch unabhängig von der Gegenwart
des Erregers vorhanden, insbesondere wenn sie, wie der eigentliche Husten, auf einer
nachhaltigen Zerstörung des körpereigenen Flimmerepithels beruhen. Man bezeichnet
Pertussis daher auch als toxinvermittelte Krankheit oder Toxikose (Finger und Wirsing von
König 1986).

Diagnose
Die Diagnose von Pertussis anhand des klinischen Bildes gelingt am besten nach dem Eintritt
in die paroxysmale Phase. In der Blutuntersuchung werden Leukocytenzahlen von 20.000
bis 30.000 Leukocyten/ml bestimmt und dabei vonNiegend kleine, reife Leukozyten
beobachtet. Das keuchende Hustengeräusch und die stakkatoartigen Hustenanfälle während
der Nacht sind eindeutige Hinweise für den behandelndenArzt.
Vor dem Eintritt in diese Phase ist der Keuchhusten äußerlich und von den Symptomen her
nicht von einfachen Erkältungskrankheitenzu unterscheiden (Bolag und Matter 1992).
Zu diesem Zeitpunkt ist die Krankheit jedoch schon soweit fortgeschritten, daß eine
Antibiotikabehandlungin der Regel erfolglos bleibt.
Bei Verdacht auf Vorliegen einer frischen Infektion sind zur rechtzeitigen Diagnose und
Therapie daher entweder die Erreger selbst zu isolieren und anzuzüchten, oder ihr
Vorhandensein in geeigneter Form direkt nachzuweisen.

Die lsolation und Kultivierung gelingt am besten aus Nasopharyngialabstrichen. B.pertussis
wächst allerdings nur sehr langsam und ist in Bezug auf die Kultivierungsbedingungen
anspruchsvoll, so dal3 die Gewinnung klinischer lsolate oft mißlingt (Parkerund Payne 1985).
Bereits zwei Wochen nach der Infektion ist der Erreger auch ohne Antibiotikabehandlung
kaum noch zu isolieren.

Als eine schneller zum Ergebnis führende Methode werden direkte Immunofluoreszenz-
Antikörper (IFA) Markierungenzum Bordetellen-Nachweiseingesetzt. Diese sind jedoch in der
Frühphase der Infektion oft falschnegativ, aufgrund zu geringer Keimzahl oder falschpositiv‚
da auch bereits abgetötete Erreger nachgewiesenwerden. Die Auswertung ist also in hohem
Maße von der Erfahrung des Mikroskopierendenabhängig (Durbin 1992).
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Die Diagnose über IFA ist eine Hilfe bei der Entscheidung, ob mit einer antimikrobiellen
Therapie begonnen werden sollte, sie stellt jedoch keine eindeutige Diagnose einer
tatsächlich vorliegenden Infektion dar.

Es wurden verschiedene weitere Methoden zur Diagnose der Erreger entwickelt, die auf
Agglutinierungsreaktionen‚ ELISA-Nachweisen oder Immunoblotting-Techniken beruhen
(Onorato und Wassilak 1987). Weiterhin wird eine bestehende Bperfussis Infektion
mittlerweile routinemäßig durch spezifische Polymerase-Kettenreaktionen nachgewiesen
(Lind-Brandenberget al. 1998, Müller et al. 1997, McLafferty et al. 1986). Auch hier stellt sich
jedoch das Problem der falschpositiven Diagnosen, beispielsweise durch Übersensitivität
der PCR-Reaktion oder Replikation der DNA bereits abgetöteter Erreger.

Eine allgemein akzeptierte, sensitive Standardmethode (ein „GoIdstandard“) oder breit
eingeführte, kommerzielle Testsystemefehlen bislang.

Abgesehen vom Nachweis der Erreger selbst ist für die differentielle Diagnose bei
Iangandauerndem Husten die Bestimmung der spezifischen Antikörpertiter in den
lmmunglobullnklassenlgA, lgG und lgM gegen Bpertussis und ihre Verhältnisse zueinander
ein wichtiges Hilfsmittel. Da die Induktion der Antikörperbildung versetzt zum Zeitpunkt der
Erstinfektion erfolgt, ist sie für die Frühdiagnose ungeeignet.
Bei der Entscheidung, auch Kontaktpersonen mit unbekanntem lmmunstatus gegenüber
Pertussis in die antimikrobiellen Therapie mit Erythromycin miteinzubeziehen, ist die
Bestimmung der spezifischen Antikörper-Titer hingegen sehr hilfreich. Das Kriterium für die
Mitbehandlung einer Kontaktperson ist in diesem Fall das Fehlen eines protektiven
Antikörpertiters.
Auch hier fehlen bislang allgemein verfügbare Standardseren mit protektivem und
nichtprotektivem lmmunstatus sowie allgemein zugängliche Seren aus verschiedenen
Phasen des lnfektionsverlaufs,die eine Eichung der Testverfahren ermöglichen könnten.

Kommerziell erhältlich ist zum Zeitpunkt dieser Arbeit lediglich ein auf ELISA-Technik
basierender Test, bei dem Antiköpertiter aller drei lmmunglobullnklassen gegenüber fixierten
Bordetellen-Präparationenbestimmtwerden. Die Diagnose erfolgt durch direkten Vergleich der
Proben mit negativen, schwach und stark positiven Kontrollseren des Herstellers (Viramed
1994)

Immunologische Reaktion gegen Pertussis nach natürlichem Kontaktund Immunisierung
Eine vollständige protektive Immunität gegenüber Pertussis besteht in der Kombination aus
mukusaler lgA-Antwort auf den Schleimhäuten des respiratorischen Trakts (Granström et al.
1988), der humoralen lgG- und lgM-Antwort innerhalb des Serums (Thomaset al. 1989) und
offenbar auch einer in ihrer Funktionalität noch nicht vollständig aufgeklärten zellulären
Immunantwort durch spezielle Th1-Zellen (de Magistris et al. 1988).
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Auf allen drei Ebenen wird diese Immunantwort nur bei Patienten beobachtet, die eine
natürliche Keuchhusten-Infektion durchlebt haben. Mit den eingesetzen Impfstoffen wird
vorwiegend eine IgG- und IgM-Antwort im Serum erzeugt. Die beobachtet Induktion
protektiver IgA-Antikörper auf den Schleimhäuten ist nur gering (Shahin et al. 1990).

Virulenzfaktoren von Bordetella pertussis
B.pertussis ist innerhalb seiner Wirtsumgebung in der Lage, eine ganze Palette von
Virulenzfaktoren zu exprimieren, deren Aufklärung und Charakterisierung in erster Linie durch
Tn5-lnsertionsmutagenese ermöglicht wurden (Weiss und Hewlett 1986). Diese Faktoren
lassen sich in zwei funktionalzu unterscheidende Gruppen einteilen:

Virulenzfaktoren in Wechselwirkungmit dem respiratorischen Epithel
Für die Einleitung der Pathogens ist im ersten Schritt die Anheftung und erfolgreiche
Besiedelung des respiratorischen Epithels erforderlich. Dies wird von B.pertussis durch
Wechselwirkung verschiedener Adhäsine mit dem Flimmerepithel des Wirts erreicht. Die
wichtigsten Adhäsinesind:
o die fimbrillären,serospezifischen Agglutinogene(AGG), vor allem AGG2 und AGG3,
o das nicht fimbrilläreAgglutinogen Pertactin (P.69), ein äußeres Membranprotein und
o das filamentöse Hämagglutinin (FHA), ein hochmoIekulares‚ stabförmiges Oberflächen-

protein.

Virulenzfaktoren in Verbindungmit der systemischen Krankheit
Nach der Besiedelung wird die systemische Krankheit durch Sezernierung weiterer
Virulenzfaktoren eingeleitet. Ihr Wirkspektrum ist vergleichsweise breit gefächert (Weiss und
Hewlett 1986):
o Das Pertussis Toxin (PT) wirkt selbst auch als Adhäsin, ist jedoch vorwiegend ein in

spezifische Zielzellen eindringendes Protein, das die Signaltransduktion der Zelle
nachhaltig beeinflußtund wie das Adanylatzyklasetoxinden intrazellulären cAMP Spiegel
erhöht.

o das Adenylatcyclasetoxin(ACT) besitzt sowohl Adenylatzyklase-als auch Hämolysin-
Aktivität. Es dringt in Säugerzellen ein und vergiftet diese durch Erhöhung des
intrazellulären cAMP-Spiegels,

c das Hitze-labileToxin (HLT), auch als DermonekrotischesToxin (DNT) bezeichnet, spielt
ein Rolle bei der Zilienlähmungund Nekrose und schließlich

o das TrachealeCytotoxin (TCT), welches ähnlich wirkt wie DNT und als Hauptfaktor für
die Zerstörung des Flimmerepithels im respiratorischen Trakt des Wirtes und
resultierenden charakteristischen Hustenreizes eingestuft wird.

Neben den hier aufgeführten Virulenzfaktoren produziert B.pertussis wie viele andere
Pathogene auch Lipopolysaccharide (LPS), denen jedoch keine besondere Rolle für die
Pathogenesezugeschrieben wird (Manclarkund Cowell 1985).
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1.6 Pertussis Toxin

Das Pertussis Toxin (PT) ist einer der Hauptvirulenzfaktoren von Bpertussis. Seine
genetische Organisation wurde fast gleichzeitig und unabhängig voneinander von Locht und
Keith (1986) sowie von Nicosia et al. (1986) aufgeklärt. Es wird in keiner der anderen Arten
der Gattung Bordete/la exprimiert und spielt in der Pathogenese des humanen Keuchhustens
eine zentrale Rolle. Aus diesem Grund ist es für die Beschäftigung mit der natürlichen oder
durch Vakzinierung spezifisch gegen B.pertussis hervorgerufenen Immunantwort von
besondererBedeutung.

Pertussis Toxin wird vom Erreger in der geeigneten Wirtsumgebung als Exotoxin sezerniert
und vermittelt nach Eindringen in die Zielzelle eine Reihe von Wirkungen auf den
Zellstoffwechsel. Darüberhinaussind Wirkungen des Toxins beschrieben, die allein durch
Bindung an die Zielzeileninduziert werden.

1.6.1 Aufbau von Pertussis Toxin

Der Aufbau von Pertussis Toxin entspricht dem für viele bakterielle Toxine charakteristichen
A-B-Typ aus enzymatisch aktiver S1-Untereinheit (A-Protomer, 26,2 kDa) und dem die
Bindung an die Zielzelle vermittelnden B-Oligomer. Das B-Oligomer besteht aus jeweils einer
S2 (21,3 kDa), S3 (21,9 kDa), S5 (11,7 kDa) sowie zwei identischen S4 Untereinheiten
(12,1 kDa).
Ähnliche A-B-Strukturen sind beispielsweise auch beim Diphterie und Cholera Toxin
ven/virklicht(Krueger und Barbieri 1995). Bis zur Aufklärung der Kristallstruktur von Pertussis
Toxin durch Stein et al. (1994) wurde das in Abb. 1.3 gezeigte Modell für das Holotoxin und
die Interpretation sämtlicher experimenteller Befunde zugrunde gelegt. 

Abb. 1.3: Veraltetes Modell zur Struktur des Pertussis Toxins.Nach Raupach (1993). In diesem Modell wird die Verbindungvon A-Protomer und B-Oligomer über die S5 Untereinheit postuliert. Weiterhin bildet das B-Oligomer eineoffene Struktur. Das Modell war bis zum Jahr 1994 Grundlage für die Interpretationsämtlicher experimenteller Befunde.
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Mit der Verfügbarkeit der exakten Raumstruktur von Pertussis Toxin ist dieses Modell
überholt. Das B-Oligomer bildet tatsächlich eine ringförmige Struktur mit einer zentralen Pore
aus, in die der C-Terminus des A-Protomers eintaucht. Das A-Protomer steht weiterhin in
unmittelbarem Kontakt zu allen Untereinheiten des B-Oligomers (Stein et.a/. 1994). Abb. 1.4
zeigt das Pertussis Holotoxin in seiner durch die Kristallstrukturanalyse bestimmten,
dreidimensionalenKonformation.

Abb. 1.4: Kristallstruktur von Pertussis Toxin.
Dargestellt ist die seitliche Ansicht v_on Pertussis Holotoxin in derRückgratstruktur. Die Darstellung beruht auf den von Stein et al. (1994)bestimmten und veröffentlichten Kristallstrukturdaten. Die einzelnenUntereinheiten sind im Modell farblich markiert, um eine einfache Differenzierung
zu erlauben(Farbcodierung:S1 - blau, S2 - türkis, S3 - grün ‚ S4 - gelb undhellgrün ‚ S5 - rot).

1.6.2 Funktionen des B-Oligomers von Pertussis Toxin

Eine wichtige Aufgabe des B-Oligomers besteht in der Verankerung von Pertussis Toxin an
eukaryotischen Zielzellen und der Induktion der Aufnahme des Toxins. Dazu befinden sich
auf der S2 und S3 Untereinheit Iectinähnliche Bindungsstellen für Asparagin-gekoppelte
Oligosaccharide mit oc(2-6)—verknüpften Sialinsäureresten. Die Sequenzen der bindenden
Bereiche sind ähnlich, jedoch nicht identisch, so daß die Diskussion über möglichenNeise
unterschiedliche Bindungsspezifitäten der beiden Untereinheiten noch nicht abgeschlossen
ist (van’t Wout et al. 1992, Nogimori, et al. 1984).
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Experimente von el Baya et al. (pers. Mittlg.) zeigen, daß Pertussis Toxin in sehr viele
eukaryotische Zelltypen eindringt, da es viele verschiedene Glykoproteine mit endständigen
Sialinsäureresten erkennt. Als Aufnahmemechanismuskonnte ein retrograder Transport des
Pertussis Toxins mindestens bis zum Golgi-Apparat nachgewiesen werden. (el Baya et al.
1997, Xu und Barbieri 1995). Der genaue Eintrittsmechanismusdes Toxins in das Cytosol ist
dagegen noch ungeklärt.

Das B-Oligomer allein ist für eine Reihe weiterer biologischer und pathogener Effekte von
Pertussis Toxin verantwortlich. Es vermittelt u.a. die Lymphocytose (Morse und Morse
1976), zeigt mitogene Effekte auf T- und B-Lymphocyten (Morse und Morse 1976, Kolb et al.
1990), hemmt die Makrophagen Migration (Meade et al. 1984) und die Hämagglutinationvon
Erythrocyten (Nencioni et al. 1991, Nogimori et 31.1984).

Aufgrund der Vielzahl der durch das B-Oligomer vermittelten Wirkungen und dabei
insbesondere der Vermittlung der Zielzellerkennung und Induktion der Pertussis Toxin-
Aufnahme ist es als kritischer Faktor für die Entwicklung einer protektiven Immunantwort
anzusehen.

1.6.3ADP-Ribosylierung von G-Proteinen durch das A-Protomer (S1Untereinheit) von Pertussis Toxin
Die S1 Untereinheit von Pertussis Toxin stellt mit ihrer Fähigkeit zur ADP-Ribosylierungvon
G-Proteinen eine für das Pathogen wichtige und den Wirt stark beeinflussende,
enzymatische Funktionalät zur Verfügung. Sie wird erst nach der Einschleusung in das
Cytoplasma der Wirtszelle aktiviert. Dazu wird im reduktivem Milieu des Cytoplasmas eine
Cystin-Gruppe (Cys41-Cys201) gespalten. Diese Bindung hält die S1 Untereinheit laut
kristallographischerAnalyse bis zu Ihrer Reduktion (Stein et al. 1994) in einer Form fest, in der
das aktive Zentrum nicht zugänglich ist.

G-Proteine sind wichtige Glieder innerhalb der Signaltransduktion euroryontischer Zellen. Es
handelt sich dabei um membranlokalisierte, heterotrimere Proteine, die aus je einer d, ß und yUntereinheit bestehen. Sie vermitteln ganz allgemein Signale, die von extrazellulär orientierten
Rezeptoren aufgenommen werden, und geben diese an intrazelluläre, membranassoziierte
Effektoren weiter (Freissmuth et al. 1989). Die Aktivität dieser Signalweiterleitung wird über
einen GTP (ein) - GDP (aus) -Schaltermechanismus geregelt. Ein an die oc Untereinheit eines
heterotrimeren G-Proteins gebundenes GDP wird auf einen Außenreiz hin durch
rezeptorvermittelte Induktion gegen GTP ausgetauscht.
Daraufhin ist das heterotrimere G-Protein in der Lage, in 0c und ßy Untereinheit zu dissoziieren
und sich vom Flezeptor zu entfernen. Die 0c und ßy Untereinheiten können dann unabhängig
voneinanderSignale an membranassoziierteEffektoren weiterleiten. Durch oc-Gs wird z.B. als
wichtiger Effektor die Adenylatcyclaseaktiviert (Stryer 1988).
Der Kreislauf kann sich schließen, nachdem die in der oc Untereinheit befindliche GTPase
Aktivität von dem gebundenen GTP ein Phosphat abgespalten hat. Die 0c und ßy
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Untereinheit können daraufhinwieder reassoziieren. Mit der Reassoziation ist die Reizung der
Effektoren beendet. Nach einer erneuten Anlagerung an die Rezeptoren kann der Zyklus von
neuem beginnen.

Neben den stimulierenden G-Proteinen (G5) gibt es eine Reihe von inaktivierenden G-
Proteinen (G.). Die oc Untereinheiten der G, Proteine sind strukturell ähnlich denen der G,
Proteine aufgebaut. Die ßy Untereinheiten beider G-Proteinklassensind austauschbar.
Die Gi-Proteine stellen nach Aktivierung rasch große Mengen an freien ßy Untereinheiten
bereit, die an oc-Gs binden und dadurch die Aktivierung der Adenylatcyclasestoppen.
Auf diese Weise wird die Feinregulation der Signaltransduktion über zellexterne Reize und
Gegenreize ermöglicht. Die Regulation ist sehr effizient, da die G,-Proteine in der Zelle 'rn
deutlichen Überschuß gegenüber G, vorliegen.

Die S1 Untereinheit von Pertussis Toxin ist in der Lage, die 0c Untereinheiten einiger G-
Proteinklassen zu erkennen und kovalent zu modifizieren, indem es sie ADP-ribosyliert
(Sekura et al. 1983). Betroffen davon sind nach bisherigem Kenntnisstand neben den
0c Untereinheiten der Gi-Proteine auch die der Go-Proteine und weiterhin die des Transducin
(Ui 1984, Ui 1990, West et al. 1995).

Abb.1.5: Schematische Darstellung eines G-Protein vermittelten Signal-transduktionsvorganges und seiner Blockade durch Pertussis Toxin.

Die durch S1 durchgeführte ADP-Ribosylierung von oc-G, entkoppelt die betroffenen G-
Proteine von ihren Rezeptoren. Dies hat z.B. Einflüsse auf das Adenylat Zyklase System

'

und darüber auf die gesamte Signaltransduktion über „second messenger“. Für die Zelle
bedeutet das im Effekt eine Blockade der Reizderegulation. Abb. 1.5 zeigt das Prinzip der G-
Protein vermittelten Signaltransduktion und den Einflußvon Pertussis Toxin.
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Durch Pertussis Toxin wird in allen Fällen ein Cystein an der Position -4 des C-Terminus der
jeweiligen 0c Untereinheit ADP-ribosyliert. Dies wurde erstmals am Beispiel der ADP-
Ribosylierung der 0c Untereinheit von Transducin gezeigt (Kaziro et al. 1991, West et al.
1995). In weiteren Untersuchungen stellte sich heraus, daß die C-terminale Sequenz der oc
Untereinheiten besonders für die Wechselwirkungen zwischen G-Protein und Rezeptor von

Bedeutung ist, wobei die Positionen -1 bis -4 offenbar entscheidend für die Flezeptor-
Selektivität sind (Conclin et al. 1993).
MittIenNeiIe wird daher angenommen, daß die durch Pertussis Toxin eingeführte Entkopplung
auf die Veränderung der rezeptorspezifischen Domäne zurückzuführen ist. Rezeptor und
heterotrimeres G-Protein können daraufhin nicht mehr interagieren, und es findet keine
Aktivierung des G-Proteins durch Austausch von GDP gegen GTP statt.

Ursprünglich wurde vermutet, daß die Substrateigenschaft für die Modifikation durch
Pertussis Toxin allein vom Vorhandensein oder Nichtvorhandensein eines Cysteins an der
Position -4 im C-Terminus bestimmt sei und daß Pertussis Toxin nicht isoliert den C-
Terminus, sondern ausschließlichdas heterotrimere G-Protein als Substrat erkennt. Es konnte
jedoch gezeigt werden, daß auch die direkte Umgebung des modifizierten Cysteins innerhalb
der Proteinsequenz die Modifizierbarkeitbeeinflußt(Freismuthund Gilman 1989, Osawa et al.
1990)

Da die lsolation nativer, nicht durch ßy Untereinheiten kontaminierter 0c Untereinheiten aus
Gewebeproben nicht unproblematisch ist, wurden entsprechende Untersuchungen an
rekombinantenoc Untereinheiten durchgeführt, wobei gleichzeitig Fragen nach den tatsächlich
auf die ADP-Ribosylierung Einfluß nehmenden Substratfaktoren gestellt wurden.
Darüberhinauswurden auch die Effekte Oligonucleotid gesteuerter Punktmutationen am C-
Terminus untersucht.
In den Untersuchungen von Neer et al. (1988), Tsuchia et al. (1990) und Avigan et al. (1992)
wurde insgesamt ein Set von 10 Aminosäure-Positionsmutationenund kleineren Deletionen
untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, daß drei der vier C-terminalen Aminosäuren
innerhalb der 0c Untereinheit einen Einfluß auf die ADP-Ribosylierunghaben.

Weitere Aufschlüsse ergaben sich durch den Einsatz synthetischer Peptide, für die gezeigt
werden konnte, daß sie in vielen Fällen die antigenen Eigenschaften selbst komplexer
Protelne nachahmen können und auch als Modelle zum Studium bestimmter Aspekte in der
Protein-Protein Wechselwirkunggeeignet sind.
Eine Folgerung daraus ist, daß weitergehende Untersuchungen an synthetischen C-
terminalen Peptiden der 0c Untereinheiten von G-Proteinen tatsächlich zur Aufklärung der
Protein-Protein Wechselwirkungen beitragen können, da sie die natürlichen Verhältnisse
simulieren. Dieser Schluss wird durch die von Dratz et al. (1993) beschriebene Bindung
eines C-terminalen 11mer-Peptides von oc-G, an Rhodopsin und die darauf folgende
Stabilisierungder aktiven Form unterstrichen.
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Graf et al. (1992) konnten mit Untersuchungen an freien Peptiden zeigen, daß Pertussis
Toxin nicht, wie früher angenommen, ausschließlich die heterotrimeren G-Proteine erkennt.
Vielmehr trifft zu, daß die Spezifität der Erkennung und Modifikation allein innerhalb der C-
terminalen 20 Aminosäuren der 0L Untereinheiten bestimmtwird.

Diese Untersuchungen sind laut dem letztem Übersichtsartikel über ADP-ribosylierende
Exotoxine (Krueger und Barbieri 1995) bis zur Veröffentlichungder ersten Teilergebnisse aus
dieser Arbeit (von Olleschik et al. 1997) die einzigen, in denen die Modifikation synthetisch
hergestellter Peptide durch Pertussis Toxin untersucht wurde.

Impfstoffe gegen Pertussis

Der erste, allgemein zugelassene Impfstoff gegen B.pertussis existiert seit den 50er Jahren
(Griffiths 1988). Dabei handelt es sich um eine Suspension inaktivierter Bpertussis-Zellen in
Kombinationmit Diphterie und Tetanus Toxoiden adsorbiert an AI(OH)3.
Diese Ganzzellvakzine wurde zunächst in Nordamerika und dann weltweit eingesetzt
(Durbin 1992). Die parentale Anwendung dieser mittlerweile standardisiert hergestellten
Ganzzellvakzine verursacht bei Säuglingen häufig Fieber und lokale Rötungen an der
Impfstelle die anschwellen und schmerzhaft sind.
Vermutungen, daß die lmmunisierung vereinzelt auch darüber hinausgehende, schwere
Schädigungen, bis hin zu plötzlichen Todesfällen, verursachen können, gelten mittlerweile als
unbegründet.
Die beim Einsatz der Ganzzellvakzine auftretenden realen Nebenwirkungen und die
Abnahme der lmpfakzeptanz aufgrund der Diskussion um die erwähnten möglichen
Zusammenhänge zwischen Impfung und schweren Schädigungen, haben in den letzten
Jahren die Entwicklung neuer azellulärer Vakzinen gegen Keuchhusten vorangetrieben und
gleichzeitig zur Bereitstellung Ressourcen zur Erforschung der
Hauptpathogenitätsfaktoren von Bpertussis beigetragen (Wirsing von König und Finger
1995).

umfangreicher

An azelluläre Impfstoffe sind einige wichtige Anforderungen zu stellen, damit sie die bisher
eingeführten Ganzzellvakzinenersetzen können:

o Sie müssen eine definierte Zusammensetzung besitzen und
o die enthaltenentoxischen Komponenten müssen irreversibel detoxifiziertsein.
o Es muß so wenig Lipopolysaccharidwie möglich enthalten sein.
o Die Vakzinedarf keine oder nur minimale, lokale Nebenwirkungenhervorrufen.
o Sie darf keinerlei systemische Nebenwirkungenhervorrufen,
o muß mindestens ebenso wirksam sein wie die Ganzzellvakzine und
o sollte eine möglichst langandauerndeImmunität hervorrufen (Wirsing von König und Finger

1995)
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ln den neu entwickelten und mittIenNeile eingeführten azellulären Vakzinen werden von den
B.pertussis spezifischen Virulenzfaktoren das Pertussis Toxin (PT), das Filamentöse
Hämagglutinin (FHA), das Pertactin und Fimbrien (Fim) eingesetzt. Pertussis Toxin und bis
auf eine Ausnahme auch FHA sind in allen neu entwickelten Vakzinenenthalten.
In den letzten Jahren wurden mehrere breit angelegte lmpfstudien durchgeführt, um die
Erfüllung der oben angeführten Kriterien zu überprüfen.

Eine Reihe von mehr als 100 Pre- und Postimmunseren aus zweier dieser lmpfstudien sind in
die innerhalb dieser Arbeit dargestellten Untersuchungen zur Detektion linearer und
konformeller Epitope auf Pertussis Toxin durch humane Antiseren eingeflossen.
Bei einer dieser Vakzinenhandelt es sich um die italienische Vakzineder Firma Chiron-Biocine
(Pizza et al. 1989, Rappuoli et al. 1992). Sie enthält im Gegensatz zu allen anderen neuen
Pertussisvakzinen gentechnisch detoxifiziertes Pertussis Toxin, bei dem in der S1
Untereinheit die Aminosäurepositionen Arg9 und Glu129 gegen Lysin (K9) und Glycin (G129)
ausgetauscht wurden. lm so veränderten Toxin ist die enzymatische Aktivität deaktiviert.
Durch die Verwendung des bereits detoxifizierten Pertussis Toxins kann die bei allen anderen
Vakzinenerforderliche chemische Detoxifizierungentfallen, was vermutlich zur Folge hat, daß
die Epitoppräsentation des rekombinantenToxins der natürlichen Situation wesentlich besser
entspricht als im Falle des chemisch detoxifiziertenToxins (Rappuoli et al. 1995).
Aus diesem Grund kommt die rekombinante Vakzine auch mit einer geringen Menge an
Pertussis Toxin (5 ug pro lmmunisierung) aus.

Die zweite Gruppe der hier betrachteten Seren stammt aus der in Deutschland
durchgeführten Studie mit der Vakzine der Firma SmithKIine, Beecham. Hier werden 25 ug
chemisch detoxifiziertes Pertussis Toxin pro Dosis verwendet. Tabelle 1.1 zeigt die
Zusammensetzung aller azellulären Pertussisvakzinen, die in den zwischen 1985 und 1995
durchgeführten Feldversuchen getestet wurden.
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Amvax
(Schweden, Göteborg)
Biocine
(Italien)
Lederle/Takada
(Deutschland, Erlangen)
Merieux 25
(Senegal)
Merieux/Connaught Nr.1 10
(Schweden, Stockholm II)
Merieux/Connaught Nr.2 7.5
(Deutschland, München)
SmithKline‚ Beecham Nr.1 25
(Deutschland, Mainz; Italien)
SmithKline‚ Beecham Nr.2 25
Schweden, Stockholm lI

 
Tabelle 1.1: Zusammensetzung azellulärer Pertussisvakzinen in den von 1985

bis 1995 durchgeführten Feldversuchen.
Die Vakzinen, die für die Immunisierung der in dieser Arbeit betrachteten
Patientenseren verwendet wurden, sind gesondert markiert. Nach Wirsing von
König und Finger (1995).

Weitere Ansätze für eine lmpfstoffentwicklung sind perspektivisch durch synthetische
Vakzinengegeben, bei denen in der Regel synthetische Peptide an größere Moleküle mit T-
Zell-Epitopen gekuppelt und dann für die VakzinierungvenNendet werden.
Als Peptide sind dabei antigene Determinanten aus den jetzt zum Einsatz kommenden
azellulären Vakzinen zu verwenden. Hierfür werden Epitope ausgewählt, die unmittelbar
Protektivitätvermitteln, wenn gegen sie ein ausreichenderAntikörpertiter aufgebautist.

Um derartige Aussagen zu treffen, ist eine detaillierte Kenntnis der in Frage kommenden
Epitope und insbesondere ihre natürliche Erkennung durch das Immunsystem eine wichtige
Grundbedingung.
Experimente in diese Richtung wurden bereits vor einigen Jahren durch Askelöf et al. (1990)
und Schmidt und Schmidt (1989) beschrieben.Auch die Ergebnisse aus dieser Arbeit sollten
für die Weiterverfolgung dieses Ansatzes neue Hinweise geben.

Bei allen bisher zum Einsatz kommenden Vakzinen gegen B.pertussis handelt es sich um
intramuskulär zu applizierende Impfstoffe, die eine vorwiegend systemische IgM- und lgG-
Immunantwort stimulieren. Wichtig für eine generelle Verhinderung der Besiedelung des
respiratorischen Epithels ist jedoch, daß auch IgA-Antikörper auf den Schleimhäuten
vorliegen. Dieses Ziel kann nur durch Entwicklungenvon oralen Vakzinenerreicht werden, die
auf geeigneten (Lebend-) Vektoren die für die Protektivität wichtigsten Kernepitope
präsentieren und eine vollständige Abwehr ermöglichen. Hier gilt, ebenso wie für die
azelluläre lmpfstoffentwicklung, daß die Grundbedingung für erfolgversprechende
Entwicklungen in der genauen Kenntnis der für die protektive Immunität in besonderer Weise
relevanten und kritischen Epitope liegt.
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1.8

1.9

Die Spotsynthese von Peptiden als Hilfsmittel für die Untersuchung
von Protein-Protein-Wechselwirkungen
Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse beruhen in vielen Teilen auf der Anwendung
einer von Ronald Frank (GbF‚ Braunschweig) etablierten Technik zur simultanen Synthese
und Fixierung definierter Peptide an Cellulosemembranen (Frank 1992, Frank und Overwin
1996). Die Technik wurde im Rahmen dieser Arbeit für den routinemäßigen Einsatz in
molekularbiologisch orientierten Laboren optimiert. Die dargestellten Ergebnisse bei
Fragestellungen zum Pertussis Toxin und zu einigen der bislang durchgeführten
Kooperationsprojekte sollen ihre Potenz als Hilfsmittel bei der Beantwortung verschiedener
immunologischer Fragestellungen demonstrieren.

Die Spotsynthese von Peptiden auf Cellulosemembranen basiert auf der Entwicklung
spezieller molekularerAnker, mit denen eine Celluloseoberflächekovalent derivatisiert werden
und mit Aminofunktionen beladen werden kann. Mit der Einführung der ersten Aminofunktion
ist der Einstieg in eine gezielte Synthese von Peptiden nach dem Prinzip der Fmoc-Synthese
(Merrifield 1963 und 1986) möglich.
Ein entscheidender Faktor ist die Stabilitätzwischen Anker und Cellulosemembran gegenüber
allen während der Synthese der wachsenden Peptidkette und der abschließenden
Abspaltung der Seitenschutzgruppen verwendeten Detergenzien und Chemikalien. Dies ist
mit dem von Frank (1992) entwickelten ß-Alaninanker,die über eine katalysierte Esterbindung
kovalent an Hydroxylgruppen der Cellulosemoleküle gekuppelt werden, möglich, wenn der
pH-Wert während der Synthese und der nachfolgenden Experimente im neutralen bis
schwach sauren Bereich gehalten wird.

Mit der Einführung der Spotsynthesetechnik wird eine Eingrenzung von Struktur-
Funktionsbeziehungen zwischen biologisch aktiven Proteinen wie z.B. Enzym-Substrat-
Wechselwirkung, einfache Protein-Protein-Wechselwirkung, Antikörpererkennung linearer
Epitope und Charakterisierung monoklonaler Antikörper in vielen Fällen überhaupt erst
ermöglicht, da sie parallele Untersuchungen an einer Vielzahl von Proben unter identischen
Versuchsbedingungenzuläßt.
Detaillierte Untersuchungen in dem Bereich molekularer Interaktionen und die Möglichkeit,
gezielte Massenmutationen zur Aufklärung intermolekularer Wechelwirkungen durchzuführen,
ebenso wie die Möglichkeit des sequenziellen Abtastens eines ganzen Proteins durch
einander in der Sequenz überlappende Teilpeptide‚ Sogenannte „Pepscans“ sind für die
infektiologische Forschung von großer Bedeutung, wenn es darum geht, wichtige
Interaktionen innerhalb einer Wirts-Pathogen-Beziehungaufzuklären und zu verstehen.

Ziele dieser Arbeit

Diese Arbeit hat das Ziel, neue Erkenntnisse für die Aufklärung von Struktur-
Funktionsbeziehungenvon Pertussis Toxin im Rahmen seiner immunologischen Erkennung
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durch humane Antiseren und der Substraterkennung durch die enzymatisch aktive S1
Untereinheit zu gewinnen.

Als Ausgangspunkt dienten die Arbeiten von Bärbel Raupach (1993). Sie hat eine erste,
intensive Untersuchung der durch humane Antiseren erkannten linearen Epitope auf der S1
Untereinheit mit Hilfevon synthetischen C-terminal fixierten Peptiden durchgeführt. Die von
ihr angewendete Methodik ließ jedoch, aufgrund des Auftretens von unspezifischem
Hintergrund, nur eine partielle Abtastungder S1 Untereinheit zu.
Es sollte daher nach effektiven Möglichkeiten gesucht werden, um bei S1 und über alle fünf
Pertussis Toxin Untereinheiten hinweg sämtliche immunologisch relevanten linearen B-Zell
Epitope zu detektieren, die innerhalb einer durch Vakzinierung hervorgerufenen oder natürlich
enNorbenen Immunität von humanen Antiseren erkannt werden.

Als vielversprechender Ansatz bot sich eine neu publizierte Methode zur C-terminalen
Fixierung und Synthese einer Vielzahl definierter Peptide auf Cellulosefiltern an (Frank 1992).
Die Spot-Synthese von Peptiden auf Cellulosefiltern sollte daher als eine neue Technologie
eingeführt und für den Routineeinsatz mit großen Probenzahlenoptimiert werden.

Ebenso mußte eine Methode entwickelt werden, um die im Rahmen der durchgeführten
Arbeiten anfallenden Versuchsergebnisse zumindest semiquantitativ zu bestimmen und
vergleichbardarzustellen.

Die Kristallstruktur von Pertussis Toxin war zu Beginn dieser Arbeit noch nicht publiziert. Da
jedoch davon auszugehen war, daß die Kristallstrukturdaten im Verlauf der Arbeit allgemein
verfügbar gemacht sein sollten, galt es nach geeigneten Möglichkeiten zu suchen, um die
Strukturdaten in die weiterführende Auswertung und Präsentation der Versuchsergebnisse
einfließenzu lassen.

Für das Ziel, detailliertere Informationen über sequenzspezifische Faktoren bei der Erkennung
und Modifikation der 0c Untereinheiten von G-Proteinen durch die S1 Untereinheit von
Pertussis Toxin zu gewinnen, sollte gleichfalls die Spotsynthese von Peptiden auf
Cellulosefiltern eingesetzt werden. Es galt zu prüfen, ob sie sich als Methode zur
Untersuchung der Substraterkennung und Modifikation von Peptiden durch Enzyme eignet
und helfen mit ihrer Hilfedie bisher vorliegenden Erkenntnisse erweitert werden könnten.

Da die Spotsynthese von Peptiden innerhalb dieser Arbeit als neue Technik für die
Beantwortung von Fragestellungen im infektiologischen Umfeld eingeführt wurde, sollten
abschließend ggf. weitere, damit zu bearbeitendeFragestellungen aufgezeigt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geräte und Verbrauchsmaterialien

Achtkanalpipette (Modell CA-200-8A) SLT Labinstruments, Crailsheim

Bio Imager Fuji BAS 1000 Raytest, Straubenrath

CovaLink-ELlSA-Platten Nunc, Wiesbaden

Elektrophoresekammer Phamacia Biotech‚ Upsala, Schweden

ELISA-Platten,E.l.A/R.l.A. Costar, Bodenheim
Flachboden, hohe Bindungskapazität
ELISA-Lesegerät, EMAX precision reader Molecular Devices, Sunydale, USA

Gibson Einkanalpipetten Abimed, Langenfeld
Hyperfilm-ß-max Amersham‚ Braunschweig
pH-Meter Beckman, München

Pipettierroboter, AMS 422 Abimed, Langenfeld
Scanner, UMAX UC 640 und Microtek, EggensteinScanMaker lll

Tischzentrifuge Micro-Centaur MSE Scientific Instruments, Sussex,
EnglandUltraschallgerät, Modell 5210 Bandelin, Berlin

Cellulosemembran, Whatman 540 Papier, Whatman, Kent, EnglandWhatman 3MM

Tab. 2.1: Spezielle und häufig verwendete Geräte und Verbrauchsmaterialen.

2.1.2 Seren

2.1.2.1 Gewinnung von Seren aus Blutproben
Zur Gewinnung von Serum aus Blutproben wird das Blut in 2 ml Plastikreaktionsgefäßen für
1 h bei 37°C und anschließend über Nacht bei 4°C inkubiert.
Der Blutkuchen wird in einer Tischzentrifuge für 5 Minuten bei 11,6 g abzentrifugiert und das
Serum als Überstand entnommen.
Zur Verhinderung von Kontaminationen wird 0,03% NaN3 zugegeben, die Seren schockge-
froren und bei -20°C bis zum Gebrauch gelagert.
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2.1.2.2 Humanseren nicht geimpfter Kinder

Für Untersuchungen mit Humanseren sind von einer Reihe von Kinderärzten aus der näheren
Umgebung von Münster Blutproben nicht immunisierter Kinder mit Keuchhustenverdacht zur
Verfügung gestellt worden. Von diesen wird Serum gewonnen und in Aliquots zu jeweils 100
ul bei -20°C gelagert.
Seitens der Kinderärzte liegt eine „Verdachts“-Diagnose,z.T. ein ELISA-Titer sowie eine Ge-
schIechts- und Altersangabe vor. Ein Teil dieser Seren wurde bereits in einer früheren Promo-
tionsarbeit eingesetzt (Raupach 1993). Nähere Angaben zu den gesammelten Seren finden
sich im Anhang der Arbeit.

2.1.2.3 Humanseren aus einer italienischen lmpfstudie
Die Seren für die Untersuchungen zur Veränderung der Immunantwort gegen lineare Epitope
entstammen einer klinischen Studie mit der italienischen rekombinantenazellulären Pertussis
Vakzineder Firma Biocine (Podda et al. 1994).
Es liegen Patienteninformationen über Geschlecht, interne Testergebnisse über den lgG-
Titer, Zeitpunkt der Erstimmunisierung sowie Zeitpunkt der Boosterimmunisierung vor. Die
Serumproben repräsentieren den Immunstatus vor und einige Wochen nach der Boosterim-
munisierung. Die Daten zu den Seren finden sich im Anhang der Arbeit.

2.1.2.4 Humanseren aus einer deutschen lmpfstudie mit APV 50
Weitere Seren für Untersuchungen zur Veränderung der Immunantwort gegen lineare Epitope
entstammen einer klinischen Studie mit dem azellulären Impfstoff APV 50 (Wirsing von König
pers. Mittlg.). Im Rahmen dieser Studie wurde den Patienten jeweils nach einer Erstimmuni-
sierung und nach einer Boosterimmunisierung Serum entnommen.
Prof. Dr. C.W. Wirsing von König, Städtische Krankenanstalten Krefeld, stellte diese Seren
freundlicherweise zur Verfügung. Die Daten zu den Seren finden sich im Anhang der Arbeit.

2.1.2.5 Kaninchenseren
Die verwendeten Kaninchenseren gegen Pertussis Toxin (Holotoxin, Untereinheiten) wurden
im Labor von Herrn Prof. Dr. M. Alexander Schmidt von Frau Bärbel Raupach (Raupach
1993) präpariert und für diese Untersuchungen zur Verfügung gestellt.
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2.1.3 Peptide
Für die kovalente Fixierung von Peptiden auf ELISA-Platten wurden mehrere synthetische
Peptide mit C-terminalem Cystein-Rest synthetisiert. Die Synthese erfolgte bei Herrn Dr.
Rainer Frank (ZMBH, Heidelberg).
Die mit 721-C, 722-C und 723-C bezeichneten Peptide (vgl. Tab. 2.2) entsprechen den von
Raupach (Raupach1993) als potentiell spezifisch für die differentielle Diagnose akuter Infek-
tionen identifizierten Epitopen auf der S1 Untereinheit von Pertussis Toxin.

Peptid 721-C PPAWTV YRYDS RPPE-C 3-16

Peptid 722-C DVFQN GFTAW GNND-C 17-30

Peptid 723-C AMAÄW SERÄG EÄ‘C 211-222
 
Tab. 2.2: Synthetische Peptide für die C-terminale Fixierung auf

ELISA-Platten.

2.1.4 Proteine, Enzyme, Antikörper

Pertussis Toxin (0,7 mg/ml Institut Me'rieux, Lyon
Transducin von Herrn Dr. P. Gierschick und Frau Dr. M.

Champs (Inst. für Pharmakologie; DKFZ -

Heidelberg) freundlicherweise zur Verfü-
gung gestellt

Humanes Transferrin Jackson lmmuno Research Labs, PA, USAHRP-hTf
(Peroxidase-conjugated ChromPure Hu-
man Transferrin)
Anti-Mensch-IgG (H+L) aus Ziege Jackson Immumo Research Labs, PA, USA

Ziege-anti-Mensch-Antikörper, Dianova, Hamburg
an alkalische Phosphatase gekuppelt
Ziege-anti-Kaninchen-Antikörper, an Dianova, Hamburgalkalische Phosphatase gekuppelt
monoklonaler anti-S1 Antikörper 6FX1 von Frau Dr. Drusilla Burns (FDA, Bethes-

da, USA) freundlicherweise zur Verfügung
estellt

Tab. 2.3: Spezielle Proteine, Enzyme und Antikörper
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2.1.5 Chemikalien

    ABTS-Substratlösung Boehringer, Mannheim

  
 

  

Aminosäuren und Pfp-Ester Novabiochem, Bad Soden
Blocking-Puffer (10x) Genosys‚ Ismaning
BM blue POD Substrat, präzipitierend Boehringer, Mannheim

Bromo-4-chIoro-3-lndolylphosphat- Biomol, Hamburg
 

 
 

Toluidinsalz (BCIP)   Bromphenolblau Merck, Darmstadt

  Citronensäure-1-Hydrat Roth, Karlsruhe Diisopropylcarbodiimid Fluka, Neu-Ulm

    Dimethylsulfoxid (DMSO) Fluka, Neu-Ulm

  3-[4,5-DimethylthiazoI-2-yl]-2‚5- Sigma, Deisenhofendiphenyltetrazoliumbromid (MTT)    Essigsäureanhydrid (AcaOH) Merck, Darmstadt 
  Ethanol Roth, Karlsruhe

    
            
  

Hydroxybenzotriazol (HOBt) Novabiochem, Bad Soden
1-Methylimidazol (MELM) Merck, Darmstadt
1-Methyl-2-pyrrolidon (NMP) Fluka, Neu-Ulm
N,N,-Dimethylformamid Fluka, Neu-Ulm
N-oL-Carboanhydride (NCAs) Neosystems, Strassbourg
NaNa Sigma, Deisenhofen
Natriumdodecylsulfat (SDS) Sigma, Deisenhofen
Natriumhydroxid (NaOH) Merck, Darmstadt
p-Nitrophenylphosphat Sigma, Deisenhofen
Piperidin Fluka, Neu-Ulm
Trifluoressigsäure Fluka, Neu Ulm

Triisobutylsilan (TIBS) Aldrich, Steinheim  
   Tween 20 Pharmacia Biotech, Usala, Schweden 
Tab. 2.4: Häufig eingesetze Chemikalien und Kurzbezeichnungen.
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Tabelle 2.4 enthält die innerhalb der hier beschriebenenArbeiten regelmäßig eingesetzten
Chemikalien. Alle weiteren, in dieser Arbeit genannten und nicht in Tabelle 2.4 aufgeführten
Chemikalien wurden von Aldrich (Steinheim), Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), Roth
(Karlsruhe) oder Sigma (Deisenhofen) in der jeweils besten, kommerziell erhältlichen Qualität
bezogen.
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2.1.6 Häufig verwendete Puffer und Lösungen
    Bindungspuffer 5 mM MgCI2, 50 mM Tris-HCI,pH 7,5

    Blockierungslösung 0,05% Tween, 5% Saccharose, 20% Block-
ing—Puffer, 80% TBS, pH 7.0      

 

BPB-Lösung 1% Bromphenolblauin DMF

Cappinglösung 2% Essigsäureanhydrid in DMF
CBS 0,8% NaCi, 0,02% KCI‚ 10 mM Citronensäu-    re-1-Hydrat, pH 7   Cova-Puffer 2 M NaCI, 40 mM M9804, 0,05% Tween 20

in PBS     Derivatisierungslösung (pro Blatt 3 mi) 140 mg Fmoc-ß-AIa-OH in 2,245 mi DMF,
105 u] DICD (10 Minuten Reaktionszeit für
die Bildung des Harnstoffderivates),
45 ul MELM  

  Diethanoiaminpuffer 10% Diethanoiamin, 5 uM MgCI2, 0,02%NaN3 in H2O, pH 9,8 '
     EDC-Lösung 6,5 mM EDC in H2O

  Färbelösung (AP) 5 mM MgCi2‚0,4% Stammiösung BCIP, 0,6%Stammiösung MTT in CBS  Färbelösung (AP2) 100 mM NaCI, 50 mM MgCi2, 100 mM Tris-
Base, 0,3% Stammiösung NBT, 0,3%Stammiösung BCIP     Färbelösung-AP 1mg/mI p-Nitrophenyiphosphat in Diethanoi-
aminpuffer    

 
 PBS 8 mM Na2HPO4, 2 mM NaH2PO4‚ 140 mM     

NaCI, pH 7,2
Piperidinlösung 20% Piperidin in DMF
Puffer A (Peptidsynthese) 8 M Harnstoff, 1% SDS, 0,5% Mercapto-

  ethanol, pH 7,0 mit Essigsäure
    
      

Puffer B (Peptidsynthese) 10% Essigsäure, 50% EtOH‚ 40% H2O
Stammiösung BCIP 6 % BCIP in DMF (Lagerung -20°C)
Stammiösung MTT 5% MTI’ in DMF(70%)/H2O (30%) (Lagerung-20°C)
Stammiösung NBT 2:/E)NBT in 70% DMF, 30% H2O (Lagerung 
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2.2

T-TBS 0,05% Tween 20 in TBS

0,8% NaCI, 0,02% KCI
, 50 mM Tris, pH 7,0

mit HCI
TBS

45% CHCl2, 3% T|BS‚50% TFA, 2% H2OTFE-Abspaltlösung
Waschpuffer 0,06% Brij in PBS
 
Tab.2.5: Häufig eingesetzte Puffer und Lösungen.

Methoden

2.2.1 Peptidsynthesen auf Cellulosefiltern
Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Vielzahl von Peptidsequenzen in Form von Pepscans
auf Cellulosefiltern synthetisiert, um damit weitere Untersuchungen bezüglich der Erkennung
linearer Epitope durch Antikörper, Enzym-Substraterkennung und Protein-Protein-
Wechselwirkung durchzuführen. Untersucht wurden Untereinheiten von Pertussis Toxin so-
wie verschiedene bakterielle Transferrin bindende Proteine.

Grundlage für die Durchführung der Pepscans von Pertussis Toxin bilden die Aminosäure-
sequenzdaten der fünf Untereinheiten aus der SWlSSPROT-Datenbank(Tab. 2.6).

  S1 Untereinheit  TOX1_BORPE
   

     
 

S3 Untereinheit TOX2_BORPE P04978S3 Untereinheit TOX3_BORPE P04879S4 Untereinheit TOX4_BORPE PO498OS5 Untereinheit TOX5_BORPE PO4981  
Tab. 2.6: Pertussis Toxin.

Bezeichnungen der fünf Pertussis Toxin Untereinheiten und der verwendeten Zu-griffscodes in der SWISSPROT-Sequenzdatenbank.
Für die Syntheseauf den Filtern werden die Sequenzen der 5 Untereinheiten als 12mere mit
jeweils 10 Aminosäuren Sequenzüberlappung (bzw. jeweils 2 Aminosäuren Sequenzver-
satz zwischen den Peptiden) auf Cellulosefiltern synthetisiert.
Die vollständigen Sequenzen sind im Anhang der Arbeit zu finden.

Die Grundlage für die ebenfallsangefertigten Pepscans von humanes Transferrin bindendem
Protein und porcines Transferrin bindendem Protein bilden ebenfalls Aminosäuresequenz-
daten aus der SWlSSPROT-Datenbank.Für den Pepscan der humanes Transferrin binden-
den Proteine wurden die kodierenden Bereiche der Vorläufermolküle (Precursor) des Transfer-
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rin bindenen Proteins 2 (TbpB) von N.mening/tidisder Stämme B16B6 und M982 eingesetzt
(Tab. 2.7).

TbpB N. meningitidis TB22_NEIME
Stamm B16B6

TbpB N. meningitidis TB21_NEIME
Stamm M982
 
Tab. 2.7: Transferrin bindendes Protein B (TbpB) aus Mmeningitidis.Bezeichnungen der Proteine und der ven/vendeten Zugriffscodes in derSWISSPROT-Datenbank.

Für die Synthesen werden die Sequenzen als 18mere mit jeweils 16 Aminosäuren Sequenz-
überlappung auf Cellulosefiltern synthetisiert.

Zur Untersuchung der Bindung von porcines Transferrin bindendem Proteins von A. p/euro-
pneumoniae(TfbA) werden Pepscans, zusammengesetztaus 16meren und für die Abschät-
zung der minimal benötigten Epitoplänge aus 15meren mit jeweils 14 Aminosäuren Sequenz-
überlappung,angefertigt.

Die Aminosäuresequenz von TfbA war zum Zeitpunkt dieser Arbeiten noch nicht in der
SWISSPROT-Datenbank verfügbar und wurde von Katrin Strutzberg, Tiermedizinische
Hochschule Hannover, im Rahmen einer Kooperation zur Untersuchung der Transferrin bin-
denden Domänen im TfbA zur Verfügung gestellt.
Die verwendeten Sequenzen finden sich im Anhang der Arbeit.

2.2.1.1 Derivatisierung von Cellulosefiltern mit funktionellenNHz-Gruppen
Damit Cellulosefilternach dem Prinzip der Fmoc-Synthesemit Peptiden beladen werden kön-
nen, müssen für den Synthesestart freie Aminofunktionen als Anker für die Synthese zurVerfügung stehen.
Um lineare, nicht immunogene Anker auf dem Filter aufzubauen, werden freie Hydroxylgrup-
pen der Cellulosemoleküle mit ß-Alanin verestert.
Die Synthese zum Ester erfolgt nur unter absolut wasserfreien Bedingungen. Ebenso muß
das bei der Synthese freiwerdende Wasser konstant aus dem Reaktionsgemisch entfernt
werden, um die Reaktion in Richtung der gewünschten Produkte (Ester) zu verschieben und
die Hydrolyse der eingesetzten Aktivester zu vermeiden.
Als Filter werden Whatman 540 Papiere auf eine Größe von 9x13 cm zugeschnitten oder ge-stanzt und für 24h im Exsikator über Kieselgel getrocknet.
Die Filter werden in einer luftdicht verschlossenen Glaspetrischale mit jeweils 3 ml Derivati-sierungslösung für 3 Stunden bei Raumtemperaturinkubiert.
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Zur Kontrolle der Derivatisierungseffizienzwird ein Filterabschnitt von ca. 1 cmzmitbehandelt
und nach 2 Stunden dem Reaktionsansatz entnommen.
Der Filterabschnittwird 4 mal mit jeweils 2 ml DMF für 1 Minute in einem Schnappdeckelglas
geschüttelt.
Anschließend wird der Filterabschnitt zum Entschützen der Aminofunktionen für 5 Minuten
unter Schütteln in 1 ml Piperidiniösung inkubiertund wiederum viermal mit DMF gewaschen.
Zum Färben des Filterabschnittswerden 2 ml DMF mit 50 ul BPB-Färbelösung versetzt und
der Filterabschnittdarin inkubiert, bis er tiefblaugefärbt ist.
Durch dreimaliges Waschen mit EtOH wird der Filterabschnitt entwässert und überschüssige
Färbelösung entfernt.
Der Filterabschnitt wird getrocknet und in einem neuen Gefäß mit 2 ml Piperidiniösung ge-
schüttelt, bis er wieder vollständig entfärbt ist.
Der blau gefärbte Überstand wird im Photometer gemessen. Dazu werden für die Meßlösung
100 ul entnommen und mit2 ml Piperidiniösung in DMF vermischt und in die Meßküvette ge-
geben. In die Vergleichsküvettewerden 2 ml 20% Piperidin in DMF eingefüllt und die OD bei
Ä = 605 nm gemessen.
Die Beladung mit Amin berechnetsich nach dem Lambert-Beerschen Gesetz: E = e x c x d.
Der Extinktionskoeffizientfür Bromphenolblauist: e605: 95000 mol"cm". Somit ergibt sich als
Formel für die Beladung mit Aminofunktionen:

OD5o5 x Verdünnungsfaktor x Volumen Entfärbelösung [ml]Amin [mmol/cnnz] = —————————————————————————————————————————————————————
--

95 x Filterfläche [cm2]

Eine effektive Beladung eines Whatman 540 Filterpapiers liegt vor, wenn mindestens ein
Wert von 0,2 umol/cmzAminerreicht wird.

Nach 3 Stunden wird der zu beladeneFilter auf einem Wipptisch dreimal mit 15 ml DMF (30”,
2 x 2’) gewaschen, um überschüssige Derivatisierungslösungauszuwaschen.
Durch 20-minütige lnkubation mit Piperidiniösung werden die Aminofunktionen des ß-Alanins
entschützt. Das Piperidin wird durch viermaliges Waschen mit jeweils 15 ml DMF (30”, 3 x 2’)
wieder ausgewaschen und der Filter zum Dehydrieren dreimal mit 15 ml EtOH (30", 2 x 2’)
gespült.
Der Filter wird zwischen Whatman 3MM Filterpapier eingelegt, durch kaltes Fönen getrocknet
und über Nacht im Exsikator über Kieselgel inkubiert.
Damit ist der Filter vollflächig mit ß-Alanin beschichtet.

Um einen linearen Abstandshalter (Spacer) zu erhalten wird ein zweites ß-Alanin im Raster
der gewünschten Synthese an die freien Aminofunktionen der ß-Alanin-Grundbeschichtung
gekuppelt. Dazu wird eine frische 0,3 M Fmoc-ß-Ala-OBtLösung (vgl. Tab. 2.10) angesetzt.
Für die nachfolgendeSynthese von bis zu 425 Peptiden auf einem Filter werden die Filter mit
einem Bleistift beschriftet, eine Ecke abgeschnitten und auf die Haltenadeln der Pipettierplatte
des Pipettierroboters gesteckt und so eindeutig und reproduzierbar fixiert.
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Mit Hilfe des Pipettierroboters und einer Stahlkanüle werden jeweils 0,2 ul der aktivierten ß-
Alanin-Derivat Lösungen in einem Raster von 17 x 25 aufgespottet, 10 Minuten lnkubations-
zeit abgewartet, der Spotvorgang einmal für alle Positionen wiederholt und der Filter dann 45
Minuten ruhen gelassen, um eine ausreichende Reaktionszeit zu gewähren.

Die Kontrolle der Reaktion erfolgt durch die Farbveränderung des in der Spotlösung befindli-
chen Bromphenolblaus.
Unmittelbar nach dem Aufspotten verfärbt sich die Pipettierposition dunkelblau,was das Vor-
handensein freier Aminofunktionenanzeigt.
Im Verlaufder Reaktion verschiebt sich diese Färbung zu grün bis gelb. Dies ist die Folge der
Abnahmeder freier Aminofunktionenals Folge der Kupplungsreaktion.
Die Intensität des Farbumschlages ist nicht über alle verwendeten Derivate hinweg gleichar-
tig sondern unterschiedlich stark ausgeprägt.

Verbliebenefreie Aminofunktionenaufder Filteroberflächewerden im nächsten Schritt mit Es-
sigsäureanhydrid umgesetzt und dadurch blockiert, so daß zwar verkürzte, jedoch keine
Fehlketten synthetisiertwerden können.
Dazu wird der Filter zweimal für 30 Sekunden und dann für 1 Stunde unter Schwenken in je-
weils 15 ml frischer Cappinglösung inkubiert.
Zur Kontrolle der Blockierung wird nach einer Stunde 30 ul 1% BPB in DMF zugegeben. Der
Filter darf sich daraufhin gerade noch hellgrün verfärben, andernfalls sind noch zu viele
Aminofunktionennicht blockiert.

Anschließend wird der Filter zweimal für 30 Sekunden und einmal für 2 Minuten in je 15 n1
DMF gewaschen.
Abschließenderfolgt dreimaliges Waschen in jeweils 15 ml EtOH (2 x 30”, 1 x 2’) und Trock-
nen des Filtern mit Whatman 3MM Filterpapier und kaltem Fönen.
Die Filterwerden über Nacht im Exsikator an der Ölpumpe getrocknet, eingeschweißt und bis
zur weiteren Verwendung bei -20°C verwahrt.

Zur Erstentschützung eines neuen Filters (s.o.) wird dieser auf Raumtemperatur erwärmt, aus
der Folie entnommen und in eine Reaktionswanne aus Glas, Teflon oder Polypropylen (PP)gelegt.
Zum Entfernen der Schutzgruppen an den terminalen Aminofunktionen der Ankerenden wird
der Filter für 5 Minuten in 15 ml Piperidinlösung inkubiert und dann viermal in 15 ml DMF ge-waschen (1 x 30”, 3 x 2’)
Durch dreimaliges Waschen in jeweils 15 ml EtOH (30”‚ 2 x 2’) wird das DMF entfernt und der
Filter daraufhinzwischen Filterpapiereingelegt und durch kaltes Abfönen getrocknet.
Damit ist der Filter für den Beginn der eigentlichen Spotsynthese der zur fixierenden Peptide
vorbereitet.
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2.2.1.2 Spotsynthese
Für die Spotsynthese von Peptiden werden die unter 2.2.1.1 beschriebenen,derivatisierten
und mit 2mer ß-Alaninankernversehenen Filter eingesetzt.
Vor dem Beginn der Synthese werden zunächst die benötigten 0,3 molaren Aktivester- bzw.
NCA-Lösungen der benötigten Aminosäuren hergestellt (Tabelle2.8).

Fmoc-Ala-OPfp-Ester
Fmoc-Xys (Acm)-OPfp-Ester
Fmoc-Asp (OtBu)-OPfp-Ester
Fmoc-Glu (OtBu)-OPfp-Ester
Fmoc-Phe-OPfp-Ester
Fmoc-Gly-OH
Fmoc-His (Trt)-OPfp-Ester
Fmoc-lle-NCA
Fmoc-Lys (Boc)-0Pfp-Ester
Fmoc-Leu-NCA
Fmoc-Met-OPfp-Ester
Fmoc-Asn (Trt)-OPfp-Ester
Fmoc-Pro-OPfp-Ester
Fmoc-Gln (Trt)-OPfp-Ester
Fmoc-Arg-(Pmc)OH
Fmoc-Ser(tBu)-ODhbt
Fmoc-Thr-OPfp-0Dhbt
Fmoc-Val-NCA
Fmoc-Trp (Boc)-0Pfp-Ester
Fmoc-T r

Tab. 2.8: Übersicht über die für die Fmoc-Synthese eingesetzen Aminosäure-derivate und zugegebene Mengen an HOBt.

Die für 1 ml benötigten Mengen an Aminosäurederivaten werden jeweils in 2 ml Eppendorf-gefäße eingewogen, die benötigte Menge an HOBt zugewogen und in jeweils 1 ml NMP ge-löst.
Die gelösten Derivate werden in Aliquots von 250 ul abgefüllt, unter Stickstoff schockgefroren
und bei -70°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Je ein Aliquot (250 ul) der benötigten AS-Lösungen wird zu Beginn eines Synthesetagesaufgetaut.
Den Ansätzen mit den zugewogenen PfP-Estern und freien Aminosäuren werden jeweils 7 ulDICD zugegeben, sorgfältig durchmischt und alle Lösungen abzentrifugiert, um ggf. auskri-
stallisierte AS zu pelletieren. Nach einer Aktivierungszeit von 45 Minuten können die Lösun-
gen verwendet werden.
Die Synthese findet bis zum vollständigen Kettenaufbau in einer immer gleichbleibenden
Abfolge statt.
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Der frisch entschützte, trockene Filter wird in die Pipettierebene des Roboters eingelegt und
auf den Stecknadeln in seiner Position fixiert.
Je Syntheseschrittwerden durch den Pipettierroboterjeweils zweimal 0,2 ul aktiviertes Ami-
nosäurederivat aufgespottet und mindestens 10 Minuten Reaktionszeit zwischen den beiden
Spotzyklen und der anschließenden Weiterbearbeitungabgewartet.

Der gespottete Filter wird aus der Apparatur entnommen und in eine DMF-resistente Wanne
gelegt. Alle folgenden Schritte werden unter ständigem Schwenken bei Raumtemperatur auf
dem Wipptisch durchgeführt.

Die Blockierung nicht abgesättigter Aminofunktionenerfolgt durch zweimaliges Inkubieren in je
15 ml Cappinglösung (1 x 30”,1 X 10’).
Nach dreimaligem Waschen in je 15 ml DMF (1 x 30”‚ 2 x 2’) werden die Fmoc-
Schutzgruppen der verlängerten Ketten abgespalten. Dazu wird der Filter für 10 Minuten in
10 ml Piperidinlösung inkubiert.
Das Piperidin wird im nächsten Schritt durch viermaliges Waschen in je 15 ml DMF (1 x 30”‚
3 x 2’) vollständig ausgewaschen.
Die entschützten Aminofunktionen der Kettenenden werden durch lnkubation in Bromphe-
nolblau-Lösung (100-fach verdünnt in DMF) blau angefärbt und abschließend DMF und
überschüssiges BMP durch dreimaliges Waschen in EtOH entfernt (1 x 30”, 2 x 2’).
Der Filter wird aus dem Reaktionsgefäß entnommen, zwischen Filterpapier vorgetrocknet, kalt
trockengefönt und wieder in die Pipettierebene eingelegt. Weitere Synthesezyklen schließen
sich an.

Die gesamte Kettenverlängerung erfolgt jeweilswie oben beschriebenund wird erst nach der
Kupplung der letzten Aminosäure des längsten Peptids einer Syntheseserie leicht abgewan-
delt.

Im letzten Zyklus wird der Filter nach dem Spotten direkt dreimal mit 15 ml DMF gewaschen
(1 x 30”, 2 x 2’) und dann wie oben beschriebenmit Piperidinlösung entschützt, gewaschen
und gefärbt.
Vor dem abschließenden Waschen in EtOH wird ein Endcappingschritt mit zweimal 15 rrt
Cappinglösung (1 x 30”‚ 1 x 10’) einführt und nochmals dreimal in je 15 ml DMF gewaschen
(1 x 30”, 2 x 2’).

2.2.1.3 Entschützen der Seitenketten

Vor der Verwendung des Filters sind die Schutzgruppen der Seitenketten mit Trifluoressig-
säure abzuspalten.
Dazu werden in einer verschließbaren Reaktionswanne unter vorsichtigem Schwenken 20 rrl
der TFE-Abspaltlösungangesetzt. Der trockene Filter wird in die Abspaltlösung eingelegt und
die Reaktionswanne sofort luftdicht verschlossen, um das Verdampfen des Dichlormethans in
der Abspaltlösung zu verhindern.
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Nach einer Inkubationszeit von 1h auf dem Schüttler wird die TFE-Abspaltlösung durch fri-
sche Lösung ersetzt und der Filter für eine weitere Stunde inkubiert.
Der Filterwird nach dem Abspaltvorgang zunächst viermal inje 15 ml CHCI2 (1 x 30”, 3 x 2’)
und dann dreimal in jeweils 15ml DMF (1 x 30”, 2 x 2’) gewaschen, um die TFE-
Abspaltlösung auszuwaschen.
Falls in der Kette Fmoc-Trp-(Boc)-Schutzgruppen eingesetzt wurden, werden diese durch
dreimaliges lnkubierendes Filters in 15 ml 1 M Essigsäure (1 x 30”, 2 x 5’) abgespalten.
Abschließendwird der Filter dreimal in EtOH (1 x 30”‚ 2 x 2’) gewaschen.
Der ethanolfeuchte Filter kann direkt verwendet werden. Alternativ wird er getrocknet, in
Kunststoffolie eingeschweißt und bei -20°C gelagert.

2.2.1.4 Bindung und Nachweis der Bindung von Human- und
Kaninchenseren an Pepscans von Pertussis Toxin

Fürdie Detektion der Bindung von Antiseren an die Pepscans von Pertussis Toxin wird der
trockene Filter mit dem zu untersuchenden Pepscan in Ethanol getränkt, um hydrophobe
Wechselwirkungen zu neutralisieren, und dann das Ethanol durch dreimaliges Waschen mit
TBS ausgewaschen.
Der Filter wird in einer verschließbaren Reaktionswanne über Nacht in 15 ml Blockierungslö-
sung inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen in T-TBS (1 x 30”, 2 x 2’) wird der Filter für 4 Stunden mit 10 rrl
des zu untersuchenden Humanserums (12100 verdünnt in Blockierungslösung) inkubiert.
Anschließend wird der Filter wiederum dreimal mit T-TBS gewaschen und der Filter mit dem

Zweitantikörper (Ziege-anti-Mensch lgG(H+L) F(ab’)2-Fragmente‚ gekuppelt an alkalische

Phosphatase, 1:5000 verdünnt in Blockierungslösung) inkubiert. Nach einer Stunde Inkuba-
tionszeit wird er nochmals dreimal mit T-TBS (1 x 30”‚ 2 x 2’) und danach zweimal mit CBS

(2 x 2’) gewaschen.
Die Farbentwicklungerfolgt für 30 Minuten durch Überschichten mit Färbelösung-AP.
Vorder Signaldetektion wird die Reaktion durch zweimaliges Waschen mit CBS beendet und

der feuchte Filter im Flachbettscannereingescannt.
Um ein Stripping und Wieden/erwendendes Antikörpers zu ermöglichen, wird der Filter feucht
und für maximal 24h bei 4°C gelagert.

Zur Kontrolle einer möglichen Kreuzreaktion des 2. Antikörpers mit den Peptiden wird das be-

schriebeneVerfahren ohne Antiserum durchgeführt.
Die in dieser Kontrollreaktion auftretenden Kreuzreaktionen werden ggf. für die spätere Aus-

wertung notiert und anschließend der Filter gestrippt.



 

2.2.1.5 Bindung und Nachweis der Bindung von humanem Transferrin
an Pepscans von Transferrin bindendem Protein

Die Bindung von humanem Transferrin an Pepscans von Transferrin bindendem Protein er-

folgt wie für die Bindung von Human- und Kaninchenseren mit den im folgenden beschriebe-
nen Änderungen.
Für die Bindung werden die Filter mit je 10 ml Blockierungslösung mit 30 mg/ml HRP-hTf für 2
Stunden inkubiert.
Der letzte Waschschritt vor der Färbung erfolgt nicht mit CBS sondern mit PBS.
Für die Färbung selbst wird BM blue POD-Substrat nach Angabe des Herstellers unver-

dünnt eingesetzt und die Reaktion nach 1, 3 oder maximal 20 Minuten durch mehrmaliges
Waschen in H2O abgebrochen und der feuchte Filter im Flachbettscannereingescannt.

2.2.1.6 Quantifizierung von Farbreaktionen auf Membranen

Zur Quantifizierungder Farbreaktionenauf Membranen werden die Filter als Farbbildermit ei-
nem UMAX UC840 Desk Top Scanner, angeschlossen an einen farbkalibrierten Apple
Macintosh Power PC in einer Auflösung von 300 dpi eingescannt und für die weitere Verar-

beitung in Graustufenbilder(8 bit) konvertiert und im Tiff-Format gespeichert.
Zur Bestimmung der relativen Intensität wird die im „Public Domain“ befindliche Grafiksoftware
„NIH Image 1.61“ (URL = ftp://zippy.nimh.nih.gov/pub/nih-image/)von Wayne Rasband

(Rasband und Bright 1995) eingesetzt. Diese Software ermöglicht den direkten Bildimport
über dem Scanner zugehörige Adobe Photoshop-kompatible Plugln-Scan-Module oder über

die integrierten Grafikimportfilter.
Die auszumessenden Bereiche werden nicht in Form von Einzelpunktmessungen, sondern
als Serie gleichgroßer Flächen (Rechtecke, Kreise) bestimmt. Die Software erfaßt die Intensi-

tät dieser Bereiche als relative Intensität/mm?
Die Ergebnisse liegen in Form von ganzzahligen Werten zwischen 1 und 255 (8—bit
Graustufen) als exportierbare Tabellenvor.

Die Weiterverarbeitung kann mit jeder Grafikverarbeitungssoftwareerfolgen, die in der Lage
ist, wissenschaftliche Daten in Tabellenformzu importieren. Als gut geeignet für die graphi-
sche und mathematische Weiterverabeitung hat sich das Programm „DeItaGraphPro 4.04“

(StatisticaI Products & Service Solutions Inc. (SPSS), Chicago) erwiesen.
Alternativ zur Auswertung mit der NlH Image Software wird die Quantifizierung in einigen
Fällen auch mit dem Auswertungsmodul der „Fuji MacBAS“ Bioimager-Softwaredurchgeführt.

2.2.1.7 Antikörperstripping von Pepscans
Zum Strippen von Pepscans, die mit Antikörpern beladen sind, wird der feuchte Filter in eine
DMF-stabile Kunstoffwanne gelegt und zweimal für 2 Minuten mit jeweils 15 ml H2O gewa-
schen. Zum Entfernen des Farbstoffs wird der Filter anschließed einmal für 2 Minuten mit DMF

vorgewaschen. Das gebrauchte DMF wird durch frisches DMF ersetzt und die Wanne im Ul-
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traschallbad bei Raumtemperaturso lange inkubiert, bis die Farbe vollständig aus dem Filter
herausgelöst ist. Das DMF wird erneut durch frisches ersetzt und der Filter darin wieder für 2
Minuten gewaschen.
ZurVorbereitung der Umpufferung wird der Filterdreimal mit je 15 ml H2O (30”, 2 x 2’) gewa-
schen.
Zur Destabilisierungund Ablösung der Antikörper wird dreimal für 10 Minuten mit Puffer A ge-
waschen. Dabei wird jeweils für die ersten 5 Minuten der Filter in auf 40°C erhitztem Puffer A
im Ultraschallbad bei 40°C und für die restliche Zeit des Waschschrittes bei Raumtemperatur
auf dem Wipptisch inkubiert.
Im nächsten Schritt wird der Filter zu Restabilisierungdreimal für jeweils 5 Minuten mit jeweils
15 ml Puffer B gewaschen.
Abschließend wird er noch dreimal (1 x 30”, 2 x 2’) in jeweils 15 ml EtOH gewaschen und
dann entweder naß weiterverwendet oder zwischen Filterpapier eingelegt und kalt trocken-
gefönt. Der trockene Filter wird in Folie eingeschweißt und bei -20°C gelagert.

2.2.2 ELISA-Methoden

2.2.2.1 Kovalente Fixierung von Peptiden an ELISA-Platten

Für die kovalente Fixierung von Peptiden an ELISA-Platten werden diese über ihre Car-
boxylgruppen an Abstandshaltermoleküle(Spacer) mit sekundären Aminofunktionen gekup-
pelt. Bei den verwendeten Platten vom Typ CovaLink (Nunc‚ Roskilde‚ Dänemark) liegen
entsprechende Abstandshalterbereits in einer Länge von 2 nm fixiert an die Polystyrolober-
fläche der ELISA-Platten vor.

Zur Kupplung von Peptiden an die Abstandshaltermolekülewird wie folgt vorgegangen (vgl.
Staros 1986):
Die zu kuppelnden Peptide werden als Stammlösung in einer Konzentration von 12 mg/ml in
40% H2O und 60% DMSO gelöst.
Zu je 250 ul Peptidstammlösung werden 46 mg Sulfo-NHS und 2,5 ml H2O gegeben und je-
weils 50 ul der Peptid/NHS-Lösung in jede zu beschichtende Vertiefung der CovaLink
ELISA-Platten einpipettiert.
Anschließend wird in jede Vertiefung 50 ul EDC-Lösung pipettiert und für 2 h bei Raumtem-

peratur inkubiert,

Die Kupplung erfolgt über die Aktivierung der Carboxylgruppedes Peptids durch die Carbo-

diimidgruppe des EDC (Übergangsprodukt ist ein O-Acyl-Harnstoff) und deren Austausch
durch Angriff der Hydroxylgruppedes NHS.
Das so aktivierte, weitgehend gegen Hydrolyse stabilisiertePeptidderivat reagiert mit der se-

kundären Aminogruppe des Linkers zu einem sekundären Säureamid unter Freisetzung von

NHS.
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Nach Abschluß der Kupplungsreaktionwerden die Vertiefungen entleert und dann dreimal mit
jeweils 200 ul Cova-Puffer gespült, der Puffer nach dem dritten Waschschritt für 15 Minuten
in den Vertiefungen belassen und dann abgesaugt.
Die Platten mit den beschichteten Vertiefungen werden anschließend direkt für die Detektion
der Peptide durch Antiseren eingesetzt.

2.2.2.2 Detektion von Pertussis Toxin Peptiden und Holotoxin durch
Kaninchen- und Humanseren im ELISA

Für die Detektion von Peptiden und Holotoxin werden zunächst ELISA-Platten mit dem zu

analysierendemAntigen beschichtet. Dazu werden in jede ELISA-Platte pro Vertiefung 100 ul
einer Antigenverdünnung in PBS pipettiert und über Nacht bei 4°C inkubiert.
Nicht gebundenes Antigen wird durch dreimaliges Waschen mit je 250 ul Waschpuffer ent-
fernt.
Um frei gebliebeneAntigenbindungsstellenund den oberen Bereich der Vertiefung abzusätti-
gen, werden in jede Vertiefung 250 ul 5% BSA in PBS pipettiert und für 1h bei Raumtempe-
ratur inkubiert.

Die zu untersuchenden Antiseren werden in 0,1% BSA verdünnt und von jeder Antikörper-
Verdünnung jeweils 100 ul einpipettiert. Die Inkubation erfolgt für 1,5 h bei 37°C

.

Anschließend werden nicht gebundene Antikörper durch dreimaliges Spülen mit je 250 ul
Waschpuffer entfernt.
Die Detektion der spezifisch gebundenen Antikörper erfolgt durch einstündige Inkubation mit
an alkalische Phosphatase gekuppelten Ziege-anti-Spezies-(Mensch/Kaninchen)-Antikörper
(1:5.000 in PBS verdünnt).
Nach der Inkubation wird jede Vertiefung abschließend dreimal mit je 250 ul Waschpuffer ge-
waschen, jeweils 100 ul 1mg/ml p-Nitrophenylphosphat in Diethanolaminpufferzupipettiert
und nach 30 Minuten die optische Dichte bei 405 nm im ELISA-Header bestimmt.

2.2.2.3 Bestimmung von IgG-, lgM- und lgA-Titern mit dem Testkit der
Firma Viramed

Der einzige, zum Zeitpunkt der Untersuchungen verfügbare, kommerzielle ELISA-Testkit zum

Nachweis von anti-B. pertussis-Antikörpern war der „Bordetel/a Pertussis ELISA lgA‚ IgG,
IgM“ der Firma Viramed.
Die Verwendung und Ermittlung der Extinktionswerte der einzelnen Proben erfolgt nach der
Anleitung des Herstellers.
Bei diesem Testsystem werden anhand mitgelieferter Kontrollseren, die mit dem System ne-

gativ‚ schwach positiv und positiv reagieren, die Reaktionen gegen mit speziell präparierten
Bpertussis-Zellen beschichtete Mikrotiterplatten über einen zweiten, mit alkalischer Phos-

phatase gekuppelten Antikörper und anschließende Farbreaktion gemessen.
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Parallel zu den zu untersuchenden Proben werden jeweils eine Pufferkontrolle, dreimal das
schwach positive Kontrollserum, ein negatives und ein stark positives Kontrollserum im Test
mitgeführt.
Der Mittelwert der Extinktlonen der drei mitgeführten schwach positiven Kontrollseren ergibt
den „Cut off“-Wert. Die Ratio wird dann als Quotient aus gemessener Probenextinktionund
dem „Cut off“-Wert ermittelt.

Ein Experiment wird als auswertbar angesehen, wenn:

1. die Ratio der negativen Kontrolle kleiner als 0,6 ist,
2. die Ratio der stark positiven Kontrolle größer als 1,5 ist und
3. die Extinktion der Pufferkontrollekleiner oder gleich 0,07 ist.

In der weiteren Auswertung gelten dann die in Tabelle 2.9 aufgelisteten Ratio für die diagno-
stische Beurteilung der Proben.

lgG-ELlSA f

>O,8 bis< 1,1 2 1,1
lgA-ELISA 0,9 bis<1,1 21,1
lgM-ELISA 0,9 bis<1,1 21,1

Tab 2.9: Diagnostische Beurteilung der ermittelten Ratio im Viramed
ELISA-Test

2.2.3 Arbeiten mit Pertussis Toxin

2.2.3.1 Aktivierung von Pertussis Toxin

Zur Aktivierung von Pertussis Toxin muß zunächst die Disulfidbrücke der S1 Untereinheit, die
das A-Protomer in der inaktiven Form hält, reduziert werden.
Die Reduktion erfolgt in 50 mM DTT, 100 mM Tris-HCI bei pH 8,0 für 1 Stunde bei Raumtem-

peratur.

2.2.3.2 Modifikation von Transducin durch Pertussis Toxin mit “P
markiertem NAD

Um die enzymatische Aktivität und Spezifität des später für die Modifikation C-terminal fixier-
ter Peptide verwendeten Pertussis Toxins zu kontrollieren, wurde zunächst die Modifikation
der isolierten 0c Untereinheit von Transducin untersucht.
In einem Gesamtvolumen von 50 ul werden 0,1 ug/ml Transducin in 100 mM Tris-HCI, pH 8,
25 mM DTT, 2 mM ATP, 8 ug/ml aktiviertes Pertussis Toxin und 10 uCi/ml “P-NAD (ca.
100.000 cpm) für 1,5 Stunden bei Raumtemperaturinkubiert.

-35-



 
Zum qualitativen Nachweis wird dem Inkubationsansatz50 ul SDS-Probenpufferzugegeben
und die Reaktion durch zehnminütiges Erhitzen auf 95°C gestoppt und die Proteine gleichzei-
tig denaturiert.

Die Proteine werden im SDS-Polyacrylamid-Gelaufgetrennt.
Die diskontinuierliche SDS-Gelelektrophorese erfolgt dabei wie von Laemmli (1970) be-
schneben.
Es werden Sammelgele bestehend aus 5% Acrylamid in 0,125 M Tris-HCI, pH 6,8, 2 rrM
NagEDTA, O‚1%SDS und Trenngele mit 10-15% Acrylamid, 0,375 M Tris-HCI, pH 8,8, 2 rrM
Na2EDTA verwendet. Zur Polymerisation werden die Lösungen entgast und 0,1% APS so-

wie 0,0625% TEMED zugesetzt. Die Gesamtabmessungen der Gele betragen 10x8x0,75
cm. Als Laufpufferdient 25 mM Tris-Base, 192 mM Glycin, 0,1% SDS, pH 8,3. Die Elektro-
phoresen werden bei einer Stromstärke von 30 mA durchgeführt.
Nach der Elektrophorese werden die Gele in einer Glaspetrischale mit einer Lösung aus 3,3
mM Coomassie Brilliant Blue R250, 25% Methanol und 10% Essigsäure gefärbt und an-

schließend in 10% Methanol, 7% Essigsäure entfärbt.
Färbe- und Entfärbevorgangwerden durch kurzzeitiges Erhitzen in der Mikrowelle beschleu-
nigt. Zur Visualisierung der radioaktiv markierten 0c Untereinheit des G-Proteins wird das Gel
für 30 Minuten bei Raumtemperaturauf einer Fuji lmaging Platte inkubiert (BAS-Ills)und diese
danach mit dem Bio-lmager (Fuji BAS 1000) gescannt.

Zur quantitativen Analyse wird die Reaktion durch Zugabe von 2 ml Bindungspuffer gestoppt
und die Proteine über einen Nitrocellulosefilter abgesaugt. Das Reaktionsgefäß wird noch
weitere zweimal mitjeweils2 ml Bindungspuffer gespült und über den Nitrocellulosefilter ab-

gesaugt. Abschließend wird der Nitrocellulosefilter dreimal mit 3 ml Bindungspuffer ge-
waschen, um nicht gebundenes Protein zu entfernen.
Der Filterwird in ein Szintillationsröhrchenüberführt, in 1 ml Ethylenglykolmonoethyletherauf-

gelöst, mit 3 ml Quickszint 501 versetzt und im Szintillationszählergemessen.

2.2.3.3 Modifikation C-terminal fixierter Peptide durch Pertussis Toxin
mit “P markiertem NAD

Für die ADP-RibosylierungC-terminal fixierter Peptide werden die 9x13 cm großen Filter in

Ethanol getränkt.
Wenn nicht anders angegeben, finden alle Inkubationen bei Raumtemperatur statt. Der Filter

wird durch dreimaliges Spülen für jeweils 5 Minuten in 15 ml TBS, pH 7, umgepuffert und
kann dann für die ADP-Ribosylierungeingesetzt werden.
Die Filterwerden für2 Stunden in 5 ml einer ADP-Ribosylierungslösung,bestehend aus 0,9
ug/ml aktiviertem Pertussis Toxin, 25 mM DTT, 100 mM Tris pH 7,0, 2 mM ATP und 10

uCi/ml 32P-NAD inkubiert. Daraufhinwird die Membran dreimal für 2 Minuten mit jeweils 15 n1

5% Tween-TBS, anschließend 30 Minuten bei 60°C in 15 ml 5% Tween-TBS und ab-
schließend mehrfach bei Raumtemperatur in jeweils 15 ml H2O gewaschen, bis im Überstand
keine Radioaktivität mehr nachweisbar ist.
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Zur Messung derverbleibendenszP-Aktivität werden die Filter für bis zu 1,5 Stunden auf ei-
ner Fuji Imaging Platte inkubiert (BAS-Ills)und diese mit dem Bio-Imager (Fuji BAS 1000) ge-
scannt
Die Auswertung erfolgt mit der zum System gehörenden „Fuji MacBAS“-Bildverarbeitungs-
und Quantifizierungssoftware,wobei zur graphischen Darstellung und zum Vergleich die ge-
rätespezifischen Meßeinheiten (PSL/cmz)der Quantifizierungssoftwareverwendet werden.

Bindung von Pertussis Toxin an C-terminal fixierte Peptide
Um Hinweise auf eine potentielle Eignung von Peptiden als inhibitorische Hemmstoffe der
Pertussis Toxin-induzierten ADP-Ribosylierungzu erhalten, wurde die Bindung von Pertus-
sis Toxin an Peptide, die von den Sequenzen verschiedener Goc-Proteine abgeleitet wurden,
untersucht.
Dazu wird der Filter zunächst in EtOH getränkt und das EtOH durch wiederholtes Waschen
gegen PBS ausgetauscht, um hydrophobe Wechselwirkungen beim Rehydrieren zu mini-
mieren.
Der Filter wird für 1h in 5% BSA in PBS inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen abzu-
sättigen und danach dreimal für 10 Minuten mit 0,05% Tween in PBS gewaschen.
Die Inkubation mit nicht-reduziertem bzw. reduziertem Pertussis Toxin erfolgt in einer Kon-
zentration von 1 ug Pertussis Toxin/ml in PBS und in Parallelansätzen unter reduzierenden
Bedingungen mit bzw. ohne ATP (25 mM DTT und 2 mM ATP bzw. nur 25 mM DTT ).
Es wird für eine Stunde bei Raumtemperaturinkubiert, anschließend wird der Filter dreimal mit
0,05% Tween in PBS gewaschen.

Für den immunologischen Nachweis wird als 1. Antikörper ein monoklonalerAntikörper gegen
die S1 Untereinheit (6FX1) in einer Verdünnung von 1:50 in PBS eingesetzt, für eine Stunde
inkubiertund erneut dreimal für 10 Minuten wie oben beschriebengewaschen.
Als 2. Antikörper wird Ziege-anti-Maus Antikörper, gekuppelt an alkalische Phosphatase
(1:5000 verdünnt in PBS), eingesetzt und der Filter damit für 1 Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert.
Nach Abschluß der Inkubation mit dem 2. Antikörper erfolgt dreimaliges Waschen für jeweils
10 Minuten mit 0,05% Tween in PBS.
Die Bindung des 2. Antikörpers wird durch Entwickeln mit einer geeigneten Menge FärbeIö-

sung (AP2)nachgewiesen,die Reaktion nach 30 Minuten durch Waschen mit PBS gestoppt
und der gefärbte, feuchte Filter eingescannt und anschließend getrocknet.

Quantifizierung serieller Verdünnungen von "P- und
Proteinkonzentrationen auf Western Blots

Der Linearitätsbereichder scannergestützten Auswertung von Farbreaktionen auf Membra-
nen sollte mit denen Iaserdensitometrischer oder Bio Imager-gestützter Quantifizierungsver-
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fahren verglichen werden. Dazu wurden serielle “P-Verdünnungen mit den verschiedenen
Methoden ausgewertet.

Für die “P-Verdünnung werden 500 nCi/ul SZP-GTP seriell verdünnt und in 1 ul großen Ali-
quots auf Cellulose Papier aufpipettiert.
Nach dem Trocknen wird das in Haushaltsfolie eingeschlagene Blatt 15 h auf einem Hyper-
fiIm-ß-max exponiert und der Film nach der Entwicklung mit dem Laserdensitometer ausge-
messen bzw. mit dem Desktopscanner (UMAX UC 640) eingescannt und mit der NIH-Image
Software ausgewertet.
Alternativ wird der radioaktive Filterfür 1 h auf eine Fuji-lmaging-Platte (Typ BAS-Ills) aufge-
legt und anschließend im Bio-Imager detektiert und analysiert.

Datenbankrecherchen

Fürdie Suche nach homologen Sequenzen bei der Analyse der von Humanseren erkannten
Epitope auf Pertussis Toxin Untereinheiten sowie die Suche nach weiteren zu oc-GB homolo-

gen Proteinsequenzen wird die BLASTP-Analyseeingesetzt.
Diese Analyse beruht auf dem BLAST-Algorhythmusvon Altschul et al. (1990) und ist modi-
fiziert für die Anwendung auf Proteinsequenzen und Datenbanken.

Die zu analysierenden Peptid-Sequenzen werden dazu als ASCII-Dateien auf den
GENIUS-Rechneram DKFZ in Heidelberg übertragen und die Analyse mit dem entsprechen-
den Programmmodul des HUSAR (Heidelberg UNIX Sequence Analysis Resources) 4.1 Pro-

grammpakets (1996) durchgeführt.
Eine BLASTP-Analyseliefert als Ergebnis sogenannte „High-scoring Segment Pairs“ (HSP),
welche die gefundene Homologie (von Teilbereichen)der untersuchten Sequenzen und der
zu vergleichenden Sequenzen sowie die Erwartung für das zufällige Auftreten dieser Homo-

logien innerhalb der betrachtetenDatenbank beschreiben.
Ein HSP ist ein Paar von Segmenten, eines aus der zu untersuchenden Sequenz und eines

als Teilsequenz der recherchierten Datenbank. Dabei wird ein positiver „Cut off“ als bedin-

gender Parametervorgegeben, der den Mindestgrad an geforderter Homologie zwischen den

Segmenten beschreibt.
Die Bewertung findet jeweils für jede Aminosäureposition statt und für die Bewertung der

Homologie an dieser Stelle wird eine PAM (Pair Alignment Matrix) herangezogen.
Die standardmäßig verwendete PAM 120 (Pair Alignment Matrix für Sequenzen) beschreibt
die evolutive Wertigkeit von Mutationen an einer bestimmten Position gegenüber der Aus-

gangssequenz in Fonn positiver und negativer ganzzahliger Werte für die einzelnen Ami-
nosäuren und die Effekte von Austauschen (Dayhoff 1978).
Die Summe aller PAM-MatrixWerte für ein zur untersuchenden Sequenz identisches Element
innerhalb der analysierten Datenbankist der maximal erreichbare Treffer-Wert für ein HSP. Er

wird auch als MSP (Maximal-scoringSegment Pair) bezeichnet.
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Anhand der Größe der untersuchten Datenbankund der Länge der Sequenz wird die EnNar—
tung für zufällig auftretende Sequenzen, die identisch zur untersuchten Sequenz sind, als
Enrvartungswert bei verschiedenen Treffer-Werten beschrieben.
Zur statistischen Absicherung der Werte wird bei der BLASTP-Analysejeweils eine Poisson-
Statistik berechnet, um beurteilen zu können, ob ggf. eine Sequenz mit höherem enNartetem
Auftreten als tatsächlich beobachtetdennoch signifikant ist.

2.2.6 Raum-Struktur-Berechnungen und dreidimensionale Darstellung
2.2.6.1 Dreidimensionale Visualisierung von Epitopen auf der

Raumstruktur von Pertussis-Toxin

Für die dreidimensionaleVisualisierung von Epitopen auf kristallographisch bekannten Raum-
strukturen wird die Software „RASMol 2.6“ von (SayIe und Millner-White 1995) eingesetzt.
Diese ermöglicht das Hervorheben bzw. die Projektion von Markierungen auf bestimmte Se-
quenzbereiche von Proteinen, deren Atomkoordinaten in Form von pdb-Einträgen bekannt
sind. Die Projektionen sind am Computer frei dreh- und skalierbar, wodurch eine gute räum-
liche Vorstellung von der Lage der betrachtetenSequenzbereicheerreicht wird.
Die dreidimensionaleProjektion ermöglicht für diese Untersuchungen insbesondere die Identi-
fikation konformeller Epitope bei der Erkennungvon Proteinen durch Antiseren im Rahmen der

PepScan Untersuchungen an Pertussis Toxin.
Weiterhin gibt die Lage einer Sequenz im dreidimensionalen Modell Informationen über ihre

Zugänglichkeit im nativen, nichtdenaturierten Protein.

2.2.6.2 Modellrechnungen zur Strukturbestimmung und
Energieminimierung von Peptiden

Die C-terminalen Strukturen der Ga-Untereinheiten sindn zum Zeitpunkt dieser Untersuchun-

gen kristallographisch noch nicht exakt bestimmbar,so daß keine Vorgabe bezüglich der ein-

genommenen dreidimensionalenKonfiguration gemachtwerden kann.
Um dennoch Hinweise auf mögliche sterische Ursachen für die beobachteten Effekte des po-
sitionellen Aminosäureaustauschszu erhalten, werden die C-terminalen Peptide im Computer
als dreidimensionale Modelle simuliert und eine rechnerische Energieminimierung vorgenom-
men.

Die Effekte positioneller Aminosäureaustausche auf die kalkulierten Strukturveränderungen‘
geben Anhaltspunkte für die Diskussion der experimentell beobachteten Veränderungen in

der ADP-Ribosylierungseffizienzder Substrate.
Fürdie Simulation wird die Software „MacSPARTAN 1.1“ (Wavefunction Inc. 1996) einge-
setzt.
Da keine Informationen über die tatsächliche Konfiguration, insbesondere nicht auf ein Vor-

kommen von ß-Faltblattstrukturen, vorliegen, erhält das Programm als Vorgabe die zu unter-

suchende Peptidsequenz als oc-Helix und berechnetdaraus eine energieminimierte Konfigura-
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tion. Dazu wird eine SYBYL-Kraft-FeldBerechnung durchgeführt (Clark et al. 1989) und die
Konfiguration des Moleküls in bis zu 6000 Energieminimierungsschrittenoptimiert.
Das Ergebnis wird als pdb-Datensatz gespeichert und kann am Bildschirm in dreidimensio-
naler Darstellung oder im Ausdruck mit den Ergebnissen für Positionsmutanten verglichen
werden.
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3 Ergebnisse
Im Rahmen dieser Arbeit mußten zunächst die Voraussetzungen geschaffen werden, um die
Spotsynthese von Peptiden auf Celluloseoberflächen zu etablieren. Wie sich herausstellte,
war es dazu erforderlich, die Methode in einigen Punkten zu optimieren. Weiterhin mußten
Verfahren geschaffen werden, um die bei den anschließenden Versuchen voraussichtlich
anfallenden großen Datenmengen erfassen und auswerten zu können.
Erst nach diesen methodischen und verfahrenstechnischen Entwicklungen konnten die ei-
gentlichen Arbeiten zur Struktur-Funktionsanalysevon Pertussis Toxin aufgenommen wer-
den.

Neben den Untersuchungen zur Detektion linearer, von humanen Antiseren erkannten, Epi-
tope auf Pertussis Toxin sollte auch die Substraterkennung C-terminaler Peptide der
oc Untereinheiten von G-Proteinen durch Pertussis Toxin näher untersucht werden.
Die erstmalige Einführung der neuen Technik innerhalb eines infektiologisch orientierten La-
bors führte zur Initiierung einiger Anschlußarbeiten und Kooperationsprojekte bei denen das
breite Anwendungsspektrum und das Potential der Spotsynthesemethodedeutlich wurde.

3.1 Optimierung der Peptidsynthese mit dem Robotersystem
Ein Vorteil der in dieser Arbeit verwendeten Spot-Synthese festphasengebundener Peptide
besteht darin, daß sehr einfach und kostengünstig eine Vielzahl verschiedener Peptide (max.
425) auf einer Cellulosefilterflächevon 9x13 cm synthetisiertwerden kann (Abb. 3.1).
Voraussetzung für den effizienten, reproduzierbaren Einsatz der Methode ist die Verfügbar-
keit einer zumindest halbautomatischen, robotergestützen Syntheseder Peptide. Nur mit die-
sem Hilfsmittelkann die geforderte Spotdichte sowie ein fehlerfreies Pipettieren über den ge-
samten Synthesezyklushinweg sichergestellt werden.
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Abb. 3.1: Scan eines Filters mit Peptidankern.
Auf der Filterflächevon 9x13 cm sind 17x25 (425) 2mer ß-Alanin Peptidanker aufge-
bracht, die als Startposition für die Peptidsynthesedienen. Die einzelnen Spots sind
hier sichtbar, weil die freie Aminofunktion des Ankers bereits entschützt und mit
Bromphenolblauangefärbt ist.

Als problematisch erwiesen sich in der Praxis weniger die Chemie der Synthesereaktionen
als vielmehr gerätetechnische Faktoren, welche die Präzision und Effizienz der Synthese
stark beeinflussen können. Das zur Verfügung stehende Gerät war der erste Prototyp des
Herstellers Abimed (Langenfeld). Praktische Tests wurden beim Hersteller zuvor nur unter
den Realitäten der Synthese wenig entsprechenden Bedingungen durchgeführt, da für des-
sen eigene Tests im Hause nur mit nichtderivatisierten Filtern und angefärbtem DMF als
Pipettierlösung gearbeitet wurde.
im Rahmen dieser Untersuchungen wurden eine Reihe von Optimierungen am System
durchgeführt, die mittlerweile beim Hersteller in die weitere Produktion und den Geräteaufbau
eingeflossen sind.

Veränderungen an der Apparatur
Bei dem eingesetzten Pipettierroboter handelt es sich um eine Konfiguration, die gewöhnlich
für die automatisierte Festphasensynthese von Peptiden an Harzkugeln nach dem Prinzip
der Fmoc-Synthese(Merrifield1963) eingesetzt wird.
Für die spezielle Anwendung der von Ronald Frank (1992) entwickelten Spotsynthese, die
ursprünglich rein manuell durchgeführt wurde, war das Gerät speziell erweitert. Es wurde mit
neuer Software sowie einer Edelstahlplatte als Pipettierebene ausgerüstet und als Prototyp
von der Firma Abimed(Langenfeld) erworben. Erste Syntheseversuchezeigten, dal3 für eine
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effiziente Synthese und zum präzisen Arbeiten unbedingt weitere Optimierungsschritte
durchgeführt werden mußten.

o Viskosität der Reagentienlösungen
Die verwendeten Aminosäurederivatlösungen sind mit 0,3 M Aminosäureester in NMP deri-
vatabhängig zum Teil gegenüber reinem NMP oder DMF hoch viskos, ein physikalischer
Parameter, dessen Einfluß seitens des Herstellers zuvor noch nie untersucht wurde.
In der ursprünglichen Konfiguration des Gerätes wird eine 1 ml Glasspritze verwendet und
die Flüssigkeit mit Hilfe eines Schrittmotors über den angeschlossenen Schlauch und eine
Stahl-Kanüle mit eingesetzter Kunststoffspitze angesaugt (vgl. Abb. 3.2).

Pipettierebene

Abb. 3.2: Schema der für die Spotsynthese eingesetzten Komponenten des
Roboters.
Mit Pfeilen markiertsind alle Komponenten, an denen Veränderungen vorgenomen
wurden.

Bei den für diese Untersuchungen erforderlichen Synthesen mußten häufig gleichartige Pepti-
de verschiedener Länge synthetisiert werden. Die in diesen Fällen pro Pipettierschritt aufzu-
saugende Derivatmengewar häufig so hoch, daß ein Aufsaugen der hoch viskosen Deriva-
telösungen nicht innerhalb der mit dem Pipettiersystem möglichen, minimalen Ansaugge-
schwindigkeit abgeschlossen war und daher in der Glasspritze ein Vakuum erzeugt wurde.
Dieses Vakuum konnte sich erst beim Austauchen der Kanüle aus der Derivatlösung ent-
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spannen wobei Luft angesaugt wurde. Dadurch verliefen regelmäßig die ersten Pipettierun-
gen bei einigen Derivaten fehlerhaft.
Dieses Problem konnte durch Austausch der Spritze gegen eine solche mit halbiertem Volu-
men (0,5 ml) bei gleicher Länge und entsprechend verdoppelten Ansaugzeiten beseitigt wer-

den.

o Kapillarkräfte
Als weiteres Problem erwies sich der Innendurchmesser der zum Pipettieren verwendeten
Kanüle, für die methodisch eine Volumengenauigkeitder Pipettierschritte von 0,1 ul gefordert
wird. Beim Auftreffen der Kanüle und dem dadurch hergestellten Kontakt der Derivatlösungen
mit dem Filterpapier wirken auf die Derivatlösung zwei entgegengesetzte Kräfte.
Einerseits wirkt die Kapillarkraftder Kanüle und der zum Pipettieren eingesetzten Schlauch-
verbindung,die die Flüssigkeit am Austreten hindert. Andererseits, wirken in genau entgegen-
gesetzter Richtung, die Kapillarkräftedes Filterpapiers.
Nur wenn beide Kräfte im Gleichgewichtstehen, ist eine hinreichende, dem tatsächlichen Vor-
schub des Kolbens innerhalb der Glasspritze entsprechende Pipettiergenauigkeitgegeben.

In der zunächst eingesetzten Kombinationerwies sich die vom Filter entwickelte Kapillarkraft
als so stark, daß sie allein bereits mehr als die zu pipettierenden 0,2 ul in den Filter sogen.
Das hatte zur Folge, daß die jeweils nächsten angefahrenen Punkte nur eine geringere bis
überhaupt keine Derivatmenge erhielten, wodurch die Synthese insgesamt unzuverlässig
und der Filter unbrauchbarwurde.
Zur Lösung dieses Problems wurde der die Glasspritze mit der Stahlkanüle verbindende
Schlauch gegen einen unterdruckbeständigen ausgetauscht und der Innendurchmesser der
Kanüle an Ihrer Spitze nochmals verkleinert, indem an der Spitze der Kanüle der ursprünglich
eingesetzte Teflonschlauchmit seiner nichtbenetzbaren Oberfläche gegen eine sich verjün-
gende Metallspitze mit kleinerem Innendurchmesser ausgetauschtwurde.
Durch diese relativ einfache Veränderung konnten die Kapillarkräfte so weit erhöht werden,
daß die für die zu erreichende Spotdichte pro Filter geforderte Pipettiergenauigkeit und Zu-

verlässigkeit der Minimalvoluminabis 0,1 ul eingehalten werden.

o Genauigkeit der Positionierung des Pipettierarms
Als drittes Problem erwies sich die Positionierungsgenauigkeit des Systems. Rein mecha-
nisch ist der Roboterarm in der Lage, einen beliebigen Punkt innerhalb seines xyz-
Navigationsbereichsmit einer Positionsgenauigkeitvon 0,1 mm anzufahren.
Ein entscheidender Faktor war daher die exakte Positionierung des Synthesefilters auf der

Pipettierebene.
In der vom Hersteller angebotenen Variante wird mit Filtern gearbeitet, die in underivatisierter
Form vorgestanzt wurden. Zu den kreisrunden Ausstanzungen komplementär sind auf der

PipettierebeneHaltezylinderaufgeschraubt,über die die Filter geschoben und dann mit einem
umlaufendenMetallrahmen fixiert werden.
lm Zuge der Derivatisierung stellte sich allerdings heraus, daß das eingesetzte Cellulosepa-
pier unter den Bedingungen der Peptidsynthesezu Schrumpfungen neigt.
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Das führt dazu, daß die Filter nicht mehr exakt auf die Haltezylinder passen. Werden diese
Filter dennoch verwendet, muß die vorgestanzte Aussparung vergrößert werden, wodurch
die Position der Filter mechanisch nicht mehr über mehrere Zyklen hinweg konstant gehalten
werden kann.
Es zeigte sich, daß der Schrumpfungsvorgang nach erfolgter Grundderivatisierung‚ also der
gleichmäßigen Veresterung freier Hydroxylgruppen der Cellulose mit ß-Alanin, zu vernach-
lässigen ist.
Aus diesem Grund wurden statt vorgestanzten Filtern ungestanzte Filter für die Derivatisie-
rung verwendet und auf der Pipettierebene an Stelle der Haltezylinder kleine Nadeln ange-
bracht. Auf diese Nadeln wurden die bereits derivatisierten Filter aufgeschoben und dadurch
in ihrer Position über die gesamte Synthese hinweg zuverlässig fixiert.

o Begrenzung der Reagentien auf das Syntheseareal
Bei den pro Spotvorgang eingesetzten geringen Derivatmengenvon 0,1-0,2 ul war es wich-

tig, eine optimale Benetzung des Filters innerhalb des jeweiligen Syntheseareals zu erzielen,
um eine maximale Umsetzung und Ausbeute an verlängertem Peptid pro Syntheseschritt zu

gewährleisten.
Die Pipettierebene des Roboters besteht beim ausgelieferten Modell aus einer Edelstahl-

platte. Diese wird teilweise von der Derivatlösung benetzt und zieht damit einen Teil der Lö-

sung wieder aus dem Filter heraus.
Das hat zur Folge, daß die aufgebrachtenReagentien möglichenrveise nicht in den benötigten
Konzentrationen zur Synthese zur Verfügung stehen und dadurch die Reproduzierbarkeitder

Synthese beeinträchtigtwerden könnte.
Um diese Fehlerquelle auszuschalten, wurde auf die Metallplatte eine 1 m11 starke, nichtbe-
netzbare Teflon-Platteaufgesetzt. Dies bewirkt, daß die Derivatlösung während der gesam-
ten Reaktionszeit vollständig im Filterverbleibt.
Abbildung3.3 zeigt eine Fotographie der an entscheidenden Punkten optimierten Synthese-
apparatur und kennzeichnet die durchgeführten Veränderungen (Pfeile).
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3.2

 

Abb. 3.3: Modifiziertes Spotsynthesesystem auf Basis des Abimed ASP-222.
Das Foto zeigt die eingesetzte Syntheseapparatur nach allen durchgeführten Opti-
mierungen. Die Elemente, an denen die im Text beschriebenen Veränderungen
vorgenommen wurden, sind jeweils durch Pfeile gekennzeichnet.

Etablierung eines Verfahrens zur Auswertung von Farbreaktionen auf
Peptidspot-Filtern
Die Ergebnisse der Experimente der mit einer Vielzahl von synthetischen Peptiden belade-
nen Filter werden in der Regel in Form unlöslicher Farbniederschläge detektiert. Über Antikör-
pererkennung oder ProteinProtein-Wechselwirkungfindet innerhalb eines Bindungsexperi-
ments die Anlagerung von Molekülen (Antikörper, Proteine), die wiederum an alkalische
Phosphatase oder Peroxidase gekuppelt sind, statt. Geeignete Substrate werden durch die
enzymatische Reaktion in unlösliche ‚ gefärbte Produkte umgewandelt, die am Ort der Reakti-
on präzipitieren. Die Intensität der Färbung bis zum Erreichen der optischen Farbsättigung ist
dabei proportional zur Menge an angelagertem Enzym. Somit ist sie analog der Schwarzfär—
bung eines Flöntgenfilmsin Folge einer Entwicklungnach Autoradiographie.

Zu Beginn dieser Untersuchungen war die Quantifizierung derartiger Versuchsergebnisse
ohne größeren Aufwand noch nicht möglich. Häufig mußte man sich damit begnügen behelfs-
mäßig subjektive und beschreibendeAbschätzungenvorzunehmen.
Falls möglich, werden vergleichbare Versuchsansätze mit Hilfe von ELISA-Tests durchge-
führt, da mit den dann einsetzbaren, kommerziell erhältlichen ELISA-Auswertegeräten (ELISA-
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Header) und derjeweils dazugehörigen Auswertungssoftware die Auswertung und Quantifi-
zierung weitgehend problemlos und allgemein akzeptiert ist.
Für die Auswertung der hier vorgestellten Ergebnisse ist jedoch zumindest eine Möglichkeit
zur semiquantitativen Auswertung von Farbniederschlägen auf einer Membran unerläßlich.
Es mußte daher ein Verfahren entwickelt werden, das es gestattete, die Versuchsergebnisse
möglichst optisch zu detektieren und in einem zweiten Schritt zu digitalisieren, um sie in Form
von Intensitäten auch quantifizierbarund damit vergleichbarzu machen.
Dazu wurde routinemäßig der Einsatz digitaler Flachbettscanneretabliert und für die Auswer-
tung eingescannter Versuchsergebnisse die Verwendung von allgemein verfügbarer kommer-
zieller und „Public Domain“-Softwaregeprüft.

3.2.1 Einsatzmöglichkeiten von Flachbettscannern in Kombination mit Gra-
phikbearbeitungssoftwarezur Quantifizierung von Farbreaktionen auf
Membranen

Die Digitalisierung der Signale auf den Membranen ist nach einer erfolgten Farbreaktion mit

Hilfe eines Scanners ist über die jeweils mitgelieferte Software, in diesem Fall das Microtec

„ScanWizzard plug-in“ (Microtek 1997), technisch gesehen problemlos möglich. In einer Bei-

spielanwendung wurde die Erkennung von C-terminal verankerten synthetischen Peptiden
aller Pertussis Toxin Untereinheiten durch einen humanen Antikörper ausgewertet.
Der Scan eines mit Antiserum inkubierten Filters ist im Vergleich mit einer Negativkontrolle in

Abb. 3.4 dargestellt.
Die flexibelsteUnterstützung der Auswertung lieferte die im „Public Domain“ befindliche Soft-

ware „NlH-Image“ (Rasband und Bright 1995).
Die Messung der Spotintensitäten kann mit diesem Programm auf einer beliebig großen,
kreisförmigen oder rechteckigen Fläche erfolgen.
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S1

S2
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Abb. 3.4: Flachbettscan von Peptidfiltern mit Pepscans von Pertussis Toxin.
Gezeigt ist ein Pepscan der Pertussis Toxin Untereinheiten S1 bis S5.
Der obere Filter zeigt die Kontrolle ohne humanes Antiserum. Der zweite Filter zeigt
einen Filter mit identischen Peptiden, inkubiert mit dem Serum S128. Jeder Spot
entspricht einem 12mer Peptid. Links gekennzeichnet sind jeweils die Grenzen der
durch die Spots repräsentierten PT-Untereinheiten. Visualisiert wurde die Antikör-
per-Bindung wie beschriebendurch einen sekundären, alkalische Phosphatase ge-
kuppelten Antikörper und anschließende Farbreaktion.

Für die in Abb. 3.5 gezeigte, graphische Auswertung wurde eine kreisrunde Auswertungsflä-
che gewählt. Mittels der Software wird die gemessene Intensität über die Fläche gemittelt und
bei Bedarf kann mit der gesamten Meßreihe bereits innerhalb der graphikverarbeitendenund
-auswertenden Software eine Reihe statistischer Berechnungen durchgeführt werden.
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Abb. 3.5: Graphische Auswertung des eingescannten Filters aus Abb. 3.4.
Die Meßwerte für die Spots sind hier in relativen lntensitäten (max. 100%) angege-
ben. Die Spots für die verschiedenen PT-Untereinheiten sind durch verschiedene
Graustufen gekennzeichnet: S1 Reihe A-E, S2 Reihe F-I, S3 Reihe J-M, S4 Reihe N-
O, S5 Reihe P-Q.

Die Ergebnisse aus der Auswertung können in Form einer Tabelle exportiert und beliebig
weiterverarbeitet werden.
Fürdie Vergleichbarkeitder Werte und ihre Unabhängigkeit von der Graustufentiefe des ein-

gesetzten Scanners hat es sich in einigen Anwendungen als sinnvoll em/iesen, die Mess-

werte in Prozent der maximal erreichbaren Intensität anzugeben und als relative Intensitäten

zu bezeichnen.
ln dieser Art wurde im Rahmen der hier vorgestellten Untersuchungen mit den Daten aus allen

über Farbreaktionenauf Membranoberflächenquantifizierten Versuchsergebnissen verfahren.

Fürdie in dieser Arbeit benötigten Auswertungen ist eine semiquantitative Auswertemöglich-
keit bereits ausreichend. Wie sich aus weiteren vergleichenden Untersuchungen ergab (vgl.
3.2.2 und Diskussion) ist das Verfahren innerhalb eines eingeschränkten Linearitätsbereiches
jedoch auch zur quantitativen Auswertung einzusetzen (von Olleschik-Elbheimet al. 1996).

3.2.2Linearitätsbereiche und Anwendungsspektrum der scannergestützten
Quantifizierung im Vergleich mit alternativen Quantifizierungsmetho-
den

Für die Auswertung der Versuche zur immunologischen Reaktion der Pepscans von Pertussis
Toxin mit Antikörpernwar die semiquantitative Auswertbarkeit der Versuchsergebnisse für die

Vergleichbarkeitder beobachteten Immunreaktionen im Pre- und Post-lmmunserum bzw. Pre-
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_Booster- und Post-Booster-Immunserum zu fordern. Darüberhinaussollte geklärt werden, in-
wieweit die entwickelte Quantifizierungsmethodeandere Methoden ersetzen kann.
Dazu wurde der Linearitätsbereich der scannergestützten Quantifizierungen mit den Aus-
wertungen verglichen, die auf einer Datenerfassung mit Hilfe des Phosphoimagers oder mit
Hilfe eines Laser-Densitometers beruhen. Bei der Phosphoimagerauswertung wurde direkt
eine 32P-GTP Verdünnungsreihe gemessen. Für die beiden anderen Methoden wurde zu-

nächst eine Autoradiographie durchgeführt und der Röntgenfilm nach der Entwicklung im La-
serdensitometer bzw. Flachbettscannerabgetastet.
Die Ergebnisse sind in Abb. 3.6 dargestellt. Hier zeigt sich, daß wie enNartet die Auswertung
mit dem Phosphoimagerden größten Linearitätsbereichaufweist.
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Abb. 3.6: Vergleich der Linearitätsbereiche verschiedener
Quantifizierungsmethoden.
A - Phosphoimager, B - Laserdensitometer‚ C - Flachbettscanner.Gemessen wurde
im Phosphoimager eine SZP-GTP Verdünnungsreihe. Für die beiden anderen Me-
thoden wurde eine Autoradiographie des Filters von den Scannern
(Laserdensitometer, Flachbettscanner)abgetastet.
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3.3.

3.3.1Nachweis von anti-Pertussis-Toxin-Antikörpern

Der Linearitätsbereichdes Laserdensitometers fällt dagegen deutlich ab, ist aber selbst wie-
derum nur wenig größer als bei der scannergestützten Auswertung.

Um das weitere Einsatzspektrum der scannergestützten Auswertung auch für die Quantifi-
zierung von Proteinbanden in Gelen oder auf Blots zu erproben, wurden Verdünnungsreihen
von vorgefärbten Molekuiargewichtsmarkernuntersucht. Dabei zeigte sich, daß die Quantifi-
zierung mit der hier entwickelten Methode auch für diese Form von Versuchsergebnissen
prinzipiell geeignet ist (Ergebnisse nicht dargestellt).

Nachdem mit den oben beschriebenene Methoden die Grundlagen gelegt waren, um um-

fangreiche Untersuchungen mit C-Terminal fixierten Peptiden durchführen und vergleichbar
auszuwerten zu können, konnten jetzt die eigentlichen Fragestellungen zur Lokalisation li-
nearer, antigener Epitope auf den Pertussis Toxin Untereinheiten untersucht werden

Antigene Epitope in den Pertussis Toxin Untereinheiten

Die Ausgangsfragestellung der in diesem Abschnitt dargestellten Untersuchungsergebnisse
war, ob und mit welcher Methodik innerhalb der fünf Pertussis Toxin Untereinheiten lineare

Epitope, gegen die eine Immunantwort nach erfolgter Impfung mit einem Pertussis Toxin ent-

haltenden Impfstoff bzw. nach einer Infektion mit Bpertussis induziert wird, nachweisbar
sind.
Die generelle Eignung von fixierten Peptiden für diese Fragestellung konnte bereits in einer

zurückliegenden Arbeit von Raupach (1993) im Rahmen Ihrer Untersuchungen zum S1-
Protomer anhand einiger Seren gezeigt werden.
Aus ihrer Arbeit ergeben sich Hinweise darauf, daß eine lmmunreaktion gegen bestimmte

lineare 12mer Peptide mit den Bezeichnungen 721, 722 und 723, entsprechend den Ami-

nosäurepositionen 5-16, 19-30 und 211-222 innerhalb der kodierenden Aminosäuresequenz
der S1 Untereinheit von PT reproduzierbar in Zusammenhang mit einer zeitlich nur kurz zu-

rückliegenden Infektion steht.

Die Untersuchungen wurden daher derart angelegt, daß sie die Voruntersuchungen von Bär-

bel Raupach (1993) aufgreifen, sie weiterführen und ggf. absichern sowie auch alle fünf Un-

tereinheiten des Pertussis Toxins mit einzubeziehen.

in den eingesetzen
Humanseren in ELISA-Tests mit Holotoxin und immobilisierten Pepti-
den

ELISA-Tests auf das Vorhandensein ausreichender Mengen von anti-Pertussis-Toxin-
Antikörpern, die zu einer diagnostischen Aussage für den Arzt beitragen könnten, waren zum
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Zeitpunkt dieser Untersuchungen kaum verfügbar. Die Ergebnisse der hier untersuchten Fra-
gestellungen könnten daher unter anderem in die Entwicklung neuer Testsystemeeinfließen.

Für die zur Verfügung stehenden Seren mußten in vielen Fällen zunächst die spezifischen
Antikörpertiter bestimmtwerden, da die Probenzu einem großen Teil nur aufgrund einer mögli-
chenNeise wenig verläßlichen symptomatischen Diagnose des Arztes genommen worden
waren und auch noch nicht immunologisch voruntersucht waren.

Aufgrund dieser Voruntersuchungen mit Hilfedes unter 2.2.2.2 beschriebenenELISA wurden
geeignete Seren für die weitere identifizierung und Analyse erkannter Epitope auf den Pep-
scans von Pertussis Toxin ausgewählt.

Eine Reihe von Seren wurde mit dem verfügbaren Testsystem der Firma Viramed (vgl.
2.2.2.3) auf lgG-, lgM-, und IgA-Antikörper untersucht. Die diagnostische Auswertung dieser
Tests wird hier eigenen Untersuchungen im ELISA gegen Pertussis Toxin sowie den Ergeb-
nissen im Pepscan gegenübergestellt und im Rahmen der Diskussion vergleichend bewertet.

Als Vorarbeiten für die Entwicklungeines ELISA-basierendenTestsystems mit immobilisierten
Peptiden wurde weiterhin nach geeigneten Möglichkeiten zur Präsentation von Peptiden ge-
genüber humanen Antiseren gesucht.

3.3.1.1 Reaktionen gegen Pertussis Toxin

Für einen Teil der in dieser Arbeit untersuchten Seren konnten von den verschiedenen La-
boratorien und niedergelassenen Ärzte

,
die uns die Seren zur Verfügung gestellt hatten, kei-

ne lmmunologische n Angaben gemachtwerden.
Um für die nachfolgendenUntersuchungen der Seren im Pepscan der Pertussis Toxin Unter-
einheiten Daten über das generelle Vor- oder Nichtvorliegen von lgG-Antikörpern gegen Per-
tussis Toxin zu erheben, wurde daher eine Reihe von Seren im ELISA gegen immobilisiertes
Pertussis Toxin untersucht.

Weiterhin sollten die hier gewonnenen Ergebnisse in die Bewertung des kommerziellen Test-

systems (vgl. 3.3.1) bezüglich seiner Aussagekraft für das Vorhandensein einer effizienten
Immunantwort gegenüber Pertussis Toxin einfließen. Tabelle 3.1 zeigt die im ELISA-Test

gegen Pertussis Toxin ermittelten lgG-Titer.
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Tab. 3.1: IgG-Titer der humanen Antiseren S1-S21 gegenüber Pertussis Toxin.

3.3.1.2 Reaktionen der Kaninchen- und Humanseren im Viramed
Testsystem

Für den Vergleichder rein symptomatischen ärztlichen Diagnose mit verschiedenen Pertussis
Toxin spezifischen Testmethodenund als Grundlage für die Diskussion der generellen dia-

gnostischen Relevanz der im Pepscan detektierten linearen immunogenen Epitope wurde ein
kommerziell erhältlicher Test der Firma Viramed (Planegg-Martinsried) mit diagnostischer Aus-

wertung zur Untersuchung von Seren nicht geimpfter Patienten eingesetzt.

Bei diesem Test werden die Reaktionen von lgG-‚ IgA- und IgM-Antikörpern gegenüber einer

immobilisierten Präparation von ganzen Bordete/Ien im Rahmen eines ELISA-Tests differen-
ziert und im Vergleich zu vom Hersteller ausgewählten negativen sowie schwach und stark

positiven Kontrollseren ausgewertet.
Aus dem Vergleich mit den Kontrollseren ergibt sich fürjede lmmungIobulin-Klasse ein spezifi-
sches Verhältnis (Ratio), das das beteffende Serum charakterisiert und Rückschlüsse auf

akute oder zurückliegende Infektionenzuläßt.
Die Bewertung der Proben erfolgte nach Berechnung der Ratio wie in Tabelle 3.2 angege-
ben.

negativ (-) positiv (+) grenzwertig
_<_O,8 0,8-<1‚1 _>_1,1
< 0,9 0,9 - < 1,1
<0,9 0,9 -< 1,1
 

Tab. 3.2: Grenzwerte für die berechneten Verhältnisse (Ratio) für Humanseren
der ELISA-Tests mit dem Viramed Testsystem.
Eingetragen ist jeweils der Bereich, in dem die berechnete -Verhältnisse als nega-
tiv, positiv oder grenzwertig bewertet werden (vgl. 2.2.2.3).

Tabelle 3.3 zeigt die berechneten Verhältnisse (Ratio) für die untersuchten Seren und die

nach dem Vergleich mit den Testseren nach diesen Kriterien zu stellende Diagnosen.
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Ratio (Diagnose) Ratio (Diagnose)

25/1833 0‚80(-) ‚
63/401991 0,541-) 0,291-)

27/1323 215 (+) 6391 2,251+) 0,701-)
2813243 1,411+) , .

64/515284 1,021?) 1,301+)
29/3373 3,71 1+) 6420 1531+) 1,20 1+)
31/3319 3,741+) 651515030 0,801-) O,82(+)
32/3426 1‚60(+) 661401900 0,731) 0‚511+)
33/3444 1,38(+) 671401861 1,091?) 0,151-)
3413312 1,041+) - 6705 2331+) 1,01 1-)
351506041 1,301+) ‚

6746 0,531-) 0,961-)
36/410353 2‚211+) ,

6758 O,36(-) 0,28(-)
371410617 1,161+) 6777 1,011+) 1,501+)
38/409849 0,881?) . ,

- 6778 1,311+) 1,101+)
39/410790 2,67(+) 6782 2,521+) 0,471-)
401410806 1,821+) ,

68/402102 0,171-)
402008 2.44(+) ‚

701402005 0,181-)
411505727 O,58(-) - ew ,

- 1,191+)
421410016 1‚241+) - 301 , 1,071?)
431410172 2,441+) ,

302 0,221-)
44/409649 2,451+) , ,

303 , 0,231-)
4511 1,551+) -

,
304 0,721-)

4612 0,87 1-) ‚
- 305 , 0,561-)

4713 1,78(+) .
S06 , 1,131+)

48/4 0,171-) - 307 , 1,241+)
4915 1,751+) ,

S08 1,041?)
5016 1‚501+) .

309 0,181-)
5117 1,721+) s1 0 - 0,271-)
52/8 1,521+) 311 0,101-)
5319 1391+) 312 1,541+)
54/10 1,80(+) ,

313 0,16(-)
55111 1,781+) 314 1,401+)
56112 1,471+) - 315 0,84 1?)
57113 2,271+) ,

S16 1,221+)
58/14 1,60(+) 317 ‚ 1,08(+)
59115 1,301+) ‚

S18 1351+)
60l515130 0,211) ,

— 319 , 0‚451—)
611401840 1,711+) 320 , 1,551+)
62401860 1,291+) ,

321 ,
- 0,441-)

6265 2321+) ,
322 1,101+)

6277 1041+) ,
323 ‚

- 0,351-)
6293 ,

324 -

Tab. 3.3: Viramed-Test.
Die Verhältnisse (Ratio) und die daraus abgeleiteten Diagnosen der im Viramed ELI-
SA-Test untersuchten Humanseren für IgG-, IgA- und IgM-Antikörper gegenüber
Bpertussis. Die jeweilige Diagnose ist in Klammer angegeben. (+) = positiv, (-) = ne-

gativ, (?) = grenzwertig.

3.3.1.3 Reaktionen gegen immobilisierte Peptide von Pertussis Toxin

Im Rahmen der Arbeiten von Bärbel Raupach (Raupach1993) wurden drei Peptide innerhalb
der s11-Untereinheit von Pertussis Toxin ermittelt, die potentiell von diagnostischer Relevanz
bei der Unterscheidung zwischen akuten und zurückliegenden lnfektionen bzw. lmpfungen
mit Bpertussis (-Vakzinen)sind.
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Für einen diagnostischen Einsatz ist im allgemeinen die Entwicklung eines ELISA-Tests an-

zustreben, da hierbei große Probenzahlen routinemäßig weitgehend standardisiert und auto-
matisiert untersucht werden können.
In einem ersten Ansatz wurden die Peptide, wie auch beim ELISA-Test gegen Pertussis
Toxin, durch einfache Adhäsion an ELISA-Platten gebunden und die beschichteten Platten
mit positiven und negativen Kontrollseren inkubiert. Unter diesen Bedingungen zeigte sich
keine Erkennung der Peptide durch Humanseren.
Die Ursache für dieses negative Ergebnis kann darin begründet liegen, daß die Peptide wie
in Abb. 3.7 a) gezeigt im wesentlichen Iängsgestreckt an der Polystyroloberflächeder ELISA-
Platte anhaften und dadurch keine freie dreidimensionaleStruktur einnehmen können.
Daher wurde nach einer Möglichkeit gesucht, um diesen Effekt auszuschließen.

Abb. 3.7: Präsentation von Peptiden auf Elisa-Platten.
Schematisch dargestellt ist die unterschiedliche Präsentation von Peptiden, die an

einer ELISA-Platte adhärierena), gegenüber solchen, die über einen an die ELISA-
Platte gekoppelten Spacer gebunden sind b). Im Falle der adhärierten Peptide ist
von einer flachen Anlagerung an die Kunststoffoberfläche auszugehen, wohinge-
gen die Kupplung an einen Spacer eine freiere Präsentation und die Möglichkeit
zum Aufbau einer dreidimensionalenKonformation zuläßt.

Ein bereits von Bärbel Raupach untersuchter Ansatz ist die kovalente Kupplung der zu ex-

ponierenden Peptide über eingefügte Cystein-Gruppen an Biotin.
Die derart gekuppelten Peptide wurden in zuvor mit Avidin oder alternativ Streptavidin be-

schichteten ELISA-Platten über die Biotin-AvldinWechselwirkunggebunden. In beiden Fällen

zeigten sich jedoch nicht zu unterdrückende Wechselwirkungen des IgGs der eingesetzten
Seren mit der Grundbeschichtung(Avidin bzw. Streptavidin) der Platten.
Der daraus resultierende Hintergrund ließ eine Auswertung unmöglich werden.

Das Ziel, die zu exponierenden Peptide in freier, dreidimensionaler Konfiguration zu präsen-
tieren, kann auch erreicht werden, indem oberflächlichderivatisierte und mit Spacern versehe-

ne ELISA-Platten (vgl. Abb. 3.7b) eingesetzt werden.

Die hierfür im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten CovaLink-ELISA-Platten befanden sich

zum Zeitpunkt dieser Arbeit noch im Entwicklungssstadium. Sie ermöglichen, die zu präsen-
tierenden Peptide über ihre C-terminalen Carboxylgruppen an etwa 2 nm lange Spacer zu

kuppeln, die ihrerseits an der Polystyroloberflächefixiert vorliegen.
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In diesen Experimenten wurden die bereits für direkte Bindungsnachweisversucheund für die
Kupplung an Biotin verwendeten Peptide 721-C, 722-C, 723-C (vgl. 2.1.3) eingesetzt.
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Abb. 3.8: Bindung von Kaninchenseren an die an CovaLink-Platten

gekuppelten Peptide 721—C, 722-C und 723-C.
Nachweis von gebundenem IgG im ELISA. Die Säulengruppen eins bis drei zeigen
Wechselwirkungen mit den jeweiligen Peptiden. Die vierte Gruppe zeigt die Wech-
selwirkung der Seren mit der CovaLink-Platteselbst. Dargestellt sind die bei 405 nm

gemessenen optischen Dichten (OD) der Versuchsansätze nach 30’ lnkubation mit
dem Farbstoff. Die Ausgangsverdünnung der Seren liegt bei 111.000 bei S1(WoS)‚
1:50 beim Präimmunserum S1 (pi) und 1:50 bei S1(100°).

Die ersten Tests wurden mit den zur Verfügung stehenden anti-S1 Kaninchenseren
(S1(100°)‚ generiert gegen denaturierte S1 Untereinheit, dem Preimmunserum S1(Pi) und
S1 (WoS)‚ generiert gegen die nicht-denaturierte S1 Untereinheit) durchgeführt. Die Ergebnis-
se sind in Abb. 3.8 dargestellt.
Das Peptid 723-C wird hierbei von keinem Serum erkannt.
Das Preimmunserum S1(pi) zeigt in einer Verdünnung von 1:50 mit keinem der Peptide eine

deutliche Wechselwirkung.
Serum S1(100°) erkennt in dieser Verdünnung die Peptide 721-C und 722-C.
Das um den Faktor 1:1000 verdünnte Serum S1(WoS) schließlich erkennt nur das Peptid
721-C. Eine schwache Wechselwirkungder Seren mit der CovaLink-Platteselbst ist vorhan-

den. Eine Auswertung könte davon zum Teil beeinflußt werden, da schwache Reaktionen

möglicherweise nicht mehr festgestellt werden können.

Als Ergebnis der Untersuchungen von Bärbel Raupach (1993) finden sich Reaktionen ge-
genüber den Peptiden 721-C in allen und gegen 722-C in vielen Seren von Patienten mit

akuter oder zurückliegender Infektion. Antikörper gegen das Peptid 723-C hingegen finden

sich nur in den Seren akut infizierter Patienten. Das bedeutet, dal3 die Nichtreaktion mit dem

Peptid 723-C auch für alle Kaninchenseren enrvartet werden konnte.

Der bereits bei den Kaninchenseren merkliche (negative) Einfluß der CovaLink-

Plattenbeschichtungauf die Nachweisgrenze des ELISA-Tests erwies sich beim Einsatz von

humanen Testseren als grundsätzliches Problem.
Bei allen 40 ausgewählten humanen Serumproben war der allein von der Wechselwirkung
des lgGs im humanen Serum mit der Beschichtung oder dem zur Blockierung eingesetzten
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BSA hervorgerufene Hintergrund sehr hoch. Er betrug im Mittel etwa das Zehnfache der auf
die Wechselwirkungvon Beschichtung und zweitem Antikörper zurückzuführenden Effekte.

Die auf die Wechselwirkung mit den fixierten Peptiden zurückzuführenden Extinktionen lagen
durchweg höher als die Wechselwirkungzwischen Serum und Beschichtung allein.
Da jedoch auch bei dem in allen anderen Tests negativen Kontrollserum S 13 vergleichswei-
se deutliche Extinktionsanstiege auftraten, war die Auswertung unter den hier verwendeten
experimentellen Bedingungen insgesamt in Frage zu stellen.
Als Ansatz zur Eindämmung des Hintergrunds wurde die Versuchsvorschrift abgewandelt
und erst nach der Blockierung der Oberfläche mit BSA erstmals mit Detergenz gewaschen,
wodurch eine verbesserte Belegung unspezifischer Bindungsstellen mit BSA erreicht werden
sollte.
Nochmalige Vergleichemit der Reaktion der Kaninchenseren zeigten, daß die Differenzierbar-
keit durch diese Maßnahme leicht verbessert werden kann, für die Humanseren jedoch wei-
terhin schwierig ist.
Dieser Vergleichwird in Abb. 3.9 dargestellt. Die Reaktionen der Humanseren finden sich mit
allen Peptiden und heben sich nur wenig vom unspezifischen, durch das Serum selbst ver-

ursachten Hintergrund ab, so daß eine zuverlässige Signal-Hintergrund-Differenzierungnicht

möglich ist.
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Abb. 3.9: Bindung von humanen und Kaninchenseren an die an CovaLink-

Platten gekuppelten Peptide 721-C, 722-C und 723-C.
Nachweis von gebundenem IgG. Die vierte Säulengruppe zeigt die Wechselwirkung
der Seren mit der CovaLink-Platteselbst. Dargestellt sind die bei 405 nm gemesse-
nen optischen Dichten (OD) der Versuchsansätze nach 30’ lnkubation mit dem Farb-
stoff. Die Ausgangsverdünnung der Seren liegt bei 111.000 bei S1(WoS). Bei allen
anderen Seren beträgt sie 1:50.

Die Kupplung von Peptiden an CovaLink-Plattenscheint aufgrund dieser experimentellen Er-

gebnisse für die hier geforderte Differentierbarkeit nicht geeignet zu sein. Diese Methode der

Präsentation der Peptide wurde daher nicht weiter verfolgt.
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3.3.2 Der Einsatz von Pepscans zur Identifizierung linearer, humaner Epi-
tope des Pertussis Toxin

Ziel der Versuche zur Detektion immunogener Epitope innerhalb der fünf Untereinheiten von

Pertussis Toxin sollte die Identifizierung linearer (kontinuierlicher) und ggf. auch konformeller
(diskontinuierlicher) Epitope sein, gegen die regelmäßig während einer humanen Immunant-
wort Antikörper gebildetwerden.
Kenntnisse über Aufbau und Struktur dieser Epitope sind hilfreich für die Entwicklung neuer

Diagnoseverfahren, die spezifische Antikörpertiter gegen immunologische Schlüsselepitope
des zu betrachtendenAntigens bestimmen. Mit derart differenzierten Tests sind voraussicht-
lich weit bessere Aussagen über Ausprägung und Status der individuellen Immunität eines
Patienten als derzeit möglich.

Generell lassen sich die durch Antikörper erkannten Protein-Epitope in zwei Gruppen eintei-
len.
Zur ersten Gruppe gehören die linearen (kontinuierlichen) Epitope, die aus einem fortlaufen-
den Teilpeptidder Zielproteinsequenz gebildetwerden.
Die zweite Gruppe besteht aus konformellen (diskontinuierlichen) Epitopen. Sie bestehen
aus einer dreidimensionalenStruktur im gefalteten Protein, die in der Sequenz des betreffen-
den Proteins „diskontinuierlich“angeordnet sind und die erst durch die dreidimensionale Fal-

tung der Polypeptidkette in räumliche Nähe gerückt werden.
Eine Epitop-Bindungsstelle in einem Antikörper besitzt jeweils 2 bindende Bereiche mit ver-

schiedenen Bindungsaffinitäten, die gemeinsam die Epitoperkennung sicherstellen. Für ein li-

neares Epitop bestehen diese Affinitäten für nahtlos aneinanderanschließendeoder zwei nah

aufeinanderfolgendeTeilbereicheder linearen Sequenz, die sich bei der Bindung sterisch op-
timal an die bindendenBereiche anlagern können.
Bei der Antikörperbindung an konformelle Epitope bedarf es hingegen Affinitäten gegenüber
nichtlinear aufeinanderfolgendeTeilbereicheder erkannten Struktur insgesamt. Dabei ist es

möglich, daß diese Teilbereichewiederum kleinen, linearen Abschnitten entsprechen.
Ist in diesen Fällen die Bindung gegen eine der linearen Teilsequenzen ausreichend hoch, so

kann ein Antikörper gegen ein konformelles Epitop mit verminderter Affinität auch ein oder

mehrere Teilsequenzenerkennt.
Im Pepscan gegen lineare Epitope können daher also auch einige, im Prinzip konformelle,
Epitope auf dem Zielprotein erkannt werden. Die Antikörper reagieren hierbei charakteristi-
scherweise gegen ein oder mehrere, in der linearen Peptidkette deutlich voneinander ge-
trennten Teilpeptide, die jedoch innerhalb der nativen, dreidimensionalen Struktur eng be-

nachbart vorliegen.

Bei der Untersuchung humaner Immunreaktionen in Folge einer Infektion oder Impfung wird

immer die Reaktion aller gegen das Antigen auftretenden Antikörper-Subpopulationen einer

Antikörperklasse, also deren kollektive Erkennung des Antigens bzw. seiner Fragmente, be-

trachtet.
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Immunologisch bedeutsame konformelle Epitope kennzeichnen häufig einen charakteristi-
schen und konservierten Molekülbereich:etwa die Rezeptorbindungsdomänenoder ein reak-
tives Zentrum im Protein.
Insbesondere bei den hier untersuchten polykionalen Antiseren ist zu erwarten, daß diese
Bereiche in Seren erfolgreich immunisierter Patienten durch mehrere Antikörper-
Subpopulationen abgedeckt sind.
Der Umstand, dal3 hierbei mit hoher Wahrscheinlichkeit kollektive Erkennung beobachtet wird,
die nicht weiter differenziert werden kann, hat wichtige Auswirkungen auf die Erwartung des
Umfangs und der scharfen Abgrenzungder einzelnen Epitope.
Ein von mehreren Antikörper-Subpopulationen gemeinsam oder überlappend erkanntes li-
neares oder konformelles Epitop kann insgesamt größer sein, als ein von einem einzelnen
Klon allein detektierbares. Weiterhin kann die Beobachtung eines „scheinbar“ konformellen
Epitops tatsächlich in der Erkennung eines ausgedehnten, Immunologisch wichtigen Bereichs
durch mehrere Antikörpersubpopulationen, die wiederum lineare Epitope erkennen, bestehen.
Dieser Effekt wird noch weiter verstärkt, wenn - wie in diesem Fall - eine größere Gruppe von

Seren betrachtetwurde.

3.3.2.1 Kontrollen und nicht-reaktive Seren

Fürdie Untersuchungen zur Detektion linearer Epitope sollten durch den Einsatz von Nega-
tivkontrollen die unspezifischen Reaktionen der Peptide mit humanem lgG und mit dem einge-
setzten sekundären Antikörper aufgeklärt werden.
Zusätzlich sollten als Negativkontrollen unter den verwendeten Humanseren solche gefunden
werden, die mit dem Pepscan von Pertussis Toxin nicht reagieren und für die laut symptoma-
tischer, ärztlicher Diagnose eine zurückliegende Infektion mit B.pertussis nicht bekannt bzw.

diagnostiziert ist. Aus den mit diesen Seren erhaltenen Reaktionen mit den synthetischen
Peptiden auf den Spots wurden Kriterien für die Definition einer unbspezifischen Hinter-

grundreaktion entwickelt. Zur Bestimmung der spezifischen Reaktionen der jeweiligen Test-

seren wurde der Wert der unspezifischen Hintergrundreaktion von den erhaltenenen Ergeb-
nissen abgezogen.

Eine Kontrolle hinsichtlich möglicher unspezifischer Reaktionen der Peptide mit dem zweiten

Antikörper gegen humanes lgG wurde für alle angefertigten Filterserien durchgeführt. Inner-

halb der für die Proben mit humanen Seren verwendeten Standard-Inkubationszeit von 30

Minuten zeigte sich in keinem Fall ein detektierbarer Hintergrund. Nach einer maximalen Ent-

wicklungszeit von einer Stunde war in keiner der hergestellten Filterserien eine über dem

Hintergrund liegende Reaktion des 2. Antikörpers mit einem der Peptide festzustellen (Abb.
3.10).
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Abb. 3.10: Negativkontrolle im
s1 Pepscan gegen Pertus-

sis Toxin.

52 Inkubiert wurde ein Standard 12mer Pertus-
sis Toxin Pepscan mit allen 5 Untereinheiten

S3 nur mit dem in den Tests mit humanem Anti-
seren als zweitem Antikörper verwendeten

54 anti-hlgG. Nach einer lnkubationsdauervon 1

S5
Stunde mit dem Farbreagenz zeigt sich über
einem allgemeinen Hintergrund lediglich ei-
ne sehr schwache Reaktion mit einigen Pep-
tiden der weitgehend identischen S3 und S4
Untereinheiten.

Die Suche nach Negativkontrollen innerhalb der Sammlung zu untersuchender Humanseren
erwies sich als unerwartet schwierig, da jedes dieser Seren zumindest eine schwache Reak-
tion in den durchgeführten ELlSA-Tests gegen das Pertussis Holotoxin zeigte.
Weiterhin zeigte sich bei der Mehrzahl der untersuchten humanen Seren bereits nach 30 Mi-
nuten lnkubationszeit eine leichte Hintergrundfärbung an den nicht durch Spots belegten Fil-
terstellen.
Hierbei handelt es sich offenbar um eine unspezifische Reaktion der Seren mit dem verwen-

deten Blockingreagenz, die auch durch stringenteres Waschen und dem Wechsel des Block-

ingreagenzes nicht unterdrückt werden konnte. Die beobachteten Unterschiede in der Ausbil-

dung des unspezifischen Hintergrunds ist wahrscheinlich eine Folge der unterschiedlichen

immunologischen Vorgeschichte der Seren.
Im Gegensatz dazu verlief die Reaktion mit den synthetischen Peptiden auf den eigentlichen
Peptidspotbereichenselbst ohne wesentlichen Hintergrund.
Nicht oder schwach reagierende Peptide zeigten durchweg eine deutlich hinter dem allgemei-
nen Hintergrund zurückbleibendeFarbstoffreaktionauf den jeweiligenSpots und traten daher

eher als „ungefärbte“ Spots in Erscheinung.
Dieses Ergebnis liegt vermutlich in derdurchgängigen Beladung des Filters mit Peptid an den

Spotpositionen begründet, so daß sich dort keine, bzw. kaum Bestandteile des Blockingrea-
genzes anlagern konnten.

Die Beschaffung negativ diagnostizierter, humaner Seren von Kleinkindern (Alter unter 1 Jahr)
war nur eingeschränkt möglich. Die an der Sammlung der Seren beteiligtenKinderärzte stellten

Seren von Kindern unter einem Jahr nur dann zur Verfügung, wenn es im Umfeld der Kinder

einen akuten Pertussis Fall gab und die in dieser Studie durchgeführten Untersuchungen mit

in die Entscheidung für eine Antibiotikabehandlungeinfließensollten.
In diesen Fällen war es jedoch stets fraglich, ob der in vielen Fällen beobachtete Antikörper-
titer nicht schon Folge einer, insbesondere im Kleinkindstadium häufig untypisch verlaufen-

den, beginnenden oder zurückliegenden Pertussis Infektion war (Sotomayor et al. 1995,
Cherry etal. 1989).
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In der gesamten zur Verfügung stehenden Kollektion humaner Antiseren von laut Diagnose
nichtinfizierten und nichtgeimpften Kindern konnte mit S13 nur ein einziges Serum (Abb.
3.11a) gefunden werden, das wirklich nur extrem schwach mit dem Pepscan von Pertussis
Toxin reagierte.
Im ELISA-Nachweis von lgG-Antikörpern gegen Pertussis Toxin wurde das Serum zwar als

negativ diagnostiziert, jedoch zeigte auch dieses Serum eine schwache Reaktion mit PT. In
diesem Test wurde, wie bereits enNähnt, über die gesamte humane Serenkollektion hinweg
kein Serum identifiziert, das überhaupt keine Reaktion im ELISA mit adhäriertem Pertussis
Toxin aufwies. Einige weitere Seren aus der Sammlung von Seren aus der italienischen und
deutschen lmpfstudie reagierten ebenfalsextrem schwach mit dem Pepscan.

Abb. 3.11: Pepscan der Pertussis
Toxin Untereinheiten 1
bis 5 inkubiert mit dem
schwach reagierenden
humanen Antiserem
S13, 4499 und
It156(pre).

Verwendet wurde ein 12mer Pepscan der
fünf Untereinheiten mit jeweils 2 AS Se-
quenzversatz zwischen den Peptiden.
a) zeigt die lnkubation mit dem Serum S13,
b) die lnkubation mit dem Serum 4499 und
c) die lnkubation mit dem Preimmunserum
It156(pre).

Bei den zur Verfügung stehenden Seren
aus den beiden lmpfstudien handelt es

sich, wie bei Humanseren üblich, in kei-
nem Falle um echte Präimmunseren. Alle
Humanseren besitzen aufgrund zurück-
liegender Infektionen, passiver oder ak-
tiver lmmunisierungen eine mehr oder
weniger umfangreiche - und leider auch
unbekannte - immunologische Vorge-
schichte.
Für die Kinder aus der italienischen
lmpfstudie ist davon auszugehen, daß
bereits alle als Kleinkinder gegen Pertus-

sis geimpft worden waren. Auch für die Immunisierungsversuche mit der azellulären Pertussis

VakzineAPV 50 erfolgte die erste Blutentnahmeoffenbar erst nach der Grundimmunisierung.
Dennoch wurden unter den Seren aus der deutschen APV 50-Studie und der italienischen

lmpfstudie mit der rekombinantenVakzine einige gefunden, bei denen ein niedriger Titer ‘m

ELISA gegen Pertussis Toxin mit einer extrem schwachen Reaktion im Pepscan korrelierte.
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Als Beispiele für diese Beobachtung dient Serum 4499 (Abb. 3.11 b) für die Seren aus der
Studie mit APV 50 sowie das Serum |t156(pre), ein Präimmunsemm aus der italienischen
Impfstudie (Abb. 3.11 c). Nach der Zweitimmunisierung war dann auch bei diesen Seren eine
deutliche Reaktion im Pepscan zu beobachten.
lm Pepscan wurde häufiger das Auftreten von bereits nach der Erstimmunisierung im Pep-
scan reaktiven Seren mit laut ELlSA-Diagnose jedoch nur geringem und daher vermutlich
nichtprotektivem anti-PT Titer beobachtet. Als Beispiel dient das Serum 4367 (Abb. 3.12)
aus der Studie APV 50. Dieses Serum zeigt in der lnkubation mit dem Pepscan von Pertussis
Toxin jeweils schwache Reaktion mit einer Reihe von Peptiden aus allen Pertussis Toxin
Untereinheiten mit Ausnahme der S4 Untereinheit.
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Abb 3.12: Pepscan der Pertussis Toxin Untereinheiten 1 bis 5 inkubiert mit dem

Humanserum 4367.
Ven/vendetwurde ein 12mer Pepscan der fünf Untereinheiten mit jeweils 2 AS Se-
quenzversatz zwischen den Peptiden. Das Serum 4367 ist ein Präimmunserum aus
der lmpfstudie zur APV 50-Vakzine. a) Zeigt den Filter mit schwachen Reaktionen
mit einigen Peptiden in allen Pertussis Toxin Untereinheiten mit Ausnahme von S4.
b) zeigt die lntensitäten der Farbreaktionen auf den einzelnen Peptidspots. In kei-
nem Fall wird eine Wert von 80 (erreichbares Maximum ist 255) für die Intensität über-
schritten.

Die für die Reaktion des Serums 4367 bestimmten lntensitäten der durch Farbreaktion detek-
tierten Antikörpererkennungüberschreiten für kein Peptid den Wert 80 (Abb. 3.12 b).

Somit ist festzustellen, daß eine negative Reaktion mit den 12mer Peptiden der fünf Pertussis
Toxin Untereinheiten für Seren von (angeblich) nicht-infizierten Patienten nicht immer die Re-

gel ist. Vielmehr werden auch bei - laut ELISA-Diagnose und aufgrund des anzusetzenden
Hintergrund-Abzugs- negativen Seren schwache Reaktionen mit einer Reihe von Peptiden
verschiedener Untereinheiten beobachtet.
Darausfolgt, daß allein das generelle Vorliegen von im Pepscan nachweisbaren Antikörpern
gegen lineare Peptide aus Pertussis Toxin nicht unmittelbar auch auf eine protektive lmmuni-
tät gegen Pertussis Toxin schließen Iäßt.
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3.3.2.2 Mit Hilfe des Pepscan von Pertussis Toxin identifizierte, lineare
Epüope

Die Detektion linearer Epitope auf Pertussis Toxin erfolgte für jedes Serum individuell auf
Pepscans mit allen 5 Pertussis Toxin Untereinheiten. Für Aussagen bezüglich der Charakteri-
stika einer nachgewiesenen lmmunantwort wurde zunächst innerhalb der Gruppe von in
ELISA gegen Pertussis Toxin eindeutig positiven Seren sowie bei Seren immunisierter Pati-
enten nach gemeinsam erkannten Epitopen gesucht. Die Ergebnisse sind im folgenden, auf-
geschlüsselt nach den einzelnen Untereinheiten, dargestellt. ln die Auswertung der kollektiv
erkannten Epitope wurden insgesamt 38 Postimmun-Seren aus den lmpfstudien einbezogen.
Auf spezielle Beobachtungen innerhalb der Gruppen der Seren aus den lmpfstudien und der
Humanseren natürlich infizierter Patienten wird in gesonderten Abschnitten eingegangen.
Abbildung3.13 zeigt exemplarisch zwei der mit Postimmunseren inkubierten Filter nach er-

folgter Farbreaktion.
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Abb. 3.13: Reaktionen der Immunseren im Pepscan gegen die
Untereinheiten S1 - S5 von Pertussis Toxin.
a) Inkubation mit dem Serum It156(post)‚ einem Postimmunserum aus der italieni-
schen lmpfstudie. b) Inkubation mit dem Serum 5306, einem Postimmunserum aus

der APV 50-Studie.

Für eine semi-quantitative und vergleichende Auswertung wurden die aufgetretenen Farbre-

aktionen wie beschrieben digitalisiert und in Graustufenwerte umgewandelt. Als genereller
Hintergrund-Abzugwurden 30% der theoretisch maximal ereichbaren Intensität (80 von 255)
gewählt und als sicher erkannte Epitope nur solche eingeschlossen und ausgewertet, die

diesen Wert um das 1,5-fache überschreiten (120 von 255).
Der nicht zu berücksichtigende Hintergrund-Abzug wurde, basierend auf den maximal er-

reichten lntensitäten von im Pepscan bereits reagierenden, jedoch negativ diagnostizierten
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Tab. 3.5: Durch lmmunseren erkannte Epitope innerhalb des Pepscans der
S1 Untereinheit von Pertussis Toxin.
Als genereller Hintergrund-Abzugwurden 30% der theoretisch maximal erreichbaren
Intensität (80 von 255) gewählt. In die Auswertung wurden nur solche Epitope ein-
geschlossen, die diesen Wert um das 1,5-fache überschreiten. Die Spalte „Position“
beinhaltet die Position des Epitops innerhalb der Peptidsequenz von S1.

Reaktionen mit der S2 Untereinheit

Die S2 Untereinheit trägt eine der für die Rezeptorbindung wichtigen Domänen innerhalb des
B-Oligomers von Pertussis Toxin. Diese ist wichtig für die Einschleusung des Holotoxins in
den retrograden Transportweg (el Bayä et al. 1997). Im Pepscan gegen überlappende
12mere auf der S2 Untereinheit wurden insgesamt 5 Epitope mit ausgeprägter Erkennung
identifiziert. Die Erkennung der einzelnen Peptide ist in Abbildung3.15 und Tabelle 3.6 dar-
gestellt.

mittlere
Intensität ll

Abb. 3.15: Reaktionen der lmmunseren im Pepscan gegen die S2 Untereinheit
von Pertussis Toxin.
Alle Peptide, deren mittlere Intensität den Wert 120 erreicht oder überschreitet, wur-
den als charakteristisch erkannte Epitope gewertet. Die dargestelten Werte sind ge-
mittelt aus den Ergebnissen mit insgesamt 54 Postimmunseren.

Peptidsequenzbereichinnerhalb von S2
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Tab. 3.6: Durch Immunseren erkannte Epitope innerhalb des Pepscans der
S2 Untereinheit von Pertussis Toxin.
Als genereller Hintergrund-Abzugwurden 30% der theoretisch maximal erreichbaren
Intensität (80 von 255) gewählt. In die Auswertung wurden nur Epitope eingeschlos-
sen, die diesen Wert um das 1,5-fache überschreiten. Die Spalte „Position“ beinhal-
tet die Position des Epitops innerhalb der Sequenz von S2.

Reaktionen mit der S3 Untereinheit

Die S3 Untereinheit von Pertussis Toxin trägt, analog zur S2 Unterinheit, eine der für die Re-
zeptorbindung wichtigen Domänen innerhalb des B-Oligomers von Pertussis Toxin. Zwi-
schen S2 und S3 Untereinheit besteht eine hohe strukturelle Homologie (Stein et al. 1994).
Diese zeigte sich auch im Pepscan. Es wurden ebenso wie in der S2 Untereinheit 5 Epitope
mit ausgeprägter Erkennung identifiziert.
Die Erkennung der einzelnen Peptide ist in Abbildung3.16 und Tabelle3.7 dargestellt.

Innerhalb der Reaktionen der Antiseren mit Peptiden von S2 und S3 werden von den Seren
innerhalb der Primärsequenz positionell gleiche Bereiche erkannt. Die tatsächlich erkannten
Peptidsequenzen stimmen jedoch nur für das jeweils vierte Epitop überein. Alle anderen er-

kannten Epitope sind in ihrer Sequenz zwar ähnlich, jedoch nicht identisch.

-68-



Ergebnis 

OH
=m
r;
in
c
a:
0-‘E
o
I.
2
E
E

4o
. ‘f’

l0
in

Peptidsequenzbereichinnerhalb von S3

    
   

     

Abb. 3.16: Reaktionen der Immunseren im Pepscan gegen die S3 Untereinheit
von Pertussis Toxin.
Alle Peptide, deren mittlere Intensität den Wert 120 erreicht oder überschreitet, wur-
den als charakteristisch erkannte Epitope gewertet. Die dargestelten Wene sind ge-mittelt aus den Ergebnissen mit insgesamt 54 Postimmunseren.

Epitop Pegtide Position erkannte Sequenz Länge"?
83/1 17728-29 855-68 l g YGLYD GTYLG QAYG

.

53/2‘ P47-48 933-3195 v KTGQP AADHY YSKV 1:4“
83/3

g

P68-70 137135-159 ASPYE GRYRD MYDAL R
_g

83/4
.

P83 "1163-176‘ VHVSK EEQYY DY

83/5 P87 173-184 YYDYE DATFQ TY i“,

Durch Immunseren erkannte Epitope innerhalb des Pepscans derTab. 3.7:
S3 Untereinheit von Pertussis Toxin.
Als genereller Hintergrund-Abzugwurden 30% der theoretisch maximal erreichbaren
Intensität (80 von 255) gewählt. In die Auswertung wurden nur Epitope eingeschlos-
sen, die diesen Wert um das 1‚5-fache überschreiten. Die Spalte „Position“ beinhal-
tet die Position des Epitops innerhalb der Sequenz von 83.

Reaktionen mit der S4 Untereinheit

Die S4 Untereinheit ist ein strukturelles Element innerhalb des B-Oligomers von Pertussis
Toxin. Als einzige Untereinheit tritt sie innerhalb des vom B-Oligomer gebildeten Ringes
zweimal auf.
Im Pepscan wurde innerhalb der 84 Untereinheit nach den für die anderen Untereinheiten an-

gelegten Kriterien kein Epitop identifiziert. Erst nach Erniedrigung der Grenze für Epitope mit
ausgeprägter Erkennung auf eine mittlere Intensität von 120 auf 110 konnte ein Epitop einge-
grenzt werden.
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Die Erkennung der einzelnen Peptide ist in Abbildung3.17 und Tabelle3.8 dargestellt.

mittlere
Intensität

V
I

V
C’) .

l’)

Peptidsequenzbereichinnerhalb von S4

 
Abb. 3.17: Reaktionen der lmmunseren im Pepscan gegen die S4 Unter-

einheit von Pertussis Toxin.
Alle Peptide, deren mittlere Intensität den Wert 110 erreicht oder überschreitet, wur-
den als charakteristisch erkannte Epitope gewertet. Die dargestellten Werte sind
gemittelt aus den Ergebnissen mit insgesamt 54 Postimmunseren.

Epitop —r Pe tide Positionerkannte Se uenz

S4/1 P41 A;b8_1-92„ f FLGPK QLTFE GK  
Tab. 3.8: Durch lmmunseren erkanntes Epitop innerhalb des Pepscans der

S4 Untereinheit von Pertussis Toxin.
Als genereller Hintergrund-Abzugwurden 30% der theoretisch maximal erreichbaren
Intensität (80 von 255) gewählt. In die Auswertung wurden nur Epitope eingeschlos-
sen, die diesen Wert um das 1,4-fache überschreiten. Die Spalte „Position“ beinhal-
tet die Position des Epitops innerhalb der Sequenz von S4.

Reaktionen mit der S5 Untereinheit

Ebenso wie S4 ist die S5 Untereinheit von Pertussis Toxin ein strukturelles Element inner-
halb des B-Oligomers.
Im Pepscan wurde innerhalb der S5 Untereinheit nur ein Epitop mit ausgeprägter Erkennung
nach den genannten Kriterien (mittlere Intensität mindestens 120) identifiziert. Die Erkennung
der einzelnen Peptide ist in Abbildung3.18 und Tabelle3.9 dargestellt.
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Abb. 3.18: Reaktionen der lmmunseren im Pepscan gegen die S5 Unter-

einheit von Pertussis Toxin.
Alle Peptide‚ deren mittlere Intensität den Wert 120 erreicht oder überschreitet, wur-
den als charakteristisch erkannte Epitope gewertet. Die dargestellten Werte sind
gemittelt aus den Ergebnissen mit insgesamt 54 Postimmunseren.

Epitop Pe tide Position erkannte Se uenz Län e
S5/1 P24-25 ;47-60 i iHEHDT WFDTM LGFA ‘t4  

Tab. 3.9: Durch lmmunseren erkanntes Epitop innerhalb des Pepscans der
S5 Untereinheit von Pertussis Toxin.
Als genereller Hintergrund-Abzugwurden 30% der theoretisch maximal ereichbaren
Intensität (80 von 255) gewählt. In die Auswertung wurden nur Epitope eingeschlos-
sen die diesen Wert um das 1,5-fache überschreiten. Die Spalte Position beinhaltet
die Position des Epitops innerhalb der codierenden Sequenz von S5.

3.3.2.3 Die Erkennung humaner B-Zell Epitope in der dreidimensiona-
len Darstellung

Für die weitere Analyse der strukturellen Zusammenhänge ist eine dreidimensionale Projektion
der experimentell gefundenen Epitope auf die Kristallstruktur der Untereinheiten von Pertussis
Toxin ein wichtiges Hilfsmittel.Dadurch werden weitergehende Aussagen zu den auf einzel-
nen Untereinheiten von Pertussis Toxin detektierten und nach den angelegten Kriterien immu-
nologisch charakteristischen Epitope möglich. Insbesondere die Bestimmung mögIichen/veise
immunologisch relevanter konformeller Epitope und genereller Zielregionen einer lmmunab-
wehr ist nur auf diesem Wege möglich.
Wichtigste Basis für diese Auswertungen und Analysen sind die Kristallstrukturdaten von
Pertussis Toxin, die vor kurzem von Stein et al. (1994) bestimmt und veröffentlicht wurden.
Aus dem das gesamte Pertussis Toxin beschreibenden Brookhaven Datenbankeintrag wur-
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den zunächst die Daten für die einzelnen Untereinheiten isoliert und auf diesen die Ergebnis-
se der beschriebenenenEpitop-Anaiyse mit Hilfe des Computerprogrammes RasMol (Sayle
und Milner-White 1995) die detektierten Sequenzbereiche identifiziert und hervorgehoben.
Die resultierenden Daten stehen am Computer als dreidimensionale Modelle der markierten
Unterinheiten frei dreh- und skalierbarzurVerfügung. Die Abbildungen3.19 bis 3.23 zeigen
Projektionender Untereinheiten S1 bis S5 des Toxins mit überlagerten‚ erkannten Epitopen.

Abb. 3.19: Kristallstruktur der S1 Untereinheit von Pertussis Toxin mit über-
lagerten, immunologisch erkannten Epitopen.
Die dargestellte Projektionzeigt das S1 Molekul als Kalottenmodell. Die auf S1 durchPostimmunseren erkannten Epitope S1/1 - S1/6 (vgl. Tab. 3.5) sind farblich hervor-gehoben. Nicht als Epitope identifizierte Bereiche sind dunkelblaudargestellt.
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Abb. 3.20: Kristallstruktur der S2 Untereinheit von Pertussis Toxin mit
überlagerten, immunologisch erkannten Epitopen.
Die dargestellte Projektion zeigt das S2 Molekül als Kalottenmodell. Die auf S2 durch
Postimmunseren der lmpfstudien erkannten Epitope S2/1 - S2/5 (vgl. Tab. 3.6) sind
farblich hervorgehoben.

Abb. 3.21: Kristallstruktur der S3 Untereinheit von Pertussis Toxin mitüberlagerten, immunologisch erkannten Epitopen.Die dargestellte Projektionzeigt das S3 Molekül als Kalottenmodell. Die auf S3 durchPostimmunseren der lmpfstudien erkannten Epitope S3/1 - S3/5 (vgl. Tab. 3.7) sindfarblich hervorgehoben.
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Abb. 3.22: Kristallstruktur der S4 Untereinheit von Pertussis Toxin mit
dem überlagerten, immunologisch erkannten Epitop.
Die dargestellte Projektion zeigt das S4 Molekül als Kalottenmodell. Das auf S4
durch Postimmunseren der lmpfstudien erkannte Epitop S4/1 (vgl. Tab. 3.8) ist far-
blich hervorgehoben.

Abb. 3.23: Kristallstruktur der
S5 Untereinheit von
Pertussis Toxin mit
dem überlagerten,
immunologisch er-
kannten Epitop
35/1.

Die dargestellte Projektion zeigt
das S5 Molekül als Kalottenmo-
dell. Das auf S5 durch Postim-
munseren der lmpfstudien er-
kannte Epitop S5/1 (vgl. Tab.
3.9) ist farblich hervorgehoben.

Wie sich aus den Abbildungen3.19 - 3.23 ergibt, sind die durch Postimmunseren identifizier-
ten Epitope auf den isolierten Untereinheiten im wesentlichen an der Moleküloberfläche frei
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zugänglich. In vivo sind die Antikörper jedoch in der Regel nicht mit isolierten Untereinheiten
sondern vielmehr mit dem Holotoxin konfrontiert, das nach bisherigem Kenntnisstand erst
nach der Aufnahme in die Zielzellen und nachfolgender, reduktiver Aktivierung am Ende des
retrograden Transports in A-Protomer und B-Oligomer zerfällt. Die Kontaktstellen der einzel-
nen Untereinheiten im Holotoxin sind für die Antikörper daher nicht zugänglich. Somit wäre das
Auftreten einer Antikörperreaktion gegen diese Bereiche vermutlich von untergeordneter Be-
deutung für eine protektive Immunität.
Um zu klären, ob derartige Epitope von den Seren detektiert werden, wurde die in Abbildung
3.24 gezeigte Projektion der Kristallstruktur mit der Überlagerung sämtlicher gefundener Epi-
tope angefertigt.

Abb. 3.24: Kristallstruktur von Pertussis Holotoxin mit überlagerten,immunologisch erkannten Epitopen.
Die dargestellte Projektion zeigt das Pertussis Holotoxin als Kalottenmodell. Die auf
den Untereinheiten durch Postimmunseren der lmpfstudien erkannten Epitope undebenso die einzelnen Untereinheiten S1 - S5 sind farblich (orange) hervorgehoben(Farbcodierung:S1 - blau, S2 - türkis, S3 - grün, S4 gelb und hellgrün, S5 rot)

Mit Ausnahmedes Einzelepitops S5/1 sind alle hier identifizierten Epitope an der Oberfläche
des Holotoxins zugänglich, so dal3 die Erkennungdurch Antikörper auch in vivo möglich ist.
Das Epitop S5/1 ist nur an der Unterseite des B-Oligomers, im Bereich der zentralen Pore,
zugänglich. Der detektierte Bereich überspannt etwa die Hälfte der oc-Helix dieser Unterein-
heit, die am Aufbau der Pore beteiligtist.
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In der in Abbildung3.24 dargestellten Projektion ist am Bildschirm weiterhin die Suche nach
konformellen Epitopen möglich, die strukturelle Grenzbereiche zwischen den Untereinheiten
erfassen.
Ein dafür zu forderndes nahes Beieinanderliegen zweier Epitope aus verschiedenen Unter-
einheiten ist in der Tat an zwei Stellen zu beobachten. Die Epitope 82/3 und 85/1 sowie
83/2 und 84/1 sind im Holotoxin unmittelbar nebeneinanderlokalisiert, so daß die Möglichkeit
besteht, daß es sich dabei um Epitope handelt, die von Antikörpersubpopulationen über-
greifend als konformell erkannt werden.

Bei derAnalyse der Molekülmodelle mit überlagerten immunogenen Epitopen (Abb. 3.19-23)
lassen sich auch für die einzelnen Untereinheiten eine Reihe konformeller Epitope identifizie-
ren.

Auf der 81 Untereinheit betrifft dies die unmittelbar aneinanderliegenden ß-Faltblattbereiche
der Epitope 81/4 und 81/6 und die daran anschließenden exponierten Schleifen. Die großen,
formal linearen Epitope 81/2 und 81/5 überspannen weite Bereiche an der Oberflächevon

81 und sind in der Projektionstrukturell deutlich differenziert, so daß es sich hierbei vermutlich
um mehrere, unmittelbar aneinandergrenzendeEpitope handelt, die von polyklonalen Antikör-

persubpopulationen gemeinsam erkanntwerden.
Eine Sonderrolle nimmt das Epitop 81/3 ein. Es umfaßtt einen transmolekularen Bereich,
dessen terminale Ausläufer an der Oberflachevon 81, jedoch auf gegenüberliegenden Sei-
ten lokalisiert sind. Somit handelt es sich bei dem im Pepscan als lineares Epitop erkanntem
81/3 immunologisch tatsächlich um zwei getrennte Teilepitopefür die Erkennung der intakten
81 Untereinheit. In der Auswertung der Reaktionen mit 81 fällt auf, daß die Erkennung inner-

halb des Epitops entsprechend zwei Maxima aufweist (vgl. Abb 3.14). Dies wird dadurch
erklärlich‚ wenn man bedenkt,daß ein kurzer zentraler Teil des Epitops nicht an der Oberflä-
che liegt, sondern unter einem anderen Teilstranghinduchgeführt wird.
Ebenso wie 81/3 zeigt auch das Epitop 81/5 innerhalb des Pepscans eine deutlich vermin-

derte Erkennung im zentralen Bereich. Die in Abb. 3.25 gezeigte tatsächliche Situation der

Oberflächenzugänglichkeitdes Epitops 81/5 macht deutlich, daß es sich auch hierbei um

zwei unmittelbar aneinander grenzende Epitope handelt, die durch einen transmolekularen
Bereich verbunden sind, der in der Region der verminderten Erkennung im Pepscan lokalisiert
ist.
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Abb. 3.25: Kristallstruktur der S1 Untereinheit von Pertussis Toxin mit den

überlagerten, immunoiogisch erkannten Epitopen S1/3 und S1/5.
Die dargestellte Projektion zeigt das S1 Molekül in der Rückgrat-Projektion (a) und
als Kalottenmodell. Die auf S1 durch Postimmunseren der Impfstudien erkannten
Epitope 81/3 und S1/5(vgI. Tab. 3.5 ) sind farblich hervorgehoben. In der Projektion
ist zu erkennen, daß S1/3 sowie S1/5 transmolekulareAbschnitte besitzten‚ die wie
im Kalottenmodell zu sehen, an der Oberflächenicht zugänglich sind.

Daß bei S1/5 und ebenso S1/3 die Trennung der Epitope im Pepscan nicht noch deutlicher
sichtbar wurde, liegt vermutlich darin begründet, daß die gewählte Länge von 12 Sequenz-
spezifischen Aminosäuren pro Peptid in diesem Fall zu groß ist, um die Bereiche voneinander
weiter zu differenzieren.

Eine vergleichbare Situation zeigt sich für die S2 Untereinheit beim Epitop S2/1. Auch in
diesem Fall wird ein kurzer Teil der detektierten Sequenz von einem darüberliegenden Pep-
tidstrang verdeckt (Abb. 3.26).
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Abb. 3.26: Kristallstruktur der S2 Untereinheit von Pertussis Toxin mit dem über
lagertem, immunologisch erkanntem Epitop S2l1.
Die dargestellte Projektion zeigt das S2 Molekül als Kalottenmodell. Das auf S2
durch Postimmunseren der Impfstudien erkannte Epitop S2/1 (vgl. Tab. 3.6) ist far-
blich hervorgehoben. ln der Projektion ist zu erkennen, daß ein kurzer Abschnitt in-
nerhalb des S2/1 Epitops unter anderen Peptidsträngen hindurchgeführt wird und
somit an der Oberflächenicht zugänglich ist.

Für die S2 Untereinheit Iäßt das Molekülmodell (Abb. 3.20) weiterhin ein unmittelbares Ne-
beneinanderliegender Epitope S2/2 und S2/4 erkennen. Angrenzend befinden sich die Epi-
tope S2/3 und S2/5. Der von diesen vier ausgedehnten Epitopen abgedeckte Oberflächen-
bereich wird von den polyklonalen Antiseren kooperativ als konformelles Epitop erkannt.
Nicht auszuschließen ist, daß einzelne Antikörper insbesondere im Grenzbereich von S2/3-
S2/5 auch kleinere, konforrnelle Epitope, bestehend aus nichtlinear aufeinanderfolgenden
Teilsequenzender beteiligten linearen Bereiche, erkennen.

Die als S2/4 und S2/5 bezeichneten Epitope liegen innerhalb der linearen Sequenz unmittel-
bar aneinanderangrenzend vor. Wie bereits für S1 beschrieben,tritt auch hier der Effekt einer
verminderten Erkennungdes zentralen Bereiches auf. Auch in diesem Fall ergibt die Projektion
der Epitope auf die Kristallstruktur von S2, dalB der schlecht erkannte Übergangsbereichei-
nen transmolekularen Sequenzabschnitt kennzeichnet und das S2/5 Epitop dadurch in der
immunologischen Erkennungvon S2/4 abgesetzt ist (Abb. 3.27).
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Abb. 3.27: Kristallstruktur der S2 Untereinheit von Pertussis Toxin mit den
überIagerten‚ immunologisch erkannten Epitopen S214 und S215.
Die dargestellte Projektion zeigt das S2 Molekül in der Rückgrat Projektion. Die auf
S2 durch Postimmunseren der Impfstudien erkannten Epitope S2/4 und S2/5 (vgl.
Tab. 3.6) sind farblich hervorgehoben. Sie grenzen unmittelbar aneinanderan. ln der
Projektion ist zu erkennen, daß der überlappende Grenzbereich (grün) beider Epi-
tope aus einem kurzen, transmolekularen Abschnitt mit offenbar verminderter Er-
kennung besteht.

Wie bereits gezeigt, werden innerhalb der S3 Untereinheit strukturell und von der Position her
gleiche Epitope wie innerhalb der S2 Untereinheit erkannt. Die für S2 beschriebenenVerhält-
nisse finden sich hier, trotz abweichender Primärstruktur, in gleicherWeise wieder.

Innerhalb der im B-Oligomer zweimal vorkommenden S4 Untereinheit wird
(erstaunlicherweise) nur ein Epitop von den Antiseren erkannt (Abb 3.22). 84/1 ist vollstän-
dig an der Oberflächezugänglich und umspannt an einer Flankeetwa das halbe Molekül. Lo-
kalisiert ist es an der „Unter“-Seite des B-Oligomers, an der auch die zentale Pore im B-
Oligomer zugänglich ist.

Auch innerhalb der S5 Untereinheit ist nur ein Epitop vorhanden, das zur immunologischen
Erkennung beiträgt. S5/1 ist in umittelbarer Nähe der zentralen Pore lokalisiert und bildet mit
seinem oc-Helixanteil einen Teilder Pore selbst.
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3.3.2.4 Immunologische Bedeutung der von den Postimmunseren
detektierten Epitope auf den Untereinheiten von Pertussis Toxin

Da für die einzelnen Untereinheiten eine spezifische Erkennung oft in bestimmten, räumlichen
Teilbereichenerfolgt, schließt sich die Frage an, ob die erkannten Bereiche mit den für die
Funktionalität des Toxins wichtigen Bereichen wie etwa den Bindungsstellen oder dem
aktivem Zentrum korrelieren. In diesem Fall ginge mit der Detektion des Toxins gleichzeitig eine
für den abwehrenden Organismus relevante Detoxifizierungdes Toxins einher.
Für diesen Effekt wichtige Bereiche sind mögIichenNeise die ADP-Bindungsstelle, das aktive
Zentrum der ADP-Ribosylierunginnerhalb der S1 Untereinheit sowie die Rezeptor bindenden
Domänen innerhalb von S2 und S3.
An der Bindung von ATP, einem Signal für den Eintritt des Toxins in das Zytoplasma und
einem wichtigen Faktor in der Destabilisierungder Bindung von A- und B-Untereinheit sind
nach den Untersuchungen am Pertussis Toxin-ATP Komplex (Hazes et al. 1996) alle
Untereinheiten des B-Oligomers beteiligt.Alle beteiligtenAminosäurefunktionensind innerhalb
der zentralen Pore lokalisiert. In keinem Fall werden die beteiligten Aminosäuren durch eines
der detektierten Epitope überspannt.

Wichtige Aminosäuren für die katalytische Aktivität innerhalb der ADP-Ribosylierungdurch S1
sind Arg9‚ His35, Ser52 und GIu129 (Stein et al. 1995, Hazes et al. 1996).
Abbildung3.28 zeigt die Lokalisation dieser Positionen innerhalb von S1. Mit Ausnahme von

Glu 129 werden diese Positionen von den Epitopen S1/1, S1/2 bzw. S2/3 überspannt, so

dal3 das aktive Zentrum von S1 durch die Antikörpererkennungabgedeckt ist.

Für die Seren aus der italienischen lmpfstudie ist zu berücksichtigen, daß an Position 129 der

S1 Untereinheit des im Impfstoff enthaltenen Pertussis Toxins kein Glutamat, sondern eine

rekombinantesMolekül mit Glycin (Pizza et al. 1989) an dieser Stelle vorliegt. Jedoch zeigen
auch die Seren von mit nichtrekombinanterVakzine Geimpften und die Seren nichtgeimpfter,
aber Pertussis positiver Patienten keine Erkennung im unmittelbaren Bereich von GIu129, so

dal3 durch die Modifikation Glu129/Gly kein für die Erkennung des Toxins in der humanen

Immunantwort wichtige Epitop zerstört wurde.
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Abb. 3.28: Kristallstruktur der S1 Untereinheit von Pertussis Toxin mit
überlagerten, immunologisch erkannten Epitopen S1/1, S1/2
und S1/3.
Die dargestellte Projektion zeigt das S1 Molekül als Kalottenmodell. Die für die ADP-
Ribosylierung wichtigen Aminosäurefunktionen Arg9 (türkis) und Ser52 (gelb) sind
in der Abbildunghervorgehoben. Die Positionen His35 und Glu 129 liegen ebenfalls
innerhalb der in diesem Bereich befindlichen aktiven Tasche, sind jedoch in der
dargestellten Ansicht verdeckt. Die eingetragenen, durch Postimmunseren
erkannten Epitope S1/1, S1/2 und S1/3 (orange) überspannen diese Positionen mit
Ausnahme des Glu129.

Wesentlich bedeutsamer als die Erkennung des aktiven Zentrums auf S1 oder der ATP-
Bindungsstellen auf dem B-Oligomer ist sicherlich die Blockade der Sialinsäure bindenden
Domänen auf S2 und S3, da diese in vivo eine wichtige Rolle bei der Initiierung der Aufnahme
des Toxins durch die Zielzellen spielen.
Wichtige, an der Sialinsäurebindung beteiligte Positionen sind die polaren bzw. geladenen
Funktionen der Reste Tyr102, Ser104 und Arg125 auf S2 und ebenso S3. Weiterhin
bestehen Wechselwirkungenzum aromatischen Ring im Tyr1O3 (Stein et al. 1994).
Die beteiligten Positionen Tyr102, Tyr103 sowie Ser104 werden von den Postimmunseren
bei beiden Untereinheiten innerhalb der Epitope S2/2 und S3/2 erkannt.
Abbildung3.29 zeigt die relevanten Aminosäuren und das erkannte Epitop auf S2 und S3.
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Abb. 3.29: lmmunologische Erkennung der Sialinsäure bindenden Bereiche auf

den Pertussis Toxin Untereinheiten S2 und S3 innerhalb der Epitope
S2I2 und S3/2.
Die dargestellte Projektion zeigt die S2 (a) und S3 (b) Moleküle als Kalottenmodelle. l

Die Epitope S2/2 und S3/2 und die Position der an der Sialinsäurebindung
beteiligten Aminosäurefunktionen sind farblich hervorgehoben.

Da bereits gezeigt werden konnte, dal3 eine Modifikation dieser Reste zu einer reduzierten
ZeIl-Adhäsions—Aktivitätführt, sind die Reaktionen gegen diese beiden Epitope vermutlich
auch in vivo für den verteidigenden Organismus von besonderer Bedeutung für die aktive
Abwehr einer Besiedelung des Respirationstrakts und insbesondere der Aufnahme von
Pertussis Toxin in die Zielzellen.

3.3.2.5 Veränderungen bei der Erkennung linearer Epitope von
Pertussis Toxin im Verlauf der Immunisierung

Innerhalb der hier dargestellten Untersuchungen wurden Postimmunseren aus zwei
verschiedenen Impfstudien eingesetzt. Für beide Impfstoffe zeigte sich in Folge der
Immunisierung eine charakteristische Erkennung der gleichen Epitope. Abbildung3.30 zeigt
vergleichenddie Reaktionen der untersuchten Postimmunseren aus den beiden Studien.
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mittlere
Intensität

111-122 133-144 155-166 177-166 199
21o 221-232’ 101-112 123-134 145-156 167

I78 166-199 127
133 171-182

Peptidsequenzbereiche innerhalb der Untereinheiten S1-S5 (italienische Seren)

mittlere
Intensität

Abb. 3.30:

111-122 133
144

155
166 221-2324 145

156 167-178 166-199 127
136 149-160 171

182

Peptidsequenzbereiche Innerhalb der Untereinheiten S1—S5 (APVSO Seren)

Erkennung antigener Epitope durch die Postimmunseren der
italienischen (rekombinante Vakzine) a) und deutschen lmpfstudie
(APV 50) b).
Dargestellt ist die Erkennung der Peptide auf den Pepscans von Pertussis Toxin
über alle fünf Untereinheiten (S1 - S5) hinweg.
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Insgesamt gesehen war die Epitoperkennung der Seren von mit rekombinantem Toxin
Vakzinierten durchweg besser als die der Postimmunseren von Patienten, die mit der
azellulären Vakzine immunisiert worden waren. Die Erkennung der Peptide auf dem Pepscan
von Pertussis Toxin war bei den jeweiligen Serumpaaren für die Postimmun- bzw.
Postboosterseren durchweg deutlich erhöht, in der Regel war jedoch die generelle Erkennung
der Epitope schon in den zur Verfügung stehenden Erstseren gegeben.
In einigen Fällen zeigte sich auch innerhalb der Erstseren eine intensive Erkennung von

Pertussis Toxin, jedoch wurden regelmäßig einige der hier aufgeführten Epitope nicht oder nur

schwach erkannt.
In diesen Fällen zeigte sich im Postimmunserum ein Komplettierung der erkannten Epitope.
Beispielhafte Seren zur Veranschaulichungdieses Effekts sind die Pre- und Postimmunseren
lt128 und lt160 (Abb. 3.31).

Abb. 3.31: Komplettierung erkann-
ter Epitope im Pepscan
von Pertussis Toxin
innerhalb der Immuni-
sierung mit der rekombi-
nanten italienischen
Vakzine.

Gezeigt sind die Pepscans der
Pre- und Postimmunseren der
Patienten lt128 (a, b) und
lt160 (c, d). In jedem der
Postimmunseren werden zu-
vor nicht erkannte Epitope de-
tektiert.
Die deutlich erkennbare, zu-
sätzliche Erkennung bezieht
sich im Falle von lt128 auf zwei
Sequenz-bereiche innerhalb
von S2 und S3 sowie bei lt160
auf Bereiche innerhalb von
S1.

S1

I___
s2

i,
s3

s4
s5’

E._
s1 '_

U? |\J

(I! (A)
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3.3.2.6
‚ Epitoperkennung durch Humanseren, deren Immunreaktion

gegen Pertussis Toxin in Folge einer natürlichen lnfektion
aufgebaut wurde

Eine relevante Fragestellung für die Bewertung der durch lmmunisierungen mit Vakzinen
erzielten Antikörperreaktionen ist der Vergleich mit der Immunantwort natürlich infizierter
Personen. im Rahmen dieser Untersuchungen wurden für die Seren von mit B.pertussis
infizierten Kindern grundsätzlich dieselben Epitope gefunden, die auch als Folge einer
lmmunisierung mit einer der beiden Vakzinen auftreten. Dabei können drei Gruppen von

Seren unterschieden werden:
Die erste Gruppe umfaßt Seren, die, wie das Serum S13 (vgl. Abb 3.14), nicht oder nur

schwach mit dem Pepscan reagieren. Bei diesen bleiben die Reaktionen mit sämtlichen
Untereinheiten deutlich unterhalb der als Hintergrund-Abzug definierten Grenzen (vgl. Abb.
3.32).

...
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2
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=
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Peptldsequenzberelche innerhalb der Untereinheiten 81-35 (Serum S13)

Abb.3.32: Erkennung des Pepscans von Pertussis Toxin durch das humane
Antiserum S13.
Dargestellt ist die Erkennung der Peptide auf den Pepscans von Pertussis Toxin
über alle fünf Untereinheiten (S1 - S5) hinweg.

Zur zweiten Gruppe gehören Seren wie das S6778 ohne zuverlässig diagnostizierte oder "m
ELISA eindeutig nachweisbare Pertussis Infektion, die aber mit einigen der auch von den
Postimmunseren erkannten Epitopen des Pepscans reagieren. "
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Abb. 3.33 zeigt die Reaktion von S6778 mit den Pertussis Toxin Untereinheiten S1 bis S5.
Nach den für die Postimmunseren angelegten Kriterien werden von diesem Serum lediglich die
Epitope S1/3, S3/3 und S4/1erkannt.

o:
in
S
v:
c
o
.-E
2
2
...f:
E

Abb. 3.33: Erkennung des Pepscans von Pertussis Toxin durch das humane
Antiserum S6778.
Dargestellt ist die Erkennung der Peptide auf den Pepscans von Pertussis Toxin
über alle fünf Untereinheiten (S1 - S5) hinweg.

Die letzte Gruppe bilden Seren wie das z.B. Serum S6705, die positiv diagnostiziert sind

und gleichzeitig starke Reaktionen mit den Pepscans von Pertussis Toxin aufweisen. Diese
Seren zeigen insgesamt eine stark erhöhte Erkennung sämtlicher, auch durch
Postimmunseren detektierter Epitope bei insgesamt erhöhtem Hintergrund.

Bemerkenswert ist in diesen Fällen auch das regelmäßige Auftreten eines zusätzlich
erkannten Epitops auf der S1 Untereinheit.

Abb. 3.34 zeigt die Reaktionen der Pepscans von S1 mit den positiv reagierenden
Humanseren nicht immunisierter Kinder. Das zusätzliche Epitop S1/h1 überspannt den
Bereich der Aminosäuren 175-190 innerhalb von S1 (Tab. 3.10).

-36.



a
zu
.2
in
c
o
..E
i?
2
E
E

105-116 113-124 121-132 129-140 137
14s 145-156 16l
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217-228 224-235
Peptidsequenzberelche innerhalb der S1 Untereinheit

(Serum S6705)

Abb. 3.34: Erkennung des Pepscans von Pertussis Toxin durch das humane
Antiserum S6705.
Dargestellt ist die Erkennung der Peptide auf dem Pepscan der S1 Untereinheit von
Pertussis Toxin Untereinheiten (S1 - S5). Das gegenüber den Postimmunseren aus
den lmpfstudien zusätzlich erkannte Epitop S1/h ist in der Abbildung duch einen
Querbalken gekennzeichnet.

6 ’ i erkannte Se_ :_ PNPYTSRRSV ASIVG T 
Tab. 3.10: Durch Humanseren von natürlich mit B. pertussis infizierten Patienten

zusätzlich erkanntes Epitop innerhalb des Pepscans der S1
Untereinheit von Pertussis Toxin.
Als genereller Hintergrundabzug wurden 30% der theoretisch maximal ereichbaren
lntensität (80 von 255) gewählt und in die Auswertung nur Epitope eingeschlossen,
die diesen Wert um das 1‚5-fache überschreiten (120 von 255). Die Spalte „Position"
beinhaltet die Position der Sequenz innerhalb der kodierenden Sequenz von S1.

3.3.2.7 Kreuzreaktionen in der Erkennung gruppenspezifischer Peptide
von Virulenzfaktoren

Wie beschrieben wird durch die untersuchten Humanseren eine begrenzte Zahl von

insgesamt 18 als charakteristisch einzustufenden und mit den angelegten Kriterien eindeutig
vom Hintergrund abzugrenzenden Epitopen innerhalb der fünf Unteinheiten von Pertussis
Toxin erkannt. Es stellt sich die Frage, ob all diese Epitope das Vorliegen einer
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immunologischen Erkennung von Pertussis Toxin, hervorgerufen durch erfolgreiche
Vakzinierungoder natürlichen Kontakt mit dem Pathogen,darstellen.

Vor dem Hintergrund der Beobachtung, daß die Mehrzahl der betrachteten Humanseren
negativ diagnostizierteroder im ELISA nur schwach positiv reagierender Patienten deutlich mit
diesen Epitopen reagieren, sollte überprüft werden, ob mögIichenNeise im Pepscan
Kreuzreaktionen mit Epitopen anderer Antigene, also falsch-positive Seren detektiert wurden.
Dazu wurden BLASTP-Recherchen (Altschul et al. 1997) für sämtliche auf den Untereinheiten
gefundenen Epitope durchgeführt.
Für alle (insgesamt 18) detektierten Epitope zeigten sich in den BLASTP-Recherchen
Sequenzhomologien zu Epitopen aus den mit B.pertussis eng verwandten Species
B.parapertussis und Bbronchiseptica. Da bei diesen jedoch die Pertussis Toxin Gene
stumm sind und kein Pertussis Toxin exprimiert wird, ist es unwahrscheinlich, daß eine
Reaktion im Pepscan auf einen Kontakt mit einem dieser Erreger zurückzuführen ist.
Ein davon abweichendes Bild zeigte sich für das Epitop S1/1 (Peptidpositionen 7-18). Hier
bestehen Sequenzverwandtschaften zu mehreren Proteinen anderer Pathogene, u.a. zu

Cholera Toxin (CTX A), dem Hitze labilen Enterotoxin von E.coli (LT-A), einer Teilsequenz
aus Mycop/asmapneumoniaeund dem inneren Virushüllprotein des BlauzungenVirus (VP3)
(Daten der BLASTP-Recherche im Anhang). Die Reaktion gegen diese Epitope ist daher
nicht als charakteristisch für eine Immunität gegen Bpertussis einzustufen, ist jedoch
möglicherweise ein notwendiger Faktor innerhalb der protektiven Immunantwort.

Es könntesich bei S1/1 um eine oder einen Teil einer gruppenübergreifenden antigenenen
Struktur handeln, die mehreren Pathogenen gemeinsam als funktionales oder strukturelles
Element dient.
In diesem Fall wäre mit S1/1 ein für die protektive Immunantwort pathogenübergreifend
wichtiges Epitop charakterisiert.

Es bleibt festzustellen, dal3 die Reaktion mit den beobachteten Epitopen auf den

Untereinheiten von PT, mit Ausnahme von S1/1, nach bisherigen Erkenntnissen auf den

zurückliegenden, direkten Kontakt mit Pertussis Toxin zurückzuführen ist und damit einen

Infektion bzw. eine erfolgreiche lmmunisierung kennzeichnet.

Negativ zu diagnostizierende Seren konnten auch im Pepscan identifiziert werden. Das

relativ seltenen Auftreten negativer Seren, ist vermutlich weniger auf eine unspezifische
Reaktion mit dem Pepscan als vielmehr auf eine anderweitig nicht eindeutig diagnostizierte,
zurückliegende oder akute Pertussis Infektion mit untypischem Krankheitsverlauf
zurückzuführen.

-33-



Ergebnisse 89

3.4 Untersuchungen zu Substratwechselwirkungen von Pertussis Toxin:
ADP-Ribosylierung C-terminaler Peptide der 0c Untereinheiten von G-
Proteinen durch Pertussis Toxin

Pertussis Toxin ist in der Lage, 0c Untereinheiten bestimmter inhibitorischer heterotrimerer G-
Proteine in spezifischer Weise an der Position -4 des C-Terminus durch ADP-Fiibosylierung
zu modifizieren. Diese kovalente Modifikation beeinflußtdie Funktion der 0c Untereinheit des
G-Proteins als molekularer Schalter. Es verhindert die Reassoziation von oc und ßy Unterein-
heiten, was wiederum die Deregulation der Signalantwort der Zelle verhindert. Weiterhin ist
bekannt, daß sowohl die o: als auch die ßy Untereinheiten in der dissoziierten Form unabhän-
gig voneinander Signale weiterleiten (Clapham und Neer 1993, Lopez-llasaca et al. 1996,
Simon et al. 1991, De Waard et al. 1997). Speziell für die C-terminale Sequenz der 0c Unter-
einheit konnte gezeigt werden, daß sie innerhalb der G-Protein beeinflußten Signaltransdukti-
onswege eine kritische Rolle einnimmt (Rarik et al. 1992).

Untersuchungen zu den Wechselwirkungenvon Pertussis Toxin und synthetischen Peptiden
mit C-terminalenSequenzen der 0c Untereinheiten von G-Proteinen sind bisher nur sehr ein-
geschränkt durchgeführt worden (Krueger und Barbieri 1995). Gleichwohl sind diese Untersu-
chungen sehr interessant, da sie Aufschlüsse über Mindestanforderungen an die Substrater-
kennung durch Pertussis Toxin geben.
Weiterhin helfen sie, Einflüsse von Punktmutationen innerhalb der erkannten Peptidsequenz
aufzuklären. Neben der Klärung genereller Fragen zur Substraterkennung von Pertussis
Toxin können diese Untersuchungen perspektivisch zur Entwicklung experimentell oder the-

rapeutisch einsetzbarer kompetitiver Hemmstoffe der ADP-Ribosylierungführen.
Die etablierten Methoden zur Untersuchung weitergehender Fragestellungen, etwa durch die
Synthese freier Peptide (Graf et al. 1992), lassen derart breitangelegte Untersuchungen an

hunderten von Längenvariationenund Punktmutationen nur mit großem Zeit- und Kostenauf-
wand zu.

Aus diesem Grund lag es nahe, die Möglichkeiten der Spotsynthese für weitergehende Un-

tersuchungen auch in diesem Bereich einzusetzen. Bei genereller Anwendbarkeitder Metho-
dik auf diese Fragestellung sollte es möglich sein, in vergleichsweise kurzer Zeit Ergebnisse
zur Substraterkennungzu erhalten.

Um diese Fragestellung zu untersuchen, mußte zunächst geklärt werden, ob die zur Verfü-

gung stehende Methodiküberhauptfür die Untersuchung der Enzym - Substrat Wechselwir-

kungen geeignet ist. Dazu mußten die von Graf et al. (1992) mit freinen Peptiden begonne-
nen Untersuchungen überprüft und bestätigt werden, um darauf aufbauend mit weitergehen-
den Untersuchungen zu beginnen.
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3.4.1Substrateigenschaften C-terminaler Sequenzen der oc Untereinheiten
von G-Proteinen

Wie von Graf et al. (1992) beschrieben, sind frei lösliche, synthetische 15mer und 20mer

Peptide, die von den C-Termini der 0c Untereinheiten natürlicher Zielproteine abgeleitet sind,
grundsätzlich als Substrate für die ADP-Ftibosylierungdurch Pertussis Toxin geeignet.
Für die C-terminal fixierten Peptide mußte diese Eignung jedoch erneut gezeigt werden, um

auszuschließen, daß die den natürlich vorliegenden Bedingungen mit freiem C-Terminus wi-
dersprechende Fixierung die Substrateigenschaften grundsätzlich verändert.
Daher wurden zunächst C-terminale 16mer Peptide eines typischen Pertussis Toxin-Substra-
tes, des oc-GB, und zur Kontrolle die eines Nicht-Substrats, des oc-Gs, einer ADP-

Ribosylierung unterzogen.
Wie in Abbildung3.35 gezeigt, wird das C-terminal verankerte Peptid von 6,3 tatsächlich 'rn

ADP-Ribosylierungsansatzerkannt und modifiziert, während G3 nicht als Substrat für Pertus-
sis Toxin dient.
Das oc-Gß 16mer wurde daraufhin in den folgenden Experimenten immer wieder als positive
Kontrolle und exemplarischerAkzeptor eingesetzt.
In anschließenden Experimenten, deren Ergebnisse ebenfalls in Abbildung3.35 abgebildet
sind, wurde die Zielaminosäure Cystein gegen Tyrosin ausgetauscht, woraufhin das modifi-
zierte Peptid seine Substrateigenschaft verlor.
Dies bestätigt die Untersuchungen von Tsuchia et al. (1990), die zeigen, daß das Vorhan-
densein von Cystein essentiell für die Substratfunktionalitätist. Mit diesem Experiment wer-

den ebenfallsdie Experimente von Kaziro et al. (1991) und West et al. (1985) bestätigt. Sie
konnten in von der hier vorgestellten Methodik unabhängigen experimentellen Ansätzen zei-

gen, daß das Cystein in Position -4 den Akzeptor für die durch Pertussis Toxin von NAD

transferierte ADP-Riboseeinheitdarstellt.
Wie zu erwarten, wurde das C-terminale 16mer des Cholera Toxin Substrats oc-Gs, bei dem

an der Position -4 ein Tyrosin Rest steht, nicht durch Pertussis Toxin modifiziert.
Auch der Austausch des Tyrosins gegen Cystein vermochte diese Sequenz nicht zum

Substrat zu verändern. Daraus folgt, daß neben dem Vorhandensein des Cysteinrests in der

Zielsequenz auch die umliegenden Aminosäuren die Substrateigenschaften entscheidend
mitbestimmen.
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Abb. 3.35: ADP-Ribo-
sylierung C-
terminal fi-
xierter 16-
mere von on-
Gia und oc-Gs
durch PT.

Die Balken 1 und 2 repräsen-
tieren die beobachtete ADP-
Ribosylierungseffizienzder na-
tiven Sequenzen des natürli-
chen Substrats OL-Gß und des
Nicht-Substrats oc-Gs. In den
durch die Balken 3 und 4 wie-
dergegebenen Experimenten
sind die Aminosäurefunktio-
nen an der Position -4 wech-
selseitig gegen Cystein bzw.
Tyrosin ausgetauscht.
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3.4.2EinfIuß von Sequenz, Aufbau und Länge des Abstandmoleküls
(Spacers) und der Zielpeptidsequenz auf die ADP-Ribosy-
Iierungseffienz
Nachdem gezeigt werden konnte, daß die C-terminal fixierten Peptide von Pertussis Toxin mit
der gleichen Spezifität wie freie Peptide oder eine vollständige G-Protein 0c Untereinheit er-

kannt und ADP-ribosyliertwerden, sollte der Einfluß der äußeren, vom experimentellen An-
satz vorgegebenen Bedingungen auf eine effektive ADP-Ribosylierungbeurteiltwerden.

Insbesonderedie für den Einsatz filtergebundener Peptide notwendige C-teminale Verknüp-
fung könnte die von den Peptiden eingenommene Konformation gegenüber der natürlichen
beeinflussen.Weiterhin kann die C-terminale Fixierung generell einen die Substraterkennung
und Umsetzung behindernden Faktor darstellen, da dadurch in diesem Punkt genau umge-
kehrte Verhältnisse zu der in vivo vorliegenden Situation mit einer am frei beweglichen C-
Terminus des Proteins bestehen.
Da bereits generell gezeigt wurde, daß die C-terminal fixierten Peptide als Substrat erkannt

werden, wurden im nächsten Schritt in zwei Ansätzen der Einfluß des Abstands der Peptid-
kette von der Cellulosemembran und Einfluß des Abstandsmolekül-Aufbausauf die ADP-

Ribosylierungseffizienzuntersucht.

Einfluß des physikalischen Abstands zur Cellulosemembran

Zum einen wurde der Einfluß der Länge des Abstandsmolekül auf die ADP-

Ribosylierungseffizienz betrachtet, indem zusätzlich zu dem generell vorgegebenen Dimer

des ß-Alanin Spacers insgesamt tri bis pentamere ß-Alanine zwischen Zielpeptid und Filter

synthetisiertwurden. In den ADP-Ribosylierungsreaktionen‚die mit Peptiden mit unterschied-
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lich langen Abstandshaltermolekülen durchgeführt wurden, zeigte sich kein meßbarer Einfluß
auf die Effizienz der Reaktion.

Einfluß der Identität der als Abstandshalter eingesetzten Aminosäu-
ren

Zum anderen wurde statt einer Verlängerung des ß-Alanin Abstandsmolekülseine wachsen-
de Anzahl von ot-Alaninen eingefügt. Dies hatte einen deutlich meßbaren Rückgang der ADP-

Ribosylierungseffizienzzur Folge (Abb. 3.36). Der Grund für diesen Abfall liegt vermutlich in
der Neigung von oc-Alanin-Peptidenzur Helixbildung (Arnot und Wonacott 1966) und daraus
resultierend einer veringerten Flexibilitätdes Abstandshalters gegenüber einem ebensolchen
aus langgestreckten und damit vergleichsweise flexiblenß-Alanin-Peptiden.

Abb. 3.36: Effekte der Ab-
standsmolekülverlän
gerung mit ot-Alanin
auf die ADP-Ribo-
sylierungseffizienz
des (1-65; 20-mers.

Die wachsendeZahl an ot-Alaninresten ist
zwischen dem 2mer ß-Alanin-
Abstandsmolekül und der C-Terminalen
Peptidsequenz des OL-G-‚a 20mers einge-
fügt. Dargestellt ist der Effekt dieses Ein-
baus auf die ADP-Ribosylierungseffi-
zienz.

Anzahl der eingefügten a-Alanine

 
Fürdie weiteren Untersuchungen wurden, basierend auf diesen Ergebnissen daher stets ß-
Alanin Dimere als Abstandsmolekülegewählt.
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Einfluß der Peptidlänge auf die ADP-Ribosylierung
Um die Effekte der Längenvariation einer Peptidzielsequenz zu identifizieren, wurden Län-
genvariationen aller Sequenzen der in Tabelle 3.11 aufgelisteten Substrat- und Nicht-
Substrat-Sequenzen als 12mere bis 20mere auf Filtern synthetisiert.

RDIIQ RMHLR QYELL nein P04895
TDVII KNNLK DCGLF ' P31871

_

TJVI_I KNuIgK EgLy ' P08754
vvrr AKNÜR GCGLY ' P09471
DVII AKNLR GCGLY ' P29777
131:: KENLK DCGLF ' P11488

KDTZL QLNLK EYNLV nein P21279

 
Tab. 3.11: C-terminale Sequenzen der untersuchten 0c Untereinheiten hetero-

trimerer G-Proteine.
Die unterstrichenen Aminosäurepositionen innerhalb der Sequenz von 0c-Gj3 kenn-
zeichnen die konservierten Positionen in den oc Untereinheiten heterotrimerer G-
Proteine der untersuchten natürlichen PT-Substrate. Das fett markierte Cystein an
der Position -4 ist das Ziel der PT vermittelten ADP-Ribosylierung innerhalb der
Substratsequenz.

Bei den synthetischen Peptiden, die den Sequenzen von oc-Gmx und oc-Gia entsprechen,
konnte eine eindeutige Korrelation der ADP-Ribosylierungseffizienzmit der Länge der Ziel-

peptidsequenzen gezeigt werden (Abb. 3.37). Die C-terminalen Peptide von oc-Gom, zeigten
unter den gegebenen Bedingungen die besten Substrateigenschaften und ein Optimum für
die ADP-Ribosylierungbei einer Länge von 17 Aminosäuren (Abb. 3.37). Die Peptide von 0c-

GB, der zweitbesten Zielsequenz in diesem Versuch, zeigten ein ADP-Ribosylierungs-
optimum bei einer Peptidlänge von 16 und eine erneute Steigerung der Effizienz bei 19 und
20 Aminosäuren.
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Abb. 3.37:

-I- Gs —A-- G01

—)(— Gi1/Gi2 —O— Go2/Gox —O— Gq/11

ADP-Ribosylierung C-terminal fixierter Peptide durch Pertussis Toxin.
Die C-terminalenSequenzen von oc-Gs, oc-Gm, oc-Tm, OL-Gß, oc—G„/ a—Gi2, (1-602/ 0L-

Gox und oc-GW wurden als 12mere bis 20mere C-terminal fixiert einer ADP-
Ribosylierungsreaktion mit Pertusis Toxin ausgesetzt.
a) Dargestellt ist die jeweils beobachtete, mit Hilfe eines Bioimagers (Fuji BAS 1000)
ermittelte ADP-Ribosylierungseffizienz.In weiteren Experimenten wurde die Länge
für die von oc-GB abgeleiteten Peptide bis auf 25mere verlängert b) sowie bis auf
5mere verkürzt c).

Um festzustellen bei welcher Peptidlänge das tatsächliche 2. Maximum der oc-Gis Sequenz
liegt, wurden in weiteren Versuchen noch längere Sequenzen untersucht und mit diesen das
zweite Maximum für die von oc-Gig abgeleitete Zielsequenz bei einer Länge von 21 Ami-

nosäuren detektiert (Abb 3.37 b).
Untersuchungen an kürzeren Peptidsequenzen, beginnendbei 12meren von oc-Gia bis zu ei-

ner minimalen Länge von 5 Aminosäuren, zeigten weiterhin, dal3 die Mindestsubstratlänge ei-

ner Zielsequenz unter den gewählten Versuchsbedingungenbei 11 Aminosäuren liegt (Abb.
3.37 c).
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3.4.3ldentifizierung der C-terminalen Sequenz von oc-Gh als effizientes
Pertussis Toxin-Substrat

Für die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit wurden zunächst Sequenzen eingesetzt,
die den natürlichen C-Termini bekannter oc Untereinheiten heterotrimerer G-Proteine entspre-
chen. Eine aus den diesen Versuchen resultierende Frage war, ob diese oder ähnliche Se-
quenzmuster auch in anderen, bisher nicht als Pertussis Toxin-Substrat identifizierten Protei-
nen vorkommen. Dazu wurde eine BLASTP-Suche (Altschul et al. 1990) gegen den zum

Zeitpunkt dieser Arbeiten verfügbaren Sequenzbestand in der SWlSSPROT- und
SWlSSPlR—Datenbankendurchgeführt, wobei in der SWISSPIR-Datenbankauch Fragmente
von bisher nicht eindeutig identifizierten Proteinen enthalten sind.
Als Vergleichssequenz wurden die C-terminalen 12mer und 16mer Peptide von oc-GB (vgl.
Tab. 3.11) als Repräsentanten der kürzesten noch zuverlässig modifizierten und einer be-
sonders gut erkannten Zielsequenz gewählt.
Neben den 0c Untereinheiten der bereits untersuchten G-Proteine wurden dabei vorwiegend
solche von verwandten Species gefunden.

Darüberhinausergab die Analyse jedoch auch eine neue Sequenz, nämlich das C-terminale
16mer der oc-Gh Untereinheit „LTDVIIKNNL RNCGL F“, verfügbar als SWISSPIR-Eintrag mit
dem Zugriffscode B25888 (Sequenz siehe Anhang).
Weitere bisher nicht als Pertussis Toxin-Substrat identifizierte Sequenzen wurden nicht ge-
funden.

Das C-terminale 16mer von oc-Gh zeigte in der BLASTP-Analyse eine ldentität von 75% mit
dem entsprechenden oc-GB Peptid, dabei 93% funktions- und strukturneutrale (positive) Ami-
nosäureaustauschesowie ebenfallsein Cystein an der Postion -4.
Diese Sequenz wurde von Michel et al. (1986) als neues, vermutlich regulatorisches GTP-
bindendes Protein beim Rind beschrieben. Unbekanntwar jedoch, ob diese Sequenz auch
ein Pertussis Toxin-Substrat darstellt.
Das Peptid wurde daraufhinvon uns in einem Versuch parallel mit 16mer Sequenzen von 0c-

Gs, oc-GB und oc-Gowo, eingesetzt.
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Abb. 3.38: Vergleich der ADP-Ribosy-
Iierungseffizienzen der C-ter-
minalen 16mere der G-Protein
0c Untereinheiten von G5, Gis! G0
und Gh.
Dargestellt ist die jeweils beobachte-
te‚ mit Hilfe eines Bio-Imagers (Fuji
BAS 1000) ermittelte ADP-Ribo-
sylierungseffizienz.
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Es zeigte sich, daß die ADP-Ribosylierungseffizienzdes 16mers von oc-Gh mehr als dreimal
so hoch ist, wie die des bei dieser Länge besten Pertussis Toxin Substrates oc-Gom (Abb.
3.38). Damit erwies sich die C-terminal Sequenz des Gh Proteins als das Beste aller hier
untersuchten Pertussis Toxin-Substrate.

3.4.4 Auswahl einer „Muster“-Sequenz für weitere Untersuchungen
In den vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, daß unter den von natürli-
chen Substraten abgeleiteten Sequenzen die C-terminalen Peptide von oc-Goyox, abgesehen
von der neu gefundenen Substratsequenz in oc-Gh, dessen Funktion jedoch noch nicht ab-
schließend geklärt ist (Michel et al. 1986), die besten Substrateigenschaften zeigten.
Die von oc-Gis abgeleiteten Sequenzen zeigten ebenfalls sehr gute, gegenüber der q-Goyox
Untereinheit jedoch deutlich zurückbleibendeADP-Ribosylierungseffizienzen.
In den weiteren Untersuchungen zu Effekten von Punktmutationen auf die ADP-
Ribosylierungseffizienzwurde dennoch als Ausgangssequenz das C-terminale 16mer von

oc-GB verwendet, da aufgrund der suboptimalen Substrateigenschaft zu erwarten war, daß
sowohl positive als auch negative Einflüsse der Mutationen in Form von deutlich detektier-
bare Veränderungen der ADP-Ribosylierungseffizienzauftreten sollten.

Ziel dieser Untersuchungen sollte es sein, weitere für Substraterkennung und Umsetzung
wichtige Positionen im C-Terminusder Substratproteine zu identifizierenund die Wirkung von

Aminosäurenaustauschen zu charakterisieren.

3.4.5 Effekte von Aminosäureaustauschen im 6,3 16mer auf die Pertussis
Toxin-Substrateigenschaften der Peptidsequenzen
Die hier bisher vorgestellten, ebenso wie auch frührere Untersuchungen (von Kaziro et al.
1991, West et al. 1985) zeigen, daß die Existenz eines Cysteins an Position -4 eine not-
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wendige Voraussetzung für die Erkennung und ADP-Ribosylierung der Pertussis Toxin-
Substrate ist. Da jedoch innerhalb der Untersuchungen mit Längenvarianten der fixierten
Peptide sowie auch in unabhängigen Arbeiten (Neer et al. 1988, Tsuchia et al. 1990, Avigan
et al. 1992) bereits Hinweise auf die Beteiligung weiterer Aminosäurepositionen gefunden
wurden, wurde eine Bibliothekvon Punktmutationendes C-terminal fixierten a-Gß 16meren in
Form von Peptidfeldern auf Cellulosefeldern synthetisiert, um den Einfluß dieser Sequenzva-
rianten auf die ADP-Ribosylierungseffizienzzu untersuchen.

Zu diesem Zweck wurde das C-terminale 16mer von oc-GB an bestimmten Positionen modifi-
ziert und die dort natürlich stehende Aminosäure gegen alle anderen 19 natürlich vorkommen-
den Aminosäuren ausgetauscht.
Die Austausche wurden aufgrund von Sequenzvergleichen zwischen Substrat- und/oder
Nicht-Substratsequenzen in mehreren gruppen vorgenommen.

Die erste Gruppe enthält die Modifikationen an den Positionen -1, -9 und -10. Diese Stellen
repräsentieren Aminosäuren, die innerhalb der bekannten natürlichen Substratsequenzen
nicht konserviert sind.

Eine weitere Gruppe von Peptiden wurde für die Position -14 synthetisiert. Diese Position ist
sowohl für die Substrate als auch die Nicht-Substrate streng konserviert.

Die dritte Gruppe enthält Modifikationenan den Positionen -3 und -6. An diesen Stellen sind
sowohl die bisher bekannten natürlichen Substratsequenzen als auch das neu gefundene or-

Gh konserviert.

Die vierte und letzte Gruppe beinhaltet die Modifikationen an den Positionen -15 und -16.

Auch diese Positionen sind innerhalb der bisher bekannten Substratsequenzen konserviert.
Wie die bereits dargestellten Experimente (vgl. Abb. 3.37) zeigen, beinflussendiese Positio-

nen die ADP-Ribosylierungseffizienzder Substratpeptide in erheblichem Maße.

Diese Peptid-Bibliothekwurde einer ADP-Ribosylierungsreaktionmit Pertussis Toxin ausge-
setzt und die Veränderungen der ADP-Ribosylierungssequenz im Vergleich zum unverän-

derten oc-GK, 16mer bestimmt.
Tabelle3.12 zeigt die Gesamtauswertung der in den folgenden Unterpunkten beschriebenen

Ergebnisse dieser in vitro ADP-Ribosylierung.
Um die einzelnen Effekte untereinander vergleichen zu können, wurde jeweils die ADP-

Ribosylierungseffizienzdes unveränderten oL-Gm 16mers als 100% angenommen und alle

anderen ADP-Ribosylierungseffizienzenin Relation dazu in Bezug gestellt.
Der Einfluß der Aminosäure-Austausche wird nachstehend für jede einzelne ausgetauschte
Position gesondert besprochen
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Position der Einzelaminosäureaustausche

-9 (N) —10 (K) —14 (D)
138. 13.

84. 14.
15. 8.
21. 6.
65. 24.
38. 9.

111 12.
44.7 19.
738.5 100
63.1 25.
99. 9.

100 7.
25. 8.

294. 25.
995. 84.
105. 23.

53. 9.
26. 9.

41.
10.

0N
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Tab. 3.12: ADP-Ribosylierungseffizienzen punktmutierter C-terminaler 16mer

Peptide von oc-Gis.
Die Aminosäurereste der Peptide wurden jeweils an den angegebenen Positionen
gegen alle anderen natürlichen L-Aminosäurereste ersetzt und in einem ADP-
Ribosylierungsexperiment mit PT die relative ADP-Ribosylierungseffizienzgegen-
über dem auf 100% gesetzten, unveränderten Ausgangspeptid bestimmt. Über je-
der Spalte ist neben der Position der durchgeführten Punktmutation in Klammern
die an dieser Position natürlich auftretendeAminosäure angegeben.

Austausche an Position -1 (Tyr)
Austausche des Tyrosins gegen lsoleucin und Lysin zeigten nur geringen Einfluß auf die

ADP-Ribosylierungseffizienzan diesem Peptids. Leucin, Arginin und Phenylalanin erhöhen
die Effizienz der Rekation jeweils um die Faktoren 1,5, 1,7 bzw. 2,3. Alle anderen Austausche

an dieser Position führen zu einer deutlichen Reduktion der ADP-Ribosylierungseffizienz.
Dabei werden die stärksten Abfälle beim Austausch gegen Aspartat (15,1%) und Prolin

(10,5°/o) erzielt.

Austausche an Position -3 (Gly)
Ein Austausch des Glycins an Position -3 gegen Arginin resultiert in einer geringfügigen Ver-

besserung (110‚6%) und der Austausch gegen Lysin in einem geringen Abfall (83‚9%) der

ADP-Flibosylierungseffizienz.
Jeder andere Austausch führt hingegen zu einem Abfall bis auf unter 24% der ADP-

Ribosylierungseffizienzdes unmodifizierten Substrats, mit einem Minimalwert von 2,9% im Fall des

Austausches gegen Aspartat.
-93-



Ergebnisse 99

Austausche an Position -6 (Lys)
Ein Austausch von Lysin an Position -6 gegen Arginin führt mit 198% fast zur Verdoppelung,
jeder andere Austausch hingegen zu einem starken Abfall der beobachteten ADP-

Ribosylierungseffizienz(< 35%).
Wie auch an den Positionen -3 und -1 führt der Austausch gegen Aspartat zum stärksten
Abfall in der Substraterkennung und Umsetzung, nämlich auf 2,5%.

Austausche an Position -9 (Asn)
An Position -9 zeigen sich innerhalb aller durchgeführten Punktmutationen die größten positi-
ven Effekte von Einzelaustauschenauf die ADP-Ribosylierungseffizienz.
Beim Austausch des natürlich an dieser Position stehenden Asparagins gegen Glutamin, Ly-
sin oder Arginin steigert sich die ADP-Ribosylierungseffizienzauf das drei-, sieben- bzw.
Zehnfache des Ausgangswerts.
Abgesehen vom Austausch gegen Glutamin, der bezogen auf die Ladung neutral ist, führen
die beiden anderen Austausche eine zusätzliche positive Ladung ein. Der Haupteffektkönnte

jedoch vor allem auf die Verlängerung der Seitenketten zurückzuführen sein, da dadurch die

Oberflächenpräsentationder funktionellen Gruppen verbessert wird, was bei einer Beteili-

gung dieser Positionen an H-Brückenbindungenim Verlaufder Reaktion von Vorteil wäre.

Auffallend ist weiterhin, daß innerhalb der untersuchten Punktmutationen nur an Position -9

ein Austausch gegen Glutamin zur deutlichen Steigerung der ADP-Flibosylierungseffizienz
führt.
Ein Austausch des Asparagins an Position -9 gegen Histidin äußert sich lediglich in einer ge-
ringfügigen Steigerung der ADP-Ribosylierungseffizienz(111‚0°/o), wohingegen Austausche

gegen Alanin oder Tryptophan zu deutlichen Steigerungen auf 138,2% bzw. 155,2% führen.

Die Austausche, die die Einführung einer negativen Ladung beinhalten, nämlich Aspartat und

Glutamat, führen zur deutlichen Verringerung der ADP-Ribosylierungseffizienzenauf 11,4%
bzw. 19,5%.
Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, daß das Vorkommen eines positiv geladenen
Aminosäurerestes an Position -9 einen ausgewiesen steigernden Effekt auf die Pertussis

Toxin - Substrat Wechselwirkung ausübt.

Austausche an Position -10 (Lys)
Jeder Austausch von Lysin gegen eine beliebigeandere Aminosäure führt an Position -10 zu

einem Abfall der ADP-Ribosylierungseffizienz.
Dies ist für keine andere der untersuchten nichtkonservierten Positionen der Fall, so dal3 die-

ser Position im C-terminalen 16mer von oc-Gis eine besondere Bedeutung zukommt.
Mit Ausnahme des Austauschs gegen Arginin (84‚7%) und Tryptophan (41,1°/o) sinkt die

ADP-Ribosylierungseffizienzauf jeweils unter 30% und dabei mehrfach unter 10%. Der

Austausch gegen Aspartat zeigt wiederum einen starken Abfall auf (9,8"/o). Nur der Aus-

tausch mit Glutamatzeigt mit 6,8% eine noch niedrigerere Effizienz.
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Austausche an Position -14 (Asp)
Die Position -14 ist innerhalb aller untersuchten Substrat- und Nicht-Substrat-Peptide kon-
serviert. Ein Austausch an dieser Position führt in allen Fällen zum Absinken der ADP-

Ribosylierungseffizienz.
Auffällig ist, daß an dieser Position im Ausgangspeptid Aspartat vorliegt, eine Aminosäure,
deren Einbau an allen anderen untersuchten Positionen in der Regel zu einem starken Rück-

gang der ADP-Ribosylierungseffizienzführt.

Austausche an Position -15 (Thr)
An Position -15 führen die Austausche von Threonin gegen die drei Aminosäuren Phenylala-
nin (253,9%)‚ Leucin (262,6%) und Lysin 095,5%) zu einer 2- bis 2‚5-fachen Erhöhung, alle
anderen vorgenommenen Austausche hingegen zu einem Absinken der ADP-

Ribosylierungseffizienz.
Auch an dieser Stelle findet sich der stärkste Rückgang der ADP-Ribosylierungseffizienz
beim Austausch von Threonin gegen Aspartat (37,8%).

Austausche an Position -16 (VaI)
Die Austausche von Valin an Position -16 führen in einigen Fällen zu sehr starken Steigerun-
gen der ADP-Ribosylierungseffizienz.
An diesem „freien“, d.h vermutlich besonders gut exponierten N-Terminus des 16mers resul-

tiert ein Austausch gegen Leucin, Phenylalanin und lsoleucin jeweils in Steigerungen der

ADP-Ribosylierungseffizienzauf 429,7%, 409,3% bzw. 324,1%.
Der stärkste beobachteteAbfall der ADP-Ribosylierungseffizienzfindet sich auch hier mit nur

31% Resteffizienz beim Austausch von Valin gegen Aspartat.

Bei den durchgeführten Punktmutationenwurden für den Positonen -9, -15 und -16 zum Teil

stark steigernde Effekte auf die ADP-Ribosylierungseffizienzgefunden. Die Experimente zur

Veränderung der ADP-Ribosylierungseffizienzin Abhängigkeit von der wachsenden Peptid-
kette (Abb. 3.37) haben gezeigt, dal3 die Position -15 und noch in stärkerem Maße -16 deutli-

chen Einfluß auf die Effizienzen der oc-GK, und oc-Gmx. zeigen.
Der experimentelle Befund, daß ein Einfügen von Leucin an Position -16 zu einer starken

Steigerung der ADP-Ribosylierungseffizienzführt, wird weiterhin durch die authentische Se-

quenz des oc-Gh C-Terminus bestätigt. In der oc-Gh-Sequenz, die als besonders gutes
Substrat identifiziertwurde, steht ebenfallsein Leucin an der Position -16 (Abb. 3.38).
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3.4.6 Simulation der sterischen Effekte der Positionsaustausche im oc-Gm
16mer in energieminimierten, dreidimensionalen molekularen Mo-
dellen

Im Rahmen der Untersuchungen an punktmutierten Peptiden von C-terminalen oc-Gm 16mer

Peptiden wurden eine Reihe von Positionen identifiziert, an denen ein Austausch mit be-
strimmten Aminosäurenm zum Teil zu drastischen Effekten auf die ADP-
Ribosylierungsreaktionführt.
Mögliche Ursachen dieser Effekte können zum Beispiel Ladungsveränderungen und insbe-
sondere auch unmittelbar strukturverändernde Einflüsse der Mutationen auf die Konformation
der Peptide sein.

Um Hinweise für die eventuell möglichen Veränderungen der Konformation der Peptide durch
die Einführung der fraglichen Austausche zu erhalten, wurden für einige dieser experimentell
untersuchten Austausche im Rahmen von Computersimulationen Energieminimierungen der
dreidimensionalenPeptidstrukturen berechnet.
Ausgehend von einer im Modell angenommenen oc-Helix-Struktur wurde eine dreidimensionale
Konformation des nächst erreichbaren stabilen Energieminimums des jeweiligen Peptids be-
rechnet und als Grafik dargestellt.
Abb. 3.39 zeigt die Ergebnisse von 8 durchgeführten Berechnungen für das unveränderte
Peptid sowie für verschiedene Austausche an den Positionen -6‚ -10 und -14.
Die Peptide sind jeweils so ausgerichtet, daß die Cysteinreste an Position -4 zur Deckung
gebracht werden können, wodurch sich eine vergleichbare Betrachtungsperspektiveergibt.

Bei einer ersten Betrachtung fällt auf, daß bei allen Simulationen die modifizierten Peptide
nach der Energieminimierung nicht mehr mit der energieminimierten Darstellung des oc-GB
16mers in Deckung zu bringen sind. Somit ist also für dieses Peptid in der Simulation bereits

eine Punkmutationein die Struktur zumindest minimal verändernder und in der Projektion auch

optisch erkennbarerFaktor.
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a) Gi3 ‘l6mer (nativ) (3,3 16m6, (met P05 _-|0)

Abb. 3.39: Computersimulation der sterischen Effekte von Positionsaustau-
schen im C-terminalen oc-Gia 16mer.
In der Computersimulation, durchgeführt mit der Software MacSPARTAN 1.1
(Wavefunction 1996), wurden nach dem SYBYL-KraftFeld energieminimierte‚ drei-
dimensionale Strukturen ausgehend von einer angenommenen (als Ausgangskon-
formation erzwungenen) cc-Helixstruktur in bis zu 6.000 Optimierungszyklen be-
rechnet. Bei den Teilabbildungenist jeweils die ausgetauschte Position angegeben.
Die einzelnen Moleküle sind derart ausgerichtet, dal3 der vom PT im Rahmen der
ADP-Ribosylierung zu erkennende und modifizierende Cystein-Rest (Schwefel =

grün eingezeichnet) deckungsgleich ausgerichtet ist, wodurch ein Vergleich auch in
der zweidimensionalenProjektion möglich wird.
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Bei den durchgeführten Austauschen Iäßt sich der Einfluß auf die berechneten Konformati-
onsmodelle wie folgt zusammenfassen:

Position -10

Ein Austausch an der Position -10 führt experimentell (vgl. Tab. 3.12) in jedem Fall zu einem
Sinken der ADP-Ribosylierungseffizienz.
Der Austausch mit dem geringst abschwächenden Effekt ist hier Lysin gegen Arginin, ein, be-
zogen auf die GesamtIadung‚ neutraler Austausch.
Die höchsten Absenkungen werden dagegen experimentell beim Austausch gegen Aspartat
oder Methionin beobachtet.
Dieser Austausch geht mit einer Ladungsverschiebung einher. Ein Effekt auf die berechnete
dreidimensionaleKonformation in der Simulation ist beim Austausch gegen Arginin kaum zu er-

kennen, beim Austausch gegen Methionin ist er hingegen auch in der zweidimensionalen
Projektion zu erkennen.

Position -6

Die Austausche in Position -6 wirken sich experimentell nur im Falle von Arginin steigernd auf
die ADP-Ribosylierungseffizienzaus. Im Falle von Aspartat zeigt sich für diesen Austausch

hingegen ein maximal abschwächender Effekt.
In diesem Fall beobachtetman auch in der Simulation eine besonders deutliche Veränderung
der dreidimensionalenPeptidstruktur, die zu einem „Abknicken“führt.
Abb. 3.40 zeigt zur Verdeutlichung des in der Simulation durch den Lysin - Aspartet Aus-
tausch bewirktenEffekts Kalottenmodelle der unmodifizierten und modifizierten Peptide.
Der Austausch Lysin gegen Arginin an der Position -6 hat dagegen keine Ladungsveschie-
bung und in der Simulation nur geringe Strukturveränderung zur Folge.

Position -14

Bei der dritten in der Simulation betrachteten Position -14 findet man experimentell in jedem
Fall nach einem Austausch einen Rückgang der ADP-Ribosylierungseffizienz.
Hier fällt auf, daß der Austausch mit dem größten negativen Effekt, nämlich Aspartat gegen
Glutamat, nicht mit einer Ladungsveränderung einhergeht. Andererseits hat ein Austausch
stark abweichender Aminosäuren, hier Aspartat gegen Arginin, nur zu einem geringen Abfall
der Substrateigenschaften geführt.
ln beiden Fällen sind in der Simulation die konformellen Effekte dieser Austausche nur gering.
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Abb. 3.40: Computersimulation der sterischen Effekte eines Positionsaustau-
sches im C-terminalen OL-Gm 16mer.

In der Computersimulation, durchgeführt mit der Software MacSPARTAN 1.1 (Wavefunction 1996), wurden

nach dem SYBYL-KraftFeld energieminimierte, dreidimensionale Strukturen ausgehend von einer ange-

nommenen (als Ausgangskonformation erzwungenen) oL-Helixstruktur in bis zu 6.000 Optimierungszyklen
berechnet. Hier sind anhand der Kalottenmodelle des mutierten b) und nichtmutierten a) Peptids die Effekte

des Positionsaustauschs von Lysin gegen Aspartat an der Position -6 dargestellt. Die einzelnen Moleküle

sind derart ausgerichtet, dal3 der vom PT im Rahmen der ADP-Ribosylierungzu erkennende und modifizie-

rende Cystein-Rest deckungsgleich ausgerichtet ist (Schwefel = grün), wodurch die Veränderungen in der

Konformation auch in der zweidimensionalenProjektion deutlich sichtbar werden.
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3.5 Weitere Einsatzmöglichkeiten der Spotsynthese zur Klärung moleku-
Iarer Ursachen bei infektiologischen Fragestellungen
Im Rahmen dieser Untersuchungen hat sich gezeigt, daß die Einsatzbereiche der Spotsyn-
thesemethodesehr weitreichend sind und daß es sich bei diesem Verfahren um ein für viele
Fragestellungen auch innerhalb der molekularen lnfektiologie heNorragend geignetes Werk-

zeug handelt, das vergleichsweise schnell zu aussagekräftigenErgebnissen führt.

In den vorangegangenen Abschnitten wurde insbesondere die Anwendbarkeitdes mit Hilfe
der Spotsynthese erzeugten „Peptid-Feldes“ zur Analyse von „Enzym - Substraterkennung“
sowie zur Charakterisierung der „Antikörper-Peptiderkennung“anhand der Untersuchungen an

Pertussis Toxin gezeigt.
In weiteren Projekten und Kooperationen wurden parallel dazu auch andere Anwendungs-
möglichkeiten erprobt.

Es stellte sich heraus, daß der Pepscan eine hervorragende Methode ist, um z.B. die von

monoklonalen Antikörpern detektierten linearen Epitope auf Transferrin-bindendenProteinen
von N.meningitidisklar abzugrenzen. Diese Thematikwurde daraufhin in einer eigenen Arbeit
(Grün 1997) bearbeitet.

Weiterhin konnte in Kooperation mit der Tiermedizinischen Hochschule (Strutzberg 1996) ge-
zeigt werden, daß C-terminal an Cellulose fixierte Peptide bei Mäusen effizient als lmmuno-

gene zur Gewinnung hochtitriger anti-Peptid-Seren eingesetzt werden können.

Die im folgenden dargestellten Ergebnisse sollten zeigen, ob neben der hier bereits gezeigten
Anwendbarkeit des Verfahrens auf Untersuchungen zur Epitoperkennung durch Antikörper
oder Substraterkennung auch Fragestellungen zu „Protein-Peptid“ Wechselwirkungen mit
Hilfeder C-terminal fixierten Peptide angegangen werden können.

Detektion von Protein-Peptid Wechselwirkungen am Beispiel Trans-
ferrin - Transferrin-bindendesProtein (Tbp)
Die Bindungsdomänen Transferrin-bindender Proteine pathogener Mikroorganismen sind

wichtige Ansatzpunkte für die Wirtsabwehr und Impfstoffentwicklung.
Gelingt es dem Wirt, eine Immunantwort gegen diese Bereiche aufzubauen, ist das Pathogen
von der Eisenzufuhr abgeschnitten und innerhalb der Wirtsumgebung nicht mehr überle-

bensfähig.
Im Rahmen von Kooperationen mit der Tiermedizinischen Hochschule in Hannover

(Strutzberg et al. 1995) und dem Institute Pasteur Merieux Connaught in Frankreich

(Renauld-Mongenieet al. 1997) wurde die Suche nach den jeweils die Bindung vermitteln-
den Domänen mit Hilfeder Pepscan-Methodeangegangen.
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3.5.1 Bindung von tierischem Transferrin an Pepscans von Transferrin-
bindendem Protein TfbA aus Actinobacilluspleuropneumoniae
Ausgangspunkt für diese Untersuchung sind die Arbeiten von Katrin Strutzberg, in denen sie
versucht hat, die Transferrin-bindenden Bereiche des TfbA Proteins von A.pleuropneu-
moniaezu bestimmen (Strutzberg et al. 1995, Strutzberg 1996).
Mit Hilfe von Transposonmutagenese-Versuchen konnte sie zeigen, daß die Transferrin-
bindende Domäne in der aminoterminalen Hälfte innerhalb der ersten 289 Aminosäuren lokali-
siert vorliegt.

Für die weitergehenden Untersuchungen wurden überlappende 16mere dieser Sequenz als
Pepscans angefertigt und diese mit biotinyliertemSchweine-Transferrin inkubiert. Der Nach-
weis erfolgte über eine Farbreaktion nach Inkubation des gebundenen Schweine-Transferrins
mit an Streptavidin gekoppelter alkalischer Phosphatase.

1 2 3 4 5 6 7 8 910111213141516171819202122232425

A .

B
C
D
E
F
G
H
I
J
K
 

Abb. 3.41: Bindung von biotinyliertem Schweine-Transferrin an C-terminal fixier-
te Peptide von Transferrin-bindendem Protein aus A.pleuropneu-
moniae.
Pepscan mit überlappenden 16meren (Überlappung 15 A8) des aminoterminalen
30kD-TfbA-Halbmoleküls. Der Nachweis der Bindung erfolgt über an alkalische
Phosphatase gekoppeltes Streptavidin mit Hilfeeiner anschließenden Farbreaktion.

Abb. 3.41 zeigt das Ergebnis eines Bindungsexperiments. Die drei reproduzierbar detektier-
baren Domänen sind durch die Spots D4 bis D6 (Domäne 1), E19 bis E 21 (Domäne 2) und
G9 bis G12 (Domäne 3) repräsentiert. Die zugehörigen Sequenzen sind in Tab. 3.13 darge-
stellt.
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1 (D1-6) 79-96 (81-94) 113(14)
2 (E19-21) 119-136 (121-134)
3 G9-12 159-177 162-174

  
  
Tab. 3.13: Transferrin-bindende Domänen auf dem TfbA Protein von A. pleuro-

pneumoniae.
Angegeben sind die von den Peptiden insgesamt überspannten Bereiche. In
Klammern eingetragen sind jeweils die Domänenlängen, die die kleinste überlap-
pende Region zwischen den Peptiden darstellen.

Die bindenden Domänen bestehen im Experiment aus überlappenden Peptidbereichen.
Bei der Eingrenzung einer Peptid - Antikörper-Wechselwirkung wird übIichenNeise davon
ausgegangen, daß in einem bindenden Bereich aus überlappenden Peptiden die kleinste
gemeinsame Sequenz der benachbarten Peptide das eigentliche Epitop darstellt, das in der
Regel zwischen 6-12 Aminosäuren umfaßt
Im Falle der hier gezeigten Protein - Peptidbindungist dies zumindest hier nicht der Fall, denn
weitere Experimente mit 15mer Peptiden (Daten nicht gezeigt), die die bindenden Regionen
weiter eingrenzen sollten, zeigten keine detektierbare Bindung von Schweine-Transferrin.
Es handelt sich daher vermutlich bei den gesamten, vom Transferrin detektierten Bereichen
um die bindendenDomänen. Diese dürfen nicht unter ein Mindestmaß (16mer) verkürzt wer-

den, um noch eine reproduzierbare Bindung zuzulassen.

3.5.2Bindung von humanem Transferrin an Pepscans von Transferrin-
bindendem Protein TbpB aus den Neisseria meningitidis Stämmen
M928 und B16B6

Bei den humanpathogenenStämmen M983 und B16B6 von N.meningitidis wurden in Zu-
sammenarbeit mit dem Institut Pasteur Merieux Connaught (Renaul-Montgenie et al. 1997)
Untersuchungen zur Detektion von Transferrin-bindendenDomänen durchgeführt.
Hierfür wurden überlappende 18mere der beiden Transferrin-bindendenProteine (TbpB) als

Pepscan auf Filtern synthetisiert und mit humanem, direkt an Peroxidase gekuppeltem
Transferrin inkubiertund die Bindung anschließend mit Hilfevon „BM blue“ als Substrat de-
tektiert.
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Abb. 3.42:

1
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8

ABCDEFGHlJKLMNOPQRSTUVWXY 
Bindung von Peroxidase gekuppeltem, humanem Transferrin an C-
terminal fixierte 18mer Peptide von Transferrin bindendem Protein
TbpB aus N.meningitidis M986.
Der Pepscan besteht aus um jeweils 2 AS überlappenden 18meren des Proteins.
Die Farbreaktion erfolgte durch 20 minütige lnkubation mit BM blue. Der Filter wurde
eingescannt und die Spots quantifiziert.

Die AbbildungenAbb. 3.42 und 3.43 zeigen jeweils die Filter nach der Farbreaktion von 20
Minuten. Auch in diesem Fall konnten bindende Domänen gefunden werden.
Die Ergebnisse für den Stamm M982 sind in Tabelle 3.14, die für den Stamm B16B6 in Ta-
belle 3.15 zusammengefaßt.

1 (1 A)
(sn-s)
(6K-N)
(8N)
(1OK-N)
(11u-x)
(13P)

Tab. 3.14:

1-18
235-254
271-294
377-394
471-494
541-566
631-648
643-660

 
Bindung von humanem Transferrin an C-terminal fixierte Peptide von
Transferrin-bindendem Protein aus N.meningitidis M986.
Die mit hoher Affinität (++) markierten Bereiche konnten bereits nach einer lnkubati-
onszeit von 2 Minuten identifiziertwerden. Die weiteren Bereiche wurden nach einer
verlängerten lnkubation von 20 Minuten, die auch in Abb. 3.42 gezeigt ist, identifi-
ziert. Dabei wird ein Peptid dann als affin bezeichnet, wenn die Intensität der Farbre-
aktion mit BM blue nach 20 Minuten in der Quantifizierung mit dem Scanner minde-
stens das 2‚5-fache des Hintergrunds beträgt.
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Abb. 3.43:

1 (1 A)
(5S-T)
(8F-G)
(8V-9A)
(90)
(es-x)
(12M-O)

Tab. 3.15:

i
2
3
4
5
6

‚

7
8

 

ABCDEFGHlJKLMNOPQRSTUVWXY 
Bindung von Peroxidase gekuppeltem, humanem Transferrin an C-
terminal fixierte 18mer Peptide von Transferrin bindendem Protein
TbpB aus N.meningitidis B16B6.
Der Pepscan besteht aus um jeweils 2 AS überlappenden 18meren des Proteins.
Die Farbreaktion erfolgte durch 20 minütige Inkubation mit BM blue. Der Filter wurde
eingescannt und die Spots quantifiziert.

1-18
237-256
361-380
393-418 +, nur 401-418 ++

407-424 ++

437-464 +
525-546 +, nur 527-544 ++
537-554 +, nur 541-558 ++

Bindung von humanem Transferrin an C-terminal fixierte Peptide von
Transferrin bindendem Protein aus N.meningitidis B16B6.
Die mit hoher Affinität (++) markierten Bereiche konnten bereits nach einer Inkubati-
onszeit von 2 Minuten identifiziert werden. Die weiteren Bereiche wurden nach einer
verlängerten Inkubation von 20 Minuten die auch in Abb. 3.44 gezeigt ist, identifi-
ziert. Dabei wird ein Peptid dann als affin bezeichnet, wenn die Intensität der Farbre-
aktion mit BM blue nach 20 Minuten in der Auswertung mit dem Scanner mindestens
das 2,5-fache des Hintergrundes beträgt.

Die Untersuchungen am Tbp2 aus Nmeningitidis M982 konnten im Rahmen der Zusammen-
arbeit die bereits vorliegenden Befunde zur Bindung von humanem Transferrin an verkürzten
Fusionsproteinen (Renauld-Montgenieet al. 1997) für die drei Peptide mit hoher Bindungsaf-
finität bestätigen und den jeweils bindenden Bereich genauereingrenzen.
VergleichbareUntersuchungen für den Stamm B16B6 konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht
mehr durchgeführt werden und sollen sich in Kürze anschließen.
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Diskussion

Diese Arbeit leistet einen Beitrag zur detaillierteren Struktur- und Funktionsanalyse von

Pertussis Toxin. Die dabei vorwiegend eingesetzte Spotsynthesetechnik von Peptiden
mußte, ebenso wie die Auswertung der damit erzielten Versuchsergebnisse, zunächst als
verläßliche und reproduzierbare Methode etabliert und entsprechend optimiert werden. Erst
danach konnten die zentralen Arbeiten zur Epitopkartierung auf den Untereinheiten von

Pertussis Toxin und der Erkennung von Zielsubstratsequenzen durchgeführt werden.
Um die erhaltenen Erkenntnisse aus der Detektion der Bindungsreaktionen oder der
Reaktionen der ADP-Ribosylierungder Auswertung und Interpretation zuführen zu können,
mußten erst Verfahren zur Aufnahme und Analyse entwickelt werden.
Die für eine räumliche Darstellung der Versuchsergebnisse in Form von Überlagerungen der
detektierten immunodominanten Epitope auf Kristallstrukturen geeigneten Softwareprodukte
mußten evaluiert und eingeführt werden. In gleicher Weise mußten Hilfsmittel für
computergestützte ab initio Berechnungen potentiell strukturverändernder Einflüsse von

Positionsmutationen auf Peptidkonformationen evaluiert werden. Erst dadurch war es

überhaupt möglich, die umfangreichen Rohdaten aus den Experimenten umfassend zu

interpretieren und zu veranschaulichen.

Die Einführung der Spotsynthesetechnik verläßliche Methode zur Darstellung von

Peptidfeldern in größerem Maßstab innerhalb eines infektiologisch orientierten Labors gab
darüber hinausden Anstoß zu einer Reihe von weiteren Teilprojektenund Kooperationen, mit
denen die Potenz dieser Methodik bei Untersuchungen von bakteriellen Virulenzfaktoren in

ganz unterschiedlichen Arbeitsfeldern aufgezeigt werden konnte (Strutzberg et al. 1995, Grün
1997, Renauld-Mongenieet al.1997).

Eine Reihe von zurückliegenden Arbeiten auch anderer Arbeitsgruppen konnte mit Hilfe der

vorgenommenen Untersuchungen in ihren Kernaussagen nachvollzogen und bestätigt
werden. Aufgrund der neuen Möglichkeiten und der großen Leistungsfähigkeit der

robotergestützten Spotsynthese, bei der parallelen Durchführung von Versuchen, die vorher
nur eingeschränkt durchgeführt werden konnten, sind darüber hinaus in mehreren Bereichen
die vorliegenden Erkenntnisse umfangreich erweitert worden.

Sowohl in Bezug auf die detektierten immunodominanten Epitope auf den Pertussis Toxin
Untereinheiten als auch für die Zielsequenzerkennung innerhalb der Substrate von Pertussis
Toxin konnten anwendungsorientierte Ansätze für Diagnose und Therapie aufgezeigt
werden, denen nunmehr in aufbauendenFolgearbeiten nachgegangenwerden kann.

Spotsynthese von Peptiden mit dem Abimed System
Die halbautomatisierte, robotergestützte Spotsynthese von Peptiden auf Cellulosefiltern
wurde vor einigen Jahren (Frank 1992, Frank und Overwin 1996) publiziert und verfügbar
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gemacht. Erste Anwendungen dieser Methode mit einer Eigensynthese der Peptidfilter
außerhalb des entwickelnden Labors von Ronald Frank (GBF, Braunschweig) fanden 'rn
Rahmen der hier dargestellten Arbeiten statt. Dabei enNies sich die Derivatisierung der
Cellulosefilter mit ß-Alaninankern und die nachfolgende, FMOC-basierte Synthese der
wachsenden Peptidketten bei genauer Einhaltung der von Frank optimierten Protokolle (pers.
Mittlg.) als unproblematisch.

Die kommerzielle Entwicklung des robotergestützten Pipettiersystems AMS 422 (Abimed,
Langenfeld) war zum Zeitpunkt der hier beschriebenenArbeiten noch in der Prototypphase
befindlich. Spotsynthesen innerhalb einer realistischen Versuchsumgebung konnten beim
Hersteller Abimed (Langenfeld) selbst nicht durchgeführt werden. Stattdessen wurde mit
Ersatzfarblösungen (z.B. DMF mit Brompenolblau) gearbeitet, bei deren Einsatz zwar der
mechanische Ablauf der Pipettiervorgänge simuliert werden konnte, materiaI- und
kleinstvolumenabhängige Faktoren jedoch unberücksichtigt blieben. Aus diesem Grund
mußten zu Beginn dieser Arbeit an dem zur Verfügung stehenden Pipettierrobotersystem
eine Reihe von Optimierungen im praktischen Betrieb vorgenommen werden.

Einige der notwendigen Änderungen ließen sich auf die besonderen physikalischen
Eigenschaften der für die Synthese verwendeten Aminosäurederivate zurückführen. Ihre
vergleichsweise hohe Viskosität verlangt spezielle Rahmenbedingungen:

o Es muß eine sehr niedrige Ansauggeschwindigkeit eingehalten werden, um nicht das
Risiko eines Vakuumaufbausoberhalb der angesaugten Flüssigkeit einzugehen. Wird
dies nicht berücksichtigt, so führt das beim Ansaugvorgang aufgebaute Vakuum
regelmäßig zu einem Lufteinstrom in die Kanüle nach dem Austauchen aus der
Derivatlösung und daraus resultierenden Pipettierfehlern.

o Bei den für die geforderten Spotdichten von 425 Spots auf einer Fläche von 9 x 13 cm zu

pipettierenden, geringen Flüssigkeitsmengen übt das Material und der Innendurchmesser
der zum Pipettieren verwendeten Kanüle wesentliche Einflüsse auf die

Pipettiergenauigkeitaus. Ebenso ist unter diesen Bedingungen die Materialbeschaffenheit
der Kontaktflächen, auf und mit der pipettiert wird, ein wichtiger Faktor.

o Um die von Seiten des Cellulosepapiers auf die Derivatlösung ausgeübte Saugkraft zu

neutralisieren und zuverlässig zu verhindern, daß mehr als die pro Spot zu verteilenden
0,2 ul Flüssigkeit auf den Filter gelangen, mußte der Durchmesser der pipettierenden
Kanüle verringert werden. Die Teflonschlauchspitze mit ihrer nichtbenetzenden
Oberfläche, die ursprünglich am Kanülenende vorgesehen war, wurde durch eine fein
ausgezogene Stahlspitze ersetzt, um dadurch auch die Kapillarkraftan der Kanülenspitze
zu steigern.

o Ein kritisches Problem für die Anwendung im Routinebetrieb stellte weiterhin die
Schrumpfung des eingesetzten Cellulosepapiers dar. Die vom Hersteller für die
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Spotsynthese vorgesehenen und bereits vorgestanzten Filter erwiesen sich nach der
Derivatisierung in vielen Fällen nicht zuverlässig positionierbar. Es zeigte sich jedoch in
Vorversuchen, daß die Schrumpfung des Filters nach den ersten Derivatisierungsschritten
fast zum Stillstand kam. Filter, die erst nach der Derivatisierung gestanzt oder mit
Positionierungslöchern versehen wurden, konnten auch über lange Syntheseserien
hinweg genau positioniert werden.

Die beschriebenen Optimierungen sind alle in die Weiterentwicklung des Geräts und des
Versuchsprotokolls beim Hersteller Abimed eingeflossen. Auch die für die Beladung
verwendeten Cellulosefilter werden mittlen/veileausschließlich in bereits derivatisiertem und
somit mechanisch stabilisiertemZustand gestanzt und ausgeliefert. Mit diesen Modifikationen
ist die zuverlässige Positionierung und Mengenkontrolle der zu pipettierenden Derivate
gegeben, so daß die halbautomatische Spotsynthese von Peptiden ohne Schwierigkeiten
als routinemäßige Labormethodezu nutzen ist.

Quantifizierung immunologischer Farbreaktionen mit Hilfe von
Flachbettscannern

Im Rahmen dieser Arbeit bestand eine der Aufgaben darin, eine einfache, flexibel und
routinemäßig zu nutzende Quantifizierungsmöglichkeitfür Farbreaktionen auf Membranober-
flächen zu entwickeln. Dies war eine notwendige Voraussetzung für die im Rahmen der
Versuche zu Reaktionen humanerAntiseren mit Pepscans von Pertussis Toxin zu fordernde
vergleichende Auswertung der Versuchsergebnisse aus den Experimenten mit C-terminal
verankterten Peptiden.

Die breit eingeführte, ELISA-basierte Auswertung von Farbreaktionen in Lösung ist in den
letzten Jahren aufgrund ihres intensiven Einsatzes in der Umweltdiagnostik und Labora-
toriumsmedizinimmer weiter verbessert, automatisiertund rationalisiertworden.
Die Auswertung von Farbreaktionenauf festen Oberflächen oder in Gelen ist dagegen noch
immer keine Routinemethode,und die für diese Zwecke venNendeten Laserdensitometer sind
zwar sehr leistungsfähig, aufgrund der hohen Kosten jedoch nicht allgemein verfügbar.

Die in dieser Arbeit gezeigte Anwendbarkeit von frei verfügbarer Grafik-Software in
Kombination mit meist preiswerten Desktop-Scannern macht die quantifizierbare und
vergleichende Signal-detektion auf Filtern oder Membranen für einen breiten Anwenderkreis
zugänglich.
Die Methode weist gegenüber den durchgeführten Vergleichen der Laserdensitometrie einen
kaum veringerten Linearitätsbereichauf (vgl. Abb 3.6), und auch der Anwendungsbereich ist
im Prinzip identisch.
Verglichen mit einer Phospho- bzw. Bio-lmager basierten Signalauswertung ist der Lineari-
tätsverlust hingegen deutlich größer, wobei diese Methodik andererseits nur eingeschränkt,
nämlich ausschließlichfür die Quantifizierung radioaktiver Signale, anzuwenden ist.
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Ein weiteres Problem für die Desktop-Scanner basierte und gleichermaßen die Iaserdensito-
metrische Auswertung stellen farbintensiveSignale dar.
Auf der Oberflächeder Membran kann, in Abhängigkeitvon den Reaktionsbedingungen ggf.
noch deutlich vor Erreichen der theoretisch maximalen Umsetzung, eine Farbsättigung
eintreten. Dieses Problem ist auch von der Quantifizierung der Farbreaktionen in flüssigen
Phasen (ELISA-Tests) bekannt, und ihm wird hier durch geeignete Verdünnung der
Reaktionslösung begegnet. Diese Möglichkeit besteht auf dem Filter nicht, so daß die
Reaktion rechtzeitig zu beenden ist, bevor ein Eintritt in die Phase der Farbsättigung erreicht
wird.

Abgesehen von den genannten Einschränkungen, die jedoch bei geeigneter Wahl der
experimentellen Rahmenbedingungen und entsprechenden Vorversuchen kein praktisches
Problem darstellen, ist die (semi—)quantitative Erfassung von Farbreaktionen auf festen
Oberflächen mit Hilfe von Desktop-Scannern zusammenfassend als sehr flexibel und
zuverlässig anzusehen (von Olleschik et al. 1996 und 1998).

Präsentation fixierter Peptide für immunologische Tests zum
Nachweis einer Pertussis Infektion

Für Untersuchungen zur Serologie und Diagnose von Pertussis wurden in der Labormedizin
drei verschiedene Methoden etabliert, nämlich die direkte lmmunfluoreszenz, der Immunoblot
und der ELISA (Rapp und Enders 1994). Sie geben Auskunft über akute Infektionen sowie
über den allgemeinen Immunstatus gegenüberdem Pathogen.
Die seit einigen Jahren innerhalb der Pertussis-Diagnostik ebenfalls eingesetzten PCR-
Methoden, dienen hingegen lediglich dem direkten Erregernachweis (Qiushui et al. 1993,
Olcen et al. 1992). Sie sind hilfreich innerhalb der Frühdiagnose einer Infektion, zu einem
Zeitpunkt also, in dem in der Regel noch kein nachweisbarer Anitkörpertiter aufgebaut ist,
erlaubenjedoch keine Aussage über eine bestehende Immunität gegenüberdem Pathogen.

Klassische ELISA-Tests zur Bestimmung des Immunstatus eines Patienten gegenüber einem
Pathogen weisen in der Regel Antikörpertiter gegenüber dem gesamten, immobilisierten
Bakterium oder einem nach Ultraschallbehandlung gewonnenen Rohextrakt nach (für
Bpertussis z.B. nach der Methode von Frank und Parker [1984]).
Bei dem hier verwendeten, kommerziellen ELISA-Test der Firma Viramed (Planegg-
Martinsried) zur Bestimmung der Antikörpertiter gegenüber B.pertussis in humanen Antiseren
handelt es sich um speziell präparierte und dann in den Kavitäten der Testplatten fixierte
Bordetellen-Zellen (Viramed, Mittlg. des Herstellers). Die diagnostische Beurteilung der
Antikörpertiter gegen diese fixierten, komplexen Antigene erfolgt anhand direkter Vergleiche mit
den Reaktionen positiver und negativer Testseren, die speziell für dieses System
ausgewähltwurden.
Dieses Vorgehen beinhaltet generell das Risiko falschpositiver Ergebnisse, die z.B. auf
Kreuzreaktionen mit Antigenen von verwandten Erregern beruhen. ELISA-Tests, bei denen
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B.pertussis Rohextrakte als Antigen eingesetzt werden, kreuzreagieren beispielsweise oft
mit Antikörpern gegen Bparapertussis (Rapp und Enders 1994).

Füreine Verbesserung der immunologischen Tests ist daher anzustreben, den lmmunstatus
noch gezielter zu überprüfen. Für Bpertussis bietet sich an, die Beurteilung des lmmunstatus
anhand der Reaktion von Patientenseren gegenüber Pertussis Toxin durchzuführen.
Idealerweise sollte der lmmunstatus direkt durch Messung von Antikörpertitern gegenüber
protektiven Epitopen diagnostiziertwerden.

Die hier durchgeführten Untersuchungen zur Identifikation linearer Epitope auf Pertussis Toxin
haben eine Reihe von dafür geeigneten Epitopen auf den Pertussis Toxin Untereinheiten
detektiert. Bereits in einer vorangehenden Arbeit war von Raupach (1993) der Versuch
unternommen worden, immundominante Peptide der S1-Untereinheit in geeigneter Weise "m
ELISA zu präsentieren. Sie konnte zeigen, daß die direkte Beladung der Kavitätenoberfläche
mit Peptid nicht zu einer Präsentation des Peptids führt, diese also nicht durch spezifische
anti-Peptid-Antiseren erkannt werden. Die Ursache für diesen Befund liegt vermutlich in der
Adsorption der Peptide an die Kunststoffoberfläche, wodurch die Ausbildung
dreidimensionalerStrukturen verhindert wird (vgl. Abb 3.7).
In einem weiteren Ansatz wurden die S1-spezifischen Peptide an Biotin gekuppelt. Mit
diesen modifizierten Peptiden wurden dann mit Avidin beschichtete ELISA-Platten beladen.
Mit dieser Präsentation konnte sichergestellt werden, dal3 die Peptide frei präsentiert werden
und dreidimensionale Strukturen ausbilden können. Versuche mit Kaninchenseren
ermöglichten in diesem Fall eine eindeutige Indentifizierung der durch die Peptide
repräsentierten Epitope. Die lnkubation mit Humanseren führte jedoch nicht zu eindeutigen
Ergebnissen, da starke Kreuzreaktionenzwischen Humanseren und der Avidin-Beschichtung
der Oberflächenauftraten (Raupach1993).

In der hier vorgestellten Arbeit wurde versucht, die Präsentation der Peptide durch direkte
Kupplung an derivatisierte Kunststoffoberflächen von CovaLink ELISA-Platten (wie von

Söndergaard-Andersen et al. [1990] beschrieben),zu realisieren. Auch in diesem Fall gelang
die Identifizierung der durch die Peptide repräsentierten Epitope durch Kaninchenseren (vgl.
Abb. 3.8). Die Reaktion der Epitope mit humanen, Pertussis Toxin reaktiven Antiseren hob
sich auch bei dieser Form der Präsentation nur geringfügig vom bereits durch die
derivatisierten Platten allein hervorgerufenen Hintergrund ab, so daß sich keine Perspektive
für eine Anwendung in der Praxis aufzeigen ließ.

Wie jedoch die in dieser Arbeit dargestellten Versuche zur Erkennung linearer Epitope auf
Pepscans deutlich gezeigt haben, findet eine spezifische und reproduzierbare Erkennung
von linearen Peptiden sehr wohl statt, wenn es gelingt, die Peptide frei zugänglich zu
präsentieren. Auch eine C-terminale Fixierung der Peptide, wie auf den Cellulosefiltern
gezeigt, behindert diese Reaktion nicht. Die bisherigen Versuche, die Peptidpräsentation in
einerfür einen ELISA geeigneten Versuchsanordnung, durchzuführen, scheiterten somit nicht
an der fehlenden Erkennung der Epitope durch die Humanseren. Sie scheiterten vielmehr
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daran, daß die für die frei zugängliche Fixierung erforderliche Derivatisierung der
Kunststoffoberflächeoder die verwendeten Abstandsmoleküle(Spacer) zu Kreuzreaktionen
führten.

Wichtig für die Routineanwendung der Pertussis-Diagnose im diagnostischen Labor ist die
Möglichkeit zur Analyse großer Probenzahlen, also der weitgehenden Automatisierung von
Inkubation und Detektion.
Für diesen Zweck ist daher anzustreben, bei der Pertussis-Diagnostik mit ELISA-Platten
arbeiten zu können und die abschließende Auswertung im ELISA-Platten-Lesegerät (ELISA-
Reader) durchführen zu können.

Da die Präsentation und Detektion der Peptide auf Cellulosefiltern, verglichen mit den
bisherigen Versuchen zur direkten Präsentation auf ELISA-Platten, nur geringe Probleme
bereitet, könnte eine der möglichen Lösungen darin bestehen, ELISA-Platten mit kreisförmig
gestanzten und bereits mit Peptid beladenen Filtern zu beladen, dann die Serum-Inkubation
und sämtliche Waschschritte durchzuführen und den Cellulosefilter unmittelbar vor dem
Auswerten der Farbreaktion aus der Kavität zu entnehmen. Geeignete Filterhalterungen aus
Kunststoff, die Einsetzen und Entnahme der Cellulosefilter für eine ganze ELISA-Platte in
einem Schritt ermöglichen, wodurch gleichzeitig auch der genau definierte Stop der
Farbreaktion gewährleistet wäre, sollten dann ohne Probleme herzustellen sein.
Alternativ könnte auch versucht werden, die ELISA-Platten mit Filter-Zylindernzu bestücken,
die nach unten geöffnet sind, so daß vor der Ausweitung keine Entnahme mehr erfolgen muß.
Die für diese Zwecke prinzipiell geeigneten Peptide innerhalb der Pertussis Toxin
Untereinheiten sind im Rahmen dieser Arbeit bestimmt worden, so daß konkrete Versuche in
diese Richtung unternommen werden können.

Pepscans von Pertussis Toxin als Hilfsmittel
immunrelevanter linearer und konformeller
Anüseren

zur
Epüope

Identifizierung
in humanen

Eine lmmunisierung gegen Bpertussis erfolgt derzeit entweder mit detoxifizierter
Ganzzellvakzine oder mit einer der neu entwickelten Komponentenvakzinen (von König
1995). Das Pertussis Toxin als einer der Hauptvirulenzfaktoren ist in jedem Fall ein
Bestandteil der Vakzinierung (vgl. Tab 1.1).

Es ist bekannt, daß die Immunität gegenüber Pertussis in der Regel nur von begrenzter
Dauer ist und eine Reinfektion im Abstand von einigen Jahren erfolgen kann. Bei
Erwachsenen ist davon auszugehen, daß im Mittel jeder vierte beobachtete, langandauernde
Husten auf eine Reinfektion mit B.pertussis zurückzuführen ist (Robertson et al. 1987,
Trollfors und Rabo 1981). Im Gegensatz zur besonders kritischen Erstinfektion "m
Kleinkindalter sind diese Zweit- und Folgeinfektionen im klinischen Bild in den meisten Fällen
nicht zu erkennen, was u.a. die Weiterverbreitung der Erreger begünstigt und zu einem
bislang nicht einzudämmenden Pool innerhalb der Bevölkerung führt (Cherry et al. 1989).
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Ganz ähnlich verliert zum Beispiel auch die Immunisierung gegen Tetanus im zeitlichen
Verlauf ihre Schutzwirkung (Schröder und Kuhlmann 1991). Da die Infektion mit diesem
Erreger bei Nichtbehandlung lebensgefährlich ist, wurde der Verlauf des Absinkens der
protektiven Immunität anhand von Zeitreihen genau untersucht und es stehen sogenannte
„GoIdstandards“ zur Verfügung. Dabei handelt es sich um Seren, deren Protektivität
gegenüber dem Erreger eindeutig nachgewiesen ist und die zu Vergleichszwecken,
insbesonderezur Entwicklungvon Testsystemen, herangezogen werden können.

Im Gegensatz zu den Untersuchungen zur humanen Immunität gegenüberTetanus existieren
bisher keine entsprechenden, frei zugänglichen Serenkollektionen und Zeitreihen für eine
Untersuchung der Pertussis-lmmunität. Die in der Labormedizin eingeführten und von den
Laboren zum Teil selbst entwickelten Tests auf bestehende, protektive Immunität gegen
Pertussis führen in etwa 20% der Fälle zu falschpositiven Aussagen (Rapp und Enders
1988). In diesen Fällen liegt häufig eine Immunität gegenüber B.parapertussis, jedoch keine
vollständige Protektivität gegenüber Bpertussis vor. Bparapertussis ist eng mit B.pertussis
verwandt und kann zwar ebenfalls Erkältung mit Husten, jedoch nicht den eigentlichen
Keuchhusten hervorrufen. Weiterhin exprimiert es ebenso wie alle weiteren Vertreter der
Gattung Bordetella im Gegensatz zu B.pertussis kein Pertussis Toxin.

Für spezifische Tests ist es daher wichtig, gezielt den Immunstatus gegenüber Pertussis
Toxin zu bestimmen, um Aussagen über eine protektive Immunität treffen zu können.
Besonders empfindlich und aussagekräftig sind immunologische Tests, wenn sie gezielt die
Immunität gegenüber Kombinationeneinzelner, als protektiv oder typisch für eine bestehende
protektive Immunantwort bewerteter Epitope bestimmen.
Wenn dies für das Pertussis Toxin gelingt, besteht die Möglichkeit, einfache und
kostengünstige Testsysteme zu entwickeln, die die Immunität verfolgen lassen und zeitliche
Veränderungen in Zusammenhang mit einzelnen Epitopen detektieren.

Diese Epitope könnten darüber hinaus auch gezielt als Bausteine in neu zu entwickelnden
Auffrischungsvakzinen präsentiert werden, um den lmmuntiter wieder auf ein protektives
Niveau zu erhöhen. Derartige Vakzinen bieten die Perspektive, mit einer einzigen
Immunisierung hochspezifisch gleich gegen mehrere, protektive Epitope verschiedener
Erreger zu immunisieren, da sie gezielt die Immunität gegenüber frei kombinierbaren
immunodominanten Epitopen erhöhen. Sie ermöglichen weiterhin in Kombination mit
besonders stimulierenden T-Zellepitopen die Induktion hoher und idealerweise
persistierender Antikörpertiter gegen die eigentlichen Hauptepitope von immunologischer
Relevanz.

Es ist wahrscheinlich, dal3 ein Teil der Epitope, gegen die im Rahmen der natürlich
aufgebauten Immunität in Folge einer Infektion oder nach Vakzinierung mit GanzzelI- oder
Komponentenvakzineneine Immunantwort induziert wird, für die Protektivität gegenüber dem
Pathogenehervon untergeordneter Bedeutung sind. Das Immunsystem selbst kann nur die
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„Fremdheit“eines Epitops‚ jedoch nicht seine „Protektivität“erkennen, so daß vermutlich weit
mehr Epitope erkannt werden, als für eine protektive Antwort notwendig wären.
Mit gezielten Impfungen gegen protektive Epitope könnte daher eine Konzentration der
Abwehrkräfteauf die kritischen Angriffspunkte des Pathogens erreicht und das Immunsystem
gleichzeitig entlastet werden.

Ein weiterer Grund für Vorstöße und Vorarbeiten zur Entwicklung epitopspezifischer
Vakzlnen ist die perspektivische Verminderung des Risikos allergischer Reaktionen bei
Auffrischungsimpfungen.
Dieses Problem ist wiederum bereits von den regelmäßig erforderlichen Nachimpfungen
gegen Tetanus bekannt. Dabei kommt es gelegentlich zu einer direkten allergischen Reaktion
gegen das Tetanus-Toxoid. Daher wird mittIenNeiIe empfohlen, den Zeitpunkt der
Auffrischungsimpfung nicht nach einem festgelegten Zeitraum, sonderen erst nach
individueller Sero-Diagnose des Immunstatus durchzuführen (Schröder et al. 1992).
Idealerweise sind Epitope, die eine allergische Reaktion auslösen können, in den oben
genannten, neu zu entwickelnden, epitopspezifischen Impfstoffen nicht vorhanden, so daß
die Immunität nur gegenüber nichtallergogenen, jedoch ausgewiesenermaßen protektiven
Epitopen aufgefrischtwürde.

Um die gegenüber einem Pathogen - bei Erkennung - protektiven Epitope zu definieren,
müssen zunächst einmal alle Epitope bekannt sein, die überhaupt eine Rolle in der
spezifischen Immunantwort spielen und für deren Nachweis ein reproduzierbarer,
experimentellerAnsatz vorliegt.
Innerhalb der hier vorgestellten Arbeiten konnten auf allen Untereinheiten von Pertussis Toxin
immunodominante Epitope identifiziertwerden. Tabelle 4.1 zeigt eine Zusammenstellung aller
gefundenen Epitope. Besonders breit ausgeprägt ist die Erkennung von S1, S2 und S3.
Sechs bzw. jeweils fünf immunodominante Epitope werden auf diesen Untereinheiten nach
den angelegten Kriterien in der Regel von einem Postimmunserum oder dem Serum eines
rekonvaleszenten Patienten erkannt.
Die immunologische Erkennung der Untereinheiten S4 und S5 ist hingegen insgesamt
geringer, und es konnte jeweils nur ein Epitop als immundominant identifiziertwerden.
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Durch Postimmunseren erkannte Epitope innerhalb der Pepscans mit
12mer Peptiden auf den Untereinheiten von Pertussis Toxin.
Stark grau unterlegt sind Epitope, die nach der Projektion auf das Modell der
Kristallstruktur vermuten lassen, daß es sich aufgrund transmolekularer oder
verdeckter Bereiche um zwei Einzelepitope handelt, die im Pepscan nicht aufgelöst
wurden. Das Epitop S1/h1 wird in der geforderten Intensität nur von
rekonvaleszenten Humanseren erkannt, deren Immunität auf einer natürlichen
(möglicherweise akuten) Infektion mit Bpertussis beruht.

Mit diesen Daten liegen Informationen zu sämtlichen, auf Pertussis Toxin vorhandenen
immunodominanten, linearen Epitope vor.
Es ist wahrscheinlich, daß außer den hier detektierten linearen Epitopen weitere existieren,
deren Erkennung jedoch ausschließlich konformell erfolgt. Ebenso gilt für eine Reihe der in
Tabelle 4.1 aufgeführten, linear erkannten Epitope, daß sie selbst Teile von konformellen
Epitopen sein können, die gleichzeitig linear erkannt werden. Diese Vermutung wird
unterstützt durch die Ergebnisse der Projektion der Epitope auf die Kristallstruktur der
Untereinheiten (vgl. 3.3.2.3). Hier wird in der dreidimensionalen Anordnung der Epitope
deutlich, daß einige lineare Epitope unmittelbar aneinander angrenzen und daher die
Erkennung im Pepscan auch eine bereits für die Bindung ausreichende Teilerkennungeines
eigentlich konformellen Epitops anzeigt.
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Die auf den Pepscans detektierten, linearen Epitope sind teilweise sehr ausgedehnt. Im
Vergleich mit Ergebnissen der parallel durchgeführten Arbeitvon Grün (1997) zur Bestimmung
der Länge linearer, durch monoklonaleAntikörper erkannter Epitope sind sie im Prinzip bereits
zu groß, um durch eine einzelne Antikörpersubpopulation erkannt zu werden. Grün (1997)
konnte für eine Reihe monoklonaler Antikörper gegen lineare Epitope auf Transferrin-
bindendem Protein von N.meningitidis zeigen, daß die genauen Längen der von ihr
untersuchten Epitope zwischen 3 und 8 Aminosäuren betrugen.

Bei der hier vorliegenden Auswertung ist allerdings zu beachten, daß die Betrachtung nicht
von Einzelseren ausgeht, sondern die gemeinsame Epitoperkennung einer großen Gruppe
von Seren mit unterschiedlicher immunologischer Vorgeschichte beschreibt. identifiziert
werden also neben Einzelepitopen potentiell auch „immunodominante Regionen“ innerhalb
des Toxins, die von verschiedenen Antikörperklonen kumulativ erkanntwerden.

Bei den 12mer Epitopen, die im Pepscan von Einzelseren (vgl. Abb. 3.13) jeweils bei den
unmittelbar benachbarten Peptiden keine spezifische Bindung von Antikörpern aufweisen,
besteht die Möglichkeit, daß vom Antiserum genau das 12mer oder ein 11mer als Epitop
erkannt wird und jegliche Verkürzung zum Verlust der Erkennung führt. Ein lineares Epitop,
das in den durchgeführten 12mer Pepscans mit jeweils 10 Aminosäuren Überlappung
zwischen den Spots nur in einem Spot erkannt wird, ist entweder genau ein 12mer oder ein
11mer, da andernfalls auch eine Erkennung in den benachbarten Spots - mit jeweils 2
Aminosäuren Sequenzversatz - zu beobachtensein müßte.

Für die linearen Epitope auf Pertussis Toxin, deren Gesamtlänge mit deutlich mehr als 12
Aminosäuren bestimmt wurde, könnte theoretisch die Reduzierung auf den kleinsten,
gemeinsam überspannten Bereich das eigentliche Epitop darstellen.
Eine weitere Möglichkeit wäre, daß die experimentellen Ergebnisse im Pepscan die
Immunantwort mehrerer Antikörpersubpopulationen gegen einen ausgedehnten
immunodominanten Bereich oder zwei in der Tertiärstruktur räumlich getrennte, in der
Primärstruktur jedoch unmittelbar aufeinanderfolgende Sequenzbereiche kennzeichnen, die
dann wiederum kurze Einzelepitope enthalten.
Letzteres konnte beispielsweise für die ausgedehnten Epitope S1/3 und S1/5 in der
Projektion auf die Kristallstruktur der Untereinheiten gezeigt werden (vgl. Abb 3.25). Diese
Epitope enthalten kurze, transmolekulareBereiche, die oberflächlichnicht zugänglich sind. Die
beiden in der Sequenz zusammenhängenden Epitope sind darüber hinaus an verschiedenen
Seiten des Moleküls lokalisiert.
Im Pepscan konnten diese Epitope aufgrund ihrer Überlappung im 12mer Peptidraster nicht
aufgetrennt werden. Es zeigte sich jedoch in beiden Fällen eine zunächst unerklärliche,
verminderte Erkennung im zentralen Bereich des linearen Epitops (vgl. Abb. 3.14).
Erst in der Projektion auf die Kristallstruktur wurde deutlich, daß der im Pepscan vermindert
erkannte Bereich auch hier einer transmolekularen Region entspricht, was die schwächere
Erkennung unmittelbar erklärt.
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Ebenso wurden Epitope detektiert, die im Pepscan deutlich voneinandergetrennt sind, jedoch
in der Sequenz einander überlappen. Beispiele hierfür sind die Epitope S2/4 und S2/5 und
ebenso S3/4 und S3/5 (vgl. Abb. 3.15 und 3.16). Die Epitope stoßen in der Sequenz
unmittelbar aneinander und dennoch ist die Erkennung im überlappenden Bereich so stark
vermindert, daß die entsprechenden Peptide nach den angelegten Kriterien nicht mehr deutlich
vom Hintergrund differenzierbar sind. Auch hier zeigte die Projektion, daß der zentrale,
überlappende Bereich der Epitope einen transmolekularenAbschnitt im Molekül darstellt (vgl.
Abb. 3.27).

Das beobachtete Phänomen der verminderten Erkennung zentraler Bereiche innerhalb
aufeinander folgender Sequenzen und der Korrelation zur tatsächlichen Oberflächen-
präsentation macht deutlich, daß die beobachteten lmmunreaktionen tatsächlich eine Reaktion
gegenüber den intakten und nicht etwa den denaturierten Untereinheiten darstellen, da
andernfalls das „TaI der verminderten Erkennung“nicht aufträte.

Vergleichbare Arbeiten zur systematischen Identifizierung linearer Epitope sind bisher nur
von Raupach(1993) durchgeführt worden. Sie hat im Rahmen eines Pepscans mit überlap-
penden Peptiden nach immunodominanten Epitopen auf der S1-Untereinheit von Pertussis
Toxin gesucht. Die Präsentation der Peptide erfolgte dabei jedoch nicht C-terminal fixiert an
Cellulosefiltern, sondern die Peptide waren über Abstandsmoleküle (Spacer) an
Polyethylenstäbchen(Pins) gekuppelt. Bindung und Nachweis der Antikörper erfolgten durch
Anordung der Pins im 96-Lochraster von ELISA-Platten und Eintauchen der peptidbeladenen
Pins in mit Serumverdünnungen bzw. Zweitantikörpern und Farbreagenzien gefüllten
Kavitäten von 96-Loch ELISA-Platten.
Durch dieses Vorgehen war die Induktion der Farbreaktion in einer Flüssigphase möglich, und
die abschließende Auswertung der Reaktionen konnte im ELISA-Lesegerät erfolgen. Ein
kritisches Problem war, daß in Kombination mit den Kunststoff-Pins die VenNendung von an
alkalische Phosphatase gekuppeltem Ziege-anti-Spezies-Antikörpereinen hohen Hintergrund
hervorrief, der eine Auswertung unmöglich machte. Daher wurde von Raupach auf an
alkalische Phosphatase gekuppeltes Protein A ausgewichen, um den Nachweis der
gebundenen Antikörper durchzuführen. Auch hierbei kam es zu einer starken Interaktion des
Protein A mit Teilen der mit S1-Peptiden beladenen Kunststoffstäbchen, so dal3 die
Auswertung nur in einem eingeschränkten Bereich möglich war.

Die von Raupach (1993) identifizierten, immunodominanten Epitope auf der S1 Untereinheit
liegen in den Sequenzbereichen3-16, 17-30 und 211-222. Das C-terminale Epitop (211-222)
wurde nach ihren Beobachtungen nur bei einem Teil der Seren, nämlich solchen von als
„frisch infiziert“eingestuften Patienten, erkannt.
Die beiden von ihr detektierten N-terminalen Epitopen auf S1 überschneiden sich mit den in
dieser Arbeit detektierten Epitopem S1/1 (AS 7-18) und S1/2 (AS 19-36) und konnten als
immunodominantbestätigt werden.
Die Reaktion mit Peptiden im Sequenzbereich 211-222 konnte hingegen im Pepscan auf
Cellulosefiltern nicht reproduziert werden. Stattdessen wurde benachbartdazu mit S1/h ein
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Epitop detektiert, das ebenfalls ausschließlich in Humanseren frisch infizierter Patienten zu
finden ist. Der Bereich dieses Epitops liegt innerhalb des von Raupach aufgrund der
Wechelwirkungenmit dem Protein A nicht auszuwertenden Bereichs, so daß seine Detektion
in ihrer Arbeit (vermutlich) aufgrund der technischen Limitierungen nicht möglich war. Abb. 3.34
zeigt die Reaktion des Serums S6705, das auch in der Arbeit von Raupacheingesetzt wurde
und mit dem sie das C-terminale Epitop (AS 211-222) detektierte. Dabei fällt auf, daß die
Gesamtreaktion dieses Serums gegenüber der S1-Untereinheit verglichen mit den
durchschnittlich beobachteten Intensitäten sehr hoch ist, dieses Serum also insgesamt sehr
intensiv mit Pertussis Toxin reagiert.

Bis vor einigen Jahren standen noch keine Technikenzur Verfügung, die die hier dargestellen
Untersuchungen ermöglicht hätten. Darüber hinaus war die Kristallstruktur von Pertussis
Toxin unbekannt. Aus diesem Grund wurde in zurückliegenden Arbeiten üblicherweise
versucht, einzelne immunologisch zugängliche Epitope zunächst rechnerisch zu postulieren
und dann im experimentellen Nachweis zu überprüfen.
Dazu wurden in der Regel Computerberechnungen zur Sekundärstrukturvorhersage
angestellt, und z.B. nach der Wahrscheinlichkeit für ß-Schleifen, für oc-Helices, für
Hydrophobizität, Oberflächenwahrscheinlichkeitoder Antigenizität innerhalb der Sequenzen
gesucht. Sequenzbereiche, für die rechnerisch mehrere Faktoren zutreffen, die auf eine
mögliche immunologische Relevanz schließen ließen, wurden dann näher untersucht.

Nach der Auswahl der potentiell immunologisch relevanten linearen Epitope werden
üblicherweise zunächst synthetische Peptide, die diesen Epitopen entsprechen, hergestellt.
In Immunisierungsversuchen werden diese Peptide an größere Trägermolekülegekuppelt und
dann z.B. in Kaninchen oder Mäuse appliziert. Die gewonnenen Antiseren werden auf
Erkennung von Pertussis Toxin geprüft. Eine darüber hinausgehende Prüfung auf
Protektivität kann erfolgen, indem Pertussis Toxin mit den Postimmunseren präinkubiert und
anschließend im CHO-Test (Halperin et. al. 1990) überprüft wird, ob die Antikörperreaktion
den Eintritt in die Zielzellen verhindert.

Nachdem bekannt war, daß die Bindung von Pertussis Toxin an seine Zielzellen durch die
S2 und S3 Untereinheiten vermittelt wird, ist beispielsweisevon Marzillier (1992) gezielt nach
Peptiden und Peptidkombinationengesucht worden. Sie suchte nach Peptidsequenzen für
die einerseits basierend auf Computerberechnungen immunologische Relevanz postuliert
werden konnte und die gleichzeitig kompetitiv eine Bindung von Pertussis Toxin an die
CHO-Zellen inhibieren. Es gelang ihr für die S3 Untereinheit einen Einfluß der
Sequenzbereiche AS 91-106 sowie AS 120-130 zeigen. Der erste dieser beiden Bereiche
wird auch tatsächlich von den in dieser Arbeit untersuchten Postimmunseren spezifisch
erkannt und ist hier als Epitop S3/2 bezeichnet (AS 93-106).
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4.4.1ImmunoIogische Bedeutung der durch Antiseren erkannten Epitope
auf Pertussis Toxin
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daß auf jeder Untereinheit von Pertussis Toxin eine
spezifische Erkennung linearer Epitope durch Postimmunseren stattfindet. Um diese
Information für die diagnostische Bestimmung protektiver Titer gegenüber einer Pertussis
Infektion und ebenso für die gezielte Induktion einer protektiven Immunantwort nutzen zu

können, war zu klären, ob die identifizierten Epitope eindeutig auf eine Immunreaktion gegen
Pertussis Toxin schließen lassen.

Weiterhin sollte abgeschätzt werden, ob und welche Epitope auch für eine unmittelbar
detoxifizierendeImmunantwort relevant sind. Die BLASTP-Recherche nach identischen oder
homologen Sequenzen innerhalb aller bekannterProteine und Proteinfragmente zeigte nur für
das Epitop S1/1 Sequenzverwandtschaften zu Toxinen und Antigenen anderer Pathogene
an, die mögIichenNeise zu Kreuzreaktionen mit Antikörpern gegenüber diesen Pathogenen
führen können (vgl. Anhang). Alle weiteren Epitope zeigten lediglich Homologien zu den
stummen Genen der mit Bperfussis venivandten Arten aus der Gattung Bordetel/a.

Somit weisen Immunantworten gegen alle hier detektierten Epitope (vgl. Tab. 4.1) mit
Ausnahme von S1/1 eindeutig auf einen zurückliegenden Kontakt des Organismus mit
Pertussis Toxin hin, falls nicht zukünftig Sequenzen weiterer Proteine gefunden werden, die
Kreuzreaktivitätvermuten lassen.

Aus diesem Ergebnis Iäßt sich darüber hinaus schließen, daß generell bei peptidreaktiven
Seren auch nicht-immunisierter Patienten davon auzugehen ist, dal3 tatsächlich ein Kontakt
mit Bpertussis stattgefunden hat, auch wenn bei ihnen zu keinem Zeitpunkt das
Krankheitsbild des Keuchhustens diagnostiziert wurde und die Serumdiagnose gegen
Bperlussis Extrakte kein positives Ergebnis zeigte.
Eine Diagnose, die auf der Identifizierung der Immunreaktion gegenüber Einzelepitopen
beruht, ist daher nicht nur hochspezifisch sondern zugleich auch hochempfindlich.

Für die weitergehende Frage nach einer Bedeutung der erkannten Epitope für die unmittelbare
Detoxifizierung von Pertussis Toxin wurden die von den Untereinheiten S2-S5 gebildete
ATP-Bindungsstelle in der zentralen Pore, das reaktive Zentrum der ADP-Flibosylierungauf
S1 und die beiden Rezeptor bindenden Domänen auf den S2 und S3 Untereinheiten
betrachtet.

Die innerhalb der zentralen Pore von allen Untereinheiten des B-Oligomers gemeinsam
gebildete ATP-Bindungsstelle (Hazes 1996) wird von keinem der detektierten Epitope
abgedeckt.
Das reaktive Zentrum der ADP-Ribosylierungmit den Aminosäureresten Arg9, His35, Ser53
und GIu129 (Pizza et al. 1988, Barbieri und Cortina 1988) wird hingegen von allen
untersuchten Postimmunseren mit den Epitopen S1/1, S1/2 und S1/3 erkannt (vgl. Abb.
3.28).
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Da eine Blockade der ADP-Bindungsstelle, ebenso wie die des reaktiven Zentrums, für die
Detoxifizierung erst nach Eintritt des Toxins in die Zielzelle von Bedeutung ist, ist die
vermutlich effektivste Detoxifizierungdurch eine Erkennung der Bindungsstelle für Sialinsäure
auf S2 und S3 gegeben. Wie Abb. 3.29 zeigt, werden drei von vier der an der Bindung
beteiligtenAminosäuren durch die Epitope S2/3 bzw. S3/2 erkannt. Nach Lobet et al. (1993)
und Loosmore et al. (1993) führt eine Modifikation in diesen Bereichen nachweislich zu einer
reduzierten Bindungsfähigkeit des Toxins. Somit spielt die Erkennung dieser beiden Epitope
vermutlich eine kritische Rolle bei der aktiven Abwehr der Aufnahme von Pertussis Toxin in
seine Zielzellen.
Ihre Erkennung kann daher zu den wichtigsten Faktoren für den Aufbau einer protektiven
Immunantwort gerechnet werden.

4.4.2 Beobachtungen zur Epitoperkennung an lmpfseren
In dieser Arbeit wurden Reaktionen von Postimmunseren aus Impfstudien mit einer in
Deutschland getesteten Vakzine von SmithKline‚ Beecham, und einer in Italien getesteten
Vakzine der Firma Biocine betrachtet (vgl. Tab. 1.1). In beiden Fällen handelt es sich u’n
Komponentenvakzinen mit Pertussis Toxin, FHA, Pertactin und Fimbrien. Der wesentliche
Unterschied liegt in der Herkunft des eingesetzten Pertussis Toxins. Während das Pertussis
Toxin bei der in Deutschland verwendeten Vakzine chemisch detoxifiziert ist, wurde der
italienischen Vakzine gentechnisch modifiziertes Toxin zugegeben, das durch zweifachen
Aminosäureaustausch an der S1 Untereinheit (K9/G129) detoxifiziert wurde (Rappuoli et al.
1995). Ein weiterer Unterschied besteht in der Menge an zugesetztem Pertussis Toxin.
Während die SmithKIineVakzine25 ug Toxin enthält, sind der Bioccine Vakzine lediglich 5 ug
zugefügt.

Die Postimmunseren beider Studien erkennen gleiche Epitope auf den Untereinheiten von
Pertussis Toxin (vgl. Abb. 3.30). Auch die Modifikation an der S1 Untereinheit zeigt 'rn
Vergleich keinen Einfluß auf die Spezifität der Epitoperkennung. Unterschiede wurden
hingegen in der Intensität der induzierten Immunreaktion festgestellt. Die Postimmunseren der
Patienten, denen gentechnisch verändertes Toxin verabreicht wurde, weisen im Pepscan
eine in den immunodominanten Epitopen deutlich erhöhte Intensität der Erkennung gegenüber
der Vakzinemit chemisch detoxifiziertemToxin auf. Die spezifische Erkennung von Pertussis
Toxin ist hier also offenbar verbessert. Die Ursache für diesen Effekt liegt vermutlich in der
„natürIicheren“ Präsentation des gentechnisch detoxifizierten Toxins gegenüber dem
chemisch detoxifizierten bei gleichzeitig verringertem Antigeneinsatz.
Daraus läßt sich folgern, daß die mit dieser Vakzine erstmals gezeigte erfolgreiche
Anwendung einer gentechnisch detoxifizierten Variante des Pertussis Toxins auch ein
erfolgversprechender Ansatz für die Entwicklung weiterer Vakzinen ist, die auf chemische
Detoxifizierungverzichten.
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4.4.3Epitoperkennung nach natürlicher Infektion

Die Untersuchungen zur Epitoperkennung durch natürlich infizierte, nicht-immunisierte
Patienten haben gezeigt, daß die Reaktion gegenüber Pertussis Toxin im wesentlichen der
Reaktion des Serums eines geimpften Patienten entspricht. Das bedeutet für die Protektivität
der Vakzinierung, daß sie vermutlich der durch natürliche lmmunisierung hervorgerufenen,
zumindest in Bezug auf die erkannten, linearen Epitope, entspricht.

Seren von Patienten, die keinen Kontakt mit dem Pathogen hatten, weisen geringe
Reaktionen mit den Peptiden des Pepscans auf. Jede Einzelreaktion bleibt deutlich unterhalb
des festgelegten Grenzwertes für ein immunodominant erkanntes Epitop (vgl. Abb. 3.22).

Für eine Reihe von Seren nicht-immunisierter Patienten wurde durch die untersuchenden
Ärzte keine bestehende oder zurückliegende Pertussis Infektion diagnostiziert. Auch der
routinemäßig durchgeführte ELISA-Test zeigte kein eindeutig positives Ergebnis. Dennoch
zeigten sich teilweise im Pepscan dominante Reaktionen mit Peptiden von Pertussis Toxin,
insbesondereaus der S1 Untereinheit (vgl. Abb. 3.33).
Die Erklärung für diese Beobachtung ist nicht eindeutig. Zunächst einmal könnte das Vorliegen
einer Kreuzreaktion mit homologen Epitopen anderer Antigene postuliert werden. Wie die
Datenbankrecherchen gezeigt haben, sind jedoch alle Reaktionen, abgesehen von
Reaktionen mit dem Epitop S1/1, eindeutig spezifisch für einen Kontakt mit Pertussis Toxin
(vgl. 3.3.2.7). Daher ist der Schluß zu ziehen, daß auch bei den nur mit wenigen Epitopen
reagierenden Seren ein zurückliegender Kontakt mit dem Toxin eingetreten sein muß.
Nicht unwahrscheinlich ist, daß es sich in diesen Fällen jeweils um den Aufbau
uncharakteristischer lmmunitäten in Folge einer der häufig beobachteten untypisch
verlaufenden Pertussis Infektionen handelt, die jedoch nie als Keuchhusten diagnostiziert
wurden (Cherry 1989).

Für Seren von Patienten, bei denen eine charakteristische Keuchhusteninfektiondiagnostiziert
wurde, konnte für alle auch in den lmpfseren detektierten Epitope eine spezifisch erhöhte
Erkennung festgestellt werden. Diese Seren reagieren im Vergleich zu den lmpfseren mit
einem erhöhten Hintergrundtitergegenüberden Peptiden des Pepscans.
Auffällig war weiterhin die Erkennung des zusätzlichen Epitops S1/h durch die Seren (vgl.
Tab 3.10) rekonvaleszenter Patienten. Da dieses Epitop von keinem der lmpfseren erkannt
wurde, könnte es möglicherweise zur differentiellen Analyse der Immunität aufgrund einer
natürlichen Infektion und einer Immunität als Folge einer erfolgreichen Vakzinierung
herangezogen werden.
Da mittlerweile jedoch auch in Deutschland wieder allgemein bei Säuglingen eine Vakzinierung
mit einer Komponentenvakzine gegen Pertussis Toxin empfohlen und in der Regel auch
durchgeführt wird, wird dieses Ergebnis sich wahrscheinlich nicht in einer praktischen
Maßnahme niederschlagen.
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4.5 Untersuchungen zu Substratwechselwirkungen von Pertussis Toxin:
ADP-Ribosylierung C-terminaler Peptide der o: Untereinheiten von G-
Proteinen durch Pertussis Toxin

MembranständigeG-Proteine dienen einer Vielzahl eukaryotischer Zelloberflächenrezeptoren
als molekulare Schalter bei der Signaltransduktion von Außenreizen über die Zellmembran in
die Zelle zu den eigentlichen Effektoren. Der Nachweis von bereits über 100 verschiedenen
ZelIoberflächenrezeptoren, die in direkter Wechselwirkung mit G-Proteinen stehen,
demonstriert eindrucksvoll die zentrale Schlüsselstellung dieser Proteine für die Regulation
von Zellreaktionen auf Außenreize (Simon etal. 1991).

Die S1 Untereinheit von Pertussis Toxin ist nach der Erfolgten Einschleusung in seine
Zielzellen und nachfolgenderAktivierung in der Lage die oc Untereinheiten einiger dieser G-
Proteine spezifisch zu erkennen und durch ADP-Ribosylierungzu modifizieren.Von Pertussis
Toxin erkannt werden G-Protein Untergruppen mit den o: Untereinheiten oc-Gi, oc-Go und oc-G‚.
Die oc Untereinheiten anderer G-Proteine, wie oc-G, oder oc-G„ werden hingegen von
Pertussis Toxin (im Gegensatz zu Cholera Toxin) nicht als Substrate erkannt (Graf et al.
1992)

Die durch die S1 Untereinheit von Pertussis Toxin jeweils am Cystein an der Position -4
vorgenommene ADP-Ribosylierungder jeweiligen oc Untereinheit führt beispielsweise beim
oc-G, zur Inhibition der Regulation für die Adenylatcyklase. Daraufhin zeigt die Zelle eine
Überreaktion auf Außenreize. Ganz allgemein kommt es durch die Modifikation zu einer
Entkoppelung der G-Proteine von den ihnen zugeordneten Rezeptoren (vgl. Abb. 1.3) und
zum Ausfall des jeweils damit zusammenhängenden Feinregulationssystems der Zelle (van
Dop et al. 1985, Kurose et al. 1983).

Der Befund, daß Pertussis Toxin ein spezifisches Cystein an der Position -4, also in
unmittelbarer Nähe des C-Terminusdes Moleküls modifiziert, geht auf die Arbeiten von West
et al. (1985) zurück. Anhand mehrerer, unabhängiger Experimente, bei denen durch
Oligonukleotid vermittelte Mutagenese gezielte Sequenzmutationen im C-terminalen Bereich
eingeführt wurden, konnte gezeigt werden, daß auch die Positionen -1, -2 und -3 von
Bedeutung für die Substraterkennungdurch Pertussis Toxin sind (Neer et al. 1988, Tsuchiya
et al. 1990, Avigan et al. 1992).

Entgegen der ursprünglichen Annahme, daß Pertussis Toxin nur das heterotrimere G-Protein
als Substrat erkennt, konnten Graf et al. (1992) zeigen, daß auch freie 15mer und 20mer
Peptide, die den C-Termini natürlicher 0L Untereinheiten der bekannten Pertussis Toxin-
Substrate entsprechen, nicht nur erkannt, sondern darüber hinaus auch spezifisch modifiziert
werden. Weiterführende Experimente sind bis zum Zeitpunkt dieser Arbeit nicht publiziert
worden. Vermutlich ist dies u.a. deswegen nicht geschehen, weil keine geeignete Methode
existierte, um große Mengen von in Länge und Sequenz frei definierbaren Peptiden unter
identischen Bedingungen zu synthetisieren und zu präsentieren, um daran die Effekte von
Längenvariationenund Sequenzmutationen zu studieren.
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Die in dieser Arbeit bereits für die Anfertigung von Pepscans der Untereinheiten von
Pertussis Toxin und die Bestimmung darauf befindlicher linearer antigener Epitope erfolgreich
eingesetzte Spotsynthesetechnik erschien als vielversprechendes Verfahren, mit Hilfe von
Peptid-Feldern die sich aus den vorherigen Arbeiten ergebenden, weiterführenden
Fragestellungen experimentell zu untersuchen.

4.5.1Einsatz C-terminal fixierter Peptide als Substrate für die ADP-
Ribosylierung durch Pertussis Toxin

Als Vorbedingung für die Weiterführung der von Graf et al. (1992) durchgeführten
Untersuchungen mit freien Peptien war zunächst der Nachweis zu führen, daß auch C-
terminal fixierte Peptide von Pertussis Toxin erkannt und modifiziert werden. Dazu mußte
geprüft werden, ob der Umstand, daß die Peptide C-terminal fixiert vorliegen, die Spezifität
der Reaktion, nämlich die ADP-Ribosylierungam Cystein an der Position -4, verändert. Die
Kristallstruktur von oc-Gß ist von Coleman et al. (1994) bestimmt worden, wobei jedoch die
Struktur des C-terminalen Bereichs (AS 344-354) nicht aufgelöst werden konnte und der
entsprechende Bereich in den Strukturdaten daher fehlt. Dies deutet auf eine hohe Flexibilität
in der C-terminalen Region hin, die sich für den hier zu verwendenden experimentellen
Ansatz mit C-terminaler Fixierung der Peptide als Iimitierender Faktor hätte auswirkenkönnen.

Die einleitenden Experimente, bei denen die Markierung zum Zwecke einer nachträglichen
Quantifizierung der Ribosylierungseffizienz mit Hilfe von 32P-NAD als ADP-Ribose-Donor
durchgeführt wurde, zeigten, daß C-terminal fixierte Peptide von oc-Gis als Pertussis Toxin
Substrate geeignet sind und sowohl spezifisch erkannt als auch modifiziertwerden.
Erkannt wird offenbar eine spezifische Zielsequenz, jedoch nicht explizit ihre frei bewegliche
Lokalisation am C-Terminusdes Zielproteins. Wie erwartet, wurden die C-terminalen Peptide
der untersuchten oc Untereinheiten von G-Proteinen, die selbst keine Pertussis Toxin-
Substrate sind, wie oc-G, oder oc-G„ nicht von Pertussis Toxin modifiziert. Wird das Cystein
an der Position -4 durch eine beliebigeandere Aminosäure ausgetauscht, so findet ebenfalls
keine ADP-Ribosylierung durch Pertussis Toxin statt. Ebenso wurde gezeigt, daß ein
Cystein an der Positon -4 zwar der Zielsequenz notwendig, allein jedoch keinesfalls
hinreichend ist, um eine Erkennung und Modifikation durch Pertussis Toxin zu induzieren.
Mit diesen Befunden wurden gleichzeitig frühere Resultate, die als ADP-Ribosylierungsstelle
das Cystein an der Position -4 ermittelt hatten, in einem experimentell anderen Ansatz
bestätigt (Hamm et al. 1988, Neer et al. 1988).

Um mögIichenNeise dennoch bestehende Einflüsse der C-terminalen Fixierung oder der
Wechselwirkung zwischen Peptiden und Cellulosemembran zu untersuchen und
gegebenenfalls zu minimieren, wurden die Effekte einer Vergrößerung des Abstands
zwischen Cellulosemembran und Peptid untersucht. Bei VenNendung einer wachsenden
Kette linearer Abstandshalter (Spacermoleküle), die sich aus ß-AIanin-Oligomeren
zusammensetzen, konnte keine Steigerung der ADP-Ribosylierungs-effizienzbeobachtet
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werden. Die Verwendung einer wachsenden oc-Alaninkette als zusätzlichem Abstandshalter
führte hingegen zum deutlichen Abfall der ADP-RibosyIierungs-effizienz(vgl. Abb. 3.36). Die
Ursache hierfür liegt vermutlich in der Tendenz von oL-Alanin-Ketten, eigenständig oc-Helices
auszubilden (Arnott und Wonacott 1966, Arnott et al. 1967), was mögIichenNeise den C-
Terminus der Zielsequenz in eine für die Modifikation durch Pertussis Toxin ungünstige
Konformationzwingt.
Offenbar ist also der routinemäßig als Abstandshalter und Synthesestartpunkt eingebaute
2mer ß-Alaninankerausreichend, um die möglichen Effekte der Fixierung an die Membran auf
die ADP-Ribosylierungsstellezu minimieren.

4.5.2 Effekte der Längenvariationen von Peptidsubstraten auf Erkennung
und ADP-Ribosylierungseffizienz
Um nähere Informationen über die minimalen Voraussetzungen und einflußreiche Abschnitte
der von Pertussis Toxin als Ziele erkannten Peptidmotive zu gewinnen, wurden ausgehend
von verschiedenen Substrat- und Nichtsubstratsequenzen entsprechende Sequenzen in
unterschiedlicher Gesamtlänge (12-20mere) synthetisiert.
In diese Untersuchung eingeschlossen wurden Peptide aller bis dahin bekannten Pertussis
Toxin-Substrate: oc-Gm, (X-Gis, oc-G„ OL-Gm und oc-Gmx, sowie als Kontrollen die
entsprechenden Peptide der Nichtsubstrate oc-Gs und 0c-Gz(vgl. Tab. 3.11).
Die Sequenzen der von oc-Gmx, und oc-GB abgeleiteten Peptide erwiesen sich als die besten
Pertussis Toxin Substrate innerhalb dieses experimentellen Ansatzes (Abb. 3.37 a).
Für beide Sequenzen wurde eine direkte Abhängigkeit der ADP-Ribosylierungseffizienzvon
der Länge des Peptids festgestellt.
Dabei war es jedoch nicht so, daß eine Steigerung der ADP-Ribosylierungseffizienz
unmittelbar mit jeder zusätzlichen Aminosäure der Zielsequenz zu beobachten war, sondern
beide Sequenzen zeigten vielmehr Längenoptima für die Substraterkennung durch Pertussis
Toxin.
Dieses Optimum liegt für die von oc-Gmx, abgeleitete Sequenz bei einer Länge von 17
Aminosäuren. Für die von oc-GB abgeleitete Sequenz wurde ebenfalls ein Längenoptimum für
das 16mer ausgemacht. Da für diese Sequenz bei länger werdenden Peptiden ein erneuter
Anstieg der ADP-Ribosylierungseffizienz beobachtet werden konnte, wurden längere
Peptide synthetisiert und daraufhin ein zweites, deutlich höher liegendes Maximum bei einer
Peptidlänge von 21 Aminosäuren bestimmt (vgl. Abb. 3.37 b).

Diese Ergebnisse zeigen, daß die „oberhalb“ der eigentlichen ADP-Ribosylierungsstelle
gelegenen Bereiche einen deutlichen Einfluß auf die Substraterkennung ausüben. Die C-
terminale Fixierung behindert diesen Effekt offenbar nicht, sondern erweist sich hier als
geeignete Methode, um Peptiden eine flexible Anpassung ihrer Konformation in Abhängigkeit
von Sequenz und Peptidlänge zu ermöglichen.

Das Beobachten von „Maxima“ für die ADP-Ribosylierungseffizienz erscheint zunächst
ungewöhnlich. Es wird jedoch erklärlich, wenn man von einer sich mit wachsender
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Peptidlänge aufgrund der neu hinzukommenden Reste veränderten Gesamtkonformation des
Peptids ausgeht. Diese Konformationsänderungkann sowohl Einfluß auf die Präsentation der
Modifikationsstelie, als auch auf dreidimensional erkannte Kontaktstrukturen im Zielmolekül
ausüben.

Als Schlußfolgerung aus diesen Ergebnissen sollten daher in jegliche Betrachtung von

„Enzym-Substrat“-Wechselwirkungenmit Hilfe C-terminal verankerter Peptide auf Basis der
Spotsynthesemethode auch Längenvariationen der Zielsequenzen einfließen. Dadurch
lassen sich die möglicherweise bestehenden konformellen Abhängigkeiten zwischen
Substraterkennung und Peptidlänge detektieren und in der Auswertung zu berücksichtigen.

Die weiteren Untersuchungen an (X'Gi3 Peptiden mit einer Länge unterhalb von 12
Aminosäuren zeigten, daß die minimale Länge für ein innerhalb des hier gewählten
experimentellen Ansatzes nachweisbar durch Pertussis Toxin-Einfluß ADP-ribosyliertes
Peptid bei 11 Aminosäuren liegt (vgl. Abb. 3.37 c). Dies deutet darauf hin, daß in diesem
Bereich neben den bereits von anderen Gruppen beschriebenen Einflüssen der
Aminosäuren in unmittelbarer Umgebung des Cys-4 möglichenNeise weitere Positionen mit
großem Einfluß für die grundsätzliche Erkennung als Zielsequenz liegen.

4.5.3 Detektion von oc-Gh als hocheffizentes Pertussis Toxin-Substrat
Die BLASTP-Recherche nach homologen Sequenzen zum C-terminalen oc-Gia Peptid führte
zur Detektion von oc-Gh als neuem, zuvor nicht bekanntem Pertussis Toxin-Substrat
(Sequenz im Anhang). Die dabei beobachtete ADP-Ribosylierungseffizienzlag für das C-
terminale 16mer um etwa das dreifache höher als die Effizienz für die bis dahin beste von 0c-

GW, abgeleitete Zielsequenz (vgl. Abb. 3.38).

Von Michel et al. (1986) war bereits vermutet worden, daß es sich bei oc-Gh um ein
regulatorisches G-Protein handelt. Der Befund, daß oc-Gh Peptid tatsächlich ein Ziel für die
ADP-Ribosylierungdurch Pertussis Toxin darstellt, liefert einen deutlichen Hinweis für das
Zutreffen dieser Vermutung, so daß in Bezug auf Gh von einem typischen, Pertussis Toxin-
modifizierbaren heterotrimeren G-Protein mit regulatorischer Funktion ausgegangen werden
kann.
Anhand der oc-Gh Sequenz Iäßt sich eindrucksvoll demonstrieren, daß die Zielsequenzen der
anderen bekannten Peptidsubstrate nicht optimal für die Erkennung durch Pertussis Toxin
sind (vgl. Abb. 3.38).

4.5.4 Effekte von Positionsaustauschen von Aminosäuren auf die ADP-
Ribosy-Iierungseffizienz
Um genaueres bezüglich der Positionseffekte einzelner Aminosäurereste innerhalb einer
Substratsequenz zu ermitteln, wurden für vier Gruppen von Sequenzpositionen und
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insgesamt 8 Positionen jeweils 19 Einzelpositionsaustausche innerhalb der C-terminalen 0c-

GB Sequenz durchgeführt.
Anschließend wurden die Effekte der eingebauten Modifikationen bezüglich einer
Veränderung der ADP-Ribosylierungseffizienzim Vergleich zur nativen Sequenz ermittelt
(vgl. Tab. 3.12). Die (X-Gia Sequenz (als suboptimales Substrat) wurde gewählt, da sie
enNarten ließ, daß sowohl positive als auch negative Effekte der Positionsaustausche
innerhalb einer veränderten ADP-Ribosylierungseffizienzdeutlich erkennbare Auswirkungen
zeigen sollten.

Der Einbau eines zusätzlichen Cystein-Restes führte, abgesehen von der Position -15, in
allen Fällen zum Absinken der ADP-Ribosylierungseffizienz.Dieser Befund unterstreicht die
Abhängigkeitder Erkennung und Modifikationdes Cysteins von seiner Position innerhalb des
Zielpeptids.

Die Experimente mit den Sequenzmutationen an der Stelle -14, einer Position aus der Gruppe
der innerhalb der Pertussis Toxin- und Nicht-Pertussis Toxin-Substrate konservierten
Positionen, zeigten, daß das Vorhandensein von Aspartat an dieser Position ein wichtiges
Kriterium für die Akzeptanz als Zielsequenz ist. Jeder Austausch mit einer anderen
Aminosäure führt zu einem Absinkender ADP-Ribosylierungsefiizienz.Besonders auffällig ist
dabei, daß die Modifikation von Aspartat zu Glutamat, die mit keiner Ladungsveränderung,
sondern lediglich einer Verlängerung des Restes um eine CHz-Gruppe einhergeht, den
stärksten Abfall in der ADP-Ribosylierungseffizienzbewirkt. Daraus Iäßt sich schließen, daß
der Aspartatrest selbst in der Erkennung durch Pertussis Toxin eine wichtige Rolle spielt.

Die Positionen -3 und -6 wurden als Beispiele für solche Positionen analysiert, die in allen
bekannten Pertussis Toxin-Substratsequenzen konserviert sind.
Hier konnte gezeigt werden, daß an beiden Positionen im natürlichen oc-GB-Peptid mit Glycin
bzw. Lysin fast optimale Reste vorliegen. Nur der Austausch gegen Arginin konnte in beiden
Fällen die ADP-Ribosylierungseffizienzerhöhen.

In der Gruppe mit Positionen, die innerhalb der Sequenzen bekannter Substrate nicht
konserviert sind, konnten sowohl Beispiele für positive, als auch für negative Beeinflussung
der ADP-Ftibosylierungseffizienzgefunden werden.
Austausche an der Position -9 führten innerhalb der oc-GB-Sequenz zu den insgesamt
höchsten beobachtetenSteigerungen in der ADP-Ribosylierungseffizienz.
Im Gegensatz dazu resultierte jeder Austausch des Lysins an der Position -10 in einem
deutlichen Abfall der beobachteten Modifikation. Auch in diesem Fall ist es sehr
wahrscheinlich, daß das Lysin an der Position -10 direkt an der Substraterkennung durch
Pertussis Toxin beteiligt ist.

Vergleichtman die Sequenzen der Pertussis Toxin-Substrate an den Positionen -9 und -10,
so fällt auf, daß bei einem Substrat stets eine der beiden durch ein Lysin besetzt ist.
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lnnerhalb des oc-GB-Peptids führt der Einbau eines zweiten Lysins an der Position -9 zu einer
Erhöhung der ADP-Ribosylierungseffizienzum das Siebenfache,der Einbau von Arginin an
dieser Postion sogar um das Zehnfache. Aus dieser Beobachtung Iäßt sich der Schluß
ziehen, dal3 die frei zugängliche Präsentation positiv geladener Funktionen in diesem Bereich
der Zieisequenz einen wichtigen Faktor für die ADP-Ribosylierungseffizienzdarstellt.

Die letzte untersuchte Gruppe von Peptidpositionen enthält Mutationen an den Positionen
-15 und -16, also am freien N-Terminus des Peptidsubtrats. Das Threonin an der Position
-15 ist in allen bekannten oc Untereinheiten, die von Pertussis Toxin als Substrat erkannt
werden, konserviert. An der Position -16 enthält jede natürliche Zieisequenz mit Ausnahme
von oc-Gh ein Valin. Genauso wie an der Position -9 kann auch hier durch Austausch des
Valins eine erhebliche Steigerung der ADP-Ribosylierungseffizienz bewirkt werden. Der
Austausch gegen Leucin führt zu dem höchsten steigernden Effekt. In Übereinstimmung mit
seiner besonders positiven Beeinflussung der Substrateigenschaften liegt genau dieser
Leucin-Rest beim oc-Gh Peptid an der Position -16 vor.

Bei der Betrachtung der Abhängigkeitder ADP-Ribosylierungseffizienzfällt weiterhin auf, dal3
das erste Maximum für oc-GK, bei einer Peptidlänge von 16 Aminosäuren erreicht wird. Auch
daraus Iäßt sich schließen, daß dieser Bereich großen Einfluß auf die Sequenzerkennungund
Modifikation durch Pertussis Toxin ausübt. An beiden Positionen (-15 und -16) zeigen
Aminosäureaustausche mit nicht polaren Seitenketten, wie Leucin, lsoleucin, Phenylalanin,
Tyrosin oder Tryptophan positive Effekte auf die ADP-Ribosylierungseffizienz.
Die Begründung dafür kann in der Beinflussung der Gesamtpeptidkonformation durch diese
Austausche liegen, die im Resultat die Peptiderkennungdurch Pertussis Toxin verbessern.

Die beobachteten positiven und negativen Effekte von Aminosäureaustauschen beruhen
jeweils auf einem von zwei möglichen Faktoren:

o Positionen, an denen in Folge eines Austausches starke Effekte auf die ADP-
Ribosylierungseffizienz beobachtet werden, charakterisieren vermutlich Stellen der
direkten Interaktion zwischen Peptidsubstrat und Pertussis Toxin. Jede Veränderung an
den Stellen einer direkten Interaktion sollte die allgemeine Substraterkennung,
Substratbindungund Modifikationdirekt beeinflussen.

o Eine weitere Ursache für die in Folge eines Einzelpositionsaustauschesvon Aminosäuren
auftretenden Effekte kann in der Beeinflussung der dreidimensionalen Struktur des
Peptids begründet liegen. Falls bei der Erkennung eines Substrats dreidimensionale
Strukturen auf Molekülebeneeine Rolle spielen, kann eine Veränderung dieser Struktur
ebenfalls Einfluß auf Substraterkennung und Bindung ausüben.
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4.5.5Berechnungen und Strukturvorhersagen zu den Effekten der
Positionsmutationen

Um weitere Informationen über die im Falle der OL-GB Peptide tatsächlich Einfluß nehmenden
Faktoren zu erhalten, wurde durch computergestützte Simulationsberechnungen versucht,
das theoretische Potential der Positionsaustausche in Bezug auf strukturelle Veränderungen
im Peptid zu bestimmen.
Basierend auf den Daten einer NOE-NMR-Spektroskopie wurde vermutet (Dratz et al.
1993), daß der C-terminale Bereich der 0c Untereinheiten eine ß-Schleife (ß-turn) ausbildet.
Um die Effekte der Positionsaustauscheauf diese postulierte Schleifenbiidungzu bestimmen,
wurden daher die Wahrscheinlichkeiten für Schleifenbildungenin den mutierten Sequenzen
mit Hilfe der von Chou und Fasman (1978) entwickelten Berechnungsmodelle bestimmt
(Wilmot und Thornton 1988). Dabei konnte jedoch keine Korrelation zwischen den
Veränderungen in der ADP-Ribosylierungseffizienz und den berechneten Effekten der
Aminosäureaustausche auf einen mögliche ß-Schleifedes C-Terminusgefunden werden.

Aus diesem Grund wurden in einem weiteren Schritt dreidimensionale Strukturvorhersagen für
energieminimierte Molekülmodelle der nativen und einiger mutierter oc-GB 16mer Peptide
berechnet. Da die Konformation des C-Terminusnicht über Kristallstrukturdaten bekannt war,
wurden die Modellstrukturen vollständig mit Hilfe der Molekularmodellierungssoftware
MacSPARTANerstellt. Ausgehend von einer vorgegebenen hypothetischen oc-HeIix-Struktur
des jeweiligen Peptids, berechnete die Software die Konformation mit dem nächsten, stabilen
Energieminimum in bis zu 6.000 Optimierungszyklen. Als mathematische Grundlage wurde
dabei das SYBYL-Kraft-Feld verwendet, das die innerhalb des Moleküls wirkenden
molekulardynamischen Kräfte beschreibt (Clarket al. 1989).
Die hier berechneten Strukturen weichen mit hoher Wahrscheinlichkeit von den tatsächlichen
in vivo Strukturen in der nativen Untereinheit ab. Der Einflußder Aminosäurenaustauscheauf
die Konformation des C-Terminus sollte sich jedoch auch entsprechend in den berechnete
nModelIe nauswirken.

Aufbauend auf den Strukturberechnungen wurden für insgesamt 8 Peptide graphische
Darstellungen erzeugt, die die nach den Berechnungen vorhergesagte Struktur der Peptide
wiedergeben (Abb. 3.39). Die Berechnungen wurden für ausgewählte
Aminosäureaustauschean den Positionen -6‚ -10 und -14 durchgeführt, um sowohl Beispiele
für Austausche mit steigerndem als auch mit verringerndem Effekt auf die ADP-
Ribosylierungseffizienzzu betrachten(vgl. Tabelle3.12).
Abgesehen vom innerhalb des nativen oc-Gß Peptids an der Position -14 lokalisierten
Aspartat führt jeder Austausch zu einer Hemmung der durch Pertussis Toxin bewirkten
Modifikation. DerVergleichder vorhergesagten Konformationen zweier Austausche an dieser
Stelle zeigt in beiden Fällen strukturelle Veränderungen im Vergleich mit der nativen Sequenz
(Abb. 3.39 a, e und f). Die beiden Simulationen der mutierten Sequenzen weisen im Vergleich
zum nativen Peptid veränderte innere Winkel auf, und das Gesamtmolekül wirkt bereits 'rn
ersten Eindruck leicht „verdreht“.
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Die stärkste beobachtete Reduktion in der ADP-Ftibosylierungseffizienztritt auf, wenn das
Lysin an der Position -6 gegen Aspartat ersetzt wird. Die verbleibende ADP-
Ribosylierungseffizienzliegt danach nur noch bei 2,5% des Ausgangswertes. Der extreme,
konformelie Effekt auf das dazu berechnete Molekülmodell (vgl. Abb. 3.39 h) Iäßt vermuten,
daß dieser Austausch die Substraterkennung durch Pertussis Toxin in extremer Weise
beeinflußt.
Auch im simulierten Kalottenmodell (vgl. Abb. 3.40) wird der durch den Austausch eingefügte
„Knick“ innerhalb des Moleküls in besonders deutlicher Weise ersichtlich. Im Gegensatz zu
diesem konformellen Effekt, der mit einer fast völligen Blockade der Substraterkennung
einhergeht, zeigt der einzige Austausch an der Position -6 mit förderlichem Einfluß auf die
ADP-Flibosylierungseffizienz,nämlich der Austausch gegen Arginin, im berechneten Modell
(vgl. Abb. 3.39 g) nur leichte konformelie Veränderungen.

Zusätzlich zu Energieminimierungs- und Strukturberechnungen für Austausche an den
Positionen -14 und -6 wurden Berechnungen für Austausche an der Position -10
durchgeführt. Jeder Austausch an dieser Position führte zu einem Absinken der ADP-
Ribosylierungseffizienz(vgl. Tab. 3.12). Der in Abb. 3.39 b dargestellte Austausch gegen
Methioninführt im Modell zu leichten konformellen Modifikationen, bleibt jedoch deutlich hinter
den an den Positionen -14 oder -6 berechneten Effekten zurück. Ebenfalls nur leichte,
konformelie Veränderungen treten beim Austausch des Lysins gegen Aspartat auf.
Tatsächlich führt dieser Austausch jedoch, ähnlich wie an der Position -6, zum starken
Absinkender ADP-Ribosylierungseffizienzauf etwa 8,5%. ln diesem Fall kann also nicht von
einer strukturellen Ursache für die veränderte Substraterkennung gesprochen werden. Die
ebenfalls berechneten, strukturellen Effekte eines Austausches des Lysins an Position -10
gegen Aspartat sind gleichfallsgering und stehen wiederum in Korrelation mit der nur mäßigen
Verringerung der ADP-Ribosylierungseffizienz.
Eine mögliche Erklärung für die hier beobachteten Effekte ist das Vorliegen direkter
Wechselwirkungen zwischen Pertussis Toxin und der Aminosäure an der Position -10, bei
der die Ladung des Restes eine Bedeutung für die Substraterkennung und/oder die
Modifikation hat.

Dieser Teilder Experimente hat gezeigt, daß C-terminal fixierte Peptide gut geeignet sind, um
sie in direkten Versuchsansätzen als frei zu modifizierendeSubstrate für die Pertussis Toxin-
Erkennung und Modifikation einzusetzen. Die Experimente zum Positionsaustausch haben
weitere Erkenntnisse bezüglich der für die Sustraterkennung wichtigen Positionen innerhalb
der Zielpeptide ergeben und gezeigt, daß die natürlichen Substratsequenzen offenbar
keinesfalls optimierte Sequenzen für eine ADP-Ribosylierung durch Pertussis Toxin
darstellen.
Es konnte weiterhin mit der oc-Gh Sequenz ein zuvor nicht bekanntes Substrat von Pertussis
Toxin identifiziert und dadurch auch gezeigt werden, daß die hier verwendete Technik zur
Aufklärung weiterer (bisher unbekannter)Substratsequenzen geeignet ist.
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4.6

Verallgemeinernd läßt sich sagen, daß fixierte Peptid-Felder generell von Nutzen bei der
Aufklärung und Analyse von Zielsequenzen innerhalb von Proteinsubstraten sind. Die bei
dieser Methode mögliche Einführung gezielter Mutationen kann bisherige Techniken, die ihre
Ergebnisse z.B. über den Umweg einer Oligonukleotid vermittelten Mutagenese und der
nachfolgenden gentechnischen Produktion modifizierter Substratmoleküle erhalten, in vielen
Fällen vereinfachenund ersetzen.

Ebenso zeigen die durchgeführten Experimente zum Positionsaustausch,daß diese Methode
ein Hilfsmittelfür die EntwicklungoptimierterZieIsequenzen sein kann. Im Falle von Pertussis
Toxin kann dies als Option zur Entwicklung optimierter synthetischer Substrate eingesetzt
werden. Diese synthetischen Substrate könnten eine Anwendung als kompetitive lnhibitoren
der Interaktion von Pertussis Toxin mit G-Proteinen finden.

Bedeutung der gewonnenen Erkenntnisse zur Struktur und Funktion
von Pertussis Toxin für weiterführende immunologische Arbeiten und
praktische Perspektiven
Fürdie EnNeiterung der Erkenntnisse bezüglich wichtiger Elemente der Struktur und Funktion
von Pertussis Toxin für immunologische Zusammenhänge ist es mit dieser Arbeit gelungen,
sämtliche immunodominanten, linearen Epitope innerhalb von Pertussis Toxin zu detektieren
und auf der Kristallstruktur von Pertussis Toxin abzubilden.

Es zeigte sich, daß die humane Reaktion eines geimpften Patienten sich in der
Epitoperkennung nur geringfügig von der Erkennung nach einer natürlichen Infektion
unterscheidet. Auf jeder Untereinheit existiert mindestens ein immunodominant erkanntes
lineares Epitop. Die die Aufnahme in die Zielzellen vermittelnden S2 und S3 Untereinheiten
werden intensiv durch humane Antiseren erkannt. Von den immunodominanten Epitopen auf
diesen Untereinheiten werden die Iektinähnlichen Bindungsstellen für Sialinsäurereste der die
Bindung an Zielzellen vermittelnden Glykoproteine abgedeckt, was vermutlich unmittelbar
protektiv gegenüberAnheftung und Aufnahme wirkt.

Die Projektion der Epitope auf die Kristallstruktur von Pertussis Toxin hat gezeigt, daß auf
den Untereinheiten ausgedehnte strukturelle, immunodominante Bereiche existieren, die von
mehreren, immunodominanten Epitopen abgedeckt werden. In vivo werden diese Bereiche in
der Regel durch polyklonaleAntiseren kumulativ erkannt.
Weiterhin konnte gezeigt werden, daß im Pepscan detektierte, scheinbar lineare Epitope
tatsächlich aus mehreren Teilepitopenbestehen können, die in der dreidimensionalen Struktur
deutlich voneinanderabgesetzt an der Oberflächedes Moleküls präsentiert werden.

Vergleiche der von humanen Antiseren immunodominant erkannten Epitope mit den
Sequenzen aller bekannten Proteine und Proteinfragmente haben gezeigt, daß, mit einer
Ausnahme, alle detektierten Epitope spezifisch für Pertussis Toxin sind und daher
zuverlässig einen zurückliegenden Kontakt des Immunsystems mit diesem Toxin detektieren.
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4.7

Da außer Bpertussis kein weiterer Organismus der Gattung Bordete/Ia das Toxin exprimiert,
weist diese Reaktion eindeutig auf eine zurückliegende Infektion mit dem Pathogen oder eine
lmmunisierung hin.

Die gewonnenen Informationen können eine Grundlage für die Entwicklung hochspezifischer
diagnostischer Tests bilden, die das Risiko einer falschpositiven Diagnose ausschließen.
Weiterhin sind mit der Detektion der immunodominanten Epitope die Peptidsequenzen
bekannt, die für eine Neuentwicklung epitopbasierter Kombinationsvakzinen in Betracht
gezogen werden sollten.

Die Untersuchungen an Zielsequenzen von Pertussis Toxin haben gezeigt, daß Pertussis
Toxin bereits Peptide mit einer Länge von 11 AS spezifisch erkennt und modifiziert. Die
erhebliche Steigerung der Zielsequenzerkennung bei der Verwendung wachsender
Peptidsubstrate hat gezeigt, daß auch strukturelle Faktoren „oberhalb“ der ADP-
Ribosylierungsstelledeutlichen Einfluß auf Erkennung und Modifikationausüben. Mit der oc-Gh
Sequenz wurde aufgrund von Datenbankrecherchen ein neues Substrat von Pertussis Toxin
detektiert, das im Vergleich mit allen bisher bekannten Zielsequenzen erheblich effizienter
durch Pertussis Toxin erkannt und modifiziertwird.
Durch Positionsaustausche wurde gezeigt, daß „natürliche“ Zielsequenzen nicht optimal
durch Pertussis Toxin erkannt werden und Einzelpositionsaustausche einen negativen
‚jedoch gleichfalls an einigen speziellen Positionen in der Zielsequenz einen erheblich
steigernden Einfluß auf die ADP-Ribosylierungseffizienzhaben können.
Diese Ergebnisse zeigen, daß die systematische Suche nach einem Pertussis Toxin-Hyper-
peptidsubstrat aufgenommen werden kann. Wenn es gelingt, ein Substrat zu finden, das
zwar optimal erkannt und von Pertussis Toxin gebunden wird, jedoch durch Austausch des
Cysteins an der Position -4 nicht umgesetzt werden kann, stünde damit möglicherweise ein
Pertussis Toxin-lnhibitormit therapeutischer Relevanz zur Verfügung.

Das Potential der Spotsynthesemethode als Verfahren bei der
Bearbeitung unterschiedlicher Fragestellungen
Die Untersuchungen, die zur Detektion linearer und konformeller Epitope auf den fünf
Untereinheiten von Pertussis Toxin geführt haben, waren in dieser Form nur unter Einsatz
von Pepscans, die mit der halbautomatischen Spotsynthesemethode angefertigt wurden,
umzusetzen. Die Arbeiten von Raupach (1993) mußten sich aufgrund der fehlenden Technik
und der Zahl parallel zu synthetisierender Peptide noch auf die Untersuchung der Epitope
innerhalb der S1 Untereinheit beschränken. Hier konnten nun erstmals Serien von identischen
Pepscans sämtlicher Pertussis Toxin Untereinheiten auf einem Cellulosefilter angefertigt
werden, die mehrfach wiederverwendbar waren und das detaillierte Studium der
Epitoperkennungdurch Seren aus verschiedenen Kollektiven erlaubten.

Ebenso konnte gezeigt werden, daß die Spotsynthese hervorragend zur Untersuchung von
Enzym-Substrat Wechelwirkungen geeignet ist (von Olleschik et al. 1997, von Olleschik et
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al. eingereicht). Die Synthese, Präsentation und Analyse der Erkennung von
Längenvariationen und Positionsmutationen der Zielsequenzen von Pertussis Toxin
innerhalb der C-terminalen Bereiche von G-Protein o: Untereinheiten wären mit freien
Peptiden nicht ohne einen enormen Aufwand möglich gewesen.

Im Rahmen der Kooperationen mit derTiermedizinischen Hochschule in Hannover (Strutzberg
et al. 1996) und dem Institute Pasteur Merieux (RenauId-Mongenieet al. 1997) konnten mit
dieser Methode ebenfalls Beiträge zur Untersuchung von Protein-Protein-Wechselwirkungen
geleistet werden.

Für das Transferrin bindende Protein von A.pleur0pneumonie war zuvor der bindende
Bereich mit Hilfe von Fusionsproteinen nur grob als im N-terminalen Teil des Proteins
befindlichbestimmtworden. Ohne den Einsatz des Pepscans wäre die weitere Eingrenzung
nur mit Hilfe langwieriger Klonierungsstudien mit vielfältigen Fehlerquellen möglich gewesen.
Dieser Weg war bereits vor Beginn der Kooperation beschritten worden, hatte jedoch
innerhalb eines Jahres noch zu keinem Ergebnis geführt.
Der Pepscan des gesamten, für eine Bindung in Frage kommenden Bereiches bot dagegen
einen sehr direkten Weg, der unmittelbar zum Erfolg führte (Strutzberg e/ al. 1996).

Hierbeioffenbarte sich auch ein wichtiger Unterschied im Vergleichzur Detektion immunogener
Epitope. Ebenso wie bei der Identifikation der immunodominanten Epitope auf den
Untereinheiten von Pertussis Toxin schienen auch hier jeweils mehrere, benachbarte 16mer
Peptide im Bindungsexperiment den Kernbereich der Bindung zu überspannen (vgl. Abb.
3.41). NachfolgendeExperimente, die die Länge der Peptide reduzierten, zeigten jedoch, daß
sich beim Einsatz von 15mer Peptiden keine eindeutige Bindung feststellen ließ.
Daraus Iäßt sich schließen, daß für eine stabile Ausbildung einer Protein-Protein-
Wechselwirkung in diesem Fall mindestens die 16mere erforderlich sind. Die gegenüber einer
Antikörper—Epitop-Erkennung wesentlich geringeren Bindungskonstanten sind somit bei der
Untersuchung von Protein-Protein-Wechselwirkungenein wichtiger Faktor bei der Auswahl
der zu betrachtendenSequenzlängen.
Möglicherweise sind auch hier, wie bei einigen Epitopen auf Pertussis Toxin festgestellt, in
der linearen Abfolge getrennte Bereiche in der Tertiärstruktur nahe beieinander lokalisiert und
gemeinsam an der Bindung beteiligt. Diese Einzelinteraktionen wären dann jedoch zu
schwach, um selbständig eine stabileBindung zu bewirken.

Aufbauend auf diesen Beobachtungen wurden für die Untersuchungen an den Transferrin-
bindenden Proteinen des humanpathogenen N.meningitidisdirekt größere Peptide (18mere)
gewählt, um möglichst viele der wechselwirkenden Bereiche zu erfassen. Auch hier konnte für
einige distinkte Bereiche des Proteins die Bindung von humanem Transferrin nachgewiesen
werden (vgl. Abb 3.42 und 3.43).
Bei der Auswertung fiel auf, daß die Intensität der Bindung deutlich abgestuft ist. Parallel
durchgeführte Experimente mit Fusionsproteinen für das TpbB zeigten, daß die im Pepscan
detektierten Epitope mit schwacher Transferrinbindungim Fusionsprotein nicht als bindende
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Bereiche auftreten (Renauld-Mongenieet al. 1997). Die Epitope mit starker Bindung lagen
hingegen sämtlich innerhalb von Fusionsproteinen, die bindende Bereiche enthielten. Das
bedeutet hier wurden die Bereiche tatsächlicherWechselwirkungeindeutig detektiert.
Es ist nicht ganz auszuschließen,daß die Bereiche mit schwacherTransferrinbindungin vivo
dennoch eine Rolle spielen. Dies ist möglichenNeise erst dann zu abschließend klären, wenn
die Kristallstruktur der Transferrin bindenden Proteine frei verfügbar sind und ähnlich wie für
das Pertussis Toxin dreidimensionale Projektionen der bindenden Epitope auf die Struktur
möglich werden.

C-terminal fixierte Peptide wurden auch im Rahmen einer sich aus den hier beschriebenen
Arbeiten aufbauenden Diplomarbeit innerhalb des Arbeitskreises verwendet. In diesem Fall
dienten die Pepscans als Werkzeugzur Identifizierung linearer Zielepitope von monoklonalen
Antikörpern gegen Transferrin bindende Proteine verschiedener Stämme von N.meningitidis
(Grün 1997). Hierbei gelang es, zwischen Antikörpern, die aussschließlich konformelle
Epitope erkennen, und solchen, die lineare Epitope erkennen, zu differenzieren. Weiterhin
konnten genaue Sequenzen der erkannten Epitope bestimmt werden. Ihre Länge lag in dem
hier untersuchten System üblicherweise zwischen 3 und 8 Aminosäuren.

Als eher ungewöhnliche Anwendung konnte zusätzlich in Kooperation mit der
Tiermedizinischen Hochschule in Hannover (Strutzberg 1996) gezeigt werden, daß C-
terminal an Cellulose fixierte Peptide erfolgreich für die Immunisierung von Kaninchen
eingesetzt werden können. Insbesondere die subcutane Applikation von ausgeschnittenen
Spots mit fixierten Peptiden führte zur effektiven Induktion von Antikörpern.

Es werden sicher in rascher Folge weitere Anwendungsmöglichkeiten für den Einsatz der
Spotsynthese für die Untersuchung molekularer Grundlagen von Virulenzfaktoren aufgezeigt
werden. Einer Vielzahl immunologischer Fragestellungen kann durch den Einsatz der
halbautoma-tischen Spotsynthese viel konsequenter und direkter als bisher möglich
nachgegangen werden. Nicht genannt wurde zum Beispiel das Anwendungsgebiet der
Spotsynthese für den Aufbau kombinatorischer Peptidbanken zur Entschlüsselung
biologischer Erkennungsstrukturen (Kramer et al. 1994).
Die hier dargestellte Vielfalt zeigt jedoch bereits eindrucksvoll das breite Potential dieser
relativ jungen Technik, deren Anwendung der Spotsynthese sicherlich nicht auf den reinen
universitären Forschungsbereich beschränktbleibenwird.
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5

5.1

Anhang
Ergänzende Daten zu den innerhalb dieser Arbeit gesammelten und
eingesetzten Humanseren

Für diese Arbeit wurde eine Kollektion von humanen Antiseren von nicht gegen Pertussis
immunisierten Kindern und Seren aus zwei verschiedenen Impfstudien mit azellulären
Pertussis Vakzinen gesammelt und katalogisiert. Aus diesen Kollektionen wurden nach
Vortests die im Rahmen dieser Arbeit venNendeten Seren ausgewählt.
Für viele Seren existieren neben den selbst ermittelten Daten weitere bezüglich serologischer
Tests, ärztlicher Diagnose, Alter und Geschlecht.

Da seit 1995 auch in Deutschland Säuglinge wieder mit azellulären Vakzinen gegen Pertussis
immunisiert werden, ist die weitere Kollektion von Serumproben nicht-immunisierter oder
natürlich infizierter Patienten zukünftig voraussichtlichnur noch selten möglich.
Die Seren wurden jeweils aliquotiert und in Aliquots zu 100 ul bei -20°C gelagert. Die
innerhalb dieser Arbeit nicht verwendeten Aliquots stehen für weitere Untersuchungen zur
Verfügung.

5.1.1 Humanseren von nicht gegen Pertussis geimpften Kindern

 
Für die Untersuchungen an Humanseren wurden von einer Reihe von Kinderärzten
Humanseren nicht-immunisierter Kinder mit Keuchhustenverdachtoder von Personen aus dem
unmittelbaren Kontaktbereich von Patienten in der paroxysmalen Phase zur Verfügung
gestellt.
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60/515130
61/401840
62/401860
63/401991
64/515284
65/515030
66/401900
67/401961
68/402102
69/402008
70/402005

i\)l\J—*(DCD0J-1>0)0)0J4 mmrnmmmmmmmm 
Tab. 5.1: Humanseren nichtimmunisierter Patienten mit und ohne

Keuchhustenverdacht.
Herkunftder Seren: K : KrankenhausKrefeld, E=Dr. Enders, H=Dr. Holtmann,
H=Dr. Rosenfeld, G=Dr. Göhler, M=Dr. Middendorf, B=Dr. Backasch,W=Wieners,
Gu=Dr. Gussone.

5.1.2 Humanseren aus einer italienischen lmpfstudie mit rekombinantem PT
In diese Studie wurden als Säugling mit einer kombinierten Ganzzellvakzine (wcDTP) oder
der rekombinantenitalienischen Vakzine (DTaP) gegen Pertussis grundimmunisierte Patienten
eingeschlossen. Sie wurden mit einer gentechnisch veränderten azellulären Pertussis Toxin
PT-9K/129G (Podda et al. 1994, Rappuoli et al. 1992) in Kombination mit filamentösem
Hämagglutinin, Pertactin sowie in der Kombination mit Diphterie und Tetanus Toxoiden
geboostert (vgl. Tab. 1.1). Alle Patienten waren zuvor im Alter von zwei, vier und sechs
Monaten, mit einer DT-GanzzeII-Pertussis-Vakzine (wcDTP) oder der italienischen DT-
azellulären-Pertusssis-Vakzine(DTaP) mit rekombinantem Pertussis Toxin (Di Martino, pers.
Mittlg.) immunisiert worden (vgl. Tab. 5.2).
Serumproben, die den lmmunstatus vor (pre) und nach (post) der Boosterimmunisierung
repräsentieren, wurden freundIichenNeise zurverfügung gestellt von Prof. Dr. Fiino Rappuoli,
Instituto Richerche lmmunobiologicheSiena (IRIS), Siena.

   
  
 
  

"125 pre/post 24.05.1991 w. wc ' 06.10.1992 180 160
"126 pre/post 25.05.1991 m. DTaP 07.10.1992 275 320
"128 pre/post 23.05.1991 m. wcDTP 06.10.1992 291 320
"130 pre/post 18.05.1991 w. wcDTP 10.11‚1992 252 320
"133 pre/post 22.05.1991 m. wcDTP 24.10.1992 158 160
"135 pre/post 03.06.1991 m. DTaP 29.10.1992 143 1280
"135 pre/post 03.06.1991 m. wcDTP 03.11.1992 141 320
"142 pre/post 18.01.1991 m. wcDTP 28.09.1992 1900 1280
"155 pre/post 01.04.1991 w. DTaP 21.09.1992 207 640

pre/post n.b. m. wcDTP 09.09.1992 211 20
04.04.1991 m. wcDTP 28.09.1992 221 320
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.10.1992
18.06.1992
24.07.1992
03.07.1992
02.1 1 .1992
1 9.10.1 992
08.02.1993
1 8.1 2.1992
26.06.1992
26.06.1992
26.06.1992
26.06.1992
24.06.1992
22..06.1992
02..07.1992
05.08.1992
02.07.1992
19.08.1992
08,08.1992

pre/post
pre/post
pre/post
pre/post 19.02.1991
pre/post 16.03.1991
pre/post 08.03.1991
pre/post 20.06.1991
pre/post 11.06.1991
pre/post 08.12.1990
pre/post 18.12.1990
pre/post 02.12.1990
pre/post 08.02.1991
pre/post 22.01.1991
pre/post 04.03.1991
pre/post 16.03.1991
pre/post 04.03.1991
pre/post 12.03.1991
pre/post 16.04.1991
‚ ‚e, Ost 29.04.1991

333353355333333333?
Tab. 5.2: Pre- und Postboosterseren aus der italienischen lmpfstudie mit einer

rekombinanten Pertussis Vakzine.
Die Entnahme der Preboosterseren erfolgte am Tag der
Auffrischungsimmunisierung (Booster)‚ die Entnahme der Postboosterseren
erfolgte einen Monat nach der Boosterimmunisierung. Die
Auffrischungsimmunisierung gegen Pertussis erfolgte mit jeweils 5 ug
rekombinantem PT, 25 ug FHA und 2,5 ug Pertactin. CHO-Neutralisierungstest
(CHO) und IgG-ELlSA (IgG) nach Podda et al. (1994). Die Bezeichnungen der Seren
entsprechen den innerhalb dieser Arbeit verwendeten Serenbezeichnungen.

5.1.3 Humanseren aus einer deutschen lmpfstudie
Diese Sammlung enthält Humanseren aus einer deutschen lmpfstudie für die
Untersuchungen der Immunantwort gegen lineare Epitope. Innerhalb dieser Studie wurden
die Patienten mit einer azellulären Pertussis Vakzine (Arbeitsbezeichnung: APV 50) von

SmithKline, Beecham immunisiert. Sie enthält als Pertussis spezifische antigene
Komponenten pro Dosis jeweils 25 ug Pertussis Toxin und FHA sowie 8 ug Pertactin.
lmmunisiert wurde insgesamt 4 mal im Alter von 3, 4, 5 sowie abschließend im Alter von 15
bis 19 Monaten. Die Serumproben, die vor der zweiten (ES) und der dritten Immunisierung
(ZS) genommen wurden, wurden freundIichen/veise zur Verfügung gestellt von Prof. Dr.
Wirsing von König, Städtische Krankenanstalten Krefeld.
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Tab. 5.3: Humanseren der deutschen lmpfstudie APV 50 mit einer azellulären
Pertussis Vakzine.
Zur Immunisierung gegen Pertussis wurden jeweils 25 ug PT und FHA sowie 8 ug
Pertactin verwendet. Negativ bzw. nicht nachweisbardiagnostiziert sind die
Erstseren, deren Wert für PT-G1 eins beträgt. Die im ELISA ermittelten Werte
stammen aus einer speziellen Testmethode,entsprechen nicht den FDA-Einheiten
und sind daher qualitativ zu betrachten (von König, pers. Mittlg.).
(ES = Erstserum, ZS = Zweitserum, PT-G1= IgG anti-PT-Titer im Erstserum, PT—G2 =

IgG anti-PT-Titer im Zweitserum, PT-A1 = IgA anti-PT-Titer im Erstserum). Die
Bezeichnungen der Seren entsprechen den innerhalb dieser Arbeit verwendeten
Serenbezeichnungen.

5.1.4 Humanseren aus der Sammlung des Instituts für Infektiologie
Diese Gruppe enthältt die Sammlung von Humanseren von Bärbel Raupach (1993), die 'rn
Rahmen Ihrer Promotionsarbeit verwendet wurden. Die Seren wurden ursprünglich
freundlichenNeise zur Verfügung gestellt von Prof. Dr. Wirsing von König, Städtische
KrankenanstaltenKrefeld. Die Seren stammen von nicht-geimpften Kindern mit positiver oder
negativer Pertussis Diagnose.
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5.2

8558889
50
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Tab. 5.4: Humanseren von nicht-geimpften Kindern mit positiver odernegativer

Pertussis Diagnose.
Sammlung und Angaben von Raupach(1993) übernommen. Die
Bezeichnungen der Seren entsprechen den innerhalb dieser Arbeit verwendeten
Serenbezeich-nungen.

Datenbanksequenzen
Innerhalb dieser Arbeit wurde eine Reihe von Proteinprimärstruktur- und Kristallstrukturdaten
verwendet. Mit Hilfe dieser Sequenzen wurden die beschriebenen Pepscans und
Datenbankrecherchen angefertigt.

Diese Sequenzen wurden aus den auch über das Internet frei verfügbaren Datenbanken
SWISSPROT, SWlSSPIR und Brookhaven entnommen. Bei jeder dargestellten Sequenz ist
der jeweilige Zugrlffscode für den vollständigen Datensatz innerhalb der Datenbank
angegeben, mit der diese Sequenz direkt identifiziertwerden kann.
Im folgenden sind Auszüge aus den jeweiligen Datensätzen wiedergegeben, soweit sie für
die in dieser Arbeit betrachteten Fragen relevant sind.

Auf den Ausdruck der für die hier beschriebenenArbeiten aus den Kristallstrukturdaten von
Stein et al. (1994) ermittelten Atomkoordinaten der Pertussis Toxin Untereinheiten wird
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5.2.1

aufgrund des dafür erforderlichen Umfangs und der Tatsache, daß eine nichtelektronische
Interpretation dieser Daten unmöglich ist, verzichtet.
Die für die Erstellung der dreidimensionalen Strukturen der einzelnen Untereinheiten von
Pertussis Toxin extrahierten Daten sind über das ZMBE - Institut für Infektiologie in Münster
in elektronischer Form verfügbar.

Sequenzen für die Pepscans von Pertussis Toxin

S1 Untereinheit - SWISSPROT: TOX1_BORPE, Zugriffscode: PO4977
   SIGNAL

CHAIN 35 269 TOXIN SUBUNIT 1.
SEQUENCE 269 AA; 29974 MW; 15CFC6CD CRC32;
MRCTRAIRQT ARTGWLTWLA ILAVTAPVTSPAWADDPPAT VYRYDSRPPE DVFQNGFTAW
GNNDNVLDHL TGRSCQVGSS NSAFVSTSSS RRYTEVYLEH RMQEAVEAER AGRGTGHFIG
YIYEVRADNN FYGAASSYFE YVDTYGDNAG RILAGALATY QSEYLAHRRI PPENIRRVTR
VYHNGITGET TTTEYSNARYVSQQTRANPN PYTSRRSVAS IVGTLVRMAP VIGACMARQA
ESSEAMAAWS ERAGEAMVLV YYESIAYSF

1 34
 FT

SQ 
      

    
  

S2 Untereinheit - SWISSPROT:TOX2_BORPE,Zugriffscode: P04978
   SIGNAL l 27
  
        
 
   

FT CHAIN 28 226 TOXIN SUBUNIT 2.
FT DISULFID 50 114
FT DISULFID 147 161
FT DISULFID 219 226
SQ SEQUENCE 226 AA; 24829 MW; 129C9F2E CRC32;

MPIDRKTLCH LLSVLPLALL GSHVARASTP GIVIPPQEQI TQHGSPYGRC ANKTRALTVA
ELRGSGDLQE YLRHVTRGWS IFALYDGTYL GGEYGGVIKD GTPGGAFDLK TTFCIMTTRN   TGQPATDHYY SNVTATRLLS STNSRLCAVF VRSGQPVIGA CTSPYDGKYW SMYSRLRKML
YLIYVAGISV RVHVSKEEQY YDYEDATFET YALTGISICN PGSSLC

 
  

S3 Untereinheit - SWISSPROT:TOX3_BORPE,Zugriffscode: PO4979
SIGNAL
CHAIN
DISULFID
DISULFID
DISULFID
SEQUENCE

1
29
51

148
220

227 AA;

28
227
115
162
227

24988 MW;

TOXIN SUBUNIT 3.

FD162408 CRC32;
MLINNKKLLH HILPILVLALLGMRTAQAVA PGIVIPPKAL FTQQGGAYGR CPNGTRALTV
AELRGNAELQ TYLRQITPGW SIYGLYDGTY LGQAYGGIIK DAPPGAGFIY RETFCITTIY
KTGQPAADHY YSKVTATRLLASTNSRLCAV FVRDGQSVIG ACASPYEGRY RDMYDALRRL
LYMIYMSGLA VRVHVSKEEQ YYDYEDATFQTYALTGISLC NPAASIC
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S4 Untereinheit - SWISSPROT:TOX4_BORPE,Zugriffscode: P0498O

SEQUENCE

1 42
43 152
73 93

145 151
152 AA; 16

TOXIN SUBUNIT 4.

544 MW; 7BDll34F CRC32;
MLRRFPTRTT APGQGGARRS RVRALAWLLA SGAMTHLSPA LADVPYVLVKTNMVVTSVAM
KPYEVTPTRMLVCGIAAKLG AAASSPDAHV PFCFGKDLKR PGSSPMEVML RAVFMQQRPL
RMFLGPKQLT FEGKPALELI RMVECSGKQD CP
 
S5 Untereinheit - SWlSSPROT:TOX5_BORPE,Zugriffscode: P04981

SIGNAL
CHAIN
DISULFID
DISULFID
SEQUENCE

1 34
35 133
61 75

126 132
133 AA; 14

TOXIN SUBUNIT 5.

500 MW; 86BEE9BF CRC32;
MQRQAGLPLK ANPMHTIASI LLSVLGIYSP ADVAGLPTHL YKNFTVQELA LKLKGKNQEF
CLTAFMSGRS LVRACLSDAG HEHDTWFDTM LGFAISAYAL KSRIALTVED SPYPGTPGDL
LELQICPLNG YCE
 

5.2.2 Sequenzen für die Pepscans von Transferrin-bindendem Protein

TBP2 aus N.meningitidis Stamm B16B6 - SWISSPROT: TB22_NEIME, Zugriffscode
006988

TBP2 aus N.meningitidisStamm M982 - SWISSPROT: TB21_NElME‚ Zugriffscode
009057

FT
FT
SQ

   
 
  

 

SIGNAL
CHAIN
LIPID
SEQUENCE
MNNPLVNQAA
NSGAAYGFAV
LIESKWEDGQ
PSEKITYKGT
MTSEFEVDFS
ATNGSHPFIS
ETVIDAYRIT
CCSNLDYMSF
ASNQEGGNRA
PQNTGNSHYT

1 20
21 599
21 21

599 AA; 65
MVLPVFLLSA
KLPRRNAHFN
SRVVGYTNFT
WDYVTDAMEK
DKTIKGTLYR
DSDSLEGGFY
GEEFKKEQID
GKQSKENKDD
EFDVDFSTKK
HIEATVSGGF

 SIGNAL 1 20
CHAIN 21 599
LIPID 21 21
SEQUENCE 711 AA; 76

TRANSFERRIN—BINDING PROTEIN 2.
N—ACYL DIGLYCERIDE

CAD9FE77 CRC32;468 MW;
CLGGGGSFDL
PKYKEKHKPL
YVRSGYVYLN
QRFEGLGSAA
NNRITQNNSE
GPKGEELAGK
SFGDVKKLLV
MFLQGVRTPV
ISGTLTAKDR
YGKNAIEMGG

DSVETVQDMH
GSMDWKKLQR
KNNIDIKNNI
GGDKSGALSA
NKQIKTTRYT
FLSNDNKVAA
DGVELSLLPS
SDVAARTEAN
TSPAFTITAM
SFSFPGNAPE

SKPKYEDEKS
GEPNSFSERD
VLFGPDGYLY
LEEGVLRNQA
IQATLHGNRF
VFGAKQKDKK
EGNKAAFQHE
AKYRGTWYGY
IKDNGFSGVA
GKQEKASVVF

(PROBABLE).

QPESQQDVSE
ELEKKRGSSE
YKGKEPSKEL
EASSGHTDFG
KGKALAADKG
DGENAAGPAT
IEQNGVKATV
IANGTSWSGE
KTGENGFALD
GAKRQQLVQ

 
TRANSFERRIN—BINDING PROTEIN 2.
N-ACYL DIGLYCERIDE

FA128E58 CRC32;928 MW;
(PROBABLE).

MNNPLVNQAA MVLPVFLLSA CLGGGGSFDL DSVDTEAPRP APKYQDVSSE KPQAQKDQGG
YGFAMRLKRR NWYPGAEESE VKLNESDWEA TGLPTKPKEL PKRQKSVIEK VETDGDSDIY
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GYIFYHGEKP
EEYSNKNEST
DAQITGNRFN
VGSAKTKDKL
SNAAQLVVDG
AQTASNTAGD
EQSMFLQGER
KITGKLTAEN
GFYGPKAEEL

SRQLPASGKV
LKDDHEGYGF
GTATATDKKE
ENGAAASGST
IMIPLLPKDS
TNGKTKTYEV
TDEKEIPTDQ
RQAQTFTIEG
GGWFAYPGDK

IYKGVWHFVT
TSNLEVDFGN
NETKLHPFVS
GAAASGGAAG
ESGNTQADKG
EVCCSNLNYL
NVVYRGSWYG
MIQGNGFEGT
QTEKATATSS

DTKKGQDFRE
KKLTGKLIRN
DSSSLSGGFF
TSSENSKLTT
KNGGTEFTRK
KYGMLTRKNS
HIANGTSWSG
AKTAESGFDL
DGNSASSATV

IIQPSKKQGD
NASLNNNTNN
GPQGEELGFR
VLDAVELTLN
FEHTPESDKK
KSAMQAGGNS
NASDKEGGNR
DQKNTTRTPK
VFGAKRQQPV

RYSGFSGDGS
DKHTTQYYSL
FLSDDQKVAV
DKKIKNLDNF
DAQAGTQTNG
SQADAKTEQV
AEFTVNFADK
AYITDAKVKG
Q

TfbA Protein von Helicobacterpylorii. Sequenz zur Verfügung gestellt von Katrin

 
Strutzberg, Tiermedizinische Hochschule Hannover (Strutzberg, K. 1996)
MHFK4NPYAL
LMEPALGYVV
YVRSGYVIDG
YLNDDYYTKF
RGNRFTGAAT
AKHNGSNVNT
NGKTWVAVAC
DAQVSKENNW
TGKAKTSDEG
AKQVKK

AFTSLFLVAC
KVPVSSFENK
EHSGSNEKGY
IGKRVGLVSG
ASDKNKGKGE
VRIIDASKID
CSNLEYMKFG
VATADDDRKA
FALDSGSSRY

SGGKGSFDLE
KVDISDIEVI
VYYKGNSPAK
DAKPAKHKYT
SYNFFSADSQ
LTNFSISELN
QLWQQAEGGK
GYRTEFDVDF
ENVKFNDVAV

DVRPNKTTGV
TNGNLDDVPY
ELPVNQLLTY
SQFEVDFATK
SLEGGFYGPK
NFGDASVLII
PENNSLFLQG
GNKNLSGKLF
SGGFYGPTAA

SKEEYKDVET
KANSSKYNYP
TGSWDFTSNA
KMTGKLSDKE
AEEMAGKFVA
DGKKIKLAGS
ERTATDKNPK
DKNGVNPVFT
ELGGQFHHKS

AKKEKEQLGE
DIKTKDSSLQ
NLNNEEGRPN
KTIYTVNADI
NDKSLFAVFS
GFTNKHTIEI
GGNYKYIGTW
VDAKIDGNGF
ENGSVGAVFG

 
5.2.3 BLASTP-Suche nach Sequenzen mit Homologie zum C-terminalen 0c-

Gis Peptid
Innerhalb dieser Arbeit wurden BLASTP-Homologiesuchen (Altschul et al. 1990) mit den C-
terminalen 12 und 16meren von oc-Gis durchgeführt, um weitere, potentielle Pertussis Toxin-
Substrate zu finden. Dabei wurde als zuvor nicht bekannte Zielsequenz der C-Terminus der
0c Untereinheit von Gh, einem G-Protein aus Schafen, ermittelt. Sein C-terminales 16mer
zeigte im Experiment eine sehr hohe ADP-Ribosylierungseffizienz.
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Sequenz von oc-Gh - SWISSPIR Eintrag und Zugriffscode: B25888

probable GTP—binding regulatory protein Gh alpha chain — bovine
(fragments)
C;SpeCies: Bos primigenius taurus (cattle)
C;Date: 16—Aug—1988 #sequence_revision 16—Aug—1988 #text_change l2—Apr—
1995
C;Accession: B25888
R;Michel, T.; Winslow‚ J.W.; Smith, J.A.; Seidman, J.G.; Neer, E.J.
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 83, 7663-7667, 1986
A;Title: Molecular cloning and characterization of CDNA encoding the GTP—
binding protein alpha—i and identification of a related protein, a1pha—h.
A;Reference number: A94l3l; MUID:870l7009
A;Accession: B25888
A;Status: not compared with conceptual translation
A;Molecule type: mRNA
A;Residues: 1-104
C;Superfamily: GTP—binding regulatory protein Gs alpha chain
>B25888
VPANDSAAYY LNDLERIAQS DYIPTQQDVL GTRVKTTGIV KTHFTFKDLH
FKMFDVGGHG SERKKWIHCF EGVTAIIFCV ALSAYDLVLT DVIIKNNLRN
CGLF

5.3 BLASTP-Recherchen nach Sequenzhomologien zu den auf den
Pertussis Toxin Untereinheiten S1 bis S5 gefundenen
immunodominanten, linearen Epitopen
In dieser Arbeit wurden innerhalb der 5 Untereinheiten von Pertussis Toxin mit Hilfevon

Pepscans insgesamt 18 lineare Epitope identifiziert, die eine charakteristische Erkennung
durch Seren von geimpften und rekonvaleszenten Patienten zeigen.
Um Hinweise darauf zu erhalten, ob diese Reaktionen ggf. auch auf Kreuzreaktionen mit
Epitopen anderer, bereits bekannterVirulenzfaktoren bzw. Peptidsequenzen beruhen
könnten, wurde für jedes dieser Epitope eine BLASTP-Recherche gegen die SWISSPROT-
und SWISSPIR-Datenbankdurchgeführt. Die Ergebnisse dieser Recherchen sind hier
wiedergegeben.
Eine Vielzahl homologer Sequenzen außerhalb der Gattung Bordete/la wurde nur für das
Epitop S1/1 gefunden. Alle anderen Epitope zeigten ausschließlichHomologien innerhalb der
Gattung Bordete/la, so daß sich hier kein Hinweis auf potentiell kreuzreagierende
Proteinsequenzen ergibt.

Das Ergebnis für die BLASTP-Recherche ist nur für das Epitop S1/1 angegeben, da für die
anderen Epitope ausschließlichSequenzen innerhalb der Gattung Bordete/la gefunden
wurden. Die verwendeten Parameter waren mit Ausnahme der zu vergleichenden
Epitopsequenzen identisch.
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BLASTP-Suche gegen das Epitop S1/1

31.11511: 1.4.11 [24—Nov-97] [Build 24—Nov—97]

Reference: Altschul, Stephen F.‚ Warren Gish, Webb Mi1ler‚ Eugene W. Myers‚
and David J. Lipman (1990). Basic local alignment search tool. J. Mol. Biol.
215:403—10.

Query: Peptidsequenz aus PTX S1 Pos 7-18 (codierender Bereich)
(14 letters)

Database: Non—redundant GenBank CDS translations+PDB+SwissProt+SPupdate+PIR
292,459 sequences; 87‚789‚635 total letters.

Searching . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
..done

Smallest
Sum

High Probability
Sequences producing High—scoring Segment Pairs: Score P(N) N

pdb 1PRT|A Bordetella pertussis >pdb|1PRT[G Bor... 78 0.0019 1
pir |WEBR11 pertussis toxin chain S1 precursor (... 78 0.0019 1
pdb 1PTO|A Bordetella pertussis >pdb|1PTO[G Bor... 78 0.0019 1
pir |A25973 pertussis toxin chain S1 precursor —... 78 0.0019 1
pir |B25973 pertussis toxin chain S1 precursor —... 78 0.0019 1
gi|39770 (X16347) toxin S1 subunit (AA 1-269)... 78 0.0019 1
sp|P04977|TOX1_BORPE PERTUSSIS TOXIN SUBUNIT 1 (S1) PRECU... 78 0.0019 1
pdb 1BCP|A Bordetella pertussis >pdb|1BCP|G Bor... 78 0.0019 1
pir |JE0062 core protein VP3 e bluetongue Virus

...
50 1.000000

_

pdb 1XTC|A Vibrio cholerae 49 1.000000 1
prf |1001196A toxin‚cho1era [Vibrio cholerae] 49 1.000000 1
gnl PID|d1006852 (D30052) Cholera toxin [Vibrio chole... 49 1.000000 1
sp}P01555|cHTA_vIBcH CHOLERA ENTEROTOXIN, A CHAIN PRECURS... 49 1.000000

_

gi]48348 (X00171) ctx A.[Vibrio cholerae] 49 1.000000 1
gi|155160 (K02679) enterotoxin prepeptide [Vib... 49 1.000000 1
pir |S73790 hypothetical protein A19_orf591 — My... 48 1.000000 1
sp|P33474|VP3_EHDVA VP3 CORE PRO"EIN >pir||A43969 core p... 47 1.000000 1
sp|P27281|vP3_EHDv1 VP3 CORE PRO”EIN >pir||P3XREH core p... 47 1.000000 1
pdb 1HTL|A Escherichia coli 47 1.000000 1
pdb 1LTB|A Escherichia co1i >pdb|1LTS|AEscheri... 47 1.000000 1
pir QLECA heat—1abile enterotoxin chain A prec ..

47 1.000000 1
sp|P43530]ELAH_ECoLI HEAT-LABI1E EN”EROTOXIN A CHAIN PREC... 47 1.000000 1
Sp I P0 6717 |ELAP_ECOLI HEAT_LABI.JE EIN"EROTOXIN A CHAIN PREC.

. .
47 1

.
000000 1

pir 155231 heat—1abi1e enterotoxin A precursor ...
47 1.000000 1

bbs 131494 (S60731) heat—labi1e enterotoxin A S... 47 1.000000 1
pdb 1LTA|A Escherichia co1i 47 1.000000 1
pdb „LT4|A Escherichia coli 47 1.000000

_

pdb _LTI|A Escherichia co1i 47 1.000000 l
gi 147191 (M61015) heat—1abile enterotoxin [Es... 47 1.000000 1
pdb 1LT3|A Escherichia co1i 47 1.000000

_

gi _48532 (M57244) heat—1abile enterotoxin sub... 47 1.000000 1
pir S27514 mosquitocidal toxin 21 — Bacillus sp... 46 1.000000

_

gi 2407262 (AF017281) inner core protein VP3 [B... 45 1.000000 1
gi 2407260 (AF017280) inner core protein VP3 [B... 45 1.000000 1
bbs 168194 (S78452) VP3 core protein [b1uetongu... 45 1.000000 1
gi 438516 (L19969) inner capsid protein [B1uet... 45 1.000000 ’

gi 438514 (L19968) inner capsid protein [B1uet... 45 1.000000
_

gi 438512 (L19967) inner capsid protein [B1uet... 45 1.000000 1
sp P03539|VP3_BTV17 VP3 CORE PROTEIN >pir||P3XRl7 core p... 45 1.000000 ;
sp P12435|VP3_BTV10 VP3 CORE PROTEIN >pir||SO7419 core p... 45 1.000000 1

>pdb|1PRT|AEordetella pertussis >pdb|1PRT|GBordetella pertussis
Length = 234

Score = 78 (36.2 bits)‚ Expect = 0.0019, P = 0.0019
Identities = 14/14 (100%), Positives = 14/14 (100%)
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Query: 1 VYRYDSRPPEDVFQ14
VYRYDSRPPEDVFQ

Sbjct: 6 VYRYDSRPPEDVFQ19

>pir||WEBR11 pertussis toxin chain S1 precursor (version 1) — Bordetella
pertussis
Length : 268

Score = 78 (36.2 bits)‚ Expect : 0.0019, P : 0.0019
Identities = 14/14 (100%), Positives = 14/14 (100%)

Query: 1 VYRYDSRPPEDVFQ14
VYRYDSRPPEDVFQ

Sbjct: 41 VYRYDSRPPEDVFQ54

>pdb|1PTO|A Bordetella pertussis >pdb|1PTO|G Bordetella pertussis
Length = 244

Score = 78 (36.2 bits)‚ Expect : 0.0019, P : 0.0019
Identities = 14/14 (100%), Positives : 14/14 (100%)

Query: 1 VYRYDSRPPEDVFQ14
VYRYDSRPPEDVFQ

Sbjct: 16 VYRYDSRPPEDVFQ29

>pir||A25973 pertussis toxin chain S1 precursor — Bordetella bronchiseptica
Length = 269

Score : 78 (36.2 bits)‚ Expect : 0.0019, P = 0.0019
Identities = 14/14 (100%), Positives = 14/14 (100%)

Query: 1 VYRYDSRPPEDVFQ14
VYRYUSRPPEDVFQ

Sbjct: 41 VYRYDSRPPEDVFQ 54

>pir||B25973 pertussis toxin chain S1 precursor — Bordetella parapertussis
Length = 269

Score : 78 (36.2 bits)‚ Expect = 0.0019, P = 0.0019
Identities : 14/14 (100%), Positives = 14/14 (100%)

Query: 1 VYRYDSRPPEDVFQ14
VYRYDSRPPEDVFQ

Sbjct: 41 VYRYDSRPPEDVFQ 54

>gi|3977O (X16347) toxin S1 subunit (AA 1-269) [Bordetella pertussis]
Length = 269

Score = 78 (36.2 bits)‚ Expect = 0.0019, P = 0.0019
Identities = 14/14 (100%), Positives = 14/14 (100%)

Query: 1 VYRYDSRPPEDVFQ14
VYRYDSRPPEDVFQ

Sbjct: 41 VYRYDSRPPEDVFQ 54

>sp[PO4977|TOX1_BORPE PERTUSSIS TOXIN SUBUNIT 1 (s1) PRECURSOR
(ISLET—ACTIVATING PROTEIN) (IAP) (NAD—DEPENDENT

ADP—RIBOSYLTRANSFERASE>pir||WEBRlP pertussis toxin chain s1
precursor (Version 2) - Bordetella pertussis >gi|144062 (M13223)
pertussis toxin S1 subunit precursor [Bordetella pertussis]
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>gi|14407l (M14378) pertussis toxin subunit 1 [Bordetella
pertussis]
Length = 269

Score = 78 (36.2 bits), Expect = 0.0019, P = 0.0019
Identities = 14/14 (100%), Positives = 14/14 (100%)

Query: 1 VYRYDSRPPEDVFQ14
VYRYDSRPPEDVFQ

Sbjct: 41 VYRYUSRPPEDVFQ 54

>pdb|1BCP|A Bordetella pertussis >pdb|1BCP|G Bordetella pertussis
Length = 235

Score : 78 (36.2 bits), Expect = 0.0019, P = 0.0019
Identities = 14/14 (100%), Positives = 14/14 (100%) I

Query: 1 VYRYDSRPPEDVFQ14
VYRYDSRPPEDVFQ

Sbjct: 7 VYRYDSRPPEDVFQ20

>pir]|JE0062 core protein VP3 — bluetongue virus (serotype 1, isolate
Australia)
Length = 901

Score = 50 (23.2 bits), Expect = 16., P = 1.0
Identities : 8/11 (72%), Positives : 10/11 (90%)

Query: 4 YDSRPPEDVFQ 14
YD+RPP+DV Q

Sbjct: 786 YDARPPDDVLQ 796

>pdb|1XTC|A Vibrio cholerae
Length : 194

Score : 49 (22.7 bits), Expect = 21., P = 1.0
Identities = 8/14 (57%), Positives = 12/14 (85%)

Query: 1 VYRYDSRPPEDVFQ14
+YR DSRPP+++ Q

Sbjct: 5 LYRADSRPPDEIKQ 18

>prf||1001196A toxin,cholera [Vibrio cholerae]
Length : 382

Score = 49 (22.7 bits), Expect : 21., P = 1.0
Identities : 8/14 (57%), Positives = 12/14 (85%)

Query: 1 VYRYDSRPPEDVFQ14
+YR DSRPP+++ Q

Sbjct: 23 LYRADSRPPDEIKQ 36

>gnl(PID|dl006852 (D30052) Cholera toxin [Vibrio cholerae]
Length : 258

Score : 49 (22.7 bits), Expect = 21., P = 1.0
Identities = 8/14 (57%), Positives = 12/14 (85%)

Query: 1 VYRYDSRPPEDVFQ14
+YR DSRPP+++ Q

Sbjct: 23 LYRADSRPPDEIKQ 36
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>sp|PO1555|CHTA_VIBCH CHOLERA ENTEROTOXIN, A.CHAIN PRECURSOR
(NAD(+)—-DIPHTHAMIDE ADP—RIBOSYLTRANSFERASE) >pir||xvvCA Cholera
enterotoxin Chain A precursor — Vibrio cholerae >gi|48421 (X58786)
Cholera toxin A protein (CTA) [Vibrio cholerae] >gi|48889 (X58785)
Cholera toxin A protein (CTA) [Vibrio cholerae] >gn1|PID|d1006854
(D30053) Cholera toxin [Vibrio cholerae]
Length = 258

Score : 49 (22.7 bits), Expect = 21., P = l.O
Identities : 8/14 (57%), Positives = 12/14 (85%)

Query: 1 VYRYDSRPPEDVFQ14
+YR DSRPP+++ Q

Sbjct: 23 LYRADSRPPDEIKQ 36

>gi|48348 (XOO171) Ctx A [Vibrio cholerae]
Length : 258

Score : 49 (22.7 bits), Expect : 21., P = 1.0
Identities = 8/14 (57%), Positives I 12/14 (85%)

Query: 1 VYRYDSRPPEDVFQ14
+YR DSRPP+++ Q

Sbjct: 23 LYRADSRPPDEIKQ 36

>gi|15516O (KO2679) enterotoxin prepeptide [Vibrio cholerae]
Length = 212

Score : 49 (22.7 bits), Expect = 21., P : 1.0
Identities = 8/14 (57%), Positives : 12/14 (85%)

Query: 1 VYRYDSRPPEDVFQ14
+YR DSRPP+++ Q

Sbjct: 23 LYRADSRPPDEIKQ 36

>pir||S7379O hypothetical protein A19_orf591 — Mycoplasma pneumoniae (SGC3)
(ATCC 29342) >gi|1674154 (AEOOOO46) Mycoplasma pneumoniae‚
A19_orf591 Protein [Mycoplasma pneumoniae]
Length = 591

Score = 48 (22.3 bits), Expect : 30., P = 1.0
Identities : 8/14 (57%), Positives = 11/14 (78%)

Query: 1 VYRYDSRPPEDVFQ14
VYR D R PE++F+

Sbjct: 8 VYRVDLRSPEEIFE 21

>sp|P33474)VP3_EHDVAVP3 CORE PROTEIN >pir||A43969 Core protein VP3 - epizootic
hemorrhagic disease virus (type 2, strain Australia) >bbs|68012
(S68010) VP3=inner Capsid protein [epizootic haemorrhagic disease
of deer Virus EHDV, Australian serotype 2, Peptide, 899 aa]
[Epizootic hemorrhagic disease of deer Virus]
Length = 899

Score = 47 (21.8 bits), Expect : 41., P = 1.0
Identities 2 7/11 (63%), Positives = 10/11 (90%)

Query: 4 YDSRPPEDVFQ 14
+DSRPPE++ Q

Sbjctz 784 FDSRPPEEILQ 794
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>sp|P27281|VP3_EHDV1 VP3 CORE PROTEIN >pir|]P3XREH core protein VP3 — epizootic
hemorrhagic disease Virus (type 1) >gi|323736 (M76616) VP3 protein
[Epizootic hemorrhagic disease Virus type 1]
Length = 899

Score : 47 (21.8 bits), Expect : 41., P = 1.0
Identities : 7/11 (63%), Positives = 10/11 (90%)

Query: 4 YDSRPPEDVFQ 14
+DSRPPE++ Q

Sbjct: 784 FDSRPPEEILQ 794

>pdb|1HTL|A Escherichia coli
Length : 191

Score = 47 (21.8 bits), Expect : 41., P = 1.0
Identities = 7/12 (58%), Positives = 11/12 (91%)

Query: 1 VYRYDSRPPEDV12
+YR DSRPP+++

Sbjct: 5 LYRADSRPPDEI 16

>pdb|1LTB|AEscherichia coli >pdb|1LTS|AEscherichia coli >pdb|1LTT|A
Escherichia coli
Length : 185

Score : 47 (21.8 bits), Expect = 41., P = 1.0
Identities : 7/12 (58%), Positives = 11/12 (91%)

Query: 1 VYRYDSRPPEDV 12
+YR DSRPP+++

Sbjct: 2 LYRADSRPPDEI 13

>pir||QLECA heat-labileenterotoxin chain A precursor — Escherichia coli
>gi|41340 (VOO275) enterotoxin subunit A [Escherichia coli]
Length : 254

Score : 47 (21.8 bits), Expect : 41., P : 1.0
Identities : 7/12 (58%), Positives : 11/12 (91%)

Query: 1 VYRYDSRPPEDV12
+YR DSRPP+++

Sbjct: 23 LYRADSRPPDEI 34

>sp|P43530|ELAH_ECOLI HEAT—LABILE ENTEROTOXIN A CHAIN PRECURSOR (LT-A, HUMAN)
(LTH—A)
Length : 258

Score = 47 (21.8 bits), Expect = 41., P = 1.0
Identities I 7/12 (58%), Positives = 11/12 (91%)

Query: 1 VYRYDSRPPEDV 12
+YR DSRPP+++

Sbjct: 23 LYRADSRPPDEI 34

>sp)PO6717|ELAP_ECOLI HEAT—LABILE ENTEROTOXIN A CHAIN PRECURSOR (LT—A‚ PORCINE)
(LTP—A) >gi|148334 (M15361) Heat labile toxin subunit A precursor
[Plasmid ENTR] >gi|148338 (M15362) Heat—labile toxin subunit A
precursor [Plasmid ENT] >gi|150459 (M35581) heat—1abi1e enterotoxin
subunit A [Plasmid P307]
Length = 258
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Score : 47 (21.8 bits), Expect : 41., P : 1.0
Identities = 7/12 (58%), Positives = 11/12 (91%)

Query: 1 VYRYDSRPPEDV 12
+YR DSRPP+++

Sbjct: 23 LYRADSRPPDEI 34

>pir||I55231 heat—labile enterotoxin A precursor — Escherichia coli >gi|148028
(KO1995) heat—1abile enterotoxin A prepeptide [Escherichia coli]
Length = 258

Score = 47 (21.8 bits), Expect = 41., P = 1.0
Identities = 7/12 (58%), Positives = 11/12 (91%)

Query: 1 VYRYDSRPPEJV 12
+YR DSRPP+++

Sbjctz 23 LYRADSRPPDEI 34

>bbs|131494 (S60731) heat—labile enterotoxin A subunit‚ LTC A subunit
[Escherichia coli, 21d, Peptide‚ 258 aa] [Escherichia coli]
Length = 258

Score = 47 (21.8 bits), Expect = 41., P = 1.0
Identities : 7/12 (58%), Positives = 11/12 (91%)

Query: 1 VYRYDSRPPEJV 12
+YR DSRPP+++

Sbjct: 23 LYRADSRPPDEI 34

>pdb|1LTA|AEscherichia coli
Length : 188

Score = 47 (21.8 bits), Expect = 41., P = 1.0
Identities : 7/12 (58%), Positives = 11/12 (91%)

Query: 1 VYRYDSRPPEDV 12
+YR DSRPP+++

Sbjct: 5 LYRADSRPPDEI 16

>pdb|1LT4|AEscherichia coli
Length = 247

Score : 47 (21.8 bits), Expect = 41., P = 1.0
Identities = 7/12 (58%), Positives = 11/12 (91%)

Query: 1 VYRYDSRPPEDV 12
+YR DSRPP+++

Sbjct: 5 LYRADSRPPDEI 16

>pdb|1LTI|A Escherichia coli
Length = 192

Score = 47 (21.8 bits), Expect = 41., P = 1.0
Identities : 7/12 (58%), Positives = 11/12 (91%)

Query: 1 VYRYDSRPPEDV 12
+YR DSRPP+++

Sbjct: 5 LYRADSRPPDEI 16

>gi|147191 (M61015) heat—1abile enterotoxin [Escherichia coli]
Length : 40
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Score = 47 (21.8 bits), Expect = 41., P = 1.0
Identities = 7/12 (58%), Positives = 11/12 (91%)

Query: 1 VYRYDSRPPEDV 12
+YR DSRPP+++

Sbjct: 23 LYRADSRPPDEI 34

>pdb|1LT3|AEscherichia coli
Length : 240

Score = 47 (21.8 bits), Expect = 41., P : 1.0
Identities = 7/12 (58%), Positives : 11/12 (91%)

Query: 1 VYRYDSRPPEDV 12
+YR DSRPP+++

Sbjct: 5 LYRADSRPPDEI 16

>gi|148532 (M57244) heat—1abi1e enterotoxin subunit A [Plasmid EWD 299]
Length : 240

Score = 47 (21.8 bits), Expect : 41., P : 1.0
Identities = 7/12 (58%), Positives : 11/12 (91%)

Query: 1 VYRYDSRPPEDV12
+YR DSRPP+++

Sbjct: 5 LYRADSRPPDEI 16

>pir||S27514 mosquitocidal toxin 21 — Bacillus sphaericus >gi|143205 (M60446)
mosquitocidal toxin [Bacillus sphaericus]
Length = 870

Score = 46 (21.3 bits), Expect = 56., P = 1.0
/ (Identities = 7/11 (63%), Positives = 9 11 81%)

Query: 3 RYDSRPPEDVF 13
R+D RPP D+F

Sbjct: 97 RWDRRPPNDIF 107

>gi|2407262 (AFO17281) inner core protein VP3 [Bluetongue Virus]
Length = 901

Score : 45 (20.9 bits), Expect : 77., P = 1.0
Identities : 6/11 (54%), Positives = 10/11 (90%)

Query: 4 YDSRPPEDVFQ 14
+D+RPP+D+ Q

Sbjct: 786 FDARPPDDILQ 796

>gi|240726O (AFO17280) inner core protein VP3 [Bluetongue Virus]
Length = 901

Score = 45 (20.9 bits), Expect = 77., P : 1.0
Identities = 6/11 (54%), Positives : 10/11 (90%)

Query: 4 YDSRPPEDVFQ 14
+D+RPP+D+ Q

Sbjct: 786 FDARPPDDILQ 796

>bbs|168194 (S78452) VP3 core protein [bluetongue Virus BTV 2, Ona—A, serotype
2, Peptide, 901 aa] [Bluetongue Virus 2]
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Length = 901

Score = 45 (20.9 bits), Expect : 77., P = 1.0
Identities : 6/11 (54%), Positives = 10/11 (90%)

Query: 4 YDSRPPEDVFQ 14
+D+RPP+D+ Q

Sbjct: 786 FDARPPDDILQ 796

>gi|438516 (L19969) inner capsid protein [Bluetongue Virus 13]
Length = 901

Score = 45 (20.9 bits), Expect = 77., P : 1.0
Identities : 6/11 (54%), Positives : 10/11 (90%)

Query: 4 YDSRPPEDVFQ 14
+D+RPP+D+ Q

Sbjct: 786 FDARPPDDILQ 796

>gi|438514 (L19968) inner capsid protein [Bluetongue Virus 11]
Length = 901

Score : 45 (20.9 bits), Expect : 77., P = 1.0
Identities = 6/11 (54%), Positives = 10/11 (90%)

Query: 4 YDSRPPEDVFQ 14
+D+RPP+D+ Q

Sbjct: 786 FDARPPDDILQ 796

>gi|438512 (L19967) inner capsid protein [Bluetongue Virus 2]
Length 2 901

Score = 45 (20.9 bits), Expect = 77., P = 1.0
Identities = 6/11 (54%), Positives : 10/11 (90%)

Query: 4 YDSRPPEDVFQ 14
+D+RPP+D+ Q

Sbjct: 786 FDARPPDDILQ 796

>sp|PO3539|VP3_BTV17 VP3 CORE PROTEIN >pir||P3XR17 core protein VP3 —

bluetongue Virus >gi|210861 (KO2369) P3 protein [Bluetongue Virus]
>gi|323171 (M32722) major core protein P3 [Bluetongue Virus]
Length = 901

Score = 45 (20.9 bits), Expect = 77., P : 1.0
Identities = 6/11 (54%), Positives = 10/11 (90%)

Query: 4 YDSRPPEDVFQ 14
+D+RPP+D+ Q

Sbjct: 786 FDARPPDDILQ 796

>sp)P12435|VP3_BTV1OVP3 CORE PROTEIN >pir||S07419 core protein P3 — bluetongue
Virus (serotype 10) >gi|210863 (M22096) VP3 protein [Bluetongue
Virus]
Length = 901

Score : 45 (20.9 bits), Expect : 77., P = 1.0
Identities = 6/11 (54%), Positives = 10/11 (90%)

Query: 4 YDSRPPEDVFQ 14
+D+RPP+D+ Q

Sbjct: 786 FDARPPDDILQ 796

-154-



Anhang 155

Parameters:

V:l00
B:100
H=O
E2100

Lambda K H
0.321 0.145 0.456

Cutoff to enter 2nd pass: >: 33 ( 0.0 bits)

E s T1 T2 x1 x2 w Gap
100.0 47 11 11 -16 —22 4o 50

Database: Non—redundant GenBank CDS translations+PDB+SwissProt+sPupdate+PIR
Posted date: Mar 1, 1998 5:48 AM

# of letters in database: 87,789,635
# of sequences in database: 292,459

Number of Hits to DB: 1st pass: 3069160, 2nd pass: 11111
Number of Sequences: 1st pass: 292459, 2nd pass: 322
Number of extensions: lst pass: 17966, 2nd pass: 6812
Number of successful extensions: 1st pass: 322, 2nd pass: 1059
Number of sequences better than 100: 40
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6 Zusammenfassung

Diese Arbeit beschäftigt sich mit der Struktur- und Funktionsanalysevon Pertussis Toxin
(PT), einem der Hauptvirulenzfaktorendes Keuchhustenerregers Bordetella pertussis.
Als neues methodisches Verfahren wurden für die Untersuchungen C-terminal an Cellulose
fixierte Peptide eingesetzt.

Um die Grundlage für die Durchführung dieser Arbeit zu schaffen, mußte zunächst die
Spotsynthese von Peptiden auf Cellulosefiltern etabliert und optimiert werden. Für die
Auswertung der Ergebnisse wurde eine Methode zur einfachen, (semi-)quantitativen
Auswertung von Farbreaktionen auf festen Oberflächen entwickelt. Mit diesen Techniken
wurden die hier beschriebenenUntersuchungen an PT durchgeführt und darüber hinaus 'rn
Rahmen von Kooperationen und weiterführenden Arbeiten zusätzliche Anwendungsbereiche
für die Analyse von Protein-Protein Wechselwirkungenaufgezeigt.

Es gelang in dieser Arbeit mit Hilfe von Pepscans von PT und humanen Antiseren ein
Vielzahl immunodominanter, linearer, humaner Epitope innerhalb der fünf Untereinheiten von

PT zu detektieren sowie die Lage dieser Determinanten innerhalb der dreidimensionalen
Kristallstruktur von Pertussis Toxin zu bestimmen und abzubilden.

Dabei wurde festgestellt, daß die humane Reaktion eines geimpften Patienten sich in der
Epitoperkennung nur geringfügig von der Erkennung nach einer natürlichen Infektion
unterscheidet.
Auf jeder Untereinheit von PT existiert mindestens ein immunodominant erkanntes, lineares
humanes Epitop. Neben der enzymatisch aktiven S1 Untereinheit werden insbesondere die
eine Aufnahme in Zielzellen vermittelnden S2 und S3 Untereinheiten durch humane Antiseren
erkannt. Von den immunodominanten Epitopen auf diesen Untereinheiten werden die
lektinähnlichen Bindungstellen für Sialinsäurereste der die Bindung an Zielzellen vermittelnden
Glycoproteineabgedeckt.
Die Projektion der Epitope auf die Kristallstruktur von PT hat gezeigt, daß auf den
Untereinheiten zum Teil auch strukturelle, immunodominante Bereiche existieren, die von

polyklonalenAntiseren kumulativ erkanntwerden.
Ebenso konnte durch diese Projektion gezeigt werden, daß im Pepscan detektierte, scheinbar
lineare Epitope tatsächlich aus mehreren Teilepitopen bestehen können, die in der
dreidimensionalen Struktur deutlich voneinander abgesetzt an der Oberfläche des Moleküls
präsentiert werden.
In Vergleichender von humanen Antiseren erkannten Epitope mit Sequenzen aller bekannten
Proteine und Proteinfragmente wurde gezeigt, daß - mit einer Ausnahme - alle detektierten
Epitope spezifisch für PT sind und daher zuverlässig einen zurückliegenden Kontakt des
Immunsystems mit diesem Toxin detektieren. Da außer Bpertussis kein weiterer bekannter
Organismus das PT exprimiert, weist diese Reaktion eindeutig entweder auf eine
zurückliegende Infektion mit diesem Pathogenoder auf vorhergehende lmmunisierung hin.
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Die hier gewonnenen Informationen bilden somit eine wichtige Grundlage für die Entwicklung
hochspezifischer serologischer Tests, die das Risiko falschpositiver Diagnosen weitgehend
ausschließen können.
Weiterhin sind mit der Detektion der linearen humanen Epitope nunmehr die Peptidsequenzen
bekannt, die als Basis für die Entwicklung epitopbasierter Kombinationsvakzinenin Betracht
gezogen werden können.

Neben der Detektion von Antikörperreaktion mit C-terminal verankerten Peptiden wurde
dieses Verfahren hier erstmals zur Untersuchung von Enzym-Substrat Reaktionen
eingesetzt. Die Darstellung von Cellulose fixierten Peptid-Feldern (Peptid-Arrays) bzw.
Peptid-Bibliotheken zur Analyse der Einflüsse von Sequenzaustauschen in Substraten
wurde erstmals am Beispiel der ADP-Ribosylierungvon Peptiden durch PT angewendet.
In Untersuchungen an den von nativen o: Untereinheiten heterotrimerer G-Proteine
abgeleiteten C-terminalenZielsequenzen von PT wurde gezeigt, dal3 PT bereits Peptide mit
einer Länge von ‘l1 Aminosäuren spezifisch erkennt und modifiziert.
Die erhebliche Steigerung der Zielsequenzerkennung bei der VenNendung größerer
Peptidsubstrate macht deutlich, daß auch strukturelle Faktoren „oberhalb“ der ADP-
Ribosylierungsstelledeutlichen Einflußauf Erkennung und Modifikationausüben.
Mit der oc-Ghsequenz wurde ein neues Substrat von PT detektiert, das im Vergleich mit allen
bisher bekanntenZielsequenzen erheblich effizientererkannt und modifiziertwird.
Durch gezielte Austausche von Aminosäurepositionen in Zielsequenzen für die ADP-
Ribosylierung wurde gezeigt, daß „natürliche“ Zielsequenzen nicht optimal von PT erkannt
werden und Einzelpositionsaustauscheeinen negativen und gleichfalls an einigen speziellen
Positionen einen erheblich steigernden Einfluß auf die ADP-Ribosylierungseffizienzhaben
können.
Daraus ergibt sich, dal3 die systematische Suche nach einem PT Hypersubstrat
aufgenommen werden kann. Wenn es gelingt ein Substrat zu finden, daß zwar optimal
erkannt und von PT gebunden wird, jedoch durch Austausch des Cysteins an der Position -4
nicht umgesetzt werden kann, steht damit möglicherweise ein PT lnhibitor mit therapeutischer
Relevanz zur Verfügung.
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7

7.1

7.2

Veröffentlichungen und wissenschaftliche Beiträge
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sollten wir niemals aus unserem Bewußtsein verdrängen.
Wir sind immer mitten in und gleichzeitig stets am Ende unserer
persönlichen Entwicklung.


